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Einleitung

1 Einleitung
1.1 gene targeting

Unter gene targeting versteht man allgemein die gezielte Modifikation im Erbmaterial.
Komplexe Genome ortsspezifisch manipulieren zu konnen, hat vor allem auf dem
gentherapeutischen Forschungsgebiet immer mehr an Bedeutung gewonnen. Die Mdglichkeit,
bestimmte Gene aus dem Genom entfernen, sie an definierten Orten im Genom integrieren oder
sie gegeneinander austauschen zu kdnnen, wirde einen enorm wichtigen Fortschritt in der
Therapie von monogenen Erbkrankheiten und der Erforschung von Gen-Funktionen bedeuten.
Um dies praktisch umzusetzen, bedient sich eine vielversprechende gene targeting—Methode
dem Prinzip der homologen Rekombination (HR). HR st ein zelleigener Mechanismus,
welcher der genetischen Rekombination wéhrend der Meiose und der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen vor der Mitose dient. Voraussetzung dafir sind DNA-Abschnitte mit
gleicher oder ahnlicher (homologer) Sequenzabfolge, die rekombiniert werden kénnen. Diese
Eigenschaft kann beim gene targeting genutzt werden, indem gewinschte DNA-Abschnitte als
Reparaturvorlage (DNA-Reparatur-Matrix) in die Zelle eingebracht werden, um dort einen
unerwiinschten homologen DNA-Bereich im Genom entsprechend zu veréndern. Das bloRe
Einbringen der DNA-Reparatur-Matrix in die Zelle reicht jedoch nicht aus, da das Ereignis der
HR zu selten auftritt (~1 HR pro 10°), als dass es effektiv genutzt werden konnte. Ein
zusétzlicher DNA-Doppelstrangbruch im bzw. in unmittelbarer N&he des zu ersetzenden DNA-
Abschnitts erhéht die Rate der HR jedoch um ein Vielfaches (Kolb et al. 2005, Pingoud & Silva
2007). Die wissenschaftliche Herausforderung, die sich daraus ergibt, besteht darin, einen
spezifischen DNA-Strangbruch in einen exakt definierten Bereich des Genoms einzuftigen.
Eine vielversprechende Aussicht, dies bewerkstelligen zu kdnnen, bieten hochspezifische

Nukleasen.

1.2 Hochspezifische Nukleasen

Hochspezifische Nukleasen missen grundsétzlich zwei Kriterien erfillen. (i) Es muss
gewadhrleistet sein, dass sie eine singulére Sequenz spezifisch binden und erkennen, (ii) und
dass sie innerhalb oder in der N&he dieser Sequenz einen Einzelstrang- bzw. Doppelstrangbruch
katalysieren (Pingoud & Wende 2011). Neben den natirlich vorkommenden hochspezifische
Nukleasen, gibt es auch kinstlich fusionierte hochspezifischen Nukleasen, die fiir das gene

targeting eingesetzt werden (Abb. 1.1).
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der gene targeting-Methode mittels hochspezifischer Nukleasen.
Unter Verwendung von hochspezifischen Nukleasen, wie Homing Endonukleasen, RNA-vermittelten Nukleasen,
Zinkfinger-Nukleasen und TALE-Nukleasen, wird eine spezifische Sequenz (rot) erkannt und gespalten. Bei
gleichzeitiger Zugabe einer homologen DNA-Reparatur-Matrix mit der gewunschten Zielsequenz (blau), wird
durch homologe Rekombination die urspringliche Sequenz modifiziert. Veréndert nach Pingoud & Wende 2011.

1.2.1 Natiurlich vorkommende hochspezifische Nukleasen

Unter den unzahligen natiirlich vorkommenden sequenzspezifischen Nukleasen gibt es nur
einige wenige, deren Sequenzspezifizitat ausreicht, eine singulare Sequenz in einem komplexen
DNA-Kontext zu erkennen. Prominente Beispiele fir Nukleasen, deren natirliche Funktion
dahingehend modifiziert werden kann, um als hochspezifische Nukleasen zu fungieren, sind

Homing Endonukleasen und RNA-vermittelte Nukleasen (Pauwels et al. 2014).

1.2.1.1 Homing Endonukleasen (HE)

Die genetische Kodierung von Homing Endonukleasen (HE) findet man Ublicherweise in

Introns und Inteinen (Stoddard 2005). Homing beschreibt den Transfer einer speziellen Sequenz
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in ein homologes Allel, das diese Sequenz nicht aufweist (Dujon 1989). Dieser VVorgang fuhrt
somit zwangslaufig zur Weiterverbreitung dieser speziellen Sequenz, die daher auch als
mobiles Element bezeichnet wird. Im einfachsten Fall ist die HE innerhalb des mobilen
Elements kodiert und katalysiert nach der Translation einen DNA-Doppelstrangbruch in einem
homologen Bereich (Stoddard 2005), wodurch die Reparatur durch homologe Rekombination
stimuliert wird (Abb. 1.2). Die Sequenzspezifitat von HE kann 12-40 Basenpaare (bp) betragen,
was das statistische Vorkommen sehr rar macht (~1 pro 7x10%° bp). HE sind in funf Familien
untergliedert (LAGLIDADG, GIY-YIG, His-Cys box, H-N-H, PD-(D/E)-XK), wobei die
LAGLIDADG HE die groRte Familie bilden. Auf Grund der hohen Spezifitat fir lange
Erkennungssequenzen und der gleichzeitigen katalytischen Aktivitat von HE wurden diese im
Zuge der Forschung auf dem Gebiet des gene targeting intensiv eingesetzt und weiterentwickelt
(Pauwels et al. 2014, Stoddard 2014). Bei den offensichtlichen Vorteilen der Verwendung von
HE als hochspezifische Nukleasen bleibt jedoch eine enorme Hiirde bestehen, denn die Zahl
der nattrlich vorkommenden HE und daher auch ihre Erkennungssequenzen sind limitiert und
die gezielte Verénderung auf eine gewinschte Zielsequenz nur teilweise erfolgreich und
schwierig durchfiihrbar (Grizot et al. 2009). HE sind nicht ohne weiteres fiir spezielle
Erkennungssequenzen programmierbar, was flr die gezielte Modifizierung bestimmter Bereich
im Genom allerdings unumganglich ist. HE kdnnten aber auch verwendet werden, um sichere
Bereiche im Genom, sogenannte safe harbor, zu adressieren (Sadelain et al. 2012). Diese
Strategie dient der Insertion von Genen, jedoch nicht am urspringlichen Bestimmungsort,
sondern vorzugsweise in unkritischen Genombereichen. Diese Strategie hat zwar den Vorteil,
dass der safe harbor fur diverse Insertion dienen kann, allerdings muss die Erkennungssequenz
fir die HE erst einmal eingebracht werden. Diese Strategie wird u.a. in Kulturpflanzen
angewendet (D'Halluin et al. 2008).
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Intein Intron
I ] 1
DNA
I .} 2
¥ Transkription
mRNA _—— e
y Translation y RNA-Splicing Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des
Int Mechanismus von Homing Endonukleasen. Das
s mobile Element (griin) befindet sich zundchst in
Allel 2, fehlt jedoch in Allel 1. Nach der
Transkription wird die Homing Endonuklease
Protein-Splicing 4 » Translation

(HE) entweder direkt translatiert und liegt zunachst
HE jﬁe‘;ffg, ) als Intein vor, das im Folgeschritt durch Protein-
Splicing zur funktionellen Form prozessiert wird
(linke Seite) oder die Prozessierung findet auf
B RNA-Ebene statt und das Intron kodiert direkt fiir
—_—————— 1 die funktionale Form des Proteins (rechte Seite).
AnschlieBend katalysiert die HE in Allel 1 einen
Doppelstrangbruch (DSB) in einem Bereich, der
homolog zu dem DNA-Abschnitt mit dem mobilen
Element auf Allel 2 ist. Der DSB wird durch
v Homologe Rekombination Nhomologe Rekombination repariert, wobei eine
Kopie des mobilen Elements in das Allel 1
integriert wird. Verédndert nach Pingoud et al.
2 2003.

v

vy Spaltung
A 1
)

2

1

1.2.1.2 RNA-vermittelte Nukleasen (CRISPR/Cas)

Das CRISPR/Cas System (clustered regularly interspaced short palindromic repeat/CRISPR-
associated) beschreibt ein adaptives Immunsystem in Prokaryoten, um sich vor zellfremder
DNA zu schitzen (Barrangou et al. 2007). Hierbei verfugt der potentielle Wirtsorganismus Uber
kurze konservierte Wiederholungssequenzen (repeats), die wiederum durch individuelle
Sequenzen (spacer) unterbrochen sind (CRISPR). In unmittelbarer Nahe der CRISPR befinden
sich die Cas-Gene. Bei Befall des Wirtsorganismus werden Sequenzbereiche der zellfremden
DNA als spacer in das eigene Genom integriert (Terns & Terns 2011, Wiedenheft et al. 2012).
Bei erneutem Befall wird diese spacer-Sequenz zur crRNA (cursor RNA) prozessiert und
rekrutiert ein Cas-Protein zum komplementéren Bereich der eingedrungenen DNA, um diese
durch Hydrolyse eines Doppelstrangbruchs unschadlich zu machen (Brouns et al. 2008). Jinek
et al. 2012 konnten zeigen, dass Cas9 (eine Komponente des Typll-CRISPR/Cas-Systems) in
Kombination mit einer chimdren RNA eine funktionale RNA-vermittelte Nuklease bildet, die
fir jede beliebige Sequenz programmiert werden kann, indem die entsprechende crRNA
verwendet wird (Abb. 1.3). Die chimdre RNA ist aus der crRNA und der tracrRNA (trans-

4
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activating crRNA), die die Hydrolyse von Doppelstrangbriichen im Typll-CRISPR/Cas-
System unterstiitzt, fusioniert. Diese neuartige und zugleich leicht programmierbare
hochspezifische Nuklease ist im Bereich des gene targeting stark in den Fokus gerlckt und
wurde seither in vielen Studien erfolgreich angewendet (Cong et al. 2013, DiCarlo et al. 2013,
Dickinson et al. 2013, Hwang et al. 2013, Karvelis et al. 2013a, Karvelis et al. 2013b, Mali et
al. 2013, Wang et al. 2013).

DNA | Abbildung 1.3: Sequenzspezifische Spaltung mit einer
M.~ Cas® I RNA-vermittelten Nuklease. Die cursorRNA (CrRNA,
beige/schwarz) ist uber einen Nukleotid-Linker (blau)

T mit der trans-activating crRNA (tracrRNA, dunkelrot)

5= Linker verbunden und bilden die chimare RNA. Diese rekrutiert

I die Endonuklease Cas9 (hellblau) zu einer DNA-
: \ Sequenz, die komplementér zur crRNA ist (beige). Cas9

3 hydrolysiert simultan einen Einzelstrangbruch in den
ShifrAre/RNA ais gegenuberllegendgn DNA:Strangen, wqraus ein Doppel-
RNA und tracrRNA Strangbruch resultiert. Verandert nach Jinek et al. 2012.

1.2.2 Artifizielle hochspezifische Nukleasen

Hochspezifische Nukleasen kdnnen mittels rekombinanter Proteine kunstlich generiert werden.
Hierbei werden Proteine oder Proteindomanen, die eine erweiterte DNA-Spezifitat aufweisen
(DNA-Bindungsmodul) mit jenen kombiniert, die einen DNA-Strangbruch katalysieren kénnen
(DNA-Spaltungsmodul). Um eine singuldre Sequenz innerhalb eines komplexen Genoms, wie
z.B. dem humanen (3,3x10° Basenpaare), spezifisch erkennen zu kénnen, muss die
Erkennungssequenz der rekombinanten Nuklease mindestens 16 (4*) Basenpaare betragen.
Statistisch kommt diese Sequenz dann nur alle 4° (4,3x10°%) Basenpaare vor. Zudem ist es fiir
die Anwendung von enormer Wichtigkeit, jede beliebige Sequenz adressieren zu kénnen, d.h.
die rekombinante Nuklease muss flr eine bestimmte Zielsequenz programmierbar sein. Diesen
besonderen Anforderungen entsprechen die beim gene targeting vielfach eingesetzten
Zinkfinger-Nukleasen und TALE-Nukleasen (Carroll 2014, Pauwels et al. 2014).

1.2.2.1 DNA-Bindungsmodul: Zinkfinger (ZF)

Zinkfinger sind Proteine, die ein bestimmtes Motiv aufweisen. Dabei handelt es sich meist um
zwei Cystein- und zwei Histidin-Reste, die in einer Bpa-Struktur ein einzelnes Zink-lon

koordinieren (Cys2His2-Zinkfinger-Motiv) und dadurch maligeblich die Struktur vorgeben
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(Pabo et al. 2001) (Abb. 1.4 A). Ein einzelner Zinkfinger erkennt Giber bestimmte Aminoséaure-
Reste in der a-Helix eine spezifische Abfolge von drei Basenpaaren (Pavletich & Pabo 1991).
Mehrere Zinkfinger mit unterschiedlichen Sequenzspezifitditen konnen tandem-artig
hintereinander geschaltet vorliegen (Multi-Zinkfinger) und je nach Anzahl der Zinkfinger
entsprechend lange DNA-Sequenzen erkennen (Abb. 1.4 B). Es wurden unterschiedliche
Methoden entwickelt, um solche hoch-sequenzspezifischen Multi-Zinkfinger zu designen, wie
z.B. modular assembly, context-sensitive selection und die ,,2 + 2“-Methode von Sangamo
BioSciences (Cathomen & Joung 2008). Weitere Methoden zur Generierung von Multi-
Zinkfingern bieten OPEN (oligomerized pool engineering), eine effektive und 6ffentlich
zugangliche Plattform (Maeder et al. 2008) und CoDA (context-dependent assembly) (Sander
et al. 2011). Die Generierung von Muti-Zinkfingern ist jedoch nicht trivial. Ein besonderes
Problem stellt der sogenannte crosstalk dar, d.h. die Interaktion der einzelnen Zinkfinger
untereinander, welche sich negativ auf die DNA-Bindung und daher auch auf die Spezifizitat
auswirken kann. Muti-Zinkfinger mussen daher kontextabhangig selektiert und fir die
gewinschte Erkennungssequenz optimiert werden. Nichtsdestotrotz, wurden und werden
Nuklease-gekoppelte Multi-Zinkfinger auf dem Gebiet des gene targeting weitverbreitet
eingesetzt. Als eine der ersten artifiziellen hochspezifischen Nukleasen (Kim et al. 1996) wurde
diese in den vergangenen Jahren in zahlreichen Studien untersucht, wobei das Potential von
ZFN mehrfach bestatigt wurde u.a. in Pflanzen- (Cai et al. 2009) und Tiermodellen, wie
Drosophila (Bibikova et al. 2002), Schmetterlingen (Merlin et al. 2013), Zebrafischen (Doyon
et al. 2008), Mammalia (Remy et al. 2010). Aber auch bei der Modifikation des humanen
Genoms sind ZFN Vorreiter. Ein erfolgreicher Ansatz war die Deletion des Gens CCR5 in
CD4*T-Zellen (Perez et al. 2008). Das Gen kodiert fiir einen Membranrezeptor, der fur das HI-
Virus einen der wichtigsten Eintrittspunkte in die Zelle darstellt. Durch die Gen-Deletion ist es
gelungen, die Zellen weitestgehend resistent gegen HIV zu machen. Andere Ansétze
adressieren mutierte Gene, die zu Krankheitsbildern fiihren, um diese zu korrigieren, darunter
die monogene Erbkrankheit SCID (X-linked severe combined immune deficiency) und die
Sichelzell-Krankheit (Urnov et al. 2005, Zou et al. 2011).
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Abbildung 1.4: Zinkfinger Kristallstruktur und spezifische Interaktion eines Multi-Zinkfingers mit der
DNA. (A) Cys2His2-Zinkfinger-Motiv, bestehend aus zwei B-Faltblattern und einer a-Helix (BBa-Struktur). Zwei
Cystein- und zwei Histidin-Reste (gelb bzw. rot) koordinieren ein Zink-lon (graue Kugel). Die fir die DNA-
Interaktion relevanten Aminoséure-Reste sind in der o-Helix hervorgehoben. (B) DNA-Interaktion eines Multi-
Zinkfingers, bestehend aus drei Zinkfingern (rot, gelb, violett). Die DNA ist in hellblau dargestellt. VVerdndert nach
Pabo & Grant 2001. RCSB Protein Data Bank: 1AAY.

1.2.2.2 DNA-Bindungsmodul: TALE

TALE (transcription activator-like effectors) bilden eine Gruppe innerhalb der Typ-IlI-
Effektor-Proteine, die durch Xanthomonas Bakterien in infizierten Pflanzenzellen
ausgeschieden werden. Die Gattung Xanthomonas ist divers und besteht aus gram-negativen
Pflanzenpathogenen, die insgesamt uber 200 verschiedene Pflanzen-Familien infizieren
konnen. Von entscheidender Bedeutung fur die Pathogenitat ist das Hrp-TypllI-Sekretions-
(T3S) System. Es bildet eine raumliche Uberbriickung von der bakteriellen Membran zur
pflanzlichen Plasmamembran(Buttner & Bonas 2002, Weber et al. 2005), um ein Gemisch aus
30-40 Typlll-Effektor-Proteine in den Wirtsorganismus einzuschleusen (Buttner & Bonas
2010). Typlll-Effektor-Proteine werden aufgrund von Sequenz- und Struktur-Homologien,
sowie ihrer Funktionalitat phylogenetisch unterteilt (White et al. 2009). TALE bilden die groiite
Protein-Gruppierung und binden im Wirtsorganismus an spezielle Promotorregionen, wodurch
die Transkription gewisser Gene hoch- oder herunterreguliert wird (Kay & Bonas 2009).
Insgesamt beeinflussen die Effektor-Proteine unterschiedliche zellulare Ablaufe im
Wirtsorganismus, die die Abwehr der Pflanze schwachen und die Virulenz der Bakterien
begunstigt. Typische dulRere Merkmale der infizierten Pflanze sind Nassféaule,
Chlorophylimangel und nekrotisches Gewebe. Fir die Funktion unumgéngliche Merkmale der
TALE-Proteine sind das nuclear localization signal (NLS) und die acidic activation domain
(AD), die sich im C-terminalem Bereich des Proteins befinden (Boch & Bonas 2010). Das NLS
dient dem Transfer der Proteine vom Zytoplasma in den Zellkern und die AD der Aktivierung

der Genregulation. Entscheidend fiir die DNA-Erkennung ist die sogenannte repeat-Doméne,
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die sich im mittleren Teil des Proteins befindet. Sie besteht aus sich wiederholenden DNA
Sequenzen (repeats), die bis auf wenige Ausnahmen hochkonserviert sind. In der Natur
kommen TALE-Proteine vor, die zwischen 1,5 bis 33,5 repeats aufweisen, wobei 15,5 bis 19,5
ublich sind (Boch & Bonas 2010). Die Anzahl der Aminoséuren (AS) eines repeats kann
ebenfalls variieren (30-42 AS), am haufigsten sind jedoch 34 AS. Die auffélligste Abweichung
innerhalb der repeats findet man an der AS-Position 12 und 13, den sogenannten repeat
variable diresidues (RVD). Studien zeigen, dass die DNA-Spezifitat durch die entsprechenden
AS an diesen Positionen definiert werden (Boch et al. 2009, Moscou & Bogdanove 2009,
Morbitzer et al. 2010). So erkennen z.B. die Aminosaure-Paare NI ein Adenin, HD ein Cytosin,
NG ein Thymin, und NK ein Guanin (Abb. 1.5 B). Die Co-Kristallstrukturen von TALE-
Proteinen zeigen, dass die Interaktion mit der DNA stattfindet, indem das Protein sich um die
DNA windet und sich dabei in der groRen Furche positioniert (Deng et al. 2012, Mak et al.
2012) (Abb. 1.5 A). Die repeats weisen eine beinahe identische Konformation auf. Die AS
Bereiche jenseits der RVD bilden jeweils eine a-Helix, die durch den sogenannten RVD-loop
(Aminosdure-Position 12, 13 und auch 14) verknipft sind. Dabei findet lediglich eine
Interaktion der RVD mit den Basen des direkten Strangs (5° = 3°) statt. Diese Interaktion wird
durch die AS an der Position 13 vermittelt. Die Struktur weist darauf hin, dass die AS an der
Position 12 die Funktion hat, den RVD entsprechend zu positionieren und somit nur indirekt an
der DNA-Erkennung beteiligt ist. Die Erkenntnis, dass benachbarte RVD die Sequenzspezifitat
nicht gegenseitig beeinflussen (Moscou & Bogdanove 2009) ermdglicht es artifizielle TALE-
Proteine mit gewiinschten Sequenzspezifitaten relativ leicht zu konstruieren (Boch et al. 2009,
Morbitzer et al. 2010). Diverse Methoden wurden vorgestellt, optimiert und weiterentwickelt
und ermdglichen es inzwischen programmierte TALE-Proteine effizient und mit geringem
Aufwand herzustellen (Morbitzer et al. 2011, Briggs et al. 2012, Reyon et al. 2012, Schmid-
Burgk et al. 2012). TALE-Proteine sind seit der Entschllsselung des Spezifitdtsmusters
vermehrt flr die gene targeting-Methode verwendet worden. Es wurden zahlreiche Studien in
Tiermodellen u. a. in Drosophila (Liu et al. 2012), Moskitos (Aryan et al. 2013), Seidenraupen
(Maet al. 2012) und Zebrafische (Zu et al. 2013), wie auch in humanen Zelllinien durchgefiihrt
(Cermak et al. 2011, Hockemeyer et al. 2011, Miller et al. 2011).
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Abbildung 1.5: Spezifische TALE-DNA-Interaktion und schematische Darstellung der Proteinstruktur. (A)
Co-Kristallstruktur des TALE-Proteins PthXo1l. Die Teilstruktur umfasst einen GroRteil der repeat-Doméne, die
sich in der grof3en Furche der DNA angelagert und die DNA dabei umwickelt. RCSB Protein Data Bank: 3UGM.
(B) TALE-Proteine weisen stets ein nuclear localization signal (NLS) sowie eine acidic activation domain (AD)
am C-terminalen Ende auf. Die repeat-Doméne setzt sich aus repetitiven Aminosaure-Abfolgen zusammen, die
bis auf die Positionen 12 und 13 (RVD, repeat variable diresidues) nur gering variieren. Abhdngig vom RVD-Typ
variiert die Basen-spezifische Erkennung. Veréndert nach Scholze & Boch 2010.

1.2.2.3 DNA-Spaltungsmodule: FokI und Alternativen

In ,klassischen® artifiziellen hochspezifischen Nukleasen ist das DNA-Bindungsmodul
ublicherweise an die Spaltungs-Doméne der Restriktionendonuklease Fokl gekoppelt (ZFN,
TALEN). Die Fokl-Spaltungs-Doméne hat die charakteristischen Eigenschaften, dass sie
sequenzunspezifisch ist und erst katalytisch aktiv wird, wenn zwei monomere Untereinheiten
auf der DNA dimerisieren. Hierflir muss die Erkennungssequenz immer tripartit sein, also zweli
Erkennungssequenzen des DNA-Bindungsmoduls, die einen gewissen DNA-Abschnitt
flankieren, auf dem die DNA-Spaltungsmodule dimerisieren kdnnen. Fiir die ,klassischen®
ZFN konnte neben der gezielten Modifizierung von DNA-Sequenzen, eine relativ hohe
Zytotoxizitat durch unspezifische Spaltung unadressierter Genom-Bereiche gezeigt werden
(Perez et al. 2008, Pruett-Miller et al. 2009). Cathomen und Joung (2008) beschreiben mdgliche
Ursachen der unspezifischen DNA-Spaltung. Zum einen kann unspezifische DNA-Spaltung
auftreten, wenn die Sequenzspezifitdt der Multi-Zinkfinger unzureichend ist (Abb. 1.6 A).
Andererseits kann unspezifische Spaltung auftreten, wenn lediglich ein Multi-Zinkfinger an

seine spezifische Sequenz gebunden hat, diese Sequenz aber nicht innerhalb der Zielsequenz
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liegt (hanging monkey-Situation) (Abb. 1.6 B). Dies kann theoretisch im menschlichen Genom
auftreten, da die Erkennungssequenz eines Muti-Zinkfingers mit drei Zinkfingern nur neun
Basenpaare umfasst. Haufig miissen zwei unterschiedliche ZFN-Monomere eingesetzt werden,
die in der Erkennungssequenz des Multi-Zinkfingers variieren. Um die Zielsequenz spezifisch
erkennen und spalten zu kénnen, muss ein Heterodimer gebildet werden. Das bietet jedoch die
Gefahr einer potentiellen unspezifischen Spaltung, indem zwei gleiche Monomere dimerisieren
(Abb. 1.6 C). Um dies zu vermeiden, wurden Monomere der Fokl-Spaltungs-Doméne
entwickelt, die sich in der Kontaktstelle zueinander unterscheiden (Miller et al. 2007, Szczepek
et al. 2007). Mit dem Schlissel-Schloss-Prinzip kénnen nur komplementére Fokl-Monomere
miteinander dimerisieren (Abb. 1.6 D). Auf diese Weise kann die unspezifische Spaltung durch
Homodimere reduziert werden. Aquivalente Ansétze wurden auch fiir ,klassische TALEN
beschrieben (Wu et al. 2014). Ein anderer Ansatz, um die Zytotoxizitat, die durch die
sequenzunspezifische Natur der FokI-Spaltungs-Domane verursacht wird, zu reduzieren, ist die
Verwendung alternativer DNA-Spaltungsmodule. Dies konnte erfolgreich am Beispiel der
sequenzspezifischen Restriktionendonuklease Pvull, sowohl in der Kombination mit einem
Multi-Zinkfing (Schierling et al. 2012), also auch mit einem TALE-Protein (Yanik et al. 2013)
gezeigt werden. Im direkten Vergleich zur der Fusion mit einem Fokl-DNA-Spaltungsmodul

wiesen die alternativen Konstrukte signifikant geringere Zytotoxizitat auf.

FL. o +[g
p— > Abbildung 1.6: Mégliche Ursachen fiir unspezifische DNA-
Spaltung durch ,klassische ZFN und TALEN. (A)
Unzureichende Sequenzspezifitdt der DNA-Bindungsmodule
(dunkelrot bzw. orange). (B) Dimerisierung der DNA-
Spaltungsmodule, obwohl lediglich ein DNA-Bindungsmodul
(rot) spezifisch gebunden ist. (C) Homodimer-Bildung: zwei
gleiche DNA-Bindungsmodule (orange). (D) Modifizierte
Kontaktstelle zwischen Fokl-Monomeren vermeidet Homo-
dimer-Bildung. Unspezifische DNA-Erkennung sind pink
hervorgehoben. Verdndert nach Cathomen & Young 2008.
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1.3 Zytotoxizitdt und hochspezifische Nickasen

Die in Abschnitt 1.2.2.3 genannten Griinde haben toxische Effekte in der Zelle, da mangels
Spezifitat aullerhalb der Zielsequenz gespalten wird. Die klassischen hochspezifischen
Nukleasen sind konstruiert, Doppelstrangbriiche zu katalysieren, um mit Hilfe einer
angebotenen DNA-Reparatur-Matrix die homologe Rekombination zu stimulieren (Pingoud &
Wende 2011, Sakuma & Woltjen 2014). Unspezifische Doppelstrangbriiche sind zwangslaufig
toxisch fiir die Zelle, wenn keine homologe DNA-Reparatur-Matrix vorhanden ist. Wenn diese
DNA-Reparatur-Matrix fehlt oder nicht verwendet wird, greift ein alternativer Reparatur-
Mechanismus, das sogenannte non-homologous end-joining (NHEJ) (Lieber 2010). Hierbei
wird der Doppelstrangbruch repariert, indem einzelne Nukleotide an den freien DNA-Enden
deletiert oder eingeftigt werden. Dies fuhrt haufig zur Zerstérung von Genen, da das Leseraster
verschoben wird. Studien konnten jedoch zeigen, dass homologe Rekombination nicht
zwangslaufig durch Doppelstrangbriiche, sondern auch durch Einzelstrangbriiche (nicks)
initiiert werden kann. Das verringert die Zytotoxizitét signifikant, da nicks nicht durch NHEJ
prozessiert werden (Davis & Maizels 2011, Metzger et al. 2011). Die Reduktion der
Zytotoxizitat durch nick-induzierte HR wurde auf alle bestehenden hochspezifischen Nukleasen
ubertragen. Im Fall von Homing Endonukleasen (McConnell Smith et al. 2009) und den RNA-
vermittelten Nukleasen (Cong et al. 2013) werden Nickasen erzeugt indem eins von zwei
katalytischen Zentren durch Mutationen inaktiviert wird. Fokl-gekoppelte Zinkfinger und
TALE-Proteine kdnnen zu Nickasen verandert werden, indem ein Heterodimer verwendet wird,
bei dem ein Fokl-DNA-Spaltungsmodul inaktiviert ist (Kim et al. 2012, Ramirez et al. 2012,
Wang et al. 2012, Wu et al. 2014). Alle Studien zeigen, dass die Rate fiir NHEJ dramatisch
sinkt, was die Anwendung sicherer macht. Allerdings muss man auch bedenken, dass die Rate
fur HR, die durch nicks induziert wird, geringer ist als fir DSB. Relevant ist die Art der
Anwendung. Bei Gen-Deletion z.B. ist NHEJ ein erwinschter Effekt, bei Gen-Insertion und -

Korrektur wiederum ist NHEJ mdglichst zu vermeiden.

1.4 Fusions-Konstrukte

Basierend auf den Erfahrungen vorhergehender Entwicklungen hochspezifischer Nukleasen,
sollen innovative Konstrukte entstehen, die die verschieden Merkmale kombinieren, um
Programmierbarkeit, Spezifitdt und Konstrukt-GroRe zu verbessern Die Grundbausteine dieser

Fusions-Konstrukte werden in den folgenden Kapiteln n&her vorgestellt.
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1.4.1 DNA-Bindungsmodul: I-Scel

I-Scel gehért zu den Homing Endonukleasen (HE) und wird der Familie LADLIDADG
zugeordnet (Kapitel 1.2.1.1). Grundsatzlich kdnnen HE dieser Familie entweder als Dimer (ein
LAGLIDADG-Motiv pro Untereinheit) oder als Monomer (zwei LAGLIDADG-Motive im
Protein) aktiv sein (Colleaux et al. 1988, Dalgaard et al. 1997). Entscheidend fur die
katalytische Aktivitat ist der Aspartat-Rest am Carboxyl-Terminus des Sequenz-Motivs
LAGLIDADG (Gimble & Stephens 1995). Dimere HE haben immer palindrome bzw.
pseudopalindrome Erkennungssequenzen. Monomere HE hingegen weisen stets eine
asymmetrische Erkennungssequenz auf, wie auch I-Scel. 1-Scel wird im mitochondrialen
Genom des einzelligen Pilzes Saccharomyces cerevisiae kodiert (Colleaux et al. 1986), hat ein
Molekulargewicht von 26 kDa und erkennt eine 18 Basenpaare lange Sequenz. Der Protein-
DNA-Komplex zeigt die fir LADLIDADG HE typische Sattelstruktur (Moure et al. 2003)
(Abb. 1.7). Die katalytischen Zentren sind jeweils in der kleinen Furche der DNA positioniert,
um einen Einzelstrangbruch im oberen und im unteren Strang zu katalysieren (Moure et al.
2008), woraus ein Doppelstrangbruch mit vier Basen 3‘-Uberhangen resultiert (Colleaux et al.
1988). Kinetische Studien weisen auf eine geringe Strangpraferenz hin, wobei der untere Strang
mit einer signifikant schnelleren Rate gespalten wird (Perrin et al. 1993). Die Co-
Kristallstruktur legt nahe, dass fur die Hydrolyse vier divalente Metall-lonen (vorzugsweise
Mg?*) notwendig sind (Moure et al. 2008. HE konnen neben dem Einsatz als eigenstandige
hochspezifische Nukleasen (Kapitel 1.2.1.1) auch der Untersuchung von neuen DNA-
Spaltungsmodulen fur artifizielle hochspezifische Nukleasen dienen. Dabei werden sie
lediglich als DNA-Bindungsmodul in  Fusionskonstrukten  eingesetzt  werden
(Fonfara et al. 2012). Daflur muss die HE jedoch katalytisch inaktiviert werden, was bei
LAGLIDADG HE durch die Substitution der katalytisch relevanten Aspartat-Reste relativ
einfach bewerkstelligt werden kann (Gimble & Stephens 1995). Auch in diesem Fall wurde die
katalytisch inaktive I-Scel-Variante D44N D145A verwendet, um die Eigenschaften eines

neuen DNA-Spaltungsmoduls zu untersuchen (proof of principle).
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Abbildung 1.7: 1-Scel Co-Kristallstruktur.
Sequenzspezifische Interaktion mit der 18 bp
langen Erkennungssequenz. Die spezifische
Sequenz wird in 53¢ Richtung gebunden,
wobei [I-Scel vom C- zum N-Terminus
orientiert istt RCSB Protein Data Bank:
1R7M.

1.4.2 DNA-Bindungsmodul: AvrBs3 bzw. AvrBs4

AvrBs3 und AvrBs4 sind TALE-Proteine aus Xanthomonas campestris pv. vesicatoria und
zéhlen zu einer der grofiten TALE-Familien (Kapitel 1.2.1.4). Sie weisen eine sehr starke
strukturelle Homologie auf, haben jedoch unterschiedliche DNA-Bindespezifitaten (Bonas et
al. 1989). lhre repeat-Doméne besteht aus jeweils 17,5 repeats und somit wird eine 18 Basen
spezifische Erkennungssequenz erkannt (eine Base pro repeat inkl. letzten halben repeat). Fur
die Aktivitat einiger TALE-Proteine ist es obligatorisch, dass ein Thymin (Boch et al. 2009)
oder im Fall von Ralstonia solanacearum TALE ein Guanin (de Lange et al. 2013) vor der
eigentlichen Erkennungssequenz vorgestellt ist (Position 0 ,,null®) (Abb. 1.5). Im Fall von
AvrBs3 und AvrBs4 muss sich ein Thymin an dieser Position befinden, somit betrégt die
gesamte Erkennungssequenz 19 Basen. Welche genaue Rolle die Position 0 spielt, ist noch nicht
vollstandig verstanden. Eine neuere Studie zeigt, dass die Funktion mancher TALEN davon
abhangen kann, aber nicht zwangslaufig muss. Viel entscheidender dabei ist die Komposition
verschiedener Faktoren, wie die RVD an der Position 1, die repeat-Anzahl und die
Gesamtaktivitat des TALE-Proteins (Schreiber & Bonas 2014). Als Beispiel fur ein
programmierbares DNA-Bindungsmodul wird ein AvrBs3- und entsprechend ein AvrBs4-
Protein verwendet, die am N-terminalen Ende um 152 Aminosauren (AS) und am C-terminalen
Ende um 250 AS verkdrzt sind (es verbleiben 28 AS nach dem letzten halben repeat). Diese
Varianten wurden in einer Studie bereits beschrieben und sind trotz Reduktion, in der Lage ihre
spezifische Erkennungssequenz zu binden (Miller et al. 2011).

1.4.3 DNA-Spaltungsmodul: MutH

MutH ist eine monomere Endonuklease und gehdrt zum DNA-mismatch repair (MMR) System
in einigen gram-negativen Bakterien, z.B. E. coli. Dieses System dient der Reparatur von
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Basenfehlpaarungen sowie Insertionen und Deletionen (Indels) von einem bis zu vier
Nukleotid(en). Ein bis drei Indel(s) werden vergleichbar effizient repariert wie eine G-T
Fehlpaarung (am besten durch das MMR-System in E. coli korrigiert), die Reparatur-Effizienz
von vier Indels sinkt hingegen deutlich ab und finf Indels werden nicht mehr erkannt (Learn &
Grafstrom 1989, Smith & Modrich 1996). Basenfehlpaarungen und Indels entstehen haufig bei
naturlichen zelluléren Prozessen, wie DNA-Replikation oder homologe Rekombination. Das
MMR System umfasst viele Komponenten, die Hauptinitiatoren sind jedoch MutS, MutL und
MutH. Sobald eine Basenfehlpaarung auftritt, wird dies durch MutS detektiert (Abb. 1.8 Al).
MutS bindet an die Basenfehlpaarung und aktiviert in einer ATP-abhdngigen Reaktion MutL
(Abb. 1.8 A2), welches wiederum ATP-abhéngig die Endonuklease MutH zu einer
nahegelegenen (bis zu 1000 Basenpaare) Erkennungssequenz (GATC) rekrutiert (Modrich
1991) (Abb. 1.8. A3). MutH ist nicht nur ein sequenzspezifisches sondern auch eine
methylierungabhéngiges Enzym (Parker & Marinus 1992, Friedhoff et al. 2003). Es ist daher
in der Lage zu unterscheiden, ob die spezifische Erkennungssequenz methyliert ist oder nicht.
Fur die Reparatur des fehlerhaften Tochterstrangs ist diese Eigenschaft von entscheidender
Bedeutung, denn im friihen Stadium der Replikation weist der neusynthetisierter Tochterstrand
nicht die charakteristische Methylierung durch die DNA Adenin-Methyltransferase (DAM) auf
(GATC) (Barras & Marinus 1989). Somit hydrolysiert MutH nach der Rekrutierung an die
Erkennungssequenz  lediglich den neusynthetisierten Strand durch einen DNA-
Einzelstrangbruch (nick) vor dem ersten Guanin am 5° Ende (JGATC). In den folgenden
Reaktionsschritten kommen weitere Komponenten zum Einsatz, was zum Abbau des
Tochterstrangs, ausgehend vom nick bis tber die Basenfehlpaarung hinaus, und der Resynthese
eines neuen korrekten Abschnittes des Tochterstrangs fuhrt und somit die Basenfehlpaarung
repariert wird (Modrich 1991). Vollstandig methylierte DNA ist resistent gegenlber der
Bindung und Spaltung durch MutH (Welsh et al. 1987, Lee et al. 2005). Friedhoff et al. (2003)
zeigten das der Aminoséure-Rest Y212 von essenzieller Bedeutung fiir die Diskriminierung
zwischen dem modifizierten und unmodifizierten Adenin der MutH-Erkennungssequenz ist.
Die Hydroxylgruppe (-OH) des Tyrosins bildet Wasserstoffbriicken mit dem unmodifizierten
Adenin und eine zusétzliche Modifizierung fuhrt aller Voraussicht nach zu sterischen
Hindernissen. Hemimethylierte und vollstdndig unmethylierte DNA wird als Substrat
angenommen, wobei eine Préaferenz fur Ersteres besteht. Hemimethylierte DNA wird durch
MutH fester gebunden als vollstandig unmethylierte DNA, was sich in einem niedrigerem Kp-
Wert wiederspiegelt (hemimethyliert: 0,9 uM, unmethyliert: 3,5 uM) und einer zehnmal
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schnelleren Spaltung der hemimethylierten DNA (Lee et al. 2005). Hemimethylierte DNA wird
lediglich im unmethylierten DNA-Strang gespalten. Unmethylierte Erkennungssequenzen
werden ohne Strangpraferenz gespalten. Hierbei akkumuliert jedoch zunéchst das genickte
Produkt bevor es in einer weiteren langsameren Reaktion unter verlangerter Inkubation und
Enzymiberschuss in einen Doppelstrangbruch konvertiert wird (Welsh et al. 1987, Au et al.
1992). Die Aktivitat von MutH wird auf’erdem im Zuge einer Basenfehlpaarung durch MutS
und MutL von 0,0017 nicks/min/Monomer auf 0,04-0,12 nicks/min/Monomer 20- bis 70-fach
gesteigert (Welsh et al. 1987). Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat von MutH
abhangig vom DNA-Kontext der GATC-Sequenz ist (Lee et al. 2005). MutH hat ein
Molekulargewicht von 28 kDa und kann grob in zwei zueinander bewegliche Subdoménen
eingeteilt werden, die eine Art Klammer bilden (Ban & Yang 1998, Lee et al. 2005). Der N-
terminale Teil der Klammer beherbergt das katalytische Zentrum, der C-terminale Teil ist
hauptsachlich verantwortlich fur die spezifische DNA-Bindung (Abb. 1.8 B). Das katalytische
Zentrum befindet sich am inneren Ende der Klammer. Die Co-Kristallstruktur zeigt, dass die
DNA von der Klammer umschlossen wird und dabei mit der groRen Furche der DNA interagiert
(Lee et al. 2005). Das katalytische Sequenz-Motiv von MutH (D(X)s-30(E/D)XK) findet man
héufig auch bei Typll-Restriktionsendonukleasen (REasen) und das aktive Zentrum zeigt groRRe
Ahnlichkeiten in der Primar-, Sekundar- und Tertidrstruktur, was auf eine divergente
Entwicklung mit den Typ-I1-REasen Pvull, BamHI, EcoRV, EcoRI, Sau3Al und Fokl hinweist
(Ban & Yang 1998). Die strukturelle Ahnlichkeit ist vor allem in der N-terminalen Subdoméne
von MutH deutlich, wohingegen die C-terminale Subdomaéne, die mal3geblich fir die DNA-
Bindung ist, grof’e Abweichungen aufweist. Das katalytische Zentrum wird durch eine Triade
der Aminosaure-Reste D70, E77 und K79 gebildet, wobei das Aspartat in allen oben genannten
REasen konserviert ist und das zweite Carboxyl haufiger ein Glutamat als ein Aspartat ist. Der
Lysin-Rest ist maligeblich an der Katalyse beteiligt, indem es die Metall-lonen-Koordination
mit sequenzspezifischer Bindung und Spaltung koppelt (Lee et al. 2005). Fur die katalytische
Aktivitat wird Mg?* als Co-Faktor bendtigt und die Reaktion verlauft nach dem Zwei-Metall-
lonen-Mechanismus. In Rahmen dieser Arbeit wurde MutH als DNA-Spaltungsmodul
eingesetzt werden. Das malgebliche Kriterium fir die Auswahl dieser Endonuklease ist, dass
es unter physiologischen Bedingungen selbststdndig keine katalytische Aktivitat aufweist,
sondern die aktive Rekrutierung zu der spezifischen Erkennungssequenz benétigt. Daher ist die
Idee die Rekrutierung mittels MutS und MutL durch die Kopplung an ein geeignetes DNA-
Bindungsmodul zu ersetzten.

15



Einleitung

7T Basenfehlpaarung

g Muts
* ¥ 7

D@q PADADID>ADADC 9 MutH

Methylierung

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung des DNA-mismatch repair Systems und der MutH Co-
Kristallstruktur. (A) Die fehlerhaft eingebaute Base (Pfeil) im neusynthetisierten Tochterstrang (blau) wird im
1. Schritt durch MutS (griin) detektiert. Im 2. Schritt erfolgt die Rekrutierung von MutL (blau), was wiederum die
Hydrolyse einer nahegelegenen GATC-Sequenz im Tochterstrang durch MutH (violett) vermittelt (Schritt 3).
Verandert nach Internetquelle mm2m.eu. (B) Interaktion von MutH mit der spezifischen Erkennungssequenz
GATC. Die katalytisch relevanten Aminosaure-Reste D70, E77 und K79 sind rot hervorgehoben. RCSB Protein
Data Bank: 2A0Q.

1.4.4 DNA-Spaltungsmodul: HinP1lI

HinP1l stammt aus dem Bakterium Haemophilus influenzae P1 (Shen et al. 1980) und gehort
zu der weit verbreiteten Enzym-Familie der TyplIP-Restriktionsendonukleasen (REasen). Die
Datenbank REBASE umfasst mittlerweile Uber 3600 Typll-REasen mit mehr als 250
verschieden Erkennungssequenzen (Roberts et al. 2010). REasen sind Bestandteil eines
Restriktions-Modifikations-Systems, welches Bakterien und Archaeen Schutz vor zellfremder
DNA bietet. Die zelleigene DNA ist durch Methylierung der Erkennungssequenzen der
zelleigenen REasen geschitzt, wohingegen zellfremde DNA diese Modifikation nicht aufweist
und daher gespalten und somit unschadlich gemacht wird. Dabei sind diese Enzyme sowohl
effizient (Kear/Kuncar=10%) als auch spezifisch (Horton et al. 2006). TyplIP-REasen zeichnen sich
dadurch aus, dass sie innerhalb oder in unmittelbarer N&he ihrer Erkennungssequenz spalten,
welches ein Palindrom (P) ist (Pingoud et al. 2005). Ein weiteres charakteristisches Merkmal
ist, dass die enzymatische Spaltung ATP bzw. GTP unabhéngig ist, jedoch divalente Metall-
lonen (idealerweise Mg?*) als Co-Faktor benétigt (Bowen & Dupureur 2003). Im Gegenzug zu

den meisten anderen Typll-REasen, die in ihrer aktiven Form als Homodimere oder —tetramer
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vorliegen, ist HinP1l ein funktionales Monomer, das allerdings bei hohen Enzymkonzentration
auch als Dimer oder Oligomer auftreten kann (Yang et al. 2005). Interessanterweise dimerisiert
HinP1l nicht, indem die DNA-Interaktionsstellen samt katalytische Zentrum eine Klammer
bilden, die die DNA umschlieRt - dies ist flir homodimere REasen (blich - sondern die
monomeren Untereinheiten mit der abgewandten Seite interagieren und somit zwei
auBenliegende DNA-Interaktionsstellen, die voneinander wegzeigen, vorliegen (Horton et al.
2006). Die Funktion des HinP1ll-Homodimers ist noch nicht ganz geklart. Aufgrund der
abgewandten katalytischen Zentren ist das Homodimer nicht in der Lage einen simultanen
Doppelstrangbruch einzufiihren, sondern interagiert mit unabhangigen Bereichen in der DNA.
In vitro Experimente zeigen, dass supercoiled-Plasmid-DNA in der open circular-Form
akkumuliert, bevor sie vollstandig linearisiert wird (Horton et al. 2006). Dies ist ein starkes
Indiz dafir, dass die beiden Strdnge nicht simultan sondern zeitlich nacheinander gespalten
werden. Hierbei ist jedoch noch unklar, ob ein HinP1l-Monomer einen Einzelstrangbruch
hydrolysiert und ein anderes HinP1l-Monomer einen Einzelstrangbruch auf der
gegeniiberliegenden Seite einfuhrt, woraus ein Doppelstrangbruch resultiert oder wohlmdéglich
ein einziges HinP1l-Monomer beide Einzelstrangbriiche einflihrt, indem es von einem Strang
zum néchsten wechselt, wie es auch fur die monomere REase Bcnl bekannt ist (Sasnauskas et
al. 2011). HinP1I hat ein Molekulargewicht von 29 kDa und hydrolysiert die Sequenz G |CGC,
wobei nach dem ersten Guanin am 5° Ende gespalten wird und dabei zwei Basen 5°-Uberhénge
entstehen (Yang et al. 2005). Das katalytische Zentrum setzt sich aus den Aminoséure-Resten
E18, D62 und K83 zusammen. Viele REasen weisen das katalytische Motiv PDXn(D/E)XK
auf (Pingoud et al. 2005). Das Motiv von HinP1l weicht davon leicht ab, zeigt aber
Ahnlichkeiten zu der monomeren REase Mspl: (S/T)DX17-18(Q/N)XK. Auch die strukturellen
Ahnlichkeiten zu Mspl sind auffallig. Da dies aber auf Sequenz-Ebene nicht der Fall ist, ist die
Evolution der beiden Enzyme vermutlich konvergent (Yang et al. 2005). HinP1l gehdrt zur
o/p-Protein Klasse. Bei der Interaktion mit der spezifischen Erkennungssequenz bindet die N-
terminale a-Helix des Enzyms in der kleinen und das zentrale 3-Faltblatt in der grof3en Furche
der DNA (Horton et al. 2006). Dabei wird die DNA um ~60° gebogen und die Konformation
der DNA dabei stark beeinflusst (base flipping), was die katalytische Funktion unterstiitzt. Bei
der Bindung findet auch eine Konformations-Anderung des Enzyms statt, allerdings nicht im
Bereich des aktiven Zentrums, welches recht rigide zu sein scheint. Die Co-Kristallstruktur von
HinP1l zeigt, dass der katalytische Aminosdure-Rest K83 eine zentrale Rolle bei der

Koordination des Metall-lons sowie bei der sequenzspezifischen Erkennung spielt. AuRerdem
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zeigt die Struktur deutlich, dass der Mechanismus der Hydrolyse vermutlich mit zwei Metall-
lonen ablduft (Horton et al. 2006). Neben MutH wurde auch HinP1l im Zuge dieser Arbeit als
DNA-Spaltungsmodul eingesetzt werden. Der Schwerpunkt liegt auch hier auf der monomeren

Funktion der hochspezifischen Nuklease.

Abbildung 1.9: HinP1l Co-Kristallstruktur. Interaktion mit der
spezifischen Erkennungssequenz GCGC. Die katalytisch relevanten
Aminosaure-Rest E18, D62 und K83 sind rot hervorgehoben. RCSB
Protein Data Bank: 2FL3.

1.5 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war es, hochspezifische Nukleasen zu entwickeln, die eine sichere
Anwendung ermdglichen und somit die Grundlage fir spéatere in vivo Studien mit mdglichem
therapeutischem Einsatz (Gentherapie) zu schaffen. Der besondere Fokus der innovativen
Fusionskonstrukte lag auf dem Einsatz der DNA-Spaltungsmodule MutH und HinP1l1. Toxische
Effekte durch unspezifische Spaltung der Fusionskonstrukte sollten mdglichst reduziert
werden, da MutH und HinP1l sequenzspezifische Nukleasen sind, was die Spezifitat des
Fusionskonstrukts insgesamt begiinstigt. Das bedeutet, die Erkennungssequenzen der DNA-
Spaltungsmodule (MutH = GATC bzw. HinP1l = GCGC) werden durch das jeweilige DNA-
Bindungsmodul (I-Scel, TALE) adressiert. Somit sollen lediglich die GATC- bzw. GCGC-
Sequenz, die eine benachbarte Erkennungssequenz des DNA-Bindungsmoduls aufweist,
gespalten werden, hingegen unadressierte GATC- bzw. GCGC-Sequenzen unprozessiert
bleiben. Hierzu sollte vor allem die schwache Nuklease-Aktivitdt von MutH genutzt werden,
welches eine aktive Rekrutierung zu der Erkennungssequenz bendtigt, um aktiv zu sein und
unadressierte  GATC-Sequenz nicht selbststandig hydrolysieren kann. Die generierten
hochspezifischen Nukleasen stellen funktionale Monomere dar. Dies verschafft nicht nur den
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Vorteil, dass nur eine Ausfiihrung des Konstrukts bei einer Anwendung in die Zelle eingefiihrt
werden muss (im Gegensatz zu heterodimeren Konstrukten), sondern sollte auch fir die
Generierung hochspezifischer Nickasen genutzt werden. Um die bestmdgliche Aktivitat und
Spezifizitat der Fusionskonstrukte zu ermitteln, sollten zudem der Peptidlinker zwischen dem
DNA-Bindungsmodul und dem DNA-Spaltungsmodul variiert werden (Proteinebene), wie
auch der Abstand zwischen der Erkennungssequenz des DNA-Bindungsmoduls und des DNA-
Spaltungsmoduls auf DNA-Ebene. Dariiber hinaus sollte die Funktion aller Fusionskonstrukte

mittels kinetischen Analysen, wie Katalyse und Bindungsaffinitat validiert werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien
2.1.1 Chemikalien

Samtliche verwendeten Chemikalien sind unter Angabe des Herstellers in Tabelle 2.1
aufgefuhrt. Alle Chemikalien haben den Reinheitsgrad pro analysi. Fir alle Losungen wurde
Reinstwasser verwendet, das tber ein Milli-Q Synthesis A10 Reinstwassersystem (Millipore)

gewonnen wurde.

Tabelle 2.1: Verwendete Chemikalien mit Angabe des Herstellers.

Chemikalie Hersteller

2-Mercaptoethanol Merck
40%-Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 und 19:1 AppliChem
Agar AppliChem
Agarose Invitrogen
Arabinose Sigma Aldrich
Aluminiumsulfat AppliChem
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck
Ammoniumsulfat AppliChem
Ampicillin-Natriumsalz AppliChem
Borsaure AppliChem
Bromphenolblau Merck
Coomassie Brilliant Blue G 250 Serva
dNTPs Fermentas
Desthiobiotin Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck
Dithiothreitol (DTT) AppliChem
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) AppliChem
Essigsaure Roth
Ethanol Applichem
Ethidiumbromid Roth
Formamid Merck
Glycerin AppliChem
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Glycin Applichem
Hefeextrakt AppliChem
HEPES AppliChem
Imidazol AppliChem
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) AppliChem
Isopropanol Roth
Kaliumacetat Applichem
Kaliumchlorid Roth
Kaliumdihydrogenphosphat Merck
Kaliumglutamat Sigma
di-Kaliumhydrogenphosphat Merck
Kaliumhydroxid Merck
Lubrol Sigma
Magnesiumchlorid Merck
Magnesiumsulfat Heptahydrat Merck
Mangan(ll)-chlorid-terahydrat Applichem
Natriumacetat AppliChem
Natriumchlorid AppliChem
Natriumhydroxid Merck
Ni-NTA-Agarose Macherey-Nagel
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) AppliChem
Phosphorsaure Roth
Saccharose Merck
Salzsdure Merck
sodium dodecyl sulfate (SDS) RotH
Strep-Tactin Sepharose IBA
Tetramethylethylendiamin (TEMED) AppliChem
Tetracyclin-Hydrochlorid AppliChem
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan AppliChem
Triton X100 AppliChem
Trypton AppliChem
Tween 20 Merck

Urea AppliChem
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2.1.2 Puffer und Medien

Samtliche verwendeten Puffer und Medien sind unter Angabe der Zusammensetzung in Tabelle

2.2 aufgefihrt. Fir alle Puffer und Medien wurde Reinstwasser verwendet, das ber ein Milli-

Q Synthesis A10 Reinstwassersystem (Millipore) gewonnen wurde.

Tabelle 2.2: Verwendete Puffer und Medien mit jeweiliger Zusammensetzung.

Puffer/Medium Zusammensetzung

10x Aktivitatspuffer MutH-I-Scel

10x Aktivitatspuffer TALE-MutH

10x Aktivitatspuffer TALE-HinP1l

5x DNA-Auftragspuffer

1 M Kaliumglutamat

250 mM Tris-Acetat

10 mM MgCl,

5 mM 2-Mercaptoethanol
500 pg/ml BSA

pH 7,6

200 mM Tris-Acetat
1,2 M Kalium-Acetat
10 mM MgCl,

50 pg/ml BSA

pH 7,5

100 mM Tris/HCL
1,5 M KCl

10 mM DTT

10 mM MgCl,

1 mg/ml BSA

pH 7,9

25 % (w/v) Saccharose

1,2 % (w/v) SDS

250 mM EDTA

0,1 % (w/v) Bromphenolblau
pH 8,0 (eingestellt mit NaOH)
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2x FE-Probenpuffer

50 x TAE

10 x TPE

10x TBE

10 x Laemmli-SDS-Elektrophorese-Puffer

6 x Laemmli-Auftragspuffer

His Wasch-/Aufschlusspuffer (MutH Fusionen)

80% (v/v) Formamid
100 mM EDTA

2 M Tris
1 M Natriumacetat
50 mM EDTA

pH 8,0 (eingestellt mit Essigsaure)

0,9 M Tris
20 mM EDTA

pH 8,2 (eingestellt mit Phosphorsaure)

1 M Tris

1M Borsdure
25 mM EDTA
pH 8,3

250 mM Tris
1,9 M Glycin
1 % (w/v) SDS
pH 8,3

420 mM Tris/HCl pH 6,8

0,12 % (w/v) SDS

7,2 % (v/v) 2-Mercaptoethanol
36 % (v/v) Glycerol

0,06 % (w/v) Bromphenolblau
pH 6,8

20 mM Tris/HCI
1 M NacCl

20 mM Imidazol
1mM PMSF

pH 8,0
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His Elutionspuffer (MutH Fusionen)

Strep Waschpuffer (MutH Fusionen)

Strep Elutionspuffer (MutH Fusionen)

Dialysepuffer (HinP1l Fusionen)

His Wasch-/Aufschlusspuffer (HinP1l Fusionen)

His Elutionspuffer (HinP1l Fusionen)

Strep Waschpuffer (HinP1l Fusionen)

20 mM Tris/HCI
1 M Nacl

200 mM Imidazol
pH 8,0

100 mM Tris/HCl
1 M Nacl
pH 8,0

100 mM Tris/HCl

500 mM NaCl

2,5 mM Desthiobiotin
pH 8,0

30 mM Kaliumphosphat
1 M Nacl

20 mM Imidazol

1mM PMSF

0,001% (v/v) Lubrol

pH 7,4

30 mM Kaliumphosphat
1 M NacCl

20 mM Imidazol

pH 7,4

30 mM Kaliumphosphat
1 M NacCl

200 mM Imidazol

pH 7,4

30 mM Kaliumphosphat
600 mM NaCl
pH 7,4
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Strep Elutionspuffer (HinP1l Fusionen) 30 mM Kaliumphosphat
600 mM NaCl
2,5 mM Desthiobiotin

pH 7,4

Dialysepuffer (HinP1l Fusionen) 30 mM Kaliumphosphat
600 mM NaCl
0,5 mM EDTA
0,5 mm DTT
0,01% (v/v) Lubrol
50% (v/v) Glycerol
pH 7,4

Luria Bertani-Medium (LB-Medium) 1 % (w/v) Trypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) NaCl
pH 7,5

2.1.3 Kits

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Kits zur Reinigung von DNA verwendet:

e Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega)
e PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega)
e PureYield™ Plasmid Midiprep System (Promega)

Die Durchfiihrung erfolgte nach Protokoll des Herstellers.

2.1.4 Saulenmatrix

Zur Reinigung der rekombinanten Proteine durch Affinitatschromatographie tber den Strep-
bzw. His-tag wurde Strep-Tactin® Sepharose® (IBA) bzw. Protino® Ni-NTA Agarose

(Macherey-Nagel) als Sdulenmatrix verwendet.

2.1.5 Dialyseschlauche

Fir die Dialyse wurde der Dialyseschlauch Visking Typ 8/32 (Roth) verwendet.
AusschlussgroRe 14 kDa. Der Dialyseschlauch wurde in Reinstwassser aufgekocht und in 20%
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Ethanol bei 4°C gelagert. Vor dem Gebrauch wurde der Schlauch grindlich mit Reinstwasser

gespult.

2.1.6 Primer und Oligonukleotide

Samtliche verwendeten primer und Oligonukleotide sind mit Sequenzen in Tabelle 2.3 und

Tabelle 2.4 (S. 33/34) aufgefihrt.
Oligodesoxynukleotide.

Bei allen Oligonukleotiden handelt es sich um

Tabelle 2.3: Verwendete primer mit Sequenz. Die Sequenzen sind in 5' - 3' Richtung dargestellt.

primer/Oligonukleotid Sequenz

TALE+3‘Sacl
MutH_fwd
MutH+5’Sacl_fwd
MutH+5’Kpnl_fwd
MutH+3’Nhel_rev
MutH+3’His+BIpl_rev
HinP1l_fwd
HinP1l+5’Sacl_fwd
HinP1I_S8A_fwd
HinP1l_K12E_fwd
HinP1l_S86A_fwd
HinP1l_H97A_fwd
HinP1l_R134D_rev
HinP1l_S208A rev
HinP1l_L235D rev
pQE_fwd

pQE_rev

StPr_fwd

StPr_rev

GATAACGGAGCTCCCCTCAAGTGCTGGCCGTCCTCCT

AGATATACCATGGGCAGCAGC

TTAGAGCTCAATGTCCCAACCTCGCCCACTG

TTAGGTACCATGTCCCAACCTCGCCCACTG

AGCATTGCTAGCCTGGATCAGAAAATGACGGGCCAGTAGTG

AGCATTGCTAGCCTGGATCAGAAAATGACGGGCCAGTAGTG

GAGAAGTCGACGAATCTGGTAGAATTAGGATC

TAGGGAGCTCCAATCTGGTAGAATTAGGATC

GTAGAATTAGGAGCTAAAACCGCTGAAGAT

CTAAAACAGCTGAAGATGGTTTTAAAAACG

GTTAAGCTCGTCGCGAATAAACGTGGTTTTAATC

CAGATAGATAAAGCCTGGCTTGC

AAATTCTGTCATGAACATTCTGTCCTTATCTTTTGTATTTG

CAAAGTTAATAGAGCCTCTTGGGGCAAGAGAGATATCG

GGATCAATTTTGAATTGATCCATATTTGCGG

GTATCACGAGGCCCTTTCGTCT

CATTACTGGATCTATCAACAGGAG

AATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTC

ACCCAGAGCGCTGCCGGCAC
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2.1.7 Enzyme und Marker

Alle verwendeten Restriktionsenzyme werden unter Kapitel 2.2.2.1 aufgefiihrt und wurden von
den Herstellern New England Biolabs oder Fermentas bezogen. Die Verwendung erfolgte nach
Herstellerangaben. Der Marker PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Fermentas) wurde als
GroRenstandard bei der gelelektrophoretischen Analyse der Fusionsproteine verwendet.

2.2 Methoden

Mikrobiologische, molekularbiologische sowie biochemische Standardmethoden werden nicht
néher erléutert. Sie wurden nach Angabe des Herstellers durchgefiihrt oder kénnen in Current
Protocols in Molecular Biology und Protein Science (Ausubel et al. 2012, Coligan et al. 2012)

nachgeschlagen werden.

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

Alle mikrobiologischen Arbeiten wurden an einer Sterilbank unter Verwendung autoklavierter
Gefalle, Medien und sonstiger Materialien durchgefunhrt.

2.2.1.1 Plasmide

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Plasmide zur Proteinexpression und als Substrate verwendet.
Alle verwendeten Plasmidkonstrukte wurden durch Sequenzierung entsprechender Bereiche

auf ihre Richtigkeit hin Gberprift.
Expressionsplasmide
pASK_His-MutH-I-Scel-Strep

Das Fusionskonstrukt MutH-I-Scel wurde generiert, indem eine katalytisch inaktive Variante
von I-Scel (Fonfara et al. 2012), welche einen verkirzten C-terminus aufweist (AC9), an das
C-terminale Ende einer cysteinfreien Variante von MutH (C96S) fusioniert wurde. 1-Scel und
MutH wurden entweder Uber einen 10 Aminosaure langen Peptidlinker (ASENLYFQGGQG)
verbunden, der ber eine TEV-Protease-Erkennungssequenz verflgt (unterstrichen), oder mit
einem Linker ohne TEV-Erkennungssequenz (TKQLVKSE), der zur Kontrolle diente. Das Gen
fur MutH (C96S), welches die kodierende Sequenz fiir einen N-terminalen His-tag aufweist,
und das Gen fiir 1-Scel (AC9 D44N D145A) wurden mit der kodierenden Sequenz des
jeweiligen Peptidlinkers verbunden und in das Expressionsplasmid pASK-IBAG63b-plus (IBA)
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kloniert, welches seinerseits fiir einen C-terminalen Strep-tag kordiert. Das erwartete Protein
sollte somit wie folgt zusammengesetzt sein: His-MutH—I-Scel-Strep. Das Gen ist hinter einen
Tetracyclin-sensitiven Promotor geschaltet, was eine gezielte Expression des Fusionsproteins
durch die Induktion mit Anhydrotetracyclin ermdglicht. Fir die selektive Kultivierung besitzt

das Expressionsplasmid zudem ein Ampicillin-Resistenzgen und ist 6650 Basenpaare grof3.
pQE30_Strep-AvrBs4-MutH-His und Strep-AvrBs3-HinP1l-His

Fur die Generierung der Fusionskonstrukte TALE-MutH und TALE-HinP1l wurde die
verkirzte Variante von AvrBs4 bzw. AvrBs3 (TALE) an das N-terminale Ende des MutH bzw.
HinP1l Wildtyps (wt) fusioniert. Der kodierende Bereich besteht somit aus dem Gen fur
AvrBs4 bzw. AvrBs3, ohne die kodierende Sequenz fur die ersten 152 Aminosauren am N-
Terminus und die letzten 250 Aminosdauren am C-Terminus (28 Aminosduren nach dem letzten
halben repeat) und dem Gen fur MutH bzw. HinP1l, welches die kodierende Sequenz fur einen
His-tag am C-Terminus tragt. Die zwei hintereinander geschalteten Gene wurden in das
Expressionsplasmid pQE30 (Qiagen) kloniert, das seinerseits fur einen N-terminalen Strep-tag
kodiert. Die erwarteten rekombinanten Proteine sollte somit wie folgt zusammengesetzt sein:
Strep-AvrBs4-MutH-His bzw. Strep-AvrBs3-HinP1l-His. Das Gen ist hinter einen Lac-
Promotor geschaltet. Dies ermdglicht eine gezielte Expression der Fusionsproteine durch die
Induktion mit IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid). Fir die selektive Kultivierung
besitzen die Expressionsplasmide zudem ein Ampicillin-Resistenzgen und sind 6423
(TALE-MutH) bzw. 6489 (TALE-HinP1l) Basenpaare grof3. Fir die verschiedenen Linker-
Varianten von TALE-MutH wurde der 16 Aminosdure (AS) lange Linker L16 verwendet
(SSVIPNRGVTKQLVKG). Einerseits wurde das Fusionskonstrukt ohne Linker kloniert (LO),
indem das Gen von MutH unmittelbar nach dem letzten halben repeat des Gens von AvrBs4
folgt (TALE-LO-MutH). Andererseits ersetzt L16 die 28 AS von AvrBs4 nach dem letzten
halben repeat (TALE-L16-MutH) oder wird hinter die 28 AS geschaltet
(TALE(28)-L16-MutH). Alle hergestellten Varianten des Fusionskonstrukts TALE-HinP1l
wurden ausgehend von der kodierenden Sequenz des HinP1l Wildtyps durch gezielte

Mutagenese hergestellt.
Substratplasmide

Zur Analyse der Spezifitdt und Aktivitat der Fusionskonstrukte wurde das Substratplasmid

pAT153 verwendet, welches modifiziert wurde, indem eine DNA-Kassette mit der
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entsprechenden Erkennungssequenz eingebracht wurde (Tabelle 2.4, S. 33/34). Es wurden zwei
Arten von Substraten generiert: (i) ein adressiertes Substrat, welches die Erkennungssequenz
des DNA-Bindungsmoduls tragt [I-Scel (S) oder AvrBs4 bzw. AvrBs3 (T)] und die
Erkennungssequenz des DNA-Spaltungsmoduls MutH [H] oder HinP1l [P]. Die Absténde
zwischen den Erkennungssequenzen variieren in der Anzahl der Basenpaare (bp). Flr das
Fusionskonstrukt MutH-I-Scel wurde lediglich ein adressiertes Substrat mit 3 bp Abstand
untersucht (S-3-H). Fur TALE-MutH und TALE-HinP1l wurden diverse Abstdnde getestet
(T-x-H; x =1, 2,3,4,5,6, 7,8 9 bzw. T-x-P; x = 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12). (ii) Fur die
Fusionskonstrukte MutH-I-Scel und TALE-MutH wurden zwei Kontroll-Substrate generiert,
die entweder die Erkennungssequenz fiir das DNA-Bindungsmodul [I-Scel (S) oder AvrBs4
(T)], aber keine benachbarte MutH-Erkennungssequenz aufweisen oder lediglich MutH-
Erkennungssequenzen, aber keine Erkennungssequenz fir das DNA-Bindungsmodul (H).
Neben den eingebrachten DNA-Kassetten befinden sich zusétzlich 18 (Substraten fur MutH-1-
Scel) bzw. 19 (Substraten fiir TALE-MutH) nicht adressierte MutH-Erkennungssequenzen auf
dem jeweiligen Plasmid. Die adressierten Substrate fir TALE-HinP1P verfugen 22 zusétzliche
GATC-Sequenzen. Als unadressiertes Substrat wurde in diesem Fall das unmodifizierte
pAT153 Plasmid verwendet. Es verfugt Uber 26 HinPll-Erkennungssequenzen. Fir die
selektive Kultivierung besitzen alle Substratplasmide ein Ampicillin-Resistenzgen.

2.2.1.2 E.coli Stamme

Zur Proteinexpression wurde der E. coli Stamm XL1 Blue (Stratagene) verwendet. Fur die
selektive Kaultivierung besitzt der Stamm ein Tetracyclin-Resistenzgen. Im Fall des
Fusionskonstrukts TALE-HinP1l wt wurde zuséatzlich ein Plasmid eingebracht, das das Gen fiir

die HinP1I-Methyltransferase tragt und tber eine Chloramphenicol-Resistenz verfiigt.

Zur Amplifizierung der Substratplasmide fur die MutH-Fusionskonstrukte wurde der E. coli
Stamm JM110 (Stratagene) verwendet. Dieser Stamm ist defizient fur die Methylasen Dam und
Dcm, somit weist die DNA keine Methylierung auf. Fir die selektive Kultivierung tragt der
Stamm ein Streptomycin-Resistenzgen. Zur Amplifizierung der Substratplasmide fir die

HinP1I-Fusionen wurde der oben beschriebene E. coli Stamm XL1 Blue (Stratagene) genutzt.

Beide Stamme exprimieren keine der bekannten K12 Restriktionsenzyme, was gewahrleistet,
dass eingebrachte Fremd-DNA nicht degradiert wird. Zusétzlich sind beide Stamme
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rekombinationsdefizient, sodass eingebrachte DNA nicht durch Rekombination modifiziert

werden kann.

2.2.1.3 E.coli Viabilitatstest

Der Viabilitatstest diente der Untersuchung maoglicher toxischer Effekte durch unspezifische
Spaltung in der Zelle. Unspezifische Doppelstrangbriiche fihren zwangslaufig zur
genomischen Instabilitat und somit auch zu einer verminderten Viabilitat der Zelle. Der
Viabilitatstest wurde in Form von diskontinuierlichen und kontinuierlichen Wachstumskurven

mit folgenden Protein-Varianten durchgefiihrt:

1) TALE-MutH: zu untersuchen

2) TALE: Positivkontrolle

3) MutH: Positivkontrolle

4) ZFN: Negativkontrolle

5) TALE-HinP1l EAD: Negativkontrolle
6) pQE30: Expressionsplasmid leer

Alle Kontrollen bis auf MutH (3) liegen wie das zu untersuchende Fusionskonstrukt TALE-
MutH (1) im Expressionsplasmid pQE30 (6) kloniert vor und sind entsprechend hinter einen
Lac-Promotor geschaltet. Das Gen fur MutH wt befindet sich in dem Expressionsplasmid
pMQ402 (Derivat von pBAD18) und unterliegt der Kontrolle eines araBAD Promoters, der
durch Arabinose induziert werden kann (Loh et al. 2001). Bei den Positivkontrollen TALE (2)
und MutH (3) handelt es sich um das eigenstandige DNA-Bindungsmodul (AvrB4) bzw. DNA-
Spaltungsmodul (MutH wt) gemé&lR dem Fusionskonstrukt TALE-MutH. Theoretisch sollten
diese keine katalytische Aktivitat in der Zelle aufweisen und entsprechend keine toxischen
Effekte haben, da das TALE Protein keine Kkatalytische Aktivitait hat und die
Erkennungssequenz im E. coli Genom nicht auftritt und MutH unter physiologischen
Bedingungen keine katalytische Aktivitat aul3erhalb des mismatch repair Systems aufweisen
sollte. ZFN (4) und TALE-HinP1l (5) wurden als Negativkontrollen eingesetzt, da sie bei
vorhergehenden in vitro Untersuchungen Unspezifitat aufweisen und somit toxische Effekte
haben konnten (Schierling et al. 2012) (Kapitel 3.6.1). Alle Expressionsplasmide besitzen ein
Ampicillin-Resistenzgen zur Selektion und wurden in dem E.coli Stamm JM110 untersucht
(GATC-Sequenzen sind unmethyliert). Der E. coli Stamm wurde mit dem entsprechenden
Expressionsplasmid transformiert. Die Aufzucht erfolgte in Suspensionsschittelkulturen o/n
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bei 37°C in LB-Medium, das zur Selektion mit 75 pg/ml Ampicillin und 50 pg/ml Streptomycin
versetzt wurde. Unter Verwendung der genannten Antibiotika wurden am Folgetag 25 bzw. 50
ml frisches LB-Medium mit entsprechendem Volumen der o/n-Kultur auf ODesoonm= ~0,05
(diskontinuierlich ) bzw. ~0,1 (kontinuierlich) angeimpft und der OD-Wert nach 0, 1, 2, 3, 4,
5h (diskontinuierlich) bzw. 0, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8h (kontinuierlich) gemessen. Bei der
Messung der diskontinuierlichen Wachstumskurve wurde nach 1h mit 1 mM IPTG bzw. 0,05%
(w/v) Arabinose induziert. Im Fall der kontinuierlichen Wachstumskurve erfolgte die Induktion
nach  2h. Um die Bedingungen Kkontinuierlich zu halten, wurden die
Suspensionsschittelkulturen alle 3h im Verhéltnis 1:20 mit frischem LB-Medium und
entsprechender Zugabe der Antibiotika und des entsprechenden Induktors verdunnt. Fur die
OD-Messung der diskontinuierlichen Wachstumskurven gilt zu beachten, dass eine genaue
Ermittlung des Wertes nur bis ~0,9 mdglich ist (dieser Wert wird im Fall der kontinuierlichen
Wachstumskurven durch die genannte Verdinnung nicht 0berschritten). Daher ist es
notwendig, die Probe vor der Messung zu verdiinnen (hier 1:5 Verdtnnung mit frischem LB-
Medium ab 3h-Wert).

2.2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.2.1 Klonierungen

Fur die Konstruktion der verschieden Fusionsproteine wurden Ziel-Gene mittels PCR
amplifiziert (insert) und dabei notwenige Schnittstellen eingefiigt, um das Fragment in das
gewinschte Expressionsplasmid (Vektor) einzubringen zu kénnen. Nach der entsprechenden
Restriktionsspaltung wurden 3 nM Vektor und 5 nm insert o/n bei 16°C mit der T4 DNA Ligase
nach Herstellerangaben ligiert. Im Fall der Substratplasmide wurden Oligonukleotide so
entworfen, dass sie von komplementéren Schnittstellen flankiert werden, um in den Ziel-Vektor
ligiert werden zu kénnen. Anschliellend wurden 55 ul des entsprechenden elektrokomponenten
E. coli Stamms (1-2 x 10° Zellen/ml) mit 4 pl des Ligations-Ansatzes transformiert. Die
Substitution gezielter Aminosdauren wurde auf Gen-Ebene mittels Mutagenese-PCR eingefugt.
Hierfur wurden Oligonukleotide entworfen, die die gewinschte Mutation tragen. Diese dienten
bei der PCR als primer, um die Mutation in das Ziel-Gen einzufligen. Das amplifizierte
Fragment wurde wiederum in der rolling circle PCR als primer verwendet, wobei das
vollstandige Expressionsplasmid mit der gewinschten Mutation auf Basis des Ausgangs-
Plasmids entsteht. Fir eine akkurate Amplifizierung wurde fur alle Klonierungen die Pfu-
Polymerase aus Pyrococcus furiosus (3°-5¢ Exonukleaseaktivitat, Topt = 68°C, ~500 Nukleotide
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pro Minute) verwendet. Um das Ausgangs-Plasmid zu entfernen, wurde der Ansatz
anschlieend mit Dpnl verdaut und die DNA durch Ethanol-Fallung konzentriert (1/10 Vol. 5
M Natrium-Acetat pH 5,0 und 3 Vol. reinem Ethanol: Zentrifugation bei 20000 x g, 30°, 4°C;
Pellet + 3 Vol. 70% Ethanol: Zentrifugation bei 20000 x g, 20°, 4°C; Pellet in 10 pl H20 I@sen).
Auch hier wurden anschlielRend 55 pl des entsprechenden elektrokomponenten E. coli Stamms

(1-2 x 10° Zellen/ml) mit 4 pl des Ligations-Ansatzes transformiert.

Standard PCR-Ansatz (50 ul)

100 ng DNA-Matrize
400 nM 5¢-primer
400 nM 3‘-primer
200 pM dNTPs
1x Pfu-Aktivitatspuffer
1l Pfu-Polymerase
Standard PCR-Programm rolling circle PCR -Programm
94°C 2 min 94°C 2 min
92°C 45 sek 94°C 45 sek
Topt 30 sek x 30 60°C 30 sek x20
68°C 500 nt/min 68°C 15 min
68°C 5 min 68°C 20 min
4°C Pause 4°C Pause

PASK_His-MutH-1-Scel-Strep

Das Fusionskonstrukt MutH-1-Scel wurde auf Basis des Vektor-Plasmids pASK_His-Pvull-I1-
Scel-Strep (L+) kloniert (Fonfara et al. 2012). Hierfur wurde der kodierende Bereich fir His-
Pvull durch Restriktionsspaltung mit den Enzymen Ncol und Nhel entfernt und ein insert des
Gens fur His-MutH C96S unter Verwendung des Expressionsplasmids pMQ420_MutHC96S
sowie der primer MutH_fwd und MutH+3’Nhel rev tber PCR hergestellt. Der fwd primer
erfasst eine Ncol Schnittstelle unmittelbar vor der Kodierung des His-tags, und der rev primer
fiigt {iber einen nicht komplementiren Uberhang am 5‘-Ende eine Nhel Schnittstelle hinzu
(Abb.2.1).
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pPQE30_Strep-AvrBs4(28)-MutH-His bzw. pQE30_Strep-AvrBs3(28)-HinP1l-His

Das Fusionskonstrukt TALE-MutH basiert auf dem Vektor-Plasmid pQE30_Strep-AvrBs4-
Pvull-His. Das Gen fur Pvull wurde durch Spaltung mit den Restriktionsenzymen Sacl und
Blpl entfernt. Das kodierende Gen fir MutH wt wurde Uber die primer MutH+5'Sacl_fwd und
MutH+3'His+BIpl_rev unter Verwendung des Expressionsplasmids pMQ420_MutHwt isoliert.
Dabei wird eine Sacl und Blpl Schnittstelle sowie die Kodierung fur einen C-terminalen His-tag
in das insert eingefuhrt. Die gleiche Klonierungs-Strategie wurde auch im Fall von
TALE-HinP1l angewendet. Hier dient das analoge Vektor-Plasmid
pQE30_Strep-AvrBs3-Pvull-His (Yanik et al. 2013) als Basis. Ein insert des Gens fur HinP1l
wurde anhand des Expressionsplasmids pQE30_Strep-HinPllwt-His sowie der primer
HinP11+5’Sacl_fwd und HinP11 rev (iber PCR hergestellt (Abb.2.1).

Peptidlinker-Varianten

Zur Generierung der Variante TALE-LO-HinP1I (ohne Linker) wurde der kodierende Bereich
von AvrBs4 mittels der primer pQE_fwd und TALE+3’Sacl_rev anhand des Ausgans-Plasmids
pPQE30_Strep-AvrBs4(28)-MutH-His amplifiziert. Dabei wurde eine Sacl Schnittstelle nach
dem letzten halben repeat von AvrBs4 eingefuigt. Nach der Restriktionsspaltung des inserts und
des Ausgangs-Plasmids (dient erneut als Vektor) mit Sall und Sacl, entstand nach der Ligation
der kodierende Bereich Strep-AvrBs4-MutH-His. Die Linker-Variante TALE(28)-L16-MutH
wurde auf Basis des Vektor-Plasmid pQE30_Strep-AvrBs4(28)-L16-Pvull-His (analog zu
PQE30_Strep-AvrBs3(28)-L16-Pvull-His; Yanik et al. 2013) hergestellt. Der kodierende
Bereich flr Pvull-His wurde Uber Spaltung mit Kpnl und Blpl eliminiert und durch den
kodierenden Bereich fur MutH wt-His ersetzt. Das insert wurde mit den primern MutH+5’Kpnl
und MutH+3 His+BIpl rev unter Verwendung des Expressionsplasmids pMQ420 MutHwt
isoliert. Dabei entstehen die flankierenden Schnittstellen fir Kpnl und Blpl. Nach analogem
Verdau und Ligation liegt die kodierende Sequenz fiir pQE30_Strep-AvrBs4(28)-L16-MutH-
His vor. Im Fall der Variante TALE-L16-MutH wurde das AvrBs4-Gen durch Restriktion mit
Sall und Sacl aus dem Expressionsplasmid pQE30_Strep-AvrBs4(28)-L16-MutH-His entfernt.
Wiederum wurde dieses Plasmid verwendet, um den kodierenden Bereich fir AvrBs4 mittels
der primer pQE_fwd und TALE+3’Sacl _rev (Sacl Schnittstelle nach dem letzten halben repeat
von AvrBs4) zu amplifizieren. Nach entsprechender Restriktion und Ligation entsteht der
kodierende Bereich fur das Konstrukt Strep-TALE-L2-MutH-His.

33



Material und Methoden

MutH-IScel

His MutH L |1-Scel Strep

Ncol Nhel
Abbildung 2.1: Fir die Klonierung
relevante Restriktionsschnittstellen der
Expressionsplasmide. Dargestellt ist der
TALE-MutH/HinP1I kodierende Bereich fiir die Konstrukte
MutH-I-Scel und TALE-MutH bzw.

‘ ‘ ‘ ‘ , ‘ , ‘ TALE-HinP1l. L symbolisiert den in
IStrepI TALE | L | MutH/HinPA1 | His_ | einigen Konstrukten verwendeten

| >
sall sacl Kpnl sip1  Peptidlinker.

Varianten von pQE30_Strep-AvrBs3(28)-HinP1l-His

Die TALE-HinP1I-Variante EAD wurde mittels zielgerichteter Mutagenese des HinP1l wt
DNA-Spaltungsmoduls generiert. Die Aminoséure-Substitutionen K12E, S86A bzw. R134D
wurden mit den primer-Paaren HinP1l _K12E fwd und pQE_rev, HinP1 S86A fwd und
pQE_rev bzw. HinP1_S86A fwd und HinP1ll_R134D rev eingefuhrt. Die zusétzliche
Aminosaure-Substitution S8A  (HinP1l_S8A fwd und HinP1l_R134D rev), H97A
(HinP1l_H97A fwd und HinP1ll_R134D rev), S208A  (HinP1_S86A fwd und
HinP1l_S208A rev) bzw. L235D (HinP1 _S86A fwd und HinP1l_L235D rev) wurden analog
durchgefuhrt.

Plasmidsubstrate

Die DNA-Kassetten flr die Plasmidsubstrate von MutH-1-Scel wurden uber die EcoRV
Schnittstelle in den Vektor pAT153 eingefiihrt. Fur die DNA-Kassetten der Plasmidsubstrate
von TALE-MutH und TALE-HinP1I wurden die Schnittstellen Kpnl und Sphl genutzt, wobei
beide Schnittstellen nach der Ligation eliminiert werden. In Tabelle 2.4 ist jeweils ein Strang

der doppelstrangigen DNA-Kassette gezeigt.
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Tabelle  2.4: Eingebrachte  DNA-Kassetten  mit  entsprechenden  Erkennungssequenzen.
Erkennungssequenzen sind unterstrichen und abgekirzt mit S (I-Scel), T (AvrBs4) und H (MutH) bzw. T (AvrBs3)
und P (HinP1l). Die Zahlen geben den Abstand zwischen den Erkennungssequenzen in Basenpaaren an. Sequenz
in 5' - 3' Richtung dargestellt.

DNA-Kassetten fiir adressiete Plasmidsubstrate

TATGCGTATAGGGATAACAGGGTAATCCGGATCCTCTGAGTGTGCTGGTAATC S-3-H
TGCAGTATAATTAATAATCCACTTGGATCCTCGCTCCGAGACATG T-1-H
TGCAGTATAATTAATAATCCACTTCGGATCCTCGCTCGAGACATG T-2-H
TGCAGTATAATTAATAATCCACTTCCGGATCCTCGCTGAGACATG T-3-H
TGCAGTATAATTAATAATCCACTTACCGGATCCTCGCGAGACATG T-4-H
TGCAGTATAATTAATAATCCACTTGACCGGATCCTCGCTGACATG T-5-H
TGCAGTATAATTAATAATCCACTTGAGCCGGATCCTCGCTACATG T-6-H
TGCAGTATAATTAATAATCCACTTGAGTCCGGATCCTCGCACATG T-7-H
TGCAGTATAATTAATAATCCACTTGAGTACCGGATCCTCGACATG T-8-H
TGCAGTATAATTAATAATCCACTTGAGTATCCGGATCCTCACATG T-9-H
TTTATCTATAAACCTAACCCTCTGCGCCACATAGCAGGATCCCATG T-0-P
TTTATCTATAAACCTAACCCTCTCCGCGCCACATAGCAGGATCCCATG T-2-P
TTTATCTATAAACCTAACCCTCTTACCGCGCCACATAGCAGGATCCCATG T-4-P
TTTATCTATAAACCTAACCCTCTAATACCGCGCCACATAGCAGGATCCCATG T-6-P
TTTATCTATAAACCTAACCCTCTATAATACCGCGCCACATAGCAGGATCCCATG T-8-P
TTTATCTATAAACCTAACCCTCTGGATAATACCGCGCCACATAGCAGGATCCCATG T-10-P
TTTATCTATAAACCTAACCCTCTCGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGGATCCCATG T-12-P

DNA-Kassetten fiir unadressierte Plasmidsubstrate

TATGCGTATAGGGATAACAGGGTAATCTGTGGCTACTGAGTGTGCTGGTAATC S
TGCAGTATAATTAATAATCCACTTCCGTGGCCTCGCTGAGACATG T
TATGCGTAGTCAAGCCTAAGTGTAACCCGGATCCTCTGAGTGTGCTGGTAATC H

2.2.2.2 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient dazu, DNA Molekiile unter
denaturierenden Bedingungen, d.h. im einzelstrangigen Zustand zu untersuchen. Diese
Methode wird vor allem genutzt, um Einzelstrangbriche in linearen dsDNA Molekiilen
detektieren zu kdnnen, denn unter nativen Bedingungen sind Einzelstrangbriiche nicht von dem
intakten Ausgangsprodukt zu unterscheiden. In dieser Arbeit wurde die denaturierende

Polyacrylamid-Gelelektrophorese genutzt, um die Strangpréaferenz der Fusionskonstrukte
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TALE-MutH und TALE-HinP1l zu analysieren. Der Ansatz fiir ein denaturierendes

Polyacrylamid-Gel sah wie folgt aus:

1x TBE

10% (v/v) Acrylamid; Acrylamid-Bisacrylamid-Vernetzungsgrad 19:1
7 M Harnstoff

30% (v/v) Formamid

Die Polymerisationsreaktion wurde mit TEMED (0,2 % (v/v)) und APS (0,008 % (w/V))
gestartet. Die zu untersuchenden Reaktionen wurde mit 0,5 Vol. 2 x FE-Probenpuffer versetzt,
zur Denaturierung bei 95°C fiir 3 min erhitzt und anschlielend auf Eis gekihlt. Als Laufpuffer
diente 1 x TBE-Puffer. Die Elektrophorese erfolgte bei 30 V/cm fur 45 min, wobei das Gel
ohne Proben einen Vorlauf fir mindestens 20 min bei gleichen Bedingungen hatte. Zur
Visualisierung der DNA sowie moglicher Spaltprodukte wurden Fluorophor-markierte primer
verwendet, mit denen die Polynukleotid-Substrate hergestellt wurden. Hierfur wurde ein fwd
primer mit dem Fluorophor Atto 488 und ein rev primer mit dem Fluorophor Att647N am
jeweiligen 5°-Ende in einer PCR eingesetzt. Unter Einsatz der adressierten Plasmidsubstrate als
template entstehen 211 bp (T-x-H) bzw. 216 bp (T-4-P), 218 bp (T-6-P) und 220 bp (T-8-P)
lange Polynukleotid-Substrate (T-x-H; x =1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9). Die mdglichen Spaltprodukte
im oberen als auch im unteren Strang (definiert anhand der asymmetrischen
Erkennungssequenz von AvrBs4 bzw. AvrBs3) lassen sich sowohl anhand der GroRe als auch
durch die Markierung des Fluorophores unterscheiden. Zum Beispiel: mit dem adressierten
Polynukleotid-Substrats T-3-H kénnen potentiell ein 169 Nukleotid (nt) langes Spaltprodukt
entstehen, das ein grines Fluoreszenz-Signal zeigt, wenn das Substrat im oberen Strang
gespalten wird, und ein 38 nt langes Spaltprodukt, das ein rotes Fluoreszenz-Signal zeigt, wenn
das Substrat im unteren Strang gespalten wird. Im Fall, dass das Substrat ungespalten vorliegt,

werden beide Fluorophor-Signale tiberlagert und es wird ein gelbes Signal detektiert (Abb.2.1).
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o e e

Ungespaltenes Fragment (211 nt)

Adressierte Spaltung im Abbildung  2.2:

Schematische Darstellung  der
oberen Strang (169 bp)

denaturierenden Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur
Analyse der Strangpraferenz des Fusionskonstrukts
TALE-MutH anhand des adressierten Fluorophor-
markierten PCR Substrats T-3-H. Der obere Strang ist
mit dem Fluorophor Atto 488, der untere hingegen mit Atto
Adressierte Spaltung im 647N markiert. Bei Spaltung des oberen (unteren) Strangs
unteren Strang (38 bp) entstehen griine (rote) Fragmente, die 169 (38) nt groR sind.
B . — Die ungespaltene DNA erscheint als 211 nt groRes gelbes
Fragment, durch die Uberlagerung der beiden Fluorophore.

Zeit >

2.2.3 Biochemischen Methoden
2.2.3.1 Proteinexpression

Fir die Proteingewinnung wurde der E. coli Stamm (Kapitel 2.2.1.2) mit dem entsprechenden
Expressionsplasmid (Kapitel 2.2.1.1) transformiert. Die Aufzucht von E. coli erfolgte in
Suspensionsschittelkulturen bei 37°C in LB-Medium, das zur Selektion mit 75 pg/ml
Ampicillin und 10 pg/ml Tetracyclin versetzt wurde. Bei einem ODgoonm-Wert von ~0,7 erfolgte
die Induktion mit 200 mg/l Anhydrotetracyclin bzw. 1 mM IPTG fir die Expression von
MutH-1-Scel bzw. TALE-MutH und TALE-HinP1lI, gefolgt von einer weiteren Inkubation bei
20°C o/n.

2.2.3.2 Tandem-Reinigung der Fusionskonstrukte

Alle in dieser Arbeit untersuchten rekombinanten Fusionsproteine verfuigen tber einen His- und
Strep-tag zur Protein-Isolierung aus dem Zellextrakt. Die Reinigung erfolgte stets Uber
Affinitatschromatographie mit beiden tags im Tandemverfahren (erst via Strep-tag und
anschlieRend Uber His-tag) fur eine moéglichst reine Isolierung des Zielproteins.

Affinitatschromatographie tber Ni-NTA Agarose

Der His-tag kann spezifisch tber Ni-NTA Agarose gebunden werden. Diese Interaktion wird
genutzt, um die Proteine aus dem Zellextrakt zu isolieren. Zundchst wurden die Zellen nach der

Proteinexpression durch Zentrifugation (3600 x g, 4°C, 15 min) aus der Lésung isoliert und das
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Zellpellet in 40 ml His Wasch-/Aufschlusspuffer resuspendiert. Um die Zellen aufzuschlieRen,
wurden diese 5-mal fuir 40 sek mit Ultraschall behandelt (Duty Cycle 50 %, Output Control 5).
Zwischen den Behandlungen wurde fur 30 sek pausiert, um eine mogliche Proteindenaturierung
durch Wérme zu vermeiden. Um den Zellextrakt von den Zelltrimmern zu trennen, wurde die
Probe im néchsten Schritt fiir 30 min bei 31000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
mit 1 ml equilibrierter Ni-NTA Agarose (Equilibrierung in 30 ml His Wasch-/Aufschlusspuffer
unter Schitteln bei 4°C fur 30 min) 1h lang bei 4°C inkubiert, anschlieRend wurde die Ni-NTA
Agarose 2-mal mit 40 ml His Wasch-/Aufschlusspuffer im batch-Verfahren gewaschen und auf
eine Séule (Poly-Prep, 0,0 x 4 cm, BioRad) ubertragen. Die Gewinnung der Proteine erfolgte

3-mal mit 1 ml His Elutionspuffer.
Affinitatschromatographie Uber Strep-Tactin Sepharose

Fur die anschliefende Reinigung der Fusionsproteine Uber den Strep-tag wurde 1 ml Strep-
Tactin Sepharose auf eine Séule aufgetragen (Poly-Prep, 0,0 x 4 cm, BioRad) und mit Strep
Waschpuffer equilibriert (4 ml). AnschlieRend wurde das gesamte Eluat der vorherigen His-
Reinigung auf die S&ule aufgetragen und mit 4 ml Strep Waschpuffer gewaschen. Die Elution
der Proteine von der Strep-Tactin Sepharose erfolgte mit 5-mal 500 pl Strep Elutionspuffer.
Die Eluate wurden abschlieBend bei 4°C lber Nacht gegen Dialysepuffer dialysiert und
bei -20°C gelagert. Die Proteinkonzentration wurde unter Verwendung des
Extinktionskoeffizienten und der Messung der Absorption bei 280 nm ermittelt (Pace et al.
1995). Alle Schritte der Strep- und His-Aufreinigung wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlieflich 12 %ige Trenngele und 5 %ige Sammelgele
verwendet. Das Trenngel besteht aus 12 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid (29:1), 0,42 M
Tris/HCI pH 88 und 0,1 % (w/v) SDS. Das Sammelgel besteht aus 5 % (v/v)
Acrylamid/Bisacrylamid (29:1), 0,13 M Tris/HCI pH 6,8 und 0,1 % (w/v) SDS. Die
Polymerisationsreaktion wurde mit 0,2 % (v/v) TEMED und 0,008 % (w/v) APS gestartet. \Vor
dem Beladen des Gels wurden die Proteinproben mit 0,2 Vol. 5 x Laemmli-Auftragspuffer
vermischt und fur 5 min bei 95°C denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 35 mA fur 1h.
Als Laufpuffer wurde 1 x Laemmli-SDS-Elektrophorese-Puffer verwendet. Kolloidales
Coomassie diente der Markierung der Proteine. Die Gele wurden Uber Nacht gefarbt und

anschlief’end mittels des BioDocAnalyze Systems (Biometra) digitalisiert.
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2.2.3.4 DNA-Spalttests

Im Rahmen dieser Arbeit wurden DNA-Spalttests durchgefiihrt, um die Aktivitat sowie die
sequenzspezifische Spaltung der generierten Fusionskonstrukte zu untersuchen. Hierfir wurde
die Spaltaktivitat auf den adressierten Substraten ermittelt und die Spaltpraferenz gegeniber
den nicht adressierten Kontroll-Substraten verglichen. Weiterhin wurden DNA-Spalttests
genutzt, um eine eventuelle Strangpraferenz der Fusionskonstrukte zu untersuchen. Die
Analyse der Spaltprodukte erfolgte im Fall der Plasmidsubstrate tber ein 0,8%iges Agarose-
Gel (Lauf bei 10 V/cm fir 1, 5 h in 1x TAE). Die Gele wurden mit EtBr behandelt und die
Fluoreszenz der DNA-Banden mit dem BioDocAnalyze System (Biometra) detektiert. Im Fall
der Fluorophor-markierten Substrate wurden die Spaltprodukte durch denaturierende
Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert (Kapitel 2.2.2.2). Die Visualisierung der DNA-
Banden erfolgte mittels VersaDoc Imaging System (Bio Rad). Die Spaltraten fur MutH-I-Scel
und TALE-MutH wurden durch Anpassung der Werte (rel. Anteil gespaltener DNA pro
Zeiteinheit) durch die monoexponentielle Funktion y=A*(1-exp(-1*k*x)) ermittelt. Im Fall von

TALE-HinP11 wurde die Software KinTek Explorer zur Auswertung genutzt.
Plasmid-Spalttest

Fur die Analyse der Plasmid-Spaltaktivitat von MutH-I-Scel und TALE-MutH wurden 4 nM
Plasmidsubstrat und 16 nM Enzym in 1 x Aktivitatspuffer bei 37 °C inkubiert (entspricht einem
vierfachen Enzymiberschuss gegenuber dem Substrat). Unter Berlcksichtigung der
Enzymverdiunnung betrdgt die lonenstarke des Reaktionsansatzes ca. 160 mM, was
physiologischen Bedingungen entspricht. Die Plasmidspaltung wurde nach definierten
Zeitintervallen (1, 3, 10, 30, 60, 120 min) durch Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Die
Untersuchung der tripartiten Substrate erfolgte bei 4 nM Plasmidsubstrat und 32 nM Enzym
(entspricht einem achtfachen Enzymiiberschuss gegenuber dem Substrat). Fir die Steigerung
der Aktivitat von TALE-MutH wurde statt 1 mM MgCl2 0,5 mM MnCl, (und 10% DMSO)
eingesetzt. Im Fall der TALE-HinP1I-Varianten wurden 10 nM Plasmidsubstrat und 80 nM
Enzym eingesetzt (entspricht einem 8-fachen Enzymduberschuss gegenuber dem Substrat) mit
Ausnahme des TALE-HinP1l wt. Hierbei wurden 0,1 nM verwendet (entspricht einem 100-
fachen Substrat-Uberschuss gegeniiber dem Enzym). Die Spaltung der adressierten
Plasmidsubstrate wurde unter oben genannten Bedingungen durchgefiihrt. Die Analyse der
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Spaltung des unadressierten Plasmidsubstrats erfolgte nach den Zeitintervallen (0,5, 1, 2, 3, 5,
24 h).

Bestimmung der Strangpréferenz von TALE-MutH und TALE-HinP1l mit Fluorophor-

markierten Polynukleotid-Substraten

Fur die Analyse einer mogliche Strangpraferenz von TALE-MutH und TALE-HinP11l wurden
adressiere  PCR-Substarte mittels 5°-Fluorophor-markierten primern hergestellt. Um
unterscheiden zu konnen, ob die adressierte GATC bzw. GCGC Erkennungssequenz
praferenziell im oberen oder im unteren Strang gespalten wird (definiert durch die
asymmetrische Erkennungssequenz von AvrBs4 bzw. AvrBs3), wurden fwd bzw. rev primer
eingesetzt, die mit dem Fluorophoren Atto 488 bzw. Atto 647N markiert sind. Die
Untersuchung wurde flr alle adressierten Substrate von TALE-MutH (T-x-H; x=1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9) und die Basenpaarabstande 4, 6, und 8 fir TALE-HIinP1l (T-x-P; x=4, 6, 8)
durchgefuhrt. Die Spaltaktivitdt wurde unter 1 x Aktivitatspuffer, 20 nM des Polynukleotid-
Substrats und 120 nM TALE-MutH bzw. 160 nM TALE-HinP1I (entspricht einem sechs- bzw.
achtfachem Enzymiiberschuss gegeniiber dem Substrat) bei 37°C ermittelt. Unter
Berlicksichtigung der Enzymverdiunnung entspricht die lonenstarke des Reaktionsansatzes ca.
160 mM, was physiologischen Bedingungen entspricht. Die Plasmidspaltung wurde nach
definierten Zeit-Intervallen (1, 3, (5), 10, 30, 60, 120, 180 min) durch denaturierende
Polyacrylamid- Gelelektrophorese analysiert.

Bestimmung der Strangpraferenz von MutH-1-Scel und TALE-MutH mittels

Sequenzierung

Eine weitere Methode, um die Strangpraferenz bis auf die genaue Nukleotid-Position zu
analysieren, ist die Sequenzierung des Spaltprodukts. Hierfur wurden die adressierten
Plasmidsubstrate mit den eingebrachten DNA-Kassetten S-3-H bzw. T-3-H/T-6-H (Tab. 2.4)
verwendet. Nach vollstandiger Einzelstrang-Spaltung der Substrate, geméal3 den Ergebnissen
des Plasmid-Spalttests (nach 2h, bei 37°C), wurde die DNA gelgereinigt und mit den primern
StPr_fwd (komplementdr zum unteren Strang) und StPr_rev (komplementar zum oberen

Strang) sequenziert.
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2.2.3.5 TEV Proteolyse des Peptidlinkers von MutH-I-Scel

Die proteolytische Spaltung des Peptidlinkers dient zur physikalischen Trennung von DNA-
Bindungs- und DNA-Spaltungsmodul. Die Proteolyse erfolgte in 1 x TEV Aktivitatspuffer, 10
units/150 ml TEV Protease, 0,44 mM MutH-1-Scel und 4,4 mM eines 53 bp langen
Oligonukleotids mit einer GATC-Sequenz fiir 90 min bei 30°C. Nach der Inkubation wurde ein
Aliquot des Reaktionsansatzes fur einen Plasmid-Spalttest entnommen, wobei das adressierte
Substrat verwendet wurde. Um auszuschlieRRen, dass der Verlust der katalytische Aktivitat von
MutH-1-Scel durch die Prozedur bzw. eine intrinsische TEV Spaltstelle zustande kommt, wurde
zur Kontrolle eine Ansatz mit H,O statt der TEV Protease bzw. eine Variante ohne TEV-

Erkennungssequenz im Peptidlinker (TKQLVKSE) eingesetzt.
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3 Ergebnisse

MaRgeblich fur die Funktion von Nukleasen fur das gene targeting ist (i) die Fahigkeit, eine
singulare Sequenz in einem komplexen DNA-Kontext hochspezifisch zu erkennen und (ii)
innerhalb oder in der Néhe dieser spezifischen Sequenz einen DNA-Strangbruch (Einzel- oder
Doppelstrangbruch) zu katalysieren. Um zu gewéhrleisten, dass eine Sequenz innerhalb eines
komplexen Genoms nur einmal auftritt, muss diese z.B. fir das humane Genom (3,3x10°
Basenpaare) mindestens 16 (4*) Basenpaare lang sein. Statistisch kommt diese Sequenz dann
nur alle 4'° (4,3x10° Basenpaare vor. Um diese hohe Spezifitit zu erreichen, werden meist
Fusionskonstrukte eingesetzt, die aus einen hochspezifischen DNA-Bindungsmodul und einem
DNA-Spaltungsmodul zusammengesetzt sind (Kapitel 1.2).

3.1. Konstruktion der hochspezifischen Nukleasen

Bei den Fusionskonstrukten MutH-I-Scel dient die katalytisch inaktive Homing Endonuklease
I-Scel D44N D145A als DNA-Bindungsmodul und bei TALE-MutH bzw. TALE-HinP1l die
repeat-Domane der TALE-Proteine AvrBs4 bzw. AvrBs3 (Abb. 3.1). I-Scel, sowie AvrBs3
und AvrB4 haben eine 18 Basenpaare (bp) lange Erkennungssequenz (wobei ein Thymin an
der Position O fur diese TALE-Proteine obligatorisch ist und somit die Erkennungssequenz um
1 bp erweitert wird (— 19 bp)). Alle drei DNA-Bindungsmodule erfiillen das Kriterium eine
singulare Erkennungssequenz in einem komplexen DNA-Kontext erkennen zu kdnnen. Als
DNA-Spaltungsmodule wurden die Endonukleasen MutH und die Restriktion Endnuklease
HinP1l verwendet. Beide Enzyme sind monomer und haben eine vier Basenpaar lange
Erkennungssequenz: MutH (|GATC), HinP1I (G|CGC). Zur affinitdtschromatographischen
Reinigung der rekombinanten Fusionskonstrukte verfiigen diese tber einen Strep-tag und einen
His-tag. Im Zuge der Optimierung des Designs wurden verschiedene Peptidelinker zwischen
dem DNA-Bindungsmodul und dem DNA-Spaltungsmodul verwendet. Fir das
Fusionskonstrukt  MutH-1-Scel wurde ein  zehn Aminosaure langer Peptidlinker
(ASENLYFQGG) verwendet, der Uber eine TEV-Protease-Erkennungssequenz verfugt
(unterstrichen) und ein acht Aminosdure langer Linker ohne TEV-Erkennungssequenz
(TKQLVKSE), der zur Kontrolle diente. Der Einfluss unterschiedlicher Peptidlinker auf die
Aktivitat und Spezifizitadt sind im Folgenden lediglich fur TALE-MutH ermittelt. Fir das
Fusionskonstrukt TALE-HinP1l wurde die Charakterisierung anhand der besten Linker-
Variante TALE(28)-HinP1I durchgefihrt.
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Abbildung 3.1: Modell und schematische Darstellung der Fusionskonstrukte in Interaktion mit der
spezifischen Erkennungssequenz. Die spezifische Interaktion wird durch das DNA-Bindungsmodul I-Scel
(griin) bzw. der repeat-Doméne des TALE-Proteins (rot) vermittelt und rekrutiert dadurch das monomere DNA-
Spaltungsmodul MutH (blau) bzw. HinP1Il (orange) zu seiner spezifischen Erkennungssequenz GATC (H) bzw.
GCGC (P). MutH ist iber einen 10 Aminoséure langen Linker (ASENLYFQGG) an I-Scel fusioniert (orange).
Der Stern impliziert eine TEV-Protease-Erkennungssequenz. Im Fall von TALE-MutH und TALE-Hinpll wurde
kein zusatzlicher Linker verwendet. MutH bzw. Hinp1l ist direkt an die letzten 28 Aminosduren von AvrBs4 bzw.
AvrBs3 gekoppelt. Die Modelle wurden anhand der Kristallstrukturen erstellt, RCSB Protein Data Bank: 1R7M
(1-Scel), 3UGM (TALE), 2A0Q (MutH), 2FL3 (HinP1l). Im Modell ist die Linker-Region nicht dargestellt. Fir
das TALE-Protein sind 23 repeats von 3UGM gezeigt. Die schematische DNA ist in 5°->3° orientiert.

3.2 Tandem-Reinigung der Fusionskonstrukte

Die Reinigung aller Fusionskonstrukte erfolgte Gber den terminalen His- und Strep-tag durch
Affinitatschromatographie. Um das jeweilige Fusionsprotein moglichst ohne andere
unspezifische Proteine zu isolieren, wurde es erst tber Ni-NTA Agarose und anschlieRend
nochmals Uber Strep-Tactin Sepharose gereinigt. Die einzelnen Schritte der Reinigung wurden
uber SDS-PAGE analysiert und werden hier am Beispiel des Fusionskonstrukts TALE-MutH
dargestellt (Abb. 3.2). Die analysierten Proben bestehen aus den pelletierten Zelltrimmern (P)
und dem Uberstand (U) nach Sonifizierung und Zentrifugation, sowie dem Durchlauf (DF), den

Wasch (W)- und Elutions-Fraktionen (E) nach Bindung an das Séulenmaterial (B, beads) und

43



Ergebnisse

dem dialysierten Protein nach der Reinigung (D). Die Analyse zeigt, dass die Fusionskonstrukte
spezifisch Uber die Tandem-Reinigung von allen anderen Proteinen getrennt werden kdnnen.
Nach der ersten Affinitatschromatographie tiber Ni-NTA Agarose sind neben der gewiinschten
Proteinbande, deren elektrophoretischen Mobilitat bei etwa 107 kDa erwartet wird, weitere
Proteinbanden zu erkennen. Diese konnen allerdings wahrend der anschlielenden
Affinitatschromatographie tber Strep-Tactin Sepharose zum groRen Teil abgetrennt werden,
und das Dialysat stellt sich in der gelelektrophoretischen Analyse als homogene Bande dar, die

der erwarteten Grol3e des rekombinanten Proteins entspricht.

M P U DFWI W2E1 E2 E3 B M DF Wi W2 E1 E2 E3 E4 E5 B D
100 kDa ;-:—' o E“ — ; —'“ G
e [ .
- -
— e
-

vxa His-tag _l l—* via Strep-tag I

Abbildung 3.2: Tandem-Reinigung von TALE-MutH. Pelletierte Zelltriimmer (P) und Uberstand (U) nach
Sonifizierung und Zentrifugation. Durchfluss (DF), Wasch- (W), Elutions-Fraktionen (E) und Dialysat (D) nach
Bindung an Strep Tactin Sepharose bzw. Ni-NTA Agarose (B). Grofle von TALE-MutH: 107 kDa (Pfeil). Analyse
Uber SDS-PAGE. Marker: Page Ruler Protein Ladder.

3.3 Substrat-Design

Um die Spezifitat und Aktivitat der konstruierten Nukleasen zu testen, wurden zwei Typen von
Substraten generiert (Abb. 3.3). (i) Zum einen handelt es sich um ein adressiertes Substrat,
welches in der unmittelbaren Nahe der Erkennungssequenz fur das DNA-Bindungsmodul (BM:
I-Scel (S), AvrBs3 oder AvrBs4 (T)) die Erkennungssequenz fiir das DNA-Spaltungsmodul
(SM: MutH (H), HinP11 (P)) aufweist (BM-x-SM; x = Abstand in Basenpaaren). Die Variation
des Abstands zwischen dem DNA-Bindungs- und Spaltungsmodul dient vor allem der
Optimierung der Spalteffizienz. So wird durch die Kombination des Peptidlinkers auf
Proteinebene und des Basenpaarabstands auf DNA-Ebene die bestmogliche Bedingung
ermittelt, um die spezifische Bindung des DNA-Bindungsmoduls und Spaltung des DNA-
Spaltungsmoduls zu gewaéhrleisten. Das adressierte Substrat dient in erster Linie der

Untersuchung der Aktivitdt der Fusionskonstrukte. (ii) Im Gegensatz dazu dienen die
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unadressierten Substrate zur Untersuchung der Spezifitdt der Fusionskonstrukte. Das
unadressierte Substrat weist entweder die Erkennungssequenz des DNA-Bindungsmoduls
(BM: I-Scel (S), AvBrs3 (T)) auf, jedoch keine nahegelegene Erkennungssequenz fiir das
DNA-Spaltungsmodul  (unadressiertes Substrat BM), oder es ist lediglich die
Erkennungssequenz fir das DNA-Spaltungsmodul (SM: MutH (H), Hinpll (P)), aber keine
Erkennungssequenz fur das DNA-Bindungsmodul vorhanden (unadressiertes Substrat SM). Bei
absoluter Spezifitat des Fusionskonstrukts sollte keine Spaltung der unadressierten Substrate
stattfinden. Fir das Fusionskonstrukt TALE-HinP1I wurde im Fall des unadressierten Substrats
nur ein Plasmid mir der Erkennungssequenz fir das DNA-Spaltungsmodul, aber ohne DNA-
Bindungsmodul verwendet. Alle Substrate wurden hergestellt, indem DNA-Kassetten mit den
entsprechenden Erkennungssequenzen in Plasmide eingebracht wurden. An dieser Stelle sei
bemerkt, dass auf Grund des natlrlichen VVorkommens der Erkennungssequenz von MutH
(GATC) und HinP1l (GCGC), diese neben den gezielt eingefuhrten DNA-Kassetten zahlreich
auf den Plasmidsubstraten vorkommen (18 bis 21 zusétzliche Erkennungssequenzen; abhangig
von der Klonierungsstrategie). Neben dem Einsatz der Plasmide als Substrate wurde fir die
Fusionskonstrukte TALE-MutH und TALE-HinP1l PCR-Substrate anhand der Plasmide
hergestellt.
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EIET Abbildung 3.3: Schematische Darstellung
- der Substrat-Konstrukte. Zur Charak-
terisierung der Spezifizitat und Aktivitat der

LTI S-3-H(+18 GATC) Fusionskonstrukte ~ wurden zum  einen
adressiertes EL I T-x-H;x=1-9 (+19 GATC)  adressierte Substrate generiert, die die
Substrat Erkennungssequenz fur das DNA-Bindungs-
modul (BM; I-Scel =S bzw. TALE =T) und
eine nahegelegene Erkennungssequenz fur
das DNA-Spaltungsmodul (SM; MutH = H
EIIX: bzw. HinP1l = P) aufweisen, wobei der
Abstand variieren kann. Zum anderen

wurden bis zu zwei unadressierte Substrate

unadressiertes | T 3 S (+18 GATC) zur  Kontrolle generiert. Diese Wweisen

EL_X T (AvrBs4) (+19 GATC) entweder die Erkennungssequenz fiir das

DNA-Bindungsmodul auf, jedoch keine

nahegelegene Erkennungssequenz flr das

DNA-Spaltungsmodul (unadressiertes Sub-

XH=TL strat BM) oder es ist keine Erkennungs-

sequenz fur das DNA-Bindungs-modul aber

Erkennungssequenzen fir das DNA-Spalt-

unadressiertes "X T H (+18/18 GATC) ungsmodul vorhanden (unadressiertes Sub-

Substrat strat SM). Die Anzahl der GATC (MutH) und

SM XTI P(+25GCGC) GCGC (HinP1l) in den Klammern verweist

auf die zusatzlichen Sequenzen, die neben der
Modifizierung im Plasmid vorkommen.
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3.4 Charakterisierung des Fusionskonstrukts MutH-I-Scel
3.4.1 Analyse der Aktivitdt und Spezifitdt von MutH-I-Scel

Das Fusionskonstrukt MutH-1-Scel wurde mittels dreier Substrate auf Aktivitat und Spezifitat
getestet. Das adressierte Plasmidsubstrat weist die spezifische 1-Scel-Erkennungssequenz (S)
sowie eine drei Basenpaare entfernte MutH-Erkennungssequenz (H; GATC) auf (S-3-H).
Hingegen verfligen die unadressierten  Plasmidsubstrate  entweder  (ber eine
I-Scel-Erkennungssequenz ohne eine nahegelegen MutH-Erkennungssequenz (S) oder es
existiert keine I-Scel-Erkennungssequenz auf dem Plasmid (H). Die zeitabhéngige Spaltung
zeigt deutlich, dass ausschliel3lich das adressierte Plasmidsubstrat von MutH-1-Scel gespalten
wird. Das supercoiled-Plasmid wird innerhalb von zwei Stunden vollstandig umgesetzt,
hingegen findet mit beiden unadressierten Plasmidsubstraten wéhrend der gesamten Reaktion
keine detektierbare Hydrolyse statt, obwohl das Enzym in vierfachem Uberschuss vorliegt
(Abb. 3.4). Besonders hervorzuheben ist, dass das adressierte Plasmidsubstrat lediglich in die
open circular-Form konvertiert wird, also die adressierte MutH-Erkennungssequenz nur in

einem einzelnen DNA-Strang gespalten wird. Die ermittelten Spaltraten zeigen eine 1000-fache
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Spaltpréferenz fir das adressierte Plasmidsubstrat im Vergleich zu den Kontroll-Plasmiden.
Die tatséchliche Spaltpréaferenz konnte allerdings weit hoher liegen, zum einen weil sich auf
dem adressierten Plasmidsubstrat neben der adressierten MutH-Erkennungssequenz 19 weitere
GATC-Sequenzen befinden und zum anderen weil bei diesem Test die erreichten

Detektionsuntergrenzen keine anderen Aussagen erlauben.
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Abbildung 3.4: Zeitabhangige Spaltung des adressieren und unadressierten Substrats mit MutH-1-Scel. In
dem Plasmid-Spalttest wurde ein vierfacher Enzymdiiberschuss gegentiber dem Substrat eingesetzt (16 nM Protein,
4 nM DNA). Das adressierte Plasmidsubstrat weist die spezifische 1-Scel-Erkennungssequenz (S) sowie eine drei
bp entfernt MutH-Erkennungssequenz (H; GATC) auf (S-3-H). Die unadressierten Plasmidsubstrate verfiigen
entweder Uber eine I-Scel-Erkennungssequenz ohne eine nahegelegen MutH-Erkennungssequenz (S) oder es
existiert keine 1-Scel-Erkennungssequenz (H). Jedes Plasmid hat 19 weitere GATC-Sequenzen. Die mdglichen
Plasmidfomen und —positionen sind mit supercoiled (sc), open circular (oc) und linear (lin) bezeichnet. Als
Kontrolle dient der Ansatz ohne MgCl; (-), sowie die oc- (nick) und die lin-Form des Plasmids. Das adressiere
Plasmidsubstrat wird von MutH-1-Scel durch einen Einzelstrangbruch in die oc-Form konvertiert, wohingegen die
unadressierten Plasmidsubstrate ungespalten bleiben. Die gemessene Spaltrate fiir die adressierte Spaltung betragt
4.0x102 mint. Die Spaltraten fir die unadressierten Plasmidsubstrate liegen unterhalt des Detektionslimits von
4x105min’t. Analyse tber Agarose-Gelektrophorese.
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3.4.2 Inaktivierung von MutH-I-SceI durch proteolytische
Spaltung des Peptidlinkers

Um die Abhangigkeit des DNA-Spaltungsmoduls vom DNA-Bindungsmodul zu untersuchen,
wurde der verknipfende Pepetidlinker proteolytisch gespalten und die Module somit
entkoppelt. Nach Inkubation des Fusionsproteins mit der TEV Protease zeigt der anschlieRende
Plasmid-Spalttest, dass das adressierte Substrat nicht gespalten wird (Abb. 3.5 B). Zur Kontrolle
erfolgten zwei parallele Ansédtze. Der erste Kontrollansatz soll demonstrieren, dass der
katalytische Verlust von MutH-I-Scel nicht auf die Durchfiihrung des Experiments
zurlickzufuhren ist, da das Fusionskonstrukt nach gleicher Vorgehensweise, aber ohne den
Einsatz der TEV Protease, die erwartete Spaltaktivitat zeigt (Abb. 3.5 A). Fir den zweiten
Kontrollansatz wurde eine Variante des Fusionskonstrukts verwendet, die keine TEV-
Erkennungssequenz im Peptidlinker aufweist, aber sonst vergleichbare Aktivitat und Spezifitat
zeigt (Ergebnisse hier nicht gezeigt). Auf diese Weise kann ebenfalls ausgeschlossen werden,
dass das Fusionsprotein eine TEV-Erkennungssequenz jenseits des Peptidlinkers besitzt. Auch
in diesem Fall bleibt die katalytische Aktivitat erhalten (Abb. 3.5 C). Unter physiologischen
Pufferbedingungen ist MutH somit nur katalytisch aktiv ist, wenn es in rdumliche Nahe der

Erkennungssequenz durch das DNA-Bindungsmodul I-Scel rekrutiert wird.
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Abbildung 3.5: Vergleich der katalytischen Aktivitat von MutH-1-Scel in Fusion und nach raumlicher
Trennung des DNA-Bindungs- und —Spaltungsmoduls. Zeitabhangige Spaltung des adressieren Substrats mit
MutH-I-Scel. In dem Plasmid-Spalttest wurde ein vierfacher Enzymiiberschuss gegeniiber dem Substrat eingesetzt
(16 nM Protein, 4 nM DNA). Das adressierte Plasmidsubstrat weist die spezifische I-Scel-Erkennungssequenz (S)
und eine drei bp entfernt MutH-Erkennungssequenz (H; GATC) auf (S-3-H), sowie 19 weitere GATC-Sequenzen
auf dem Plasmid. (A) Plasmid-Spalttest mit vorheriger Inkubation von MutH-I-Scel ohne TEV. (B) Plasmid-
Spalttest mit vorheriger Inkubation von MutH-I-Scel mit TEV. (C) Plasmid-Spalttest mit MutH-1-Scel-Variante
ohne TEV-Erkennungssequenz im Peptidlinker, vorheriger Inkubation mit TEV. Die mdglichen Plasmidformen
und —positionen sind mit supercoiled (sc), open circular (oc) und linear (lin) bezeichnet. Als Kontrolle dient der
Ansatz ohne MgCl, (-), sowie die oc- (nick) und die lin-Form des Plasmids. Analyse Uber Agarose-
Gelektrophorese.

3.4.3 Bestimmung der Strangpraferenz von MutH-I-Scel

Aus den Plasmid-Spalttests ergibt sich, dass das adressiere Plasmidsubstrat lediglich durch
einen Einzelstrangbruch attackiert wird. Um zu bestimmen, ob der Einzelstrang praferenziell
im oberen oder im unteren Strang hydrolysiert wird (definiert durch die asymmetrische
Erkennungssequenz des TALE-Proteins), wurde das adressierte Plasmidsubstrat nach
vollstandiger Spaltung durch MutH-I-Scel mittels Sequenzierung analysiert. Hierzu wurden
entsprechende primer zur Sequenzierung eingesetzt, die vor und hinter der MutH-I-Scel-
Erkennungssequenz binden. Das Ergebnis zeigt, dass der obere Strang vollstandig sequenziert

werden konnte, wohingegen die Sequenzierung des unteren Strangs am 5‘GATC abbricht
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(Abb. 3.6). Das entspricht dem Spaltmusters von MutH und deutet darauf hin, dass nach
Spaltung des adressieren Plasmidsubstrats mit dem Fusionskonstrukt MutH-I-Scel der obere

Strang intakt bleibt, wohingegen der untere Strang gespalten wird.
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3.5 Charakterisierung des Fusionskonstrukts TALE-MutH
3.5.1 Analyse der Aktivitat und Spezifitdat von TALE-MutH

Analog zum Plasmid-Spalttest mit MutH-1-Scel wurde auch die Aktivitat und Spezifitat des
Fusionskonstrukts TALE-MutH mittels dreier Substrate getestet. Das adressierte
Plasmidsubstrat weist die spezifische AvrBs4-Erkennungssequenz (T) sowie eine nahegelegene
MutH-Erkennungssequenz (H; GATC) auf. In diesem Fall wurden neun unterschiedliche
adressierte Plasmidsubstrate getestet, die im Basenpaarabstand zwischen der AvrBs4- und
MutH-Erkennungssequenz variieren (T-x-H: x =1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9). Die unadressierten
Plasmidsubstrate weisen entweder eine AvrBs4-Erkennungssequenz ohne eine nahegelegen
MutH-Erkennungssequenz (T) auf oder es existiert keine AvrBs4-Erkennungssequenz auf dem
Plasmid (H). TALE-MutH ist lediglich auf den adressierten Plasmidsubstraten katalytisch aktiv
und weist keine detektierbare Aktivitat auf den Kontroll-Substraten auf (Abb. 3.7 A und B).
Die Spaltaktivitat mit den adressierten Substraten variiert stark mit dem Abstand zwischen den
Erkennungssequenzen von AvrBs4 und MutH. Die ermittelten Spaltraten zeigen, dass das
adressiere Plasmidsubstrat mit drei Basenpaaren Abstand zwischen AvrBs4- und MutH-
Erkennungssequenz am schnellsten umgesetzt wird, gefolgt vom Substrat mit sechs
Basenpaaren Abstand (Abb. 3.7 C). Fir die Plasmidsubstrate jenseits dieser beiden Maxima
sinkt die Spaltrate deutlich ab. Vergleichbar mit dem Plasmid-Spalttest mit MutH-1-Scel findet

auch hier die katalytische Aktivitat lediglich in Form von Einzelstrangbriichen statt. Die
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ermittelten Spaltraten zeigen wie im Fall des Fusionskonstrukts MutH-1-Scel eine 1000-fache
Spaltpréferenz fir das adressierte Plasmidsubstrats T-3-H gegenuber den Kontroll-Plasmiden.
Die tatsachliche Spaltpraferenz kdnnte auch hier weit hoher liegen, zum einen weil sich auf
dem adressierten Plasmidsubstrat neben der adressierten MutH-Erkennungssequenz 19 weitere
GATC-Sequenzen befinden und zum anderen weil bei diesem Test die erreichten

Detektionsuntergrenzen keine andere Aussagen erlauben.
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Abbildung 3.7: Zeitabhéngige Spaltung des adressierten und unadressierten Substrats mit TALE-MutH. In
dem Plasmid-Spalttest wurde ein vierfacher Enzymiberschuss gegeniiber dem Substrat eingesetzt (16 nM Protein,
4 nM DNA). (A) Die adressierten Plasmidsubstrate weisen die spezifische AvrBs4-Erkennungssequenz (T) sowie
eine nahegelegene MutH-Erkennungssequenz (H; GATC) auf (T-x-H: x = 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9). Die
Plasmidsubstrate werden abhangig vom Basenpaarabstand zwischen den Erkennungssequenzen unterschiedlich
schnell von TALE-MutH durch einen Einzelstrangbruch in die oc-Form konvertiert. (B) Die unadressierten
Plasmidsubstrate verfiigen entweder (ber eine AvrBs4-Erkennungssequenz ohne eine nahegelegene MutH-
Erkennungssequenz (T) oder es existiert keine AvrBs4-Erkennungssequenz (H). Mit den Kontrollsubstrate fand
keine detektierbare katalytische Aktivitat statt. Jedes Plasmid hat 18 weitere GATC-Sequenzen. Die méglichen
Plasmidformen und —positionen sind mit supercoiled (sc), open circular (oc) und linear (lin) bezeichnet. Als
Kontrolle dient der Ansatz ochne MgCl; (-), sowie die oc-(nick) und die lin-Form des Plasmids. (C) Graphische
Darstellung der berechneten Spaltraten fur die oben genannten Plasmid-Spalttests. Die beste Spaltung ergab sich
fur das adressiere Substrat mit 3 bp Abstand zwischen den Erkennungssequenzen. Die ermittelten Spaltraten
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betragen: 1,3x10* mint (T-1-H); 1,2x102 min? (T-2-H); 3,6x102 min? (T-3-H); 1,1x102 min? (T-4-H);
0,3x102 min* (T-5-H); 1,810 min* (T-6-H); 0,6x102 min* (T-7-H); 0,8x102 min* (T-8-H) und 8,9x10"* min*
(T-9-H). Die Spaltraten fir die unadressierten Plasmidsubstrate liegen unterhalt des Detektionslimits von 4x10-
mint. Analyse tiber Agarose-Gelektrophorese.

3.5.2 Bestimmung der Strangprdferenz von TALE-MutH mittels
Fluorophor-markierten Polynukleotid-Substraten

Zur Analyse und lllustration der Strangpraferenz von TALE-MutH wurden Fluorophor-
markierte Polynukleotid-Substrate verwendet. Diese wurden hergestellt indem zwel
Oligonukleotide, die jeweils am 5’-Ende mit den Fluorophor Atto 488 bzw. Atto 647N
gekoppelt sind, als fwd bzw. rev primer fir die PCR eingesetzt wurden und die spezifische
Zielsequenz des Fusionsproteins T-x-H (x = 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9) auf dem Plasmidsubstrat
(template) amplifiziert wurde. Das Polynukleotid-Substrat ist 211 Basenpaare lang, wobei die
Spaltprodukte bei Einzelstrangbriichen im oberen Strang 169-172 Nukleotide lang sind und ein
grunes Signal detektiert werden kann bzw. bei Einzelstrangbriiche im unteren Strang 38-35
Nukleotide lang sind und rot fluoreszieren (Abb. 3.8 A). Der Plasmid-Spalttest zeigte, dass es
zwei deutliche Maxima der Aktivitat mit den verschieden adressierten Substraten gab: T-3-H
und T-6-H. Bei jeweils kleineren und grofieren Abstanden zwischen den Erkennungssequenzen
sank die Aktivitat wieder ab (Abb. 3.7 C). Die strangspezifische Untersuchung ergab, dass das
Fusionskonstrukt TALE-MutH verschiedene Strangpraferenzen fiir das adressierte Substrat mit
drei und sechs Basenpaaren Abstand hat. Die Spaltung des Substrats T-3-H erfolgt préaferenziell
im unteren Strang, wohingegen das Substrat T-6-H ausschliel3lich im oberen Strang gespalten
wird (Abb. 3.8 B). Wie der Plasmid-Spalttest bereits zeigt, wird das Substrat T-6-H langsamer
umgesetzt als T-3-H. Unter den gleichen Voraussetzungen wird T-3-H vollstandig, T-6-H
jedoch nur zu etwa 40 % gespalten (Abb. 3.8 C). Die Spaltrate des unteren Strangs von T-3-H
ist 2800-fach hoher im Vergleich zu der Hydrolyse des oberen Strangs. Die Analyse der
restlichen adressierten Substrate hat ergeben, dass der Wechsel der Strangpraferenz zwischen
4 und 5 Basenpaaren Abstand erfolgt (Abb. 3.8 D). Bei Substraten mit einem bis vier
Basenpaaren Abstand zwischen der AvrBs4- und MutH-Erkennungssequenz wird der
Einzelstrangbruch im unteren Strang hydrolysiert. Die Einzelstrangspaltung der Substrate mit
5 bis 9 Basenpaaren Abstand erfolgt hingegen im oberen Strang. Analog zu der Ermittlung der
Strangpréferenz von MutH-I-Scel (Kapitel 3.4.3) fand auch in diesem Fall die Analyse auf
Nukleotid-Ebene flr die spezifisch gespalteten Plasmidsubstrate T-3-H und T-6-H statt, mit
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dem Ergebnis, dass die Hydrolyse spezifisch am 5‘GATC stattfindet (Ergebnisse hier nicht
gezeigt).
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Abbildung 3.8: Analyse der Strangpréaferenz von TALE-MutH mittels zeitabh&ngiger Spaltung der
adressierten Fluorophor-markierten Polynukleotid-Substrate. In dem Aktivitatstest wurde ein sechsfacher
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Enzymiberschuss gegeniiber dem Substrat eingesetzt (120 nM Protein, 20 nM DNA). Die adressierten Substrate
weisen die spezifische AvrBs4-Erkennungssequenz (T) sowie eine nahegelegene MutH-Erkennungssequenz (H;
GATC) auf (T-x-H: x: 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8,9). (A) Schema der Fluorophor-markierten Polynukleotid-Substrates
T-3-H bzw. T-6-H und der mdglichen Spaltprodukte. Die Lénge des ungestalteten Substrats betragt 211 bp. Erfolgt
der Einzelstrangbruch im oberen (unteren) Strang entstehen 169 (38) nt lange Fragmente fuir T-3-H und 172 (35)
nt lange Fragmente flr T-6-H. Griiner: Atto 488. Roter: Atto 647N. (B) Detektion des Fluoreszenzsignals nach
zeitabhdngiger Spaltung und Analyse (Uber denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Gelbes
Fluoreszenzsignal: Uberlagerung von Atto 488 und Atto 647N (ungespaltenes Substrat). Griines
Fluoreszenzsignal: Atto 488 (Einzelstrangbruch im oberen Strang). Rotes Fluoreszenzsignal: Atto 647N
(Einzelstrangbruch im unteren Strang). (C) Das Substrat T-3-H wird durch TALE-MutH préferenziell im unteren
Strang gespalten, das Substrat T-6-H hingegen im oberen Strang. Ermittelte Spaltrate fir Hydrolyse des oberen
(unteren) Strangs 6,0x10-° min*? (2,2x10?min™?) fir T-3-H und 7,8x10°° min? (1,3x10* min?) fur T-6-H. (D)
Graphische Darstellung der berechneten Spaltraten fir alle adressierten Substrate (T-x-H,x=1,2,3,4,5,6, 7, 8,
9).

3.5.3 Untersuchung verschiedener Linker-Varianten von TALE-MutH

Nach ausgiebiger Untersuchung des ersten TALE-MutH Konstrukts wurden weitere Varianten
hergestellt, indem der Peptidlinker zwischen AvrBs4 und MutH variiert wurde. Im
urspringlichen Konstrukt ist MutH nach 28 Aminoséuren (AS) mit AvrBs4 nach dem letzten
halben repeat fusioniert (im Folgenden TALE(28)-MutH). Darauf aufbauendend wurde in einer
weiteren Variante ein zusétzlicher 16 AS langer Linker zwischen die Fusionspartner
eingebracht (TALE(28)-L16-MutH). Aullerdem wurden zwei zusatzliche Alternativen getestet:
die Fusion zwischen AvrBs4 und MutH ohne die 28 AS nach dem letzten halben repeat, aber
mit dem oben genannten 16 AS langem Linker (TALE-L16-MutH) und die direkte Fusion von
MutH nach dem letzten halben repeat von AvrBs4, also ohne Linker (TALE-LO-MutH). Analog
zu den vorherigen Plasmid-Spalttests wurde die Aktivitat der Linker-Varianten mittels des
adressierten Plasmidsubstrats ermittelt. Auch hier wurden alle neun adressierten
Plasmidsubstrate verwendet, die im Basenpaarabstand zwischen der AvrBs4- und MutH-
Erkennungssequenz variieren (T-x-H =1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9). Abweichend zu den vorherigen
Experimenten, wurde in diesem Fall aus Grinden der Vergleichbarkeit die Spaltrate ermittelt,
indem angenommen wurde, das jedes Substrat theoretisch zu 100% umsetzten werden kann,
insofern Aktivitat detektiert wird (dies fuhrt teilweise zu kleinen Abweichungen der Spaltraten
fur TALE-MutH gegenuber den oben genannten Ergebnissen). Die Plasmid-Spalttests haben
ergeben, dass die Variation des Peptidlinkers im Fusionskonstrukt keine Verbesserung der
Aktivitat zur Folge hat, die effizienteste Spaltung zeigt sich fiir TALE(28)-MutH auf den
Plasmidsubstraten T-3-H und T-6-H (Abb. 3.9 A). Ein &hnliches Muster der Spaltraten erkennt

man auch fir die Variante ohne Linker (TALE-LO-MutH), wenn auch mit niedrigeren
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Aktivitaten. Hier ist die Préaferenz fir die Substrate allerdings um ein Basenpaar nach vorne
verschoben und liegt bei T-2-H und T-5-H (Abb. 3.9 B). Trotz theoretisch langerem Linker tritt
dieser Effekt fir TALE-L16-MutH nicht auf. Diese Variante bevorzugt lediglich kiirzere
Abstande (2 und 3 Basenpaare) zwischen den Erkennungssequenzen von AvrBs4 und MutH
(Abb. 3.9 C). Die geringste Aktivitat wurde flr TALE(28)-L16-MutH gemessen. Die Spaltraten
sind fir alle getesteten Substrate sehr niedrig, so dass sich keine deutliche Préferenz bestimmen

lasst (Abb. 3.9 D).
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Abbildung 3.9: Berechnete Spaltraten der verschiedenen TALE-MutH Linker-Varianten nach
zeitabhangiger Spaltung der adressierten Plasmidsubstrate. In dem Plasmid-Spalttest wurde ein vierfacher
Enzymiberschuss gegentber dem Substrat eingesetzt (16 nM Protein, 4 nM DNA). Die adressierten
Plasmidsubstrate weisen die spezifische AvrBs4-Erkennungssequenz (T) sowie eine nahegelegene MutH-
Erkennungssequenz (GATC) auf (T-x-H: x: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9). Jedes Plasmid hat 18 weitere GATC-
Sequenzen. (A) TALE-LO-MutH spaltet bevorzugt die Substrate T-2-H und T-5-H. (B) TALE-L16-MutH weist
2 und 3 Basenpaare Abstand zwischen den Erkennungssequenzen auf.
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(C) TALE(28)-MutH zeigt insgesamt die hochsten Spaltraten mit praferenzieller Spaltung der Substrate T-3-H
und T-6-H. (D) TALE(28)-L16-MutH hat die niedrigste Spaltaktivitat mit keiner deutlichen Substratpraferenz.

3.5.4 Spaltung einer tripartiten Erkennungssequenz durch TALE-
MutH

Basierend auf den vorhergehenden Resultaten, dass das Fusionskonstrukt TALE-MutH eine
obligatorische Nickase ist, wurde untersucht, ob durch entsprechende Substrat-Architektur auch
Doppelstrangbriiche durch das Fusionskonstrukt katalysiert werden kénnen. Hierflir wurden
zwei Plasmidsubstrate generiert, die zwei AvrBs4-Erkennungssequenzen (T) aufweisen, die
wiederum mit jeweils drei Basenpaaren Abstand durch eine bzw. zwei aufeinanderfolgende
MutH-Erkennungssequenz(en) (H) voneinander getrennt sind (T-3-H-3-T bzw. T-3-HH-3-T).
Entgegen der Erwartung zeigt der Plasmid-Spalttest keinerlei Aktivitdt mit dem Substrat
T-3-H-3-T (Abb. 3.10 A) und im Vergleich zu dem bipartiten Substrat nur schwache Aktivitét
mit dem Substrat T-3-HH-3-T, das in einer schwachen open circular-Bande resultiert
(Abb. 3.10 B).
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T-3-H-3-H THHET T-3-HH-3-H THHHET
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y — oc K — oc
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Abbildung 3.10: Zeitabhangige Spaltung des tripartiten Substrats mit TALE-MutH. In dem Plasmid-
Spalttest wurde ein achtfacher Enzymiiberschuss gegeniiber dem Substrat eingesetzt (32 nM Protein, 4 nM DNA).
(A) Das Plasmidsubstrate weist zwei spezifische AvrBs4-Erkennungssequenzen (T) auf, die mit jeweils drei
Basenpaare Abstand durch eine MutH-Erkennungssequenz (H; GATC) getrennt werden (T-3-H-3-T). (B) Das
Plasmidsubstrate weist zwei spezifische AvrBs4-Erkennungssequenzen (T) auf, die mit jeweils drei Basenpaare
Abstand durch zwei aufeinanderfolgende MutH-Erkennungssequenzen (H; GATC) getrennt werden
(T-3-HH-3-T). Fir beide tripartite Substrate konnte kaum katalytische Aktivitat mit TALE-MutH detektiert
werden. Beide Plasmide weisen 19 weitere GATC-Sequenzen auf. Die méglichen Plasmidformen und —positionen
sind mit supercoiled (sc), open circular (oc) und linear (lin) bezeichnet. Als Kontrolle dient der Ansatz ohne
MgCl; (-), sowie die oc-(nick) und die lin-Form des Plasmids. Analyse (iber Agarose-Gelektrophorese.

3.5.5 Steigerung der katalytischen Aktivitat von TALE-MutH

Fur einige Restriktionsenzyme ist bekannt, dass die Verwendung des divalenten Metall-lons
Mn?* anstelle von Mg?* die katalytische Aktivitat steigern kann (Hsu & Berg 1978, Woodhead
et al. 1981). Dieser Effekt kann auch durch Anwesenheit des organischen Lésungsmittels
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DMSO (Dimethylsulfoxid) erreicht werden (Malyguine et al. 1980, Wei et al. 2008). Um zu
untersuchen, ob die Katalyse des Fusionskonstrukts TALE-MutH ebenfalls unter diesen
Bedingungen beeinflusst wird, wurde ein Plasmid-Spalttest mit dem adressierten Substrat
T-3-H analog zu Kapital 3.5.1 unter Verwendung von 0,5 mM MnCl; und 10% DMSO anstelle
von 1 mM MgCl, durchgefiihrt. Tatsachlich wurde das Substrat mit MnCl; 12-mal schneller
gespalten. Das Plasmid liegt bereits nach 10 Minuten fast vollstandig in der open circular-Form
vor und wird nach 30 Minuten geringfligig auch linearisiert (Abb. 3.11 A). Die katalytische
Aktivitat wird mit DMSO zusétzlich um das 2-fache gesteigert. In diesem Fall wird das Plasmid
innerhalb von 3 Minuten komplett durch Einzelstrangbriiche umgesetzt und es findet eine
starkere Linearisierung statt (Abb. 3.11 B).
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Abbildung 3.11: MnClz- und DMSO-abhéangige Steigerung der katalytischen Aktivitat von TALE-MutH.
In dem Plasmid-Spalttest wurde ein vierfacher Enzymuberschuss gegenliber dem Substrat eingesetzt (16 nM
Protein, 4 nM DNA). Als Substrat diente das adressierte Plasmidsubstrat T-3-H (AvrBs4-Erkennungssequenz (T)
getrennt durch 3 Basenpaare von der MutH-Erkennungssequenz (H). (A) Verwendung von 0,5 mM MnCl..
Ermittelte Spaltrate: 4,1x10* min. (B) Verwendung von 0,5 mM MnCl, und 10% DMSO. Ermittelte Spaltrate:
8,1x10t min. Unter Verwendung des divalenten Metall-lons Mn?* wird das Substrat innerhalb von 10 Minuten
vollstandig in die oc-Form konvertiert. Durch Zusatz von DMSO wird die Aktivitat nochmals gesteigert. Das
Plasmid hat 18 weitere GATC-Sequenzen. Die mdglichen Plasmidformen und —positionen sind mit supercoiled
(sc), open circular (oc) und linear (lin) bezeichnet. Als Kontrolle dient der Ansatz ohne MgCl; (-), sowie die
lin-Form des Plasmids. Analyse iber Agarose-Gelektrophorese.

3.5.6 E. coli Viabilitatstest

Der E. coli Viabilitatstest wurde in Form von diskontinuierlichen und kontinuierlichen
Wachstumskurven untersucht. Hierflr wurden die Proteine TALE-MutH, TALE, MutH, ZFN
und TALE-HInP1l in einem dcm/dam negativen E. coli Stamm exprimiert. Durch die fehlende
Dam Methyltransferase sind die GATC-Sequenzen der bakteriellen genomischen DNA nicht
geschitzt und kénnen prinzipiell von MutH gespalten werden. Verursachen die obengenannten
Proteine bei Expression Doppelstrangbriiche durch unspezifische Spaltung, fuhrt das zur
genomischen Instabilitat der Zellen, die in einem reduzierten Wachstum der Kultur erkennbar

wird. Die eigenstindigen Fusionseinheiten TALE und MutH, sowie das ,leere*
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Expressionsplasmid pQE30 dienen als Kontrolle und sollten theoretisch keinen negativen
Effekt auf das Zellwachstums zeigen. Das Fusionsprotein TALE-HinP1l EAD und die ZFN
lassen hingegen auf Grund von in vitro Ergebnissen toxische Effekte in vivo vermuten
(Schierling et al. 2012) (Kapitel 3.6.1). Die diskontinuierlichen Wachstumskurven wurden
stindlich in einem Zeitraum von 5 Stunden gemessen. Das kontinuierliche Zellwachstum
wurde Uber acht Stunden erfasst und die Zellen durch regelmaRige Verdunnung mit frischem
LB-Medium in der exponentiellen Wachstumsphase gehalten. Durch das kontinuierliche
Wachstum konnen toxische Effekte erhtht und somit besser detektiert werden als mit der
klassischen, diskontinuierlichen batch-Kultur. Das Zellwachstum wurde bei annéhrend gleicher
ODsoonm gestartet (diskontinuierlich: ~0,05; kontinuierlich: ~0,1) und die Proteinexpression
nach einer (diskontinuierlichen) bzw. zwei Stunden (kontinuierlich) entsprechend induziert. Bis
zu drei Stunden zeigt das kontinuierliche Zellwachstum der verschieden Varianten keine
nennenswerten Unterschiede, ab der vierten Stunde steigt die ODesoonm flr die Kultur, die das
Fusionskonstrukt TALE-HIinP1l EAD exprimiert, nicht weiter an (Abb. 3.12 B), wobei ein
geringer Anstieg ab der sechsten Stunde zu verzeichnen ist. Auch die ZFN-Variante zeigt ab
der vierten Stunde ein stetig schwindendes Zellwachstum im Vergleich zu den anderen
Varianten. Hervorzuheben ist aber, dass das zu untersuchende Fusionskonstrukt TALE-MutH
das Zellwachstum von E. coli in der diskontinuierlichen als auch kontinuierlichen Kultur nicht
negativ beeinflusst, da diese Zellen im Vergleich zu den nicht toxischen Kontrollen (TALE,
MutH und pQE30) gleich gut wachsen. Ein &hnliches Ergebnis zeigt sich auch bereits bei den
diskontinuierlichen Wachstumskurven ab. Nach der Induktion setzt sich das Wachstum der
TALE-HinP1l EAD-Variante stark gegenuber den anderen Varianten ab (Abb. 3.12 A). Auch
die ZFN-Variante zeigt ein etwas vermindertes Wachstum. Interessant ist ebenfalls, dass bei
beiden Messverfahren die Expression von MutH das Zellwachstum geringfuigig beglnstigt

wird.
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Abbildung 3.12: E. coli Viabilitatstest zur Untersuchung toxischer Effekte des Fusionskonstrukts TALE-
MutH in vivo. Zeitabhangige logarithmische Darstellung der Optischen Dichte bei 600 nm (ODgoonm). Zur
Kontrolle dient das eigenstdndige DNA-Bindungsmodul (TALE) und DNA-Spaltungsmodul (MutH), sowie eine
rekombinante Zinkfinger Nukleasen (ZFN), das Fusionskonstrukt TALE-HinP1l EAD und das unmodifizierte
Expressionsplasmid (pQE30). (A) Die Suspensionsschuttelkulturen wurden bei 37°C inkubiert und die OD nach
definierten Zeitintervallen bestimmt (statisch). (B) Die Suspensionsschiittelkulturen wurden bei 37°C inkubiert
und die OD nach definierten Zeitintervallen bestimmt, wobei das Medium regelméafig erneuert wurde, um das
Wachstum in der exponentiellen Phase beizubehalten (kontinuierlich). Der Pfeil impliziert den
Induktionszeitpunkt der Expression.

3.6 Charakterisierung des Fusionskonstrukts TALE-HinP1lI

Anmerkung: Der folgende Abschnitt basiert auf einem urspringlichen Postdoc-Projekt des
Instituts. Die Konstruktion aller Plasmidsubstrate und der Varianten TALE-HinP1l wt,
TALE-HinP1l EAD sowie die entsprechende Charakterisierung wurde von Dr. Benno
Schierling geplant und ausgefiihrt. Das gesamte Projekt wurde durch die technische Expertise

von Bedriska Reitz unterstutzt.

3.6.1 Analyse und Optimierung der Spezifitdt von TALE-HinP1lI

Zu Beginn wurde die Aktivitdt der TALE-HinP1l-Varianten auf dem unadressierten
Plasmidsubstrat untersucht, um zu ermitteln, ob die Spezifitat hinreichend ist. Zunéchst wurde
die Aktivitat des TALE-HIinP1l wt getestet mit dem Ergebnis, dass das Kontrollsubstrat bei
einem Enzym-Substrat Verhéltnis von 1:100 innerhalb von zwei Stunden fast vollstandig
degradiert wird (Abb. 3.13 A). Um die Spezifitat des Fusionskonstrukts zu erhéhen, wurden
gezielte Aminosdure-Substitutionen im DNA-Bindungsmodul HinP1l eingefiihrt. Hierbei

konzentrierte man sich auf Aminosauren, von denen man aus der Co-Kristallstruktur schliel3en
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kann, dass sie an der Protein-DNA Interaktion beteiligt sind. Dieser Ansatz zielt darauf hin, die
Interaktion zwischen HinP1l und der DNA abzuschwachen (die katalytische Aktivitat jedoch
beizubehalten) und somit das DNA-Bindungsmodul mafRgeblich fur die Bindung
verantwortlich zu machen. Die Spezifitit wird erhéht, indem HinP1ll die eigene
Erkennungssequenz nicht mehr selbstdndig binden kann und eine katalytische Aktivitat nur
ermoglicht wird, indem die HinP1l-Erkennungssequenz sich in unmittelbarer Nahe einer
TALE-Erkennungssequenz befindet und somit HinP1l durch die Fusion aktiv durch das TALE
Protein rekrutiert wird. Eine erfolgreiche Kombination aus Aminoséure-Substitutionen stellt
die TALE-HinP1l EAD-Variante dar (Abb. 3.13 B), bei der die Spezifitdt enorm gesteigert
werden konnte. Im Vergleich zu TALE-HinP1l wt wird das unadressierte Substrat bei einem
Enzym-Substrat Verhaltnis von 8:1 selbst nach Langzeit-Inkubation (24 Stunden) nicht
vollstandig degradiert (Abb. 3.13 A). Allerdings ist eine gewisse Unspezifitat trotzdem zu
detektieren. Eine Umsetzung des Plasmids von der supercoiled- zur open circular-Form
beginnt bereits nach 30 Minuten und resultiert letztendlich in der potentiell toxischen
Linearisierung des Plasmids nach drei Stunden. Da die Variante TALE-HinP1l EAD zwar sehr
vielversprechend aber trotzdem unspezifisch ist, wurden vier einzelne Aminosaure-
Substitutionen zusétzlich eingebracht (Abb. 3.13 C). Im Fall der Varianten TALE-HinP1l
EADAS8 und TALE-Hinp1l EADA97 konnte die Spezifitat im Vergleich zu der TALE-Hinpl1P
EAD-Variante nicht mal3geblich gesteigert werden. Auch hier wird das unadressierte Substrat
nach 24 Stunden zum Teil linearisiert (Abb. 3.13 A). Vielversprechender scheinen hingegen
die Varianten TALE-HinP1l EADD235 und TALE-HinP1l EADA208 zu sein. Erstere zeigt
eine starkere unspezifische Umsetzung des unadressierten Substrats von der sc- zur oc-Form,
aber beide Varianten zeigen selbst nach Langzeit-Inkubationen keine unspezifischen

Doppelstrangbriiche und weisen somit eine zureichende Spezifitat auf (Abb. 3.13 A).
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Abbildung 3.13: Zeitabhangige Spaltung des unadressierten Substrats mit TALE-HinP1l und die
Optimierung des Konstrukts. (A) Mit Ausnahme von TALE-MutH wt wurde in dem Plasmid-Spalttest ein
achtfacher gegeniiber dem Substrat eingesetzt (80 nM Protein, 10 nM DNA; TALE-HinP1l wt = 0,1 nM). Das
unadressierte Plasmidsubstrat weist keine AvrBs3-Erkennungssequenz (X) sondern lediglich 26 HinP1I-
Erkennungssequenz (P; GCGC) auf. Durch gezielte Aminoséure-Substitutionen kann die Aktivitat auf dem
unadressierten Substrat durch die Varianten TALE-HinP1l EAD, TALE-HinP1l EADAS8 und TALE-HinP1I
EADA97 gegeniiber dem Fusionskonstrukt TALE-MutH wt reduziert werden. Kaum unspezifische Spaltung
konnte mit den Varianten TALE-HinP1l EADD235 und TALE-HinP1l EADA208 detektiert werden. Die
mdglichen Plasmidformen und —positionen sind mit supercoiled (sc), open circular (oc) und linear (lin) bezeichnet.
Als Kontrolle dient der Ansatz ohne MgCl; (-). Analyse Uber Agarose-Gelektrophorese. (B) und (C) Die gezielten
Aminosaure-Substitutionen sind in der Co-Kristallstruktur des DNA-Spaltungsmoduls HinP1l angedeutet. Das
katalytische Zentrum ist rot dargestellt. RCSB Protein Data Bank: 2FL3.

3.6.2 Ermittlung der Aktivitdt von TALE-HinP1lI EADA208 mit
verschiedenen adressierten Substraten

Analog zum Plasmid-Spalttest mit MutH-I-Scel und TALE-MutH wurde die bestmégliche
Aktivitat der Variante TALE-HinP1l EADA208 mittels adressierter Plasmidsubstrate ermittelt,
die im Basenpaarabstand zwischen den Erkennungssequenz von AvrBs3 (T) und HinP1l (P)

variieren (T-x-P; x =0, 2, 4, 6, 8, 10, 12). Die Analyse hat gezeigt, dass Substrate mit keinen
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bzw. Kkleinen Basenpaarabstdnden (T-0-P und T-2-P) oder groRen Abstédnden (T-10-P und
T-12-P) sich nicht eigenen, da nur sehr geringe katalytische Aktivitat detektiert werden konnte
(Abb. 3.14 A). Die Substrate T-4-P, T-6-P und T-8-P werden hingegen unter gleichen
Voraussetzung z.T. vollstandig prozessiert. Es féllt jedoch sofort auf, dass sich das Spaltmuster
zwischen diesen drei Plasmidsubstrate stark unterscheidet (Abb. 3.14 A und B). Das
Plasmidsubstrat mit vier Basenpaaren Abstand zwischen den Erkennungssequenzen wird
innerhalb der Reaktionszeit zum gréRten Teil aus der supercoiled-, Giber die open circular-, in
die linearisierte Form Gberfihrt. Im Fall von T-6-P ist die sc-Form des Plasmids bereits nach
10 Minuten nicht mehr vorhanden, allerdings wird die oc-Form wéhrend der restlichen
Reaktionszeit nicht komplett linearisiert, sondern ist am Ende immer noch zu ~60% vorhanden
(Abb. 3.14 B). Ist der Abstand auf acht Basenpaare erweitert, findet nahezu keine
Linearisierung des Plasmids statt. Das Substrat wird in die oc-Form Uberfiihrt und nicht mehr
weiter prozessiert (Abb. 3.14 B). Die Substrate T-6-P und T-8-P werden Uberwiegt durch
Einzelstrangbriiche umgesetzt, wohingegen mit dem Substrat T-4-P  Uberwiegend
Doppelstrangspaltung stattfindet (Abb. 3.14 C). Besonders hervorzuheben ist, dass in allen
Féllen die oc-Form akkumuliert und auf die monomere Aktivitat von HinP1l zuriick schlieRen
lasst. Das adressierte Plasmidsubstrat T-6-P, das den besten Umsatz des sc-Plasmids aufweist,
wird 3,5-mal schneller gespalten im Vergleich zum unadressierten Kontroll-Plasmid
(Kapitel 3.6.1). Doch auch in diesem Fall kénnte die tatsachliche Spezifitat hoher sein, wenn
man bedenkt, dass 22 unadressierte HinP1l-Erkennungssequenzen auf dem Plasmid
vorkommen. Allerdings muss auch angemerkt werden, dass die z.T. unspezifische Spaltung

dieser Sequenzen bei der Detektion der adressierten Spaltung ebenfalls erfasst wird.
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Abbildung 3.14: Zeitabhangige Spaltung des adressieren Substrats mit TALE-HinP1l EADA208. In dem
Plasmid-Spalttest wurde ein achtfacher Enzymuberschuss gegenuber dem Substrat eingesetzt (80 nM Protein,
10 nM DNA). (A) Die adressierten Plasmidsubstrate weisen die spezifische AvrBs3-Erkennungssequenz (T) sowie
eine nahegelegene HinP1l-Erkennungssequenz (P; GCGC) auf (T-x-P: x: 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12). Die
Plasmidsubstrate T-4-P, T-6-P und T-8-P werden abhdngig vom Basenpaarabstand zwischen den
Erkennungssequenzen unterschiedlich schnell von TALE-HinP1l EADA208 gespalten, wobei das Spaltmuster
zwischen oc- und lin-Produkt variiert. Mit den Substraten T-0-P, T-2-P sowie T-10-P und T-12-P wurde keine bis
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schwache Aktivitdt gemessen. Jedes Plasmid hat 22 weitere GCGC-Sequenzen. Die mdglichen Plasmidformen
und -positionen sind mit supercoiled (sc), open circular (oc) und linear (lin) bezeichnet. Als Kontrolle dient der
Ansatz ohne MgCl; (-). Analyse tiber Agarose-Gelektrophorese. (B) Graphische Darstellung und Anpassung der
Spaltkinetik fur die oben genannten Plasmid-Spalttests mit den Substraten T-4-P, T-6-P und T-8-P. Die insgesamt
beste Spaltung wurde fiir das adressierte Substrat mit 6 bp Abstand zwischen den Erkennungssequenzen gemessen.
Die ermittelten Spaltraten fir oc (lin) betragen: 4,010 min* (Omin?) fir T-0-P, 6,6x10° min? (1,9x10" min)
fur T-2-P, 1,1x10  min (1,2min?) fur T-4-P, 1,9 min! (3,6x102min’?) fir T-6-P, 9,0x102 min“2 (2,2x10-3 mint)
fir T-8-P, 4,8x10° min* (5,4x10°3 min) fir T-10-P, 9,6x10-3 min? (3,2x10! min) fur T-12-P. (C) Graphische
Darstellung des Quotienten aus den berechneten Spaltraten (k) fur lin und oc.

Die Ergebnisse der Plasmid-Spalttests von TALE-HinP1l EADA208 mit unterschiedlichen
adressierten Substraten sowie die Anpassung der Datenpunkte weisen darauf hin, dass sich die
Reaktion uber die Zeit verlangsamt und nach etwa einer Stunde fast vollkommen zum Erliegen
kommt, obwohl das Substrat nicht komplett umgesetzt ist (Abb. 3. 14 B). Um zu untersuchen,
ob das Enzym an Aktivitat verliert, wurde die Halbwertszeit unter Reaktionsbedingungen
ermittelt. Um gegebenenfalls auszuschlieRen, dass der Aktivitatsverlust lediglich auf die
Variante TALE-HinP1l EADA208 zutrifft, wurde die Halbwertszeit auch fir TALE-HinP1l
EADD235 gemessen. Letztere ist etwas aktiver, zeigt aber im Spezifitatstest ebenfalls keine
Linearisierung des unadressierten Substrats (Abb. 3.13 A). Beide Enzyme wurden unter
Ausschluss von MgCl2 unter Reaktionsbedingungen (Aktivitatspuffer, Substrat, Temperatur)
fur 0, 15, 30 bzw. 60 Minuten inkubiert und anschlieBend ein Aktivitatstest mit dem
adressierten Substrat T-6-P durchgefiihrt. Fir beide Varianten konnte gezeigt werden, dass die
Aktivitat mit zunehmender vorheriger Inkubation sinkt (Abb. 3.15). TALE-HinP1l EAD208
setzt nach 15-minutiger Inkubation das komplette Substrat um, jedoch bereits mit einer
verminderten Spaltrate. Nach 30 bzw. 60 Minuten Inkubation werden nur noch ~90 bzw. ~70%
des Substrats umgesetzt, wobei die Spaltrate stetig sinkt. Da die Gesamtaktivitat von TALE-
HinPI1 EADD235 etwa doppelt so hoch ist, wird das Substrat auch noch nach 30-minitiger
Inkubation vollstandig umgesetzt und liegt nach 60 Minuten Inkubation immer noch bei ~90%.
Aber auch hier sinkt die Spaltrate vergleichbar zu TALE-HinP1 EADA208, so dass fiir Beide
etwa die gleiche Halbwertszeit von 20 Minuten (TALE-HinP1l EADA208) und 16 Minuten
(TALE-Hinpll EADD235) ermittelt wurde.
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Abbildung 3.15: Bestimmung der Halbwertszeit von TALE-HinP1l EADA208 und TALE-HinP1I
EADD235. Beide Fusionskonstrukte wurden unter Reaktionsbedingungen (Aktivitatspuffer, Substrat, Temperatur
wie in den Plasmid-Spalttests), aber Ausschluss von MgCl; inkubiert und anschlieRend die Aktivitat bestimmt. In
dem Plasmid-Spalttest wurde ein achtfacher Enzymiberschuss gegeniiber dem Substrat eingesetzt (80 nM Protein,
10 nM DNA). Es wurde das adressierte Plasmidsubstrat T-6-P verwendet. Mit zunehmender Vorinkubationszeit
sinkt die Spaltrate. Die ermittelten Halbwertszeiten (1) betragen 20 Minuten fir TALE-HinP1l EADA208 und 16
Minuten fir TALE-HinP1l EADD235. Anpassung Spaltrate gegen Vorinkubationszeit mit y = Al*exp(-x/tl) +
y0 = A = t1*In(2). Die ermittelten Spaltraten betragen: 3,8x10* min™ (0°), 2,7x10 min? (15, 1,3x102 min™*
(30°) und 9,0x102mint (60°) fiir TALE-HinP1l EADA208 bzw. 7,910t min (09), 3,9x10  min? (159), 2,8x10"
Ymin? (30¢) und 1,1x10"t mint (60¢) fiir TALE-HinP1l EADD235.

3.6.4 Bestimmung der Strangpraferenz von TALE-HinP1lI

Entsprechend der Ermittlung der Strangpréaferenz von TALE-MutH (Kapitel 3.5.2) wurden
auch in diesem Fall Fluorophor-markierte Polynukleotid-Substrate hergestellt indem zweli
Oligonukleotide (jeweils am 5’ Ende mit den Fluorophor Atto 488 bzw. Atto 647N verbunden)
als primer eingesetzt wurden, um die spezifische Zielsequenz des Fusionsproteins T-x-P (X =

4, 6, 8) zu amplifizieren. Einzelstrangbriiche im oberen Strang resultieren als Spaltprodukt mit
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griinen Signal, Einzelstrangbriiche im unteren Strang werden als rotes Signal detektiert (Abb.
3.16 A). Das Substrat T-4-P wird innerhalb von drei Stunde nahezu komplett gespalten, wobei
sowohl der obere als auch der untere Strang prozessiert werden. Letzterer wird allerdings etwa
dreimal schneller gespalten (Abb. 3.16 B und C). Die préferenzielle Spaltung des unteren
Strangs ist flr das Substrat T-6-P deutlicher zu erkennen. Der unter Strang wird ca. viermal
besser gespalten als der obere Strang. In diesem Substrat wird der untere Strang im Vergleich
zu den anderen beiden Substraten generell am besten umgesetzt (die Spaltrate ist zweimal hoher
als fir T-4-P und 13-mal hoher als flir T-8-P). Der obere Strang wird wéhrend der gesamten
Reaktion hingegen nur zu ~30% gespalten (Abb. 3.16 C). Im Fall des Substrats T-8-P wird
ausschlieBlich der untere Strang gespalten. Die Spalt-Préferenz gegenuber dem oberen Strang
betragt etwa 400. Die Spaltrate ist allerdings deutlich geringer als flr die Substrate mit vier und
sechs Basenpaaren Abstand zwischen der TALE und HinP1l-Erkennungssequenz. Insgesamt

wird der untere Strang wahrend der Reaktion zu ~60% prozessiert.
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Abbildung 3.16: Analyse der Strangpraferenz von TALE-HinP1l mittels zeitabhangiger Spaltung der
adressierten Fluorophor-markierten Polynukleotid-Substrate. In dem Aktivitatstest wurde ein achtfacher
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Enzymiberschuss gegeniiber dem Substrat eingesetzt (160 nM Protein, 20 nM DNA). Die adressierten Substrate
weisen die spezifische AvrBs3-Erkennungssequenz (T) sowie eine nahegelegene HinP1l-Erkennungssequenz
(P, GCGC) auf (T-x-P: x = 2, 4, 6). (A) Schema der Fluorophor-markierten Polynukleotid-Substrate und der
mdglichen Spaltprodukte. Erfolgt der Einzelstrangbruch im oberen (unteren) Strang entsteht ein griin (rot)
fluoreszierendes Signal. Griin: Atto 488. Rot: Atto 647N. (B) Detektion des Fluoreszenzsignals nach
zeitabhangiger Spaltung und Analyse (ber denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Gelbes
Fluoreszenzsignal: Uberlagerung von Atto 488 und Atto 647N (ungespaltenes Substrat). Griines
Fluoreszenzsignal: Atto 488 (Einzelstrangbruch im oberen Strang). Rotes Fluoreszenzsignal: Atto 647N
(Einzelstrangbruch im unteren Strang). (C) Substrate werden durch TALE-HinP11 praferenziell im unteren Strang
gespalten. Ermittelte Spaltrate fiir die Hydrolyse des oberen (unteren) Strangs 1,2x102mint (3,3x102 min') fiir
T-4-P, 6,3x10¥ min‘? (6,7x10-2 min1) fiir T-6-P und 1,2x10° min (5,2x10- min't) fiir T-8-P. nick = Spaltung.
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4 Diskussion
4.1 Gene targeting mit hochspezifischen Nukleasen

Die gezielte Manipulation des Genoms durch Verwendung hochspezifischer Nukleasen, die in
einem  DNA-Bereich  kontrolliert spalten und sich damit den zelleigenen
Reparaturmechanismus zunutze machen, um mit Hilfe einer DNA-Reparatur-Matrix eben
diesen Bereich zu verandern, er6ffnet enorme Moglichkeiten fir verschiedenste Anwendungen.
Nicht zuletzt deswegen wurde dieser Ansatz von der Zeitschrift Nature zur Methode des Jahres
2011 ,,gewahlt (2012). Die Anwendungen erstrecken sich von der Untersuchung von Modell-
Organismen, die der Analyse der Funktion bestimmter Gene dienen, liber die ,,Manipulation*
von o©konomisch wichtigen Kulturpflanzen, bis hin zu gentherapeutische Ansétzen in
menschlichen Zelllinien (Carroll 2014). Eine absolut sichere Anwendung kann jedoch nach wie
vor nicht garantiert werden und stellt immer noch eine wissenschaftliche Herausforderung dar.
Um eine singuldre Sequenz in einem komplexen Genom zu erkennen und hydrolytisch zu
spalten, reicht es nicht aus, die Erkennungssequenz mit einer hochspezifischen Nuklease zu
adressieren, vielmehr muss sichergestellt werden, dass es keine Spaltung von nicht adressierten
DNA-Sequenzen gibt (off-site cleavage). Verschiedenste Studien haben gezeigt, dass
hochspezifische Nukleasen, die durchaus fur eine singuldre Spaltung in einem komplexen
Genom eine ausreichend lange Erkennungssequenz haben, trotzdem toxische Effekte durch
unspezifische Spaltung aufweisen (Gabriel et al. 2011, Pattanayak et al. 2011, Cradick et al.
2013, Fu et al. 2013). Ursachen konnten hierfir die Funktion des DNA-Bindungsmoduls sein.
Dabei kann es eine Rolle spielen, dass das Protein zwangslaufig auch unspezifische oder
sequenzéhnliche DNA-Bereiche binden muss, um die eigentliche Erkennungssequenz zu
finden. Das ermdglicht jedoch auch eine unspezifische Katalyse durch das mit dem DNA-
Bindungsmodul gekoppelte DNA-Spaltungsmodul. Hinzu kommt die Problematik der
heterodimeren hochspezifischen Nukleasen, die erst durch Kombination zweier spezifischer
DNA-Bindungsmodule, die mit einem unspezifischen DNA-Spaltungsmodul verbunden sind,
eine DNA spezifisch spalten. Abgesehen von der gewiinschten Heterodimerisierung, treten
aufgrund der unabhangigen DNA-Bindungsmodule Spezifitats-Probleme auf, wie sie bildhaft
durch die die hanging monkey-Situation und Homo-Dimerisierung wiedergegeben wird
(Abb. 1.6). Diese Art von Unspezifitdt kann durch monomere hochspezifische Nukleasen
vermieden werden. Zudem bieten monomere hochspezifische Nukleasen den Vorteil, dass

weniger biologisches Material flr eine in vivo Anwendung in die Zelle eingebracht werden
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muss. Eine weitere Ursache flr unspezifische Effekte stellen die systemimmanenten
sequenzunspezifischne  DNA-Spaltungsmodule dar (z.B. die unspezifische DNA-
Spaltungsdoméne von Fokl), wobei die Spezifitat durch Nutzung sequenzspezifischer DNA-
Spaltungsmodule verbessert werden kann, da die Aktivitat auf eine bestimmte Sequenz
beschrankt ist (Schierling et al. 2012, Yanik et al. 2013). Die Bindungsaffinitat des DNA-
Spaltungsmoduls kann zudem durch gezielte Aminosaure-Substitutionen soweit abgeschwacht
werden, dass die Nuklease die eigene Erkennungssequenz mdglichst nur noch bindet und
spaltet, wenn es durch das gekoppelte DNA-Bindungsmodul in rdumliche Nahe zur Spaltstelle
gebracht wird. Dies ist im Fall von MutH natiirlicherweise durch die Kopplung im MutS-MutL-
System gegeben und bedarf keiner artifiziellen Modifikation. MutH ist unter physiologischen
Bedingungen nur aktiv, wenn es im Zuge einer Basenfehlpaarung durch MutL zu seiner
Erkennungssequenz rekrutiert wird (Modrich 1991). Das DNA-Bindungsmodul soll im
Fusionskonstrukt somit die naturliche Funktion von MutL ersetzten. Eine weitere Erkenntnis,
die die Anwendung des gene targeting mit hochspezifischen Nukleasen sicherer macht, ist dass
homologe Rekombination (HR), die durch einen Einzelstrangbruch stimuliert wird, weniger
zytotoxische Effekte zur Folge hat als die, die auf einen Doppelstrangbruch folgen (Davis &
Maizels 2011, Metzger et al. 2011). Das beruht auf der Tatsache, dass unspezifische
Einzelstrangbriiche entweder durch HR prozessiert oder fehlerfrei durch Ligation repariert
werden. Im Gegenzug werden Doppelstrangbriiche, die nicht durch HR repariert werden, durch
den alternativen Reparatur-Mechanismus NHEJ (non-homologous end-joining) prozessiert, der
zu unvorhergesehenen Nukleotid-Insertionen und Deletionen (indels) an der DNA-Bruchstelle
fuhrt. Diese indels fuhren jedoch meist zur Gen-Zerstérung und sind daher toxisch fir die Zelle.
Durch die Verwendung hochspezifischer Nickasen, die die DNA nur in einem Strang spalten,

kann das NHEJ umgangen und die Sicherheit der Anwendung erhéht werden.

4.2 Untersuchung der hochspezifischen Nickase MutH-I-Scel

Die Fusion der katalytisch inaktiven Variante von I-Scel mit der monomeren Endonuklease
MutH ermdglicht die zielgerichtete Spaltung definierter GATC-Sequenzen. Es konnte gezeigt
werden, dass MutH-I-Scel ausschliellich GATC-Sequenzen hydrolysiert, die in einem
gewissen Abstand zu der Erkennungssequenz von I-Scel auftreten. Fehlt die
Erkennungssequenz von I-Scel oder ist der Abstand zwischen I-Scel-Erkennungssequenz und
GATC-Sequenz zu groB, findet keine katalytische Aktivitat statt. MutH ist ein wesentlicher

Bestandteil des DNA-mismatch repair Systems und ben6tigt im Zuge einer Basenfehlpaarung
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die aktive Rekrutierung durch MutS und MutL zu der eigenen Erkennungssequenz (GATC),
um unter physiologischen Bedingungen katalytisch aktiv zu sein (Modrich 1991). Hier konnte
gezeigt werden, dass diese aktive Rekrutierung von MutH auch durch die Fusion an ein DNA-
Bindungsmodul gewéhrleistet werden kann. Die eigens schwache katalytische Aktivitat von
MutH bietet einen enormen Vorteil bei dem Einsatz als DNA-Spaltungsmodul in
hochspezifischen Nukleasen. Dadurch wird das Risiko unspezifischer Spaltung reduziert, weil
die Prozessierung der DNA hautsachlich durch das DNA-Bindungsmodul vermittelt wird. Im
Fall der Fusion mit MutH ist die katalytische Spaltung unter physiologischen Bedingungen
streng mit der Aktivitit des DNA-Bindungsmoduls gekoppelt. Werden beide
Fusionskomponenten raumlich voneinander getrennt, weist MutH keinerlei eigene katalytische
Aktivitat mehr auf. Vielmehr noch bietet die Verwendung von MutH als DNA-Spaltungsmodul
eine sichere Anwendung, da das Fusionskonstrukt seine Zielsequenz durch Einzelstrangbriiche
prozessiert (siehe z.B. Spaltung des unteren Strangs im Substrat T-3-H). In den vergangen
Jahren wurde durch unterschiedliche Studien mehrfach bestétigt, dass die homologe
Rekombination, die bei der Insertion und Korrektur von Genomsequenzen genutzt wird,
ebenfalls durch Einzelstrangbriiche stimuliert werden kann und diese Strategie gegenuber
Doppelstrangbriichen Vorteile bringt, da der alternative und weniger akkurate Reparaturweg
NHEJ (non-homologous end-joining) nicht greifen kann (McConnell Smith et al. 2009, Davis
& Maizels 2011, Metzger et al. 2011, Kim et al. 2012, Ramirez et al. 2012, Wang et al. 2012,
Cong et al. 2013, Mali et al. 2013, Wu et al. 2014). Somit kénnte mit der hochspezifischen
Nickase MutH-I-Scel potentielle Gen-Mutationen und —Inaktivierungen bei der Anwendung
vermieden werden. Die Verwendung der Kkatalytisch inaktiven I-Scel-Variante als DNA-
Bindungsmodul konnte bereits erfolgreich gezeigt werden (Fonfara et al. 2012). Basierend auf
dieser Studie diente das Fusionskonstrukt MutH-1-Scel im Rahmen dieser Arbeit als proof of
principle, um die Eigenschaften des DNA-Spaltungsmoduls MutH zu analysieren. Trotz der
ausgepragten Vorteile des DNA-Bindungsmoduls I-Scel, wie erweitere Erkennungssequenz
(18 bp) sowie effektive und spezifischne DNA-Bindungs-Eigenschaften, bleibt die
uniiberwindbare Problematik der Programmierbarkeit auf eine beliebige Erkennungssequenz
bestehen (Grizot et al. 2009). Auch wenn die beliebige Adressierung spezifischer Sequenzen
im Genom fur einige Anwendungen unumgéanglich ist, kann MutH-I-Scel trotzdem verwendet
werden, um sogenannte safe harbor-Stellen im Genom fiir die Insertion bestimmter DNA-

Sequenzen zu nutzen (D'Halluin et al. 2008). Einen safe harbor kann die eingebrachte
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Erkennungssequenz in einem unkritischen Genombereich darstellen, der zu (multiplen) Gen-

Insertion genutzt werden kann.

4.3 Untersuchung der hochspezifischen Nickase TALE-MutH

Nach anfénglicher Charakterisierung des DNA-Spaltungsmoduls MutH im Fusionskonstrukt
MutH-I-Scel wurde im Folgeschritt das DNA-Bindungsmodul I-Scel gegen das TALE-Protein
AvrBs4 ersetzt. TALE-Proteine sind in den vergangen flinf Jahren im Feld der hochspezifischen
Nukleasen stark in den Fokus gerlickt. Das entscheidende Merkmal dieser Proteingruppe ist,
dass sie sehr simpel und effektiv auf eine beliebige Zielsequenz hin programmiert werden
konnen (Boch et al. 2009, Morbitzer et al. 2010), was fir gene targeting-Anwendungen
essenziell ist. Fur das Fusionskonstrukt TALE-MutH konnten vergleichbare Ergebnisse zu
MutH-I-Scel erzielt werden (Kapitel 4.2). Zum einen zeigt TALE-MutH eine exklusive
Spaltung der adressierten Substrate, d.h. dass die MutH-Erkennungssequenz durch die daneben
liegende TALE-Erkennungssequenz adressiertet wird und MutH lediglich katalytische
Aktivitat aufweist, wenn es aktiv durch das TALE-Protein an seinen Erkennungssequenz
rekrutiert wird. Zum anderen findet die Prozessierung der Zielsequenz in Form von
Einzelstrangbrichen statt. Um die Aktivitat des Fusionskonstrukts ausgiebiger zu untersuchen,
wurden fur TALE-MutH verschieden adressierte Substrate hergestellt, die im
Basenpaarabstand zwischen TALE-Erkennungssequenz und MutH-Erkennungssequenz
variieren. Insgesamt wurden alle Abstédnde zwischen einem und neun Basenpaar(en) untersucht.
Die Optimierung der Substrate wird h&ufig bei der Charakterisierung artifizieller
hochspezifischer Nukleasen durchgefiihrt, da bekannt ist, dass es einen enormen Einfluss auf
die Aktivitat haben kann (Bibikova et al. 2001, Eisenschmidt et al. 2005, Yanik et al. 2013).
Dieser Effekt konnte auch in diesem Fall beobachtet werden. Das Ergebnis zeigt, dass im Fall
von TALE-MutH das Substrat mit drei Basenpaaren Abstand zwischen den
Erkennungssequenzen am schnellsten ungesetzt wurde, gefolgt vom Substrat mit sechs
Basenpaaren Abstand. Interessanterweise sinkt die Spaltrate jenseits dieser beiden Abstande
deutlich ab, so dass sich die Spaltrate fiir T-3-H und T-6-H als deutliche Maxima absetzten
(Abb. 3.7). Die Bestimmung moglicher Strangpraferenzen fiir diese beiden Substrate hat
ergeben, dass sich das Fusionskonstrukt im Spaltmechanismus fir die Substrate T-3-H und
T-6-H unterscheiden. Das adressierte Substrat mit drei Basenpaaren Abstand zwischen den
Erkennungssequenzen wird im unteren Strang gespalten, wohingegen das adressierte Substrat

mich sechs Basenpaaren Abstand im oberen Strang hydrolysiert wird. Bei der Ermittlung der
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Strangpréaferenzen flr die restlichen adressierten Substrate wurde gezeigt, dass die
Strangpraferenz zwischen vier und finf Basenpaaren Abstand wechselt. Der Effekt des
Strangpraferenz-Wechsels konnte auf die Konformation des Fusionskonstrukts zurtickzufuhren
sein. Die Architektur des Substrates setzt voraus, dass das DNA-Bindungsmodul seine
spezifische Sequenz in 5°-3° Richtung bindet, und zwar in der Orientierung vom N- zum C-
Terminus des TALE-Proteins (Abb. 4.1). Die Erkennungssequenz von MutH ist ein Palindrom
und die Definition des unteren und oberen Strangs wird durch die asymmetrische
Erkennungssequenz des TALE-Proteins definiert. Die hydrolytische Spaltung der GATC-
Sequenz erfolgt vor dem Guanin, wobei MutH sich vom N- zum C-Terminus zur 5°-3° Richtung
der DNA orientiert (Abb. 4.1). Da der Plasmid-Spalttest ergeben hat, dass das adressierte
Substrat im unteren Strang gespalten wird, wenn die Erkennungssequenz mit drei Basenpaaren
Abstand hinter die TALE-Erkennungssequenz geschaltet ist, muss das DNA-Spaltungsmodul
bzw. die Linker-Region (Bereich zwischen dem letztem halben repeat von AvrBe4 und MutH)
in der Konformation des Fusionsproteins umgelagert sein (Abb. 4.1 A). Im Gegenteil dazu wird
das adressierte Substrat mit sechs Basenpaaren Abstand zwischen der Erkennungssequenz von
TALE und MutH im oberen Strang gespalten. Da der Abstand in diesem Fall groRer ist, ist die
GATC-Sequenz im unteren Strang durch eine Umlagerung nicht mehr zuganglich. Allerdings
ermoglicht diese Substrat-Architektur den Zugang an die obere GATC-Sequenz. Dabei andert
sich die Linker-Region wahrscheinlich in eine eher ausgestreckte Konformation (Abb. 4.1 B).
Jedoch bedingt diese Konformation eine Verringerung der Spaltaktivitat und ist daher eine

Alternative, hat jedoch nicht die besten Voraussetzungen fir eine effektive Spaltung

A B
Spaltung des unteren Strangs Spaltung des oberen Strangs

N i c

Abbildung 4.1: Hypothetisches Modell zur Strangspezifitit von TALE-MutH. TALE (rot) bindet die
Erkennungssequenz in 5°-3‘-Richtung in der Orientierung vom N- zum C-Terminus. MutH (blau) ist bei der
Bindung der 5°-GATC-3‘-Sequenz ebenfalls vom N-zum C-Terminus orientiert. (A) Spaltung des unteren Strangs
im adressierten Substrat T-3-H. Die Linker-Region lagert sich fir die Zugénglichkeit des unteren Strangs um. (B)
Spaltung des oberen Strangs im adressierten Substrat T-6-H. Die Linker-Region weist eine gestreckte
Konformation auf. Die hydrolytische Spaltung am 5° zum Guanin ist durch einen Pfeil angedeutet.
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4.3.1 Doppelstrang-Spaltung mit TALE-MutH

Die Architektur einer tripartiten Erkennungssequenz sollte dazu dienen, um zu untersuchen, ob
eine Doppelstrang-Spaltung mit TALE-MutH mdglich ist. Basierend auf den vorherigen DNA-
Spalttests musste die tripartite Sequenz durch zwei unabhéngige Einzelstrangbriiche in einem
Doppelstrangbruch resultieren. Entgegen der Erwartung konnte jedoch keinerlei Spaltung auf
dem Substrat T-3-H-3-T beobachtet werden. Ist eine weitere GATC-Sequenz in das tripartite
Substrat geschaltet (T-3-HH-3-T), findet ein geringfugiger Umsatz statt. Ein méglicher Grund
fiir dieses Ergebnis ist, dass sich die Fusionsproteine gegenseitig bei der Funktion behindern.
Wie bereits oben spekuliert wurde, lagert sich die Linker-Region von TALE-MutH bei der
Spaltung des unteren Strangs des Substrats T-3-H um. Diese Umlagerung von beiden Seiten
konnte zu sterischen Hindernissen fihren, die die katalytische Aktivitét inhibiert (Abb. 4.2 A).
Die Vergrollerung des Abstands zwischen den Fusionsproteinen scheint die sterische
Blockierung etwas aufzulockern (Abb. 4.2 B), was die Aktivitat begunstigt. Allerdings findet
trotzdem keine Doppelstrangspaltung statt. Aber auch im Fall einer sterischen Inhibition der
Aktivitat, stellt sich die Frage, wieso die Einzelstrangbriiche nicht zeitlich unabhéngig
stattfinden konnen. Hierbei ist zu beachten, dass im Plasmid-Spalttest ein achtfacher
Enzymuberschuss gegentiber dem Substrat eingesetzt wird. Das kodnnte dazu fiihren, dass die
tripartite Erkennungssequenz dauerhaft belegt ist und daher der Enzym-Substrat Komplex
kaum zerféllt. Um diesen Effekt zu Uberpriifen, misste die Untersuchung unter Bedingungen
wiederholt werde, die sich einem stochiometrischen Verhaltnis von Enzym und Substrat
anndhern. Aber auch wenn der Test bei Enzymiberschuss durchgefuhrt wurde, deutet das
Ergebnis nichtsdestotrotz auf eine strake Protein-DNA-Interaktion hin, die aufgrund der relativ
schwachen Aktivitat des Fusionskonstrukts nicht unbedingt zu vermuten ist. Eine weitere
Mdoglichkeit zu untersuchen, ob es mdglich ist Doppelstrangbriiche mit TALE-MutH zu
katalysieren, wére es, das tripartite Substrat mit sechs Basenpaar Abstand zwischen den TALE-
Erkennungssequenzen und der GATC-Sequenz herzustellen. Basierend auf den
vorhergehenden Ergebnissen stellen sterische Hindernisse mit diesem Substrat vielleicht
weniger ein Problem dar. Das Substrat mit sechs Basenpaaren Abstand wird zwar nicht so
effektiv gespalten wie das mit drei Basenpaaren Abstand, jedoch erfolgt bei der Prozessierung
moglicherweise keine Umlagerung der Linker-Region, was die Funktion von beiden Seiten

ermdglicht und in einem Doppelstrangbruch resultiert (Abb. 4.2 C).
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Abbildung 4.2: Hypothetisches Modell zur
Spaltung einer tripartiten Erkennungssequenz.
TALE (rot) bindet die Erkennungssequenz in 5°-3°
Richtung in der Orientierung vom N- zum C-
Terminus. MutH (blau) ist bei der Bindung der
5‘-GATC-3‘-Sequenz ebenfalls vom N-zum C-
Terminus orientiert. (A) Spaltung des Substrats
T-3-H-3-T. Die Umlagerung der Linker-Region
fihrt zu sterischen Hindernissen (B) Spaltung des
Substrats T-3-HH-3-T. Die rdumliche Erweiterung
der tripartiten Erkennungssequenz durch eine
zusatzliche  GATC-Sequenz  vermindert  das
sterische Problem geringfligig. (C) Spaltung des
Substrats T-6-H-6-T. Die Linker-Region weist eine
gestreckte Konformation auf, was eventuell keine
" sterische Hindernisse zur Folge hat. Die
* hydrolytische Spaltung am 5° zum Guanin ist durch
einen Pfeil angedeutet.

4.3.2 Linker-Optimierung von TALE-MutH

Die Optimierung der Funktion von TALE-MutH wurde neben der Ermittlung des optimalen
Substrats auf DNA-Ebene ebenfalls auf Protein-Ebene durch Variation des Peptidlinkers
zwischen TALE und MutH durchgefiihrt. Die vollstandige Eliminierung der Linker-Region
zwischen dem letzten halben repeat des TALE-Proteins und MutH hat zur Folge, dass sich die
Maxima der Spaltrate fur die adressierten Substrate gegentiber der Linker-Variante mit 28
Aminosaure nach dem letzten halben repeat (TALE(28)-MutH) nach vorne verschieben.
TALE-LO-MutH bevorzugt die Spaltung der Substrate mit zwei und fiinf Basenpaaren Abstand
zwischen den Erkennungssequenzen, TALE(28)-MutH préferiert dagegen drei und sechs
Basenpaare Abstand. Es ist denkbar, dass die Verkirzung des Abstands zwischen TALE und
MutH im Fusionskonstrukt die generelle Verschiebung der Spaltpraferenzen zu kirzeren
Basenpaarabstanden bedingt. Allerdings setzen sich die Maxima der Spaltraten gegentber den
anderen adressierten Substraten nicht mehr so deutlich ab wie bei TALE(28)-MutH. Auch ist
die Aktivitat insgesamt verringert. Zwar wurde eine mogliche Strangpréferenz fir die Linker-
Varianten nicht bestimmt, es wére jedoch nicht unwahrscheinlich, dass die beiden Maxima auch
hier aufgrund unterschiedlicher Strangpraferenzen auftreten. Interessanterweise konnte dieses

Ergebnis nicht im Fall der Linker-Variante TALE-L16-MutH beobachtet werden. Diese
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Variante hat ebenfalls einen verkirzten Peptidlinker gegentiber TALE(28)-MutH, aber die
Spaltpréferenz liegt hier deutlich im Bereich der kirzeren Abstdnde zwischen der
Erkennungssequenz von TALE und MutH. Abgesehen von T-2-H und T-3-H werden die
restlichen Substrate nur geringfligig umgesetzt. Wie fir TALE-LO-MutH ist die Spalteffizienz
im Vergleich zu TALE(28)-MutH niedriger. Es stellt sich die Frage, ob auch diese Variante
einen Wechsel der Strangpréferenz aufweist, da nur ein Maximum der Spaltrate beobachtet
wurde. Diese Variante verdeutlicht, dass die Optimierung des Peptidlinkers nicht so trivial ist,
wie das Design unterschiedlicher adressierter Substrate. Allgemein verringert sich die
Flexibilitat des Linkers mit abnehmender Lénge, allerdings spielt auch die Zusammensetzung
der Aminosduren eine entscheidende jedoch kaum vorhersehbare Rolle fiir die Konformation
des Proteins. Die langste Linker-Variante TALE(28)-L16-MutH zeigt die schlechteste
Spaltaktivitat unter allen untersuchen Varianten. Hier fallt auf, dass es keine eindeutige
Préferenz flr eines der untersuchten Substrate gibt. Mdglicherweise erlaubt der lange Peptide-
Linker eine erhohte Flexibilitat des Fusionskonstrukts, was wiederum alle Substrate zugénglich
macht. Auch hier ware ein Wechsel der Strangpraferenz denkbar. Zusammenfassend konnte
festgestellt werden, dass die urspriingliche Variante TALE(28)-MutH bereits die beste Variante
unter allen untersuchen Fusionskonstrukten ist und der Peptidlinker, wie auch anderen Studien
zeigen (Handel et al. 2009, Fonfara et al. 2012, Yanik et al. 2013), einen mafgeblichen Einfluss
auf die Aktivitat des Fusionskonstrukts haben kann.

4.3.3 Steigerung der katalytischen Aktivitdat des TALE-MutH
Fusionskonstrukts

Neben dem Einfluss der Substrat- und Protein-Konstruktion spielen andere Faktoren bei der
Ermittlung der Aktivitat eine kritische Rolle. Bei allen durchgefiihrt DNA-Spalttests féllt auf,
dass die Aktivitat der MutH-Fusion relativ schwach ist. Alle Analysen erfolgten mit
Enzymiberschuss, um einen effektiven Umsatz des Substrats zu erhalten. Deutlich wird auch
der direkte Vergleich von TALE-MutH und der unmodifizierten Variante TALE-HInP1Il wt.
Dieses Ergebnis kann viele Ursachen haben, wie z.B. die Qualitdt der Enzym-Préparation.
Maglicherweise muss ein Uberschuss eingesetzt werden, weil nicht alle Enzyme nach der
Reinigung aktiv sind. Es wére auch denkbar, dass das Protein seine Aktivitat unter den
Reaktionsbedingungen verliert. Ein anderer Grund konnte die Funktion des DNA-Bindungs-
und Spaltungsmoduls im Einzelnen und in der Fusion sein. Dabei spielen kinetische Kriterien

wie Bindungs- und Spaltkonstanten eine Rolle. Fir das Fusionskonstrukt TALE-MutH stellt

78



Diskussion

sich die Frage, ob die relativ schwache Aktivitdt wohlmdglich an einer ineffizienten Bindung
des TALE-Proteins oder einer schwachen katalytischen Aktivitat durch MutH bedingt wird.
Kinetische Untersuchungen des DNA-mitchmatch repair Systems zeigen, dass MutH im
Kontext seiner natirlichen Funktion hohere Aktivitdten aufweisen kann (Lee et al. 2005). Fir
einige Restriktionsenzyme konnte die Aktivitat durch Verwendung des divalenten Metall-lons
Mn?* statt Mg?* und durch den Zusatz von DMSO gesteigert werden (Hsu & Berg 1978,
Malyguine et al. 1980, Woodhead et al. 1981, Wei et al. 2008). Die Anwendung dieser
Bedingungen ergab, dass auch die Aktivitat von TALE-MutH enorm erhéht werden konnte. In
erster Line zeigt dieses Ergebnis, dass die Aktivitat durch die Katalyse und nicht durch die
Bindung des TALE-Proteins limitiert wird. Das stimmt ebenfalls mit den Ergebnissen des
Konstrukts MutH-I-Scel Uberein. Die Aktivitat beider Konstrukte ist vergleichbar und fir
I-Scel ist bekannt, dass es die Erkennungssequenz sehr effizient bindet (Perrin et al. 1993). Eine
ebenfalls sehr effiziente spezifische Bindung des TALE-Proteins wirde ebenfalls die
Hypothese untermauern, dass dadurch die Spaltung des tripartiten Substrats inhibiert wird. Es
ist denkbar, dass die volle katalytische Aktivitdt von MutH nicht nur durch die blofe
Rekrutierung an die spezifische Erkennungssequenz ausgebildet wird, sondern zusatzlich durch
andere Faktoren, wie die Interaktion mit MutL, stimuliert wird. Die ermittelte Spaltrate flr
TALE-MutH entspricht in etwa der Spalteffizienz eines nicht durch das DNA-mismatch repair
Systems aktivierten MutHs (Lee et al. 2005). In Anwesenheit einer Basenfehlpaarung-
vermittelten Rekrutierung durch MutS und MutL ist die katalytische Aktivitdt von MutH
gesteigert. Allerdings wurde die Aktivierung von MutH nicht systematisch untersucht und
daher konnen keine Aussagen diesbeziiglich getroffen werden. Es wdare moglich die
katalytische Aktivitat des Fusionskonstrukt TALE-MutH in Anwesenheit von MutL zu
ermittelt, um zu untersuchen, ob die Aktivitat begunstigt werden kann. Allerding sei an dieser
Stelle hervorgehoben, dass eine schwache hochspezifische Nuklease nicht zwangslaufig von
Nachteil ist. Im Gegenteil zeigen stark aktive hochspezifische Nukleasen toxische Effekte
(Vergleiche TALE-HInP1l EAD). Die Aktivitat sollte jedoch ausreichen, um die Anwendung

durchzufihren.

4.3.2 In vivo Untersuchung moéglicher toxischer Effekte durch
TALE-MutH

Neben der Charakterisierung von TALE-MutH in vitro wurden mogliche toxische Effekte auch

in vivo untersucht. Die Analyse erfolgte in Form von Viabilitatstests in E.coli. Anhand von
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diskontinuierlichen und kontinuierlichen Wachstumskurven wurde ein méglicher Effekt auf das
Wachstum unter Induktion des Fusionskonstrukts relativ zu den verwendeten Kontrollen
ermittelt. Erfreulicherweise zeigte das bakterielle Wachstum mit TALE-MutH Kkeinen
Unterschied zu den Wachstumskurven der Kontrollen mit TALE, MutH und pQE30. Das
eigenstandige DNA-Bindungs- und Spaltungsmodul sollte theoretisch keinen negativen
Einfluss auf das Wachstum haben. Das TALE-Protein besitzt keine Erkennungssequenz im
E.coli Genom, auBBerdem weist es keine katalytische Aktivitat auf, was potentielle toxische
Doppelstrangbriiche zur Folge haben konnte. MutH ist zwar katalytisch aktiv, sollte jedoch
unter physiologischen Bedingungen keine Aktivitat auBerhalb des DNA-mismatch repair
Systems aufweisen und daher auch keine toxischen Effekte haben. Es wére denkbar, dass unter
extremen Bedingungen, wie Uberexpression und kontinuierlichem Wachstum ein negativer
Effekt auf die Viabilitat auftreten wirde, aber im Gegenteil scheint das Wachstum unter MutH-
Expression geringfugig begunstigt zu sein. Das leere Expressionsplasmid pQE30 diente als
Null-Kontrolle und weist ebenfalls keinen Wachstumsunterschied zu TALE-MutH auf, so dass
man aus diesem Experiment schliefen kann, dass das Fusionskonstrukt keine toxischen Effekte
durch mangelnde Spezifitdt verursacht. Die verwendeten Negativ-Kontrollen zeigen ein
vermindertes Wachstum. Der Effekt fir die ZFN ist im Fall der diskontinuierlichen
Wachstumskurve kaum festzustellen. Erst der erhdhte Druck durch das dauerhafte
exponentielle Wachstum unter kontinuierlichen Bedingungen zeigt einen stetigen Abfall der
Viabilitat. Wie bereits erwahnt kénnen mit ZFN Spezifitdts-Probleme auftreten, die durch das
sequenzunspezifischen DNA-Spaltungsmoduls Fokl bedingt werden. Speziell flr dieses
Konstrukt konnte in einer Studie bereits festgestellt werden, dass die Spezifitdt unter
Verwendung der katalytischen Doméne von Fokl als DNA-Spaltungsmodul gegeniiber einem
DNA-Spaltungsmodul, das sequenzspezifisch ist, geringer ist (Schierling et al. 2012). Folglich
kann das reduzierte Zellwachstum auf einen toxischen Effekt durch unzureichende Spezifitat
der ZFN zurtickgefiihrt werden. Deutlichere toxische Effekte konnten mit der TALE-HinP1l
EAD-Variante gezeigt werden. Ein reduziertes Wachstum konnte bereits unter
diskontinuierlichen Bedingungen registriert werden. Hier ist das Wachstum bereits zum
Zeitpunkt der Induktion gemindert und setzt sich im weiteren Verlauf gegentber den restlichen
Varianten deutlich ab. Der Kurvenverlauf ist eher flach und erreicht wahrende der gesamten
Messung keine exponentielle Phase, bevor die Wachstumskurve in die stationdre Phase
Ubergeht. Unter kontinuierlichen Bedingungen befindet sich das Wachstum der TALE-HinP1l
EAD-Variante bis zu einer Stunde nach der Induktion auf dem Level der restlichen Kulturen.
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AnschlieRend kommt es nahezu zu einem Stillstand des Wachstums. Erst nach drei Stunden
(also ab Stunde sieben) steigt die Kurve wieder ein wenig an. Dieser Effekt l&sst sich vielleicht
dadurch erkléaren, dass der durch die HinP1l EAD-Variante verursachte Selektionsdruck nach
einer gewissen Zeit eine Subpopulation entstehen lasst, die durch spontane Mutation kein

funktionsfahiges TALE-HinP1l EAD produzieren und dadurch weiter wachsen kénnen.

3.4 Untersuchung der hochspezifischen Nuklease TALE-HinP1lI

Vor der eigentlichen Charakterisierung der finalen Variante TALE-HinP1l EADA208 war erst
einmal die Optimierung der Spezifizitat notwendig. Der Plasmid-Spalttest ergab deutlich, dass
die reine Fusion von HinP1l wt an das TALE-Protein unzureichend war, um die Nuklease an
eine definierte Erkennungssequenz zu adressieren. Die gezielte Substitution geeigneter
Aminosauren erhohte die Spezifitdt enorm. Dabei lag der Fokus auf Aminoséuren, von denen
bekannt ist, dass sie an der Interaktion mit der DNA beteiligt sind (Abb. 4.3). Oft handelt es
sich dabei um positiv geladene Aminosdure-Reste, die mit negativ geladenen Phosphatgruppen
der DNA in Wechselwirkung treten. Im Fall der ersten Substitution K12E wird die positiv
geladene Aminosaure Lysin (K) gegen die negativ geladenen Glutaminsédure (E) ausgetauscht.
Dadurch wird die Protein-DNA-Interaktion nicht weiterhin beglnstigt, sondern im Gegenteil
abgeschwaécht, weil es zur AbstolRung der negativen Ladungen kommt. Die gleiche Strategie
wurde mit der Substitution R134D verfolgt (positiv geladenes Arginin (R) gegen negativ
geladene Glutaminsaure (E)). Bei der Substitution S86A ersetzt man das ungeladene polare
Serin (S; Hydroxylgruppe) mit dem ungeladenen alipahatische Alanin (A). Hierbei ist die
Wirkung nicht entgegengesetzt, aber begunstigt trotzdem die Schwéachung der Protein-DNA-
Interaktion, denn das Serin kdnnte potentiell eine Wasserstoffbriicke zu einem nahegelegenen
Nukleotid ausbilden. Auch wenn die TALE-HinP1l EAD-Variante durch die Modifikation um
ein Vielfaches spezifischer ist, tritt auf dem Kontroll-Substrat weiterhin unspezifische Spaltung
auf, die fur eine Anwendung nicht akzeptabel ist. Der toxische Effekt spiegelt sich ebenfalls im
E. coli-Viabilitatstest durch ein vermindertes Wachstum gegentber den Kontrollansatzen
wieder. Vier weitere Substitutionen wurden jeweils im Kontext der TALE-HinP1l EAD-
Variante untersucht. Das Ziel aller Substitutionen ist es, die Bindung von HinP1l soweit
abzuschwachen, dass es erst katalytisch aktiv wird, wenn es durch das TALE-Protein in die
Né&he der Erkennungssequenz rekrutiert wird und nicht in der Lage ist, unadressierte GCGC-
Sequenzen zu binden und zu spalten. Dabei muss allerdings trotzdem eine gewisse

Bindungsaffinitat bestehen bleiben, damit die Katalyse erfolgen kann. Die nachfolgende
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Substitution sollte die Bindungsaffinitat daher nicht mehr drastisch abschwéchen, wie im Fall
der Substitutionen S8A und S208A (analog zu S68A). Die Aminosduren H97 und L235 bilden
keinen direkten Kontakt zu einer Phosphatgruppe aus, befinden sich jedoch in unmittelbarer
Néhe des DNA-Rickgrats. Hier wurde das polare Histidin ebenfalls gegen ein Alanin (H97A)
substituiert und das unpolare aliphatische Leucin gegen die negative Asparaginsaure (L235D).
Die Varianten mit der zuséatzlichen Substitution TALE-HinP1l EADAS8 und TALE-HinP1I
EADAO97 zeigten keine deutliche Verbesserung gegentber der Tripel-Variante TALE-HinP1I
EAD. Dies ist ein Beispiel dafir, dass nicht zwangslaufig jede Substitution einen Effekt haben
muss, auch wenn die Aminosauren mit Bedacht ausgewéhlt wurden. Hingegen reicht die
zusétzliche Substitution der Varianten TALE-HinP1l EADA208 und TALE-HinP1l
EADD235, um die Spezifitat soweit zu erhohen, dass keinerlei Doppelstrangbriiche selbst bei
Enzymiberschuss und nach Langzeitinkubation zu detektieren sind. Allerdings konnten
unspezifische Einzelstrangbriiche verzeichnet werden. Primér stellen unspezifische
Einzelstrangbriiche jedoch kein Problem fiir die Genom-Stabilitat dar. Einzelstrangbriiche sind
die h&aufigste Form der DNA-Schéden (~10000/Tag/Zelle) und werden z.B. durch oxidativen
Stress oder ionische Strahlung verursacht und sind sogar Intermediate im zelleigenen
Metabolismus (Davis & Maizels 2014). Die Zelle ist in der Lage, Einzelstrangbrtiche effizient,

fehlerfrei und daher ohne negative Folgen zu prozessieren.
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Abbildung 4.3: Darstellung der HinP1I-
DNA-Interaktion. Gezeigt sind die
Aminosduren, die direkt oder indirekt an der
DNA-Interaktion beteiligt sind (griin). Die

+ DNA st in violett dargestellt, wobei die
Erkennungssequenz von HinP1l (GCGC)
hervorgehoben ist. Finf der sieben
Aminosduren, die in den TALE-HinP1I-
Varianten substituiert wurden, sind rot
umrandet. Geédndert nach Horten et al.
2006.
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4.4.1 Aktivitadts-Analyse der Variante TALE-HinP1I EADA208

Da die Variante TALE-HinP1l EADA208 die beste Spezifitat gegeniiber dem unadressierten
Substrat zeigte, wurde sie im Weiteren ausfuhrlicher charakterisiert. Die Plasmid-Spalttests mit
den adressierten Substraten haben ergeben, dass kurze und lange Basenpaarabstédnde zwischen
den Erkennungssequenzen von TALE und HinP1l sich nicht eignen, da sie nahezu nicht
gespalten werden. Abstande von vier, sechs und acht Basenpaaren werden dagegen unter den
Reaktionsbedingungen effektiv umgesetzt. Interessanterweise variiert das Spaltmuster stark mit
dem verwendeten Substrat. Je groRer der Abstand umso starker ist die Tendenz, dass das
Substrat durch einen Einzelstrangbruch prozessiert wird. Ausgehend von T-4-P, wo das Produkt
uberwiegend linear vorliegt, wird mit T-8-P lediglich Einzelstrangspaltung detektiert.
Untersuchungen zu HinP1l haben gezeigt, dass das Enzym als Monomer in der Lsung vorliegt
und auch das Spaltmuster dem eines funktionellen Monomers entspricht (Yang et al. 2005,
Horton et al. 2006). Auch in diesem Fall zeigt sich das Spaltmuster eines funktionellen
Monomers. Selbst das adressierte Plasmidsubstrat mit vier Basenpaaren Abstand, was zum
groften Teil linearisiert wird, akkumuliert zuvor deutlich die open circular-Form. Das bedeutet,
dass das Plasmid erst in einem Strang und zeitlich versetzt im gegeniberliegenden Strang durch
einen Einzelstrangbruch hydrolysiert wird. Es wurde Uber die Moglichkeit diskutiert, dass
HinP1l trotz diesen Spaltmusters ein funktionelles Dimer sein kdnnte, wobei die Katalyse in
einem Strang schneller erfolgt als in dem Gegentiberliegenden und dadurch das Plasmidsubstrat
ebenfalls in der oc-Form akkumulieren wirde. Diese Hypothese kann mit diesem Ergebnis
ausgeschlossen werden. Vielmehr liegt die Vermutung nahe, dass ein Doppelstrangbruch durch
ein und dasselbe Monomer und nicht durch zwei unabhangige Monomere hydrolysiert wird.
Um Letzteres jedoch endgultig auszuschlieBen, musste man die Spaltung unter a&quimolaren
Bedingungen untersuchen oder die Bindungskonstante des Fusionskonstrukts bestimmen und
diese mit den Spaltkonstanten vergleichen. Sollte sich das Spaltmuster bei &quimolaren Enzym-
Substrat-Verhaltnissen nicht &ndern bzw. die Prozessierung des Doppelstrangbruchs schneller
verlaufen als das Enzym von der DNA dissoziiert, wiirde das ein Indiz dafiir sein, dass der
Doppelstrangbruch durch ein und dasselbe HinP1I-Monomer katalysiert wird. Der Plasmid-
Spalttest sowie die Anpassung der Umsatzkurven haben ebenfalls ergeben, dass die Aktivitat

sich wahrend der Reaktion stetig verlangsamt und nahezu vollstandig zum Erliegen kommt.
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4.4.2 Bestimmung der Halbwertszeit von TALE-HinP1I EADA208

Um die Halbwertszeit zu bestimmen, d.h. die Zeit in der das Enzym unter Bedingungen der
Spaltung aktiv bleibt, wurde der gesamte Ansatz unter Reaktionsbedingungen aber unter
Ausschluss von Mg?* fiir verschieden Zeitintervalle inkubiert und anschlieRend die Aktivitét
getestet. Die Spaltrate des Enzyms sinkt mit steigender Inkubationszeit. Die Untersuchung der
Variante TALE-HinP1l EADD235 zeigt, dass dieser Effekt nicht ausschlielich auf dem
untersuchten Konstrukt beruht. Die ermittelte Halbwertszeit fir TALE-HinP1l EADA208
betragt etwa 20 Minuten. Das widerspricht jedoch der Anpassung der Umsatzraten, bei dem ein
Wert von etwa 5 Minuten angenommen werden musste. Das konnte zur Ursache haben, dass
die Dissoziationskonstante fur das supercoiled- und open circular-Substrat von ~10 nM fir die
Anpassung falsch angenommen wurde (dieser Wert wurde anhand von Kp-Werten der TALE-
Protein-DNA-Interaktion geschatzt; Ergebnisse hier nicht gezeigt) oder die Halbwertszeit wird
durch weitere Faktoren negativ beeinflusst, insbesondere auch durch die Anwesenheit von
Mg?*. Das konnte tberpriift werden, indem der Reaktionsansatz in Abwesenheit von Substrat
aber mit Mg?* inkubiert wird. Zudem konnte der Enzym-Produkt-Komplex die Aktivitat
inhibieren. Um das zu tberprufen kdnnte nach Ende der Reaktion frisches Enzym zur Reaktion
gegeben werden, um zu testen, ob das Substrat zu Ende prozessiert wird.

4.4.3 Strangpraferenz von TALE-HinP1I EADA208

Durch die Wahl des Basenpaarabstandes kann bestimmt werden, ob die DNA durch einen
Einzelstrangbruch oder einen Doppelstrangbruch prozessiert wird. TALE-HinP1l EADA208
spaltet alle adressierten Substrate praferenziell im unteren Strang, wobei die Tendenz immer
weiter steigt je grofer der Abstand wird und letztendlich bei einem Abstand von acht
Basenpaaren lediglich im unteren Strang gespalten wird. Die Spaltrate nimmt jedoch mit
zunehmendem Basenpaarabstand insgesamt ab. Der Effekt der Strangpraferenz lasst sich
hdchstwahrscheinlich auf die Konformation des Fusionskonstrukts zuriickfiihren, das die
Prozessierung des unteren Strangs durch Positionierung von HinP1l beginstigt, die Spaltung
des oberen Strangs jedoch nur z.T. zuldsst, und je weiter die HinP1l-Sequenz wegrickt, umso
schwieriger bis unmoglich wird es, den oberen Strang zu kontaktieren. Bemerkenswert ist, dass
dieser Effekt im Fall von TALE-MutH nicht zu beobachten ist. Der Wechsel der
Strangpréaferenz von TALE-MutH erfolgt sehr abrupt und die Prozessierung des nicht
préferierten Strangs ist nur mit zwei Fluorophor-markierten Substraten zu detektieren (T-5-H

und T-7-H). Eine moégliche Erklarung wére, dass MutH die bereits genickte GATC-Sequenz
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wesentlich langsamer spaltet als eine ungespaltene Sequenz (Welsh et al. 1987, Au et al. 1992).
Eine andere Erkldrung wére aber auch, dass HinP1l den Strang bei der Hydrolyse aktiv
wechselt, wie es auch fiir das Restriktionsenzym Bcnl bekannt ist (Sasnauskas et al. 2011). Das
wirde die Hypothese zum Spaltmechanismus untermauern, dass ein einziges HinP1l1-Monomer

den Doppelstrangbruch katalysiert.

4.5 Fazit und Ausblick

Mit allen drei Fusions-Ansdtzen konnten erfolgreich hochspezifische Nukleasen generiert
werden. Dabei hat sich gezeigt, dass die naturliche Funktion MutH wéhrend des DNA-
mismatch repair Mechanismus durch MutS und MutL an eine GATC-Sequenz zu rekrutieren,
damit es einen Einzelstrangbruch hydrolysiert, durch die Fusion an ein DNA-Bindungsmodul
artifiziell ersetzt werden kann. Es scheint, dass man MutH mit verschieden DNA-
Bindungsmodulen fusionieren kann, zumindest zeigt es sowohl mit I-Scel als auch dem TALE-
Protein keine wesentlichen Unterschiede in der Funktion. Es werden ausschliellich GATC-
Sequenzen gespalten, die sich in unmittelbarer Nahe der TALE-Erkennungssequenz befinden.
MutH ist dem entsprechend nur aktiv, wenn es durch das TALE-Protein rekrutiert wird. Nicht
adressierte  GATC-Sequenzen werden hingehen nicht umgesetzt. Durch die schwache
Eigenaktivitat von MutH unter physiologischen Bedingungen ist es sehr stark von der Funktion
des DNA-Bindungsmoduls abhéngig, was fur eine konkrete Anwendung von enormen Vorteil
ist, da unspezifische Spaltung durch die natirliche Funktion von MutH, namlich die stringente
Rekrutierung durch MutS Uber MutL, vermieden wird. Hinzu kommt, dass das DNA-
Spaltungsmodul MutH lediglich Einzelstrangbriiche katalysiert und somit der inakkurate
Reparatur-Mechanismus NHEJ in der Zelle vermieden wird. Das wirde die Sicherheit der
Anwendung zusétzlich verbessern. Eine spezielle Eigenschaft bietet auBerdem die
Strangpraferenz, die abhdngig vom Basenpaarabstand zwischen der Erkennungssequenz fur das
DNA-Bindungsmodul und der GATC-Sequenz variiert werden kann. Das konnte
Untersuchungen dienen, fir die eine Strang-Diskriminierung relevant ist. Die schwache
Nukleaseaktivitat wie im Fall von MutH konnte im alternativen DNA-Spaltungsmodul HinP1l
durch gezielte Aminosaure-Substitutionen artifiziell erzeugt werden. Das Beispiel demonstriert
die Notwendigkeit, die katalytische Funktion abhdngig von der Zielsequenz zu machen.
Anderenfalls kann das DNA-Spaltungsmodul z.T. selbstdndig agieren, und das fuhrt zu
unspezifischer Spaltung. Das Fusionskonstrukt TALE-HinP1l EADA208 konnte dahingehend

modifiziert werden, dass es eine adressierte GCGC-Sequenz mit hinreichender Spezifizitat
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prozessiert. Die monomeren Fusionskonstrukte TALE-MutH und TALE-HinP1l EADA208
unterschieden sich jedoch in der Art der DNA-Hydrolyse. TALE-MutH ist eine obligatorische
Nickase. TALE-HinP1l EADAZ208 ist allerding auch in der Lage Doppelstrangbriiche zu
katalysieren. Jedoch hat auch dieses Konstrukt eine Strangpraferenz. Diese liegt im Gegensatz
zu TALE-MutH lediglich auf dem unteren Strang und kann durch einen entsprechenden
Basenpaarabstand der Erkennungssequenzen zu einem Einzelstrangbruch veréndert werden.
Die ausgiebige in vitro-Charakterisierung der Fusions-Konstrukte wirde eine weitere in vivo-
Untersuchung beflirworten. Die verwendeten TALE-Proteine lassen sich einfach und schnell
austauschen und wurden die robuste Funktion der DNA-Spaltungsmodul wahrscheinlich nicht
gravierend beeinflussen. Je nach Art der Anwendung haben beide DNA-Spaltungsmodule
vorteilhalte Eigenschaften. Fir eine moglichst sicheres und akkurates gene targeting durch
homologe Rekombination, wie Gen-Insertion und —Korrektur, eignet sich die hochspezifische
Nickase TALE-MutH. Zielt der Ansatz jedoch auf eine sichere und effiziente Gen-
Inaktivierung, wirde sich eher TALE-HInP1l empfehlen. Bei diesem Ansatz wird das NHEJ
bewusst ausgenutzt, indem ein Doppelstrangbruch in das Ziel-Gen eingefuigt wird, aber keine
DNA-Reparatur-Matrix angeboten wird. Die fehlerhafte Reparatur fiihrt somit zu Verschiebung

des Leserasters und dadurch zwangslaufig zu Inaktivierung des Gens.
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5 Zusammenfassung

Die gezielte Veranderung des genetischen Erbmaterials eroffnet u.a. die Mdoglichkeit
Funktionen bestimmter Gene zu erforschen, 6konomisch wichtige Kulturpflanzen ertragreicher
zu machen und ist vor allem auf dem gentherapeutischen Forschungsgebiet in den Fokus
geriickt, da es einen enorm wichtigen Fortschritt in der Therapie gewisser Erbkrankheiten
bedeuten konnte. Eine methodische Genom-Modifikation kann mit hochspezifischen
Nukleasen erreicht werden, die eine singuldre Zielsequenz im Genom spalten. Je nach
eingesetzter Nuklease konnen Doppel- oder Einzelstrangbriiche eingefiihrt werden. Die
Reparatur des DNA-Schadens kann tiber homologe Rekombination (HR) in Anwesenheit einer
homologen DNA-Reparatur-Matrix erfolgen oder alternativ, wenn eine DNA-Reparatur-Matrix
fehlt oder nicht genutzt wird, kann ein Doppelstrangbruch den Reparaturmechanismus des non-
homologous end-joining (NHEJ) stimulieren. NHEJ fiihrt jedoch gewdhnlich zu Insertion und
Deletion an der DNA-Bruchstelle, weshalb die Reparatur fehlerbehaftet ist. Daher wird dieser
Ansatz fur die gezielte Inaktivierung von Genen genutzt. Fir Anwendung wie z.B. Gen-
Korrektur oder Gen-Insertion, kénnen hingegen Nickasen herangezogen werden, die die HR
stimulieren, NHEJ aber effektiv vermeiden und daher das Risiko fur unerwiinschte Mutationen
senken. Im Rahmen dieser Arbeit werden drei innovative hochspezifische Nukleasen generiert
und charakterisiert, die auf den DNA-Spaltungsmodulen MutH und HinP11 basieren. MutH und
HinP1l sind monomere Endonukleasen, infolgedessen stellen die Fusionskonstrukte
funktionale Monomere dar. Im Gegensatz zu dem haufig genutzten DNA-Spaltungsmodul
Fokl, sind MutH und HinP1l sequenzspezifisch fur eine vier Basenpaare lange
Erkennungssequenz, somit kénnen zytotoxische Effekte durch unspezifisches Spalten der DNA
weiter reduziert werden. Fur eine sichere Anwendung ist zusatzlich die Funktion der DNA-
Spaltungsmodule streng mit der Funktion des DNA-Bindungsmoduls gekoppelt, da die
Nukleaseaktivitat von Natur aus schwach ist, wie im Fall von MutH, bzw. bei HinP1l durch
gezielte Mutationen vermindert wurde. Es konnte gezeigt werden, dass durch die Fusion der
katalytisch inaktiven Variante I-Scel bzw. der DNA-Bindungsdoméne des TALE-Proteins
AvrBs4 an MutH eine hochspezifische Nickase generiert werden konnte, die eine adressierte
Zielsequenz 1000-mal schneller spatete als eine unspezifischen Sequenz und keinerlei
toxischen Effekte in E. coli hat. Dartiber hinaus weist das Fusionskonstrukt TALE-MutH eine
Strangpréferenz auf, die abhangig von dem Basenpaarabstand zwischen TALE- und MutH-
Erkennungssequenz ist und daher steuerbar ist. Mit der Fusion der DNA-Bindungsdoméne des

TALE-Proteins AvrBs3 und einer abgeschwéchten Variante von HinP1l entsteht eine
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monomere hochspezifische Nuklease, die sowohl einen Doppelstrang-, als auch einen
Einzelstrangbruch prozessieren kann. Hierbei ist ebenfalls der Abstand zwischen den
Erkennungssequenz ausschlaggebend fiir den Spaltmechanismus. Dabei wird die adressierte
Zielsequenz im Vergleich zu unspezifischen Sequenzen deutlich préferiert. Folglich wurden in
dieser Arbeit zwei hochspezifische Nukleasen entwickelt, die fur jede Art der Anwendung

genutzt werden konnen, um komplexe Genome gezielt zu modifizieren.
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