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Zusammenfassung

Transcription activator like effectors (TALESs) sind bakterielle Effektorproteine, die von
phytopathogenen Xanthomonas spp. Uber das Typ-Il1I-Sekretionssystem in die Zellen des
pflanzlichen Wirts transloziert werden. Dort gelangen sie in den Nukleus, binden spezifisch an
Promotorsequenzen und induzieren die Transkription von Genen. Daflr verfugen TALESs tber
eine DNA-Bindedomane aus 33-35 Aminosauren (AS)-Wiederholungen, den repeats, die sich
vor allem an den AS-Positionen 12 und 13 (repeat variable diresidue, RVD) voneinander
unterscheiden. Das repeat-Array bildet eine hochregelmaRige superhelikale Struktur, wobei
jeder repeat ein Nukleotid des codierenden DNA-Stranges erkennt. Die Basenspezifitat wird
dabei durch die 13. AS eines jeden repeats vermittelt. Auf Grund dieser einfachen, modularen
DNA-Erkennung werden TALEs zur Erstellung molekularer Werkzeuge zur spezifischen
Geninduktion und Genommodifikation verwendet. In dieser Arbeit wurde zum einen der
Einfluss seltener repeats einer aberranten Lange von 30, 39, 40 oder 42 AS auf die DNA-
Erkennung durch TALEs untersucht. Es wurde festgestellt, dass TALES mit einem aberranten
repeat neben einer optimalen auch eine Zielsequenz mit einer Leserasterverschiebung um -1
Nukleotid in der Nahe des aberranten repeats erkennen. Zum anderen wurde die Geninduktion
durch TALE-Aktivatoren am Modell des HIV-1-Promotors untersucht. Es war bereits bekannt,
dass TALEs zwar nicht auf, aber stromaufwérts von den drei SP1-Bindestellen des
Kernpromotors Transkription induzieren konnen. In dieser Arbeit wurde mit Hilfe einer
Promotormutante gezeigt, dass eine effiziente Geninduktion mit artifiziellen TALEs durch das
kooperative Zusammenwirken mit endogenen Transkriptionsfaktoren wie SP1 mdglich ist.
Dartiber hinaus konnte eine effiziente Geninduktion am mutierten HIV-1-Promotor auch durch
die synergistische Aktivierung mit mehreren kiinstlichen TALEs, sowie durch einen TALE mit
multiplen Aktivierungsdoménen erzielt werden. Unter Verwendung eines aberranten repeats
und RVDs multipler Basenspezifitat wurden auflerdem TALEs erstellt, die Transkription an
variablen Promotorsequenzen verschiedener HIV-1 Subtypen induzieren konnten. TALE-
Nukleasen (TALEN) zur Genommodifikation werden durch Fusion einer Fokl-
Endonukleasedomane erstellt. Da Fokl DNA als Dimer schneidet, werden TALEN als Paare
eingesetzt. In dieser Arbeit wurden zur Vereinfachung dieser Technologie single chain TALEN
mit einem einkettigen Fokl-Endonukleasedoménendimer erstellt, die spezifisch und effizient
DNA in vitro schneiden, jedoch keine Mutationen in vivo verursachen. Weiterhin wurden durch
zusétzliche RVD-Base-Fehlpaarungen hochspezifischne TALEN-Paare erstellt, die zwei

Sequenzen anhand nur einer Base unterscheiden.



Summary

Transcription activator like effectors (TALEs) are effector proteins of plant pathogenic
Xanthomonas species. The bacteria inject them via the type Ill-secretion system into the host
plant cells, where they enter the nucleus, specifically bind to promoter sequences and thereby
induce genes. Therefore, TALES contain a uniqgue DNA-binding domain consisting of 33 to 35
amino acid tandem repeats, which mostly differ at positions 12 and 13, the so called repeat
variable diresidue (RVD). The repeat array forms a highly regular superhelical structure that
wraps around the DNA double helix exposing the 13" residue of each repeat to the bases of the
DNA coding strand. Thus, each repeat recognizes one nucleotide with its 13" amino acid
specifying which base is bound. Due to this simple mode of DNA recognition, TALEs are
applied as molecular tools for gene induction and genome modification. In this work, the
influence of rare aberrant repeats of 30, 39, 40 or 42 amino acids on TALE-DNA recognition
was investigated. It was found that TALEs with aberrant repeats not only recognize their
optimal target sequence but also a sequence with a -1-nucleotide frameshift in proximity to the
aberrant repeat. Furthermore, the induction of transcription at the HIV-1 promoter by TALE-
activators was studied. It was known that TALES do not activate transcription at the three SP1-
binding sites of the HIV-1 core promoter, but do so when targeting upstream sequences. Using
HIV-1 promoter mutants, it was shown in this work that artificial TALEs are able to
cooperatively induce transcription together with endogenous transcription factors like SP1. On
the other hand, an efficient transcriptional induction at the mutant promoter was possible by
synergistic activation with multiple TALE-activators or a TALE with multiple activation
domains. Exploiting an aberrant repeat and RVDs with multiple base specificities, TALE-
activators were generated that efficiently induced transcription at variable promoter sequences
of different HIV-1 subtypes. TALE nucleases (TALEN) for genome editing are fusion proteins
with a Fokl endonuclease domain, which only cleaves DNA as a dimer. Therefore, TALEN are
applied pairwise. To simplify this method single chain TALEN (scTALEN) with a monomeric
Fokl endonuclease domain dimer were used in this work. Although specifically cleaving DNA
in vitro efficiently, SCTALEN did not induce mutation in living cells. Finally, TALEN-pairs

with single nucleotide specificity were generated employing additional RVD-base mismatches.
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1. Einleitung

Als Erbinformation aller Lebewesen verschlusselt die DNA die Bausteine der grundlegenden
Lebensprozesse, sowie artspezifischer und individueller Merkmale. Diese Bausteine sind in als
Gene bezeichneten DNA-Abschnitten codiert. Wie einzelne Gene und deren rdumlich-zeitliche
Regulation zur Gesamtheit eines Organismus beitragen, ist jedoch in vielen Féllen noch nicht
geklart. Die denkbar zuverlassigste und eleganteste Methode, um dies zu untersuchen, ist die
direkte Manipulation des Gens von Interesse im Genom des Organismus. Diesen Ansatz
ermoglicht das Genome Engineering. Dessen Grundlage bilden Proteine, die zur Erkennung
einer spezifischen DNA-Sequenz programmiert werden kénnen. Dadurch kann gezielt eine
bestimmte Stelle in einem Genom angesteuert werden, um eine beliebige Aktion an der DNA
durchzuftihren. Die Modifikation solcher Werkzeuge, z.B. durch die Fusion funktionaler
Doménen, erlaubt einen vielseitigen Einsatz. Neben der Zerstdrung oder gezielten Veranderung
eines Gens — dem Genome Engineering im engeren Sinne — sind unter anderem auch
Genaktivierung oder epigenetische Veranderungen mdoglich. Die ersten Werkzeuge des
Genome Engineerings waren Zinkfinger- und Meganukleasen. Die sequenzspezifische
Programmierung dieser Genscheren ist jedoch aufwendig, was eine weit verbreitete
Anwendung verhinderte. Dies dnderte sich mit der Entschlisselung des TALE (transcription
activator-like effector)-Codes. Der einfache, modulare Mechanismus zur DNA-Erkennung und
Bindung von TALEs vereinfachte die Konstruktion von Genome Engineering-Werkzeugen
drastisch, sodass TALE-Nukleasen (TALEN) und ihre Vorganger zu Beginn dieser Arbeit von
Nature Methods zur Methode des Jahres 2011 gewahlt wurden (Baker, 2012). Seither hat das
Genome Engineering eine rasante Entwicklung erlebt, zu der insbesondere die jiingeren
CRISPR/Cas (clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR associated

protein)-basierten Werkzeuge beigetragen haben.
1.1 TAL-Effektoren

Transkriptionsaktivator-dhnliche Effektoren (transcription activator-like effectors), kurz TAL-
Effektoren oder TALEs, wurden als Effektorproteine bakterieller Phytopathogene der Gattung
Xanthomonas entdeckt (Bonas et al., 1989). Sie werden vom Bakterium mit Hilfe des Typ-I1l1-
Sekretionssystems (T3S) in die Zellen der Wirtspflanze injiziert (Abb. 1.1 A; Van den
Ackerveken et al., 1996; Szurek et al., 2002). Im Zytoplasma der Pflanzenzelle werden die
TALEs von Importin a gebunden und in den Nukleus transportiert (Szurek et al., 2001). Dort

binden sie spezifisch an DNA-Sequenzen in Promotoren von Zielgenen, deren Transkription
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die TALEs induzieren und so die Besiedlung der Wirtspflanze durch das Bakterium
unterstutzen (Abb. 1.1 A; Boch und Bonas, 2010).

1.1.1 Zielgene

TALEs sind in Xanthomonas spp. zu finden, die eine Vielzahl verschiedener ein- und
zweikeimblattriger Pflanzen, darunter bedeutende Kulturpflanzen wie z. B. Reis, befallen. Um
ihr Wirtsspektrum zu kennzeichnen, sind Xanthomonas spp. in Pathovare (pv.) eingeteilt. So
besiedeln beispielsweise X. oryzae pv. oryzae (Xoo) und pv. oryzicola (Xoc) Reispflanzen
(Gattung Oryza), auf denen sie die schwerwiegenden Krankheiten bakterielle Weil3blattrigkeit
bzw. bakterielle Streifenkrankheit auslosen (Nino-Liu et al., 2006; Verdier et al., 2012).
Entsprechend ihrer weiten phylogenetischen Verbreitung sind mehr als 100 verschiedene
TALEs bekannt, wobei die Anzahl der TALE-Gene in den verschiedenen Xanthomonas-
Stammen sehr unterschiedlich ist (Scholze und Boch, 2011). Besonders viele TALE-Gene (7-
28) treten z.B. in Xo00 und Xoc Stammen auf (Scholze und Boch, 2011). Trotz dieser Vielzahl
bekannter TALEs ist nur ein Teil ihrer pflanzlichen Zielgene identifiziert. Zielgene, deren
Aktivierung zur Besiedlung und Erkrankung der Wirtspflanze durch Xanthomonaden
beitragen, werden als Suszeptibilitatsgene bezeichnet. In vielen Fallen ist jedoch nicht
aufgeklart, ob und wie die Aktivierung identifizierter Zielgene die bakterielle Kolonisation der
Pflanze beeinflussen. Eine mogliche Strategie stellt die Manipulation des pflanzlichen
Transkriptoms durch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren dar (Boch et al., 2014).
Beispiele fur TALE-aktivierte Transkriptionsfaktoren sind das durch PthA aus X. citri bei der
Auslosung von Zitruskrebs induzierte Suszeptibilitdtsgen CsLOB (Hu et al., 2014; Li et al.,
2014; Pereiraet al., 2014), das durch AvrBs3 aus X. campestris pv. vesicatoria (Xcv) induzierte,
in Paprika Hypertrophie-verursachende UPA20 (Kay et al., 2007), sowie die durch PthXo6 und
PthXo7 aus Xoo induzierten Gene OsTFX1 bzw. OsTFIIAy1 (Sugio et al., 2007).

Eine andere Strategie stellt die TALE-vermittelte Induktion von Transportergenen dar (Boch et
al., 2014). Dies konnte zur Anpassung des Apolplastenmilieus an die Bedurfnisse des
Pathogens beitragen, indem das Bakterienwachstum hemmende Stoffe ins Pflanzenzellinnere
und forderliche Stoffe in den Apoplasten transportiert werden (Boch et al., 2014).
Beispielsweise tragt Talg2 durch die Aktivierung von OsSULTR3;6 zur Besiedlung von
Reispflanzen durch Xoc bei (Cernadas et al. 2014). Dabei codiert OsSULTR3;6 einen
Sulfattransporter, der mutmaglich Sulfatimport in die Pflanzenzelle vermittelt (Cernadas et al.
2014). Auch die prominenteste Gruppe TALE-induzierter Suszeptibilitatsgene, die Familie der

SWEET-Gene in Reis, gehoért zu den Transportergenen. Die Aktivierung dieser
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Zuckertransporter kodierenden Gene tragt wahrscheinlich zur Bereitstellung von Saccharose
und Glukose im Apoplasten und Xylem bei und ist essentiell fir die Virulenz von Xoo. Gleich
mehrere TALEs aus verschiedenen Xoo-Stdmmen induzieren drei Gene dieser Familie.
Wéhrend OsSWEET11 und OsSWEET13 von PthXol bzw. PthXo2 aktiviert werden, wird
OsSWEET14 von vier verschiedenen TALEs, TalC, AvrXa7, PthXo03, sowie TALS5, angesteuert
(Yang et al. 2006; Antony et al. 2010; Romer et al., 2010; Liu et al., 2011; Yu et al. 2011; Zhou
et al. 2015). Darlber hinaus wurde fur die 0brigen OsSSWEETs aus dieser
Verwandtschaftsgruppe (Klade 111), OsSSWEET12 und OsSWEET15, gezeigt, dass auch sie bei
Induktion durch kinstliche TALEs zur Besiedlung von Reis durch Xoo beitragen (Li, T. et al.,
2013; Streubel et al. 2013).

1.1.2 TALE-basierte Pflanzenresistenzmechanismen

Wirtspflanzen haben verschiedene Resistenzbarrieren gegen Phytopathogene entwickelt, auch
basierend auf Effektorproteinen. In Bezug auf die groRte Effektorfamilie der TALEs sind
mehrere Resistenzmechanismen bekannt. So stellen Gene, die einen lokalen Zelltod als
Resistenzreaktion ausldsen, einen weiteren Typ von TALE-induzierten Genen dar. Zu diesen
Resistenzgenen gehdren Bs3 und Bs4C aus Paprika, die durch die Xcv-TALEs AvrBs3 bzw.
AvrBs4 induziert werden (Romer et al., 2007; StrauB et al., 2012), sowie Xal0 und Xa27 aus
Reis, die von den Xoo-TALEs AvrXal0 bzw. AvrXa27 aktiviert werden (Gu et al., 2005; Tian
et al., 2014). Neben der transkriptionellen Aktivierung von Resistenzgenen durch TALES kann
eine Resistenzreaktion durch die Erkennung der Effektoren auf Proteinebene ausgeldst werden.
Dies ist im Zusammenhang mit TALEs fur das Paprika-Resistenzprotein Bs4, das u.a. AvrBs4
aus Xcv erkennt, beschrieben (Schornack et al., 2004). Andere TALE-basierte
Pflanzenresistenzmechanismen, die nicht auf der Auslésung einer Resistenzreaktion beruhen,
werden durch Mutationen vermittelt, die die Aktivierung von Suszeptibilitatsgenen verhindern.
Ein mogliches Beispiel ist eine Mutation in der vy-Untereinheit des generellen
Transkriptionsfaktors (TF) I1A. In Reis existieren zwei Paraloge des TFIIAy-Gens, OsTFI1Ay1
und OsTFIIAyS (Xa5), von denen Xa5 konstitutiv exprimiert wird. Das rezessive Allel xa5
verringert die Virulenz von Xoo (lyer and McCouch, 2004; lyer-Pascuzzi et al., 2008; Gu et al.,
2009), was durch die PthXo7-vermittelte Induktion von OsTFIIAyl z.T. aufgehoben wird
(Sugio et al., 2007). Eine andere Mdglichkeit stellt die Mutation der DNA-Zielsequenzen von
TALEs in Zielgenpromotoren dar (Chu et al., 2006a, b; Yang et al., 2006; Liu et al., 2011).
Dadurch wird die TALE-abhéngige Geninduktion und ein entsprechender Beitrag zur Virulenz

des Pathogens verhindert. Betrifft dies wichtige Suszeptibilitdtsgene wie die OSSWEETS,
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vermitteln solche biallelischen Promotormutationen Resistenz der Pflanze gegen das Pathogen.
Dementsprechend sind Reisvarianten, die Insertionen, Deletionen oder Nukleotidsubstitutionen
in den Promotoren von OsSWEET11 und OsSWEET13 tragen, resistent gegentber Xoo-
Stammen mit den TALEs PthXol bzw. PthXo2 (Chu et al., 2006a, b; Antony et al., 2010; Liu
etal., 2011; Yuan et al., 2011; Zhou et al. 2015).

A Xanthomonas spp. B
[+] repeat RVD

“ Position ! 1213 34
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‘\

T3S 32-101(2|3 4567 8 9101115 NLS AD
Transkiipte DN T/HDHDIHDNSNSNSHON ING HD Dc

9202 Zielsequenz 5'“-TACACCCNNNCGCA AT -3

© TALE

TALE Hax3 N( [ N

H
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C D RVD
RVD DNA-Spezifitit RVD-Effizienz 30AS LIPD-——————- QUVAIASNIGGKQALETVQRLLPV-————- LC
HD C stark
NI A ochwach 34AS LTPD-——————- QVVAIASNIGGKQALETVQRLLPV-————- LCQDHG
IA stark/intermediar 39 Ag 7 ppp________ QVVATASN-GGKQALETVQRLLPVQRLLPVLCQDHG
intermediar
NG/HG T schwach 40 AS LTPD-——————- QVVAIANNNGGKQALETVQRLLPVQRLVPVLCQDHG
N* TIC schwach
NS JAICIT intermediar 42 AS LTPDQVVAIASNQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPV-————- LCQDHG
E
repeat-Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28285 RBF
PthXo3 NI HG NI HG NI NI NI HD NN HD HD HD NG HD N* NI HD HD NN NS NI NG NN HD N* NS N*
. . . . "« 8 = 8 . 10
OSSWEET4 T A T A T A A A CCCCCTO CCAATCTC A T CTAA
F
repeat-Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25255  RBF
AvrXa7 (Anthony) NI HG NI NI NS HD NN HD HD HD NS N* N* HD HD NS NS NI NG NN NI N* NS N*
L] L] - - - -
OSSWEET4 T A T A T A A A CCCCCTO CCAATCTC A T CTAA
. . . = . . 7
AvrXa7 (Rmer) NI HG NI NI NS HD NN HD HD HD NS N* N* HD HD NS NS NI NG NN NI N* NS N*
repeat-Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25255

Abb. 1.1: Funktionsweise und struktureller Aufbau natirlicher TALES. (A) TALEs werden Uber das Typ-I11-
Sekretionssystem (T3S) in die Pflanzenzelle (ibertragen und aktivieren dort im Zellkern Genexpression. Abb.
verandert nach Streubel et al., 2013. (B) Aufbau und DNA-Erkennung des natiirlichen TALEs Hax3. TALEs
enthalten ein T3S-Signal (T3SS, tirkis), nukleare Lokalisierungssignale (NLS, blau), eine saure
Aktivierungsdoméne (AD, orange) und eine DNA-Bindedoméne aus hoch konservierten Aminosauren (AS)-
Wiederholungen (repeats, rot). Jedes repeat erkennt ein Nukleotid der Ziel-DNA-Sequenz. Dabei bestimmen die
AS an Position 12 und 13, genannt RVD (repeat variable diresidue), die Basenspezifitat. Der degenerierte repeat
-1im TALE N-Terminus erkennt zusétzlich ein 5°-vorgelagertes Thymin. Abb. verdndert nach Richter et al., 2016.
(C) RVD-Spezifitaten und Effizienzen. Ein * kennzeichnet das Fehlen der AS an dieser Position. (D) Alignment
der AS-Sequenzen natirlicher TALE-repeats unterschiedlicher AS-Anzahl. Die AS, die die beiden a-Helices
formen, sind in einem typischen 34 AS repeat unterstrichen. (E) Alignment der PthXo3 RVDs mit der
OsSWEET14-Zielsequenz nach Anthony et al., 2010. Es treten mehr RVD-Base-Fehlpaarungen (RBF, schwarze
Punkte) im 3°-Bereich der Zielsequenz auf. (F) Alignment der AvrXa7 RVDs mit der OsSWEET14-Zielsequenz
in zwei um zwei Nukleotide verschobenen Varianten nach Anthony et al., 2010, oder Rémer et al., 2010. (E, F)
39 AS repeat in grau. (D-F) Abb. verandert nach Richter et al., 2014.
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1.1.3 Der strukturelle Aufbau und die DNA-Erkennung von TALES

Um ihre Funktion als Transkriptionsaktivatoren in Pflanzen zu erfullen, besitzen TALEs
bestimmte strukturelle Merkmale. Neben einem N-terminalen Typ-111-Sekretionssignal (Abb.
1.1 B, T3SS; Szurek et al., 2002) zur Translokation aus der Bakterien- in die Pflanzenzelle
verfiigen sie tiber Domanen eukaryotischer Transkriptionsaktivatoren. Dabei handelt es sich
um zwei funktionale Kernlokalisierungssignale (nukleare Lokalisierungssignale, NLS) und
eine saure Aktivierungsdomane (AD) im C-Terminus (Abb. 1.1 B; Van den Ackerveken et al.,
1996; Zhu et al., 1998; Szurek et al., 2001; Marois et al., 2002).

Entscheidend fir die spezifische Erkennung von Zielgenpromotoren ist jedoch die einzigartige,
zentrale DNA-Bindedoméne von TALEs. Dabei handelt es sich um ein Array von hoch
konservierten Aminosauresequenz-Wiederholungen, den sogenannten repeats (Abb. 1.1 B;
Boch und Bonas, 2010). Die i. d. R. 34 Aminoséauren eines jeden repeats bilden eine Helix-
Loop-Helix-Struktur, wodurch die variablen Aminosduren an repeat-Position 12 und 13,
genannt repeat variable diresidue (Abb, 1.1 B, RVD), in der groRen Furche der DNA-
Doppelhelix exponiert werden (Deng et al., 2012; Mak et al., 2012; Gao et al., 2012). Dort
vermittelt der RVD jeweils eines repeats die Erkennung jeweils eines Nukleotids des DNA-
Leitstranges in konsekutiver Folge. Somit bestimmt die Anzahl der repeats auch die Lange der
vom TALE erkannten DNA-Sequenz (Boch et al., 2009; Moscou und Bogdanove, 2009). Der
C-terminal letzte, sogenannte halbe repeat, der nur 19 oder 20 der 34 konservierten
Aminoséuren enthdlt, begrenzt dabei die DNA-Zielsequenz am 3‘-Ende (Abb. 1.1 B).
Zusatzlich zu der vom repeat-Array erkannten DNA-Sequenz gehort zur Zielsequenz von
TALEs ein unmittelbar 5°-vorgelagertes Thymin, das als initiales T (To) bezeichnet wird (Abb.
1.1 B; Boch et al., 2009; Moscou und Bogdanove, 2009). TALE-KTristallstrukturen haben bis
zu vier degenerierte repeats (-3 bis 0) im N-Terminus gezeigt, wobei ein Tryptophan in repeat
-1 flr die Koordination des initialen T notwendig ist (Abb. 1.1 B; Deng et al., 2012; Mak et al.,
2012; Gao et al., 2012; Stellaet al., 2013; Lamb et al., 2013; Tsuji et al., 2013; Schreiber et al.,
2014). Ahnlich der Spezifizierung des initialen T durch das Tryptophan im degenerierten repeat
-1 interagiert auch die Aminosdure an Position 13 eines jeden kanonischen repeats mit einer
spezifischen Nukleobase (Deng et al., 2012; Mak et al., 2012). Die Aminosaure an Position 12
hingegen vermittelt intra-repeat-Interaktionen, die zur strukturellen Stabilisierung des repeats
und der Positionierung von Aminoséure Nr. 13 zur DNA-Base beitragen (Deng et al., 2012;
Mak et al.,, 2012). Die so vermittelte DNA-Basenspezifitdit der RVDs wurde bereits

entschlusselt, wobei einige RVDs die Erkennung mehrerer Nukleobasen erlauben (Abb. 1.1 C;
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Boch et al., 2009; Moscou und Bogdanove, 2009; Streubel et al., 2012; Le Cong et al., 2012).
So erkennen z. B. die hdufigen RVDs HD, NI und NG spezifisch die DNA-Basen C (Cytosin),
A (Adenin) bzw. T (Thymin), wohingegen NN und NS mit G (Guanin) und A bzw. A, C, G
und T jeweils mehrere Basen erkennen (Abb. 1.1 C; Boch et al., 2009; Moscou und Bogdanove,
2009). Daruber hinaus wurde festgestellt, dass die verschiedenen RVDs unterschiedlich stark
zur Aktivitat von TALES beitragen (Abb. 1.1 C; Streubel et al., 2012). Dabei wurde einem RVD
eine starke Effizienz in Kombination mit einer bestimmten Base zugeordnet, wenn ein TALE,
der fast ausschlieBlich aus repeats mit diesem RVD bestand, Aktivitat an einer aus dem
entsprechenden Nukleotid bestehenden DNA-Sequenz zeigte. Als starke RVDs wurden nur HD
und NN an G identifiziert. Eine intermedidre Effizienz wurde zugeordnet, wenn ein TALE mit
einer Folge des entsprechenden RVDs noch Genaktivierung vermittelte. Dies traf u. a. auf den
G-spezifischen RVD NH aus einem TALE-Homolog von Ralstonia solanacearum zu. Als
schwache RVDs wurden solche bezeichnet, die nur in einem repeat-Array mit starken oder
zumindest intermedidren RVDs TALE-Aktivitat vermitteln konnten, was z. B. fir NI und NG

der Fall war.

Zusatzlich zu To legt also die RVD-Abfolge die Zielsequenz eines TALEs fest (Abb. 1.1 B).
Das kann genutzt werden, um durch die computergestutzte VVorhersage von Zielsequenzen in
Promotorregionen neue Zielgene von TALES zu identifizieren (Doyle et al., 2012; Grau et al.,
2013; Pérez-Quintero et al., 2013). Abgesehen von der Erkennung mehrerer Basen durch einige
RVDs binden und aktivieren naturliche TALEs jedoch oft an Zielsequenzen die Fehlpaarungen
enthalten (Kay et al., 2007; Rémer et al., 2007 und 2010; Boch et al., 2009; Antony et al., 2010;
Moscou und Bogdanove, 2009; StrauB et al., 2012), was Vorhersagen erschwert. Diese
Fehlpaarungstoleranz hangt von L&nge und Zusammensetzung des repeat-Arrays ab (Boch et
al., 2009; Mali et al., 2013 b). Langere repeat-Arrays tolerieren dabei i. d. R. mehr

Fehlpaarungen als Kdirzere.

1.1.4 Die Variabilitat der repeats

Die hochste Variabilitat in einem repeat zeigen die beiden Aminoséuren des RVD an Position
12 und 13 (Boch et al., 2009; Moscou und Bogdanove, 2009). AuRRerhalb des RVDs variieren
nur wenige Aminosauren. Dabei handelt es sich vor allem um die Aminosduren an repeat-
Position 4 und 24 (Streubel et al., 2012), deren Einfluss auf die Effizienz eines repeats nicht
naher bekannt ist.



Einleitung 7

Neben Aminosduerevariationen treten repeats auf, deren L&nge von den ublichen 34
Aminosduren abweicht. Zwei relativ haufige Ausnahmen vom 34 Aminoséuren-repeat sind 33
und 35 Aminosauren. 33 Aminoséauren-repeats fehlt die Aminoséure an Position 13 des RVD
(RVD: N*; Abb. 1.1 C), wobei in 35 Aminosauren-repeats ein zusatzliches Prolin auf die
Aminosdure an Position 32 folgt. Diese Verénderungen des repeats haben jedoch keinen
Einfluss auf die DNA-Bindespezifitat von TALEs (Boch et al., 2009; Streubel et al., 2012,
Cong et al., 2012). Auler in der Gattung Xanthomonas treten auch TALE-Homologe mit
ausschlieBlich 35 Aminoséuren-repeats in Ralstonia solanacearum auf. Auch diese verfligen
uber eine RVD-basierte DNA-Bindeaktivitat (de Lange et al., 2013; Li, L. et al., 2013).
Allerdings gibt es auch verschiedene repeats, die mehr als eine Aminosdure vom tblichen 34
Aminosauren-repeat aus Xanthomonas spp. abweichen. Bei diesen aberranten repeats handelt
es sich um 30, 39 oder 40 (abhdngig vom RVD), und 42 Aminosauren-repeats, wobei die
Langenunterschiede durch Deletion oder Duplikation von Aminoséuren in der ersten oder
zweiten repeat-Helix zustande kommen (Abb. 1.1 D; Boch und Bonas, 2010). Sie treten nur
einzeln eingestreut in regularen 33-35 Aminosauren-repeat-Arrays auf (YYang et al., 2000; Boch
und Bonas, 2010). Obwohl zu erwarten wére, dass ein aberranter repeat die regelmaRige
Struktur des repeat-Arrays storen sollte, enthalten die essentiellen Xoo-Virulenzfaktoren
PthXo03 und AvrXa7 beide einen 39 Aminoséuren-repeat, sind funktional und in der Lage
OsSWEET14 zu induzieren (Yang et al. 2000; Yang and White, 2004; Antony et al. 2010;
Roémer et al., 2010). Alignments der beiden TALEs mit den Zielsequenzen zeigen jedoch viele
Fehlpaarungen zwischen den RVDs und der DNA (Abb. 1.1 E, F; Antony et al. 2010; Rémer
et al., 2010). Fast alle Fehlpaarungen von PthXo3 mit der OSSWEET14-Zielsequenz befinden
sich dabei im Bereich C-terminal des aberranten repeats (Abb. 1.1 E; Antony et al. 2010). Im
Falle von AvrXa7 sind hingegen zwei zueinander verschobene Zielsequenzen im OsSWEET14-
Promotor publiziert (Abb. 1.1 F; Antony et al. 2010; Rémer et al., 2010). Ob der 39
Aminosduren-repeat im Falle von PthXo3 und AvrXa7 oder aberrante repeats im Allgemeinen
das DNA-Bindeverhalten von TALEs beeinflussen, war zu Beginn dieser Arbeit jedoch noch

nicht geklart.
1.2 Die Anwendung von TALEs

Auf Grund der modularen DNA-Bindedomane, deren Spezifitat einem einfachen Code folgt,
sind TALEs sehr gut zur Erstellung molekularer Werkzeuge geeignet. Durch entsprechende
Modifikation der Proteine ist es moglich jede denkbare Aktion an oder mit der gebundenen
DNA durchzufiihren. Dafiir ist es notwendig die repeat-Doméne fir die gewlnschte DNA-
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Zielsequenz zu programmieren. Um das zu realisieren, wurden verschiedene Protokolle zur
Assemblierung von Designer repeat-Arrays entwickelt (GeiBler et al., 2011; Zhang et al., 2011;
Reyon et al., 2012; Schmid-Burgk et al., 2013). Insbesondere die Methode der ,,Golden Gate*
Klonierung wurde auf TALEs angewendet (Engler et al., 2008; GeiBler et al., 2011; Zhang et
al., 2011; Cermak et al., 2011; Morbitzer et al., 2011). Dabei werden Typ IIS-
Restriktionsenzyme eingesetzt, die ein Sequenz-unabhéngiges, schnittstellenfreies Klonieren
ermoglichen (Engler et al., 2008). Dadurch kénnen z. B. bei der ,,Golden TAL Technology*
repeat-Module mit dem gewiinschten RVD anhand der gewahlten Uberhéange gezielt im Array
positioniert werden (GeiBler et al., 2011). Entsprechend der natirlichen Funktion von TALEs
war zunéchst eine Anwendung als transkriptionelle Aktivatoren naheliegend (Morbitzer et al.,
2010; Miller et al., 2011; GeiBler et al., 2011; Zhang et al., 2011). Andere bekannte
Anwendungen von TALEs sind TALE-Repressoren, TALEN und TALE-Rekombinasen
(Miller et al., 2011; Mahfouz et al., 2012; Blount et al., 2012; Garg et al., 2012; Mercer et al.,
2012). Solche TALE-basierten Werkzeuge, vor allem aber TALEN, wurden in einer Vielzahl
von Organismen und Modellsystemen verwendet, neben humaner Zellkultur auch in Hefe,
Nematoden, Insekten, Fischen, Madusen, Schweinen, Rindern und natirlich in Pflanzen
(Cermak et al., 2011; Wood et al., 2011; Huang et al., 2011; Ma et al., 2012; Carlson et al.,
2012; Wang et al., 2013; Christian et al., 2013).

1.2.1 TALE-Aktivatoren
1.2.1.1 Die Transkription

Um die Transkription proteincodierender Gene in Eukaryoten zu initiieren, muss die RNA-
Polymerase Il (Pol 1) an den Promotor des Gens rekrutiert werden (Alberts et al., 2004). Dies
geschieht im Rahmen des Prdinitiationskomplexes (PIC), der sich aus der Pol Il und den
generellen Transkriptionsfaktoren (GTFs) zusammensetzt, die in folgender Reihenfolge
binden: TFIID, TFIA, TFIIB, Pol Il, TFIIF, TFIIE und TFIIH (Smale und Kadonaga, 2003;
Alberts et al., 2004; Kornberg, 2007). Die Bindung von TFIID an die DNA sorgt dabei fiir eine
starke Verformung dieser, was die weitere Proteinanlagerung ermdglicht. Der TFIIH verfligt
sowohl Uber eine Helikase-Untereinheit, die die DNA entwindet, als auch uber eine
Proteinkinase-Untereinheit, die die C-terminale Doméne der Pol Il phosphoryliert und damit
fir deren Freisetzung aus dem PIC sorgt (Alberts et al., 2004). Damit ist die
Transkriptionsinitiation beendet, die GTFs werden wieder frei und die Pol Il geht in die
Elongation der mRNA (ber. Der Ort der Transkriptionsinitiation wird dabei durch cis-Elemente

bestimmt, die direkt von GTFs gebunden werden, wie z. B. der TATA-Box und dem Initiator
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(INR), die vom TATA-Bindeprotein (TBP) bzw. einer anderen TFIID-Untereinheit erkannt
werden (Smale und Kadonaga, 2003; Alberts et al., 2004). Darlber hinaus sind
Transkriptionsaktivatoren, ein Mediator genannter Proteinkomplex und Chromatin-
modifizierende Enzyme fur die Geninduktion notwendig (Alberts et al.,, 2004).
Transkriptionsaktivatoren sind verschiedene Transkriptionsfaktoren die an Enhancer genannte
cis-Elemente, die bisweilen mehrere 1000 Basenpaare (bp) vom Gen entfernt sein kdnnen,
binden und die Anlagerung des PIC an den Promotor férdern. Die Prasenz oder Abwesenheit
einzelner Transkriptionsaktivatoren in der Umgebung eines Gens trdgt somit zu dessen
Regulation bei. Die Kommunikation der Transkriptionsaktivatoren mit dem PIC wird dabei
durch den Mediator vermittelt (Alberts et al., 2004; Krishnamurthy und Hampsey, 2009).
Dieser Multiproteinkomplex interagiert auch mit Chromatin-modifizierenden Enzymen, die die
Zuganglichkeit der Nukleosomen verpackten DNA fir die Transkription ermdglichen (Alberts
etal., 2004).

1.2.1.2 Die transkriptionelle Aktivierung durch TALEs

Da TALEs bereits von Natur aus als Transkriptionsaktivatoren in Pflanzen fungieren, reicht es
aus ihre DNA-Spezifitadt durch Modifikation der repeat-Region anzupassen, um ein beliebiges
Pflanzengen zu induzieren (Morbitzer et al., 2010). Dabei sind eine funktionale NLS und die
saure AD von TALEs flr die Geninduktion in Pflanze notwendig (Zhu et al., 1998; Szurek et
al., 2001; Marois et al., 2002). Der Funktionsverlust eines TALESs durch Deletion der eigenen
AD wird jedoch teilweise durch Ersatz mit der sauren VP16-AD kompensiert (Zhu et al., 1999;
Szurek et al., 2001; GeiBler et al., 2011). Daher ist anzunehmen, dass die TALE-AD dahnlich
anderen sauren ADs wie der VP16-AD mit Proteinen, die an der Transkription beteiligt sind,
interagiert. Kandidaten sind GTFs, sowie Bestandteile des Mediators und des Chromatin-
Rekonstruktionskomplexes (Triezenberg, 1995; Hall und Struhl, 2002; Carpenter et al., 2005;
Hirai et al., 2010). Ein Beispiel fur einen GTF, der mit sauren ADs interagiert, ist TFIIA (Ozer
et al., 1994; Kobayashi et al., 1995; Stargell und Struhl, 1995). Kurzlich wurde auRerdem eine
Interaktion des C-terminalen Bereiches hinter den repeats von Xoo-TALEs mit TFIIAy5 aus
Reis modelliert und nachgewiesen (Dehury et al., 2015; Yuan et al., 2016). Dariiber hinaus
verschieben einige natiirliche TALEs den Transkriptionsstart ihrer Zielgene auf 40-60 bp
stromabwarts ihrer DNA-Bindestelle (Kay et al., 2007; Rémer et al., 2009a und b; Antony et
al., 2010). Diese Erkenntnisse sprechen fiir eine TALE-vermittelte Geninduktion in Pflanze
durch direkte Interaktion mit dem PIC. Fir die Anwendung von TALEs als Genaktivatoren in
humaner Zellkultur war die nattrliche TALE-AD allerdings nicht effizient (Geililer et al.,
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2011). Eine effektive Aktivierung war jedoch durch den Austausch der TALE-AD gegen eine
VP16- oder VP64-AD mdoglich (Miller et al., 2011; GeiBler et al., 2011; Zhang et al., 2011).

1.2.2 TALEN

Um TALEs als naturliche Transkriptionsaktivatoren in Nukleasen zur Genommodifikation in
Eukaryotenzellen umzuwandeln, ist die Fusion einer Endonukleasedoméne notwendig. Wie
zuvor bei der Konstruktion von Zinkfingernukleasen (ZFN; Kim et al., 1996; Smith et al., 1999;
Urnov et al., 2005) wurde zur Erstellung von TALEN die Endonukleasedomane von Fokl
verwendet (Miller et al., 2011; Li et al., 2011; Mahfouz et al., 2011; Mussolino et al., 2011).
Die Typ IIS Endonuklease Fokl erzeugt einen vier Nukleotide langen 5‘-Uberhang (Sugisaki
und Kanazawa, 1981) und hat den Vorteil, dass sich die Endonukleasedoméne von der
sequenzspezifischen DNA-Bindedomaéne isolieren lasst (Li et al., 1992 und 1993; Kim et al.,
1994). Durch Fusion der Fokl-Endonukleasedoméne ohne Sequenzspezifitdt mit einem
programmierbaren DNA-Bindeprotein, wie einem Zinkfingerprotein (ZFP) oder TALE, ist es
daher also mdglich beliebige DNA-Sequenzen zu schneiden (Miller et al., 2011; Mussolino et
al., 2011). Im Falle von TALEs wurden dabei verschiedene Verkirzungen von N- und C-
Terminus vorgenommen, um die DNA-Bindedomane so kompakt wie mdglich zu gestalten und
nicht zweckdienliche Domdanen wie T3SS und AD zu entfernen. Da die Fokl-
Endonukleasedoméane zum schneiden der DNA dimerisieren muss (Bitinaite et al., 1998),
werden TALEN dariber hinaus als Paare eingesetzt (Abb. 1.2; Miller et al., 2011; Mahfouz et
al., 2011; Mussolino et al., 2011). Es wurde festgestellt, dass die Distanz des von der Fokl-
Endonukleasedoméne erzeugten Doppelstrangbruches (DSB) zu der von den TALE-repeats
erkannten Zielsequenz von der Lange des mit der Endonukleasedomane fusionierten TALE N-
oder C-Terminus abhangt (Miller et al., 2011; Li et al., 2011; Mahfouz et al., 2011; Mussolino
et al., 2011). Dementsprechend muss auch der Abstand der beiden Zielsequenzen der TALEN
eines Paares, der sogenannte spacer, der Lange des Fokl-fusionierten TALE-Terminus
angepasst werden (Miller et al., 2011; Mahfouz et al., 2011; Mussolino et al., 2011). Haufig
wird z.B. ein TALEN-Aufbau mit 136 N- und 63 C-terminalen AS und C-terminal fusionierter
Fokl-Endonukleasedoméne gewahlt (Abb. 1.2; Miller et al., 2011). Dabei ist ein spacer von
14-16 bp optimal. Epitope und eine NLS werden bei diesem Aufbau N-terminal fusioniert. Die
eigentliche Genommodifikation wird jedoch nicht durch die TALEN eingefihrt, die lediglich
einen gezielten DSB verursachen, sondern durch die Reparatur dieses DSB durch die
eukaryotische Zelle. Die Reparatur eines DSB kann dabei durch zwei alternative Mechanismen

zusammengefasst werden, die Verknlpfung nicht-homologer Enden (non-homologous end-
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joining, NHEJ) und die Homologie-gerichtete Reparatur (homology-directed repair, HDR).
Beim NHEJ werden die beiden Enden des DSB ohne Vorlage wieder verknupft (Mladenov und
lliakis, 2011). Diese Art der Reparatur ist fehleranfallig und fihrt dadurch oft zu Mutationen in
Form von Insertionen und Deletionen, zusammengefasst als Indels, die die Zerstérung eines
Zielgens, dessen Knockout (KO), herbeiftihren kdnnen. Im Unterschied zum NHEJ wird beim
HDR ein DNA-Molekiil (Donor-DNA), das homologe Bereiche zu beiden Enden des DSB
besitzt, als Reparaturvorlage genutzt (San Filippo et al., 2008). Durch die Verwendung einer
geeigneten Donor-DNA konnen so mit Hilfe von TALEN oder &hnlichen Werkzeugen gezielte,

spezifische und auf die Base genaue Veranderungen erzeugt werden (Wu et al., 2014).

repeats 14-16 bp Abstand (spacer)
NLS : ‘: ;
etop | [1i 0 [LLLLLLLLLLT] |
DNA- 5 NNNNNNTNNNNNNNNNNNNNNNNN NNNNNNNNNNNNNANNNNNN-3'

Doppelstrang 3'-NNNNNNANNNNNNNNNNNNN NNNNNNNNNNNNNTNNNNNN-5*

IINRRARRNRR RN

63 AS 136 AS

Abb. 1.2: Schematische Darstellung eines DNA-gebundenen TALEN-Paares. Die beiden TALEN eines
Paares binden an die gegenldufigen Strdnge der DNA, sodass die C-terminal fusionierten Fokl-
Endonukleasedomanen dimerisieren und die DNA schneiden kdnnen. Zumeist wird ein TALE-Grundger(st mit
N- und C-terminalen Verkirzungen verwendet, wobei die Ladnge des C-Terminus den Abstand zwischen den
beiden TALEN-Bindestellen, genannt spacer, beeinflusst (hier nach Miller et al., 2010). Kernlokalisierungssignale

(NLS) und Epitope werden i. d. R. N-terminal fusioniert.

1.3 Das CRISPR/Cas-System

Nach Antritt dieser Arbeit wurden neben TALEs und ZFPs spezifisch DNA-bindende RNA-
Proteinkomplexe, CRISPR (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats)/Cas
(CRISPR-associated), aus dem Immunsystem von Bakterien und Archaeen fur die Anwendung
als molekulare Werkzeuge identifiziert (Jinek et al., 2012). Dieses System beruht auf der RNA-
gesteuerten Erkennung einer DNA-Sequenz durch eine Endonuklease, Cas9, die gezielt in die
Zelle eindringende Nukleinsduren zerstort. In der Natur werden dazu zwei RNA-Molekiile in
das Protein inkorporiert. Zum einen handelt es sich dabei um die CRISPR RNA (crRNA), die
eine RNA-Kopie der Zielsequenz enthalt, und zum anderen um die trans-activating crRNA
(tracrRNA), die aul3erhalb der Zielsequenz mit der crRNA paart um strukturell die Bildung des
Cas9-RNA-Komplex zu ermdglichen. Bei der DNA-Bindung kommt es zur Basenpaarung der
inkorporierten crRNA mit der zur protospacer genannten Ziel-DNA-Sequenz komplementéren
Sequenz. Dariiber hinaus wird von dem Protein Cas9 ein 3° der Ziel-DNA-Sequenz

benachbartes Motiv, das protospacer adjacent motif (PAM), spezifisch erkannt. Hat der Cas9-
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RNA-Komplex so sein Ziel in der DNA gefunden, erfolgt durch die voneinander unabhangigen,
HNH- und RuvC-ahnlichen Endonukleasedomanen ein DNA-Doppelstrangbruch mit glatten
Enden. Im Rahmen biotechnologischer Anwendungen wurde CRISPR/Cas gemaR seiner Natur
zuerst als Nuklease im Genome Editing eingesetzt (Le Cong et al., 2013; Mali et al., 2013 a).
Dabei wurden crRNA-tracrRNA-Chiméren, genannt single guide oder nur guide RNA
(SRNA/gRNA), und das bis heute meistverwendete Cas9 aus Streptococcus pyogenes
(SpCas9) genutzt (Abb. 1.3). Geeignete SpCas9-Zielsequenzen umfassen 20 bp und mussen
unmittelbar stromaufwarts einer NGG- oder mindestens NRG-Sequenz als PAM liegen (Mali
et al, 2013 b). Fir die Anwendung dieses programmierbaren, DNA-bindenden
Molekiilkomplexes als Genaktivator oder -repressor wurden Nuklease-negative Cas9-Derivate
durch Mutation der beiden Endonukleasedomanen erstellt und NLS, sowie entsprechende
Aktivator- oder Repressordomanen wie VP64, bzw. KRAB fusioniert (Gilbert et al., 2013).
Eine Alternative zur Fusion funktionaler Doménen an das Cas9-Derivat stellt die Fusion an ein
Protein dar, das ein entsprechendes, in die sgRNA-integriertes Aptamer binden kann und so

zum Wirkort des kinstlichen Genregulators rekrutiert wird (Mali et al., 2013 b).

SpCas9

protospacer
(Ziel-DNA-Sequenz) PAM

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
1 A 200326
DNA- 5| RuvC 3

 EEEEEEEES] .
Doppelstrang 3 komplementare
DNA-Sequenz v

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Bindung von Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9) an eine Ziel-
DNA-Sequenz mittels single guide RNA (sgRNA). SpCas9 (orange) entwindet den DNA-Doppelstrang (grau),
sodass das protospacer adjacent motif (PAM, rot) vom Protein und die zum protospacer (Ziel-DNA-Sequenz,
N1-20, Schwarz) komplementiare DNA-Sequenz von der sgRNA (N1-20, blau) gebunden werden kann. Die HNH-
ahnliche  Endonukleasedomane (blau) schneidet den komplementdren und die RuvC-dhnliche

Endonukleasedoméne (rot) den Ziel-DNA-Strang. Die Schnittstellen sind durch farbige Dreiecke gekennzeichnet.
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1.4 Das humane Immundefizienz-Virus

Bei dem humanen Immundefizienz-Virus Typ 1 (HIV-1) handelt es sich um eines der
erfolgreichsten humanpathogenen Viren der jlngeren Zeit, das zur Auspragung des letal
verlaufenden Erworbenen Immunmangelsyndroms (acquired immune deficiency syndrome,
AIDS) fiihrt (Kayser et al., 2010). HIV-1 ist ein komplexes Retrovirus aus der Gattung der
Lentiviren, das Zellen des Immunsystems, wie Makrophagen und CD4-positive (CD4%) T-
Zellen, beféllt (Flint et al., 2009; Kayser et al., 2010). Das HIV-Genom ist wie bei allen
Retroviren eine (+)-Strang-RNA, die nach Eintritt in die Wirtszelle durch die virale reverse
Transkriptase in eine DNA-Kopie umgeschrieben wird. Diese wird in den Zellnukleus
transportiert und dort von einem weiteren, viralen Enzym, der Integrase, in das Wirtszellgenom
integriert. So entsteht das Provirus, welches von Sequenzwiederholungen, den sogenannten
long terminal repeats (LTR), flankiert ist. Das Provirus dient der zelluldren
Transkriptionsmaschinerie als VVorlége flr die viralen Transkripte, die sowohl mRNAs fiir die
Synthese der Virusproteine als auch neue Virusgenome darstellen. Dabei dient der 5°-LTR als
Promotor. An der Wirtszellmembran werden Virusgenome und -Proteine dann zu neuen
Viruspartikeln ~ assembliert.  Reverse  Transkription,  Provirus-Integration,  sowie
Partikelassemblierung sind typische Angriffspunkte der antiretroviralen Therapie (ART), durch
die eine Reduktion der Viruslast im Blutplasma auf ein mit den blichen diagnostischen Mitteln
nicht detektierbares Level erreicht werden kann (Kayser et al., 2010). Dennoch fiihrt ART nicht
zur Ausléschung des Virus im Organismus, sodass bei Unterbrechung ein neuer Virusausbruch
erfolgen kann (Finzi et al., 1997; Wong et al., 1997).

Eine mdgliche Strategie zur Heilung von HIV-1 besteht darin eine natiirliche Resistenz gegen
HIV-1 nachzuahmen. CCR5 ist ein HIV-1 Co-Rezeptor, der dem Virus zum Zelleintritt dient.
Personen, die das CCR5A32-Allel homozygot tragen, sind daher weitestgehend gegen HIV-1
resistent (Liu et al., 1996). Auch eines der ersten mit TALEN ausgeschalteten Gene war CCR5
(Miller et al., 2011; Mussolino et al., 2011), das zuvor bereits als Zielgen fiir die Mutation
durch ZFNs diente (Perez et al., 2008; Holt et al., 2010). Die Inaktivierung von CCR5 durch
ZFNs wird bereits als hamatopoetische Stamm- und T-Zelltherapie in klinischen Studien (Phase
1/2) durch Sangamo Therapeutics getestet (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00842634,
NCT01044654, NCT01252641, NCTO01543152, NCT02225665, NCT02500849). Das
unterstreicht das hohe therapeutische Potential der gezielten Genommodifikation durch

TALEN und vergleichbare Werkzeuge.
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Eine andere, potentielle Strategie zur Heilung von HIV-1 ist die Induktion der viralen
Genexpression in latent infizierten Zellreservoiren, wie den CD4" T-Gedachtniszellen
(Williams und Greene, 2007; Geeraert et al., 2008; Choudhary und Margolis, 2011; Katlama et
al., 2013; Xing und Siliciano, 2013). Dadurch sollen diese Zellen fur die Zerstérung durch das
Immunsystem markiert werden oder auf Grund der Virusreproduktion zugrunde gehen,
wahrend ART eine weitere Verbreitung des Virus verhindert (shock and kill-Strategie; Geeraert
et al., 2008). Pharmakologische Ansédtze zur transkriptionellen Induktion des Provirus
verfolgten eine generelle Stimulation der Transkription durch Auflockerung des Chromatins
oder die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, wie z. B. NFxB oder NFAT, die dhnlich wie
bei der T-Zellaktivierung den viralen Promotor stimulieren (Williams und Greene, 2007;
Choudhary und Margolis, 2011; Katlama et al., 2013; Xing und Siliciano, 2013). Ein Nachteil
von Pharmazeutika ist, dass sie nicht nur auf die infizierten Zellen, sondern auf den gesamten
Organismus wirken und dementsprechend Nebenwirkungen hervorrufen kénnen (Choudhary
und Margolis, 2011; Katlama et al., 2013; Xing und Siliciano, 2013).

1.5 Vorarbeiten

TALE-basierte Transaktivatoren, die auf eine spezifischne DNA-Sequenz programmiert werden
kdnnen, stellten eine Alternative zur HIV-1-Induktion ohne diesen Nachteil dar. Daher wurden
in Vorarbeiten artifizielle TALE-Aktivatoren (ArtHIV1, 2, 5 und 6) mit VP16-AD zur
Induktion der Transkription am HIV-1-Promotor erstellt (Abb. 1.4). Sie binden in einem
Bereich stromaufwarts des natiirlichen HIV-1-Transkriptionsstarts, der die TATA-Box, drei
SP1-Boxen und zwei kB-Motive enthélt (Abb. 1.4; van Opijnen et al., 2004; Flint et al., 2009).
Jede der SP1-Boxen ist dabei eine Bindestelle des monomeren Zinkfingerproteins SP1, das ein
flr die HIV-1-Transkription grundlegender Transkriptionsfaktor ist (Rohr et al., 2003; Flint et
al., 2009). Die kxB-Motive werden von dem Transkriptionsaktivator NFkB erkannt, der ein
Heterodimer aus den Proteinen p50 und p65 (RelA) darstellt. Neben NF«B kann dort auch
NFAT binden. Beide sind vor allem zur Induktion der Transkription des Virus in T-Zellen
wichtig (Rohr et al., 2003; Flint et al., 2009; Karn und Stoltzfus, 2012).

Um zu untersuchen, ob die artifiziellen TALE-Aktivatoren am HIV-1-Promotor Transkription
induzieren kénnen, wurden Luciferasereporterstudien mit Fragmenten des 5°-LTR des HIV-1
Subtyp B-Provirus aus der Zelllinie 8E5 durchgefiihrt (Folks et al., 1986). Dabei wurde eine
Abhangigkeit der Transkriptionsaktivierung durch die ArtHIVs von der Position im HIV-1-
Promotor festgestellt (Abb. 1.4). So konnte nur ArtHIV6, der tber den kB-Motiven bindet, eine

Luciferaseaktivitat, die deutlich tber das Basalniveau des Reporterkonstruktes hinausging,
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induzieren. Als Ursachen fir diese Positionsabhdngigkeit der TALE-vermittelten
Transkriptionsaktivierung am HIV-1-Promotor wurde eine Unzuganglichkeit der DNA durch

Chromatin oder andere trans-Elemente, insbesondere SP1, angenommen.

Ein ahnliches Ergebnis lieferte eine parallele Studie an dem gleichen, genomisch integrierten
HIV-1-Promotor in 8E5-Zellen (Geildler et al., 2015). Dabei wurde ein groRerer Bereich des
HIV-1-Promotors mit artifiziellen TALE-Aktivatoren abgedeckt. Die stérkste Induktion lieferte
ein TALE-Aktivator (TALES), dessen Zielsequenz sich unmittelbar stromaufwérts der xB-
Motive befand.

-109 kB-Motiv Il KB-Motiv | SP1-Box Il SP1-Box 1l SP1-Box | TATA-Box -16
s TGCEI‘ACAAFGGIL_CT'ITC C*SCTGF‘GGIA_CTZ‘TCqAGGPSIA_GGCGZ‘GGCiTII‘GGGCGGGIA.C'I*EC—SGF—;GZ‘GC—CjGAGCCCTCAGATGCTGEA'I?;'IR}:_FCAGCTG:I e —E- -

ArtHIVS L VP16

.
| r
»=sreceacanfeeacrrredscreheeactrredhedeacecereadrrcoaceseadiescacTeedeaccoCTCAGATEETECATATALEEAGETE! - = - .-
. .
. .
. .

ArtHIV1 _VP16
- D

. .
| | :
»=srecracazfeeacTTTodsc ehecacTrcdrcazaceceTeedTcaECEecAdIEEEEACTGE]EABCCCTCAGATGC TG ATATARRCAGCTG: = = ¢ .-
. .
. .
. .

ArtHIV2 VP16

(I

. .
. .
. .

» =+ 7GCTACAAEGEACTTTCdECTEREEACTITCRGEGAGGCETEETIIGEECEEGAEGEEAGTGEGAGCCCTCAGATGCTGRATATARECAGCTG) = = - -
. .
. .

ArtHIV6 VP16
|
! 1
| 1
»=srecpacabeeacrrredesrekecactrredrediacecereediIcecceecadEEGEAGTGEEAGCCCTCAGATGC TG ATATARECAGCTG) = = - .-

Abb. 1.4: Kunstliche TALE-Aktivatoren am HIV-1-Promotor. In Vorarbeiten wurden vier kiinstliche TALE-
Aktivatoren fur den HIV-1-Promotor erstellt (ArtHIV1, 2, 5 und 6), die zwischen Position -109 und -16 in Bezug
auf den natirlichen HIV-1-Transkriptionsstart binden (Annekatrin Richter, Diplomarbeit 2011). Zur effizienten
Aktivierung in humanen Zellen wurde die TALE-AD durch eine VP16-AD ausgetauscht. Die TATA-Box (nach
van Opijnen et al., 2004), SP1-Bindestellen (Box I-I11I) und kB-Motive im HIV-1-Promotorausschnitt sind
markiert. Luciferasereporterstudien haben gezeigt, dass nur ArtHIVV6 die Promotoraktivitat im Vergleich zum
Basalniveau ohne TALE erhoht (siehe Pfeilstarke). Bindestellen von Transkriptionsfaktoren im HIV-1-Promotor

sind umrahmt.
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1.6 Zielstellung

Die folgende Arbeit beschaftigt sich zum einen mit dem Einfluss seltener, aberranter repeats
auf die DNA-Erkennung durch TALEs, insbesondere im Hinblick auf die beiden
Virulenzfaktoren AvrXa7 und PthXo3.

Zum anderen soll die Anwendbarkeit von TALE-Aktivatoren zur Geninduktion im Hintergrund
des HIV-1-Promotors untersucht werden. Auferdem sollten die Ursachen fir die
unterschiedliche Aktivitat der verschiedenen HIV-TALEs auch im Vergleich zu kinstlichen
Cas9-basierten Aktivatoren analysiert werden. Daruber hinaus wurde eine Verbesserung der
TALE-Aktivatoren flr eine effizientere Aktivierung und im Hinblick auf die Erkennung

verschiedener Virusvarianten angestrebt.

Schlie3lich war es ein Ziel dieser Arbeit neue TALEN-Varianten unter zwei verschiedenen
Gesichtspunkten der Anwendung zu konstruieren. Ein Schwerpunkt bei der Verwendung
molekularer Werkzeuge ist dabei die Effizienz ihrer Erstellung. So muss fir die Nutzung von
CRISPR/Cas9 nur eine sgRNA zur Erzeugung eines DSBs erstellt werden, wahrend TALEN
die Generierung zweier Molekile je DSB erfordern. Hier sollten daher Untersuchungen zur
Entwicklung und Anwendung monomerer TALEN-Varianten durchgefuhrt werden. Des
Weiteren ist es von Interesse genommodifizierende Werkzeuge so spezifisch fur eine
Zielsequenz wie moglich zu gestalten. Dafir sollten hochspezifische TALEN, die zwei

Sequenzen anhand nur einer Base unterscheiden kénnen, erstellt werden.



Material und Methoden

17

2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verwendete Plasmide

Tab. 2.1: Verwendete Plasmide

Plasmid Beschreibung® Verwendung® Resistenz  Referenz

OMP:GFP GFF_’, CMV-Promotor (pcDNA3- Expression in humanen Amp Geifler et al., 2011
Derivat) Zellen

. Hax3 mit VP16AD, N-terminales . .

PMPHSVPIG  GEp, CMV-Promotor (peDNA3-  EXPression i humanen GeiRler et al., 2011

AD . Zellen
Derivat)

pGGC pUC57 ohne Bsal-Schnittstelle Klonierung DNA-Fragmente  Amp Geilller et al., 2011
Zwischenvektor L-A, Bpil- und Erstellung  Sechser-repeat- .

PGTLA Bsal-Schnittstellen, E. colilacZ ~ Modul GTT Kan Geiller etal., 2011
Zwischenvektor A-B, Bpil- und Erstellung  Sechser-repeat- .

PGTAB Bsal-Schnittstellen, E. colilacZ ~ Modul GTT Kan GeiBler etal., 2011
Zwischenvektor B-R, Bpil- und Erstellung  Sechser-repeat- .

PGTER Bsal-Schnittstellen, E. colilacZ ~ Modul GTT Kan Geiller etal., 2011
Zwischenvektor B-C, Bpil- und Erstellung  Sechser-repeat- .

PGTBC Bsal-Schnittstellen, E. colilacZ ~ Modul GTT Kan Geiller et al., 2011
Zwischenvektor C-R, Bpil- und Erstellung  Sechser-repeat- .

PGTCR Bsal-Schnittstellen, E. colilacZ ~ Modul GTT Kan Geiller etal., 2011
Zwischenvektor C-D, Bpil- und Erstellung  Sechser-repeat- .

pGTCD Bsal-Schnittstellen, E. colilacZ ~ Modul GTT Kan Richter et al., 2014
Zwischenvektor D-R, Bpil- und Erstellung  Sechser-repeat- .

PGTDR Bsal-Schnittstellen, E. colilacZ ~ Modul GTT Kan Richter et al., 2014

pcDHN Schnittstellen, E. coli lacZ - . E P Amp GeiBler et al., 2011
(PCDNA3-Derivat) Expression in umanen

Zellen GTT

pcDHNS Schnittstellen, E. coli lacZ - . E P Spec Ivonne Renner

(pCDHN-Derivat) Expression in umanen
Zellen GTT

CMV-Promotor, Bsal- Erstellung TAL-Effektoren

pcDHO Schnittstellen, E. coli lacZ zur Expression in humanen Amp GeiBler et al., 2011
(pcDNA3-Derivat) Zellen GTT
N-terminale Hax3-Region in Modul fiir  N-terminale .

PNTH3 pJetl.2, Bsal-Schnittstellen Hax3-Region GTT Amp Geiller et al., 2011
C-terminale Hax3-Region mit
VP16-AD, Bsal-Schnittstellen, Modul fiir C-terminale Hax3- .

pCTH3VP16 in pGGC (pUC57-Derivat fiir Region GTT Amp Geiller et al., 2011
GGO)
GFP in pJetl.2, Bsal- Modul far N-terminales . .

pJetNtGFP Schnittstellen Epitop GTT Amp Sabine Thieme
pcDHN-Derivat mit Expression in  humanen .

peAHL GFP:AMHIVL Zellen Amp Vorarbeiten
pcDHN-Derivat mit Expression in  humanen .

PCAH2 GFP:AMHIV2 Zellen Amp Vorarbeiten
pcDHN-Derivat mit Expression in  humanen .

PCAHS FLAG::ArHIVS Zellen Amp Vorarbeiten
pcDHN-Derivat mit Expression in  humanen .

pcAHS FLAG:AMHIV6 Zellen Amp Vorarbeiten
Box-ArtHIV6/7, Minimal-CMV- .

pFABHIVE7 Promotor, pFAX-Derivat Reporterkonstrukt Amp Vorarbeiten

pFAHPs HIV-1 Promotor Reporterkonstrukt Amp Vorarbeiten
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HIV-1 Promotor mit gag leader

pFAHPI Reporterkonstrukt Amp Vorarbeiten
sequence

pSAR6 TALE34 Expression in planta Spec Richter et al., 2014
pSAR7 STALE30p8 Expression in planta Spec Richter et al., 2014
pSAR8 TALE40p3 Expression in planta Spec Richter et al., 2014
pSAR9 TALE40p8 Expression in planta Spec Richter et al., 2014
pSAR10 TALE40p89 Expression in planta Spec Richter et al., 2014
pSAR11 TALE40p14 Expression in planta Spec Richter et al., 2014
pSAR12 TALE42p8 Expression in planta Spec Richter et al., 2014
pSAR13 TALE34s (11.5 repeats) Expression in planta Spec Richter et al., 2014
pSAR14 TALE40p8s (11.5 repeats) Expression in planta Spec Richter et al., 2014
pSAR1 TALE40p3s (11.5 repeats) Expression in planta Spec Richter et al., 2014
pSAR2 AvrXa7 Expression in planta Spec Richter et al., 2014
pSAR4 PthXo03 Expression in planta Spec Richter et al., 2014
pSAR15 ArtXa72 Expression in planta Spec Richter et al., 2014
pSAR16 ArtXa73 Expression in planta Spec Richter et al., 2014
pEBAR29 TALE-Box TALEN-Restriktionanalyse ~ Kan Richter et al., 2014
pEBAR30 TALE-Box -1p9 TALEN-Restriktionanalyse ~ Kan Richter et al., 2014
pEBAR31 TALE-Box -2p9 TALEN-Restriktionanalyse ~ Kan Richter et al., 2014
pEBAR32 TALE-Box +1p9 TALEN-Restriktionanalyse ~ Kan Richter et al., 2014
pPEBAR33 TALE-Box +2p9 TALEN-Restriktionanalyse ~ Kan Richter et al., 2014
pEBAR35 TALE-Box -1p4 TALEN-Restriktionanalyse ~ Kan Richter et al., 2014
pEBAR36 TALE-Box -1p15 TALEN-Restriktionanalyse ~ Kan Richter et al., 2014
pE-AGT2 AGT2-Box TALEN-Restriktionanalyse ~ Kan Richter et al., 2014
pGAR30 TALE-Box +1p9 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGAR31 TALE-Box +2p9 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGAR32 TALE-Box -1p4 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGAR28 TALE-Box 9.1 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGAR27 TALE-Box 9.3 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGAR30 TALE-Box 8.1 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGAR31 TALE-Box 8.3 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGAR17 TALE-Box GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg  Richter et al., 2014
pGAR18 TALE-Box-1p3 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGAR19 TALE-Box-1p7 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGAR20 TALE-Box-1p8 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGAR21 TALE-Box-1p9 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg  Richter et al., 2014
pGAR22 TALE-Box-1p15 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg  Richter et al., 2014
pGAR24 TALE-Box-2p9 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg  Richter et al., 2014
pGAR25 TALE-Box 8.2 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGAR26 TALE-Box 9.2 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGAR32 PthX03-Box-2 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGAR1 PthX03-Box-1 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGAR2 PthX03-Box GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGAR3 PthX03-Box+1 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGAR4 PthX03-Box+2 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGARS5 AvrXa7 Os11N3-Box GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGAR6 AvrXa7-Box GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGAR7 AvrXa7-Box-1 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGARS AvrXa7-Box+1 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGAR9 AvrXa7-Box+2 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pGAR28 AvrXa7-Box-2 GUS-Reporterkonstrukt Kan, Hyg Richter et al., 2014
pDAR9 AGT2-TALEN in vitro Expression Amp Richter et al., 2014
pDAR11 TALEN34 in vitro Expression Amp Richter et al., 2014
pDAR12 TALEN40p3 in vitro Expression Amp Richter et al., 2014
pDAR13 TALEN40p8 in vitro Expression Amp Richter et al., 2014
pDAR14 TALEN40p14 in vitro Expression Amp Richter et al., 2014
pDAR15 Bs4R-TALEN in vitro Expression Amp Richter et al., 2014
pAKR34 Hise-ArtHIV1C17 Expression in E. coli Kan diese Arbeit

pAKR37 Hise-ArtHIV2C17 Expression in E. coli Kan diese Arbeit
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pcTAR26 FLAG-Hax3-VP16 Expression in hum. Zellen Amp diese Arbeit
pAKR71 FLAG-Cas9N0-VP16 Expression in hum. Zellen Spec diese Arbeit
pAKR72 GFP-Cas9N0-VP16 Expression in hum. Zellen Spec diese Arbeit
MLM3636 SgRNA Expression in hum. Zellen Amp ﬁggggne plasmid #
JDS246 Cas9 Expression in hum. Zellen Amp ﬁgﬁéjgfne plasmid #
pcTAR17 TALES Expression in hum. Zellen Amp diese Arbeit
pAKR43 ArtHIV6-mVP16 Expression in hum. Zellen Spec diese Arbeit
pAKR44 ArtHIV6-VP64 Expression in hum. Zellen Spec diese Arbeit
pAKR45 ArtHIV6-p65 Expression in hum. Zellen Spec diese Arbeit
pAKR46 ArtHIV6-VpH Expression in hum. Zellen Spec diese Arbeit
pAKR47 ArtHIV6-Vp Expression in hum. Zellen Spec diese Arbeit
pAKR48 ArtHIV6-HSA1-AD Expression in hum. Zellen Spec diese Arbeit
pAKR68 ArtHIV6-W7 Expression in hum. Zellen Spec diese Arbeit
pAKR69 ArtABC6 Expression in hum. Zellen Spec diese Arbeit
pAKR70 TALEABC5S Expression in hum. Zellen Spec diese Arbeit
pFAR3 HIV-1 MP Luciferasereporterkonstrukt ~ Amp diese Arbeit
pHIVAl HIV-1 Promotor Subtyp A Luciferasereporterkonstrukt ~ Amp diese Arbeit
pHIVC1 HIV-1 Promotor Subtyp C Luciferasereporterkonstrukt ~ Amp diese Arbeit
pHIVD1 HIV-1 Promotor Subtyp D Luciferasereporterkonstrukt ~ Amp diese Arbeit
pHIVE1 HIV-1 Promotor Subtyp E Luciferasereporterkonstrukt ~ Amp diese Arbeit
pHIVF1 HIV-1 Promotor Subtyp F Luciferasereporterkonstrukt ~ Amp diese Arbeit
pCCR54 hCCR5A32 TALEN-Restriktionanalyse ~ Amp diese Arbeit
pCCR51 hCCR5 TALEN-Restriktionanalyse ~ Amp diese Arbeit
pUAR1 HIV-1 gagpol TALEN-Restriktionanalyse ~ Amp diese Arbeit
pTUBALA D. rerio tubala TALEN-Restriktionanalyse ~ Amp diese Arbeit
ptardbp D. rerio tardbp TALEN-Restriktionanalyse ~ Amp diese Arbeit
pFANCI1 Hs FANCI TALEN-Restriktionanalyse ~ Amp diese Arbeit
pFANCIM1 Hs FANCI mutiertes Allel TALEN-Restriktionanalyse ~ Amp diese Arbeit
pAKR4-31 FTA-TALEN in vitro Expression Spec diese Arbeit
pDAR22-33 Zef-TALEN in vitro Expression Amp diese Arbeit
pQEAR1 TALEN L1 in vitro Expression Kan diese Arbeit
pQEAR2 TALEN R1 in vitro Expression Kan diese Arbeit
pQEAR3 TALEN scR1 in vitro Expression Kan diese Arbeit
pPQEAR4 TALEN NscR1 in vitro Expression Kan diese Arbeit
pQEARS TALEN NscR2 in vitro Expression Kan diese Arbeit
pQEARG TALEN dscR1 in vitro Expression Kan diese Arbeit
pQEARY TALEN dscR2 in vitro Expression Kan diese Arbeit
pQEARS TALEN Lds in vitro Expression Kan diese Arbeit
pQEAR9 TALEN Rrr in vitro Expression Kan diese Arbeit
pQEAR10 TALEN scRds in vitro Expression Kan diese Arbeit
pQEAR11 TALEN scRrr in vitro Expression Kan diese Arbeit
pcNAR4 TALEN wtR in vitro Expression Spec diese Arbeit
pAKR66 TALEN wtL in vitro Expression Spec diese Arbeit
pAKR67 TALEN wtscR in vitro Expression Spec diese Arbeit
pcNAR23 TALENR in vitro Expression Amp diese Arbeit
pcNAR7 TALEN L in vitro Expression Spec diese Arbeit
pcNAR13 TALEN scR in vitro Expression Spec diese Arbeit
pAKR50 TALEN Lic Expression in hum. Zellen Spec diese Arbeit
pAKR51 TALEN Rlc Expression in hum. Zellen Spec diese Arbeit
pAKR54 TALEN scR1c Expression in hum. Zellen Spec diese Arbeit
pAKR55 TALEN NscL1c Expression in hum. Zellen Spec diese Arbeit
pAKR56 TALEN NscL2c Expression in hum. Zellen Spec diese Arbeit
pAKR57 TALEN NscR1c Expression in hum. Zellen Spec diese Arbeit
pAKR58 TALEN NscR2c Expression in hum. Zellen Spec diese Arbeit
pAKR60 TALEN dscR1c Expression in hum. Zellen Spec diese Arbeit
pAKR61 TALEN dscR2c Expression in hum. Zellen Spec diese Arbeit
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(a) GGC = Golden Gate Cloning (b) Die fir Klonierungen mit der Golden TAL Technologie verwendeten

Plasmide sind mit GTT gekennzeichnet.

2.1.2 Verwendete Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide (Tab. 2.2) wurden von der Firma

(Martinsried) oder Eurofins MWG Operon (Ebersberg) bezogen.

Tab. 2.2: Verwendete Oligonukleotide

Metabion GmbH

Name® Sequenz Verwendung

NTM FLAG fw ATCCATGGACTACAAGGATGACGATGACAAGCA N-terminales FLAG-Epitop-
NTM_FLAG rev CATATGCTTGTCATCGTCATCCTTGTAGTCCAT Modul fir TALEs/ TALEN
HA F/AR ATCCATGTACCCCTACGACGTGCCCGACTACGCCCA N-terminales  HA-Epitop-
HA R/AR CATATGGGCGTAGTCGGGCACGTCGTAGGGGTACAT  Modul fur TALEs/ TALEN

HIVfwXbalPro (E)

GATTCTAGATGGAAGGGCTAATTCACTCCC

HIVrvHindllIPro (E)

CCCAAGCTTTCCCAGGCTCAGATCTGGTC

HIVrvPro (E)

CTCTCTCCTTCTAGCCTCCGC

LuciferaseATG (E)

ATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGGC

Erstellung von
Luciferasereporter-
Konstrukten mit HIV-1
Promotoren

pF12Arvl (E) ATCTTTCTAGAGTCGACTATCAC

HIV-A-F CTGACACAGAAGTTGCTGACAGGGACTTTCCGCTGG Erstgllung von
GGACTTTC Luciferasereporter-

HIV-A-R CCCTGTCAGCAACTTCTGTGTCAGCAGTTCTTGAAGT  Konstrukten mit HIV-1
ACTCCGG Subtyp Promotoren

HIV-C-F CCGCTGGGACTTTCCACTGGGGCGTTCCAGGGAGGC
GTGGCTTGG

HIV-C-R CCCAGTGGAAAGTCCCAGCGGAAAGTCCCTTCTGTG
TCAGCAGTTCTTGAAGTACTCCGG
CTACAAGGGACTTTCCGCTGGGACTTTCCAGGGAGG

HIV-D-F CGTG

HIV-D-R GTCCCAGCGGAAAGTCCCTTGTAGAAACCTCGGTGT
CAGCAGTTCTTGAAGTACTCCGG

HIV-E-F GGACTTCCGCTGGGGACTTTCCAGGG

HIV-E-R GGAAAGTCCCCAGCGGAAGTCCTAGTTAGAAACTTC
TTTGTCAGCAGTTCTTGAAGTACTCCGG

HIV-E-E GATTGCTGACACAGAAGATTCTAAAGGGACTTTCCG
CTGGGGACTTTC

HIV-E-R GTCCCTTTAGAATCTTCTGTGTCAGCAATCTCTGTGT
CATCAGTTCTTGAAGTACTCCGGATGCAG

HP-SP1 F GGACTGAAAAGTGGCGAGCCCTCAG Erstellung von Luciferase-

reporter-Konstrukt mit SP1-

HP-SP1+ME_R CTCGCCACTTTTCAGTCCCGTTTAAGCCACGTTTCCC mutiertem HIV-1 Promotor

Luc 36 R_AR CGCCGGGCCTTTCTTTATG 5¢-RACE

Luc973R_AR CCCCGACTTCCTTAGAGAGGGGAGCGCC

Luc321R_AR GTCGTTCGCGGGCGCAACTGCAACTCCG

HIV Wi-P F/AR CCGCTGGGGACTTTCCAGGGAGGCGTGGCTTGGGCG EMSA

GGACTGGGGAGTGGCGAGCCCTCAG

HIV_wt-P_R/AR

CTGAGGGCTCGCCACTCCCCAGTCCCGCCCAAGCCA
CGCCTCCCTGGAAAGTCCCCAGCGG

HIV_mu-P_F/AR

CCGCTGGGGACTTTCCAGGGAAACGTGGCTTAAACG
GGACTGAAAAGTGGCGAGCCCTCAG

HIV_mu-P_R/AR

CTGAGGGCTCGCCACTTTTCAGTCCCGTTTAAGCCAC
GTTTCCCTGGAAAGTCCCCAGCGG

B-HIV_wt-P_F/AR

Biotin-CCGCTGGGGACTTTCCAGGGAGGCGTGGCTT
GGGCGGGACTGGGGAGTGGCGAGCCCTCAG

B-HIV_wt-P_R/AR

Biotin-CTGAGGGCTCGCCACTCCCCAGTCCCGCCCA
AGCCACGCCTCCCTGGAAAGTCCCCAGCGG
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Biolin-CCGCTGGGGACTTTCCAGGGAAACGTGGCTT  EMSA
AAACGGGACTGAAAAGTGGCGAGCCCTCAG
Biotin-CTGAGGGCTCGCCACTTTTCAGTCCCGTTTAA
GCCACGTTTCCCTGGAAAGTCCCCAGCGG
Biotin-CCAGTGGAGCCAGATAAAGTAGAAGAAGCC
AATAAAGGAGAGAACACCCGCTTGTTACACC
Biotin-GGTGTAACAAGCGGGTGTTCTCTCCTTTATTG
GCTTCTTCTACTTTATCTGGCTCCACTGG
CCAGTGGAGCCAGATAAAGTAGAAGAAGCCAATAA
AGGAGAGAACACCCGCTTGTTACACC
GGTGTAACAAGCGGGTGTTCTCTCCTTTATTGGCTTC
TTCTACTTTATCTGGCTCCACTGG
Biotin-CCGCTGGGGACTTTCCAGGGAAACGTGGCTT
B-HIV_GC2-P_FIAR 5 6cGGGACTGAAAAGTGGCGAGCCCTCAG
B-HIV_GC2- Biotin-CTGAGGGCTCGCCACTTTTCAGTCCCGCCCA
P RIAR AGCCACGTTTCCCTGGAAAGTCCCCAGCGG
CCGCTGGGGACTTTCCAGGGAAACGTGGCTTGGGCG
HIV_GC2-P_FIAR G ACTGAAAAGTGGCGAGCCCTCAG
CTGAGGGCTCGCCACTTTTCAGTCCCGCCCAAGCCAC
HIV_GC2-P_RIAR 11 1CCCTGGAAAGTCCCCAGCGG

B-HIV_mu-P_F/AR

B-HIV_mu-P_R/AR

B-HIV_neg-P_F/AR

B-HIV_neg-P_R/IAR

HIV_neg-P_F/AR

HIV_neg-P_R/AR

MussCCR5-F/AR AAGATGGATTATCAAGTGTCAAGTCC PCR fur T7 Endonuklease I-
MussCCR5-R/AR CAAAGTCCCACTGGGCG Verdau

(a) Mit (E) gekennzeichnete Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg) bezogen. Die
Ubrigen von Metabion GmbH (Martinsried).

2.1.3 Biologisches Material
2.1.3.1 Verwendete Bakterienstamme

Zur Vermehrung von Plasmiden wurden in dieser Arbeit Escherichia coli OneShot® Top10
(Invitrogen, Groningen) verwendet. Fur die Proteinexpression wurden E. coli BL2-Al
verwendetet (Invitrogen, Groningen). Die transiente Expression von Genen in Nicotiana
benthamiana erfolgte mittels Agrobacterium tumefaciens (Larebeke et al., 1974). Die

Eigenschaften der Stamme sind Tabelle 2.3 zu entnehmen.

Tab. 2.3: Eigenschaften der verwendeten Bakterienstimme

Bakterienstamm Eigenschaften

. F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15AlacX74 recAl araD139
E. coli OneShot Top10 A(araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

E. coli OneShot BL21-Al FompT hsdSg (rs” me’) gal dcm araB:: T7TRNAP-tetA

A tumefaciens GV/3101 C"58, leamp|C|nR; Ti-Plasmid: pMP90 (pTIC58 _T-DNA) GentamycinR, Gene
fur Nopalinsynthese

2.1.3.2 Verwendete Zelllinien, Kultivierung und Passage

Reportergenaktivierungsstudien, Protein- und RNA-Analysen wurden unter Verwendung der
human embryonic kidney Zelllinie Hek293T-REx™ (Invitrogen, Karlsruhe) durchgefiihrt.
Diese aus einer embryonalen Niere stammende humane Zelllinie wurde durch Transformation

mit der DNA-Sequenz des E1 Proteins des Adenovirus 5 generiert (Graham et al., 1977) und
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exprimiert zusétzlich das SV40 large T-Antigen. Daruber hinaus ist ein durch Zugabe von
Blasticidin selektierbares Tetracyclin-abhangiges Expressionssystem (pcDNAG6/TR) enthalten.

Fur immunhistochemische Untersuchungen wurde eine andere humane Zelllinie, human
hepato cellular carcinoma Huh7-Zellen (Ralf Bartenschlager, Heidelberg, Deutschland),
verwendet. Sie wurde aus Lebertumorgewebe eines 57-jahrigen Japaners gewonnen
(Nakabayashi et al., 1984).

Die Kultivierung beider adharent wachsender Zelllinien erfolgte in 10 cm Kulturschalen
(Corning, Amsterdam, Niederlande) mit 10 ml Medium bei 37°C und 5% CO,. Bei einem
Bedeckungsgrad von 90% vor Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Dazu
wurde das Uberstehende Medium entfernt und die Zellen mit 10 ml 1xPBS kurzzeitig
uberschichtet um Mediumreste zu entfernen (Waschschritt). Im Anschluss wurden die Zellen
bis zur Ablésung vom Boden der Kulturschale mit 500 pl 0,25% Trypsin-EDTA (GIBCO,
Invitrogen) inkubiert. Nach Abnahme der Losung wurden die Zellen zusétzlich durch
Abklopfen mechanisch gel6st, um dann in 10 ml Medium aufgenommen zu werden. Die
hergestellte, homogenisierte Zellsuspension wurde zur Aussaat in neue 10 cm Kulturschalen
mit Medium so verdiinnt, dass ein Flinftel der Hek293T-REx- und ein Zehntel der Huh7-Zellen

in die Folgekultur umgesetzt wurden.
2.1.3.3 Verwendetes Pflanzenmaterial

In dieser Arbeit wurde das Pflanzenmodell Nicotiana benthamiana verwendet. N. benthamiana
wurde unter Gewéachshausbedingungen angezogen (26-28 °C; 60-70 % relative Luftfeuchte;
Langtag-Lichtperiode 6 bis 22 Uhr).

2.1.4 Chemikalien, Gerate und Verbrauchsmaterialien

Chemikalien, Gerate und Verbrauchsmaterialien wurden, sofern nicht anders angegeben, von

folgenden Firmen bezogen:

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg i. Breisgau), AppliChem GmbH (Darmstadt), Carl
Roth GmbH & Co. (Karlsruhe), Clontech Laboratories GmbH (Heidelberg), Corning
(Amsterdam, Niederlande) Difco (Augsburg), Eppendorf (Hamburg), GE Healthcare
(Freiburg), Greiner Labortechnik GmbH (Solingen), Invitrogen (Groningen, Niederlande),
Fermentas GmbH (St. Leon Rot), Merck (Darmstadt), Metabion GmbH (Martinsried), New
England Biolabs GmbH (Schwalbach/Taunus), peglab Biotechnologie GmbH (Erlangen),
Promega Corporation (Madison USA), Qiagen GmbH (Hilden), Roche Molecular
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Biochemicals GmbH (Mannheim), Sigma Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen), VWR
(Darmstadt)

2.1.5 Verwendete Medien und Zuséatze

Zur Anzucht der verwendeten E. coli-Stdamme bei 37°C wurde LB (lysogeny broth) Medium
genutzt. Zur Anzucht von A. tumefaciens bei 30°C wurde YEB (yeast extract broth) Medium
verwendet. Die Zusammensetzungen der Medien ist Tabelle 2.4 zu entnehmenden. Zur
Herstellung von Néhrplatten wurden 1,5% (w/v) Bacto-Agar vor dem Sterilisieren (bei 121°C

und 2 bar fir 20 min im Autoklaven) zum Flussigmedium hinzugefugt.

Tab. 2.4: Zusammensetzung der zur Bakterienanzucht verwendeten Nahrmedien

Bezeichnung Zusammensetzung

LB Medium 1% (w/v) Bakto-Trypton
0,5% (w/v) Hefe Extrakt
1% (wi/v) NaCl
pH 7,5

YEB Medium 0,5 % (w/v) Fleischextrakt
0,5 % (w/v) Trypton
0,5 % (w/v) Saccharose
2 mM MgSO4
0,1 % (w/v) Hefeextrakt
pH 7,2

Zur selektiven Kultivierung wurden autoklavierten Medien folgende Antibiotika zugesetzt:

Tab. 2.5: Fir bakterielle Kulturen verwendete Antibiotika

Antibiotikum Endkonzentration

Ampicillin (Amp) 100 pg/ml (festes Medium)
50 pg/ml (flilssiges Medium)

Kanamycin (Kan) 25 ug/ml

Hygromycin (Hyqg) 50 pg/ml

Spectinomycin (Spec) 100 pg/ml

Rifampicin (Rif) 100 pg/ml

Zur Blau-WeiR-Selektion wurden Festmedien vor dem Erstarren mit 0,4% (w/v) X-Gal als

Indikator versetzt. Dazu diente eine 2%ige (w/v) X-Gal-L6sung in DMF (Dimethylformamid).

Néahrplatten und Flussigmedien wurden bei 4 °C gelagert. Fir die dauerhafte Lagerung von

Bakterien bei -80 °C wurde eine Bakteriensuspension mit 20% Glycerin versetzt.

Das fir die Kultivierung beider verwendeter, humaner Zelllinien eingesetzte Medium basierte
auf einem Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; GIBCO®, Invitrogen, Darmstadt).
Zum Schutz vor mikrobiellem Wachstum wurde Penicillin-Streptomycin, liquid (10000
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units/ml Penicillin, 10000 pg/ml Streptomycin in 0,85% Salzlosung; GIBCO®, Invitrogen)

hinzugefigt. Die Zusammensetzung des Mediums ist Tabelle 2.6 zu entnehmen.

Tab. 2.6: Zusammensetzung des fir humane Zellen verwendeten Kulturmediums

Bestandteil Anteil/Endkonzentration

Grundmedium

DMEM 88,8% (v/v)

[+] D-Glukose 49/l

[+] Nicht essentielle Aminoséduren

[-] L-Glutamin

[-] Pyruvat

Andere Bestandteile

FCS (foetal calf serum; PAN Biotech) 10% (v/v)

Biotin (Sigma-Aldrich) 0,1 pg/ml

Hypoxanthin (Sigma-Aldrich) 0,25 pg/ml

Penicillin-Streptomycin, liquid 1% (vIv)
Penicillin 100 units/ml
Streptomycin 100 pg/ml

2.1.6 Verwendete Losungen und Puffer

Tab. 2.7: Verwendete Lésungen und Puffer

Bezeichnung

Zusammensetzung

Puffer fir DNA-Analysen

10xPCR-Puffer

100 mM Tris-HCI, pH 8,5
500 mM KClI

15 mM MgCl,

1 % (v/v) Triton X100
0,1 % (w/v) Gelatine

IXTAE

40 mM Tris-Acetat, pH 8,0
1 mM EDTA

5xDNA-Ladepuffer

15 % Ficoll 400
Farbstoff: Orange G

Puffer fur Proteinanalysen

5x Lammli

250 mM Tris-HCI, pH 6,8

50 % (v/v) Glycerin

10 % (w/v) SDS

25 % (v/v) 2-Mercaptoethanol
0,005 % (w/v) Bromphenolblau

Ix TANK

25 mM Tris
250 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS

Ix TBST

50 mM Tris-HCI, pH 8,0
150 mM NaCl
0,05% (v/v) Tween20

Blockierungsldsung

1XTBST
5% (w/v) Magermilchpulver
3% (w/v) BSA (Bovines Serumalbumin Fraktion V)

Transferpuffer

20% Methanol
20 mM Tris
150 mM Glycin
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Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCI
pH 8,8
Sammelgelpuffer 1 M Tris-HCI
pH 6,8
Detektionslésung 100 mM Tris-HCI, pH 8,5

225 nM p-Cumarinsaure
1,25 mM 3-Aminophtalhydrazid
0,3 % (v/iv) H202

Puffer fur RNA-Analysen

1xMOPS 20 mM MOPS (3-(N-Morpholino)propansulfonséure)
5 mM Natriumacetat
1 mMEDTA,pH7

10xLadepuffer 50% (v/v) Glycerin
0,1 MEDTA, pH 8
0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylencyanol
100 pg/ml Ethidiumbromid

Puffer und Lésungen fur Zellkulturanwendungen und Immunhistochemie

1IxPBS 137 mM NaCl
2,7mM KClI
1,5 mM KH2PO4
6,5 MM Na;HPO4

Paraformaldehydlgsung 4% (w/v) Paraformaldehyd (reagent grade, crystalline;
Sigma-Aldrich) geldst in 1XPBS

2.2 Molekulargenetische Methoden
2.2.1 Praparation von Nukleinsauren
2.2.1.1 Plasmidpraparation

Die Isolierung von Plasmiden aus E. coli wurde dem Prinzip der alkalischen Lyse (Sambrook
et al., 1989) folgend mittels QlAprep Spin Miniprep Kit oder QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit
(Qiagen GmbH, Hilden) nach Herstellerprotokoll durchgefihrt. Eluiert wurde die Plasmid-
DNA mit 50 pl oder 100 pl (Qiagen Plasmid Plus Midi Kit) destilliertem Wasser.

2.2.1.2 Isolation von RNA aus humanen Zellen

Zur Isolation von Gesamt-RNA inklusive eines DNase-Verdaus aus Hek293T-REx-Zellen
wurde das RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden) in Kombination mit dem RNase-Free
DNase Set (Qiagen GmbH, Hilden) nach Herstellerprotokoll verwendet. Die RNA wurde in 30

ul RNase-freiem Wasser eluiert.
2.2.1.3 Isolation von genomischer DNA aus humanen Zellen

Zur Isolation genomischer DNA aus Hek293T-REx-Zellen wurde das DNeasy Blood & Tissue
Kit (Qiagen GmbH, Hilden) nach Herstellerprotokoll verwendet. Die DNA wurde in 200 pl

nukleasefreiem Wasser eluiert.
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2.2.2 Spektrophotometrische Nukleinsdurebestimmung

Die Konzentration von Nukleinsduren in ng/pl (cna) wurde nach der Formel cna=A2e0*Xi mit
dem Umrechnungsfaktor X1=50 flir DNA und X>=40 fir RNA aus der Absorption bei 260 nm
(Aze0) bestimmt. Die Absorption bei 280 nm (Azso) diente der Beurteilung der Reinheit nach
dem Quotienten Azeo/Azg0. Die Absorptionsmessung erfolgte direkt mit 1 pl Losung an einem

Thermo Scientific NanoDrop 1000 Spektrophotometer gegen destilliertes Wasser.
2.2.3 PCR-Amplifikation von DNA-Fragmenten

Die PCR (polymerase chain reaction, Saiki et al., 1985) zur Amplifikation von DNA-
Fragmenten erfolgte mit der Phusion-Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Vantaa) nach
Herstellerangaben. Diese amplifiziert DNA auf Grund einer Korrekturlese- (proof-reading)
Funktion mit geringer Fehlerrate. Dauer der Elongationszeit (30 s pro 1 kb) und Anzahl der
Zyklen wurden jeweils angepasst. Die Anlagerungstemperatur wurde abhangig von den

jeweiligen als Primer eingesetzten Oligonukleotiden gewahlt.

Die Kolonie-PCR an E. coli wurde unter Verwendung von 1U Tag-Polymerase in 1XPCR-
Puffer-gepufferten 20 pl Ansatzen mit 4 nmol je Desoxyribonukleosidtriphosphat (dNTP) und
mindestens 1 pmol beider Oligonukleotide ebenfalls unter entsprechender Anpassung von
Elongationszeit (60 s pro 1 kb) und Anlagerungstemperatur analog einer hier fir Tag-PCR

generalisierten Prozedur durchgefiihrt. Dieser entsprechend erfolgte die Reaktion:

Initiale Denaturierung 94°C 5 min
35 Zyklen:  Denaturierung 94°C 30s
Anlagerung 50-70°C 30s
Elongation 72°C 20 s -3 min
Finale Elongation 72°C 5 min
4-8°C 0

Die Durchfuhrung aller Reaktionen erfolgte in Temperaturzyklus-Steuergerdten (PTC-
225Peltier Thermal Cycler, MJ Research FlexCycler, Analytik Jena) mit Heizdeckel. Erhaltene
DNA-Fragmente wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert.

2.2.4 Restriktionsanalysen

Um isolierte und amplifizierte DNA sequenzspezifisch zu fragmentieren wurden

Restriktionsendnukleasen verwendet. Bei Puffereinsatz, Reaktionstemperatur sowie -zeit und
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eingesetzten Enzymmengen wurden die Herstellerangaben (Fermentas GmbH, St. Leon Rot
bzw. New England Biolabs, Schwalbach/Taunus) befolgt.

2.2.5 Agarosegelelektrophorese
2.2.5.1 Auftrennung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente der mit DNA-Ladepuffer versetzten Proben wurden in einer horizontalen
Gelelektrophorese aufgetrennt. Fur Fragmente kleiner als 300 bp und flr Fragmente groRer als
300 bp wurden 2%ige (w/v) bzw. 1%ige (w/v) 1xTAE-gepufferte Agarosegele verwendet. 400
ml Agaroselosung wurden vor Beginn des Erstarrungsprozesses mit 12 ul einer 10 mg/ml
Stammldsung des in DNA interkalierenden Ethidiumbromids zur Sichtbarmachung der DNA
unter UV-Licht im Transilluminator versetzt. Der Laufpuffer war 1x TAE. Als
GroRenstandards wurden der GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, der GeneRuler™ 100 bp DNA
Ladder oder der O’Range™ Ruler 100bp+500bp DNA Ladder (Fermentas GmbH, St. Leon

Rot) verwendet.
2.2.5.2 Auftrennung von Gesamt-RNA

Die Auftrennung von RNA erfolgte nach analogem Prinzip zur DNA-Auftrennung und sollte
der Untersuchung der Isolate auf mdglicherweise stattgefundene Degradation dienen. Dazu
wurde zum Erhalt der aufgetragenen RNA-Probe ein denaturierendes 1,2%iges (w/v)
Agarosegel im Laufpuffer IXMOPS mit 2% (v/v) Formaldehyd hergestellt. Ethidiumbromid

war im verwendeten Ladepuffer enthalten.
2.2.6 Reinigung von DNA-Fragmenten aus Reaktionsansatzen oder Agarosegelen

Auf geeigneten Agarosegelen aufgetrennte DNA-Fragmente wurden zur Reinigung derer mit
gewilnschter GroRe auf einem UV-Tisch sichtbar gemacht und mit einem Skalpell
ausgeschnitten. Die Elution wurde mit dem MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH,
Hilden) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Zur direkten Reinigung von DNA-Fragmenten
aus Reaktionsgemischen wurde das MinElute PCR Purification Kit (Qiagen GmbH, Hilden)
oder das GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific) nach Herstellerangaben verwendet.

Die DNA wurde anschlieBend in 10 bis 20 ul destilliertem Wasser wieder aufgenommen.
2.2.7 Phosphorylierung von PCR-Produkten

Aus Amplifikation mittels PCR stammende DNA-Fragmente haben keine flr die enzymatische

Ligation mit anderen DNA-Fragmenten notwendige Phosphat-Gruppe an den freien 5°-Enden
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von Plus- und Minusstrang. Daher wurde fiir Klonierungen, die die Ligation zweier PCR-
Produkte erforderten, ein gereinigtes DNA-Fragment in einem 20 pl Ansatz mit 10 U T4
Polynukleotid-Kinase (T4 PNK, Fermentas GmbH, St. Leon Rot) 45 min in 1x T4-DNA-

Ligasepuffer phosphoryliert. Der Ansatz wurde im Anschluss zur Klonierung eingesetzt.
2.2.8 Klonierung von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Molekilen wurde in 20 pl Ansdtzen mit 5 U T4-DNA-Ligase
(Fermentas GmbH, St. Leon Rot) in 1x T4-DNA-Ligasepuffer 10 min bei 22°C durchgefuhrt.
Das zu klonierende DNA-Fragment wurde dabei in funffachem Uberschuss zum Vektor
eingesetzt.

Die Klonierung von PCR-Fragmenten in pGGC (Geildler et al., 2011) erfolgte in einer
restriction ligation durch Nutzung von 10 U des blunt end-cutters Smal (Fermentas GmbH, St.
Leon Rot) und 1 U T4-DNA-Ligase in einem 1x Tango (Fermentas GmbH, St. Leon Rot)-
gepufferten 10 pl Ansatz mit 10 pmol ATP. Bei Einsatz von 1 pl des Vektors verblieben 5 pl
Volumen fur das gereinigte PCR-Produkt. So wurden auch neue Module fur die Golden TAL

Technologie erstellt.

Die nicht gerichtete Klonierung von Tag-PCR-Fragmenten mittels TOPO TA Cloning® Kit
(Invitrogen, Groningen, Niederlande) in den T-Uberhangvektor pCR2.1®-TOPO® erfolgte
ebenso nach Herstellerangaben wie die gerichtete Klonierung von PCR-Produkten mit
stumpfen Enden in pPENTR/D-TOPO (Invitrogen, Groningen, Niederlande). Zur Ausrichtung
des DNA-Fragments wurde das 5°-Ende bei der PCR-Amplifikation durch eine CACC-Sequenz

im forward-Primer festgelegt.

In pPENTR/D-TOPO klonierte DNA-Fragmente kénnen Uber LR-Rekombination gerichtet in
Zielvektoren Ubertragen werden (GATEWAY-System; Life Technologies). Dafilr flankieren
attL-Sequenzen das zu rekombinierende DNA-Fragment in pENTR/D-TOPO. Die LR-
Rekombination zwischen attL- und attR-Sequenzen bewirkt den Austausch einer attR-
flankierten Selektionskassette im Zielvektor durch das zu rekombinierende DNA-Fragment in
PENTR/D-TOPO. Daflr wurde der Gateway® LR Clonase® Enzyme mix (Life Technologies)
nach Herstellerangaben verwendet. Der Ansatz wurde 30 min bis 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert.

Die jeweils erhaltenen Plasmide wurden chemisch in E. coli transformiert.
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2.2.9 Die Erstellung von Luciferase-Reporterkonstrukten

Die Luciferase-Reporterkonstrukte mit mutiertem oder lokal subtypischem HIV-1-Promotor
wurden mit Hilfe von SOE-PCRs (splicing by overlapping extension PCR) erstellt. Dabei
wurden durch Primer-Uberhinge die gewiinschten Veranderungen in einer ersten PCR an den
Luciferase-Reporterkonstrukten pFAHPs und pFAHPI, die LTR-Fragmente des HIV-1 Subtyp
B-Provirus aus 8E5-Zellen (Folks et al., 1986) enthalten, in die beiden Halbseiten des HIV-1-
Promotors (stromauf- und stromabwarts der Veranderung) eingefiihrt. Die im Bereich der
Veranderung Uberlappenden, gereinigten PCR-Produkte dienten in der zweiten PCR als
Matrize. Die Luciferase-Reporterplasmide pFAHPs und pFAHPI dienten auBerdem als
Klonierungsvektoren. Die SOE-PCR-Produkte mit den subtypisch angepassten HIV-1-
Promotoren wurden tiber Xbal und Hindlll in pFAHPs kloniert, sodass der Subtyp B Promotor
ausgetauscht wurde. Bei der Amplifikation erfolgte dabei auch das Anhangen der
entsprechenden Schnittstellen. Bei der Klonierung des mutierten HIV-1-Promotors wurde nur
die Xbal-Schnittstelle 5 angehédngt. Der benétigte Vektoranteil von pFAHPI wurde so in einer
PCR amplifiziert (mit den Oligonukleotiden LuciferaseATG und pF12Arvl), dass eine
gerichtete Klonierung uiber den Xbal-Uberhang und ein stumpfes Ende nach Phosphorylierung

eines Fragmentes moglich wurde.
2.2.10 Die Erstellung von B-Glucuronidase-Reporterkonstrukten

Natrliche und artifizielle TALE-Boxen wurden zusammen mit einem Bs4-Minimalpromotor
gerichtet in pENTR/D-TOPO (Invitrogen) kloniert und mittels LR-Rekombination in pGWB3
(Nakagawa et al., 2007) rekombiniert, sodass das Promotorderivat vor dem f-

Glucuronidasegen uidA inseriert wird.
2.2.11 Die Erstellung artifizieller TALE-Derivate mit der Golden TAL Technologie

Die Erstellung von TALE-Derivaten erfolgte mit Hilfe der Golden TAL Technologie. Zur
Verfugung standen die in Geililer et al. (2011), Streubel et al. (2012) und Richter et al. (2014)
publizierten repeat-Module. In einem ersten Schritt wurden Multi-repeat-Module aus Einzel-
repeat-Modulen in einem Zwischenvektor assembliert. Dazu wurden DNA-L6sungen mit 50

ng/ul verwendet. Die Reaktion wurde wie folgt zusammengesetzt:

2 ul - Zwischenvektor (pGTLA/pGTAB/pGTBR/pGTBC/pGTCR/ pGTCD/ pGTDR)
2 ul  je Einzel-repeat-Modul (maximal 6)

24l 10 mM ATP (Fermentas)
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2 ul

1l
1ul

NEB Puffer 4 (New England Biolabs)
T4-DNA-Ligase (30 U/ul, Fermentas)
Bpil (10 U/ul, New England Biolabs)

ad 20 pl

(H20)

Die cut ligation erfolgte in einem Temperaturzyklus-Steuergerat mit Heizdeckel (PTC-225

Peltier Thermal Cycler, MJ Research FlexCycler, Analytik Jena) nach folgendem Programm:

10 ZykKlen:

16°C 20 min
80°C 20 min
4°C

37°C 2 min
16°C 5 min

Ein Teil des Ansatzes wurde dann in chemisch kompetente E. coli TOP10 transformiert. Nach

Anzucht auf Nahrplatten erfolgte die Blau-WeiR-Selektion zur Auswahl geeigneter Klone, die

durch Restriktionsanalyse und auf Sequenzebene tberprift wurden.

Die so erstellten Multi-repeat-Module in pGT-Vektoren wurden zusammen mit bis zu zwei N-

und bis zu zwei C-terminalen Modulen zur Erstellung kinstlicher TALE-Derivate im

Zielvektor verwendet. Das eingesetzte Volumen fir jedes N- und C-terminale Modul wurde

dessen Grofie angepasst und schwankte zwischen 0,5 bis 3 pl. Die Reaktion wurde wie folgt

angesetzt:

2 ul
X ul
X ul
1l
2 ul
2 ul
1l
1pl

Zielvektor

je N-terminales Modul

je C-terminales Modul

je Multi-repeat-Modul

10 mM ATP (Fermentas)

NEB Puffer 4 (New England Biolabs)
T4-DNA-Ligase (30 U/ul, Fermentas)
Bsal (10 U/ul, New England Biolabs)

ad 20 pl

(H20)
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Die Reaktion erfolgte wie bei der Erstellung der Multi-repeat-Module mit folgendem

Programm:

15 Zyklen:  37°C 5 min
16°C 5 min

16°C 20 min

50°C 30 min

80°C 20 min

4°C o

Der 30 min 50°C Schritt wurde eingefuhrt um abschlieBend die Restriktion durch Bsal zu
fordern, sodass die eingesetzten Module, die die gleiche Resistenz wie der Zielvektor trugen,

mdoglichst nicht religieren konnten.

Ein Teil des Ansatzes wurde dann in chemisch kompetente E. coli TOP10 transformiert. Die
Selektion und Kontrolle positiver Klone erfolgte je nach Konstrukt mit Blau-Weil3-Selektion,
Kolonie-PCR mit geeigneten Primern und Restriktionsverdau, gefolgt von der Sequenzierung

der Plasmide.
2.2.12 Transformation chemisch kompetenter E. coli

Chemisch kompetente E. coli-Zellen (Top10) wurden zur Transformation auf Eis aufgetaut. 5
bis 10 ul des jeweiligen Reaktionsansatzes wurden mit 50 ul der Zellen gemischt und 30 min
lang auf Eis belassen. Der anschlieBende Hitzeschock bei 42°C wurde fur 45 s durchgefihrt
und die Bakterien zur einstiindigen Erholung bei 37°C mit 250 pl LB-Medium verdinnt. Je 200
ul der Suspension wurden dann auf einem LB-Festmedium mit entsprechendem Antibiotikum

zur Selektion ausplattiert.
2.2.13 Transformation elektrisch kompetenter Bakterienzellen

Die Transformation von 2 pl Plasmid-DNA in 50 pl elektrisch kompetenter E. coli (BI21 Al)
oder A. tumefaciens (GV3101) erfolgte in 1 mm Kivetten bei einer Spannung von U=2500 V
und einem Widerstand von R=200 Q. Die Bakterienzellen wurden anschlieBend in 250 pl LB-
Medium (E. coli) oder 400 pul YEB-Medium (A. tumefaciens) aufgenommen und 1h bei 37°C
(E. coli) bzw. 30°C (A. tumefaciens) inkubiert. Danach wurden die Bakteriensuspensionen auf
selektives Festmedium ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C bzw. zwei Tage bei 30°C

angezogen.
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2.2.14 Sequenzierung von DNA

Sequenzdaten wurden von einem entsprechenden Dienstleister (Microsynth Seqlab Gottingen
GmbH, Gottingen) bezogen. Dazu die DNA mit dem Entsprechenden Oligonukleotid nach
Angaben des Dienstleisters eingeschickt und nach dem Protokoll Extended HotShot vom

Dienstleister bearbeitet.
2.2.15 Transfektion humaner Zellen mit Plasmiden

Die Transfektion von Hek293T-REx- und Huh7 Zellen erfolgte mit Turbofect in vitro
Transfection Reagent (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland). Dabei handelt es sich
um eine sterile Losung eines kationischen Polymers, das kompakte, stabile, positiv geladene
Komplexe mit DNA formt, diese vor Degradation schutzt und die Aufnahme in eukaryotische

Zellen vermittelt.

Fur Experimente wurde zur Zellaussaat in Multiwell-Platten (Corning, Amsterdam,
Niederlande) ¥ des jeweiligen Kulturvolumens an Zellsuspension eingesetzt. Transfiziert
wurden die Zellen 24 h nach Passage. Dazu wurden die zu transfizierenden Plasmide mit dem
hier verwendeten Grundmedium DMEM in hundertfachem Volumen des eingesetzten
Transfektionsreagenz verdunnt. Nach Vermischung mit dem Transfektionsreagenz inkubierte
das Gemisch 20 min bei Raumtemperatur und wurde dann der jeweiligen Kultur zugefigt, die
dann mindestens weitere 24 h bis zur Verwendung in Experimenten im Brutschrank verbrachte.
Fur die Transfektion von Zellen in verschiedengrofRen Kulturen wurden unterschiedliche
Mengen Reporter- und/oder Expressionskonstrukt, DMEM-Grundmedium und dem

entsprechend Transfektionsreagenz, i.d.R. wie in Tabelle 2.8 aufgefihrt, eingesetzt.

Tab. 2.8: Zusammensetzung der Transfektionsansatze fir unterschiedliche

Kulturdimensionen

Kultur® Transfektion

GefaR d A \Y% DMEM Turbofect DNAR.®) DNA gesamt
12 Well-Platte 2,2cm 3,8 cm? 2ml 400 pl 4 ul 200 ng 2 ug

24 Well-Platte 1,56 cm 1,9 cm? 1ml 200 pl 2 ul 100 ng 1ug

48 Well-Platte 1,1cm 0,95cm2z 0,5 ml 100 pl 1l 50 ng 0,5 ug

(a) d und A sind Durchmesser und Wachstumsflache der eingesetzten KulturgefaRe, in denen Uberstandskulturen
mit dem Kulturmediumvolumen V angelegt wurden. Die zur Transfektion eingesetzten Mengen Plasmid-DNA

und ggf. der (b) Anteil an Reporterkonstrukt sind angegeben.
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2.2.16 Transkriptionsstartbestimmung mittels 5‘-RACE

Das 5°-RACE (rapid amplification of cDNA ends) zur Transkriptionsstartpunktbestimmung
wurde mit dem BD SMARTer™RACE cDNA Amplification Kit (Clontech Laboratories
GmbH, Heidelberg) dem Herstellerprotokoll folgend durchgefiihrt. Geeignete cDNA wurde
unter Verwendung der zugehdrigen Oligonukleotide 5"-RACE CDS Primer A (ein dT-stretch
Oligonukleotid) und SMART II A nach Herstellerprotokoll synthetisiert. Die eigentliche 5"-
RACE-PCR wurde mit dem sogenannten Universal Primer A Mix (UPM) und dem
genspezifischen  Oligonukleotid  Luc_ 973 R_AR  nach  Herstellerprotokoll  flr
Anlagerungstemperaturen von (iber 70°C durchgefiihrt. Dabei entstammten einige
Komponenten nicht dem Kit. Dies waren der 10x PCR-Puffer, die verwendete 2 mM dNTP-
Ldsung, sowie die rekombinante Tag-DNA-Polymerase (Fermentas, St. Leon Rot) von der 1 U
eingesetzt wurde. Als Positivkontrolle diente eine PCR-Reaktion mit den genspezifischen
Oligonukleotiden LuciferaseATG und Luc_321 R_AR. Die Anlagerungstemperatur in dieser
Reaktion betrug 68°C. In 25 Zyklen wurde je 1 min amplifiziert. Eine zweite geschachtelte
(nested) PCR wurde analog der 5"-RACE-PCR mit 2,5 ul deren Produktes als Matrize sowie
10 pmol des Nested Universal Primer A (NUP) und des genspezifischen Oligonukleotides
Luc_321 R_AR angesetzt. Die Reaktion erfolgte bei einer Anlagerungstemperatur von 65°C
und 1 min Elongationszeit in 25 Zyklen. Das Produkt wurde Uber ein Agarosegel gereinigt und

in pCR2.1®-TOPQO® kloniert. Die erhaltenen Klone wurden anschlieBend sequenziert.
2.2.17 T7 Endonuklease I-Verdau zur Detektion von Mutationen

Zur Detektion von TALEN-vermittelten Mutationen wurde zundchst der von den TALEN
angesteuerte genomische Lokus an 100 ng genomischer DNA von TALEN-transfizierten
Hek293T-Rex-Zellen mit der Phusion-Polymerase (Thermo Scientific) in einem
Gesamtvolumen von 50 pl amplifiziert. 5 pl der PCR-Reaktion wurden mittels Agarose-
Gelelektrophorese auf die spezifische Amplifikation eines PCR-Produktes Gberprift, bevor der
verbleibende PCR-Ansatz mit dem GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific)
gereinigt wurde. 200 ng des gereinigten PCR-Produktes wurden mit 1 pl NEB Buffer 2 (New
England Biolabs) in einem 9,5 ul Ansatz wie folgt in einem Thermocycler denaturiert und

rehybridisiert:
5 min 95°C
-2°C/s (Abkduhlrate)
1s 85°C
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-0.1°C/s (Abkdhlrate)
0 25°C

Danach wurden 0,5 pul T7 Endonuklease | (T7EI; New England Biolabs) hinzugeflgt und der
Reaktionsansatz fur 15 min bei 37°C im Thermocycler inkubiert. War das PCR-Produkt ein
Gemisch aus mutierten und Wildtyp-Sequenzen, so haben sich bei der Denaturierung und
Rehybridisierung DNA-Heteroduplexe gebildet, deren lokal einzelstrangige Bereiche nun von
der T7EI erkannt und geschnitten werden kénnen. Nach der Inkubation wird die Reaktion zum
Abstoppen direkt auf Eis transferiert und/oder mit EDTA-haltigem Ladepuffer versetzt. Die
Reaktion wird zur Analyse Uber ein 1,5%-iges Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Der
Anteil geschnittenen PCR-Produktes (xcut) wird ggf. mit ImageJ ermittelt und der Prozentsatz
der Modifikation (ymod [%]) nach Guschin et al. (2010) berechnet:

Ymoal%] = 100 x (1 — Y, 1= Xeue)
2.3 Biochemische Methoden
2.3.1 Quantitative Analyse der Luciferaseaktivitat

Fur Reportergenaktivierungsstudien wurden Hek293T-REx-Zellen verwendet, die 24 h nach
Passage mit einem Luciferasereporterkonstrukt und Expressionskonstrukten entsprechend

Tabelle 2.8 co-transfiziert wurden und weitere 24 h zur transienten Genexpression inkubierten.

Fur die Bestimmung der Luciferaseaktivitat wurde das Luciferase Assay System (E1500,
Promega) verwendet. Die Zellen wurden nach Herstellerangaben mit CCLR (cell culture lysis
reagent) direkt im Kulturgefal? lysiert. Dabei wurden zur Bedeckung der Zellen 200 ul CCLR
auf 1,9 cm? eingesetzt. Die erhaltenen, auf Eis gelagerten Lysate wurden nach der vom
Hersteller empfohlenen Klarung durch Zentrifugation (2 min, 12000 x g, 4°C) zur Messung der
Lumineszenz am Sirius Single Tube Luminometer (Berthold Detection Systems) eigesetzt.
Dazu wurden 20 pl Luciferase Assay Reagent (LAR), das Luciferin als Enzymsubstrat enthalt,
in konischen 11x70 mm Rotilabo-Reagenzréhrchen aus Polysterol (Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe) vorgelegt und 4 ul Lysat hinzugefiigt. Kurzes Vortexen diente der Durchmischung.
Das Reagenzrohrchen mit Reaktionsansatz wurde nun ziigig in den Mess-Schacht eingefihrt
und eine Messung Uber eine Dauer von 10 s nach 2 s Verzdgerung entsprechend der Angaben
zum Luciferase Assay System durchgefiihrt. Die erhaltenen Messwerte wurden direkt vom

Luminometer ausgedruckt und konnten zur Berechnung der Luciferaseaktivitdt verwendet
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werden. Dazu wurde das Gesamtprotein im Lysat nach Bradford bestimmt und in folgende

Formel eingesetzt:

PLum

Apyc =
GP

Pum = Lumineszenz als Leistung in relativen Lichteinheiten pro Sekunde (RLE/s)
mep = Masse Gesamtprotein im eingesetzten Lysat in ug

AL = Luciferaseaktivitat in RLE/s/ug Gesamtprotein

Die hier bestimmte Luciferaseaktivitat stellt die mit der Substratumsetzung korrelierende
Lichtleistung des Gesamtproteins dar, die von der enthaltenen Luciferase erbracht wird, und
kann somit als MaR fur den Anteil der Luciferase am Gesamtprotein betrachtet werden. Die
Produktion der Luciferase in den Zellen ist dabei von der Transkription abhangig, die durch die
TAL-Effektoren beeinflusst werden soll. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Microsoft

Excel.
2.3.2 Untersuchung der subzellularen Lokalisation

Um zu Uberprifen, ob die zur Expression in humanen Zellen erstellten TALEN entsprechend
der beabsichtigten Funktion im Zellkern lokalisieren, wurde ein immunhistochemisches
Verfahren angewandt. Dazu wurden Huh7-Zellen in 48 Well-Platten iberfiihrt, die zuvor unter
sterilen Bedingungen mit Deckglaschen bestiickt wurden. 24 h nach Zellaussaat wurde nur ein
TALEN-Expressionsvektor entsprechend Tabelle 2.8 transfiziert. Weitere 24 h spater wurden
die Deckglaschen den KulturgefaBen entnommen und in eine 48 Well-Platte (Corning,
Amsterdam, Niederlande) mit 1x PBS zum Entfernen von Mediumresten Oberfihrt. Nach
Abnahme des Waschpuffers wurden die Zellen auf dem Deckglaschen mit 4%
Paraformaldehydlésung fir 20 min fixiert. Nach ein- bis zweimaligem Waschen mit PBS
wurden die Zellen mit 0,5% Triton x 100 1x PBS fiir 5 min permeabilisiert. Ein weiterer
Waschschritt mit 1x PBS folgte. Die Zellprépararate, an denen die Lokalisation von FLAG-
Fusionsproteinen untersucht werden sollte, wurden einer Antikdrperbehandlung unterzogen.
Das 1x PBS des letzten Waschschrittes wurde abgenommen und zum einstiindigen Blockieren
gegen 10% FCS 1x PBS ersetzt. Es wurde unter leichtem Schwenken bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Behandlung mit dem ersten Antikorper gegen das Epitop.
Es wurde monoklonaler, muriner anti-FLAG® M2 Antikorper (Stratagene) 1:1000 in 3% FCS
1x PBS verdinnt verwendet. Die Préparate wurden tber 1 h mit der Antikdérperlosung bei 37°C

geschwenkt. Es folgte zweimalig 5 min Waschen mit 3% FCS 1x PBS bei Raumtemperatur auf
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einem auf niedrige Frequenz eingestellten Schuttler. Die Inkubation mit dem zweiten
Antikorper erfolgte 1 h in analoger Weise wie mit dem Ersten. Da es sich um einen mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Carbocyanin 3 (Cy3) konjugierten anti-Maus IgG (aus Ziege, Dianova),
der ebenfalls 1:1000 verdunnt wurde, handelte, wurde dunkel inkubiert. Die Praparate wurden
dann zweimal 5 min mit 1x PBS gewaschen (schwenkend bei Raumtemperatur) und auf
Objekttréager aufgebracht. Dazu wurden die Deckglaschen dem Gefaly entnommen, zweimal
kurz in Wasser und zweimal kurz in vergallten Ethanol getaucht, getrocknet und die Zellseite
auf Objekttragern mit ProLong® Gold antifade reagent with DAPI (4',6-Diamidin-2-
phenylindol, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) eingebettet. Alle Praparate wurden tber
Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Die Prozedur kann nach der Fixierung unterbrochen und
das Material in 1x PBS im Kihischrank gelagert werden. Die Préparate wurden am

Fluoreszenzmikroskop untersucht.
2.3.3 Expressionsanalysen mittels Immunoblot

Zur Untersuchung der Expression der TALE-Derivate in humanen Zellen oder N. benthamiana
wurden Immunoblots durchgefihrt. Daftr wurden mit CCLR (Promega Luciferase Assay
System) hergestellte Lysate von Hek293T-REx-Zellen oder mit GUS-Extraktionspuffer
hergestellte Pflanzenextrakte verwendet. Das auf Eis gehaltene Lysat wurde nach
Proteinbestimmung nach Bradford fur die SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-

Polyacrylamidgelelektrophorese) mit L&mmli gepuffert.
2.3.3.1 SDS-PAGE

Mit der SDS-PAGE kdnnen Proteine nach Molekulargewicht aufgetrennt werden. Dies wird
durch das in Probenpuffer (Lammli) und Gel enthaltene SDS ermdglicht, dass den Proteinen
durch Anlagerung eine negative Gesamtladung verleiht. Fur eine hohere Trennleistung wurden
diskontinuierliche Gele aus 5%igem Sammel- und 8%igem Trenngel hergestellt (Tab. 2.9) und
verwendet. Die Gele wurden in vertikalen Apparaturen fur Midi- oder Maxi-Gele (Amersham
Biosciences, Freiburg) eingespannt. Als GroRenstandard diente die PageRuler™ Prestained
Protein Ladder (Fermentas). Die aufgetragenen Probenvolumina wurden anhand der
bestimmten Gesamtproteinmenge angeglichen und dem Versuch angepasst. Die Elektrophorese
fand bei 200 V und 20 mA pro Midi- und bei 30 mA pro Maxi-Gel in 1 x TANK-Puffer statt.
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Tab. 2.9: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele

Endkonzentration/Anteil

Bestandteil®

5%iges Sammelgel 8%iges Trenngel
30% Acrylamid-Mix 17% (viv) 27% (vIV)
Tris HCI (Gel-Puffer) 130 mM (pH 6,8) 375 mM (pH 8,8)
SDS 0,1% (wi/v) 0,1% (w/v)
APS 0,1% (wi/v) 0,1% (w/v)
TEMED 0,1% (v/v) 0,06% (v/v)

(a) Gel-Puffer siehe 2.1.7; APS = Ammoniumpersulfat; TEMED = N,N,N’,N’- Tetramethylendiamin

2.3.3.2 Immunoblot

Rekombinante Proteine wurden im Immunoblot nachgewiesen. Die elektrophoretisch
aufgetrennten Proteine wurden im Tank-Blot Verfahren auf eine Nitrocellulose Membran
(,,Whatman“ Protran®, Schleicher und Schuell GmbH) bei 4°C fiir 90 min und 95V (ibertragen.
Dazu wurde Transferpuffer verwendet. Danach inkubierte die Membran fiir 1 Stunde unter
leichtem Schwenken in Blockierungslosung. Die anschlielfende Inkubation der Membran mit
dem Primaérantikorper erfolgte Uber Nacht bei 4°C bzw. 2 h bei Raumtemperstur. Benutzt wurde
flr das jeweilige Epitop ein entsprechend in TBST verdinnter Antikorper (Tab. 2.10). Die
Membran wurde nach Inkubation mit dem priméren Antikorper dreimal fur 5 bis 10 min mit 1x
TBST gewaschen und im Anschluss 1 h bei Raumtemperatur mit dem sekundéren Antikorper
inkubiert. Es wurde das jeweils entsprechende hrp-Konjugat verdiinnt in TBST verwendet.
Folgend wurde die Membran erneut 3x fir 10 min mit IXTBST gewaschen. Detektiert wurde
mittels der enhanced chemiluminescense (ECL; Amersham Bioscienes, Freiburg) Methode
durch 1 min Inkubation der Membran mit der Detektionsldsung und anschlieRender Belichtung

und Entwicklung eines Biomax Light 1-Film (Eastman Kodak Company, Rochester, USA).

Tab. 2.10: Fir Immunoblots verwendete Antikdrper

Antikorper Konzentration/Verdinnung der Gebrauchslésung
Primérantikorper

Anti-GFP (Kaninchen; Life Technologies) 1 pg/ml

Anti-FLAG (M2, Maus; Sigma-Aldrich) 1 pg/mi

Anti-c-Myc (A-14, Kaninchen; Santa Cruz) 1 pg/mi

Anti-HA (3F10, Ratte; Sigma-Aldrich) 100 ng/ml

Sekundéare Antikorper

Anti-Kaninchen 1gG (GE Healthcare) 1:10000

Anti-Maus 1gG (GE Healthcare) 1:10000

Anti-Ratte 1gG (Sigma-Aldrich) 1:10000
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2.3.4 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung des Gesamtproteins in Zelllysaten und Pflanzenextrakten wurde mit Roti®-
Quant (Carl Roth GmbH & Co.; Karlsruhe) eine Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford,
1976) durchgefuhrt. In dem 1 ml Ansatz wurden dabei 20% (v/v) des Reagenz eingesetzt. 4 pl
Zelllysat oder 10 ul Pflanzenextrakt in aqua dest. wurden in der Messkiivette vorgelegt. Nach
Zugabe und Vermischung des Reagenzes inkubierten die Ansdtze fir 20 min bei
Raumtemperatur. Bei einer Wellenldnge von 595 nm wurde die Absorption gegen einen
Nullstandard (20% (v/v) Roti®-Quant in aqua dest.) gemessen und aufgezeichnet. BSA
(Molecular Biology Grade, New England Biolabs, Schwalbach/Taunus)-Standards in aqua dest.
dienten zur Erstellung einer Standardkurve der Proteinkonzentration gegen die Absorption. In
Microsoft Excel wurde die Proteinkonzentration aus der Absorption anhand der Standardkurve

berechnet.
2.3.5 Proteinreinigung aus E. coli

Zur Synthese und Reinigung von Hise-markierten TALE-Derivaten wurden die
Expressionsplasmide in E. coli BL21-Al transformiert. Transformanten wurden Uber Nacht in
LB-Flissigmedium mit dem entsprechenden Antibiotikum bei 37 °C schiittelnd angezogen (20
ml Vorkultur). Am folgenden Tag wurden Hauptkulturen (500 ml LB-Flissigmedium mit
Antibiotikum) mit einer optischen Dichte von ODeoo = 0,1 angeimpft und schiittelnd bei 37 °C
bis zu einer ODsgo von 0,6 - 0,8 vermehrt. Die TALE-Expression wurde durch Zugabe von
0,2% (w/v) L-Arabinose und 3% (v/v) Ethanol (Endkonzentrationen) induziert und erfolgte flr
zwei Stunden bei Raumtemperatur. Die E. coli Zellen wurden durch Zentrifugation (8000 rpm;
10 min; 4 °C) pelletiert und in 20 ml Lysispuffer (50 mM Tris; 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol;
pH 8,0; 8 °C) mit Proteinase-Inhibitor (1 Tablette/10 ml complete, EDTA-free; Roche)
resuspendiert. Im Anschluss wurden die Zellen fur 10 Minuten auf Eis mit Lysozym
(Spatelspitze, Sigma Aldrich) inkubiert und durch drei Gefrier-Tau-Zyklen lysiert. Zur
Zerstorung der Nukleinséuren erfolgte eine einstlindige Inkubation mit RNase A und DNase |
(Endkonzentration 20 pg/ml) auf Eis, gefolgt von einem einstlindigen Zentrifugationsschritt
(20000 x g; 4°C). Die im Zelllysat befindlichen Hiss-markierten Proteine wurden tber eine Ni-
NTA-Matrix (QIAGEN) immobilisiert. Nach dreimaligem Waschen der Ni-NTA-Matrix mit
Waschpuffer (50 mM Tris; 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol; pH 8,0; 8 °C) wurden die
immobilisierten Proteine mit 2 ml Elutionspuffer (50 mM Tris; 300 mM NaCl, 250 mM
Imidazol; pH 8,0; 8 °C) eluiert. Der gereinigten Proteine wurden mittels Amicon Ultra 15 ml

Zentrifugenfiltern (Merk Millipore, Darmstadt) in Proteinlagerungs-Puffer (50 mM
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Natriumphosphat; 300 mM NaCl; 10 % (v/v) Glycerin; pH 7,0) Gberfuhrt, aliquotiert, in
Flussigstickstoff eingefroren und bei -20 °C gelagert. Die Reinheit der Proteine wurde mittels
SDS-PAGE und anschlielender Coomassie-Farbung analysiert. Die Proteinkonzentrationen

wurden nach Bradford bestimmt.
2.3.6 EMSA

Fur den electrophoretic mobility shift assay (EMSA) wurden die gereinigten Hiss-markierten
TALE-Derivate zunachst mit 10 mM DTT (Dithiothreitol) Gber Nacht bei 8 °C reduziert. Die
Biotin-markierten bzw. unmarkierten, einzelstrangigen Oligonukleotide wurden um
doppelstrangige DNA zu erhalten zu gleichen Teilen gemischt, fir 5 Minuten bei 95 °C
denaturiert und Gber Nacht langsam im Heizblock auf Raumtemperatur abgekuhlt. Am Folgetag
wurden die Verdinnungen der reduzierten Proteine sowie der nicht markierten
doppelstrangigen DNA-Fragmente fir Kompetitionsanalysen mittels Proteinlagerungs-Puffer
mit 10 mM DTT bzw. aqua dest. erstellt. Zun&chst wurden fur Kompetitionsanalysen die
TALEs mit einem Uberschuss an unmarkierter DNA im EMSA-Puffer (100 mM KCI; 10 mM
HEPES pH 7,5, 5 mM MgSOs; 5 % (v/v) Glycerin; 10 mM DTT) fur 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Biotin-markierten DNA-Fragmente
hinzugeflgt und die Inkubationszeit um weitere 30 min verlangert. Die gebildeten DNA-
Protein-Komplexe wurden im Anschluss Uber 5 %-ige Polyacrylamidgele im EMSA-
Laufpuffer (0,5 x TBE; 1 % (v/v) Glycerin) bei 8 °C aufgetrennt. Danach wurden die DNA-
Fragmente mittels Tank-Blot (0,5 x TBE, 100 V, max. Ampere, 30 Minuten, 8 °C) auf eine
positiv geladene Nylonmembran tberfihrt. Die Membran wurde daraufhin fiir eine Stunde bei
99 °C gebacken. Die Detektion der biotinylierten DNA erfolgte mittels LightShift
Chemiluminescent EMSA Kit-Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module (Thermo

Scientific) entsprechend den Herstellerangaben.
2.3.7 Analyse der B-Glucuronidase Aktivitat

Fur B-Glucuronidase (GUS)-Reporterstudien wurden A. tumefaciens GVV3101-Stamme mit den
entsprechenden GUS-Reporter- und Proteinexpressions-Konstrukten in AIM (Agrobacterium-
Infiltrationsmedium: 10 mM MgCl,; 5 mM MES pH 5,3; 150 uM Acetosyringon) resuspendiert
und auf eine ODsoo von 0,8 eingestellt. Jeweils ein Agrobacterium-Stamm mit einem GUS-
Reporterkonstrukt wurde dann 1:1 mit einem Agrobacterium-Stamm mit einem
Expressionskonstrukt gemischt und in die Blatter von drei 5-7 Wochen alten N. benthamiana-
Pflanzen inokuliert. Die GUS-Reporter- und Proteinexpressions-Konstrukte werden dann als
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Transfer-DNAs von A. tumefaciens in die Pflanzenzellen (bertragen. Zwei Tage nach
Inokulation erfolgte die Ernte der Blattscheiben mit einem Korkbohrer (Durchmesser 0,9 cm).

2.3.7.1 Quantitative GUS-Bestimmung

Zwei Blattscheiben wurden zusammen mit zwei Metallkugeln in Safelock Eppendorf-
ReaktionsgefaRe uberfihrt und in flissigem Stickstoff eingefroren. Der Aufschluss des
tiefgefrorenen Blattmaterials erfolgte mit Hilfe einer Kugelmihle (Retsch GmbH; Haan) fiir 40
s bei einer Frequenz von 30 Hz. Das Pflanzenmaterial wurde im Anschluss mit 300 pul GUS-
Extraktionspuffer (50 mM Na;HPO4 (pH 7,0); 10 mM EDTA; 10 mM B-Mercaptoethanol; 0,1
% Triton-X100; 0,1 % SDS) versetzt und 5 min bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert. 200l
Uberstand wurden in eine 96 Well-Platte iibertragen, nochmals zentrifugiert (4.000 rpm; 5min;
4°C) und 100 pl in eine neue PCR-Platte tberfuhrt. In zwei technischen Replikaten wurden je
10 pl Probe in neue PCR-Platten pipettiert und mit 90ul GUS-Extraktionspuffer mit 5 mM
MUG (4-Methylumbelliferyl-B-D-glucuronid; AppliChem GmbH, Darmstadt) gemischt. Es
folgte eine Inkubation bei 37°C flir 60-90 min. Zum Abstoppen der Reaktion wurden 10 pl von
dieser mit 90 ul 0,2 M Natriumcarbonat versetzt. Die Fluoreszenz (Anregung: 360 nm;
Emission: 465 nm) des Reaktionsproduktes 4-Methylumbelliferon (4-MU) wurde anschlieRend
in schwarzen Platten mit durchsichtigem Boden mit dem Spectrafluor (Tecan Group Ltd.;
Mannedorf Schweiz) gemessen. Als Standard diente 10 uM 4-MU (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Minchen). AbschlieBend Die Proteinbestimmung wurde nach Bradford durchgefiihrt.
Fur die Berechnung der GUS-AKktivitat wurde folgende Formel in Microsoft Excel verwendet:

AF X 10 pmol MU

Arpre =
GUs t[min] X Protein [mg] X Fio pmor mu

Acus = GUS-AKktivitat in pmol 4-MU/min/ug Protein

AF = Fluoreszenzwert der Probe abzliglich der Hintergrundfluoreszenz

t = Reaktionszeit in Minuten

F10 pmol Mu = Fluoreszenzwert des Standards (10 pM MU)

2.3.7.1 Qualitative GUS-Bestimmung

Bei der quantitativen Analyse der GUS-Aktivitdt wird das Substrats X-Gluc (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-pB-D-Glucuronséure; Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe) durch die f-
Glucuronidase hydrolysiert, was durch Reaktion mit dem Luftsauerstoff zur Blaufarbung fiihrt.
Die Intensitét der Farbung ist demnach ein Mal3 fir die GUS-Aktivitat. Dazu wurde je eine
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Blattscheibe je Inokulationsstelle geerntet (insgesamt 3 Blattscheiben von 3 Pflanzen). Das
Blattgewebe wurde mit 1 ml GUS-Farbelésung (10 mM Natriumphosphat, pH 7,0; 10 mM
EDTA, pH 8,0; 1 mM Kalium-ferricyanat; 1 mM Kalium-ferrocyanat; 0,1 % Triton X-100;
0,1% X-Gluc [5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-Dglucuronide]) bedeckt und mit einer
kanulenloser Spritze vakuuminfiltriert. Anschlieend wurden die Blattscheiben uber Nacht bei
37°C inkubiert. Danach wurden die Blattscheiben mit Ethanol entfarbt und zwischen Acetat-

Folie getrocknet.
2.3.8 TALEN-Aktivitatsanalysen in vitro

Um die Aktivitat von TALEN zu testen wird zundchst die Zielsequenz mittels PCR amplifiziert
und in ein Plasmid Kkloniert. In dieser Arbeit wurden dafur die Vektoren pENTR/D-TOPO und
pGGC verwendet. AnschlieBend wurde das jeweilige Plasmid mit der Zielsequenz linearisiert.
Fur pENTR-Derivate wurde die Restriktionsendonuklease Alw441 (Thermo Scientific) und fir
pGGC-Derivate Scal (Thermo Scientific) verwendet. Die linearisierten Plasmide wurden dann
mit Hilfe des GeneJET PCR Purification Kits (Thermo Scientific) aus der Reaktion gereinigt.
Die TALEN wurden einzeln oder gemeinsam in einem 1:1 Gemisch von insgesamt 500 ng
Expressionsplasmid mittels TnT T7 Quick Coupled Transcription/Translation System
(Promega) in vitro exprimiert. Von der TnT-Reaktion, die die exprimierten TALEN enthalt,
wurden 4 pl direkt fiir den in vitro-Aktivitatstest verwendet. Jeder Restriktionsansatz enthielt
weiterhin 200 ng des linearisierten Plasmides, 1 x NEBuffer 3 (New England Biolabs) und 2,5
pg/ul BSA (New England Biolabs) in einem Gesamtvolumen von 20 pl. Nach einer Inkubation
fur 1h bei 37°C wurden die Reaktionsansétze 20 min bei 65°C inaktiviert und anschlie3end fur
3 min bei 16.000 x g zentrifugiert. 16 pl des entstandenen Uberstandes wurden dann mittels

Elektrophorese auf einem 1% Agarose-Gel analysiert.
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3. Ergebnisse
3.1 TALE-repeats mit abweichender Aminosauren-Anzahl

Im Folgenden wird untersucht, ob und welchen Einfluss aberrante repeats auf die DNA-
Erkennung durch TALEs haben. Da fur den naturlichen TALE AvrXa7, der einen aberranten
repeat enthalt, zwei zueinander verschobene Zielsequenzen im OsSWEET14-Promotor
publiziert sind (Abb. 1.1 F; Antony et al. 2010; Rémer et al., 2010), wurden TALES mit
aberranten repeats auf ihre Fahigkeit untersucht, Leserasterverschiebungen zu erkennen. Zum
Test wurden verschiedene Ziel-DNA-Sequenzen abgeleitet und 5° mit einem Bs4-
Minimalpromotor fusioniert. Diese Zielpromotoren wurden entweder in linearisierten,
PENTR/D-TOPO-basierten Plasmiden TALEN in vitro angeboten oder 5° eines GUS-

Reportergens in einen T-DNA Vektor inseriert.

3.1.1 Ein aberranter repeat erlaubt die Erkennung einer -1 Nukleotid-

Leserasterverschiebung in der Ziel-DNA-Sequenz in planta und in vitro

Zur Untersuchung aberranter repeats auf eine mogliche Erkennung von Ziel-DNA-Sequenzen
(Boxen) mit Leserasterverschiebung wurden artifizielle TALEs und TALEN konstruiert, die
neben einem aberranten repeat an Position 8 (p8) nur repeats mit eindeutiger Nukleobasen-
Spezifitat enthielten (Abb. 3.1.1 A). Dadurch sollten im Falle einer Leserasterverschiebung in
der Ziel-DNA-Sequenz moglichst viele RVD-Base-Fehlpaarungen die Aktivitét des jeweiligen
TALE-Derivates inhibieren, sodass nur eine Veranderung des DNA-Erkennungsvermagens
durch den jeweiligen aberranten repeat Aktivitdt wiederherstellen konnte. Zum Vergleich
wurde stets ein entsprechendes TALE-Derivat (TALE/TALEN34) ohne aberranten repeat
mitgeflhrt (Abb. 3.1.1 A). Als Ziel-DNA-Sequenzen wurden neben der optimalen Box DNA-
Sequenzen angeboten, die -1, -2, +1 und +2 Nukleotide-Leserasterverschiebungen nahe der
dem aberranten repeat korrespondierenden Position enthielten (Abb. 3.1.1 A). In GUS-
Reporterstudien in N. benthamiana wurden artifizielle TALES mit jeweils einem natirlich
vorkommenden 30, 40 oder 42 As-repeat auf ihr Vermdgen untersucht, GUS-Aktivitat an den
verschiedenen Boxen zu induzieren (Abb. 3.1.1 B). Dartiber hinaus wurde der 40 As-repeat
exemplarisch in TALEN-Aktivitatsanalysen in vitro getestet (Abb. 3.1.1 D, E). Dazu wurden
die beschriebenen TALE-Derivate als forward-bindende TALEN eingesetzt und mit einer
einheitlichen reverse-bindenden TALEN ohne aberranten repeat kombiniert. Die Plasmide mit
den entsprechenden Boxen wurden vor der Inkubation mit den TALEN linearisiert, sodass
TALEN-AKktivitat durch zwei Restriktionsfragmente detektierbar ist. Als Spezifitatskontrolle
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diente eine forward TALEN, die eine AGT2-Box genannte Sequenz erkennen und gemeinsam
mit der reverse-bindenden TALEN schneiden kann (Abb. 3.1.1 D; Streubel et al., 2012).

A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17175 c TALE
TALE/ 34 NG NI HD NG HD NI'NH NG NI HD NG NI HD NI NG kDa 34 30p8 40p8 42p8
TALEN | 30/40/42p8 NG NI HD NG HD XX:NH NG NI HD NG NI HD NI NG
opt TTA cCT cC A TACTA CAT
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Abb. 3.1.1: TALE-Derivate mit aberrantem repeat tolerieren -1 Nukleotid-Leserasterverschiebungen.
(A) RVD-Abfolgen der verwendeten TALEs und TALEN, sowie DNA-Sequenzen der getesteten Boxen. Die
TALE-Derivate enthalten entweder nur 34 As-repeats oder einen natirlichen aberranten repeat mit 30, 40 oder 42
As an Position 8 (p8, grau hinterlegt) und dem RVD XX=NI fir den 30 und 42 As-repeat oder XX=NN im Falle
des 40 As-repeat. Neben der optimalen Box (opt) wurden verschiedene Leserasterverschiebungen (-1, -2, +1, +2)
an Position 9 (p9) angeboten, gekennzeichnet durch eine gestrichelte Linie. (B) Quantitative und qualitative GUS-
Reporterstudien im Vergleich zu GFP in N. benthamiana wurden 48 h nach Inokulation durchgefiihrt (n=3).
Fehlerindikatoren kennzeichnen Standardabweichungen im quantitativen Ansatz. Eine représentative Blattscheibe
des qualitativen Ansatzes wird gezeigt. (C) Immunologischer Nachweis der GFP-gekoppelten TALEs 48 h nach
Agrobakterium-vermittelter Expression in N. benthamiana (Richter et al., 2014). Ein Pfeil markiert die detektierten
TALEs. (D) Versuchsaufbau der TALEN-Aktivitatsanalysen in vitro, sowie RVD-Abfolgen und Boxen der AGT2-
und der in allen Experimenten konstanten reverse-bindenden TALEN. Das TALEN-Paar schneidet die linearisierte
DNA, wenn die Boxen von beiden TALEN erkannt werden. Dreiecke symbolisieren die C-terminal fusionierten
Fokl-Endonukleasedoménen. (E) TALEN-AKktivitatsanalysen in vitro. Nach einstindiger Restriktion wurden die
Reaktionen inaktiviert und Uber ein 0,8%-iges Agarosegel aufgetrennt. Pfeile markieren die geschnittenen

Fragmente.
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Sowohl in N. benthamiana als auch in vitro zeigten die unterschiedlichen TALE-Derivate,
artifizielle TALEs und TALEN, ein ahnliches Aktivitatsmuster. Dabei wird deutlich, dass im
Vergleich zu TALE-Derivaten mit nur 34 As-repeats solche mit einem abberanten repeat neben
der optimalen Box auch eine Ziel-DNA-Sequenz erkennen, die eine -1 Nukleotid-
Leserasterverschiebung nahe der dem aberranten repeat korrespondierenden Position enthélt
(Abb. 3.1.1 A, B, E). Andere Leserasterverschiebungen wurden weder von artifiziellen TALES
noch TALEN toleriert (Abb. 3.1.1 A, B, E). Die vollstandige Synthese der artifiziellen TALES
in N. benthamiana wurde mittels Immunoblot Gberprift (Abb. 3.1.1 C). Wurde die AGT2-
TALEN als forward TALEN verwendet, konnte nur Restriktion der DNA mit AGT2-Box
nachgewiesen werden. Umgekehrt konnte keine andere forward TALEN die Restriktion dieser
DNA vermitteln (Abb. 3.1.1 E). Die verwendeten TALEN zeigten also keine unspezifische

Restriktion.

3.1.2 TALEs und TALEN mit aberrantem repeat tolerieren eine -1 Nukleotid-

Leserasterverschiebung an verschiedenen Positionen der Ziel-DNA-Sequenz

Da sich einzelne aberrante repeats in natiirlichen TALES an zentralen Positionen in der repeat-
Folge befinden, wurde in GUS-Reporterstudien und TALEN-Aktivitatsanalysen in vitro
untersucht, ob auch mit einem aberranten repeat an einer mehr N- oder C-terminalen Position
der repeat-Domaéne ein funktionales TALE-Derivat erstellt werden kann, das -1 Nukleotid-
Leserasterverschiebungen an entsprechenden Positionen akzeptiert. Dazu wurden zwei weitere
Derivate vom Typ der in 3.1.1 vorgestellten TALEs und TALEN erstellt, die einen 40 As-repeat
mit dem RVD NN, der Guanin und Adenin erkennt, an Position 3 (40p3) oder 14 (40p14) der
repeat-Folge enthielten (Abb. 3.1.2 A). Diese wurden mit den TALE-Derivaten ohne und mit
40 As-repeat an Position 8 der repeat-Folge an der optimalen Box und -1 Nukleotid-
Leserasterverschiebungen an den Positionen 4 (-1p4), 9 (-1p9) und 15 (-1p15) verglichen (Abb.
3.1.2 A). Artifizielle TALEs dieser Bauart wurden in GUS-Reporterstudien in N. benthamiana
getestet (Abb. 3.1.2 B) und im Immunoblot nachgewiesen (Abb. 3.1.2 C). Fir in vitro-Studien
wurden analoge TALEN wie unter 3.1.1 beschrieben mit linearer DNA mit den entsprechenden
Boxen getestet (Abb. 3.1.2 D). AGT2-Box und -TALEN wurden ebenfalls als Kontrollen fir
eine spezifische Restriktion mitgefthrt (Abb. 3.1.1 D, 3.1.2 D).

Quantitative und qualitative GUS-Reporterstudien zeigten, dass auch artifizielle TALEs mit 40
As-repeat an verschiedenen nicht zentralen Positionen der repeat-Folge sowohl an der
optimalen als auch einer korrespondierenden -1 Nukleotid-Leserasterverschiebungs-Box das

Reportergen aktivieren konnten (Abb. 3.1.2 B). Dabei konnte jedoch eine deutlich geringere
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Aktivitadt des TALE40p14 im Vergleich zu artifiziellen TALEs mit 40 As-repeat an anderer
Position an der optimalen Box beobachtet werden (Abb. 3.1.2 B). Befand sich die -1 Nukleotid-
Leserasterverschiebung nicht nahe der dem 40 As-repeat korrespondierenden Box-Position
konnte in keinem Fall Reportergenaktivitdt nachgewiesen werden (Abb. 3.1.2 B). Dieses
positionsgebundene Verhalten l&sst darauf schlieBen, dass der Mechanismus, der die -1
Nukleotid-Leserasterverschiebungstoleranz zul&sst, unmittelbar an der Position des aberranten

repeats im Array ausgel®st wird.
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Abb. 3.1.2: Aberrante repeats funktionieren an verschiedenen Positionen der repeat-Folge.
(A) RVD-Abfolgen der verwendeten TALEs und TALEN, sowie DNA-Sequenzen der getesteten Boxen. Die
TALE-Derivate enthalten entweder nur 34 As-repeats oder einen natiirlichen aberranten repeat mit 40 As an
Position 3, 8 oder 14 (40p3/p8/p14, grau hinterlegt) und dem RVD NN. Neben der optimalen Box (opt) wurden
-1 Nukleotid-Leserasterverschiebungen an den Positionen 4, 9 und 15 (-1p4/p9/p15) angeboten, gekennzeichnet
durch eine gestrichelte Linie. (B) Quantitative und qualitative GUS-Reporterstudien im Vergleich zu GFP in N.
benthamiana wurden 48 h nach Inokulation durchgefihrt (n=3). Fehlerindikatoren kennzeichnen
Standardabweichungen im quantitativen Ansatz. Eine reprasentative Blattscheibe des qualitativen Ansatzes wird
gezeigt. (C) Immunologischer Nachweis der GFP-gekoppelten TALEs 48 h nach Agrobakterium-vermittelter
Expression in N. benthamiana (Richter et al., 2014). Ein Pfeil markiert die detektierten TALEs. (D) TALEN-
Aktivitatsanalysen in vitro. Nach einstiindiger Restriktion wurden die Reaktionen inaktiviert und tber ein 0,8%-

iges Agarosegel aufgetrennt. Pfeile markieren die geschnittenen Fragmente.
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Das in GUS-Reporterstudien ermittelte Erkennungsmuster lieB sich auch in TALEN-
Aktivitatsanalysen in vitro nachweisen. Neben einer DNA, die die optimale Box enthielt
wurden von den TALEN mit 40 As-repeat auch solche Boxen erkannt und geschnitten, die eine
-1 Nukleotid-Leserasterverschiebung nahe der dem 40 As-repeat korrespondierenden Position
enthielten (Abb. 3.1.2 D). Im Unterschied zum Aktivitatsmuster der artifiziellen TALES in N.
benthamiana (Abb. 3.1.2 B) zeigten TALEN34 und 40p3 auch Restriktionsaktivitat an einer
Box mit -1 Nukleotid-Leserasterverschiebung an Position 15 (Abb. 3.1.2 D). Da TALEN34
keinen aberranten repeat enthalt und der 40 As-repeat in TALEN40p3 zu einer 12 Nukleotide
stromaufwarts gelegenen Position korrespondiert, scheint diese beobachtete Aktivitat nicht auf
den Mechanismus fur die -1 Nukleotid-Leserasterverschiebungserkennung zurlickzuftihren zu
sein, sondern die Toleranz von RVD-Base-Fehlpaarungen widerzuspiegeln. Fir beide TALEN
wirden drei Fehlpaarungen von RVD 15 bis 17 mit den Basen 15 bis 17 der Box -1p15 auftreten
(Abb. 3.1.2 A). Diese Fehlpaarungen verhinderten eine GUS-Reportergenaktivierung durch
entsprechende, artifizielle TALES (Abb. 3.1.2 B TALE34, 40p3). Demnach tolerieren TALEN
offenbar RVD-Base-Fehlpaarungen besser als TALEs. Dies kénnte in der fir ihre Aktivitat
notwendigen Dimerisierung der fusionierten Fokl-Endonukleasedomanen liegen. Durch diese
konnte die zweite hier perfekt zur ihrer Box passende TALEN des Paares wie ein Anker wirken
und die Fokl-Endonukleasedoménen fur die Funktion ausreichend zur DNA bringen, obwohl
die C-terminalen repeats der Partner-TALEN nicht in der groen Furche der DNA binden. Fir
die Funktion der TALE-AD scheint dies jedoch notwendig zu sein.

3.1.3 Ein aberranter repeat erlaubt die Erkennung einer Ziel-DNA-Sequenz bei Deletion

des korrespondierenden oder eines benachbarten Nukleotides

Nachdem nun gezeigt wurde, dass TALEs mit einem aberranten repeat -1 Nukleotid-
Leserasterverschiebungen, bzw. die Deletion eines Nukleotides, an verschiedenen Positionen
der Ziel-DNA-Sequenz tolerieren kénnen, wurde im Folgenden untersucht, an welcher Box-
Position in Bezug auf den aberranten repeat die Toleranz einer Leserasterverschiebung am
hochsten ist. Aus 3.1.2 ist bekannt, dass -1-Nukleotid-Leserasterverschiebungen nur in
raumlicher Nahe zum 40 As-repeat akzeptiert werden, so wurde z.B. das GUS-Reportergen von
TALE40p8 nicht aktiviert, wenn das Nukleotid an Box-Position 4 oder 15 deletiert ist (Abb.
3.1.2 A, B). Sowohl in diesem Experiment als auch in 3.1.1 wurden TALE-Derivate mit
aberranten repeats mit -1 Nukleotid-Leserasterverschiebungsboxen getestet, in denen nicht das
dem aberranten repeat korrespondierende, sondern das 3°-folgende Nukleotid deletiert ist. Hier
wurden die artifiziellen TALESs ohne oder mit 30, 40 oder 42 As-repeat an Position 8 aus 3.1.1
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an Boxen mit einer -1 Nukleotid-Leserasterverschiebung an Position 7, 8 oder 9 getestet (Abb.
3.1.3A).

Quantitative und qualitative GUS-Reporterstudien in N. benthamiana ergaben, dass artifizielle
TALEs mit aberrantem repeat die hochste GUS-Reporteraktivitit an -1 Nukleotid-
Leserasterverschiebungsboxen dann auslésen, wenn das dem aberranten repeat
gegenuberliegende bzw. korrespondierende Nukleotid deletiert ist (Abb. 3.1.3 B). Fir alle drei
getesteten aberranten repeats an Position 8 konnte eine geringere GUS-Reportergenaktivierung
mit Boxen gezeigt werden, in denen das Nukleotid an Position 7 deletiert ist (Abb. 3.1.3 B).
Fur die beiden verlangerten 40 und 42 As-repeats konnte dies auch fiir die 3°-verschobene -1
Nukleotid-Leserasterverschiebung gezeigt werden (Abb. 3.1.3 B). Diese Ergebnisse legen
nahe, dass der aberrante repeat beim Erkennen einer -1 Nukleotid-Leserasterverschiebung
mdoglicherweise das kontinuierliche repeat-Array verlasst (aus-loopt) und nicht mehr an der

DNA-Erkennung teilnimmt.
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Abb. 3.1.3: Ein aberranter repeat kann die repeat-Folge verlassen. (A) RVD-Abfolgen verwendeter TALES
und DNA-Sequenzen getesteter Boxen. Die TALEs enthalten entweder nur 34 As-repeats oder einen aberranten
repeat mit 30, 40 oder 42 As an Position 8 (grau) und dem RVD XX (NI bei 30 und 42 As, NN bei 40 As). Neben
der optimalen Box (opt) wurden -1 Nukleotid-Lese-rasterverschiebungen an Position 7, 8 oder 9 angeboten
(gestrichelte Linie). (B) Quantitative und qualitative GUS-Reporterstudien N. benthamiana im Vergleich zu GFP
48 h nach Inokulation (n=3). Fehlerindikatoren kennzeichnen Standardabwei-chungen. Eine représentative

Blattscheibe wird gezeigt.
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3.1.4 TALEs mit geringer repeat-Anzahl werden durch einen 40 As-repeat geschwacht

Da die bekannten, naturlichen TALEs mit einem aberranten repeat mindestens 15,5 repeats
enthalten, wurde untersucht, ob TALEs mit weniger repeats und einem aberranten repeat
funktional sind und eine -1 Nukleotid-Leserasterverschiebung tolerieren kénnen. Um einen
Vergleich zu ermdglichen wurden artifizielle TALEs erstellt, die innerhalb ihrer 11,5 repeats
die gleichen RVDs enthalten wie die in 3.1.1 bis 3.1.3 verwendeten TALEs, und auf ihre GUS-
Reporteraktivierung getestet (Abb. 3.1.4 A, B, D, E). Exemplarisch wurde ein aberranter 40
As-repeat entweder an Position 3 oder 8 der 11,5 repeats positioniert und mit einem
entsprechenden 17,5 repeat-TALE und TALEs ohne aberranten repeat verglichen. Dazu
wurden fur den 40 As-repeat an Position 8 die Boxen mit lokal verschobener -1 Nukleotid-
Leserasterverschiebung aus 3.1.3 verwendet (Abb. 3.1.4 A, B). Im Falle des 40 As-repeat an
Position 3 wurde die TALE-Box -1p4 aus 3.1.2 und eine -1 Nukleotid-Leserasterverschiebungs-

box an der dem 40 As-repeat korrespondierenden Position 3 genutzt (Abb. 3.1.4 D, E).

GUS-Reporterstudien haben gezeigt, dass bereits der 11,5 repeat-TALE (TALE34s) mit den
hier verwendeten RVDs eine deutlich geringere Aktivitat an der optimalen Box hat als ein
vergleichbarer 17,5 repeat-TALE (TALE34) und 17,5 repeat-TALEs mit 40 As-repeat
(TALE40p8/p3, Abb. 3.1.4 B, E). Ein 40 As-repeat an Position 8 eines 11,5 repeat-TALES
(TALE40p8s) fuhrte sogar zu génzlichem Aktivitatsverlust an optimaler und -1 Nukleotid-
Leserasterverschiebungsboxen, an denen ein analoger 17,5 repeat-TALE noch Aktivitét zeigt
(Abb. 3.1.4 B). Die vollstandige Synthese von TALE40p8s in N. benthamiana konnte allerdings
im Immunoblot nachgewiesen werden, sodass von der Intaktheit des Proteins ausgegangen
werden kann (Abb. 3.1.4 C). Im Falle eines 40 As-repeats an Position 3 in einem 11,5 repeat-
TALE (TALE40p3s) konnte ein &hnliches Verhalten wie fiir den entsprechenden 17,5 repeat-
TALE (TALE40p3) beobachtet werden, allerdings bei viel geringerer GUS-
Reportergenaktivierung (Abb. 3.1.4 E). Auch die Aktivitat von TALE40p3s an der optimalen
Box war deutlich schwécher als die von dem 11,5 repeat-TALE34s ohne aberranten repeat,
aber vergleichbar der Aktivierung an der Leserasterverschiebungsbox -1p3 (Abb. 3.1.4 E).
Auch der TALE40p3 mit 17,5 repeats aktiviert an der optimalen und der -1p3 Box mit gleicher
Intensitat. Im Gegensatz zu der Variante mit nur 11,5 repeats (TALE40p3s) ist TALE40p3
jedoch auch in der Lage GUS-Reporteraktivitdt an einer Box mit -1 Nukleotid-
Leserasterverschiebung an Position 4 (-1p4) zu induzieren (Abb. 3.1.4). Unter der Annahme,
dass der aberrante repeat die repeat-Folge bei Bindung einer Leserasterverschiebungsbox
verlasst, bedeutet dies eine RVD-Base-Fehlpaarung (HD mit G, Abb. 3.1.4 D), die TALE40p3s
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mit seinen 11,5 repeats offenbar nicht kompensieren kann (Abb. 3.1.4 E). Die korrekte

Synthese von TALE40p3s in planta konnte im Vergleich zu dem ebenfalls 11,5 repeats
enthaltenden TALE34s gezeigt werden (Abb. 3.1.4 F).
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enthalten entweder 17,5 oder 11,5 nur 34 As-repeats oder einen natirlichen aberranten repeat mit 40 As an
Position 8 (grau hinterlegt) und dem RVD NN. Neben der optimalen Box (opt) wurden
-1 Nukleotid-Leserasterverschiebungen an den Positionen 7, 8 und 9 (-1p7/p8/p9) angeboten, gekennzeichnet
durch eine gestrichelte Linie. (B, E) Quantitative und qualitative GUS-Reporterstudien im Vergleich zu GFP in N.
benthamiana wurden 48 h nach Inokulation durchgefiihrt (n=3). Fehlerindikatoren kennzeichnen
Standardabweichungen im quantitativen Ansatz. Eine représentative Blattscheibe des qualitativen Ansatzes wird
gezeigt. (C, F) Immunologischer Nachweis GFP-gekoppelter TALEs 48 h nach Agrobakterium-vermittelter
Expression in N. benthamiana. (C) TALE40p8s wurde im Vergleich zu TALE34 mit 17,5 repeats und dem
natiirlichen 11,5 repeat TALE Hax3 (H3) mit dem Richtigen Molekulargewicht detektiert. Als Kontrollen diente
GFP und nicht inokuliertes Pflanzenmaterial. (D) RVD-Abfolgen der in (E) verwendeten TALEs, sowie DNA-
Sequenzen der getesteten Boxen. Die TALEs enthalten entweder 17,5 oder 11,5 nur 34 As-repeats oder einen
naturlichen aberranten repeat mit 40 As an Position 3 (grau hinterlegt) und dem RVD NN. Neben der optimalen
Box (opt) wurden -1 Nukleotid-Leserasterverschiebungen an den Positionen 3 und 4
(-1p3/p4) angeboten, gekennzeichnet durch eine gestrichelte Linie. (F) Immunoblot (Richter et al., 2014). Ein Pfeil
markiert die detektierten, GFP-gekoppelten TALEs.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass aberrante repeats TALES mit geringer repeat-
Anzahl stark in ihrer Aktivitat beeintréchtigen, was mutmaflich an einer durch den aberranten
repeat verringerten DNA-Affinitat von TALE-Derivaten liegen kénnte (Abb.3.1.4 A, B, D, E).

3.1.5 Aberrante repeats nehmen an der Erkennung der Ziel-DNA-Sequenz teil

Um die Frage zu beantworten, ob aberrante repeats Uberhaupt an der DNA-Bindung
teilnehmen, wurden die artifiziellen TALESs mit den verschiedenen aberranten repeats und ohne
aus 3.1.1 und 3.1.3 im Vergleich zur optimalen Box an Boxen mit RVD-Base-Fehlpaarungen
getestet (Abb. 3.1.5). Dazu wurden ausgehend von dem Nukleotid an Position 8 oder 9 eine,
zwei oder drei Nukleobasen ausgetauscht, sodass Fehlpaarungen mit den RVDs der TALEs
entstehen (Abb. 3.1.5 A). Diese Austausche sollten zum einen eine Beurteilung dartiber
erlauben, ob der aberrante repeat bei Bindung der optimalen Box einen Kontakt mit dem
gegenuberliegenden Nukleotid herstellt, und zum anderem, ob die RVDs unmittelbar
nachfolgender repeats in der Lage sind, an die korrespondierenden Nukleotide zu binden.
Sollten Basenaustausche und somit RVD-Base-Fehlpaarungen keinen Einfluss auf die GUS-
Reportergenaktivierung durch die artifiziellen TALEs im Vergleich zur optimalen Box haben,

waére dies ein Indiz fiir eine lokal unterbrochene DNA-Bindung durch die repeat-Doméne.

GUS-Reporterstudien zeigten fir den artifiziellen TALE ohne aberranten repeat (TALE34)
eine Verringerung der Induktion durch alle getesteten Fehlpaarungen (Abb. 3.1.5 B), sodass
davon ausgegangen werden kann, dass der Aufbau des Experimentes durchaus geeignet ist um

den beschriebenen Sachverhalt zu untersuchen. Offenbar erlaubt die Auswahl hochspezifischer
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RVDs eine Sensitivitdt flr einzelne Fehlpaarungen, was durch die verringerte
Reporteraktivierung von TALE34 bei einer einzelnen RVD-Base-Fehlpaarung an Position 8
deutlich wird (Abb. 3.1.5 B). Zusétzliche RVD-Base-Fehlpaarungen stromabwarts (Box 8.2,
8.3) fiihren schrittweise zum Verlust der GUS-Reportergenaktivierung (Abb. 3.1.5 B). In
ahnlicher Weise war auch eine Abnahme der GUS-Reportergenaktivierung durch TALE34 bei
Fehlpaarungen an Position 9 und stromabwarts zu beobachten (Abb. 3.1.5 B). Dieses fur
TALE34 beschriebene Aktivitatsmuster findet sich auch bei den TALES mit aberranten repeats,
insbesondere bei TALE42p8, wieder (Abb. 3.1.5 B). Da alle getesteten RVD-Base-
Fehlpaarungen die Reportergenaktivierung durch artifizielle TALES mit aberrantem repeat
negativ beeinflussten, kann davon ausgegangen werden, dass in diesen TALEs alle repeats,

auch der Aberrante, an der Erkennung der Ziel-DNA-Sequenz beteiligt sind.
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Abb. 3.1.5: Aberrante repeats nehmen an der Erkennung der Ziel-DNA-Sequenz teil.
(A) RVD-Abfolgen der verwendeten artifiziellen TALEs, sowie DNA-Sequenzen der getesteten Boxen. Die
artifiziellen TALEs enthalten entweder nur 34 As-repeats oder einen natlrlichen aberranten repeat mit 30, 40 oder
42 As an Position 8 (p8, grau hinterlegt) und dem RVD XX=NI fiir den 30 und 42 As-repeat oder XX=NN im
Falle des 40 As-repeat. Neben der optimalen Box (opt) wurden verschiedene Fehlpaarungsboxen getestet.
Ausgehend von Nukleotid 8 oder 9 wurden eine, zwei oder drei Nukleobasen ausgetauscht (8 oder 9.1 bis 3),
sodass Fehlpaarungen mit den RVDs der TALEs entstehen (schwarz hinterlegte Basen). (B) Quantitative und
qualitative GUS-Reporterstudien im Vergleich zu GFP in N. benthamiana wurden 48 h nach Inokulation in
durchgefiihrt (n=3). Fehlerindikatoren kennzeichnen Standardabweichungen im quantitativen Ansatz. Eine

reprasentative Blattscheibe des qualitativen Ansatzes ist gezeigt.
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3.1.6 Zwei aberrante repeats im Tandem verhalten sich anders als ein Einzelner

Bisher wurde von der natirlichen Situation ausgegangen, in der aberrante repeats nur einzeln
und eingestreut in Abfolgen von 34 As-repeats auftreten. Im Folgenden wurde nun tberprift,
ob ein artifizieller TALE mit zwei aberranten repeats in unmittelbarer Folge an einer DNA-
Sequenz GUS-Reporteraktivitdt induzieren kann (Abb. 3.1.6). Dazu wurden zwei 40 As-
repeats an Position 8 und 9 der repeat-Abfolge platziert und im Vergleich zu TALE34 und
TALE40p8, d.h. einem entsprechenden TALE ohne und mit nur einem 40 As-repeat, an den

Boxen mit verschiedenen Leserasterverschiebungen aus 3.1.1 und 3.1.3 getestet (Abb. 3.1.6 A).
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Abb. 3.1.6: Einer von zwei 40 As-repeats im Tandem verlasst die repeat-Region bei DNA-Bindung.
(A) RVD-Abfolgen der artifiziellen TALEs, sowie DNA-Sequenzen der getesteten Boxen. Die verwendeten
TALEs enthalten entweder nur 34 As-repeats oder einen, bzw. zwei natirliche aberrante repeats mit 40 As an
Position 8 oder 8 und 9 (40p8/p89, grau hinterlegt) und dem RVD NN. Neben der optimalen Box (opt) wurden in
verschiedene Leserasterverschiebungen, gekennzeichnet durch eine gestrichelte Linie, angeboten. In (B) waren
dies Deletionen von ein oder zwei Nukleotiden (-1, -2), bzw. die Insertion eines Thymidins (+1) an Position 9
(p9). In (C) wurden -1 Nukleotid-Leserasterverschiebungen an den Positionen 7, 8 und 9 (-1p7/p8/p9) getestet. (B,
C) Quantitative und qualitative GUS-Reporterstudien im Vergleich zu GFP in N. benthamiana wurden 48 h nach
Inokulation durchgefiihrt (n=3). Fehlerindikatoren kennzeichnen Standardabweichungen im quantitativen Ansatz.
Eine repréasentative Blattscheibe des qualitativen Ansatzes wird gezeigt. (D) Immunologischer Nachweis der GFP-

gekoppelten TALEs 48 h nach Agrobakterium-vermittelter Expression in N. benthamiana (Richter et al., 2014).
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Dabei konnte beobachtet werden, dass der artifizielle TALE mit zwei 40 As-repeats (TALE
40p89) im Gegensatz zu dem artifiziellen TALE mit einem 40 As-repeat (TALE40p8) nicht in
der Lage war zwei Boxen mit unterschiedlichem Leseraster zu erkennen (Abb. 3.1.6 B). Anders
als TALE34 erkennt TALE40p89 jedoch nicht die optimale Box, sondern ausschlieRRlich eine
-1 Nukleotid-Leserasterverschiebungsbox (Abb. 3.1.6 B, -1p9). Dies lasst die Vermutung zu,
dass im Falle zweier 40 As-repeats in Tandem einer die repeat-Folge verlassen muss. Dabei ist
zu beachten, dass 40 As-repeats den RVD NN haben, welcher sowohl die Erkennung von
Guanin als starker und von Adenin als intermediédrer RVD zulésst. Deshalb kann keine Aussage
dartiber getroffen werden, welcher der beiden 40 As-repeats die repeat-Abfolge verlasst (Abb.
3.1.6 A). Um nachzuweisen, dass TALE40p89 trotz der beiden aberranten repeats in N.
benthamiana korrekt synthetisiert wird, wurde ein Immunoblot erstellt, der das Protein neben
den anderen, hier getesteten artifiziellen TALEs mit dem korrekten Molekulargewicht zeigt
(Abb. 3.1.6 D).

3.1.7 PthXo3 und AvrXa7 tolerieren Indels in ihrer Ziel-DNA-Sequenz

Da mit Hilfe artifizieller TALES gezeigt werden konnte, dass aberrante repeats die Erkennung
einer optimalen und einer -1 Nukleotid-Leserasterverschiebungsbox erméglichen, wurde nun
untersucht, ob natirliche TALEs mit einen 39 As-repeat Leserasterverschiebungsboxen
erkennen. Dazu wurden TALE-Expressionskonstrukte fir N. benthamiana erstellt, die die
originale repeat-Region der natlrlichen TALEs PthXo3 und AvrXa7 enthalten. Zur
Vereinfachung werden diese im Folgenden PthXo03, bzw. pthXo3, und AvrXa7, bzw. avrXa?,
genannt. Um PthX03 und AvrXa7 nicht nur auf die Erkennung ihrer OSSWEET14 (Os11N3)-
Zielsequenzen (Romer et al., 2010; Antony et al., 2010; Abb. 3.1.8 A, 3.1.8 A), sondern auch
auf die Erkennung gezielt veranderter Zielsequenzen zu testen, wurde fiir jeden der beiden
TALEs eine optimale Box abgeleitet (Abb. 3.1.7 A, 3.1.8 A). Dabei wurden die DNA-
Spezifitaten der RVDs in eine DNA-Sequenz Ubersetzt (Abb. 3.1.7 B), wobei fur RVDs mit
multipler Spezifitat jeweils nur eine mogliche DNA-Base verwendet wurde, Guanin fiir NN,
Thymin fir N* und Adenin fur NS (Abb. 3.1.7 A, 3.1.8 A). Auf der Grundlage dieser optimalen
Boxen wurden fur beide TALEs verschiedene Leserasterverschiebungsboxen erstellt, in denen
entweder ein oder zwei Nukleotide nahe des aberranten repeats deletiert oder inseriert wurden
(Abb. 3.1.7 A, 3.1.8 A, optimale Box -1, -2, +1, +2). Die optimalen Boxen von PthXo03 und
AvrXa7 und ihre Derivate wurden ebenfalls stromaufwarts des Bs4-Minimalpromotors vor ein
GUS-Reportergen fusioniert und in transienten GUS-Reportergenaktivierungsstudien mit dem
jeweiligen TALE getestet (Abb. 3.1.7 B, 3.1.8 B).
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Abb. 3.1.7: PthXo3 erkennt eine Vielzahl von Ziel-DNA-Sequenzen. (A) PthXo3 RVDs und Ziel-DNA-
Sequenzen. Der natirliche TALE PthXo3 enthdlt einen aberranten N*-repeat von 39 As an Position 15 (grau
hinterlegt). Die natirliche PthX03-Box im Reis-Os11N3 (Os11931190, OsSWEET14)-Promotor (Antony et al.,

2010; pOs11N3, pOs) oder eine optimale Box, bzw. optimale Boxen mit Deletionen oder Insertionen von ein oder
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zwei Basenpaaren an Position 16 (optimale Box -1, -2, +1, +2; gestrichelte Linie), stromabwarts eines Bs4-
Minimalpromotors wurden an ein promotorloses GUS-Reportergen fusioniert. (B) GUS-Reportergenanalyse von
PthXo03 mit den verschiedenen Boxen (n=3). GUS-Reporterkonstrukte wurden zusammen mit konstitutiv 35S-
getriebenem pthXo3, bzw. GFP, mittels A. tumefaciens in N. benthamiana-Blattzellen (ibertragen. 35S::uidA (35S
GUS) und der natlrliche TALE Hax3 (H3) mit seiner perfekten Hax3-Box (H3-Box) dienten als Kontrollen.
Fehlerindikatoren kennzeichnen Standardabweichungen im quantitativen Ansatz. Eine représentative Blattscheibe
des qualitativen Ansatzes wird gezeigt. (C) RVD-Spezifitaten. (D-H) Fehlpaarungsanalyse von PthXo3 an den
verschiedenen Boxen. Unpassende RVD-Base-Paarungen sind schwarz hinterlegt. Die Anzahl der RVD-Base-
Fehlpaarungen (RBF) ist hinter den Boxen indiziert. (D) Der aberrante repeat von PthXo3 in regulérer RVD-Base-
Paarung. (E) Der aberrante repeat von PthXo3 nimmt nicht an der DNA-Erkennung teil. (F-H) Alternative

alignments von PthXo3 mit (F) der optimalen Box -2, (G) der optimalen Box +1 und (H) der optimalen Box +2.

PthXo3 induzierte erwartungsgemall GUS-Reportergenaktivitdt am Os11N3-Promotor (Abb.
3.1.7 B). Fehlpaarungsanalysen anhand der gegebenen RVD-DNA-Spezifititen (3.1.7 C)
zeigen eine Reduktion der RVD-Base-Fehlpaarungen (RBF) mit dem Os11N3-Promotor von
10 auf 6, wenn der 39 As-repeat nicht an der DNA-Sequenzerkennung teilnimmt (3.1.7 D, E,
pOs11N3). Auch bei einer entsprechenden Zielsequenzvorhersage mit dem Programm
TALgetter konnte ohne den aberranten repeat eine Verbesserung des Ranges der Os11N3-
Zielsequenz unter allen vorhergesagten PthXo3-Zielsequenzen in Reis von 119 mit auf 1
erreicht werden (Richter et al., 2014). Das bedeutet, dass PthXo3 OsSWEET14 vermutlich ohne
Teilnahme des 39 As-repeats an der Sequenzerkennung induziert. Neben dem Os11N3-
Promotor konnte PthXo3 GUS-Reportergenaktivitat an seiner optimalen Box, sowie an allen
Leserasterverschiebungsboxen induzieren (Abb. 3.1.7 B). Da PthXo3 keine Aktivierung des
GUS-Reporterkonstruktes mit der H3-Box als Negativkontrolle zeigt, scheint dies jedoch auf
spezifischer Sequenzerkennung zu beruhen. Auch fir die optimale Box -1 ergab die
Fehlpaarungsanalyse erwartungsgemaR eine Verringerung der RBF von 8 auf 1 bei
Abwesenheit des 39 As-repeat von der DNA-Bindung (3.1.7 D, E). Die {(brigen
Leserasterverschiebungsboxen ergaben jedoch auch bei Berticksichtigung der Bindung eines
alternativen Leserasters durch die N-terminalen repeats RBF von 6 bis 8 (3.1.7 D-H). Eine
eindeutige Aussage darlber wie PthXo3 diese Sequenzen erkennt ist hier nicht moglich. Es
zeigt aber das PthXo03 neben dem aberranten repeat tber Mechanismen verfugt, die eine hohe

Fehlpaarungstoleranz erlauben.
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Abb. 3.1.8: AvrXa7 erkennt eine Vielzahl von Ziel-DNA-Sequenzen. (A) AvrXa7 RVDs und Ziel-DNA-
Sequenzen. Der natirliche TALE AvrXa7 enthdlt einen aberranten N*-repeat von 39 As an Position 13 (grau
hinterlegt). Die natiirliche AvrXa7-Box aus dem Reis-Os11N3 (0Os11931190, OsSWEET14)-Promotor (Os11N3-

Box, Os-Box), eine optimale Box, bzw. optimale Boxen mit Deletionen oder Insertionen von ein oder zwei

Basenpaaren an Position 14 (optimale Box -1, -2, +1, +2; gestrichelte Linie), stromabwarts eines Bs4-

Minimalpromotors wurden an ein promotorloses GUS-Reportergen fusioniert. (B) GUS-Reportergenanalyse von

AvrXa7 mit den verschiedenen Boxen (n=3). GUS-Reporterkonstrukte wurden zusammen mit konstitutiv 35S-

getriebenem avrXa7, bzw. GFP, mittels A. tumefaciens in N. benthamiana-Blattzellen tibertragen. 35S::uidA (35S
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GUS) und der naturliche TALE Hax3 (H3) mit seiner perfekten Hax3-Box (H3-Box) dienten als Kontrollen.
Fehlerindikatoren kennzeichnen Standardabweichungen im quantitativen Ansatz. Eine représentative Blattscheibe
des qualitativen Ansatzes wird gezeigt. (C) Immunoblot der natiirlichen TALEs AvrXa7 und PthXo3 mit N-
terminalem GFP-Epitop im Vergleich zu dem artifiziellen TALE34 48 h nach Agrobakterium-vermittelter
Expression in N. benthamiana. AvrXa7 und PthXo3 in jeweils zwei Spuren. Eine schwarze Pfeilspitze
kennzeichnet ein PthXo03-Signal. (D-G) Fehlpaarungsanalyse von AvrXa7 an den verschiedenen Boxen.
Unpassende RVD-Base-Paarungen sind schwarz hinterlegt. Die Anzahl der RVD-Base-Fehlpaarungen (RBF) ist
hinter den Boxen indiziert. (D, E) Der aberrante repeat von AvrXa7 in regularer RVD-Base-Paarung. (F, G) Der
aberrante repeat von AvrXa7 nimmt nicht an der DNA-Erkennung teil. (D, F) AvrXa7 mit der natiirlichen Box
aus dem Reis-Os11N3-Promotor entweder aligniert an der linksmdglichsten Sequenz beschrieben von Rémer et
al., 2010, oder der zweiten moglichen Sequenz beschrieben von Antony et al., 2010. (E, G) AvrXa7 aligniert an

den optimalen Boxen.

Um sicherzustellen, dass die hochmolekularen TALEs PthXo3 als auch AvrXa7 in N.
benthamiana vollstandig synthetisiert werden, erfolgte der Nachweis mittels Immunoblot (Abb.
3.1.8 C). Wie PthXo3 aktivierte auch AvrXa7 das GUS-Reportergen an der Os11N3- und
optimalen Box, sowie an allen ihren Derivaten mit Leserasterverschiebung, jedoch nicht an der
Negativkontrolle H3-Box (Abb. 3.1.8 B). Fehlpaarungsanalysen zeigten, dass auch AvrXa7
eine optimale Box mit einer -1 Nukleotid-Leserasterverschiebung vermutlich ohne Teilnahme
des aberranten repeat erkennt (Abb. 3.1.8 E, G). Fir alle anderen angebotenen Zielsequenzen
kann keine Aussage getroffen werden, ob der aberrante repeat von AvrXa7 an der DNA-
Sequenzerkennung teilnimmt oder nicht (Abb. 3.1.8 E, D-G). Fir die Erkennung der Vielzahl
von Zielsequenzen durch die naturlichen TALEs AvrXa7 und PthXo3 und somit ihrer hohen
Fehlpaarungstoleranz scheinen noch andere Parameter auBer dem aberranten repeat eine Rolle
zu spielen. Beide TALESs enthalten viele RVDs mit multipler Basen-Spezifitat, namentlich NN,
NS und N* (Abb. 3.1.7 A, 3.1.8 A), die dazu beitragen, dass die Leserasterverschiebungen zu
weniger RBF fuhren als theoretisch zu erwarten wéren. So ergeben sich fiir PthXo3 und AvrXa7
nur maximal 8 bzw. 6 RBF bei einer Verschiebung von insgesamt 14 bzw. 13 Nukleotiden
stromauf- oder stromabwarts relativ zum repeat-Array (Abb. 3.1.7 D-H, 3.1.8 D-G). Darlber
hinaus verfligen beide TALEs uber eine Vielzahl der starken RVDs HD und NN, sowie eine
generell hohe Anzahl an repeats. Diese Faktoren konnten die maximale Anzahl tolerierter RBF
beider TALEs womdglich steigern. Um den Einfluss von aberrantem repeat, RVD-

Komposition und repeat-Anzahl zu beurteilen bedarf es jedoch weiterer Analysen.
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3.1.8 Kinstliche AvrXa7-Derivate erlauben eine Beurteilung des Einflusses von
aberrantem repeat und RVD-Komposition auf die Erkennung verschiedener Ziel-DNA-

Sequenzen

Um den Einfluss von aberrantem 39 As-repeat und der RVD-Zusammensetzung von AvrXa7
auf die Erkennung von Leserasterverschiebungsboxen zu untersuchen, wurden artifizielle
AvrXa7-Derivate erstellt, deren repeat-Regionen in ihrer Zusammensetzung verandert wurden
(Abb. 3.1.9 A, ArtXa70-73; Katrin Schlien). Zundchst wurde der 39 As-repeat gegen einen 34
As-repeat mit gleichem RVD ausgetauscht (ArtXa71). Da AvrXa7 zahlreiche RBF toleriert
(Abb. 3.1.8), wurden separat oder zusatzlich zum Austausch des aberranten repeats auch die
RVDs mit multipler Spezifitat zu RVDs, die nur ein Nukleotid erkennen, veréndert (Abb. 3.1.9
A). Die Auswahl des entsprechenden RVDs erfolgte dabei anhand der optimalen AvrXa7-Box
(Abb. 3.1.9 A). Dabei wurde das RVD NS stets zu NI fur Adenin, NN zu NH fir Guanin und
N* zu NG flr Thymin ausgetauscht. Das RVD N* an Position 13 der repeat-Region wurde in
den beiden Derivaten, ArtXa72 und ArtXa73, beibehalten um den nattrlich vorkommenden 39
As-repeat nicht zu verandern und den TALE ohne aberranten repeat, ArtXa73, bzgl. der RVDs

vergleichbar zu belassen.

Zuné&chst wurden GUS-Reportergenanalysen durchgefuhrt, um AvrXa7 mit dem nachgebauten
ArtXa70 an den verschiedenen Boxen zu vergleichen (Abb. 3.1.9 B). Dabei konnte festgestellt
werden, dass beide TALEs an der natlrlichen und allen Varianten der optimalen Box das
Reportergen induzieren. Ein Unterschied konnte jedoch bei der Aktivierung an den Boxen mit
Nukleotid-Insertionen festgestellt werden. An der optimalen Box +1 und +2 aktivierte AvrXa7
das GUS-Reportergen starker als der artifizielle TALE. Zwar war bei beiden TALES zu
beobachten, dass die optimale Box +2 im Vergleich zu allen brigen Boxen zur geringsten
Aktivitdt fuhrte, an der optimalen Box +1 induzierte AvrXa7 jedoch ahnlich hohe
Reportergenaktivitdt wie an der optimalen Box selbst, wohingegen die durch ArtXa70
vermittelte Aktivierung deutlich geringer ausfiel (Abb. 3.1.9 B). Dies weist darauf hin, dass
neben der RVD-Komposition und dem aberranten repeat noch andere Bereiche des Proteins
AvrXa7 dessen groRes Spektrum an Zielsequenzen beeinflussen. Dabei kann es sich um
unterschiedliche Aminoséuren an nicht RVD-Positionen der repeats oder im N- oder C-
Terminus handeln. Sie kénnten die Syntheserate oder Stabilitat des TALEs und somit die
Verfugbarkeit in N. benthamiana beeinflussen. Ein Indiz dafir lieferte ein vergleichender
Immunoblot von in N. benthamiana synthetisiertem AvrXa7 mit ArtXa70, der eine hohere

Expression von avrXa7 zeigte (Abb. 3.1.9 C).
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Os1IN3-Box TATABBABAR ccc@BE rccArrEEAE - -HEET 2
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optimale Box -2 TATAAAGC cccaAaTHB-AQB REEBRAEBAETT 1
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Abb. 3.1.9: Artifizielle AvrXa7-Derivate zeigen den Einfluss von aberrantem repeat und RVD-Komposition
auf das Spektrum akzeptierter Boxen. (A) TALE RVDs und Ziel-DNA-Sequenzen. Der natirliche TALE
AvrXa7 und die artifiziellen TALEs ArtXa70 und ArtXa72 enthalten einen aberranten N*-repeat von 39 As an
Position 13 (grau hinterlegt). ArtXa70 und ArtXa71 (Katrin Schlien) haben mit AvrXa7 identische RVDs. In
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ArtXa72 und ArtXa73 wurden anhand der optimalen Box mit Ausnahme des N* im 13. repeat RVDs multipler
Spezifitdt zu RVDs ausgetauscht, die nur ein Nukleotid spezifizieren (NS zu NI, NN zu NH, N* zu NG). Die
naturliche AvrXa7-Box aus dem Reis-Os11N3 (Os11931190, OsSWEET14)-Promotor (Os11N3-Box, Os-Box),
eine optimale Box, bzw. optimale Boxen mit Deletionen oder Insertionen von ein oder zwei Basenpaaren an
Position 14 (optimale Box -1, -2, +1, +2; gestrichelte Linie), stromabwaérts eines Bs4-Minimalpromotors wurden
an ein promotorloses GUS-Reportergen fusioniert. (B, D) GUS-Reportergenanalysen der TALEs mit den
verschiedenen Boxen (n=3). GUS-Reporterkonstrukte wurden zusammen mit konstitutiv 35S-getriebenem TALE,
bzw. GFP, mittels A. tumefaciens in N. benthamiana-Blattzellen Gbertragen. 35S::uidA (35S GUS) und der
natiirliche TALE Hax3 (H3) mit seiner perfekten Hax3-Box (H3-Box) dienten als Kontrollen. Fehlerindikatoren
kennzeichnen Standardabweichungen im quantitativen Ansatz. Eine représentative Blattscheibe des qualitativen
Ansatzes wird gezeigt. (B) Vergleich des natlrlichen AvrXa7 mit dem kiinstlichen ArtXa70. (C) Immunoblots der
artifiziellen TALEs ArtXa70-3 mit N-terminalem GFP-Epitop im Vergleich zu AvrXa7 oder dem artifiziellen
TALE34 48 h nach Agrobakterium-vermittelter Expression in N. benthamiana. Schwarze Pfeilspitzen
kennzeichnen die Signale von ArtXa70-3. (D) GUS-Reporterstudien zum Vergleich der artifiziellen AvrXa7-
Derivate ArtXa70-3 mit und ohne aberranten repeat oder RVDs multipler Spezifitat. (E, F) Fehlpaarungsanalyse
von ArtXa72-3 an den verschiedenen Boxen. Unpassende RVD-Base-Paarungen sind schwarz hinterlegt. Die
Anzahl der RVD-Base-Fehlpaarungen (RBF) ist hinter den Boxen indiziert. (E) Der aberrante repeat von ArtXa72

in regulérer RVD-Base-Paarung. (F) Der aberrante repeat von ArtXa72 nimmt nicht an der DNA-Erkennung teil.

Der immunologische Nachweis der Ubrigen artifiziellen AvrXa7-Derivate, ArtXa7l bis
ArtXa73, in N. benthamiana zeigte eine mit ArtXa70 vergleichbare, schwache Synthese der
Proteine mit entsprechendem Molekulargewicht (Abb. 3.1.9 C). Als Kontrollen dienten
TALE34 mit geringerem Molekulargewicht und GFP, die ein deutlich starkere Signale
lieferten. GUS-Reporterstudien der artifiziellen AvrXa7-Derivate mit der optimalen Box und
den Leserasterverschiebungsboxen zeigten sowohl einen Einfluss des 39 As-repeat als auch der
RVDs mit multipler Spezifitat auf das Sequenzerkennungsspektrum der TALEs (Abb. 3.1.9 D).
Der Vergleich des kiinstlichen AvrXa7, ArtXa70, mit ArtXa71 ohne aberranten repeat zeigt,
dass der aberrante repeat in AvrXa7 fur die Erkennung von Leserasterverschiebungen um -1
oder -2 Nukleotide notwendig ist (Abb. 3.1.9 A, D). Fehlpaarungsanalysen konnten bereits die
Erkennung der optimalen Box -1 durch AvrXa7 erklaren, indem der 39 As-repeat nicht an der
DNA-Bindung teilnimmt (3.1.7, Abb. 3.1.8 G). Der Erkennung der optimalen Box -2 durch
AvrXa7 hingegen scheint ein anderer Mechanismus zugrunde zu liegen (3.1.7, Abb. 3.1.8 G).
Da die kiinstlichen AvrXa7-Derivate mit und ohne 39 As-repeat, ArtXa70 und ArtXa71, beide
in der Lage sind an der Os11N3-Box das Reportergen zu induzieren (Abb. 3.1.9 D), ist der
aberrante repeat wahrend der Bindung der Os11N3-Box durch AvrXa7 vermutlich in das
repeat-Array integriert (Abb. 3.1.8 D). Beide 2010 publizierten Ziel-DNA-Sequenzen nach
Romer et al. und Antony et al. stellen dabei mogliche Boxen dar. Im Falle der, wenn auch

vergleichsweise schwachen, Aktivierung an den optimalen Boxen +1 und +2 scheint die
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Besonderheit des aberranten repeats, nicht an der DNA-Bindung teilnehmen zu mussen,
ebenfalls keine Rolle zu spielen (Abb. 3.1.9 D).

Bei Betrachtung der Aktivitat der artifiziellen AvrXa7-Derivate mit spezifischeren RVDs,
ArtXa72 und ArtXa73, an den verschiedenen GUS-Reporterkonstrukten werden
Gemeinsamkeiten und Unterschiede zu ArtXa70 und ArtXa71 bei der Boxerkennung deutlich.
Wie fir ArtXa70 und ArtXa7l gezeigt, konnte mit ArtXa72 und ArtXa73 eine mit der
optimalen Box vergleichbare Aktivierung der Boxen mit ein oder zwei Nukleotiddeletionen nur
dann erreicht werden, wenn der aberrante repeat, hier in ArtXa72, vorhanden war (Abb. 3.1.9
D). Auch die Erkennung der optimalen Box -1 durch ArtXa72 kann dabei durch aus-loopen des
39 As-repeat erklart werden, was jedoch nicht die Erkennung der optimalen Box -2 erklart
(Abb. 3.1.9 E, F). ErwartungsgemaR wird das Reporterkonstrukt mit der Os11N3-Box nicht
durch die fir die optimale Box designten TALEs ArtXa72 und ArtXa73 aktiviert (Abb. 3.1.9
D). Fehlpaarungsanalysen ergaben fur diese Paarungen 11 oder mehr RBF unter
Berlicksichtigung der verschiedenen Bindungsmodi (Abb. 3.1.9 E, F). Allerdings lasst sich
auch bei der Aktivierung der optimalen Box durch ArtXa72 und ArtXa73 eine geringere GUS-
Reportergenaktivitat messen als bei ArtXa70 und ArtXa71, obwohl keine RBF vorliegen (Abb.
3.1.9 D, E). Dies liegt im Austausch der RVDs mit multipler Spezifitdt zu RVDs, die nur ein
Nukleotid spezifizieren, begriindet. Bei den in ArtXa70 und ArtXa71 enthaltenen RVDs NN
und NS handelt es sich um einen starken und einen intermediaren RVD, die in ArtXa72 und
ArtXa73 zu dem intermedidren RVD NH und dem schwachen RVD NI ausgetauscht wurden
(Streubel et al., 2012). Diese Verdnderung der RVD-Effizienzen schlégt sich entsprechend auf
die Aktivitat der TALEs nieder. An den Insertionsboxen induzierten sowohl ArtXa72 mit, als
auch ArtXa73 ohne 39 As-repeat im Unterschied zu ArtXa70 und 71 kaum noch
Reportergenaktivitat (Abb. 3.1.9 D). Dies zeigt den Einfluss der RVD-Komposition auf das
Spektrum akzeptierter Ziel-DNA-Sequenzen. Obwohl die Anzahl an RBF von ArtXa72 und
ArtXa73 mit den optimalen Boxen +1 und +2 im Vergleich zu ArtXa70 und ArtXa71, bzw.
AvrXa7 unabhdngig davon, ob der aberrante repeat an der DNA-Erkennung teilnimmt oder
nicht, in jedem Falle gestiegen ist (Abb. 3.1.8 E, G; Abb. 3.1.9 E, F), muss auch die verringerte

RVD-Effizienz fir die Reduktion der Reportergeninduktion in Betracht gezogen werden.
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3.2 Untersuchung der TALE-vermittelten Transkriptionsinduktion am HIV-1-Promotor

In Vorarbeiten wurde mit Luciferase-Reporterstudien bereits eine Positionsabhangigkeit der
Aktivitdt von TALEs am HIV-1-Promotor gezeigt. Im Folgenden wurde dieses System zur
Untersuchung dieser Positionsabhangigkeit und zur Optimierung von HIV-1-Aktivatoren

verwendet.
3.2.1 Bestimmung des ArtHIV6-induzierten Transkriptionsstarts am HIV-1-Promotor

In Vorarbeiten konnte ein TALE, ArtHIV6, identifiziert werden, der in der Lage ist an dem
HIV-1-Promotor aus 8E5-Zellen Luciferase-Reporteraktivitdat zu induzieren. Flr eine
Anwendung im urspriinglichen Sinne zur Aktivierung des Virus‘ in ruhenden, latent infizierten
Immunzellen eines Patienten oder als Werkzeug zur HIV-1-Induktion fiir Forschungszwecke
waére es von Interesse naher zu untersuchen, in wie fern die Aktivierung durch ArtHIV6 der
natlrlichen HIV-1-Aktivierung durch NF-xB oder NFAT ahnelt (Karn und Stoltzfus, 2012).
Hierbei ist vor allem die Lage des Transkriptionsstarts von Bedeutung, da die ersten 59
Nukleotide der HIV-1-mRNA das vollstandige TAR-Element umfassen und somit flr den
regulatorischen Rickkopplungsmechanismus durch Tat wichtig sind (Karn und Stoltzfus,
2012). Um den durch ArtHIV® initiierten Transkriptionsstartpunkt zu bestimmen wurden 5°-
RACE-Analysen in Hek293T-Rex™-Zellen durchgefilhrt (Abb. 3.2.1). Dazu wurde das
Luciferase-Reporterkonstrukt pFAHPs mit dem HIV-1-Promotorfragment pHIV-1* verwendet
(Abb. 3.2.1 A). In diesem Konstrukt befindet sich das Startcodon der Luciferase nur 44 bp
stromabwarts des natlrlichen Transkriptionsstarts, wobei nur die ersten 35 bp nach dem
Startnukleotid aus dem HIV-1-Promotor stammen. Dementsprechend ist das TAR-Element
nicht vollstdndig enthalten und die typische Sekundarstruktur des 5°-Bereiches der HIV-1-
MRNA kann sich nicht ausbilden. Da jedoch kein Tat-Protein in der verwendeten Zelllinie
vorhanden ist und gezeigt wurde, dass weder Tat noch die Sekundarstruktur des TAR-Elements
Einfluss auf den Transkriptionsstart nehmen (Rittner et al., 1995), sollte dieser Umstand weder
die induzierbare Reporteraktivitdt noch den Transkriptionsstart an pFAHPSs beeinflussen. Zur
Kontrolle wurde der Transkriptionsstart an diesem Reporterkonstrukt in Abwesenheit eines
TALEs bestimmt (Abb. 3.2.1 B). Dabei konnte der annotierte, nattirliche Transkriptionsstart
von HIV-1 auch am Reporterkonstrukt anhand von 13 aus 17 sequenzierten Klonen, die ein
Fragment der 5°-RACE-PCR enthielten, bestatigt werden. Am Reporterkonstrukt entspricht
dies einer 5°-UTR von 44 bp. Die ibrigen vier Klone zeigten nach 3‘-verschobene
Transkriptionsstarts, wobei dreimal eine 5°-UTR von 40 bp nachgewiesen werden konnte. In

Anwesenheit von ArtHIV6 wurde ein &hnliches Ergebnis erzielt (Abb. 3.2.1 C). In acht von
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zwolf Klonen wurde ebenfalls der nattirliche Transkriptionsstart von HIV-1 gefunden, der einen
Abstand von 84 bp zum 3°-Ende der ArtHIV6-Box in pHIV* hat. Auch der um 4 bp
stromabwarts verschobene Startpunkt mit eciner 5°-UTR von 40 bp konnte dreimal
wiedergefunden werden. Eine weitere Sequenz eines Klones hatte eine deutlich langere 5°-UTR
und startete 138 bp stromaufwérts des 3°-Endes der ArtHIV6-Ziel-DNA-Sequenz.

A Natarlicher
Transkriptionsstart
ArtHIV6 84 bp +1
D ’
TATA-Box g bp INR 44bp
CATATLL GGGETCT ATG

B Distanz
ZuATG
1% G 12 bp

3 x c 40 bp

13x c—;_ 44 bp

C Distanz zu
ArtHIVE

88 bp 3 x c 40 bp

8160 o A ..

138bp 1 X me———ens 266 bp

Abb. 3.2.1: Der durch ArtHIV6 induzierte Transkriptionsstart entspricht dem Natirlichen.
(A) Schematische Darstellung der Verhéltnisse am HIV-1-Promotor pHIV-1* im Luciferase-Reporterkonstrukt
pFAHPs. Der artifizielle TALE ArtHIV6 (N- und C-Terminus grau, repeats pink, C-terminale VP16-AD orange)
erkennt eine Ziel-DNA-Sequenz, deren 3‘-Ende 84 bp stromaufwarts des bekannten, natirlichen HIV-1-
Transkriptionsstart (+1, initiale Base rot) am Initiator-Element (INR, Rittner et al., 1995) entfernt ist. Die Sequenz
der TATA-Box (Van Opijnen et al., 2004) 29 bp stromaufwérts und des Startcodons der Luciferase 44 bp
stromabwaérts des natlrlichen Transkriptionsstartes sind aufgefihrt. (B, C) Bestimmung des Transkriptionsstarts
mittels 5°-RACE in Hek293T-Rex™-Zellen 24 h nach Transfektion. Die Insertionen der erhaltenen Klone wurden
ausgehend von der Vektorsequenz sequenziert. Die Anzahl der jeweiligen Sequenzen, die identifizierte Startbase
und die Distanz zum Luciferase-ATG sind indiziert. (B) Verifizierung des natirlichen Transkriptionsstartes am
Luciferase-Reporterkonstrukt mit pHIV-1*. Das Reporterkonstrukt pFAHPs wurde im Verhaltnis 1:9 mit dem
Plasmid pcDHN co-transfiziert. (C) Bestimmung des von ArtHIV6 induzierten Transkriptionsstartes am
Luciferase-Reporterkonstrukt mit pHIV-1*. Das Reporterkonstrukt pFAHPs wurde im Verhéltnis 1:9 mit dem

ArtHIV6-Expressionsplasmid co-transfiziert.

Dieses Ergebnis der 5°-RACE-Analysen lasst die Annahme zu, dass ArtHIV6 am HIV-1-
Promotor ein Transkript mit nattrlichem Transkriptionsstart induziert. Diese Annahme wird
durch die in Vorarbeiten beobachtete, mindestens flinffache Induktion der Luciferaseaktivitét
des hier verwendeten Reporterkonstruktes durch ArtHIV6 gestiitzt. Dadurch kann eine
entsprechend mindestens flinffache Erhéhung des Transkriptlevels vorausgesetzt werden.

Daraus ergibt sich die Wahrscheinlichkeit, dass alle acht gefundenen Sequenzen mit
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natlrlichem Transkriptionsstart von der Basalaktivitit des Reporterkonstruktes stammen, mit
(1/5)8=2,56*10° und ist damit sehr gering.

3.2.2 Cas9-Aktivatoren zeigen &hnliches Aktivitatsmuster am HIV-1-Promotor wie
TALE-Aktivatoren

Auf Grund der mit TALE-Aktivatoren festgestellten Positionsabhangigkeit der Aktivierung am
HIV-1-Promotor war es von Interesse zu untersuchen, ob die Art der DNA-Bindung dabei eine
Rolle spielt. Da Cas9 durch die Wahl der sgrRNA leicht zu einer beliebigen Ziel-DNA-Sequenz
dirigiert werden kann, bot dieses molekulare Werkzeug eine einfache Alternative zur TALE-
DNA-Bindedomane fiir die Erstellung von HIV-1-Aktivatoren. Um Cas9-basierte Aktivatoren
zu erstellen wurde ein fir H. sapiens codonoptimiertes cas9 mit den Mutationen D10A
(Asparaginséure an Position 10 zu Alanin, Jinek et al., 2012) und N863A (Asparagin an
Position 863 zu Alanin, Mali et al., 2013 b) in der RuvC-, bzw. der HNH-ahnlichen
Endonukleasedoméne genutzt (Ordon et al., 2017). Diese Cas9-Nuklease-Null-Variante
(Cas9NO0) wurde zur Verwendung als Aktivator mit N- und C-terminalen NLS*, sowie einer C-
terminalen VP16-AD analog zu den am HIV-1-Promotor eingesetzten TALES versehen. Fir
die sgRNAs wurden die Ziel-DNA-Sequenzen im HIV-1-Promotor so gewahlt, dass jeweils
eine einem der TALEs ArtHIV1, 2, 5, 6 und TALES aus Geiller et al. (2015) entspricht (Abb.
3.2.2 A). Zwecks Vergleichbarkeit wurde TALES, der in Geildler et al. (2015) mit einer fur H.
sapiens Codon-optimierten Modul-Bibliothek erstellt wurde, mit der Golden TALE
Technologie nachgebaut. Dabei ist zu beachten, dass auf Grund der festgelegten Lange von 20
bp und der Notwendigkeit einer PAM die Ziel-DNA-Sequenzen der sgRNAs 1, 2, 5, 6 und T5
nicht vollstandig mit denen der entsprechenden TALEs Ubereinstimmen. Um jedoch eine
maximale Ubereinstimmung der Position zu ermdglichen wurde neben NGG auch NAG als
PAM verwendet. Zur Analyse des erstellten Cas9-Aktivators mit den verschiedenen sgRNAS
am HIV-1-Promotor wurden Luciferasereporterstudien in  Hek293T-Rex™-Zellen
durchgefuhrt. Um einen Vergleich der TALEs mit einem Cas9-Aktivator und den
verschiedenen sgRNAs zu ermdglichen wurden zunéchst exemplarisch zwei verschiedene
Verhaltnisse von Cas9-Aktivator- zu sgRNA-Plasmid getestet (Abb. 3.2.2 B). Dazu wurde bei
konstanter Gesamtmenge der transfizierten Plasmide ein Cas9-Aktivator (Cas9NO-VP16)
entweder im Verhéltnis 1:1 oder 1:3 mit verschiedenen sgRNAs am HIV-1-Promotor getestet.
Dabei lieR sich eine Verdopplung der induzierten Luciferaseaktivitit am verwendeten
Reporterkonstrukt bei Uberschuss an sgRNA-Plasmid feststellen (Abb. 3.2.2 B). Das
Molekulargewicht und die Synthese des Cas9-Aktivators im Beisein der verschiedenen
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sgRNAs wurde im Immunoblot bestétigt (Abb. 3.2.2 C). Es konnte im Vergleich der Synthese
des Proteins bei Co-Transfektion mit sgRNAs in unterschiedlichen Verhéltnissen kein
schwécheres Cas9NO0-VP16-Signal nachgewiesen werden, wenn das Plasmid zu dessen
Expression im Unterschuss transfiziert wurde. Dies deutet auf eine Sattigung der
Synthesekapazitdten fur Cas9NO-VP16 der hier verwendeten Zellen hin. Ein Verhéltnis
zwischen Cas9-Aktivator und sgRNA von 1:3 erscheint demnach fiir den Vergleich mit den
TALE-Aktivatoren geeignet. Die sgRNAs 1, 2 und 5 wurden in diesem Experiment ebenfalls,
jedoch nur im Verhéltnis 1:1 zu Cas9NO-VP16 am HIV-1-Promotor getestet (Abb. 3.2.2 B).
Dadurch lassen sich bereits Ruckschliisse auf eine mogliche Positionsabhangigkeit auch von
Cas9-Aktivatoren ziehen. Es wird deutlich, dass auch Cas9NO0-VP16 mit den sgRNAs 1, 2 und
5 geringere Luciferaseaktivitat induziert als mit den sgRNAs 6 und T5, was dem aus
Vorarbeiten bekannten Aktivitatsmuster der korrespondierenden TALES entspricht. An den
beiden am weitesten stromaufwarts zum Transkriptionsstart gelegenen Positionen lasst sich die
starkste Aktivierung durch ArtHIV6 und TALES als auch GFP-Cas9NO-VP16 mit den SgRNAS
6 und T5 nachweisen. Dabei ist das Aktivitatsniveau der verschiedenen Aktivatoren &hnlich.
Im Immunoblot konnte die Synthese von GFP-Cas9NO0-VP16 mit allen sgRNAs und ohne mit
dem korrekten Molekulargewicht gezeigt werden (Abb. 3.2.2 E). Mit ArtHIV1, 2 und 5 liel3
sich jedoch in Vorarbeiten keine reproduzierbare Induktion des Reporters nachweisen. Die
sgRNAs 1, 2 und 5 hingegen scheinen die Luciferaseaktivitat des Reporterkonstruktes im
Vergleich zu den Kontrollen H3-VP16 und Cas9N0-VP16 ohne sgRNA zu verdoppeln. Beim
Vergleich der Luciferaseaktivitaten eines N-terminal mit GFP fusionierten Cas9-Aktivators
(GFP-Cas9NO0-VP16) mit den verschiedenen sgRNAs im Verhaltnis 1:3 und den TALE-
Aktivatoren am HIV-1-Promotor ist die Induktion des Reporterkonstruktes durch die sgRNAS
1, 2 und 5 noch starker (2,5-3,5-fach; Abb. 3.2.2 D). Hier wird der Kontrast zu den TALE-
Aktivatoren an diesen Positionen deutlich, die keine (ArtHIV1, 2) oder geringe
Luciferaseaktivitat (ArtHIV5) am Reporterkonstrukt induzieren. Auffallig war eine auch bei
geringerer Menge eingesetzten sgRNA-Plasmids nachweisbare Aktivierung des Reportergens
durch Cas9-Aktivatoren mit den sgRNAs 1, 2 und 5, die so weder hier noch in Vorarbeiten
nicht fir die entsprechenden TALE-Aktivatoren gezeigt werden konnte. Dabei hat
mdoglicherweise die unterschiedliche Art der DNA-Bindung eine Bedeutung. Die starke
Entwindung der DNA durch das Cas9-Derivat konnte die fir die fehlende TALE-Aktivierung
urséchlichen Faktoren, evtl. SP1, verdrangen. Da der Vergleich von TALE- und Cas9-
Aktivatoren mit VP16-AD am HIV-1-Promotor ein &hnliches Aktivitatsmuster flr beide
Gruppen zeigte, kann angenommen werden, dass fir die effiziente Aktivierung durch ArtHIV6



Ergebnisse 66

und TALE5, bzw. sgRNA6 und T5 bestimmte Elemente im hier untersuchten
Promotorabschnitt eine Rolle spielen. Die Ziel-DNA-Sequenzen dieser Aktivatoren befinden
sich alle stromaufwaérts der SP1-Bindestellen und der TATA-Box. Aktivatoren, die auf diesen
Elementen platziert waren (ArtHIV1, 2, 5, sgRNAL, 2, 5), erreichten geringere oder keine
Aktivierung des Luciferasereporterkonstruktes.
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Abb. 3.2.2: Cas9-Aktivatoren zeigen mit sgRNASs fur den HIV-1-Promotor dhnliche Positionseffekte wie die
entsprechenden TALE-Aktivatoren, wobei die induzierte Aktivitat von der Menge der sgRNA abhéngt. (A)
Lage der Zielsequenzen von ArtHIV1, 2, 5 und 6, sowie TALES5 (Geiller et al., 2015) als auch der entsprechenden
sgRNAs 1, 2, 5 und 6, sowie T5 zum Transkriptionsstart (+1) am HIV-1-Promotor aus 8E5. Die
korrespondierenden Positionen sind farbcodiert, die PAMSs der einzelnen Cas9-Aktivatorbindestellen sind in der
entsprechenden Farbe unterstrichen und kennzeichnen neben der Pfeildarstellung der sgRNAs die Ausrichtung der
Bindestelle. N- und C-Terminus (grau) der TALEs sind dargestellt. Die naturliche AD am C-Terminus wurde

durch eine VP16-AD (orange) substituiert. (B, D) Luciferase-Reportergenanalysen der Aktivatoren mit dem
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Reporterkonstrukt pFAHPI (n=3). Das Luciferase-Reporterkonstrukt wurde im Verhéltnis 1:9 zusammen mit
konstitutiv CMV-getriebenem TALE oder Cas9-Aktivatorgen und hUG6-getriebener sgRNA in verschiedenen
Verhéltnissen in Hek293T-Rex™-Zellen co-transfiziert. Als Kontrollen dienten das Reporterkonstrukt mit H3-
VP16 oder dem jeweiligen Cas9-Aktivator ohne sgRNA (-). Fehlerindikatoren kennzeichnen
Standardabweichungen. (B) Ein N-terminal mit FLAG-Epitop fusionierter Cas9-Aktivator (Cas9N0-VP16) wurde
entweder im Verhaltnis 1:1 oder 1:3 mit verschiedenen sgRNAs am HIV-1-Promotor getestet. (D) Ein N-terminal
mit GFP fusionierter Cas9-Aktivator (GFP-Cas9NO0-VP16) wurde im Verhaltnis 1:3 mit den verschiedenen
sgRNAs am HIV-1-Promotor mit den TALE-Aktivatoren verglichen. Die TALE-Aktivatorplasmide wurden im
Verhdltnis 1:4 mit dem H3-VP16-codierenden Plasmid als Gemisch transfiziert. (C, E) Immunoblots der
verwendeten Cas9-Aktivatoren mit den verschiedenen sgRNAs. Die Zelllysate der Dreifachbestimmung des
jeweiligen Proteins mit der jeweiligen sgRNA oder ohne am HIV-1-Reporterkonstrukt wurden zu gleichen Teilen
gemischt und ca. 10 pg Totalprotein aufgetrennt. Die Signale des jeweiligen Cas9-Aktivators sind markiert. (C)
Immunoblot zu (B). Die gezeigten Ausschnitte stammen von zwei Bereichen derselben Membran. Die Spur
Cas9NO0-VP16 1:1 sgRNAL ist zum Vergleich in beiden Ausschnitten enthalten. Eine schwarze Pfeilspitze
kennzeichnet das sehr schwache Signal von H3-VP16. (E) Immunoblot zu (D). Als Kontrolle wurde ein gleich
behandeltes Lysat von gfp-exprimierenden Hek293T-Rex™-Zellen verwendet. M: Marker (PageRuler™

Prestained Protein Ladder).

3.2.3 Analyse der Positionsabhangigkeit der TALE-vermittelten Aktivierung am HIV-1-

Promotor mit Hilfe einer Promotormutante

In Vorarbeiten konnte eine starke Positionsabhangigkeit der TALE-abhangigen Aktivierung am
HIV-1-Promotor festgestellt werden. So wurde eine effiziente Aktivierung nur von Positionen
stromaufwarts der drei Bindestellen des Transkriptionsfaktors SP1 festgestellt (Abb. 3.2.3). Ein
ahnliches Ergebnis lieferten Studien an dem gleichen, genomisch integrierten HIV-1-Promotor
in 8E5-Zellen (GeiBler et al., 2015). Um den Einfluss der drei SP1-Boxen auf die TALE-
abhangige Aktvierung am HIV-1-Promotor naher zu untersuchen, wurden diese durch
Mutationen inaktiviert (Abb. 3.2.3). Dazu wurden &hnlich wie in anderen Arbeiten Positionen
in der ersten Halfte der SP1-Bindestellen verandert (Jones et al., 1986; Burnett et al., 2009;
Abb. 3.2.3). Es wurden Guanin zu Adenin-Transitionen durchgefiihrt, sodass in allen drei SP1-
Boxen die zweite bis einschliellich vierte Position mit einem Adenin besetzt wurde. Diese
Mutationen wurden gewahlt, um neben einer Zerstérung der SP1-Bindestellen den Erhalt
funktionaler Bindestellen fur ArtHIV1 und 2 zu erreichen (Abb. 3.2.3). Diese mit dem RVD
NN fur Guanin erstellten TALESs sollten auch in der Lage sein, Sequenzen mit Adeninen an den
beschriebenen Positionen zu erkennen. Der urspriingliche HIV-1-Promotor und die SP1-
Bindestellen-Promotormutante werden fortan als originaler (OP) bzw. mutierter Promotor (MP)
bezeichnet.



Ergebnisse 68

ArtHIVE ArtHIV1
TaLes I [ (- D ArtHIVS
(e D C I D
kB-Motiv 1l kB-Motiv | SP1-Box Il SP1-Box Il Spl-Box | TATA-Box r
OP =m -TGCTGACATCGAGCTTGCTACMGGGP_CI":I'CCGCTGGGGP_CI":TCCQGC-FAGGCGTGGthGGGCGGSA'#ZFGGGP_GTGGCF- =m AGATGCTGCm_G:AGCTGI L1} ; amn

'
MP LL] -TGCTGACATCGAGCTTGCIACMGGGP_CI":I'CCGCTGGGGP_CI":I'CCAGGGAAACGTGGCTTAAACGGGACTGAAAAGTGGCG- = s AGATECTECATATARGCACCTGe w s ek m
! - - - - 1 I
-127 16 +1

Abb. 3.2.3: TALEs am originalen HIV-1-Promotor und einer SP1-Bindestellen-Promotormutante. Die
TALEs ArtHIV1, 2, 5, 6 und TALES (GeiBler et al., 2015), gezeigt mit N- und C-Terminus (grau), sowie C-
terminaler VP16-AD (orange), erkennen mit ihrer DNA-Bindedomane die farblich gleich markierte Zielsequenz
im originalen HIV-1-Promotor (OP). Die im OP enthaltenen zwei kB-Motive, drei SP1-Bindesstellen (SP1-
Boxen), TATA-Box (Van Opijnen et al., 2004) und Transkriptionsstart (+1) sind gezeigt. Im Vergleich dazu sind
die Verhaltnisse an einer in den SP1-Boxen mutierten Promotorvariante (MP) gezeigt. Die G zu A-Mutationen,

die zur Zerstoérung der SP1-Boxen fiihren sollten, sind rot unterstrichen.

3.2.3.1 Nachweise der Bindung des HIV-1-Promotors mit mutierten SP1-Bindestellen
durch Derivate von ArtHIV1 und 2

Um zu Uberprifen, ob ArtHIV1 und 2 tatséchlich in der Lage sind auch den mutierten Promotor
zu erkennen, wurden DNA-Bindestudien durchgefiihrt. Zum vergleichenden Test der DNA-
Bindung von ArtHIV1 und 2 am OP und MP in vitro wurden 6x His-markierte, N- und C-
terminal verkirzte Derivate (He-ArtHIV1/2) dieser Proteine in E. coli produziert und gereinigt.
Die gewdhlten Verkirzungen auf N-terminal 137 und C-terminal 17 verbleibende Aminoséuren
sollten zur Stabilisierung der gereinigten Proteine beitragen und dabei das spezifische DNA-
Bindevermdgen der TALEs erhalten (Szurek et al., 2002; Miller et al., 2011; Mussolino et al.,
2011). Dazu enthélt der gewahlte N-Terminus die in TALE-Kristallstrukturen beobachteten,
bis zu vier degenerierten repeats -3 bis 0, von denen angenommen wird, dass sie fur die DNA-
bindende Aktivitat des N-Terminus wichtig sind (Deng et al., 2012; Mak et al., 2012; Gao et
al., 2012; Stellaetal., 2013). Des Weiteren ist bekannt, dass ein Tryptophan in repeat -1 &hnlich
einem RVD fir die Spezifizierung und Koordination des initialen T notwendig ist (Mak et al.,
2012; Lamb et al., 2013; Tsuji et al., 2013; Schreiber et al., 2014). Unter Verwendung dieser
Proteinpréparate in unterschiedlicher Konzentration und markierten 61 bp-Fragmenten des OP
und MP, die die Bindestellen beider TALEs enthielten, wurden EMSA (electrophoretic
mobility shift assay) durchgefuihrt (Abb. 3.2.4). Dabei wird das Laufverhalten einer markierten
DNA-Spezies im elektrischen Feld durch Komplexbildung in der vorausgegangenen
Bindungsreaktion mit dem Protein verandert und das Signal im Verhaltnis zur freien DNA
verschoben. Diese Verschiebung visualisiert somit die DNA-Bindung des Proteins. Flr He-
ArtHIV1 und 2 konnte Komplexbildung ab einer Konzentration von 16,6 nM nach einer

Bindungsreaktion sowohl mit 16,6 nM markierten OP- als auch MP-Fragmenten beobachtet
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werden (Abb. 3.2.4). Um die Spezifitdt dieser Bindungen zu Uberprifen wurden
Kompetitionsanalysen mit verschiedenen nicht markierten DNA-Spezies durchgefuhrt. Zum
einen wurden hierzu die von den Proteinen gebundenen DNA-Fragmente des OP und MP

verwendet, zum anderen DNA-Fragmente, die nicht erkannt werden sollten (Abb. 3.2.4).

Hs-ArtHIV1 wurde fir die Kompetitionsanalysen 33,2 nM und damit im 2x Uberschuss zu den
verwendeten markierten DNA-Spezies eingesetzt (Abb. 3.2.4 A). Bei der Kompetition der
Bindung von He-ArtHIVV1 sowohl an das markierte OP- als auch MP-Fragment mit der nicht
markierten OP-DNA wurde ein Ausbleiben des Signals erreicht (Abb. 3.2.4 A). Ein
vollstandiges Ausbleiben der Signale fir die He-ArtHIV1-Komplexe mit den markierten OP-
und MP-Fragmenten wurde nur mit 100x Uberschuss des nicht markierten MP-Fragmentes
erreicht, wobei das bei 25x Uberschuss verbleibende Signal des He-ArtHIV1-OP-Komplexes
deutlich stérker als das des He-ArtHIVV1-MP-Komplexes ausfiel. Die Kompetitionsanalyse mit
dem nicht markierten DNA-Fragment ohne ArtHIV1-Bindestelle zeigte im Vergleich kaum
eine Abschwéachung des Komplexsignals mit dem markierten OP-Fragment (Abb. 3.2.4 A). Die
Kompetition des Hs-ArtHIVV1-MP-Komplexes fiel hingegen stdrker aus, sodass bei 100x
Uberschuss des nicht markierten DP-Fragmentes kein Signal mehr nachzuweisen war (Abb.
3.2.4 A). Im Falle von 16,6 nM He-ArtHIV2 wurde sowohl die Bindung des markierten OP- als
auch des MP-Fragmentes durch Kompetition mit eben diesen spezifischen Ziel-DNA-
Sequenzen in nicht markierter Form in jeder eingesetzten Menge aufgehoben (Abb. 3.2.4 B).
Die Bindung von He-ArtHIV2 an das OP-Fragment konnte im Vergleich dazu durch ein 47 bp-
Fragment mit randomisierter DNA-Sequenz nur teilweise und nur im 100x Uberschuss
kompetiert werden (Abb. 3.2.4 B). Der Komplex von He-ArtHIV2 mit dem MP-Fragment
wurde hingegen durch die randomisierte DNA im 100x Uberschuss vollstandig aufgelést und
geringere Mengen dieses DNA-Fragmentes (25x, 50x) fuhrten bereits zu einer Schwachung des
Komplexsignals (Abb. 3.2.4 B).

Da die Kompetition mit den nicht markierten OP- und MP-Fragmenten im Vergleich zu den
DNA-Spezies ohne bekannte ArtHIV1- oder 2-Bindestelle deutlich starker ausfiel, kann eine
spezifische Bindung des OP und MP-Fragmentes durch die TALEs angenommen werden. Fir
beide Proteine lieR sich auch eine schwéchere Bindung an das MP-Fragment im Vergleich zum
bevorzugt gebundenen OP-Fragment nachweisen (Abb. 3.2.4). Dies ist auf die bekannte,
geringere Effizienz der Bindung des RVDs NN an Adenin im Vergleich zu Guanin
zuruckzufihren (Streubel et al., 2012; Le Cong et al., 2012; Christian et al., 2012; Meckler et
al., 2013).
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Abb. 3.2.4: Die DNA-Bindedoménen von ArtHIV1 und 2 binden ein Fragment des originalen HIV-1-

Promotors mit héherer Affinitat als ein Fragment der Promotormutante. (A, B) EMSA (electrophoretic
mobility shift assay) mit (A) ArtHIV1- und (B) ArtHIV2-Derivaten an Fragmenten des originalen HIV-1-
Promotors (OP) aus 8E5-Zellen und des in den SP1-Bindestellen mutierten HIV-1-Promotors (MP). Die in E. coli

produzierten, gereinigten, 6x His-markierten Proteine mit N-terminalen 137 und C-terminalen 17 Aminosduren
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(He-ArtHIV1/2) verlagern bei Bildung eines Protein-DNA-Komplexes in der 30-mindtigen Bindungsreaktion mit
der markierten DNA deren Signal als freie DNA (Shift). Die Proteinldsungen und die verschiedenen DNA-Spezies
wurden so eingesetzt, dass in dem verwendeten VVolumen von 10 pl die angegebenen Stoffmengen enthalten waren.
Als markierte DNA wurden 61 bp OP- und MP-Fragmente von -96 bis -35 gemessen am natirlichen
Transkriptionsstart am OP in konstanter Menge dargeboten. Durch Titration wurden geeignete Proteinmengen fir
Kompetitionsanalysen bestimmt. Dabei wurden die nicht markierten Kompetitor-DNA-Spezies im 25x (4,15
pmol), 50x (8,3 pmol) oder 100x (16,6 pmol) Uberschuss zugegebenen. AuBer den beschriebenen OP- und MP-
Fragmenten wurden dafiir auch DNA Fragmente ohne die Bindestellen beider TALES verwendet. Diese waren ein
61 bp-Fragment des zum Transkriptionsstart distalen Promotorbereiches (DP) von -304 bis -243 in (A) und ein 47

bp-Fragment mit einer randomisierten DNA-Sequenz in (B).

3.2.3.2 Synergistische Aktivierung an der SP1-Bindestellenmutante des HIV-1-Promotors
durch TALEs

Zur Untersuchung des Einflusses der SP1-Bindestellen im HIV-1-Promotor auf die
Aktivierbarkeit durch die artifiziellen TALEs ArtHIV1, 2, 5, 6 und TALE5 (GeiBler et al.,
2015) wurden Luciferasereporterstudien mit dem OP und MP in Hek293T-REx™ durchgefiihrt
(Abb. 3.2.5 A). Als Kontrolle diente Hax3-VP16, ein TALE, der weder im OP noch im MP
binden kann. Am OP waren nur die beiden am weitesten stromaufwaérts liegenden TALEs,
ArtHIV6 auf den NFxB-Bindestellen und TALES5, zu einer mindestens siebenfachen
Aktivierung dieses Luciferasereporters in der Lage (Abb. 3.2.5 A). Weiterhin induzierte
ArtHIV5 zumindest geringe Reporteraktivitdit am OP, wohingegen durch ArtHIV1, sowie
ArtHIV2 gar keine Aktivierung an diesem Promotor nachzuweisen war (Abb. 3.2.5 A). Dabei
wird deutlich, dass die Basalaktivitat des MP im Vergleich zum OP stark reduziert ist (Abb.
3.2.5 A). Dies zeigt zum einen, dass die Mutation der SP1-Bindestellen erfolgreich war, und
zum anderen bestatigt es die wichtige Rolle von SP1 bei Aktivierung der HIV-1-Transkription
(Jones et al., 1986; Ross et al., 1991; Perkins et al., 1993; Burnett et al., 2009; Flint et al.,
2009). Beim Test der einzelnen fur HIV-1 erstellten, artifiziellen TALEs mit dem MP léasst sich
im Gegensatz zum OP fir jeden der TALEs eine Aktivierung des Luciferasereporters
nachweisen (Abb. 3.25 A). Obwohl die dabei erreichten Luciferaseaktivitaten die
Basalaktivitdt des OP nicht Ubersteigen, entspricht dies jedoch fur alle funf TALEs einer
mindestens 7,5-fachen Induktion des MP. Dabei ist die von ArtHIV5 an der Position der TATA-
Box induzierte Aktivitat geringer als die durch die vier anderen, stromaufwérts bindenden
TALEs (Abb. 3.2.5 A). Diese Unterschiede in der Aktivierung des OP und MP durch die
einzelnen TALEs zeigen, dass die SP1-Bindestellen einen Einfluss auf die TALE-abhéngige
Aktivierung am HIV-1-Promotor haben. Dies ist insbesondere fur ArtHIV1 und 2, die
Sequenzen im Bereich der SP1-Bindestellen erkennen, deutlich. Die fehlende Aktivierung am
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OP lasst sich dabei vermutlich auf eine Konkurrenz mit SP1 um die Bindestelle zuriickfihren.
Maogliche Erklarungen wéren eine fehlende DNA-Bindung der TALEs auf Grund der Prasenz
von SP1 oder ein Verdrangen der Zinkfingerproteine von den Bindestellen, wobei die TALE-
induzierte Aktivitat die SP1-induzierte Aktivitat nur substituiert und nicht weiter erhoht. Starke
Aktivierung des HIV-1-OP ist hingegen nur von Positionen stromaufwarts der SP1-
Bindestellen mdglich (Abb. 3.2.5 A: ArtHIV6, TALES). Kann SP1 im Falle des MP jedoch
nicht binden, ist die durch diese TALEs induzierte, absolute Aktivitat ebenfalls bezogen auf
den OP gering. SP1 scheint also auch fur eine effiziente Aktivierung des HIV-1-Promotors
durch TALEs notwendig zu sein. Die mit ArtHIV6 und TALE5 am OP erzielten
Luciferaseaktivitaten sind dabei hoher als die Summe der Basalaktivitat des OP, die als
Entsprechung der Induktion durch SP1 betrachtet werden kann, und der durch den jeweiligen
TALE am MP ohne SP1 induzierten Aktivitat (Abb. 3.2.5). Dieser mehr als additive,
kooperative Effekt auf die Transkriptionsinduktion durch mehrere Aktivatoren wird als
transkriptionelle Synergie bezeichnet (Lin et al., 1990; Joung et al., 1994; Chi et al., 1995). Um
auch durch artifizielle TALEs eine mdglichst effiziente transkriptionelle Aktivierung zu
erreichen wurde bereits in mehreren Studien ein synergistischer Ansatz gewahlt (Perez-Pinera
et al., 2013 a; Maeder et al., 2013 a). Es konnte dabei beobachtet werden, dass der Einsatz
mehrerer synthetischer TALEs fur einen Zielpromotor in jedem Falle zu einer um ein
Vielfaches héheren Induktion fiihrte als mit den einzelnen TALESs (Perez-Pinera et al., 2013 a;
Maeder et al., 2013 a). Eine mehr als additive, also synergistische Induktion konnte nicht fur
alle, aber fir die meisten Zielpromotoren festgestellt werden (Perez-Pinera et al., 2013 a;
Maeder et al., 2013 a). Auf Grund dieser Beobachtungen war es auch von Interesse die
kooperative Induzierbarkeit des originalen HIV-1-Promotors im Vergleich zu der SP1-
Bindestellenmutante, fir die bereits funf verschiedene artifizielle TALEs zur Verfligung
standen, zu testen (Abb. 3.2.5 A). Dazu wurde von jedem TALE-Plasmid in Kombinationen
oder einzeln die gleiche Menge eingesetzt. Die fehlende DNA zur konstanten
Transfektionsmenge wurde durch das Hax3-VP16-codierende Kontrollplasmid ergénzt. Auf
diese Weise konnte am OP weder mit Zweier- oder Dreierkombinationen noch mit allen TALEs
eine Steigerung der Aktivitat des jeweils stérksten eingesetzten TALEs und dementsprechend
keine Synergie der TALEs festgestellt werden (Abb. 3.2.5 A). Bei einigen TALE-
Kombinationen am OP lasst sich jedoch eine etwas geringere Luciferaseaktivitét als die des
starksten TALE beobachten (Abb. 3.2.5 A). Hierbei ist zu beachten, dass die Ziel-DNA-
Sequenzen mehrerer TALEs im HIV-1-Promotor Uberlappen, so von ArtHIV6 und TALES,
sowie ArtHIV1 und ArtHIV2, oder im Falle von ArtHIV2 und ArtHIV6 sehr dicht
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nebeneinander liegen (Abb. 3.2.3). Bei der Kombination dieser TALEs kénnte es zu einer
sterischen Verhinderung einer simultanen Bindung an die DNA kommen, was eine weniger
effiziente Aktivierung verursachen koénnte. An dem MP zeigt sich mit den verschiedenen
TALE-Kombinationen ein anderes Bild (Abb. 3.2.5 A). Bereits die meisten Paarungen
artifizieller TALEs fiir den HIV-1-Promotor induzierten am MP eine im Vergleich zu den von
den einzelnen TALEs induzierten Aktivitaten gesteigerte Luciferaseaktivitat. Dies wurde nicht
fir die Kombination von ArtHIV6 und TALES, deren Bindestellen Gberlappen, beobachtet.
Wurde jedoch einer dieser beiden TALEs mit ArtHIV1 oder 2, deren Ziel-DNA-Sequenzen
uber den mutierten SP1-Bindestellen liegen, kombiniert, war mit Ausnahme von ArtHIV2 und
6, deren Bindestellen dicht nebeneinander liegen, eine synergistische Aktivierung zu
beobachten. Daruiber hinaus wurde fur alle Kombinationen von drei oder mehr TALES eine bis
zu 118-fache synergistische Aktivierung nachgewiesen. Die dabei durch einige Kombinationen
am MP erreichten absoluten Luciferaseaktivitdten entsprachen sogar den durch diese
Kombinationen am OP induzierten Aktivitaten, wobei dies in Bezug auf die Basalaktivitét des
OPs nur einer ca. vierfachen Induktion entsprach. Die vollstandige Synthese der einzelnen,
artifiziellen TALEs in Hek293T-REx™.-Zellen wurde im Immunoblot verifiziert (Abb. 3.2.5
B). Von den aufgefiihrten Ergebnissen lassen sich folgende Annahmen ableiten. Zum einen
scheint die Hohe der mit artifiziellen TALES erreichbaren Induktionsrate an einem Promotor
stark von dessen basaler Aktivitat abzuhangen. Zum anderen kann angenommen werden, dass
synergistische Effekte nicht nur zwischen mehreren synthetischen Transkriptionsfaktoren
sondern auch zwischen diesen und endogenen Transkriptionsfaktoren wie SP1 zu einer
effizienten Aktivierung eines Zielpromotors fiihren konnen. Ein einzelner ginstig
positionierter, kiinstlicher Aktivator, wie hier ArtHIV6 oder TALES5, kénnte demnach fiir die

Induktion eines Zielgens bereits maximal effizient sein.
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Abb. 3.2.5: Die TALE-Aktivatoren ArtHIV1, 2, 5, 6 und TALES5 induzieren Luciferasereportergenaktivitat
am HIV-1-Promotor und einer SP1-Bindestellen-Promotormutante auf unterschiedliche Weise.
(A) Luciferase-Reportergenanalyse der HIVV-1-TALE-Aktivatoren mit dem Originalpromotor (OP, pFAHPI) und
dem in den SP1-Bindestellen mutierten Aquivalent (MP, n=3). Die Luciferase-Reporterkonstrukte wurden im
Verhaltnis 1:9 zusammen mit konstitutiv CMV-getriebenen TALE-Expressionsvektoren in Hek293T-REx™.-
Zellen co-transfiziert. Dabei wurde von jedem TALE-Plasmid in jeder Kombination als auch einzeln die gleiche
Menge eingesetzt. Die fehlende DNA zur konstanten Transfektionsmenge wurde durch ein Hax3-VP16 (H3-
VP16)-codierendes Plasmid erganzt. Als Kontrolle diente das jeweilige Reporterkonstrukt mit H3-VP16.
Fehlerindikatoren kennzeichnen Standardabweichungen. (B) Exemplarische Immunoblots der HIV-1-TALEs
ArtHIV1, 2, 5, 6 und TALES. ArtHIV1 und 2 tragen ein GFP-, ArtHIV5, 6 und TALES ein FLAG-Epitop. Zwei
Lysate von Hek293T-REx™-Zellen, die mit dem jeweiligen TALE-Expressionsvektor und entweder mit dem
Leervektor pcDHN (LV) und dem OP-Reporterkonstrukt (links) oder einem gfp-Expressionsvektor und dem MP-
Reporterkonstrukt (rechts) co-transfiziert waren, wurden aufgearbeitet, sodass jeweils ca. 36 pg Totalprotein pro
Spur aufgetrennt werden konnten. Schwarze Pfeilspitzen kennzeichnen die Signale von ArtHIV5 und 6. Als
Kontrollen wurden gleich behandelte Lysate von nur mit LV und OP-Reporterkonstrukt transfizierten (links) oder

in Anwesenheit des MP-Reporterkonstruktes nur gfp-exprimierenden (rechts) Hek293T-Rex™-Zellen verwendet.
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3.24 Verstarkte Geninduktion durch artifizielle TALEs mit mehreren

Aktivierungsdomanen

Neben der Strategie effiziente Geninduktion mittels synergistischer Aktivierung durch mehrere
synthetische Aktivatoren zu erreichen, konnten Aktivatoren auch durch multiple ADs verstérkt
werden (Perez-Pinera et al., 2013 a; Maeder et al., 2013 a; Chavez et al., 2014; Konermann et
al., 2015). Dabei wurden mehrere, unterschiedliche ADs entweder durch direkte Fusion an den
C-Terminus oder durch proteinvermittelte Bindung an ein Aptamer in der sgRNA in rdumliche
Né&he zu einem Cas9-Aktivator (dCas9) gebracht (Chavez et al., 2014; Konermann et al., 2015).
Dies fuhrte im Vergleich zu den einzelnen ADs zu einer um ein vielfaches hdheren
Genaktivierung, wobei Kombinationen von drei verschiedenen ADs effizienter waren als Paare
(Chavez et al., 2014; Konermann et al., 2015). In den vorgestellten Dreierkombinationen
wurden stets die beiden fur synthetische Aktivatoren Ublichsten ADs, das VP16-Derivat VP64
und eine p65-AD, verwendet und mit einer humanen HSF1-, MYOD1- oder Epstein-Barr
viralen Rta-AD kombiniert (Chavez et al., 2014; Konermann et al., 2015). Davon wurde die
Kombination VP64-p65-Rta als C-terminal fusionierte AD, genannt VPR, eingesetzt und
konnte erfolgreich auf artifizielle ZNF- und TALE-Aktivatoren ibertragen werden (Chavez et
al., 2014).

Um die hocheffizient induzierende AD-Kombination einer dCas9-fusionierten VP64 mit einer
sgRNA-Aptamer-bindenden p65-HSF1-Fusion (Konermann et al., 2015) ahnlich der VPR auf
TALEs zu Ubertragen, wurden schrittweise eine Mus musculus p65-AD aus pReg neo
(Promega) und eine von Hek293T-REx™-cDNA stammende HSF1-AD sequenzidentisch zu
Konermann et al., 2015, und daher mit einer vorrausgehenden NLS an ArtHIV6 mit einer
VP64-AD fusioniert (Abb. 3.2.6 A). Die entstandenen ADs werden im Folgenden als Vp
(VP64-p65) und VpH (VP64-p65-HSF1) bezeichnet.

Da Kombinationen multipler ADs zu stark vergroBerten Konstrukten fiihren, z.B. VpH mit
1164 bp, war es auch von Interesse kleine ADs im Vergleich zu testen. Hierzu wurde zum einen
die zweite Subdoméne der VP16-AD, genannt mVP16, mit autonomer transkriptioneller
Aktivitat benutzt (Abb. 3.2.6 A; Sullivan et al., 1998). Diese Domane entspricht nicht der in
VP64 vervierfachten AS-Sequenz aus der VP16-AD, obwohl strukturelle Ahnlichkeiten
bestehen (Abb. 3.2.6 A). In beiden ADs, sowie in den korrespondierenden Bereichen von VP16,
ist ein Gemisch saurer, bzw. negativ geladener, und unpolarer, hydrophober AS
wiederzufinden. Arbeiten in Saccharomyces cerevisiae haben gezeigt, dass hydrophobe AS

allein bereits ausreichend fiir eine effiziente Genaktivierung waren, sodass hier zum anderen
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ein in Hefe vielversprechendes Peptid aus sieben Tryptophanen, genannt W7, C-terminal an
ArtHIV6 fusioniert wurde (Lin et al., 2010).

Zum Test des Aktivierungspotentials der ArtHIV6-Derivate mit den sieben verschiedenen AD-
Varianten im Vergleich zu ArtHIV6 mit VP16-AD wurden Luciferasereportergenanalysen in
Hek293T-REx™-Zellen mit zwei Reporterkonstrukten mit geringer Basalaktivitit
durchgefuhrt (Abb. 3.2.6 B). Dabei handelte es sich zum einen um das MP-Reporterkonstrukt
und zum anderen um ein Minimal-CMV-Promotor-Reporterkonstrukt mit einer 5°-
vorgelagerten, Box6/7 genannten, 29 bp umfassenden HIV-1-Promotorsequenz, die die
ArtHIV6-Bindestelle enthélt (Abb. 3.2.6 B). Um die mit den ArtHIV6-AD-Varianten am MP
erreichten Luciferaseaktivitaten mit synergistischer Aktivierung vergleichen zu kénnen, wurde
ArtHIV6 zusammen mit ArtHIV1 mitgefiihrt (Abb. 3.2.6 B). Als Kontrolle diente H3-VVP16,
der in beiden Reporterkonstrukten keine Ziel-DNA-Sequenz besitzt.

Die Luciferasereportergenanalysen zeigten fur beide Reporterkonstrukte ein dhnliches Bild
(Abb. 3.2.6 B). Die kleinen ADs mVP16 und WS- induzierten keine oder nur sehr geringe
Luciferaseaktivitat (Abb. 3.2.6 B). Im Gegensatz dazu war die mit multiplen ADs beobachtete
Induktion um ein Vielfaches hoher als dies mit den einzelnen ADs VP64, p65 und HSF1 der
Fall war (Abb. 3.2.6 B). Eine stérkere Induktion durch VpH im Vergleich zu Vp, sowie eine
definitiv synergistische und nicht additive Aktivierung bezogen auf die Aktivitaten der
einzelnen ADs, konnte jedoch nur am Box6/7-Reporterkonstrukt beobachtet werden (Abb.
3.2.6 B). Am MP entsprach die Aktivierung durch Vp und VpH allerdings zumindest den Wert,
den auch die Kombination von ArtHIV1 und 6 mit VP16-AD erreichte (Abb. 3.2.6 B). Beim
Vergleich der einzelnen ADs wurde an beiden Promotoren deutlich, dass die bereits selbst ein
Tetramer einer VP16-Subdomane darstellende VP64-AD eine effizientere Aktivierung als
VP16, p65 und HSF1 vermittelte (Abb. 3.2.6 B). Die durch den ArtHIVV6-VP64 induzierte
Aktivitat entsprach jeweils ungeféhr einer Verdopplung der durch VP16 induzierten Aktivitéat,
die wiederum zumindest am Box6/7-Reporterkonstrukt starker ausfiel als bei p65 und HSF1
und auch am MP diesen nicht unterlegen war (Abb. 3.2.6 B). Die Expression, bzw. co-
Expression, aller erstellten, hier verwendeten TALE-Gene konnte mit dem korrekten
Molekulargewicht im Immunoblot nachgewiesen werden (Abb. 3.2.6 C).
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Abb. 3.2.6: ArtHIV6-Derivate mit multiplen ADs aktivieren unterschiedliche Luciferasereporterkonstrukte
mit erhdhter Effizienz. (A) Schematische Darstellung der verschiedenen AD-Konstrukte (oben) auRer W7 und
ein in Geneious Pro 5.3.6 erstelltes AS-alignment der verwendeten VVP16-AD-Derivate im Ein-Buchstabencode,

eingefarbt nach Polaritat (ocker — unpolar, griin — polar, blau — positiv geladen, rot — negativ geladen; Mitte) oder
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AS-Ahnlichkeit untereinander (schwarz — dhnliche AS in drei Sequenzen, grau - ahnliche AS in zwei Sequenzen;
unten). Die an den Hax3-C-Terminus ohne natiirliche AD von ArtHIV6 fusionierte VP16-AD wurde durch die
jeweilige AD ersetzt. Die obere, dunkelorange Klammer am unteren alignment markiert den in mVP16 enthaltenen
Bereich der VP16-AD. Die untere, hellorange Klammer am unteren alignment kennzeichnet die in VP64 viermal
enthaltene VVP16-AS-Sequenz, deren Wiederholungen durch schwarze Klammern verdeutlicht und nummeriert
sind. (B) Luciferase-Reportergenanalysen der ArtHIV6-Derivate mit dem MP-Reporterkonstrukt und einem
Minimal-CMV-Promotorreporterkonstrukt mit einem Box6/7 genannten Abschnitt des HIV-1-Promotors, der die
ArtHIV6-Bindestelle enthélt (n=3). Das jeweilige Luciferase-Reporterkonstrukt wurde im Verhéltnis 1:9
zusammen mit konstitutiv CMV-getriebenem TALE oder TALEs im Verhaltnis 1:1 (ArtHIV1+6) in Hek293T-
REx™.-Zellen co-transfiziert. Als Kontrolle diente das jeweilige Reporterkonstrukt mit H3-VP16.
Fehlerindikatoren kennzeichnen Standardabweichungen (C) Immunoblots der verwendeten TALEs. Die Zelllysate
einer Dreifachbestimmung des jeweiligen Proteins oder der jeweiligen Proteine am MP-Reporterkonstrukt wurden
zu gleichen Teilen gemischt und wie unter Material und Methoden beschrieben aufgearbeitet, sodass jeweils ca.
7,5 ug Totalprotein aufgetrennt wurden. Mit Ausnahme des GFP-markierten ArtHIV1 sind alle TALEs N-terminal
mit einem FLAG-Epitop fusioniert. Schwache TALE-Signale im linken Bild sind durch einen schwarzen Pfeil

markiert.

Die vorliegenden Ergebnisse bestatigen die in der Literatur beobachteten Phanomene (Chavez
et al., 2014; Konermann et al., 2015) und erweitern das Repertoire flir TALEs etablierter,
multipler ADs um eine VP64-p65-HSF1-Fusion (Abb. 3.2.6 A, B). Daruber hinaus konnte
gezeigt werden, dass synthetische Aktivatoren mit multiplen ADs so effizient wie mehrere,
synergistisch agierende Aktivatoren mit einfacher AD induzieren kénnen (Abb. 3.2.6 B). Ein
artifizieller TALE mit einem in Hefe effizient Gene induzierenden, hydrophoben Peptid (Lin et
al., 2010), ArtHIV6-W?7, war hingegen kaum zur Geninduktion eines Luciferasereporters in der
Lage (Abb. 3.2.6 B), was auf Unterschiede in der benachbarten AS-Sequenz der fusionierten
Aktivatoren zuriickzufuhren sein konnte oder auf Abweichungen im Mechanismus der

Geninduktion zwischen Hefe und Saugern hinweisen kénnte.
3.2.5 TALE-Aktivatoren fur HIV-1 Subtypen

Neben ArtHIV6 als geeignetem TALE-Aktivator fur HIV-1 konnte in einer Studie der
synthetische TALES5, der unmittelbar stromaufwaérts von ArtHIV6 im LTR bindet, als
effizientester Aktivator in 8E5-Zellen identifiziert werden (Abb. 3.2.7 A; Geililer et al., 2015).
Diese beiden TALEs wurden fiir den Promotor im LTR des Provirus von 8E5-Zellen entworfen
und sind somit nur fur ein bestimmtes HIV-1-Isolat spezifisch. Da HIV-1 als Retrovirus einer
hohen Mutationsrate unterliegt und daher in hoher Diversitat auftritt, werden die Zielsequenzen
der gefundenen, funktionalen TALEs in vielen HIV-1-Isolaten so verandert sein, dass keine
Erkennung mehr stattfinden kann. In Geiller et al., 2015, wurde dieses Problem bei der

Anwendung von TALES zur HIV-1-Induktion in Patientenzellen durch Sequenzierung des in



Ergebnisse 79

den isolierten Zellen vorherrschenden Provirus adressiert. Flr verédnderte Zielsequenzen wurde
ein neuer, flr diese spezifischer TALE erstellt und verwendet. Obgleich eine individualisierte
Anwendung dank effizienter Klonierungsmethoden fiir TALEs moglich ist, kann nicht davon
ausgegangen werden, dass alle vorhandenen Proviren in einem infizierten Individuum im
Bereich der TALE-Bindestelle identisch sind. Kalkulationen ergaben, dass allein in einem
Patienten taglich mehrere Millionen Virusvarianten entstehen (Perelson et al., 1996;
besprochen in Taylor et al., 2008). Global betrachtet, existieren allerdings zahlreiche
Viruspopulationen der genetisch distinkten HIV-1 Subtypen A-H, J und K in unterschiedlichen
Verbreitungsgebieten (besprochen in Taylor et al., 2008). Beim Vergleich mit den LTR-
Sequenzen von 60 verschiedenen Isolaten aus den Subtypen A-G wird der HIV-1 LTR aus 8E5
phylogenetisch in Subtyp B eingeordnet (De Baar et al., 2000). Dabei weisen die Sequenzen
eine hohe Diversitat auch im Bereich der Zielsequenzen von TALES5 und ArtHIV6 auf (De Baar
et al., 2000). Per Auge waren vor allem Substitutionen im 3°‘-Bereich der TALE5- und
dementsprechend im 5°-Bereich der ArtHIV6-Bindestelle festzustellen. Dies entspricht der
Region unmittelbar stromaufwarts der beiden, fir die Aktivierung der viralen Transkription
wichtigen NFxB-Bindestellen. Zwischen diesen stark konservierten cis-Elementen, sowie
direkt stromauf- und stromabwarts waren in einigen Isolaten Indels an verschiedenen
Positionen der ArtHIV6-Zielsequenz zu finden. Dartber hinaus gab es groRere
Sequenzumstellungen, die flr bestimmte Subtypen charakteristisch waren. Dabei handelte es
sich zum einen um eine zumindest hier fir Subtyp C spezifische dritte NFkB-Bindestelle, durch
die die Sequenz im 3'-Bereich der TALE5-Zielsequenz stark veréndert und die ArtHIV6-
Zielsequenz stromaufwarts in das Zentrum der TALES5-Zielsequenz verschoben wird. Zum
anderen waren Sequenzverdopplungen zu beobachten, die nicht ausschlieRlich aber zumindest
in allen LTR-Sequenzen vom Subtyp F dieses Datensets zu finden waren. Diese liel3en in der
Regel eine zweite, versetzte TALES5-Bindestelle entstehen. Es war davon auszugehen, dass
diese hohe Sequenzvielfalt die Induzierbarkeit der Transkription durch TALES oder ArtHIV6
in vielen Féllen eingeschrankt oder verhindert hatte. Daher erschien dieser Sequenzvergleich
als geeigneter Hintergrund fiir das Design von TALE-Aktivatoren mit multipler

Sequenzspezifitat.

Um TALE-Aktivatoren zu erstellen und zu testen, die die Bindestellen von TALE5 und
ArtHIV6 in verschiedenen HIV-1 Subtypen erkennen, wurden aus den beschriebenen Isolaten
subtyp-spezifische Sequenzen ausgewéhlt (Abb. 3.2.7 A; De Baar et al., 2000). Fir Subtyp B
wurde die bereits aus 8E5-Zellen in Reporterkonstrukte tbertragene LTR-Sequenz verwendet

(pFAHPSs). Aus Subtyp G wurde kein Isolat ausgewéhlt, da dadurch auf Grund lokaler
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Ahnlichkeiten mit Isolaten anderer Subtypen, vor allem A, keine erhéhte Variabilitat in beiden
TALE-Zielsequenzen erreicht werden konnte (De Baar et al., 2000). Zur Erstellung der
Reporterkonstrukte fur die Subtypen A, C-F wurde das Subtyp B-Reporterkonstrukt pFAHPs
mit dem Promotor aus dem 8E5-Provirus verwendet. Der Sequenzabschnitt von Position -127
bis -85 relativ zum natirlichen und ArtHIV6-induzierten Transkriptionsstart wurde gegen die
Sequenz der ausgewdhlten Isolate ausgetauscht, die die Zielsequenzen beider TALEs enthalten
(Abb. 3.2.7 A). Dabei wurden alle drei NFxB-Bindestellen aus Subtyp C, sowie die beiden,

potentiellen TALES-Zielsequenzen des ausgewéhlten Subtyp F-Isolates mit tibertragen.

Im alignment der ausgewdhlten Sequenzen mit den RVD-Abfolgen beider TALESs werden die
RVD-Base-Fehlpaarungen (RBF) deutlich (Abb. 3.2.7 A). Anhand dieser RBF wurden neue
TALEs, TALEABCS und ArtABCS6, fur die Zielsequenzen von TALES und ArtHIV6 zur
Erkennung aller ausgewéhlten Isolatsequenzen gestaltet (Abb. 3.2.7 B). Dabei wurden auch die
beiden mdoglichen TALE5-Bindestellen in der Subtyp F-Sequenz beriicksichtigt. Um
TALEABCS an die vornehmlich im Zentrum und in der 3‘-Halfte der TALE5-Bindestellen
vorhandenen RBF anzupassen wurden die RVDs der repeats Nr. 8 und 15 zu N* und der repeats
Nr. 9, 13, 14 und 16 zu NS ausgetauscht (Abb. 3.2.7 B). Diese RVDs ermdglichen die
Erkennung mehrerer DNA-Basen (Abb. 3.2.7 C). Wahrend N* Pyrimidine erkennt, ist NS in
der Lage alle vier DNA-Basen zu erkennen (Streubel et al., 2012). Diese RVDs wurden auch
zur Erstellung von ArtABC6 mitverwendet (Abb. 3.2.7 B). So wurden N* repeats an Position
10 und 23 und NS repeats an den Positionen 2 bis 4, sowie an Position 22 eingesetzt. Aulierdem
wurde NI an Position 1 gegen ein NN ausgetauscht, das neben Guanin auch Adenin erkennt
(Streubel et al., 2012). Neben Anderungen der RVDs wurde in ArtABC6 auch ein kiinstlicher
aberranter repeat mit 40 As und dem RVD NI fir Adenin eingesetzt (Abb. 3.2.7 B, C). Dieser
sollte eine verbesserte Erkennung der Subtyp E- und F-Sequenzen durch den TALE erlauben,
indem er die Bindung einer um -1 Nukleotid verschobenen Zielsequenz ermdglicht. Fir die
Erstellung der neuen TALEs wurde die bereits fir ArtHIV6 verwendete Golden TALE
Technologie — erweitert um die verschiedenen, neuen repeat-Typen — und eine VP16-AD
verwendet (Geililer et al., 2011; Streubel et al., 2012; Richter et al., 2014).
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Abb. 3.2.7: RVDs multipler Spezifitit und aberrante repeats ermdglichen kunstlichen TALEs an

Promotorsequenzen verschiedener HIV-1 Subtypen Reporteraktivitdt zu induzieren. (A) Lage der
Zielsequenzen von TALE5 und ArtHIV6 im HIV-1 Subtyp B-Promotor aus 8E5, sowie alignment der TALES mit
maoglichen Zielsequenzen aus anderen HIV-1 Subtyp Isolaten. An den N-Terminus (grau) beider TALES wurde
ein FLAG-Epitop (nicht gezeigt) fusioniert. Ihr C-Terminus (grau) enthélt die natiirlichen funktionalen NLS
(blau), die naturliche AD wurde durch eine VP16-AD (orange) substituiert. Der Sequenzabschnitt von Position
-127 bis -85 relativ zum natdrlichen und ArtHIV6-induzierten Transkriptionsstart am HIV-1 Subtyp B-Promotor
aus 8E5 (hier: pHIV-1* in pFAHPS) wurde zur Erstellung der Reporterkonstrukte fur die Subtypen A, C-F gegen
die Sequenz der entsprechenden, im Jahr 2000 in De Baar et al. publizierten Isolate ausgetauscht, die die im
alignment gezeigten Zielsequenzen enthalten (Accession: A, AF196743; C, AF196731; D, AF196726; E,
AF196746; F, AF196762). Von den beiden im Reporterkonstrukt Subtyp F enthaltenen TALE5-Bindestellen
beginnt die Untere stromaufwarts der Oberen. (B) Alignment der unter (A) beschriebenen HIV-1 Subtypsequenzen
mit den rekonstruierten TALEs TALEABCS und ArtABCS6, die zur Adressierung all dieser Sequenzen RVDs
multipler Spezifitit und einen aberranten repeat enthalten. (A, B) Farbig hinterlegte DNA-Basen zeigen RVD-
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Base-Fehlpaarungen. (C) As, RVDs und DNA-Basenspezifitaten der in (A) und (B) gezeigten repeats. RVDs und
repeats, die den TALEs neue Eigenschaften verleihen, sind fett dargestellt. (D) Luciferase-Reportergenanalysen
der TALEs mit den Reporterkonstrukten verschiedener HIV-1 Subtypen (n=3). Luciferase-Reporterkonstrukte
wurden im Verhéltnis 1:9 zusammen mit konstitutiv CMV-getriebenem TALE in Hek293T-Rex™-Zellen co-
transfiziert. Die Luciferaseaktivitét des jeweiligen Reporterkonstruktes mit einem Derivat des natlrlichen TALES
Hax3 (H3) mit N-terminalem FLAG-Epitop und zur VP16-AD substituierten TALE-AD, H3-VP16, diente als
BezugsgroRe fir die Berechnung der relativen Luciferaseaktivitdt. Fehlerindikatoren kennzeichnen
Standardabweichungen. (E) Immunoblot der verwendeten TALEs mit N-terminalem FLAG-Epitop. Die Zelllysate
der Dreifachbestimmung des jeweiligen TALEs mit Reporterkonstrukt HIV-1 Subtyp E wurden zu gleichen Teilen
gemischt und wie unter Material und Methoden beschrieben aufgearbeitet, sodass jeweils ca. 8 pug Totalprotein

aufgetrennt wurden. Eine schwarze Pfeilspitze kennzeichnet das Signal von ArtABC6.

Zum Test der fur die ausgewahlten HIV-1 Subtyp-Isolate neu erstellten TALES, TALEABC5
und ArtABC6, wurde die Luciferasereportergenaktivitit der verschiedenen HIV-1 Subtyp-
Reporterkonstrukte in Anwesenheit dieser TALEs in Hek293T-REx™-Zellen ermittelt und mit
der Luciferasereportergenaktivitidt des jeweiligen Reporterkonstruktes in Anwesenheit von
TALES5, bzw. ArtHIV6 verglichen (Abb. 3.2.7 D). Zum Vergleich wurde die
Luciferasereportergenaktivitdt der Reporterkonstrukte mit Hax3-VP16, das keine Bindestelle
in den Reporterkonstrukten besitzt, verwendet. Diese Luciferasereportergenanalyse ergab eine
verbesserte, um die achtfache Induktion der neuen Reporterkonstrukte fur die HIV-1 Subtypen
A und C bis F durch die neuen TALEs im Vergleich zu TALES und ArtHIV6 (Abb. 3.2.7 D).
Am HIV-1 Subtyp B-Reporterkonstrukt aus dem 8E5-Provirus hingegen konnte eine annahernd
gleiche Aktivitat beobachtet werden (Abb. 3.2.7 D). Es konnte also durch Veranderungen in
der repeat-Region eine groliere Bandbreite an induzierbaren Sequenzen bei gleichbleibender
Effizienz erreicht werden. Im Immunoblot mit Lysaten aus Hek293T-REx™-Zellen konnten
dartiber hinaus alle TALEs mit dem korrekten Molekulargewicht nachgewiesen werden (Abb.
3.2.7 E). Dabei scheint ArtABC6 im Vergleich zu den (brigen TALE-VP16-Fusionen

schlechter synthetisiert zu werden oder weniger stabil zu sein.
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3.3 Die Konstruktion von single chain TALEN (scTALEN)-Varianten und
hochspezifischen TALEN-Paaren

Gegenuber anderen Anwendungen von TALEs, z. B. als Aktivatoren, ist die Genomeditierung
am populérsten, da sie das einfache, aber hochprazise Verandern von DNA-Sequenzen in situ
erlaubt. Dies bietet enorme Mdoglichkeiten bei der Untersuchung von Genfunktionen in der
Forschung und zur Adressierung genetisch bedingter Krankheiten. Dennoch gibt es Nachteile
bei der Anwendung von TALEN, insbesondere im Vergleich zu dem jingst fur die
Genomeditierung entdeckten CRISPR/Cas-System. Dies liegt vor allem in der paarigen
Anwendung von TALEN begriindet, der die vergleichsweise aufwéndige und teure Erstellung
zweier repeat-Regionen erfordert, wahrend ein sgRNA-Molekdl fur einen DSB mittels Cas9
ausreicht. AuBerdem erschwert die Notwendigkeit zwei groRe Proteine in die Zielzelle zu
verbringen die Applikation von TALEN gegentiber dem ebenfalls groRen Protein Cas9 und der
allerdings sehr kleinen sgRNA. Dariiber hinaus verlangt die paarige Anwendung die
Zuganglichkeit eines relativ groRen Bereichs, 50 bis 60 bp (zweimal ca. 20 bp TALEN-
Bindestellen, 14 bis 16 bp spacer), im Chromatin des Zielgenoms. Cas9, beladen mit sgRNA,
erkennt insgesamt nur 23 bp, was diesem Komplex vermutlich den Schnitt einer Ziel-DNA-
Sequenz in mehr heterochromatischen Bereichen vereinfacht. Flir den Genetiker stellt
CRISPR/Cas9 daher das einfachere Werkzeug dar. Die paarige Anwendung von TALEN hat
aber auch Vorteile. Durch die groRe Anzahl spezifischer Sequenzpositionen der beiden
TALEN-Ziel-DNA-Sequenzen ist die Anzahl moglicher off-target-Sequenzen vor allem im
Vergleich zu den Monomeren CRISPR/Cas9-Komplexen gering. Dennoch weisen TALEN eine
gewisse Fehlpaarungstoleranz auf (Abb. 3.1.2 D; Tesson et al., 2011; Osborn et al., 2013). Und
selbst TALE-Aktivatoren sind abhdngig von der Anzahl an repeats in der Lage ein bis drei RBF
zu Uberwinden (Boch et al., 2009; Mali et al., 2013 b). Dies stellt vor allem bei der Anwendung
von TALEN fur gentherapeutische Zwecke ein Problem dar. Zwar kdnnen off-targets durch
entsprechendes Design reduziert werden, doch eine Differenzierung zwischen gesundem und
krankem Allel anhand eines single nucleotide polymorphism (SNP) ist nicht moglich (Garg et
al., 2012). Dabei stellen SNPs den Grofteil der genetischen Variation beim Menschen dar und
sind somit auch urséchlich fir viele genetisch bedingte Erkrankungen (Wang und Moult, 2001,
Lee und Shatkay, 2008).

Im Folgenden wurden zwei Ansatze gewéhlt, um zum einen die effizientere Erstellung von

TALEN und zum anderen die Diskriminierung eines Nukleotides zu realisieren.
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3.3.1 Studien zu Design und Aktivitat von scTALEN

Zu Beginn dieser Arbeit waren noch keine scTALEN, jedoch scZFN publiziert, deren scFokl-
Variante den zu designenden scTALEN zugrunde gelegt wurde (Minczuk et al., 2008; Mino et
al., 2009). Dazu wurden zwei Fokl-Endonukleasedomanenmonomere durch ein Glycin (G)-
und Serin (S)-haltiges Verbindungsstick, linker, miteinander verbunden. In Minczuk et al.,
2008, wurde ein 35 AS-linker in in vitro-Studien als ausreichend fir eine volle
Nukleaseaktivitdt von 95% identifiziert und entsprechende scZFNs erfolgreich zur Depletion
mitochondrialer DNA in Zellkultur eingesetzt. Dabei enthielt die Peptidkette zwischen den
Zinkfingern und der scFokl ca. 46 AS, bestehend aus einem HA-Epitop, einer NES und einem
weiteren GS-linker (Minczuk et al., 2008). Im Vergleich dazu wurde in Mino et al., 2009, ein
langerer GS-linker von 60 AS zwischen den Endonukleasedomanen in Restriktionsanalysen als
optimal geeignet ermittelt. Ein &hnlicher, aber nicht zu Minczuk et al., 2008, identischer 35 AS-
linker zwischen den Fokl-Monomeren erlaubte nur eine deutlich schwéchere Aktivitét, wobei
die Verbindung der Zinkfinger mit der scFokl nur aus einem 15 AS GS-linker bestand (Mino
etal., 2009). Es ist anzunehmen, dass eine scFokl eine gewisse Flexibilitdt zum Schneiden einer
DNA bendtigt. Diese erscheint in den beiden Publikationen unterschiedlich realisiert worden
zu sein, durch erhdhte Beweglichkeit zwischen entweder der DNA-Bindedoméne und der
scFokl (Minczuk et al., 2008) oder den beiden monomeren Fokl-Endonukleasedomanen (Mino
et al., 2009). Da hier ein TALEN-Grundgerist nach Miller et al., 2011, mit 63 TALE-C-
terminalen AS (Abb. 3.3.1) als relativ langem Verbindungsstiick zwischen repeats und Fokl-
Endonukleasedomane gewahlt wurde, fiel die Entscheidung flr den linker in der scFokl auf die
35 AS aus Minczuk et al., 2008, der darlber hinaus im Vergleich zu Mino et al., 2009, auch
die erfolgreiche Applikation in Zellen gezeigt hatte (Maik Reschke, Dissertation 2018).

Fur die Entwicklung der scTALEN wurden mit Rucksicht auf die fur die in vivo-Studien
angedachte Zelllinie, Hek293T-Rex™, die in Mussolino et al., 2011, in solchen Zellen mit
einem TALEN-Paar adressierten Ziel-DNA-Sequenzen aus dem humanen Gen CCR5
verwendet (Abb. 3.3.1). Die Bindestellen fir die linke (Left) L-Typ- und die rechte (Right) R-
Typ-TALEN mit jeweils 17,5 repeats sind dabei durch einen 15 bp-spacer separiert, der eine
Hpy188l11-Restriktionsschnittstelle enthélt, die bei der Analyse der Nukleaseaktivitét in Zellen
zur Anreicherung mutierter Sequenzen genutzt werden kann. Die mit der RVD-Abfolge aus
Mussolino et al., 2011, erstellten repeat-Module, sowie die neu kreierten N- und C-terminalen
TALEN-Module basierten auf einer fur die Golden TALE Technologie gestalteten, flir Homo

sapiens Codon-optimierten, Hax3-sequenzbasierten Modulbibliothek (GeiRler et al., 2015).
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136 AS 17,5 repeats 63 AS
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hCCRS5 5 TCTTTGGTTTTGTGGGCAACATGCTGGTCATCCTCATCCTGATARACTGCARAAGGCTGAAGAGCATGACTGA -3
3-AGARACCRARACACCCGTTGTAC GACCAGTAGGAGTAGGACTATTTGACGTTTTCCGACTTCTCGTACTGACT -5

RTyp o T OO A T

63 AS 17,5 repeats 136 AS

Hpy188lIl

Abb. 3.3.1: Ziel-DNA-Sequenzen aus dem humanen CCR5 nach Mussolino et al., 2012, mit den verwendeten
TALEN-Grundgerdisten. L (Left)- und R (Right)-Typ-TALEN enthielten jeweils einen 136 AS N- und einen 63
AS C-Terminus wie in Miller et al., 2011, beschrieben. Die RVD-Abfolge zur Erkennung der Ziel-DNA-
Sequenzen wurde von Mussolino et al., 2011, tbernommen mit NI (griin) fir Adenin, HD (hellblau) fir Cytosin,
NN (gelb) fiir Guanin und NG (rot) fir Thymin.

3.3.1.1 Die Auswahl einer geeigneten Fokl-Variante

Im Rahmen der Entwicklung von Fokl-basierten ZFNs gab es Bemuhungen zur Verbesserung
der Endonukleasedoméne fiir eine erhohte Spezifitat durch Heterodimerisierung der Paare und
verbesserte Effizienz (Miller et al., 2007; Szczepek et al., 2007; Guo et al., 2010). Um eine
effiziente scFokl-Domane zu erstellen wurde daher neben einer Wildtyp (wt)-Fokl auch eine
als Sharkey bezeichnete Variante aus Guo et al., 2010, getestet. Dabei handelt es sich um zwei,
in einem gerichteten Evolutionsansatz identifizierte Mutationen, die eine 15-fach hohere
Nukleaseaktivitat vermittelten (Abb. 3.3.2 A; Guo et al., 2010). Daruber hinaus war die
Kompatibilitat solcher Mutationen mit obligat heterodimerisierenden Fokl-Varianten bekannt,
wobei die Paarung einer sogenannten DS- mit einer RR-Variante als am besten geeignet
erschien (Abb. 3.3.2 A; Guo et al., 2010; Maik Reschke, Dissertation 2018). Daher wurden
Sharkey DS- und RR-Endonukleasedomanen fir die L- und R-Typ-TALEN eines
Kontrollpaares, sowie aus praktischen Griinden auch fir eine scFokl, verwendet, sodass jeweils
ein TALEN-Paar und eine scTALEN einmal mit Wildtyp- und einmal mit Sharkey-Fokl-
Endonukleasedomane erstellt wurden (Abb. 3.3.2 A, B). Zum Test der Nukleaseaktivitat
wurden in vitro-Restriktionsanalysen mit linearisierten Plasmid-DNAs mit den Ziel-DNA-
Sequenzen aus hCCR5 durchgefiihrt (Abb. 3.3.2 C). Obwohl alle TALEN-Varianten an der
Ziel-DNA aktiv waren, konnte sowohl flr die Paare als auch fiir die SCTALEN eine héhere
Aktivitat mit Sharkey Fokl-Endonukleasedomanen festgestellt werden, wobei dies bei den
SCTALEN noch deutlicher auffiel. An der Nicht-Ziel-DNA (gagpol) konnte hingegen keine
Restriktion beobachtet werden (Abb. 3.3.2 C). Die vollstdndige Transkription und Translation
der verschiedenen TALEN in vitro wurde mittels Immunoblot nachgewiesen (Abb. 3.3.2 D).
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Abb. 3.3.2: Vergleich von Sharkey und Wildtyp (wt)-scTALEN und TALEN-Paaren. (A) AS-Sequenz-
alignment mit Geneious Pro 5.3.6 der verwendeten Fokl-Endonukleasedoménen. Die zugunsten der Aktivitat der
Sharkey-Varianten oder der Heterodimerisierung der DS- und RR-Varianten vom Wildtyp (wt) abweichenden AS
sind abhédngig von ihrer Polaritét hervorgehoben (ocker —unpolar, griin — polar, blau — positiv geladen, rot — negativ
geladen). Die Nummerierung entspricht der Position im vollstdndigen Fokl-Protein. Hellgraue AS entstammen
nicht Fokl. (B) Schematische Darstellung vom Aufbau der getesteten TALEN. Das TALE-Grundgerist und die
repeats der L- und R-Typ-TALEN wurden bereits detailliert in Abb. 3.3.1 beschrieben. Die zwischen das N-
terminale Epitop, GFP (hellgrin) oder FLAG (cyan), und den TALE-Anteil fusionierte NLS4 (blau) wurde in
Kapitel 3.2.6 ermittelt (Abb. 3.2.9). Die verschiedenen Fokl-Endonukleasedoménen und der 35 AS-linker (violett)
aus Minczuk et al., 2008, sind gekennzeichnet. (C) Restriktionsanalyse mit den Sharkey- und Wildtyp-TALEN-
und scTALEN-Varianten wie in (B) beschrieben. In vitro trankribierte und translatierte TALEN wurden fiir eine
Stunde bei 37°C mit einem linearisierten Plasmid, das entweder ein die Ziel-DNA-Sequenzen enthaltendes
Fragment aus hCCR5 oder ein Fragment aus dem HIV-Gen gagpol ohne TALEN-Bindestellen enthielt, inkubiert.
Die inaktivierten Reaktionen wurden (ber ein 0,8%-iges Agarosegel aufgetrennt und der Anteil TALEN-
geschnittenen Plasmids mit ImageJ ermittelt. (D) Immunoblots der verwendeten TALEN-Varianten. Die in vitro-
Transkriptions- und Translationsreaktionen der TALEN-Paare oder scTALEN wurden so aufgearbeitet, dass

jeweils die in der Restriktionsanalyse verwendete Menge aufgetrennt wurde.
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Der Vergleich hat deutlich gezeigt, dass die verwendete Sharkey-Fokl-Endonukleasedoméne
auch fur scTALEN eine hohere Aktivitat vermittelt (Abb. 3.3.2 C). Daher wurde fur alle
weiteren Experimenten diese scFokl-Variante und ein entsprechendes TALEN-Paar als
Kontrolle gewahlt. In der nach Beginn dieser Arbeit verdffentlichten, bisher einzigen
Publikation mit Fokl-basierten scTALEN wurde die Wildtyp-Fokl- Endonukleasedoméne
verwendet (Sun und Zhao, 2014). Die so erstellten sScTALEN hatten eine nur geringe in vivo-
Aktivitdt im Vergleich zu TALEN-Paaren fir die gleichen Ziel-DNA-Sequenzen. Es gab
jedoch weitere Unterschiede im Aufbau der in Sun und Zhao, 2014, genutzten sCTALEN.
Obwohl der verwendete TALE-C-Terminus ebenfalls 63 AS enthielt, wurde ein 95 AS-linker
mit vermehrt unpolaren und nur wenigen polaren AS, der in einem linker-Bibliotheksscreen
identifiziert wurde, zwischen den einzelnen Fokl- Endonukleasedomdanen eingesetzt. Ein
vergleichbarer 100 AS GS-linker nach Mino et al., 2009, hatte jedoch keine Nukleaseaktivitat
in vitro im Vergleich zum entsprechenden TALEN-Paar (Sun und Zhao, 2014). Dariiber hinaus
bestanden ein Drittel der zwolf in dem Bibliotheksscreen identifizierten linker aus 35 und ein
Viertel aus 33 AS. Somit stellten kirzere, zu dem hier gewéhlten vergleichbare linker die
Mehrheit der identifizierten Sequenzen dar. Nukleaseaktivitdt konnte fir entsprechende
SCTALEN, sowie fiir SsTALEN mit vier anderen linker-Regionen mit 57 bis 104 AS, jedoch
nicht nachgewiesen werden (Sun und Zhao, 2014). Die Auswahl eines geeigneten linker fir
eine scFokl zur Erstellung einer sSCTALEN ist demnach schwierig. Der hier gewahlte 35 AS
GS-linker erlaubte zu entsprechenden TALEN-Paaren vergleichbare Nukleaseaktivitaten in

vitro und wurde deshalb beibehalten.
3.3.1.2 Restriktionsstudien mit verschiedenen scTALEN-Varianten

Um die moglichen Vorteile von scTALEN weiter auszubauen wurden weitere Varianten
erstellt, die andere Nachteile vorhandener, programmierbaren Nukleasen adressieren sollten.
Zum einen wurde eine deaktivierende Mutation in jeweils eine der beiden Fokl-
Endonukleasedomédnen eines Paares oder der ScTALEN zur Kreation von DNA-
Einzelstrangbriichen verursachenden Nickasen eingefiihrt. Studien zundchst mit ZFN und in
jungerer Zeit auch mit TALEN haben flr Fokl-basierte Nickasen eine niedrigere Zytotoxizitat
bei relativ zum Anteil an NHEJ hoherer HDR gezeigt, weshalb eine Ubertragung dieser Vorteile
auf eine einzelne Nuklease von Interesse war (Wang et al., 2012; Ramirez et al., 2012; Kim et
al., 2012; Wu et al., 2014). Zum anderen wurden TALEN mit N- und C-terminaler scFokl-
Endonukleasedomaéne erstellt. Diese sollten die Anzahl benétigter Nukleasemolekiile zur
gezielten Vermittlung kleiner Deletionen von entweder vier TALEN zweier Paare oder zwei
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SCTALEN auf nur eine Doppel-scTALEN (double scTALEN, dscTALEN) vermindern, was
den Konstruktionsaufwand verringern und die Applikationseffizienz erhéhen wurde. Daruber
hinaus konnte so auch die scTALEN-Ziel-DNA-Sequenz direkt ausgeschnitten werden,
wodurch ein magliches wiederholtes Schneiden verhindert wirde. Eine hohere Effizienz und

geringere Zytotoxizitat konnten somit durch diesen Ansatz erreicht werden.

3.3.1.2.1 TALEN und scTALEN mit der Fokl-inaktivierenden D450A-Mutation erzeugen
DSBs

Zur Erstellung potentieller Nickasen wurde die Mutation der Asparaginséure an Position 450
bezogen auf das native Restriktionsenzym Fokl zu Alanin (D450A) zur Deaktivierung der
Endonukleasedoméane gewahlt (vgl. Abb. 3.3.2 A; Waugh und Sauer, 1993). Diese wurde auch
bereits in anderen Studien zum Design von Nickasen verwendet (Ramirez et al., 2012; Kim et
al.,, 2012; Wu et al., 2014). Im Vergleich mit zwei anderen, fur diesen Zweck benutzten
Mutationen, D450N und D467A, konnte fur D450A in Wu et al., 2014, die niedrigste
Zytotoxizitat und hohe HDR-Effizienz festgestellt werden. Um zu testen, ob D450A auch zur
Deaktivierung der hier erstellten Sharkey-TALEN und scTALEN geeignet ist, wurden L- und
R-Typ-TALEN mit dieser Mutation erstellt, die in verschiedenen Kombinationen mit dem
vorhandenen TALEN-Paar in in vitro-Restriktionsanalysen eingesetzt werden konnten (Abb.
3.3.3 A, B). Aullerdem wurden zusétzlich zu der vorhandenen scTALEN zwei weitere
konstruiert, die die Mutation entweder in dem mehr N-terminal gelegenen DS (scRds)- oder in
dem mehr C-terminal gelegenen RR (scRrr)-Teil der scFokl trugen (Abb. 3.3.3 A). Auch deren
Aktivitat wurde mittels in vitro-Restriktion untersucht (Abb. 3.3.3 B). Dabei konnte nur bei der
Paarung einer L- mit einer R-Typ-TALEN, die jeweils D450A enthielten (Lds+Rrr), keine
Restriktion der hCCR5-Ziel-DNA festgestellt werden. Die brigen, als Nickasen gedachten
TALEN-Paare (L+Rrr, Lds+R) und scTALEN (scRds, scRrr) vermittelten Doppelstrangbriiche
mit  unterschiedlicher  Effizienz. Bei  D450A-Mutation der  Sharkey-Fokl-RR-
Endonukleasedoméane wurde eine Reduktion der Nukleaseaktivitat des TALEN-Paares (L+Rrr)
auf ca. 50% und der scTALEN (scRrr) auf ca. 20% beobachtet (Abb. 3.3.3 B). Die Mutation
der Sharkey-FoklI-DS-Endonukleasedomane flihrte hingegen in beiden Fallen (Lds+r, scRds)
zu keiner Verringerung der Restriktionseffizienz an der Ziel-DNA (Abb. 3.3.3 B). Eine Nicht-
Ziel-DNA (gagpol) wurde jedoch von keiner TALEN-Kombination oder scTALEN geschnitten
(Abb. 3.3.3 B), wobei fur alle die vollstandige in vitro-Transkription und Translation im

Immunoblot nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.3.3 C).



Ergebnisse 89

A

’ L |  GFP R D DS
TALEN-Paar: R FLAG ‘ e
_|Lds [UCEETmETTT A o
D450A-TALEN-Paar: RrT FLAG ‘ 20 D
SCTALEN: scR GFP l. P D DS m
D450A-scTALEN: scRds o BT A _ds RR |
: scRrr o D DS m
' ' 450 1450 ;
NLS4 Sharkey 35AS Sharkey
Fokl  linker  Fokl
B hCCR5 gagpol
x & o e & o
& &
R I o AR N A
kb ~ ~ ~ ~ 9 9 9 ~ ~ ~ ~ 9D 9 9D
70
4,0————~—--~~~~--_
30 |y w— —_— —
20 —
1’5 . - — -— —
10 e o -
497 281 534 - 514 104 526
% geschnitten
c Q Qé & QSk
& &N ]
F s s g I
kDa Vv ~V ~V N~V 9 kDa WV ~V ~V N 9 9
170 - 170 4
130 o e s e ™ (| (s 130 == == | ¢ scRm, scRds
100 4 ' 100 RS S T e & | ¢ R, R
70- 70"
55 - 55
40 A
354
35
25 - 25
anti-GFP anti-FLAG

Abb. 3.3.3: TALEN mit einer D450A-Mutantion in einer Sharkey-Fokl-Endonukleasedoméne bleiben aktiv.
(A) Schematische Darstellung vom Aufbau der getesteten TALEN. Das TALE-Grundgerist und die repeats der
L- und R-Typ-TALEN wurden bereits detailliert in Abb. 3.3.1 beschrieben. Die zwischen das N-terminale Epitop,
GFP (hellgrin) oder FLAG (cyan), und den TALE-Anteil fusionierte NLS4 (blau) wurde in Kapitel 3.2.6 ermittelt
(Abb. 3.2.9). Die verschiedenen Sharkey-Fokl-Endonukleasedomanen und der 35 AS-linker (violett) aus Minczuk
etal., 2008, sind gekennzeichnet. Die heterodimerisierenden Fokl-Varianten sind anhdngig von der AS an Position
450 der vollstandigen FoklI-AS-Sequenz als DS und RR im Falle der urspriinglichen Asparaginséure oder ds und
rr bei Mutation zu Alanin bezeichnet. (B) Restriktionsanalyse mit den Sharkey- und D450A-TALEN- und
SCTALEN-Varianten wie in (A) beschrieben. In vitro trankribierte und translatierte TALEN wurden fir eine
Stunde bei 37°C mit einem linearisierten Plasmid, das entweder ein die Ziel-DNA-Sequenzen enthaltendes
Fragment aus hCCR5 oder ein Fragment aus dem HIV-Gen gagpol ohne TALEN-Bindestellen enthielt, inkubiert.
Die inaktivierten Reaktionen wurden (ber ein 0,8%-iges Agarosegel aufgetrennt und der Anteil TALEN-
geschnittenen Plasmids mit ImageJ ermittelt. (C) Immunoblots der verwendeten TALEN-Varianten. Die in vitro-
Transkriptions- und Translationsreaktionen der TALEN-Paare oder scTALEN wurden so aufgearbeitet, dass

jeweils die in der Restriktionsanalyse verwendete Menge aufgetrennt wurde.
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Anhand dieser Ergebnisse kann festgehalten werden, dass die erstellten ,,Nickasen* mit
D450A-Mutation in vitro beide DNA-Stréange schneiden (Abb. 3.3.3 B). Eine mdogliche Ursache
waére der Schnitt beider DNA-Einzelstrange durch die aktive Fokl-Endonukleasedoméne eines
Nickase-Paares oder einer scNickase. VVoraussetzung dafiir wére eine hohe Beweglichkeit der
Endonukleasedomanen am  gewdhlten = TALE-C-Terminus. Die unterschiedliche
Schnitteffizienz der putativen Nickasen mit D450A im DS- und RR-Monomer (Abb. 3.3.3 B)
legt weiterhin nahe, dass die DS- und RR-Varianten der Fokl-Endonukleasedomane eine

unterschiedliche Schnitteffizienz besitzen.
3.3.1.2.2 Beide scFokl-Doménen einer dscTALEN kdnnen DSBs induzieren

Zur Konstruktion von dscTALEN wurden Varianten N-terminaler scTALEN erstellt (Abb.
3.3.4 A). Dazu wurde neben dem bereits vorgestellten TALE-Grundgerust mit N-terminalen
136 und C-terminalen 63 AS (NscR1) eine zweite Variante mit vollstandigem TALE-N-
Terminus (NscR2) gewdhlt, da die Funktionalitat einer Fokl-Endonukleasedoméne in diesem
Kontext bereits gezeigt wurde (Li et al., 2011). In diesem Falle wurde NLS4 zwischen das N-
terminale Epitop und die scFokl verschoben. Entsprechend wurden zwei dscTALEN-Varianten
(dscR1, dscR2) erstellt, die neben der jeweiligen N-terminalen scFokl eine C-terminale scFokl
analog zur C-terminalen scTALEN trugen (Abb. 3.3.4 A). Dabei wurde die vollstandige in
vitro-Synthese der verschiedenen Konstrukte im Immunoblot bestatigt (Abb. 3.3.4 C). Zum
Test der Nukleaseaktivitadten dieser TALEN-Varianten wurden in vitro-Restriktionsstudien
durchgefihrt, in denen die Funktionalitat aller erstellten Nukleasen bei VVorhandensein der
spezifischen Ziel-DNA-Sequenz nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.3.4 B). Dar(iber hinaus
wurde, um die GrolRe der mit einer dscTALEN deletierbaren Bereiche abschétzen zu kénnen,
die durch NscR1 induzierte Schnittstelle mittels Sequenzierung bestimmt (Abb. 3.3.4 D).
Anhand einer Sequenz konnte unter Beriicksichtigung des von FoklI erzeugten 4 nt langen 5°-
Uberhanges ein 16 nt von der scTALEN-Bindestelle entfernter Schnittpunkt im NscR1-
gebundenen und -ungebundenen DNA-Strang angenommen werden. Im Vergleich dazu war
von TALEN mit Fokl-Endonukleasedoméne am vollstandigen TALE-N-Terminus ein mit 14
nt im ungebundenen Strang erwartungsgemal etwas weiter von der Bindestelle entfernter
Schnittpunkt beobachtet worden (Li et al., 2011). Da die optimale spacer-Léange fir TALEN-
Paare mit Fokl-Endonukleasedomédne an 63 TALE-C-terminalen AS auf 14 bis 16 bp
eingegrenzt wurde (Miller et al., 2011), wurde fir die hier verwendete C-terminale scFokl ein
5 oder 6 nt entfernter Schnittpunkt im gebundenen, bzw. ein 9 oder 10 nt entfernter Schnittpunkt
im ungebundenen DNA-Strang geschatzt. Damit waren fir dcsTALEN mit 19 bp Ziel-DNA-
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Sequenz Deletionen von mindestens 40 bp anzunehmen. In Restriktionsanalysen war dieser
Grolkenunterschied zwischen N- und C-terminaler SCTALEN fir dieselbe Ziel-DNA-Sequenz
am Kleineren Restriktionsfragment zu erkennen (Abb. 3.3.4 E). Fur die dscTALEN-Varianten
waren Fragmente beider GroRenordnungen nachzuweisen, was bedeutet, dass beide scFokl-
Endonukleasedoménen der Molekule allerdings in Abhéngigkeit vom gewéhlten TALE-N-
Terminus mit unterschiedlicher Effizienz schneiden konnen (Abb. 3.3.4 B, E). Das gemeinsame
Auftreten beider Fragmente zeigte jedoch auch, dass die N- und die C-terminale scFokl zeitlich
unabhéngig voneinander schneiden (Abb. 3.3.4 E). Wirden beide Endonukleasedoménen
immer zeitgleich schneiden, ware jeweils nur das kleinere Fragment nachzuweisen gewesen.
Die vorliegenden Ergebnisse schlieRen jedoch nicht aus, dass ein synchroner Schnitt von N-
und C-terminaler scFokl mdglich ist. Die beobachtete, mit den getesteten sCTALEN
vergleichbare Nukleaseaktivitat der dscTALEN koénnte auf synchronen DNA-Schnitt
hinweisen (Abb. 3.3.4 B). Aufschluss dartiber, ob Deletionen mit dscTALEN mdglich sind,
konnte der Test dieser neben den sSCTALEN in in vivo-Systemen geben.
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Abb. 3.3.4: Beide scFokl-Domanen einer Doppel-scTALEN (dscTALEN) kénnen DNA-DSBs erzeugen.
(A) Schematische Darstellung vom Aufbau der getesteten TALEN. Das TALE-Grundgerst der ersten TALEN-
Variante (1) und die repeats der L- und R-Typ-TALEN wurden bereits detailliert in Abb. 3.3.1 beschrieben. Die
TALEN der zweiten Variante (2) enthalten einen vollstdndigen TALE-N-Terminus. Im Unterschied zu den R-
Typ-TALEN wurde der L-Typ-TALEN L1 mit einem 4x Myc-Epitop (dunkelgrin) versehen. Die in Kapitel 3.2.6
ermittelte NLS4 (blau, Abb. 3.2.9) wurde entweder unmittelbar N-terminal des verkirzten TALE-N-Terminus
platziert oder zwischen N-terminales FLAG-Epitop (cyan) und scFokl fusioniert, wenn ein vollstandiger TALE-
N-Terminus verwendet wurde. Die Sharkey-Fokl-Endonukleasedoménen und der 35 AS-linker (violett) aus
Minczuk et al., 2008, sind gekennzeichnet. (B) Restriktionsanalyse mit dem TALEN-Paar L1 und R1, den N- und
C-terminalen scTALEN, sowie den dscTALEN-Varianten wie in (A) beschrieben. In vitro transkribierte und
translatierte TALEN wurden fur eine Stunde bei 37°C mit linearisierten Plasmiden inkubiert, die entweder ein die
Ziel-DNA-Sequenzen enthaltendes Fragment aus hCCR5A32 oder die opt-Box aus Kapitel 3.1.1 (Abb. 3.1.1 A,
D, E) mit TALEN34- und reverse (rv) TALEN-Bindestellen enthielten. Die inaktivierten Reaktionen wurden Uber
ein 0,8%-iges Agarosegel aufgetrennt und der Anteil TALEN-geschnittenen Plasmids mit ImageJ ermittelt. (C)
Immunoblots der verwendeten TALEN-Varianten. Die in vitro-Transkriptions- und Translationsreaktionen der

verschiedenen TALEN-Varianten wurden so aufgearbeitet, dass jeweils die in der Restriktionsanalyse verwendete
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Menge aufgetrennt wurde. Das Signal der 1x Myc-markierten TALEN34 ist durch einen roten Asterisk
gekennzeichnet. (D) Schnittstellenbestimmung von NscR1 mittels Sanger-Sequenzierung eines
Restriktionsproduktes. Die erhaltene Sequenz und das Chromatogramm (Chrom.), sowie die NscR1-repeats sind
im alignment an hCCR5 gezeigt. (E) Detailausschnitt einer wie unter (B) beschriebenen Restriktionsanalyse an

einem Plasmid mit hCCR5-Fragment. Fragmente unterschiedlicher GroRe sind durch schwarze Pfeile markiert.

3.3.1.3 Test von scTALEN- und Doppel-scTALEN-Varianten in zwei Modellsystemen

Bisher konnte die Nukleaseaktivitdt von SCTALEN und dscTALEN in in vitro-
Restriktionsanalysen nachgewiesen werden (siehe 3.3.1.1, 3.3.1.2.2). Um die Anwendbarkeit
zur Genom-Editierung beurteilen zu kénnen, soll im Folgenden Uberprift werden, ob SCTALEN
Mutationen und dscTALEN Deletionen in vivo erzeugen kénnen. Dazu wurden zum einen
TALEN, scTALEN und dscTALEN fir Gene des Zebrabarblings Danio rerio erstellt und
teilweise im Rahmen einer Kollaboration in diesem Modellorganismus getestet (3.3.1.3.1).
Dabei ist Danio rerio durch seine gut observierbare Embryonalentwicklung sowie die hohe
Regenerationsfahigkeit flr die Entwicklungsbiologie, aber auch die Medizinische Forschung
bedeutsam und auch die erste Vertebraten-Spezies in der Genom-Editierung mittels TALEN
gezeigt wurde (Huang et al., 2011). Zum anderen wurde die Aktivitdt von TALEN, scTALEN
und dscTALEN nach Mussolini et al., 2012, nun auch in Hek293T-Rex™-Zellen untersucht
(3.3.1.3.2). Fur beide Ansatze wurden die verschiedenen TALEN-Varianten C-terminal mit
einer zusatzlichen, zweiteiligen (bipartiten) NLS versehen, mit deren Hilfe bereits in anderen

Studien die Kernlokalisierung von SpCas9 vermittelt werden konnte (Le Cong et al., 2013).
3.3.1.3.1 scTALEN- und Doppel-scTALEN fur zwei Gene des Zebrabéarblings Danio rerio

Zum Test von sSCTALEN und dscTALEN in Danio rerio wurden Loci in bereits durch andere
Nukleasen erfolgreich editierten Genen gewahlt (Abb. 3.3.5 A). Dabei handelte es sich um das
a-Tubulin-Gen tubala und das fir das TAR-DNA-bindende Protein codierende Gen tardbp
(http://www.ensembl.org/Danio_rerio/Gene/Summary). Der gewahlte Lokus des letzteren
konnte bereits sowohl mit ZFN (Schmid et al., 2013), als auch mit CRISPR/Cas9 (Hruscha et
al., 2013) modifiziert werden. Zur Detektion der herbeigefuhrten Veranderung in Danio rerio

wurde fir beide Gen-Loci jeweils eine zur Verfugung stehende Restriktionsschnittstelle
verwendet (Abb. 3.3.5 A). Diese sollte im Falle einer stattfindenden Modifikation zerstort
werden, was in einer PCR-basierten Analyse als Restriktionsldngenpolymorphismus
nachweisbar ist. Die hier erstellten TALEs wurden so entworfen, dass diese Analyse im
Zebrabarbling (zebrafish, Zef) moglich sein sollte (Abb. 3.3.5 A). Dazu wurde fir jedes Gen

ein heterodimersisierendes TALEN-Paar gewahlt, das flankierend zur Restriktionsschnittstelle
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bindet (Abb. 3.3.5 A, B). Dieses TALEN-Paar wurde mit Zefl1 und Zef21 bezeichnet. Fir die
Ziel-DNA-Sequenz einer TALEN eines jeden Paares wurde jeweils eine SCTALEN, ZefX2, und
eine dscTALEN, ZefX3, erstellt. Zusatzlich wurde je Gen eine weitere dscTALEN fir eine
dritte Zielsequenz, Zef3 in tubala und Zef6 in tardbp, konstruiert. Um die generelle
Funktionalitat dieser TALEN-Varianten zu uberprufen, wurden Restriktionsanalysen in vitro
durchgefuhrt (Abb. 3.3.5 C). Als zu schneidende DNA wurden linearisierte Plasmide mit
Fragmenten der beiden Zielgene, tubala und tardbp, verwendet. Dabei konnte die Aktivitat
aller getesteten Nukleasen mit zusatzlicher NLS an einer jeweils geeigneten Ziel-DNA-
Sequenz bestatigt werden. Auch die in vitro-Synthese der verschiedenen TALEN mit dem
entsprechenden Molekulargewicht wurde im Immunoblot nachgewiesen (Abb. 3.3.5 D). Um zu
untersuchen, ob die erstellten Nukleasevarianten zur Genommodifikation im
Modellorganismus in der Lage sind, wurde das TALEN-Set fur tubala im Rahmen einer
Kooperation von Alexander Hruscha vom Deutschen Zentrum fir Neurodegenerative
Erkrankungen (DZNE), Schillerstrale 44 in 80336 Munchen, getestet. Dazu wurden die
verschiedenen TALEN in vitro transkribiert und die gewonnene mRNA in frisch befruchtete
Eier des Zebrabarblings injiziert. Flr die co-injizierten TALEN eines Paares wurde jeweils eine
mRNA-Konzentration von ca. 0,6 pug/pl eingesetzt. Fur die einzeln injizierten sSCTALEN und
dscTALEN wurde hingegen die doppelte mRNA-Konzentration von ca. 1,2 pg/pl verwendet.
Zur Detektion der Modifikation von tubala wurden Restriktionsresistenzanalysen mit dem
Enzym Eael an PCR-Produkten des Lokus von genomischer DNA von jeweils zehn injizierten
und zum Vergleich zwei nicht-injizierten Embryonen einen Tag nach der Befruchtung
durchgefuhrt. Dabei konnte fiir das TALEN-Paar Zef11/21 eine Modifikationseffizienz von ca.
50% im Vergleich zu den Kontrollembryonen nachgewiesen werden (Alexander Hruscha,
persdnliche Kommunikation). Fir die SSTALEN Zef12 und Zef22, sowie die dscTALEN Zef23
und Zef3 konnte jedoch keine Modifikation von tubala mit der verwendeten Methode

nachgewiesen werden (Alexander Hruscha, personliche Kommunikation).

Die in vitro gezeigten Aktivitaten lassen darauf schlieRen, dass die zusatzliche, C-terminale
NLS die Funktion der Fokl-Endonukleasedoméanen nicht stort. Dariiber hinaus konnte die
modifizierende Aktivitat eines TALEN-Paares in einem Organismus gezeigt werden. Wider
Erwarten haben die in vitro sehr aktiven scTALEN-Varianten in vivo nicht zu einer Mutation
gefuhrt. Ob dies auch fiir den zweiten Lokus der Fall wére, musste durch ein entsprechendes
Experiment untersucht werden. Zu beachten ist, dass keine Aussage Uber die Integritat der
SCTALEN- und dscTALEN-Proteine in den Zielzellen getroffen werden kann, da kein Western-
Blot durchgefiihrt wurde.
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Abb. 3.3.5: Die fiir Gene des Zebrabéarblings Danio rerio erstellten TALEN-Varianten erzeugen DSB in in
vitro-Restriktionsanalysen. (A) TALEN-Zielsequenzen und -Grundgeriiste an den D. rerio-Genen tubala und
tardbp. Die gewdhlten Loci in tubala und tardbp wurden bereits erfolgreich mit CRISPR/Cas9 (Alexander
Hruscha, nicht publiziert) oder mit ZFN (Schmid et al., 2013) und CRISPR/Cas9 (Hruscha et al., 2013) editiert.
Zur Detektion der Mutationen in D. rerio diente die Zerstérung von Endonukleaseschnittstellen (Eael, CspCl) in
PCR-basierten Restriktionsresistenzanalysen. Das TALE-Grundgerist enthielt jeweils einen 136 AS N- und einen
63 AS C-Terminus wie in Miller et al., 2010, beschrieben. Als RVDs zur Erkennung der Ziel-DNA-Sequenzen
wurden NI (grin) fur Adenin, HD (hellblau) fur Cytosin, NN (gelb) fir Guanin und NG (rot) fir Thymin
verwendet. Die Benennung erfolgte anhand des Zielorganismus (zebrafish, Zef) mit Indexziffern fur Zielsequenz
(X, 1-6) und TALEN-Variante (Y, 1-3) in der Form ZefXY, wobei Y entféllt, wenn nur eine TALEN-Variante fur
eine Zielsequenz erstellt wurde. (B) Schematische Darstellung vom Aufbau der erstellten Zef-TALEN. ZefX1-
TALEN enthielten entweder eine Sharkey-Fokl-Endonukleasedoméne vom heterodimerierenden Typ DS oder RR,
sodass Zefll und 21, sowie Zef41 und 51 als TALEN-Paare fur tubala, bzw. tardbp eingesetzt werden konnten.
Fur dieselben Ziel-DNA-Sequenzen wurden scTALEN, ZefX2, und dscTALEN, ZefX3, neben den zusétzlichen
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dscTALEN Zef3 und 6 erstellt. Um ggf. einen unabhangigen immunologischen Nachweis aller potentiell paarig
einsetzbarer TALEN zu ermdglichen wurde an Zefl11, 12, 41 und 42 ein HA-Epitop (hellblau) und an Zef21, 22,
51 und 52 ein FLAG-Epitop (cyan) N-terminal fusioniert. Darliber hinaus wurden alle dscTALEN mit einem
FLAG-Epitop versehen. Die in Kapitel 3.2.6 ermittelte NLS4 (blau, Abb. 3.2.9) wurde unmittelbar N-terminal des
verkirzten TALE-N-Terminus platziert. Fiir eine effiziente Kernlokalisierung wurde zusatzlich eine zweiteilige
(bipartite) NLS (2x NLS, blau) an den C-Terminus jeden Konstruktes fusioniert (Le Cong et al., 2013). Die
Sharkey-Fokl-Endonukleasedoménen und der 35 AS-linker (violett) aus Minczuk et al., 2008, sind
gekennzeichnet. (C) Restriktionsanalyse mit den in (A) und (B) beschriebenen TALEN-Varianten. In vitro
trankribierte und translatierte Zef-TALEN wurden fir eine Stunde bei 37°C mit einem linearisierten Plasmid, das
entweder das Ziel-DNA-Sequenzen tragende tubala- oder tardbp-Fragment enthielt, inkubiert. Die inaktivierten
Reaktionen wurden (iber ein 0,8%-iges Agarosegel aufgetrennt und der Anteil TALEN-geschnittenen Plasmids
mit ImageJ ermittelt. (D) Immunoblots der verwendeten TALEN-Varianten. Die in vitro-Transkriptions- und
Translationsreaktionen der TALEN-Paare, SCTALEN oder dscTALEN wurden wie unter Material und Methoden

beschrieben aufgearbeitet, sodass jeweils die in der Restriktionsanalyse verwendete Menge aufgetrennt wurde.

3.3.1.3.2 Fur CCR5 entworfene scTALEN- und Doppel-scTALEN zeigen keine Aktivitat

in humanen Zellen

Fir den Test von scTALEN und dscTALEN in der humanen Zelllinie Hek293T-REx™ wurden
neue CMV-Promotor-getriebene TALEN-Expressionskonstrukte erstellt, die im Vergleich zu
den in 3.3.1.2.2 vorgestellten TALEN-Varianten (Abb. 3.3.4 A) Uber die C-terminale, bipartite
NLS verfuigten um einen moglichst effizienten Kerntransport zu ermdglichen (Abb. 3.3.5 A).
Daruber hinaus wurden die verschiedenen TALEN-Varianten Uber ein sogenanntes
selbstspaltendes 2A-Peptid mit GFP zur Uberprifung einer erfolgreichen Transfektion
verknlpft (Abb. 3.3.5 A; Ran et al., 2013). Als Kontrollen dienten neben nicht transfizierten
Zellen, das bereits in Restriktionsanalysen getestete TALEN-Paar L+R (Abb. 3.3.2, 3.3.3)
sowie das TALEN-Paar (L+R)1c mit zusatzlicher NLS und Transfektionsmarker (Abb. 3.3.6
A). Die C-terminale sScTALEN scR1c, sowie die beiden unterschiedlichen dscTALEN dscR1c
und dscR2c wurden einzeln getestet, wohingegen die N-terminalen scTALEN-Varianten zur
Erzeugung von Deletionen paarig, Nsc(L+R)1c und Nsc(L+R)2c, eingesetzt wurden. Zur
Detektion mdglicher Modifikationen wurden verschiedene Analysen durchgefiihrt. Zundchst
wurde 72 Stunden nach Transfektion eine PCR des Lokus mit beschriebenen Oligonukleotiden
zum Nachweis von Deletionen durchgefuhrt (Abb. 3.3.4 B; Mussolino et al., 2011). Die
Funktionalitat dieses Ansatzes zur Deletionsdetektion konnte mit Cas9 und drei CCR5-
gerichteten sgRNAs gezeigt werden (Abb. 3.3.4 B). So verursachte Cas9 mit zwei von drei
moglichen Zweierkombinationen der sgRNAs Deletionen von erwartungsgemaf ca. 50 und 100
bp. Bei Prasenz nur einer sgRNA konnten hingegen keine Deletionen nachgewiesen werden.

Bei der entsprechenden Analyse TALEN-transfizierter Zellen konnten jedoch keine Deletionen
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detektiert werden, obwohl dies fir die paarigen N-terminalen sScTALEN und die dscTALEN
angenommen wurde (Abb. 3.3.4 B). Auch bei Wiederholung der Analyse nach Hpy188lIl-
Verdau der genomischen DNA zur Anreicherung modifizierter Sequenzen waren keine
Deletionen nachweisbar. Um kleinere Modifikationen, die bei Aktivitét eines einzelnen Fokl-
Endonukleasedomanen-Heterodimers zu erwarten wéren, sichtbar zu machen, wurden die PCR-
Produkte des angesteuerten Lokus nach Denaturierung und Rehybridisierung einem T7
Endonuklease | (T7El)-Verdau unterzogen (Abb. 3.3.4 B). Dabei konnten ahnliche
Editierungseffizienzen durch die beiden getesteten TALEN-Paare nachgewiesen werden,
jedoch durch keine der scTALEN-Varianten. Die korrekte Synthese aller getesteten TALEN in
Hek293T-REx™ wurde mittels Immunoblot untersucht (Abb. 3.3.4 B). Es wurde festgestellt,
dass alle Proteine mit dem richtigen Molekulargewicht produziert wurden und das GFP-
Marker-Modul vollstdndig von den TALEN getrennt vorlag. Anhand dieser Beobachtung lasst
sich also nicht erklaren, warum von den getesteten TALEN-Varianten nur die TALEN-Paare
Modifikationen in zellularen Systemen herbeifiihren (siehe auch Kapitel 3.3.1.3.1), obwohl in

vitro Nukleaseaktivitat fir alle getesteten Typen gezeigt wurde (Abb. 3.3.4, 3.3.5).

Die zusatzliche NLS schien im Vergleich der TALEN-Paare keinen Einfluss auf die Aktivitat
zu haben (Abb. 3.3.6 B). Es wire daher anzunehmen, dass beide eine effiziente
Kernlokalisierung zeigen. Um dies vor allem auch fir die strukturell andersartigen sSCTALEN-
Varianten zu Uberprifen, wurden Lokalisierungsstudien durchgefuhrt (Abb. 3.3.7). Dazu
wurden die R-Typ-TALEN, -scTALEN und -dscTALEN in Huh7-Zellen transfiziert und die
subzellulare Lokalisierung mittels Immunfluoreszenzfarbung untersucht (Abb. 3.3.6 A, 3.3.7).
Dabei zeigte sich, dass sich die verschiedenen Konstrukte sehr unterschiedlich verhalten. Fir
die R-Typ-TALEN des Paares, R1c, konnte eine vollstdndige Kernlokalisierung in allen Zellen
nachgewiesen werden (Abb. 3.3.7). Im Vergleich dazu wurden zu R baugleiche TALEN fur
andere Zielsequenzen, die entsprechend nur tber die N-terminale NLS verfligten, sowohl im
Nukleus einiger Huh7-Zellen als auch ausschlielich im Zytoplasma anderer Huh7-Zellen der
gleichen Prdparation lokalisiert. Das Verhéltnis zwischen den beiden beobachteten Zustanden
war ca. 1:1. Demnach erlaubte nur das Vorhandensein beider NLS eine vollstandige
Kernlokalisierung der einfachen TALEN eines Paares. Dennoch waren die
Editierungseffizienzen beider TALEN-Paare mit ein oder zwei NLS vergleichbar (Abb. 3.3.6
B). Bei Betrachtung der Lokalisierung der scTALEN-Varianten, war fiur die verschiedenen N-
oder C-terminalen scTALEN mit beiden NLS ein &hnliches Verhalten wie fir die TALEN mit
nur einer NLS zu beobachten (Abb. 3.3.7). Da letztere Aktivitat in humanen Zellen zeigte, kann

nicht angenommen werden, dass diese unvollstandige Kernlokalisierung die Ursache fir die
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nicht nachweisbare Aktivitat der sSSTALEN scR1c, NscR1c und NscR2c war (Abb. 3.3.6 B,
3.3.7). Im Kontrast dazu war die dscTALEN dscR1c ausschlieBlich im Zytoplasma
nachzuweisen (Abb. 3.3.7). Ahnlich verhielt es sich fir die andere, untersuchte dscTALEN
dscR2c, die jedoch in vereinzelten Zellen im Nukleus zu beobachten war. Diese dscTALEN
hatte einen vollstandigen TALE N-Terminus. Dies traf auch auf die SSTALEN NscR2c zu, die
ebenfalls etwas haufiger im Kern zu detektieren war als das entsprechende Konstrukt mit
verkiirztem TALE N-Terminus, NscR1c.

Ursachen fir die stark unterschiedliche subzelluldre Lokalisierung der verschiedenen TALEN-
Varianten konnten in der unterschiedlichen ProteingréRe, -struktur oder in der Positionierung
der NLS liegen. Allerdings liegt auch die NLS in den Konstrukten mit unterschiedlichen N-
Termini an anderer Position zur scFokl. Obgleich die C-terminale, bipartite NLS in einer
einfachen TALEN die Kernlokalisierung maximal verbessert, scheint dieser Effekt C-terminal
einer scFokl nicht aufzutreten. Auch in Konstrukten mit einer scFokl an einem Verkirzten N-
Terminus befindet sich die N-terminale NLS stromabwérts der dimeren Endonukleasedoméne.
Es ware denkbar, dass eine einfache oder bipartite NLS, die einer scFokl folgt, moglicherweise
der Kernimportmaschinerie strukturell nicht zuganglich ist. Demnach hatte die dscTALEN
dscR1c keine zugangliche NLS, was die fehlende Kernlokalisierung begriinden wirde. Fir
diesen auch in Zebrabarblingsembryonen getesteten Nukleasetyp ware also anzunehmen, dass
die fehlende Aktivitat auf die nicht stattfindende Kernlokalisierung zuriickzufiihren ist.
Allerdings konnte auch Aktivierung durch TALEs nachgewiesen werden, die vornehmlich
nicht im Nukleus nachgewiesen wurden (Kapitel 3.2.6, Abb. 3.2.9). Auch wenn die
Lokalisierung als Ursache fur die ausbleibende Aktivitat der dscTALEN angenommen werden
konnte, ist nicht geklart, warum die einfachen scTALEN nicht in zelluldren Systemen aktiv
waren. Diese waren mit vergleichbarer Haufigkeit zur TALEN R des funktionalen Paares L+R
vermutlich ausreichend in Zellkernen vorhanden. Es waére allerdings mdoglich, dass die
Nukleaseaktivitat der sScTALEN ihren eigenen Nachweis maskiert. Schneiden sScTALEN, fihrt
die zelluld&re DNA-Reparatur meist zu eher kleinen Verénderungen, die wahrscheinlich nicht
weitreichend genug sind, um die Erkennungssequenz der sSCTALEN zu zerstoren. Bei TALEN-
Paaren fiihren die induzierten Veranderungen im Zielgen vermutlich h&ufig zur Verringerung
oder VergroRerung des spacers zwischen den einzelnen Zielsequenzen, wodurch eine effiziente
Dimerisierung der Fokl-Endonukleasedoménen verhindert wiirde. Eine SCTALEN konnte bei
Erhalt ihrer Zielsequenz jedoch erneut schneiden und zwar solange bis die DNA-Reparatur die
Erkennungssequenz soweit verkirzt hat, dass der TALEN nicht mehr binden kann. PCR-

basierte Detektionmethoden versagen daher beim Nachweis dieses Ereignisses. Mit einer
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dscTALEN, die ihre Zielsequenz theoretisch ausschneidet, kénnte dies umgangen werden.
Leider ist nicht klar, ob die beiden scFokl-Domanen auch zeitgleich schneiden konnen. Die
Optimierung der Kernlokalisierung von dscTALEN, z.B. durch NLS stromaufwarts der beiden
scFokl, oder langere Wirkzeiten der scTALEN in den Zellen, um eine Zerstérung der

Zielsequenz zu erreichen, konnten den Nachweis einer moglichen Aktivitat eventuell erlauben.
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Abb. 3.3.6: Weder mit scTALEN noch mit dscTALEN sind Mutationen in humanen Zellen nachweisbar.
(A) Schematische Darstellung vom Aufbau der getesteten TALEN. Das TALE-Grundgerst der ersten TALEN-
Variante (1c¢) und die repeats der L- und R-Typ-TALEN wurden bereits detailliert in Abb. 3.3.1 beschrieben. Die

TALEN der zweiten Variante (2c) enthalten einen vollstdndigen TALE-N-Terminus. Im Unterschied zu den R-
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Typ-TALEN wurden die L-Typ-TALEN mit einem HA-Epitop (hellblau) versehen. Die in Kapitel 3.2.6 ermittelte
NLS4 (blau, Abb. 3.2.9) wurde entweder unmittelbar N-terminal des verkiirzten TALE-N-Terminus platziert oder
zwischen N-terminales FLAG-Epitop (cyan) und scFokl fusioniert, wenn ein vollstindiger TALE-N-Terminus
verwendet wurde. Fir den Test in humanen Zellen wurde zusétzlich eine zweiteilige (bipartite) NLS (2x NLS,
blau) an den C-Terminus jeden Konstruktes fusioniert (Le Cong et al., 2013). Die Sharkey-Fokl-
Endonukleasedoménen und der 35 AS-linker (violett) aus Minczuk et al., 2008, sind gekennzeichnet. Zur
Uberpriifung erfolgreicher Transfektion wurde C-terminal GFP iiber ein selbst-spaltendes 2A-Peptid fusioniert
(Ran et al., 2013). (B) Genotypisierung von CCR5 in Hek293T-Rex™-Zellen 72 h nach Transfektion der unter
(A) beschriebenen TALEN. Dabei wurde zur Transfektion einzelner TALEN-Expressionskonstrukte die
Gesamtmenge zu applizierender DNA ausgeschdpft. Zur paarigen Anwendungen bestimmter TALEN wurde die
transfizierte DNA-Menge im Verhdltnis 1:1 auf die beiden Plasmide aufgeteilt. Als generelle Kontrollen dienten
nicht transfizierte Zellen (-), sowie das in 3.3.1.1 beschriebene TALEN-Paar L und R (Abb. 3.3.2 A). Zur
Uberpriifung der durchgefiithrten Deletionsanalyse wurden jeweils zwei CCR5-gerichtete SJRNAs (sgRNAC1-3)
in MLM3636 (Keith Joung) zu gleichen Teilen im Verhaltnis 1:1 mit dem cas9-Expressionsvektor JDS246 (Keith
Joung) transfiziert. Als Negativkontrollen hierfiir dienten der Expressionsvektor MLM3636 (Keith Joung) ohne
(-) und mit jeweils einem der Gene fiir syRNAC1-3 im Verhaltnis 1:1 mit dem cas9-Expressionsvektor JDS246.
Zur Analyse mdglicher TALEN-induzierter Genommodifikationen wurde zunéchst eine PCR mit den in Mussolino
et al., 2012, fir CCR5 beschriebenen Oligonukleotiden an isolierter genomischer DNA vor und nach einem
Restriktionsverdau mit Hpy188l11 zur Detektion groferer (ab ca. 50 bp) Deletionen durchgefiihrt. Um kleinere
Deletionen, Insertionen und Punktmutationen festzustellen, wurde das PCR-Produkt der nicht Hpy188IlI-
verdauten genomischen DNA denaturiert und unter Bedingungen, die die Bildung von Heteroduplex-DNA
erlauben, rehybridisiert und im Anschluss mit der T7 Endonuklease | (T7EI) behandelt. Dabei erlaubt die
Restriktion der Heteroduplex-DNA durch T7El den Nachweis von Mutationen. Die T7El-verdauten oder
unverdauten PCR-Produkte wurden Uber ein 1,5%-iges Agarosegel aufgetrennt und der Anteil des geschnittenen
oder kleineren PCR-Produktes mit ImageJ ermittelt. Im Anschluss wurde aus diesem Wert fur die T7EI-
Genotypisierung der Prozentsatz der Modifikation nach Guschin et al., 2010, berechnet. (C) Immunoblots der
verwendeten TALEN-Varianten. Lysate von Hek293T-REx™-Zellen, die 24 h zuvor mit dem jeweiligen TALEN-
oder einem gfp-Expressionsvektor transfiziert worden waren, wurden so aufgearbeitet, dass fur die verschiedenen
TALEN-Proben, sowie die nicht transfizierte Leerkontrolle (-), 4,4 ug und fir GFP-Proben 3,3 ug Totalprotein
pro Spur aufgetrennt werden konnten. Die Detektion erfolgte mit Hilfe von Antikérpern gegen die TALEN-
fusionierten Epitope HA und FLAG, sowie jeweils gegen das mitsynthetisierte GFP. Schwache Signale im rechten

Immunoblot sind durch einen roten Asterisk gekennzeichnet.
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Abb. 3.3.7: TALEN mit scFokl zeigen eine unvollstdndige Kernlokalisierung. Lokalisierungsstudien der
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verwendeten TALEN in 24 h nach Transfektion fixierten Huh7-Zellen. Wie in Material und Methoden beschrieben
wurde zur Detektion FLAG-markierter TALEN zundchst eine Immunfluoreszenzfarbung mit Cy3 durchgefiihrt
und bei der Einbettung eine DAPI-Farbung der Nuklei vorgenommen. Es wurde zwischen Lokalisierung im
Nukleus (links) und im Zytoplasma (rechts) kategorisiert. Falls einzelne TALEN-Varianten nicht in einem der
Kompartimente nachgewiesen werden konnten, ist dies durch Fehlen der Bilder gekennzeichnet. Gleichheits- und
Vergleichszeichen geben die geschétzte Haufigkeit des beobachteten Auftretens der Lokalisierungstypen wieder.
Fur NscR2c ist rechts auch das Signal des mitsynthetisierten GFP gezeigt. Der gezeigte Mal3stab (weil3) entspricht
20 pm.

3.3.2 Hochspezifische TALEN-Paare

Um TALEN-Paare zu entwickeln, die zwei DNA-Sequenzen anhand eines Basenunterschiedes
differenzieren konnen, wurde ein SNP in dem Gen FANCI (Fanconi anemia complementation
group I, ehemals KIAA1794, Chromosom 15) als klinisch relevantes Beispiel gewéhlt. FANCI
wurde 2007 als ein kausales Gen der Fanconi-Anemie identifiziert, wobei Defekte in FANCI in
autosomal rezessiver Form zur Auspragung der Erbkrankheit fiihren (Dorsman et al., 2007;
Sims et al., 2007; Smogorzewska et al., 2007). Die Krankheit ist gekennzeichnet durch
Knochenmarksversagen, Myelodysplastische Syndrome (MDS) und eine Prédisposition fir
akute myeloische Leukédmie (AML), sowie Kopf-Hals-Karzinome (Gueiderikh et al., 2017).
Ihre Ursache liegt in der Storung eines DNA-Reparaturmechanismus, dem sogenannten

interstrand cross-link (ICL) repair, der fur die Auflésung von DNA-Vernetzungen bendtigt
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wird. Dabei fungiert das Phosphoprotein FANCI im Heterodimer mit FANCD?2 als Vermittler
zwischen dem FANC-Kernkomplex, der den DNA-Schaden detektiert und beide Proteine
monoubiquitiniert, und den eigentlichen DNA-Reparaturproteinen (Smogorzewska et al., 2007,
Gueiderikh et al., 2017). Insgesamt sind neben FANCI 20 weitere Gene bekannt, die an diesem
DNA-Reparaturmechanismus beteiligt sind und mit der Krankheit assoziiert werden
(Gueiderikh et al., 2017). Dennoch tritt die Fanconi-Anemie nur bei einem von ca. 250.000-
350.000 Neugeborenen auf, wobei defektes FANCI wiederum eine seltene Ursache der
Krankheit darstellt. Dementsprechend sind in solchen Fallen z. T. zwei verschiedene FANCI-
Allele mit Funktionsverlust in gemischt heterozygoter Form beteiligt (Dorsman et al., 2007).
Die Mutationen in den defekten Allelen kénnen dabei mehrere 1000 bp voneinander entfernt
liegen. Ein gezielter Schnitt eines der beiden Allele anhand des pathogenen SNPs ohne
Zerstorung des lokal wildtypischen zweiten Allels konnte durch Homologie-gerichtete
Reparatur zur Wiederherstellung der Wildtypsequenz des ersten Allels fiihren. Bei einer
rezessiven Erbkrankheit reicht die Wiederherstellung der Wildtypsequenz eines Allels bereits
zur Beseitigung der Krankheitsursache aus. In dem hier als Zielsequenz gewahlten Beispiel
handelt es sich um ein pathogenes FANCI-Allel (NM_001113378.1(FANCI):c.1461T>A
(p.Tyr487Ter)), bei dem eine T zu A Transversion im 15. Exon zur vorzeitigen Termination
des Proteins fuhrt. In einem klinischen Fall trat dieses Allel in gemischt heterozygoter Form
neben einem noch unbeschriebenen Allel auf, das eine Mutation 22671 bp stromabwarts des
Transversionslokus aufwies (Dr. Mark J. Osborn, University of Minnesota; personliche
Kommunikation). Ziel dieser Untersuchung war es nun, TALEN-Paare zu konstruieren, die
bevorzugt die Zielsequenz des beschriebenen, pathogenen FANCI-Allels schneiden und die
korrespondierende Wildtypsequenz nicht mehr oder kaum noch erkennen (Abb. 3.3.8). Dabei
wurde ein heterodimerisierender Aufbau gewdhlt (Abb. 3.3.8 A). Zur Differenzierung der
mutierten DNA-Sequenz des pathogenen Allels von der Wildtypsequenz wurden folgende

Strategien angewendet:

1) Da bekannt ist, dass langere TALEs mehr Fehlpaarungen und kiirzere TALES weniger
Fehlpaarungen tolerieren (Mali et al., 2013 b), wurde zun&chst die repeat-Anzahl der
uber dem SNP-bindenden TALEN variiert (Abb. 3.3.8 B). Um dabei die Gesamtzahl an
repeats und den Abstand der TALEN eines Paares zueinander konstant zu halten, wurde
die repeat-Anzahl der jeweils korrespondierenden TALEN angepasst (Abb. 3.3.8 B).

2) Um eine auf die Base genaue Spezifitdt der repeat-Region zu erreichen, wurde
grundlegend fiir jede der vier DNA-Basen ein spezifischer RVD — NI, HD, NH und NG
fur A, C, G und T — gewahlt (Abb. 3.3.8 C). Fir G-bindende repeats ist bekannt, dass
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sie unterschiedlich stark zur Aktivitat kiinstlicher TALE und damit vorrausichtlich zur
DNA-Bindung beitragen (Streubel et al., 2012). Daher wurde jede nicht SNP-bindende
TALEN zusétzlich in einer Variante mit dem stéarkeren RVD NN fiir G konstruiert (Abb.
3.3.8 B, C). Diese TALEN sollten im Paar als eine Art Anker fir die durch Fehlpaarung
schwacher bindenden, uber dem SNP lokalisierten TALEN wirken und die Aktivitét des
Paares ggf. gewahrleisten.

3) Daruber hinaus sollte die Stringenz der SNP-bindenden TALEN durch zuséatzliche
Fehlpaarungen erhéht werden. Diese wurden durch bewusst falsch gepaarte RVD in
der repeat-Region erzeugt (Abb. 3.3.9 A, 3.3.10 A). In Anhdngigkeit von der repeat-
Anzahl wurden dabei eine bis drei RBF platziert.

A NLS4 136 AS 1,6- 175 repeats  63AS Fokl C RVD DNA-Base(n)
fac bindende AN wa [T TIIIT NLS N A
J HD C
B repeas. s 14‘517,5 Il NH/NN G/G>A
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Abb. 3.3.8: Aufbau und Positionierung von TALEN-Paaren zur Unterscheidung des gesunden und des
mutierten FANCI-Genes anhand eines Nukleotides. (A) Aufbau forward (fwd)- und reverse (rvs)-bindender
TALEN fir heterodimerisierende Paare, wie in 3.3.1.1 beschrieben. HA-Epitop (HA), fusionierte NLS-Varianten,
die Anzahl N- und C-terminaler Aminoséuren (AS), sowie die Anzahl der repeats sind gekennzeichnet. (B)
Positionierung der TALEN-Paare 1-3 beider Sets, FANCI-TALEN 1 und 2 (FTA1 und 2), am fwd- und rvs-Strang
des wildtypischen (WT) oder mutierten (M) Allels des Gens FANCI. Die drei Paare jeden Sets unterscheiden sich
in der repeat-Anzahl der L- und R-Typ-TALEN. Ein Paar besteht jeweils aus einer TALEN mit 11,5 und einer mit
17,5 repeats oder aus zwei TALEN mit 14,5 repeats. Die tUber dem SNP bindenden TALEN sind zur perfekten
(P1) Erkennung der mutierten Sequenz entworfen, wodurch eine RBF mit der Wildtypsequenz entsteht. Die nicht
Uber dem SNP bindenden TALEN wurden in zwei Versionen konstruiert. In Version W1 (weak 1) wurde das
schwéchere RVD NH und in Version S1 (strong 1) das stérkere RVD NN fiur G verwendet. (C) RVD-Legende zu
(B).

Die entworfenen Sets von TALEN-Paaren binden dabei so, dass sich entweder die linke oder
die rechte TALEN eines Paares Uber der Transversion befindet und so eine Fehlpaarung mit der

wildtypischen FANCI-Sequenz entsteht (Fig. 338 B). Dabei ist der SNP unterschiedlich zu der

jeweiligen repeat-Region positioniert. Beim ersten Set befindet sich der SNP an Position To der
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rechten TALEN (Abb. 3.3.9). Im zweiten TALEN-Set hingegen, erkennt der zweite repeat der
linken TALEN den SNP (Abb. 3.3.10). Um die Aktivitat und Spezifitat der erstellten TALEN-
Paare zu analysieren wurden in vitro-Restriktionsanalysen an DNA mit der Wildtyp- und
mutierten FANCI-Sequenz durchgefuhrt (Abb. 3.3.9 B, 3.3.10 B).

Fur das erste TALEN-Set, bei dem sich der SNP an Position To befindet, konnte ein Einfluss
aller drei angewandten Strategien auf die Spezifitdt beobachtet werden. Betrachtet man
zunéchst die TALEN-Paare, die keine zusétzlichen RBF enthalten, wird deutlich, dass die
einzelne Fehlpaarung mit A statt T an Position 0 der Wildtypsequenz bereits die Aktivitéat der
TALEN-Paare schwécht. Dieser Effekt nimmt mit zunehmender repeat-Anzahl der rechten
TALEN ab, wobei starkere RVD in der linken TALEN nur in einzelnen Féllen die
Restriktionsaktivitat fordern (vgl. Abb. 3.3.9 B Paar FTA1P1R1/S1L1 mit FTA1P1R1/W1L1).
Fur die TALEN mit zusétzlichen RBF fiel der Einfluss von repeat-Anzahl und Stérke des
Ankers ahnlich aus. Die Diskriminierung zwischen Wildtyp- und mutierter Sequenz wurde
jedoch viel deutlicher. Wahrend die Schnitteffizienz aller TALEN mit zusétzlichen RBF auf
der Wildtypsequenz mit der Fehlpaarung an Position 0 auf unter 2% sank, blieb Aktivitat, wenn
auch stark reduziert, an der mutierten FANCI-Sequenz erhalten. Daruiber hinaus konnte anhand
der rechten TALEN mit 11,5 repeats ein Einfluss der RBF-Position und Anzahl auf die
Aktivitat festgestellt werden. Die mehr C-terminal gelegene RBF an Position 11 flihrte zu einer
stérkeren Absenkung der Schnitteffizienz als die an Position 2. Der starkste Aktivitatsverlust

war jedoch zu beobachten, wenn an beiden Positionen RBF platziert waren.

Fur das zweite TALEN-Set, bei dem der SNP durch den zweiten repeat der linken TALEN
erkannt wird, zeigte sich ein anderes Bild. Bei den TALEN-Paaren, die keine zusatzlichen RBF
enthalten, war nur im Falle der linken TALEN mit 11,5 repeats ein negativer Einfluss der
Fehlpaarung mit der Wildtypsequenz auf die Nukleaseaktivitat festzustellen (Abb. 3.3.10 B).
Durch zusétzliche RBF wurde jedoch auch fur die linken TALEN mit 14,5 und 17,5 repeats
eine Diskriminierung zwischen Wildtyp- und mutierter Sequenz moglich, wobei die
Schnitteffizienz fir die mutierte FANCI-Sequenz eher zu als abnahm. Die grofiten
Aktivitatsunterschiede zwischen Wildtyp- und mutiertem FANCI-Allel waren fur linke TALEN
mit 11,5 repeats nachzuweisen. Dabei nahm auch hier die Nukleaseaktivitdt auf der
Wildtypsequenz mit zunehmend C-terminaler Position und Anzahl der RBF ab, wohingegen
die Aktivitat auf der mutierten Sequenz konstant hoch blieb. Ein positiver Effekt einer stirkeren
Anker-TALEN (hier: rechte TALEN) auf die Aktivitat war in geringem Mal3e nur fur Paare mit
linken 11,5-er TALEN nachzuweisen. Fiir Paare, bei denen die linken TALEN (ber 11,5
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repeats enthielten, beeinflusste ein Anker-TALEN mit starkeren RVDs die Aktivitat eher

negativ.
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Abb. 3.3.9: TALEN-Paare kénnen zwei Sequenzen anhand einer Fehlpaarung an Position To unterscheiden.
(A) Alignment von funf zusatzlichen R-Typ-TALEN des FTAL-Sets mit der wildtypischen (WT) und mutierten
(M) FANCI-Sequenz. RVD-Austausche (fett schwarz umrahmt) fihren zu Fehlpaarungen (errors, E1-3) mit
beiden Zielsequenzen (farbig markiert). Nur in der M-Sequenz ist ein Thymin an Position 0 vorhanden. Im WT
erzeugt ein Adenin eine RBF. (B) Restriktionsanalyse mit den TALEN-Paaren des FTAL-Sets. In vitro
trankribierte und translatierte TALEN wurden fur eine Stunde bei 37°C mit einem linearisierten Plasmid, das
entweder FANCI WT- oder M-DNA enthielt, inkubiert. Die inaktivierten Reaktionen wurden tber ein 0,8%-iges
Agarosegel aufgetrennt und der Anteil TALEN-geschnittenen Plasmids mit ImageJ ermittelt. (C) Immunoblots
der verwendeten TALEN. Die in vitro-Transkriptions- und Translationsreaktionen der TALEN-Paare wurden wie
unter Material und Methoden beschrieben aufgearbeitet, sodass jeweils die in der Restriktionsanalyse verwendete

Menge aufgetrennt wurde.

Zur Kontrolle der korrekten in vitro Transkription und Translation, sowie vergleichbarer
Mengen der verwendeten TALEN wurden Immunoblots angefertigt (Abb. 3.3.9 C, 3.3.10 C).
Dabei konnten alle Proteine mit dem richtigen Molekulargewicht und &hnlicher Signalintensitat

nachgewiesen werden. Auf Grund der Proteinsynthese der Paare in einem Reaktionsansatz
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konnten die beiden 14,5-er TALEN in einem Ansatz nicht unterschieden werden. Da jedoch fir
alle Paare Nukleaseaktivitét detektiert wurde, kann eine effektive Synthese beider 14,5-er

TALEN angenommen werden.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass zusatzliche RBF gut geeignet sind, um die
Unterscheidung zweier DNA-Sequenzen anhand eines Basenpaares durch TALEN zu
ermoglichen. Dabei konnten RBF an mehr C-terminalen Positionen zu besseren Ergebnissen
beitragen. Eine Fehlpaarung an Position 0 hat zudem einen sehr starken Einfluss. Dariiber
hinaus zeigen TALEN mit weniger repeats erwartungsgeman eine hdhere Stringenz auf Grund
ihrer hoheren Anfélligkeit fur Fehlpaarungen. Eine verstarkte Aktivitdt durch eine
Ankerfunktion der zweiten, nicht ber dem SNP-bindenden TALEN konnte nur in einigen
Fallen gezeigt werden. Hier scheinen noch andere Faktoren, wie das Verhaltnis der repeat-
Anzahl oder der DNA-Bindungsstéarke zwischen den beiden TALEN eines Paares, eine Rolle
zu spielen. Als geeignete Kandidaten fiir eine mdgliche Anwendung an entsprechenden
Patientenzellen wéren hier die Paare FTA1E1R2/S1R2 und FTA2E1L1/S1R1 zu nennen. Paar
FTA1E1R2/S1R2 verfugt zwar nur noch Uber ca. 20% Aktivitdt an dem mutierten FANCI-
Allel, hat dabei jedoch eine kaum nachweisbare Aktivitdt auf der Wildtypsequenz.
FTA2E1L1/S1R1 hingegen zeigt den groRten Aktivitatsunterschied zwischen Wildtyp- und
mutierter Sequenz, wobei das mutierte Allel mit 70%iger und die Wildtypsequenz mit ca.
4%iger Effizienz geschnitten wird. Ob eine Restaktivitat von 4% auf der Wildtypsequenz in
Zellen tatsachlich noch mit hoher Frequenz das lokal wildtypische Allele schneidet, misste

Uberpriift werden.
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A FTA2E2L1 RVD DNA-Base
FTA2E1L1 fwd % 5’-TI‘GACT%TIGI‘CCITTCTGCCCCTI-3' I NI A
-2 B c
-3 FTA2E3L1 0N G
fwd lﬁ 521":GACI%TIGICITIICIGCICCTI-?,‘ fwd & 5'<TI‘GACTAQTTGTC.’ITTCTGCCCCTT-?:' J NG T
B 11,5 repeats C P1L1  E2L1  E3L1  E1l1
Fehlpaarung an Position g E # g z 9‘:: £ E“g
1 8 ik kba @ £ & 2 &b S &5 =
P1L1 E2L1 E3L1 E1L1 250
S1R1 W1R1 S1R1 W1R1 S1R1 W1R1 S1R1 W1R1 130 &
DNA WT M WT M WT M WT MWT MWIT MWT M WT M 198:======8=:117£|‘§
3kb-~—-_-—---—--~-—-~ . &
2kb——_--—_—-__-——'_’ -— — T
1kb_———-——————_--—————-> — —_— 35
pvesa -
50,6 73,6 488 650 238 648 254 64,0 189 69,7 187 655 4,1 703 30 594 25
% geschnitten anti-HA
P12 E1L2 P1L3 E1L3
14,5 repeats 17,5 repeats & g & g 2 g Y g
P1L2 E1L2 P1L3 E1L3 kDa » 2 ®» 2 » 3 » =
FTA2 250
S1R2 W1R2 S1R2 W1R2 S1R3 W1R3 S1R3 W1R3 130 4
DNA WT M WT M WT M WT M WT MWT MWT M WT M 175|%
EE Rade b b d E—2—1=—
3kb-‘-"_‘”‘~--- — - — — — . — =12
Qm__—ﬂ-—-—_-_——-——- 55
1kb__,_.—.——-—————_—______ 35_
65,6 57,8 80,2 744 295 689 27,1 91,6 57,4 559 585 61,2 62,6 80,1 69,5 90,0 25
% geschnitten anti-HA anti-HA

Abb. 3.3.10: TALEN-Paare kénnen zwei Sequenzen anhand einer Fehlpaarung an einer repeat-Position
unterscheiden. (A) Alignment von funf zusatzlichen L-Typ-TALEN des FTA2-Sets mit der wildtypischen (WT)
und mutierten (M) FANCI-Sequenz. RVD-Austausche (fett schwarz umrahmt) fiihren zu Fehlpaarungen (errors,

E1-3) mit beiden Zielsequenzen (farbig markiert). Nur in der WT-Sequenz filhrt der fehlende SNP zu einer

weiteren RBF. (B) Restriktionsanalyse mit den TALEN-Paaren des FTA1-Sets. In vitro trankribierte und

translatierte TALEN wurden fiir eine Stunde bei 37°C mit einem linearisierten Plasmid, das entweder FANCI WT-

oder M-DNA enthielt, inkubiert. Die inaktivierten Reaktionen wurden ber ein 0,8%-iges Agarosegel aufgetrennt

und der Anteil TALEN-geschnittenen Plasmids mit ImageJ ermittelt. (C) Immunoblots der verwendeten TALEN.

Die in vitro-Transkriptions- und Translationsreaktionen der TALEN-Paare wurden wie unter Material und

Methoden beschrieben aufgearbeitet, sodass jeweils die in der Restriktionsanalyse verwendete Menge aufgetrennt

wurde.
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4. Diskussion
4.1 Aberrante TALE-repeats

In dieser Arbeit wurden seltene repeats mit einer von 34 abweichenden AS-Anzahl von 30, 39,
40 oder 42 AS (Abb. 1.1 D), die in der Natur nur vereinzelt in repeat-Arrays auftreten, auf ihren
Einfluss auf die DNA-Sequenzerkennung durch TALEs untersucht. Es war anzunehmen, dass
sie die regelmaRige Struktur der repeat-Region storen, was sich auf die Aktivitat der TALES
auswirken konnte. Interessanterweise tritt ein solcher aberranter repeat (39 AS) auch in den
bedeutenden Virulenzfaktoren AvrXa7 und PthXo3 des Reispathogens Xoo auf, weshalb
anzunehmen war, dass aberrante repeats die Geninduktion durch TALEs nicht generell

verhindern.
4.1.1 Wie aberrante repeats die DNA-Erkennung durch TALES beeinflussen

Mit Hilfe von GUS-Reporterstudien in N. benthamiana wurde festgestellt, dass kiinstliche
TALEs mit jeweils einem aberranten repeat von 30, 40 oder 42 AS sowohl die von den RVDs
abgeleitete optimale Zielsequenz (Box) als auch eine Box mit einer Leserasterverschiebung um
-1 Nukleotid (Nt) in der N&he des vom aberranten repeat erkannten Nt erkennen kdnnen (Abb.
3.1.1). Flr den 40 AS-repeat konnte darlber hinaus gezeigt werden, dass die Erkennung einer
-1 Nt-Leserasterverschiebung an verschiedenen Box-Positionen mdglich ist, wenn der
aberrante repeat entsprechend im Array verschoben wird (Abb. 3.1.2). Diese neue Form der
DNA-Erkennung durch TALE-repeats konnte auch mit TALEN, die einen 40 AS-repeat
enthielten, in Restriktionsstudien bestétigt werden (Abb. 3.1.1, 3.1.2). In weiteren GUS-
Reporterstudien wurde die Position der von aberranten repeats tolerierten Nukleotid-Deletion
auf vorzugsweise das von ihnen erkannte oder ein benachbartes Nukleotid eingegrenzt (Abb.
3.1.3, 3.1.4). Eine mogliche Erklarung fiir die Erkennung einer -1 Nt-Leserasterverschiebung
durch aberrante repeats wére, dass der aberrante repeat das Array verlassen kann (,,aus-loopt)
und so die Bindung der folgenden repeats um eine Basenposition in 5°-Richtung verschiebt
(Abb. 4.1.1 B). Das ist in einem reinen 34 AS-repeat Array nicht moglich (Abb. 4.1.1 A).
Analysen mit Fehlpaarungsboxen (Abb. 3.1.5) ergaben dariber hinaus, dass sowohl der
aberrante als auch die ihm nachfolgenden repeats an der Bindung einer optimalen Box
teilnehmen (Abb. 4.1.1). Dabei fuhrten alle getesteten RVD-Base-Fehlpaarungen zu einem
ahnlichen Aktivitatsverlust bei TALEs mit aberrantem repeat wie bei einem vergleichbaren
TALE ohne aberrantem repeat (Abb. 3.1.5).
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A Standard-34 AS repeat-Array Aberranter repeat im Standard-Array
optlmale Box 1 Nt- Leserastewerschlebung optlmale Box 1 Nt-| Leserasterverschlebung

Abb. 4.1.1: Modell der DNA-Erkennung durch ein Standard-repeat-Array aus 34 AS repeats (A) ohne oder
(B) mit aberrantem repeat. Die schematische Darstellung zeigt jeweils ein Alingment der repeats an den
Leitstrang der DNA einer optimalen Zielsequenz (Box) oder einer Box mit einer -1 Nukleotid (Nt)-
Leserasterverschiebung. An der Box mit Leserasterverschiebung loopt der aberrante repeat (dunkelrot) aus.
Orange = Purin-bindend, Blau = Pyrimidin-bindend. Abb. verédndert nach Richter et al., 2014.

Dass alle untersuchten, aberranten repeats in &hnlicher Weise dazu in der Lage waren, die
Erkennung einer optimalen und einer -1 Nt-Leserasterverschiebungsbox durch einen TALE zu
vermitteln, kdnnte durch die Sequenzverwandtschaft mit dem Ublichen 34 AS repeat erklart
werden. Dabei kommt die von 34 abweichende AS-Anzahl aberranter repeats durch Deletion
oder Duplikation von Aminoséauren in der ersten oder zweiten a-Helix des repeats zustande
(Abb. 1.1 D; Boch und Bonas, 2010). Vermutlich lassen diese Veranderungen der repeat-
Helices noch immer die Ausbildung von inter-repeat-Interaktionen zu, die das repeat-array
stabilisieren (Deng et al., 2012; Mak et al., 2012), sodass eine optimale Zielsequenz erkannt
wird. Andererseits passen die aberranten repeats wahrscheinlich nicht perfekt in das repeat-
Array, wodurch lokale Flexibilitat und strukturelle Spannung erzeugt werden koénnten. Das
kdnnte dem aberranten repeat erlauben bei Bindung einer -1 Nt-Leserasterverschiebungsbox
aus dem repeat-Array zu loopen. Aullerdem haben Computersimulationen eines TALEs ohne
aberranten repeat bereits eine hohe Flexibilitat des Molekiils berechnet (Wan et al., 2013), was
die Annahme unterstiitzt, dass der aberrante repeat unterschiedliche Konformationen im

repeat-Array annehmen konnte.

Es ist weiterhin aus Kristallstrukturanalysen bekannt, dass die superhelikale Struktur von
TALEs in DNA-gebundener Form viel dichter gepackt ist als in freier Form (Deng et al., 2012).
Jungere Studien, bei denen das Verhalten einzelner TALE-Molekile an der DNA beobachtet
wurde, haben dartber hinaus gezeigt, dass TALEs bei der Suche nach einer passenden
Zielsequenz verschiedene Modi durchlaufen (Cuculis et al., 2015 und 2016). Im abgeleiteten
Modell initiiert der N-Terminus zundchst die unspezifische Bindung an die DNA, gefolgt von
einem eindimensionalen, rotationsunabhdngigen Gleiten entlang der Doppelhelix (Cuculis et
al., 2015 und 2016; Becker und Boch, 2016). Es wurde vermutet, dass die repeat-Region

wahrend dieses Suchmodus eine dhnlich lockere Konformation annimmt wie in einem DNA-
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freien TALE (Cuculis et al., 2015). Dadurch waére die Superhelix der TALE-repeats asynchron
mit der DNA-Doppelhelix, was die aus Kristallstrukturen bekannten Interaktionen der repeats
mit dem Zuckerphosphat-Riickgrat der DNA (Deng et al., 2012) minimieren und eine sehr
schnelle Suche des TALEs entlang der DNA ermdglichen wiirde (Cuculis et al., 2015). Beim
Ubergang in den Erkennungsmodus wiirden die TALE-repeats nun versuchen die fiir eine
»feste” DNA-Bindung bendtigten, molekularen Kontakte mit der DNA herzustellen (Cuculis et
al., 2015). Das sind neben den Interaktionen mit dem Rickgrat der DNA vor allem die Kontakte
der jeweiligen 13. AS eines jeden repeats mit den DNA-Basen (Deng et al., 2012; Mak et al.,
2012). Dadurch wirde die Kondensation der TALE-repeats in die DNA-gebundene Form nur
bei Erkennung einer geeigneten Zielsequenz erfolgen (Cuculis et al., 2015).

Wie konnte nun ein aberranter repeat den vorgeschlagenen Such- und Erkennungsvorgang
beeinflussen? Da anzunehmen ist, dass ein aberranter repeat zu einer lokalen Stérung der sonst
hochregelmaRigen repeat-Arraystruktur fihrt, konnte dies eine Separierung der repeat-Region
in zwei DNA-Bindedoménen hervorrufen, die evtl. unabhéngig voneinander vom Such- in den
Erkennungsmodus ubergehen, bzw. an der DNA kondensieren kénnen. Dabei missten die
Wechselwirkungen zwischen den repeats beider Bindedomdnen mit der DNA zu einem
energetisch ginstigen Zustand fiihren, sodass der aberrante repeat entweder bei Erkennung
einer optimalen Box mit in das Array eingefligt werden oder bei Erkennung einer -1 Nt-
Leserasterverschiebungsbox aus-loopen kann. Falls der aberrante repeat wirklich zu einer
Teilung der DNA-Bindedomane von TALEs fiihrt, kdnnte dies eine generelle Schwéchung der
TALE-DNA-Bindung verursachen und eine mogliche Erklarung liefern, warum einige TALES
mit aberranten repeats nur eine schwache oder gar keine Aktivitét zeigten (Abb. 3.1.2, 3.1.4).
Dabei handelt es sich zum einen um einen 17,5 repeat-TALE mit einem 40 AS-repeat an 14.
Position, der sowohl mit der optimalen als auch einer -1 Nt-Leserasterverschiebungsbox eine
nur schwache GUS-Reporteraktivierung hervorrief (Abb. 3.1.2). Es kdnnte sein, dass die DNA-
Interaktionen der vier dem Aberranten folgenden repeats zu schwach sind, um eine stabile
Bindung aufrechtzuerhalten. Dementsprechend konnte der C-Terminus des TALEs zeitweise
relativ zur DNA fehlplatziert sein, wodurch keine kontinuierliche Reporteraktivierung erfolgen
wirde. Zum anderen zeigten TALEs mit 11,5 repeats und einem 40 AS repeat an achter oder
dritter Position keine bzw. nur eine geringe Aktivierung von Reporterkonstrukten mit den
entsprechenden Boxen (Abb. 3.1.4), was mit der geringen repeat-Anzahl dieser TALEs
zusammenhéngen konnte. So wurde fiir TALEs mit 15,5 repeats eine relativ stabile und
dauerhafte DNA-Assoziation im Suchmodus gezeigt, wéahrend es zur gelegentlichen

Dissoziation kirzerer TALEs mit nur 11,5 repeats von der DNA kam (Cuculis et al., 2016).
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AuRerdem wurde gezeigt, dass TALEs erst ab 10,5 repeats effizient aktivieren (Boch et al.,
2009). Daher ist anzunehmen, dass bereits die unspezifische DNA-Bindung im Suchmodus bei
kirzeren schwécher als bei langeren TALEs ist. Eine zusatzliche Schwéchung der
unspezifischen DNA-Interaktion durch eine moglicherweise vom 40 AS-repeat verursachte
Diskontinuitat des repeat-Arrays, konnte die H&ufigkeit mit der ein kurzer TALE seine
Zielsequenz findet weiter verringern und die Reportergenaktivierung schwéchen. Das
Ausbleiben jeglicher Reportergenaktivierung durch einen 11,5 repeat-TALE mit einem 40 AS
repeat an achter Position (Abb. 3.1.4 A, TALE40p8s) lasst sich so jedoch nicht erklaren und
konnte mit einer zusatzlichen Stérung des Erkennungsmodus zusammenhédngen. So sind
kirzere TALEs auch generell anfélliger gegentiber Fehlpaarungen zwischen den RVDs und
DNA-Basen (Mali et al., 2013 b), was wahrscheinlich auf eine Verhinderung der spezifischen
DNA-Bindung durch den TALE zuriickzufuhren ist. Falls ein aberranter repeat die DNA-
Bindung schwacht, ist es vorstellbar, dass zumindest eine der beiden potentiell separierten
DNA-Bindedomanen eines TALES mit aberrantem repeat wie eine Art ,,Kondensationskeim*
allein in der Lage sein muss, die DNA-gebundene Konformation anzunehmen. Im Falle von
TALE40p8s bestehen die potentiell separierten Arrays aus sieben bzw. vier repeats und sind

moglicherweise zu kurz, um allein energieeffizient an die DNA zu binden (Abb. 3.1.4 A).

Interessanterweise scheint ein 40 AS-repeat im N-terminalen Bereich der repeat-Region gut
toleriert zu werden, was durch die mit einem Standard-TALE vergleichbare GUS-
Reporteraktivierung durch einen TALE mit diesem repeat an dritter Position gezeigt werden
konnte (Abb. 3.1.2, 3.1.4). Das ist tberraschend, da zum einen die verbliebene N-terminale
Array-Halfte aus nur zwei repeats besteht und zum anderen bekannt ist, dass den N-terminalen
repeats eine groflere Wichtung bei der DNA-Erkennung zukommt als den mehr C-terminal
gelegenen repeats (Meckler et al., 2013; Schreiber et al., 2015). Dass ein aberranter repeat im
N-terminalen Bereich des Arrays einen TALE nicht zu beeintrachtigen scheint, kénnte an den
besonderen Eigenschaften des TALE-N-Terminus liegen. So wurde gezeigt, dass der N-
Terminus mit den vier degenerierten repeats selbst eine hohe DNA-Affinitat hat (Gao et al.,
2012) und fir die initiale unspezifische DNA-Bindung, sowie den schnellen Suchmodus
bendtigt wird (Cuculis et al., 2015). Dartiber hinaus ist der repeat -1 fiir die Erkennung von To
verantwortlich (Mak et al., 2012; Lamb et al., 2013; Tsuji et al., 2013; Schreiber et al., 2014),
wobei Kristallstrukturdaten darauf hinweisen, dass diese Interaktion evtl. nicht bei jedem TALE
in der DNA-gebundenen Konformation erhalten bleibt (Stella et al., 2013). Weiterhin wurde
eine Kondensation der degenerierten, N-terminalen repeats nicht gezeigt. Der 40 AS-repeat an

dritter Array-Position konnte also ein Ausnahmefall sein, bei dem der C-terminale Bereich der
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repeat-Region die Zielsequenz erkennt und entsprechend an der DNA kondensiert, wéhrend
der N-Terminus und die beiden verbliebenen N-terminalen repeats die DNA evtl.
unkomprimiert binden. Das konnte auf Grund der geringen Anzahl von nur zwei auch fir die
regularen repeats maoglich sein (vgl. DNA-gebundene und freie TALE-Struktur in Deng et al.,
2012). Dabei scheint dieser Prozess unabhangig von der Teilnahme des 40 AS-repeat an der
DNA-Erkennung spezifisch zu sein, was ein Vergleich mit einem entsprechenden Standard-
TALE zeigt, der -1 Nt-Leserasterverschiebungsboxen nicht erkennt (Abb. 3.1.2, 3.1.4).

Ob sich alle aberranten repeats in kurzen TALEs oder an verschiedenen Array-Positionen wie
der 40 AS-repeat verhalten, misste noch untersucht werden. Dariiber hinaus kann aus den
vorhandenen Daten nicht abgeschéatzt werden, ob aberrante repeats erst bei Bindung einer -1
Nt-Leserasterverschiebungsbox das Array verlassen oder auch im DNA-freien bzw. im
unspezifisch assoziierten Zustand plastisch ihre Konformation wechseln und zeitweilig ins
Array inseriert oder aus-geloopt vorliegen konnen. Um das vorgeschlagene ,,aus-loop“-Modell
zu Uberprufen, wére die Kristallstruktur eines TALES mit aberrantem repeat gebunden an eine
-1 Nt-Leserasterverschiebungsbox notwendig. Kristallstrukturanalysen und Simulationen der
molekularen Dynamik eines TALEs mit aberrantem repeat in DNA-freier Form kdnnten auch
Aufschluss dartiber geben, wie plastisch sich ein aberranter repeat im Array verhélt. Einen
ersten Hinweis auf das dynamische Verhalten von aberranten repeats konnte der jungst
untersuchte 28 AS-repeat (Deletion der sechs AS von Position 23 bis 28) liefern, der ebenfalls
einzeln im Standard-Array natlrlich verkurzter TALES von X. oryzae spp. auftritt (Read et al.,
2016). Ahnlich den hier untersuchten 40 AS-repeats im Tandem (Abb. 3.1.6) ermdglicht dieser
einem TALE zwar die Erkennung einer entsprechenden -1 Nt-Leserasterverschiebungsbox,
aber keiner optimalen Box (Read et al., 2016). Es ware also anzunehmen, dass der 28 AS-repeat
ebenso wie einer der beiden 40 AS-repeats bei der DNA-Bindung aus-loopen muss. Die
verkurzten TALEs, die einen 28 AS-repeat enthalten, sind allerdings keine
Transkriptionsaktivatoren, sondern inhibieren durch die Reisgene Xal und Xol-vermittelte
Resistenzen gegen Xo-Stamme (Ji, Z. et al., 2016; Read et al., 2016). Es wird angenommen,
dass die vermittelte Resistenz durch die direkte Proteinbindung von TALEs im Zytoplasma
verursacht wird und die verkirzten TALEs die Resistenzproteine zwar binden, aber die
Auslosung der Resistenzreaktion verhindern (Read et al., 2016). Daflr wird der 28 AS-repeat
jedoch nicht benétigt (Read et al., 2016), weshalb angenommen werden kdnnte, dass er die vom
Resistenzprotein erkannte TALE-Struktur nicht verdndert. Dementsprechend kdnnten auch

aberrante repeats im DNA-freien Zustand ins repeat-Array integriert sein.
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4.1.2 Die Flexibilitat natirlicher TALEs

Als Pflanzenpathogene befinden sich Xanthomonas spp. im standigen evolutiven Wettriisten
mit ihren Wirtspflanzen (Jones und Dangl, 2006). So finden sich in Xoo bedeutende
Virulenzfaktoren, wie OsSSWEET-induzierende TALEs, die flr die Besiedlung der Wirtspflanze
Reis essentiell sind. Im Gegenzug haben sich in Reis z. B. die von Xal und Xol codierten
Resistenzproteine entwickelt, die TALEs erkennen und eine Resistenzreaktion auslosen (Ji, Z.
et al., 2016; Read et al., 2016). Verkirzte Xo-TALEs, die als Antagonisten der Resistenzgene
Xal und Xol agieren, kénnen wiederrum als evolutive Antwort auf diese TALE-vermittelte
Pflanzenresistenz betrachtet werden (Ji, Z. et al., 2016; Read et al., 2016). Die in dieser Arbeit
untersuchten, aberranten repeats erlauben einem TALE die Erkennung einer optimalen
Zielsequenz, sowie einer -1 Nt-Leserasterverschiebungsbox. Diese Eigenschaft konnte fir
TALEs, die als Transkriptionsaktivatoren agieren, einen evolutiven Vorteil darstellen. Wahrend
TALEs héufig Zielsequenzen mit Substitutionen immer noch erkennen kénnen (Boch et al.,
2009; Moscou und Bogdanove, 2009; Romer et al., 2010; Antony et al., 2010; StrauB et al.,
2012), fuhren Leserasterverschiebungen durch Deletionen oder Insertionen meist dazu, dass
TALEs ihr Zielgen nicht mehr aktivieren kdnnen (Gu et al., 2005; Yang et al., 2006; Chu et al.,
20064, b; Liu et al., 2011; Yuan et al., 2011). So findet sich eine Leserasterverschiebung um 1
Nt in der PthXo02-Zielsequenz im Promotor des OsSWEET13-Allels xa25, das eine Resistenz
gegen entsprechende Xoo-Stamme vermittelt (Zhou et al., 2015). Die xa25-Resistenz konnte
mit einem kinstlichen TALE, der ein 40 AS-repeat enthielt und die veranderte Zielsequenz von
PthXo2 ansteuert, tberwunden werden, wobei die OsSWEET13-Aktivierung auch am nicht-
Resistenz-Allel erhalten blieb (Richter et al., 2014). Mit diesem Experiment konnte
nachgewiesen werden, dass die hier untersuchten aberranten repeats prinzipiell die
Uberwindung von Resistenzen erlauben, die auf Leserasterverschiebungen um 1 Nt beruhen.
Um zu untersuchen, ob OsSWEET14-Allele mit einer solchen Leserasterverschiebung zur
evolutiven Konservierung des 39 AS-repeat (40 AS-repeat RVD N¥*) in den bedeutenden
Virulenzfaktoren AvrXa7 und PthXo3 beigetragen haben konnten, wurden entsprechende
Zielsequenzen in den verfligbaren OsSWEET 14-Promotoren verschiedener Oryza spp. gesucht
(Richter et al., 2014). Dabei wurde eine 1 bp-Insertion in der PthX03-Box von O. brachyantha
entdeckt, die im Unterschied zur O. sativa-Box mit Beteiligung des aberranten repeat gebunden
werden konnte (Abb. 4.1.2; Richter et al., 2014). Ob dadurch das Wirtsspektrum von Xoo

tatsachlich erweitert wird, muisste untersucht werden.
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A

repeat-Nr. 1 2 3456 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28285
PthXo3 NI HG NI HG NI NI NI HD NN HD HD HD NG HD N* NI HD HD NN NS NI NG /" HD N* NS N* RBF
O. sativa TATATAAAC@EH cccTccABCcEAE BEEEBAE 10
O.brachyantha TA T A TAAAC@EBcccTCcCCcABCEBCA T cTcH 4
B 1412 16

repeat-Nr. 1234567 891011213 - 171819 20 21 22 23 24 25 26 27 28285
PthXo3 NI HG NI HG NI NI NI HD NN HD HD HD NG HD NI HD HD NN NS NI NG NN HD N* NS N* RBF
0. sativa TATATAAACEBC cccTcEHHBERBEBEBEC A T cT AR 6

Obrachyantha TA T A TAAACEHcccTcEHBBECEHA EBEHBcTCA 9

Abb. 4.1.2: PthXo03 kdnnte den OsSWEET14-Promotor in Oryza brachyantha in anderer Konformation als
in O. sativa erkennen. Alignment der PthXo3 RVDs mit der OsSWEET14-Zielsequenz aus O. sativa und
0. brachyantha (A) mit und (B) ohne Teilnahme des aberranten repeat an der DNA-Bindung. Eine Reduktion der
RVD-Base-Fehlpaarungen (RBF, schwarz hinterlegt) zeigt, dass der aberrante repeat in O. sativa vermutlich aus-

loopt und in O. brachyantha nicht. 39 AS repeat in grau. Abb. verdndert nach Richter et al., 2014.

In dieser Arbeit wurde aullerdem gezeigt, dass die nattrlichen TALEs PthXo3 und AvrXa7 eine
extrem hohe Toleranz gegen bis zu acht bzw. sechs RBF in ihrer jeweiligen Erkennungssequenz
haben (Abb. 3.1.7, 3.1.8). So konnten sie neben Reporterkonstrukten einer optimalen oder einer
-1 Nt-Leserasterverschiebungsbox auch solche mit Leserasterverschiebungen um -2, +1 und +2
Nt aktivieren. Mit Hilfe kunstlicher AvrXa7-Derivate, in denen entweder der 39 AS- gegen
einen 34 AS-repeat oder die RVDs multipler gegen solche singularer Basenspezifitat
ausgetauscht wurden, konnte festgestellt werden, dass die Erkennung der Deletionsboxen (-1
und -2 Nt) hauptsachlich durch den aberranten repeat vermittelt wird, wéhrend die
Insertionsboxen (+1 und +2 Nt) durch RVDs multipler Spezifitt toleriert werden kénnen (Abb.
3.1.9). Dabei wurde beobachtet, dass der Austausch stérkerer, unspezifischer RVDs (NS, NN)
durch schwachere, spezifische RVDs (NI, NH) zu einer reduzierten Aktivierung an der
optimalen Box flihrte (Abb. 3.1.9). Diese Ergebnisse zeigen zum einen, dass die generell hohe
Toleranz natirlicher TALEs gegeniiber RBF in ihren Zielsequenzen in diesem Fall vor allem
durch starke RVDs, die mehrere Nukleobasen erkennen kénnen, verursacht wird. Zum anderen
deuten sie darauf hin, dass aberrante repeats unter Umstanden auch die Erkennung von
Leserasterverschiebungen von -2 Nt vermitteln kdnnen, was in vorrausgegangenen Analysen
mit kinstlichen TALEs nicht der Fall war (Abb. 3.1.1). Neben dem aberranten repeat
unterschied sich das AvrXa7-Derivat mit spezifischen RVDs von den kiinstlichen TALEs mit
einem 30, 40 oder 42 AS-repeat vor allem in der repeat-Anzahl. Mit 25,5 repeats war das
artifizielle AvrXa7 deutlich langer als die TALEs mit 17,5 repeats (vgl. Abb. 3.1.1 und 3.1.9).
Madglicherweise konnte also die durch einen aberranten repeat gewonnene TALE-Flexibilitat
bei ausreichender repeat-Anzahl der umgebenden Array-Abschnitte weiter ausgenutzt werden.

Ob dies durch das Aus-loopen mehrerer repeats zustainde kommen konnte oder ein anderer
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Mechanismus greift, kann nur spekuliert werden. Langere repeat-Arrays haben dartber hinaus
auch den Vorteil, dass sie eine hohere Fehlpaarungstoleranz vermitteln (Mali et al., 2013 b;
Juillerat et al., 2014).

Insgesamt lassen diese Ergebnisse die Formulierung einer Hypothese zu drei mdoglichen,
evolutiven Anpassungen von TALEs zur Uberwindung von Wirtsresistenzen zu. Demnach
entwickeln sich in TALEs unter selektivem Druck, wie bei den wichtigen Virulenzfaktoren
AvrXa7 und PthXo3, repeat-Arrays mit erstens moglichst vielen, zweitens starken, sowie
unspezifischen und drittens besonderen repeats, die dem TALE neue Eigenschaften verleihen
kdnnen. Diese Faktoren sollten auch bei der computergestiitzten Vorhersage von TALE-
Zielsequenzen und somit Zielgenen berlicksichtigt werden. So konnte auch die Rolle der
ubrigen nattrlichen TALEs mit aberranten repeats fir das jeweilige Pathogen untersucht
werden. Alle bisher identifizierten aberranten repeats wurden dabei in den X. oryzae Pathovaren
oryzae und oryzicola gefunden (Boch und Bonas, 2010; Richter et al., 2014; Read et al., 2016).
Es waére interessant, ob weitere aberrante repeats in diesen oder anderen Spezies auftreten und
welche neuen Eigenschaften diese einem repeat-Array verleihen konnten, nicht zuletzt im

Hinblick auf die biologische Funktion der entsprechenden TALEs.
4.1.3 Aberrante repeats erweitern das Anwendungsspektrum von TALES

Der in dieser Arbeit entdeckte neuartige Erkennungsmodus von TALEs mit aberranten repeats,
der es erlaubt neben optimalen Zielsequenzen auch solche mit -1 Nt-Leserasterverschiebungen
zu nutzen, bietet auch interessante neue Mdglichkeiten fur die Anwendung von TALES in der
Biotechnologie. So konnten sowohl TALEs als auch TALEN zur Erkennung allelischer
Genvarianten verwendet werden, die sich durch eine 1 Nt-Leserasterverschiebung
unterscheiden. Beim Design solcher TALES oder TALEN muisste jedoch die Positionierung des
aberranten repeat im Array als auch dessen Lange beachtet werden, da TALES mit aberrantem
repeat und geringer repeat-Anzahl (11,5) eine stark reduzierte oder keine Reporteraktivitat
induzierten (Abb. 3.1.4). Fur TALEs, die als Genaktivatoren eingesetzt werden sollen, ist fur
eine effiziente Aktivierung eine Platzierung des aberranten repeats am Anfang oder im Zentrum
des repeat-Arrays zu empfehlen, da ein aberranter repeat im C-terminalen Bereich der repeat-
Region die induzierende Aktivitat schwéchte (Abb. 3.1.2). Dies ist aus anderen Grunden auch
fur TALEN zu empfehlen. Einerseits wurde ihre Restriktionsaktivitat nicht durch einen
aberranten repeat im C-terminalen Bereich des Arrays beeintrachtigt (Abb. 3.1.2). Andererseits
war unter anderem auch eine TALEN ohne aberrantem repeat dazu in der Lage, eine DNA zu

schneiden, die eine entsprechende -1 Nt-Leserasterverschiebung im 3°-Bereich der Zielsequenz
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enthielt (Abb. 3.1.2). Das zeigt, dass TALEN moglicherweise auf Grund der paarigen
Anwendung eine hohere Toleranz gegenuber Fehlpaarungen im C-terminalen Bereich des
repeat-Arrays haben als TALEs. Diese beobachtete Eigenschaft von TALEN-Paaren sollte
auch bei deren Design beachtet werden, sodass ein Schneiden einer der Zielsequenz dhnlichen

Sequenz an falscher Stelle (off-target) vermieden werden kann.

In dieser Arbeit wurden TALEs mit aberranten repeats zur Induktion der Transkription an
Promotoren verschiedener HIV-1 Subtypen verwendet (Abb. 3.2.7). Dabei konnte auch eine
effiziente Aktivierung der Subtypen E und F erreicht werden, die sich u. a. durch lokale 1 Nt-
Deletionen von den Subtypen A-D unterscheiden. Neben dem aberranten repeat wurden in
diesem (ArtABC6) und einem weiteren TALE (TALEABCS), der an anderer Stelle ohne
Leserasterverschiebung bindet, erfolgreich RVDs multipler Spezifitat zur Erkennung der
verschiedenen Subtypen eingesetzt (Abb. 3.2.7). Die weitreichende, in dieser Arbeit um die
aberranten repeats erganzte Kenntnis tber die individuellen Eigenschaften einzelner repeat-
Typen erlauben also ein Design von DNA-Bindeproteinen mit einem definierbaren Spektrum

verschiedener/alleler Zielsequenzen.

Im Unterschied zu TALEs erlaubt die auf Basenpaarung beruhende DNA-Bindung durch
CRISPR/Cas9 per Definition keinen gezielten Einbau von wobble-Positionen, an denen die
Erkennung mehrerer Nukleobasen moglich ist. Aber kénnten mit CRISPR/Cas9 gezielt
Leserasterverschiebungen wie mit aberranten repeats adressiert werden? Tatsdchlich ist Cas9
in der Lage Zielsequenzen mit Indels durch Auswdlbung der ungepaarten Nukleotide der
SgRNA oder des komplementaren DNA-Einzelstranges zu binden und zu schneiden (Lin et al.,
2014). Dabei wird die Auswolbung eines Nukleotides in der einzelstrangigen DNA (entspricht
einer Leserasterverschiebung von +1 Nt) und in Ausnahmefallen von bis zu vier Nukleotiden
in der sgRNA (entspricht Leserasterverschiebungen von bis zu -4 Nt) toleriert, wobei nur 1 Nt-
Leserasterverschiebungen in beide Richtungen systematisch untersucht wurden. Weiterhin
wurde gezeigt, dass 1 Nt-Leserasterverschiebungen im duBersten 5°-Bereich der sgRNA keine
oder kaum Aktivitatseinbuf3en verursachen (Lin et al., 2014), was vermutlich auf die generell
hohe Fehlpaarungstoleranz des CRISPR/Cas9-Systems in diesem Bereich zurtickzufuhren ist
(Hsu et al., 2013). AulRerhalb dieses Bereiches war die Erkennung von 1 Nt-
Leserasterverschiebungen extrem sequenzabhangig (Lin et al., 2014) und ist dementsprechend
im Unterschied zu TALEs mit aberranten repeats nicht vorhersagbar. Dariiber hinaus konnten
Cas9 off-targets identifiziert werden, die neben einer 1 Nt-Leserasterverschiebung zusétzliche
Fehlpaarungen enthielten (Lin et al., 2014). Im Unterschied dazu scheint ein aberranter repeat
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einen TALE eher zu schwéchen und dadurch gegenuiber Fehlpaarungen spezifischer zu machen
(Abb. 3.1.5). Die Leserasterverschiebungstoleranz von Cas9 erscheint also auf Grund ihrer
Unvorhersagbarkeit wenig fur Anwendungen geeignet, muss aber beim sgRNA-Design bzgl.
mdoglicher off-targets bertcksichtigt werden. TALES oder TALEN mit aberrantem repeat haben
hingegen abhéngig vom ubrigen Array-Design (repeat-Anzahl, RVDs) eine hohe Spezifitat fur
ihre optimale Box und Boxen mit -1 Nt-Leserasterverschiebung im Bereich des aberranten

repeat.
4.2 Die TALE-vermittelte Transkriptionsinduktion am HIV-Promotor

Ein moglicher Ansatz, der zur Heilung von HIV-1 verfolgt wird, ist die sogenannte shock and
kill-Strategie (Geeraert et al., 2008). Dabei soll die virale Genexpression in latent infizierten
Zellreservoiren induziert werden, um diese durch die Virusreproduktion oder das Immunsystem
zu zerstOren, wobei ART eine weitere Verbreitung des Virus verhindert. Eine spezifischere
Alternative zur pharmazeutischen Aktivierung von HIV-1 stellten kunstliche TALE-
Aktivatoren dar, da diese nicht in andere zellulare Prozesse eingreifen und somit auch auf nicht
infizierte Zellen keinen Effekt haben sollten. Beim Test verschiedener kinstlicher TALEs
wurde festgestellt, dass deren Fahigkeit zur Transkriptionsinduktion stark von ihrer Position im
HIV-1-Promotor (LTR) abhing. So erfolgte eine Reporteraktivierung am LTR nur, wenn der

entsprechende TALE eine Sequenz stromaufwarts der drei SP1-Bindestellen ansteuerte.
4.2.1 Die Aktivierung von HIV-1 durch kinstliche Transkriptionsfaktoren

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe eines Reporterkonstruktes in HEK293T-Zellen gezeigt, dass
TALEs die Expression am LTR-Promotor induzieren kénnen, sodass die induzierte mMRNA den
natlrlichen HIV-1 Transkriptionsstart besitzt (Abb. 3.2.1). Damit ist das vollstandige TAR-
Element enthalten, wodurch eine regulatorische Riickkopplung wie bei der naturlichen viralen
RNA durch das virale Protein Tat moglich wéare. Kooperationspartner und andere haben dartiber
hinaus die Aktivierung eines Provirus in latent infizierten Zellen mit kinstlichen ZFP-, TALE-
oder Cas9-basierten Aktivatoren gezeigt (Wang et al., 2014 und 2015; Geililer et al., 2015;
Perdigao et al., 2016; Ji, H. et al., 2016; Bialek et al., 2016; Limsirichai et al., 2016; Saayman
et al., 2016). Auch in einigen dieser Studien wurden die kiinstlichen Aktivatoren zunachst auf
die Induktion eines Reporterkonstruktes mit HIV-1-Promotor in einer HEK293T-Zelllinie
getestet. Wie in dieser Arbeit waren auch dabei sowohl TALE- als auch Cas9-Aktivatoren
effizient, wenn sie Sequenzen im Bereich der beiden «kB-Motive oder unmittelbar
stromaufwarts dieser erkannten (Abb. 3.2.2; Perdigao et al., 2016; Ji, H. et al., 2016; Saayman
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et al., 2016). Bei der Induktion von Proviren oder endogener Reporter wurden allerdings neben
Anhnlichkeiten auch Unterschiede beziiglich der geeigneten Positionierung kinstlicher
Aktivatoren im LTR in den verschiedenen Zellmodellen beobachtet. So waren die beiden kB-
Motive stromaufwaérts der SP1-Bindestellen nicht immer flr eine effiziente Aktivierung durch
kinstliche TALEs oder Cas9-Aktivatoren geeignet, wohingegen die weiter 5°-vorgelagerte
Region eine maximale Induktion im jeweiligen Testsystem erlaubte (Geililer et al., 2015; Bialek
et al., 2016). Dies konnte an einer guten Zuganglichkeit dieser Region liegen, die zum einen
durch die Abwesenheit von Nukleosomen im aktiven LTR (Van Lint et al., 1996) und zum
anderen der geringen Dichte bekannter Transkriptionsfaktor-Bindestellen begrundet ist. Die
SP1-Bindestellen des LTR erschienen hingegen mit einer Ausnahme als Zielsequenzen fur
klnstliche Aktivatoren ungeeignet. So wurden in Limsirichai et al. (2016) Cas9-Aktivatoren u.
a. mit sgRNAs fir Zielsequenzen eingesetzt, die mit den Bindestellen von NF«xB oder SP1
uberlappen, und in den zwei verschiedenen klonalen Zelllinien J-Lat 9.2 und 10.6 getestet. J-
Lat sind latent mit einem defekten HIV-1, der einen GFP-Reporter enthalt, infizierte T-
Lymphozyten der Jurkat Zelllinie (Jordan et al., 2003). Wahrend in J-Lat 9.2 die gegen die xB-
Motive gerichtete sRNA die bei weitem stérkste und nahezu einzige GFP-Aktivierung von
allen getesteten sgRNAs hervorrief, zeigte sich in J-Lat 10.6 ein vollkommen gegensétzliches
Bild (Limsirichai et al., 2016). Alle getesteten sgRNAs, inklusive der gegen die SP1-Boxen
Gerichteten, fuhrten zu einer GFP-Aktivierung, wobei die gegen die kB-Motive gerichtete
sgRNA mit am schwachsten war. Fir die J-Lat Zelllinien ist bekannt, dass ihre Aktivierbarkeit
durch NF«B stark von der Chromatin-Zugénglichkeit des proviralen LTR beeinflusst wird, die
auch vom Integrationsort der Proviren abhangt (Miller-Jensen et al., 2012). So ist die
Aktivierung des HIV-Reporters durch sowohl eine TNF (Tumornekrosefaktor)-o vermittelte
NFkB-Antwort als auch einen Histon-Deacetylase-Inhibitor (HDACI) in J-Lat 10.6 viel starker
alsin J-Lat 9.2 (Miller-Jensen et al., 2012). Es konnte also angenommen werden, dass der HIV-
1-Promotor in J-Lat 10.6 auch fur andere Transkriptionsfaktoren, die im LTR binden kénnen,
sowie die Cas9-Aktivatoren aus Limsirichai et al. (2016) besser zuganglich ist als in J-Lat 9.2,
wobei die NFkB-Bindestellen womdglich besetzt sind. In Limsirichai et al. (2016) wurden
jedoch keine sgRNAs fir die Region unmittelbar stromaufwérts der kxB-Motive getestet,
weshalb offen blieb, ob diese Region ein besseres Ziel fir kiinstliche Aktivatoren im schwer
induzierbaren Provirus von J-Lat 9.2 darstellt als die kB-Motive selbst. In anderen Studien
waren kiinstliche Aktivatoren, die die 5° der kB-Motive gelegene Region ansteuern, allerdings

in der Lage in schwer aktivierbaren J-Lat Klonen den proviralen Reporter zu induzieren



Diskussion 119

(Perdigao et al., 2016; Bialek et al., 2016). Daher ist diese Region als relativ ,,sicherer Hafen*
flr die Aktivierung von latent HIV-1 infizierten Zellen anzunehmen.

Insgesamt scheint die Aktivierbarkeit von HIV-1-Proviren vor allem von der Zugéanglichkeit
des Chromatins und den vorhandenen Transkriptionsfaktoren in der individuellen Zelle
abzuhangen. Dies sind auch die Stellschrauben, die durch Pharmazeutika im Rahmen der shock
and Kkill-Strategie angesteuert werden. Beispiele fur solche Praparate sind HDACi wie
Vorinostat und Proteinkinase C-Aktivatoren wie Prostratin, die die Aktivierung zellularer
Transkriptionsfaktoren, die am LTR agieren wie z. B. NF«kB, fordern (Xing und Siliciano,
2013). Im Vergleich zu diesen Praparaten waren kinstliche Aktivatoren mindestens genauso
effizient (Ji, H. et al., 2016; Saayman et al., 2016) oder besser (Geililer et al., 2015; Perdigao
et al., 2016; Bialek et al., 2016; Limsirichai et al., 2016) darin, die Expression von HIV-1 zu
aktivieren. Im kombinierten Einsatz kiinstlicher Aktivatoren mit Pharmazeutika konnte dariiber
hinaus eine verstarkte Aktivierung proviraler Reporter beobachtet werden (Perdigao et al.,
2016; Limsirichai et al., 2016). Bei der Verwendung von Cas9-Aktivatoren mit effizienten
LTR-spezifischen sgRNAs in nichtinfizierten Zellen wurde jedoch keine Zytotoxizitat oder T-
Zellaktivierung, die bei der Anwendung von Pharmazeutika auftreten kdnnten, festgestellt (Ji,
H. et al., 2016; Saayman et al., 2016). Die hohe Effizienz bei der Reaktivierung von HIV-1 in
Kombination mit der hohen Spezifitat ohne unerwiinschte Nebeneffekte machen kiinstliche
HIV-Aktivatoren zu einer attraktiven Alternative zur Realisierung der shock and kill-Strategie
zur Heilung von HIV-1.

4.2.2 Strategien zur effizienten Anwendung kunstlicher Transkriptionsaktivatoren

Die am LTR von HIV-1 beobachtete Positionsabhéngigkeit der Transkriptionsinduktion durch
kinstliche Aktivatoren wurde auch bereits an anderen Promotoren beobachtet (Zhang et al.,
2011; Bultmann et al.,, 2012; Renner et al., 2014; Barbon et al., 2016). Die gezielte
Genaktivierung mit einem Kkdinstlichen Transkriptionsfaktor ist dementsprechend nicht
uneingeschrankt moglich und bedarf oftmals der Optimierung. So wurde in dieser Arbeit und
anderen Studien untersucht, wodurch die Geninduktion durch kiinstliche Aktivatoren

beeinflusst wird und welche Strategien zur effizienten Genaktivierung fihren kénnen.

Bereits aus Vorarbeiten war bekannt, dass ein Luciferasereporter mit dem HIV-1-Promotor
nicht effizient durch artifizielle TALESs, deren Zielsequenzen mit den SP1-Boxen (berlappen
(ArtHIV1 und 2), aktiviert werden kann. Dies konnte in dieser Arbeit auch fir einen Cas9-

Aktivator mit entsprechenden sgRNAs nachgewiesen werden (Abb. 3.2.2). Auch in anderen
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Studien wurde festgestellt, dass einige TALE-Aktivatoren, deren Zielsequenzen mit
bestimmten cis-Elementen uberlappen, keine effiziente Aktivierung vermitteln konnen
(Bultmann et al., 2012; Geililer et al., 2015; Barbon et al., 2016). Dabei ist davon auszugehen,
dass die kinstlichen Aktivatoren mit entsprechenden trans-Elementen, wie z. B. SP1, um die
Bindestellen konkurrieren. So waren bei Verédnderung der SP1-Boxen im HIV-1-Promotor,
sodass nur die artifiziellen TALEs aber voraussichtlich nicht Sp1 noch binden konnten (Abb.
3.2.3), die TALEs in der Lage den Luceferasereporter zu aktivieren (Abb. 3.2.4). Dabei war
festzustellen, dass die Aktivierung des mutierten LTR geringer war als die Aktivitat des intakten
Promotors in An- oder Abwesenheit von ArtHIV1 oder 2. Das zeigt zum einen, welch hohe
Basalaktivitdt SP1 dem HIV-1-Promotor im Reporterkonstrukt verleiht, und zum anderen, dass
SP1 vermutlich die Bindung von ArtHIV1 und 2 blockiert. Interessanterweise war auch die
Reporteraktivierung durch die stromaufwarts der SP1-Boxen bindenden TALE-Aktivatoren
(ArtHIV6 und TALES) durch die Mutation der SP1-Boxen auf unter das Basalniveau des
Reporterkonstruktes mit dem originalen LTR reduziert, obwohl ArtHIV6 und TALE5 am
originalen LTR effizient Luciferaseaktivitat induzieren (Abb. 3.2.4). Auch in anderen Studien
fuhrte die Deletion oder Mutation benachbarter cis-Elemente zum Verlust bzw. zur Reduktion
ursprunglich starker Aktivierung durch einen kinstlichen TALE am jeweiligen Promotor
(Bultmann et al., 2012; Barbon et al., 2016). Diese Beobachtungen konnten auf ein
kooperatives oder sogar synergistisches Zusammenwirken der kinstlichen Aktivatoren mit
endogenen Transkriptionsfaktoren zurlickzufiihren sein. Dabei bedeutet Synergie, dass die
Aktivierung bei Anwesenheit mehrerer Transkriptionsaktivatoren hoher ausfallt als die Summe
der Aktivitaten, die durch die einzelnen Transkriptionsaktivatoren vermittelt werden (Carey et
al., 1990). Da die sauren ADs von VP16 und p65 funktionale Ahnlichkeiten aufweisen (Blair
et al., 1994), kénnten ArtHIV6 und TALES mit VP16 demnach dhnlich wie NFxB durch eine
kooperative Interaktion mit SP1 die Transkription am HIV-1-Promotor befordern (Perkins et
al., 1993; Burnett et al., 2009). Eine moégliche Strategie, um mit kinstlichen Aktivatoren
effiziente Geninduktion zu erreichen, kdnnte also die geeignete Positionierung zu cis-
Elementen sein, sodass eine synergistische Aktivierung zusammen mit endogenen
Transkriptionsfaktoren ermdglicht wird (Abb. 4.2 A, B).

Um einen kinstlichen Aktivator geeignet platzieren zu kdnnen, ist eine gute Kenntnis der
Transkriptionsregulation am Promotor des Zielgenes oder vorausgehende Tests mehrerer
Aktivatoren notwendig. Da dies nicht immer realisiert werden kann, ist eine andere Mdglichkeit
starke Effekte durch kinstliche Aktivatoren zu erreichen, der Einsatz multipler ADs (Abb. 4.2

C). Dabei werden mehrfach die gleichen oder unterschiedliche ADs entweder direkt an das
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DNA-bindende Protein fusioniert (VPR; Chavez et al., 2014) oder Uber ein repetitives Epitop
(SunTag; Tanenbaum et al., 2014) oder im Falle von Cas9-Aktivatoren ein sgRNA-Aptamer
(synergistic activation mediator, SAM; Konermann et al., 2015) mit dem DNA-bindenden
Protein assoziiert. Dadurch wird eine starkere Aktivierung als durch einzelne ADs ermdglicht.
VPR, SunTag, SAM, sowie eine Kombination von VPR und SAM wurden auch erfolgreich zur
gesteigerten HIV-1-Aktivierung durch Cas9-Aktivatoren eingesetzt (Ji, H. et al., 2016; Bialek
et al., 2016; Limsirichai et al., 2016; Saayman et al., 2016). In dieser Arbeit wurden ebenfalls
multiple ADs an ArtHIV6 fusioniert (Abb. 3.2.5). Dabei wurde eine Kombination aus VP64-,
p65- und HSF1-AD (VpH) gewahlt, die bisher nur im SAM-System verwendet wurde
(Konermann et al., 2015). Im Vergleich mit den einzelnen ADs zeigte ArtHIVV6 mit der neuen
AD VpH am SP1-defizienten LTR und an einem minimalen CMV-Promotor eine mehr als
additive Aktivierung (Abb. 3.2.5). Die an ein Protein fusionierten ADs konnen also

gewissermalien synergistisch zusammenwirken.

Eine weitere Moglichkeit um synergistische Aktivierung zu erreichen ist die Kombination
mehrerer kinstlicher Aktivatoren, die im weiteren Bereich des Genpromotors sowohl den
codierenden als auch den codogenen DNA-Strang ansteuern konnen (Abb. 4.2 D; Richter und
Boch, 2013). Diese Methode wurde sowohl fir ZFP (Liu et al., 2001) als auch TALE- (Maeder
et al., 2013 a; Perez-Pinera et al., 2013 a) und Cas9-Aktivatoren (Maeder et al., 2013 b; Perez-
Pinera et al., 2013 b) etabliert. Da Cas9 durch die Applikation mehrerer, kleiner sgRNAs leicht
mehrere Zielsequenzen ansteuern kann, ohne dass mehrere Proteine in eine Zelle gebracht
werden missen (Le Cong et al., 2013), erscheint diese Form der transkriptionellen Synergie fur
Cas9-Aktivatoren besonders geeignet. Fir die HIV-1-Aktivierung wurden sowohl mehrere
sgRNAs mit einem Cas9-Aktivator als auch mehrere TALE-Aktivatoren eingesetzt (Perdigao
et al., 2016; Bialek et al., 2016). In beiden Fallen konnte eine leicht synergistische Aktivierung
beobachtet werden. In dieser Arbeit war mit den verwendeten HIV-TALESs keine Synergie am
originalen HIV-1-Promotor nachweisbar (Abb. 3.2.4), wobei ein deutlich Kkleinerer
Promotorbereich als in den anderen Studien abgedeckt wurde (Perdigao et al., 2016; Bialek et
al., 2016). Im Unterschied dazu war am SP1-defizienten LTR starke synergistische Aktivierung
mit mehreren TALE-Kombinationen, insbesondere mit TALES, ArtHIV1 und 5, nachweisbar
(Abb. 3.2.4). Dies legt nahe, dass diese Form der synergistischen Aktivierung vor allen fur die
Induktion von Genen mit geringer Basalaktivitat geeignet ist. Darliber hinaus wurde gezeigt,
dass die Verwendung mehrerer kinstlicher TALE-Aktivatoren unabh&ngig von der Chromatin-

Zuganglichkeit der einzelnen Zielsequenzen zur effizienten Aktivierung fuhren kann (Perez-
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Pinera et al., 2013 a). Dies kdnnte eine einfache Induktion ohne Vorwissen tiber die Regulation

eines Gens in der jeweiligen Zelle erlauben.

Neben den verbreiteten transkriptionellen ADs wie VP16 und p65, die in der Regel von
Transkriptionsfaktoren stammen, kdénnen auch Doméanen an DNA-Bindeproteine fusioniert
werden, die durch direkte Beeinflussung der Chromatin-Zuganglichkeit Transkription
aktivieren. So wurden durch Fusion der katalytischen Kerndoméne von p300 an ZFP, TALEs
oder Cas9NO spezifische Histon-Acetyltransferasen geschaffen, die zur effizienten
Genaktivierung fuhrten (Hilton et al., 2015). Cas9-basierte Histon-Acetyltransferasen wurden
auch erfolgreich zur HIV-Induktion eingesetzt (Limsirichai et al., 2016) und stellen eine
interessante Alternative, insbesondere im Hinblick auf womdglich epigenetisch stillgelegte

Proviren in latenten Zellreservoiren, dar.
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Abb. 4.2: Verschiedene Strategien zur Genaktivierung mit kinstlichen Aktivatoren. Ein artifizieller
Aktivator (orange) kann ein Zielgen (A) nicht oder nur geringfiigig oder (B) durch synergistisches
Zusammenwirken mit endogenen Transkriptionsfaktoren (turkis) effizient aktivieren. Effiziente Aktivierung kann
auch durch (C) multiple Aktivierungsdoménen (hellgriin, pink) oder (D) synergistisches Zusammenwirken mit
anderen kinstlichen Aktivatoren (rot, gelb, griin, blau, violett) fir dasselbe Zielgen erreicht werden. Abb.
verdndert nach Richter und Boch, 2013.

4.2.3 Die Aktivierung verschiedener HIV-1-Varianten

Auf Grund der hohen retroviralen Mutationsrate tritt HI\VV-1 mit einer groRen Variabilitat auf.
Dies wird vor allem in der starken Diversitat der Virus-Subtypen deutlich (de Baar et al., 2000;
Taylor et al., 2008; de Arellano et al., 2010). Selbst innerhalb eines einzelnen Patienten sind
zahlreiche verschiedene provirale Klone zu finden (Geililer et al., 2015). Sogar im Bereich der

wichtigsten regulatorischen Promotorelemente des LTR, den kB-Motiven und SP1-Boxen,
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lassen sich Verédnderungen mit Einfluss auf die virale Replikation in einzelnen
Viruspopulationen finden. So fihren z. B. kleine Mutationen in den SP1-Bindestellen
chinesischer HIV-1 Isolate zu einer verstarkten viralen Transkription (Qu et al., 2016) und die
evolutive Umwandlung eines kB-Motives zur Bindestelle eines anderen Transkriptionsfaktors
zur verbesserten Fitness des Virus in Zellen mit wenig NFxB (Verhoef et al., 1999). Vor diesem
Hintergrund missen auch kinstliche Aktivatoren fur die shock and kill-Strategie betrachtet
werden. In Bialek et al. (2016) wurde daher die Sequenz der effektivsten sgRNAs mit
verfigbaren Sequenzen verschiedener Subtypen verglichen, wobei sich eine geringe
Konservierung der Bindestellen herausstellte. In anderen Studien wurden zur Aktivierung
einzelner Subtypen oder von Patientenisolaten individuelle sgRNAs oder TALE-Aktivatoren
flr die gleiche Position im Promotor eingesetzt (Geildler et al., 2015; Saayman et al., 2016). In
Geilller et al. (2015) wurde dabei ein TALE fiir die Konsensus-Sequenz der im Patienten
auftretenden proviralen Klone mit den Ublichen repeats (NN, HD, NI, NG) erstellt, der das
Virus in den jeweiligen Patientenzellen aktivieren konnte. Ob jedoch alle proviralen Klone des
Patienten mit dem individuell erstellten TALE aktivierbar sind, wurde nicht geklart. Das wére
jedoch im Hinblick auf die shock and kill-Strategie sehr interessant, da fiir deren Umsetzung
das Virus in allen latent infizierten Zellen aktiviert werden misste. In einem der in Geil3ler et
al. (2015) untersuchten Patienten wurde auch ein proviraler Klon mit Indels in der Zielsequenz
des verwendeten TALEs gefunden. Solche Sequenzen kénnen i. d. R. nicht von herkdmmlichen
TALEs erkannt werden.

In dieser Arbeit wurden unter Verwendung von RVDs mit multipler Spezifitat (NN, NS, N*)
und eines aberranten repeats ArtHIV6- und TALE5-Varianten (ArtABC6 und TALEABCS)
erstellt, die in der Lage waren, gleichzeitig an Promotorsequenzen der HIV-1 Subtypen A bis
F Transkription zu aktivieren (Abb. 3.2.6). Dabei wurden auch kleine Indels tberwunden. Die
Madglichkeit derart flexible HIV-Aktivatoren zu erstellen ist nur mit TALES und nicht mit ZFPs
oder Cas9-Aktivatoren gegeben. Ein optimierter HIV-TALE konnte den Bereich unmittelbar
stromaufwarts der kB-Motive ansteuern und so wie TALEABCS aus dieser Arbeit fur ein
Spektrum mdglicher Zielsequenzen angepasst sein. Dariiber hinaus kénnte die Effizienz der
Aktivierung noch durch Fusion multipler ADs oder eine Kombination meherer flexibler TALES

erhoht werden.
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4.3 Betrachtungen zur nicht nachweisbaren Aktivitat von scTALEN in vivo

TALEN werden Ublicherweise als Paare eingesetzt, wobei jedes Einzelmolekil aus einem
TALE-Grundgerist zur Sequenzerkennung und einer Fokl-Endonukleasedoméne ohne eigene
DNA-Spezifitdt besteht. Dies hat Nachteile gegeniiber monomeren Genomeditierungs-
Werkzeugen wie z. B. CRISPR/Cas9. So sind paarige Nukleasen im Vergleich zu
entsprechenden monomolekularen Nukleasen zum einen in der Erstellung doppelt so aufwendig
und teuer und zum anderen auf Grund der langeren DNA-Zielsequenz vermutlich stérker von
der Chromatin-Zuganglichkeit abhangig. Daher sind monomere TALEN-Varianten fiir die
biotechnologische Anwendung von generellem Interesse. Eine Mdoglichkeit, monomere
TALEN zu erstellen, war dabei die Fusion anderer Nukleasedoménen als der von Fokl. So
wurden monomere TALEN mit Hilfe eines fusionierten Pvull-Dimers (Yanik et al., 2013) oder
der katalytisch aktiven Domane von I-Tevl erstellt (Beurdeley et al., 2013; Kleinstiver et al.,
2014). Diese Varianten hatten jedoch den Nachteil, dass durch die DNA-Spezifitat der
verwendeten Nukleasen zusatzliche Anforderungen an die Zielsequenz anfielen. Eine
Alternative ohne eigene Sequenzspezifitét stellte eine scFokl-Endonukleasedoméne dar, wie
sie bereits fur monomere ZFN verwendet wurde (Minczuk et al., 2008; Mino et al., 2009). So
wurden scTALEN von Sun und Zhao (2014) entwickelt, die im Vergleich zu TALEN-Paaren

jedoch eine deutlich geringere Mutationseffizienz in humanen Zellen aufwiesen.

Auch in dieser Arbeit wurden verschiedene scTALEN-Varianten erstellt, von denen alle DNA
spezifisch und effizient in vitro schnitten (Abb. 3.3.2, 3.3.4, 3.3.5). Beim Test der mit Sharkey-
Fokl-Endonukleasedoménen optimierten SCTALEN-Varianten in D. rerio-Embryonen
(Alexander Hruscha, persdnliche Kommunikation) und humanen Zellen (Abb. 3.3.6) wurde
jedoch keine Aktivitat in Form von Indel-Mutationen in vivo nachgewiesen. Eine mdgliche
Erklarung fiir die hier fehlende und in Sun und Zhao (2014) geringe Mutationseffizienz ware,
dass sSCcTALEN immer wieder die DNA binden und schneiden kdnnen, weil ihre Zielsequenz
nur mit geringer Effizienz durch die zellularen Reparaturmechanismen zerstért wird. Wéhrend
bei TALEN-Paaren NHEJ vermutlich Gber die Zeit die spacer-Lange so stark verandert, dass
das Paar nicht mehr schneiden kann, missten sich die Mutationen bei sScTALEN bis in die
Zielsequenz erstrecken. Ein immerzu wiederholtes Schneiden der DNA kdnnte zum einen zum
Tod der mit scTALEN-transfizierten Zelle flihren oder verhindern, dass sich in der
Inkubationszeit (72 h) eine nachweisbare Mutation etabliert, da der DSB per se nicht mit PCR-
basierten Methoden nachweisbar ist. Insbesondere bei der konstanten Expression der SSTALEN
von Plasmiden (Abb. 3.3.6; Sun und Zhao, 2014) konnte ein solcher Effekt eine Rolle spielen,
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da ein Endzustand auch nicht durch Abwesenheit der Nuklease erreicht werden kann. Im
Unterschied dazu wurden die Zebrabarblingszygoten mit scTALEN-mRNA injiziert
(Alexander Hruscha, persdnliche Kommunikation), die mit jeder Zellteilung des Embryos auf
die Tochterzellen verteilt und somit ausgedtnnt wird. Darlber hinaus unterliegen sowohl die
mMRNA als auch das Protein dem Abbau, sodass im Laufe der Zeit keine scTALEN-Molekiile
im Zebrabarblingsembryo nachproduziert werden, wahrend die Vorhandenen abnehmen. Daher
sollte sich in diesem System zumindest auf Grund der Abwesenheit der scTALEN eine
Mutation etablieren kdnnen. Ob dies bereits nach dem gewahlten Untersuchungszeitraum von
24 h der Fall wére, musste z. B. mittels Immunoblot Gberprift werden. Da der Embryo zu
diesem Zeitpunkt jedoch bereits recht weit entwickelt ist (Segmentierung abgeschlossen,
Schwanz und Organe angelegt, Herzschlag, rote Blutzellen, Pigmentierung der Retina nach
Kimmel et al., 1995), kann angenommen werden, dass die scTALEN, deren mRNA im
Einzellstadium injiziert wurde, in den meisten Zellen abgebaut wurde. Dennoch war auch in D.
rerio kein eindeutiger Nachweis der scTALEN-AKktivitéat in vivo mdglich. Um zu untersuchen,
ob kontinuierlich wiederholtes Schneiden der scTALEN wirklich der Grund fur die nicht
nachweisbare Aktivitat in vivo ist und um diese potentielle Ursache zu umgehen, wurden auch
dscTALEN erstellt, die ein wiederholtes Schneiden durch Ausschneiden ihrer eigenen
Zielsequenz verhindern sollten (Abb. 3.3.4, 3.3.5, 3.3.6). Obwohl gezeigt werden konnte, dass
sowohl die N- als auch die C-terminale scFokl-Endonukleasedoméne der dscTALEN DNA
schneidet (Abb. 3.3.4), bleibt offen, ob dies auch zeitgleich stattfinden kann, was fiir ein
Ausschneiden der Zielsequenz in vivo notig wére. Daruber hinaus kdnnte die fehlende Aktivitat
der dscTALEN in beiden in vivo-Systemen, D. rerio und humane Zellen (Alexander Hruscha,
persdnliche Kommunikation; Abb. 3.3.6), auch auf die geringe bis fehlende Kernlokalisierung
der dscTALEN zuruickzufiihren sein (Abb. 3.3.7).

Eine andere mogliche Erklarung flr die nicht nachweisbare in vivo-Aktivitat der scTALEN-
Varianten kdnnte sein, dass sScTALEN womdglich gar keinen DSB auslésen und somit nicht zu
Indel-Mutationen in Zellen fuhren. So wurde in dieser Arbeit in Restriktionsanalysen gezeigt,
dass TALEN und scTALEN mit einem aktiven und einem inaktiven Fokl-Monomer DSB
erzeugen kénnen (Abb. 3.3.3), obwohl sie nur einen DNA-Strang schneiden sollten. Es wurde
angenommen, dass der gewéhlte TALE-C-Terminus eventuell gentigend Flexibilitat erlaubt,
um der aktiven Fokl-Endonukleasedomdne das Schneiden beider DNA-Strénge zu
ermoglichen. Dies wirde auch bedeutet, dass mit dem in dieser Arbeit gewahlten Aufbau
scFoklI-Nukleasen nicht von scFokl-Nickasen im Restriktionsverdau zu unterscheiden sind.

Demnach kénnten im Umkehrschluss alle erstellten scTALEN-Varianten womaoglich scTALE-
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Nickasen sein. Falls die SCTALEN tatséchlich scTALE-Nickasen wéren, konnte es sein, dass
ihre Aktivitdt mit den gewéhlten Methoden (PCR, Restriktions- oder T7EI-Verdau) in vivo
nicht nachzuweisen ist, weil die Zellen einen Einzelstrangbruch (ESB) nicht durch NHEJ
sondern durch Basenexzision reparieren (de Laat et al., 1999), ohne dass Mutationen erzeugt
werden. Dieser Prozess wirde sich dann immer wiederholen. Im Unterschied dazu kénnte eine
ESBs erzeugende scTALEN in vitro erneut binden und den zweiten noch intakten Strang
schneiden, wodurch der DSB gewissermal3en in zwei Schritten erzeugt werden wiirde. Dass mit
einem linker zu einer scFokl verknipfte Endonukleasedoménen tatséchlich nicht nur DSBs
sondern auch ESBs verursachen kdnnen, wurde bereits in vitro fur bestimmte scZFN gezeigt
(Mino et al., 2009). Dabei war der Anteil an ESBs und DSBs von der linker-L&nge abhangig.
Bei einem 35 AS-linker, der dem in dieser Arbeit verwendeten dhnelte, war das Verhaltnis von
DSB zu ESB ca. eins zu zwei. Ein 60 AS-linker erlaubte hingegen die eingesetzte DNA
vollstandig zu schneiden. In einer geringeren Effizienz DSBs zu erzeugen, konnte also die
Ursache dafur liegen, dass Sun und Zhao (2014) zumindest eine geringe Aktivitat ihrer
SCTALEN mit einem 95 AS-linker in humanen Zellen gesehen haben, wahrend in dieser Arbeit
keine nachweisbar war. In dem scZFN-Experiment war die scFokl jedoch nur durch 15 AS mit
dem ZFP verbunden (Mino et al., 2009), was ihr weniger Flexibilitat erlauben sollte als der 63
AS TALE-C-Terminus der scTALEN. Dies konnte erklaren, warum fiir die scZFN nicht wie in
dieser Arbeit nur DSBs sondern auch ESBs in vitro beobachtet wurden (Mino et al., 2009).
Dennoch ist anhand dieser Ergebnisse anzunehmen, dass die in dieser Arbeit erstellten
SCTALEN auch DSBs erzeugen kdnnen. Dariiber hinaus ist nicht auszuschliel3en, dass der hier
postulierte DSB durch scTALE-Nickasen in zwei Schritten nicht auch erfolgt, ohne dass sich
die scTALE-Nickase von der DNA 16st, und die scFokl einfach nur flexibel den DNA-Strang

wechselt, was dann auch einen DSB in vivo erlauben sollte.

Eine weitere mogliche Erklarung fur die fehlende in vivo-Aktivitat der in dieser Arbeit
entwickelten scTALEN kénnte mit ihrer Loslichkeit in der Zelle zusammenhangen. So konnte
fir keine der getesteten scTALEN-Varianten eine vollstandige Kernlokalisierung
nachgewiesen werden (Abb. 3.3.7). Daruber hinaus zeigten die Lokalisierungsstudien auch,
dass die scTALEN sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus nicht gleichméaRig verteilt
vorlagen, was auf die mogliche Bildung von Proteinaggregaten schlie3en lasst. In Ren et al.
(2017) wurden TALE-Derivate als Sonden zur Sichtbarmachung repetitiver DNA-Abschnitte
wie Telomere oder Zentromere in lebenden Zellen angewendet. Dabei wurde ebenfalls
beobachtet, dass die TALE-Fusionsproteine Aggregate im Nukleus bildeten und nicht mit ihren

Zielsequenzen co-lokalisierten. TALE-Derivate scheinen also dazu zu tendieren, in lebenden
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Zellen Aggregate zu bilden, was vermutlich durch eine starke Expression wie durch die in
dieser Arbeit gewahlten Konstrukte begunstigt wird. Neben einer moglichen Aggregation von
TALE-Derivaten in Zellen konnte auch die Fusion von Fokl-Endonukleasedoménen zu einer
schlechten zelluldren Loslichkeit von scTALEN beitragen. Ein moglicher Ansatz zur Erhéhung
der Loslichkeit von TALEN-Varianten konnte die Fusion eines Loslichkeit-erhdhenden
Peptides sein. In Ren et al. (2017) wurden verschiedene solcher Peptide zur Optimierung der
subnuklearen Lokalisierung von TALE-Derivaten getestet, wobei nur die Fusion von
Thioredoxin zur korrekten Lokalisierung der TALE-Derivate flihrte. Daher ware ein méglicher
Ansatz sCTALEN so zu optimieren, dass sie in lebenden Zellen Mutationen verursachen
kdnnen, die Fusion von Loslichkeit-erhéhenden Peptiden wie Thioredoxin. Die so optimierten
SsCTALEN mussten dann in vivo sowohl auf die Erzeugung von DSBs als auch ESBs untersucht
werden, um festzustellen, ob sie mdglicherweise als Nickasen agieren. Neben der Untersuchung
auf Indels durch NHEJ, musste also auch ein Ansatz zur Feststellung von HDR als ein
Reparaturmechanismus von ESBs gewahlt werden. Da fur TALE-Nickase-Paare eine bessere
HDR-Effizienz im Vergleich zu TALEN-Paaren erreicht wurde (Wu et al., 2014), kénnten

scTALE-Nickasen nitzliche neue Werkzeuge fiir die Genomeditierung darstellen.
4.4 Die Erstellung hochspezifischer TALEN

Fur die gentherapeutische Anwendung ist es notwendig, programmierbare Nukleasen so
spezifisch wie mdglich zu gestalten, um off-target-Effekte zu vermeiden oder idealerweise
auszuschlielen. Dazu wurde in dieser Arbeit beispielhaft ein defektes FANCI-Allel
(NM_001113378.1(FANCI):c.1461T>A (p.Tyr487Ter)), das rezessiv zur Auspragung der
Fanconi-Anamie fihrt, mit TALEN angesteuert (Abb. 3.3.8). Da defekte FANCI-Allele relativ
selten sind, treten sie haufig in gemischt heterozygoter Form auf. Das hier gewéhlte Allel, das
sich nur durch einen SNP vom WT unterscheidet, stammt z. B. aus einem Patienten, bei dem
der Defekt im zweiten Allel tGber 20000 bp entfernt liegt. Das eroffnet die theoretische
Madglichkeit eines eleganten Therapieansatzes, bei dem spezifisch nur das lokal defekte Allel
zerstort wird und die Zelle das zweite Allel, das in diesem Bereich eine wildtyp-Sequenz
aufweist, als homologe Reparaturvorlage verwenden konnte. Dadurch wiirde eines der beiden
defekten Allele repariert, was zur Heilung der rezessiven Erbkrankheit ausreichend waére. In
einer anderen Studie wurden bereits Fibroblasten des Patienten mit dem hier adressierten Allel
zu induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSC) reprogrammiert, das defekte Allel repariert
und die geheilten iPSCs zu Zellen hamatopoetischen Charakters differenziert (Osborn et al.,
2016). Die homologe Reparatur des defekten Allels erfolgte dabei mit nicht Allel-spezifischen
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Cas9-Nickasen und einer Reparaturvorlage mit einer Marker-Kassette, die in einem zweiten
Schritt entfernt werden musste. Dabei bleiben Verédnderungen in FANCI zuriick, die mit dem
hier vorgeschlagenen Ansatz nicht auftreten wirden. Die Erstellung geheilter, potentiell
therapeutisch einsetzbarer Zellen in Osborn et al. (2016) zeigt, dass solche Ansétze realistische

Maoglichkeiten zur Behandlung von Krankheiten darstellen.

Die in dieser Arbeit verwendeten TALEN, die nur die defekte, aber nicht die Wildtyp-FANCI-
Sequenz schneiden sollten, wurden zu diesem Zweck nach verschiedenen Kriterien modifiziert
um moglichst spezifisch zwischen beiden Allelen unterscheiden zu kénnen. Dabei wurde die
Lange der repeat-Arrays verandert, die Bindestarke der TALEN Uber das Verhdltnis von
schwachen zu starken RVDs variiert und zusétzliche RBF in die Gber dem SNP bindende
TALEN eingefiihrt (Abb. 3.3.8, 3.3.9, 3.3.10). Auf die Differenzierung der beiden Sequenzen
anhand des 1 bp-Unterschiedes hatten in Restriktionsanalysen in vitro vor allem die
Veranderung der repeat-Anzahl und die zusétzlichen RBF im SNP-bindenden TALEN einen
Einfluss, wahrend die Wirkung starker oder schwacher RVDs vernachlassigbar war (Abb.
3.3.9, 3.3.10). Es war zu beobachten, dass die Aktivitat kiirzerer TALEN stérker durch den SNP
und die zusétzlichen RBF betroffen war als die Aktivitat langerer TALEN, wobei auch deren
Sensitivitat fur den SNP durch zusatzliche RBF wuchs. Diese geringere Fehlpaarungstoleranz
klrzerer repeat-Arrays wurde bereits fur TALEs und TALEN gezeigt (Mali et al., 2013 b;
Juillerat et al., 2014).

Einen starken Einfluss auf die Restriktionsaktivitdt der TALEN hatte dartber hinaus die
Position des SNPs (vgl. Abb. 3.3.9 und 3.3.10). Wurde der SNP als initiales T verwendet, fiihrte
das bereits ohne zusatzliche RBF und unabhédngig von der repeat-Anzahl zu einem starken
Aktivitatsunterschied der TALEN zwischen der mutierten und wildtypischen FANCI-Sequenz,
in der sich ein Adenin an dieser Position befindet (Abb. 3.3.9). Bei einer SNP-bindenden
TALEN mit nur 11,5 repeats reichte diese Fehlpaarung aus, um die Aktivitdt an der
Wildtypsequenz bereits auf unter 10% zu senken (Abb. 3.3.9). Mit zusétzlichen RBF war es
sogar moglich, die Restriktionsaktivitat der TALEN aller L&ngen an der Wildtypsequenz auf
1% oder weniger zu senken, wobei eine Aktivitat von ca. 20% oder mehr an der mutierten
Sequenz erhalten blieb (Abb. 3.3.9). Es ist bekannt, dass die Position To einen grél3eren Einfluss
auf die Gesamtbindung von TALEs besitzt, als einzelne RVDs (Boch et al., 2009; Schreiber et
al., 2014). Dementsprechend wurden TALEN-Varianten, die Sequenzen anhand einer
Fehlpaarung an Position O diskriminieren, auch in anderen Studien erfolgreich eingesetzt
(Bacman et al., 2013 und 2018; Pereira et al., 2018). Sie wurden dabei zur Depletion pathogener
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mitochondrialer DNA (mtDNA), die zusammen mit wildtypischer mtDNA im selben Organell

auftritt, verwendet.

Im Vergleich zur Platzierung des SNP an Position To hatte der SNP an zweiter Position per se
nur einen geringen und mit zunehmender repeat-Anzahl gar keinen Einfluss auf die
Restriktionsaktivitdt der TALEN (Abb. 3.3.10). Fir eine SNP-bindende TALEN mit 11,5
repeats konnte jedoch durch zwei zusétzliche RBF ein Aktivitatsunterschied zwischen
mutierter und WT-Sequenz von ca. 70% zu nur ca. 4% erreicht werden (Abb. 3.3.10). Obwohl
die verbleibende Restriktionsaktivitat an der WT-Sequenz hoher war als bei Positionierung des
SNP an To, war dieser Aktivitatsunterschied zwischen den beiden FANCI-Allelsequenzen der
Hochste der beobachtet wurde. Da die TALEN-Konzentration bei zellularer Anwendung
vermutlich geringer ist als im Restriktionsverdau, kann angenommen werden, dass dieser
beobachtete Unterschied fir die Diskriminierung des wildtypischen FANCI-Allels in vivo
ausreicht, ohne dass die Aktivitdt am mutierten Allel darunter leidet. Im Unterschied dazu
flhrten die drei zusatzlichen RBF in TALEN mit 17,5 repeats und dem SNP an zweiter Position
nur zu Aktivitatsunterschieden von ca. 20% zwischen mutierter und WT-Sequenz, wobei die
verbleibende Restriktionsaktivitat an der WT-Sequenz immer noch 60 bis 70% betrug (Abb.
3.3.10). Dass die vier Fehlpaarungen relativ gut toleriert wurden, kénnte an den fur die
zusétzlichen RBF gewdhlten RVD-Base-Kombinationen liegen. So ist bekannt, dass die
Spezifitat von TALEs eher durch negative Diskriminierung von Nukleobasen als durch positive
Interaktion mit der passenden Base durch die RVD-AS 13 vermittelt wird (Wicky et al., 2013).
Dementsprechend hat jeder individuelle RVD ein gewisses Toleranzspektrum gegeniiber den
nicht ,,aktiv* spezifizierten DNA-Basen. Fur die den SNP an zweiter Position bindenden
TALEN wurden die zusétzlichen RBF HD zu Adenin und NG zu Cytosin gewahlt (Abb.
3.3.10), von denen gezeigt wurde, dass sie in TALEN relativ gut tolerierte Fehlpaarungen sind
(Juillerat et al., 2014). Mdglicherweise hatten Kombinationen von RVDs mit von ihnen starker
diskriminierten Basen, wie z. B. NI mit Thymin oder HD mit Guanin (Juillerat et al., 2014), zu
einer besseren Unterscheidung der beiden FANCI-Allele auch durch langere TALEN gefiihrt.
Vor diesem Hintergrund stellen alternative RVDs eine weitere Moglichkeit dar, die Stringenz
von TALEN gegeniber Fehlpaarungen zu erhéhen. So wurden in Yang et al. (2014) alle durch
Kombination der 20 proteinogenen AS mdglichen RVDs auf ihre Basenspezifitat getestet und
einige neue RVDs identifiziert. Solche wurden erfolgreich eingesetzt um die Spezifitat von
TALEN durch Austausch aller (Miller et al., 2015) oder einiger RVDs an bestimmten
Positionen (Juillerat et al., 2015; Gautron et al., 2017) zu erhéhen und off-target-Effekte zu

reduzieren, was insbesondere im Hinblick auf eine mdgliche therapeutische Anwendung von
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TALEN interessant ist. Ob TALEN allerdings mit Hilfe eines alternativen RVDs, der eine
geringe Fehlpaarungstoleranz aufweist, zwei Sequenzen anhand eines SNP differenziert
schneiden konnen, ist bisher nicht getestet worden. Es ist jedoch anzunehmen, dass eine
spezifische Unterscheidung zweier Sequenzen anhand eines 1 bp-Unterschiedes mit TALEN
nicht in jedem Falle ohne zusatzliche RBF moglich ist. Bei dieser Herangehensweise muss
berticksichtigt werden, dass durch die zusatzlichen RBF neue off-targets kreiert werden kénnen.
Generell sollten daher mdglichst spezifische natirliche oder alternative RVDs verwendet
werden. So wurde z. B. auch in dieser Arbeit NH (erkennt G) statt NN (erkennt G und A) zur
Bindung von Guanin eingesetzt (Abb. 3.3.8, 3.3.9, 3.3.10). Darliber hinaus ist es mit geeigneten
Algorithmen bioinformatisch moglich repeat-Arrays so zu gestalten, dass sie moglichst wenige

off-targets im Genom aufweisen (Garg et al., 2012).

Die in dieser Arbeit vorgestellte Differenzierung zweier Sequenzen anhand eines 1 bp-
Unterschiedes durch TALEN ist nur bedingt mit dem CRISPR/Cas-System umsetzbar. So
wurde gezeigt, dass Cas9 i. d. R. sogar mehr als eine Fehlpaarung zwischen der sgRNA und der
Zielsequenz toleriert (Mali et al., 2013 b; Hsu et al., 2013). Eine Ausnahme stellt dabei die
PAM-Sequenz dar, die entsprechend bereits fir Anwendungen mit 1 bp Aufldsung ausgenutzt
wurde (Li et al., 2016). Allerdings ist dieser Ansatz auf Grund der minimalen PAM-Sequenz
NRG von Cas9 aus S. pyogenes (Mali et al., 2013 b) nur auf einen Teil aller moglichen SNPs
anwendbar, so z. B. nicht auf das in dieser Arbeit adressierte FANCI-Allel. Dartber hinaus
haben auch optimierte Cas9-Varianten, die deutlich weniger off-targets erkennen, noch keine
Einzelnukleotidspezifitat aulerhalb der PAM erreicht (Kleinstiver et al., 2016; Slaymaker et
al., 2016; Nelson und Gersbach, 2016).
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