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Zusammenfassung

TAL-Effektoren stellen eine besondere Klasse der Effektorproteine phytopathogener
Xanthomonas spp. dar und werden iiber das Typ-III-Sekretionssystem in die Pflanzenzelle
transloziert. Die TAL-Effektoren werden in den Wirtszellkern transportiert und induzieren die
Transkription von Wirtsgenen. Als Gemeinsamkeit weisen alle TAL-Effektoren in der
zentralen Region eine Anzahl von Wiederholungen eines meist 34 Aminosidure umfassenden
nahezu identischen Sequenzmotivs, die sogenannten repeats, auf. Die fast identische Abfolge
der Aminosduren der repeats variiert hauptsichlich in der Aminosdureposition 12 und 13. Die
Kombination der repeat-Typen bestimmt die DNA-Sequenzspezifitit der TAL-Effektoren. In
dieser Arbeit wurde das Modell der Sequenzspezifitit von TAL-Effektoren untersucht,
welches besagt, dass je ein Basenpaar von einem repeat erkannt wird und dass die zwei
hypervariablen Aminoséduren 12 und 13 (z.B. NG) die Spezifitidt des repeats bestimmen.
Spezifische DNA-Sequenzen (Boxen) fiir die TAL-Effektoren Hax2, Hax3, Hax4 und
AvrXalO wurden anhand deren repeat-Abfolge generiert und in Reporterkonstrukte inseriert.
Die TAL-Effektoren induzierten spezifisch die Reportergenexpression von Konstrukten mit
ihren Boxen. Weiterhin wurde die Bedeutung und die Erkennungsspezifitit des dem ersten
repeat vorangestellten Sequenzmotivs (nullter repeat) bestimmt und die Erkennungssequenz
auf diesen repeat ausgeweitet. Die Spezifitit fiir die am hiufigsten vorkommenden repeat-
Typen (NI, NG, HD, NN, NS) wurde untersucht und es konnten unterschiedliche repeat-
Spezifititen fiir ein, zwei oder alle vier Nukleotide festgestellt werden. Anhand der
Untersuchung kiinstlicher TAL-Effektoren konnten 6,5 repeats als Mindestanzahl fiir die
transkriptionelle Induktion durch TAL-Effektoren ermittelt werden. Fortfiihrend wurde an
kiinstlich generierten TAL-Effektoren gezeigt, dass die Abfolge der repeat-Typen innerhalb
der repeat-Region offenbar beliebig variiert werden kann und dass die Erkennungsspezifitit
des TAL-Effektors vorhersagbar bleibt. Sequenzanalysen stromabwirts der Box zeigten, dass
fiir die Geninduktion durch einen TAL-Effektor mehr als die Box bendtigt wurde. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass Reporterkonstrukte sowie Endogene auch in humanen Zellen
durch TAL-Effektoren spezifisch induziert werden konnen. Dagegen scheint die TAL-
Effektor-vermittelte Geninduktion in S. cerevisiae vermutlich komplexer gestaltet zu sein, da
sie in diesen Experimenten nicht vermittelt werden konnte. TAL-Effektoren sind DNA-
Bindeproteine mit nahezu beliebiger und vorhersagbarer Erkennungssequenz und kénnen ein

vielseitig anwendbares, molekularbiologisches Werkzeug darstellen.

II



Summary

TAL effectors represent a special class of effector proteins of phytopathogenic Xanthomonas
bacteria and are translocated via the type III secretion system into the plant host cell, where
they localize to the host cell nucleus and induce the transcription of host genes. A common
feature of TAL effectors is their central repeat domain, consisting of a variable number of 34-
amino acid motif repetitions. These single repeats are almost identical in sequence and vary
mainly in the amino acid position 12 and 13. The combination of repeat types determines the
DNA specificity of the TAL effectors. In this work the model of TAL effector sequence
specificity was examined. According to this model each repeat recognizes one base pair and
the hypervariable amino acids at position 12 and 13 (e.g. NG) determine repeat specificity.
Based on this rule specific DNA recognition sequences (boxes) for the TAL effectors Hax2,
Hax3, Hax4, and AvrXalO were inserted into a reporter vector. The TAL effectors
specifically induced reporter gene expression in constructs containing their boxes.
Furthermore, the influence and recognition specificity of a region (repeat zero) preceeding the
first repeat was determined and the recognition sequence was extended. The DNA specificity
of the most frequent repeat types (NI, NS, HD, NN, NS) was investigated and specificities for
one, two or all four nucleotides were found. Based on the investigation of artificial TAL
effectors the minimum number of 6.5 repeats could be determined for transcriptional
induction by TAL effectors. Artificially generated TAL effectors were used to show that the
order of repeat types within the repeat region can be randomly varied, and that the recognition
specificity of the TAL effector remains predictable. Sequence analysis downstream of TAL
effector binding boxes revealed that additional flanking DNA sequence is required for TAL
mediated reporter gene induction. Furthermore it was shown that reporter constructs and
native genes were also specifically induced in human cells by corresponding TAL effectors.
TAL effector-mediated gene induction in yeast is probably more complex, because it could
not be achieved in the course of this work. TAL effectors are DNA-binding proteins with
predictable recognition sequence and customizable specificity and represent a versatile,

molecular biological tool.
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Einleitung

1 Einleitung

Im Laufe der Evolution haben sich auf unserer Erde viele verschiedene Lebensformen
entwickelt. Zu den erfolgreichsten Organismen zédhlen dabei die stationdren Pflanzen. Ihre
Artenvielfalt reicht von einfachen, einzelligen Algen bis hin zu komplexen Bdumen. Sie
bilden die wichtigste Nahrungsgrundlage vieler prokaryotischer und eukaryotischer
Organismen, einschlieBlich des Menschen. Wihrend der Evolutionsgeschichte haben sich
verschiedene Interaktionen zwischen Pflanzen und den umgebenden Lebewesen entwickelt,
von denen sich einige positiv auf die Pflanzen auswirken, wie Mutalismus, und andere
negativ, wie Parasitismus oder Herbivorie. Zu den negativen Wechselwirkungen zihlt auch

der Befall durch krankheitsauslosende Mikroorganismen (Pathogene).

1.1 Pflanzliche Resistenzmechanismen gegen mikrobielle Pathogene
Um Phytopathogene erfolgreich abzuwehren, haben Pflanzen im Laufe der Evolution
verschiedene Abwehrmechanismen entwickelt. Passive Schutzmechanismen bilden hierbei
das Fundament, die durch anatomisch-morphologische Eigenschaften, wie z.B. Wachse oder
Zellwandverdickungen, das Eindringen potentiell pathogener Mikroorganismen erschweren
bzw. verhindern sollen. Dazu kommt die Basalabwehr mit membranstindigen
Immunrezeptoren, den sogenannten pattern recognition receptors (PRRs). Sie erkennen
typische Mikroorganismen bzw. Pathogen assoziierte molekulare Strukturen (microbe-/
pathogen-associated molecular patterns, MAMPs/ PAMPs), wie z.B. Lipopolysaccharide
oder Peptide des bakteriellen Flagellins und 16sen eine Abwehrreaktion aus (Bittel und
Robatzek, 2007; Ingle et al., 2006). Die Erkennung nicht-eigener Strukturen wird als PAMP-
induzierte Resistenz (PTI, PAMP-triggered immunity) bezeichnet (Boller und He, 2009; Jones
und Dangl, 2006; Gohre und Robatzek, 2008). Die PAMP-erkennenden Proteine sind meist
Rezeptor-Kinasen mit extrazelluldren Leuzin-reichen Sequenzwiederholungen (leucine rich
repeats, LRRs), welche als Ligandenbindestelle fungieren, sowie einer Transmembrandomine
und einer zytoplasmatischen Kinasedomine fiir die Signalweiterleitung (Bittel und Robatzek,

2007).

Die intrazelluldre Signaliibertragung erfolgt hidufig {iber mitogen-aktivierte Proteinkinase
(MAPK)-Kaskaden (Asai et al., 2002; Boller und He, 2009; Gohre und Robatzek, 2008;
Jonak et al., 2002; Lee et al., 2001; Niirnberger und Scheel, 2001; Pedley und Martin, 2005;
Zhang et al., 2007), sowie WRKY-Proteine und andere Transkriptionsfaktoren (TFs) (Asai et
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al., 2002; Eulgem, 2005; Eulgem und Somssich, 2007) und resultiert in einer verdnderten
Expression zahlreicher pflanzlicher Gene (Bittel und Robatzek, 2007; Gohre und Robatzek,
2008; Niirnberger und Scheel, 2001). Andere Moglichkeiten der Signalweiterleitung sind z.B.
Ionenfliisse iiber die Plasmamembran (insbesondere Ca2+), Signalmolekiile wie
Stickstoffmonooxid oder Ethylen. Auch dies bewirkt letztlich eine Anderung der
Transkription zahlreicher Gene (Bittel und Robatzek, 2007; Gohre und Robatzek, 2008;
Niirnberger und Scheel, 2001). Die induzierte Basalabwehr resultiert in der Verstiarkung der
pflanzlichen Zellwinde durch FEinlagerung von Kallose, Lignin und phenolischen
Verbindungen, was diese vor dem Abbau durch das Pathogen bewahrt bzw. dessen
Eindringen verhindert, aber auch in der Neusynthese antimikrobieller Substanzen wie
reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS), Phytoalexinen und PR-Proteinen
(pathogenesis-related) (Abbildung 1-1) (Bittel und Robatzek, 2007; Fritig et al., 1998; Gohre
und Robatzek, 2008; Greenberg, 1997).

Im Laufe der Koevolution mit dem pflanzlichen Wirt haben Pathogene Effektorproteine
entwickelt, um die PTI der Pflanze zu umgehen bzw. Resistenzreaktionen zu unterdriicken
(Abramovitch et al., 2006; He et al., 2007; Zhou und Chai, 2008). Die sogenannte Effektor-
ausgeloste Suszeptibilitit (ETS, effector triggered susceptibility) ist die Folge (Jones und
Dangl, 2006). Im Gegenzug haben manche Pflanzen Resistenzgene (R-Gene) entwickelt,
welche die spezifische Erkennung bakterieller Effektoren ermoglichen. Diese Form der
Resistenz wird als Effektor-induzierte Immunitit (ETI, effector-triggered immunity)
bezeichnet (Jones und Dangl, 2006). Als Folge der ETI kommt es in resistenten Pflanzen
meist zu einem schnellen lokalen Zelltod, der hypersensitiven Reaktion (HR) (Coll et al.,
2011; Greenberg und Yao, 2004). Trotz der R-Gen-vermittelten Erkennung sind einige
Pathogene in der Lage, die ETI zu vermeiden bzw. zu unterdriicken, indem sie die Elizitoren
der ETI mutagenisieren oder neue Effektorgene evolvieren (Jones und Dangl, 2006; Zhou und
Chai, 2008). Fiir diese immunsuppressiven Effektoren kann es auf Seiten des Wirts wiederum
korrespondierende R-Gene geben, welche die ETI vermitteln. Diese Wirt-Pathogen-
Interaktion gleicht einem Wettriisten zwischen Wirt und Pathogen, der als sogenanntes Zick-
Zack-Modell dargestellt werden kann (Abbildung 1-2), (Boller und He 2009; Jones und
Dangl, 2006).
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Abbildung 1-1: Bakterielle Effektoren verédndern die Abwehrmechanismen und die
Signalweiterleitung in der Pflanzenzelle. 1) Bakterien (gelb) dringen Uber Spaltéffnungen und
Wunden in den Apoplasten ein und vermehren sich auBerhalb der Pflanzenzellen. MAMPs
(orangefarbene Ellipsen) werden durch bakterielles Wachstum, Sekretionsprodukte oder sterbende
Bakterien freigesetzt. 2) Die Erkennung der MAMPs erfolgt an PRR-Proteinen (blau) und bewirkt u.a.
3) lonenflisse. Die Signalweiterleitung ist angewiesen auf Kalziumflisse und bewirkt 4) die
Aktivierung der MAPK-Kaskaden (griine Sechsecke). 5) Die pathogenen Xanthomonas spp. kénnen
Uber spezielle Transportsysteme, wie das Typ-IlI-Sekretionssystem (T3SS) Effektoren (rot) in die
Wirtszelle einschleusen. 6) Diese Effektoren kdénnen in die Aktivierung der Rezeptoren oder in die
Signalweiterleitung eingreifen. 7) Andererseits kénnen Effektoren von R-Proteinen erkannt werden,
welche die Geninduktion weiterer Gene stimulieren, bzw. koénnen Effektoren direkt
Transkriptionsfaktoren (TF) aktivieren (8). Die Geninduktion wird ebenfalls durch die MAPK-Kaskaden
gesteuert (4). Die Expression bestimmter Gene fiihrt u.a. zur verstarkten Synthese von PR-Proteinen
(9). 10) Die Induktion spezifischer Gene kann auch durch eine besondere Klasse von Effektoren, den
TAL-Effektoren, direkt stimuliert werden. Bei diesen Zielgenen handelt es sich meist um
Suszeptibilititsgene. Diese ermdglichen den Befall des pflanzlichen Wirts und sind nétig fir das
Wachstum und die Verbreitung der Xanthomonaden (Yang et al., 2006).

1.2 Phytopathogene der Gattung Xanthomonas spp.
Die Gattung Xanthomonas spp. umfasst eine der groflten Gruppen phytopathogener Bakterien
und wird in die y-Proteobakterien eingeordnet (Biittner und Bonas, 2009; Cutino-Jimenez et
al., 2009). Diese Gram-negativen, stibchenformigen Bakterien sind obligat aerob, meist polar
monotrich begeiflelt und sind von dem extrazellularen Polysaccharid Xanthan umgeben
(Becker et al., 1998; Bradbury, 1984; Dye et al., 1959). Mitglieder der Gattung Xanthomonas
sind in der Lage, ein breites Spektrum an Wirtspflanzen zu befallen, darunter viele

o0konomisch wichtige Kulturpflanzen, wie Reis, Tomate, Paprika, Zwiebel, Kohl, Zitrus,
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Banane, Soja und Maniok (Tabelle 1-1), (Banito et al., 2008; Brunings und Gabriel, 2003;
Delannoy et al., 2005; Fargier et al., 2011; Hayward et al., 1993; Park et al., 2008; Stall et al.,
2009; White und Yang, 2009; Zhao et al., 2000). Einzelne Stimme sind sehr wirtsspezifisch
und aufgrund dessen wurden die Xanthomonaden in Pathovarititen (pv.) unterteilt

(Rademaker et al., 2005; Vauterin et al., 1990; Vauterin et al., 2000).

hoch PTI ETS ETI ETS ETI
A V' N
% ————————————— - \----- — — —  Schwellenwert fir HR
3 PRR Effektor- Effektor-
< proteine proteine
(0]
Q@

R . |®
28 __90_|___ U Q | _ _  Schwellenwert fiir
% effektive Resistenz
< 0 0

niedrig PAMPs/ Suppression der Suppression der R-Gen-

MAMPs Basalresistenz vermittelten Resistenz

Abbildung 1-2: Zick-Zack-Modell der Ko-Evolution von Pflanzen und Pathogenen. Im ersten
Schritt erfolgt die Rezeptor (PRR)-vermittelte Erkennung von PAMPs bzw. MAMPs und die Induktion
der Basalabwehr (PAMP-induzierte Immunitat, PTI). Dadurch wird das Wachstum und die Verbreitung
des Pathogens innerhalb der Wirtspflanze eingeschrénkt. Im zweiten Schritt translozieren einige
Pathogene Effektorproteine in die pflanzliche Zelle, wodurch die Basalabwehr unterdriickt werden
kann (Effektor-induzierte Suszeptibilitat, ETS). Im dritten Schritt haben Pflanzen R-Gene evolviert, die
eine spezifische Erkennung einzelner Effektoren vermitteln und eine verstarkie Abwehrreaktion
auslosen (Effektor-induzierte Immunitat, ETI), haufig in Form der HR. Dadurch wird die Verbreitung
der Pathogene verhindert. Im vierten Schritt ermdglicht der Verlust oder die Modifikation bzw. der
Neuerwerb von Effektoren dem Pathogen die Suppression der R-Gen-vermittelten Abwehr (ETS) und
damit erneut die Kolonisierung der Pflanze. Durch die Entwicklung neuer R-Gene ist die Pflanze
wiederum in der Lage, neuerworbene Effektoren der Pathogene =zu erkennen und eine
Abwehrreaktion zu initiieren (ETI). Die Abbildung wurde veréndert nach Jones und Dangl, 2006.

Die unterschiedlichen Xanthomonas-Pathovare besitzen fiir ihre Pathogenitit eine homologe
Waffe, das sogenannte Typ-III-Sekretionssystem (T3SS) (Bonas et al., 1991). Das T3SS wird
von dem chromosomalen hrp-Gencluster (hrp, HR und Pathogenitit) kodiert und umfasst
mehr als 20 Gene (Biittner und Bonas, 2002). Die Deletion der T3SS-kodierenden DNA-
Abschnitte fithrte zum Verlust der Pathogenitit der Xanthomonaden (Bonas et al., 1991).
Uber das T3SS werden bakterielle Proteine, darunter die sogenannten Effektorproteine oder
Effektoren, direkt aus dem Zytoplasma des Bakteriums durch die Zellwand und

Plasmamembran in das pflanzliche Zytoplasma injiziert (Biittner und He, 2009).
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Die translozierten Effektorproteine haben eine Reihe von Namen erhalten, dazu zéahlt Hop (fiir
Hrp outer protein), Xop (Xanthomonas outer protein), Pop (Pseudomonas outer protein,
welche Ralstonia solanacearum Proteine sind, basierend auf dem fritheren Gattungsnamen)
und Avr (fiir Avirulenz). Diverse dieser genannten Proteine wurden urspriinglich, basierend
auf deren Eigenschaft den Wirtsbereich des Pathogens einzuschrianken, gefunden (Espinosa
und Alfano, 2004). Effektorproteine sind z.B. in X. oryzae pv. oryzae erforderlich fiir das
Wachstum und die Verbreitung der Xanthomonaden (Yang et al., 2006).

Tabelle 1-1: Wirts- und Krankheitsiibersicht ausgelést durch Xanthomonas-Stamme und die

Verbreitung von TAL-Effektoren in den verschiedenen Xanthomonas-Pathovaritaten

Xanthomonas- Wirt Krankheit TAL- Quelle
Stamm Effek-
toren”
X. oryzae pv. Reis Weilblittrigkeit 7-16 (White und
oryzae (Xo0) Yang, 2009)
X. oryzae pv. Reis bakterielle 12-28 (White und
oryzicola (Xoc) Streifenkrankheit Yang, 2009)
X. campestris ~ Paprika (Capsicum bakterielle 0-1 (Stall et al.,
pv. vesicatoria  spp.) und Tomate  Fleckenkrankheit 2009)
Xcev) (Lycopersicon (bacterial spot
spp.) disease)
X. campestris ~ Brassicaceen (auch bakterielle 0-3 (Fargier et al.,
pv. armoraciae Arabidopsis Fleckenkrankheit 2011; Hayward
(Xca) thaliana) (bacterial spot etal., 1993;
Fabaceen, disease) Zhao et al.,
Solanaceen 2000)
X. axonopodis  verschiedenen Zitruskrebs (citrus 1-4 (Brunings und
pv. citri (Xac)  Citrus-Arten canker) Gabriel, 2003)
X. campestris ~ Baumwolle Eckige 6-10 (Delannoy et
pv. Blattfleckenkrankheit al., 2005)
malvacearum (angular leaf spot)
(Xcm)
X. axonopodis ~ Sojabohne bakterielle 1 (Park et al.,
pv. glycines Pustelkrankheit 2008)
(Xag)
X. campestris ~ Maniok Weilblattrigkeit >1° (Banito et al.,
pv. manihotis (bacterial blight) 2008)

® Die Anzahl der TAL-Effektoren pro Stamm wurden mittels Southern blot oder durch Analyse der
Genomsequenz ermittelt. Der Southern blot zeigt nicht, ob TAL-Effektor-Gene Pseudogene sind und
identifiziert vielleicht nicht alle Allele. Weitere Informationen tber das Xanthomonas-Genom und TAL-
Effektoren sind unter www.xanthomonas.org and cmr.jcvi.org abrufbar.

® Die Sonde gab im Southern blot mehrere Banden, beinhaltet aber das TAL-Effektor-Gen und
angrenzende Sequenzen, was eine Bestimmung der Allel-Anzahl verhindert.
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1.3 Die AvrBs3-/TAL-Effektor-Familie

AvrBs3 gehort zu den Effektorproteinen aus X. campestris pv. vesicatoria (Xcv) und ist der
erste Vertreter einer bedeutenden Familie von homologen Effektorproteinen aus Xanthomonas
spp., die als AvrBs3-, AvrBs3/PthA- oder neuerdings als TAL- (TAL, transcription activator-
like) Effektorfamilie betitelt wird.

AvrBs3 wurde 1989 aufgrund seiner Fihigkeit isoliert, eine Resistenzreaktion in
Paprikapflanzen, welche das korrespondierende Resistenzgen Bs3 besitzt, auszulosen (Bonas
et al., 1989; Biittner und Bonas, 2009; Romer et al., 2007; Romer et al., 2009a). Nihere
Untersuchungen ergaben, dass AvrBs3 konstitutiv exprimiert (Knoop et al., 1991), iiber das
T3SS sekretiert und in die Pflanzenzelle transloziert wird (Rossier et al., 1999; Szurek et al.,

2002).

Es konnte gezeigt werden, dass AvrBs3 spezifisch die Transkription sogenannter UPA-
(upregulated by AvrBs3) Gene in Paprika stimuliert (Kay et al., 2007; Marois et al., 2002;
Romer et al., 2007). In Promotorstudien konnte ein fiir die Induktion essentieller Bereich, die
sogenannte UPA-Box, eingegrenzt werden (Kay et al., 2007; Romer et al., 2007). Die
Geninduktion durch AvrBs3 wird zum Teil unabhingig von der pflanzlichen
Proteinneusynthese induziert, was eine direkte Aktivierung der Gene durch den Effektor
vermuten lisst (Kay et al., 2009; Marois et al., 2002). Auch konnte fiir AvrBs3-Homologe aus
Xoo die Induktion von Genen in Reis gezeigt werden (Gu et al., 2005; Sugio et al., 2007,
Yang et al., 2006). Somit agieren Effektoren der AvrBs3-Familie als spezifische
Transkriptionsfaktoren zur Transkriptionsinitiation pflanzlicher Gene (Kay und Bonas, 2009),

deswegen werden diese Proteine inzwischen als TAL-Effektoren bezeichnet.

Die TAL-Effektoren sind eine besondere Klasse der Xanthomonas-Effektoren und zeichnen
sich durch hohe Sequenziibereinstimmungen von 80 bis 97 % aus (Boch und Bonas, 2010;
Bogdanove et al., 2010; Schornack et al., 2006). Weniger hoch konservierte Mitglieder dieser
Effektorfamilie wurden vor kurzen in R. solanacearum entdeckt (Cunnac et al., 2004; Heuer
et al., 2007; Mudgett, 2005). TAL-Effektorproteine sind besonders zahlreich in den Stimmen
von X. campestris pv. malvacearum (Xcm), X. oryzae pv. oryzae (Xoo) und X. oryzae pv.
oryzicola (Xoc) vertreten (Scholze und Boch, 2011). Dabei variiert die Anzahl der TAL-

Effektorproteine in den verschiedenen Xanthomonas-Stimmen von null bis 28 (Tabelle 1-1).
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1.3.1 Struktureller Aufbau von TAL-Effektorproteinen

TAL-Effektoren aus Xanthomonas spp. sind alle &dhnlich aufgebaut, sie besitzen im
N-terminalen Bereich das Typ-IlI-Sekretions- und Translokationssignal, welches den
Transport in die Wirtszelle vermittelt (Arnold e al., 2009; Samudrala et al., 2009). Im C-
terminalen Bereich besitzen sie Kernlokalisierungssignale (NLS, nuclear localisation signal)
und eine saure Transkriptions-Aktivierungsdoméne (AD), die ein typischer Bestandteil
eukaryotischer Transkriptionsfaktoren sind (Giirlebeck et al., 2006; Szurek et al., 2001). In
der zentralen Region der TAL-Effektoren befindet sich eine konservierte Struktur von nahezu
identischen Sequenzwiederholungen, den sogenannten ,repeats* (Bonas et al., 1989),
(Abbildung 1-3). Anzahl und Anordnung der repeats bestimmen die Spezifitit der TAL-
Effektoren in Bezug auf ihre Virulenzfunktion (Marois et al., 2002; Yang et al., 1994; Yang
und Gabriel, 1995b; Yang et al., 2005) und auch die Erkennung in resistenten Pflanzen
(Chakrabarty et al., 1997; Gu et al., 2005; Herbers et al., 1992; Romer et al., 2007; Yang und
Gabriel, 1995a; Zhu et al., 1998).

Mit Hilfe der NLS erfolgt der Transport aus dem Zytoplasma in den pflanzlichen Zellkern
(Szurek et al., 2002; Van den Ackerveken et al., 1996; Yang et al., 2005; Yang und Gabriel,
1995b). Die AD der TAL-Effektoren bewirkt die Aktivierung der Transkription von Genen in
Reporteraktivititstests (Szurek et al., 2001; Zhu et al., 1998; Zhu et al., 1999), vermutlich
iber die Interaktion mit dem eukaryotischen Transkriptionsapparat (Ptashne und Gann, 1997).
Beide Komponenten (NLS und AD) sind sowohl essentiell fiir die Funktionen von AvrBs3
und homologer Effektoren, als auch fiir die Resistenzgen-vermittelte Erkennung in resistenten
Pflanzen (Fujikawa et al., 2006; Gabriel, 1997; Marois et al., 2002; Szurek et al., 2001; Van
den Ackerveken et al., 1996; Yang et al., 2000; Zhu et al., 1998). Die Erkennung von TAL-
Effektoren stellt eine Besonderheit dar, denn die Erkennung erfolgt nicht iiber direkte Protein-
Protein-Wechselwirkungen [Rezeptor-Ligand-Modell (Deslandes et al., 2003))] oder indirekte
Protein-Protein-Wechselwirkungen [guard- (Wichter) Modell (Mackey et al., 2002) und
decoy- (Falle) Modell (Van der Hoorn und Kamoun, 2008)]. TAL-Effektoren induzieren, wie
der Name sagt, die Transkription von spezifischen Zielgenen, jedoch induzieren TAL-
Effektoren nicht nur die Suszeptibilititsgene, sondern auch Resistenzgene. Die
Resistenzgenprodukte losen dann die spezifische Abwehrreaktion aus. Im Falle von
AvrBs3/Bs3 erfolgt die Ausbildung einer schnellen Zelltodreaktion in Paprika bzw. bei
AvrXa27/Xa27 einer Resistenzreaktion in Reis (Gu et al., 2005; Romer et al., 2007).
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Abbildung 1-3: Der Aufbau von TAL-Effektoren. A) Modellhafte Darstellung von AvrBs3, die
unterschiedlichen Proteinregionen sind verschiedenfarbig dargestellt und beschriftet. B) Darstellung
der Aminoséduren (As) von einem halben repeat (20 As), einem 34 As umfassenden repeat und einen
35 As umfassenden repeat. Der repeat-Typ ist angegeben, die grau unterlegten Bereiche markieren
die hypervariablen As. C) As-Konservierung innerhalb der repeats. Die Abbildung wurde verandert
nach Boch und Bonas 2010 und mit weblogo erstellt.

Die Erkennung des Effektors AvrBs4 aus Xcv, der zu 97% identisch zu AvrBs3 ist, stellt eine
Ausnahme der TAL-Effektoren dar, da er unabhingig von NLS und AD im Zytosol durch das
TIR-NB-LRR-Resistenzprotein Bs4 in resistenten Tomatenpflanzen erkannt wird (Ballvora et
al., 2001; Schornack et al., 2004). Die Erkennung erfolgt auch bei verkiirzten AvrBs4-
Derivaten, die nur noch den N-Terminus und die ersten 5,5 repeats beinhalten (Schornack,
Dissertation 2006). Allerdings ist Bs4 auch in der Lage die AvrBs3-Homologen Hax3 und
Hax4 zu erkennen und bei der Expression dieser Effektoren in Tomate eine Resistenzreaktion
auszulosen (Kay et al., 2005; Schornack et al., 2005). Bs4 erkennt die homologen TAL-
Effektoren vermutlich iiber Protein-Protein-Wechselwirkungen und dies erschwert Studien

tiber TAL-Effektor-induzierte Gene in diesen resistenten Tomatenpflanzen.
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1.3.2 Charakteristik der repeats, eine neue DNA-Bindedoméane

Bei den meisten TAL-Effektoren besteht ein einzelner repeat aus 34 Aminosduren (As), die
Anzahl der repeats ist meist ungerade und den Abschluss bildet ein sogenannter halber repeat
mit 20 As. Die repeats konnen sich 1,5 bis 33,5 Mal wiederholen, wobei die repeat-Anzahl
von 15,5, 17,5 und 19,5 interessanterweise dominiert (Boch und Bonas, 2010). Neben den 34-
As-repeats wurden Proteine mit 35 As pro repeat beschrieben, z.B. Hax2 aus Xca (Kay et al.,
2005) oder Brgll aus R. solanacearum (Cunnac et al., 2004). Weiterhin wurden auch
vereinzelte 33-As-repeats in einer ansonsten 34-As-repeat beinhaltendenden repeat-Region
gefunden, hierzu zidhlen PthXol, PthXo6, PthXo7, AvrXa27 und AvrXa7 (White und Yang,
2009; Yang und White, 2004). Die Zusammensetzung der repeat-Region mit unterschiedlich
langen repeats variiert je nach Effektor, z.B. besitzt AvrXa7 aus Xoo vier Mal 33 As, 21 Mal
34 As und einmal 39 As (Yang et al., 2000) und AvrHahl aus X. gardneri viermal 34 As und
neunmal 35 As (Schornack et al., 2008). Die repeats sind hochkonserviert und fast identisch,
wobei wenige Variationen vorkommen. Die grofite Varianz innerhalb eines repeats bilden die
As-Positionen 12 und 13, diese sind hypervariabel (Abbildung 1-3,B & D). Die
Zusammenstellung der hypervariablen As, welche auch als RVDs (repeat variable diresidue)
bezeichnet werden, ist abhdngig vom Pathogen. Es gibt dabei sehr hdufige, aber auch seltene

bis einmalige Kombinationen (Abbildung 1-4).

Es konnte gezeigt werden, dass der TAL-Effektor AvrXa7 aus Xoo in vitro an
doppelstringige DNA bindet. Dabei wurde eine AT-reiche Sequenz bevorzugt, jedoch keine
spezifische Sequenz gefunden (Yang et al., 2000). Spitere EMSA-Studien zeigten, dass
AvrBs3 aus Xcv ebenso in vitro an DNA binden kann (Kay et al., 2007; Romer et al., 2007,
Romer et al., 2009b). AvrBs3 bindet dabei spezifisch den DNA-Bereich um die TATA-Box
im UPA20- und Bs3-Promotor, die sogenannte UPA-Box (Kay et al., 2007; Kay et al., 2009;
Romer et al., 2007). EMSA-Untersuchungen mit Deletionsvarianten von AvrBs3 zeigten,
dass die spezifische Bindung der UPA-Box-Region von UPA20 in vitro auch mit einer
Proteinvariante moglich war, in der nur die repeat-Region vorhanden, aber N- und C-
Terminus deletiert waren (Kay et al., 2007). Das AvrBs3-Derivat mit deletierter repeat-
Region hingegen war nicht in der Lage zu binden (Kay et al., 2007). Die repeats von AvrBs3

fungieren somit als DNA-Bindedoméne.

Auch konnte die spezifische Geninitiation durch AvrBs3 in vivo in Saccharomyces cerevisiae

mittels yeast one hybrid (Y1H) durch die Insertion der UPA-Box-Bereichs von UPA20 in den



Einleitung

Promotor vor ein wachstumsregulatorisches Gen gezeigt werden (Kay et al., 2009). Damit
wurde zum ersten Mal die Bindung eines TAL-Effektors an DNA in vivo gezeigt und dass die

Geninduktion auch in einem anderen Organismus erfolgen kann.
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Abbildung 1-4: Ubersicht der unterschiedlichen repeat-Typen und deren Haufigkeit sowie
Vorkommen in Xanthomonas spp. Abbildung verandert nach Boch und Bonas 2010.

1.4 Induktion pflanzlicher Gene durch TAL-Effektoren
TAL-Effektoren stellen eine besondere Klasse der Xanthomonas-Effektoren dar. TAL-
Effektoren sind in der Lage DNA-Abschnitte zu binden und die Transkription zu induzieren
(Kay et al., 2007, Romer et al., 2007). Welchen Vorteil hat die Manipulation der
Wirtstranskription  fiir das Bakterium? Vermutlich induzieren = TAL-Effektoren
Suszeptibilititsgene, diese ermoglichen den Befall des pflanzlichen Wirts und sind nétig fiir

das Wachstum und die Verbreitung der Xanthomonaden (Yang et al., 2006). Durch die
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Manipulation von Zuckertransportern wird zudem die Nahrstoffversorgung der apoplastisch
lebenden Xanthomonaden gefordert (Chen er al., 2010). 2010 wurde eine neue Klasse von
Membran-durchspannenden Zuckertransportern, die SWEET-Proteinfamilie, in Arabidopsis
thaliana entdeckt (Chen et al., 2010). Os8N3 und Os11N3 aus Reis, deren Gene durch die
TAL-Effektoren PthXol und AvrXa7 aus Xoo induziert werden (Antony et al., 2009; Chu et
al., 2006; Yang et al., 2006), wurden dabei als Homologe der SWEETsSs beschrieben (Chen et
al., 2010). Interessanterweise weisen Os8N3 und OslIN3 Homologie zur MtN3-Familie auf,
zu denen die Noduline aus Medicago truncatula zéhlen (Gamas et al., 1996). Zu den
Nodulinen gehoren ebenso Membranproteine, die am Stickstofftransport beteiligt sind (Hirsch
et al., 2009; Khan et al, 2007). Somit scheint ein Ziel der Manipulation des

Wirtstranskriptoms die Versorgung des Pathogens zu sein.

Durch die Induktion von UPA-Genen durch AvrBs3 in anfilligen Wirtspflanzen konnte die
Ausbildung einer Hypertrophie als Phidnotyp gezeigt werden (Marois et al., 2002). 2007
wurde das korrespondierende Suszeptibilititsgen UPA20 identifiziert (Kay et al. ,2007). Man
kann mutmaBen, dass durch die Induktion des {iibermiBigen Zellwachstums bei der
Hyperthrophie die Wirtszellen zum Platzen gebracht werden sollen und so die Versorgung des
Pathogens durch die freigesetzten Zellbestandteile gewihrleistet wird. Jedoch weisen
Suszeptibilititsgene zumeist keinen makroskopisch sichtbaren Phidnotyp auf und sind

deswegen meistens schlechter als Resistenzgene erforscht.

Fiir einige Xoo TAL-Effektoren wie z.B. PthXo6, PthXo7 und PthXo8 wurden OsTFXI,
OsTFIIAyl und OsHenl als mogliche Suszeptibilititsgene identifiziert (Ryan et al., 2009;
Sugio et al., 2007). Kiirzlich konnte fiir PthXo6 die direkte Bindung an einen Abschnitt der
OsTFXI-Promotorsequenz gezeigt werden (Romer et al., 2010), fiir PthXo7 und PthXo8 noch
nicht. Interessant ist, dass OsTFXI fiir einen bZIP-TF und OsTFIIAyl fiir die kleine
Untereinheit des TFIIA kodieren (Sugio et al., 2007). Ein Homolog des OsTFIIAyl,
OsTFIIAyS5, wurde bereits 2006 als Allel des R-Gens xa5 identifiziert (Jiang et al., 2006). Der
TFIIA stabilisiert die Bindung des TBP-TFIID-Komplexes (Hieb et al., 2007), somit ist auch
eine Regulation von Teilen der pflanzlichen Transkriptionsmaschinerie durch TAL-
Effektoren denkbar. Das Suszeptibilititsgen UPA20 aus Paprika codiert ebenfalls fiir einen
TF, der eine Homologie zu der bHLH-Familie aufweist (Kay et al., 2007). Somit konnte als
ein direkt angesteuertes, pflanzliches Gen auch ein spezifischer TF identifiziert werden, {iber

den ggf. regulatorisch in die pflanzliche Transkription eingegriffen wird.
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Durch TAL-Effektoren konnen neben den Suszeptibilititsgenen auch Resistenzgene induziert
werden. Ein bekanntes Beispiel dafiir ist Bs3. Dieses wird zusitzlich zu den UPA-Genen in
resistenten Paprikalinien induziert und daraufhin eine HR ausgelost (Romer et al., 2007).
Auch durch den Effektor AvrXa27 aus Xoo konnte in Reis eine Xa27-abhingige Resistenz
ausgelost werden, bei der Variante xa27, wo ein Promotor-Polymorphismus den genetischen
Unterschied bedingt, hingegen nicht (Gu et al., 2005). Dies liel die Schlussfolgerung zu, dass
AvrXa27 ebenfalls spezifisch an die Promotorsequenz von Xa27 bindet und die Transkription
initiiert (Romer et al., 2007). Die direkte Induktion von Xa27 durch AvrXa27 konnte vor
kurzem mittels transienten HR-Untersuchungen und die Bindung in EMSA-Studien gezeigt
werden (Romer et al., 2009b). Fiir die Effektoren AvrXa7 und AvrXalO wurden 1992 die
Resistenzgene Xa7 und XalO beschrieben (Hopkins et al., 1992) und 2007 konnte fiir Xal0
die genaue Genom-Position bestimmt werden (Gu et al., 2007). Die Untersuchung von R-
Genen ist dank eines markanten Phéanotyps leichter und es wurden bereits viele erfolgreich
kloniert (Chu et al., 2006; Gu et al., 2007; Hopkins et al., 1992; Romer et al., 2007). Jedoch
ist die Identifikation von Suszeptibilititsgenen auch ein spannendes Feld, denn die Anzahl der
TAL-Effektor-angesteuerten Suszeptibilitidtsgene ist wahrscheinlich bedeutend grofer, als die
der Resistenzgene. Durch die Erforschung von TAL-Effektor-induzierten Genen erhofft man
eine GroBenordnung der induzierten und damit manipulierten Gene zu bestimmen, um

regulatorische Wege im Wirtstranskriptom zu verstehen.

1.5 Die Regulation der Transkription im Eukaryoten und der potentielle
Einfluss der TAL-Effektoren
TAL-Effektoren induzieren die Transkription von Suszeptibilitits- oder Resistenzgenen im
pflanzlichen Wirt. Jedoch sind TAL-Effektoren bakterielle Proteine. Wie konnen sie die
eukaryotische Transkription manipulieren bzw. induzieren? Vermutlich fungieren die TAL-
Effektoren wie eukaryotische TFs und sind so in der Lage die Rate der Genexpression

erhohen.

Die Transkription im Eukaryoten ist komplexer als im Prokayoten, Eukaryoten besitzen dabei
drei RNA-Polymerasen. Die proteinkodierenden Gene werden von der RNA Polymerase 11
transkribiert (Knippers, 2006). Um diese Gene zu transkribieren, miissen verschiedene
Prozesse voran gehen, dazu zidhlen die Dekondensation des zu transkribierenden DNA-

Abschnittes, Nukleosom-Neuanordnung, Histon-Modifikationen, Binden der
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transkriptionellen Aktivatoren und Ko-Aktivatoren an enhancer- und Promotorsequenzen und
das Rekrutieren der basalen Transkriptionsmaschinerie zum core-Promotor (Smale und
Kadonaga, 2003). Der core-Promotor ist das Kernstiick eines Promotors und beinhaltet DNA-
Elemente, welche sich bis zu 35 Bp proximal oder distal der Transkriptionsinitiationsstelle
erstrecken. Die meisten der core-Promotorelemente scheinen direkt mit Komponenten der
basalen Transkriptionsmaschinerie zu interagieren. Zur basalen Transkriptionsmaschinerie
zéhlen die RNA Polymerase II (Pol II) und die generellen Transkriptionsfaktoren (GTF), die
minimal bendtigt werden und essentiell sind fiir die in vitro-Transkription an isolierten core-
Promotoren (Smale und Kadonaga, 2003; Krishnamurthy und Hampsey, 2009; Kornberg,
2007).

Durch die GTFs werden die regulatorischen Promotorsequenzen erkannt und die
Transkription initiiert, dies geschieht nicht durch die Pol II. Diese iibernimmt das Ab- und
Riickspulen der DNA und die Synthese der mRNA (Kornberg, 2007). Die TATA-Box ist ein
wichtiges core-Promotor-Element, durch das ein stabiler Préinitiationskomplex (PIC) am
core-Promotor geformt werden kann. Fiir die Bildung des PIC binden die GTFs und die Pol 1T
in der folgenden Reihenfolge: TFIID/TFIIA, TFIIB, Pol II, TFIIF, TFIE und zuletzt TFIIH
(Smale et al., 2003; Kornberg, 2007). Das TATA-Bindeprotein (TBP), eine Untereinheit des
TFIID, erkennt und bindet die TATA-Box. Dadurch wird die DNA gebogen und die Formung
des PIC beginnt. Dies geschieht durch DNA-Protein- und Protein-Protein-Interaktion (Miiller
et al., 2007; Krishnamurthy und Hampsey, 2009). Die Initiation der Transkription im
Eukaryoten erfordert ein Zusammenspiel vieler unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren und
der Aufbau bzw. die Stabilisierung des PIC wird durch TFs reguliert. Es gibt somit an

verschiedenen Stellen der Transkriptionsinitiation die Moglichkeiten zur Regulation.

So interagiert z.B. der GTF TFIIA mit dem TBP und stabilisiert dessen Bindung an die
TATA-Box (Abbildung 1-5, A), (Hieb et al., 2007). Der TFIIA ist nicht immer essentiell fiir
die Transkription, sondern besitzt eine gewisse Promotorspezifitit (Hoiby et al., 2007). Ein
wichtiger Faktor ist dabei Xa5, die y-Untereinheit des GTF TFIIA (Iyer und McCouch, 2004),
fiir die gezeigt werden konnte, dass sie notwendig fiir die Funktionsweise der TAL-Effektoren
in Reis ist (Gu et al., 2009). Somit triagt xa5 zur Stabilisierung des PIC bei, was bei TAL-
Effektor-induzierten Promotoren wahrscheinlich zu einer Steigerung der Induktionsstirke

fiihrt.
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Bei der Untersuchung von UPA20, der Homologie zu den TFs der bHLH-Familie aufweist
(Kay et al., 2007), wurde spekuliert, dass der korrespondierende TAL-Effektor AvrBs3
entweder die Funktion des TBP iibernimmt und so die basale Transkriptionsmaschinerie
rekrutiert (Abbildung 1-5, B) oder AvrBs3 als regulatorischer TF agiert und iiber indirekte
Interaktionen mit den Komponenten oder dem Mediator die basale Transkriptionsmaschinerie
rekrutiert (Abbildung 1-5, C), (Kay, 2008). Dabei wurde festgestellt, dass bei Induktion durch
AvrBs3 im Gegensatz zur Basalexpression der Transkriptionsstart um 37 Bp in stromabwirts
verschoben wird (Kay, 2008). Auch in parallelen Arbeiten konnte eine Verschiebung des
Transkriptionsstarts in Abhingigkeit des eingesetzten TAL-Effektors beobachtet werden.
Dabei begann der Transkriptionsstart immer 41 bis 54 Bp nach der Bindestelle des TAL-
Effektors, egal wo diese im Promotor inseriert war (Abbildung 1-5, C), (Kay et al., 2009;
Romer et al., 2009a; Romer et al., 2009b). Durch die Bindung von TAL-Effektoren wird
somit der natiirliche Transkriptionsstart verschoben, wobei die direkte oder indirekte

Interaktion mit den TFs oder GTFs noch unbekannt ist.

Viele der derzeit bekannten Daten iiber die Promotorelemente wurden in Béckerhefe,
Fruchtfliege oder menschlichen Zelllinien gewonnen, so dass einige Elemente in Pflanzen
abweichen konnen. Neben der TATA-Box als regulatorisches Element gibt es in Eukaryoten
weitere core-Promotor-Elemente, die jedoch nicht gleichzeitig in einem Promotor
vorkommen miissen (Abbildung 1-5, C). Dazu zihlt ein TFIIB-Sequenzerkennungselement
(BRE, TFIIB recognition element), bestehend aus einer G/C-reichen Sequenz (Smale et al.,
2003). Diese kann entweder proximal oder distal der TATA-Box liegen und wird je nachdem
als BREY (upstream, stromaufwiérts) und BREP (downstream, stromabwirts) bezeichnet. Je
nach Promotorkontext kénnen BREY und BREP positiv oder negativ agieren (Juven-Gershon

et al., 2008).
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Abbildung 1-5: Modellhafte Darstellung des Pol II-Prainitiationskomplex und der core-
Promotor-Elemente. A) Nativer Promotor wéhrend der Basalexpression. Die Assemblierung des
Prainitiationskomplexes beginnt mit der Bindung des TATA-Bindeproteins (TBP), einer Untereinheit
des generellen Transkriptionsfaktors TFIID, die durch TFIIA stabilisiert wird. Nachfolgend binden die
restlichen TFIID-Komponenten, TFIIB, die RNA-Polymerase Il (Pol IlI) im Komplex mit TFIIF, sowie
TFIE und TFIIH. A) - B) Zur Vereinfachung wurden keine Untereinheiten der GTFs dargestellt. B) Der
TAL-Effektor agiert als regulatorischer Transkriptionsfaktor. Der TAL-Effektor rekrutiert die basale
Transkriptionsmaschinerie durch direkte oder indirekte Interaktion mit ihren Komponenten oder mit
dem Mediator (hier nicht gezeigt). Der Préinitiationskomplex formiert sich unabhangig von der Bindung
der TATA-Box durch das TBP. Ein wichtiger Faktor ist Xa5, die y-Untereinheit des TFIIA, fur die
gezeigt wurde, dass sie notwendig fiir die Funktionsweise der TAL-Effektoren in Reis ist (Gu et al.,
2009). Eine direkte Interaktion zwischen TAL-Effektor und TFIIAy5 wurde hierbei noch nicht gezeigt.
Der Transkriptionsstart (TS) verlagert sich auf 41 bis 54 Bp nach der TAL-Box, unabhangig der
vorhandenen TATA-Box. Beim Beispiel von AvrBs3, wo TAL-Box und TATA-Box Uberlagern, konnte
eine Verschiebung des Transkriptionsstarts um 37 Bp gezeigt werden (Kay et al., 2007). C) Ubersicht
einiger der bekannten core-Promotor-Elemente fur die Transkription mit der RNA-Polymerase Il. Es
gibt keine universellen core-Promotor-Elemente, sie kommen nur teilweise in den core-Promotoren
vor. Das Initiator-Element (Inr) ist wahrscheinlich das meist vorkommende Motiv im core-Promotor.
Das Inr, motif ten element (MTE), downstream promoter element (DPE), downstream core element
(DCE) und die TATA-Box sind Erkennungsstellen fur die Bindung des Transkriptionsfaktors TFIID.
Dabei ist zu beachtet, dass es unterschiedliche Formen des TFIID und TFIlID-verwandte
Protelnkomplexe gibt, d|e vermutlich mit dem core-Promotor interagieren. Die TFIIB recognition
elements BRE" und BRE" interagieren mit dem TFIIB.
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Ein weiteres hiufig auftretendes Promotorelement im core-Promotor ist das Initiator-Element
(Inr), welches am Transkriptionsstart lokalisiert ist, und wie die TATA-Box als
Erkennungsstelle fiir die Bindung des TFIID dient (Smale et al., 2003; Juven-Gershon et al.,
2008). Weitere Erkennungsstellen fiir die Bindung des TFIID sind neben der TATA-Box und
dem Inr, die distal des Inr liegenden Promotorelemente DPE (downstream promoter element),
MTE (motif ten element) und das aus drei Unterelementen bestehende DCE (downstream core

element) (Abbildung 1-5) (Juven-Gershon et al., 2008).

Zudem sind in vielen Promotoren Pyrimidin-reiche Sequenzabschnitte zu finden (Civén und
Svec, 2009; Yamamoto ef al., 2007a; Yamamoto ef al., 2007b). Jedoch zeigten im Reisgenom
durchgefiihrte Mikroarray-Studien, dass diese Pyrimidin-reiche Sequenzen direkt nach den
Erkennungssequenzen von TAL-Effektoren in den Promotorsequenzen der induzierten Genen

vorkamen (Moscou und Bogdanove, 2009).

1.6 Das Modell der Sequenzspezifitat von TAL-Effektoren
Die minimale Bindesequenz von AvrBs3 im UPA20- bzw. Bs3-Promotor wurde in mehreren
Studien eingegrenzt (Kay et al. 2007; Kay et al. 2009; Romer et al. 2007; Scholze, 2008). Ein
Abgleich der RVDs von AvrBs3 mit der UPA-Box-Konsensus-Sequenz zeigte eine
erstaunliche Korrelation der Aminosdurekomposition mit den Basenpaaren (Bp) der Box
(Abbildung 1-6, B, C). Verglich man weiterhin die RVDs verschiedener Effektoren aus
AvrBs3-Familie von Xcv und Xoo mit den als wichtig eingegrenzten Promotorbereichen der
induzierten Wirtsgene lief sich aus dieser Verteilung ein Modell fiir die Sequenzspezifitit der
Effektoren ableiten (Abbildung 1-6, D), (Boch und Schornack, persénliche Mitteilung 2008;
Boch et al., 2009). Danach erkennen und binden immer die zwei hypervariablen Aminosduren
des repeats ein bestimmtes Basenpaar. Nach der Bindung des Effektors wird in Abhédngigkeit

der AD die Transkription initiiert.
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Abbildung 1-6: Modell der repeat- Spezifitat von TAL Effektoren. A) Aufbau eines TAL Effektors
am Beispiel von AvrBs3. Neben Kernlokalisierungssignalen (NLS) und saurer Aktivierungsdoméane
(AD) besitzt AvrBs3 eine zentrale repeat-Region. Die Aminosduresequenz des ersten repeat ist
dargestellt, die hypervariablen Aminosauren (AS) an Position 12 und 13 sind grau hinterlegt. (N) zeigt
den N-Terminus und (C) den C-Terminus an. B) Darstellung der hypervariablen AS der 17,5 repeats
von AvrBs3 korrespondierend zur UPA-Box-Konsensussequenz. C) Die UPA-Box-Konsensussequenz
aus den Promotoren von UPA10, UPA12, UPA14, UPA19, UPA20, UPA21, UPA23, UPA25 und Bs3
abgeleitet. (Abbildung verandert nach Kay et al. 2009) D) Vergleich von repeat-Abfolgen von acht TAL
Effektoren mit den vorhergesagten Zielsequenzen in den induzierten Genen: AvrBs3/Bs3, UPAZ20,
UPA12, UPA14, UPA19, UPA20, UPA21, UPA23, UPA25, AvrBs3Arep16/Bs3-E, AvrBs3Arep109/Bs3,
AvrHah1/Bs3, AvrXa27/Xa27, PthXo1/Xa13, PthXo6/OsTFX1, PthXo7/OsTFIlAy1. Ein Stern zeigt an,
dass AS 13 in dem repeat fehlt. Die héchste Nukleotidfrequenz ist fettgedruckt. Die Nukleotidfrequenz
ist in einem Logo dargestellt (http://weblogo.threeplusone.com). Die Abbildung A), B) und D) wurde
verandert nach Boch et al. 2009.

17



Einleitung

1.7 Zielstellung
Ziel dieser Arbeit war es, die Sequenzspezifitit von TAL-Effektoren zu untersuchen. Dabei
sollte analysiert werden, ob nach dem Modell der Sequenzspezifitit abgeleitete DNA-
Sequenzen (Boxen) spezifisch von TAL-Effektoren erkannt und induziert werden. Auch
wurde angestrebt die TAL-Effektor-vermittelte Induktion von Endogenen, die nach dem
Modell der Sequenzspezifitit vorhergesagte TAL-Boxen im Promotor aufwiesen, zu
untersuchen. Weiterhin sollte die repear-Region als DNA-Interaktionsdoméne spezifisch
analysiert werden. Dabei wurde der Bereich der Zielsequenz der repeat-Region néher
daraufthin untersucht, ob eine minimale Anzahl der repeats notig ist und welche Spezifitit die
jeweiligen repeat-Typen aufwiesen. Mittels kiinstlich generierten TAL-Effektoren sollten
neue repeat-Zusammensetzungen sowie deren neue Zielsequenzen erforscht werden und so
die generelle Vorhersagbarkeit der TAL-Effektor-Erkennungssequenzen und die nachfolgend
vermittelte Geninduktion gezeigt werden. Dabei wurde die Transkriptionsinitiation durch
kiinstliche TAL-Effektoren sowohl an kiinstlichen Boxen als auch an Genen im natiirlichen
Kontext untersucht. Ein weiterer Bestandteil der Forschungsthematik war die Analyse, ob
umgebende, insbesondere stromabwértsgelegene Sequenzbereiche der Box einen Einfluss auf
die Induktion durch einen TAL-Effektor aufwiesen. Ein weiterfiihrendes Thema war die
Untersuchung, wie viele und insbesondere welche Fehlpaarungen zwischen RVDs und Box
tolerierbar sind und welchen Einfluss Fehlpaarungen am 5°- bzw. 3°-Bereich der Box auf die
Induktion der Transkription haben. Weiterhin war zu analysieren, ob die sequenzspezifische,
transkriptionelle Geninduktion durch TAL-Effektoren auch in heterologen Systemen

stimuliert wird.

18



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Stamme und deren Kultivierung

2.1.1 Bakterien- und Hefestamme

Tabelle 2-1: Verwendete Bakterien- und Hefestamme’
Stamm | Resistenz | Beschreibung/Referenz

Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens)

GV3101 Rif, Gent | Stamm zur Aufnahme von Expressionsplasmiden, Ti-Plasmid:
pMP90 (pTiC58AT-DNA), Ref.: (Van Larebeke et al., 1974)

Escherichia coli (E. coli)

One Shot (TOP10) Stamm zur Aufnahme von Plasmiden, F- mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) @80dlacZAM15AlacX74 recAl deoR
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL endAl nupG,
Ref.: Invitrogen

Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)

FY1679-06C Stamm zur Aufnahme von Expressionsplasmiden MATa, ura3-
52, leu2Al; trpl1 A63; his3A200; GAL, Ref.: EUROSCARF

In die oben genannten Stdmme wurden Klonierungs- und Expressionsplasmide (Tabelle 2-3) Uber
Elektroporation oder Hitzeschock transformiert und auf selektivem Medium (2.1.2.) angezogen.

2.1.2 Nahrmedien und Antibiotika
LB (Lysogenic Broth) Medium: 1%  (w/v)  Bacto-Trypton, 0,5%  (w/v)  Hefeextrakt,
1 % (w/v) NaCl; pH 7,5

YEB Medium: 0,5 % (w/v) Bacto-Beef-Extrakt, 0,1 % (w/v) Bacto-Hefeextrakt,
0,5 % (W/v) Bacto-Pepton, 0,5 % (w/v) Sacharose,
0,2% 1 M MgSO,; pH 7,2

YEP: 1 % Hefeextrakt, 2 % Pepton, 2 % Kohlenstoffquelle (z.B. Glucose)

YNB/ SD: 0,67 %  yeast nitrogen base, 2%  Kohlenstoffquelle,
5 % Aminosédure-Stammldsung (20-fach)

Fiir die Herstellung von Nihragarplatten wurden jeweils 1,5 % (w/v) fiir Bakterien und 2 % (w/v) fiir

Hefen Agar-Agar zu einem Liter Medium zugegeben. Die Sterilisation des LB- und YEB-Mediums

vor der Verwendung fand fiir 20 Minuten bei 121 °C und 1,1 x 10° Pa (Autoklavieren) statt.

Die Hefemedien, Aminosdure-Stammldsungen (nach Clontech-Protokoll) und 20 % Zucker-Losungen
wurden fiir 20 Minuten im Schnellkochtopf autoklaviert, nach dem Abkiihlen wurden die

entsprechende Zuckerlosung sowie der Aminoséaure-Mix steril hinzugefiigt.
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Tabelle 2-2: Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Stammkonzentration | verwendete Verdiinnung

e 1:1000 (Festmedium)
Ampicillin (Amp) 100 mg/ml 1:2000 (Fliissigmedium)
Gentamycin (Gent) 150 mg/ml 1:1000
Hygromycin (Hyg) 150 mg/ml 1:800

: 1:200 (E. coli)

Kanamycin (Kan) > mg/ml 1:50 (A. tumefaciens)
Rifampicin (Rif) 20 mg/ml 1:1000
Spectinomycin (Spec) 10 mg/ml 1:100

2.2 Verwendete Vektoren und Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit konstruierten Plasmide befinden sich im Anhang, Tabelle 6-1.

Tabelle 2-3: Verwendete Klonierungsvektoren

Bezeichnung Resistenz | Beschreibung/Verwendung Referenz

pENTR/D-TOPO | Kan linearisierter Vektor mit GTGG-Uberhang fiir (Invitrogen)
gerichtete Klonierung, enthilt atL-Stellen fiir
GATEWAY®-Klonierung

plet 1.2 Amp Klonierungsvektor fiir blunt-ends und sticky-ends, | (Fermentas)
MCS

pGWB2 Kan, Hyg | Bindrvektor mit 35S-Promotor, ohne tag, mit (Nakagawa et
attR-Stellen (P;3ss-attR1-Cm'-ccdB-attR2-Txos -) | al., 2007)

pGWB3 Kan, Hyg | Binidrvektor mit ohne Promotor, mit uidA, mit (Nakagawa et
attR-Stellen (artR1-Cm'-ccdB-attR2-GUS-Tyos) | al., 2007)

pGWB6 Kan, Hyg | Bindrvektor mit 35S-Promotor und GFP-tag, mit | (Nakagawa et
attR-Stellen (P355-sGFP-a#fR1-Cm'-ccdB-attR2- al., 2007)
Tros)

pVSF Kan Binérvektor mit 35S-Promotor, MCS (Van den

Ackerveken
et al., 1996)

pGad T7 Rec2 Amp, Vektor fiir Hefeexpression, urspriinglich Y2H- S. Hahn

AAD Leu Beutevektor, ADHI-Promotor, deletierte GAL4- (Clontech)
AD

pHIS2 Amp,Trp | Vektor fiir Hefeexpression, HIS3-Promotor, HIS3 | (Clontech)

pJOAD Amp, Trp | Vektor fiir Hefeexpression, GALJ-Promotor J. Boch

pSH18-34 Amp, Ura | Vektor fiir Hefeexpression, GALI-Promotor, (Clontech)
lacZ-Reportergen

pF12A RM Flexi Amp Vektor fiir Genexpression in humanen Zellen, (Promega)
minimaler CMV-Promotor, 12x

pcDNA3 Amp Vektor fiir Expression in humanen Zellen, CMV- | (Invitrogen)
Promotor
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Tabelle 2-4: Verwendete Oligonukleotide

Name

Sequenz*

Verwendung

Bs4PR/B01_Xba_Kristi
n

CTAGAGTAGGTATGTTAAATAAAAATTAGCT
TAGAAGATCTGGG

Amplifikation des pBs4 rev
inkl. UTR mit Xbal-site

CACCTITTTATTCTCACACTCTCCTTATTTCT

Klonierung der Hax2-Box

P12F / Jens TTCTTGTATATAACTTTGTCC TT vor 75-1 Bp pBs4
P13F / Jens CACCTACACCCAAACATTTCTTTCTTGTATA | Klonierung der Hax3-Box
TAACTTTGTCC vor 75-1 Bp pBs4
CACCTACCTAAACTAAATATTTCTTICTTGT | Klonierung der Hax4-Box
P14F / Jens

ATATAACTTTGTCC

vor 75-1 Bp pBs4

Poly-C_18-1/ Jens

CACCTACCCCCCCCCCCCCCCCCTTICTTTCT

Klonierung der ArtHD-Box

TGTATATAACTTTGTCC vor 75-1 Bp pBs4
. CACCTATATAAACCTGACCCTTITTTICTTTCT | Klonierung der UPA20-Box
U20b in 74/SH TGTATATAACTTTGTCC vor 75-1 E?p pBs4
Poly-C_18-2 / Jens CACCTACCCCCCCCCCCCCCCCCTATATAAC | Klonierung der ArtHD-Box
- TTTGTCCAAAATATCATC vor 65-1 Bp pBs4
P13G / Jens CACCAACACCCAAACATTTCTTTCTTGTATA | Klonierung der Hax3-Box
TAACTTTGICC A vor 75-1 Bp pBs4
P13H / Jens CACCCACACCCAAACATTTCTTTCTTGTATA | Klonierung der Hax3-Box
TAACTTTGICC C vor 75-1 Bp pBs4
P13l / Jens CACCGACACCCAAACATTTCTTTCTTGTATA | Klonierung der Hax3-Box

TAACTTTGTCC

G vor 75-1 Bp pBs4

NG_115_HD-R /Heidi

CATCGCCAGCCACGATGGCGGCAGGCCGG

Mutagenese von NG zu
HD rev

NG_115_HD /Heidi

CCGGCCTGCCGCCATCGTGGCTGGCGATG

Mutagenese von NG zu
HD fwd

CACCTIGTTATTCTCACACTCTCCTTATTTCT

Klonierung der Hax2-Box

P12GT/ Jens TTCTTGTATATAACTTTGTCC GT vor 75-1 Bp pBs4
P12GA / J CACCTGATATTCTCACACTCTCCTTATTTCT | Klonierung der Hax2-Box
ens TTCTTGTATATAACTTTGTCC GA vor 75-1 Bp pBs4
P12GC / J CACCTGCTATTCTCACACTCTCCTTATTTCT | Klonierung der Hax2-Box
ens TTCTTGTATATAACTTTGTCC GC vor 75-1 Bp pBs4
P12GG / J CACCTGGTATTCTCACACTCTCCTTATTTCT | Klonierung der Hax2-Box
ens TTCTTGTATATAACTTTGTCC GG vor 75-1 Bp pBs4
Bsd Exi F CACCTACACCCAAACATCTGTTAAAAAGGCA | Klonierung der Hax3-Box
S&_Ex1_ TAGTCCAATC in Bs4
Bs4_Ex1_R GCAAAACTTGAATAGTTITTTTGG ﬁl();;irung der Hax3-Box
Bsd Ex3 F CACCTACACCCAAACATTTACTTACCCTCCT | Klonierung der Hax3-Box
S4_EXS_ CCAGGAGC in Bs4
Bs4_Ex3_R CCAACCCAAAAGGTTGTGGGTTCGAG i};Ian;irung der Hax3-Box
CACCTACACCCAAACATTTTTTITATTGTTGA | Klonierung der Hax3-Box
P13F_p150 9

AGACTGATC

vor pBs4

P13F_p150_rev

GAATTAAACAAGTACCACTTGAAACG

Klonierung der Hax3-Box
vor pBs4

P13F_p225

CACCTACACCCAAACATATTTGTCAACTCTT
CTTTGTTGTCC

Klonierung der Hax3-Box
vor pBs4

P13F_p225 rev

TAATCTAAATAAAATTCTCTGTCACAC

Klonierung der Hax3-Box
vor pBs4

P13F_p300

CACCTACACCCAAACATTTTCAAGTTTTTAT
TATTTTAATCTTTTGATGG

Klonierung der Hax3-Box
vor pBs4

P13F_p300_rev

TAATTTATTTGTITTACCGTTGCCC

Klonierung der Hax3-Box
vor pBs4

CACCTAGCGAACTGCTTTCTTTCTTGTATAT

Klonierung der ArtX6-Box

pBOX_pCX1 AACTTTGTCC vor 75-1 Bp pBs4
BOX bCX2 CACCTAGCAATTGTCTTTCTTTCTTGTATAT | Klonierung der ArtX7-Box
pELA_P AACTTTGTCC vor 75-1 Bp pBs4
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Name Sequenz* Verwendung
bBOX_pCX3 CACCTACAGGCATGATTTTTCTTTCTTGTAT | Klonierung der ArtX4-Box
— ATAACTTTGTCC vor 75-1 Bp pBs4
BOX pCX4 CACCTATGTGAATGATTTCTTTCTTGTATAT | Klonierung der ArtX8-Box
pELA P AACTTTGTCC vor 75-1 Bp pBs4
BOX pCX5 CACCTATTCTGGGACGTTTTCTTTCTTGTAT | Klonierung der ArtX1-Box
pEUA_DP ATAACTTTGTCC vor 75-1 Bp pBs4
BOX bCX6 CACCTATGCGGTCCCTCTTTCTTTCTTGTAT | Klonierung der ArtX2-Box
pELA_P ATAACTTTGTCC vor 75-1 Bp pBs4
BOX 0CX7 CACCTAATCGTGCTGTTTCTTTCTTGTATAT | Klonierung der ArtX9-Box
pELA_P AACTTTGTCC vor 75-1 Bp pBs4
BOX bCX8 CACCTAATGCCCCGGCTTTTCTTTCTTGTAT | Klonierung der ArtX5-Box
pELA_P ATAACTTTGTCC vor 75-1 Bp pBs4
BOX bCX9 CACTATGGACCGTGTTTCTTTCTTGTATATA | Klonierung der ArtX10-Box
pELA_P ACTTTGICC vor 75-1 Bp pBs4
CACCTATGGGTGCCCTAT- Klonierung der ArtX3-Box
PBOX_pCX10 TTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC vor 75-1 Bp pBs4
Klonierung der Hax4-
CACCTACCAAAACAAAAAAATTCTTTCTTGT
Hax4 NG_A ATATAACTTTGTCC 1FeBhFLpl.ilg;Litngs-Box vor 75-
Haxa NG G CACCTACCCAAACCAAACACTTCTTTCTTGT }élohr:ierung derBHax4- 75
axa_Nu_ ATATAACTTTGTCC 1eBpp§g;L;ngs- OX vor /5
Haxd NG G CACCTACCGAAACGAAAGAGTTCTTTCTTGT }élohr:ierung derBHax4- -
axa_Nu_ ATATAACTTTGTCC 1eBpp§g;Lilngs- OX vor 75
Haxd LD A CACCTAAATAAAATAAATATTTCTTTCTTGT I;Iohr:ierung derBHax4- 25
axa_nb_ ATATAACTTTGTCC 1eBpp§g;Lilngs- Ox vor />
Haxd HD G CACCTAGGTAAAGTAAATATTTCTTTCTTGT I;Iohr:ierung derBHax4- 25
axa_nb_ ATATAACTTTGTCC 1eBpp§g;Lilngs- Ox vor />
Haxd HD T CACCTATTTAAATTAAATATTTCTTTCTTGT I;Iohr:ierung derBHax4- 25
axa_nb_ ATATAACTTTGTCC 1eBpp§g;L;ngs- Ox vor />
Haxa NI G CACCTCCCTAACCTCACTCTTTCTTTCTTGT }élohr:ierung derBHax4- 75
axa_N1L ATATAACTTTGTCC 1eBpp§g;L;ngs- OX vor /5
Haxd NI G CACCTGCCTAAGCTGAGTGTTTCTTTCTTGT }élohr:ierung derBHax4- -
axa_NL ATATAACTTTGTCC 1eBpp§g;L;ngs- OX vor /5>
Haxa NI T CACCTTCCTAATCTTATTTTTTCTTTCTTGT }élohr:ierung derBHax4- -
axa_NL_ ATATAACTTTGTCC 1eBpp;g;Lilngs- OX Vor 75
Haxd NS G CACCTACCTCCACTACATATTTCTTTCTTGT I;Iohr:ierung derBHax4- 25
axa_Ne_ ATATAACTTTGTCC 1eBpp§g;Lilngs- OX vor />
Haxd NS G CACCTACCTGGACTAGATATTTCTTTCTTGT I;Iohr:ierung derBHax4- 25
axa_Ne_ ATATAACTTTGTCC 1eBpp§g;Lilngs- Ox vor />
Haxd NS T CACCTACCTTTACTATATATTTCTTTCTTGT I;Iohr:ierung derBHax4- 25
axa_No_ ATATAACTTTGTCC 1eBpp§g;L;ngs- OX vor /5
Klonierung der ArtX1-
CACCTATTCTAAAACATTTTCTTTCTTGTAT
AK5 NN_A ATAACTTTGTCC 1FeBhFLpl.ilg;Litngs-Box vor 75-
Klonierung der ArtX1-
CACCTATTCTCCCACCTTTTCTTTCTTGTAT
AK5 NN_C ATAACTTTGTCC Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4
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Name Sequenz* Verwendung
Klonierung der ArtX1-
AK5_ NN_T CACCTATTCITTTACTTTITTCTTTCTTGTAT Fehlpaarungs-Box vor 75-

ATAACTTTGTICC

1 Bp pBs4

pBOX_4,5 ARS0

TAGAATTTCTTTICTTIGTATATAACTTTGTCC

Klonierung der ArtX4,5-
Box vor 75-1 Bp pBs4

pBOX_ 5,5 AR78

TACTGATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTC
C

Klonierung der ArtX5,5-
Box vor 75-1 Bp pBs4

pBOX_6,5 AR102

TATGGGTTTTCTTTCTTGTATATAACTTTGT
CcC

Klonierung der ArtX6,5-
Box vor 75-1 Bp pBs4

pBOX_7,5 AL67

TATGCGTGTTTCTTTICTTIGTATATAACTTTG
TCC

Klonierung der ArtX7,5-
Box vor 75-1 Bp pBs4

Bs4PR/BO1_R_HS

AGATTCGATTAAAAATAAATTGTATGGATGA
GATC

Amplifikation des pBs4 rev
inkl. UTR

p225/3_in_p74_R

TAATCTAAATAAAATTCTCTGTCACACTAAT
GATCAATTGATGATATTTTGG

Klonierung von
Promotorchimaren

p74/3_in_p225 R

AGATTCGATTAAAAATAAATTGTATGGATGA
GAAAGCTGACTTTGTCAAAGG

Klonierung von
Promotorchimaren

P74/1_in_p225

CACCTACACCCAAACATTTICTITTCTTGTATA
TAACTTTGTCCTTTGACAAAGTCAGC

Klonierung von
Promotorchimaren

P225/1_in_p74

CACCTACACCCAAACATATTTGTCAACTICTT
CTTTGTTGTCCAAAATATCATCAATTGATC

Klonierung von
Promotorchimaren

p74/1.1_in_p225

CACCTACACCCAAACATTTCTTTCTTICTICTT
CTTTGTTGTCCTTTG

Klonierung von
Promotorchimaren

P225/1.1_in_p74

CACCTACACCCAAACATATTTGTCAAGTATA
TAACTTTGTCCAAAATATC

Klonierung von
Promotorchimaren

P13F_p225 AT

CACCTACACCCAAACATTTITTGTCAACTICTT
CTTTGTTGTCC

Klonierung der Hax3-Box
+T vor pBs4,05. 151

CACCTACACCCAAACATATCTTTCTTGTATA

Klonierung der Hax3-Box

P13K TAACTTTGTCC +A vor 74-1 Bp pBs4
P13L CACCTACACCCAAACATCTCTTTCTTIGTATA |Klonierung der Hax3-Box
TAACTTTGTCC +C vor 74-1 Bp pBs4
P13M CACCTACACCCAAACATGTCTTTCTTIGTATA |Klonierung der Hax3-Box
TAACTTTGTCC +G vor 74-1 Bp pBs4
CA-Elo-A02 TCTATAAGCTTGGCGGTATTGACAAGCGTG | Clongationsfaktor in
Nachtschattengewéchsen
CA-Elo-B02 CTTGGTGGGAATCATCTTAACCATGCCAGCA Elongationsfaktor N
Nachtschattengewdchsen
0225 1.2in 74 CACCTACACCCAAACATATTTGTCAAGTATA | Klonierung von
- TAACTTTGTCCTTTGACAAAGTCAGC Promotorchiméaren
074-1.2 in 225 CACCTACACCCAAACATTTCTITTCTITCTICTT |Klonierung von
: CTTTGTTGTCCAAAATATCATCAATTIGATC | Promotorchiméren
H2 swap3b-F CACCTGTTATTCTCACACTCTICCTTATATTT | Klonierung von
GTCAACTCTTCTTTGTTGT Promotorchiméren
Ho daF CACCTGTTATTCTCACACTCTCCTTATTTCT | Klonierung von
swap4a- TTCTTCTCTTCTTTGTTGTCC Promotorchiméaren
H2 swapdb-F CACCTGTTATTCTCACACTCTCCTTATATTT | Klonierung von

GTCAAGTATATAACTTTGTCC

Promotorchiméren

box ArtX2B-1 HS

CACCTATGCGGTCCCTCaTTCTTTCTTG

Klonierung einer ArtX2-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX2B-2 HS

CACCTATGCGGTCCCTgaTTCTTTCTTG

Klonierung einer ArtX2-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX2B-3 HS

CACCTATGCGGTCCCagaTTCTTTCTTG

Klonierung einer ArtX2-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4
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Name

Sequenz*

Verwendung

box ArtX2A-1 HS

CACCaATGCGGTCCCTCTTTCTTTCTTG

Klonierung einer ArtX2-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX2A-2 HS

CACCatTGCGGTICCCTCTTICTTTCTIG

Klonierung einer ArtX2-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX2A-3 HS

CACCataGCGGTICCCTCTTICTTTCTIG

Klonierung einer ArtX2-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX2A-4 HS

CACCTtTGCGGTICCCTCTTICTTTCTTIG

Klonierung einer ArtX2-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX2A-5 HS

CACCTtaGCGGTICCCTCTTICTTTCTTIG

Klonierung einer ArtX2-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX2A-6 HS

CACCTtacCGGTICCCTCTTICTTTCTTIG

Klonierung einer ArtX2-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX2M-1 HS

CACCTATGGGGTCCCTICTTTCTTTCTTG

Klonierung einer ArtX2-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX2M-2 HS

CACCTATGCGtgCCCTCTTICTTTCTIG

Klonierung einer ArtX2-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX2M-3 HS

CACCTATGQGtgCCCTCTTTCTTTCTTG

Klonierung einer ArtX2-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

P13F_minP_321_F/HS

TACACCCAAACATtaggcgtgtacggtggga
g

Klonierung der Hax3-Box
vor minimalen pCMV in
pF12A-Luc

U20b_minP_321_F/HS

TATATAAACCTGACCCTTTtaggcgtgtacyg
gtgggag

Klonierung der UPA20-Box
vor minimalen pCMV in
pF12A-Luc

pF12A RM seq fwd/HS

cgcagtactccgctcgag

Zur Sequenzierung des
pF12ARM Flexi-Plasmids

pF12A RM seq rev/HS

TGTGGTTTGTCCAAACTCATC

Zur Sequenzierung des
pF12ARM Flexi-Plasmids

box ArtX1-M1 HS

CACCTATTgTGGGACGTTTTCTTTCTTG

Klonierung einer ArtX1-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX1-M4 HS

CACCTATTaTGGGACGTTTTCTTTCTTG

Klonierung einer ArtX1-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX1-M5 HS

CACCTATTETGGGACGTTTICTTTCTIG

Klonierung einer ArtX1-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX2-M4 HS

CACCTATGaGGTCCCTCTTTCTTTCTTG

Klonierung einer ArtX2-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX2-M5 HS

CACCTATGEGGTICCCTCTTTICTTTCTTIG

Klonierung einer ArtX2-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX4-M1 HS

CACCTAQAGGCATGATTTTTCTTTCTTG

Klonierung einer ArtX4-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX4-M4 HS

CACCTAaAGGCATGATTTTTCTTTCTTG

Klonierung einer ArtX4-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4
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Name

Sequenz*

Verwendung

box ArtX4-M5 HS

CACCTAtAGGCATGATTTTICTTTCTIG

Klonierung einer ArtX4-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX5-A1 HS

CACCaAATGCCCCGGCTTTTCTTTCTTG

Klonierung einer ArtX5-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX5-A2 HS

CACCatATGCCCCGGCTTTICTTTCTIG

Klonierung einer ArtX5-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX5-A3 HS

CACCattTGCCCCGGCTTTICTTTCTTIG

Klonierung einer ArtX5-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX5-A4 HS

CACCTtATGCCCCGGCTTTICTTTCTIG

Klonierung einer ArtX5-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX5-A5 HS

CACCTttTGCCCCGGCTTTTICTTTCTTIG

Klonierung einer ArtX5-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX5-A6 HS

CACCTttaGCCCCGGCTTTICTTTCTIG

Klonierung einer ArtX5-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX5-B1 HS

CACCTAATGCCCCGGCTaTTCTTTCTTG

Klonierung einer ArtX5-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX5-B2 HS

CACCTAATGCCCCGGCaaTTCTTTCTTG

Klonierung einer ArtX5-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

box ArtX5-B3 HS

CACCTAATGCCCCGGgaaTTCTTTCTTG

Klonierung einer ArtX5-
Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4

CACCaGTTATTCTCACACTCTCCTTATTTCT

Klonierung einer Hax2-

P12F_A1 HS TTCTTG Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4
Klonierung einer Hax2-
P12F A2 HS CACCacTTATTCTCACACTCTCCTTATTTCT Fehlpaarungs-Box vor 75-
TTCTIG
1 Bp pBs4
Klonierung einer Hax2-
P12F A3 HS CACCacaTATTCTCACACTCTCCTTATTTCT Fehlpaarungs-Box vor 75-
TICTTG
1 Bp pBs4
Klonierung einer Hax2-
P12F_A4 HS g?g%STTATTCTCACACTCTCCTTATTTCT Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4
Klonierung einer Hax2-
P12F_A5 HS g?gggﬂmTCTCACACTCTCCTTATTTCT Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4
Klonierung einer Hax2-
P12F A6 HS CACCTcaaATTCTCACACTCICCTTATTICT Fehlpaarungs-Box vor 75-
TTCTIG
1 Bp pBs4
Klonierung einer Hax2-
P12F B1 HS CACCTGTTATTCICACACTCICCTTAATICT Fehlpaarungs-Box vor 75-
TTCTIG
1 Bp pBs4
Klonierung einer Hax2-
P12F B2 HS CACCTGTTATTCTCACACTCTCCTTtaTTCT Fehlpaarungs-Box vor 75-
TTCTIG
1 Bp pBs4
Klonierung einer Hax2-
P12F B3 HS CACCTGTTATTCTCACACTCTCCTataTTCT Fehlpaarungs-Box vor 75-

TTCTTG

1 Bp pBs4
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Name Sequenz* Verwendung
Klonierung einer UPA20-
CACCTATATAAACCTGACCCTeTTTCTITTCT
Upa20b_1 HS TGTATATAACTTTGTCC Fehlpaarungs-Box vor 75-
1 Bp pBs4
Klonierung einer perfekten
Upa20b_2 HS CACCTeTATAAACCTGACCCTeTTTCTITTCT UPA20-Box vor 75-1 Bp

TGTATATAACTTTGTCC

pBs4

Gallp_ATG-F/HS

CTTCTTATTCAAACGTAATAAAAGTATC

Mutagenese eines ATG zu
ACG in pGAL1

Gallp_ATG-R/HS

GATACTTTTATTACGTTTGAATAAGAAG

Mutagenese eines ATG zu
ACG in pGAL1

U20b-176-YR-F/HS

TATATAAACCTGACCCTTITTATTAACAGATA
TATAAATGCAAAAAC

Insertion der UPA20-Box
-157 Bp stromaufwarts
vom ATG

H3b-176-YR-F/HS

TACACCCAAACATTATTAACAGATATATAAA
TGCAAAAAC

Insertion der Hax3-Box
-157 Bp stromaufwarts
vom ATG

U20b-176-YR-R/HS

TAATAAAAGGGTCAGGTTITATATAGATCAAA
AATCATCGCTTCGCTG

Insertion der UPA20-Box
-157 Bp stromaufwarts
vom ATG

H3b-176-YR-R/HS

TCTGTTAATAATGTTTGGGTGTAGATCAAAA
ATCATCGCTTCGCTG

Insertion der Hax3-Box
-157 Bp stromaufwarts
vom ATG

pSH18-34_237_F/HS

CCATATACATATCCATATACATATCC

Klonierung des pGALT mit
LexA-DBS

pSH18-34_879_R/HS

TAATGAATCGGCCAACGCGCGGG

Klonierung des pGALT mit
GAL-Gen

Bs4_324_F/HS

aacagtcataccgatcttttataatg

Far sq RT-PCR, fwd im
Exon1 des Bs4-Gens

Bs4_846_R/HS

TTCGTACAAAATTTGGAAGAGATGC

Far sq RT-PCR, revim
Exon2 des Bs4-Gens

pSH-LexA Xhol-U20b-
Agel_R/HS

ACCGGTAAAGGGTCAGGTTTATATACTCGAG
TCGCATTATCATCCCTCGAC

Insertion der UPA20-Box
direkt stromabwarts der
LexA-DBS

pSH-LexA_Xhol-H3b-
Agel_R/HS

ACCGGTATGTITTGGGTGTACTCGAGTCGCAT
TATCATCCCTCGAC

Insertion der Hax3-Box
direkt stromabwarts der
LexA-DBS

pSH_LacZ-U20b-Agel-
Pstl-F/HS

ccctttaccggtctgcagATGACTAAATCTC
ATTCAGAAG

Insertion der UPA20-Box
direkt stromabwarts der
LexA-DBS

pSH_LacZ-H3b-Agel-
Pstl-F/HS

caaacataccggtctgcagATGACTAAATCT
CATTCAGAAG

Insertion der Hax3-Box
direkt stromabwarts der
LexA-DBS

pminHIS3-Agel-F/HS

accggtGAATTCCCGGGGAGCTCACG

Amplifikation des
minimalen pHIS3

pminHIS3-Pstl-R/HS

CTGCAGCTTTGCCTTICGTTTATCTTGC

Amplifikation des
minimalen pHIS3

pminGal1_Agel-F/HS

accggtTTAGTTTTTITAGCCTTATTTCTGG

Amplifikation des
minimalen pGAL1

pminGal1-Pstl-R/HS

CTGCAGTATAGTITTTTTCTCCTTGACGTT

Amplifikation des
minimalen pGAL1

Xhol-P13F-74bpBs4p-
F/HS

ctcgagTACACCCAAACATTTC

Amplifikation des
minimalen pBs4 inkl.Hax3-
Box

Xhol-U20b-74bpBs4p-
F/HS

ctcgagTATATAAACCTGACCCTTTTTC

Amplifikation des
minimalen pBs4 inkl.
UPA20-Box

Bs4PR/B01-Pstl-R_HS

CTGCAGAGATTCGATTAAAAATAAATTGTAT
GG

Amplifikation des
minimalen pBs4 rev
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Name Sequenz* Verwendung
Amplifikation des
RS-EFrt-F1 AGTCAACTACCACTGGTCAC Elongationsfaktor in

Nachtschattengewédchsen

Amplifikation des
Elongationsfaktor in

RS-EFrt-R1 GTGCAGTAGTACTTAGTGGTC Nachtschattengewéchsen
Amplifikation des pGAL1

Mfel-YR-F/ SH CAATTGTCTAATCTTACCTCGACTGCTG mit LexA-Operator flr
Hefereporter

Kpnl-YR-R/ SH GGTACCTTATTTTTGACACCAGACCAAC Amplitikation des LacZ fur
Hefereporter

* Sequenz ist in 5-3'Crientierung angegeben. Speziell untersuchte (Fehl-)Paarungen in den Boxen
sind fett dargestellt. Die Sequenzabschnitte in den Oligonukleotiden fir die Erstellung der
Sequenzchimaren sind fir die Sequenzabschnitte des pBs4.05.151 in rot und fiir den pBs4;s.1 in grin
dargestellt.

2.3 Verwendete Pflanzen und Anzuchtbedingungen
Die transienten Expressionsanalyse der TAL-Effektor-Fusionen sowie der Promotor-GUS-Fusionen
wurden in Nicotiana benthamiana Pflanzen durchgefiihrt (Marois et al., 2002). Weiterhin wurden
verschiedene, transgene Linien Arabidopsis thaliana Okotyp Columbia (A. Nickstadt) genutzt, um die
spezifische Geninduktion durch einen TAL-Effektor (Hax2) zu ermitteln. Die Anzucht erfolgte im
Kurztag (8 Stunden Licht, 100 — 125 uFinstein bei 22 °C am Tag, 20 °C nachts). Zudem wurden fiir
die Untersuchung einer TAL-spezifischen Erkennungsspezifitit Lycopersicon pennellii verwendet

(Schornack et al., 2004).

2.4 Inokulationsexperimente

A. tumefaciens-Stamme wurden zwei Tage auf selektiven YEB-Platten angezogen. Fiir die
Inokulationen wurden die Bakterien in Infiltrationsmedium (10 mM MgCl,, 5 mM MES (pH 5,3 -
5,5), 150 pg/ ml Acetosyringon) resuspendiert, auf eine optische Dichte von 0,8 bei 600 nm (1,0 =1 x
109 cfu/ ml) eingestellt. Bei Ko-Inokulation wurden Reporter- und TAL-Effektor-tragende
A. tumefaciens-Bakteriensuspensionen 1:1 gemischt, ansonsten direkt und mit einer nadellosen
Einwegspritze in die Blattunterseite junger Blitter injiziert. Inokulierte Pflanzen wurden fiir zwei Tage
in Pflanzenwuchsschrinken (26 — 28 °C, 60 — 70 % relative Luftfeuchte, Lichtperiode von 6.00 bis
22.00 Uhr) inkubiert. Die Ernte von Blattmaterial erfolgte i.d.R. 48 h nach Inokulation.

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Die PCR-Amplifikation von DNA-Fragmenten

Uber die PCR mit der Tag-DNA-Polymerase (Thermus aquaticus) wurde die erfolgreiche Klonierung
in Vektoren iiberpriift oder semiquantitative (sq) RT-PCRs durchgefiihrt. Dabei wurden 0,2 uM
dNTPs, 0,15 uM Oligonukleotide verwendet. Fiir die Amplifikation fehlerfreier DNA-Fragmente
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wurden DNA-Polymerasen mit proof-reading-function, wie die Phusion-Polymerase oder die Kappa
Hifi-Polymerase verwendet. Die Konzentrationen der dNTPs und Oligonukleotide war bei der Phusion
die gleichen wie bei der Taq, bei der Kappa Hifi-Polymerase wurden 0,3 uM dNTPs und 0,15 uM
Oligonukleotide eingesetzt. Die PCR-Reaktionen wurden jeweils in einem Temperaturzyklus-
Steuergeridt (FlexCycler PCR Therminal Cycler; Analytik Jena AG) mit beheizbarem Deckel
durchgefiihrt.

2.5.2 Die Erstellung der unterschiedlichen Reporterkonstrukte

Die Box-Promotorsequenzen fiir die Reporterkonstrukte fiir die transiente Expression in der Pflanze
wurden mittels PCR-Amplifikationen erstellt. Dafiir wurden die abgeleiteten bzw. mutagenisierten
Boxen an einen Bs4-Promotor-spezifischen Primer angehéngt und so vor die Bs4-Promotorsequenz im
Amplifikat angefiigt. Die Promotorchiméiren wurden auf dhnliche Weise iiber lange Oligonukleotide
mit Box und zu inserierenden Sequenzabschnitten erstellt, um neue Sequenzabschnitte bzw.
Sequenzkombinationen des Bs4-Promotors zu erreichen. Alle Box-Promotor-PCR-Amplifikate

wurden in pENTR/D-TOPO ligiert und anschlieend mittels LR-Rekombination in pGWB3 kloniert.

Die Insertionen von Boxen in den GALI-Promotor fiir die Expression in Hefe wurden teilweise iiber
die SOE-PCR vorgenommen. Hierbei wurden zuerst zwei DNA-Fragmente (A & B) erstellt, wobei
diese gleiche Sequenzen an 3°-A und 5°-B aufwiesen. Durch diesen gleichen Uberhang konnte in einer
zweiten PCR das DNA-Fragment vollstindig amplifiziert werden. In dem gleichen Uberhang der
Oligonukleotide war die gewiinschte Box inseriert. Das Amplifikat wurde mittels Mfel-Kpnl-
Restriktion und anschlieBender Ligation in pHIS2 (EcoRI-Kpnl gespalten) kloniert. Fiir die Hefe-
Reporterkonstrukte mit unterschiedlichen Promotorsequenzen wurden die Promotoren mit
spezifischen Schnittstellen (Agel-Pstl, bzw. Xhol-PstI) an 3° bzw. 5° amplifiziert, anhand der
Schnittstellen zwischen LexA-DNA-Bindedoméne und ATG des lacZ-Reportergens kloniert und iiber
eine zweite Klonierung mittels Sall-Kasl-Restriktion und anschlieBender Ligation in pSHI18-34

umgesetzt.

Das Luciferase-Reporterplasmid fiir die humanen Zellen wurde in zwei Schritten erstellt. Zuerst wurde
im pF12A RM Flexi-Vektor (Promega) das bar-Gen (HindIll-Pmel) durch das Luciferase-Gen (aus
dem Vektor pSP-luc) iiber HindlII-EcoRV-Restriktionsverdau und anschlieBender Ligation ersetzt.
Die Boxen fiir das Luciferase-Reporterplasmid wurden mittels spezifischen Oligonukleotidiiberhingen
vor den minimalen CMV-Promotor in die Sequenz per PCR inseriert. Das Amplifikationsprodukt
bestehend aus Box, CMV-Promotor und Luciferase-Gen wurde in in pJetl.2 kloniert, sequenziert,
mittels Xbal-Restriktionsspaltung isoliert und anschlieBend in pF12A RM Flexi (Xbal-gespalten)
ligiert.
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2.5.3 Die Klonierung mittels des GATEWAY®-Systems

Die PCR-Produkte der Box-Promotorsequenzen mit 5°-vier zusitzlich angehiingten Nukleotiden
(CACC) wurden gerichtet in den pENTR/D-TOPO-Vektor ligiert (pENTR/D-TOPO Directional
TOPO Cloning Kit; Invitrogen GmbH, Darmstadt). Das klonierte PCR-Fragment ist im pENTR/D-
TOPO-Vektor (Donorvektor) von attl.-Rekombinationsstellen flankiert, so dass eine schnelle
rekombinationsbasierte Klonierung in andere GATEWAY®-Vektoren (Expressionsvektoren) moglich
wird. In dieser Arbeit wurden fiir die transiente Expression in der Pflanze die Expressionsplasmide
pGWB2, pGWB3 und pGWB6 genutzt. In den Vektoren pPGWB2 und pGWB6 werden die inserierten
TAL-Effektor-Gene durch einen 35S-Promotor exprimiert (Tabelle 2-3). Im pGWB6 wird das
Genprodukt transkriptionell mit einem GFP fusioniert. Im promotorlosen pGWB3 werden Box-
Promotorsequenzen inseriert und es kommt zur Expression des uidA (GUS-Reportergen), wenn der

Promotor induziert wird.

2.5.4 Die Klonierung von kiinstlichen TAL-Effektoren

Die repeats von TAL-Effektoren zu klonieren ist aufgrund ihrer homologen Sequenz schwierig.
Jedoch schneidet das TyplIS-Restriktionsenzym Esp3I zufillig einmal pro repeat, durch die Spaltung
mit Esp31 konnen die repeats bis auf den ersten und den letzten halben repeat in einem TAL-Effektor
entfernt werden. Durch die Spaltung von Hax3 mit Esp3I und Religation entstand so ein minimales
Hax3, mit 1,5 repeats (A. Landgraf). Anhand der nicht-palindomischen Erkennungssequenz und
spezifischen Uberhang, koénnen die einzelnen, Esp3I-gespaltenen repeats wieder gerichtet in den
minimalen Hax3 ligiert werden. Die einzelnen repeats waren zuvor per PCR amplifiziert wurden (A.
Landgraf). Nach einem Esp3I Restriktionsverdau mit anschlieBender Ligation wurden so repeats eines
repeat-Typs oder von unterschiedlichen repeat-Typen in den minimalen Hax3 kloniert (A. Landgraf).
Die Generierung von kiinstlichen TAL-Effektoren (ArtX) erfolgte somit durch eine zufillige Ligation
einzelner repeats in ein minimales Hax3 (A. Landgraf, A. Richter), wohingegen bei der Klonierung

der ArtHD die Ligation nur mit HD-repeats stattfand (A. Landgraf).

Die kiinstlichen, unspezifisch ligierten TAL-Effektoren wurden mittels Restriktionsverdau auf ihre
GroBe hin untersucht und einzelne Art-Effektoren sequenziert, um die Reihenfolge der repeats
festzustellen. Die Ligation der einzelnen repeats erfolgte in das minimale Hax3, was in pC3SE26, ein
pCR8-Derivat mit att-sites fir GATEWAY-Klonierung, inseriert war. AnschlieBend wurden die
unterschiedlichen Art-Effektoren mittels LR-Rekombination in pPGWB6 kloniert.

2.5.5 Die Klonierung von AvrBs3- und Hax3-Derivaten

Die Sequenz der TAL-Effektoren AvrBs3 bzw. Hax3 waren inklusive eines FLAG-Epitops in pGex-
Plasmiden verfiigbar. In pGex:300 (AvrBs3) und pGex:Hax3 wurde zuerst das C-terminale FLAG
tiber Sacl-Xhol-Restriktionsspaltung entfernt und der C-Terminus von AvrBs3 bzw. Hax3 iiber die

Ligation von zusammengelagerten Oligonukleotide wiederhergestellt (S. Hahn). Durch eine Teil-
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Amplifikation des C-Terminus mit 3°‘-flankierenden, Xbal-HindIII-Restriktionsschnittstellen mit der
Phusion-DNA-Polymerase wurde ein AvrBs3AAD- bzw. Hax3AAD-Sequenz erzeugt (S. Hahn). Die
PCR-Amplifikationsprodukte wurden nach einer Agel-HindlIll-Restriktionsspaltung in das native
AvrBs3 bzw. Hax3 ligiert, so dass die Effektoren keine AD mehr aufwiesen (S. Hahn). Die Sequenz
der Aktivierungsdoméinen von GAL4 bzw. VP16 wurden ebenfalls iiber Phusion-PCR mit
spezifischen, flankierenden Restriktionsschnittstellen (Xbal-HindIIl) amplifiziert und in pletl.2
kloniert (S. Hahn). Die Insertion der unterschiedlichen ADs erfolgte iiber Restriktionsspaltung (Xbal-
HindIll) mit anschlieBender Ligation in die AvrBs3AAD- bzw. Hax3AAD-Sequenz (S. Hahn). Das
GFP wurde zum Finen mit Clal-Restriktionsschnittstellen und zum anderen mit EcoRI-Xhol-
Schnittstellen mittels Phusion-PCR amplifiziert, in pJetl.2 kloniert und sequenziert (S. Hahn). Das
Clal-flankierte GFP wurde stromaufwirts vor die TAL-Effektoren als N-terminale Fusion tiber Clal-
Spaltung und anschlieBender Ligation inseriert. Das EcoRI-GFP-Xhol-Konstrukt diente fiir die GFP-
Negativkontrolle. Die Positivkontrolle (LexA-Kontrolle) fiir die Hefeexpression wurde aus drei
Fragmenten ligiert (S. Hahn). Dafiir wurde einerseits die LexA-DNA-Bindedomine mit spezifischen
Restriktionschnittstellen an pEG202 amplifiziert. Andererseits wurde die klonierte GAL4-AD im
pJetl.2 (s.0.) genutzt und als drittes Fragment dienten zusammengelagerte Oligonukleotide mit der
SV40-NLS, die von pGADT7-Rec2 (1501-1557) abgeleitet wurden waren (S. Hahn). Diese drei

Fragmente wurden gespalten, anschlieBend ligiert und in pGex kloniert (S. Hahn).

Die acht generierten TAL-Effektoren, sowie die LexA-Kontrolle und GFP-Negativkontrolle waren
EcoRI/Xhol-flankiert. Uber diese Restriktionsschnittstellen wurden die TAL-Effektoren bzw.
Kontrollplasmide gespalten und in pVSF fiir die Expression in der Pflanze, in pGADT7-Rec2AAD
bzw. pJOAD fiir die Expression in Hefe sowie in pcDNA3 fiir die Expression in menschlichen Zellen

ligiert.

2.5.6 Die Klonierung von TAL-Effektoren mittels golden TAL technology
(GeiBler et al., 2011)

Die Generierung von designten TAL-Effektoren erfolgte iiber eine Zwei-Schritt-
Assemblierungsreaktion. Die Module der einzelnen repeats wurden per Phusion-PCR mit spezifischen
Bpil-Restriktionsschnittstellen amplifiziert und in pJetl.2 oder pUCS57-Bsal inseriert (A. Landgraf,
J. Streubel). Die Module fiir N- und C-Terminus, das GFP oder die VP16-AD wurden, flankiert von
Bsal-Schnittstellen, ebenfalls mittels Phusion-PCR amplifiziert und in pJetl.2 oder pUCS7-Bsal
kloniert (A. Landgraf, M. Reschke, T. Schreiber, J. Streubel).

In der ersten Assemblierungsreaktion wurden zunéchst die repeats in sechser Blocken assembliert
(Tabelle 2-5). Die generierten sechser repeat-Module wiesen flankierende Bsal-Schnittstellen auf. In

einer zweiten Assemblierungsreaktion wurden GFP, N- und C-Terminus, die repeat-Module und ggf.

30



Material und Methoden

die AD assembliert (Tabelle 2-6). Nach den einzelnen Assemblierungsschritten wurden die Plasmide

isoliert und mittels Restriktionsverdau und Sequenzierung iiberpriift.

Tabelle 2-5: 1. Assemblierungsreaktion

Ansatz PCR-Programm

2 ul pro repeat-Modul (50 ng/ ul) 1 10 Min 37 °C

2 ul Zielvektor (LA, AB, etc.) 2 10 Min 16 °C

(50 ng/ ul)

2 ul 10 mM ATP 3 3 Mal Schritt 1-2 wiederholen
2 ul Griiner Puffer (Fermentas) 4 5 min 70 °C

1 ul Bpil (Fermentas) 5 04 °C

1ul T4 Ligase 30 Weiss u/ pl

Ad 20 ul H,O

Tabelle 2-6: 2. Assemblierungsreaktion

Ansatz PCR-Programm kurz PCR-Programm lang
2 ul Vektor-Modul (50 ng/ ul) 1 5 Min 37 °C 1 7h37°C

3 ul N-Terminus-Modul (50 ng/ pl) 2 5 Min 16 °C 2 30 Min 50 °C
3 ul C-Terminus-Modul (50 ng/ ul) 3 12 Mal Schritt 1-2 | 3 30 Min 37 °C
2 ul tag-Modul (50 ng/ ul) 4 30 Min 16 °C 4 30 Min 80 °C
(GFP-Modul, 0.4.)

1 ul sechser Modul LA (50 ng/ pl) 5 45 Min 50°C 5 w04 °C

1 ul sechser Modul AB /AR (50 ng/ ul) | 6 15 Min 80°C

1 ul sechser Modul BC/ BR (50 ng/ ul) | 7 w04 °C Zu Empfehlen
1 ul sechser Modul CR (50 ng/ ul) bei gleicher

2 ul 10 mM ATP Resistenz

2 ul Puffer 4 (NEB)

1 ul Bsal (NEB)

1 ul T4 Ligase 30 Weiss u/ ul

Ad 20 ul H,O

2.5.7 Die RNA-Isolierung aus Pflanzenmaterial

Nach der Ernte und dem Einfrieren in fliissigen Stickstoff von zwei Blattscheiben (@ 0,8 cm bei
L. pennellii und @ 0,6 cm bei A. thaliana) Pflanzenmaterial, wurde dies im gefrorenen Zustand
manuell mit Metallmorsern homogenisiert. Die RNA-Isolierung aus Pflanzenmaterial fand nach dem
Herstellerprotokoll des ,,RNeasy Plant Mini Kit* (Qiagen, Hilden) statt. Dabei wurde ein on column-
DNase Verdau mittels des Qiagen RNase-free DNase Kits durchgefiihrt.

2.5.8 Die Synthese von Erststrang-cDNA

Unter Verwendung des mitgelieferten oligo(dT)-Oligonukleotids wurde mit Hilfe des Fermentas
RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kits (Fermentas, St. Leon-Rot) cDNA synthestisiert.
Die eingesetzte RNA-Menge betrug ca. 2,5 pug. Die erhaltene cDNA wurde fiir sq RT-PCR-

Amplifikationen im Verhiltnis 1:20 verdiinnt.
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2.5.9 Kompetente Zellen: Herstellung und Transformation
2.5.9.1 Die Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Tabelle 2-7: Bendtigtes Medium und Puffer fir chemisch kompetente E. coli-Zellen

Medium: Puffer:
LB++ TEB I TEB II
20mM MgSO, 30 mM Kaliumacetat (KOAC) 10 mM MOPS
10 mM KCI 100 mM Rubidiumchlorid RbCl, 10 mM RbCl,
10 mM Kalziumchlorid (CaCl,) 75 mM CaCl,
50 mM Manganchlorid (MnCl) pH 6,5 mit KOH einstellen
pH 5,8 mit Essigséure einstellen
15% Glycerol 15% Glycerol
steril filtrieren steril filtrieren

Eine Vorkultur von drei bis 10 ml mit E. coli’s (TOP10) wurde iiber Nacht bei 37 °C angezogen. Am
nichsten Tag wurde die Hauptkultur mit LB++ vorbereitet und mit einem ml Vorkultur pro 100 ml
Hauptkultur angeimpft. Die Hauptkultur sollte bis ODgg: 0,4 — 0,55 wachsen (ca. 2,5 Stunden), dann
mindestens 10 Min auf Eiswasser runter gekiihlt werden. Die Hauptkultur wurde in vorgekiihlte 50 ml
Falcons iiberfiihrt, die Zellen bei 4 °C, 3000 rpm, fiir 10 Min zu Pellets sedimentiert. Die Pellets
wurden mit 15 ml eiskalten TFBI resuspendiert, anschlieBend 10 Min auf Eis inkubiert. Bei 4 °C, 3000
rpm wurden die Falcons fiir 10 Min zentrifugiert und die Pellets in 4 ml eiskalten TFBII resuspendiert.
Die Zellen wurden je zu 100 pl in vorgekiihlte 1,5 ml Reaktionsgefde aliquotiert, in fliissigen
Stickstoff einfroren und bei -80 °C gelagert.

2.5.9.2 Die Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen (Hitzeschock)
Kompetente E. coli’s wurden auf Eis aufgetaut, die DNA, der Ligationsansatz o.d. auf 50 ul Zellen
gegeben, 20 Min auf Eis inkubiert, Hitzeschock bei 42 °C fiir 30-45 Sekunden im Wasserbad oder 1-2
Min im Heizblock durchgefiihrt, Zellen 1-2 Min erneut auf Eis inkubiert, 250 ul LB steril dazugeben,
eine Stunde bei 37 °C inkubiert, dann auf LB mit benétigten Antibiotika ausplattiert. Uber Nacht bei
37 °C inkubiert.

2.5.9.3 Die Herstellung elektrokompetenter E. coli- oder A. tumefaciens-Zellen

Mit eine Vorkultur des leeren Stammes (Bsp. E. coli TOP10) wurde eine Hauptkultur in LB/YEB-
Medium (vorzugsweise ohne NaCl) unter Schiitteln bis zu einer ODgyy = 0,5-0,6 angezogen (Zellen
befinden sich in der exponentiellen Phase). Ab diesem Zeitpunkt wurden alle weiteren Arbeitsschritte
auf Eis durchgefiihrt. Die jeweilige Bakterienkultur wurde zentrifugiert (20 Min, 2 °C, 3220 rcf) und
das Pellet in eisgekiihltem Wasser resuspendiert. Dieser Schritt wurde zwei Mal wiederholt. Danach

wurde das Pellet in 8 % des Ursprungsvolumen mit 10 % Glycerin-Losung gewaschen und erneut
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abzentrifugiert (10 Min, 2°C, 3220 rcf). Fiir die Lagerung wurde das Pellet im Eigenvolumen 10 %
Glycerin-Losung geldst und die Aliquote bei -80 °C aufbewahrt.

2.5.9.4 Die Transformation in elektrokompetente E. coli-Zellen
(Elektroporation)

Jeweils 50 pl der elektrokompetenten Zellen wurden mit 2 pl Klonierungsansatz versetzt, in eine

eisgekiithlte 1 mm Elektroporationskiivette gegeben und transformiert (Spannung 2500 V, Kapazitit

25 mF, Widerstand 200 Ohm, Dauer 5 ms). AnschlieBend wurde 250 pul LB -Medium zugegeben und

fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Bakterien wurden auf LB-Platten mit entsprechendem Selektivmedium

ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.5.9.5 Die Transformation in elektrokompetente A. tumefaciens-Zellen
(Elektroporation)

Jeweils 50 pl der elektrokompetenten Zellen wurden mit 2 pl Plasmid-DNA versetzt, in eine

eisgekiihlte 1 mm Elektroporationskiivette gegeben und transformiert (Spannung 2500 V, Kapazitit

25 mF, Widerstand 200 Ohm, Dauer 5 ms). AnschlieBend wurde 250 ul YEB Medium zugegeben und

fir 1 h bei 30 °C inkubiert. Die Bakterien wurden auf selektiven Platten (YEB, Rif und

plasmidspezifisches Antibiotikum) ausplattiert und fiir weitere 48 h bei 30 °C inkubiert.

2.5.9.6 Die Herstellung kompetenter Hefe-Zellen

Eine Vorkultur mit drei ml YEPD-Medium dick animpfen und iiber Nacht bei 30 °C schiitteln lassen.
50 ml Hauptkultur mit kompletter Vorkultur animpfen, ca. vier Stunden bei 30 °C schiitteln bis: ODgq
= 0,8 fiir S. cerevisiae (0,5 fiir K. lactis). Die Kultur in ein steriles Zentrifugenrdhrchen iiberfiihren,
fiinf Min bei 3000 rpm zentrifugieren, das Pellet in zwei ml PLAG-Losung [40 % PEG4000; 0,1 M
LiAc; 10 mM Tris/ HC1 pH 7,5; 1 mM EDTA; 15 % Glycerol (v/v)] resuspendieren, dazu 250 ul RNA
(10 mg/ ml) oder 40 pl ssDNA (1 mg/ ml) geben, die Zellsuspension zu je 200 ul aliquotieren und
dann langsam einfrieren (erst fiir ca. 2 h bei -20 °C und dann zu -70 °C). Die Hefen sind ca. 8§ Monate

nutzbar.

2.5.9.7 Transformation kompetenter Hefe-Zellen (Hitzeschock)

0,5ug Plasmid-DNA (bzw. 0,5 - 4ug lineare DNA) zu 200 pl gefrorenen Hefezellen geben, dies fiir
fiinf Min bei 37 °C schiitteln lassen (Thermoblock) und fiir eine Stunde (bis zwei Stunden) bei 42°C
im Wasserbad inkubieren. Parallel Nihragarplatten 10 Min bei 65°C trocken. AnschlieBend
ausplattieren der gesamten Zellsuspension auf Selektivmedium (SD-Medium plus C-Quelle, ohne

selektive As). Dann folgen zwei Tage Inkubation der Transformaten bei 30 °C.
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2.6 Methoden fur den Nachweis der Genexpression

2.6.1 Die GFP-Fluoreszenzmikroskopie

Blattproben wurden 48 Stunden nach Inokulation genommen und am konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop LSM 510 (Zeiss, Jena, Deutschland) mit einem 505 - 530 nm Bandpass-Filter fiir GFP
analysiert. Zur Visualisierung von Zellkernen wurde ca. 3 Stunden vor der Analyse am LSM
0,01%-ige DAPI-Losung in die infizierten Bereiche inokuliert bzw. die geernteten Blattscheiben
infiltriert. AnschlieBend wurde das Pflanzenmaterial dunkel gestellt. Das infiltrierte DAPI in den
Proben wurde bei 364 nm angeregt und die DAPI-Fluoreszenz mit einem Bandpass-Filter 385 — 470

nm aufgenommen.

2.6.2 Die Histochemische B-Glucuronidase-Farbung

Die qualitative B-Glucuronidase-Fiarbung beruht auf einer enzymatischen Umsetzung und einer
einfachen chemischen Reaktion: Die B-Glucuronidase hydrolisiert 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-
Glucuronsdure (X-Gluc) zu Glucuronsédure und 5-Brom-4-Chlor-indoxyl, wobei letzteres oxidiert wird

und nach Dimerisierung zu dem blauen Farbstoff 5,5’-Dibrom-4,4’dichlor-indigo reagiert.

Zur Untersuchung der Aktivierung verschiedener Box-Promotor-Konstrukte im pGWB3 wurden diese
mit unterschiedlichen (kiinstlichen) Genen der TAL-Effektor-Familie in N. benthamiana Kko-
exprimiert, nach zwei Tagen Blattproben mit 0,8 cm Durchmesser der inokulierten Stellen geerntet
und durch Vakuuminfiltrieren die GUS-Férbelosung [10 mM Natriumphosphat pH 7, 10 mM EDTA
pH 8, 1 mM Kaliumferricyanat, 1 mM Kaliumferrocyanat, 0,1% Triton X-100, 0,1% X-Gluc (gelost in
DMSO oder DMF)] in die Blattscheiben eingebracht. Nach einer mindestens vierstiindigen bis iiber
Nacht andauernden Firbezeit der Blattscheiben in der GUS-Losung bei 37°C wurde diese entfernt und
durch 96 %-iges Ethanol ersetzt, was das Chlorophyll zerstorte und die Blaufirbung in Blattgewebe
sichtbar machte. Die feuchten Blattscheiben wurden zwischen zwei Schichten transparenter 0,1 mm

starker LDPE Schlauchfolie (Moosmann & Co) aufgelegt, getrocknet und so fixiert.

2.6.3 Der Quantitativer B-Glucuronidase-Aktivitatstest tiber 4-MUG

Bei dieser quantitativen Methode spaltete die B-Glucuronidase (GUS) 4-Methylumbelliferyl-f-D-
glucuronid (4-MUG) zu farbloser Glucuronsiure und 4-Methylumbelliferon (4-MU), welches unter
basischen Bedingungen eine fluoreszierende Substanz ist. Durch Anregung mittels langwelligen UV-
Licht wurde die Intensitit der Fluoreszenz gemessen und die Umsatzrate der B-Glucuronidase ermittelt
(nach Jefferson 1987). Damit konnte die Expressionsrate in Abhédngigkeit der Box-Promotor-

Kombination bestimmt werden.

Zur Untersuchung der Aktivierung der Box-Promotor-Konstrukte in pGWB3 wurden diese mit

verschiedenen TAL-Effektoren in N. benthamiana ko-exprimiert. Nach zwei Tagen wurden je zwei
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Blattscheiben von 0,8 cm Durchmesser geerntet, in fliissigen Stickstoff eingefroren. Im gefrorenen
Zustand wurde das Blattmaterial mittels zwei Metallkugeln in der Schwingmiihle MM301 (Retsch,
Haan) homogenisiert. Das Pulver wurde mit GUS-Extraktionspuffer (50 mM Natriumphosphat pH 7,
10 mM EDTA pH 8, 0,1 % SDS, 0,1 % Triton X-100, 10 mM B-Mercaptoethanol) aufgenommen,
stark durchmischt, die festen Bestandteile in der Zentrifuge sedimentiert. Der Uberstand mit den
Proteinen wurde in ein neues Reaktionsgefdl tiberfithrt und bei 4 °C aufbewahrt, bis alle Proben
aufgeschlossen waren. 10 pl des Proteinextraktes wurde mit 90 ul mit 5 mM 4-MUG versetzten GUS-
Extraktionspuffer vermengt (Doppelprobe) und fiir 60 — 90 Minuten bei 37 °C inkubiert. Ein Zehntel
der Proben wurden anschlieBend sofort mit 90 ul 0,2 M Na,CO; abgestoppt und die genaue Zeit
notiert. Die Proben wurden in 96-Loch-Platten mit transparentem Boden pipettiert, wobei MU-
Losungen mit 1, 10, 100 und 1000 mM MU als Standard mitgefiihrt wurden. Die Vermessung der
Fluoreszenz des entstandenen 4-MU bzw. des Standard-MU fand bei einer Anregung von 360 nm und
einer Emission von 465 nm statt. Der Grad der Fluoreszenz spiegelte den Umsatz am 4-MUG zu 4-
MU wieder, welche einerseits von der Expressionsrate des jeweiligen Promotors und andererseits von
der Proteinmenge abhingig ist. Deswegen wurde anschlieend der Protein-Extrakt iiber Bradford mit

Rinderserumalbumin (BSA, New England Biolabs) als Standard bestimmit.
Die Berechnung der GUS-Aktivitét erfolgte nach folgender Formel:

FL 10mM 4MU-Standard

GUS-Aktivitét = [(FL Probe - FL Pfl-leer) * Zeit in Min * Proteinmenge von 1ul] * VF
= pmol 4MU/ Min/ pg Protein

FL, Floureszenz; VF, Verdiinnungsfaktor (1000)

2.6.4 Der Qualitative p-Galactosidase-Nachweis

Bei Expression des lacZ wird das Enzym [-Galactosidase translatiert, was anhand einer
enzymatischen Umsetzung nachgewiesen werden kann. Die -Galactosidase hydrolysiert das Substrat
X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-f-D-Galactopyranosid) zu Galaktose und 5-Brom-4-Chlor-indoxyl,
wobei letzteres oxidiert wird und nach Dimerisierung zu dem wasserunloslichen, blauen Farbstoff

5,5’-Dibrom-4,4’dichlor-indigo reagiert.

Zur Uberpriifung und Selektion von lacZ-exprimierenden Zellen (z.B. E. coli oder S. cerevisiae)
wurde X-Gal (Fermentas) in die Nihragarplatten gegeben und die Zellen darauf iiber Nacht bzw. 30 h
inkubiert. Bei einer blauen Verfirbung der Zellen wurde der Indigo-Farbstoff gebildet und

akkumuliert, was auf eine Expression des lacZ schlieflen 1dsst.
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2.6.5 Die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese und der Imnmunoblot

Proteine wurden mittels SDS-PAGE unter Verwendung 8-12 %-iger Gele aufgetrennt. Fiir
Immunoblot-Analysen wurden Proteine auf Nitrozellulosemembran iibertragen und mit polyklonalem
Anti-GFP-Antikorper (1:2000; Kaninchen; Invitrogen, Karlsruhe) inkubiert. Nach Zugabe des
sekundédren Antikorpers (1:10.000; anti-Kaninchen) erfolgte die Detektion der Proteine mittels

verstiarkter Chemilumineszenz (ECL, Amersham Pharmacia Biotech bzw. GE Healthcare).
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3 Ergebnisse

3.1 TAL-Effektoren und das Modell der Sequenzspezifitat

3.1.1 Untersuchung von Zielsequenzen ausgewahlter TAL-Effektoren

Die AvrBs3-Homologen Hax2, Hax3 und Hax4 wurden aus dem Brassicaceen-Pathogen
X. campestris pv. armoraciae (Xca) isoliert (Kay et al., 2005). Sie besitzen analog zu AvrBs3
eine zentrale repeat-Region und funktionale NLS und AD, weshalb sie in die Familie der
TAL-Effektoren eingeordnet wurden. Jedoch waren fiir diese Effektoren noch keine
Sequenzspezifititen oder direkt induzierte Gene bekannt. Hax2 zeichnet sich durch eine
Besonderheit in der repeat-Region aus, da seine 21,5 repeats aus je 35 As bestehen. Im
Gegensatz dazu besitzen die 11,5 repeats von Hax3 und die 14,5 repeats von Hax4 je eine
Linge von 34 As welche den repeats von AvrBs3 und der Mehrzahl bekannter TAL-
Effektoren entspricht (Kay et al., 2005; Boch und Bonas, 2010) (Abbildung 3-1, A).

Um zu untersuchen, ob durch die Hax-Effektoren eine transkriptionelle Induktion eines
Reportergens anhand einer spezifischen Erkennungssequenz erfolgt, wurden nach dem
Modell der Sequenzspezifitit Zielsequenzen (Hax2-, Hax3- und Hax4-Box) abgeleitet
(Abbildung 3-1, A). Diese Boxen wurden vor einen minimalen Abschnitt des Bs4-Promotors
inseriert, der kaum transkriptionelle Aktivitdt aufweist (Schornack et al., 2005) und vor ein
promotorloses uidA-Reportergen kloniert (Abbildung 3-1, B). Nach der Erkennung der Box
durch den TAL-Effektor sollte die Transkription des Reportergens uidA induziert werden, was

anhand des Genprodukts der B-Glucuronidase (GUS) nachweisbar ist.

Je eines der Reporterkonstrukte sowie eines der jeweiligen Effektorkonstrukte wurden iiber
Agrobakterium-vermittelten Gentransfer als DNA in Nicotiana benthamiana eingeschleust
und dort exprimiert (transiente Ko-Expression). In den infizierten Zellen wurde der Effektor
konstitutiv exprimiert (35S-Promotor) und konnte anschliefend das Reportergen induzieren.
Die Analyse der Reportergenexpression erfolgte iiber qualitative und quantitative GUS-

Aktivitdtsuntersuchungen.

Der Effektor Hax2 induzierte nur den Hax2-Box-Reporter, aber nicht die Reporterkonstrukte
mit der Hax3- oder Hax4-Box. Analog induzierte nur Hax3 die Transkription des Hax3-Box-
Konstruktes und Hax4 die Genexpression des Hax4-Box-Konstrukts (Abbildung 3-1, D). Die

jeweiligen Reporterkonstrukte wiesen keine eigene transkriptionelle Aktivitit auf. Als
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Positivkontrolle wurde 35S:uidA genutzt, das eine konstitutive Expression des Reportergens
aufweist (Abbildung 3-1, D). Somit konnten anhand des Modells der Sequenzspezifitit
spezifische Zielsequenzen fiir die Hax-Effektoren bestimmt und die spezifische Geninduktion
gezeigt werden. Dies gilt auch fiir Hax2, das mit den 35 As pro repeat eine andere repeat-
Linge aufweist, aber in denen dennoch die hypervariablen As (RVDs, repeat variable
diresidue) analog zu den 34 As-langen repeats fiir die Spezifitit verantwortlich sind. Damit
konnte zum ersten Mal eine Spezifitit fiir TAL-Effektoren vorhergesagt und experimentell

bewiesen werden.

Fiir den TAL-Effektor AvrXalO wurde vor kurzem das zugehorige Resistenzgen kloniert (Gu
et al., 2007). Um fiir diesen TAL-Effektor aus Xoo die spezifische Erkennungssequenz zu
bestimmen, wurde versucht nach dem Modell der Sequenzspezifitit die Box abzuleiten. Die
Erkennungsspezifitit des NN-repeat (repeat 7 und 11) in AvrXalO war jedoch nicht eindeutig
bekannt, daher wurden zwei verschiedene Boxen [AvrXal0-Box (A) und (AvrXal0-Box (G)]
fir die Untersuchungen eingesetzt (Abbildung 3-1, C). Diese Boxen wurden vor den
minimalen Bs4-Promotorabschnitt integriert und vor ein promotorloses uidA-Reportergen
kloniert (Abbildung 3-1, B). Die Reporterkonstrukte wurden mit dem avrXal0-Gen unter
Kontrolle des 355-Promotors in N. benthamiana transient ko-exprimiert und die spezifische

Promotoraktivierung in qualitativen und quantitativen GUS-Aktivitétstests untersucht.

Sowohl die AvrXalO-Box (A) als auch die AvrXalO-Box (G) wurden durch AvrXalO
induziert, jedoch nicht durch Hax3 und wiesen auch keine eigene transkriptionelle Aktivitit
auf (Abbildung 3-1, E). Die Erkennung durch AvrXalO war spezifisch, denn AvrXalO war
nicht in der Lage das Hax3-Box-Konstrukt zu induzieren, was jedoch durch Hax3 moglich
war. Die Geninduktion durch AvrXalO war hierbei etwa doppelt so stark wie die durch Hax3

an der korrespondierenden Box oder der Positivkontrolle 35S5:uidA (Abbildung 3-1, E).

Damit konnte gezeigt werden, dass fiir AvrXal0 zwei Boxen abgeleitet werden konnten, die
beide spezifisch induziert wurden. Somit korrespondiert der NN-repeat sowohl mit Adenin-
als auch mit Guanin-Nukleotiden in der jeweiligen DNA-Box und es erfolgt eine @hnlich

starke Induktion des Reportergens.
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Abbildung 3-1: Abgeleitete Effektorerkennungssequenzen fiir Hax2, Hax3, Hax4 und AvrXa10.
A) Aminosauren 12 und 13 (RVDs) der repeats von Hax2, Hax3 und Hax4 und deren vorhergesagten
Effektorerkennungssequenzen (Hax-Box). B) Die Hax-Boxen und AvrXa10-Boxen wurden vor den
minimalen Bs4-Promotor in ein GUS-Reporterplasmid kloniert. C) RVDs der repeats von AvrXa10 und
zwei mogliche AvrXa10-Boxen mit vorhergesagter NN-repeat-Spezifitdt A oder G. D) Spezifische
Reportergeninduktion der AvrXa10-Boxen durch den Effektor AvrXa10. E) Spezifische
Reportergeninduktion der Hax-Boxen durch die Effektoren Hax2, Hax3 und Hax4. D & E) GUS-
Reporterplasmide wurden zusammen mit dem 35S-Promotor gesteuerten avrXa10, den hax-Genen
bzw. dem Leervektor (-) Agrobacterium-vermittelt, transient in N. benthamiana ko-exprimiert. 35S:uidA
(+) diente als Positivkontrolle. Blattscheiben wurden mit X-Gluc geféarbt und mit EtOH gebleicht.
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von drei Replikaten; 4-MU, 4-Methylumbelliferon. Die
Abbildung wurde verandert nach Boch ef al. 2009.

In vielen Fillen wird die TAL-Box von einem Thymin-Nukleotid am 5‘-Ende der Box
flankiert (kodierender Strang), wie Vergleiche zwischen den repeat-Regionen und (putativen)
Boxen zeigten (Abbildung 3-2). Zum Beispiel haben die gut charakterisierten AvrBs3 .20~
Box und AvrBs3g;-Box wie auch die AvrHahlgg-Box ein 5°-angrenzendes ,,T*. In
Promotormutationsstudien, in denen die AvrBs3ps;-Box iiber Einzelbasenpaaraustausche
eingegrenzt wurde, konnte belegt werden, dass die Box 19 Bp umfasste, im Gegensatz zu der
17,5 repeats umfassenden repeat-Region des TAL-Effektors (Romer et al., 2009a; Scholze,
2008). Die Mutanten, bei denen das initiale ,,T*° mutiert war, wurden nicht mehr von AvrBs3

erkannt.
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Abbildung 3-2: Vergleich der DNA-Zielsequenzen in Promotoren von induzierten Genen mit den
RVDs der TAL-Effektoren.
Die Beschreibung setzt sich auf Seite 42 fort.

40



Ergebnisse

Strukturelle Vergleiche zwischen den letzten 34 As des N-terminalen Bereichs mit den As der
repeats weisen laut PSIPRED-Vorhersagen eine dhnliche Sekundirstruktur auf (Abbildung
3-3), so dass dieser direkt N-terminal angrenzende Bereich der repeats vermutlich auch an der
DNA-Erkennung oder Bindung beteiligt sein konnte. Dieser Bereich wurde als ,,vorgelagerter
repeat” oder ,,nullter repeat bezeichnet und scheint fiir die Interaktion zwischen Effektor
und DNA wichtig zu sein, wie die Promotormutationsstudien belegten (Romer et al., 2009a;

Scholze, 2008).
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Abbildung 3-3: Strukturvorhersagen mit PSIPRED des ,nullten“ und ersten repeats von
AvrBs3. A) As-Sequenz und vorhergesagte Sekundarstruktur des ,nullten repeats”. B) As-Sequenz
und vorhergesagte Sekundarstruktur des ersten repeats. C) Legende der PSIPPRED-Vorhersage. Die
rosa Zylinder stellen die Helix und schwarzer Strich eine coil-Struktur dar.

Um zu untersuchen welchen Einfluss das initiale Nukleotid vor einer Box fiir die Interaktion
mit dem TAL-Effektor besitzt, wurden erneut Hax3-Box-Reporterkonstrukte genutzt. Dafiir
wurde vor die Hax3-Box jeweils ein Adenin-Nukleotid (A), Cytosin- Nukleotid (C), Guanin-
Nukleotid (G) oder Thymin-Nukleotid (T) (kodierender Strang) vorangestellt (Abbildung 3-4,
A & B). Die so modifizierten Boxen wurden vor den minimalen Bs4-Promotor und vor ein
promotorloses uidA-Gen kloniert. Nach transienter Ko-Expression mit Hax3 in
N. benthamiana wurden qualitative und quantitative GUS-Aktivitétstests durchgefiihrt. Die

GUS-Aktivitdtsbestimmungen zeigten, dass nur das Reporterkonstrukt mit einem T vor der
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Box durch Hax3 effizient induzierbar war (Abbildung 3-4, C). Die Reporterkonstrukte mit A,
C, oder G als initiales Nukleotid konnten kaum induziert werden. Auch wiesen die vier
Reporterkonstrukte keine eigene GUS-Aktivitdt auf (Abbildung 3-4, C). Somit kann das
5¢-flankierende T als Teil der TAL-Box angesehen werden und ist wichtig fiir eine effiziente
Erkennung der DNA-Sequenz durch den TAL-Effektor Hax3. Das T wird vermutlich durch

den ,,nullten repeat“ spezifisch erkannt.
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Abbildung 3-4: Erkennungsspezifitat eines potentiellen ,,nullten repeats” in Hax3. A) RVDs der
Hax3 repeats und vier mdgliche Hax3-Boxen mit Basenpaaraustauschen (grau hinterlegt)
korrespondierend zu der Position eines nullten repeats. B) Die vier Hax3-Boxen wurden vor den
minimalen Bs4-Promotor in ein GUS-Reporterplasmid kloniert. C) Reportergeninduktion der Hax3-
Box-Derivate durch Hax3. GUS-Reporterplasmide wurden zusammen mit den 35S-Promotor
gesteuerten hax3 bzw. dem Leervektor (-) Agrobacterium-vermittelt, transient in N. benthamiana ko-
exprimiert. Blattscheiben wurden mit X-Gluc gefarbt und mit EtOH gebleicht. Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung von drei Replikaten; 4-MU, 4-Methylumbelliferon. Die Abbildung wurde
verandert nach Boch et al., 2009.

Fortsetzung der Beschreibung Abbildung 3-2:

A) Die repeats von AvrBs3, AvrBs3Arep16, AvrBs3Arep109 und AvrHah1 wurden mit der UPA-Box
des Paprika Bs3-Resistenzgens (EU078684) verglichen. B) Die repeats von AvrBs3, AvrBs3Arep16,
AvrBs3Arep109 und AvrHah1l wurden der UPA-Box des Paprika Bs3-E-Gens (EU078683)
gegenlibergestellt. C) Die repeats von AvrXa27 wurden zu einer potentiellen Zielsequenz im Promotor
des Reisgens Xa27 (AY986492) angeordnet. Xa27 wird durch AvrXa27 induziert und I8st in dem Reis-
Kultivar IRBB27 eine Resistenzreaktion aus, jedoch nicht xa27 (AY986491) des Reis-Kultivars IR24.
D) Die repeats von PthXo1 wurden mit einer potentiellen Zielsequenz im Promotor des Reisgens
Xa13/0s8N3. Xa13 (DQ421396) wird durch PthXo1 induziert und fihrt in dem Reis-Kultivar IR24 zur
Suszeptibilitat, aber nicht xa73 (DQ421394) im Reis-Kultivar IRBB13. E) Die repeats von PthXo6
wurden mit einer potentiellen Zielsequenz in dem Promotor des Reisgens OsTFX7 (AK108319)
verglichen. OsTFX1 wird induziert durch PthXo6 in dem Reis-Kultivar IR24. F) Die repeats von PthXo7
wurden einer potentiellen Zielsequenz im Promotor des Reisgens OsTFIIAy1 (CB097192)
gegenilibergestellt. OsTFIIAy1 wird durch PthXo7 in dem Reis-Kultivar IR24 induziert. G & H) Die
repeats von AvrXa7 (G) und TALC (H) wurden einer potentiellen Zielsequenz im Promotor des
Reisgens Os711N3 (Os11g31190) gegenlibergestellt. Os11N3 wird durch AvrXa7 in dem Reis-Kultivar
IR24 induziert. A) - H) Nummern Uber der DNA-Sequenz geben den Nukleotid-Abstand zum ersten
ATG der codierenden Region an. Repeat/Nukleotid-Kombinationen die nicht mit dem Modell der
Sequenzspezifitdt Gbereinstimmen (RVDs 12/13: NI=A; HD=C; NG=T; NS=A/C/G/T; NN=A/G; IG=T)
sind rot dargestellt. Die repeats mit unbekannter DNA-Spezifitat sind grin markiert. A) - F) Nach Boch
et al., 2009; G) - H) nach Yu et al., 2011.
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3.1.2 Hax2 induziert vorhergesagte Zielsequenzen in Arabidopsis thaliana

Wie oben gezeigt, konnen die TAL-Effektoren Hax2, Hax3 und Hax4 nach transienter Ko-
Expression als spezifische, transkriptionelle Aktivatoren wirken. Um zu untersuchen ob sie
auch in der Lage sind Endogene zu induzieren wurde die Modellpflanze A. thaliana genutzt.
Uber die TAIR-Datenbank unter www.arabidopsis.org kann digital das Genom sowie
Promotorbereiche nach bestimmten Sequenzen durchsucht werden. Dafiir nutzt man ein
webbasiertes Hilfsprogramm, was unter Tools, Patmatch verlinkt ist und wihlt in der
Datenbank die Promotorregion aus, z.B. TAIR10 Loci Upstream Sequences -- 500 bp (DNA).
Die Liange des Promotorbereichs kann auf - 500 Bp, - 1000 Bp oder - 3000 Bp eingegrenzt
werden. Fiir die bereits bekannte Hax2-Box und Hax3-Box wurde die Datenbank durchsucht.
Fiir Hax3 gab es fiir den Bereich -1000 Bp eine perfekte Box, wenn man eine Fehlpaarung
zuliell wurden 36 Boxen gefunden und mit zwei Fehlpaarungen 748 potentielle Boxen. Hax3
hat mit seinen 11,5 repeats eine relativ kurze DNA-Bindesequenz. Hax2 dagegen weist mit
seinen 21,5 repeats eine 23 Bp umfassende Bindesequenz auf. Deswegen sollte es fiir Hax2
weniger potentielle Boxen geben. Die Datenbanksuche zeigte fiir -1000 Bp umfassende
Promotorbereiche keine passenden Boxen, auch nicht wenn man eine, zwei oder drei

Fehlpaarungen erlaubte.

Es war jedoch bekannt, dass Hax2 die Genexpression in A. thaliana verianderte. Nach der
transienten Ko-Expression von Hax2 trat als Phidnotyp eine Lilafirbung der inokulierten
Blitter auf, was auf eine vermehrte Anthocyan-Biosynthese hindeutet (A. Nickstadt,
personliche Mitteilung, Boch et al., 2009). Deswegen wurde vermutet, dass Hax2 den
Anthocyan-Biosyntheseweg direkt oder indirekt induzierte. Fiir weitere Untersuchungen
wurden hax2-transgene A. thaliana-Pflanzen generiert, in denen die Expression von hax2
durch einen Ethanol-induzierbaren Promotor gesteuert wurde (A. Nickstadt). Die Pflanzen
wurden mittels PCR auf das Transgen hax2 getestet. Nach Behandlung aller Pflanzen der
aufspaltenden T2-Generation mit Ethanol verfirbten sich 75 von 108 Pflanzen lila, das
entspricht 69,4 % (Abbildung 3-5, A). Einige Pflanzen blieben griin, diese trugen laut PCR-

Analyse nicht das Transgen hax2.

In der Promotorregion von PAPI (At1G56650), das einen MYB Transkriptionsfaktor kodiert,
der die Anthocyan-Synthese positiv reguliert, konnte eine imperfekte Box fiir Hax2
identifiziert werden (Abbildung 3-5). In Ethanol-induzierbaren hax2-transgenen A. thaliana-
Linien wurde die hax2-spezifische Induktion mittels semiquantitativer (sq) RT-PCR

untersucht. Wie Abbildung 3-5 zeigt, konnte in den mit Ethanol behandelten, transgenen
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Pflanzen eine Induktion von PAPI parallel zu der Expression von hax2 nachgewiesen
werden. Somit konnte die vorhergesagte Zielsequenz von Hax2 vermutlich trotz partieller
Fehlpaarung vom Effektor erkannt und die Transkription induziert werden. Damit konnte zum
ersten Mal gezeigt werden, dass anhand einer vorhergesagten Zielsequenz ein Endogen in

einer Pflanze durch einen TAL-Effektor induziert wird (Abbildung 3-5).

A B
\ . d hax2-transgene A.t.-Linien
#1 #2 #3
Ethanol + - + - + -
hax2 e — -_—
PAP1 et

EF-T e s w— v _—

c 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21215
Hax2 IG NG NI NG NG HD NG HD NI HD NI HD NG HD NG HD HD NG NG NI NG
Hax2-Box T T TATTT CTC CACACTT CTT CCTTA AT

D

Hax2-Box TATA-Box
TGTTTTTATAAATTTTCTCACATACTCACACTCTCTATAAGACCTCCAATCATTTGTGAAACCATACTATATATACCCTCTTCCTTGACCA

+1 M
I
ATTTACTTATACCTTTTACAATTTGTTTATATATTTTACGTATCTATCTTTGTTCJATG PAP1 >

Abbildung 3-5: Hax2 induziert die Expression von PAP1 in A. thaliana. A) Transgene A. thaliana-
Linien mit Hax2, was unter Kontrolle eines Ethanol-induzierbarem Promotor exprimiert wird. Fir die
Induktion der Expression des Transgens in einer aufspaltenden T2-Population wurden diese mit 10 %
Ethanollésung bespriht. Nur hax2-transgene Pflanzen akkumulierten Anthocyan. Die Pflanzen
wurden sechs Tage nach dem Bespriihen aufgenommen. B) Semiquantitative RT-PCR von hax2 (29
Zyklen), PAP1 (32 Zyklen) und Elongationsfaktor Tu (EF-Tu, 32 Zyklen) mit cDNA von hax2-
transgenen Pflanzen von drei unterschiedlichen A. thaliana-Linien (A.t-Linien) vor und nach der
Behandlung mit Ethanol. C) Aminosauren 12 und 13 der Hax2-repeats und Effektorbindesequenz von
Hax2. D) Der Promotor von PAP1 aus A.thaliana beinhaltet eine imperfekte Hax2-Box.
Fehlpaarungen zu der putativen Hax2-Box sind rot markiert. Eine mégliche TATA-Box, der natirliche
Transkriptionsstart (+1) und das erste Codon der kodierenden Sequenz sind angegeben. Die
Abbildung wurde verandert nach Boch et al., 2009.

3.2 Kinstliche TAL-Effektoren

3.2.1 Generierung und Untersuchung kiinstlicher TAL-Effektoren

Damit TAL-Effektoren neue Zielsequenzen erkennen konnen, miisste die repear-Reihenfolge
in der repeat-Region der TAL-Effektoren verdndert werden. Die hochkonservierten und
repetitiven Sequenzen in der repeat-Region der TAL-Effektoren verhinderten bisher eine
gezielte Klonierung bzw. Mutagenese der repeats. Durch die Homologie der repeats

untereinander konnten z.B. keine Oligonukleotide fiir gezielte Sequenzverdnderungen der
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RVDs eingesetzt werden. Somit war es PCR-basiert nicht moglich gezielte repeat-Abfolgen

zu generieren, um eine veranderte repeat-Reihenfolge zu erhalten.

TyplIS-Restriktionsenzyme haben keine palindromische Erkennungssequenz und schneiden
versetzt und asymmetrisch zur Erkennungsstelle. Dadurch konnen im Anschluss die DNA-
Fragmente gerichtet ligiert werden. Esp3l ist ein TyplIS-Resriktionsenzym und schneidet
zufillig ein Mal pro repeat. Mittels Restriktionsspaltung mit Esp3l konnen die repeats in
einem TAL-Effektor bis auf den ersten und letzten halben repeat entfernt werden (Abbildung
3-6, A).

Hax3 wurde mit Esp3I gespalten, so dass die repeat-Region bis auf den ersten und letzten
halben repeat entfernt wurde. Dieses Fragment wurde religiert und das Resultat war ein auf
1,5 repeats minimierter Hax3-Effektor (minimales Hax3 NING) (Abbildung 3-6, B;
A. Landgraf, J. Boch). Nach der Spaltung mit Esp3l wurden einzelne repeat-Fragmente
mittels PCR amplifiziert in ein Plasmid kloniert und die Sequenz der Einzel-repeats tiberpriift
(A. Landgraf, J. Boch). So konnten die repeat-Typen NI, NN, NG und HD kloniert werden
(Abbildung 3-6, C). Durch eine erneute Spaltung des minimalen Hax3 NING mit Esp31 und
anschlieBendes Einfiigen vieler Einzel-repeat-Fragmente in den minimalen Hax3-Effektor
gelang es, neue Effektoren zu klonieren (A. Landgraf, J. Boch). Dabei war die Insertion der

einzelnen repeats willkiirlich in der Anzahl und Zusammensetzung.

Aus einer Vielzahl neugenerierter TAL-Effektoren wurden zehn kiinstliche TAL-Effektoren
anhand der GroBle der repeat-Region ausgewdhlt (Abbildung 3-7, B). Die TAL-Effektoren
besitzen 10,5 bzw. 12,5 repeats, was dem Umfang im nativen Hax3 (11,5 repeats) dhnelt. Die
Sequenz und damit die repeat-Abfolge der sogenannten ArtX-Effektoren (artifical mixed)
wurde bestimmt, dazu passende ArtX-Boxen nach dem Modell der Sequenzspezifitit
abgeleitet (Abbildung 3-7, B) und diese vor den minimalen Bs4-Promotor vor das GUS-
Reportergen kloniert (Abbildung 3-7, A). Ob analog zu natiirlichen Effektoren eine
transkriptionelle Induktion durch die zufdllig neu zusammengesetzten, kiinstlichen ArtX-
Effektoren moglich war, sollte in transienten GUS-Expressionsstudien untersucht werden. Die
ArtX-Effektoren, mit den neukombinierten repeats, und die jeweilig korrespondierende Box
wurden transient in N. benthamiana ko-exprimiert. AnschlieBend wurde anhand der GUS-

Aktivitit die Induktion des Reportergens durch die ArtX-Effektoren ermittelt.

Alle zehn ArtX-Effektoren waren in der Lage die jeweils korrespondierende Box zu

induzieren, die, wie die Ko-Expression mit dem Leervektor zeigt, keine eigenen GUS-
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Aktivitdaten aufwiesen (Abbildung 3-7, C). Bei nédherer Betrachtung fillt auf, dass sich ArtX2
und ArtX3 in nur vier repeat-Positionen unterscheiden. Deswegen wurden die drei TAL-
Effektoren ArtX1, ArtX2 und ArtX3 in Kreuzexperimenten mit jeweils der ArtX1-, ArtX2-
bzw. ArtX3-Boxen analysiert. Die transkriptionelle Induktion des Reportergens erfolgte
eindeutig nur fiir die jeweilig korrespondierende Box (Abbildung 3-7, D).

A
Haxs v (SO <00+
l/ Esp3I-Spaltung \N
B \l/ Ligation C \J/ Esp3l-Spaltung
o (T <00 o,
minimales Hax3 (NING) PCR Amplifikation
D und Ligation
\]/ Mutagenese ?
e (I coor HD-repeat  Nirepeat
minimales Hax3 (NIHD)
Esp3l-Spaltung
E \ & Ligation

Art11,5 v (TN oo

Abbildung 3-6: Klonierung kiinstlicher TAL-Effektoren. A) Hax3 wird ein Mal pro repeat durch
Esp3l gespalten. Dadurch kdnnen die repeats im Effektor deletiert und vereinzelt werden (C). B) Der
Effektor mit dem verbleibenden ersten und letzten halben repeat wurde zu einem minimalen Hax3 mit
den repeats NI und NG ligiert. C) Die gespaltenen repeat-Fragmente wurden in Plasmide kloniert. D)
Durch Mutagenese wurde das minimale Hax3 NING zum minimalen Hax3 NIHD veréndert. E) Nach
Spaltung mit Esp3l und Ligation konnten wie hier am Bsp. von ArtHD11,5 dargestellt, HD-repeats in
das minimale Hax3 NIHD kloniert werden.

Somit konnte mit diesen Experimenten gezeigt werden, dass die repeat-Zusammensetzung in
der repeat-Region verdandert werden kann, um neue DNA-Bindungsspezifititen zu generieren.
Auch konnen die repeats anscheinend willkiirlich kombiniert werden, was die vergleichbar
starke Induktion des Reportergens belegt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
Erkennungsspezifitit vermutlich nur von den RVDs abhingt und diese anscheinend die
Sequenzerkennung sowie die DNA-Bindung vermittelt, womit DNA-Bindespezifitit von

TAL-Effektoren vorhersagbar wird.
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Abbildung 3-7: Kiinstliche TAL-Effektoren mit neuer repeat-Zusammensetzung induzieren die
Transkription. A) Die ArtX-Boxen wurden vor den minimalen Bs4-Promotor in ein GUS-
Reporterplasmid kloniert. B) RVDs der repeats der verschiedenen ArtX1-10 und exemplarisch die
abgeleitete ArtX1-Box. C) Reportergeninduktion der ArtX-Boxen durch die jeweiligen, kiinstlichen
Effektoren ArtX1-10. D) Spezifische Reportergeninduktion der ArtX1-Box, ArtX2-Box bzw. ArtX3-Box
durch den jeweilig korrespondierenden, kinstlichen Effektor ArtX1, ArtX2 bzw. ArtX3. C & D) GUS-
Reporterplasmide wurden zusammen mit den 35S-Promotor gesteuerten artX-Genen bzw. dem
Leervektor (-) transient in N. benthamiana ko-exprimiert. 35S:uidA diente als Positivkontrolle (+).
Blattscheiben wurden mit X-Gluc gefarbt und mit EtOH gebleicht. Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung von drei Replikaten; 4-MU, 4-Methylumbelliferon.
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3.2.2 Induktion eines Endogens durch einen kiinstlichen TAL-Effektor

Die Induktion eines pflanzlichen Gens erfolgt nach der Erkennung einer spezifischen
Zielsequenz (Box) im Promotor durch den TAL-Effektor. Um pflanzliche Gene gezielt zu
induzieren, konnte man kiinstlich geschaffene TAL-Effektoren nutzen. Die repear-Abfolge
dieser TAL-Effektoren miisste dafiir an einen Promotorabschnitt der zu induzierenden DNA-
Sequenz angepasst werden. Die repeat-Region des TAL-Effektors miisste dafiir ,,designt*

werden koOnnen.

Um die repeats in einer vorherbestimmten Abfolge aneinanderzureihen, wurde als Grundlage
die Klonierungsmethode des ,,golden gate cloning“ genutzt. Bei dieser Methode wurde ein
TyplIS-Restriktionsenzym verwendet, um fiir jedes DNA-Fragment einmalige Uberhinge zu
generieren (Engler et al., 2008). Diese Klonierungsmethode wurde fiir die Klonierung der
TAL-Effektoren angepasst und ,.golden TAL technology* genannt (Streubel, 2011). So
wurden fiir jeden repeat-Typ und -Position spezifische Uberhinge generiert, wodurch im
Anschluss eine gezielte Aneinanderreihung der homologen repeat-DNA-Fragmente erfolgen

konnte.

Mittels dieser Klonierungsstrategie gelang es einen designten, kiinstlichen Effektor (ArtBs4)
herzustellen (A. Landgraf), der 12,5 repeats besitzt und eine Spezifitit fiir den minimalen
Bs4-Promotor (pBs47s.;) aufweist (Abbildung 3-8, A, B). Die ArtBs4-Box liegt dabei -68 bis
-54 Bp stromaufwérts vom ATG. Damit konnten alle bisher generierten und genutzten GUS-

Reporterkonstrukte und zusétzlich Bs4 in Tomatenpflanzen durch ArtBs4 induziert werden.

Um die Aktivitdat und Spezifitit von ArtBs4 zu testen, wurde der TAL-Effektor ArtBs4 bzw.
Hax3 und Hax4 sowie deren Kkorrespondierende Reporterkonstrukte transient in
N. benthamiana ko-exprimiert und die Reportergenexpression analysiert. Qualitative und
quantitative GUS-Aktivitétstests belegten, dass die Hax3-Box durch Hax3, die Hax4-Box
durch Hax4 und die ArtBs4-Box in allen pBs4;s-Reporterkonstrukten durch ArtBs4
spezifisch induziert wurden. Dazu zihlt auch das Reporterkonstrukt mit der mutagenisierten
Hax4-Box ,,Hax4 NG/A*, was nicht durch Hax4 erkannt wird (Abbildung 3-9 ,Boch et al.,
2009). Damit kann ArtBs4 als Positivkontrolle der genutzten GUS-Reporterkonstrukte
genutzt werden, da die korrespondierende Box sich nicht mit der stromaufwirts inserierten
TAL-Box iiberschneidet und jede TAL-Box individuell induziert werden kann (Abbildung
3-8, O).
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Bei Ko-Expression von artBs4 mit einem Hax3-Box-Reporterkonstrukt, welches die Sequenz
eines anderen Bs4-Promotorabschnitts (pBs4300-22¢) beinhaltet, konnte das Reportergen nur
durch Hax3 aber nicht durch ArtBs4 induziert werden (Abbildung 3-8, C, E). Die
Transkriptionsinduktion des GUS-Reportergens erfolgte somit spezifisch nach der Erkennung
der ArtBs4-Box durch ArtBs4 und ist zudem unabhingig von einer davor inserierten Box

(Abbildung 3-8, C, E).
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Abbildung 3-8: Der TAL-Effektor ArtBs4: Positivkontrolle und Aktivator eines Endogens. A)
Aminosauren 12 und 13 der repeats des klnstlich generierten ArtBs4 und dessen Box. B)
Sequenzausschnitt des Bs4-Promotors, die Erkennungssequenz von ArtBs4, sowie die bekannten
Promotorelemente sind eingetragen. C) Die Hax4-, Hax4-NG-A- bzw. Hax3-Box wurde vor den
minimalen Bs4-Promotor pBs4;s¢ (1-3, hellgrin) sowie die Hax3-Box vor pBs4sp0.206 (4, dunkelgriin)
des Bs4-Promotors in ein GUS-Reporterplasmid kloniert. D) Semiquantitative RT-PCR von bs4 (64
Zyklen) und Elongationsfaktor 1a (EF, 38 Zyklen) mit cDNA von zwei L. pennelli-Pflanzen 48 Stunden
nach der Inokulation. E) Spezifische Reportergeninduktion anhand der Boxen durch den jeweiligen
(ktnstlichen) Effektor Hax4, ArtBs4 bzw. Hax3. GUS-Reporterplasmide wurden zusammen mit den
355-Promotor gesteuerten hax4, artBs4, hax3-Genen bzw. dem Leervektor (-) transient in
N. benthamiana ko-exprimiert. 35S:uidA (+) diente als Positivkontrolle. Blattscheiben wurden mit
X-Gluc gefarbt und mit EtOH gebleicht. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von drei
Replikaten; 4-MU, 4-Methylumbelliferon.
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Da ArtBs4 eine Sequenz im Bs4-Promotor erkennt, sollte dieser TAL-Effektor die
Transkription des Bs4-Gens in der Pflanze induzieren. Einige TAL-Effektoren, darunter auch
Hax3 und Hax4, werden von Bs4 in der Tomatenlinie Lycopersicon esculentum cv.
Moneymaker erkannt und es erfolgt eine Zelltodreaktion (Kay et al., 2005, Schornack et al.,
2004). Dabei handelt es sich vermutlich um eine Protein-Protein-Interaktion zwischen Bs4
und TAL-Effektor, was zur Auslosung der Resistenzreaktion fithrt. Um die Erkennung von
ArtBs4, was ein Derivat von Hax3 ist, zu umgehen wurde eine alternative Tomatenlinie
genutzt. Die Tomatenlinie L. pennellii 1.LA2963 enthilt das bs4-Gen, welches diverse
Nukleotid-Polymorphismen zu Bs4 aufweist (Abbildung 6-4), (Schornack et al., 2004).
Aufgrund der Sequenzunterschiede kommt es zu einer Leserahmenverschiebung, was zu
einem nicht-funktionalen Genprodukt fiihrt. Das Transkript von bs4 ist hingegen nachweisbar.
Nach Agrobacterium tumefaciens vermitteltem Gentransfer wurden hax3, hax4 und artBs4 fiir
zwei Tage in L. pennellii exprimiert. AnschlieBend wurde semiquantitativ die
Transkriptmenge der bs4 mRNA bestimmt. Die Transkriptmenge von bs4 ist nach der
Induktion mit ArtBs4 erhoht im Vergleich zur Induktion mit Hax3, Hax4 oder dem
Leervektor (Abbildung 3-8, D). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Transkription eines Gens in

der Pflanze durch einen designten, kiinstlichen TAL-Effektoren spezifisch induzierbar ist.

3.3 Charakterisierung der repeat-Region als DNA-Bindedomane

3.3.1 Ermittlung von Spezifitaten einzelner repeat-Typen

Die repeat-Spezifititen fiir die vorrangegangenen Experimente wurden anhand des Modells
der Sequenzspezifitit von TAL-Effektoren abgeleitet und in transienten GUS-
Expressionsstudien untersucht (Abbildung 3-1 & Abbildung 3-7). Um herauszufinden, ob die
repeat-Typen in der Lage sind spezifisch nur ein Nukleotid oder ggf. mehrere Nukleotide zu
erkennen, wurde die Hax4-Box permutiert. Es wurde immer fiir einen repeat-Typ die Box an
den entsprechenden Positionen in die drei anderen Nukleotide mutiert, z.B. fiir den NG-repeat
an den Box-Positionen 4, 9, 13 und 14,5 wurde statt des korrespondierenden T ein A, C, oder
G in die Box eingefiigt (Abbildung 3-9, B). Hax4 besitzt eine relativ homogene Verteilung
der repeat-Typen NI, NG, NS und HD, so dass immer drei bis fiinf Basenpaaraustausche in
der Box erzeugt wurden. Da der NN-repeat nicht in Hax4 vorkommt, wurde zusétzlich der
kiinstliche TAL-Effektor ArtX1 genutzt, um eine analoge Mutationsstudie fiir den dort vier
Mal vorkommenden NN-repeat durchfiihren zu konnen (Abbildung 3-9, C).
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Die mutierten Hax4- und ArtX1-Boxen wurden vor den minimalen Bs4-Promotor vor das
GUS-Reportergen kloniert und mit Hax4 bzw. ArtX1 nach der transienten Ko-Expression in
N. benthamiana analysiert. Quantitative und qualitative GUS-Aktivititstests belegen, dass die
transkriptionelle Induktion des Reportergens an der Hax4-Box durch Hax4 erfolgt. Jedoch
war keine GUS-Aktivitéit bei den Hax4-Boxen NG/A, /C, /G detektierbar (Abbildung 3-9, B).
Auch die Konstrukte der Hax4-Boxen HD/A, /G, /T und NI/C, /G, /T wiesen keine GUS-
Aktivitdt auf (Abbildung 3-9, B). Die repeat-Typen NG, HD bzw. NI sind somit spezifisch
fir nur ein Nukleotid T, C bzw. A. Diese Daten sind konform mit dem Modell der

Sequenzspezifitit der TAL-Effektoren.

Die Hax4-Boxen NS/C, /G, /T jedoch weisen bei der Induktion durch Hax4 alle eine GUS-
Aktivitit auf (Abbildung 3-9, B, D). Die GUS-Aktivitdt war bei der Box NS/G ca. doppelt so
hoch wie bei der Hax4-Box. Die Box NS/C weist ebenfalls eine um ca. 30 % erhohte GUS-
Aktivitdt zur Hax4-Box auf, wohingegen NS/T eine auf ca. 50% reduzierte GUS-Aktivitét zur
Hax4-Box zeigte (Abbildung 3-9, D). Der repeat-Typ NS weist somit keine eindeutige
Erkennungsspezifitit auf und scheint generell mit der DNA zu interagieren. Die Reportergen-
Konstrukte mit den ArtX1-Boxen werden nur induziert, wenn sich in der Box
korrespondierend zu dem NN-repeat ein G- oder ein A-Nukleotid befindet, jedoch nicht bei
den Boxen NN/C, /T (Abbildung 3-9, C, E). Der repeat-Typ NN erkennt somit spezifisch die
zwei Nukleotide G und A. Dies konnte ebenfalls bei der Induktion des AvrXalO-Box-
Konstruktes durch AvrXalO demonstriert werden (Abbildung 3-1).

Somit kann man sagen, dass viele repeat-Typen hoch spezifisch die Nukleotide der DNA
erkennen, z.B. NI-A, NG-T oder HD-C. Manche repeat-Typen wie NN sind in der Lage
spezifisch zwei unterschiedliche Nukleotide (A und G) zu erkennen oder weisen wie der
NS-Typ keine Spezifitit auf und interagieren mit allen Nukleotiden der DNA. In der Tabelle

3-1 sind die ermittelten repeat-Spezifititen zusammengefasst.

Tabelle 3-1: Zusammenfassung der ermittelten repeat-Spezifititen.

Repeat-Typ NI HD NG NS

DNA-Spezifitit A C T A,CG,T
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Abbildung 3-9: Erkennungsspezifitat der repeat-Typen an Basenpaaren. A) Die z.T. mutierten
Hax4- und ArtX-Boxen wurden vor den minimalen Bs4-Promotor in ein GUS-Reporterplasmid kloniert.
B) RVDs der repeats von Hax4 und die Hax4-Box sind dargestellt. Zum Test der Spezifitat der NG-,
HD-, NI- und NS-repeats wurde die Hax4-Box an den Nukleotiden fir die Erkennung eines repeat-
Typs in die drei anderen Nukleotide mutiert (grau hinterlegt). Die Beschreibung setzt sich auf der
nachsten Seite fort.
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Fortsetzung der Beschreibung von Abbildung 3-9:

C) Spezifitdtstest des NN-repeats: RVDs von ArtX1 und ArtX1-Box, sowie die mutierten ArtX1-Boxen
an denen die Nukleotide fur die Erkennung des NN-repeats substituiert wurden (grau hinterlegt). B) -
D) GUS-Reporterplasmide mit den zu untersuchenden Boxen wurden zusammen mit den 35S-
Promotor gesteuerten hax4- und artX-Genen bzw. dem Leervektor (-) transient in N. benthamiana ko-
exprimiert. 35S:uidA (+) diente als Positivkontrolle. Blattscheiben wurden mit X-Gluc gefarbt und mit
EtOH gebleicht. D) & E) Spezifische Reportergeninduktion anhand der TAL-Boxen durch den
jeweiligen  (kUnstlichen) Effektor Hax4, ArtX1 bzw. ArtBs4. Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung von drei Replikaten; 4-MU, 4-Methylumbelliferon.

Um zu untersuchen, ob die nicht durch Hax4 induzierten Reporterkonstrukte der Hax4-Box-
sowie ArtX1-Box-Derivate funktional sind, wurden die gleichen Reporterkonstrukte zur
Kontrolle mit ArtBs4 in N. benthamiana transient ko-exprimiert. Die ArtBs4-Box befindet
sich im 5°‘-Bereich des minimalen Bs4-Promotors (Abbildung 3-8, A, B; Abbildung 3-9, A)
und sollte damit in jedem bei diesem Experiment genutzten Reporterkonstrukt durch ArtBs4
induziert werden. Die durchgefiihrte GUS-Féarbung zeigt deutlich, dass alle Hax4-Box-
Reporterkonstruke durch den kiinstlichen TAL-Effektor ArtBs4 induziert werden konnten
(Abbildung 3-9, B, C). Damit konnte bestitigt werden, dass durch die eingebrachten
Fehlpaarungen zwischen TAL-Box und den TAL-Effektoren Hax4 bzw. ArtX1 keine

Geninduktion bedingt wurde, denn die Reporterkonstrukte waren funktional.

3.3.2 Bestimmung der minimalen Lange der bendtigten repeat-Region fir die
transkriptionelle Aktivierung

Die bislang bekannten TAL-Effektoren aus Xanthomonas spp. besitzen unterschiedlich lange
repeat-Regionen, die 1,5 bis 33,5 repeats aufweisen konnen (Boch und Bonas, 2010). Um zu
untersuchen, ob alle Groenklassen der TAL-Effektoren die Transkription induzieren kénnen,
oder ob zu kurze repeat-Regionen ggf. eine zu schwache Bindung aufweisen und damit keine
Induktion bewirken, sollten kiinstliche TAL-Effektoren mit verschieden langen repeat-
Regionen untersucht werden. Dazu wurde ein veridndertes, minimales Hax3, mit den repeats
NI und HD [Hax3 (NIHD)], mit Esp3I gespalten und eine unterschiedliche Anzahl eines
bestimmten repeats-Typs (HD) dazwischen ligiert (Abbildung 3-6, D & E).

Durch die zufillige Ligation von HD-repeats wurden verschiedene poly-HD-Konstrukte, mit
unterschiedlich langen repeat-Regionen erstellt. Die generierten poly-HD-Konstrukte wiesen
1,5 bis 16,5 HD-repeats auf. Jeweils ein Vertreter pro Lingenklasse wurde nach der
Sequenzanalyse in transienten GUS-Expressionsstudien mit der ArtHD-Box untersucht, die

vor den minimalen Bs4-Promotor und ein promotorloses uidA kloniert wurde (Abbildung
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3-10, A, B). Die ArtHD-Box besitzt nach dem 5°‘-initialen T, ein A fiir den ersten Nl-repeat,
danach folgen C-Nukleotide (Abbildung 3-10, A). Um zu untersuchen, ob der Abstand der
TAL-Box zur TATA-Box einen Einfluss hat, wurden zwei Reporterkonstrukte mit
unterschiedlich langer Bs4-Promotorsequenz zur Bestimmung der GUS-Aktivitéit genutzt. Die
ArtHD-Box wurde einerseits vor den minimalen Bs4-Promotor kloniert (ArtHD-Box p75) mit
10 Bp Abstand zur TATA-Box (Abbildung 3-10, B). Andererseits wurde die ArtHD-Box vor
eine verkiirzte Version des minimalen Bs4-Promotors inseriert, der 65 Bp umfasste (ArtHD-

Box p65), und bei der die ArtHD-Box direkt an die TATA-Box grenzte (Abbildung 3-10, B).

Qualitative und quantitative GUS-Aktivitétstests zeigten fiir beide Reporterkonstrukte ab 6,5
repeats eine geringe GUS-Aktivitdt auf, die mit der Anzahl der repeats zunahm (Abbildung
3-10, C, D). Die Stirke der Induktion war bei den beiden Reporterkonstrukten jedoch
verschieden. Fiir die ArtHD-Box p75 konnte ab 10,5 repeats eine stirkere Reporteraktivitit
als fiir die 35S:uidA-Kontrolle verzeichnet werden. Dies war nicht der Fall fiir die ArtHD-Box
p65 (Abbildung 3-10, C, D). Dieses Reporterkonstrukt wies eine reduzierte GUS-Aktivitit
auf, diese war um ca. zwei Drittel verringert, im Vergleich zu der ArtHD-Box p75 (Abbildung
3-10, Boch et al., 2009, Fig. 4). Die Induktion des GUS-Reportergens mit der ArtHD p65-
Box erreichte zudem nicht die Expressionsrate des 355-Promotors. Deswegen wurde diese

Box nicht weiter genutzt und die ArtHD p75-Box fiir Wiederholungen verwendet.

Anhand dieser Versuche kann man sagen, dass eine Mindestanzahl von 6,5 repeats notig ist,
um eine detektierbare, transkriptionelle Induktion des Reportergens zu erreichen. Weiterhin
scheint der Abstand zur TATA-Box einen Einfluss auf die induzierte Transkriptmenge zu

haben.
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Abbildung 3-10: Kiinstliche TAL-Effektoren induzieren die Transkription in Abhangigkeit von
der Anzahl der repeats.

A) RVDs der repeats der verschiedenen ArtHDs mit 1,5 bis 16,5 repeats und deren korrespondierende
Box. B) Die ArtHD-Boxen wurden vor zwei unterschiedlich lange Sequenzabschnitte des minimalen
Bs4-Promotors in ein GUS-Reporterplasmid kloniert. Der blaue Sequenzabschnitt zeigt das 3'-Ende
der ArtHD-Box und in griin ist die angrenzende stromabwarts liegende Sequenz des pBs4 dargestellt
C & D) Spezifische Reportergeninduktion der ArtHD-Boxen durch die kinstlichen Effektoren
ArtHD1,5-16,5. GUS-Reporterplasmide wurden zusammen mit den 355-Promotor gesteuerten artHD-
Genen bzw. dem Leervektor (-) transient in N. benthamiana ko-exprimiert. 35S:uidA (+) diente als
Positivkontrolle. Blattscheiben wurden mit X-Gluc gefarbt und mit EtOH gebleicht. Fehlerbalken zeigen
die Standardabweichung von drei Replikaten; 4-MU, 4-Methylumbelliferon. Wiederholungen wurden
mit der ArtHD,75-Box durchgefiihrt, siehe Boch et al., 2009.
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Um zu untersuchen, ob die Mindestanzahl von 6,5 repeats in anderen TAL-Effektoren
ebenfalls fiir die Induktion der Transkripton ausreicht, wurden weitere ArtX-Effektoren
genutzt. Diese TAL-Effektoren sind kiinstlich und zufillig generiert, so dass deren repeat-
Zusammensetzung im Gegensatz zu den ArtHDs variiert. Der Ubergang von keiner Induktion
zur Induktionsfahigkeit sollte anhand von vier ArtX-Effektoren mit repeat-Regionen von 4,5
bis 7,5 repeats untersucht werden. Dafiir wurde die Kollektion der kiinstlich, zufillig,
ligierten ArtX-Effektoren iiber Restriktionsspaltung untersucht und anhand ihrer GroBe
konnten zehn weitere ArtX mit den repeat-Regionen in der entsprechenden GroéBenordnung
gefunden werden. Diese ArtX wurden ndher analysiert, in die vier Grofenklassen eingeteilt
und sequenziert. Es konnten zwei ArtX mit 4,5, vier ArtX mit 5,5, ein ArtX mit 6,5 und drei
ArtX mit 7,5 repeats identifiziert werden. Fiir die Induktionsstudien wurden fiir jeweils einen
ArtX pro GroBenklasse eine entsprechende TAL-Box abgeleitet (Abbildung 3-11). Diese
wurden vor den minimalen Bs4-Promotor und ein promotorloses uidA kloniert. Nach der
transienten Ko-Expression in N. benthamiana wurde zundchst die GFP-Fluoreszenz
untersucht, um zu festzustellen, ob alle der relativ kurzen ArtX-Konstrukte exprimiert
wurden. AnschlieBend wurden GUS-Aktivitétstests durchgefiihrt, wobei parallel die ArtHD-

Konstrukte mit 4,5 bis 7,5 repeats mit der ArtHD-Box p75 untersucht wurden.

Die Expression der ArtX4,5 bis ArtX7,5 sowie deren Lokalisation im Nukleus konnte am
LSM nachgewiesen werden. Die GUS-Aktivititen der ArtHD-Konstrukte sind vergleichbar
mit den vorherigen Experimenten (Abbildung 3-10). Mit Zunahme der repeat-Anzahl steigt
die GUS-AKktivitit leicht an (Abbildung 3-11, D). Bei den ArtX-Konstrukten mit 4,5 bis 6,5
repeats ist die GUS-Aktivitit dhnlich gering. Die ArtX und ArtHD unterscheiden sich kaum,
wobei der ArtHD®6,5 eine etwas groflere GUS-Aktivitit als ArtX6,5 aufweist. Andererseits ist
die GUS-Aktivitdt durch den ArtX7,5 sechs Mal hoher als die des ArtHD7,5 (Abbildung
3-11, D).

Anhand dieser Experimente kann man die minimale repeat-Anzahl von 7,5 repeats festhalten,
die bei gemischten repeats eine stirkere Induktion des Reportergens hervorrufen, als die
konstitutive Expression des uidA. Diese Ergebnisse konnten mit weiteren Experimenten von
kiinstlichen TAL-Effektoren gefestigt werden, da jedoch nur ein ArtX6,5 gefunden wurde,

war ein zweiter Vergleich an dieser Stelle nicht moglich.
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Abbildung 3-11: Kiinstliche ArtX-Effektoren induzieren die Transkription in Abhéangigkeit von
der Anzahl der repeats. A) RVDs der repeats der ArtHD4,5 bis ArtHD7,5 und deren
korrespondierende ArtHD-Box. B) RVDs der repeats der ArtX4,5 bis ArtX7,5 und deren
korrespondierende ArtX-Boxen. C) Die ArtX-Boxen wurden vor den minimalen Bs4-Promotor in ein
GUS-Reporterplasmid kloniert. D) Spezifische Reportergeninduktion der ArtHD-Box durch die
kinstlichen Effektoren ArtHD4,5-7,5 bzw. der ArtX-Boxen durch die jeweiligen ArtX4,5-7,5. GUS-
Reporterplasmide wurden zusammen mit den 35S-Promotor gesteuerten artHD-Genen, artX-Genen
bzw. dem Leervektor (-) transient in N. benthamiana ko-exprimiert. 35S:uidA (+) diente als
Positivkontrolle. Blattscheiben wurden mit X-Gluc gefarbt und mit EtOH gebleicht. Fehlerbalken zeigen
die Standardabweichung von drei Replikaten; 4-MU, 4-Methylumbelliferon.
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3.3.3 Der Einfluss von Fehlpaarungen auf die Geninduktion durch einen TAL-
Effektor

In der Natur gibt es nicht immer perfekt passende Boxen fiir die natiirlichen TAL-Effektoren,

die dennoch spezifisch Gene induzieren. Anscheinend werden in der Pflanze geringe

Fehlpaarungen toleriert (Abbildung 3-2, Tabelle 4-1). An welchen Positionen und in welchem

MaBe Fehlpaarungen erlaubt sind, sollte nun untersucht werden. Bei der Untersuchung der

repeat-Spezifititen am Effektor Hax4 konnte gezeigt werden, dass eine Fehlpaarung von drei

repeats mit der Box die Geninduktion verhindert (Abbildung 3-9).

Um zu untersuchen, welchen Einfluss eine bis drei Fehlpaarungen auf die transkriptionelle
Geninduktion durch einen TAL-Effektor haben, wurde zuerst der Randbereich der Box
untersucht. Dafiir wurden neue Boxen fiir den 12,5 repeats umfassenden ArtX2 generiert und
mit dem minimalen Bs4-Promotor vor ein promotorloses GUS-Reportergen kloniert

(Abbildung 3-12, B). In der korrespondierenden ArtX2-Box wurden eine bis drei Nukleotide

57



Ergebnisse

am 5°‘- bzw. am 3°‘-Ende in das komplementdre Nukleotid mutiert, so dass am 5°- oder
3‘-Ende eine, zwei oder drei Fehlpaarungen entstanden (Abbildung 3-12, A). Am 5°-Bereich
der Box musste die Besonderheit des initialen T beachtet werden, weshalb hier sechs
verschiedene Mutationen vorgenommen wurden. Zum Einen wurden das Nukleotid mutiert,
die korrespondierend fiir den ersten, ersten und zweiten bzw. ersten, zweiten und dritten
repeat sind (Box A4, A5 und A6); zum Zweiten wurden analog ein, zwei oder drei Bp-
betreffende Mutationen in der Box eingefiigt, dass Fehlpaarungen auch den nullten repeat

betrafen (Box Al, A2 und A3) (Abbildung 3-12, A).

Die GUS-Aktivititstests zeigten, dass die Induktion des Reportergens besonders mit am
5¢-Bereich mutagenisierten Boxen stark vermindert war (Abbildung 3-12, C). Die GUS-
Aktivitét fiir den Reporter mit der Mutation an Position O der Box (Al) war ca. um 50 %
reduziert. Fiir die Reporterkonstrukte mit den Mutationen korrespondierend zum nullten und
ersten repeat (A2) sowie nullten, ersten und zweiten repeat (A3) waren keine GUS-
Aktivititen messbar. Wenn Fehlpaarungen korrespondierend zum ersten (A4), ersten und
zweiten (AS) bzw. ersten bis dritten repeat (A6) in den Boxen inseriert wurden, konnten
ebenfalls keine GUS-Aktivititen detektiert werden (Abbildung 3-12, C). Somit scheint die
Interaktion im 5°‘-Bereich der TAL-Box sehr wichtig zu sein. Es werden anscheinend keine
Fehlpaarungen, aufler zum nullten repeat toleriert, wobei auch dort eine deutliche Reduktion

der GUS-AKktivitit zu verzeichnen war.

Die Mutationen am 3‘-Bereich zeigten dagegen weniger drastische Effekte. Bei der Mutation
korrespondierend zum letzten halben repeat (B1) war die GUS-Aktivitit um ca. 20 %
reduziert (Abbildung 3-12, C). Bei zwei Fehlpaarungen (B2) war die GUS-Aktivitidt um ca.
70 % verringert und bei drei Fehlpaarungen am 3‘-Ende der Box konnte keine GUS-Aktivitit
gemessen werden. Somit wiesen die Reporterkonstrukte mit steigender Mutationsrate (B1,
B2, B3) eine zunehmend sinkende GUS-Aktivitit auf, bis diese bei drei Fehlpaarungen nicht

mehr detektierbar war.

Die Unterschiede in der Reportergeninduktion durch ArtX2 zeigten, dass Fehlpaarungen
zwischen TAL-Effektor und Box nur bedingt toleriert wurden und dass besonders
Fehlpaarungen im 5°-Bereich die Induktion durch den TAL-Effektor inhibierten. Die Position
der Mutation bzw. die Addition von Mutationen in der Box verhinderten -eine
Reportergeninduktion, so dass von einer bis zu drei Fehlpaarungen keine Geninduktion durch

den 12,5 repeats umfassenden ArtX2 mehr stattfand.
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Abbildung 3-12: Eingeschréankte transkriptionelle Induktion bei Fehlpaarungen im Randbereich
der ArtX2-Box. A) Aminosauren 12 und 13 der repeats des kinstlich generierten ArtX2 und ArtX3
und deren Boxen. Einzelne Nukleotide im 5'- und 3-Bereich der ArtX2-Box wurde zum
komplementéaren Nukleotid mutiert (grau hinterlegt). B) Die ArtX-Boxen wurden vor den minimalen
Bs4-Promotor in ein GUS-Reporterplasmid kloniert. C) Spezifische Reportergeninduktion der ArtX-
Boxen durch die korrespondierenden, kinstlichen Effektoren ArtX2 bzw. ArtX3. GUS-
Reporterplasmide wurden zusammen mit den 35S-Promotor gesteuerten artX-Genen transient in
N. benthamiana ko-exprimiert. 35S:uidA (+) diente als Positivkontrolle. Blattscheiben wurden mit
X-Gluc gefarbt und mit EtOH gebleicht. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von drei
Replikaten; 4-MU, 4-Methylumbelliferon.

Ein kiinstlicher Effektor mit 12,5 repeats spiegelt nicht die Mehrheit von natiirlichen TAL-
Effektoren wieder, die meist mehr repeats aufweisen und eine andere As-Lénge pro repeat
haben konnen (Boch und Bonas, 2010). Um zu untersuchen, ob die Geninduktion durch
Fehlpaarungen im 5° und 3‘-Bereich der Box auch bei anderen TAL-Effektoren verhindert
wird, wurden zwei weitere TAL-Effektoren untersucht. Dafiir wurden der natiirliche Effektor

Hax2 und der kiinstliche Effektor ArtX5 ausgewdhlt, denn diese besitzen eine andere repeat-
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Zusammensetzung als ArtX2 (Abbildung 3-13). Hax2 (21,5 x 35 As) unterscheidet sich zu
ArtX2 in den drei ersten repeats sowie im vorletzten repeat. ArtX5 (12,5 x 34 As)

unterscheidet sich im zweiten und dritten, sowie im elften und zwolften repeat zu ArtX2

(Abbildung 3-13).
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NI NG HD NN NN NG HD HD HD NGHDNG 34Asrepeats
0 1 2 845 6 78 91011121314 1516 17 18 19 2020215 .\
Hax2 IG NGNI NG NG HDNGHD NI HD NI HD NG HD NG HD HD NG NG NI NG P
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 112125 t
ArtX5 NINECNG NN HD HD HD HD NN NN HD NG NG S-repeats
A6
A5
Ad

Abbildung 3-13: Ubersicht der TAL-Effektoren ArtX2, Hax2 und ArtX5 mit Fokus auf die ersten
und letzten drei repeats. Die erzeugten ein bis drei Fehlpaarungen A1, A2, A3, A4, A5, A6, B1, B2
und B3 in den Boxen betreffen die genannten repeats. Unterschiede zu ArtX2 sind in grau hinterlegt.

Es wurden erneut Mutationen von ein bis drei Bp am 5°‘- (mit und ohne das 5°-initiale T
betreffend) und am 3°‘-Ende der Hax2- und ArtX5-Box generiert und diese vor dem
minimalen Bs4-Promotor vor ein GUS-Reportergen kloniert (Abbildung 3-14, A-C).
Anschliefende GUS-Aktivitidtsbestimmungen zeigten, dass sich die Reporterkonstrukte mit
verschiedenen Mutationen in der ArtX5- bzw. Hax2-Box dhnlich zu den Konstrukten der

ArtX2-Box verhielten (Abbildung 3-14, D, E).

Die Mutation A1l (korrespondierend zum nullten repeat) bewirkte bei beiden Boxen eine um
ca. 70 % reduzierte GUS-Aktivitit im Vergleich zur originalen Box (Abbildung 3-14, D, E).
Die Mutationen korrespondierend zum nullten und ersten repeat (A2) bzw. korrespondierend
zum nullten, ersten und zweiten repeat (A3) in den Hax2-Box-Konstrukten wiesen wie bei
der ArtX2-Box keine GUS-Aktivitdt auf (Abbildung 3-14, D). In der ArtX5-Box A2 (nullter
und erster repeat) war eine geringe GUS-Aktivitit messbar, ca. 20 % der originalen ArtX5-
Box. Die ArtX5-Box A3 (nullter, erster und zweiter repeat) wies analog keine GUS-Aktivitit
mehr auf (Abbildung 3-14, E). Bei den Box-Variationen korrespondierend zum ersten (A4),
ersten und zweiten (A5) sowie ersten, zweiten und dritten repeat (A6) wurde bei beiden
Boxen fiir A4 eine kaum iiber den Hintergrund befindliche Reportergenaktivitit gemessen

und fiir AS und A6 keine GUS-AKktivitdt (Abbildung 3-14, D, E).
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Die Mutationen am 3‘-Ende der Box hatten unterschiedliche Einfliisse. Bei den
Fehlpaarungen der Hax2-Box war der Einfluss auf die Reportergenaktivierung durch den
TAL-Effektor geringer, als Mutationen im 5°-Bereich, dhnlich wie bei ArtX2. Die GUS-
Aktivitiat der Mutante korrespondierend zum letzen halben repeat (B1) war auf ca. 60 %, die
von korrespondierend zum letzten und vorletzten repeat (B2) und korrespondierend zu den
drei letzten repeats (B3) auf ca. 30 % reduziert im Vergleich zur Hax2-Box nach Induktion
durch den Hax2-Effektor. Fiir die Box-Variationen der ArtX5-Box, war fiir B1 eine um ca.
75 % reduzierte GUS-Aktivitat und fiir B2 und B3 je eine wenig iiber dem Hintergrund
liegende Reportergeninduktion zu verzeichnen (Abbildung 3-14, E).

Die zur ArtX2-Box analog gestaltete Fehlpaarungsstudien mit den spezifischen Boxen von
ArtX5 und Hax2 zeigten, dass die jeweiligen Randbereiche der Box einen bedeutenden
Einfluss auf die transkriptionelle Induktion durch einen TAL-Effektor haben. Insbesondere
der 5‘-Bereich der untersuchten Boxen war essentiell fiir eine starke Aktivierung. Es geniigte
eine Fehlpaarung korrespondierend zum ersten repeat, so dass die Geninduktion nicht mehr
stattfand. Interessanterweise konnte der essentielle Einfluss des initialen T fiir den nullten
repeat nicht im gleichen Umfang wie bei der Untersuchung der Hax3-Box gezeigt werden
(Abbildung 3-4). Trotzdem konnte fiir die GUS-Aktivitét eine starke Reduktion von 50 % bis

70 % ermittelt werden.

Die Interaktion des letzten halben repeats mit der Box scheint weniger relevant zu sein, da die
Reduktion der GUS-Aktivitdt meist weniger als 30 % betrug. Jedoch fithrten Mutationen an
den letzten zwei Nukleotiden der Box zu einer deutlichen Reduktion der GUS-Aktivitit. Bei
drei Fehlpaarungen in Folge kam es ebenfalls zu einer starken Reduktion (Hax2-Box B3)
bzw. zum Verlust der transkriptionellen Induktion durch die TAL-Effektoren ArtX2 und
ArtXS5. Die dhnlichen Ergebnisse der unterschiedlichen TAL-Effektoren und deren Boxen
zeigen, dass die Induktion vermutlich dem gleichen Mechanismus folgt, unabhéngig von der

Anzahl der repeats oder den repeat-Typen.
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Randbereich der TAL-Box bei unterschiedlichen TAL-Effektoren. Die Beschreibung setzt sich auf
der nachsten Seite fort.
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Fortsetzung der Beschreibung von Abbildung 3-14:

A & B) Aminosauren 12 und 13 der repeats von Hax2 und des kinstlich generierten ArtX5 und deren
Boxen. Die Hax2- sowie die ArtX5-Box wurden analog zu den Studien an der ArtX2-Box am 5*- und
3-Bereich zum komplementaren Nukleotid mutiert (grau hinterlegt). C) Die Hax2- bzw. ArtX5-Boxen
wurden vor den minimalen Bs4-Promotor in ein GUS-Reporterplasmid kloniert. D & E) Spezifische
Reportergeninduktion der Hax2- bzw. ArtX5-Boxen durch die korrespondierenden, TAL-Effektoren
Hax2 bzw. ArtX5. GUS-Reporterplasmide wurden zusammen mit den 35S-Promotor gesteuerten
hax2, artX5 bzw. dem Leervektor (-) transient in N. benthamiana ko-exprimiert. 35S:uidA (+) diente
als Positivkontrolle. Blattscheiben wurden mit X-Gluc gefarbt und mit EtOH gebleicht. Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung von drei Replikaten; 4-MU, 4-Methylumbelliferon.

Bei Einzelmutationsstudien der AvrBs3p.;-Box wurde herausgefunden, dass die Erkennung
von AvrBs3 auch bei einzelnen Fehlpaarungen in der Mitte der Box teilweise nicht mehr
gegeben war und keine HR ausgelost wurde (Romer et al., 2009a; Scholze, 2008). Besonders
die Mutationen von Cytosin-Nukleotiden in der Box fiihrten zum Verlust der Erkennung
durch AvrBs3 (Romer et al.,, 2009a). Die kiinstlich generierten TAL-Effektoren ArtX2 und
ArtX3 unterscheiden sich in der repeat-Abfolge in nur vier repeats (siehe Kapitel 3.2.2),
deswegen wurden diese Boxen als Grundlage fiir Chimire-DNA-Boxen (M1, M2, M3)
genutzt und an diesen internen Fehlpaarungen (eins bis vier) zu den Effektoren untersucht.
Die drei neuen Boxen fiir ArtX2 M1-M3 wurden mit dem minimalen Bs4-Promotor vor das

GUS-Reportergen kloniert (Abbildung 3-15 A, B).

Qualitative und quantitative GUS-Aktivitétstests zeigten fiir die ArtX2-Box-Variationen eine
stark reduzierte Reportergenaktivitdt im Vergleich zur ArtX2-Box (Abbildung 3-15). ArtX2-
Box M1 und M2 wiesen mit einer bzw. zwei Fehlpaarungen zu ArtX2 eine Reduktion um ca.
90 % auf. Die Reporterkonstrukte der ArtX2 M3 (drei Fehlpaarungen) sowie die ArtX3-Box
wurden nicht durch ArtX2 induziert (Abbildung 3-15, C). Bei der Ko-Expression von artX3
mit der ArtX3-Box war eine starke GUS-Aktivitit messbar. Die verdnderten ArtX2-Boxen
wiesen eine geringere GUS-Aktivitdt auf, die mit der Fehlpaarungsquote proportional war
(Abbildung 3-15). Fiir die ArtX2-Box-Variationen war eine Reduktion bei ArtX2 M3 (eine
Fehlpaarung zu ArtX3) um 50 %, bei ArtX2 M2 (zwei Fehlpaarungen zu ArtX3) um ca. 66 %
und bei ArtX2 M1 (drei Fehlpaarungen zu ArtX3) um ca. 90 % der GUS-Aktivitit zu
verzeichnen. Die ArtX2-Box konnte nicht durch ArtX3 induziert werden (Abbildung 3-15,
O).
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Abbildung 3-15: Fehlpaarungen wirken negativ auf die spezifische Induktion der TAL-
Effektoren. A) RVDs der repeats der kinstlich generierten ArtX2 und ArtX3 und deren Boxen. Die
Unterschiede von ArtX2 und ArtX3 sind grau hinterlegt. Die Sequenz der ArtX2-Box wurde
schrittweise zur Sequenz der ArtX3-Box mutiert. Dies betraf die Nukleotide korrespondierend zum 4.
(M1), 6. und 7. (M2) bzw. 4., 6. und 7. repeat (M3) (hellgrau hinterlegt). Die Triple-Mutante (M3) weist
somit nur eine Fehlpaarung fiir repeat 12 zur ArtX3-Box auf. B) Die ArtX-Boxen wurden vor den
minimalen Bs4-Promotor in ein GUS-Reporterplasmid kloniert. C) Spezifische Reportergeninduktion
der ArtX-Boxen durch die korrespondierenden, kiinstlichen Effektoren ArtX2 bzw. ArtX3. GUS-
Reporterplasmide wurden zusammen mit den 35S-Promotor gesteuerten artX-Genen transient in
N. benthamiana ko-exprimiert. 35S:uidA (+) diente als Positivkontrolle. Blattscheiben wurden mit
X-Gluc gefarbt und mit EtOH gebleicht. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von drei
Replikaten; 4-MU, 4-Methylumbelliferon.
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Diese Ergebnisse zeigten, dass durch Fehlpaarung von nur einem Bp mit einem repeat bei
einem 12,5 repeats umfassenden TAL-Effektor eine deutliche Reduktion der
transkriptionellen Geninduktion stattfand. Weiterhin war bei zwei und mehr Fehlpaarungen
eine sehr starke Reduktion der Reportergenaktivitit zu verzeichnen. Die Ergebnisse der
ArtX2-Box-Fehlpaarungsstudie (Abbildung 3-15) gehen z.T. konform mit den Ergebnissen

der Promotormutationsstudien von Bs3.

Die natiirliche AvrBs3z,;-Box wird trotz drei Fehlpaarungen durch AvrBs3 induziert. AvrBs3
weist als ersten repeat einen HD-repeat auf, der immer auf das A der TATA-Box der UPA-
Konsensussequenz bzw. der UPA-Box trifft (Abbildung 3-2, Abbildung 3-16, Kay et al.,
2009; Scholze und Boch 2010). Interessanterweise wird die Erkennung und Geninduktion an
den UPA-Genen (z.B. UPA20, Bs3) nicht beeinflusst (Kay et al., 2007; Romer et al., 2007).
Die weiteren Fehlpaarungen zwischen AvrBs3 und der AvrBs3p,;-Box betreffen den repeat
15: HD-A und den letzten halben repeat NG-C (Scholze und Boch 2010). Durch die
Punktmutationen in der AvrBs3p;-Box wurde jeweils eine neue, aber z.T. bis vier
Fehlpaarungen erzeugt, was bei einigen Mutanten die Erkennung und damit die Ausbildung
der HR verhinderte (Romer et al., 2009a). Die natiirlichen Fehlpaarungen betrafen entweder

HD-A-Paarungen oder den letzten halben repeat, fiir den gezeigt werden konnte, dass dieser

64



Ergebnisse

nicht essentiell fiir die Geninduktion ist (Abbildung 3-12). Durch die Fehlpaarung am letzten
halben repeat und der zwei auftretenden HD-A-Paarungen konnte die Bindungsspezifitit trotz
zwei tolerierbarer Fehlpaarungen noch gegeben sein, was die Geninduktion am Bs3-Promotor

bewirkte.

In dieser Arbeit fiihrte die Mutation in ArtX2 M1 (G korrespondierend zum HD-repeat) zu
einer drastischen Reduktion der GUS-Aktivitdt (Abbildung 3-15). In den Mutationsstudien
der AvrBs3p;-Box wurde u.a. der Verlust der Erkennung bei der Mutation von Cytosin-
Nukleotiden korrespondierend zu einem HD-repeat gezeigt (Romer et al., 2009a; Scholze,
2008). Dabei konnte festgestellt werden, dass bei den sieben auftretenden Paarungen von HD-
repeats mit A fiinf Mal die HR und ein Mal eine schwache HR ausgeldst wurde (Romer et al.,
2009a). Die anderen Fehlpaarungen (HD-G, HD-T) wurden meist nicht toleriert und es kam
zum Verlust der HR (Romer et al., 2009a). Die Fehlpaarungen in der ArtX2-Box-
Fehlpaarungsstudie wurden quantitativ bestimmt und zeigten den gleichen Trend an. Zu viele
Fehlpaarungen verhinderten die transkriptionelle Induktion durch einen TAL-Effektor und

insbesondere HD-repeat-betreffende Fehlpaarungen hatten unterschiedliche Auswirkungen.

Aufgrund dieser Besonderheit sollte der Einfluss des ersten HD-repeats auf die Aktivierung
eines TAL-Effektors ndher untersucht werden. Dafiir wurde die Sequenz der AvrBs3ypazo-
Box (UPA20-Box) optimiert. Einerseits wurde die Fehlpaarung am 3°-Ende der Box (HD auf
T) beseitigt (UPA20 B1), damit der Einfluss der ersten Fahlpaarung mit dem HD-repeat
sichtbar wird. Andererseits wurde die Box perfekt an das Modell der Sequenzspezifitit
angepasst, damit die Interaktion mit AvrBs3 ohne Fehlpaarung stattfinden sollte (UPA20 B2,
Abbildung 3-16, A). Es wurden zudem fiir drei kiinstliche Effektoren mit 12,5 repeats
(ArtX1, ArtX2, ArtX4) neue Boxen erstellt, in denen das korrespondierende Cytosin-
Nukleotid fiir einen vorkommenden HD-repeat in ein Guanin- (G), in ein Adenin- (A) oder
ein Thymin-Nukleotid (T) (kodierender Strang) mutiert wurde (Abbildung 3-16, B, C, D). Die
verschiedenen Boxen wurden vor den minimalen Bs4-Promotor und vor das GUS-
Reportergen kloniert (Abbildung 3-16, E). AnschlieBende GUS-Aktivititstests zeigten, dass
fiir die optimierten UPA20-Boxen B1 und B2 eine wenig hohere Reportergenaktivitit messbar
war, die aber laut Berechnung des t-Tests keine signifikante Steigerung zur UPA20-Box
darstellte (Abbildung 3-16, F). Fiir die Box-Einzelmutanten korrespondierend zu einem HD-
repeat in den ArtX-Boxen wurde jeweils eine starke Reduktion der Reportergenaktivitit

gemessen, dies variierte je nach Mutation (Abbildung 3-16, G).
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Abbildung 3-16: Spezifische Induktion der TAL-Effektoren vermindert durch Fehlpaarungen am
HD-repeat. Aminosauren 12 und 13 der repeats von AvrBs3 (A) und der kinstlich generierten ArtX1
(B), ArtX2 (C), ArtX4 (D) und deren Boxen. A) Optimierung der AvrBs3ypaz-Box (UPA20-Box), B1 mit
einer, B2 mit zwei Veranderungen. B), - D) In den Boxen wurde jeweils korrespondierend zum ersten
HD-repeat zu einem G, A oder T mutiert (grau hinterlegt). Die Beschreibung setzt sich auf der
nachsten Seite fort. E) Die UPA20- bzw. ArtX-Boxen wurden vor den minimalen Bs4-Promotor in ein
GUS-Reporterplasmid kloniert. F) Spezifische Aktivierung der UPA20-Box durch AvrBs3, drei
Experimente wurden gemittelt. G) Aktivierung der optimalen und mutierten ArtX-Boxen durch den
korrespondierenden Effektor, zum besseren Vergleich wurden die nicht-mutierten Boxen 100%
gesetzt. F & G) GUS-Reporterplasmide wurden zusammen mit den 35S-Promotor gesteuerten
avrBs3- oder artX-Genen bzw. dem Leervektor (-) transient in N. benthamiana ko-exprimiert. 35S:uidA
(+) diente als Positivkontrolle. Blattscheiben wurden mit X-Gluc geféarbt und mit EtOH gebleicht.
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von drei Replikaten; 4-MU, 4-Methylumbelliferon.
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Zum besseren Vergleich wurden die mutierten TAL-Boxen zur nicht-mutierten Box ins
Verhiltnis gesetzt. Wenn C zu A mutiert wurde, konnte eine mindestens um 65 % reduzierte
Aktivitidt gemessen werden, bei den anderen Mutationen von C zu G oder C zu T war diese
um ca. 87 % reduziert im Vergleich mit der Original-Box gemessenen Aktivitit (Abbildung
3-16, G). Dieses Experiment wurde nur einmal durchgefiihrt und die Daten miissten zur
Bestitigung wiederholt werden. Parallele Spezifititsmessungen zeigten jedoch bereits, dass
ein HD-repeat als zweite und relativ schwache Erkennungsspezifitit ein A-Nukleotid toleriert

(Streubel, 2011).

3.4 Untersuchung der Sequenzumgebung der Box

3.4.1 Der Einfluss des ersten Nukleotids stromabwarts der Box auf die
transkriptionelle Induktion durch Hax3

Wie oben gezeigt, erstreckt sich die Erkennungssequenz eines TAL-Effektors um ein

Nukleotid mehr als dieser repeats aufweist. Grund dafiir ist vermutlich der nullte repeat im

N-terminalen Bereich, der die DNA-Erkennung zu T vermittelt. Die As-Sequenz nach den

repeats konnte ebenfalls zur Erkennung von TAL-Effektoren beitragen. Es konnte gezeigt

werden, dass der den repeats nachgelagerte Bereich die Erkennung von Chiméren aus Hax?2

und AvrBs3 beeinflusste (Kay et al., 2005).

Deswegen sollte untersucht werden, ob die Erkennung durch den repeats angrenzenden,
nachfolgenden Bereich dhnlich wie beim nullten repeat beeinflusst wird. Hierbei wurde das
erste, der Hax3-Box nachfolgende Nukleotid im Hax3-Reporterkonstrukt verdndert. Dafiir
wurde das naturlicherweise im Bs4-Promotor vorkommende T-Nukleotid, was die Hax3-Box
3‘-flankiert, zu einem A, C oder G mutiert (Abbildung 3-17, A) und die Box zusammen mit
dem verdnderten minimalen Bs4-Promotor vor ein promotorloses uidA kloniert (Abbildung
3-17, B). Nach der transienten Ko-Expression in N. benthamiana wurde die GUS-Aktivitét
bestimmt. Der GUS-Aktivititstest zeigte, dass die transkriptionelle Geninduktion bei allen
Reporterkonstrukten durch Hax3 erfolgte, jedoch mit sinkender Tendenz von T zu A zu C zu
G (Abbildung 3-17, C). Dabei war die GUS-Aktivitit bei A im Vergleich zu T um 25 %
reduziert bei C zu T um ca. 50 % und bei G zu T fast 75 % (Abbildung 3-17, C). Das erste
Nukleotid stromabwirts der Box beeinflusst somit vermutlich die Stdrke der
transkriptionellen Induktion, wenn auch in einem weit geringeren Malle als das initiale

T-Nukleotid zu Beginn der Box.
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Abbildung 3-17: Einfluss der Induktionsstarke durch das Hax3-Box 3‘-flankierende Nukleotid.
A) RVDs der Hax3-repeats und vier mdgliche Hax3-Boxen mit Basenpaaraustauschen (grau
hinterlegt). B) Die vier Hax3-Boxen wurden vor den minimalen Bs4-Promotor in ein GUS-
Reporterplasmid  kloniert. C) Reportergeninduktion der Hax3-Boxen durch Hax3. GUS-
Reporterplasmide wurden zusammen mit den 35S-Promotor gesteuerten hax3 bzw. dem Leervektor
(-) transient in N. benthamiana ko-exprimiert. 35S:uidA (+) diente als Positivkontrolle. Blattscheiben
wurden mit X-Gluc geférbt und mit EtOH gebleicht. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von

drei Replikaten; 4-MU, 4-Methylumbelliferon.

3.4.2 Der Einfluss der Box stromabwarts gelegenen Sequenz auf die
transkriptionelle Induktion durch Hax3
Es konnte gezeigt werden, dass die natiirlichen Boxen korrespondierend zu den TAL-
Effektoren AvrBs3, AvrBs3Arepl6 oder AvrXa27 an zwei unterschiedliche Stellen im Bs3-
Promotor inseriert werden konnten und die Erkennung trotzdem spezifisch erfolgte (Romer et
al., 2009b). Es stellt sich die Frage, ob die Box allein fiir eine transkriptionelle Induktion
durch TAL-Effektoren ausreichend ist, oder ob die direkte Sequenzumgebung dies positiv
oder negativ beeinflussen kann. In allen hier genutzten Reporterkonstrukten wurde die
entsprechende Box stromaufwirts des minimalen Bs4-Promotors (75 Bp) kloniert (Abbildung
3-1, Abbildung 3-4, Abbildung 3-5, Abbildung 3-7). Durch die Klonierung in pENTR-D und
Rekombination in pGWB3 befindet sich stromaufwirts der Box immer die gleiche Sequenz

(Boch et al., 2009, S5).

Um in einem ersten Ansatz den Einfluss der stromabwirts gelegenen Sequenz der TAL-Box
auf die Effizienz der TAL-Effektoren zu untersuchen, wurden neue Hax3-Reporterkonstrukte
erstellt. Als Sequenz wurden 75 Bp aus verschiedenen Bereichen des Bs4-Promotors oder aus
dem ORF von Bs4 genutzt (Abbildung 3-18, A, Abbildung 6-3). Die Sequenzabschnitte
wurden gleich lang gewéhlt, damit der Abstand zwischen Box und ATG konstant blieb. Die
Bs4-ORF-Sequenzen wurden genutzt, um auch Sequenzen ohne offensichtliche
Promotorelemente zu untersuchen. Die jeweiligen Sequenzabschnitte mit der 5°‘-klonierten

Hax3-Box wurden vor das GUS-Reportergen kloniert (Abbildung 3-18, B).
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Wie Abbildung 3-18, C zeigt, war eine deutliche GUS-Aktivitit in dem bisher verwendeten
Hax3-Reporterkonstrukt mit dem minimalen Bs4-Promotorabschnitt (pBs47s.1) zu
verzeichnen. Eine &dhnliche GUS-Aktivitit durch Hax3 war mit dem Promotorabschnitt
PBs4300.206 sowie um ca. 66 % vermindert im pBs4;s).76 nachweisbar. Somit scheint die
Transkription an TAL-Boxen, die in Promotorsequenzen inseriert sind, meist durch TAL-

Effektoren induzierbar zu sein.
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Abbildung 3-18: Beeinflussung der Hax3-Induktion durch unterschiedliche Sequenzen
stromabwarts der Hax3-Box. A) Sequenzausschnitt des Bs4-Promotors (p) bzw. des Bs4-ORFs (i),
die Positionen einzelner Basenpaare (Bp) sind nummeriert, die vorhergesagten Promotorelemente
sind eingezeichnet: W-Box (blau), TATA-Box (grau) und CAAT-Box (schwarz) sowie die 25 Bp lange
UTR (kursiv & unterstrichen), nach Schornack et al. 2005. Je 75 Bp sind unterschiedlich farbig
markiert B) Die Hax3-Box wurde mit verschiedenen Abschnitten des Bs4-Promotors (dunkelgriin, rot,
gelb, grin) und &quivalent langen Abschnitten des Bs4-ORFs (blau und lila) in ein GUS-
Reporterplasmid kloniert. C) Reportergeninduktion der Hax3-Box in verschiedener Sequenzumgebung
durch Hax3. GUS-Reporterplasmide wurden zusammen mit den 35S-Promotor gesteuerten hax3 bzw.
dem Leervektor (-) transient in N. benthamiana ko-exprimiert. 35S:uidA (+) diente als Positivkontrolle.
Blattscheiben wurden mit X-Gluc gefarbt und mit EtOH gebleicht. Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung von drei Replikaten; 4-MU, 4-Methylumbelliferon.

69



Ergebnisse

Jedoch konnte in den GUS-Aktivititstests nicht fiir alle Reporterkonstrukte eine Induktion
durch Hax3 nachgewiesen werden. Fiir die Reporterkonstrukte mit der Promotorsequenz
pBs435s.151 und beide Abschnitte aus dem ORF Bs4sso.624 und Bs4y3¢2.2435 War nur eine sehr
schwache GUS-Aktivitit, dhnlich der Basalaktivitit, messbar. Diese Daten lassen vermuten,
dass die Box allein nicht geniigt, um die Transkription nachgelagerter Gene mittels eines
TAL-Effektors zu induzieren und dass vermutlich die Sequenzumgebung eines geeigneten

Promotorbereiches notig ist.

Die Induktion eines Reporterkonstrukts durch Hax3 ist abhéngig von der umgebenden
Sequenz. Eine mogliche Ursache wiren transkriptionsinhibierende Elemente, die eventuell
durch Bindung von Faktoren die Transkription zeitweise blockieren (Core und Lis, 2008;
Margaritis und Holstege, 2008). Andererseits konnten TAL-Effektoren mit pflanzlichen TFs
interagieren, die ebenfalls eine DNA-Bindesequenz bendtigen, die in den getesteten, nicht-
funktionalen DNA-Abschnitten nicht enthalten waren. Beispiele fiir derartige cis-
regulatorische Promotorelemente sind TATA-Boxen, CAAT-Boxen, Pyrimidin-reiche
Sequenzabschnitte oder Inr-Elemente (Moscou und Bogdanove, 2009; Civan und Svec, 2009:;
Ebert et al., 1987; Juven-Gershon et al., 2008; Kornberg, 2007; Yamamoto et al., 2007a;
Yamamoto et al., 2007b).

Die untersuchten Sequenzabschnitte des Bs4-Promotors wiesen verschiedene Motive auf. So
besitzen die Bs4-Promotorabschnitte pBs47s.; und pBs4300.226 €ine potentielle TATA-Box bzw.
TATA-Box-dhnliche Elemente im 5°-Bereich. Eine potentielle, imperfekte W-Box befindet
sich in pBs4;s.151 (Abbildung 3-18), (Schornack et al., 2005). Diese Promotorelemente
konnten ein Einfluss auf die Transkriptionsinitiation haben, wie auch die UTR, die im
pBs47s.; vorhanden ist und das Transkript stabilisieren konnte. Um diese Hypothesen zu
kldren, wurden Sequenzchiméren ausgehend von zwei Sequenzabschnitten des Bs4-Promotors
(pBs47s.1 und pBs4yys.151) mit einer Gesamtlinge von 75 Bp erzeugt. Dabei wurde eine mit
jeder untersuchten TAL-Box als gut induzierbare Sequenz (pBs47s5.1) bzw. eine mit der Hax3-
Box als nicht induzierbare Sequenz eingestufter Sequenzabschnitt des pBs4,5s5.151-Konstruktes

genutzt.

Die zwei Sequenzabschnitte des Bs4-Promotors pBs47s.1 (A) und pBs4;5s.151(B) wurden in
vier Sequenzbereiche unterteilt und diese in den Chimiren neu kombiniert (Abbildung 3-19,
A, B). Der Sequenzbereich pBs44; zeichnet sich durch eine Pyrimidin-reiche Sequenz aus, in

pBs4a, befindet sich die potentielle TATA-Box, in pBs4a3 eine potentielle CAAT-Box, in
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pBs4a4 befindet sich der natiirliche Transkriptionsstart und die 5’-UTR von 25 Bp. Im
Sequenzbereich des pBs4,;s.151 befinden sich kaum bekannte Promotorelemente, nur im

pBs4g; eine potentielle W-Box.

In den Chiméren pBs4ai3.34 und pBs4p;3.a4 wurde die UTR-Sequenzregion (pBs4a4) des
pBs4s.1 ausgetauscht. Weiterhin wurde der Pyrimidin-reiche Sequenzbereich inklusive der
potentiellen TATA-Box (pBs4a12834 und pBs4pio.asz4) bzw. ohne die TATA-Box
(pBs4a1:32-4 und pBs4gi.a2-4) von pBs4;s5; mit den Bereichen des pBs4,,s5.151 ausgewechselt.
AuBerdem wurde die Sequenz der TATA-Box-Region allein (pBs41:82:43-4 und pBs4p;.a2:83-4)
und in Kombination mit der CAAT-Box-Region (pBs4a1:82.3:a4 und pBs4pi.a2.3:84) in den
pBs4-Sequenzabschnitten ausgetauscht. Eine Ubersicht aller Chimire befindet sich in

Abbildung 3-19, B.

Die Bs4-Promotorchimiren wurden mit der Hax3-Box vor das GUS-Reportergen kloniert und
nach transienter Ko-Expression mittels GUS-Enzymaktivititstest die GUS-Aktivitidten
bestimmt. Die Chiméren wurden zum besseren Vergleich der GUS-Aktivitidt normiert, indem
die Induktion der Hax3-Box im minimalen Bs4-Promotor (pBs47s.;) durch Hax3 als 100 %
festgelegt wurde. Die Normierung ermoglicht die Kombination und den Vergleich von
unterschiedlichen GUS-Aktivititstests, da nicht alle zehn Chiméiren simultan untersucht

wurden.

Die GUS-Aktivitdtstests zeigten eine unterschiedliche Induktion der chimiren
Reporterkonstrukte auf. Bei den Reporterkonstrukten in denen die potentielle TATA-Box und
potentielle CAAT-Box in der Sequenz vorkamen, waren die stirksten GUS-Aktivititen
messbar. Zwei dieser Konstrukte (pBs4a1-3.84 und pBs4p).a2-3.84) Wiesen eine 25 % Steigerung
der GUS-Aktivitdt im Vergleich zu der pBs45.;-Sequenz auf (Abbildung 3-19, C). Das dritte
Konstrukt mit der vorhergesagten TATA-Box und potentiellen CAAT-Box in der Sequenz
(pBs4g1:a2.4) war auf ca. 70 % reduziert (Abbildung 3-19, C).

Die anderen Sequenzchimidren mit Sequenzabschnitten der TATA-Box und potentieller
W-Box bzw. potentieller CAAT-Box, oder potentieller W-Box, wiesen eine schwicher
Induktion der Transkription auf, so dass keine bis maximal 20 % der GUS-Aktivitit im
Vergleich zu der pBs47s.1-Sequenz detektierbar war (Abbildung 3-19, C). Eine Ausnahme war
hierbei das Konstrukt mit dem Pyrimidin-reichen Abschnitt, dem TATA-Box-
Sequenzabschnitt und dem Sequenzabschnitt der potentiellen W-Box (pBs4a1.2:83.4) Was ca.

30% der GUS-Aktivitit der pBs4;s.-Sequenz  aufwies (Abbildung 3-19, CO).
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Interessanterweise wies das sehr dhnliche Sequenzabschnitte beinhaltende Reporterkonstrukt
mit nur dem TATA-Box-Bereich und Bereich der potentiellen W-Box (pBs4p1.a2:83-4) €ine
geringere GUS-Aktivitdt auf. Diese war auch auf ca. 15 % im Vergleich zu der pBs47s.1-
Sequenz reduziert (Abbildung 3-19, C).
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Abbildung 3-19: Untersuchung der transkriptionellen Induktion durch Hax3 in Abhangigkeit der
stromabwarts gelegenen Sequenz. A) Zwei Sequenzausschnitte des Bs4-Promotors, die Positionen
der Basenpaare (Bp) sind nummeriert, die vorhergesagten Promotorelemente sind eingezeichnet: W-
Box (blau), TATA-Box (grau) und CAAT-Box (schwarz) sowie die 25 Bp lange UTR (kursiv), nach
Schornack et al. 2005. B) Die Hax3-Box wurde mit kombinierten Sequenzabschnitten des Bs4-
Promotors in ein GUS-Reporterplasmid kloniert. Fir die Promotorchimdren wurde die
Promotorsequenz der Promotorabschnitte pBs4;5¢ (A, grin) und pBs4.,s5.451 (B, rot) neukombiniert. C)
Reportergeninduktion der Hax3-Box-Sequenzchiméaren durch Hax3. GUS-Reporterplasmide wurden
zusammen mit den 35S-Promotor gesteuerten hax3 transient in N. benthamiana ko-exprimiert.
35S:uidA (+) diente als Positivkontrolle. Blattscheiben wurden mit X-Gluc gefarbt und mit EtOH
gebleicht. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von drei Replikaten; 4-MU,
4-Methylumbelliferon.
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Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Sequenzabschnitte mit den potentiellen
Promotorelementen TATA-Box und CAAT-Box einen positiven bzw. der Sequenzabschnitt
mit der potentiellen W-Box einen negativen Einfluss auf die Induktion der Transkription
haben. Der Sequenzabschnitt der UTR schien keinen Einfluss auf die Tanskriptionsinduktion
des Reportergens zu haben, wie die Chiméren pBs4;.3.84 und pBs4p.3.a4 belegten (Abbildung
3-19, B, C). Auch der Pyrimidin-reiche Sequenzabschnitt in Al verindert nicht generell die
Induktion des Reportergens was anhand der Chiméren pBs4ai.24 und pBs4p.ar.4 gezeigt
werden konnte. Wobei er sich positiv auf die Transkriptionsrate von pBs4aj2.p34 im

Vergleich zu pBs4p1.a2:83.4 auswirkte (Abbildung 3-19, B, C).

Anhand der Sequenzchimiren konnte der Sequenzbereich pBs4a;.a3 (Bp 66-34 des pBs4) als
aktivierender Sequenzabschnitt bzw. der Sequenzbereich pBs4p;.53 (Bp 216-184 des pBs4) als
inhibierendes Element eingegrenzt werden (Abbildung 3-19). Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass die Sequenz zwischen der Box und der UTR-Sequenz einen Einfluss auf die
Induzierbarkeit durch Hax3 haben und dass Sequenzbereiche mit Promotorelementen wie

TATA-Box oder CAAT-Box die Stirke der Induktion der Transkription beeinflussen.

3.5 Untersuchung der Funktionalitit von TAL-Effektoren in
heterologen, biologischen Systemen

Bisher wurde gezeigt, dass natiirliche und kiinstliche TAL-Effektoren in der Lage sind,
sequenzspezifisch Genabschnitte zu erkennen und die Transkription in der Pflanze zu
induzieren. TAL-Effektoren stammen aus dem Phytopathogen Xanthomonas spp. und bisher
war es nicht bekannt, ob der aktivierende Mechanismus generell in anderen Eukaryoten
funktioniert. Pflanzliche und in vitro-Studien zeigten, dass TAL-Effektoren durch die repeat-
Region in der Lage sind, spezifisch an ihre Zielsequenzen zu binden (Kay et al., 2007; Kay et
al., 2009; Romer et al., 2007; Romer et al., 2009b). Somit sollten TAL-Effektoren generell in
der Lage sein, DNA Sequenzspezifisch zu binden auch in anderen heterologen, biologischen

Systemen.

Um zu untersuchen, ob TAL-Effektoren in der Lage sind spezifisch die Genexpression in
anderen Eukaryoten zu induzieren, sollten dies zum Einen in Hefe (Saccharomyces
cerevisiae) und zum Anderen in menschlichen Zellkulturen untersucht werden. Fiir diesen
funktionellen Vergleich wurden fiir AvrBs3 und Hax3 je drei neue Derivate der Effektoren

erzeugt, deren Sequenzen sich im C-terminalen Bereich unterschieden. AvrBs3 und Hax3
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weisen im WT-Protein eine saure AD auf, diese wurde deletiert (AAD) bzw. substituiert. Bei
der Substitution wurde die AD einerseits mit der VP16-AD des Herpes Simplex Virus (HSV)
und andererseits mit der GAL4-AD aus Hefe ausgetauscht (Abbildung 3-20, A).

Fiir die Untersuchungen in Hefe wurde eine Positivkontrolle (LexA-Kontrolle) generiert. Die
LexA-DNA-Bindedomine wurde mit dem SV40-NLS und der GAL4-AD fusioniert. Als
Negativkontrolle diente GFP, denn alle verwendeten TAL-Effektoren besitzen ein N-

terminales GFP.

Die neu generierten TAL-Effektor-Derivate wurden zunichst in der Pflanze getestet. Um die
Expression und Kernlokalisation der Effektoren nach Agrobacterium-vermitteltem
Gentransfer in N. benthamiana zu iiberpriifen, wurde die Lokalisierung am LSM untersucht.
Alle Effektoren und die LexA-Kontrolle wurden im pflanzlichen Zellkern lokalisiert,
wohingegen die GFP-Kontrolle im Zytoplasma und im Zellkern lokalisiert war (Abbildung
3-20, B). Damit konnte gezeigt werden, dass die Expression und Kernlokalistation aller

neugenerierten TAL-Effektor-Derivaten korrekt stattfand.

Parallel wurden die Derivate mit GUS-Reporterkonstrukten in N. benthamiana ko-exprimiert,
welche die Hax3- bzw. AvrBs3ypaz-Box (UPA20-Box) beinhalteten. Anschliefend wurde

das Blattmaterial in qualitativen und quantitativen GUS-Aktivitétstest untersucht.

Die Wildtyp-Effektoren induzierten stark wund spezifisch die Transkription der
korrespondierenden GUS-Reporterkonstrukte (Abbildung 3-21, B & C). Die TAL-Effektor-
Derivate mit deletierter AD wiesen eine starke Reduktion der GUS-Aktivitit um 80 bis 95 %
auf. Die Substitution der AD mit der VP16-AD bzw. GAL4-AD wies ebenfalls eine starke
Reduktion (70 bis 80 %) der GUS-Aktivitdt auf, jedoch weniger drastisch als die AAD-
Konstrukte (Abbildung 3-21, B & C). Bereits frither wurde in HR-Untersuchungen gezeigt,
dass AvrBs3-Konstrukte mit substituierter VP16-AD eine Resistenzreaktion in der Pflanze
stimulieren konnten (Szurek et al., 2001). Keine GUS-Aktivitdt konnte fiir die LexA- und
GFP-Kontrolle gemessen werden, ebenso konnten AvrBs3 und dessen Derivate nicht die
Hax3-Box sowie Hax3 und dessen Derivate nicht die UPA20-Box induzieren (Abbildung
3-21, B & C). Diese Daten zeigen, dass AvrBs3 und Hax3 nach der Deletion der AD noch ca.
15 % ihrer Aktivitit besitzen und dass die AD nur partiell mit der VP16-AD in der Pflanze
komplementiert werden kann. Somit bewirken TAL-Effektoren in Abhéngigkeit der AD die

transkriptionelle Geninduktion in der Pflanze.
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Abbildung 3-20: Ubersicht der TAL-Effektor-Derivate und deren Lokalisation in der Pflanze. A)
Modelhafte Darstellung der TAL-Effektoren AvrBs3 und Hax3. Der TAL Effektor AvrBs3 besitzt 17,5
repeats (rot) und Hax3 11,5 (beige). Alle Effektoren sind N-terminal mit GFP translational fusioniert
und besitzen im C-terminalen Bereich neben den Kernlokalisierungssignalen (NLS) eine saure
Aktivierungsdomane (AD). In den Derivaten von AvrBs3 und Hax3 wurde die AD deletiert (AAD) oder
durch die VP16-AD bzw. GAL4-AD substituiert. B) GFP-markierte TAL-Effektoren lokalisieren im
Zellkern. Die mit GFP translational fusionierten Effektoren und deren Derivate bzw. 35S:GFP wurden
transient in N. benthamiana ko-exprimiert. Zwei Tage nach Inokulation wurden die Epidermiszellen
von N. benthamiana mit DAPI| (4',6-Diamidino-2-Phenylindol) geférbt und mittels LSM untersucht.
Grin, GFP-Fluoreszenz; Blau, DAPI-Fluoreszenz; Rot, Auto-Fluoreszenz der Chloroplasten,
GréBenmaBstab entspricht 50 pm.
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Abbildung 3-21: Expression und Induktion durch die TAL-Effektor-Derivate in der Pflanze. A)
Die UPA20-Box und die Hax3-Box wurden vor den minimalen Bs4-Promotor in ein GUS-
Reporterplasmid kloniert. B) & C) Spezifische Reportergeninduktion der UPA20-Box bzw. Hax3-Box
durch die dazugehdrigen TAL-Effektoren AvrBs3 bzw. Hax3 und deren Derivate. Die GUS-
Reporterplasmide wurden zusammen mit den 355-Promotor gesteuerten Genen der TAL-Effektoren
und deren Derivate transient in N. benthamiana ko-exprimiert. 35S:uidA (+) diente als Positivkontrolle.
Blattscheiben wurden mit X-Gluc gefarbt und mit EtOH gebleicht. Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung von drei Replikaten; 4-MU, 4-Methylumbelliferon. D) Nachweis GFP-markierter
TAL-Effektoren mittels Immunoblot. Die mit GFP translational fusionierten Effektoren AvrBs3 und
Hax3 sowie deren Derivate bzw. eine GFP-Kontrolle wurden transient in N. benthamiana exprimiert.
Zwei Tage nach Inokulation wurde das Blattmaterial von N. benthamiana geerntet, mit LAmmli-Puffer
aufgeschlossen, 3ul bis 20ul Gber eine SDS-Page aufgetrennt und mittels Anti-GFP im Immunoblot
detektiert. P - nicht inokuliertes Pflanzenmaterial.
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Um zu priifen, ob die reduzierte Aktivitit der TAL-Effektoren mit der VP16-AD bzw. GAL4-
AD auf ein im Vergleich zum Wildtyp-AD reduziertes Expressionsniveau zuriickzufiihren ist,
wurde die transiente Expression der acht Effektoren in N. benthamiana mittels Immunoblot
detektiert. Die Expression aller Konstrukte inklusive der Kontrollen konnte nachgewiesen
werden (Abbildung 3-21, D), wobei die geladene Proteinmenge nicht einheitlich war. Denn
AvrBs3, AvrBs3AAD, Hax3, Hax3AAD, LexA- und GFP-Kontrolle wurden in einem viel
starkeren Mal3 exprimiert bzw. die anderen Proteine schneller degradiert. Dies konnte u.a. die
zum Wildtyp verringerten GUS-Aktivitidten der TAL-Effektoren mit AAD:GAL4-AD bzw.
AAD:VP16-AD beigetragen haben.

3.5.1 Untersuchung der Geninduktion durch TAL-Effektoren in Saccharomyces
cerevisiae

Es war bekannt, dass AvrBs3 auch in S. cerevisiae spezifisch die UPA20-Box bindet (Hahn,

2009, Kay et al., 2009). In diesen Untersuchungen wurde das Y1H-System genutzt. Nur in

den Bickerhefen, bei denen Koder-Sequenz (AvrBs3ppazo-Box) und zu untersuchendes

Protein (AvrBs3:Gal4-AD) interagierten, wurde die Transkription des Reportergens induziert

und die entsprechenden Hefezellen konnten so auf speziellem Mangelmedium wachsen

(Hahn, 2009; (Kay et al., 2009).

Um die spezifische Geninduktion durch TAL-Effektoren mit unterschiedlichen ADs in Hefe
zu quantifizieren, sollte das lacZ-Reportergen genutzt werden, was fiir die B-Galactosidase
kodiert. Dieses Enzym spaltet endstindige Zuckerreste ab und anhand des Substratumsatzes
konnen die vorhandene lacZ-Proteinmenge und damit die lacZ-Expressionsrate bestimmt
werden. Das Reporterkonstrukt war aus drei Teilen aufgebaut. Im 5 ‘-Bereich befand sich eine
LexA-Bindestelle (LexA-DBS) vor dem minimalen GALI-Promotor, der die jeweilige TAL-
Box beinhaltete und dem sich das promotorlose /acZ-Reportergen anschloss (Abbildung 3-22,
A). Anhand der LexA-DBS lédsst sich die Induktion des Reporters mit der LexA-Kontrolle
iberpriifen. Der minimale GALI-Promotor sollte keine eigene Basalaktivitidt aufweisen und
somit sollte die B-Galactosidase nur durch die Induktion eines TAL-Effektors bzw. der LexA-

Kontrolle transkribiert und translatiert werden.

Fiir die Studien in S. cerevisiae wurden die Effektoren sowohl in single copy-Plasmide, als
auch in high copy-Plasmide kloniert (Abbildung 3-22, A). Die Expression in single copy-
Plasmiden sollten eine unspezifische Geninduktion durch die Effektoren in S. cerevisiae

verhindern. Da jedoch unklar war, ob die Proteinmenge bei single copy-Plasmiden fiir eine
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gut nachweisbare Transkriptionsinduktion ausreicht, wurden parallel high copy-Plasmide

genutzt. Die Reporterkonstrukte und Effektorplasmide wurden in S. cerevisiae ko-

transformiert.
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Abbildung 3-22: Modelhafte Darstellung der Reporterkonstruke und TAL-Effektorkonstrukte fiir
die Aktivitatsstudien in S. cerevisiae. A) In die B-Galactosidase-Reporterplasmide wurden eine
LexA-DNA-Bindestelle (LexA-DBS) und je eine TAL-Box in den GAL1-Promotor, vor den minimalen
HIS3-Promotor und Bs4-Promotor inseriert. Die Abstand zwischen Box und ATG ist angegeben. B)
Unterschiedliche Expressionsplasmide fir die TAL- Effektoren mit konstititiven ADH7-Promotor bzw.
mit induzierbaren GAL1-Promotor. A) & B) single copy-Konstruke sind in blau, high copy-Konstruke in
schwarz dargestellt. C) Expressionsstudien der TAL-Effektoren AvrBs3 und Hax3 in S. cerevisiae.
LSM-Aufnahmen der GFP-markierten Proteine und der GFP- bzw. LexA-Kontrolle. Die Expression
wurde im single copy, konstitutiv exprimierenden Plasmiden (pGad_AAD) und in induzierten, high
copy-Plasmiden (pJOAD) untersucht.
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Zuerst wurden die Hefe-Transformanten auf die Expression und Lokalisierung der TAL-
Effektoren am LSM untersucht, da die Proteine GFP-markiert waren. Wie in Abbildung 3-22,
C zu sehen, wurden alle TAL-Effektoren sowie die LexA-Kontrolle exprimiert und
lokalisierten im Zellkern der S. cerevisiae-Zellen. Dabei wurde eine stirkere Fluoreszenz der
LexA-DBD-Konstruke im Vergleich zu den anderen Transformanten beobachtet. Die GFP-
Kontrolle war sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern zu detektieren (Abbildung 3-22,
C). Somit konnte gezeigt werden, dass die AvrBs3- und Hax3-Derivate sowie der LexA-

Kontrolle in S. cerevisiae exprimiert wurden und diese im Kern lokalisierten.

Ob die TAL-Effektoren die Transkription des B-Galactosidase-Reporters induzieren konnen,
wurde durch Uberpicken der Transformanten auf Hefemedium, was mit 5-Brom-4-Chlor-3-
Indoxyl-B-D-Galactopyranosid (X-Gal) versetzt war, analysiert. Die Hefezellen sollten bei

Expression der B-Galactosidase das X-Gal umsetzen und eine blaue Fiarbung annehmen.

Die Induktion des lacZ in den Reporterkonstrukten RepGalls und RepGallh durch die TAL-
Effektoren AvrBs3 und Hax3 erfolgte scheinbar nur in sehr geringem Malle, denn die

Hefezellen waren nach drei Tagen nur sehr leicht blau (Abbildung 3-23).

Die Hefetransformanten mit den AvrBs3-Derivaten schienen hierbei nur die RepGalls und
RepGallh mit der UPA20-Box zu induzieren, wohingegen die sehr leichte Blaufdarbung der
Hefezellen bei den RepGall mit der Hax3-Box mehr oder weniger iiberall auftrat (Abbildung
3-23). Die Transkription des Reportergens konnte jedoch in jeden der vier RepGall-Reporter
mit UPA20- bzw. Hax3-Box in single copy- bzw. high copy-Plasmiden deutlich durch die
LexA-Kontrolle induziert werden, was an den stark blau verfarbten Hefezellen sichtbar war.
Die GFP-Kontrolle war nicht in der Lage die Reporterkonstrukte RepGall mit UPA20- bzw.
Hax3-Box zu induzieren, die Hefezellen blieben weil3 (Abbildung 3-23).

Die Induktion des Reportergens durch die TAL-Effektoren schien damit nicht in dem gleichen
MaB wie bei der LexA-Kontrolle zu funktionieren. Auch die erhohte Kopienzahl in den high
copy-Plasmiden bedingte keine verstirkte Induktion des Reportergens, im Vergleich zu den
single copy-Plasmiden (Abbildung 3-23). Der Insertionspunkt der Box an Position -157 Bp
war analog zum pflanzlichen Reportersystem in einem Abstand von 10 Bp vor der einer
potentiellen TATA-Box gewihlt worden (Yocum et al., 1984). In Vorexperimenten mit der
Insertion der Box an -100 Bp vor dem ATG bzw. -39 Bp vor dem potentiellen
Transkriptionsstart im GALI-Promotor (Johnston und Davis, 1984) konnte auch keine

Induktion des Reportergens gezeigt werden (S. Hahn, personliche Mitteilung). Deswegen war
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die Box in den RepGalls- bzw. RepGallh-Reportern auf -157 Bp mit einem 96 Bp Abstand
zum potentiellen Transkriptionsstart vorverlegt worden. Womoglich war diese Position
dennoch zu nah am ATG, obwohl in der Pflanze gezeigt werden konnte, dass die

Transkription nach ca. 45 Bp (Romer et al., 2009a) begann.
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Abbildung 3-23: Keine deutliche Induktion des Reportergens in S. cerevisiae durch einen TAL-
Effektor, unabhingig der Kopienzahl. A) Ubersicht von Hefe-Transformanten nach der Ko-
Transformation mit single copy-Plasmiden (blaue Schrift) des konstitutiv exprimierten AvrBs3 bzw.
Hax3 und den Reporterkonstrukten RepGal1s mit der UPA20- bzw. Hax3-Box zwei Tage nach dem
Uberfiihren auf X-Gal-Medium. B) Hefetransformanten nach der Ko-Transformation mit high copy-
Plasmiden (schwarze Schrift), die nach Induktion AvrBs3 bzw. Hax3 exprimierten, und das
Reporterplasmid RepGalth mit der UPA20- bzw. Hax3-Box beinhalten zwei Tage nach Umsetzen auf
induzierendes Medium mit X-Gal.
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Um auszuschlieBen, dass die Insertionsstelle der Box im minimalen GALI-Promotor fiir die
transkriptionelle Aktivierung zu nah am ATG oder in einer ungiinstigen Promotorregion war,
wurden drei neue high copy-Reporterkonstruke generiert. Zum Einen wurde die Box erneut
weiter stromaufwirts im GALI-Promotor (-214 Bp) inseriert und zum Anderen wurde die
Promotorsequenz zwischen TAL-Box und dem Reportergen ausgetauscht. Hierbei wurden die
Sequenzen des minimalen HIS3-Promotors (genutzter Promotor in den Studien von S. Hahn)
und des minimalen Bs4-Promotors mit der entsprechenden TAL-Box vor das Reportergen
kloniert (Abbildung 3-22, A). Der minimale Bs4-Promotor wurde genutzt, da in den
Pflanzenstudien dieser Arbeit zumindest gezeigt werden konnte, dass in Reporterkonstrukten
mit TAL-Box und der Bs4-Promotorsequenz das stromabwirtsliegende Gen durch TAL-

Effektoren induziert wurden.

Somit wurden drei neue lacZ-Reporterkonstrukte RepGal2, RepHis und RepBs4 generiert und
in high copy-Plasmide kloniert (Abbildung 3-22, A). Fiir die Ko-Transformation wurde fiir
den jeweiligen Effektor das TALAAD:GAL4-AD-Konstrukt verwendet und als Kontrolle

dienten wiederum die LexA-Kontrolle bzw. GFP.

Die Analyse der transkriptionellen Induktion des Reportergens erfolgte analog nach dem
Uberpicken auf X-Gal-Medium. Erneut war bei den Reporterkonstrukten mit den minimalen
HIS3-, GALI- und Bs4-Promotoren nur eine sehr leichte Blaufdarbung der Ko-Transformanten
mit einem TAL-Effektor zu beobachten (Abbildung 3-24). Eine Induktion des UPA20-Box-
Reporterkonstruktes durch AvrBs3AAD:GAL4-AD schien dabei minimal gegeben zu sein, da
diese Hefezellen anscheinend mehr blauen Farbstoff akkumulierten, im Vergleich zu den
Hax3-Box-Reporterkonsrukten (Abbildung 3-24). Eine deutliche und starke Blaufdarbung und
damit Reportergeninduktion konnte wiederum nur bei den LexA-exprimierenden
Transformanten der S. cerevisiae-Zellen detektiert werden. Die Ko-Transformanten mit GFP
wiesen keine Blaufarbung auf (Abbildung 3-24). Somit konnte in S. cerevisiae keine deutliche
Genindukion durch TAL-Effektoren in dem hier untersuchten Reportersystem gezeigt

werden.
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Abbildung 3-24: Keine deutliche Induktion des Reportergens in S. cerevisiae durch einen TAL-
Effektor unabhéngig von der Promotorsequenz. A) & B) Jeweils sechs Hefetransformanten nach
der Ko-Transformation mit high copy-Plasmiden, die nach Induktion AvrBs3AAD:Gal4-AD, Hax3
AAD:Gal4-AD, die LexA-Kontrolle bzw. GFP exprimierten, und den Reporterkonstrukten RepGal2
(GAL1-Promotor), RepHis (HIS3-Promotor), RepBs4 (minimaler Bs4-Promotor) mit der UPA20- bzw.
Hax3-Box zwei Tage nach Umpicken auf induzierendes Medium mit X-Gal. Nur die LexA-Kontrolle
induzierte die Transkription des lacZ-Reportergens (Blaufarbung durch X-Gal-Umsatz).

3.5.2 TAL-Effektoren induzieren die Transkription in Homo sapiens

Parallel zur Untersuchung der spezifischen Geninduktion der TAL-Effektoren in S. cerevisiae
sollte mit den gleichen TAL-Effektor-Derivaten (Abbildung 3-20, A) die Induktion eines
Luciferase-Reporters in menschlichen Zellkulturen untersucht werden. Dafiir wurde die
Hax3- bzw. UPA20-Box vor die Sequenz des minimalen Cytomegalie-Virus-Promotors
(CMV yin—Promotor, 112 Bp) inseriert und vor ein promotorloses Luciferase-Reportergen
kloniert. Im 5°‘-Bereich vor der Box und dem Promotor befand sich ein 12 x A-Operator, der
mittels eines chimdren Transaktivators und der Substanz Coumermycin die Transkription
initiieren konnte und als Kontrolle fiir die Funktionalitit des Luciferase-Reporters genutzt

wurde.

Nach der Klonierung der Expressions- und Reporterplasmide wurden die weiteren
Experimente in der AG Prof. Behrens durchgefiihrt. Die Luciferase-Aktivititstests zeigten,

dass die TAL-Effektoren AvrBs3 und Hax3 in der Lage waren jeweils spezifisch die
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Transkription des Reportergens zu induzierten (Geilller et al., 2011). Die TAL-Effektoren mit
der VP16-AD induzierten am stdrksten die Transkription des Luciferase-Gens, welche zwei
bis drei Mal hoher war im Vergleich zu den Effektoren mit Wildtyp-AD und 50 - 80 Mal
hoher im Vergleich zur GFP-Kontrolle (GeiBler et al., 2011). Die TAL-Effektoren mit
deletierter AD wiesen hierbei eine geringere Induktion des Reportergens auf, als die in der
Pflanze aktiven Wildtyp-Effektoren. Die Fusion der GAL4-AD an die TAL-Effektoren
bedingte eine Reportergeninduktion, die zwischen den TAL-Effektoren mit deletierter AD
bzw. Wildtyp-AD lag (Geilller et al., 2011). Zusitzlich wurden die verschiedenen TAL-
Effektor-Derivate nach der Transfektion auf Lokalisierung und Expressionsgrad untersucht.
Alle Effektoren waren im Zellkern lokalisiert und GFP zusitzlich im Zytoplasma. Die
Expressionsrate der einzelnen Effektoren war vergleichbar, wie mittels Immunoblot gezeigt

werden konnte (GeiBler et al., 2011).

Diese Daten belegen, dass die transkriptionelle Geninduktion durch TAL-Effektoren auch in
humanen Zellen spezifisch ausgelost werden kann. Die Induktion der Transkription des
Reportergens in humanen Zellen konnte zudem durch die Fusion der VP16-AD deutlich

gesteigert werden.
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4 Diskussion

4.1 Das Modell der Sequenzspezifitat von TAL-Effektoren
TAL-Effektoren aus den Xanthomonaden sind schon seit iiber 20 Jahren bekannt (Bonas et
al., 1989; Swarup et al., 1991). Die repeat-Regionen der Effektoren bestimmen die Virulenz
und die Spezifitit (Marois et al., 2002; Yang et al., 2005; Yang et al., 1994; Yang und
Gabriel, 1995a). Promotorstudien an den UPA-Gene zeigten konservierte Nukleotidabfolgen
um den Bereich der TATA-Box. Die konservierten Sequenzbereiche in den UPA-Promotoren
und die Anordnung der AvrBs3-repeat-Typen innerhalb der repeat-Region weisen bei der
richtigen Anordnung eine erstaunliche Korrelation auf (Abbildung 1-6, B). Aus diesem Grund
wurde das Modell der Sequenzspezifitit von TAL-Effektoren aufgestellt, was besagt, dass
immer ein Bp von zwei As, genauer gesagt den RVDs eines repeats, erkannt wird (Boch et

al., 2009; Moscou und Bogdanove, 2009) .

Dieses Modell der Sequenzspezifitit sollte zu Beginn dieser Arbeit verifiziert werden. Dafiir
wurden anhand des Modells der Sequenzspezifitit DNA-Erkennungssequenzen fiir die TAL-
Effektoren Hax2, Hax3, Hax4 und AvrXal0, von denen bisher keine Zielsequenzen bekannt
waren, abgeleitet und diese im transienten Reportersystem analysiert. Die spezifische
Induktion der Transkription des GUS-Reportergens durch den jeweiligen TAL-Effektor
wurde in GUS-Aktivititstests gezeigt. Somit konnte das Modell der Sequenzspezifitit
erfolgreich bestdtigt werden. Dabei wurde zum ersten Mal das Prinzip des
Erkennungsmechanismus der TAL-Effektoren aus Xanthomonas spp. im Detail gezeigt. Dabei
konnte die Erkennung fiir eine ganze Effektor-Familie aufgekldart werden. Diese neue
Erkenntnis hilft die Interaktion zwischen Phytopathogen und Pflanze weiter aufzukldren und
angesteuerte Zielsequenzen in den Wirtspflanzen zu identifizieren. Weiterhin wurde die
Spezifitit der einzelnen RVDs bestimmt. Diese hiangt vom jeweiligen repeat-Typ ab und kann
mehr als ein Nukleotid umfassen. In den Studien zur Bestimmung der Spezifitit konnte
gezeigt werden, dass die Erkennung konform mit dem aufgestellten Modell war. Dabei
erkennt der RVD NI das A-Nukleotid, NG das T-Nukleotid, HD das C-Nukleotid, sowie NN
das A- und G-Nukleotid. Die Spezifitit umfasste dabei ein oder zwei Nukleotide. Der repeat-
Typ NS hingegen wies keine eindeutige Spezifitit auf. Somit wurde in dieser Arbeit gezeigt,

dass die Spezifitit der RVDs variiert und ein, zwei oder kein spezielles Bp erkannt wird.
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Das Modell der Sequenzspezifitit konnte anhand der Box im Promotor von Xa27 fiir den
TAL-Effektor AvrXa27 bestitigt werden (Gu et al., 2005; Romer et al., 2009b). Dabei wurde
zunichst ein Promotorbereich mit TATA-Box und potentieller AvrXa27x,,7-Box im Bs3-HR-
Reportersystem analysiert, und anschlieBend die AvrXa27y,,7-Box eingegrenzt (Romer et al.,
2009b). Nach der Insertion der AvrXa27x,,7-Box in den Bs3-Promotor mit Bs3-Reportergen
konnte die Induktion der HR bei Ko-Expression mit AvrXa27 gezeigt werden (Romer et al.,
2009b). Somit konnte in parallelen Arbeiten und unabhéngig vom Modell der
Sequenzspezifitit die AvrXa27y,,7-Box eingegrenzt werden, die durch AvrXa27 induziert
wird. Der Bereich der eingegrenzten AvrXa27yx,,7-Box stimmt mit der vorhergesagten Box
iiberein (Boch et al., 2009; Romer et al., 2009a).

Zudem gelang es in weiterfiihrenden Arbeiten mit Hilfe des Modells der Sequenzspezifitit die
DNA-Bindeboxen einiger TAL-Effektoren des Reispathogens Xoo zu identifizieren. Dafiir
wurden die Effektoren PthXol, PthXo6 und AvrXa7 sowie TalC genutzt, von denen bekannt
war, dass sie die Gene Xal3 (Os8N3), OsTFXI und Os11N3 induzierten (Antony et al., 2009;
Chu et al., 2006; Sugio et al., 2007; Yang et al., 2006; Yu et al., 2011; Yuan et al., 2009). Fiir
PthXol, PthXo6 und AvrXa7 wurden einerseits komplette Promotorsequenzen der Zielgene
(Antony, 2010; Romer et al., 2010) und andererseits ein Bereich um die abgeleiteten Boxen in
den Promotor von Bs3 inseriert (Romer et al., 2010) und vor ein GUS-Reportergen kloniert.
GUS-Aktivitdtsbestimmungen bestitigten die direkte Induktion der Genexpression jeweils
durch die oben genannten TAL-Effektoren aus Xoo (Antony, 2010; Romer et al., 2010). Auch
wurde fiir den kiirzlich identifizierten TAL-Effektor TalC gezeigt, dass er (wie auch AvrXa7)
OslIN3 induziert (Yu et al., 2011). Dafiir wurden einerseits der Os/IN3-Promotor und
andererseits die TalCgpy;n3-Box vor den minimalen Bs4-Promotor vor ein promotorloses
GUS-Reportergen inseriert. Die Induktion der Transkription wurde mittels transienten GUS-
Expressionsstudien gezeigt, wobei beide GUS-Reporterkonstrukte durch TalC induziert
wurden (Yu et al., 2011).

Das Modell der Sequenzspezifitit findet fiir alle oben erwihnten Effektoren aus den Stimmen
von Xcv, Xoo und Xca erfolgreich Anwendung (Boch et al., 2009; Moscou und Bogdanove,
2009; Morbitzer et al., 2010; Romer et al., 2009b; Romer et al., 2010; Yu et al., 2011). Es
handelt sich vermutlich um einen universell nutzbaren Code der TAL-Effektorproteine aus
Xanthomonas spp. (Tabelle 3-1). Anhand dieses Codes kann man nun fiir die TAL-Effektoren

passende DNA-Bindesequenzen bestimmen.
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In dieser Arbeit wurde neben den transienten Expressionsstudien das Modell der
Sequenzspezifitit in Hinsicht auf die spezifische Induktion von Endogenen untersucht. Bei
diesem Ansatz wurden hax2-transgene A. thaliana-Pflanzen genutzt, die nach
Ethanolinduktion den TAL-Effektor Hax2 produzieren. Hax2 induzierte im A. thaliana-
Genom die Transkription verschiedener Gene: Die induzierten, transgenen Pflanzen
verfarbten sich lila. Um die Ursache fiir diese Reaktion zu analysieren und Hax2-induzierte
Gene zu identifizieren wurde ein Microarray durchgefithrt und erste Kandidatengene
ermittelt. (Auswertung der Daten in der Diplomarbeit von A. Wolf, 2012.) Zu den Genen,
deren Expression nach Induktion am stirksten abweichte, gehort PAPI, ein Regulator der
Anthocyan-Synthese. Anhand dieses und anderer deregulierter Gene war ein Vergleich der
Hax2-Box, bzw. von gekiirzten Hax2-Boxen, mit den Promotorsequenzen moglich. PAPI
weist in den 500 Bp vor dem ATG zwei potentielle Hax2-Boxen auf (Abbildung 6-1,
Abbildung 6-2). Die Induktion von PAPI durch Hax2 konnte mit sq RT-PCR nachgewiesen
werden und korreliert mit der verstirkten Bildung von Anthocyanen (Boch et al., 2009).
Somit wurde gezeigt, dass durch Hax2 spezifisch ein Endogen induziert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde somit fiir das Modell der Sequenzspezifitit fiir TAL-
Effektoren gezeigt, dass DNA-Zielsequenzen und die nachfolgende Geninduktion durch
TAL-Effektoren vorhersagbar sind. Diese Vorhersagbarkeit von Zielsequenzen hat den
Vorteil, dass man fiir natiirliche und bekannte Effektoren Zielgene iiber einen Vergleich der
Box-Sequenz in Promotorbereichen finden kann. Fiir kiinftige Forschungsschwerpunkte wére
die Generierung eines TAL-Effektors fiir spezifische Zielsequenzen interessant, iiber den die

Genexpression manipulierbar wird.

4.2 Generation und Analyse klinstlicher TAL-Effektoren
Um zu untersuchen, ob die repeat-Reihenfolge in natiirlichen TAL-Effektoren verdnderbar
ist, ohne dass die Induktion der Zielgene beeintrichtigt wird, werden manipulierte oder
kiinstlich erzeugte TAL-Effektoren bendtigt. Die Klonierung der repeats war durch die
homologe Sequenz erschwert. Nur iiber ein TyplIS-Restriktionsenzym konnten die repeats
isoliert und kloniert werden. Aufgrund der Klonierung mit Hilfe eines TyplIS-
Restriktionsenzyms war die Ligation der repeats in der korrekten Orientierung in einen
minimalen Hax3-Effektor moglich. Jedoch konnte zunéchst keine Reihenfolge der repeat-
Typen bestimmt werden. Die iiber Ligation erzeugten kiinstlichen ArtX-Effektoren wiesen

damit eine neue und willkiirliche Reihenfolge der repeats auf. Alle zehn ArtX-Effektoren
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waren in der Lage analog zu den natiirlichen TAL-Effektoren spezifisch die Transkription des
GUS-Reportergens zu induzieren. Alle zehn untersuchten ArtX-Effektoren wiesen eine
dhnlich starke GUS-AKktivitit auf. Daher hat die Reihenfolge der repeats in der repeat-Region
in diesen TAL-Effektoren keinen Einfluss auf die Induktionsstirke. In parallelen Arbeiten
wurde ebenfalls die unabhidngige Erkennung der Nukleotide von den einzelnen RVDs
beschrieben (Moscou und Bogdanove, 2009). Weiterhin konnte durch die gezielte Klonierung
des gleichen repeat-Typs in den minimalen Hax3-Effektor ein kiinstlicher TAL-Effektor mit
unterschiedlicher repeat-Anzahl des gleichen repeat-Typs generiert werden. Mit Hilfe dieser
kiinstlichen TAL-Effektoren konnte ebenso ab einer minimalen Lange der repeat-Region die
Geninduktion gezeigt werden (Kapitel 4.3).

Um die gezielte Genexpression natiirlicher Promotoren zu stimulieren, musste die
Generierung von kiinstlichen TAL-Effektoren optimiert werden, d.h. eine Positions-gerichtete
Klonierung der repeat-Fragmente ermoglicht werden. Eine dafiir geeignete Methoden war
das golden gate cloning, mit dem man beliebig viele Fragmente ohne zuriickbleibende
Restriktionsstellen aneinander klonieren kann (Engler et al., 2008). Das golden gate cloning
nutzt ebenfalls TyplIS-Restriktion kombiniert mit Ligation. Fiir die gezielte Klonierung von
spezifischen TAL-Effektoren wurden die einzelnen repeats mit positionsspezifischen TyplIIS-
Restriktionsschnittstellen versehen und konnten somit ganz speziell aneinander gefiigt werden
(golden TAL technology). Diese Methodik wurde genutzt, um den kiinstlichen TAL-Effektor
ArtBs4 zu generieren. Dieser 12,5 repeats umfassende TAL-Effektor induzierte die
Transkription einerseits des GUS-Reportergens und andererseits des natiirlichen bs4 in
L. pennellii LA2963.

Auch in parallelen Studien wurde ein kiinstlicher TAL-Effektor fiir den Bs4-Promotor
generiert und dessen Fihigkeit der Geninduktion demonstriert (Morbitzer et al., 2010).
Zudem wurden ebenfalls weitere kiinstliche TAL-Effektoren fiir zwei Gene aus A. thaliana
generiert. Diese TAL-Effektoren, dTALE(KNAT1) und dTALE(EGL3), induzierten
spezifisch die Endogene KNAT1 und EGL3 (Morbitzer et al., 2010).

Die golden TAL technology wurde weiterentwickelt, so dass iiber eine Zwei-Schritt-
Klonierung mit zwei unterschiedlichen TypIIS-Restriktionsenzymen die Klonierungseffizienz
deutlich gesteigert wurde (Streubel, 2011; GeiBler et al., 2011). Durch die Anwendung der
golden TAL technology (GeiBler et al., 2011) bzw. verwandte Verfahren konnen nun TAL-
Effektoren fiir beliebige Erkennungssequenzen verschiedenster Zielgene generiert werden,

was bis vor wenigen Jahren undenkbar war. Interessanterweise wurden auch in parallelen
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Arbeiten beruhend auf dem golden gate cloning diverse andere &dhnliche
Klonierungsmethoden entwickelt, die ebenfalls in der Lage sind, designte TAL-Effektoren zu
generieren (Cermak et al., 2011; Li et al., 2011; Morbitzer et al., 2011; Weber et al., 2011;
Zhang et al., 2011).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde durch die Generierung von zufillig ligierten,
kiinstlichen TAL-Effektoren gezeigt, dass die Reihenfolge der repeats variabel ist und die
repeats in der repeat-Region neu kombiniert werden konnen. Weiterhin gelang es durch die
Entwicklung der golden TAL technology die Generierung von TAL-Effektoren mit
vorhergesagter Erkennungsspezifitit, wodurch nun fiir bekannte Gene spezifische TAL-

Effektoren oder TAL-Effektor-Derivate generiert werden konnen.

4.3 Eine minimale Lange der repeai-Region ist essentiell flir die
Geninduktion durch einen TAL-Effektor

In den Xanthomonaden kommen TAL-Effektoren mit verschieden langen repeat-Regionen
vor, diese konnen 1,5 bis 33,5 repeats umfassen (Boch und Bonas, 2010). Die drei kiirzesten,
bekannten Effektoren sind Avr/pth3 (1,5 repeats) AvrxaS (5,5 repeats) und AvxXa3 (8,5
repeats).Fir diese Effektoren wurde eine Erkennung iiber die Resistenzgene Xa3 und xal
beschrieben (Bai et al., 2000; Cao et al., 2007; Hopkins et al., 1992; Iyer und McCouch,
2004; Wu et al., 2007). Jedoch wurde bisher keine transkriptionelle Resistenzgen-Induktion
durch diese TAL-Effektoren gezeigt. Ob auch TAL-Effektoren mit kurzen repear-Regionen in

der Lage sind eine stabile Geninduktion auszuldsen, ist daher unbekannt.

Anhand der Untersuchung kiinstlicher TAL-Effektoren mit verschieden langen repeat-
Regionen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass mindestens 6,5 repeats bei einem
TAL-Effektor nur mit HD-repeats bzw. 7,5 repeats bei einem TAL-Effektor mit gemischten
repeats fiir eine transkriptionelle Induktion des Reportergens notig sind (Boch et al., 2009).
Die Ergebnisse der minimalen Linge der repeat-Region aus dieser Arbeit korrelieren mit dem
derzeit bekannten Wissen iiber natiirliche Effektoren. Hax3 ist mit 11,5 repeats der kiirzeste
natiirlich vorkommende TAL-Effektor, von dem gezeigt werden konnte, dass er die

Transkription von Zielgenen initiieren kann (Boch et al., 2009; Streubel, 2011).

Die Mehrzahl der natiirlich vorkommenden TAL-Effektoren weist 15,5 bis 19,5 repeats
innerhalb der repeat-Region auf (Boch und Bonas, 2010). Damit umfassen die Zielsequenzen

17 bis 21 Bp. Durch diese Linge wird eine Spezifitét erreicht, wie sie fiir ein Oligonukleotid
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bei einer PCR typisch ist. Die Induktion bestimmter Gene iiber die angesteuerten
Zielsequenzen im Wirtsorganismus ist damit sehr spezifisch. Die Interaktion der TAL-
Effektoren mit der DNA erfolgt vermutlich tiber Wasserstoftbriicken zwischen den As der
RVDs und der Base des Nukleotids. Vermutlich ist die Interaktion zwischen den TAL-
Effektor-repeats und der DNA stabil genug, wenn in einem ausreichenden Mal}
Wasserstoffbriickenbindungen vorhanden sind, wofiir eine Mindestanzahl von repeats
Voraussetzung ist. Um die Bindung unterschiedlich langer TAL-Effektoren an der DNA

weiterfithrend zu untersuchen, eignen sich EMSA-Analysen.

Nach der Bindung der TAL-Effektoren an die DNA konnte die Transkriptionsinitiation iiber
das Rekrutieren von TFs bewirkt werden. Dariiber wie die sterische Bindung eines TAL-
Effektors an die DNA erfolgt, kann bisher nur spekuliert werden. Bereits im Jahr 2000 konnte
fir den TAL-Effektor AvrXa7 gezeigt werden, dass dieser doppelstringige DNA bindet.
Dabei wurde keine spezifische Sequenz, sondern eine Affinitit zu AT-reichen Sequenzen
gezeigt (Yang et al., 2000). Spiter konnte die DNA-Bindung fiir AvrBs3 an die Bereiche der
AvrBs3ypa-Boxen gezeigt werden (Kay et al., 2007; Romer et al., 2007). Hierbei wurde
deutlich, dass nur die repear-Region der TAL-Effektoren in der Lage ist DNA zu binden (Kay
et al., 2007). Somit wurde die repeat-Region als essentiell fiir die DNA-Bindung eingestuft.
Auch in spiteren DNAsel-Schutzexperimenten und weiteren Bindungsstudien wurden die
Bindung von TAL-Effektoren an deren TAL-Box-DNA-Abschnitte demonstriert (Boch et al.,
2009; Kay et al., 2009; Romer et al., 2009; Romer et al., 2010).

Wie der TAL-Effektor die Bindung an die DNA eingeht, konnte iiber die Kristallisation eines
TAL-Effektors mit DNA herausgefunden werden. Bislang ist diese Kristallisation noch nicht
gelungen. Die 3D-Struktur des Proteins kann jedoch anhand bekannter DNA- bzw. RNA-
bindender Proteine vorhergesagt werden, indem die Sekundirstruktur der As-Sequenz mit
bekannten Proteinen verglichen wird. Laut PSIPRED-Vorhersagen weisen die repeats eine
starke Ahnlichkeit zu den sogenannten TPR- (Tetratrico-Peptid-repeats) und PPR-
(Pentatrico-Peptid-repeat) Proteinen auf (Murakami et al., 2010; Schornack et al., 2006).

Kiirzlich publizierte Strukturdaten eines 1,5 repeats umfassenden TAL-Effektors, die iiber
NMR (nuclear magnetic resonance) erhalten wurden, zeigen eine helix-turn-helix-Struktur
der TAL-Effektor-repeats, die den TPR-Proteinen @hnelt (Murakami et al., 2010). Die zwei o-
Helices sind dabei antiparallel angeordnet und interagieren womoglich iiber hydrophobe

Gruppen. Die fiir die Interaktion wichtigen RVDs befinden sich demnach am Ende der ersten
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Helix (Murakami et al., 2010). Die Modellierung der TAL-repeats anhand der TPR-Struktur
zeigte, dass die RVDs der TAL-repeats vermutlich nebeneinander am Ende der ersten Helix
angeordnet und zur inneren Seite der Superhelix ausgerichtet sind (Murakami et al., 2010;
Schornack et al., 2006; Scholze und Boch, 2011). Diese Position der RVDs ist durch die
Randlage fiir die Interaktion mit der DNA sterisch vorteilhaft. Jedoch kann die Struktur der
TAL-Effektoren abweichen, denn 1,5 repeats spiegeln womdoglich nicht die gesamte repeat-

Region wieder (Scholze und Boch, 2011).

Die konservierte As-Sequenz der repeats bedingt vermutlich eine gleiche Ausrichtung der
RVDs in der 3D-Struktur, wenn die RVDs immer am Ende der Helix nahe dem turn-Bereich
angeordnet sind (Murakami et al., 2010; Scholze und Boch, 2011). Diese Positionierung
konnte eine erhohte Flexibilitit fiir die RVDs in einer sonst fixierten 3D-Struktur erlauben.
Die Reihenfolge der einzelnen repeats, die sich hauptsichlich in ithren RVDs unterscheiden,
wire somit fiir die Ausbildung der Struktur der gesamten repeat-Region nicht entscheidend.
Die repeat-Region wiirde immer die gleiche 3D-Formation einnehmen wobei die Bindung zur
DNA durch jeden repeat-Typ erfolgt (Scholze und Boch, 2011). D.h. jeder repeat bzw.
repeat-Typ wire damit theoretisch in der Lage die DNA zu binden. Diese mogliche
Flexibilitdt in der repeat-Anordnung ist eine wichtige Voraussetzung, um kiinstliche TAL-
Effektoren zu generieren, die, wie in dieser Arbeit gezeigt, ebenso wie die natiirlichen TAL-

Effektoren die Funktion eines Transkriptionsaktivators erfiillen konnen.

44 Der Einfluss von Fehlpaarungen auf das Modell der
Sequenzspezifitat

In den aktuellen Publikationen tiber TAL-Effektoren und deren Derivate wurden immer nach
dem Modell der Sequenzspezifitit der TAL-Effektoren abgeleitete Boxen oder bereits
bekannte Zielsequenzen aus Promotoren verwendet, um die Induktion durch einen TAL-
Effektor zu zeigen (GeibBler et al., 2011; Morbitzer et al., 2010; Li et al., 2010; Romer et al.,
2010). Im Rahmen dieser Arbeit wurde zusitzlich die Frage untersucht, wie genau der TAL-
Effektor zu seiner Zielsequenz, passen muss. Bei der Untersuchung von einzelnen und
multiplen Mutationen im 5°-Bereich der ArtX2- und Hax2-Box konnte im Rahmenn dieser
Arbeit der Einfluss von Fehlpaarungen néher charakterisiert werden. Wenn die Erkennung des
initialen T-Nukleotid nicht stattfinden konnte, wurde eine um 50 % reduzierte

Reportergenaktivitit gemessen. Bei Mehrfachmutationen war fast keine Induktion der
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Transkription mehr moglich. Diese Daten zeigen, dass fiir die Erkennung der Zielsequenz der
5¢-Bereich der Box wichtig ist und dort keine Mehrfachmutationen zugelassen werden.
Anders verhilt es sich mit dem 3°-Bereich der Box, der offenbar fiir die Erkennung weniger
wichtig ist. Wenn durch eingefiigte Mutationen Fehlpaarungen zum letzten halben oder zu
den letzten zwei repeats entstanden, war dennoch eine Reportergenaktivitat messbar: Diese
war mit der Genexpression des 35S:uidA-Konstruktes vergleichbar. Die letzten zwei
Nukleotide der Box sind bei einer ansonsten perfekt passenden Box-repeats-Interaktion
offenbar nicht mehr entscheidend fiir die Erkennung und die Induktion der Transkription

durch einen TAL-Effektor.

Bei dem relativ kurzen TAL-Effektor Hax4 mit 14,5 repeats fiihrten bereits drei verteilte
Fehlpaarungen zu einem Verlust der Induktion (Boch et al., 2009). Im Gegensatz dazu weist
die AvrBs3p,3-Box auch drei Fehlpaarungen zu AvrBs3 auf. Trotzdem ist AvrBs3 mit seinen
17,5 repeats in der Lage diese Box zu binden und zu induzieren (Romer et al., 2007). Fraglich
ist, wie viele Fehlpaarungen bei der Bindung toleriert werden konnen bzw. welche Arten von

Fehlpaarungen die Erkennung und Geninduktion verhindern.

In natiirlichen Zielsequenzen von TAL-Effektoren sind diverse Fehlpaarungen zu finden,
jedoch kommt es erstaunlich oft zur Geninduktion. Im Beispiel von AvrXa27 (16,5 repeats)
findet an der AvrXa27x,7-Box mit drei Fehlpaarungen eine spezifische Induktion statt,
jedoch nicht an der AvrXa27,,,7-Box bei 10 Fehlpaarungen (Romer et al., 2009b). Auch bei
TalC (21,5 repeats) bestehen zur optimalen TalCy;;;n3-Box drei Fehlpaarungen, aber diese
wird ebenso wie die optimale Box durch TalC erkannt (Yu et al., 2011). Weiterhin wird die
Bs3-E-Zielsequenz nur durch AvrBs3Arepl6 (eine Fehlpaarung) nicht aber durch AvrBs3 mit
fiinf Fehlpaarungen induziert (Romer et al., 2009a). Offenbar werden bei mindestens 16,5

repeats umfassenden TAL-Effektoren meist drei Fehlpaarungen toleriert.

Diese Fehlpaarungsquote spiegelte sich auch beim Vergleich potentieller Boxen mit der
RVD-Abfolge bekannter TAL-Effektoren wider (Boch er al., 2009). Sofern nur ein bis drei
Fehlpaarungen vorkamen, konnte die jeweilige Geninduktion gezeigt werden. Erst ab vier
Fehlpaarungen kam es zum Verlust der Erkennung von TAL-Effektoren mit weniger als 18,5
repeats (Tabelle 4-1), (Boch et al., 2009). Diese in der Natur vorkommenden, iiber die Box
verteilten Fehlpaarungen werden entweder von den TAL-Effektoren toleriert oder sie
beeinflussen lediglich die Stidrke der Aktivierung bzw. Bindung. In jedem Fall findet anhand

der Zielpromotoren eine spezifische Induktion der Transkription statt (Boch et al., 2009).
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Die spezifische Induktion konnte auch in Studien von Reis-Promotorsequenzen gezeigt
werden. Dabei wurden die anhand des Modells der Sequenzspezifitit identifizierten Boxen fiir
die TAL-Effektoren AvrXa7 (24,5 repeats) und PthXol (23,5 repeats) mutiert (G. Antony,
Dissertation, 2010). Durch die Mutation von drei zusitzlichen Bp in der Box (neun
Fehlpaarungen) konnten diese Promotorsequenzen nicht mehr durch die jeweiligen TAL-
Effektoren induziert werden (Antony, 2010). Die tolerierbaren Fehlpaarungen scheinen somit
auch von der Lidnge der repeat-Region abhingig zu sein, denn TAL-Effektoren mit ldngeren

repeat-Regionen tolerieren woméglich mehr Fehlpaarungen (Tabelle 4-1).

Ein Vergleich der Induktion zwischen nativer und optimaler Box wurde am Beispiel von
AvrBs3 und der AvrBs3ypazo-Box durchgefiihrt. Die Induktion durch AvrBs3 an dieser Box
ist trotz der zwei Fehlpaarungen stark und konnte nach 24 und 48 Stunden nachgewiesen
werden (Kay et al., 2007). Bei der schrittweisen Optimierung von einer zu null Fehlpaarungen
in der AvrBs3ypaz20-Box konnte gezeigt werden, dass zwar die Geninduktion leicht steigt, aber
diese nicht signifikant erhoht ist. In einer parallelen Arbeit wurde analog die native mit der
optimalen TalC-Box verglichen (Yu et al., 2011). Die native TalCy;;;y3-Box weist, anders als
die optimale TalC-Box, drei Fehlpaarungen zu TalC auf. Beim Test beider Boxen im GUS-
Reportersystem wurden beide Konstrukte durch TalC induziert, wobei die GUS-Aktivitét der
optimalen TalC-Box um ca. ein Drittel erhoht war (Yu et al., 2011). Die optimierte TalC-Box

bewirkte damit eine bessere Induktion.

Es konnte zudem gezeigt werden, dass durch die Verlingerung der repeat-Region im
3‘-Bereich von AvrBs3 die Spezifitidt des TAL-Effektors erhoht wurde. AvrBs3 induziert die
Transkription aller UPA-Gene (Marois et al., 2002; Kay et al., 2007; Kay et al., 2009; Romer
et al., 2007), darunter die von UPA20 und Bs3. Die Induktion erfolgt trotz zwei
Fehlpaarungen an der AvrBs3ypa20-Box bzw. den drei Fehlpaarungen an der AvrBs3,;-Box,
(Tabelle 4-1). Durch die Insertion von vier repeats (18 bis 20) wurde die repeat-Region
spezifisch fiir UPA20 oder Bs3 verldngert. Nach der Insertion wiesen die jeweils 21,5 repeats
umfassenden AvrBs3-Derivate zwar drei Fehlpaarungen zur eigenen Box, aber dafiir sieben
Fehlpaarungen zur anderen AvrBs3-Box auf. Das GUS-Reportergen wurde jeweils spezifisch
trotz der drei Fehlpaarungen induziert, jedoch nicht mehr bei den sieben Fehlpaarungen
(Morbitzer et al., 2010). Die Generierung von AvrBs3-Derivaten zeigte, dass durch die
Verldangerung der repeat-Region die Erkennungsspezifitit gesteigert werden kann (Morbitzer

et al., 2010).
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Tabelle 4-1: Ubersicht bekannter TAL-Effektoren und deren Boxen mit Anzahl der Fehlpaarungen.

: 5 = | § g g
> > - 5 g wE
2 & - Tk S 2
s 2 : T2 £Z 53
AvrBs3ypazo-Box | AvrBs3 17,5 2 1/ 17 Ja
AvrBs3p,3-Box AvrHahl 13,5 1 13 Ja
AvrBs3p,3-Box AvrBs3 17,5 3 1/15/17,5 Ja
AvrBs3p,3-Box AvrBs3Arep109 | 14,5 3 1/13/14,5 Ja
AvrBs3p,3-Box AvrBs3Arepl6 13,5 4 1/11/12/13,5 Nein
AvrBs3p.3.5-Box AvrBs3Arepl6 13,5 1 1 Ja
AvrBs3g,3.-Box AvrHahl 13,5 4 9/10/12/13 Nein
AvrBs3g,3.-Box AvrBs3Arep109 14,5 4 1/13/14/14,5 Nein
AvrBs3p,;.-Box AvrBs3 17,5 5 1/14/15/17/17,5 Nein
AvrXa27x.7-Box | AvrXa27 16,5 3 3/4/16,5 Ja
AvrXa27,,,7-Box | AvrXa27 16,5 10 3/4/9/10/12/13/14/15/16 | Nein
1
PthXo1x,;3-Box PthXol 23,5 | 4-5% 4*/10//161’/519/21 Ja
PthXo1,,;3-Box/ PthXol 23,5 | 10-11% | 2/4*/5/10/11/13/15/177/ Nein
PthXo1 o,sn3-Box 18/20/23,5
PthXo06¢,rrx;-Box | PthXo6 22,5 1-4* 2*%/10/12%/19%* Ja
PthXo7osrrmi-Box | PthXo7 21,5 3-4% 6/15%/16/18/ Ja
AvrXa7osv3-Box | AvrXa7 24,5 6-7* 7/14/15/19/22/24.,5 Ja
TalCpy;n3-Box TalC 21,5 3 0/17/21 Ja

* die Spezifitat fir den repeat-Typ HG und H* und damit die genaue Fehlpaarungsanzahl ist noch
nicht bekannt. )

' die Positionen der Fehlpaarungen wurde anhand der Ubersicht in Abbildung 3-2 bestimmt.

2 die z.T. postulierten Boxen und Geninduktionen wurden aus Boch et al. (2009), Moscou und
Bogdanove (2009), Rémer et al. (2010) und Yu et al. (2011) entnommen.

Die in Tabelle 4-1 zusammengefassten Fehlpaarungen der TAL-Effektoren sind iiber die
gesamte Box verteilt, befinden sich jedoch oft gehiuft in den letzten repeats bzw. Bp der Box.
Der Einfluss dieser Fehlpaarungen wirkt sich nicht entscheidend auf die Erkennung aus.
Deswegen konnen TAL-Effektoren trotz bis zu drei (ggf. vier bei PthXol, PthXo6, PthXo07)
Fehlpaarungen die Induktion der stromabwirts gelegenen Gene induzieren. Es erklért auch,

wie Einzel-Bp-Substitutionen im Promotor von Bs3 die Erkennung durch AvrBs3
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verhinderten. Durch diese eine zusitzliche Mutation entstanden insgesamt vier Fehlpaarungen
in der AvrBs3p:3-Box, aufgrund derer die Transkription des Bs3-Gens nicht mehr induziert

werden konnte (Romer er al., 2009a).

Die Bestimmung aller moglichen Zielsequenzen fiir TAL-Effektoren ist durch die Tolerierung
von Fehlpaarungen eine komplexe Aufgabe. Theoretisch ist es moglich die anhand des
Modells der Sequenzsperzifitit abgeleitete Sequenz der optimalen Box mit den
Promotorbereichen des jeweiligen Genoms zu vergleichen. Auf diese Weise konnen
Kandidatengene gefunden werden. Jedoch bendtigt man durch die erlaubten Fehlpaarungen
fir die Identifizierung moglicher Zielsequenzen einen Algorithmus, der bis zu drei
Fehlpaarungen beriicksichtigt. Dabei kann bisher nicht vorhergesagt werden, an welchen

Positionen welche Fehlpaarungen toleriert werden.

4.5 Der Einfluss der Promotorsequenz auf die Induktion durch einen
TAL-Effektor

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Box eines TAL-Effektors allein ausreicht,
dass der TAL-Effektor die Transkription des stromabwirts gelegenen Gens induzieren kann.
Nach dem Modell der Sequenzspezifitit fiir TAL-Effektoren erkennt der Effektor spezifisch
seine Box und induziert anschlieBend die Transkription (Boch et al., 2009; Moscou und
Bogdanove, 2009). In den bisher untersuchen Reporterkonstrukten waren die Boxen immer
vor eine minimale Bs4-Promotorsequenz oder in einen Bs3-Promotor kloniert bzw. befanden
sich in threm nativen Promotor (Boch et al., 2009; Romer et al., 2009b). Deswegen wurde
untersucht, ob die Sequenz nach der Box eine Promotorsequenz sein muss und ob bestimmte

Promotorelemente wie z.B. die TATA-Box essentiell fiir die Geninduktion sind.

Dafiir wurde die Hax3-Box vor verschiedene Promotorregionen des Bs4-Promotors und nicht-
Promotorsequenzen kloniert. Dabei wurden nach dem Vorbild des minimalen Bs4-Promotors
pBs47s.; jeweils kurze Sequenzabschnitte von 75 Bp Linge genutzt (Schornack et al., 2005).
Bedingt durch die Klonierung befand sich immer die gleiche Sequenz des Klonierungsvektors
stromaufwirts der Box. Somit war immer der gleiche Einfluss von Seiten des 5°-Bereichs
gegeben. Hingegen variierte der 3°-Sequenzbereich. Nicht alle der so erstellten
Reporterkonstrukte konnten durch Hax3 induziert werden. Drei der vier Reporterkonstrukte

mit Promotorsequenzen wurden induziert. Jedoch wurde keine Induktion bei den Konstrukten
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mit nicht-Promotorsequenzen nachgewiesen. Die Induktion des Reportergens hingt damit von
der Box stromabwirts liegenden Sequenz ab und Promotorsequenzen eignen sich
offensichtlich besser als die eines ORFs. In den induzierbaren Reporterkonstrukten konnte die
Induktion durch positiv wirkende Promotorelemente unterstiitzt worden sein, die z.B. in den
klonierten Bs4-ORF-Sequenzen nicht vorkommen. Denkbar ist ebenfalls, dass die
Geninduktion bei den nicht-induzierbaren Konstrukten durch negative bzw. inhibierende
Elemente reduziert oder verhindert wurde. Zudem war die transkriptionelle Induktionsstéirke
in Reportern mit Promotorsequenzabschnitten unterschiedlich und konnte durch distal der

Box liegende Promotorelemente zusitzlich positiv oder negativ beeinflussbar sein.

In den Sequenzabschnitten der Reporter pBs475.; und pBs4300.226 wurden potentielle TATA-
Box-Elemente gefunden. Weiterhin befinden sich im pBs475.; eine Pyrimidin-reiche Sequenz,
eine potentielle CAAT-Box und die UTR (Schornack et al., 2005). Pyrimidin-reiche
Sequenzabschnitte kommen héaufig in Promotoren vor (Yamamoto et al., 2007a; Yamamoto et
al., 2007b; Civéi und Svec, 2009) und wurden auch als typisches Motiv nach einer TAL-Box
beschrieben (Moscou und Bogdanove, 2009). Die Reporterkonstrukte pBs47s.; und pBs4300-226
konnten durch Hax3 stark induziert werden, das Reporterkonstrukt pBs4;;s.1s; mit einer
potentiellen W-Box hingegen nicht (Schornack et al., 2005). Der kaum induzierbare Reporter
pBs4ys.151 weist keine vorhersagbaren Promotorelemente auf, ebenso wie die nicht
induzierbaren Bs4-ORF-Sequenzen. Da Box, Reportergen und der induzierende TAL-Effektor
jeweils konstant gehalten wurden, kann offenbar die Eigenschaft eines positiv oder negativ
wirkenden Elements distal der Box die Transkription in diesen kurzen Sequenzabschnitten
stark beeinflussen. Somit ist die Insertion der Box wahrscheinlich in einer leicht aktivierbaren
Promotorregion am besten, die z.B. TATA-Boxen oder CAAT-Boxen enthalten. Dadurch
wird die Induktionsfihigkeit des Gens durch TAL-Effektoren positiv beeinflusst, auch wenn
die Erkennung und Bindung der DNA durch TAL-Effektoren vermutlich in jeder
Sequenzumgebung stattfindet. Die Bindung der TAL-Effektoren an Boxen in nicht-
Promotorsequenzen wurde bei TAL-Effektor-Derivaten bereits demonstriert (Cermak et al.,
2011; Christian et al., 2010; Hockemeyer et al., 2011; Huang et al., 2011; Li et al., 2010; Li
et al., 2011; Mahfouz et al., 2011; Miller et al., 2010; Mussolino et al., 2011). Die spezifische
Geninduktion ist hingegen abhidngig von der Sequenzumgebung und es eignet sich

anscheinend nicht jede beliebige Sequenz.
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Um relevante Promotorbereiche nédher einzugrenzen, wurden in dieser Arbeit
Sequenzchimiren erstellt und untersucht. Die Promotorabschnitte einer Pyrimidin-reichen
Sequenz oder das Vorhandensein einer UTR schienen keinen Einfluss auf die
Transkriptionsinduktion zu haben. Die Untersuchungen der potentiellen W-Box deuteten
darauf hin, dass dieser Bereich auf die Transkriptionsinitiation einen negativen Einfluss hat,
denn die GUS-Aktivititen der potentiellen W-Box-enthaltenden Reporterkonstrukte waren
alle reduziert. Weiterfithrende Studien zeigten jedoch, dass die potentielle W-Box keinen
negativen Einfluss auf die transkriptionelle Aktivierung durch Hax3 hatte (A. Klemm, J.
Boch, unveroffentlicht). Die Mutation der potentiellen W-Box in der Sequenz des pBs42;s.151
fiihrte zu keiner erhohten Geninduktion im Vergleich zur Originalsequenz des pBs4ys.151
(A. Klemm, J. Boch, unveréffentlicht). Somit scheint kein WRKY-Faktor durch Bindung der
potentiellen W-Box die transkriptionelle Aktivitidt dieses minimalen Promotorabschnittes zu

inhibieren.

Die Ergebnisse der Sequenzchimére verdeutlichten, wenn der Bereich der potentiellen TATA-
Box und der Bereich um die potentielle CAAT-Box des minimalen Bs4-Promotors pBs47s.; in
den dquivalenten Abschnitt des pBs4,s.15; inseriert wurden, erfolgte die Induktion durch
Hax3 stark, im umgekehrten Chimére jedoch nicht. Dies weist darauf hin, dass TATA-Box
oder CAAT-Box positiv wirkende Elemente fiir die Transkriptionsinitiation in einem
minimalen Promotorbereich darstellen. Bei der Untersuchung der AvrBs3ypaz-Box im Bs4-
Promotor mit 277 Bp wurde ebenfalls ein GUS-Reportersystem genutzt (Kay et al., 2009).
Dabei wurde die AvrBs3ypaz-Box je 79 Bp vor dem ATG inseriert und dabei einmal
zusitzlich die potentielle TATA-Box (-65 Bp vor ATG) mutiert (TAGGTAA) (Kay et al.,
2009). Die Induktion durch AvrBs3 an der AvrBs3ypa20-Box war an der Insertionsstelle -79
Bp stark, unabhingig davon ob die potentielle TATA-Box intakt oder mutiert war (Kay et al.,
2009). Diese Ergebnisse konnten in dieser Arbeit mit dem Promotorchiméren nicht bestétigt
werden. Wenn der Bereich der potentiellen TATA-Box (-65 Bp) im pBs4;s.; ausgetauscht
wurde (pBs4a1:2:43.4) kam es zu einer drastischen Reduktion der GUS-Aktivitit. Die
Mutation der potentiellen TATA-Box (-65 Bp) im 277 Bp langen Bs4-Promotor zerstorte
jedoch nur eine der potentielle TATA-Boxen, bei ca. -150 Bp wurde ein weiteres TATA-Box-
Element beschrieben (Schornack et al., 2005). Somit konnte diese zweite potentielle TATA-
Box moglicherweise die Funktion der ersten potentiellen TATA-Box in dem ldngeren Bs4-

Promotorkonstrukt iibernommen haben (Kay et al., 2009).

96



Diskussion

Ob der Insertionsort der TAL-Box relativ zur TATA-Box im minimalen Bs4-Promotor einen
Einfluss hatte, wurde am Reporterkonstrukt der ArtHD-Box getestet. Es konnte festgestellt
werden, dass eine signifikant hohere Initiation der Transkription moglich war, wenn die Box
10 Bp vor der TATA-Box des minimalen Bs4-Promotors inseriert und nicht direkt an die
TATA-Box fusioniert war. Die Nihe einer TAL-Box zur TATA-Box wurde in anderen
Versuchen nicht im Detail untersucht. Meist wurden die TAL-Boxen stromaufwérts in
groBBeren Abstidnden als 10 Bp der TATA-Box in den nativen Promotor inseriert. So hatte die
AvrBs3ypazo-Box 14 Bp Abstand zur potentiellen TATA-Box im 277 Bp umfassenden Bs4-
Promotor (Kay et al., 2009). In einer Promotorchimire wurde die PthXo1sy3-Box durch die
AvrXa7ps;n3-Box im Os8N3-Promotor ersetzt und befand sich damit vor der 24 Bp vor der
natiirlichen TATA-Box (Anthony, 2010). Diese Promotorchimire war nur durch AvrXa7
induzierbar, wie GUS-Farbungen zeigten (Anthony, 2010). Die Insertionen der AvrXa27x,,7-
Box bzw. der AvrBs3p,;.-Box lagen iiber 100 Bp vor der potentiellen TATA-Box im Bs3-
Promotor (Romer et al., 2009b). Die Geninduktion wurde mittels HR-Induktion gezeigt, was
jedoch keinen genauen Riickschluss auf die Induktionsstdrke zuldsst. Durch die Insertion der
AvrXa27x,7-Box und zusitzlich der AvrBs33,;.z-Box in den Bs3-Promotor konnte zudem ein
Promotor generiert werden, der durch drei TAL-Effektoren jeweils spezifisch induziert
werden konnte (Romer et al., 2009b). Die spezifische Erkennung von unterschiedlichen TAL-
Boxen in einem Promotorkonstrukt konnte auch in dieser Arbeit anhand der Hax3- und
ArtBs4-Box, sowie der Hax4- und ArtBs4-Box gezeigt werden. Die spezifische Geninduktion
erfolgte in beiden experimentellen Ansitzen nur durch den jeweiligen TAL-Effektor. Dabei
war es unwichtig, ob der Abstand zur TATA-Box 10 Bp oder iiber 100 Bp betrug. Auch in
einem nativen Promotor konnen mehrere TAL-Boxen vorkommen. Beispiele dafiir sind die
Reispromotoren von Os8N3 und OslIN3. Laut Mircoarray-Studien wird Os8N3 nicht nur
durch PthXol induziert, sondern auch durch die AvrXa7-Derivate PthXo4 und PthXo5 (Yang
et al., 2005). Die Boxen von PthXo4 und PthXo5 iiberlappen jeweils mit der TATA-Box im
Gegensatz zur PthXolpgys-Box, die 24 Bp vor der TATA-Box lokalisiert ist (G. Anthony,
Dissertation, 2010). Somit kann das Endogen Os8N3 durch bis zu drei TAL-Effektoren
induziert werden. Im Os/11N3-Promotor befindet sich 37 Bp vor einem TATA-Box-Motiv die
TalCoy;n3-Box, wihrend die AvrXa7p,;;n3-Box mit der TATA-Box-Sequenz beginnt (Yu et
al., 2011; Romer et al., 2010). Die Transkription von Os/IN3 wird ebenfalls durch den
jeweiligen TAL-Effektor induziert (Yu et al., 2011; Romer et al., 2010).
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In dieser Arbeit wurde die transkriptionelle Induktion am Beispiel der Hax3-Box vor
unterschiedlichen minimalen Promotorbereichen untersucht. Dort wurde die Stédrke der
Induktion eindeutig durch die Sequenz stromabwirts der Box beeinflusst. Generell scheint ein
groferer Promotorbereich oder ein nativer Promotor eine bessere Sequenzumgebung fiir die
transkriptionelle Geninduktion durch TAL-Effektoren zu sein. In Studien mit TalC wurde
neben der nativen TalCp;;;y3-Box vor dem minimalen Bs4-Promotor auch 341 Bp des nativen
OslIN3-Promotors in einem GUS-Reporterkonstrukt kloniert und untersucht (Yu et al.,
2011). Der native Promotor konnte im Vergleich zur nativen TalCp,;;n3-Box vor dem
minimalen Bs4-Promotor die GUS-Reportergeninduktion ca. das fiinf Mal stérker induzieren
(Yu et al., 2011). Somit war die Induktionsstirke deutlich von der Sequenz bzw. Linge des

Promotors abhéngig.

In weiteren Studien wurden ebenfalls TAL-Boxen in ldngere, aber ,fremde*
Promotorbereiche inseriert und die transkriptionelle Induktion untersucht (Kay et al., 2009;
Romer et al., 2009a; Romer et al., 2009b; Romer et al., 2010). Dabei wurden TAL-Boxen an
verschieden Positionen in die natiirlichen Bs3- oder Bs4-Promotoren inseriert und die
Transkriptionsinitiation bestimmt. Fiir alle untersuchten Reporterkonstrukte konnte eine
Induktion durch den jeweiligen TAL-Effektor nachgewiesen werden (Kay et al., 2009; Romer
et al., 2009a; Romer et al., 2009b; Romer et al., 2010). Zudem konnte eine Verschiebung des
natiirlichen Transkriptionsstarts auf 41-46 Bp nach der inserierten TAL-Box gezeigt werden
(Romer et al., 2009a). Der Insertionsort und die direkte Promotorumgebung der TAL-Box
scheinen somit in einen natiirlichen Promotor nicht essentiell fiir die Geninduktion durch den
jeweiligen TAL-Effektor zu sein. Durch den TAL-Effektor bzw. dessen AD wird vermutlich
die Interaktion mit Wirtsfaktoren vermittelt, die entweder direkt oder indirekt TFs rekrutieren
und so die Transkription stimulieren (Abbildung 4-1). Dies zeigen die Versuche der TAL-
Boxen in natiirlichen Promotorsequenzen. Durch die Flexibilitdt der DNA konnten Enhancer
an stromaufwérts oder stromabwirts gelegenen Elementen einen positiven Einfluss auf die
Transkriptionsstirke ausiiben. Dies ist bei einer limitierten, minimalen Promotorsequenz, in

der Promotorelemente notig sind, nicht moglich (Abbildung 4-1).

Die spezifische und insbesondere artifizielle Geninduktion sollte nur an dem betreffenden
Gen erfolgen. Deswegen sind die Positionen oder Insertionsstellen von induzierbaren TAL-
Boxen in einem nativen Promotor von besonderem wissenschaftlichem Interesse. In dieser

Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Insertionsstelle fiir eine TAL-Box nicht willkiirlich
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gewihlt werden kann, auch wenn einige Daten dafiir sprechen (Kay et al., 2009; Romer et al.,
2009a; Romer et al., 2009b; Romer et al., 2010). Die Insertion der TAL-Boxen sollte mit
einem minimalen Abstand zu bekannten Promotorelementen erfolgen, damit eine starke

Transkriptionsinitiation durch den TAL-Effektor stattfinden kann (Abbildung 4-1).

Wirtsfaktoren
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Abbildung 4-1: Modellhafte Darstellung der Interaktion des TAL__Effektors mit Wirtsfaktoren am
Promotor. Der TAL-Effektor erkennt und bindet seine TAL-Box. Uber die AD interagiert der TAL-
Effektor vermutlich mit Komponenten der Transkriptionsmaschinerie des Wirts, die direkt oder indirekt
mit Promotorelementen und den Transkriptionsfaktoren interagieren und so die Geninduktion
auslosen.
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4.6 Die TAL-Effektor-vermittelte Geninduktion in verschiedenen
Organismen

In den in planta-Studien dieser Arbeit wurden TAL-Effektoren genutzt, die keine
Verkiirzungen im N- oder C-Terminus aufwiesen. Neben der repeat-Region als DNA-
Bindedomiéne sind weitere Bereiche eines TAL-Effektors fiir dessen Virulenzfunktion
wichtig. Dazu zidhlen einerseits die Kernlokalisierungssignale fiir den Kernimport (Van den
Ackerveken et al., 1996; Yang und Gabriel, 1995b), denn nur kernlokalisierte TAL-
Effektoren konnen mit den nuklediren DNA-Promotorsequenzen interagieren und dort als
Transkriptionsaktivator wirken (Van den Ackerveken et al., 1996; Yang und Gabriel, 1995b;
Yang et al., 2005). Andererseits ist die saure AD ebenso essentiell (Szurek et al., 2001; Zhu et
al., 1998; Zhu et al., 1999). Nur mit der nativen AD oder der VP16-AD aus dem Herpes
Simplex Virus (HSV) losten die TAL-Effektoren AvrXal0 und AvrBs3 eine
Resistenzreaktion aus (Szurek et al., 2001; Zhu et al., 1998; Zhu et al., 1999).

Damit TAL-Effektoren in anderen Organismen analog die Transkription induzieren, war es
sinnvoll die AD fiir die verschieden Organismen zu variieren. Die native AD bewirkte zwar in
den Pflanzen eine gute Geninduktion, sie konnte jedoch in anderen Organismen nicht
funktional sein. Die fiir die Transkriptionsinitiation bendtigten Wirtsfaktoren variieren

vermutlich zwischen den Spezies (Abbildung 4-1). Deswegen wurden in dieser Arbeit AD-
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modifizierte AvrBs3- und auch Hax3-Effektoren erstellt und untersucht. Als ADs fiir die
Substitution wurden die VP16-AD (77As) des HSV und die GAL4-AD aus S. cerevisiae
genutzt. Fiir beide konnte gezeigt werden, dass Proteine mit diesen ADs die Transkription in
menschlichen Zellen bzw. in S. cerevisiae initiieren (Campbell, 1984; Triezenberg et al.,

1988; Ma und Ptashne, 1987b).

Die TAL-Effektor-Derivate wurden zuerst in der Pflanze untersucht. Dabei wurde die durch
TAL-Effektoren mit verschiedenen ADs ausgeldste Geninduktion im Vergleich zu fritheren
Arbeiten quantifiziert. Die Effektoren mit deletierter AD l6sten dabei eine, im Gegensatz zum
Wildtypprotein, nur noch auf ca. 20 % reduzierte Induktion des GUS-Reportergens aus,
dhnlich wie die Substitution der nativen AD zur GAL4-AD aus Hefe. AvrBs3 und Hax3 mit
der Substitution der nativen AD zur VP16-AD aktivierten ebenfalls auf ca. 30 % reduziert das
GUS-Reportergen (GeiBler et al., 2011). Dabei besteht zwischen der nativen AvrBs3-AD und
der VP16-AD keine As-Sequenzhomologie (Szurek et al., 2001). Interessanterweise konnte in
vorangegangenen Experimenten fiir AvrBs3AAD:VP16-AD gezeigt werden, dass diese
Substitution der VP16-AD eine schwache HR in resistenten Paprikapflanzen induzierte
(Szurek et al., 2001). Ahnliche Experimente zeigten auch eine Komplementation mit
AvrXalOAAD:VP16-AD in Reis (Zhu et al., 1999). Dort gelang die Komplementation auch
nach der Substitution mit einer minimalen Version der VP16-AD (20 As) (Zhu et al., 1999).
Diese besteht nur noch aus der zweiten Subdomine der VP16-AD, welche fur die
transkriptionelle Aktivierung erforderlich ist und eine autonome Transkriptionsaktivitét hat

(Sullivan et al., 1998; Uesugi et al., 1997).

Diese Substitution der AD in den TAL-Effektoren bestitigte, dass die AD essentiell ist und
zeigte, dass eine Geninduktion nach der Deletion der AD auf ca. 20 % im Vergleich zum
nativen TAL-Effektor zu schwach ist, um eine makroskopisch sichtbare Resistenzreaktion
auszulosen (Szurek et al., 2001; Zhu et al., 1999). Im Gegensatz dazu konnte mit der auf ca.
30 % reduzierten Induktion durch die TALAAD:VP16-AD-Konstrukte eine bzw. eine
abgeschwichte Resistenzreaktion beobachtet werden (Szurek et al., 2001; Zhu et al., 1999).
Somit ist die AD entscheidend fiir die induzierte Transkriptmenge und sollte an den

befallenen Wirt angepasst sein.

Die durch die TAL-Effektoren AvrBs3 und Hax3 induzierte Transkriptmenge in den
menschlichen Zellen wurde auch stark durch die AD beeinflusst. Die spezifische

Geninduktion mit der substituierten VP16-AD war hierbei am stidrksten (GeiBler ef al., 2011).
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Jedoch war auch die native AD in der Lage die Transkription zu induzieren. Dabei war die
Luciferaseaktivitit im Vergleich zu der VP16-AD auf ca. 30 % reduziert (Geiller et al.,
2011). Der Austausch der nativen AD gegen die heterologe GAL4-AD verringerte die
Luciferaseaktivitit auf ca. 20 %. Eine dhnlich schwache Aktivitdt (ca. 10 %) konnte durch
TAL-Effektoren mit deletierter AD nachgewiesen waren (Geilller et al., 2011). Somit konnte
die spezifische Geninduktion durch die Xanthomonas TAL-Effektoren auf das humane
System {iibertragen werden. Dabei vermittelte die AD aus einem humanpathogenen Virus die

beste Geninduktion in den menschlichen Zelllinien (GeiBler et al., 2011).

In parallelen Arbeiten konnte ebenfalls im humanen System gezeigt werden, dass TAL-
Effektoren die Geninduktion mit einer fiir das humane System angepassten AD stimulierten
(Miller et al., 2010; Zhang et al., 2011; Mussolino et al., 2011). Dabei wurde die AD
entweder substituiert (Zhang et al., 2011; Mussolino et al., 2011) oder die VP16-AD an den
C-Terminus des TAL-Effektors (trotz der nativen AD) fusioniert (Miller et al., 2010). Die
Fusion der VP16-AD an den vollstindigen C-Terminus (278 As) des TAL-Effektors TALE13
wies dabei eine dhnlich hohe Reportergeninduktion auf, wie zwei C-terminal verkiirzte
Varianten (133 As bzw. 95 As) ohne native AD mit Fusion der VP16-AD (Miller et al.,
2010). TALE13 bewirkte dabei eine ca. 70-fach stirke Reportergenindukion als die Kontrolle
mit TALE13Arepeats bzw. ganz ohne TAL-Effektor. Eine AAD-Variante wurde nicht als
Kontrolle einbezogen (Miller et al., 2010). In &dhnlichen Experimenten wiesen AvrBs4-
Derivate mit verkiirzten N- und C-terminalen Bereichen und der Fusion mit der VP16-AD
ebenfalls eine etwa 70-fach gesteigerte Reportergeninduktion im Vergleich zur Leer-
Kontrolle auf (Mussolino et al., 2011). Bei der Substitution der nativen NLS und nativen AD
durch eine auf das Sidugetiersystem angepasste NLS des groflen Simian Virus (SV40)
T-Antigen und der kiinstlichen AD VP64, konnte in einem Fluoreszenz-basierten
Reportersystem analog die spezifischen Geninduktion gezeigt werden (Zhang et al., 2011).
Diese Daten zeigten, dass TAL-Effektoren in menschlichen Zellen ebenfalls Zielsequenzen
erkennen und die Transkription induzieren, wobei eine an das humane System angepasste AD
die Induktion deutlich steigert (GeiBler et al., 2011). Die AD kann dabei am TAL-Effektor

wie ein Modul ausgetauscht werden, ohne dass die Erkennung beeintrichtigt wird.

Es konnte zudem in der vorliegenden sowie in parallelen Arbeiten auch die Induktion von
Endogenen in den humanen Zellen durch TAL-Effektoren demonstriert werden (GeibBler et

al.,2011; Miller et al., 2010; Zhang et al., 2011). Die Induktion von unterschiedlichen Genen,
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wie NTF3, IFNIlo IFN1S, PUMA, SOX2 oder KLF4 wurde durch kiinstlich generierte TAL-
Effektoren, die eine VP16-AD besallen, ausgelst. Dabei war eine zwei- bis zwanzigfach
hohere Geninduktion im Vergleich zur Kontrolle ohne TAL-Effektor in der RT-PCR
nachweisbar (Geiller et al., 2011; Miller et al., 2010; Zhang et al., 2011). Somit sind die
TAL-Effektoren in der Lage auch in heterologen Organismen spezifisch chromosomale DNA-

Zielsequenzen zu binden und die Transkription des 3‘-gelegenen Endogens zu induzieren.

In weiterfithrenden Arbeiten wire es interessant die Transkriptionsinitiation auch in anderen
eukaryotischen Organismen zu untersuchen. Dafiir eignen besonders sich Modellorganismen
wie Miicke (Anopheles spp.), Fadenwurm (Caenorhabditis elegans), Obstfliege (Drosophila
melanogaster), Zebrabiarbling (Danio rerio) und Ratte (Rattus spp.). In den letzten Monaten
wurden TAL-Effektor-Derivate, sogenannte TALEN (Kapitel 4.7), in einem GroBteil dieser
Organismen untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass TALEN ihre jeweilige Zielsequenz in C.
elegans (Wood et al., 2011), D. rerio ((Huang et al., 2011; Sander et al., 2011) und Rattus

spp. (Tesson et al., 2011) spezifisch erkennen.

In den Untersuchungen der verschiedenen eukaryotischen Organismen fehlte bis vor kurzem
neben den Anopheles spp. und D. melanogaster noch ein weiterer klassischer

Modellorganismus: die Béackerhefe (S. cerevisiae).

In dieser Arbeit sollte die spezifische Geninduktion anhand eines Reportergens in
S. cerevisiae quantifiziert werden. Dafiir wurden verschiedene lacZ-Reporterkonstrukte mit
der AvrBs3ypazo-Box und der Hax3-Box erstellt. Diese sollten durch die AvrBs3- und Hax3-
Derivate induziert werden und die Expression des lacZ nachweisbar sein. Allerding konnte
trotz der Nutzung verschiedener Vektorsysteme, Promotorsequenzen bzw. Abstinde zwischen
der entsprechenden TAL-Box und ATG keine spezifisch gesteigerte Geninduktion durch

AvrBs3 oder Hax3 gezeigt werden.

In vorangegangenen Y 1H-Studien konnte hingegen gezeigt werden, dass AvrBs3 fusioniert
mit der GAL4-AD die AvrBs3ypa20-Box in vivo bindet (Kay et al., 2009) und dass AvrBs3
die Transkription des HIS3-Reportergens initiiert (Hahn, 2009). Ausgehend von diesen
Experimenten hitte die Induktion des lacZ-Reportergens theoretisch stattfinden sollen. Ein
Unterschied zu den vorherigen Y1H-Studien besteht in der N-terminalen Fusion des TAL-

Effektors mit GFP. Diese Fusion konnte sich in S. cerevisiae storend auf die Interaktion mit
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der DNA auswirken, obwohl ein solcher Effekt in der Pflanze und den menschlichen

Zelllinien nicht beobachtet werden konnte.

In den vorangegangenen Experimenten war an AvrBs3 und die AvrBs3-Derivate ein
C-terminales FLAG-Epitop fusioniert, was die Erkennung und Geninduktion anscheinend
nicht beeintrichtigte (Hahn, 2009). Die AvrBs3AAD-Konstrukte waren in der Lage, dhnlich
wie das native AvrBs3, die Induktion der Transkription zu induzieren (Hahn, 2009). Die
Induktion durch einen TAL-Effektor scheint somit in S. cerevisiae nicht der C-terminalen AD
abhingig zu sein. Das deutet auf eine andersartige Induktion der Transkription hin. In der
Pflanze oder im tierischen System erfolgt die transkriptionelle Induktion nur mit einer AD
(GeibBler et al., 2011; Miller et al., 2010; Szurek et al., 2001; Zhu et al., 1998). Die zuvor
demonstrierte spezifische Induktion des Wachstumsreporters HIS3 ldsst sich moglicherweise
durch eine hohere Sensitivitit erkldren, d.h. dass bei diesem System bereits geringe
Transkriptraten bzw. geringen Mengen des Proteins geniigten, um ein Wachstum der

Hefezellen zu gewihrleisten (Hahn, 2009).

In dieser Arbeit konnte mit dem experimentellen Ansatz keine spezifische Geninduktion
durch verschiedene TAL-Effektoren in S. cerevisiae gezeigt werden. Die Geninduktion durch
TAL-Effektoren in S. cerevisiae scheint einem anderen Mechanismus als in der Pflanze oder
tierischen Zellen zu unterliegen. Jedoch konnte die Erkennung und Bindung von
Zielsequenzen durch TALEN (ndheres im Kapitel 4.7) im Hefe-Stamm YPHS500 gezeigt
werden (Cermak et al., 2011; Li et al., 2011). Einerseits wurde durch die TALEN die DNA-
Sequenz von zwei lacZ-Genfragmenten wieder hergestellt, so dass lacZ exprimiert werden
konnte (Cermak et al., 2011; Li et al., 2011). Andererseits wurden durch designte TALEN
auch Modifikationen im Hefe-Genom vorgenommen (Li et al., 2011). Somit konnte erneut die
Erkennung und Bindung der TAL-Effektoren bzw. von TALEN in Hefe demonstriert werden.
Die spezifische Geninduktion in Hefe durch einen TAL-Effektor scheint jedoch von mehr als
der Bindung abhingig zu sein. Dies deutet darauf hin, dass die Geninduktion in Hefe sehr
komplex ist. Die transkriptionelle Induktion folgt in den Hefestimmen womoglich einem
anderen Mechanismus als in andern Eukaryoten. Der generelle Mechanismus der
Geninduktion in Hefe konnte von weiteren Faktoren abhiingig sein oder weist mehr bzw.
andere Komponenten fiir die Transkriptionsinitiation auf, die womdoglich nicht in der Lage
sind mit dem TAL-Effektor zu interagieren. Denkbar wiare auch, dass TAL-Effektoren als

~fremd* erkannt werden und dass diese Proteine zu schnell abgebaut werden, als die
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Transkription stabil induziert werden kann. Moglicherweise muss die Position der TAL-Box
in der Promotorsequenz eine bestimmte Stelle einnehmen, damit ein Zusammenspiel mit den
Transkriptionsfaktoren erfolgen kann. In weiterfithrenden Studien sollte untersucht werden,
welche Promotorsequenzen oder Komponenten der Transkriptionsmaschinerie in Hefezellen
fiir die transkriptionelle Induktion generell und besonders im Bezug auf TAL-Effektoren nétig

sind.

4.7 Biotechnologische Aspekte von TAL-Effektoren
Kiinstlich generierte TAL-Effektoren stellen ein neues Werkzeug dar, um gezielt Gene zu
aktivieren. Dadurch konnen genregulatorische Prozesse und Signalwege in einem Organismus
von Interesse untersucht werden. Neben der Nutzung der TAL-Effektoren als kiinstliche
Transkriptionsaktivatoren, kann die TAL-repeat-Region als programmierbare DNA-
Bindedoméne mit anderen funktionellen Einheiten wie Endonukleasen kombiniert und in der
Biotechnologie genutzt werden. Dadurch konnten sequenzspezifisch Verdnderungen in der

DNA vorgenommen und gezielte Genom-Modifikation generiert werden.

Gegenwirtig werden fiir solche Modifikationen Zink-Finger-Nukleasen (ZFN) genutzt
(Osakabe et al., 2010; Zhang et al., 2009). Zink-Finger-Proteine sind DNA-bindende
Proteine, enthalten Zink und greifen die DNA wie mit Fingern (Klug, 2010). Dabei kénnen
sich die Finger-Motive mehrfach im Protein wiederholen (Klug, 2010). Ein Zink-Finger
besteht dabei aus zwei B-Faltblittern sowie einer o-Helix und bindet an drei Bp. Dabei
interagieren die As eins, drei und sechs der Helix mit drei Nukleotiden des kodierenden
Strangs, sowie die As zwei der Helix mit einem Nukleotid vom nicht-kodierenden Strang
(Isalan et al., 1997; Isalan et al., 1998). Zink-Finger-Proteine wurden eingesetzt um gezielt
Gene zu aktivieren bzw. zu reprimieren oder nach der Fusion mit der FokI-Nuklease als ZFN
zu modifizieren (Klug, 2010). ZFN wurden bereits fiir zielgerichtete Genommodifikationen in
verschiedenen Organismen, darunter A. thaliana, Drosophila spp. und C. elegans, genutzt
(Maeder et al., 2008; Osakabe et al., 2010; Zhang et al., 2009). Nach dem Spalten der DNA
durch die ZFN entstehen Mutationen (InDels) durch non-homologous end joining (NHEJ)
oder Sequenzaustausche durch die Reparatur iiber homologe Rekombination (HDR,
homology-directed repair) (Puchta und Hohn, 2010). Die homologe Rekombination kann zur
Markierung eines Gens iiber kleine, definierte Anderungen (Punktmutationen) oder zur

Versetzung eines Gens in eine gezielte Genom-Region genutzt werden (Porteus, 2009).
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Die DNA-Bindung ist bei den ZFN abhingig von der Spezifitit der Nachbar-Zink-Finger.
Nicht immer kann eine ZFN an ihre Zielsequenz binden und die Nuklease-Aktivitit eingesetzt
werden (Kim et al., 2010; Ramirez et al., 2008). Deswegen miissen multiple ZFNs generiert
werden und hinsichtlich ihrer Bindung und Nuklease-Aktivitit untersucht werden, bevor die
ortsspezifische Modifikation der Endogene erfolgen kann (Porteus, 2009; Shukla et al., 2009;
Townsend et al., 2009).

Die Kombination von TAL-Effektoren mit der enzymatischen Domine der FokI-Nuklease
wurde in parallelen Arbeiten generiert und untersucht, wodurch sogenannte TALEN (TAL-
Effektor-Endonukleasen) entstanden (Cermak et al., 2011; Christian et al., 2010; Hockemeyer
et al.,2011; Huang et al., 2011; Li et al., 2010; Li et al., 2011; Mahfouz et al., 2011; Miller et
al., 2010; Mussolino et al., 2011). Fiir die Spaltung doppelstringiger DNA muss in der ZFN
bzw. TALEN ein FokI-Dimer vorliegen, wobei TALEN-Homodimere eine palindromische
Sequenz und TALEN-Heterodimere unterschiedliche Erkennungssequenzen haben (Klug,

2010, Miller et al., 2010).

Die Spaltung der DNA kann mit TALENs spezifischer und universeller erreicht werden als
mit den ZFN, da die Erkennung und damit auch die DNA-Modifikation auf das Nukleotid
genau erfolgt. Die Genommodifikation erfolgt analog zu den ZFN durch die Reparatur des
NHEJ oder HDR (Urnov et al., 2010). Die Spaltung der DNA ist dabei nur von dem Abstand
(meist 15 bis 24 Bp) der TALN-Monomere abhédngig (Cermak et al., 2011; Christian et al.
2010; Hockemeyer et al., 2011; Li et al., 2010; Mahfouz et al., 2011; Miller et al., 2011).
Unterschiedliche DNA-Modifikationen durch TALEN wurden in verschiedenen Organismen
gezeigt. Dazu gehort das pflanzliche System (Cermak et al., 2011; Christian et al., 2010; Li et
al., 2010; Mahfouz et al. 2011), die humanen Zellen (Miller et al., 2011; Cermak et al., 2011;
Hockemeyer et al., 2011), aber auch der Zebrabarbling (Huang et al., 2011; Sander et al.,
2011), der Fadenwurm (Wood et al., 2011) und die Ratte (Tesson et al., 2011).

Die Nutzung von TALEN hat den entscheidenden Vorteil, dass sie anhand der Zielsequenz
sehr spezifisch die DNA erkennen und binden. Zusitzlich sind sie programmierbar und leicht
zu generieren. Damit konnen anhand spezieller Genommodifikation weitere Fragestellungen
untersucht werden. Ein Beispiel ist die Herstellung und Charakterisierung von knock out—
Mutanten (vgl. Tesson et al., 2011). Auch ob bekannte, genombedingte Erbkrankheiten durch
Stammzell-Modifikationen behandelt werden konnten, kann unter Anwendung dieser

Strategie analysiert werden.
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Der Einsatz von TAL-Effektoren oder deren Derivaten bietet sich an, denn die repeat-Region
kann durch die golden TAL technology sehr schnell auf jede beliebige Sequenz angepasst
werden (GeiBler et al., 2011). Auch die in anderen Laboren verfiigbaren ,,Baustein-Sets*
konnen fiir die Generierung von TAL-Effektoren genutzt werden (Cermak et al., 2011; Li et
al., 2011; Morbitzer et al., 2011; Weber et al., 2011; Zhang et al., 2011). Somit stellen sie
einen multifunktionalen Geneditierungsfaktor mit spezifischer programmierbarer DNA-
Bindesequenz dar und koénnen in der Zukunft eine breite Anwendung in biotechnologischen

Fragestellungen finden.
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6 Anhang

AAAACTGGTAAAATGGTAAGAAAAAAATATATAAAAAAATAGCCTTATTAAAATTTATATCTCCTATTTCTCTATCCAAACTACACGGATGAAG
CTTATTIGTTATTCATCCACCCTTTITTICTCAATTCTGTCCTATTTCTTGTGCATGAAACTTCTCCATCTTGTAATCGGATAAATCATACCCAAAT
TTTTTCTTTCTGAAAACATATATACCCGAACATTAATTACTATCGTCCTTTCTCCTAATTTTGTTAAGAAACATGTTTGTTTGTTTTTAGTACT
GAAAAAGGATGGAGATACTTGCTAGATCCTATGAACCTTTTICTCTCTAGGACAAATCAGTAACCAAACAATAACTTAGCAAATTAAGCACGACA
GCTAATACATAAAATGTGGATATCAAACATGCACGTCACTTICCTTTTTTCCGTCACGTGTTTTTATAAATTTTCTCACATACTCACACTCTICTA
TAAGACCTCCAATCATTTGTGAAACCATACTATATATACCCTICTTCCTTGACCAATTTACTTATACCTTTTACAATTTIGTTTATATATTTTACG
TATCTATCTTTGTTCCATG (At1G56650) "

Abbildung 6-1: Ausschnitt der intergenischen Sequenz stromaufwérts von At1G56650 aus
A.thaliana. UTR ist kursiv dargestellt, die TATA-Box ist durch Unterstreichung hervorgehoben. Zwei
Hax2-Boxen (gelb hinterlegt) mit je sieben Fehlpaarungen befinden sich stromaufwérts von
At1G56650. Dabei befindet sich Box 1 -481 bis -458 Bp und die Box2 -130 bis -107 Bp vor dem ATG.

At1G56650 AAAACTGGTAAAATGGTAAGAAAAAAATATATAAAAAAATAGCCTTATTAAAATTTATAT 2340
Hax2 = = e
At1G56650 CTCCTATTTCTCTATCCAAACTACACGGATGAAGCTTATTGTTATTCATCCACCCTTTTT 2400
Hax2 TGTTATTCTCACACTCTCCTT 21

* ok ok ok k ok ok k * k x * x * x
At1G56650 CTCAATTCTGTCCTATTTCTTGTGCATGAAACTTCTCCATCTTGTAATCGGATAAATCAT 2460
Hax?2 AT 23

*
At1G56650 ACCCAAATTTTTTCTTTCTGAAAACATATATACCCGAACATTAATTACTATCGTCCTTTC 2520
Hax?2
At1G56650 TCCTAATTTTGTTAAGAAACATGTTTGTITTGTTTTTAGTACTGAAAAAGGATGGAGATAC 2580
Hax?2
At1G56650 TTGCTAGATCCTATGAACCTTTTCTCTCTAGGACAAATCAGTAACCAAACAATAACTTAG 2640
Hax?2
At1G56650 CAAATTAAGCACGACAGCTAATACATAAAATGTGGATATCAAACATGCACGTCACTTCCT 2700
Hax?2
At1G56650 TTTTTCCGTCACGTGTTTTTATAAATTTTCTCACATACTCACACTCTCTATAAGACCTCC 2760
Hax2 TGTTATTCTCACACTCTCCTTAT——————~—
* K*khk Ak Kk Kk Kk hkkkk * *

At1G56650 AATCATTTGTGAAACCATACTATATATACCCTCTTCCTTGACCAATTTACTTATACCTTT 2820
Hax?2
At1G56650 TACAATTTGTTTATATATTTTACGTATCTATCTTTGTTCCATG 2863"
Hax?2

Abbildung 6-2: Sequenzvergleich von At1G56650 mit der Hax2-Box. “Im Sequenzvergleich
konnten zwei Hax2-Boxen (gelb hinterlegt) mit je sieben Fehlpaarungen (rot) identifiziert werden. Die
Boxen befinden sich -481 bis -458 Bp und -130 bis -107 Bp stromaufwarts des ATG von At1G56650.
Das Sequenzaligment  wurde mit  dem Programm ClustalW Version 2.0.12
(http://'www.ebi.ac.uk/clustalw/) und den Standardeinstellungen durchgefihrt.
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ATACAATTTATTTTTAATCGAATCTATGGCATCTTCTTCTTCTTCTTCTGCAAGTAATTCAAAGTATTATCCTCGATGGAAGT
ACGTTGTTTTTCTAAGTTTCAGAGGTGAAGACACTCGAAAAACATTTACAGGTCACTTATACGAAGGTTTGAGAAATAGAGGA
ATAAACACATTTCAAGATGATAAAAGACTAGAGCATGGAGATTCAATTCCAAAAGAACTCTTGAGAGCTATAGAAGATTCTCA
AGTTGCACTTATCATTTTICTCAAAGAATTATGCTACATCTAGGTGGTGCTTGAATGAACTAGTGAAGATCATGGAATGCAAAG
AGGAAGAAAATGGACAAACAGTCATACCGATCTTTTATAATGTGGATCCATCACATGTTCGATACCAAACTGAAAGCTTTGGA
GCAGCATTTGCCAAACACGAATCAAAGTATAAGGATGATGTTGAGGGGATGCAGAAGGTGCAAAGATGGAGAACTGCCCTAAC
TGCTGCCGCAAATCTAAAAGGATATGATATCCGTAACGGGTTAGTTGAATACACATAATTACTTTTAATGTTTTTACTGTTAA
AAAGGCATAGTCCAATCAATTTAATTAGAGAAGATACATAAAAGTCCAAAAAACTATTCAAGTTTTGCAACTTCCATACTTGA
AAACTATAGAGTATTGTTATTACCTGAACTATTCTATTTCCTATTTAATACCCTGCTGATTATTAACAATATATATAGAGTAT
ATGAAATACTTGTTGGTATTTGACTTTCTTACATTGTCCACAATCAATTTTCTTCTTTATGTAGGATTGAATCAGAGAATATT
CAGCAGATCGTAGATTGCATCTCTITCCAAATTTTGTACGAATGCTTATTCTTTATCTTTTTTGCAAGATATTGTGGGAATAAA
TGCTCACTTAGAGAAACTAAAATCGAAACTTCAAATAGAAATCAATGATGTTCGGATTTTAGGGATCTGGGGAATAGGCGGAG
TCGGTAAAACAAGAATAGCAAAAGCCATTTTTGATACTCTATCTTATCAATTTGAAGCTTCTTGTTTTCTTGCTGATGTTAAA
GAATTTGCAAAAAAGAATAAACTGCATTCTTTACAAAATATTICTTCTCTCTGAACTGTTAAGGAAAAAAAATGATTACGTCTA
CAACAAGTATGATGGAAAGTGTATGATTCCAAACAGACTTTGTICTTTGAAGGTTCTAATTGTGCTTGATGATATAGATCATG
GTGATCAGATGGAGTATTTAGCAGGTGATATTTGTTGGTTTGGTAATGGCAGCAGAGTTATTGTAACAACTAGAAACAAACAT
TTGATAGAGAAAGATGATGCGATATACGAAGTGTCTACACTGCCTGATCATGAAGCTATGCAATTATTCAATATGCATGCTTT
TAAAAAAGAAGTTCCAAATGAGGATTTTAAGGAGTTGGCGTTAGAGATAGTAAATCACGCTAAAGGCCTCCCTTTAGCCCTCA
AGGTGTGGGGCTGTTTATTGCATAAAAAAAATCTCTICTTTATGGAAAATAACAGTAGAGCAAATAAAGAAAGACTCTAATTCA
GAAATTGTTGAACAACTCAAAATAAGTTATGATGGGTTGGAGTCCGAAGAGCAGGAAATATTTTTAGATATAGCATGTTTICTT
CCGCGGAGAGAAAAGAAAAGAGGTCATGCAAATTCTTAAGAGTTGTGACTTTGGAGCTGAATACGGATTGGATGTTCTGATTA
ATAAATCTICTTGTGTTCATATCTGAAAATGACAGGATTGAAATGCATGATTTGATTAGAGATATGGGTAGATATGTGGTGAAA
ATGCAAAAGCTTCAGAAAAAACGTAGCAGAATATGGGATGTTGAAGATTTCAAAGAAGTGATGATAGACTATACGGTAAGTAA
GCTTAACAATGCAATGATATTTAATTTCTAATTTTTATATTCCAAGGAACTTATAGGCTAATCAATACAGTTTATGAATAATT
GACTCATTGATCTTITATACCAGGGGACCATGACAGTGGAAGCAATCTGGTTTAGTTGCTTTGAAGAAGTACGTTTTAATAAGG
AGGCAATGAAAAAAATGAAAAGGCTTAGGATATTACACATATTTGATGGTTTTGTCAAATTCTTCTICTTCGCCTCCCTCTTCC
AATTCCAATGATTCAGAAGAAGAAGATGATTCCTACGACTTAGTCGTAGATCACCATGATGACTCTATTGAGTACCTGTCCAA
TAACTTGCGTTGGTTAGTCTGGAATCACTATTCTTGGAAGTCATTGCCAGAAAATTTTAAACCAGAAAAGCTTGTTCATCTTIG
AACTCCGTTGGAGTTCGCTTCATTATTTATGGAAGAAAACAGAGGTAACATTATTATTTACTTTACTTACCCTCCTCCAGGAG
CTTCAACCCCTTTTGCTCTCTTATTTACTCGAACCCACAACCTTTTGGGTTGGAAGTGAGGGTGCTCAACTCCCTCTTGTCAT
TTTTGGTCTGACACAAAGATCATTATTICTTTCTCTATTTTGAATAACAGCATTTGCCGTCTCTACGAAAGCTAGATCTCAGCT
TATCTAAAAGTCTGGTGCAAACACCAGATTTCACGGGGATGCCAAATTTGGAGTATTTGAATCTGGAGTACTGTAGTAAGCTT
GAAGAGGTTCACTATTCCCTAGCATATTGCGAAAAACTCATTGAGTTAAATTTGAGTTGGTGTACAAAGCTTAGGAGATTTCC
ATATATTAACATGGAATCTCTTGAATCTICTGGATCTACAATATTGCTATGGTATAATGGTGTTTCCAGAAATCATCGGAACGA
TGAAGCCGGAGTTAATGATTCTCTCAGCAAACACTATGATAACTGAACTACCATCATCTCTTCAGTACCCAACTCATCTCACA
GAGCTAGATTTGAGTGGCATGGAAAACCTTGAAGCTCTTCCAAGCAGCATTGTCAAGTTGAAAGATTTGGTGAAGCTAAATGT
GTCGTACTGCTTAACGCTTAAAAGCTTGCCTGAAGAGATTGGTGATTTAGAAAACTTGGAGGAACTTGATGCTTCGCGTACTC
TAATTTCACAGCCTCCATCTTCCATTIGTCCGCTTGAACAAGCTTAAATCCTTGAAGTTAATGAAACGAAACACATTAACAGAT
GATGTGTGCTTTGIGTTTCCTCCTIGTGAATAACGGGTTACTCTCATTGGAAATTCTGGAGCTCGGTTCCTCCAATTTCGAAGA
TGGAAGAATTCCGGAAGATATTGGATGTTTATCCTICTTTGAAAGAGTTACGTCTCGAGGGAGATAATTTCAATCATTTGCCTIC
AAAGCATAGCCCAACTTGGTGCACTTCGATTCTTATACATAAAAGATTGCAGGAGTCTTACAAGTCTGCCAGAATTTCCACCG
CAATTAGATACAATATTTGCAGATTGGAGCAATGATTTGATCTGTAAGTCACTGTTTCTAAATATCTCATCATTCCAACATAA
CATCTCTGCTTCAGATTCGTTGTCGTTAAGAGTGTTTACGAGTTTGGGGAGTAGTATCCCAATCTGGTTCCACCATCAGGGAA
CAGATACAAGTGTTTCAGTCAATTTGCCTGAAAACTGGTATGTATCAGATAACTTCTTGGGATTCGCTGTATGTTACTATGGC
AATTTAACTGAGAACACAGCTGAATTGATTATGAGTTCTGCAGGGATGCCATGTATCACCTGGAAACTTTTGTTATCGAATCA
TTCAGAATGTACATATATTAGGATTCATTTTTTCTTIGGTACCTTTTGCTGGCTTATGGGATACATCTAACGCCAATGGTAAAA
CACCAAATGACTATAAGCACATTATGTTATCTTTITCCTCAAGAATTGAAGGAGTGTGGAGTTICGTTTGTTCTATGAAGATGAA
TCTGTGCTTGAGACCACCAATGATGAACTTACCATTGGGGTAAGGAGGATCAGATACGACGACGACGATAGTGAACATTATGA
GGAGGCTGGTTGTTICCTCTTCTAAGAAACAAAGATCATAATATAGGTATATAAACTTGTGATCACTTGCTGTTTGTTATTAAT
AATTCATTTCGATGCTCTATGTGGTTGTTAAATATCTCTCATGTTATGACAGGGAGCAGAGGCGGAGCCAGAATTTTCAATAA
GAGGGCTCAAAATCTGTAGAAATAGATAGCTGAAGGGGTTTGACATCTTACTATATATATACATATAAACTTATTTTAACCAT
GTATAAATAATATAATTTTTCGTCGAATGGGGTTTGGATGAACCCCTTCTATGAAGGTACAATGAAGCATCAATCAAAGTGTG
AGACAGTGGAGGAACGTTCACATATAGCAAACATAAAAATCATATTTGTATGTTATAGTTATAGTTAGCATCATTGTAAATTT
TGTACAAATGTTTCAGTTCTTTATTAATTCATTTTGTACATTGTAAATTTGTATAATAACATCTGTATTTGTATAATTATAAG

* ok k

TGTATATGATGAATATATATGTATATATATACTTTTCTCTCG ’

Abbildung 6-3: Sequenz von Bs4.

Die UTR ist kursiv dargestellt und Intron-Sequenzen sind gelb hinterlegt. Genutzte
Sequenzabschnitte fir Hax3-Box-GUS-Reporterkonstrukte sind fettgedruckt und unterstrichen. Die
Oligonukleotide fiir sq RT-PCR sind unterstrichen, das Amplifikationsprodukt ist grau hinterlegt.

Quelle: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/AY438027.1:
Lycopersicon esculentum bacterial spot disease resistance protein 4 (Bs4) gene, Bs4-MM allele,
complete cds; GenBank: AY438027.1; CDS (26..537,812..1901,2015..2368,2540..4024)
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Anhang

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

ATACAATTTATTTTTAATCGAATCTATGGCATCTTCTTCTTCTTCTTCTGCAAGTAATTC

————————————————————————— ATGGCAGCTTICTTCTTCTT---CTGCGAGTAATTC
dok ok ok ok ok Kok ok ok ok ok ok ok ok kK Kok kk kokokok ok Kok ok

AAAGTATTATCCTCGATGGAAGTACGTTGTTTTTCTAAGTTTCAGAGGTGAAGACACTCG
AAAGTATTATCCTAGATGGAAGTACGTTIGTGTTTCTAAGTTTCAGAGGTGAAGACACTCG

hhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhhkhk hhkrhhkhkhhkhkhkhhkhkrkhkhk hhkhhhkrkhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkhkkhkkhkdxhkxk

AAAAACATTTACAGGTCACTTATACGAAGGTTTGAGAAATAGAGGAATAAACACATTTCA
AAAAACATTTACAGGTCACTTATACGAAGGTTTGAGAAATAGAGGAATAAACACATTTCA

hhkhkhkhkhk kA hhkhAhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrkhhkrkkhkkhkdxhkxk

AGATGATAAAAGACTAGAGCATGGAGATTCAATTCCAAAAGAACTCTTGAGAGCTATAGA
AGATGATAAAAGACTAGAGCATGGAGATTCAATTCCAAAAGAACTCTTGAGAGCTATAGA

hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkrkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrkhhkrkkhkkdxhkxk

AGATTCTCAAGTTGCACTTATCATTTTCTCAAAGAATTATGCTACATCTAGGTGGTGCTT
AGATTCTCAAGTTGCACTTATCATTTITCTCAAAGAATTATGCTACATCTAGGTGGTGCTT

hhkhkhkkhkhkhkhk A hhkrhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkhkrhhkrkkhkkhkdxhkxk

GAATGAACTAGTGAAGATCATGGAATGCAAAGAGGAAGAAAATGGACAAACAGTCATACC
GAATGAACTAGTGAAGATCATGGAATGCAAAGAGGAAGAAAATGGACAAACAGTCATACC

hhkhkhkhkhkhkhkhkhk A hhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkrkhhkrkkhkkhkdxkkxk

GATCTTTTATAATGTGGATCCATCACATGTTCGATACCAAACTGAAAGCTTTGGAGCAGC
GATCTTTTATAATGTGGATCCATCACATGTTCGATACCAAACTGAAAGCTTTGGAGCAGC

KA AR AR A AR A A AR AR A AR A A A AR A KA I KA A AR A KR AR A A A AR A IR A AR AR AR AR A AR, X kK

ATTTGCCAAACACGAATCAAAGTATAAGGATGATGTTGAGGGGATGCAGAAGGTGCAAAG
ATTTACCCAACACGAATTAAAGTATAAGGATGATGTITGAGGGGATGCAGAAGGTGCAAAG

KAKXK kk KAAXKAAKRAXAKA KA AKRAKRAIAAA AR AR A A A A A A AR A A A A A A AR AR AR A A AR,k kK

ATGGAGAACTGCCCTAACTGCTGCCGCAAATCTAAAAGGATATGATATCCGTAACGGGTT
ATGGAGAACTGCCCTAACTGCTGCCGCAAATCTAAAAGGATATGATATCCGTAACGGGTT

KA AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A I A A AR A KA A A A AR AR A A AR AR A AR A AR, XKk

AGTTGAATACACATAATTACTTTTAATGTTTTTACTGTTAAAAAGGCATAGTCCAATCAA
AGTTGAATACACATAATTACTTTTAATGTTTTTACTGTTAAAAAGGCATAGTCCTATCAA

KA A KA KRNI IR A AR A AR A AR A A A AR A KA I KA A AR AR A AR A XA A AR A AR A AR AR AR AR Kx A Ak kK

TTTAATTAGAGAAGATACATAAAAGTCCAAAAAACTATTCAAGTTTTGCAACTTCCATAC
TTTAATTAGAGAAGATACATAAAAGTCCAAAAAACTATTCAAGTTTTGCAACTTCCATAC

KA AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A I A A AR A KR AR A A A AR AR A A A AR A XA A A AR, KKK

TTGAAAACTATAGAGTATTGTTATTACCTGAACTATTCTATTTCCTATTTAATACCCTGC
TTGAAAACTATAGAGTGTTGTTATTACCTGAACTATACTATTTCCTGTTTAATACCCTGC

KAXKAKRKAIAAAXAA AR AKX *AAAIAKRAKRAIAAAAA KA I A, KA XA hhkkdhk KA *khkhAAr kA kxk k%

TGATTATTAACAATATATATAGAGTATATGAAATACTTGTTGGTATTTGACTTTCTTACA
TGATTATTAACAATATATATAGAGTATATGAAATACTTGTTGATATTTGACTTTCTTACA

Ak hkhkhkhkhkhkhk A hhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhkhkrhkhkhkhkdx drxkkhkrhhkrkhkhhkkhkdxhkxk

TTGTCCACAATCAATTTTCTTCTITTATGTAGGATTGAATCAGAGAATATTCAGCAGATCG
TTGTICCACAATCAATTTTCTTCTTTATGTAGGATTGAATCAGAGAATATTCAGCAGATCA

hhkhkhkhkhk kA hkkhkhkhhkrhkhkrhhkhkhkhkhhkrhhkrhhkrhkhkhkhdkhkrhhkrhkhkrhkhkhkhkdhkxkhkxkkx*x

TAGATTGCATCTCTITCCAAATTTTGTACGAATGCTTATTCTTTATCTTTTTTGCAAGATA
TAGATTGCATCTCTTCCAAATTTTGTACGAATGCTTATTCTTTATCTTTTITTGCAAGATA

hhkhkhkhkhkhkhkhhk A hhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkrkhhkrkkhkkdxhkxk

TTGTGGGAATAAATGCTCACTTAGAGAAACTAAAATCGAAACTTCAAATAGAAATCAATG
TTGTGGGAATAAATGCTCACTTAGAGAAACTAAAATCCAAACTTCAAATAGAAATCAATG

hhkhkhkhkhk kA hkkhkhkhhkrkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkkhkhkhhkdx dhkhkrhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkkhkdxhkxk

ATGTTCGGATTTTAGGGATCTGGGGAATAGGCGGAGTCGGTAAAACAAGAATAGCAAAAG
ATGTTAGGATTTTAGGGATTTGGGGAATAGGCGGAGTCGGTAAAACAAGAATAGCAAAAG

hhkhkhkk hhkhkkhhkhkrhkhkrkhk hhkhkhhhkhrhkhkrhkhkhhhkrkhkhkhhkrhkhkrhkhkrhhkrkkhkkhkdxhkxk

60
32

120
92

180
152

240
212

300
272

360
332

420
392

480
452

540
512

600
572

660
632

720
692

780
752

840
812

900
872

960
932

1020
992
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Anhang

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

CCATTTTTGATACTICTATCTTATCAATTTGAAGCTTCTTGTTTTCTTGCTGATGTTAAAG
CCATTTTTGATACTATATCTTATCAATTTGAAGCTTCTTGCTTTCTTGCTGATGTTAAAG

hhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkhkdx Khrhkhkhhhkhkhhhkhkrhkhkrhkhkhkhkhkrkhhkh *hkhkrhkhkrhhkrkhkhhkkhkdhkxk

AATTTGCAAAAAAGAATAAACTGCATTCTTTACAAAATATTCTTICTICTCTGAACTGTTAA
AATTTGCAAAAAAGAATAAACTGCATTCTTTACAAAATATTCTTICTICTCTGAACTGTTAA

hhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkhkrhhkrkkhkkhkdxhkxk

GGAAAAAAAATGATTACGTCTACAACAAGTATGATGGAAAGTGTATGATTCCAAACAGAC
GGAAAAAAAATGATTACGTCTACAACAAGTACGATGGGAAGTGTATGATTCCGAACAGAC

hhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkhkrhhkrhhkhkhkhkhkkhkhkhhkrhkhkdx dhhkhhkdx *hkkhkrhkhkrhkkhkrhhkrkhk *khkdkkxk

TTTGTTCTTTGAAGGTTCTAATTGTGCTTGATGATATAGATCATGGTGATCAGATGGAGT
TTTGTTCTTTGAAGGTGCTAATTGTGCTTGATGATATAGATCATGGTGATCAGATGGAGT

hhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkhkrkhkh hhkhkhhkhkhhkhhkrhkhkrhkhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkrkhhkrkkhkkhkdxhkxk

ATTTAGCAGGTGATATTTIGTTGGTTTIGGTAATGGCAGCAGAGTTATTGTAACAACTAGAA
ATTTAGCAGGTGATGTTTGTTGGTTTIGGTAATGGCAGCAGAGTTATTGTAACAACTAGAA

hhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkhkdx drhhkhhhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkkhkkdxhkxk

ACAAACATTTGATAGAGAAAGATGATGCGATATACGAAGTGTCTACACTGCCTGATCATG
ACAAACATTTGATAGAGAAAGATGATGCGATATACGAAGTGTCTACACTGCCTGATCATG

hhkhkhkhkhk kA hk A hhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkhkrkhhkrkkhkkhkdxhkxk

AAGCTATGCAATTATTCAATATGCATGCTTTTAAAAAAGAAGTTCCAAATGAGGATTTTA
AAGCTATGCAATTATTCAATATGCATGCTTTTAAAAAAGAAGTTCCAAATGAGGATTTTA

KA AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR A KA IR A AR A KR A A A A A A AR A A A A A A AR AR AR A AR, K kK

AGGAGTTGGCGTTAGAGATAGTAAATCACGCTAAAGGCCTCCCTTTAGCCCTCAAGGTGT
AGGAGTTGGCGTTAGAGATAGTAAATCACGCTAAAGGCCTCCCTTTAGCCCTCAAGGTGT

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR A KA IR A AR A R AR A A A AR AR A A A AR AR AR A A AR A kKK

GGGGCTGTTTATTGCATAAAAAAAATCTCTCTTTATGGAAAATAACAGTAGAGCAAATAA
GGGGCTGTTTATTGCATAAAAAAAATCACTCTTTATGGAAAATAACAGTAGAGCAAATAA

KAKXKAKRKAIAKAAXAKAAKRAXAKAAAAAKRAKAKIKA A A AR A A AA A A AR A I A A A A AR A XA AR A A XK, XKk

AGAAAGACTCTAATTCAGAAATTGTTGAACAACTCAAAATAAGTTATGATGGGTTGGAGT
AGAAAGACTCTAATTCAGAAATTGTTGAACAACTCAAAATAAGTTATGATGGGTTGGAGT

KA AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR AR A I A A AR A KA A A A A A AR A IR A A A AR AR AR A A ARk kK

CCGAAGAGCAGGAAATATTTTTAGATATAGCATGTTTCTTCCGCGGAGAGAAAAGAAAAG
CCGAAGAGCAGGAAATATTTTTAGATATAGCATGTTTCTTCCGCGGAGAGAAAAGAAAAG

KA AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A I A A AR A KR A A A A A A AR A IR A A A AR AR AR A A XK Ak kK

AGGTCATGCAAATTCTTAAGAGTTGTIGACTTTGGAGCTGAATACGGATTGGATGTTCTGA
AAGTCATGCAAATTCTTAAGAGTTGTIGACTTTGGAGCTGAATACGGATTGGATGTTCTAA

K AR AR AR A A A A AR A A A A A A AR A KA I A A AR AR A A A AR A AR A A A A A AR AR A A A AR KX K

TTAATAAATCTCTTGTIGTTCATATCTGAAAATGACAGGATTGAAATGCATGATTTGATTA
TTAATAAATCTCTTGTIGTTCATCTCTGAAAATGATAGGATTGAAATGCATGATTTGATTA

hhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkhkrhhkrhkhkhkhk hhkhkkhkrhkkhkrhhkh dhkhhhkkhrhkhkrhkkhkrhhkrkhkhkhkkhkdxhkxk

GAGATATGGGTAGATATGTGGTGAAAATGCAAAAGCTTCAGAAAAAACGTAGCAGAATAT
GAGATATGGGTAGATATGTGGTGAAAATGCATAAGCTTCAGAAAAAACGTAGCAGAATAT

hhkhkhkhkhkhkhkhkkhk A hhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkdx dhhhkrhkhhhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkhkhkhkkhkdxhkxk

GGGATGTTGAAGATTTCAAAGAAGTGATGATAGACTATACGGTAAGTAAGCTTAACAATG
GGGATGTTGAAGATTTCAAAAAAGTGATGATAGACTATACAGTAAGTAAGT—————————

hhkhkhkhkhkhkhkhkkrhkhkrhkkhkhkhkhkh dhkhkrhkhkhhhkrkhkrhkkhkrhkkhkrxkhk *khkhkhkxkkx

CAATGATATTTAATTTCTAATTTTTATATTCCAAGGAACTTATAGGCTAATCAATACAGT

—AATGATATTTAATTTCTAATTTTTATATTCCAAGGAATGTATAGACTAATTAATACAGT
hokkkkkkkkhkkhkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkk  kkkkk hhkkkk hokkkkxkk

TTATGAATAATTGACTCATTGATCTTTATACCAGGGGACCATGACAGTGGAAGCAATCTG
TTATGAATAATTGACTCATTGATCTTITATACCAGGGGACCATGACAGTGGAAGCAATCTG

hhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhkhkhkhhkrhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkdxhkxk

1080
1052

1140
1112

1200
1172

1260
1232

1320
1292

1380
1352

1440
1412

1500
1472

1560
1532

1620
1592

1680
1652

1740
1712

1800
1772

1860
1832

1920
1883

1980
1942

2040
2002
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Anhang

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

GTTTAGTTGCTTTGAAGAAGTACGTTTTAATAAGGAGGCAATGAAAAAAATGAAAAGGCT
GTTTAGTTGCTTTGAAGAAGTATGTTTTAATAAGGAGGCAATGAAAAAAATGAAAAGGCT

hhkhkhkhkhkhkhkhkkhhhkrhkhkrhhkhkhk hhhkhkrhkkhkrhkhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrkhhkrkkhkkhkdxhkxk

TAGGATATTACACATATTTGATGGTTITTGTCAAATTCTTCTCTTCGCCTCCCTCTTCCAA
TAGGATATTACACATATTTGATGGTTITTGTCAAATTCTTCTCTTICGCCTCCCTCTTCCAA

hhkhkhkhkhkhkhkhkk A hhkrhhkrhhkhkhhkhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrkhhkrkkhkkhkdxhkxk

TTCCAATGATTCAGAAGAAGAAGATGATTCCTACGACTTAGTCGTAGATCACCATGATGA
TTCCAATGATTCAGAAGAAGAAGATGTTTCCTACGACTTAGTCGTAGATCACCATGATGA

hhkhkhkhkhkhkhkhkkhk A hhkrhhkrhhkhkhkhkhkhhkh *hkhkrhkhhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkkhkkhkdxhkxk

CTCTATTGAGTACCTGTCCAATAACTTGCGTTIGGTTAGTCTGGAATCACTATTCTTGGAA
CTCTATTGAGTACCTGTCCAATAACTTGCGTTIGGTTAGTCTGGAATCACTATTCTTGGAA

hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkrkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrkhhkrkkhkkdxhkxk

GTCATTGCCAGAAAATTTTAAACCAGAAAAGCTTGTTCATCTTGAACTCCGTTGGAGTTC
GTCATTGCCAGAAAATTTTAAACCAGAAAAGCTTGTTCATCTTGAACTCCGCTGGAGTTC

hhkhkhkhkhkhkhkhkhk A hhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrkhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkx *hkkhxkkxk

GCTTCATTATTTATGGAAGAAAACAGAGGTAACATTATTATTTACTTTACTTACCCTCCT
GCTTCATTATTTATGGAAGAAAACAGAGGTAACATTATTATTTACTTTACTTACCCTCCT

hhkhkhkhkhk kA hk A hhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkhkrkhhkrkkhkkhkdxhkxk

CCAGGAGCTTCAACCCCTTTTGCTICTCTTATTTACTCGAACCCACAACCTTTTGGGTTGG
CCAGGAGCTTCAACCCCTTCTIGCTCCCTTATTAACTCGAACTCGCAACCTTTTGGGTTGG

KAXKAKNKAIAAAXAA AKX XA KX *hkk hk *AA*kk Ak *hkkdkrAkhkhhkk, * *A*kk k*kkhkhAkkhrkk,k*x%

AAGTGAGGGTGCTCAACTCCCTCTTGTCATTTTTGGTCTGACACAAAGATCATTATTICTT
AAGTGAGGGTGCTCAACTCCCTCTTGTICATTTTTGGTCTAACACAGAGATCATTATTICTT

KAKXKAKRKAIAKAAXAKAAKRA XA A A A AR A XA I A A XA A AR KA A AA A AKX K*hhkk k *hkk rhkhhAhkrkkxk k%

TCTCTATTTTGAATAACAGCATTTGCCGTCTCTACGAAAGCTAGATCTCAGCTTATCTAA
TCTCTATTTTGAATAACAGCATTTGCCGTCTCTACGAAAGCTAGATCTCAGCTTATCTAA

KA AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR AR A I A A A A AR A A A A A A AR AR A A A AR AR AR AR KKK

AAGTCTGGTGCAAACACCAGATTTCACGGGGATGCCAAATTTGGAGTATTTGAATCTGGA
AAGTCTGGTGCAAACACCAGATTTCACGGGGATGCCAAATTTGGAGTATTTGAATCTGGA

KA AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR AR A I A A AR A KA A A A A A AR A IR A A A AR AR AR A A ARk kK

GTACTGTAGTAAGCTTGAAGAGGTTCACTATTCCCTAGCATATTGCGAAAAACTCATTGA
GTACTGTAGTAAGCTTGAAGAGGTTCACTATTCCCTAGCATATTGCGAAAAACTCATCGA

KA A KA KR A A A A AR AR A AR A A A AR AR A I AA AR A KA A A A A A AR AR A A A AR AR AR A XKk, kK

GTTAAATTTGAGTTIGGTGTACAAAGCTTAGGAGATTTCCATATATTAACATGGAATCTCT
GTTAAATTTGAGTTGGTGTACAAAGCTTAGGAGATTTCCATATATTAACATGGAATCTCT

KA A KR AR A AR AR A AR A AR A AR AR A KR A I A A AR A KA A A A A A AR A IR A A A AR A XA A A XK, KKK

TGAATCTCTGGATCTACAATATTGCTATGGTATAATGGTGTTTCCAGAAATCATCGGAAC
TGAATCTCTGGATCTACAATATTGCTATGGTATAATGGTGTTTCCAGAAATCATCGGAAC

hhkhkhkhkhk kA hk A hhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrkhhkrkkhkkhkdxhkxk

GATGAAGCCGGAGTTAATGATTCTCTCAGCAAACACTATGATAACTGAACTACCATCATC
AATGAAGCCGGAGTTAATGATTCTCTCAGCAAACACTATGATAACTGAACTACCATCATC

kA hkhkrkhhkrhhkhkhkhkhkrhhkrhkhkrhkhkhkhkdAhhkrhhkrhkhkrhkhkhkhdkhkhkrhkhkrhhkrkkhkkdxhkxk

TCTTCAGTACCCAACTCATCTCACAGAGCTAGATTTGAGTGGCATGGAAAACCTTGAAGC
TCTTCAGTACCCAACTCATCTCACAGAGCTAGATTTGAGTTGCATGGAAAACCTTGAAGC

hhkhkhkhkhkhkhkhkhk A hhkrhkhkrhhkhkhhkhkhkhkhhkrhkkhkrhkhkhkhhkhkhhkh *rhkhkrhkkhkrhhkrkhkhhkkhkdxhkxk

TCTTCCAAGCAGCATTGTCAAGTTGAAAGATTTGGTGAAGCTAAATGTGTCGTACTGCTT
TCTTCCAAGCAGCATTGTCAAGTTGAAAGATTTGGTGAAGTTAAATGTGTCGTACTGCTT

hhkhkhkhkhkhkhkhkk A hhkrhhkrhhkhkhhkhkkhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhhkh *hkhkrhkhkrhhkrkhkhhkkhkdxhkxk

AACGCTTAAAAGCTTGCCTGAAGAGATTGGTGATTTAGAAAACTTGGAGGAACTTGATGC
AACGCTTAAAAGCTTGCCTGAAGAGATTGGTGATTTAGAAAACTTGGAGGAACTTGATGC

hhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhkhkhkhhkrhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkdxhkxk

2100
2062

2160
2122

2220
2182

2280
2242

2340
2302

2400
2362

2460
2422

2520
2482

2580
2542

2640
2602

2700
2662

2760
2722

2820
2782

2880
2842

2940
2902

3000
2962

3060
3022
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Anhang

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

Bs4-L.e.
Bs4-L.p.

TTCGCGTACTCTAATTTCACAGCCTCCATCTTCCATTGTCCGCTTGAACAAGCTTAAATC
TTCGCGTACTCTAATTTCACAGCCTCCATCTTCCATTGTCCGCTTGAACAAGCTTAAATC

hhkhkhkhkhkhkhkhkhAhhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrkhhkrkkhkkhkdxhkxk

CTTGAAGTTAATGAAACGAAACACATTAACAGATGATGTGTIGCTTTGTGTTTCCTCCTGT
CTTGAAGTTAATGAAACGAAACACATCATTAGATGATGTGTGCTTGGTGTTTCCTCCGGT

hhkrxhkhkhkhk Ak rhkkrhkkrhkhkhkhkhkhkxkx *x khkrkhkhkhkkhkhkhkkrhkkhkrk *hkhkhkkhkhkrkkkhk **k

GAATAACGGGTTACTCTCATTGGAAATTCTGGAGCTCGGTTCCTCCAATTTCGAAGATGG
GAATAACGGGTTACTCTCATTGGAAATTCTGGAGCTCGGTTCCTCCAATTTCATAGATGG

hhkrkhkhkhkhkhkhkrAhhkrhhkrhkhkhkhkdAhkhkrhhkrhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkrhkkhkhkkxkhkkx*x*k * K x k ok x

AAGAATTCCGGAAGATATTGGATGTTITATCCTCTTTGAAAGAGTTACGTCTCGAGGGAGA
AAGAATTCCGGAAGATATTGGCTGTTTATCCTCTTTGAAAGAGTTACGTCTCGAGGGAGA

hhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkhkrhkhkrhhkhkkh dhhhkhkrhkhkrhkhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrkhhkrkhhkkhkdxhkxk

TAATTTCAATCATTTGCCTCAAAGCATAGCCCAACTTGGTGCACTTCGATTCTTATACAT
TAATTTCAATCATTTGCCTCAAAGCATAGCCCAACTTGGTGCACTTCGATTCTTGTACAT

hhkhkhkkhkhkhkhkhk A hhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhkhkrkhkkkx *kk*xk

AAAAGATTGCAGGAGTCTTACAAGTCTGCCAGAATTTCCACCGCAATTAGATACAATATT
AAAAGATTGCAGGAGTCTTACACGTCTGCCAGAATTTCCACCGCAATTGGATACAATATT

hhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkhkrhkhkrhhkhkhk hhhkhkrhkhkrhhkhhkhkrkhkhkhhkrhkhkrhkhkdx drxkhkhkkhkdxhkxk

TGCAGATTGGAGCAATGATTTGATCTIGTAAGTCACTGTTTCTAAATATCTCATCATTCCA
TGCAGATTGGAGCAATGATTTGATCTGTAAGTCACTGTTTCAAAATATCTCATCATTCCA

KA KK AKRKA AR A KR KAAKRA AR A A A AR A KNI I KA A AR A KR A A A A A A AR, A hk A A A A A A A AKX Ak kK

ACATAACATCTCTGCTTCAGATTCGTITGTCGTTAAGAGTGTTTACGAGTTTGGGGAGTAG
ACATAACATCTCTGCTTCAGATTCGTITGTCGTTAAGAGTGTTTACGAGTTTGGGGAGTAA

KA AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR A KA A A A AR AR A I A A AR AR A A A A A A AR A A A AR AR A XK

TATCCCAATCTGGTTCCACCATCAGGGAACAGATACAAGTGTTTICAGTCAATTTIGCCTGA
CATCCCAAGTTGGTTCCACCATCAAGGAACAGATACAAGTGTITTCAGTCAATTTGCCTGA

*kkkk Kk Kk KAKXKAKRAKRKAAKAKAAKN *AAIAAAKA AR A I A A A A AR A XA IR A IR A KA A A XA AKX

AAACTGGTATGTATCAGATAACTTCTITGGGATTCGCTGTATGTTACTATGGCAATTTAAC
AAATTGGTATGTATCAGATAACTTCTITGGGATTCGCTGTATGTTACTATGGCAATTTAAT

KAKX AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KA I A A AR AR A A A A A A AR A A A A A AR A A A A A A AR A XK

TGAGAACACAGCTGAATTGATTATGAGTTCTGCAGGGATGCCATGTATCACCTGGAAACT
TGAGAACACAGCTGAATTGATTATGAGTTCTGCAGGGATGCCATGTATCACCTGGAAACT

KA AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A I A A AR A KR A A A A A A AR A IR A A A AR AR AR A A XK Ak kK

TTTGTTATCGAATCATTCAGAATGTACATATATTAGGATTCATTTTTTCTTGGTACCTTT
TTTGTTATCGAATCATTCAGAATGTACATATATTAGGATTCATTTTTTCTTGGTACCTTT

KA A KR AR A AR AR A AR A AR A AR AR A KR A I A A AR A KA A A A A A AR A IR A A A AR A XA A A XK, KKK

TGCTGGCTTATGGGATACATCTAACGCCAATGGTAAAACACCAAATGACTATAAGCACAT
TGCTGGCTTATGGGATACATCTAACGCGAATGGTAAAACACCAAATGACTATAAGCACAT

hhkhkhkhkhkhkhkhkhk A hkhkrhhkrhhkhkhhkhkhhkkhkhk hhkrhkhkhhhkrkhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkkhkkhkdxhkxk

TATGTTATCTTTTCCTCAAGAATTGAAGGAGTGTGGAGTTCGTTTGTTCTATGAAGATGA
TATGTTATCTTTTCCTCCAGAATCGAAGGAGTGTGGAGTTCGTTTGTTCTATGAAGATGA

hhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkhkrhhkdx dhhkhhkd dhkhkrhhkrhkhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkkhkkhkdhkxk

ATCTGTGCTTGAGACCACCAATGATGAACTTACCATTGGGGTAAGGAGGATCAGATACGA
ATCTTTGCTTGAGACCACCAATGATGAACTTACCATTGGGGTAAGGAGGATCAGATACGA

hhkhkhk khkhkhkk A hhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkkrkhhkrkkhkkhkdxhkxk

CGACGACGATAGTGAACATTATGAGGAGGCTGGTTGTTCCTCTTCTAAGAAACAAAGATC
CGACGACGATAGTGAACATTATGAGGAGGCTAGTTGTTCCTCTTCTAAGAAACAAAGATC

hhkhkhkhkhkhkhkhkkhk A hhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkdx dhkhhkrkhkhhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkhkhhkkhkdxhkxk

ATAATATAGGTATATAAACTTGTGATCACTTGCTGTITTGTTATTAATAATTCATTTCGAT

3120
3082

3180
3142

3240
3202

3300
3262

3360
3322

3420
3382

3480
3442

3540
3502

3600
3562

3660
3622

3720
3682

3780
3742

3840
3802

3900
3862

3960
3922

4020
3982
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Anhang

Bs4-L.e. GCTCTATGTGGTTGTTAAATATCTCTCATGTTATGACAGGGAGCAGAGGCGGAGCCAGAA 4140
Bs4-L.p. = @ oo
Bs4-L.e. TTTTCAATAAGAGGGCTCAAAATCTGTAGAAATAGATAGCTGAAGGGGTTTGACATCTTA 4200
Bs4-L.p. = @ —omm oo
Bs4-L.e. CTATATATATACATATAAACTTATTTTAACCATGTATAAATAATATAATTITTCGTCGAA 4260
Bs4-L.p. = @ —omm oo
Bs4-L.e. TGGGGTTTGGATGAACCCCTTCTATGAAGGTACAATGAAGCATCAATCAAAGTGTGAGAC 4320
Bs4-L.p. = @ —omm oo
Bs4-L.e. AGTGGAGGAACGTTCACATATAGCAAACATAAAAATCATATTITGTATGTTATAGTTATAG 4380
Bs4-L.p. = @ momm oo
Bs4-L.e. TTAGCATCATTGTAAATTTTGTACAAATGTTTCAGTTCTTTATTAATTCATTTTGTACAT 4440
Bs4-L.p. = @ oo
Bs4-L.e. TGTAAATTTGTATAATAACATCTGTATTTGTATAATTATAAGTGTATATGATGAATATAT 4500
Bs4-L.p. = oo
Bs4-L.e. ATGTATATATATACTTTTCICTCG 4524 '+ "

Bs4-L.p. = —ommmmmm

Abbildung 6-4: Sequenzvergleich von Bs4 aus L. esculentum und L. pennellii.

Darstellung der Sequenzunterschiede zwischen Bs4 aus L. esculentum (L.e.) und dem nicht HR-
induzierenden Bs4 aus L. pennellii (L.p.) Der grau hinterlegte Bereich wurde flr die Amplifikation in
der sq RT-PCR genutzt. Das Sequenzaligment wurde mit dem Programm ClustalW Version 2.0.12
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) und den Standardeinstellungen durchgefihrt.

Quellen:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/AY438027.1
Lycopersicon esculentum bacterial spot disease resistance protein 4 (Bs4) gene, Bs4-MM allele,
complete cds; GenBank: AY438027.1; CDS (26..537, 812..1901, 2015..2368, 2540..4024)
http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/AY438028.1
Lycopersicon pennellii bacterial spot disease resistance protein 4 (Bs4) gene, bs4-pen2963 allele,
exons 1 through 4 and partial sequence; GenBank: AY438028.1; CDS (<1..509, 784..1877,
1977..2330, 2502..>3986)
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Tabelle 6-1: Plasmidliste

174!

Resis-

Vektor Insert tenz Name Beschreibung Verwendung Referenz
Effektorkonstrukte, Entry-Vektoren
Minimaler Hax3-
minimaler Hax3-Effektor mit NI-NG-repeats, Effektor NI-NG, flr
PCR8 Hax3-NING spec PC3SE26 nach Esp3l-cut-ligation in pCR8 Klonierung kiinstlicher A. Landgraf
ArtXs, Entry
PCR-Mutagenese von pC3SE26 (Hax3 NI- Minimaler Hax3-
Hax3- NG) von AL mit Oligonukleotiden Effektor NI-HD, fir . .
PCR8 | NING_HD#o2 | SPSC PC3NIHD NG_115_HD und NG_115_HD-R zu Klonierung kiinstlicher | D'€S€ Arbeit
minimalen Hax3-Effektor mit NI-HD-repeats ArtHDs, Entry
L . Forschungs-
Esp3l-cut-ligation, pPC3SE26 mit 10,5 .
Kinstlicher Effektor gruppenprak-
pCR8 X1 #AR42 spec pCX1 repeats, NI NN HD NI\IJ\IGNl NI HD NG NN HD AriX, Entry tikum (FGP) A,
Richter
Esp3l-cut-ligation, pPC3SE26 mit 10,5
repeats, NI NN HD NI NI NG NG NN NG HD Kinstlicher Effektor . .
PCR8 X2 #ARS8.1 spec PCX2 SA NG; repeat-Region Stul-Agel in pCX7,5 ArtX7, Entry Diese Arbsit
umkloniert
Esp3l-cut-ligation, pPC3SE26 mit 12,5 I
PCRS X3 #AR59 spec PCX3 repeats, NI HD NI NN NN HD NI NG NN NI | Kanstlicher Effektor FGP A.
ArtX4, Entry Richter
NG NG NG
Esp3l-cut-ligation, pPC3SE26 mit 10,5 I
oCR8 X4 #AR83 spec pCX4 repeats, NI NG NN NG NN NI NI NG NN NI K“”X“'Cher Effektor FGP A.
NG rtxX8, Entry Richter
Esp3l-cut-ligation, pPC3SE26 mit 12,5 .
oCR8 X5 #AL88 spec pCX5 repeats, NI NG NG HD NG NN NN NN NI Hp | Kanstlicher Effektor FGP A.
ArtX1, Entry Richter
NN NG NG
Esp3l-cut-ligation, pPC3SE26 mit 12,5 .
CR8 X6 #AL96 spec pCX6 repeats, NI NG NN HD NN NN NG HD HD K“”Etr't';ger;‘;‘;ektor ';%Etgr'
HD NG HD NG » =Ny
Esp3l-cut-ligation, pPC3SE26 mit 10,5
oCR8 X7 #AL136.1 spec pCX7 SA repeats, NI NI NG HD NN NG NN HD NG NN Kinstlicher Effektor Diese Arbeit

NG; repeat-Region Stul-Agel in pCX7,5
umkloniert

ArtX9, Entry




GCl

Resis-

Vektor Insert tenz Name Beschreibung Verwendung Referenz
Esp3l-cut-ligation, pPC3SE26 mit 12,5
repeats, NI NI NG NN HD HD HD HD NN NN Kinstlicher Effektor . .
PCR8 X8 #L138.1 spec pCX8 SA HD NG NG; repeat-Region Stul-Agel in ArtX5, Entry Diese Arbsit
pCX7,5 umkloniert
Esp3l-cut-ligation, pPC3SE26 mit 10,5 I
PCR8 | X9 #AL161 spec pCX9 repeats, NI NG NN NN NI HD HD NN NG NN K“T”'Cher Eftektor FGP A.
NG rtX10, Entry Richter
Esp3l-cut-ligation, pPC3SE26 mit 12,5 .
oCR8 | X10#AL195 | spec pCX10 repeats, NI NG NN NN NN NG NN HD HD K“”Etr't')c(gerEﬁ‘;‘;ektor ';%Etgr'
HD NG NI NG i
Esp3l-cut-ligation, pC3SE26 mit 4,5 repeats, Kunstlicher Effektor FGP A.
PCR8 | X45#AR78 |  spec pPCX4.5 NI NN NI NI NG ArtX4,5, Entry Richter
Esp3l-cut-ligation, pC3SE26 mit 5,5 repeats, Kunstlicher Effektor FGP A.
PCR8 | X55#AR80 |  spec PCX5,5 NI HD NG NN NI NG ArtX5,5, Entry Richter
Esp3l-cut-ligation, pPC3SE26 mit 6,5 repeats, —
pCR8 X6.5 spec pCX6.5 SA NI NG NN NN NN NG NG: repeat-Region | unstlicher Effektor FGP A.
#AR102.1 . X ArtX6,5, Entry Richter
Stul-Agel in pCX7,5 umkloniert
Esp3l-cut-ligation, pC3SE26 mit 7,5 repeats, Klnstlicher Effektor FGP A.
PCR8 | X7.5#AL67 |  spec PCX7.5 NI NG NN HD NN NG NN NG ArtX7,5, Entry Richter
Box-Promotorfusionen fiir Reporterkonstrukte, Entry-Vektoren
Klonierung des PCR-Produktes mit den
oENTRD | C18_1#4 kan PEC18_1 Oligonukleotiden PolyC_18_1 und ArtHD-BoXpTEVOr 75 | Diese Arbeit
Bs4PR/B01_Xba in pENTR-D b pBs4, =Ny
Klonierung des PCR-Produktes mit den
oENTRD | C18_2#10 kan PEC18_2 Oligonukleotiden PolyC_18_2 und ArtiD-Box pBS vor 65 | Diese Arbeit
Bs4PR/B01_Xba in pENTR-D b pBs4, ENtry
Klonierung des PCR-Produktes mit den Hax2-Box TT vor 75-1
pENTR D P12F kan pEP12F Oligonukleotiden P12F und Bs4PR/B01_Xba Diese Arbeit
. Bp pBs4, Entry
in pENTR-D
Klonierung des PCR-Produktes mit den Hax3-Box vor 75-1 B
pENTR D P13F kan pEP13F Oligonukleotiden P13F und Bs4PR/B01_Xba P Diese Arbeit
. pBs4, Entry
in pENTR-D
Klonierung des PCR-Produktes mit den Hax4-Box vor 75-1 B
pENTR D P14F kan pEP14F Oligonukleotiden P14F und Bs4PR/B01_Xba P Diese Arbeit

in pENTR-D

pBs4, Entry




9CI

Resis-

Vektor Insert tenz Name Beschreibung Verwendung Referenz
Klonierung des PCR-Produktes mit den A+ Hax3-Box vor 75-1
pENTR D P13G#3 kan pEP13G Oligonukleotiden P13G und Bs4PR/B01_Xba Diese Arbeit
. Bp pBs4, Entry
in pENTR-D
Klonierung des PCR-Produktes mit den G+ Hax3-Box vor 75-1
pENTR D P13H#1 kan pEP13H Oligonukleotiden P13H und Bs4PR/B01_Xba Diese Arbeit
. Bp pBs4, Entry
in pENTR-D
Klonierung des PCR-Produktes mit den G+ Hax3-Box vor 75-1
pENTR D P131#3 kan pEP13I Oligonukleotiden P13l und Bs4PR/B01_Xba * Diese Arbeit
: Bp pBs4, Entry
in pENTR-D
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD | P12GA #1 kan PEP12GA Oligonukleotiden P13GA und Haxg Box GAYer 751 | Diese Arbeit
Bs4PR/B01_Xba in pENTR-D b pEsa, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD | P12GC #2 kan PEP12GC Oligonukleotiden P13GC und Hax2 Box SCvor 751 1 Diese Arbeit
Bs4PR/B01_Xba in pENTR-D P pEsa, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
oENTRD | P12GG#2 kan PEP12GG Oligonukleotiden P13GG und Haxg Box SGYor 751 | Diese Arbeit
Bs4PR/B01_Xba in pENTR-D b p=s4, ENtry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
OENTRD | P12GT #4 kan OEP12GT Oligonukleotiden P13GT und Flaxe-Box STYOT 751 | Diese Arbeit
Bs4PR/B01_Xba in pENTR-D b p=s4, ENtry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTRD | PT13PESIP30 |y PEp300.N Oligonukleotiden P13F_p300_revund | Hax3-B0x vor 800226 | - piece arpeit
' P13F p300 in pENTR-D P pES4, ENlry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTR D P13F5824p22 kan pEp225 Oligonukleotiden P13F_p225_rev und Haxg-BOésv;réi?-‘l 5T Diese Arbeit
' P13F p225 in pENTR-D p pbs4, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTR D P13F§324p1 5 kan pEp150 Oligonukleotiden P13F_p150_rev und Ha>é3—Bcg<s:/lolrE:]t5rO-76 Diese Arbeit
' P13F p150 in pENTR-D p pbs4, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
P13FBs4Exo . : Hax3-Box vor 624-500 . .
pENTR D n1/15 kan pEP13FEx1 Oligonukleotiden Bs4_Ex1_F und Bp Bs4, Entry Diese Arbeit

Bs4_Ex1_R in pENTR-D




LTI

Resis-

Vektor Insert tenz Name Beschreibung Verwendung Referenz
Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTRD | P13FBSAEX0 |y OEP13FEx3 Oligonukleotiden Bs4_Ex3_F und Dax3 Box vor 2435 | Diese Arbeit
Bs4 Ex3 R in pENTR-D p B84, Eniry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTRD | FAXEDOXT-2 |y pEHax4 NG_A Oligonukleotiden Hax4_NG_A und Plaxd Sox BI0 B YO" | Diese Arbeit
— Bs4PR/B01_Xba in pENTR-D b pBs«, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTR D Ha’,ﬁféméz'z kan pEHax4 NG_C Oligonukleotiden Hax4_NG._C und x4 Sox NS vor | Diese Arbeit
— Bs4PR/B01_Xba in pENTR-D P pEss, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD | Haxe20x3.1 kan pEHax4 NG_G Oligonukleotiden Hax4_NG_G und Hax4 Box FIG_S¥Or | Diese Arbeit
— Bs4PR/B01_Xba in pENTR-D P p=ss, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD | "aX00x43 |y pEHax4 HD_A Oligonukleotiden Hax4 HD_A und rlaxa 50X Hb A VO | Diese Arbeit
— Bs4PR/B01_Xba in pENTR-D P pEss, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTRD | FAXDOXSS |y pEHax4 HD_G Oligonukleotiden Hax4_HD_G und Pax4 Sox FID_SYOr | Diese Arbeit
— Bs4PR/B01_Xba in pENTR-D b p=s4, ENTY
Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTRD | FAXDOX66 |y oEHax4 HD_T Oligonukleotiden Hax4_HD_T und riaxaSox DT Yo' | Diese Arbeit
— Bs4PR/B01_Xba in pENTR-D b pBs4, ENTY
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD | FaXEDOX7.1 kan oEHax4 NI_C Oligonukleotiden Hax4_NI_C und Haxa Box NLCVOr | Diese Arbeit
— Bs4PR/B01_Xba in pENTR-D b pBEs4, ENTY
Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTRD | HeX(0OXE.1 kan pEHax4 NI_G Oligonukleotiden Hax4 NI_G und Haxa Box NG Vo' | piese Arbeit
— Bs4PR/B01_Xba in pENTR-D P pEss, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD | X095 | pEHax4 NI_T Oligonukleotiden Hax4 NI_T und Faxd Sox ILTYOr 751 Diese Arbeit
— Bs4PR/B01_Xba in pENTR-D p pEss, Enlry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTR D Hax4box10.6 kan pEHax4 NS_C Oligonukleotiden Hax4_N_C und Hax4-Box NS_C vor Diese Arbeit

NS_C

Bs4PR/B01_Xba in pENTR-D

75-1 Bp pBs4, Entry




8¢l

Resis-

Vektor Insert tenz Name Beschreibung Verwendung Referenz
Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTRD | HXCBOXIT2 | o pEHax4 NS_G Oligonukleotiden Hax4 N_G und Plaxd Sox IS8 " | Diese Arbeit
— Bs4PR/B01_Xba in pENTR-D b pB=s4, ENTY
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD | MBXW0OXIZ2 | yap oEHax4 NS_T Oligonukleotiden Hax4_N_T und PaxaSox ST VO | Diese Arbeit
— Bs4PR/B01_Xba in pENTR-D P pBs«, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTR D AFmOéM kan | pEARSbox NN_C Oligonukleotiden AK_NN_C und Ao TS YO | Diese Arbeit
— Bs4PR/B01_Xba_Kristinin pENTR-D P pEss, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTRD | AFSROXIS2 1 an | pEARSbox NN_T Oligonukleotiden AK_NN_T und AT YO | Diese Arbeit
— Bs4PR/B01_Xba_Kristinin pENTR-D b pEss, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTRD | AFPROXI33 1 an | pEARSbox NN_A Oligonukleotiden AK_NN_A und PO IR YOT | Diese Arbeit
— Bs4PR/B01_Xba_Kristinin pENTR-D P pEss, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTRD | PBOXASA | i PE4,5Box.1 Oligonukleotiden pBOX_4,5_AR8O und | ATEHSBOXYOE 75T 1 piese rbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=s4, ENtry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTRD | PBOXESA | i PE5,5B0x.2 Oligonukleotiden pBOX_5,5_AR78und | ATESBOXYOE 75T 1 piese arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=s4, ENtry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTRD | PBOXOSA | yan PE6,5B0x.4 Oligonukleotiden pBOX 6,5 AR102und | AMKOSBOXYO 751 | pigge Arpei
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b pBs«, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTR D pB°X6—77’25—AL kan PE7,5B0x.2 Oligonukleotiden pBOX_7,5_AL67 und ATT,S DoXYr 7511 Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=ss, ENlry
Klonierung des PCR-Produktes mit den ArtX6-Box vor 75-1 B
PpENTR D | pBoxpCX1_2 kan pEpCX1boxNeu Oligonukleotiden pBOX_pCX1 und Bs4. Entr P Diese Arbeit
Bs4PR/B01_R in pENTR-D p=ss, Enlry
Klonierung des PCR-Produktes mit den ArtX4-Box vor 75-1 B
PENTR D | pBoxpCX3_1 kan pEpCX3boxNeu Oligonukleotiden pBOX_pCX3 und Pl Diese Arbeit

Bs4PR/B01_R in pENTR-D

pBs4, Entry




6¢Cl

Resis-

Vektor Insert tenz Name Beschreibung Verwendung Referenz
Klonierung des PCR-Produktes mit den
oENTRD | F12GTH kan PEP12GT oX | Oligonukleotiden P12F und Bs4PR/B01_Rin | 1aX2BOXTTVOr 75-1 | 1y Arpeit
0.Xba OENTR-D Bp pBs4, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
oENTRD | F13F3 kan oEP13F.0X | Oligonukleotiden P13F und Bs4PR/B0O1 Rin | Hax3-Boxvor 75-1Bp | oo a it
0.Xba oENTR-D pBs4, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTR D P14F.6 kan OEP14F 0X | Oligonukleotiden P14F und Bs4PR/B01_Rin | ax4BOXvor 75-1Bp | oo it
0.Xba oENTR-D pBs4, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTR D Uio)?gg'1 kan PEU20b 0X Oligonukleotiden U20b in 74 und UP. QZO'BBSOI W Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=s4, ENlry
Klonierung des PCR-Produktes mit den I ]
PENTR D P13F kan PEP13F1a Oligonukleotiden P13F und p225/3_in_74 R | CNimarpBs4A1-3:B4 | o ppeit
swapia/b in pENTR-D mit Hax3-Box, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den I .
pENTRD | _ P18 kan oEP13F1b Oligonukleotiden P13F_p225 und CnimarpBsBiSAt | Diese Arbeit
P p74/3 in 225 Rin pENTR-D » ENtry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
P13Fp225A/ Oligonukleotiden Hax3-Box +T vor 224- . .
PENTR D TA kan PEp225A/T P13F_p225 A/T und P13F_p225_rev in 151 Bp pBs4, Entry | Diese Arbeit
PENTR-D
Klonierung des PCR-Produktes mit den - R
PENTR D SWT %I; ’ kan pEP13F 3a Oligonukleotiden p74/1_in_p225 und g’r:rlm?_lra'?gsgg: 2Er|i? Diese Arbeit
paa. P13Fp225_rev in pENTR-D , Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den - A
PENTR D st: %E 1 kan PEP13F 3b Oligonukleotiden p225/1_in_74 und Emﬂa’igsé@ Erﬁf Diese Arbeit
p30. Bs4PR/B01_R in pENTR-D » Nty
Klonierung des PCR-Produktes mit den - Ro.
pENTR D st: i'; 1 kan pEP13F 4a Oligonukleotiden p74/1.1_in_p225 und th:T:;X%ngy Erl?tzr 4 Diese Arbeit
p*a. P13Fp225_rev in pENTR-D , Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den o
P13F ' ; : Chiméar-pBs4B1-:A2-4 . .
pENTR D swapdb. 1 kan pEP13F 4b Oligonukleotiden p225/1.1_in_p74 und mit Hax3-Box, Entry Diese Arbeit

Bs4PR/B01_R in pENTR-D
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Vektor Insert tenz Name Beschreibung Verwendung Referenz
Klonierung des PCR-Produktes mit den
oENTR D nZlﬁ’égj() kan OEP13K Oligonukleotiden Flax3 Box +AYOl 741 | Diese Arbeit
P13K und Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=s4, ENtry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
oENTR D nz::ﬁlb(oi) kan oEP13L Oligonukleotiden Hax3 Box +C o 741 | Diese Arbeit
P13L und Bs4PR/B01_R in pENTR-D b pBs«, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTR D nzg'\’éé% kan PEP13M Oligonukleotiden Haxs-Box +3Yor 741 | Diese Arbeit
P13M und Bs4PR/B01_R in pENTR-D b pE=s4, ENlry
P13F EP13F 5a swa Klonierung des PCR-Produktes mit den Chimar-
PENTRD | o kan P i Boa P Oligonukleotiden p225/1.2 in p74 und pBs4A1:B2:A3-4 mit | Diese Arbeit
poa. P Bs4PR/B01_R in pENTR-D Hax3-Box,Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den Chimar-
PENTR D st: %E 1 kan pEP1igFB§2 swap Oligonukleotiden p74-1.2 in 225 und pBs4B1:A2:B3-4mit | Diese Arbeit
P9Db. P P13F_p225 rev in pENTR-D Hax3-Box, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den I 0-RA
pENTRD | _P128T kan PEF123T 9a Oligonukleotiden P12GT und ChimarpBsIAT 283 | Diese Arbeit
paa. P P P13F p225 rev in pENTR-D =Ny
Klonierung des PCR-Produktes mit den - AL
pENTRD | D128 kan pEF123T 90 Oligonukleotiden H2 swap3b-F und ChimarpBsB12A3 | Diese Arbeit
p30. P P Bs4PR/B01_R in pENTR-D » Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den - RO
pENTRD | _P128T kan PEF123T 4 Oligonukleotiden H2 swap4a-F und ChimarpBsdhl 824 | Diese Arbeit
paa. P P P13F_p225 rev in pENTR-D » =Nty
Klonierung des PCR-Produktes mit den Cox Ao
pENTR D 85;246'8—1 kan Eﬁ??f;;b Oligonukleotiden H2 swap4b-F und th:?:;)ngz? E'r?tzr 4 Diese Arbeit
pAD. P P Bs4PR/B01_R in pENTR-D » =Ny
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTR D Pﬁi p225 kan PEP13Fp225L Oligonukleotiden P13F_p225 und Hax3-Box yor221 | piese Arbeit
9 Bs4PR/B01_R in pENTR-D b pE=s4, ENlry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
boxArtx2 : . ArtX2-Box A1 vor 75-1 . .
pENTR D A1.2 kan pEboxX2 A1 Oligonukleotiden box ArtX2-A1 und Bp pBs4, Entry Diese Arbeit

Bs4PR/B01_R in pENTR-D
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Vektor Insert tenz Name Beschreibung Verwendung Referenz
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD | POXATX2 kan PEbOXX2 A2 Oligonukleotiden box ArtX2-A2 und Arti2-Box Ao 751 | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=s4, ENtry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD | POXATX2 kan PEbOXX2 A3 Oligonukleotiden box ArtX2-A3 und Ari2-Box A3Yer 751 | Diese Arbeit
: Bs4PR/BO1_R in pENTR-D b pBs«, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD | POXAMX2 kan PEboXX2 Ad Oligonukleotiden box ArtX2-Ad und A& Box PAYOr 751 | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=ss, ENlry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTR D bo:gréx2 kan PEboXX2 A5 Oligonukleotiden box ArtX2-A5 und A2 Box Poor 751 | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=ss, ENlry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTR D bor\,gr:xz kan PEbOXX2 A6 Oligonukleotiden box ArtX2-A6 und A2 Box POYOr 751 | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=s4, ENlry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD | POXAMX2 kan OEboXX2 M1 Oligonukleotiden box ArtX2-M1 und Ar2-Box Miver 751 | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=s4, ENtry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTRD | POXATX2 kan OEbOXX2 M2 Oligonukleotiden box ArtX2-M2 und Ari2-Box Maver 751 | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=s4, ENtry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTRD | POXATX2 kan OEboxX2 M3 Oligonukleotiden box ArtX2-M3 und Ar2-Box M3vor 751 | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b pBs«, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD | DOXAMX2 kan PEboxX2 B Oligonukleotiden box ArtX2-B1 und A2 Box S1Y0r 751 | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b pE=ss, ENlry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD | DOXANX2 kan PEboXX2 B2 Oligonukleotiden box ArtX2-B2 und A2 Box B2vor 751 | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b pE=ss, ENlry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD | DOXAX2 kan PEboxX2 B3 Oligonukleotiden box ArtX2-B3 und Artxééioé‘sgsé’&rrfJ Diese Arbeit

Bs4PR/B01_R in pENTR-D
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Vektor Insert tenz Name Beschreibung Verwendung Referenz
Klonierung des PCR-Produktes mit den Chimaér-pBs4 A1:B2-
P13F swap pEp13F 6a swap Oligonukleotiden p74/1.1_in_p225 und 3:A4 mit Hax3- Diese Arbeit
pENTR D 6a.8 kan im Bs4p p74/3_in_p225_R in pENTR-D Box,Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den Chimér-pBs4 B1:A2-
P13F swap pEp13F 6b swap Oligonukleotiden P225/1.1_in_p74 und 3:B4 mit Hax3- Diese Arbeit
pENTR D 6b.9 kan im Bs4p P13F p225 rev in pENTR-D Box,Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTR D bomgm kan PEAMX1M1 Oligonukleotiden box ArtX1-M1 und ArxIDox M1 () Vor | piese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b pBs4, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTR D b"mrg“ kan PEArMX1M4 Oligonukleotiden box ArtX1-Mé und Xl ox A (B YOr | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b pBs4, ENtry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTR D bol)\‘ﬂ'gr})“ kan PEAMX1MS5 Oligonukleotiden box ArtX1-M5 und At dox o (DY | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b pBs4, ENtry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD | POXAX2 kan OEAMX2M4 Oligonukleotiden box ArtX2-M4 und ArixzSox M# (B) YT | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=s4, ENTY
Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTRD | POX ATX2 kan OEArX2M5 Oligonukleotiden box ArtX2-M5 und AxaSox Mo (D ¥OT | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b pBs4, ENTY
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD | DOX ATXS kan OEAMX4M! Oligonukleotiden box ArtX4-M1 und A Dox M1 (S) YO | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D P pBs«, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTRD | POXATX4 kan PEArX4M4 Oligonukleotiden box ArtX4-Mé und ArxSox 1A () YOT | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b pBs4, ENtry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTR D bomr;m kan PEAMX4MS5 Oligonukleotiden box ArtX4-M5 und X Sox 1o (DY | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b pBs4, ENtry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
box ArtX5 : . ArtX5-Box A1 vor 75-1 . .
pENTR D A1 kan pEArtX5A1 Oligonukleotiden box ArtX5-A1 und Bp pBs4, Entry Diese Arbeit

Bs4PR/B01_R in pENTR-D
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Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTRD | POXATXS kan PEAMX5A2 Oligonukleotiden box ArtX5-A2 und AT Box A2or 751 | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=s4, ENtry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTRD | POXATXS kan PEAMX5A3 Oligonukleotiden box ArtX5-A3 und AT Box 3O 751 | Diese Arbeit
: Bs4PR/BO1_R in pENTR-D b pBs«, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTRD | POXATXS kan PEAMX5A4 Oligonukleotiden box ArtX5-Ad und ADS Box P4 751 | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=ss, ENlry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD | PO% ATXS kan PEAMX5A5 Oligonukleotiden box ArtX5-A5 und AT Box Pouror 751 | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=ss, ENlry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD | PO% ATXO kan PEAMX5A6 Oligonukleotiden box ArtX5-A6 und ADS Box POor 751 | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=s4, ENlry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD | POXATXS kan PEAX5BH Oligonukleotiden box ArtX5-B1 und A Box BTYOr 751 | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=s4, ENtry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
pENTRD | POXAXS kan PEAMX5B2 Oligonukleotiden box ArtX2-B2 und A Box Bavor 751 | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=s4, ENtry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD | POXAXS kan PEAMX5B3 Oligonukleotiden box ArtX2-B3 und A Box B3Yor 751 | Diese Arbeit
: Bs4PR/B01_R in pENTR-D b pBs«, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den Hax2-Box A1 vor 75-1
PpENTR D | box P12 A1.1 kan pEP12A1 Oligonukleotiden box P12F-A1 und Bb pBs4. Entr Diese Arbeit
Bs4PR/B01_R in pENTR-D b pE=s4, ENlry
Klonierung des PCR-Produktes mit den Hax2-Box A2 vor 75-1
pENTR D | box P12 A2.3 kan pEP12A2 Oligonukleotiden box P12F-A2 und Bb pBs4. Entr Diese Arbeit
Bs4PR/B01_R in pENTR-D b pE=s4, ENlry
Klonierung des PCR-Produktes mit den Hax2-Box A3 vor 75-1
pENTR D | box P12 A3.2 kan pEP12A3 Oligonukleotiden box P12F-A3 und Diese Arbeit

Bs4PR/B01_R in pENTR-D

Bp pBs4, Entry
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Klonierung des PCR-Produktes mit den
OENTRD | box P12A4.1|  kan PEP12A4 Oligonukleotiden box P12F-A4 und Haxg Box Pyl 751 | Diese Arbeit
Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=s4, ENtry
Klonierung des PCR-Produktes mit den Hax2-Box A5 vor 75-1
PENTR D | box P12 A5.3 kan pEP12A5 Oligonukleotiden box P12F-A5 und Bb 0Bs4. Entr Diese Arbeit
Bs4PR/B01_R in pENTR-D b pBs«, Entry
Klonierung des PCR-Produktes mit den Hax2-Box A6 vor 75-1
pENTR D | box P12 A6.2 kan pEP12A6 Oligonukleotiden box P12F-A6 und Bb pBs4. Entr Diese Arbeit
Bs4PR/B01_R in pENTR-D b pE=ss, ENlry
Klonierung des PCR-Produktes mit den Hax2-Box B1 vor 75-1
pENTR D | box P12 B1.1 kan pEP12B1 Oligonukleotiden box P12F-B1 und Bb pBs4. Entr Diese Arbeit
Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=ss, ENlry
Klonierung des PCR-Produktes mit den Hax2-Box B2 vor 75-1
pENTR D | box P12 B2.2 kan pEP12B2 Oligonukleotiden box P12F-B2 und Bb pBs4. Entr Diese Arbeit
Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=s4, Enlry
Klonierung des PCR-Produktes mit den
PENTRD |boxP12B3.1| kan PEP12B3 Oligonukleotiden box P12F-B3 und Hax Box B3yl 751 | Diese Arbeit
Bs4PR/B01_R in pENTR-D b p=s4, ENtry
Klonierung des PCR-Produktes mit den UPA20-Box B1 vor 75-
pENTR D U20b_1.2 kan pEU20b_1 Oligonukleotiden box Upa20b_1 und 1 Bp pBs4, Entry Diese Arbeit
Bs4PR/B01_R in pENTR-D (mut zu orginal)
Klonierung des PCR-Produktes mit den UPA20-Box B2 vor 75-
pENTR D U20b_2.3 kan pEU20b_2 Oligonukleotiden box Upa20b_2 und 1 Bp pBs4, Entry (mut Diese Arbeit
Bs4PR/B01_R in pENTR-D zu orginal=optimal)
Reporterkonstrukte bestehend aus Box, Promotor und uidA, Bindrvektoren fiir E. coliund A. tumefaciens
LR-Rekombination von pGWB3 Hax2-Box TT vor 75-1 . .
PGWES P12F 21 kan hyg PG3P12F (promotorlos:uidA) mit pEP12F.2 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
LR-Rekombination von pGWB3 Hax3-Box vor 75-1 Bp . .
pPGWB3 P13F_51 kan hyg PG3P13F1 (promotorlos:uidA) mit pEP13F.5 pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
LR-Rekombination von pGWB3 Hax4-Box vor 75-1 Bp . .
PGWB3 P14F_7.1 kan hyg PG3P14F2 (promotorlos:uidA) mit pEP14F.7 pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
LR-Rekombination von pGWB3 ArtHD-Box p75 vor 75- . .
PGWB3 C18_144.1 kan hyg pG3C18_1 (promotorlos:uidA) mit pEC18_1.4 1 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
PGWB3 C18 2#10.1 kan hyg pG3C18_2 LR-Rekombination von pGWB3 ArtHD-Box p65 vor 65- Diese Arbeit

(promotorlos:uidA) mit pEC18_2.10

1 Bp pBs4, Binarvektor
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Vektor Insert tenz Name Beschreibung Verwendung Referenz
PGWB3 | P12GA#1.1 | kan hyg pG3P12GA (p';sr;g‘fgﬁ;mﬂ;m’togE@S‘éVGB:1 HBa;i'BBS‘Zf oavor7> 1| Diese Arbeit
e | pracorey | tanm | peoeizac | eielomorton von GBS [ 80 SO 10|y
PGWB3 | P12GG#2.1 | kan hyg pG3P12GG (p&?rﬁ%?gﬁg%?;/t\if%o&%?Z\éaBg.z H;;f)-BB;Z o8 vor 151 | piese Arbeit
soves | ety | | oot | (R B OHes TR T T o
e | PO | oy | gm0 | ieielomonain onpOB | 1950105077 | g
oo | PO | vy | s | e vengGSs | e Sor ST | e
e | PSR | (o | PO Gon | L nlomoneton von p GBS | TS St 0 S0225 | e
panes | FISEEO | anng | posprore | ([Aenbntononeon® | Tosertptss | bieso et
o | PIED0 | ooy | pooprarey | Lo pONS: | T B 10 S0 | o
PGWB3 Ha’,ﬁfgﬁ’é‘?z kanhyg | pG3Hax4 NG_C (prgﬁgﬁ‘;‘fgﬁg‘;ﬂ;ﬁ‘;)OE‘HF;EXV,\%_C Haé%—??éprBEZ,vor Diese Arbeit
inarvektor
pans | M1 | anng | posiman A | SRsombitoneneones | e Sbses ™ | bieso et
inarvektor
PGWB3 Ha’,ilg’i’ée” kanhyg | pG3Hax4 NG_G (prc')-rﬁ(')?o‘ﬂ‘oosrf‘lf’ig‘;“%?t‘;JOE”HF;EXVSS_G Haé%—iz!%té%?,vor Diese Arbeit
o | PR | iy | st v | LT oGBS | B0 A0 | e
pGWB3 Ha)|i|4|3bfé5.5 kan hyg pG3Hax4 HD_G (prt&gé?()erirgsr?zy,%ti%?t\;)og HpaEXVS S_G Ha);‘g-?oépH;?B_sa,vor Diese Arbeit

Binarvektor
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Vektor Insert tenz Name Beschreibung Verwendung Referenz
o Hax4-Box HD_T vor
Hax4box6.6 LR-Rekombination von pGWB3 = . .
pGWB3 HD T kan hyg pG3Hax4 HD_T (promotorlos:uidA) mit pEHpax4 HD T 75-1 Bp pBs4, Diese Arbeit
- ) - Binarvektor
o Hax4-Box NI_C vor
Hax4box7.1 LR-Rekombination von pGWB3 = . .
pGWB3 NI G kan hyg pG3Hax4 NI_C (promotorlos:uidA) mit pEIE)Iax4 NI C 75-1 Bp pBs4, Diese Arbeit
- ) - Binarvektor
o Hax4-Box NI_G vor
Hax4box8.1 LR-Rekombination von pGWB3 = . .
pGWB3 NI G kan hyg pG3Hax4 NI_G (promotorlos:uidA) mit pEI-F|)ax4 NI G 75-1 Bp pBs4, Diese Arbeit
- ' - Bin&rvektor
Hax4box9.5 LR-Rekombination von pGWB3 Hax4-Box NI_T vor 75- . .
PGWB3 NLT kan hyg pG3Hax4 NI_T (promotorlos:uidA) mit pEHax4 NI_T 1 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
_— Hax4-Box NS_C vor
Hax4box10.6 LR-Rekombination von pGWB3 = . .
pGWB3 NS C kan hyg pG3Hax4 NS_C (promotorlos:uidA) mit pEHpax4 NS C 75-1 Bp pBs4, Diese Arbeit
- ' - Bin&rvektor
_— Hax4-Box NS_G vor
Hax4box11.2 LR-Rekombination von pGWB3 = . .
pGWB3 NS_G kan hyg pG3Hax4 NS_G (promotorlos:uidA) mit pEHax4 NS_G 75'.1 _Bp pBs4, Diese Arbeit
Binarvektor
— Hax4-Box NS_T vor
Hax4box12.2 LR-Rekombination von pGWB3 ~ . .
pGWBS3 NS T kan hyg pG3Hax4 NS_T (promotorlos:uidA) mit pEHpax4 NS T 75-1 Bp pBs4, Diese Arbeit
- ) - Binarvektor
o ArtX1-Box NN_C vor
AR5box14 pG3AR5box LR-Rekombination von pGWB3 i - . .
PGWES NN_C kan hyg NN_C (promotorlos:uid/A) mit pEARSbox NN_C 75-1 Bp pBs4, Diese Arbeit
Binarvektor
o ArtX1-Box NN_T vor
AR5box15.2 pG3AR5box LR-Rekombination von pGWB3 i = . .
PGWES NN_T kan hyg NN_T (promotorlos:vidA) mit pEARSbox NN_T 75-1 Bp pBs4, Diese Arbeit
Bin&rvektor
N ArtX1-Box NN_A vor
AR5box13.3 pG3AR5box LR-Rekombination von pGWB3 i =~ . .
PGWES NN_A kan hyg NN_A (promotorlos:uidA) mit pEARSbox NN_A 75-1 Bp pBs4, Diese Arbeit
Bin&rvektor
pG3AR3 box, neu LR-R _
-Rekombination von pGWB3 ArtX4-Box vor 75-1 Bp . .
PGWB3 PBOXX3.2_f1 kan hyg rekorr\ll.o\rq. KIF({) ns3.2 (promotorlos:uidA) mit pEBoxX3.2 pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
pBox_4,5_ 1 pG3Box4,5 zu Art LR-Rekombination von pGWB3 ArtX4,5-Box vor 75-1 . .
PGWBS (80) kan hyg AR 80 (promotorlos:uidA) mit pE4,5Box.1 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
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pBox_5,5_1 pG3Box5,5 zu Art LR-Rekombination von pGWB3 ArtX5,5-Box vor 75-1 . .
PGWBS (78) kan hyg AR 78 (promotorlos:uidA) mit pE5,5Box.2 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
pBox_6,5_7 pG3Box6,5 zu Art LR-Rekombination von pGWB3 ArtX6,5-Box vor 75-1 . .
PGWBS (102) kan hyg AR 102 (promotorlos:uid/A) mit pE6,5Box.4 Bp pBs4, Bindrvektor | Diese Arbeit
pBox_7,5_1 pG3Box7,5 zu Art LR-Rekombination von pGWB3 ArtX7,5-Box vor 75-1 . .
PGWBS (67) kan hyg AL 67 (promotorlos:uidA) mit pE7,5Box.2 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
pBoxpCX1_2 pG3pCX1box LR-Rekombination von pGWB3 ArtX6-Box vor 75 Bp . .
pPGWB3 1 kan hyg (von pEpCX1box) (promotorlos:uidA) mit pBoxX1 (A. Richter) pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
GWB3 P12GT1.5 kan h pG3P12GT o0.Xba LR-Rekombination von pGWB3 Hax2-Box TT vor 75-1 Diese Arbeit
P 0.Xba Y9 im 74bpBs4p (promotorlos:uidA) mit pEP12GT 0.Xba Bp pBs4, Binarvektor
GWB3 P13F.3.1 kan h pG3P13F 0.Xba LR-Rekombination von pGWB3 Hax3-Box vor 75-1 Bp Diese Arbeit
P 0.Xba ¥9 im 74bpBs4p (promotorlos:uidA) mit pEP13F.3 0.Xba pBs4, Binarvektor
GWB3 P14F.6.2 kan h pG3P14F 0.Xba LR-Rekombination von pGWB3 Hax4-Box vor 75-1 Bp Diese Arbeit
P 0.Xba ¥9 im 74bpBs4p (promotorlos:uidA) mit pEP14F.6 0.Xba pBs4, Binarvektor
GWB3 U20box.1.8 kan h pG3U20b 0.Xba LR-Rekombination von pGWB3 UPA20-Box vor 75-1 Diese Arbeit
P 0.Xba yo im 74bpBs4p (promotorlos:uidA) mit pEU20b o0.Xba Bp pBs4, Binarvektor
N Chimar-pBs4A1-3:B4
P13F pG3P13F 1a LR-Rekombination von pGWB3 : i . .
PGWB3 swapia 5.1 kan hyg swap in Bs4p (promotorlos:uidA) mit pEP13F1a mIIBt' I—!;axS Box, Diese Arbeit
inarvektor
—— Chimar-pBs4B1-3:A4
PGWB3 P13F kan hyg pG3P'13F 1b LR-Rekomb.mgnon von pGWBS3 mit Hax3-Box, Diese Arbeit
swapib 54.3 swap in Bs4p (promotorlos:uidA) mit pEP13F1b L
Binarvektor
o Hax3-Box +T vor 224-
P13Fp225A/ LR-Rekombination von pGWB3 . .
pGWB3 T1-1 kan hyg pG3p225A/T (promotorlos:uidA) mit pEp225A/T 15j ?p pBs4, Diese Arbeit
Binarvektor
o Chimar-pBs4A1-2:B3-
PGWB3 P13F kanhyg | pG3P13F 3a LR-Rekombination von pGWB3 4 mit Hax3-Box, Diese Arbeit
swap3a.1-2 (promotorlos:uidA) mit pEP13F 3a o
Bin&rvektor
N Chimar-pBs4B1-2:A3-
P13F LR-Rekombination von pGWB3 . . .
pGWB3 swap3b.1-2 kan hyg pG3P13F 3b (promotorlos:uidA) mit pEP13F 3b 4 r;!t I:IaxS-Box, Diese Arbeit
inarvektor
N Chimar-pBs4A1-:B2-4
P13F LR-Rekombination von pGWB3 . . .
pGWB3 swap4a.i-1 kan hyg pG3P13F 4a (promotorlos:uidA) mit pEP13F 4a mit Hax3-Box, Diese Arbeit

Binarvektor
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o Chiméar-pBs4B1-:A2-4
P13F LR-Rekombination von pGWB3 . . .
PGWB3 | yapap.1-2 | Kkanhyg | pG3P13F 4b (promotorlos:uidA) mit pEP13F 4b mgﬂ';';’\g:g:‘ Diese Arbeit
LR-Rekombination von pGWB3 Hax3-Box +A vor 74-1 . .
pGWB3 P13K(A)1-2 | kan hyg PG3P13K (promotorlos:uidA) mit pEP13K Bp pBs4, Binérvektor Diese Arbeit
LR-Rekombination von pGWB3 Hax3-Box +C vor 74-1 . .
pPGWB3 P13L (C) 1-1 kan hyg PG3P13L (promotorlos:uidA) mit pEP13L Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
P13M (G) 1- LR-Rekombination von pGWB3 Hax3-Box +G vor 74-1 . .
pPGWB3 1 kan hyg PG3P13M (promotorlos:uidA) mit pEP13M Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
N Chimar-
P13F LR-Rekombination von pGWB3 ROARA i . .
PGWES swapba.1.1 kan hyg PG3P13F 5a (promotorlos:uidA) mit pEP13F 5a H‘; E?QCIXBéﬁgr\?eTtlér Diese Arbeit
GWB3 P13F kan h G3P13F 5b LR-Rekombination von pGWB3 BsdBTADB4mit | Disse Arbei
P swapbb.1.1 yo P (promotorlos:uidA) mit pEP13F 5b H'C;X3-BO)'( B.inérvektor
N Chimér-pBs4A1-2:B3-
P12GT LR-Rekombination von pGWB3 . . .
PGWES swap3a.2.1 kan hyg PG3P12GT 3a (promotorlos:uidA) mit pEP12GT 3a 4 rg:tng:/);itgfx Diese Arbeit
o Chimér-pBs4B1-2:A3-
PGWB3 P12GT kanhyg | pG3P12GT 3b LR-Rekombination von pGWB3 4 mit Hax2-Box, Diese Arbeit
swap3b.1.1 (promotorlos:uidA) mit pEP12GT 3b Binrvekior
P12GT LR-Rekombination von pGWB3 Chiméar-pBs4A1-:B2-4 . .
pGWB3 swap4a.i1.2 kan hyg PG3P12GT 4a (promotorlos:uidA) mit pEP12GT 4a mit Hax2-Box, Entry Diese Arbeit
o Chiméar-pBs4B1-:A2-4
P12GT LR-Rekombination von pGWB3 . . .
PGWB3 | apab.1.1 | Kkanhyg | pG3P12GT 4b (promotorlos:uidA) mit pEP12GT 4b mglr'ja‘i’\jgk?g:‘ Diese Arbsit
P13F p225 pG3P13Fp225L LR-Rekombination von pGWB3 Hax3-Box vor 225-1 . .
PGWES lang1.1 kan hyg (promotorlos:uidA) mit pEP13Fp225L Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
boxArtX2 LR-Rekombination von pGWBS3 ArtX2-Box A1 vor 75-1 . .
pPGWB3 A1.2.1 kan hyg PG3boxX2 Af (promotorlos:uidA) mit pEboxX2 A1 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
boxArtX2 LR-Rekombination von pGWBS3 ArtX2-Box A2 vor 75-1 . .
PGWB3 A2.2.1 kan hyg PG3boxX2 A2 (promotorlos:uidA) mit pEboxX2 A2 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
boxArtX2 LR-Rekombination von pGWBS3 ArtX2-Box A3 vor 75-1 . .
PGWES A3.2.1 kan hyg PG3boxX2 A3 (promotorlos:uidA) mit pEboxX2 A3 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
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boxArtX2 LR-Rekombination von pGWB3 ArtX2-Box A4 vor 75-1 . .

pGWB3 A4.1.2 kanhyg | pG3boxX2 Ad (promotorlos:uidA) mit pEboxX2 Ad Bp pBs4, Binarvektor | Diese Arbeit

boxArtX2 LR-Rekombination von pGWB3 ArtX2-Box A5 vor 75-1 . .

PGWBS A5.3.1 kanhyg | pG3boxX2 A5 (promotorlos:uid/A) mit pEboxX2 A5 Bp pBs4, Bindrvektor | Diese Arbeit

boxArtX2 LR-Rekombination von pGWB3 ArtX2-Box A6 vor 75-1 . .

PGWBS AG.1.2 kanhyg | pG3boxX2 A6 (promotorlos:uid/A) mit pEboxX2 A6 Bp pBs4, Bindrvektor | Diese Arbeit

boxArtX2 LR-Rekombination von pGWB3 ArtX2-Box M1 vor 75-1 . .

pPGWB3 M1.1.2 kanhyg | pG3boxX2 Mf (promotorlos:uidA) mit pEboxX2 M1 Bp pBs4, Binarvektor | Dese Arbeit

boxArtX2 LR-Rekombination von pGWB3 ArtX2-Box M2 vor 75-1 . .

PGWBS M2.22 kan hyg PG3boxX2 M2 (promotorlos:uidA) mit pEboxX2 M2 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit

boxArtX2 LR-Rekombination von pGWB3 ArtX2-Box M3 vor 75-1 . .

PGWES M3.2.1 kan hyg pGi3boxX2 M3 (promotorlos:uidA) mit pEboxX2 M3 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit

boxArtX2 LR-Rekombination von pGWB3 ArtX2-Box B1 vor 75-1 . .

PGWES B1.2.1 kan hyg pG3boxX2 B1 (promotorlos:uidA) mit pEboxX2 B1 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit

boxArtX2 LR-Rekombination von pGWB3 ArtX2-Box B2 vor 75-1 . .

PGWES B2.1.1 kan hyg PG3boxX2 B2 (promotorlos:uidA) mit pEboxX2 B2 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit

boxArtX2 LR-Rekombination von pGWB3 ArtX2-Box B3 vor 75-1 . .

PGWES B3.5.2 kan hyg pG3boxX2 B3 (promotorlos:uidA) mit pEboxX2 B3 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
N Chimar-pBs4 A1:B2-

P13F swap pG3p13F 6a LR-Rekombination von pGWB3 . . i . .

PGWB3 6a.8.1 kan hyg swap im Bs4p (promotorlos:uidA) mit pEp13F 6a 3'A§O;ngr|:[?;(3 Diese Arbeit
I Chiméar-pBs4 B1:A2-

P13F swap pG3p13F 6b LR-Rekombination von pGWB3 ) . i . .

PGWB3 6b.9.1 kan hyg swap im Bs4p (promotorlos:uidA) mit pEp13F 6b 3.B;oxmgr|1-’|(ra;3 Diese Arbsit
I ArtX1-Box M1 (G) vor

box ArtX1 LR-Rekombination von pGWB3 . .

pGWB3 M1.3 kan hyg pG3ArtX1M1 (promotorlos:uid/A) mit pEAMX1MH 75'.1 _!Bp pBs4, Diese Arbeit

Binarvektor

—— ArtX1-Box M4 (A) vor

box ArtX1 LR-Rekombination von pGWB3 . .

pGWB3 M4.5 kan hyg pG3ArtX1M4 (promotorlos:uidA) mit pEArX1M4 75-.1 .!Bp pBs4, Diese Arbeit

Bin&rvektor

I ArtX1-Box M5 (T) vor

box ArtX1 LR-Rekombination von pGWB3 . .

pGWB3 MS5.1 kan hyg pG3ArtX1M5 (promotorlos:uidA) mit pEArX1M5 75-1 Bp pBs4, Diese Arbeit

Binarvektor
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I ArtX2-Box M4 (A) vor
box ArtX2 LR-Rekombination von pGWB3 . .
PGWB3 M4.1 kan hyg PG3ANX2M4 (promotorlos:uidA) mit pEArtX2M4 75B-'1 _!3p pBs4, Diese Arbsit
indrvektor
I ArtX2-Box M5 (T) vor
box ArtX2 LR-Rekombination von pGWB3 . .
PGWB3 M5.1 kan hyg PGIANX2MS (promotorlos:uidA) mit pEArtX2M5 75B-'1 _!3p pBs4, Diese Arbsit
inérvektor
I ArtX4-Box M1 (G) vor
box ArtX4 LR-Rekombination von pGWB3 . .
PGWB3 M1.1 kan hyg PGBAMX4MH (promotorlos:uidA) mit pEArtX4M1 758-'1 .Bp pBs4, Diese Arbeit
inarvektor
— ArtX4-Box M4 (A) vor
box ArtX4 LR-Rekombination von pGWB3 . .
PGWB3 M4.2 kan hyg PGArX4M4 (promotorlos:uidA) mit pEArtX4M4 758-'1 .Bp pBs4, Diese Arbeit
inarvektor
N ArtX4-Box M5 (T) vor
box ArtX4 LR-Rekombination von pGWB3 . .
PGWES M5.2 kan hyg PG3AIX4M5 (promotorlos:uidA) mit pEArtX4M5 7SB|:1&I13r\Fieﬁl)<tB;r4 Diese Arbeit
box ArtX5 LR-Rekombination von pGWB3 ArtX5-Box A1 vor 75-1 . .
pGWB3 A1.1 kanhyg |  pG3AMX5A (promotorlos:uidA) mit pEATX5A1 Bp pBs4, Binarvektor | Diese Arbeit
box ArtX5 LR-Rekombination von pGWB3 ArtX5-Box A2 vor 75-1 . .
PGWBS A2.2 kan hyg PGBAMX5A2 (promotorlos:uidA) mit pEAMX5A2 Bp pBs4, Bindrvektor | Diese Arbeit
box ArtX5 LR-Rekombination von pGWB3 ArtX5-Box A3 vor 75-1 . .
pGWB3 A3.2 kanhyg |  pG3AMX5A3 (promotorlos:uidA) mit pEAMX5A3 Bp pBs4, Binarvektor | Diese Arbeit
box ArtX5 LR-Rekombination von pGWB3 ArtX5-Box A4 vor 75-1 . .
pGWB3 A4.2 kanhyg |  pG3ArX5A4 (promotorlos:uidA) mit pEATtX5A4 Bp pBs4, Binarvektor | Diese Arbeit
box ArtX5 LR-Rekombination von pGWB3 ArtX5-Box A5 vor 75-1 . .
pPGWB3 A5.2 kanhyg |  pG3AMX5A5 (promotorlos:uidA) mit pEAMX5A5 Bp pBs4, Binarvektor | Dese Arbeit
box ArtX5 LR-Rekombination von pGWB3 ArtX5-Box A6 vor 75-1 . .
pPGWB3 AB.2 kan hyg PGBANX5A6 (promotorlos:uidA) mit pEArX5A6 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
box ArtX5 LR-Rekombination von pGWB3 ArtX5-Box B1 vor 75-1 . .
PGWB3 B1.2 kan hyg PGBANX5BT (promotorlos:uidA) mit pEArtX5B1 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
box ArtX5 LR-Rekombination von pGWB3 ArtX5-Box B2 vor 75-1 . .
pPGWB3 B2.1 kan hyg PGBANX5B2 (promotorlos:uidA) mit pEArtX5B2 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
box ArtX5 LR-Rekombination von pGWB3 ArtX5-Box B3 vor 75-1 . .
PGWES B3.1 kan hyg PGIAMX5B3 (promotorlos:uidA) mit pEArX5B3 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
PGWB3 box P12 A1.1 kan hyg PG3P12A1 LR-Rekombination von pGWB3 Hax2-Box A1 vor 75-1 Diese Arbeit

(promotorlos:uidA) mit pEP12A1

Bp pBs4, Binarvektor
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LR-Rekombination von pGWB3 Hax2-Box A2 vor 75-1 . .
pGWB3 box P12 A2.3 | kan hyg PG3P12A2 (promotorlos:uidA) mit pEP12A2 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
LR-Rekombination von pGWB3 Hax2-Box A3 vor 75-1 . .
pGWB3 box P12 A3.2 | kan hyg PG3P12A3 (promotorlos:uidA) mit pEP12A3 Bp pBs4, Binérvektor Diese Arbeit
LR-Rekombination von pGWB3 Hax2-Box A4 vor 75-1 . .
pGWB3 box P12 A4.1 kan hyg PG3P12A4 (promotorlos:uidA) mit pEP12A4 Bp pBs4, Binérvektor Diese Arbeit
LR-Rekombination von pGWB3 Hax2-Box A5 vor 75-1 . .
pPGWB3 box P12 A5.3 | kan hyg PG3P12AS (promotorlos:uidA) mit pEP12A5 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
LR-Rekombination von pGWB3 Hax2-Box A6 vor 75-1 . .
PGWBS box P12 A6.2 | kan hyg pG3P12A6 (promotorlos:uidA) mit pEP12A6 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
LR-Rekombination von pGWB3 Hax2-Box B1 vor 75-1 . .
PGWB3 box P12B1.1 | kan hyg PG3P12B1 (promotorlos:uidA) mit pEP12B1 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
LR-Rekombination von pGWB3 Hax2-Box B2 vor 75-1 . .
PGWB3 box P12B2.2 | kan hyg pG3P12B2 (promotorlos:uidA) mit pEP12B2 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
LR-Rekombination von pGWB3 Hax2-Box B3 vor 75-1 . .
PGWB3 box P12B3.1 | kan hyg pPG3P12B3 (promotorlos:uidA) mit pEP12B3 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
LR-Rekombination von pGWB3 UPA20-Box B1 vor 75- . .
PGWB3 U20b_1.2 kan hyg pPG3U20b_t1 (promotorlos:uidA) mit pEU20b_1 1 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
LR-Rekombination von pGWB3 UPAZ20-Box B2 vor 75- . .
pPGWB3 U20b_2.3 kan hyg pG3U20b_2 (promotorlos:uidA) mit pEU20b_2 1 Bp pBs4, Binarvektor Diese Arbeit
Effektorexpressionskonstrukte, Binarvektoren fiir E. coli und A. tumefaciens
i . golden gate-klonierter Effektor: A
PEOWFST- | 355:Hax3 spec pJBA X1.7 | 35S:GFP:ArtBs4 NG NN NG NING NING NI | insticner BHetor i 1 4 yqpa
' NI HD NG NG NG, mit Box im 75 Bp pBs4 ’

LR-Rekombination von pGWB2 (35S:Gen) Kiinstlicher Effektor

pGWB2 0xR3NIHD kan hyg mit pC3NIHD.2, in den keine HD-repeats ArtHD1 5. Binérvektor A. Landgraf
inseriert wurden: NI HD e

LR-Rekombination von pGWB2 (35S:Gen) Kiinstlicher Effektor

pGWB2 1xR3NIHD kan hyg mit pC3NIHD.2, in den per Cut-ligation 1 HD- ArtHD2 5. Binérvektor A. Landgraf
repeats inseriert wurden: NI HD HD =

LR-Rekombination von pGWB2 (35S:Gen) Kiinstlicher Effektor

pGWB2 2xR3NIHD kan hyg mit pC3NIHD.2, in den per Cut-ligation 2 HD- A. Landgraf

repeats inseriert wurden: NI HD HD HD

ArtHD3,5, Binarvektor
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LR-Rekombination von pGWB2 (35S:Gen) Kiinstlicher Effektor
pGWB2 3xR3NIHD kan hyg mit pC3NIHD.2, in den per Cut-ligation 3 HD- ArtHD4.5. Binérvektor A. Landgraf
repeats inseriert wurden: NI HD HD HD HD =
LR-Rekombination von pGWB2 (35S:Gen)
mit pC3NIHD.2, in den per Cut-ligation 4 HD- Kinstlicher Effektor
pGWB2 4xR3NIHD kan hyg repeats inseriert wurden: NI HD HD HD HD ArtHD5,5, Binarvektor A. Landgraf
HD
LR-Rekombination von pGWB2 (35S:Gen)
mit pC3NIHD.2, in den per Cut-ligation 5 HD- Kunstlicher Effektor
PGWB2 5xR3NIHD kan hyg repeats inseriert wurden: NI HD HD HD HD ArtHD®6,5, Binarvektor A. Landgrat
HD HD
LR-Rekombination von pGWB2 (35S:Gen)
mit pC3NIHD.2, in den per Cut-ligation 6 HD- Kunstlicher Effektor
PGWB2 6xR3NIHD kan hyg repeats inseriert wurden: NI HD HD HD HD ArtHD7,5, Binarvektor A. Landgrat
HD HD HD
LR-Rekombination von pGWB2 (35S:Gen)
mit pC3NIHD.2, in den per Cut-ligation 7 HD- Kinstlicher Effektor
pGWB2 7xR3NIHD kan hyg repeats inseriert wurden: NI HD HD HD HD ArtHD8,5, Binarvektor A. Landgraf
HD HD HD HD
LR-Rekombination von pGWB2 (35S:Gen)
mit pC3NIHD.2, in den per Cut-ligation 8 HD- Kinstlicher Effektor
pGWB2 8xR3NIHD kan hyg repeats inseriert wurden: NI HD HD HD HD ArtHD9,5, Binarvektor A. Landgraf
HD HD HD HD
LR-Rekombination von pGWB2 (35S:Gen) .
) . S\ Kunstlicher Effektor
mit pC3NIHD.2, in den per Cut-ligation 9 HD-
PGWB2 9XR3NIHD kan hyg repeats inseriert wurden: NI HD HD HD HD Q{;';E/;ﬁtgr A. Landgraf
HD HD HD HD HD
LR-Rekombination von pGWB2 (35S:Gen) .
) ! Y Kunstlicher Effektor
mit pC3NIHD.2, in den per Cut-ligation 10
pGWB2 10xR3NIHD kan hyg HD-repeats inseriert wurden: NI HD HD HD Q|rrt1|;5:e:<tgr A. Landgraf
HD HD HD HD HD HD HD
LR-Rekombination von pGWB2 (35S:Gen) R
) ! S Kinstlicher Effektor
PGWB2 | 11xR3NIHD | kan hyg mit pC3NIHD.2, in den per Cut-ligation 1 f ArtHD12,5, A. Landgraf

HD-repeats inseriert wurden: NI HD HD HD
HD HD HD HD HD HD HD HD

Binarvektor
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LR-Rekombination von pGWB2 (35S:Gen) R
) ! S Kinstlicher Effektor
mit pC3NIHD.2, in den per Cut-ligation 12
pGWB2 12xR3NIHD kan hyg HD-repeats inseriert wurden: NI HD HD HD érrt]gr[\)/:eitgr A. Landgraf
HD HD HD HD HD HD HD HD HD
LR-Rekombination von pGWB2 (35S:Gen) R
) ! S Kinstlicher Effektor
mit pC3NIHD.2, in den per Cut-ligation 13
PGWB2 13xR3NIHD kan hyg HD-repeats inseriert wurden: NI HD HD HD §|rr:2r[\)/;itgr A. Landgraf
HD HD HD HD HD HD HD HD HD HD
LR-Rekombination von pGWB2 (35S:Gen) .
) ! Y Kunstlicher Effektor
mit pC3NIHD.2, in den per Cut-ligation 14
PGWB2 14xR3NIHD kan hyg HD-repeats inseriert wurden: NI HD HD HD Q{;';E/;ﬁtgr A. Landgraf
HD HD HD HD HD HD HD HD HD HD HD
LR-Rekombination von pGWB2 (35S:Gen)
mit pC3NIHD.2, in den per Cut-ligation 15 Kunstlicher Effektor
pGWB2 15xR3NIHD kan hyg HD-repeats inseriert wurden: NI HD HD HD ArtHD16,5, A. Landgraf
HD HD HD HD HD HD HD HD HD HD HD Binarvektor
HD
pG6ARt1 aus LR-Rekombination mit pCX1, Kinstlicher Effektor . .
PGWB6 | X1#AR42.1 | kanhyg pCX1 NI NN HD NN NI NI HD NG NN HD NG AriX, Bindrvektor | Dlese Arbeit
LR-Rekombination mit pCX2 Stul-Agel —
pGWB6 4 ARéf’s 11 kan hyg pG6€)I?2t282us umkloniert, von AR58, %?;g'cgﬁr;\jﬁﬁorr Diese Arbeit
" P NI NN HD NI NI NG NG NN NG HD NG ’
LR-Rekombination mit pCX3, .
0GWB6 | X3#AR59.1 | kanhyg | PCOARI3 aus | \iyip NINN NN HD NING NN NING NG | Kdnstlicher Effektor 1 i o arpeit
pCX3 NG ArtX4, Binarvektor
LR-Rekombination mit pCX4, Klnstlicher Effektor FGP A.
PGWB6 | X4#AR83 | kanhyg NI NG NN NG NN NI NI NG NN NI NG ArtX8, Binarvektor Richter
LR-Rekombination mit pCX5, .
PGWB6 | X5#AL88 | kanhyg NI NG NG HD NG NN NN NN NI HD NN NG ﬁ?;ﬁ"cgﬁgfj‘;iﬁorr ';%EteAr'
NG ’
LR-Rekombination mit pCX6, .
PGWB6 | X6(AL96) | kanhyg NI NG NN HD NN NN NG HD HD HD NG HD | fneticher Sttekior E%Etg'

NG
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LR-Rekombination mit pCX7, Stul-Agel —
pGWB6 ( AL1)3(2) 11 kan hyg pGGCAXF;’ﬂSaAus umkloniert, von AR136, %?;g'cgﬁr;\jﬁﬁorr Diese Arbeit
U P NI NI NG HD NN NG NN HD NG NN NG ’
LR-Rekombination mit pCX8, Stul-Agel
GWB6 X8 kan h pG6ARt8 aus umkloniert, von AR138, Klnstlicher Effektor Diese Arbeit
P (AL138).1.1 y9 pCX8 SA NI NI NG NN HD HD HD HD NN NN HD NG ArtX5, Binarvektor
NG
LR-Rekombination mit pCX9, Klnstlicher Effektor FGP A.
PGWB6 | X9 (AL161) | kan hyg NI NG NN NN NI HD HD NN NG NN NG | ArtX10, Binarvektor Richter
LR-Rekombination mit pCX10, .
PGWB6 | X10 (AL195) | kan hyg NI NG NN NN NN NG NN HD HD HD NG NI ’X‘”)‘:’t"cg.er..Eﬁektor FGP A.
NG rtX3, Binarvektor Richter
X4,5 LR-Rekombination mit pCX4,5, von AR80 Klnstlicher Effektor . .
PGWBE | ARgg).1 | kanhyg | pGBARt4.5 80 NI NN NI NI NG ArtX4,5, Bindrvektor | D'ese Arbeit
X5,5 LR-Rekombination mit pCX5,5, von AR78 Kunstlicher Effektor . .
PGWBE | (aR7g).1 | kanhyg | pGBARtSS5 78 NI HD NG NN NI NG ArtX5,5, Bindrvektor | D'eSe Arbeit
LR-Rekombination mit pCX6,5, Stul-Agel .
pGWB6 ( AR>1(825) 11 kan hyg pG%Angg,Ssius umkloniert, von AR102 ErLtj)taléCh;:]E:\iﬁ%rr Diese Arbeit
U P ’ NI NG NN NN NN NG NG =
X7.,5 LR-Rekombination mit pCX7,5, von AL67 NI Klnstlicher Effektor . .
PGWBS (AL67).1 | kanhyg | pGBARt7.5 67 NG NN HD NN NG NN NG ArX7.5, Binarvektor | Dese Arbeit
pVSF Hax2 kan 35S:hax2 TAL-Effektor aus Xca S. Thieme
pVSF Hax3 kan 35S:hax3 TAL-Effektor aus Xca S. Thieme
pVSF Hax4 kan 35S:hax4 TAL-Effektor aus Xca S. Thieme
pVSF AvrBs3 kan 35S:avrBs3 TAL-Effektor aus Xcv P. Rémer
pVSF AvrBs4 kan 35S:avrBs4 TAL-Effektor aus Xcv | S. Schornack
35S:uidA fir die
pVSF GUS kan 35S:uidA konstitutive Expression | S. Schornack
v. GUS in der Pflanze
Leervektor far G. Van den
pVSF - kan 355:MCS (multi cloning site) transiente Expression Ac.kerwe en
in der Pflanze 9
N Leervektor flr
pAG35P MCS kan Klon von S. Hahn, LR-Rekombination von transiente Expression S. Hahn

pAG35P mit pENTR-T, enthalt MCS

in der Pflanze
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Resis-

Vektor Insert tenz Name Beschreibung Verwendung Referenz
GFP-AvrBs3 Klonierung EcoRI/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes
pVSF ’ 1 ' amp pPP:300 pGex:GFP:300Stop (S. Hahn) in pVSF300 AvrBs3 fur Expression Diese Arbeit
(EcoRI/Xhol geschnitten) in humanen Zellen
GFP-AvrBs3 Klonierung EcoRI/Xhol-Fragment aus (,-3\553?3%:8?5?
pVSF ; amp pPP:300AAD pGex:GFP:300AAD Stop (S. Hahn) in L Diese Arbeit
AAD.1 : Expression in
pVSF300 (EcoRI/Xhol geschnitten)
humanen Zellen
. ; GFP-markiertes
GFP:AvrBs3 oPP:300AAD Kloruerur)g EcoRI/Xhol-Fragment aus . AVrBS3AAD:VP16-AD _ _
pVSF AADVP16AD amp VP16AD pGex:GFP: 300AADVP16AD (S. Hahn) in far Exoression in Diese Arbeit
1 pVSF300 (EcoRI/Xhol geschnitten) P
humanen Zellen
. ; GFP-markiertes
GFP:AvrBs3 oPP:300AAD KIo.r1|erur.1g EcoRI/Xhol-Fragment aus _ AvrBs3AAD:Gal4-AD _ _
pVSF AADGAL4AD amp GAL4AD pGex:GFP: 300AADGAL4AD (S. Hahn) in fair Exoression in Diese Arbeit
1 pVSF300 (EcoRl/Xhol geschnitten) P
humanen Zellen
Klonierung EcoRI/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes Hax3
pVSF GFP:Hax3.1 amp pPP:H3 pGex:GFP:H3Stop (S. Hahn) in pVSF300 far Expression in Diese Arbeit
(EcoRI/Xhol geschnitten) humanen Zellen
GEP-Hax3AA Klonierung EcoRI/Xhol-Fragment aus G|I_=|aP)23mAa£Befr[tﬁs
pVSF .D 1 amp pPP:H3AAD pGex:GFP:H3AAD Stop (S. Hahn) in Expression in Diese Arbeit
’ pVSF300 (EcoRl/Xhol geschnitten) P
humanen Zellen
. GFP-markiertes
] . Klonierung EcoRI/Xhol-Fragment aus , i
PVSF %F\/PF;TSXEA{* amp pF;F;;':'g’AASD pGex:GFP:H3AADVP16AD (S. Hahn) in H%?‘rséf?e'g;;g A0 | Diese Arbeit
' pVSF300 (EcoRI/Xhol geschnitten) P
humanen Zellen
. GFP-markiertes
. . Klonierung EcoRI/Xhol-Fragment aus ) i .
PVSF %ZPA'EEX%A{* amp ng;":'fAASD pGex:GFP:H3AAD GAL4AD (S. Hahn) in HaXSEAXA?eg?C')i ADTIT T Diese Arbeit
' pVSF300 (EcoRI/Xhol geschnitten) P
humanen Zellen
GEP-LexA:G Klonierung EcoRl/Xhol-Fragment aus GFggB%‘;g_tZ%I}E?A'
pVSF AL4AD. 1 amp pPP:LexA pGex:GFPlexADBDSV40NLSGAL4AD (S. Expression in Diese Arbeit

Hahn) in pVSF300 (EcoRI/Xhol geschnitten)

humanen Zellen
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Resis-

Vektor Insert tenz Name Beschreibung Verwendung Referenz
Klonierung EcoRI/Xhol-Fragment aus GFP fir multi copy
pVSF GFP.1 amp pPP:GFP pJet1.2:EcoRiGFPXhol (S. Hahn) in Expression in Diese Arbeit
pVSF300 (EcoRI/Xhol geschnitten) humanen Zellen
Effektorexpressionskonstrukte, Bindrvektoren fiir E. coli und S. cerevisiae
Klonierung EcoRl/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes
p(iiiYDRe GFP@./ B3 1 amp /leu pPGd300 in pGadT?SeEc);f:DP '(380.0H(§Hn|-)|ézgr;)oRl/Xhol : A‘I’:_rBSS fr single copy | Diese Arbeit
. xpression in Hefe
geschnitten)
Klonierung EcoRl/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes
pGadT7Re | GFP:AvrBs3 pGEX:GFP:300AAD (S. Hahn) AvrBs3AAD flr single . .
c2AAD AD.2 | @mp/leu | pGd300AAD | oo T7Rec2AAD (S. Hahn) (EcoRUXhol - |  copy Expressionin | Diese Arbeit
geschnitten) Hefe
GFP:AvrBs3 Klonierung EcoRl/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes
pGadT7Re AAD amp / leu pGd300AAD pGEX:GFP:300AAD:GAL4-AD (S. Hahn) AvrBs3AAD:Gal4-AD Diese Arbeit
c2 AAD GAL4AD.3 GAL4AD in pGadT7Rec2AAD (S. Hahn) (EcoRl/Xhol - far single copy
) geschnitten) Expression in Hefe
GFP-AvrBs3 Klonierung EcoRI/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes
pGadT7Re AAD amp / leu pGd300AAD pGEX:GFP:300AAD:VP16-AD (S. Hahn) AvrBs3AAD:VP16-AD Diese Arbeit
c2 AAD VP16AD.3 VP16AD in pGadT7Rec2AAD (S. Hahn) (EcoRl/Xhol - fir single copy
) geschnitten) Expression in Hefe
Klonierung EcoRl/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes Hax3
p(ggilzge GFP:Hax3_1 | amp/leu pGdH3 in pGadngeEég:DP'(Féa.XHSaSHn?é(lgrc]:)oRl/Xhol i c far single copy Diese Arbeit
geschnitten) xpression in Hefe
Klonierung EcoRl/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes
pGadT7Re GFP:Hax3 pGEX:GFP:Hax3AAD (S. Hahn) Hax33AAD fir single . .
c2 AAD AAD.1 amp/leu | pGAH3AAD | 4, (Ga4T7Rec2AAD (S. Hahn) (EcoRi/Xhol - | copy Expressionin | Diese Arbeit
geschnitten) Hefe
GFP:Hax3 Klonierung EcoRl/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes
pGadT7Re AAD amo / leu pGdH3AAD pGEX:GFP:Hax3AAD:GAL4-AD (S. Hahn) Hax3AAD:Gal4-AD fir Diese Arbeit
c2 AAD GAL4AD.3 P GAL4AD in pGadT7Rec2AAD (S. Hahn) (EcoRl/Xhol - | single copy Expression
) geschnitten) in Hefe
GFP-Hax3 Klonierung EcoRI/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes
pGadT7Re AAD amp / leu pGdH3AAD pGEX:GFP:Hax3AAD:VP16-AD (S. Hahn) Hax3AAD:VP16-AD Diese Arbeit
c2 AAD VP16AD 4 VP16AD in pGadT7Rec2AAD (S. Hahn) (EcoRl/Xhol - fir single copy

geschnitten)

Expression in Hefe
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Resis-

Vektor Insert tenz Name Beschreibung Verwendung Referenz
Klonierung EcoRl/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes LexA-
pGadT7Re | GFP:LexA:G amo / leu GdlexA pPGEX:GFP:lexA-DBD:SV40NLS:Gal4-AD (S. DBD:Gal4-AD fur Diese Arbeit
c2 AAD AL4AD_1 P P Hahn) in pGadT7Rec2AAD (S. Hahn) single copy Expression
(EcoRl/Xhol -geschnitten) in Hefe
Klonierung EcoRl/Xhol-Fragment aus .
pGacTiie | GFP7 | amp/leu 0GAGFP PGEX:GFP (S. Hahn) in pGadT7Rec2AAD | & P 1Ur sindle copy |- pigsq arpe
(S. Hahn) (EcoRI/Xhol -geschnitten) pression in Hete
Klonierung EcoRl/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes
pJOAD GFP.,_A1vrBs3 amp / trp pJO300 in pggﬁé (GJFIFB)O%%()) ((gboHF?I??()lvol i AErBs3 er mylti copy Diese Arbeit
. xpression in Hefe
geschnitten)
Klonierung EcoRl/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes
GFP:AvrBs3 pGEX:GFP:300AAD (S. Hahn) AvrBs3AAD fir multi . .
PJOAD dAD.3 amp/trp | pJO300dAD in pJOAD (J. Boch) (EcoRl/Xhol - copy Expression in | Diese Arbeit
geschnitten) Hefe
GFP-AvrBs3 Klonierung EcoRI/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes
0JOAD dADVP16AD amp / trp pJO300dADVp16 pGEX:GFP:SOOAAD:VP16-AD (S. Hahn) AvrBs3AAD:_VP16-AD Diese Arbeit
4 AD in pJOAD (J. Boch) (EcoRl/Xhol - far multi copy
) geschnitten) Expression in Hefe
GFP-AvrBs3 Klonierung EcoRI/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes
0JOAD dADGAL4AD amp / trp pJO300dADGAL4 pPGEX:GFP:300AAD:GAL4-AD (S. Hahn) AvrBs3AAD:Gal4-AD Diese Arbeit
> AD in pJOAD (J. Boch) (EcoRl/Xhol - far multi copy
] geschnitten) Expression in Hefe
O GEX G PHaxs (5. Kby | GFPmariertes Haxa |
pJOAD GFP:Hax3_1 | amp/trp pJOH3 in pJOAD (J. Boch) (EcoRl/Xhol - c far mq/t/ copy Diese Arbeit
. xpression in Hefe
geschnitten)
Klonierung EcoRl/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes
GFP:Hax3dA pGEX:GFP:Hax3AAD (S. Hahn) Hax3AAD fir multi . .
PJOAD D.4 amp /trp PJOH3dAD in pJOAD (J. Boch) (EcoRl/Xhol - copy Expression in Diese Arbeit
geschnitten) Hefe
Klonierung EcoRl/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes
JOAD GFP:Hax3dA amo / ir pJOH3dADVP16 pGEX:GFP:Hax3AAD:VP16-AD (S. Hahn) Hax3AAD:VP16-AD Diese Arbeit
P DVP16AD.2 p/irp AD in pJOAD (J. Boch) (EcoRI/Xhol - fir multi copy

geschnitten)

Expression in Hefe
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Resis-

Vektor Insert tenz Name Beschreibung Verwendung Referenz
Klonierung EcoRl/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes
JOAD GFP:Hax3dA amo / ir pJOH3dADGAL4 pGEX:GFP:Hax3AAD:GAL4-AD (S. Hahn) Hax3AAD:Gal4-AD fir Diese Arbeit
P DGAL4AD.2 p /P AD in pJOAD (J. Boch) (EcoRI/Xhol - multi copy Expression
geschnitten) in Hefe
Klonierung EcoRl/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes LexA-
GFP:LexA:G GEX:GFP:lexA-DBD:SV40NLS:Gal4-AD (S. | DBD:Gal4-AD fir multi . .
pJOAD aldAD 1 | amp/tp pJOLexA P Hahn) in pJOAD (J. Boch) (EcoRl/Xhol - copy Expressionin | Diese Arbeit
geschnitten) Hefe
Klonierung EcoRI/Xhol-Fragment aus GFP fir multi cop
pJOAD GFP.1 amp / trp pJO GFP pGEX:GFP (S. Hahn) in pJOAD (J. Boch) Exoression in Hef}e/ Diese Arbeit
(EcoRI/Xhol -geschnitten) P
Reporterkonstrukte fiir Binarvektoren fiir E. coli und S. cerevisiae und deren Vorstufen
HIS2 Clontech Plasmid fUr die Expression des HIS3-Gens Orginalvektor von
pHIS2 - kan /trp P ontec unter Kontrolle des minimalen HIS3- Clontech fur Clontech
von SH E.colil#24 .
Promotors Klonierungen
Insertion der U20b an
U20b-157 in Klonierung des 2. SOE-PCR-Produkts mit -157 Bp im minpGAL1,
pdet1.2 mGal1p.6 Amp pJU20b-157 U20b+LacZ mit den Oligonukleotiden eines LexA-pGAL1- Diese Arbeit
+LacZ Mfel_YR-F und Kpnl_YR-R in pJet1.2 LacZ-Fragments flr
pHIS2
Insertion der H3b an
H3b-157 in Klonierung des 2. SOE-PCR-Produkts mit -157 Bp im minpGAL1,
pJeti.2 mGalip.15 Amp pJH3b-157 H3b+LacZ mit den Oligonukleotiden eines LexA-pGAL1- Diese Arbeit
+LacZ Mfel_YR-F und Kpnl_YR-R in pJet1.2 LacZ-Fragments fur
pHIS2
U20b Klonierung Mrel/Knpl-F JU20b OALTLa0Z
: . onierung Mfel/Knpl-Fragment aus p - minp :LacZ fir . .
PHIS2 |nGaI16p.2LacZ kan /1rp pH U20b 157 in pHIS2 (EcoRI/ Knpl geschnitten) single copy Expression Diese Arbeit
= in Hefe
H3b Klonierung Mfel/Knpl-Fragment aus miankZLB;)')z;/géfUr
pHIS2 inGalip:LacZ | kan/trp pH H3b pJH3b-157 in pHIS2 (EcoRl/ Knpl p i Diese Arbeit

_151

geschnitten)

single copy Expression
in Hefe
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Vektor Insert tenz Name Beschreibung Verwendung Referenz
UPA20-Box in
Klonierung Sall/Kasl-Fragment aus pJU20b minpGAL1:LacZ fr Diese Arbeit
U20b in -157 in pSH18-34 (Sall/Kasl geschnitten) multi copy Expression
pSH18-34 Gallp_1 amp /ura pSU20b in Hefe
H3b-Box in
Klonierung Sall/Kasl-Fragment aus minpGAL1:LacZ fur Diese Arbeit
H3b in pJ3b-157 in pHIS2 (Sall/Kasl geschnitten) multi copy Expression
pSH18-34 Gallp_2 amp /ura pSH3b in Hefe
. . , minpGal1-Fragment
mGalip.1 Klonierung des minpGAL1 zwischen Agel- . . .
pJet1.2 (Age-Pst) Amp pJmGalip Pstl-Schnittestellen in pJeti.2 fur pdnoPU20b bzw. Diese Arbeit
pJnoPH3b
. . . . minpHIS3-Fragment
mHis3p.3 , Klonierung des minpHIS3 zwischen Agel- . . .
pJet1.2 (Age-Pst) Amp pJmHisp Pstl-Schnittestellen in pJeti.2 far pdnoPU20b bzw. Diese Arbeit
pJnoPH3b
. . 75 Bp pBs4-Fragment
U20b Bs4p.1 Klonierung der U20b mit 75 Bp pBs4 ) . .
PJett-2 | = ho-Pst) Amp PJU20bBs4p |, yischen Xhol-Psti-Schnittestellen in pJeti.2 | TUf PELEU20bLabzw. | Diese Arbeit
pEleH3bLa
: . . 75 Bp pBs4-Fragment
H3b Bs4p Klonierung der H3b mit 75 Bp pBs4 zwischen ) . .
pJet1.2 (Xho-Pst) Amp pJH3bBs4p Xhol-Pstl-Schnittestellen in pJet1.2 fir pELeU20bLa bzw. Diese Arbeit
pEleH3bLa
lexA-Xho- Kionierung des 2. SOE-PCR-Produkts mit |  romatordeletions
pdet1.2 U20b-Age- Amp pJnoPU20b U20b mit den Oligonukleotiden pSH18- aus LexA:Box:LacZ- Diese Arbeit
Pst.4 34_237-F+ pSH-18-34_879-R in pJet1.2 F ) )
ragment
lexA-Xho- Klonierung des 2. SOE-PCR-Produkts mit ki?srgﬂﬁrgglsigﬁgﬁ-d
pJet1.2 H3b-Age- Amp pJnoPH3b H3b mit den Oligonukleotiden pSH18- aus LexA-Box:LaczZ- Diese Arbeit
Pst.1 34_237-F+ pSH-18-34_879-R in pjet1.2 Fracmen
ragment
lexA-Xho- pELeU20bLa aus Klonierung Notl/Xbal-Fragment aus ki?srgﬂﬁrgglsigﬁgﬁ-d _ _
pENTR D U20b-Age- Kan 0JnoPu20b pdnoPU20b in pEN'TR-D (Notl/Xbal aus LexA-Box:LacZ- Diese Arbeit
Pst.4 geschnitten) Fragment
. Promotordeletions-
lexA-Xho- Klonierung Notl/Xbal-Fragment aus
oENTRD | H3b-Age- Kan PELeH3bLa aus pJnoPH3b in pENTR-D (Notl/Xbal konstrukt bestehend | po o A it
pJnoPu20b . aus LexA:Box:LacZ-
Pst.1 geschnitten)

Fragment
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Resis-

Vektor Insert tenz Name Beschreibung Verwendung Referenz
. Zwischenklonierung
i i Klonierung Agel/Pstl-Fragment aus i
oENTRD | 6xA-U20b Kan | PELeU20bGalpLa oJmGalip in pELeU20bLa (Agel/Pst des Promotor Diese Arbeit
Galp-lacZ.1 NX eschnitten) fragments in Promotor-
9 deletionsplasmide
. Zwischenklonierung
i i . Klonierung Agel/Pstl-Fragment aus i
oENTRD | exA-U20b Kan | PELeU20bHispla oJmHisp in pELeU20bLa (Agel/Pstl des Promotor Diese Arbeit
Hisp-lacZ.3 NX eschnitten) fragments in Promotor-
9 deletionsplasmide
. Zwischenklonierung
k. Klonierung Agel/Pstl-Fragment aus i
PENTRD | [SXA-H3D Kan | PELeH3bGalpla pJmGalip in pELeH3bLa (Agel/Pst des Promotor Diese Arbeit
Galp-lacZ.1 NX eschnitten) fragments in Promotor-
9 deletionsplasmide
. Zwischenklonierung
. Klonierung Agel/Pstl-Fragment aus
PENTRD | [lexA-H3b- Kan PELeH3bHispla pJmHisp in pELeH3bLa (Agel/Pst des Promotor- Diese Arbeit
Hisp-lacZ.3 NX eschnitten) fragments in Promotor-
9 deletionsplasmide
; UPA20-Box vor
i i Klonierung Sall/Kasl-Fragment aus , . .
pSHi8-34 | 1SXAU00- | o g | PSHU200GAlD e o ysopGalpL in pSH18-34 (Sall/Kasl minpGAL1-LacZilr | .o o Aot
Galp-lacZ.1 (Agel-Pstl) eschnitten) multi copy Expression
9 in Hefe
; UPA20-Box vor
. Klonierung Sall/Kasl-Fragment aus ) . .
i lexA-U20b- pSH U20bHis3p . X ’ minpHIS3:LacZ fir . .
pSH18-34 Hisp-lacZ.2 amp / ura AP pELeU20bH|s3pI£ (;ani)ttseljw;S 34 (Sall/Kasl multi copy Expression Diese Arbeit
9 in Hefe
. H3b-Box vor
Klonierung Sall/Kasl-Fragment aus . ; .
i lexA-H3b- pSH H3bGal1p . i minpGAL1:LacZ fir . .
pSH18-34 Galp-lacZ.1 amp / ura AP pELeHSbGaIpLelsr:)E::?;:) 34 (Sall/Kasl multi copy Expression Diese Arbeit
9 in Hefe
. H3b-Box vor
. Klonierung Sall/Kasl-Fragment aus , . .
pSH18-34 I?XA'HSb' amp / ura PSH H3bHis3p pELeH3bHis3pLa in pSH18-34 (Sall/Kasl mlrijIS3.Lachgr Diese Arbeit
Hisp-lacZ.1 AP eschnitten) multi copy Expression
9 in Hefe
oy AUZ0bLac Klonierung des 2. SOE-PCR-Produkts mit LexA-U200 Lacz:
pENTR D Kan pELeU20bLa U20b mit den Oligonukleotiden pSH18- rag . Diese Arbeit
Z#19 Schnittstellen far div.

34 237-F+ pSH-18-34_879-R in pENTR-D

Promotorinsertionen
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Vektor

Insert

Resis-

tenz Name Beschreibung Verwendung Referenz
oy AHbLaGZ Klonierung des 2. SOE-PCR-Produkts mit LoxA-H3D Lac-
pENTR D #05 Kan pELeH3bLa H3b mit den Oligonukleotiden pSH18- Schnittgtellen fair div Diese Arbeit
34_237-F+ pSH-18-34_879-R in pENTR-D P . X :
romotorinsertionen
Klonierung Xhol/Pstl-Fragment aus Zwischenklonierung
lexA-U20b- . des Promotor- . .
pENTR D Bs4p-lacZ kan pELeU20bBs4pLa pJU20bBs4p in pELeU20bLa (PCR) fragments in Promotor- Diese Arbeit
P (Xhol/Pstl geschnitten) gmen \
deletionsplasmid
Klonierung Xhol/Pstl-Fragment aus Zwischenklonierung
lexA-H3b- . des Promotor- . .
pENTR D kan pELeH3bBs4plLa | pJH3bBs4p in pELeH3bLa (PCR) (Xhol/Pst , Diese Arbeit
Bs4p-lacZ ; fragments in Promotor-
geschnitten) . :
deletionsplasmid
. U20b-Box vor 75 Bp
Klonierung Sall/Kasl-Fragment aus . . .
pSH1g-34 | IexAU20b- 1 ura | pSH U20bBs4 PELeU20bBsdpLa (PCR) in pSH18-34 pBs4.LacZiUr multi | pio oo it
Bs4p-lacZ.2 , copy Expression in
(Sall/Kasl geschnitten) Hefe
. H3b-Box vor 75 Bp
Rk Klonierung Sall/Kasl-Fragment aus . . )
pSH18-34 | JOXAH3D- o ra | pSH H3bBs4p PELeH3bBs4pLa (PCR) in pSH18-34 pBsd:LacZtlr multi | b0 oo Arpeit
Bs4p-lacZ.1 : copy Expression in
(Sall/Kasl geschnitten) Hefe
Reporterkonstrukte fiir humane Zellen
Umklonierung des
F12A BM Klonierung Hindlll/Mssl-Fragment aus pSp- Barnase- zum
P Flexi Luc amp pFA:Luc luc in pF12A RM Flexi (Hindlll/ Mssl Luciferase-Gen far Diese Arbeit
geschnitten) Reporterkonstrukt
humanes Sytem
Klonierung des PCR-Fragments mit den Zwischenklonierung
. . Oligonukleotiden P13F_minP_321_F und der Amplifikation: . .
pJet 1.2 P13F:Luc.16 amp pJ+P13F:Luc PF12A RM seq rev/HS an pFA:Luc in pJet Hax3-Box vor Diese Arbeit
1.2 minpCMV:Luc
Klonierung des PCR-Fragments mit den Zwischenklonierung
. . Oligonukleotiden U20b_minP_321_F und der Amplifikation: . .
pJet 1.2 U20b:Luc.19 amp pJ+U20b:Luc PF12A RM seq rev/HS an pFA-LuG in pJet UPA20-Box vor Diese Arbeit
1.2 minpCMV:Luc
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Vektor Insert tenz Name Beschreibung Verwendung Referenz
F12A RM Klonierung Xbal/Xbal-Fragment aus :i?wxe,c-l?/lo\;(tvsc;
P ) P13F:luc amp pFA:P13FL pJ+P13F:Luc in pJ+P13F:Luc (Xbal/Xbal p&MV-LUC, Diese Arbeit
Flexi . Reporterkonstrukt fir
geschnitten)
humanes System
F12A RM Klonierung Xbal/Xbal-Fragment aus %T?Zgﬁﬁizgr
P ! U20b:luc amp pFA:U20bL pJ+U20b:Luc in pJ+P13F:Luc (Xbal/Xbal pLMV-LUC, Diese Arbeit
Flexi . Reporterkonstrukt fir
geschnitten)
humanes System
Effektorexpressionskonstrukte fiir humane Zellen
GFP:AvrBs3 Klonierung EcoRl/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes
pcDNA3 ’ 1 ' amp pMP:300 pGex:GFP:300Stop (S. Hahn) in pcDNA3 AvrBs3 flr Expression Diese Arbeit
(EcoRI/Xhol geschnitten) in humanen Zellen
. GFP-markiertes
GFP:AvrBs3 . Klonlgrung. EcoRI/Xhol-Fragment aus AvrBS3AAD fiir _ _
pcDNAS3 dAD.1 amp pMP:300AAD pGex:GFP:300AAD Stop (S. Hahn) in Exoression in Diese Arbeit
' pcDNA3 (EcoRI/Xhol geschnitten) P
humanen Zellen
. . GFP-markiertes
GFP:AvrBs3 pMP:300AAD Klohlerur_wg EcoRI/Xhol-Fragment aus . AVIBS3AAD:VP16-AD ' '
pcDNAS3 dADVP16AD amp pGex:GFP: 300AADVP16AD (S. Hahn) in " Co Diese Arbeit
VP16AD , flr Expression in
1 pcDNAS (EcoRI/Xhol geschnitten)
humanen Zellen
GFP:AvrBs3 MP-300AAD Klonierung EcoRlI/Xhol-Fragment aus Av:-aBFsz-ArTAaDr%ear}z-sAD
pcDNA3 dADGAL4AD amp P GAL4AD pGex:GFP: 300AADGAL4AD (S. Hahn) in fr Ex res;sion in Diese Arbeit
A pcDNAS3 (EcoRI/Xhol geschnitten) P
humanen Zellen
Klonierung EcoRl/Xhol-Fragment aus GFP-markiertes Hax3
pcDNAS3 GFP:Hax3.1 amp pMP:H3 pGex:GFP:H3Stop (S. Hahn) in pcDNA3 flr Expression in Diese Arbeit
(EcoRI/Xhol geschnitten) humanen Zellen
. GFP-markiertes
GFP:Hax3dA . Klonle.rung .EcoRI/Xhol-Fragment aus Hax3AAD fiir _ _
pcDNAS3 D 1 amp pMP:H3AAD pGex:GFP:H3AAD Stop (S. Hahn) in Exoression in Diese Arbeit
' pcDNAS3 (EcoRI/Xhol geschnitten) P
humanen Zellen
. GFP-markiertes
. ] Klonierung EcoRI/Xhol-Fragment aus .
GFP:Hax3dA pMP:H3AAD . : . Hax3AAD:VP16-AD . .
pcDNAS3 DVP16AD 1 amp VP16AD pGex:GFP:H3AADVP16AD (S. Hahn) in fiir Expression in Diese Arbeit

pcDNAS (EcoRI/Xhol geschnitten)

humanen Zellen




€Sl

Resis-

Vektor Insert tenz Name Beschreibung Verwendung Referenz
. GFP-markiertes
. . Klonierung EcoRI/Xhol-Fragment aus ) . .
ocDNA3 | GFPHaxddA | PMP-HIAAD 0Gex:GFP:H3AAD GAL4AD (S. Hahn) in | HaX3AAD:Gald-AD TN | - by ooo A et
DGAL4AD.1 GAL4AD : Expression in
pcDNAS (EcoRI/Xhol geschnitten)
humanen Zellen
GEP-LexA:G Klonierung EcoRl/Xhol-Fragment aus GFggB%‘;g_tZ%ﬁ?A'
pcDNA3 aI4AD 1' amp pMP:LexA pGex:GFPlexADBDSV40NLSGAL4AD (S. Ex' ression in Diese Arbeit
' Hahn) in pcDNAS3 (EcoRI/Xhol geschnitten) P
humanen Zellen
Klonierung EcoRI/Xhol-Fragment aus GFP far multi copy
pcDNAS3 GFP.1 amp pMP:GFP pdet1.2:EcoRiGFPXhol (S. Hahn) in pcDNA3 Expression in Diese Arbeit

(EcoRI/Xhol geschnitten)

humanen Zellen
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