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Abstract: Genexpression ist stark durch spezifische Muster
von genomischem 5-Methylcytosin (mC) reguliert, aber die
direkte Detektion dieser Modifizierung an benutzerdefinierten
Genorten ist nur eingeschr�nkt mçglich, unter anderem, weil es
keine Proteine gibt, die zwischen mC und Cytosin (C) unter-
scheiden kçnnen und zugleich eine inh�rente, programmier-
bare Sequenzselektivit�t bieten. Die hier vorgestellte Methode
zur mC-Detektion beruht auf mC-abh�ngiger Steuerung der
DNA-Replikation und zeigt eine unerwartet ausgepr�gte mC-
Sensitivit�t von Transkriptionsaktivator-artigen Effektoren
(TALEs). Damit kann der Methylierungsstatus und -grad an
einzelnen C-Positionen von Oligonucleotiden f�r die N-ter-
minalen und zentralen Regionen von TALEs eindeutig eva-
luiert werden, unabh�ngig von der Zielsequenz. Dies spricht
f�r eine breite Anwendbarkeit und Robustheit der Methode zur
hochaufgelçsten mC-Detektion und ermçglicht die Erkennung
von mC an einzelnen Positionen in großen eukaryotischen
Genomen.

In 5-Position methyliertes Cytosin (mC) ist eine epigeneti-
sche DNA-Modifizierung, die eine wesentliche Rolle in der
Regulation von Genexpression, Genomstabilit�t und
Krankheiten spielt.[1] Methoden f�r die direkte Evaluierung
des Methylierungsstatus und -grades an beliebigen Genorten
sind daher von großem Interesse f�r Diagnostik und Thera-
pie.[2] Dies erfordert effektive Strategien f�r die Unterschei-
dung von mC und Cytosin (C) ohne Sequenzeinschr�nkun-
gen.[3] Indirekte, chemische Unterscheidungen anhand der
unterschiedlichen Redoxreaktivit�t der C5-C6-Doppelbin-
dung in mC und C[4] oder der selektiven Desaminierung von C
mit Bisulfit[5] sind bekannt. Gekennzeichnet sind diese Me-
thoden außer durch drastische Reaktionsbedingungen durch
eine begrenzte Auflçsung[4] oder eine nachteilige Reduktion
der Sequenzkomplexit�t.[3] Proteine, die mC direkt erkennen,

kçnnten diese Nachteile umgehen. Allerdings sind die mo-
mentan genutzten Proteine entweder nicht sequenzselektiv[6]

oder weisen Sequenzeinschr�nkungen auf.[7] Einzelmolek�l-
techniken, die Proteinnanoporen und DNA-Polymerasen
verwenden, bieten zwar eine hohe Auflçsung,[8] sind aber
technisch sehr anspruchsvoll und bençtigen f�r eine genort-
spezifische Analyse Anreicherungsmethoden, die unabh�ngig
von mC lçschenden Amplifizierungsschritten sind.[9] Daher
besteht Bedarf an Proteinen, die f�r die Erkennung jeder
beliebigen DNA-Sequenz programmiert werden kçnnen und
die direkt den Methylierungsstatus und -grad anzeigen.

Vor wenigen Jahren sind Transkriptionsaktivator-artige
Effektoren (TALEs) als neues Ger�st f�r den Aufbau von
DNA-Bindungsdom�nen mit beliebiger Sequenzselektivit�t
eingef�hrt worden.[10] TALEs bestehen aus multiplen Wie-
derholungseinheiten, von denen jede selektiv ein Nucleotid
�ber eine von zwei variablen Aminos�uren (repeat variable
di-residue, RVD) erkennt. Diese Erkennung folgt einem
einfachen Code,[11] nach dem die RVDs NG, HD, NI und NN
bevorzugt T-, C-, A- bzw. G-Nucleobasen binden. Der RVD
NG bindet T (oder mC)[12c] an der 5-Methylgruppe �ber hy-
drophobe Wechselwirkung mit der Ca-Methylengruppe von
Glycin (Abbildung 1A). Der RVD HD wechselwirkt mit C
�ber eine Wasserstoffbr�cke zwischen der Carboxygruppe
des Asparagins�urerests und der C4-Aminogruppe.[12] Sowohl
die Wechselwirkung von NG mit mC[12c] als auch die von HD
mit C kann durch den jeweils inversen Methylierungsstatus
des gebundenen Nucleotids gestçrt werden. Tats�chlich
wurde �ber eine mC-Sensitivit�t von TALEs als Einschr�n-
kung f�r TALE-basiertes Genom-Engineering und f�r tran-
skriptorische Regulation in vivo berichtet, jedoch wurde
bisher nur eine geringe Sensitivit�t in vitro beobachtet.[12c,13]

Unser Ziel war, einen detaillierteren Einblick in diese
Sensitivit�t zu erhalten und sie f�r eine programmierbare,
genortspezifische mC-Erkennung in vitro zu nutzen. Wir
entwarfen und exprimierten TALE_97, ein Konstrukt, das auf
eine 17-nt-Sequenz im hey2-Gen des Zebrafisches (Danio
rerio) abzielt.[14] Um die generelle F�higkeit von TALE_97
zur mC-Diskriminierung zu evaluieren, wurde die Bindung an
die Ziel-DNA-Sequenz („97“, Abbildung 1B) mit entweder
C oder mC an sechs Positionen gegen�ber sechs NG- oder
HD-RVDs �ber Electromobility-Shift-Assays (EMSA, Ab-
bildung 1 C) untersucht.

Mit NG-RVDs ergaben C- und mC-Nucleotide keine
Bindungsunterschiede (Daten nicht gezeigt). Dagegen wurde
in Einklang mit fr�heren Arbeiten[12c,13b] bei Verwendung von
HD-RVDs Bindung an DNA nur mit C, nicht aber mit mC in
der Zielsequenz beobachtet (Abbildung 1C).

Als N�chstes interessierte uns, ob diese Diskriminierung
f�r programmierbare und hochaufgelçste mC-Detektion
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verwendet werden kann. Zu diesem Zweck wollten wir die
Synthese von DNA durch eine DNA-Polymerase �ber mC-
abh�ngige, inhibierende TALE-Bindung steuern. Die neu
synthetisierte DNA kçnnte anschließend als Signal dienen,
das �ber selektive und sensitive DNA-Erkennungsmethoden
ausgelesen werden kann (Abbildung 2A).

Es wurde ein DNA-Oligonucleotid bestehend aus der
Sequenz einer Region im hey2-Gen mit Sequenz 97 (Abbil-
dung 1B) am 3’-Terminus (t97) gegen einen revers komple-
ment�ren, 5’-32P-markierten Primer (p97_rev) hybridisiert
und mit oder ohne TALE_97 inkubiert. Danach wurden
dNTPs und das Klenow-Fragment von E.-coli-DNA-Poly-
merase I (3’-5’-exo� , KF(exo�)) zugegeben. Nach der Inku-
bation wurde die Mischung elektrophoretisch auf einem de-
naturierenden Polyacrylamidgel (PAGE) getrennt. Primer-
verl�ngerung wurde nur ohne TALE_97 beobachtet (Abbil-
dung 2B, Spalten 1 und 2), was zeigt, dass dieses Protein
tats�chlich ein effektiver Inhibitor der KF(exo�)-katalysier-
ten DNA-Synthese ist. Als N�chstes wurde untersucht, ob
dieses Inhibierungspotenzial von TALE_97 mit dessen be-
obachteter Diskriminierung von mC gegen�ber HD-RVDs
(Abbildung 1C) kombiniert werden kann, um eine mC-ab-
h�ngige DNA-Synthese zu erhalten. Bei Primerverl�ngerun-
gen wie oben beschrieben mit Templat-DNA, bei der an den
Positionen 2, 6 und 14 ein bis drei C-Nucleotide durch mC-
Nucleotide ersetzt waren, wurde keine Inhibierung der Pri-
merverl�ngerung f�r die Positionen 2 und 6 beobachtet
(Abbildung 2B, Spalten 3–7), was eine effektive Erkennung
von einzelnen mC-Nucleotiden durch zentrale und N-termi-
nale RVDs zeigt. F�r Position 14, die nahe am TALE-C-
Terminus gelegen ist, konnte eine Inhibierung beobachtet
werden (Diskussion siehe weiter unten).

Eine ideale mC-Erkennungsmethode sollte nicht nur die
Untersuchung des Status, sondern auch des Grades der Me-
thylierung ermçglichen.[1, 2, 15] Daher wurden Primerverl�nge-

rungen mit TALE_97 und Mischungen aus t97
und t97_C6!mC als Templat durchgef�hrt,
wobei der mC-Anteil zwischen 0 und 100 % lag
(Abbildung 2C). Die Effizienz der Primerver-
l�ngerung ist linear vom Grad des mC-Einbaus
an dieser Einzelposition abh�ngig (Einschub in
Abbildung 2 C), was eine quantitative, hoch-
aufgelçste (< 10%) Analyse ermçglicht.

Um die mC-Diskriminierung von TALE_97
zu quantifizieren, wurden Primerverl�ngerun-
gen, wie oben beschrieben, mit variierenden
TALE/Ziel-DNA-Verh�ltnissen durchgef�hrt.
Primerverl�ngerung war unterbunden ab einem
TALE_97/Ziel-DNA-Verh�ltnis von etwa 50:1
(IC50 = (83� 8) nm f�r 125 mU KF(exo�), Ab-
bildung 2D und Abbildung 2 in den Hinter-
grundinformationen). Dagegen wurde mit
t97_C6!mC selbst bei den hçchsten unter-
suchten Verh�ltnissen keine signifikante Inhi-
bierung beobachtet, was eine sehr effektive
Diskriminierung best�tigt.

Um ein umfassenderes Bild der Eignung
von TALEs f�r genortspezifische mC-Diskri-
minierung zu gewinnen, wurden basierend auf

dem f�r TALE_97 verwendeten Ger�st zwei weitere TALEs
entworfen (TALE_57 mit IC50 = (24� 7) nm f�r 500 mU KF-
(exo�) und TALE_58 mit IC50 = (67� 4) nm f�r 25 mU KF-
(exo�), Abbildung 3, 4 in den Hintergrundinformationen).
Diese erkennen Sequenzen in den Zebrafisch-Genen hey2
und gria3a, die beide abseits von t97 liegen (Abbil-
dung 1B).[14] Es wurden Primerverl�ngerungen auf den
Templaten t57 und t58 durchgef�hrt mit C- oder einzelnen
mC-Nucleotiden an sieben bzw. vier verschiedenen Positio-
nen (Abbildung 6, 7 in den Hintergrundinformationen).
Diskriminierung von einzelnen mC-Nucleotiden wurde in
allen F�llen beobachtet, ungeachtet der Zielsequenz und des
direkten Sequenzkontextes um das mC. Wie bei TALE_97
trat f�r eine Position nahe am C-Terminus Inhibierung auf,
was mçglicherweise die große Distanz zur KF(exo�)-Bin-
dungsstelle oder eine Polarit�t der TALE-Bindung wider-
spiegelt[16] (Abbildung 6 in den Hintergrundinformationen).
F�r alle zentralen und N-terminalen mC-Positionen war die
Erfolgsquote 100 %. Dies deutet auf eine breite Anwend-
barkeit von TALEs f�r die mC-Diskriminierung hin.

F�r eine genortspezifische mC-Diskriminierung muss die
KF(exo�)-Inhibierung unter Bedingungen sequenzselektiv
sein, die kompatibel mit KF(exo�)-katalysierter DNA-Syn-
these sind. In Primerverl�ngerungen mit TALE_97, _57 oder
_58 und den Templaten t97 oder t97_C6!mC diskriminierte
nur TALE_97 effektiv die einzelne mC-Position (Abbil-
dung 2E). Zudem wurde effektive mC-Diskriminierung
durch TALE_97 in Gegenwart von komplexer Off-Target-
DNA in großem �berschuss beobachtet (3 � 104-facher
Massen�berschuss an Lachssperma-DNA �ber t97 oder
t97_C6!mC, Abbildung 8–10 in den Hintergrundinforma-
tionen). Dies zeigt eine hochselektive Bindung von TALE_97
an t97 unter den verwendeten Bedingungen.

Als N�chstes wurde untersucht, ob die Methode auf ge-
nomische DNA (gDNA) �bertragen werden kann. Da dies

Abbildung 1. Erkennung von Thymin, C und mC in DNA durch TALEs. A) Wechselwir-
kung von NG-RVD mit Thymin (oben) und von HD-RVD mit C (unten) in einer Kristall-
struktur (pdb-Eintrag 3V6T).[12a] Die Wasserstoffbr�cke ist als gepunktete Linie darge-
stellt. B) Sequenzen der Ziel-DNA und ihrer Varianten mit mC. C) EMSA mit 6.3 nm 5’-
32P-markierter DNA mit entweder C oder mC, wie in (B) gezeigt, und 63 oder 37.8 nm

TALE_97, was ein TALE/Ziel-DNA-Verh�ltnis von 10 bzw 6 ergibt. Der TALE-DNA-Kom-
plex ist mit einem Pfeil markiert.
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selektive TALE-Bindung an stark verd�nnte Zielsequenzen
in komplexer DNA erfordert, wurde TALE_28 entworfen,
das auf eine 20-nt-Sequenz abzielt (Sequenz 28 im hey2-Gen,
Abbildung 1B). Es weist eine hohe Affinit�t (IC50 = (19�
4) nm f�r 500 mU KF(exo�), Abbildung 5 in den Hinter-
grundinformationen) und Sequenzeinzigartigkeit auf. Wir
extrahierten gDNA aus einer Zebrafischflosse und ermittel-

ten �ber Bisulfitsequenzierung einen
mC-Modifizierungsgrad von 0% (Ab-
bildung 11–14 in den Hintergrundin-
formationen) an Position 28_C13
(Abbildung 1B). Anschließend me-
thylierten wir einen Teil dieser gDNA
enzymatisch und erhielten 100 % Me-
thylierung an 28_C13!mC (Abbil-
dung 14 in den Hintergrundinforma-
tionen). Im n�chsten Schritt wurden
100 ng von beiden gDNAs getrennt
gegen einen �berschuss an 5’-biotiny-
liertem Primer Bio-p28_rev (0.8 nm)
hybridisiert und f�r eine Primerver-
l�ngerung ohne oder mit TALE_28
(1160 nm) und KF(exo�) (25 mU)
verwendet. Die Mischungen wurden
dann mit Streptavidink�gelchen inku-
biert, denaturierend gewaschen, um
nichtbiotinylierte DNA zu entfernen,
und f�r qPCRs verwendet, die auf das
Verl�ngerungsprodukt zielen (Abbil-
dung 3 A, Abbildung 15 in den Hin-
tergrundinformationen). Eine signifi-
kante Bildung der Verl�ngerungspro-
dukte trat ohne oder mit TALE_28 nur
in Gegenwart von KF(exo�) auf. Dies
zeigt, dass Hybridisierung, Verl�nge-
rung und selektive Isolierung der bio-
tinylierten DNA funktionieren (Ab-
bildung 3B, Spalten 2–5).

Ohne TALE_28 wurde f�r die
beiden gDNAs kein signifikanter Un-
terschied in der Verl�ngerung beob-
achtet (Abbildung 3B, Spalten 4 und
5); d.h., die Methylierung hatte
keinen signifikanten Einfluss auf die
Primerverl�ngerung (oder die qPCR-
Effizienz, siehe auch Abbildung 16 in
den Hintergrundinformationen). Da-
gegen f�hrte die Anwesenheit von
TALE_28 zu einer um den Faktor zwei
geringeren Produktbildung f�r nicht-
methylierte gDNA als f�r methylierte,
was eine nur bei nichtmethylierter
gDNA signifikante Inhibierung von
KF(exo�) am Zielgenort belegt (Ab-
bildung 3B, Spalten 6 und 7). Dies
zeigt, dass TALE_28 in der Lage ist,
mC an einer einzelnen Position zu
diskriminieren und dass diese Diskri-
minierung mit einem selektiven, sen-

sitiven und skalierbaren Assay ausgelesen werden kann.
Wir haben hier gezeigt, dass TALE-Proteine genutzt

werden kçnnen, um mC in einem komplexen eukaryotischen
Genom zu detektieren. Die vorgestellte Methode bietet die
direkte, umwandlungsfreie Mçglichkeit, mC auf eine strang-
spezifische und hochaufgelçste Art zu diskriminieren. Außer
durch Watson-Crick-Hybridisierung kçnnen nur mithilfe von

Abbildung 2. Hochaufgelçste mC-Erkennung mithilfe TALE-gesteuerter DNA-Replikation. A) Die
Bindung von TALE an ein Primertemplat inhibiert die Verl�ngerung durch KF(exo�) in Gegenwart
von C gegen�ber HD-RVD, aber nicht in Gegenwart von mC (rot), sodass im zweiten Fall DNA
synthetisiert wird (roter Balken). B) Abh�ngigkeit der KF(exo�)-Inhibierung von der Zahl und der
Position der mC-Nucleotide. PAGE-Analyse der Primerverl�ngerung mit 125 mU KF(exo�), 8.3 nm

Primertemplat ohne oder mit TALE_97 (833 nm). Verl�ngerte Primer sind oben, nichtverl�ngerte
unten zu finden. C) Analyse des Grades des mC-Einbaus an einer Position. D) Konzentrationsab-
h�ngigkeit der KF(exo�)-Inhibierung f�r t97 (schwarze Dreiecke) und t97_C6!mC (rote Quadra-
te). E) Sequenzselektivit�t der KF(exo�)-Inhibierung.
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TALEs lange DNA-Sequenzen basierend auf einem einfa-
chen Eins-zu-eins-Code erkannt werden. Im Gegensatz zu
Nucleins�uren kçnnen TALEs jedoch mC von C unterschei-
den. Die von uns vorgestellte Diskriminierung ist signifikant
st�rker als zuvor in vitro beobachtet und bietet eine große
Anwendungsbreite bez�glich der Zielsequenz und mC-Posi-
tion im Komplex. TALEs kommen somit potenziell als all-
gemeine Alternative zu Nucleins�urehybridisierungs-Sonden
in Frage, die in einer Vielzahl von Verfahren zur Genom-
analyse eingesetzt werden kçnnen und das direkte und
gleichzeitige Auslesen der genetischen und der epigeneti-
schen DNA-Information erlauben.

Eingegangen am 15. Januar 2014,
ver�nderte Fassung am 25. M�rz 2014
Online verçffentlicht am 6. Mai 2014
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