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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Uber die Bedeutung der DNA-Reparatur

Die genetische Information wird in allen zelluliren Lebewesen in Form von
hochmolekularen Nukleinsduren, der DNA, gespeichert. Die Zellen sind mit zwei
wesentlichen Problemen konfrontiert: Zum einen setzt die Weitergabe der genetischen
Information von Generation zu Generation eine hohe Genauigkeit der Replikation
voraus, um sie vor einem ,Verrauschen’zu bewahren. Der Anspruch an die
Genauigkeit der Replikation wichst dabei mit zunehmender GenomgrdBe, was sich in
einer wachsenden Komplexitit der beteiligten enzymatischen Mechanismen
niederschlidgt (Abschnitt 1.2). Zum anderen ist nichtreplizierende DNA in den Zellen
standigen physikalischen und chemischen Einfliissen exogener und endogener Natur
ausgesetzt, die eine Verdnderung ihrer Struktur bewirken konnen (Abschnittl.3). Jede
nicht replizierende Zelle wendet daher einen groflen Anteil ihrer Stoffwechselenergie
fiir eine dauernde Pflege der DNA auf. Diese Pflege zum Erhalt der genetischen
Information erfolgt durch Reparaturmechanismen, die unterschiedlichsten Formen der
DNA-Schidigung  entgegenwirken.  Auch  die  Anspriche an  diese
Reparaturmechanismen steigt dabei mit zunehmender Genomgréfle. Ein Beispiel
verdeutlicht diesen Zusammenhang: In DNA kann es durch Hydrolyse der
glykosydischen Bindung, bevorzugt an Purinen, zum spontanen Verlust von Basen
kommen. Die Haufigkeit dieses Ereignisses liegt in Zellen von Escherichia coli bei
etwa einem Basenverlust pro Generation. In menschlichen Zellen mit einem bedeutend
groflerem Genom erfolgen zwischen 2.000 und 10.000 Basenverluste pro Tag (Lindahl
und Nyberg, 1972; Lindahl, 1993).

Bei vielzelligen Organismen ist der Erhalt der genetischen Information von direkter
Bedeutung fiir das Uberleben des Individuums. Die kumulative Anhiufung von
Mutationen in Tumorsuppressorgenen und Genen, die direkt in DNA-Reparaturwegen
mitwirken, filhrt zur Entartung von Zellen und der Ausprigung von Krebs. Allen
Organismen ist jedoch gemeinsam, daB die Uberlebensfihigkeit der Spezies von einer
evolutiven Anpassungsfahigkeit an sich dndernde Umweltbedingungen abhéngt. Dies
setzt eine gewisse genetische Variabilitidt innerhalb der Population voraus. Hieraus

ergibt sich, daBl eine unendliche Genauigkeit beim Erhalt und der Weitergabe der
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Erbinformation, die schon aus energetischen Griinden unmoglich ist, auch unter
evolutiven Gesichtspunkten nicht sinnvoll ist. Mit Hilfe von Modellerchnungen wurde
von Eigen 1987 gezeigt, daB3 ein von der GenomgroBe abhdngiger Schwellenwert der
Fehlerrate existiert. Wird dieser Wert tiberschritten, so ,zerschmilzt’ die Information
innerhalb weniger Generationen. Man findet, da3 sich speziesabhingige Fehlerraten
evolviert haben, die oftmals nahe dieses Schwellenwertes liegen (Eigen, 1971; Eigen,

1987).

1.2 Postreplikative DNA-Mismatch-Reparatur

Am Beispiel von Escherichia coli sollen die verschiedenen Mechanismen aufgezeigt
werden, welche die Genauigkeit der DNA-Replikation bestimmen. Der Primareinbau
von Nukleotiden im Zuge der Genomreplikation in Escherichia coli erfolgt durch die
DNA-Polymerase III. Die Fehlerrate betrdgt dabei durch konformationell bevorzugten
Einbau korrekt gepaarter Basen etwa 10™ bis 10” (Kunkel und Bebeneck, 1988). Die
physikalisch-chemische Diskriminierung zwischen Watson-Crick-Basenpaarungen
und nichtkomplementidren Paarungen aufgrund der Differenz der freien Energie von
etwa 10 kJ/mol leistet dabei einen Beitrag von etwa 107! bei 107 (Pitha et al., 1968;
Loeb und Kunkel, 1982; Wong et al., 1990). Die 5’->3’-Exonukleaseaktivitdt der
Polymerase (,proof reading’) entfernt falsch eingebaute Nukleotide und erhoht die
Genauigkeit der Replikation um einen Faktor von etwa 10> (Kunkel, 1992), womit
somit der Priméreinbau mit einer Fehlerrate von 10° bis 107 erreicht wird.
Verbleibende fehlgepaarte Basen sowie kurze Insertionen oder Deletionen von bis zu
vier Basen sind Substrate der postreplikative DNA-Mismatch-Reparatur. Dieser
Mechanismus erhoht die Genauigkeit nochmals um einen Faktor von etwa 10°, sodaf
schlieBlich die Replikation in Escherichia coli mit einer Fehlerrate von 10-9 bis 10-10
erreicht wird (Radman et al., 1981; Caroll und Benkovic, 1990). Dies bedeutet, dafl
bei einer GenomgroBe von 4.6 * 10° Basen alle 200 Zellteilungen eine Base falsch
inkorporiert wird.

Die Schliisselenzyme der postreplikativen DNA-Reparatur sind MutS und MutL. Die
Initiation der Reparatur erfolgt durch Bindung eines MutS-Homodimers (Su und
Modrich, 1986). Die Bindung von verschiedenen Fehlpaarungen sowie Insertionen
und Deletionen bis zu vier Basen durch MutS wurde in vitro untersucht (Su und
Modrich, 1986; Su et al., 1988; Jiricny et al., 1988; Parker und Marinus, 1992; Prolla
et al., 1994). In Gelshift-Experimenten mit Proteinen aus Escherichia coli konnte die
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Stimulation der Bindung von MutS durch MutL gezeigt werden, ein Komplex mit
MutS wurde hierbei allerdings nicht detektiert (Drotschmann et al., 1998). Weiterhin
wurden in vivo-Reparatureffizienzen verschiedener Heteroduplices in Escherichia coli
und in Saccharomyces cerevisiae gemessen. In diesen Experimenten konnte eine
mittlere bis gute Reparatureffizienz fiir G/T-, G/G-, A/C-, A/A-, A/G-, T/T- sowie
T/C-Fehlpaarungen gezeigt werden, wéhrend C/C-Fehlpaarungen sowie eine 38-
Basenpaar-Insertion nur schlecht repariert wurden (Kramer et al., 1984; Jones et al.,
1987; Kramer et al., 1989). Die Bindungseffizienz in vitro korrelierte dabei in etwa
mit den Reparatureffizienzen in vivo. Nach Bindung der Fehlpaarung kommt es unter
ATP-Verbrauch zu einer beidseitigen Translokation entlang der DNA. Dabei wird eine
Schleife gebildet, auf welcher die Fehlpaarung lokalisiert ist. Diese Translokation wird
durch MutL stimuliert (Haber und Walker, 1991; Modrich, 1991; Allen et al., 1997).
Elektronenmikroskopische Daten sprechen dafiir, daB MutL hier als Homodimer mit
dem MutS-DNA-Komplex asoziiert ist.

Die Translokation erfolgt bis zum Erreichen einer GATC-Sequenz. Diese sind das
Substrat der DNA-Adenin(N6)-Methyltransferase (Dam) und sind in ruhenden
Escherichia coli—Zellen beidstringig methyliert. Die transiente Hemimethylierung
nach der Replikation erlaubt in einem gewissen Zeitfenster eine Diskriminierung
zwischen parentalem und neusynthetisiertem Strang (Marinus, 1976; Szyf et al.,
1986). Das MutH-Protein, eine schwache Endonuklease mit struktureller Homologie
zu Endonukleasen des Typs II, spaltet nach Aktivierung durch den MutL-MutS-DNA-
Komplex 5’ des Guanins des unmethylierten Stranges (Welsh et al., 1987; Au et al.,
1992; Sancar und Hearst, 1993; Ban und Yang, 1998a). Je nach Lage der Fehlpaarung
zum Schnitt kommt es dann zu einem exonukleolitischem Abbau des die
fehleingebaute Base enthaltenden Stranges. Ein Abbau in 5’-2>3’-Richtung erfolgt
durch Exonuklease VII (Chase und Richardson, 1974; Cooper et al., 1993) oder RecJ
(Lovett und Kolodner, 1989; Cooper et al., 1993), ein Abbau in 3’->5’-Richtung
erfolgt durch Exonuklease I (Cooper et al., 1993). Das einzelstrangige Substrat fiir
diesen Abbau wird durch eine Entwindung der DNA durch Helikase II erzeugt
(Modrich, 1991; Grilley et al., 1993). Die Beladung der DNA mit Helikase II wird von
MutL vermittelt (Dao und Modrich, 1998, Yamaguchi et al., 1998). Der Abbau erfolgt
bis wenige Nukleotide iiber die Schadensstelle hinweg (Su et al., 1989). Der
abgebaute Strang wird von der DNA-Polymerase III resynthetisiert und der
verbleibende Strangbruch durch DNA-Ligase geschlossen (Lahue et al., 1989).
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MutL scheint der Koordinator der postreplikativen Mismatch-Reparatur zu sein: Die
Erkennung der Fehlpaarung durch MutS, die Translokation entlang der DNA, die
Spaltung durch MutH sowie die Beladung der DNA mit Helikase II werden durch
MutL stimuliert. Dabei konnte in keinem Fall ein stabiler Komplex von MutL und den
beteiligten Proteinen nachgewiesen werden. Damit scheint das MutL-Protein als
,molecular matchmaker’ zu fungieren (Sancar, 1993). Mogliche Mechanismen dieser
Funktion wurden im Wesentlichen durch strukturelle Aufkldrung eines N-terminalen
Fragmentes gefunden. MutL agiert als Homodimer, die Dimerisierung wird von der C-
terminalen Region vermittelt (Pang et al., 1997; Drotschmann et al., 1998). Ein N-
terminaler Bereich von etwa 300 Aminosduren ist in der Familie der MutL-
Homologen konserviert. Zunéchst gelang die Aufkldrung der Struktur eines 40 kDa N-
terminalen Fragmentes des MutL aus Escherichia coli (Ban und Yang, 1998b). Es
weist strukturelle Ahnlichkeiten zu einem ATPase-Fragment der DNA Gyrase B-
Untereinheit und zu einer ATP-Bindedoméne von Hsp90 auf (Wigley et al., 1991;
Prodromou et al., 1997; Stebbins et al., 1997; Ban und Yang, 1998b). Die Bindung
von ATP fiihrt zu einer Dimerisierung des N-terminalen Fragmentes. Im intakten
MutL fiihrt die Bindung von ATP durch das MutL-Dimer zu einer signifikanten
Verringerung des Stoke-Radius (Ban und Yang, 1998b). Die Strukturaufkldrung des
N-terminalen Fragmentes mit gebundenem ADP und ADPnP zeigte dann im Detail die
Konsequenzen der Kompaktierung des MutL durch Bindung von ATP. Die Autoren
postulieren, dal die Bindung von ATP zur Bildung zweier potentieller
Bindungsstellen fiir Protein-Protein-Interaktionen flihrt. Eine dieser Bindungsstellen
wird aufgrund ihrer Form als mogliche Interaktionsstelle mit MutH in Betracht
gezogen, die zweite konnte zur Interaktion mit MutS dienen. Die Hydrolyse des ATP
zu ADP fiihrt dazu, dal die Dimerisierung der N-terminalen Bereiche aufgehoben
wird. Die schwache ATPase-Aktivitidt des MutL (k.,=0.4 min’l) wird in Anwesenheit
von ssDNA um einen Faktor von 3- bis 7-fach stimuliert. Wéhrend des
Reparaturprozesses existiert ssDNA z.B. wihrend des exonukleolytischen Abbaus
nach Schneiden des einen Stranges durch MutH. Es ist daher denkbar, daf3 die ssDNA-
abhéngige ATPase—Aktivitit von MutL eine Rolle spielt bei der Transition eines
Reparatur-Initiationskomplexes zu einem Prozessierungs-Komplex (Ban und Yang,
1998b; Ban et al., 1999).

Der Mechanismus der postreplikativen DNA-Mismatch-Reparatur ist quasi ubiquitér,

Homologe dieser Proteine finden sich in Bakterien-, Pflanzen- und Sdugerzellen. In
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eukaryotischen Zellen erfolgt diese Reparatur durch mehrerer MutS- und MutL-
Homologe, welche hier nicht als Homo-, sondern als Heterodimere agieren. So wurden
in Saccharomyces cerevisiae sechs MutS-Homologe sowie vier MutL-Homologe
(PMS1, MLH1-3) identifiziert (MSH1-6; Kramer et al., 1989; Reenan und Kolodner,
1992; Prolla et al., 1994; Ross-MacDonald und Roeder, 1994; Hollingsworth et al.,
1995). Die Reparatur von Fehlpaarungen und Insertionen/Deletionen erfolgt hier mit
unterschiedlicher Effizienz durch Heterodimere der MutS- und der MutL-Homologe:
Msh2 kann einen Komplex mit Msh3 oder Msh6 bilden. Der Msh2-Msh6-Komplex
scheint dabei hauptsdchlich fiir die Reparatur von Fehlpaarungen sowie kleineren
Insertionen/Deletionen, der Msh2-Msh3-Komplex fiir die Reparatur von groferen
Insertionen/Deletionen verantwortlich zu sein (Marsischky et al., 1996; Alani, 1996;
Liihr et al., 1998). An den Reparaturprozessen scheinen auch die MutL-Homologen in
Form unterschiedlicher Homodimere mitzuwirken. Die Stimulation der Bindung des
Msh2/3-Heterodimers an einen kleinen Loop durch ein Heterodimer aus Pmsl und
MIlh1 konnte gezeigt werden (Habraken et al., 1997). Weiterhin gibt es Hinweise auf
eine Beteiligung eines Mlhl-Mlh3-Heterodimers an der Msh2-Msh3-vermittelten
Reparatur (Flores-Rozas und Kolodner, 1998). In menschlichen Zellen wurden
ebenfalls eine Vielzahl von MutS- und MutL-Homologen gefunden (Leach et al.,
1993; Fishel et al., 1994; Nicolaides et al., 1994; Papadopoulos et al., 1994; Kolodner
et al., 1995). Ahnlich zur Situation in Saccharomyces cerevisiae findet man hier zwei
heterodimere Komplexe der MutS-Homologen (hMSH2/6, genannt hMutSa, und
hMSH2/3, genannt hMutS[(), welche eine dhnliche Priaferenz fiir die Reparatur
unterschiedlicher Schiden zeigen (Hughes und Jiricny, 1992; Drummond et al., 1995;
Karran, 1995; Acharya et al., 1996; Palombo et al., 1996; Genschel et al., 1998; Marra
et al., 1998). Ebenfalls werden verschiedene Heterodimere der MutL-Homologen
hMLH1, hPMS1 und hPMS2 gefunden (Prolla et al., 1994; Gu et al., 1998). In der
Pflanze Arabidopsis wurde kiirzlich ein dritter heterodimerer MutS-Komplex
beschrieben (AtMSH2/7), der von den Bindungspriferenzen der oben beschriebenen
Komplexe abweicht. Ersten Versuche machen eine Spezialisierung auf die Reparatur
von T/G-Fehlpaarungen denkbar (Culligan und Hays, 2000).

Wie oben erwihnt, erfolgt die Strangdiskriminierung in Escherichia coli
methylierungsinstruiert. Die Diskriminierung in anderen Organismen ist nicht bekannt,
allerdings gibt es Hinweise darauf, daf3 dies auf zwei Arten geschieht: Die Replikation

des ,lagging strand’ erzeugt auf dem neusynthetisierten Strang Okazaki-Fragmente,
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soda3} etwa alle 2.000 Basen ein ,nick’ vorliegt. Diese konnen als
Strangdiskriminierungs-Signal dienen. Diese Hypothese wird von der Beobachtung
unterstiitzt, daf} beispielsweise in Escherichia coli eine einzige Strangunterbrechung
die Reparatur von Fehlpaarungen unabhingig von der Anwesenheit von MutH macht
(Au et al., 1992). Im Falle der ,leading strand’-Synthese konnte die Reparatur durch
Kopplung mit der Replikationsmaschinerie erfolgen. Evidenzen dafiir liefern Hinweise
auf eine Interaktion von PCNA mit Proteinen der Mismatch-Reparatur (Umar et al.,
1996; Gu et al., 1998; Clark et al., 2000; Flores-Rozas et al., 2000). Der Mechanismus
der Strangunterscheidung ist allerdings bisher nur am Modell von Escherichia coli
aufgekldart. Die hier gefundene methylinstuierte Unterscheidung ist jedoch als
Sonderfall zu betrachten und wird in dieser Form nur im nahe verwandten Salmonella
typhimurium gefunden.

In den vergangenen Jahren wurde ein direkter Zusammenhang zwischen Defekten in
Genen der Mismatch-Reparatur und der Tumorentstehung im Menschen gefunden. So
wurden Defekte in hMSH2 (Fishel et al., 1994; Bronner et al., 1994; Leach et al.,
1993; Liu et al., 1994; Li et al., 1995), in hMSH3 (Orimo et al., 2000) und in hMLH1
(Bronner et al., 1994; Papadopoulos, 1994; Kane et al., 1997; Herman et al., 1998) mit
der Entstehung von HNPCC (hereditary nonpolyposis colorectal cancer) in
Verbindung gebracht. Defekte in hMLHI1 stehen offenbar ebenfalls in Verbindung zur
Entstehung von Leukdmie (Hangaishi et al., 1997).
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1.3 DNA-Schadigung in nicht-replizierenden Zellen

1.3.1 Ubersicht

Ruhende DNA ist in den Zellen dauerhaften exogenen und endogenen Einfliissen
ausgesetzt, die eine Schidigung dieses Molekiiles bewirken konnen. Diese Schéiden
konnen zur Entstehung prdmutagener Liasionen fiihren, welche, wenn sie nicht
repariert werden, im Zuge einer Replikation als Mutation fixiert werden. Andere
Schiden fithren zu einem Arrest von Transkription oder Replikation und kdnnen auf
diese Weise die Integritit einer Zelle gefdhrden.

Zu den exogene FEinfliisse, welche DNA-Schiaden herbeifithren konnen, zédhlen
ionisierende Strahlung, UV-Strahlung sowie Chemikalien. lonisierende Strahlung, z.B.
in Form von Rontgenstrahlen, fiihrt zu Strangbriichen, Schidigungen von Basen oder
kovalenten Verkniipfungen von DNA und Proteinen. Diese sind auf direkte Treffer der
DNA oder auf sekundidre Reaktionen mit reaktiven Molekiilen, die hauptsidchlich
durch Radiolyse des Wassers erzeugt werden, zuriickzufiihren. Eine Reparatur erfolgt,
je nach Schadensform, durch Excision geschédigter Basen oder durch Rekombination
mit einem intakten DNA-Molekiil. UV-Strahlung kann eine kovalente Verkniipfung
von benachbarten Pyrimidinen auslosen (Cyclobutan-Produkte oder 6-4-
Photoprodukte). Diese bewirken einen Arrest des Replikationsapparates. Derartige
Schiaden konnen durch die Aktion von Photolyasen oder durch die Nukleotid-
Excisions-Reparatur behoben werden. Der Angriff exogener Chemikalien auf die
DNA kann verschiedenste Arten der Schddigungen hervorrufen. Alkylierende
Agenzien konnen zur Modifikation von Basen fiihren, die zu einem Basenverlust
fiilhren kann. Andere Chemikalien reagieren mit der DNA (z. B. Benzpyrene),
interkalieren in DNA (z. B. Ethidiumbromid) oder fithren zur Verkniipfung von DNA-
Strdngen (z. B. Psoralene). Die Zellen begegnen diesen Schidden mit Basen- und
Nukleotid-Excisionsreparatur sowie durch Rekombination vermittelter Reparatur. Eine
Ubersicht zu den hier nur angeschnittenen Arten der Schidigung findet sich bei
Friedberg, 1985.

Endogene Schidigungen der in den Zellen liegenden DNA werden durch reaktive
oxidierende Spezies, alkylierende Agenzien und durch Hydrolyse verursacht.
Oxidierende Agenzien entstehen intrazellulédr im Wesentlichen als Nebenprodukte der

Atmung. Es handelt sich dabei um Hydroxylradikale, Wasserstoffperoxid und
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Sauerstoffradikale. Die hiufigste Schidigung ist dabei die Konversion von Guanin zu
7,8-Dihydro-8-oxoguanin (8-0x0G). Diese modifizierte Base paart sowohl mit Adenin
als auch mit Cytosin, sodal es bei Nichtreparatur zu G/C—>T/A-Transversionen
kommen kann. Oxidativ geschédigte Basen werden von speziellen Glykosylasen in
einer Basenexcisionsreparatur entfernt.

Die Anwesenheit des zelleigenen Methylgruppen-Donors S-Adenosyl-Methionin kann
zu spontanen Methylierungen fiihren, beispielsweise an der Position O° des Guanins
oder N° des Adenins. Derartige Schiden werden durch Basenexcision repariert. Es
existieren auch sogenannte ,Selbstmord’-Proteine, wie die O°-Methylguanin-DNA
Methyltransferase, welche die Methylgruppe auf sich selbst {ibertragen und so eine
Reparatur der Base erzielen.

Eine permanente Gefihrdung der Integritdt der DNA geht von dem sie umgebenden
Wasser aus. Durch spontane Hydrolyse der glykosydischen Bindung kommt es zu
Basenverlusten und der Bildung sogenannter AP-,sites’. Diese
apurinischen/apyrimidinischen Stellen liegen zu einem gewissen Anteil in der offenen
aldehydischen Konformation vor, die eine erleichterte Strangbruch-Reaktion bewirkt.
Eine Reparatur derartiger Schidden wird durch die Aktion der AP-Lyasen und
Phosphodiestherasen initiiert. Eine weitere Form der Schiadigung stellt die spontane
hydrolytische Desaminierung exocyklischer Aminogruppen dar. Diese fiihrt im Falle
von Adenin zu Hypoxanthin, von Guanin zu Xanthin, von Cytosin zu Uracil und von
5-Methylcytosin zu Thymin. Erstere beiden Schiddigungen werden von Glykosylasen
in einer Basenexcisionsreparatur behandelt. Fiir einen Uberblick der bisher
dargestellten Schidigungs- und Reparaturmechanismen sei wiederum auf Friedberg,
1985, verwiesen. Auf die Behandlung der Desaminierungsschiden an Cytosin sowie

an 5-Methylcytosin wird in den folgenden Abschnitten néher eingegangen.
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1.3.2 Hydrolytische Desaminierung am Cytosin

Die Desaminierungsrate von Cytosin zu Uracil wurde zunédchst durch Bestimmung der
Aktivierungsenergie der Reaktion bei erhdhten Temperaturen gemessen. AnschlieBend
wurde die Desaminierungsrate unter physiologischen Bedingungen errechnet (Lindahl
und Nyberg, 1974; Ehrlich et al., 1990). Diese Daten wurden spiter in einem
genetischen ,assay’, welcher auf die Messung der Desaminierungsrate eines einzelnen
Cytosins im lacZ-Gen aus Escherichia coli beruht, bestitigt (Frederico et al., 1990).
Demnach betrdgt die Halbwertszeit eines Cytosins in ssDNA bei 37 °C und pH 7.4
etwa 200 Jahre, fir dsDNA ist die Halbwertszeit mit 30.000 Jahren bestimmt. Die
etwa 40fach hohere Rate der Cytosindesaminierung in Saccharomyces cerevisiae im
Vergleich mit Escherichia coli kann moglicherweise darauf zuriickgefiihrt werden,
da in Eukaryoten die DNA wéhrend der Transkription fiir lidngere Zeit in
einzelstringiger Form vorliegt (Impellizzeri et al., 1991). Durch eine hydrolytische
Desaminierung des Cytosins entsteht Uracil. Dieses paart mit Adenin, sodall es im
Zuge einer Replikation zu C/G>T/A-Transitionen kommen kann. Uracil als DNA-
fremde Base wird in Escherichia coli effektiv durch die Aktion der Uracil-DNA-N-
Glykosylase entfernt. Die verbleibende AP-,site’ wird von AP-Lyasen erkannt und
weiterprozessiert (Lindahl, 1974; Lindahl et al., 1977).

Homologe der Uracil-DNA-N-Glykosylase wurden in vielen Organismen entdeckt.
Dieser Reparaturweg scheint sich zu einem sehr frithen Zeitpunkt der Evolution
entwickelt zu haben. Es wird vermutet, da3 sich die Verwendung von Thymin anstelle
des in RNA verwendeten Uracils mit der Entstehung groferer Genome etabliert hat,
um das Produkt einer hydrolytischen Schidigung des Cytosins als DNA-fremde Base
erkennen und somit effizienter reparieren zu kénnen (Coulondre et al., 1978; Eigen,

1987).

1.3.3 Hydrolytische Desaminierung am 5-Methylcytosin

Eine weit verbreitete Modifikation des Cytosins stellt die Methylierung an Position C°
zum 5-Methylcytosin dar, die auch als ,fiinfte Base’ der DNA bezeichnet wird. Die
Bedeutung dieser Modifikation wird im Abschnitt 1.3.3.1 behandelt. Eine
Desaminierung des 5-Methylcytosins fiihrt zu Thymin, einer natiirlicherweise in DNA
vorkommenden Base. Diese bildet mit Guanin eine ,wobble’-Basenpaarung aus. Diese

pramutagene Lésion flihrt im Falle der Nichtreparatur zu einer C/G->TA-Transition
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im Zuge der Replikation. Die spontane Desaminierung von 5-Methylcytosin erfolgt
etwa 2- bis 4-fach schneller als die des Cytosin, fiir dsSDNA ist der Faktor 2.2fach
(Ehrlich et al., 1990; Lindahl, 1993; Shen et al., 1994). Ein alternativer Weg der
Desaminierung wurde der aktiven Entfernung von Methyltransferasen unter Mangel
des Methyldonors S-Adenosly-Methionin in Betracht gezogen, nachdem diese
Reaktion fiir einige dieser Enzyme in vitro gezeigt werden konnte (Shen et al., 1992;
Wyszynski et al., 1994; Yang et al., 1995). In vivo-Untersuchungen zeigten jedoch,
dafl dieser Mechanismus in Escherichia coli sowie in menschlichen Zellen hochstens
eine untergeordnete Rolle spielen sollte (Wyszynski et al., 1994; Schmutte et al.,
1996). Die Reparatur der aus der Desaminierung von 5-Methylcytosin resultierenden
T/G-Fehlpaarung stellt die Zelle vor zwei Probleme: Zum ersten handelt es sich bei
der ,geschiadigten’ Base um eine natiirlicherweise in DNA vorkommende Base, zum
zweiten stellt sich nach Erkennung der Fehlpaarung das Problem der Richtung der
Reparatur. Ein Mechanismus der Reparatur dieses Schadens muf} stets das Thymin
entfernen. Zwei Wege, die sich zur Losung dieses Problems evolviert haben, werden

in den Abschnitten 1.3.3.2 und —3 behandelt.

1.3.3.1 Bedeutung der Methylierung zum 5-Methylcytosin

Die Methylierung an 5’-Position des Cytosins ist unter Bakterien weit verbreitet
(Vanyushin, 1968). Die Modifikation erfolgt in Escherichia coli K12 durch die Aktion
der DNA-Cytosin-Methyltransferase. Das zugehorige Gen dcm liegt auf der
genetischen Karte von Escherichia coli bei 43 min (Marinus, 1973) und findet sich
ebenfalls auf dem Genom des Phagen A25D8 . Das Enzym methyliert alle inneren
Cytosine der Sequenz CCA/TGG, der Gehalt der DNA an 5-Methylcytosin liegt in
Escherichia coli K12 damit bei 1 %. Der Mechanismus der Methylierung konnte
durch Untersuchungen mit einem Substrat aufgeklart werden, welches anstelle des
inneren Cytosins der Erkennungssequenz ein 5-Fluorcytosin enthdlt. Es kommt zur
Addition der Sulfhydryl-Gruppe eines Cysteins des aktiven Zentrums an die C’-C°-
Doppelbindung des Cytosins unter Aktivierung des C’-Atoms, auf welches die
Methylgruppe des Donors S-Adenosylmethionin iibertragen wird. Dazu wird das zu
modifizierende Cytosin wahrscheinlich aus der DNA herausgedreht, wie in der
Struktur der Cytosin-Methyltransferase Hhal aus Haemophilus haemolyticus
beobachtet wird (Hanck et al., 1993; Klimasauskas et al., 1994). Die Methylierung

von Basen wird in Prokaryoten meist mit einem Schutz vor Fremd-DNA z. B. von
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Viren in Verbindung gebracht. Oftmals werden Restriktions-Modifikations-Systeme
gefunden, wobei eine Methyltransferase in Nachbarschaft einer
Restriktionsendonuklease  gefunden wird. Beide Enzyme weisen dieselbe
Sequenzspezifitit auf, wobei die Restriktionsendonuklease methylierte DNA nicht
schneiden kann. Somit ist die eigene DNA vor Abbau geschiitzt (Dorfler, 1991). Im
Falle der Dcm-Methylierung in Escherichia coli findet man jedoch keine zugehorige
Restriktionsendonuklease, und dcm™-Zellen weisen keinen erkennbaren Phanotyp auf
(Marinus und Morris, 1973). Dall die Dcm-Methylierung trotzdem beibehalten wurde,
muB in irgend einer Form von Bedeutung sein. Konsequenzen, die sich aus der Dcm-
Methylierung ergeben, und mogliche Erkldrungsansédtze werden in Abschnitt 1.3.3.3
angesprochen.

In hoheren Eukaryoten ist die Modifikation zum 5-Methylcytosin ebenfalls weit
verbreitet. In Sdugerzellen sind etwa 3 bis 4% der Cytosine methyliert. Die
Methylierung findet an CpG-Dinukleotiden statt; die zu 60 bis 90 % in methylierter
Form vorliegen (Riggs und Jones, 1983; Bird, 1992). Allerdings finden sich
sogenannte CpG-Inseln, die sich durch eine erhdhte Frequenz von CpG-Dinukleotiden
auszeichnen, im Bereich etwa der Héalfte aller menschlichen Gene. Diese sind frei von
Methylierung, und es wird angenommen, daB3 dieser Status mit transkriptioneller
Aktivitit oder der Mdglichkeit der Transkription einhergeht (Bird, 1987; Bird, 1992).
Methylierung dieser CpG-Inseln wird auf dem inaktivierten X-Chromosom weiblicher
Zellen gefunden und mit ,genomic imprinting’ in Verbindung gebracht (Shapiro und
Mohandas, 1983; Li et al., 1993; Panning und Jaenisch, 1996). Die Methylierung von
CpG-Inseln im Bereich von Genen, die in normalem Gewebe unmethyliert vorliegen,
wurde mit einigen Formen von Krebs in Verbindung gebracht (Jones, 1996; Baylin et
al., 1998; Jones und Laird, 1999). Unter ihnen befindet sich auch hMLHI1 in
Verbindung mit HNPCC (Kane et al., 1997; Herman et al., 1998). Die Unterdriickung
der Transkription scheint dabei durch Remodellierung der lokalen Chromatin-Struktur
zu erfolgen. Fiir das 5-Methylcytosin-Bindeprotein MeCP2 konnte eine Interaktion mit
Histon-Deacetylase gezeigt werden (Nan et al., 1998; Jones et al., 1998). Eine
Deacetylierung der N-terminalen Region von Histonen wird allgemein mit der
Etablierung einer ,repressiven Chromatinstruktur’ in Verbindung gebracht (Kass et al.,
1997).

Die Modifikation zum 5-Methylcytosin bedeutet fiir Zellen ein erhdhtes Risiko der

Mutation. 5-Methylcytosin als ,hotspot’ fiir Mutationen wurde zuerst in Escherichia
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coli gefunden (Coulondre et al., 1978). Dies scheint vor allem an der langsamen
Reparatur der bei der Desaminierung entstehenden T/G-Fehlpaarungen zu liegen
(Lutsenko und Bhagwat, 1999). In menschlichen Zellen sind CpG-Dinukleotide um
den Faktor 5 unterreprisentiert (Sved und Bird, 1990; Bird, 1992). Auch dieser
Befund wird mit einer ineffizienten Reparatur von Hydrolyseschiden an 5-
Methylcytosin in Verbindung gebracht (Waters und Swann, 2000). Etwa 35 % der mit
Gendefekten verbundenen Punktmutationen beim Menschen werden auf diese Art von
Schadigung zuriickgefiihrt (Cooper und Krawczak, 1990). Untersuchungen tumor-
spezifischer Mutationsspektren in p53 geben zudem Hinweise darauf, dal methylierte
CpG-Dinukleotide auch bevorzugte Ziele exogener Schiadigungen sind, die zu einem
gehduften Auftreten von C/G>TA-Transitionen fiihren. Weiterhin werden aberrante
Methylierungsmuster zunehmend mit Alterungsprozessen in Verbindung gebracht

(Issa et al., 1994; Ahuja et al., 1998; Toyota et al., 1999)

1.3.3.2 Desaminierung an 5-Methylcytosin: Mismatch-spezifische Glykosylasen

DNA-Glykosylasen reparieren ein breites Spektrum an DNA-Schiden. Thre
Beteiligung an der Entfernung von von geschiddigten Basen wurde in 1.3.1
angesprochen. Der prominenteste Vertreter, der auch am weitesten verbreitet ist, ist
die Uracil-DNA-N-Glykosylase, welche Uracil aus DNA entfernt (1.3.2). Eine weitere
Glykosylase ist MutY, welche in Escherichia coli an der Reparatur oxidativer
Schiadigung von Guanin beteiligt ist. MutY entfernt Adenin aus A/G- und A/8-0x0G-
Fehlpaarungen (Michaels et al., 1992)(1.3.1). Es handelt sich bei beiden Vertretern um
monofunktionale Glykosylasen, welche im Gegensatz zu bifunktionalen Glykosylasen,
wie Endonuklease III, die AP-,site’ nach Spaltung der glykosydischen Bindung nicht
weiterprozessieren. Die resultierende AP-,site” wird von AP-Endonukleasen gespalten
und im Weiteren durch Polymerase- und Ligaseaktivitdt behandelt.

Auf der Suche nach einer Reparaturaktivitit des Desaminierungsschadens an 5-
Methylcytosin wurde in menschlichen Zellen eine Glykosylase gefunden. Die T(U)/G
DNA N-Glykosylase (TDG) entfernt Thymin und Uracil aus T/G- und U/G-
Fehlpaarungen, es wurde auch eine schwache Aktivitit gegeniiber T/T- und T/C-
Fehlpaarungen bestimmt. Anders als im Falle der Uracil DNA N-Glykosylasen,
welche Uracil auch aus ssDNA entfernen, ist dieses Enzym dsDNA-spezifisch.
Weiterhin wurde eine Préiferenz fiir Desaminierungsprodukte in den Dinukleotiden

CpG bzw. 5-meCpG gefunden. Dies deutet darauf hin, da das Enzym fiir die
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Reparatur von Desaminierungsschdden an 5-Methylcytosin spezialisiert ist. Das
schwache hydrolytische Potential dieses Enzyms sowie dessen geringe Konzentration
in den Zellen warf jedoch die Frage auf, ob diese Aktivitit ausreichend fiir eine
Reparatur der Desaminierungsschéden ist (Brown und Jiricny, 1989; Neddermann und
Jiricny, 1993, 1994). Fiir das Methyl-CpG-Bindeprotein MBD4 wurde eine Mismatch-
spezifische Glykosylaseaktivitdit gefunden. Dieses Enzym entfernt mit Guanin
fehlgepaartes Uracil und Thymin im CpG-Kontext mit einer Priferenz fiir T/G-
Fehlpaarungen in hemimethylierten CpG-Dinukleotiden. (Hendrich und Bird, 1998;
Hendrich et al., 1999). Es wird aber anscheinend nur in sich teilenden Zellen von in
der Differenzierung befindlichem embryonischen Gewebe exprimiert.

Eine T/G-spezifische Glykosylase wurde ebenfalls in einem anaeroben thermophilen
Archaeon (Wachstumsoptimum bei 65 °C), Methanobacterium thermoautotrophicum,
gefunden (Horst und Fritz, 1996). Das Enzym Mig.Mth katalysiert die Entfernung von
Thymin und Uracil gegniiber Guanin von dsDNA im Sequenzkontext der
plasmidstandigen Methyltransferase mthTIM (Nolling und de Vos, 1992), wobei die
Entfernung von Uracil etwas effektiver ist. Strukturelle dhnlichkeiten zu MutY (s. o.)
waren die Basis flir ein Experiment, in welchem eine Aminosdure im katalytischen
Zentrum von Mig.Mth ausgetauscht wurde. Die Mutante L187Q zeigte eine um den
Faktor 20 verdnderte Substratspezifitit von T/G nach A/G. Die gesteigerte Aktivitit
gegeniiber der Spaltung von A/G-Fehlpaarungen und verminderte Aktivitdt gegeniiber
T/G-Fehlpaarungen zeigte, daB die Anderung nur einer Aminosdure im Falle von
Mig.Mth zu einer Verschiebung in Richtung MutY-Aktivitat fiihrte (Fondufe, 2000).
Die Spezifitét einiger Glykosylasen ist somit zum Teil durch einfache Determinanten
festgelegt. In Methanobacterium thermoautotrophicum wurde kein Homologes der
Uracil DNA N-Glykosylase gefunden, und die alternative Moglichkeit der Entfernung
von Uracil aus dsDNA durch Mig.Mth oder weitere Glykosylasen ist Bestandteil
laufender Untersuchungen.

Aufgrund von Homologien zu TDG wurde in Escherichia coli eine Mismatch-
spezifische Uracil-Glycosylase entdeckt (MUG), welche ebenfalls dsDNA-spezifisch
agiert (Galliani et al., 1996). Die Strukturaufkldarung dieser Glykosylase lieferte ein
Modell fiir die Erkennung und Prozessierung der Fehlpaarung. Das Enzym scheint
DNA unter Verdanderung ihrer Struktur (Kompression, Knicken) zu binden und dabei
iiber Interaktion mit der ,minor groove’ auf das Vorhandensein von Uracil zu

,scannen’ (Parikh et al., 1998). Wird ein solches gefunden, wird das Uracil aus der
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DNA herausgedreht, wahrend Aminosduren des Enzyms die entstehende Liicke
invadieren (dies wird als ,push and pull’-Mechanismus bezeichnet). Dieser

Mechanismus scheint der generelle Weg der meisten Glykosylasen zu sein.

1.3.3.3 Desaminierung an 5-Methylcytosin: Vsp-Reparatur

Erste Hinweise auf einen Mechanismus zur Reparatur von Desaminierungsschiaden an
5-Methylcytosin in Escherichia coli wurden von Margareth Lieb gefunden. In
Kreuzungsexperimenten am Phagen A fand sie auBlergewdhnlich hohe
Rekombinationsfrequenzen fiir eine gewisse ,amber’-Mutation (am6) im cl-Gen
(Lieb, 1976, 1981). Die Untersuchung benachbarter Marker hétte diese Ereignisse
unter Interpretation als Rekombinationsereignisse auf 3fach-,crossing-over’
zurlickgefiihrt. Die beobachtete Haufigkeit dieser Ereignisse lie sich jedoch mit dem
sehr seltenen Ereignis eines derartingen 3-fach-,crossing-over’ nicht erkliren. Dies
lieB M. Lieb vermuten, dal der Grund fiir den beobachteten Effekt die Bildung von
Heteroduplex-DNA und nachfolgende Mismatch-Reparatur zuriickzufiihren sei. Da
eine Koreparatur nur in enger Nachbarschaft der am6-Mutationen beobachtet werden
konnte, postulierte sie weiterhin, dall diese Reparatur sich durch besonders kurze
Trakte auszeichnen miisse und nannte sie daher ,very short patch’-Reparatur (Vsp)
(Lieb, 1983). Die am6-Mutation konnte im Vergleich mit der Sequenz des cl-Gens
(Sauer, 1978) als eine Punktmutation (CAG>TAG) im Sequenzkontext CCAGG
identifiziert werden. Im Vergleich mit Arbeiten von Coulondre fiel auf, dafl diese
Mutation das Ergebnis einer Desaminierung eines 5-Methylcytosins innerhalb der
Erkennungssequenz der Dcm-Methyltransferase wiederspiegelt. Also schlug M. Lieb
vor, dal die Vsp-Reparatur T/G-Fehlpaarungen innerhalb dieser Erkennungssequenz
repariert, um dem Mutationsrisiko verbunden mit einer Desaminierung von 5-
Methylcytosin entgegenzuwirken (Coulondre, 1978; Lieb, 1983). Dies setzt eine
gerichtete Reparatur dieser Schiaden von T/G nach C/G voraus, was von M. Lieb
experimentell gezeigt und von weiteren Arbeitsgruppen bestétigt werden konnte (M.
Lieb, 1985; Jones et al., 1987a, b; Zell und Fritz, 1987). Weitere Untersuchungen
zeigten, dall die Reparatur nicht streng an die Erkennungssequenz der Dcm-
Methyltransferase gebunden ist, sondern auch die um ein Nukleotid 5° oder 3’

verkiirzte Sequenzen CA/TGG und CCA/TG von dem Mechanismus betroffen sind

(Lieb et al., 1986; Hennecke et al., 1991).



Einleitung 15

Die Reparaturaktivitit wurde mit dem vsr-Gen in Verbindung gebracht, dessen erste 7
Kodone mit dem Ende des dcm-Gens im Raster +1 iiberlappen (Bhagwat et al., 1988;
Sohail et al., 1990). Die beiden Gene werden von einem gemeinsamen Transkript
translatiert, eine Regulation der Methylierungsaktivitit scheint also mit einer
Regulation der Reparaturaktivitit einherzugehen (Dar und Bhagwat, 1993). Das
Genprodukt von vsr konnte als Sequenz-, Mismatch- und Strang-spezifische
Endonuklease identifiziert werden. T/G-Fehlpaarungen im Erkennungssequenz-
Kontext CIA/TGG werden 5’ des fehlgepaarten Thymins (unterstrichen) unter
Generieren von 5’-Phosphat- und 3’-OH-Termini gespalten (Hennecke et al., 1991).
Die Inzision dient dann als Ausgangspunkt einer 5’—>3’-Exonukleaseaktivitit und
anschlieBende Auffiillreaktion der DNA Polymerase 1. Die kurzen Synthesetrakte
dieser Polymerase kann die beobachteten kurzen Reparaturtrakte erklédren (Dzidic und
Radman, 1989).

Eine Reihe von Untersuchungen befassten sich mit der Sequenzspezifitit der Vsr-
Endonuklease. Die dabei in vitro (Glésner et al., 1995) und in vivo (Lieb und Rehmat,
1995) gefundenen Daten stimmen weitgehend iiberein. Hieraus wurde die Konsensus-
Erkennungssequenz mit NIIA/TGNZ abgeleitet (N1 und N2 stehen fiir A, C, G oder T,
das fehlgepaarte Thymin ist unterstrichen)(Glasner et al., 1995). Die Aufkldarung der
Struktur der Escherichia coli Vsr-Endonuklease als N-terminal verkiirzte Variante
sowie im Komplex mit einem gespaltenen 12meren DNA-Substrat konnte den
Mechanismus der Erkennung erkldren (Tsutakawa et al., 1999a, b). Die T/G-
Fehlpaarung wird durch die mit ihr einhergehende charakteristische Verdnderung der
DNA-Struktur erkannt. Dabei wurde ein neuartiger Bindungsmechanismus gefunden,
der mit dem Interkalieren dreier hydrophober Aminosédurereste von Seiten der ,major
groove’ einhergeht. Die ,minor groove’ wird von einer im solitdren Protein flexiblen
N-terminalen Region kontaktiert. Die Diskriminierung gegen ein C/G-Basenpaar statt
der T/G-Fehlpaarung erfolgt nicht durch direkten Kontakt mit den Basen der
Fehlpaarung, sondern durch sterischen Ausschlufl einer C/G-Basenpaarung im aktiven
Zentrum. Im Bereich der Erkennungssequenz werden nur wenige direkte Kontakte mit
den funktionellen Gruppen der Basen beobachtet, darunter ein direkter Kontakt zum in
der Erkennungssequenz invarianten Guanin (s. 0.) und dem zugehdrigen Cytosin. Die
Wechselwirkung ist im Wesentlichen durch ein Netzwerk von Wasser-vermittelten

Interaktionen mit Basen beider Stringe der Erkennungssequenz charakterisiert. Die
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Oberfliche des Proteins und dessen Ladungsverteilung ist schlieBlich perfekt der
Oberfliche des gebundenen DNA-Substrates angepaBt. Uber 20% der
Proteinoberflidche sind im Komplex im Kontakt mit der gebundenen DNA. Auf die
beteiligten Aminosdurereste wird detailliert in Abschnitt 7.1 eingegangen. Im aktiven
Zentrum des Enzyms sind zwei Magnesiumionen koordiniert. Diese und ein Histidin
des Enzyms koordinieren das Phosphatende des gespaltenen Produktes. Das 3°-OH-
Ende des Produktes ist in unprotonierter Form mit einem der Magnesiumionen
koordiniert. Die Struktur von Vsr weist Homologie zu Endonukleasen des Typs II auf.
Die in Endonukleasen des Typs II beobachteten konservierten Aminosduren, welche
fiir eine Spaltung der DNA essentiell sind, werden hier allerdings nicht gefunden, der

Spaltungsmechanismus in Vsr ist noch nicht geklért.

In einer Reihe von Experimenten wurde die Beteiligung weiterer Proteine an der Vsp-
Reparatur untersucht. Dabei wurde beobachtet, da3 diese Reparatur im Hintergrund
von mutS’- und mutL’-Stdmmen drastisch reduziert, jedoch nicht vollig herabgesetzt ist
(Zell und Fritz, 1987; Lieb, 1987; Jones et al., 1987). Von Drotschmann et al. konnte
1998 gezeigt werden, daB3 die Bindung von Vsr an ihr Substrat durch MutL stimuliert
wird. Ein Modell, welches einen Zusammenhang zwischen der Vsp-Reparatur und der
Aktion von MutL und MutS herstellt, konnte folgendermaBen aussehen: Zunichst
wird eine T/G-Fehlpaarung durch MutS und MutL erkannt und es kommt zur
Ausbildung eines a-,loop’. Auf diese Weise konnte die Struktur der DNA im Bereich
der Fehlpaarung derart verdndert werden, dal es zu einer effizienteren Erkennung
durch Vsr kommt. Diese Hypothese wird durch die Aufklirung des
Erkennungsmechanismus gestiitzt. Eine Deformation der DNA-Struktur im ‘loop’
konnte beispielsweise das Interkalieren der Aminosduren im Bereich der Fehlpaarung
erleichtern (Horst, 1997; Tsutakawa, 1999b).

Eine Uberexpression von Vsr ist mutagen und verursacht einen Mutatotphinotyp,
welcher auch bei der Inaktivierung der MutHLS-Reparatur beobachtet wird (Doiron et
al., 1996). Die Uberexpression von MutS wiederum reduziert die Effizienz der Vsp-
Reparatur (Macintyre et al., 1997). Dies vermittelt den Eindruck eines Austitrierens
einer Komponente durch die andere und spréche fiir eine direkte Wechselwirkung der
Proteine beider Reparaturwege. Dies konnte bis dato jedoch nicht nachgewiesen

werden.
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Eine Folge der Koexistenz der Mismatch-Reparatur und der Vsp-Reparatur ist die
Konkurrenz um T/G-Fehlpaarungen. Diese konnen im Zuge der Replikation entstehen
und stellen im Zeitfenster der Hemimethylierung der GATC-Sequenzen, welche zur
Strangunterscheidung der Mismatch-Reparatur dienen, fiir beide Reparaturwege ein
Substrat dar. Wird eine solche Fehlpaarung durch die Vsp-Reparatur prozessiert, so
kommt es fiir den Fall, dafl fdlschlicherweise einGuanin gegeniiber einem Thymin
eingebaut wurde, zur Reparatur in Richtung eines C/G-Basenpaares und damit zur
Fixierung einer T/A->CG-Transition. Wurde dagegen ein Thymin gegeniiber einem
Guanin eingebaut, so erfolgt die Reparatur durch beide Wege in derselben Richtung,
es entsteht keine Mutation. Untersuchungen der Tetranukleotidhdufigkeiten am

Genom von Escherichia coli K12 zeigten tatsdchlich eine signifikante

Unterreprasentation der Sequenzen TA/TGG und CTA/TG, wihrend die Sequenzen
CA/TGG und CCA/TG tiberreprisentiert sind (Bhagwat und McClelland, 1992; Merkl

et al., 1992). Spiter konnten die Effizienz der Spaltbarkeit unterschiedlicher
Sequenzumgebungen der Fehlpaarung mit dem Mall an Unterreprisentation der
entsprechenden Thymin-enthaltenden Sequenzen korreliert werden (Gladsner et al.,
1995).

Das Vorhandensein der Dcm-Methylierung und Vsp-Reparatur hat also fiir den
Organismus weitreichende Folgen. Dieses System {ibt einen direkten Einflu} auf die
Gestalt des Genoms aus. Die Tatsache dal3 es liberhaupt existiert, mufl bedeuten, daf3
der Organismus nicht nur Nachteile sondern auch Vorteile erlangt. Erkldrungsansitze
wurden 1992 von Merkl et al. geliefert. Sie schlagen vor, dall dieses System als Teil
eines Mutagenese/Rekombinationssystems verstanden werden kann, welches durch
unidirektionalen Transfer kurzer DNA-Sequenzen zu Sequenzpolymorphismen flihrt.
Diese konnten dem Organismus evolutive Vorteile verschaffen. Die Aktivitit der Vsr-
Endonuklease konnte weiterhin zu einer Erhaltung von Sequenzmotiven beitragen, die
ein Cytosin innerhalb der von Vsr erkannten Sequenzen an Position eines
fehlgepaarten Thymins enthalten. (Lieb und Bhagwat, 1996). Die Vermeidung von
C->T-Mutationen im Zuge der Replikation wiirde beispielsweise zu einem Erhalt von
Chi-Sequenzen fiithren, welche ein potentielles Substrat-Motiv der Vsr-Endonuklease
enthdlt. Die Sequenz ist GCTGGTGG, das von Vsr erkannte Motiv ist unterstrichen.
Eine Fehlinkorporation eines Thymins anstelle des fett gedruckten Cytosins wiirde von

der Vsp-Reparatur zum Cytosin repariert werden. Diese Sequenz spielt eine wichtige
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Rolle bei Rekombinationsereignissen (Ubersicht bei Smith, 1994). Sequenzmotive, die
ebenfalls von einer Vsp-Reparatur erhalten werden konnten, finden sich in REP-
Palindromen, welchen eine Rolle bei der Genregulation sowie der
Chromosomenstruktur zugeordnet wird (Dimri et al., 1992).

Es gibt Hinweise auf die Beteiligung weiterer Proteine an der Vsp-Reparatur. So
wurde von Ruiz und anderen 1993 ein Escherichia coli-Stamm isoliert, welcher eine
hohe Frequenz von C—>T-Mutationen an 5-Methylcytosin-Positionen aufweist. Dieser
Phénotyp konnte weder mit der MutHLS-Reparatur noch mit einem Defekt des vsr-
Gens in Verbindung gebracht werden. Das zugehdrige Gen wurde jedoch nicht
beschrieben. Im Falle der T/G-spezifischen Glykosylase Mig.Mth (Abschnitt 1.3.3.2)
konnte eine Stimulation der Aktivitit durch das Genprodukt eines benachbarten
offenen Leserasters gezeigt werden. Die Stimulation erfolgte ohne Beeinflussung der
Sequenzselektivitit (Fondufe, 2000). Der Mechanismus dieser Aktivierung ist jedoch
unklar.

In anderen  Enterobakterien wurden aufgrund von Homologien zur
Aminosduresequenz des Vsr-homologe Proteine identifiziert (sieche Abschnitte 4.1 und
7.1). Diese liegen in Nachbarschaft von Cytosin-Methyltransferasen, was eine
Funktion dhnlich der des Vsr aus Escherichia coli nahelegt. Die einzige Studie zur
Aktivitdt eines Homologen bestand in der Koexpression des Vsr-Homologen aus
Haemophilus influenza und der asoziierten Hpall-Methylase. Der Phénotyp der
erhohten C->T-Mutation innerhalb der Erkennungssequenz CCGG bei alleiniger
Expression der Methylase konnte bei Koexpression mit dem Vsr-Homologen nicht
unterdriickt werden. Dies kann allerdings auch auf mangelnde Deaktivierung des Vsr-
homologen Proteins durch MutS und MutL aus Escherichia coli zuriickzufiihren sein.
Bis dato ist die Aktivitét eines Mitglieds der Familie der Vsr-Homologen nur fiir das

Enzym aus Escherichia coli gezeigt.
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1.4 Zielsetzung

Die Reparatur von Schidden, die durch hydrolytische Desaminierung von
5-Methylcytosin entstehen, ist bei allen Organismen, in welchen diese modifizierte
Base vorkommt, wichtig fiir den Erhalt der genetischen Information. Die Reparatur
dieser Schiden wird durch eine Mismatch-spezifische Glykosylase oder, wie in
Escherichia coli gefunden, durch eine spezifische Endonuklease eingeleitet. Die
Eigenschaft der Vsp-Reparatur konnte mit der Verarmung gewisser
Pentanukleotidsequenzen im Genom von Escherichia coli korreliert werden. Hierbei
spielt die Konkurrenz von Vsp und DNA-Mismatch-Reparatur, einer postreplikativen
Reparatur zu Erhohung der Replikationsgenauigkeit, eine Rolle. Eine Aufklérung
solcher ursdchlichen Mechanismen fiir die Zusammensetzung von Genomen kann
auch fiir die Interpretation der zur Zeit bereits in groler Zahl vorliegenden
vollstindigen genomischen Sequenzen hilfreich sein.

Die Vsp-Reparatur als Mechanismus der Reparatur hydrolytischer Desaminierung von
5-Methylcytosin ist biochemisch bisher nur in Escherichia coli charakterisiert worden.
Es gibt aber Hinweise darauf, daB3 es einen &hnlichen Reparaturweg auch in anderen
Bakterien gibt, da enge Sequenzverwandte des Escherichia coli-Vsr-Proteins auch
anhand vollstidndiger genomischer Sequenzen identifiziert wurden.

Um biochemisch zu untersuchen, ob die Vsp-Reparatur auch in anderen Organismen
eine Rolle spielt, sollte ein entsprechendes Protein untersucht werden. Die Wahl des
Organismus fiel auf Bacillus stearothermophilus, von welchem bekannt war, daf3 es
5-Methylcytosin enthélt. Weiterhin sollte das Problem der Desaminierung bei einer
Wachstumstemperatur von 50 °C im Vergleich zu Escherichia coli noch dringender
sein. Es besteht weiterhin die Voraussetzung fiir eine Untersuchung der Interaktion
von Vsp- und DNA-Mismatch-Reparatur, da auch das mutS- und mutL-Gen durch B.
Fartmann bereits identifiziert worden waren. Neben diesen wissenschaftlichen
Erwigungen war ein weiterer Aspekt auch, dall von einem Protein aus Thermophilen
eine hohere Stabilitdt zu erwarten ist, sodal} es fiir eine Anwendung zur Detektion von
Fehlpaarungen z. B. in der Diagnostik wahrscheinlich besser geeignet ist als Proteine

aus mesophilen Organismen.
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2. Material

2.1 Stamme

Bacillus stearothermophilus H3 (Quelle: Trautner)

Escherichia coli-Stamm Genotyp Referenz

BL21 DE3 F" ompT hsd Sg (rymp’) gal Studier und Noffat,
dem (ADE3) 1986; Novagen

BMH 71-18 A(lac-proAB) supE thi B. Miiller-Hill

[F' lacld lacZAMIS5 proA™

proB*]

DH5-a F-,080-dlacZAM15, endAl, Hanahan, 1983
recAl, hsdR1 (rx- mg+), sup
E44  thi-1, gyrA96(Nal"),
relAl,
A(lacZY A-argF) U169

Der Stamm BMH71-18 enthélt auf dem F-Episom das durch die M15-Deletion
verkiirzte lacZ-Gen; eine Expression des Gens fiihrt zu einer um 30 Aminoséuren
(Aminosdure 11 bis 41) verkiirzten, enzymatisch inaktiven [3-Galaktosidase.
Vektoren, die das lacZa-Fragment enthalten, ermoglichen die Wiederherstellung der
enzymatischen Aktivitit (0-Komplementation). Diese ist durch Umsetzung des

Substrates X-Gal in einen Indigo-Farbstoff optisch {iberpriifbar.

Der Stamm BL21 DE3 besitzt chromosomal integriert das Gen fiir die T7-
Polymerase und wurde in Kombination mit dem Expressionsplasmid pET21d
verwendet, welches zu exprimierende Gene unter Kontrolle des T7-Promotors stellen

kann.

DHSa war der bevorzugte Stamm fiir Klonierungsarbeiten
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2.2 Nahrmedien

TB-Medium

24 g Trypton, 12 g Hefeextrakt, 4 ml Glycerin, H,O ad 900 ml; 23.1 g KH,PO,,
125.4 g K,HPO,4, H,O ad 1 1; getrennt autoklavieren, danach wird der Nahrlosung
100 ml des Phosphatpuffers zugesetzt.

dYT-Medium
16 g Trypton, 10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, ad 1 1 H»O, autoklaviert.

dYT-Agar
16 g Trypton, 10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, 15 g Agar, ad 1 1 HyO, autoklaviert.

Zur Herstellung von Selektivmedien wurden den Medien nach dem Autoklavieren
sterile Antibiotikalosungen zugegeben, die, wenn nicht anders angegeben, in

folgenden Endkonzentrationen eingesetztwurden:

Ampicillin: 100 pg/ml bzw. 50 pg/ml
Kanamycin: 70 mg/ml

Chloramphenicol: 25 ug/ml

Zur Herstellung von Indikatorplatten als Nachweis von B-Galaktosidase-Aktivitit
wurde dem Agar nach dem Autoklavieren X-Gal in einer Endkonzentration von
40 mg/ml zugegeben. Zur Induktion des lac-Promoter wurde IPTG in einer

Endkonzentration von 0.4 mM bis 1 mM zugegeben.
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2.3 Plasmide

pBluescript II SK (). Dieses Plasmid wurde fiir Klonierungen verwendet.

\acZ Mcs

/3 o

pBluescript SK (-)
(2.9Kb)

ABBILDUNG 1: Karte des Plasmides pBluescript IT SK (-). f1-ori: Replikationsursprung des fl-
Bakteriophagen. ColE1: Replikationsursprung von Escherichia coli. bla: Gen der B-Lactamase
(Ampicillinresistenz). lac: Gen fiir das lacZ o-Fragment. MCS: “‘Multiple- cloning-site’.

PET 21-d: Dieses Plasmid wurde fiir die Expression von Vsr.Bst, MutS und MutL

verwendet.

pET 21 d

(5.4Kb)

ABBILDUNG 2: Karte des Plasmides pET 21-d. fl-ori: Replikationsursprung fiir die f1-
Bakteriophagen. bla: Gen der B-Lactamase (Ampicillinresistenz). MCS: ‘Multiple-cloning-site’.
lacl: Gen des lac-Repressors. ori: Replikationsursprung von Escherichia coli.

pET 21-d(+)-BstMutL: Dieses Plasmid wurde als Ausgang fiir die Klonierung des
Hexahistidin-MutL verwendet. Es trdgt im pET 21d-Plasmid das MutL-Gen aus

Bacillus stearothermophilus auf einem chromosomalen HindIII-Fragment.
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pTZ19R-Abla-cat: Dieses Plasmid besitzt ein cat-Gen und vermittelt Resistenz
gegen Chloramphenicol. Es zeichnet sich weiterhin durch ein lacZ-Gen aus, welches
bei Klonierungen unterbrochen wird. Im geeigneten Stamm ist ein ,insert screen‘

durch a-Komplementation moglich.

SuperCosl: Dieses Plasmid wurde zu Konstruktion von Kosmidbibliotheken
verwendet. Kosmidarme werden durch Spaltung mit Xbal und einem geeigneten

Enzym der MCS freigesetzt.

EcoR 1

Notl
73 |

cosmid vector BamH |
7 1

Notl

SuperCos |

EcoR |

ABBILDUNG 3: Karte des Plasmids SuperCosl. Amp: Gen der B-Laktamase
(Ampicillinresistenz). Neo: Gen fiir Kanamycinresistenz MCS: ‘Multiple-
cloning-site’. cos: Sequenzen zur Verpackung in A-Phagenpartikel. ori:
Replikationsursprung von Escherichia coli.

2.4 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide sind in 5°=>3°-Orientierung angegeben.

2.4.1 vsr-Suche und -Klonierung

DG-Mix AGA GGA TCC GAY GGN TGY TTY TGG CA
HG-Mix AGA GGA TCC CAY GGN TGY TTY TGG CA
DS-Mix AGA GGA TCC GAY WBN TGY TTY TGG CA
HS-Mix AGA GGA TCC CAY WBN TGY TTY TGG CA
DS1-Mix AGA GGA TCC GAY TCN TGY TTY TGG CA
HS1-Mix AGA GGA TCC CAY TCN TGY TTY TGG CA

DS2-Mix AGA GGA TCC GAY AGY TGY TTY TGG CA
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HS2-Mix

Kassetten-Oligo-
nukleotid 1
Kassetten-Oligo-
nukleotid 2
Kassetten-Primer

5’VsrBst

3’VsrBst

5’BstVsr-Xba
5’BstVsr-Nco
3’BstVsr-Xho
5’BstVsr-Seq
3’BstVsr-Seq

AGA GGA TCC CAY AGY TGY TTY TGG CA
CTG AAT TCA CAA GGT GCG TTA CAG GIT C

GAT CGA ACC TGTI AAC GGC AAC AGT GAA TTC AGA

CTG AAT TCA CAA GGT G

GCT CTA GAA TAC ATG GAC GAA TC

GGA CTA GIT GIA TTT CAC ATG CG

TGC TCT AGA TAT GGA GIT AAT GIT ATG GC
CAT GCC ATG GAT GEC AGA TGT CCT TAC A
CCG CTC GAG ACT TTG AGA ATC TTT GGC
TTA CGA CCT GIG TGI CCA

CGC CTA CGTI TAA TCC CTC

2.4.2 Substrate fur Spalttests

5’-Fluorescein-markierte Oligonukleotide

Substrat 1
Substrat 2
Substrat 3
Substrat 4
Substrat 5
Substrat 6
Substrat 7
Substrat 8
Substrat 9
Substrat 10
Substrat 11
Substrat 12
Substrat 13
Substrat 14
Substrat 15
FUGxC

Substrat 1
Uracil
Test unterer
Strang

GCCTTATCTCCG CTCGGEG TTAATCTGICGCA
ACTTGGCTTATCTCCG ATCGGT TTAATCTGICGCA
GGGTACTTGECTTATCTCCG CCTGEG TTAATCTGICGCA
GCTTGGEGTACTTGECTTATCTCCG ACTGGT TTAATCTGTCGCA
GGCTTATCTCCG GIGCGC TTAATCTGICGCA
ACTTGGCTTATCTCCG GCGTGC TTAATCTGICGCA
GGCTTATCTCCG TGGTCA TTAATCTGICGCA
GGGTACTTGECTTATCTCCG ATCCCT TTAATCTGICGCA
GCTTGGEGTACTTGECTTATCTCCG ATCAAT TTAATCTGTCGCA
GCCTTATCTCCG TCTCTA TTAATCTGICGCA
GGGTACTTGECTTATCTCCG TATTAG TTAATCTGICGCA
GCTTGGEGTACTTGECTTATCTCCG GATAGC TTAATCTGTCGCA
GGCTTATCTCCG TTCGGG TTAATCTGICGCA
GGGTACTTGECTTATCTCCG CTTGGG TTAATCTGTCGCA
CCTTGGGTACTTGECTTATCTCCG TATGAG TTAATCTGICGCA
GGGTACTTGECTTATCTCCG AGGTCC TTAATCTGTCGCA
ACTTGECTTATCTCCG CUCGEG TTAATCTGICGCA

TGCGACAGATTAA CCCGEG CGGAGATAAGCC
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Untere Stringe, unmarkiert

Substrate 1, 3 TGCGACAGATTAA CCCGEGEG CGGAGATAAGCC
Substrate 2, 4 TGCGACAGATTAA ACCGGT CGGAGATAAGCC
Substrate 5, 6 TGCGACAGATTAA GCGCGC CGGAGATAAGCC
Substrat 7 TGCGACAGATTAA TCGCCA CGGAGATAAGCC
Substrat 8 TGCGACAGATTAA AGGCGGT CGGAGATAAGCC
Substrat 9 TGCGACAGATTAA ATTGGT CGGAGATAAGCC
Substrat 10 TGCGACAGATTAA TAGGGA CGGAGATAAGCC
Substrat 11 TGCGACAGATTAA CTAGTA CGGAGATAAGCC
Substrat 12 TGCGACAGATTAA GCTGTC CGGAGATAAGCC
Substrat 13 TGCGACAGATTAA CCCGGA CGGAGATAAGCC
Substrat 14 TGCGACAGATTAA CCCGAG CGGAGATAAGCC
Substrat 15 TGCGACAGATTAA CTCATG CGGAGATAAGCC
FUGxC-A TGCGACAGATTAA GGACCT CGGAGATAAGCC
FUGxC-C TGCGACAGATTAA GGCCCT CGGAGATAAGCC
FUGxC-T TGCGACAGATTAA GGICCT CGGAGATAAGCC

2.4.3 Oligonukleotide fur Klonierungen

Konstruktion der MutL-Hexahistidin-Variante

5’pET21d-H6 CGI' CTA TCA GGG CGA
3’pET21d-H6 CAC CAC CAC CAC CAC TGA GAT CCG GCT CGCT AAC AAA GCC
CGA

5’BstMutL-H6 GAT CTC AGI GGI' GGT GGI' GGTT GGT GGG TAC CCA TAA CG&C
GCT TGA ACA T
3’BstMutL-H6 GAC TGC CCA GGA ACC

Klonierung des MutS-Homologen aus Bacillus stearothermophilus

3’BstMutS-Sacl TCG ATT TGI CCC GTA TCG TTT CGG
5’BstMutS-Ncol CAG CTG ACC ATG GCA CAA TAT
3’BstMutS-H6 CCG CTC GAG CIT GCT TTT TTT CAT TTG CIG

5’BstMutS-Int1 TGC AGG CAT TCG CTA CAG
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,Screen‘-Primer

scos_for AGT GCC ACC TGA CGT CTA AGA
SCOs_rec TGT CCG TGG AAT GAA CAA TGG

2.4.4 Oligonukleotide zur Sequenzierung

M13reverse (1 RD800) — GGA AAC AGC TAT GAC CAT G
T7 Terminator pET (1 RDB0O0O) - GCT AGT TAT TGC TCA GCG G
BstVsrSeq-Nterm (1 RDB0O0O) - AAG ACC GCC TTT ATC AAT CG
BstVsrSeq-Nterm (1 RDB0O0) - ATA TAA ATC GCC ATC GAT CC

2.5 DNA-Langenstandarts

1 kb-Leiter (MBI): 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 5000,
6000, 8000, 10.000 bp

100 bp-Leiter (MBI): 80, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 bp

2.6 Proteinlangenstandarts (BioRad)

MID- HIGH-
RANGE RANGE
kDa

—  kDa .
Cara sl — 2120

T 882 ||~ 1160

— 550 |l — 974
— — 427
— 400 | s — 66.2

' —— — 575
__], 31.0

s— — 40.0
i — 215

sl — 14.4

12% gel 8% gel
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2.7 Losungen und Puffer fur Arbeiten mit DNA

Alle Pufferkonzentrationen sind in einfacher Endkonzentration angeben.

BW-Puffer

.5 mM Tris-HCI, pH 7.5, 0.5 mM EDTA, 1 M NacCl
Fermentas Restriktionspuffer R

10 mM Tris/HCI pH 8.5, 10 mM MgCl,, 100 mM KCl.
Fermentas Restriktionspuffer G

10 mM Tris/HCI pH 7.5, 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl.
Fermentas Restriktionspuffer Y

33 mM Tris-acetat pH 7.5, 10 mM Mg-acetat, 66 mM K-acetat.
Fermentas Restriktionspuffer O

50 mM Tris/HCL pH 7.5, 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl.
Fermentas Restriktionspuffer B

10 mM Tris/HCI pH 7.5, 10 mM MgCl.

Formamid-Farbmarker

100 ml Formamid, 0.1 g Bromphenolblau, 0.1 g Xylen Cyanol FF, 2ml 0.5M

EDTA, pH 8.0.
KGB

25 mM Tris/Acetat pH 7.5, 10 mM Mg-Acetat, 100 mM Kaliumglutamat, 50 pug/ml

BSA, 0.5 mM [B-Mercaptoethanol.
Ligase-Puffer
66 mM Tris/HCl pH 7.5, 5 mM MgCly, 10 mM DTT, 1 mM ATP.

Mini-Puffer I

50 mM Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris/HCI, pH 8.0.
Mini-Puffer 11

0.2 M NaOH, 1% (w/v) SDS.

Mini-Puffer 111

3 M Kaliumacetat, pH 5.5.

PNK-Puffer

1.2 M NaCl, 50 mM MOPS, pH 7.0, 15% Ethanol.
SSC-Puffer

15 mM tri-Natriumcitrat pH 7.2, 150 mM NaCl.
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STE-Puffer

10 % (w/v) sucrose, 50 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, pH 8.0
Sucrose-Farbmarker

60% (w/v) Saccharose, 0.05% (w/v) Bromphenolblau, 0.05% (w/v) Xylencyanol FF,
in 0.5 x TBE-Puffer.

TAE-Puffer

40 mM Tris-Acetat, 2 mM EDTA, pH 8.0.

TBE-Puffer

89 mM Tris, 89 mM Borsaure, 2.5 mM EDTA.

TE-Puffer

10 mM Tris-HCIL, 0.1 mM EDTA, pH 8.0.

TES-Puffer

10 mM Tris pH 8.0, 100 mM NacCl, 0.1 mM EDTA.
Tfl-DNA-Polymerase-Puffer

50 mM Tris/HCI pH 9.0, 20 mM (NHy4)»>SO4.

2.8 Losungen und Puffer fur Arbeiten mit Protein

HEPES-Puffer

20 mM HEPES, pH 7.6; 5 mM [1-Mercaptoethanol.

(Die NaCl-Konzentration wird als Zahlenzusatz angegeben, HEPES 100 bedeutet
Puffer mit 100 mM NaCl)

IMAC-Puffer 1

25 mM HEPES/KOH pH 7.6, 0.5 M NaCl, 5 mM [3-Mercaptoethanol.

IMAC-Puffer 2

25 mM HEPES/KOH pH 7.6, 0.5 M NaCl, 5 mM [3-Mercaptoethanol, 1 M Imidazol.
Laemmli-Probenpuffer

62.5mM Tris/HCI pH6.8, 10% (v/v) Glycerin, 70 mM SDS, 5% (v/v)
B-Mercaptoethanol, 0.0025% (w/v) Bromphenolblau.

Laufpuffer fiir SDS-PAGE

25 mM Tris, 200 mM Glycin, 0.1% (w/v) SDS.

PAG-Firbelosung

500 ml Methanol, 100 ml Essigséure, 7.5 g Coomassie Brilliant Blue R, ad 1 1 H»O.
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Protein-Probenpuffer

62.5mM Tris/HCI pH6.8, 10% (v/v) Glycerin, 70 mM SDS, 5% (v/v)
B-Mercaptoethanol, 0.0025% (w/v) Bromphenolblau.

Proteinase K-Puffer

0.5 M EDTA, 1 % Laurylsarkosin, 1 mg/ml Proteinase K, pH 8.0

Sammelgelpuffer

1 M Tris/HCI pH 6.8.

Trenngelpuffer

2 M Tris/HCI pH 8.8.

2.9 Enzyme und Proteine

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen: Molekulargewichtsstandard fiir SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE Molecular Weight Standard, Low
Range)

Biozym Epicentre Technologies, Hameln: Tfl-DNA-Polymerase, Cycle-
Sequencing-Kit.

Boehringer Mannheim, Mannheim: Ribonuklease A, T4-DNA-Ligase, T4-DNA-
Polymerase, Proteinase K, ,Complete‘ Protease-Inhibitor-Cocktail

MBI Fermentas, Vilnius, Litauen: Restriktionsendonukleasen, DNA-Polymerase I,
Klenow-Fragment (DNA-Polymerase I, "large fragment"), T4-Polynukleotidkinase,
T4-DNA-Ligase, Bakterielle Alkalische Phosphatase.

NEB New England Biolabs, Frankfurt a.M.: Restriktionsendonukleasen

Promega, Madison, USA: Tfl Polymerase, MagneSphere Partikel, GFX Plasmid

Purification Kit

2.10 Chemikalien

AT Biochem, Malvern, USA: Acrylamid-/Bisacrylamidlosung fiir A.L.F.-Gele
("hydrolink™).

J.T. Baker Chemicals B.V., Deventer, Niederlande: Dimethylformamid.

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg: 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-f-D-
thiogalactopyranosid Dinatriumsalz (x-gal), 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-phosphat
p-Toluidinsalz (BCIP), Isopropyl-f3-D-thiogalactopyranosid (IPTG).
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Boehringer, Mannheim: Ampicillin, 2', 3'- Didesoxyribonukleosid-5'-triphosphate
Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu-Ulm: Bromphenolblau, Glycerin, Saccharose.
Genomed, Research Triangle Park, USA: Jetstar Plasmid Kit.

Gibco/BRL GmbH, Eggenstein: Agarose Electrophoresis Grade; Yeast Extract

Merck AG, Darmstadt: Alle sonstigen verwendeten Chemikalien.

National Diagnostics, Simerville, New Jersey, USA: PROTOGELTM
(vorgemischtes Acrylamid/Bisacrylamid), Acrylagel, Bis-Acrylagel.

Oxoid, Hampshire: Agar bacteriological grade, Trypton.

Pharmacia/LKB GmbH, Freiburg: Ammoniumperoxodisulfat, N, N, N', N'-
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Riedel de Haen AG, Seelze: Chloroform, Ethanol, Natriumchlorid, konz. Salzsiure
Serva Feinbiochemica GmbH & Co., Heidelberg: Ethylendiamin-tetra-essigsdure
Dinatriumsalz (EDTA), Dithiotreitol (DTT), Kanamycin, Natriumdodecylsulfat
(SDS), Harnstoff

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen: Coomassie Brillant Blue R, Ethidiumbromid,
B-Mercaptoethanol, Natriumnitrit, 4-Nitro-tetrazoliumchloridblau (NBT), Ponceau-

S-Konzentrat, Tetramethylammoniumchlorid, Xylencyanol FF.

2.11 Sonstige Materialien und Gerate

Aminco SLM, Urbana, Illinois USA: French Pressure Cell Press.

Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt: Poros-Medien, ‘Vision Workstation’
Biocad Perseptive,

Bender & Hobein AG, Ziirich: Vortex Genie 2

Cybertech GmbH, Berlin: Cybertech CS-1 Elektronische Sofortbildkamera zum
Fotografieren von Gelen.

Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg: Eppendorf-Reaktionsgefille.

C. A. Greiner & Sohne GmbH & CoKG, Niirtingen: Petrischalen, 10 ml- und
50 ml-RShrchen

G. Heinemann Laboratoriums-Ausriistungen, Schwiib. Gmiind: Ultraschallgerit
Branson Sonifier W-250.

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen: Mikroliter Tischzentrifuge; Kiihlzentrifuge Mikro
Rapid/K, Kiihlzentrifuge Rotanta/RPC; Kiihlzentrifuge Roto Silenta/RP.
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Kimberley-Clark GmbH: Kimwipes ™M fusselfreie Papiertiicher.

Kontron Instruments GmbH, Eching: Zweistrahl-Spektralphotometer Uvikon 930
MJ Research: Thermal Cycler fiir Cycle Sequencing.

Pharmacia/LKB GmbH, Freiburg: Activated Laser Fluorescence DNA-Sequencer
(A.L.F.), Sdulenmaterial: Chelating Sepharose®

Savant Instruments, Vaterstetten: Speed Vac Concentrator SVC 100 H.

Sorvall Instruments, Bad Nauheim: Zentrifuge RC-5C, Rotortyp SS34

Schleicher & Schiill GmbH, Dassel: 3MM-Filterpapier (Whatman).
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3. Methoden

3.1 Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Anzucht und Lagerung von Escherichia coli

Die Anzucht von Escherichia coli erfolgte, wenn nicht anders vermerkt, unter
Schiitteln bei 120-150 rpm bei 37 °C in dYT-Medium, welchem gegebenenfalls
geeignete Antibiotika zugesetzt wurde. Das Wachstum wurde durch Messung der
optischen Dichte bei 600 nm (O.D. ¢) verfolgt. Zur Erzeugung von Einzelkolonien
wurden Zellsuspensionen auf dYT-Agarplatten ausgestrichen und bei 37 °C
kultiviert.

Auf festem Nédhrmedium kultivierte Zellen konnten fiir einen Monat bei 4 °C
aufbewahrt werden. Zur langfristigen Lagerung wurden Zellen einer Ubernachtkultur

mit 1 Volumen sterilem Glycerin vermischt und bei —70 °C gelagert.

3.1.2 Anzucht und Lagerung von Bacillus stearothermophilus H3

Bacillus stearothermophilus H3 wurde unter Schiitteln bei 100 rpm im 50 °C-
Wasserbad kultiviert. Die Anzucht erfolgte in dYT-Medium, welchem 2 g Beef
extract zugesetzt wurde. Das Wachstum wurde durch Messung der optischen Dichte
bei 600 nm (O.D. ¢p) verfolgt. Zur Erzeugung von Einzelkolonien wurden
Zellsuspensionen auf dYT-Beef extract-Agarplatten ausgestrichen und bei 50 °C
kultiviert. Um eine Austrocknung der Agarplatten zu vermeiden, wurden diese in
Plastikfolie verschweil3t.

Auf festem Néhrmedium kultivierte Zellen konnten fiir einen Monat bei 4 °C
aufbewahrt werden. Zur langfristigen Lagerung wurden Zellen einer Ubernachtkultur
pelletiert, in sterilem Wasser resuspendiert und bei —70 °C gelagert. Die Zugabe von

DMSO oder Glycerin erwies sich hier als nachteilig.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Transformation chemisch kompetenter Escherichia coli

3.2.1.1 Transformation nach der CaCl,-Methode (Cohen et al., 1972)

Zur Préparation der kompetenten Zellen wurden 50 ml dYT-Medium mit 1 ml einer
Ubernacht-Kultur in 1 ml dYT bei 37 °C bis zum Erreichen einer O.D.gy von 0.3 bis
0.4 geschiittelt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert (Hettich
Rotanta/RPC, 4000 rpm, 4 °C, 10 min) und mit 20 ml und anschliefend 10 ml einer
eiskalten 100 mM CaCl,-Losung gewaschen. Nach Resuspendieren in 2 ml 100 mM
CaCl,-Losung wurden die Zellen 30 Minuten auf Eis gelagert. Derart préaparierte
Zellen konnten eine Woche bei 4 °C aufbewahrt werden.

Zur Transformation wurden 200 ul der Zellsuspension mit DNA (20 bis 400 ng in bis
zu 10 pl Volumen) vermischt. Nach 30miniitiger Inkubation auf Eis wurde fiir 3
Minuten auf 42 °C erhitzt, 1 ml auf 37 °C vorgewdrmtes dYT-Medium zugegeben
und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Dann wurden 50 bis 200 ul auf geeignetem
Selektivmedium plattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.2.1.2 Transformation gefrierkompetenter Zellen (Inoue et al., 1990)

(Alle verwendeten Losungen und Medien zur Préparation der Zellen wurden zur
Verringerung von Spuren verunreinigender Agenzien mit Aktivkohle-behandeltem
Wasser angesetzt. Weiterhin wurden alle verwendeten Gerdte zweimal mit
destilliertem Wasser autoklaviert.)

Zur Praparation der kompetenten Zellen wurden 400 ml SOC-Medium mit 2 ml einer
Ubernacht-Kultur angeimpft und bei 18 °C iiber Nacht geschiittelt. Bei Erreichen
einer O.D.gp0 von 0.6 wurde die Kultur auf Eis abgekiihlt und die Zellen
anschlieend pelletiert (Hettich Rotanta/RPC, 4000 rpm, 4 °C, 10 min). Nach
Aufnahme in 128 ml eiskaltem TB-Puffer wurde fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert
und wie oben pelletiert. Dann wurden die Zellen in 32 ml eiskaltem TB-Puffer
resuspendiert, mit DMSO versetzt (Endkonzentration: 7 % (v/v)) und weitere 10
Minuten auf Eis gelagert. Aliquots von 200 pl wurden dann in vorgekiihlte sterile
1.5 ml-Reaktionsgefde tberfiihrt und in fliissigem Stickstoff gefroren. Die so

préparierten Zellen wurden bis zu einem Monat bei —70 °C gelagert.
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Zur Transformation wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, DNA (bis 200 ng in bis zu
5 ul) untergemischt und fiir 5 Minuten auf Eis inkubiert. Dann wurde fiir 30
Sekunden bei 42 °C inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml vorgewarmten SOC-Mediums
wurde eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Aliquots von 20 bis 200 ul wurden dann auf
geeignetem Selektivmedium plattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.2.2 Transformation von Escherichia coli mittels Elektroporation
(nach Dower et al., 1988)

Zur Priparation von Zellen wurden 50 ml SOC-Medium mit 1 ml einer Ubernacht-
Kultur angeimpft und bis zum Erreichen einer O.D.gp0 von 0.4 bei 37 °C geschiittelt.
Die Zellen wurden pelletiert (Hettich Rotanta/RPC, 4000 rpm, 25 °C, 10 min) und in
400 ml frischem, auf 37 °C vorgewdrmtem SOC-Medium aufgenommen. Nach
weiterer Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen bei Erreichen einer O.D.go9 von 0.4
auf Eis abgekiihlt und geerntet (Hettich Rotanta/RPC, 4000 rpm, 4 °C, 10 min).
Dann wurden die Zellen in 100 ml eiskaltem, Aktivkohle-gereinigtem Wasser
resuspendiert und fiir 10 Minuten auf Eis gelagert. Dann wurden die Zellen pelletiert
(Hettich Rotanta/RPC, 4000 rpm, 4 °C, 10 min), in 20 ml eiskaltem, Aktivkohle-
gereinigtem Wasser resuspendiert und wiederum 10 Minuten auf Eis gelagert. Nach
erneutem Pelletieren wurden die Zellen in 2 ml eiskaltem, Aktivkohle-gereinigtem
Wasser resuspendiert und nochmals 10 Minuten auf Eis gelagert. So behandelte
Zellen wurden zur Transformation eingesetz, weiterhin konnten Aliquots von 50 pl
in 1.5 ml Reaktionsgefalen in fliissigem Stickstoff gefroren und bei —70 °C
aufbewahrt werden.

Zur Transformation wurden 50 pl Zellsuspension in einem 1.5 ml Reaktionsgefal3
mit DNA (10 bis 100 ng in maximal 2 ul) vermischt. Dann wurde in eine auf Eis
vorgekiihlte Elektroporationskiivette (Elektrodenabstand: 0.1 oder 0.2 cm) tiberfiihrt
und ein elektrischer Puls angelegt (25 uF, 200 Q, 2.5 kV). Die Zeitkonstanten
erreichten Werte von 4.0 bis 4.5 Millisekunden. Die Kiivette wurde dann mit 1 ml
dYT gefiillt und die Suspension zur Inkubation (1 Stunde bei 37 °C) in ein neues
Reaktionsgefa3 iiberfiihrt. AnschlieBend wurden 20 bis 200 ul auf geeignetem
Selektivmedium plattiert und {iber Nacht bei 37 °C inkubiert.



Methoden 35

3.2.3 Selektion von Klonen mittels X-Gal-Test

Plasmide der pBluescript-Reihe oder pTZ19 ermdglichen im geeigneten Stamm die
Selektion auf ,insert’-tragende Klone mittels X-Gal-Test. Diese Plasmide weisen
eine im 5’-Ende des lacZ-Gens gelegene multiple Klonierungsstelle auf. Dieses
Plasmid-kodierte lacZ-Genfragment, welches flir das sogenannte o-Peptid kodiert,
kann, unter Kontrolle der lac- Promoter- und Operatorregion durch IPTG-Zugabe
induziert, eine im Stamm inaktivierte [3-Galaktosidase komplementieren (Vieira und
Messing, 1982). Zugegebenes Substrat X-Gal wird durch (-Galaktosidaseaktivitit
gespalten und oxidiert dann zum blauen Farbstoff 5-Brom-4-chlor-indigo. Klone, bei
welchem ein Insert in der multiplen Klonierungsstelle vorliegt, konnen das Plasmid-
kodierte a-Peptid nicht bilden und erscheinen als weille Kolonien, wihrend solche,

denen ein Insert fehlt, blau erscheinen.

3.2.4 Methoden zur Praparation, Extraktion und Reinigung von
DNA

3.2.4.1 Bestimmung der Konzentration von DNA-L&sungen

Die Konzentration von DNA-L&sungen wurde photometrisch bei einer Wellenldnge
von 260 nm bestimmt. Zur Messung wurden Quarzkiivetten (Schichtdicke 1 cm)
verwendet. Eine O.D. von 1 entspricht dabei einer Konzentration von 50 pg/ml
doppelstriangiger bzw. 31 pg/ml einzelstringiger DNA. Die Reinheit einer DNA-
Losung konnte durch weitere Messung der O.D. bei 280 nm abgeschitzt werden. Ein

Quotient O.D.;60/0.D.280 < 2 zeigt eine Verunreinigung durch Proteine an.

3.2.4.2 Fallung von DNA aus wassrigen Lésungen

Zur Fillung von DNA wurden 1/10 Volumen 7 M Ammoniumacetat und 3 Volumina
96 % Ethanol zugegeben. Die so erreichte hohe Konzentration an monovalenten
Kationen und anschlieender Losungsmittelentzug bewirken eine Fillung der DNA.
Im Allgemeinen wurde fiir 5 bis 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bei
geringer DNA-Konzentration und/oder kleinen Fragmentgrolen wurde fiir eine
Stunde bei —70 °C inkubiert. Die DNA wurde durch Zentrifugation pelletiert
(HETTICH Tischzentrifuge, 12.000 rpm, 4 °C, 15 min) und das Pellet mit 75 %
Ethanol (v/v) gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation (HETTICH
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Tischzentrifuge, 12.000 rpm, 4°C, 5 min) wurde das Ethanol vollstindig
abgenommen, Ethanolreste wurden durch Trocknen des Pellets fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur oder 37 °C entfernt. Ein volliges Austrocknen des Pellets war
hierbei zu vermeiden, da dies das anschlieBende Resuspendieren in TE-Puffer
erschwert.

Bei grofleren Volumina erfolgte die Fillung wie beschrieben, jedoch wurden zur

Féllung statt Ethanol 0.7 Volumina Isopropanol zugegeben.

3.2.4.3 Phenol/Chloroform-Extraktion

Zunichst wurde eine Phenolldsung hergestellt werden. Dazu wurden 250 g
kristallinen Phenols mit 65 ml destilliertem Wasser, 3.75 ml 2 M NaOH und 3 ml 1
M Tris/HCl (pH 7.5) versetzt und liber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Als
Oxidationsschutz wurden zur Losung 0.1 % (w/v) p-Hydroxychinolin gegeben und
schlieBlich mit Paraffin {iberschichtet. Diese Losung wird im folgenden als Phenol
bezeichnet.

Die Extraktion mit Phenol/Chloroform dient der Entfernung von Proteinen aus DNA-
Losungen. Die Losung wird mit 1 Volumen eines Gemisches aus Phenol und
Chloroform (1:1) versetzt und durch Vortexen stark durchmischt. Es kommt zur
Denaturierung der Proteine, welche sich nach Zentrifugation (HETTICH
Tischzentrifuge, 12.000 rpm, RT, 5 min) in der Interphase sammeln. Die DNA-
haltige wissrige Oberphase wird vorsichtig in ein neues Reaktionsgefal3 {iberfiihrt.
Dann erfolgt zur Entfernung von Phenolresten eine analoge Extraktion mit 1
Volumen Chloroform. Die wéssrige Oberphase wird erneut {iberfithrt und die DNA
mit Ethanol gefillt (3.2.4.2).

3.2.4.4 Anreicherung biotinylierter PCR-Produkte mittels paramagnetischer
Partikel

Zur Anreicherung von biotinylierten PCR-Produkten aus einem Reaktionsgemisch
wurden 10 pul einer PCR zur Entfernung von Oligonukleotiden mit dem
NucleotraPCR" Kit nach Anweisungen des Herstellers behandelt. Die DNA wurde in
50 pl TE eluiert. 40 ul des Eluates wurden mit 50 pul Streptavidine MagneSphere-
Partikelsuspension und 40 pl 2x BW Puffer gemischt und fiir 15 Minuten bei
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Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiert. Nach vier Runden des Waschens mit je
100 ul 1x BW Puffer wurden die Proben auf Eis platziert und gebundene DNA durch
Aufnahme der Partikel in 40 pl eiskalter 0.1 M NaOH fiir zwei Minuten denaturiert.
Der Uberstand wurde durch Zugabe von 40 pl eiskaltem 0.1 M HCI und 5 pl
1 M Tris/HCI, pH 7.5 neutralisiert. Diese einzelstrangige DNA wurde als ,template*

in einer anschlieenden zweiten PCR-Runde weiter angereichert.

3.2.4.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Zur Auftrennung von DNA nach ihrer Gréfe wurden 0.7 bis 1.5 %ige (W/v)
Agarosegele verwendet. Die Agarose wurde durch Aufkochen in TBE-Puffer gelost
und, je nach verwendeter Gelkammer, in eine entsprechende Form oder direkt in eine
Flachbettkammer gegossen. Sofortiges Einsetzen eines Kammes formt Taschen zum
spateren Beladen der Gele mit DNA-Losung. Nach Erkalten wird 1x TBE als
Laufpuffer aufgefiillt. Die DNA-Losung wurde mit Sucrose-Farbmarker versetzt und
in die Taschen des Geles pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung
von 80 bis 140 V durchgefiihrt. Gelen wurde entweder vor dem Gie3en
Ethidiumbromid zugesetzt (0.5 pg/ml) oder diese nach der Elektrophorese fiir 15
Minuten in einem Ethidiumbromid-Farbebad (1 pg/ml) geschwenkt und
anschlieBend in Wasser entfirbt (5 Minuten). Das in DNA interkalierende
Ethidiumbromid erlaubt das Sichtbarmachen von DNA im UV-Durchlicht (302 nm).
Sollten kleine DNA-Fragmente (kleiner als 300 bp) aufgetrennt werden, so wurde
eine Mischung aus 1 % (w/v) Hydroxyethylcellulose (HEC) und 1.5 % Agarose

verwendet (nach Perlman und Halvorson, 1987).

3.2.4.6 Reinigung von DNA aus Agarosegelen

Zur Reinigung von DNA aus Agarosegelen wurde diese zunéchst
gelelektrophoretisch aufgetrennt und der entsprechende Bereich aus dem Gel
ausgeschnitten. Die Aufreinigung erfolgte im weiteren mit dem Nucleotrap-Kit
(Macherey & Nagel) nach den Angaben des Herstellers. Die Agarose wird dazu in
einem chaotrophen Puffer gelost und mit einer Silica-Matrix-Suspension versetzt, an

welche die DNA bindet. Nun folgen Waschschritte mit Hochsalzpuffer sowie einem
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Ethanol-haltigen Puffer. Die DNA wird schlieflich in einem Niedrigsalz-Puffer
(meist TE-Puffer) eluiert.

3.2.4.7 Reinigung von Fluorescein-markierten Oligonukleotiden mittels
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Aufreinigung von Fluorescein-markierten Oligonukleotiden wurden diese in
einem denaturierenden Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Gele der Male
20x25x 1.5cm enthielten 15% (v/v) Acrylamid und Bisacrylamid im
Gewichtsverhéltnis 30:0.8 (Protogel, National Diagnostics) und 8 M Harnstoff in 1x
TBE-Puffer, als Laufpuffer wurde 1x TBE verwendet. Es wurden 7.5 nM
Oligonukleotid mit 1 Volumen Formamid versetzt und aufgetragen, dann wurde mit
25 W fiir 2 Stunden aufgetrennt. Die an ihrer charakteristischen Farbe leicht
erkennbaren Banden wurden ausgeschnitten und die DNA in 500 pl TE-Puffer iiber
Nacht bei 42 °C eluiert. Die DNA wurde anschliefend mit Ethanol geféllt und in 30
ul TE-Puffer resuspendiert.

3.2.4.8 Praparation chromosomaler DNA aus Escherichia coli

Zellen einer 1.5 ml Ubernachtkultur wurden durch Zentrifugation pelletiert und in
570 ul TE-Puffer resuspendiert, welcher zusétzlich 1 mg/ml Proteinase K enthielt.
Dann wurden 30 pl 10 % (w/v) SDS zugegeben und bei 37 °C fiir 1h inkubiert.
AnschlieBend wurden 100 pl 5 M NaCl zugesetzt und eine Ethidiumbromid-
Konzentration von 1 mg/ml eingestellt. Dann erfolgte eine dreifache Extraktion mit
Phenol/Chloroform. Nach Zugabe von RNAse A (1 mg/ml) und einer einstiindigen
Inkubation bei Raumtemperatur wurde die DNA durch Zugabe von 0.6 Volumina
Isopropanol gefillt, mit 75 % Ethanol gewaschen und bei 4 °C iiber Nacht in 100 pl
TE resuspendiert.

3.2.4.9 Praparation chromosomaler DNA aus Bacillus stearothermophilus H3

Niedermolekulare chromosomale DNA, welche als Template in einer PCR eingesetzt
werden sollte, wurde wie folgt pripariert: Zellen einer Ubernachtkultur wurden
pelletiert (Hettich Rotanta/RPC, 4000 rpm, 4 °C, 10 min) und in 1/4 Volumen STE-
Puffer, welcher 5 mg/ml Lysozym enthielt, aufgenommen. Nach Inkubation bei

Raumtemperatur fiir 20 Minuten wurden 1/10 Volumen einer 10 % SDS-Ldsung
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(w/v) und Proteinase K in einer Konzentration von 5 mg/ml zugesetzt und fiir 30
Minuten bei 65°C inkubiert. Dann wurde Ethidiumbromid zugegeben
(Endkonzentration 1 mg/ml) und zweimal mit Phenol/Chloroform (1:1) extrahiert.
AnschlieBend wurde RNase A in einer Konzentration von 1 mg/ml zugegeben und
fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer weiteren Extraktion mit
Phenol/Chloroform wurde die DNA durch Zugabe von 1.5 Volumina Ethanol (96 %)
gefillt, pelletiert (HETTICH Tischzentrifuge, 12000 rpm, 4°C, 1 min) und mit 70 %
Ethanol gewaschen. Die DNA wurde iiber Nacht bei 4 °C in in TE-Puffer (1/10
Volumen der Ausgangskultur) resuspendiert.

Hochmolekulare DNA zur Konstruktion von Kosmidbanken wurde folgendermalien
pripariert: 50 ml einer Ubernachtkultur wurden zum Animpfen einer 500 ml-Kultur
eingesetzt. Bei Erreichen einer O.D.go9 von 1.0 wurden die Zellen durch
Zentrifugation pelletiert (Hettich Rotanta/RPC, 4000 rpm, 4°C, 30 min) und in 12.5
ml TEN-Puffer, welcher 1 mg/ml Lysozym enthielt, aufgenommen. Anschlieend
wurde fiir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Dann wurden 12.5 ml Proteinase K-
Puffer zugegeben und nach vorsichtigem Mischen iiber Nacht bei 50 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden 25 ml Ethanol (96 %) zugegeben und nach vorsichtigem
Mischen die gefillte DNA in ein neues Gefdl3 liberfiihrt. Diese wurde dann fiir zwei
Stunden bei Raumtemperatur getrocknet und iiber Nacht in 5 ml TE-Puffer

resuspendiert.

3.2.4.10 Praparation von Plasmid-DNA

Zur Préiparation von Plasmid-DNA im analytischen Maf3stab (nach Le Gouill et al.,
1994) wurden 2 ml einer Ubernacht-Kultur pelletiert (HETTICH Tischzentrifuge,
12000 rpm, RT, 1 min) und in 150 pl Mini-Losung I resuspendiert. Die Lyse im
Alkalischen erfolgte durch Zugabe von 200 pl Mini-Losung II und Inkubation bei
Raumtemperatur fiir 2 Minuten. Dann wurden 225 pl Mini-Losung 111, anschlieend
200 pl Chloroform zugegeben und durch Vortexen kriftig gemischt. Die schnelle
Neutralisation und anschlieBendes Mischen mit Chloroform bewirkt eine Fillung der
chromosomalen DNA und Proteine, Plasmid-DNA bleibt in Losung. Nach einer
Zentrifugation (HETTICH Tischzentrifuge, 12000 rpm, RT, 5 min) wurde der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefdB iiberfiihrt und mit Ethanol gefillt (3.2.4.2).

Alternativ zu dieser Methode wurden Kits (Amersham Pharmacia, Quiagen) zur
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analytischen Isolierung nach Angaben der Hersteller verwendet. Bei diesen wird die
Plasmid-DNA nicht mit Ethanol geféllt, sondern in kleinen Sdulen an eine
Anionenaustauscher-Matrix gebunden, gewaschen und eluiert. Die Séulen werden
dazu in einer Tischzentrifuge zentrifugiert, wodurch eine schnelle Aufreinigung
erreicht werden kann. Diese DNA eignete sich besonders zur Sequenzierung wenn
nur vergleichsweise kurze Leseweiten notig waren.

Zur Priparation von Plasmid-DNA im préiparativen Mafstab wurden Jetstar-Kits
(Genomed) nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Dazu wurde Plasmid-DNA
ausgehend von 30 ml einer Ubernacht-Kultur pripariert. Das Prinzip entspricht dem
der alkalischen Lyse. Nach Féllung der chromosomalen DNA und der Proteine wird
die Plasmid-DNA-Losung hier zundchst {iber Anionenaustauscher-Sdulen gereinigt

und anschliefend mit Isopropanol gefillt.

3.2.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) (Mullis und Falloona, 1987)

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurden zwei die amplifizierende DNA
flankierende Oligonukleotide (Primer) sowie Matrizen-DNA in einem geeigneten
Puffer mit einer temperaturstabilen Polymerase vermischt und einem dreistufigen
Temperaturzyklus in mehreren Zyklen ausgesetzt. Die iiblicherweise angesetzte

Mischung war folgende:

Komponente Menge
Matrizen-DNA 200 ng

Primer je 100 pmol
dNTP-Gemisch 20 mM je dANTP
MgCl, 1.5 mM

Tfl-Puffer 1x (laut Hersteller)
Tfl-Polymerase lu

Wasser ad 50 pl

Durch Zugabe von Tetramethylammoniumchlorid konnte in einigen Féllen die
Spezifitit der Amplifikation sowie die Ausbeute an Produkt zu erhoht werden

(Chevet et al., 1995).
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Die Ansitze wurden in 0.5 ml-Reaktionsgefdalen mit ,Chill-out” Wachs iiberschichtet
und in einem PCR-Block plaziert. Ublicherweise wurde zunichst ohne Polymerase
fiir 2 Minuten auf 95 °C erhitzt (,hot start’), dann auf 85 °C abgekiihlt und dann die
Polymerase zugegeben. Dann wurde 15 Sekunden bei 92 °C denaturiert, dann fiir 15
Sekunden  hybridisiert und  schlieBlich bei  72°C  elongiert. Die
Hybridisierungstemperatur war abhédngig von den verwendeten Primern. Die

Schmelztemperatur errechnete sich fiir jeden Primer nach:

Tm = 69.3 + 0.41 x (GC-Gehalt in mol%) [°C]

Die Hybridisierungstemperatur (auch ,annealing’-Temperatur) ist abhdngig von den

Schmelztemperaturen T; und T, der beiden verwendeten Primer:

Thyb =(T;+Ty) +2.5

Die Elongationszeit ist abhéngig von der Ldnge des amplifizierten Fragmentes.
Ublicherweise werden hier 1 Minute pro kbp gerechnet. Die drei Zyklen wurden nun
20 bis 30 mal wiederholt, die Reaktion am Ende auf 4 °C abgekiihlt.

Eine Optimierung der ,annealing’-Temperatur konnte auf einem ,Mastercycler
Gradient’ (Eppendorf) durchgefiihrt werden. Dabei wurde im ,annealing’-Schritt
iiber den Bereich des Heizblockes ein definierter Temperaturgradient erzeugt, die
Reaktionsgefdlle wurden in geeigneter Weise auf dem Block plaziert.

Wurden Gemische aus Oligonukleotiden (,degenerierte Primer’) eingesetzt, so
konnte die Spezifitdt durch eine ,touchdown’-PCR erh6ht werden (Don et al., 1991).
Dabei werden vor einer PCR unter Standartbedingungen (s.0.) zunichst einige
Zyklen vorangesetzt, bei welchen eine ,annealing’-Temperatur deutlich tber der
errechneten gewdhlt wird. Diese wird dann in jedem Zyklus verringert. Dies fiihrt
dazu, daB3 Oligonukleotide, welche mit der ,template’-Sequenz gut iibereinstimmen,
einige Zyklen eher eine Amplifikation bewirken. Dieser ,Vorsprung’ in der
Amplifikation fiihr zu einer bevorzugten Amplifikation mit passenden Primern eines

Gemisches.
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3.2.5.1 SOE-PCR zur Fusionierung von DNA-Fragmenten

Zur Fusionierung zweier DNA-Fragmente, die iiber einen Bereich von 20 bp oder
mehr {iberlappen mufiten, wurde die Methode der SOE-PCR (,splicing by overlap
extention‘) angewandt (Yon und Fried, 1989; Daugherty et al., 1991, Horton et al.,
1993). Dazu wurden zunichst zehn Zyklen einer Standart-PCR mit je etwa 50 ng der
zu fusionierenden DNA-Fragmente durchgefiihrt. Die Hybridisierungstemperatur lag
hier bei 45°C. Dann wurden zwei Primer zugegeben, die das Gesamtfragment

flankieren. AnschlieBend wurde eine PCR unter Standartbedingungen fortgefiihrt.

3.2.5.2 Inverted-PCR (Ochman et al., 1988; Triglia et al., 1988)

Die ,inverted’-PCR wurde eingesetzt, wenn Sequenzinformation 5’ und 3’ eines
bekannten DNA-Abschnittes benétigt wurden. Dazu wurde ,template’-DNA, auf
welcher der bekannte Abschnitt vorhanden ist, mit einer Restriktionsendonuklease
geschnitten und in verdiinnter Losung ligiert, sodall zirkuldre DNA gebildet wurde.
Diese diente dann als Matrize. Die Primer paarten dabei derart mit der Matrizen-
DNA, dal eine DNA-Synthese ausgehend von den beiden Primern in
entgegengesetzte Richtung verlief. Die PCR-Bedingungen waren dann dieselben wie
in Abschnitt 3.2.5. Wegen der zirkuldren Natur der Matrize kam es zur Amplifikation
eines linearen DNA-Fragmentes, welches fast der gesamten zirkuldren Matrize
entsprach. Ein solches Fragment konnte dann kloniert und sequenziert werden.

Um zu zirkuldrer DNA der hierfiir geeigneten Grofe zu gelangen, mufliten
verschiedenen Restriktionsendonukleasen zur Herstellung der zirkuldren Matrizen-
DNA getestet werden. Sehr kurze DNA-Fragmente konnen nicht zirkularisiert
werden. Entstehen bei der Ligation zu kleine zirkuldre Molekiile, so ist die Menge an
neuer Sequenzinformation unter Umsténden zu gering. Sind die zirkuldren Produkte,
auf welchen das bekannte Fragment liegt, zu groB3, ist die Sequenzierung langwierig.

Unter Umsténden 148t sich wegen der GréBe gar kein PCR-Produkt erzeugen.

3.2.5.3 Kolonien-,screening’ mittels PCR

Zum ,screening’ von Plasmid-tragenden Klonen auf Anwesenheit bestimmter
Plasmid-kodierter Sequenzen wurden Zellen einer Kolonie mit einem Zahnstocher in
ein PCR-Reaktionsgefdll {bertragen und anschlieBend auf einer Masterplatte
abgelegt. Durch Kochen der Zellen fiir 2 Minuten bei 98 °C wurden diese
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aufgeschlossen. Nach Abkiihlen auf 85°C wurden Polymerase und Primer
zugegeben; dem schloB sich eine gewohnliche PCR an. Nach Analyse der
Reaktionen auf einem Agarosegel konnten identifizierte positive Klone von der
Masterplatte abgenommen werden. Diese Methode erlaubte die Untersuchung einer
groflen Anzahl von Klonen.

In der Praxis wurden zunéchst zwei Gemische angesetzt. Das erste Gemisch enthielt
einfachen Polymerasepuffer, 0.1 % Triton-X100 sowie Wasser mit einem Volumen
von 25 pl pro PCR. Das zweite Gemisch enthielt einfachen Polymerasepuffer sowie
alle auf 50 ul Gesamtvolumen berechneten restlichen Komponenten (dANTPs, MgCl,,
Primer und Polymerase) in 25 pul Volumen. Die Zellen wurden zundchst in 25 pl
Detergenz-haltigem Puffer aufgekocht. Alle fiir eine PCR notwendigen
Komponenten wurden dann in 25 ul des zweiten Gemisches zugefiigt. Dann erfolgte

eine Standart-PCR wie in Abschnitt 3.2.5.

3.2.6 Enzymatische Modifikation von DNA

3.2.6.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Zur Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen wurde nach Angaben des
jeweiligen Herstellers verfahren. Die DNA wurde in einem geeigneten Puffer mit der
nétigen Enzymmenge versetzt und bei geeigneter Temperatur inkubiert. Bei
gleichzeitiger Spaltung mit zwei oder mehr Enzymen erwies sich KGB-Puffer oft als
geeignet. Im Falle priparativer Spaltung wurde unter Verwendung einer geringeren
Enzymmenge iiber Nacht inkubiert. Einige Enzyme konnten durch Hitze, etwa duch

Inkubation bei 65 °C fiir 20 Minuten, inaktiviert werden.,’

3.2.6.2 Phosphorylierung von DNA-Enden

Zur Phosphorylierung der 5‘-Enden von DNA wurden 200 pmol DNA mit 1 u T4
Polynukleotidkinase in PNK-Puffer versetzt. Nach Inkubation bei 37 °C fiir 30
Minuten wurde durch einen Hitzeschritt das Enzym inaktiviert (20 Minuten, 65 °C).
Die Phosphorylierung der 5‘-Enden von DNA war notig, wenn Oligonukleotide mit

threm 5°-Ende ligiert werden sollten.
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3.2.6.3 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Die Dephosphorylierung von DNA-Enden wurde durchgefiihrt, um eine Religation
von Plasmid-DNA zu vermeiden und war besonders dann wichtig, wenn Plasmid-
DNA mit nur einer Restriktionsendonuklease oder mit solchen, die glatte Enden
erzeugen, gespalten war.

Die Dephosphorylierung der DNA erfolgte nach deren Spaltung mit Hilfe von
Restriktionsendonukleasen durch Zusatz von 10u CIAP (Calf Intestine Alkaline
Phosphatase) pro ug DNA und einer weiteren Inkubation bei 37 °C fiir 30 min. Die
Dephosphorylierung konnte in allen verwendeten Puffern durchgefiihrt werden. Eine
Hitzeinaktivierung bei 65 °C ist moglich. Fiir maximale Ligationseffizienzen, wie
z.B. im Falle der Generierung von Repertoires und DNA-Banken bendtigt, war die
Verwendung von Shrimp Alkaline Phosphatase vorzuzichen, da diese weitaus
hitzelabiler ist und die effizientere Inaktivierung sich positiv auf die
Ligationseffizienz auswirkte. Die Inkubation wurde in diesem Fall bei 16 °C

durchgefiihrt.

3.2.6.4 Glattung von DNA-Enden

Zur Glittung von DNA-Enden wurden 2 u T4 DNA Polymerase pro pg DNA im
vom Hersteller empfohlenen Puffer in Anwesenheit von 20 pul jenden dNTPs
gemischt. Nach einer Inkubation von 30 Minuten bei 11 °C wurde die Polymerase

durch Erhitzen inaktiviert (10 Minuten, 75 °C).

3.2.6.5 Ligation von DNA-Enden

Die Ligation von DNA wurde in geeignetem ATP-haltigen Puffer durchgefiihrt.
Dabei wurde fiir eine Standardligation 1 u T4 DNA Ligase mit etwa 200 ng Plasmid-
DNA sowie einem 2-3fachen molaren Uberschul an ,insert’-DNA eingesetzt. Die
Inkubation erfolgte bei 16 °C iiber Nacht. In einigen Fillen war eine Inkubation bei
37 °C fiir 1 h ausreichend.

Sollte eine Rezirkularisierung von DNA-Fragmenten erzielt werden, so war eine
DNA-Konzentration von maximal 2 pg/ml sowie 0.02 u/ul T4 DNA Ligase

einzusetzen.
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3.2.6.6 Markierung von DNA mit DIG-11-dUTP
Zur Erzeugung Digoxigenin-markierter DNA, welche als Sonden eingesetzt werden
sollte, wurde eine PCR unter Verwendung von ,DIG dNTP labeling mixture’

(Boehringer) durchgefiihrt. Die Mischung fiir die PCR war folgende:

Komponente Menge
Matrizen-DNA 200 ng
Primer je 100 pmol
DIG-dNTP-Gemisch Sul

MgCl, 1.5 mM
KCl 10 mM
Tris/HCI, pH 8.8 10 mM
Tag-Polymerase lu

Wasser ad 50 pl

Es wurden 30 Zyklen einer Standart-PCR durchgefiihrt. Zur Entfernung von
Nukleotiden sowie Primern wurde der Ansatz anschlieBend mit Hilfe des

NucleotraPCR (Macherery und Nagel) aufgereinigt.

3.2.7 Kolonie-Hybridisierung

Bei der Kolonie-Hybridisierung wurden Zellen auf eine Membran iibertragen und auf
dieser lysiert. AnschlieBend wurde die DNA aus den Zellen durch Backen auf der
Membran fixiert. Nach Behandlung mit Proteinase K wurden Zelltriimmer entfernt.
Mit Hilfe einer spezifischen Digoxigenin-markierten Sonde konnten dann DNA-
Abschnitte identifiziert und mit Hilfe von Anti-Digoxigenin-Antikorpern detektiert
werden. Die Antikdrper waren mit Alkalische Phosphatase gekoppelt, welche das zur
Detektion verwendete Substrat CSPD spaltet. Dadurch kam es zur Emmision von
Licht der Wellenlédnge 477 nm, auf diese Weise konnte die Sonde autoradiographisch
detektiert werden. Diese Methode erlaubte eine effiziente Suche nach DNA-
Abschnitten in Plasmid- oder Kosmid-Bibliotheken.

Die Agarplatten, auf welchen die zu untersuchenden Kolonien gezogen worden
waren, wurden fiir 30 Minuten bei 4 °C gekiihlt. Vorbereitend wurden je zwei Lagen

Whatman-Papier mit Lysislosung, Neutralisierlosung sowie 2x SSC getrankt. Nun
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wurde auf GroBe der Agarplatten zurechtgeschnittete Nylonmembran fiir eine Minute
vorsichtig auf die Agarplatten gelegt und die Lage durch drei Einstiche mit einer
Nadel markiert. Die Membran wurde dann kurz auf trockenes Whatman-Papier
gelegt. (Die Seite der Membran, welche den Kolonien zugewandt war, zeigte dabei
und in allen folgenden Schritten stets nach oben.) Dann wurde die Membran fiir 15
Minuten auf dem mit Lysislosung getrankten Whatman-Papier plaziert, anschlieend
kurz auf trockenem Whatman-Papier. AnschlieBend wurde dieser Vorgang mit dem
mit Neutralisierlosung getriinkten Papier wiederholt. Nach Aquilibrieren auf dem mit
2x SSC getrankten Whatman-Papier fiir 10 Minuten wurde die Membran zur
Fixierung der DNA fiir 3 Minuten in einer Mikrowelle (600 W) gebacken. Dann
wurde mit Proteinase K-Losung tiiberschichtet und fiir eine Stunde bei 37 °C
inkubiert. Zum Entfernen von Agaroseresten und Zelltrimmern wurde die Membran
anschlieend mehrmals zwischen zwei mit Wasser getrdnkten Stiicken Whatman-
Papier gepresst.

Nun erfolgte eine Prahybridisierung mit ,DIG Easy-Hyb’-Losung fiir zwei Stunden
im auf 42 °C vorgeheizten Hybridisierungsofen. Dann wurde gegen Sondenlosung
ausgetauscht und tiiber Nacht bei 42 °C hybridisiert. AnschlieBend wurde die
Membran zweimal fiir fiinf Minuten bei Raumtemperatur in 2x SSC gewaschen,
gefolgt von zwei Waschschritten fiir je 15 Minuten bei 68 °C in 0.5x SSC.

Zur Detektion wurde die Membran zunéchst fiir eine Minute bei Raumtemperatur in
Waschpuffer &dquilibriert. Der Antikorper wurde in ,blocking’-Losung gegeben
(Verdiinnung: 1:5000 (v/v); diese Antikorper-Losung konnte bei 4 °C fiir bis zu 4
Wochen gelagert werden). Die Antikorper-Losung wurde zur Sedimentation von
Aggregaten zentrifugiert (Hettich Rotanta/RPC, 4000 rpm, 25 °C, 5 min) und die
Membran in dieser fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur geschwenkt. Dann wurde
zweimal mit Waschpuffer gewaschen (je 15 Minuten bei Raumtemperatur). Nach
Aquilibrieren mit Detektionspuffer fiir zwei Minuten bei Raumtemperatur wurde
iiber der Membran CSPD-Losung verteilt (10 pl/cm?) und in Folie eingeschlagen.
Nach einer Inkubation bei 37 °C fiir 15 Minuten wurden Hybridisierungssignale
durch Schwirzung eines Rontgenfilms (X-OMAT, Kodak) detektiert. Die
Expositionszeiten variierten hier zwischen 15 Minuten und 2 Stunden. Die Filme
wurden durch Schwenken in Entwicklerlosung (zwei Minuten), Wiassern, Schwenken
in Fixierer (zwei Minuten), nochmaliges Wissern und schlieBlich Trocknen an der

Luft entwickelt.
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3.2.8 Sequenzierung von DNA

Zur Sequenzierung von doppelstrangiger DNA wurden durch ,cycle sequencing’
Abbruchfragmente nach der Dideoxynukleotidmethode (Sanger et al. 1977)
generiert. Die Verwendung eines IRD800-markierten Oligonukleotides ermoglichte
die Analyse mit Hilfe eines LICOR DNA Sequencers (Modell 4000 L). Hierbei
werden die Proben elektrophoretisch auf einem Polyacrylamidgel aufgetrennt und
durch einen Infrarot-Laser-Scanner detektiert.

Die ,cycle sequencing’-Reaktionen enthielten 1 pmol des IRD800-markierten
Oligonukleotids und 50 ng DNA pro kb der zu sequenzierenden Matrize in insgesamt
3 ul sowie jeweils 1 ul einer der vier Stopmixe (A-, C-, G- oder T-Stopmix;
ThermoSequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit, Amersham). Die
Stopmix-Lésungen enthielten alle sonstigen erforderlichen Komponenten (Puffer,
Polymerase, dNTPs und Dideoxynukleotid). Als Polymerase kam hierbei eine
Variante der Tag-Polymerase zum Einsatz, bei welcher das Phenylalanin 677 gegen
Tyrosin ausgetauscht ist, was zu einer  verbesserten Einbau-Effizienz von
Dideoxynukleotiden fiihrt (Tabor und Richardson, 1995). Die Sequenzreaktion
wurde zunéchst flir 2 Minuten bei 95 °C inkubiert, dann folgten 20 Zyklen von
jeweils 15 Sekunden Denaturierung bei 95 °C, 15 Sekunden Hybridisierung und 30
Sekunden Elongation bei 72 °C. Die Hybridisierungstemperatur lag dabei 3 °C iiber
der berechneten Schmelztemperatur (siche Abschnitt 3.2.5). Anschlieend wurden
4 pl LICOR-Stopmix zugegeben und das Sequenzgel mit 0.5 bis 1.5 pl beladen.

Die GroBe sowie die Zusammensetzung der Sequenzgele richtete sich nach der
angestrebten Leseweite. Sollten nur wenige Basen (bis etwa 150 bp) gelesen werden,
geniigte ein 25 cm langes Gel. Fiir groflere Leseweiten wurden 41 cm (bis etwa 400
bp) oder 66 cm (bis iiber 1000 bp) lange Gele verwendet. Die Zusammensetzung der
Gele sowie die zugehorigen Laufparameter sind in der folgenden Tabelle

zusammengefalit:
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Geltyp 25 cm 41 cm 66 cm
Sequagel XR 24 ml 40 ml -
Sequagel complete 6 ml 10 ml -
Protogel 2 ml - -
Longranger - - 4.3 ml
Harnstoff - - 2l g
10x TBE - - 5ml
TEMED - - 50 pl
10 % APS (w/v) 400 pl 400 pl 400 pl
Wasser - - 32 ml
Voltage 800 V 1500 V 2200V
Power 40 W 50 W 50 W
Current 37 mA 37 mA 37 mA
Temperature 50 °C 50 °C 45 °C
Scan speed 4 3 3
Frames 20 25 35
Prerun 20 min 30 min 45 min
Buffer (TBE) Ix Ix 0.8x

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des ,Baselmage’-Programmpaketes

(v2.21, LI-COR).

3.2.9 Herstellung von Spaltsubstraten

Zur Herstellung von Spaltsubstraten flir Spalttests (3.4.1) und multiple
Substratkinetiken (3.4.2) wurden 6 pmol eines oberen, Fluorescein-markierten
Oligonukleotides, mit 30 pmol eines unmarkierten unteren Oligonukleotides in SSC-
Puffer in 30 pl Gesamtvolumen gemischt und fiir zwei Minuten auf 80 °C erhitzt.
Dann wurde das Gemisch bei 50 °C fiir 15 Minuten auf einem Thermoblock plaziert,
anschliefend fiir weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur abgekiihlt. Die

Konzentration an doppelstringigem Substrat wurde durch Verdiinnen mit SSC-
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Puffer auf 10 fmol/ul eingestellt (Endvolumen 600 pl) und bis zur weiteren
Verwendung bei —20 °C gelagert.

3.2.10 Quantitative Detektion Fluorescein-markierter DNA

Die quantitative Detektion von Substraten und Produkten der Spaltungsreaktionen
(3.4.1 und 3.4.2) erfolgte mit einem A.L.F.-Sequenzierautomaten. Dazu wurden die
DNA-Fragmente eines Reaktionsgemisches auf einem Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Detektion wird das Gel im unteren Bereich
horizontal von einem Laser (A=490 nm) durchleuchtet. Auf der Hohe des
Laserstrahles sind hinter der Glasplatte des Geles 40 Detektoren im Abstand der 40
Spuren des Geles angebracht. Passiert im Verlaufe der Elektrophorese ein
Fluorescein-markiertes DNA-Fragment einen Detektor, so wird die durch den Laser
angeregte Fluoreszenz quantitativ gemessen.

Die Zusammensetzung der verwendeten Polyacrylamidgele ist in folgender Tabelle

aufgefiihrt:
Komponente Menge
Acrylamid (40 %) 17.3 ml
Bisacrylamid (10 %) 10.7 ml
Harnstoff g
10x TBE 9.7 ml
TEMED 75 ul
APS (10 %, w/v) 500 ul
Wasser ad 80 ml

Die Auftrennung erfolgte bei einer konstanten Spannung bis 1.500 V bei bis zu 34
W. Die Geltemperatur betrug 45 °C. Die Proben wurden nach einem einstiindigen
Vorlauf aufgetragen. Bei der GroB3e der hier verwendeten Substrate waren mehrere

Auftrage im Abstand von 60 bis 70 Minuten moglich.

3.2.11 Konstruktion genomischer Kosmidbanken

Zur Konstruktion von Kosmidbanken wurde chromosomale DNA einem

Partialverdau mit Bsp1431 unterzogen. Dieses Enzym spaltet die Sequenz GATC und
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produziert einzelstringige Uberhinge von vier Basen. Es schneidet bei einem G/C-
Gehalt von 50 % statistisch alle 256 Basen. Die partialverdaute DNA wurde dann mit
Kosmidarmen ligiert, welche durch Spaltung des Plasmides SuperCosl erzeugt
wurden. Anschlieend erfolgte eine in vitro-Verpackung in Phagenpartikel, welche
fiir eine Infektion eines geeigneten Stammes eingesetzt wurden.

Fir die Konstruktion von Kosmidbanken mufte hochmolekulare chromosomale
DNA verwendet werden (3.2.4.8). Diese wurde in einem Partialverdau derart
geschnitten, dafl auf einem Agarosegel ein minimaler Unterschied zur unverdauten
DNA erkannt werden konnte. AnschlieBend wurde die gespaltene DNA von
Restriktionsendonuklease befreit (Phenol/Chloroform-Extraktion, 3.2.4.3, Ethanol-
Féllung, 3.2.4.2) und zur Dephosphorylierung der 5’-Enden mit CIAP behandelt
(3.2.6.3)(gefolgt von einer weiteren Extraktion mit Phenol/Chloroform und
anschlieender Ethanolfdllung). Dies verhinderte die Ligation zweier Stiicke
chromosomaler DNA bei der folgenden Ligation mit Kosmid-Armen.

Die Kosmid-Arme wurden folgendermallen vorbereitet: 20 pg SuperCosl-DNA
(siehe 2.3) wurden mit Xbal linearisiert und dephosphoryliert. Die Vollstandigkeit
der Dephosphorylierung wurde durch einen Ligationstest, bei welchem mit und ohne
Zusatz von Polynukleotidkinase inkubiert wurde, iiberpriift. Multimere sCos1-DNA
durfte dabei nur im Ansatz mit Polynukleotidkinase zu beobachten sein. Dann folgte
eine Spaltung mit BamHI, welche zur Erzeugung zweier Kosmidarme fiihrt und die
geeigneten Uberhiinge zur Bsp1431-verdauten chromosomalen DNA erzeugt.

Zur Ligation wurden 4 pg Kosmid-Arme sowie 3 pg partialverdauter chromosomaler
DNA in einem Gesamtvolumen von 20 pl eingesetzt. Vor Zugabe der Ligase wurde
ein Aliquot (1 pl) entnommen und nach Ligation zusammen mit einem Aliquot der
Ligation auf einem Agarosegel betrachtet. Der Vergleich der Aliquots vor und nach
Ligation lieB eine erfolgreiche Ligation daran erkennen, dafl die Kosmidarm-
Fragmente nach der Ligation auf einem Agarosegel nicht mehr detektierbar waren.
Zur Verpackung in Phagenpartikel des Phagen A wurde 1/10 Volumen des
Ligationsansatzes eingesetzt. Dabei wurde das Gigapack III XL-Kit verwendet,
welches bevorzugt grofle rekombinante A-DNA-Fragmente im Bereich von 47-57
kbp verpackt. Der Verpackungsextrakt wurde aus einem -80 °C-Kiihlfach
entnommen und zwischen den Fingerspitzen angetaut. Bevor dieser komplett
aufgetaut war, wurden 2 ul des Ligationsansatzes hinzugegeben, vorsichtig gemischt

und fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden 500 pul SM-Puffer
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sowie 20 ul Chloroform zugegeben, kurz zentrifugiert und der infektiose Uberstand
abgenommen. Dieser Verpackungsansatz konnte einen Monat bei 4 °C autbewahrt
werden.

Als Wirtsstamm wurde BMH71-18 verwendet. 20 ml dYT wurden mit 0.2 %
Maltose und 10 mM Magnesiumsulfat versetzt. Nach Animpfen mit einer
Einzelkolonie wurde bei 37 °C bis zum Erreichen einer maximalen O.D.g0=1.0
geschiittelt. Dann wurden die Zellen pelletiert (Hettich Rotanta/RPC, 4000 rpm,
25 °C, 5 min) und in 6 ml 10 mM Magnesiumsulfatlosung resuspendiert. Die O.D.g9
wurde mit 10 mM Magnesiumsulfatlosung auf einen Wert von 0.5 eingestellt. Dann
wurden 25 pl einer 1/25- und einer 1/50-Verdiinnung mit 25 ul Zellensuspension
vermischt und bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 200
ul dYT wurde fiir eine Stunde bei 37 °C zur Auspragung der Antibiotikaresistenzen
inkubiert. Dann wurde auf SOC-Agar plattiert, welcher zur Selektion Kosmid-
tragender Zellen Kanamycin und Ampicillin enthielt, es folgte eine Inkubation tiber

Nacht bei 37 °C.

Die Anzahl der Kolonien, welche nétig ist, um eine bestimmte Abdeckung des

Genoms (coverage [%]) zu erreichen, errechnet sich nach:

In(1 - coverage)

Kolonienzahl = r T
In(1 - ragmentgrofle

Genomgrofle

3.2.12 Subklonierung von Kosmiden als Plasmidbibliotheken

Zur Sequenzierung von Kosmiden wurde eine Plasmidbibliothek mit ,insert’-Grof3en
von 2.5 bis 5 kbp erzeugt. Dazu wurden 10 pg Kosmid-DNA mechanisch geschert
(Hengen, 1997). Die DNA-L6sung wurde zehn Minuten mit einer FluBrate von 7
ml/min iiber eine Diise in einem Kreislaufsystem gepumpt, was einen Druck mit
Spitzen von etwa 0.5 kpsi erzeugte. Die Hauptfraktion der entstandenen Fragmente
lag auf diese Weise bei 4 kbp. Die DNA wurde mit Ethanol gefillt und zur
Erzeugung glatter Enden mit T4 DNA Polymerase behandelt (3.2.6.4). Fragmente
der Grofle von 2.5 bis 5 kbp wurden {iber ein préparatives Agarosegel isoliert und zur

Klonierung in den Vektor pTZ19R-Abla cat eingesetzt. Dieser war dazu mit Smal
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linearisiert und mit Shrimp Alkaline Phosphatase dephosphoryliert worden. Zur
Ligation wurden 2 ug Kosmid-DNA sowie 20 ng Plasmid-DNA eingesetzt und {iber
Nacht bei 16°C ligiert. AnschlieBend wurde der Ligationsansatz mit
Phenol/Chloroform extrahiert und fiir 30 Minuten auf einem Schwimmfilter gegen
destilliertes Wasser dialysiert. Zur Transformation wurden Elektroporations-
kompetente DH5a-Zellen eingesetzt (3.2.2). Die Kombination von pTZ19R-Abla-cat
und DHS5a lie3 eine Selektion ,insert‘-tragender Klone via X-Gal-Test zu (3.2.3).

Der hier erreichte Anteil Insert-tragender Klone lag tiber 50 %.

3.3 Proteinchemische Arbeitsmethoden

3.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration von Proteinen wurde spektroskopisch ermittelt. Hierflir wurde die
Absorption der Proteinlosung bei einer Wellenldnge von 280 nm (E,gp) bestimmt.
Nach £=5500*(Anzahl der Tryptophane)+1490*(Anzahl der Tyrosine)+125*(Anzahl
der Cysteine) (Pace et al., 1995) wird der Extinktionskoeffizient des betreffenden
Proteins berechnet und kann die Konzentration ¢ mit Hilfe des Lambert-Beer’schen

Gesetzes ermitteln:

c=Ezs0/ €l[d  mit d: Schichtdicke der Kiivette (hier meist 1cm).

3.3.2 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE) (nach Laemmli, 1970)

Zur analytischen Auftrennung von Proteingemischen und zur Dokumentation von
Proteinreinigungsschritten wurde eine Gelelektrophorese unter Auflosung der
Sekundér- und Tertidrstruktur durchgefiihrt. Die Auftrennung nach MolekiilgroBe
erfolgte auf SDS-Polyacrylamidgelen der GroBe 100x60x0.75 mm bei einer
konstanten Stromstdrke von bis zu 30 mA. Das Trenngel enthielt 10-15 % (v/v)
Acrylamid und Bisacrylamid im Gewichtsverhéltnis 30:0.8 sowie 375 mM Tris/HCI,
pH 88 wund 0.1% SDS (w/v), das Sammelgel enthielt stets 5%
Acrylamid/Bisacrylamid (30:0.8), 125 mM Tris/HCL, pH 6.8 sowie 0.1 % SDS (w/v).
Als Laufpuffer diente PAGE-Puffer. Proteinproben wurden vor der Elektrophorese
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mit Proteinprobenpuffer versetzt (1:1) und zur Denaturierung 5 Minuten auf einem
Heizblock bei 100 °C inkubiert. Nach der Elektrophorese wurde das Gel fiir 10
Minuten unter leichtem Schwenken in PAG-Farbelosung angefirbt und dann
wiederholt durch Kochen in Wasser in einer Mikrowelle (5 Minuten, 750 W)

entfarbt, bis Proteinbanden deutlich sichtbar waren.

3.3.3 Praparation von Zellextrakten im analytischen Mal3stab

Zur Priparation loslicher Proteine wurde 1 ml einer 3 ml-Kultur (Anzucht {iber
Nacht) abzentrifugiert (Tischzentrifuge, 12000 rpm, 4°C, 10 min) und das Zellpellet
in 200 pl Proteinprobenpuffer aufgenommen. Die Zellen wurden auf Eis plaziert und
durch Ultraschall (Branson Sonifier W-250 mit 1/2"-Titan-Mikrospitze)
aufgeschlossen (zehn 1-Sekunden-Pulse). AnschlieBend wurde fiir 10 Minuten auf
einem Heizblock bei 100 °C inkubiert. Vor einer elektrophoretischen Auftrennung

wurde 1 Minute zentrifugiert (Tischzentrifuge, 12000 rpm, 4°C, 10 min).

3.3.4 Praparative Gewinnung léslicher Proteine

Die Zellen von 50 ml einer frischen Ubernachtkultur des Plasmid-tragenden
Expressionsstammes wurden zum Animpfen von 11 TB Selektivmedium eingesetzt
und anschlieBend eine Stunde bei 37°C geschiittelt. Die Induktion der
Proteinproduktion erfolgte durch Zugabe von IPTG zu einer Endkonzentration von
1 mM. Nachdem die Kultur weitere 5 Stunden bei 37°C inkubiert worden war,
wurden die Zellen abzentrifugiert (Hettich Rotanta/RPC, 4000 rpm, 4°C, 30 min)
und in 20 ml geeignetem Puffer aufgenommen. So gewonnene Zellosungen konnten
mehrere Wochen bei -70°C gelagert werden. Zum ZellaufschluB3 wurden die Zellen
auf Eis aufgetaut und eine Tablette ,Complete* Protease-Inhibitor, die zuvor in 1 ml
geeigneten Puffers gelost worden war, zugegeben. Durch Passage durch eine French
Cell Press (138 MPa) und nachfolgende Behandlung mit Ultraschall (Branson
Sonifier W-250 mit 1/2"-Titan-Mikrospitze) wurden die Zellen aufgeschlossen. Die
Zelltrimmer wurden abzentrifugiert (Sorvall RC5C, SS34, 15000 rpm, 4°C, 30 min)

und der Uberstand abgenommen.
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3.3.5 Aufreinigung von Proteinen

3.3.5.1 Fraktionierte Fallung mittels Ammoniumsulfat

Bei der fraktionierten Fillung mittels Ammoniumsulfat wird die Beobachtung
genutzt, daB  verschiedene  Proteine bei  verschiedenen =~ Ammonium-
sulfatkonzentrationen prézipitieren. Werden nicht sehr hohe Konzentrationen
bendtigt, so wird zur Proteinlosung bei 4 °C unter leichtem Riihren eine gesittigte
Ammoniumsulfat-Lésung zugetropft. Dies geschah zur Vermeidung erhohter lokaler
Konzentrationen so langsam wie moglich bis zum Erreichen der gewiinschten
prozentualen Séttigung an Ammoniumsulfat. Ausgefallenes Protein wurde
anschlieend abzentrifugiert, das Pellet im geeigneten Puffer durch langsames
Schwenken resuspendiert und dann zur Entfernung des Salzes gegen ein 50faches

Volumen geeigneten Puffers unter leichtem Riihren bei 4 °C {iber Nacht dialysiert.

3.3.5.2 IMAC (‘immobilized metal affinity chromatography’) (Porath, 1975)

Proteine, welche mit einer N- oder C-terminalen Hexahistidin-Sequenz fusioniert
wurden, konnten durch Bindung an Nickelionen-beladene Chelating Sepharose
(Pharmacia) aufgereinigt werden. Die hier verwendeten Sdulenvolumina waren 2 bis
4 ml, die Aufreinigung erfolgte gravimetrisch. Vor Auftragen der Proteinlosung
wurde das Sédulenmaterial zweimal mit drei Sdulenvolumina Wasser gewaschen,
dann wurden zur Beladung mit Nickelionen 5ml einer 0.5 M NiCl,-Losung
aufgetragen. Nach einmaligem Waschen mit drei Sdulenvolumia Wasser wurde das
Material mit zweimal drei Sdulenvolumina IMAC-Puffer 1 priédquilibriert. Dann
wurde die Proteinlésung auf die Sdule gegeben. AnschlieBend wurden durch
zweimaliges Waschen mit drei Sdulenvolumina IMAC-Puffer I ungebundene
Proteine entfernt. Dann folgte eine Elution des Proteins in einem Imidazol-
Stufengradienten. Die bendtigten Imidazolkonzentrationen wurden durch Mischen
von IMAC-Puffer ]| und 2 -eingestellt. Durch Waschschritte mit niedriger
Imidazolkonzentration wurden dabei Proteine mit einer niedrigen Affinitdt zur
beladenen Matrix entfernt. Proteine, die eine Hexahistidin-Sequenz aufwiesen,
wurden bei Imidazolkonzentrationen iiber 100 mM eluiert. Die Aufreinigungsschritte

wurden mittels SDS-PAGE dokumentiert.
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3.3.5.3 lonenaustauscher- und Heparin-Affinitdtschromatographie

Bei der Ionenaustauscher-Chromatographie wird die unterschiedliche Affinitdt von
Proteinen zu geladenen Matrix-stindigen Gruppen genutzt. Hierbei werden Matrices
mit negativ (Kationenaustauscher) oder positiv (Anionenaustauscher) geladenen
Gruppen verwendet. Als affinitdtschromatographische Matrix wurde hier Heparin
verwendet, wobei die Affinitit DNA-bindender Proteine zu Heparin genutzt wird
(Farooqui, 1980). Bei beiden Trennmethoden wird eine Proteinlosung in
Niedrigsalzpuffer aufgetragen und nach einem Waschschritt mit Niedrigsalzpuffer
zur Entfernung nichtgebundenen Proteins ein NaCl-Gradient eingesetzt. Dadurch
kommt es zur Verdrangung gebundener Proteine in Abhéngigkeit ihrer Affinitdt zur
Matrix und damit zu einer Fraktionierung von Proteingemischen unterschiedlicher
Bindungseigenschaften. Die hier eingesetzte Perfusions-Chromatographie (Afeyan,
1990) zeichnet sich durch den Einsatz spezieller pordser Tragermatrices aus, welche
einem hohen Druck standhalten und damit gegeniiber herkdmmlichen Matrices
deutlich hohere FluBraten moglich machen. Dazu wurde mit einer ,Vision
Workstation’ (Perseptive Biosystems) gearbeitet, die speziell fiir die Anforderung
hoher FluBraten und hohen Druckes ausgelegt ist. Die hier eingesetzten FluBraten
betrugen flir analytische Siulen (1.7 ml Volumen) 10 ml/min, fiir praparative Sdulen
(79 ml Volumen) 25 ml/min. Die verwendeten Matrices waren Poros-HQ
(funktionelle Gruppe: quarternires Polyethylenimin) sowie —HE (Heparin). Vor dem
Auftrag einer Proteinlosung wurde diese durch Passage durch einen Filter der

Porengrofie 0.45 um filtriert.

Eine typische Aufreinigung verlief in folgenden Schritten:

Reinigungsschritt Laufpuffer Saulenvolumina
Aquilibrierung Hepes-Puffer 5
Beladung (Proteinlosung) (variabel)
Waschen Hepes-Puffer 8
Elution Hepes-Puffer, linearer Gradient 15
(0 bis 1.5 M NacCl)
Waschen Hepes-Puffer + 2 M NaCl 5

Regeneration Hepes-Puffer 5
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Der Verlauf der Chromatographie wurde durch Messung der O.D.,g) sowie der
Leitfahigkeit als MaB fiir den Salzgehalt verfolgt. Fraktionen wurden mit Hilfe eines

robotischen Fraktionssammlers aufgefangen und gelelektrophoretisch analysiert.

3.4 Enzymatische Aktivitatstests

3.4.1 Durchfihrung von Spalttests

20 fmol nach 3.2.9 hergestellte DNA-Duplex wurden mit 5-10 pmol Vsr.Bst in Tfl-
Puffer vermischt (Gesamtvolumen 20 pl) und 5-15 min bei 50 °C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 1/10 Volumen 0.5 M EDTA, pH 8.0, welches 1
mg/ml Proteinase K enthielt, auf einem auf Eis gelagerten Aluminium-Kiihlblock
abgestoppt. Anschlielend erfolgte eine Inkubation bei 65 °C fiir 20 Minuten. Nach
Zugabe von einem halben Volumen Formamid-Farbmarker wurden die Proben bei

-20°C gelagert oder direkt mit Hilfe eines A.L.F.-Sequenzierautomaten analysiert

(3.2.10).

3.4.2 Multiple Substratkinetiken

Fiir die Durchfiihrung multipler Substratkinetiken wurden vier Substrate im Gemisch
mit Vsr.Bst inkubiert. Die Substrate zeichneten sich dabei durch unterschiedlich
lange, Fluorescein-markierte obere Strange aus, welche im Zuge der Prozessierung
durch das Enzym gespalten wurden. Auf diese Weise war eine Quantifizierung der

Substrate und Produkte im Gemisch moglich. Eine schematische Darstellung der

31mer {:“FN}_:_:,
e E——

35mer {E}—« i e —

39mer {E}q i e — —

43mer {E}_‘ I e ——

Variables 5’Ende konstant variabel konstant
(Fluorescein-markiert)

ABBILDUNG 4: Aufbau von Substraten fiir multiple Substratkinetiken. In einer variablen Region
liegt die Fehlpaarung sowie die zu untersuchende Sequenzumgebung. Bei einer Prozessierung des
entsprechenden Substrates kommt es zur Spaltung des oberen Fluorescein-markierten Stranges im
Bereich der Fehlpaarung. Die variable Region ist in eine konstante doppelstrdngige Region
eingebettet. Zur Unterscheidung von Substraten und Produkten eines Gemisches unterscheiden sich
die oberen Stringe in ihrer Lénge.
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Multiple Substratkinetiken wurden, wenn nicht anders vermerkt, bei einer
Reaktionstemperatur von 50 °C auf einem Heizblock durchgefiihrt. Die Zeitpunkte
der Probenentnahme nach Zugabe des Enzyms waren 20, 40 Sekunden, 1, 2, 5, 7, 10
und 20 Minuten.

Es wurden 220 fmol von jedem Substrat in Spaltpuffer in einem Endvolumen von
220 pl vermischt und 30 Sekunden bei 50 °C préinkubiert. Dann wurden 20 pl
abgenommen, anschlieBend 114 pmol Enzym in 20 pl (20 Sekunden bei 50 °C
prainkubiert) zugegeben, auf einem Vortexer kurz vermischt und wieder auf dem
Heizblock plaziert. AnschlieBend wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Aliquots
von 20 pl entnommen und in vorgekiihlte 1.5 ml-Geféaf3e (Kiihlblock, 0 °C) pipettiert.
In diesen vorgekiihlten Gefdlen waren 2 pl einer 0.5 M EDTA-L6sung (pH 8.0)
vorgelegt, welche zusétzlich 1 mg/ml Proteinase K enthielt. Nach Entnahme aller
Aliquots wurde fiir 20 Minuten bei 65 °C inkubiert. Dann wurden die Proben mit 20
ul A.L.F.-Stopmix vermischt. Nach Auftrennung auf einem A.L.F.-,sequencer’
wurden die Peakflichen mit Hilfe des Programmes ,Fragment Manager’
(Pharmacia) integriert. Aus den so gewonnenen absoluten Werten fiir die Substrat-
und Produktfluoreszenz wurde die relative Substratfluoreszenzabnahme fiir die
einzelnen Zeitpunkte berechnet. Dazu wurde die Summe aus Substrat- und
Produktfluoreszenz jeweils als 100% angenommen. Die Werte der Substratabnahme
fiir jweils mehrere Messungen wurden gemittelt und verwendet, um daraus relative

Geschwindigkeitskonstanten zu berechnen.

3.4.3 Berechnung relativer Geschwindigkeitskonstanten

Die Auswertung der multiplen Substratkinetiken ergibt sich in abgewandelter Form

nach Schellenberger et al. (1992) durch die Betrachtung einer Reaktion 2. Ordnung,

in der einem Enzym (E) mehrere miteinander kompetitierende Substrate (S;)

angeboten werden. Fiir eine derartige Reaktion gilt in Abhéngigkeit der

Reaktionszeit (t):

d[s;]
t

__ it K = Keat
d—_ ki FE1WS;] (mit: k; KM) @
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Aus (1) folgt fiir die Substrate i=1 und i=2:

d[s1] - _k1 |:IJS1]|:IJE]|]jt - k1 |:IJS1]

q 2

[Sz] _kz msz][ﬂE]mt kz msz]

Durch Integration erhilt man somit:
d[s,] _ k 4IS,] Id[S] ; 3)
[Si] kz [S,] [Si] #

Lost man das Integral aus (3) und formt um, so folgt:

k

LIS kg [SL [SL Hshg

[S1, k IS, HS.1,

Setzt man nun schlieBlich k;=1, so erhélt man:
s, [ _[S:k s, E
e = = =|[S, ], =[S,] : 4
gsa H s, | 2%%&h5 @

Wie aus (4) ablesbar ist, kann also unter Kenntnis allein der Substratkonzentrationen

[Si] und [S;] zu den Zeitpunkten ty und t; das Verhéltnis der Geschwindigkeiten k;
und k, zueinander bestimmt werden. Die Kenntnis der Enzymkonzentration ist
hierbei nicht notig.

Aus (4) 14Bt sich ein Algorithmus ableiten, mit welchem mit Hilfe des Programmes
Sigma Plot (unter Einbeziehen der bei der Auswertung der multiplen
Substratkinetiken berechneten Substratmengen) relative Geschwindigkeitskonstanten
fiir die Umsetzungsgeschwindigkeit der eingesetzten Substrate berechnet werden

konnen. Der Code eines solchen Fitting-Algorithmus sieht folgendermaBen aus:

[ Par anet er s]
k_test=0.8;
c0_ref=50;

c0_t est=50;

[ Vari abl es]
c_ref=col (1);
c_test=col (2);

[ Equat i ons]
ctest=cO test*(c_ref/cO_ref)**(k_test)
fit ctest to c_test
[ Const rai nt s]

k test > 0.0001
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Als Parameter sind Anfangs-Schétzwerte fiir die zu berechnende Konstante (k test)
sowie flir die Anfangskonzentrationen des Referenz- und des Testsubstrates (cO ref
und c0_test) angegeben, die im Laufe des fitting berechnet werden. Als Variablen
werden die Spalten angegeben, welche die gemessenen Konzentrationen von

Referenz- und Testsubstrat enthalten.

3.4.4 Bestimmung kinetischer Konstanten (K, Kcat, Vimax)

Zur Bestimmung kinetischer Konstanten wurden verschiedene Konzentrationen an
Substrat mit einer konstanten Enzymkonzentration inkubiert und die
Substratabnahme im  Verlauf  der  Reaktionszeit  berechnet. Die
Anfangsgeschwindigkeit der Reaktionen wurde graphisch ermittelt und der Quotient
von Anfangskonzentration an Substrat und Anfangsgeschwindigkeit (a/v) gegen die
Anfangskonzentration an Substrat aufgetragen. Dadurch wurde eine Gerade erhalten,
deren Schnitt der a/v-Achse den Wert Ky;/Vnax und deren Steigung den Wert 1/V .

angibt (,Hanes-Plot’). Dies soll im folgenden verdeutlicht werden

Durch reziproke Darstellung der Michaelis-Menten-Gleichung erhélt man:

vV . [&

V _— max P

K, +a

+KM[-11-
a

b
Vmax V

< |m=

Dieser Form der Michaelis-Menten-Gleichung liegt die weit verbreitete Auftragung
von 1/v gegen 1/a zur Bestimmung kinetischer Konstanten zugrunde (Lineweaver
und Burk, 1934). Wie von Dowd und Riggs 1965 beschrieben, beschonigt diese
Form der Auftragung die Daten und fiihrt gerade bei kleinen Werten von a zu einer
Unterschétzung des Fehlers bei der Bestimmung von v. Auf die Moglichkeit, diesem
Problem mit geeigneter Gewichtung der Daten zu begegnen, wurde bereits von
Lineweaver et al. 1934 hingewiesen (alle Referenzen aus Cornish-Bowden, 1995 und
dort nachzulesen). Eine elegantere Form des Auftrages wurde von Hanes
beschrieben, bei welcher die Auswirkungen des Fehlers bei der Bestimmung von v
sich in den Werten von a/v wiederspiegeln. Multipliziert man obige Gleichung mit a,

so erhélt man:

[&

1
+
V Vm ax



Methoden 60

Wie aus dieser Gleichung abzulesen ist, erhédlt man durch Auftragen des Quotienten
aus Anfangskonzentration an Substrat und Anfangsgeschwindigkeit (a/v) gegen die
Anfangskonzentration an Substrat eine Gerade, deren Schnitt der a/v-Achse den Wert
Knm/Vimax und deren Steigung den Wert 1/vp,, angibt (,Hanes-Plot’). Mit v, .=k . *E

cat

14t sich schlieBlich k., errechnen.

3.4.5 Berechnung von theoretischen Zeit-Umsatz-Kurven

Die Berechnung von Zeit-Umsatz-Kurven unter Kenntnis kinetischer Konstanten
erfolgte nach Integration der Michaelis-Menten-Gleichung (A. Cornish-Bowden,
1995). Die Michaelis-Menten-Gleichung  wird zur  Beschreibung  der

Produktkonzentration in Abhédngigkeit der Zeit umgeschrieben in:

Mit ay: Ausgangskonzentration

d_p — Vmax (ao — p) an Substrat

dt KM +a,—p p: Produktkonzentration
t: Zeitpunkt der Reaktion
v_. =k *[Enzymkonzentration]

max cat

Die Variablen werden getrennt und Integrale gebildet:

J‘(KM +ta, ~ p)dp — maxdt
a~-p

Durch Losen der Integrale und Umformen folgt schlieflich:

V_ t=p+K, D]n%;i’g
0o~ P

Diese Gleichung kann herangezogen werden, um bei Kenntnis Kkinetischer

Konstanten theoretische Zeit-Umsatz-Kurven fur verschiedene

Ausgangskonzentrationen und Enzymkonzentrationen (v,=k.*E) zu berechnen.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Entwicklung einer Methode zur Isolierung von
Genfragmenten bei Kenntnis nur eines konservierten
Aminosaure-Blockes

In der Vergangenheit wurden verschiedene Methoden zur Identifikation von Genen
entwickelt. Existiert eine Mutante, so kann z.B. eine plasmidstdndige Genbibliothek
transformiert und auf Komplementation des Phinotypes durchmustert werden. Diese
Methode ist hier nicht geeignet, da der vsr  -Phanotyp (eine erhdhte C/G — T/A-
Transition innerhalb der Erkennungssequenz einer Methyltransferase) keine
geeignete ,screening‘-Moglichkeit bietet. Einen anderen Weg stellt die Aufreinigung
eines Proteins dar, welches dann durch Proteolyse fragmentiert wird. Die
Peptidfragmente konnen dann sequenziert werden. Durch reverse Translation der
Peptidsequenzen werden dann DNA-Sequenzen abgeleitet, welche zur Konstruktion
von Sonden herangezogen werden. Mit diesen Sonden werden anschlieend
Genbibliotheken durchgemustert. Auch diese Methode ist hier ungeeignet, da die in
den Zellen vorliegende Menge an Vsr-Endonuklease vermutlich niedrig ist
(Macintyre, 1997). Die steigende Anzahl an Sequenzinformation fiihrte in letzter Zeit
zur Kenntnis einer immer steigenden Zahl bekannter Familien homologer Gene. In
Kombination mit der PCR-Technik ist es nunmehr moglich, neue Mitglieder einer
Genfamilie zu identifizieren, wenn zwei oder mehrere Blocke konservierter
Aminosduren gefunden werden, welche durch Bereiche schwacher oder keinerlei
Homologie getrennt sind. Durch reverse Translation der Aminosduren zweier solcher
konservierten Regionen werden zwei Oligonukleotidmischungen synthetisiert,
welche alle moglichen DNA-Sequenzen reprasentieren, die fiir die entsprechende
konservierte Region kodieren. Diese beiden Oligonukleotidmischungen werden dann
als Primer in einer PCR eingesetzt. Aufgrund der Kenntnis der Grofle der Region
zwischen den konservierten Blocken konnen dann PCR-Produkte der erwarteten
GroBBe angereichert, kloniert und sequenziert werden. Zum Zeitpunkt des Beginns
dieser Arbeit waren die Aminosduresequenzen von sechs Vsr-Homologen bekannt.
Diese Methode ist hier nicht einsetzbar, da im Falle der Familie der Vsr-Homologen
nur ein Bereich geniigender Konservierung erkennbar ist. Dieser Bereich ist in

Abbildung 5 gezeigt (fir ein ,alignment* aller zur Zeit bekannter Vsr-Homologer
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siche Abbildung 36). Es wurde daher eine Methode entwickelt, welche es erlaubt,
Fragmente eines Gens zu identifizieren, wenn nur ein Block konservierter

Aminosduren bekannt ist. Eine schematische Ubersicht dieser Methode bietet
Abbildung 6.

Alu 56
Bsu 44
Eco 46
Hpa 46
Nae 64
Xor 46

ABBILDUNG 5: Ausschnitt aus einem ,alignment‘ sechs (potenzieller) Vsr-Endonukleasen aus
Arthrobacter luteus (Alu), Bacillus stearothermophilus (Bst), Bacillus subtilis (Bsu), Escherichia
coli (Eco), Nocardia aerocolonigenes (Nae), Haemophilus parainfluenzae (Hpa) sowie
Xanthomonas oryzae (Xor). Nummern geben die Position der jeweils ersten gezeigten Aminosaure
in der Proteinsequenz an. Identische Aminoséuren sind schwarz, dhnliche Aminosduren grau
hinterlegt. Der fiir die Definition degenerierter Primer geeignete Bereich ist durch eine Box
gekennzeichnet.

Bei dieser neuen Methode wird ein Bereich konservierter Aminosduren durch reverse
Translation in DNA-Sequenzen iibersetzt, sodaf} alle fiir diesen Block kodierenden
Sequenzen représentiert sind. Dieser wird in einer PCR als degenerierter Primersatz
verwendet. Als Template dient partialverdaute chromosomale DNA, an deren Enden
eine DNA-Kassette ligiert wird. Dadurch ist die Verwendung eines definierten
Gegenprimers moglich. Um die Anzahl von Nebenprodukten der PCR zu
erniedrigen, zeichnet sich die DNA-Kassette durch einen zentralen, nichtpaarenden
Bereich aus. Eine Elongation des Kassettenprimers ist so nur moglich, wenn zuvor
ausgehend von einem Primer des degenerierten Satzes der Bereich der Kassette
repliziert worden ist. Weiterhin wird der degenerierte Primersatz in Subsétze
aufgeteilt und diese in getrennten Reaktionen verwendet. Dies erlaubt stringentere
PCR-Bedingungen, da die Anzahl der Sequenzen pro degeneriertem Primersatz
geringer ist und somit eine ,passende‘ Primersequenz in hoherer Konzentration
vorliegt. Um den Hintergrund an PCR-Produkten zu erniedrigen, die auf die
Amplifikation von zwei degenerierten Primern zuriickzufiihren sind, werden am 5°-
Ende biotinylierte Kassettenprimer eingesetzt. Dies erlaubt eine Anreicherung
gewiinschter Produkte via Bindung an Streptavidin-beschichtete paramagnetische

Partikel (3.2.4.4).
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ARGEEAEEOARATEEEPAGTAREACRAGRRAREAGEURBIARTAR
LT O EER LT TR O BORECE TR TR

1 Partialverdau chromosomaler DNA
Zugabe von Kassetten-DNA

000 PP AT O

1 Ligation

RRY AV VAR R TRRRT G U YRR DARRRGRRGARRRARUURGUARRGRAAORE FRAT

(L)
Zugabe degenerierter Primer
und biotinylierter Kassetten-Primer
LU TTIITIITIIL
1 PCR
BINGYURAG A GREARRAT G AGURRRE AR RRRGRATE
Legende TR R T TR P TR TN T
“_i Abschnitt

aus dsDNA

Teil von l’

degenerier-

tem Primer . . . .

- Anreicherung erwiinschter Fragmente via Bindung an
Biotin

Streptavidin-beschichtete paramagnetische Partikel

- Elution von ssDNA im Alkalischen
- Reamplifikation, Klonierung, Sequenzieren

ABBILDUNG 6: Schematische Darstellung der Methode zur Identifikation von Genfragmenten bei
Kenntnis nur einer konservierten Aminosdure-Blockes (sieche Text). Die Symbole sind in der
T.ecende erldutert.

Die Anwendbarkeit dieser Methode wurde in einem Modellexperiment gezeigt, in

welchem ein Fragment aus dem vsr-Gen von Escherichia coli isoliert werden sollte.
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Dazu wurden folgende degenerierte Primersdtze anhand der in Abbildung 5

gezeigten Sequenzen abgeleitet:

BamH) DHGESC F W (H # Sequenzen

DG-Mix AGA GGA TCC GAY GGN TGY TTY TGG CA 32
HG-Mix AGA GGA TCC CAY GGN TGY TTY TGG CA 32
DS-Mix AGA GGA TCC GAY WBN TGY TTY TGG CA 128
HS-Mix AGA GGA TCC CAY WBN TGY TTY TGG CA 128

(Y:Coder T; N: A, C, Goder T)

Dann wurde chromosomale DNA aus Escherichia coli préapariert (3.2.4.7), einem
Partialverdau mit Bspl43I unterzogen und mit Kassetten-DNA ligiert (2 ug
partialverdauter DNA und 200 ng Kassetten-DNA). Die Kassetten bestanden aus
zwei Oligonukleotiden, welche phosphoryliert und anschlieBend durch Erhitzen auf
80 °C und langsames Abkiihlen auf Raumtemperatur hybridisiert wurden. Die
Sequenzen der Kassettenoligonukleotide und des Kassettenprimers sind in

Abbildung 7 gezeigt. Nun wurden Kassettenprimer und jeweils einer der vier

EcoRI

ct gaat t cac @99t 9cqt t acaggt t ¢
agacttaagtg acaacggcaat gt ccaagct ag

3’

Kassette:

Kassettenprimer: ct gaattcacaaggtg
5 3

ABBILDUNG 7: Sequenz der Oligonukletide der Kassettenkonstrukte sowie des
Kassetten-Primers. Die Kassette beherbergt eine EcoRI-Schnittstelle fiir
Klonierungszwecke. Der zentrale, nichtpaarende Bereich macht eine Elongation des
Kassettenprimers im Zuge einer PCR erst moglich, wenn iiber diesen Bereich in
einer vorigen Runder repliziert worden ist.

degenerierten Primersétze sowie eine Mischung aller vier in einer ,touchdown‘-PCR
(3.2.5) eingesetzt. Wie ein Vergleich der Spuren 1, 3, 5 und 7 (ein Primersatz) mit
Spur 9 (Mischung aller vier Sétze) in Abbildung 8 zeigt, fiihrt die Aufteilung auf
mehrere degenerierte Primersubsdtze zu einer betonteren Amplifikation einzelner
Produkte als die Anwendung eines einzigen, alle Sequenzen enthaltenden Satzes.
Weiterhin ist besonders in den Spuren 4 und 6 zu sehen, dal die alleinige

Verwendung eines degenerierten Primersatzes eine Reihe unerwiinschter Produkte
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erzeugt, dem mit der folgenden Anreicherung via Bindung an Streptavidin-
beschichtete paramagnetische Partikel und anschlieBender Reamplifikation begegnet
werden soll. Eine PCR, in welcher nur der Kassetten-Primer eingesetzt wird, fiihrt

jedoch nicht zur Amplifikation bedeutender Mengen an DNA.

M1 2 3 4 5 6 7 8 91011 M

bp

< 1000
<«- 3800

<600

< 400

<200

+ o+ 0+ o+ 0+ o+ s+ Degenerierte Primer
e T R I T Kassettenprimer

HG DG HS DS | alle vier| - Primersatz

ABBILDUNG 8: Amplifikation unter Verwendung der vier degenerierten Primersidtze sowie einer
Mischung aller vier. Kontrollen unter Verwendung alleine der degenerierten Primersitze sowie
alleine des Kassettenprimers sind aufgeschliisselt. Die ,annealing‘-Temperatur beim Start der
,touchdown‘-PCR betrug 60 °C und wurde in den darauffolgenden Zyklen um 0.5 °C pro Zyklus
gesenkt. Dann folgten 30 Zyklen mit einer ,annealing‘-Temperatur von 55 °C. Die Elongation
erfolgte hier bei 67°C. Den Reaktionen wurde Tetramethylammoniumchlorid zugesetzt.

Eine Optimierung der PCR-Bedingungen wurde dann mit dem HG-Satz fortgefiihrt,
welcher die codierende Sequenz des vsr-Gens aus Escherichia coli enthidlt. Da die
Sequenz des Escherichia coli K12-Genoms bekannt ist, sind die GréBen der hier zu
erwartenden PCR-Fragmente mit 257 und 284 bp bekannt. Die ,touchdown’-PCR
erfolgte dabei mit einem Gradienten der ,annealing’-Temperatur zwischen 60.4 und
68.9 °C und einer Abnahme der Temperatur um —0.5 °C pro Zyklus in den ersten
zehn Zyklen, gefolgt von 30 Zyklen mit einer ,annealing’-Temperatur zwischen 55.5
und 64.0 °C. Die Elongation erfolgte bei 67 °C. Wie in Abbildung 9 gezeigt, werden
in dieser ersten Amplifikation bei niedrigen ,annealing‘-Temperaturen Fragmente
der GroBe 257 und 284 bp erzeugt. Die in Spur 1 gezeigten PCR-Produkte wurden
mit Streptavidin-beschichteten paramagnetischen Partikeln angereichert (3.2.4.4).

Dann wurde eine Reamplifikation mit dem Primersatz HG sowie Kassettenprimer



Ergebnisse und Diskussion

66

durchgefiihrt. Wie in Abbildung

10 gezeigt, wurde damit eine deutliche

Anreicherung der gesuchten Banden erreicht.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 M

bp

<100
<800

<600
<400

<« 200
o - Degenerierte Primer

-4 Kassettenprimer

63.8 ‘annealing’-Start [°C]

ABBILDUNG 9: PCR-Produkte unter Verwendung des HG-Satzes. Die Starttemperaturen des
,annealing‘-Schrittes der ,touchdown‘-PCR sowie Primerkombinationen sind angegeben.

Der gesamte PCR-Ansatz
wurde mit ECORI und BamHI
behandelt und in den Vektor
pBluescript I SK(-) kloniert.
Von den 6 sequenzierten
Klonen enthielten 4 Klone
Fragmente des vsr-Gens aus
Escherichia coli. Damit war
die generelle Anwendbarkeit
dieser Methode gezeigt. Die
oben beschriebenen
Experimente wurden
veroffentlicht (Laging et al.,
2000).

bp M 1

1000 >
800 >

600 —>»

400 —>»

284 bp
> = 257 bp

200 —>»

ABBILDUNG 10: Reamplifikation der angereicherten
Produkte aus Spur 1, Abbildung 9. Die zu
erwartenden Produkte der GroBe 257 und 284 bp
sind gekennzeichnet. Die ,annealing‘-Temperatur
betrug in allen 25 Zyklen 50 °C
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4.2 ldentifikation eines Fragmentes eines vsr-Homologen aus
Bacillus stearothermophilus

Fiir die Suche nach einem Vsr-Homologen aus Bacillus stearothermophilus wurde
im Wesentlichen vorgegangen wie im oben erwéhnten Modellexperiment. Bei der
Definition der degenerierten Primersdtze DS und HS wurden jedoch jeweils zwei
Subsitze erzeugt, um die Zahl der reprisentierten Sequenzen weiter zu verringern.

Die Sequenzen der degenerierten Primersitze sind im Folgenden zusammengefal3t:

BamH) DDHGESC F W (H # Sequenzen

DG-Mix AGA GGA TCC GAY GGN TGY TTY TGG CA 32
HG-Mix AGA GGA TCC CAY GGN TGY TTY TGG CA 32
DS1-Mix AGA GGA TCC GAY TCN TGY TTY TGG CA 32
HS1-Mix AGA GGA TCC CAY TCN TGY TTY TGG CA 32
DS2-Mix AGA GGA TCC GAY AGY TGY TTY TGG CA 16
HS2-Mix AGA GGA TCC CAY AGY TGY TTY TGG CA 16

(Y:Coder T; N: A, C, Goder T)

Chromosomale DNA von Bacillus stearothermophilus wurde prépariert ( 3.2.4.8),
einem Partialverdau mit Bspl1431 unterzogen und mit Kassetten-DNA ligiert.
Anschlieend wurde eine PCR unter Verwendung jeweils eines Satzes degenerierter
Primer sowie des biotinylierten Kassetten-Primers durchgefiihrt Die ,touchdown’-
PCR erfolgte mit einer ,annealing’-Temperatur von 60 °C und —0.5 °C in den ersten
zehn Zyklen, gefolgt von 35 Zyklen mit einer ,annealing’-Temperatur von 55 °C.
Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt (Abbildung 11).

M1 2 3 4 5 6 7 8 9101112 M

1000—>

600>
400>

200>

Kassettenprimer + — +* — + - + - + - + -
5-Primer DG HG DS1 DS2 HSI1 HS2

ABBILDUNG 11: Amplifikation unter Verwendung der sechs degenerierten Primersétze.
Kontrollen unter Verwendung alleine der degenerierten Primersitze sind aufgeschliisselt.
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In den Spuren 1, 3, 5, 7, 9 und 11, unter Verwendung von degeneriertem Primersatz
und Kassettenprimer, sind eine Vielzahl von PCR-Produkten zu erkennen, welche zu
einem groflen Teil nicht mehr als distinkte Banden aufgeldst sind. Die in den Spuren
2,4,6,8,10 und 12 zu beobachtenden Fragmente wurden durch Amplifikation mit den
degenerierten Primersdtzen ohne Zugabe des Kassettenprimers erzeugt. Dieselben
Fragmente sind in den entprechenden Ansidtzen mit Zugabe des Kassettenprimers
ebenfalls zu beobachten, was die Notwendigkeit der folgenden Anreicherungsschritte
verdeutlicht. Die PCR-Produkte der Spuren 1, 3, 5, 7, 9 und 11 wurden dann mittels
Streptavidin-beschichteter ~ paramagnetischer  Partikel und  Reamplifikation
angereichert. Hierbei wurde eine ,annealing’-Temperatur von 50 °C mit 30 Zyklen

gewihlt. Die Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt (Abbildung 12).

bp bp
1000 > < 1000
600 _»WMMMM ‘: - 600
400 —> o e < 400
200 > o< 200

5’-Primer: DG HG DS1 DS2 HS1 HS2

ABBILDUNG 12: Reamplifikation der angereicherten Produkte der PCR unter
Verwendung der sechs degenerierten Primersidtze und des Kassettenprimers aus
Abbildung 11.

Der Effekt der Anreicherung ist hier nicht derart deutlich erkennbar wie im Falle des
Modellexperimentes mit Escherichia coli-DNA, es ist jedoch ein Unterschied im
Bandenmuster korrespondierender Ansitze vor und nach Anreicherung zu erkennen.
Dies ist besonders der Fall fiir die Reaktionen mit den Primersidtzen HG und HS2
(Abbildung 11, Spuren 3 und 11, und Abbildung 12, Spuren 2 und 6). Die
kompletten Reamplifikationsansétze wurden nun mit ECORI und BamHI behandelt
und in ebenso geschnittenen Vektor pBluescript I SK(-) kloniert. Nach
Transformation von DH50a-Zellen wurden Transformanten einem ,colony screening’
mittels PCR unterzogen und ,insert’-tragende Klone fiir die Sequenzierung
ausgewdhlt (3.2.5.3). Es wurden insgesamt 68 Klone sequenziert. Die Sequenzen der

,inserts wurden in Aminosduresequenzen translatiert und nach Homologie zu bis
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dato bekannten Vsr-Sequenzen gesucht. Die Ergebnisse sind folgender Tabelle

zusammengefasst:
Degenerierter Primersatz DG HG DS1 HS1 DS2 HS2
Anzahl der sequenzierten ,inserts’ 17 18 16 6 11 -

Anzahl der einem Vsr-Homologen

zugeordneten ,inserts’ - - 3 1 - -

Alle vier Sequenzen, welche einem Vsr-Homologen zugeordnet werden konnten,
sind auf DNA-Ebene 25 bp lang (ohne Primersequenz) und konnten aufgrund
signifikanter Homologie zur Aminosduresequenz des Vsr-Homologen aus Bacillus
subtilis erkannt werden. Die drei Sequenzen, welche auf Verwendung eines DS1-
Primersatzes zuriickgehen, sind identisch und entsprechen, wie sich spiter
herausstellte, der tatsdchlichen genomischen Sequenz (4.3). Die Sequenz, welche
unter Verwendung des HS1-Primersatzes identifiziert wurde, unterscheidet sich im
5¢-Bereich des Primers in zwei Basen von der genomischen Sequenz. Die geringe
Abweichung von der ,template’-DNA macht die Amplifikation durch einen
Primersatz, welcher nicht die auf Aminosdureebene beobachtete Sequenz enthilt,

verstindlich (Abbildung 13)

(a) 5 GAT TCC TGC TTT TGG CAC GCA TGT GAA ATA CAT GGA CGG
ATC

(b) DSl: 5 GAT TCC TGC TTT TGG CA (c) Bst: IDSCFWHAC=EFHGRI |
HS1: 5 CAT TCG TGC TTT TGG CA Bsu: PEeaAFePVEED

ABBILDUNG 13: (a) Nukleotid- und Aminosiuresequenz des mit Hilfe des DS1-Satzes
identifizierten Fragmentes. (b) Vergleich der zur Amplifikation gefiihrten Primer der Sitze DS1 und
HSI1. Unterschiede sind hellgrau unterlegt. (c) Vergleich der Aminosduresequenz des mit Hilfe des
DS1-Satzes identifizierten Fragmentes (Bst)mit der entsprechenden Sequenz aus Bacillus subtilis (Bsu)
(inklusive primerkodierter Sequenz DSCFWH). Identische Aminosduren sind dunkelgrau, dhnliche
sind hellgrau untetrlegt.



Ergebnisse und Diskussion 70

4.3 Sequenzierung des gesamten vsr-Gens aus Bacillus
stearothermophilus

Um ausgehend von der 25 bp umfassenden Sequenz des identifizierten Fragmentes
zu weiterer Sequenzinformation zu gelangen, wurden zwei Primer definiert. Diese
sind komplementidr zu Sequenzabschnitten des Fragmentes und werden im Zuge
einer PCR in entgegengesetzte Richtung elongiert. Weiterhin sind keine Bereiche,

die einer degenerierten Primersequenz entsprechen, enthalten (Abbildung 14).

Xhol H G R |
5" gctctag
a ata cat gga cgg atc

5 GAT TCC TGC TTT TGG CAC GCA TGI GAA ATA CAT GGA CGG ATC 3
3" CTA AGG ACG AAA ACC GIG CGTI ACA CIT TAT GTA CCT GCC TAG 5’

g cgt aca ctt tat gt
tgatcagg 5’
D S C F W H A C E I Spel

ABBILDUNG 14: Lage der Primer 5°VstBst (oben; fiigt XhoI-Sequenz an) und 3’-VsrBst (unten; fiigt Spel-
Sequenz an). Die DNA-Sequenz der DS1-Fragmente ist beidstringig angegeben. Primersequenzen in
Kleinbuchstaben. Durch die Primer zusétzlich eingeflihrte Schnittstellen fett; Aminosduresequenz in
GrofBbuchstaben fett.

Diese wurden dann in einer ,inverted PCR’ eingesetzt (3.2.5.2). Als ,template’ diente
chromosomale DNA aus Bacillus stearothermophilus, welche mit 19 verschiedenen
Restriktionsendonukleasen in 19 Ansdtzen komplett geschnitten und anschlieBend
rezirkularisiert wurde (3.2.65). Die verwendeten Restriktionsendonukleasen waren
Aatll, Acco511, BamHI, Bglll, Bsul5I, Eco91l, EcoRI, HindIll, Mlul, Munl, Ncol,
Ndel, Nhel, Pstl, Sacl, Sall, Vspl, Xbal und Xhol. Bei Verwendung des Munl-
2templates’ war nach gelelektrophoretischer Auftrennung eine dominante Bande bei
etwa 1.2 kbp zu erkennen. Dieses PCR-Produkt wurde aufgereinigt, iiber die
primerinstruierten Schnittstellen Spel und Xhol in den Vektor pBluescript II SK (-)
kloniert und in einer Richtung sequenziert. Auf diese Weise wurde der fiir den C-
Terminus des Vsr-Homologen kodierende Abschnitt des Gens erhalten. Weiterhin
wurde {iber die Munl-Schnittstelle hinweggelesen, sodall ebenfalls ein
Sequenzabschnitt ,upstream* des vsr-Gens bekannt war. Damit war es mdglich, zwei
Primer (5° und 3°‘BstVsr-Seq) zu definieren, welche zur Amplifikation eines

Fragmentes, auf welchem das komplette vsr-Gen liegt, dienten. Drei mit den Primern
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5¢ und 3‘BstVsr-Seq in unabhédngigen Reaktionen erzeugte PCR-Produkte wurden
sequenziert. Auf diese Weise konnte die Sequenz des gesamten vsr-Gens ermittelt
werden. Das Gen aus Bacillus stearothermophilus kodiert fiir ein Protein mit 140
Aminosduren, einer relativen Molmasse von M,=16.5 und einem berechneten
isoelektrischen Punkt von pl=10.1 (berechnet mit ,Peptidesort’, GCG-
Programmpaket). Ein Vergleich der Aminosduresequenzen der Vsr-Homologen aus
Escherichia coli, Bacillus stearothermophilus und Bacillus subtilis spiegelt die nahe
Verwandtschaft der Bacillus-Spezies wieder. Beide Bacillus-Proteine weisen zudem
eine signifikante Ahnlichkeit zum Homologen aus Eschericha coli auf (Abbildung
15)

Bst-Bsu Bst-Eco Bsu-Eco
Ahnlichkeit [%] 64.9 50.8 45.9
Identitét [%] 56.7 36.9 36.9

Eco 1 MADVHDKATRSKNVRAI ATRDTAI EKRLASLL TGQGLAFRVQDASL PGRPD
Bsu 1 M DKMSKESRSNVIVKS| . KSVSQLENL VASALWANRGYRFRRNTKSL FGKPD
Bst 1 MADVLTEEQRRKNMQAI . RSVSKLEEKI AKELVWKRG RFRRNVKDLLGKPD
Eco 52 FVVDEYRCVI FTHGCFWHHHHCYL. FKVPATRTEFW. EKI GKNVERDRRDI

Bsu 50 LSI KKYKWVI FI DSCFWHF. . CPVHGRI PKSNTDYWNAKY! KNKTRDEEVN
Bst 51 | Al KKYKVAVFI DSCFWHA. . CEl HGRI PNTNTVFWEKFRKNKKRDECVN
Eco 102 SRLQELGARVLI WAECALRGREKLTDEALTERLEEW CGEGASAQ DTQGE HLLA
Bsu 99 TFYRENNWNI LRVAEHEFKEDFDFAI DTl ANFI EQSKRK~~~~~~~~~~~~~~~~
Bst 100 NHYLDLGASI LRI WVEHEVKADENGVWDAE ADFI SSAKDSQS~~~~~~~~~~~~~~

ABBILDUNG 15: oben: Vergleich der Vsr-Sequenzen aus Bacillus stearothermophilus (Bst), Bacillus
subtilis (Bsu) und Escherichia coli (Eco). unten: ,alignment* der drei Aminosduresequenzen. Identische
Aminosduren sind hellgrau unterlegt.

Ein ,alignment’, in welchem alle Vsr-Homologen aufgefiihrt sind, die zum jetzigen
Zeitpunkt bei einer Suche in der Proteindatenbank gefunden werden, ist in
Abbildung 36 gezeigt.

Das Gen aus Bacillus stearothermophilus wurde ausgehend von chromosomaler
DNA in einer PCR mit den Primern 5°BstVsr-Xba und 3‘BstVsr-Xho amplifiziert.
Dabei wurden primerinstruiert Schnittstellen eingefiihrt, sodal das vsr-Gen iiber

Xbal und Xhol in das Expressionsplasmid pET21d kloniert werden konnte. Weiterhin
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wird es C-terminal mit einer vektorkodierten Hexahistidinsequenz fusioniert, somit
ist eine Aufreinigung mittels ,immobilized metal affinity chromatography’ (IMAC)

(3.3.5.2) moglich. Die Klonierung wurde durch Sequenzierung verifiziert.

4.4 Expression und Aufreinigung der Vsr-Endonuklease aus
Bacillus stearothermophilus

Im Rahmen seiner Diplomarbeit wurde von Eric Lindner das vsr.Bst-Gen mit C-
terminaler Hexahistidin-Sequenz in den Vektor pASK75 eingebracht. Das Gen steht
unter Kontrolle des tet-Promoter/Operators, eine Induktion ist somit durch Zugabe
von Tetracyclin moglich. Als Expressionsstimme diente BMH71-18 mutS, der durch
eine Insertion eines tet-Gens via Transposon-Mutagenese konstruiert worden war
(W. Kramer) und somit eine Tetracyclin-Resistenz aufweist. Fiir einen Vergleich der
Expression wurde das Plasmid pET21d-Vsr.Bst durch Transformation in den Stamm
BL21 DE3 eingebracht. Expressionstests im 1 ml-MaBstab (3.3.3) zeigten eine
gleiche Ausbeute mit beiden Konstrukten. Im Folgenden wurde ausgehend vom
pASK-Konstrukt Vsr-Protein produziert.

Zur praparativen Gewinnung von Vsr.Bst wurden Zellen im 11-Mal}stab angezogen.
Bei Erreichen einer O.D.gp0 von 0.8 wurde durch Zugabe von Tetracyclin in einer
Endkonzentration von 25 pg/ml induziert, nach einer weiteren Stunde wurden die
Zellen geerntet und die 16slichen Proteine extrahiert (3.3.4). Die Aufreinigung von
Vsr.Bst erfolgte in zwei Schritten. Im ersten Schritt wurde eine Aufreinigung mittels
IMAC (3.3.5.2) durchgefiihrt. Die verschiedenen Schritte dieser ersten Aufreinigung
sind in Abbildung 16 dokumentiert.

M 1 2 3 4 5 6 7
M,
97 —>
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ABBILDUNG 16: Aufreinigung des Hexahistidin-Vsr aus Bacillus stearothermophilus via IMAC. Spur
1: Rohextrakt einer induzierten Expressionskultur. Spuren 2 und 3: Durchlauf nach Auftrag auf eine
pradquilibrierte ,Chelating Sepharose‘-Sdule. Spuren 4 und 5: Waschschritte mit jeweils 10 ml IMAC-
Puffer A (ohne Imidazol). Spur 6: Waschschritt mit 10 ml IMAC-Puffer, 100 mM Imidazol. Spur 7:
Elution mit 12 ml IMAC-Puffer, 500 mM Imidazol. M: ,Mid Range*‘ Proteinmarker.
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Im zweiten Schritt folgte eine Aufreinigung durch Bindung an Heparin-Matrix
(Poros) an einer ,Biocad Workstation’ (3.3.5.3). Das Volumen der Elutionsfraktion
der IMAC wurde zur Erniedrigung der Salzkonzentration vor Auftrag auf die
Heparin-Sdule mit Hepes-Puffer auf das Vierfache erhoht. Unmittelbar nach der
Elution von der Heparin-Matrix wurden die Proben auf eine DTT-Konzentration von
5 mM eingestellt und gegen Hepes-Puffer, pH 7.5, welcher 400 mM NaCl sowie 5
mM DTT enthielt, dialysiert. Auf diese Weise wurden pro Liter Ausgangskultur 4
mg reinen Proteins gewonnen. Die Konzentration der Proteinldsung wurde auf 0.2
mg/ml eingestellt, mit sterilfiltriertem Glycerin versetzt (1:1) und aliquotiert bei
-70 °C gelagert. Entnommene Aliquots konnten mehrere Wochen bei —20 °C
aufbewahrt werden.

In Abbildung 17 sind ein Chromatogramm der Aufreinigung via Heparin-Saule
sowie die Analyse der Fraktionen des Elutionspeaks durch SDS-PAGE gezeigt. Die
Elution im Verlaufe eines linearen NaCl-Gradienten (etwa 6.5 bis 12 Minuten) zeigt,
daBl das Protein bei einer Leitfdhigkeit von etwa 50 mS (also etwa 650 mM NaCl)
von der Matrix gelost wird. Dieser Wert liegt nur knapp tiber dem Wert wihrend des
Auftrages. Auffillig ist hier ein groBer Peak bei Auftrag der Proteinlosung (auf der
Zeitachse im Bereich 0 bis 5 Minuten). Eine Wiederholung der Aufreinigung unter
erneutem Auftragen der Auftragspeak-Fraktionen fiihrte zu einer Erhdhung der
Ausbeute um etwa 1/3, der Auftragspeak bei dieser zweiten Aufreinigung war dann
vernachldssigbar niedrig (Daten nicht gezeigt). Der Auftragspeak kann somit auf die
schwache Bindung des Proteins bei der beim Auftrag vorliegenden Salzkonzentration

zurlickgefiihrt werden.
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ABBILDUNG 17: Oben: Chromatogramm einer Aufreinigung von IMAC-gereinigtem Vsr-Protein aus Bacillus
stearothermophilus via Affinitdtschromatographie (Matrix: Heparin; Poros HE). Mitte: Ausschnitt aus obigem
Chromatogramm. Elutionspeak sowie gesammelte Elutionsfraktionen. In beiden Chromatogrammen: blau:
Absorbtion bei 280 nm (siehe Achsbeschriftung links); rot: Absorbtion bei 260 nm (dieselbe Skalierung wie
280 nm); violett: Leitfdhigkeit in Millisievert (siche Achsbeschriftung rechts; 77 mS entsprechen einer 1 M
wiassrigen NaCl-Losung); zeitlicher Verlauf in Minuten angegeben, Fluflirate: 25 ml/min. Unten: SDS-PAGE
(15 % Acrylamid) der im mittleren Chromatogramm gezeigten Elutionsfraktionen 1 bis 9. M: Mid-Range
Proteinmarker
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4.5 Untersuchungen zur Aktivitat des Vsr-Homologen aus Bacillus

stearothermophilus

Nach erfolgreicher Klonierung des Gens sowie Expression und Aufreinigung des
Proteins sollte eine erste Uberpriifung der Aktivitit des Vsr-Homologen aus Bacillus
stearothermophilus erfolgen. Bei der Auswahl eines Substrates fiir einen ersten
Spalttest wurde eine Arbeit von Schumann et al. (1996) herangezogen, in welcher
eine multispezifische DNA-Cytosin-Methyltransferase aus Bacillus
stearothermophilus H3 beschrieben wurde. Diese methyliert ACGCGT (MIul),
CCGCGG (Sacll), GCGCGC (BssHII), PuGCGCPy (Haell) sowie PuCCGGPy
(Cfr10I). Die Autoren beobachteten, da3 einige Positionen bevorzugt methyliert
werden (hier fett) gedruckt. Restriktionsendonukleasen, welche entsprechende
Zielsequenzen spalten, sind in Klammern angegeben.

Da in vorhergehenden Arbeiten gezeigt wurde, daB die Vsr-Endonuklease aus
Escherichia coli eine gewisse Sequenzvariation zuldf3t (Glasner et al., 1995; Lieb
und Rehmat, 1995), sollte hier in einem ersten Test auf Spaltungsaktivitdt auch bei
Abweichung von den Sequenzen, welche ein Homologes aus Bacillus
stearothermophilus bevorzugt prozessieren mag, zumindest eine qualitative Aussage
gemacht werden konnen. Das Vorkommen einer multispezifischen Methyltransferase
ist ein Hinweis darauf, dal das Homologe zu Vsr eher noch groBere Variationen in
der Umgebung einer Fehlpaarung tolerieren konnte als das Enzym aus Escherichia

coli.

Fiir einen Aktivititstest sollte der von W. Gléasner fiir seine Untersuchungen an Vsr
aus Escherichia coli entwickelte Endonuklease-,assay‘ verwendet werden (Glasner
et al, 1992). Dabei wurde aus zwei synthetischen Oligonukleotiden ein
Heteroduplex-Substrat hybridisiert, welches anschlieBend durch die Mismatch-
spezifische Endonukleaseaktivitit von Vsr in einem Strang 5’ des Thymins einer
T/G-Fehlpaarung gespalten wurde. Dieser Strang ist am 5’-Ende fluoreszent
markiert, so daf} in einer denaturierenden elektrophoretischen Auftrennung mit einem
A.L.F.-Sequenzierer das verkiirzte Spaltprodukt vom Substrat der Ausgangslinge
unterschieden werden kann. Diese Methode 146t weiterhin eine quantitative
Betrachtung der Spaltung zu, was kinetische Untersuchungen der Katalyse

ermdglicht ( 3.4.1, 3.4.2).
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Aufgrund der Untersuchungen der T/G-spezifischen Glykosylase Mig.Mth von Y.
Fondufe standen eine Reihe von Substraten fiir ein derartiges Experiment zur
Verfiigung. Es wurden zwei Substrate ausgewéhlt, welche im Kontext GGTCC eine
T/G-Fehlpaarung (das fehlgepaarte Thymin ist unterstrichen) sowie im selben
Kontext die entsprechende Homoduplex-DNA, also GGCCC, anbieten. Die oberen
Stringe tragen am 5’-Ende eine Fluorescein-Markierung zur Detektion mit einem
,LA.LF. Sequencer’ (3.2.10). Die unteren Stringe fiir die Hybridisierung zum
doppelstringigen Substrat sind hier identisch:

Heteroduplex (39mer): 5° F-gggtacttggcttatctccga ggTcct taatctgtcgca 3’
Homoduplex (35mer): 5" F-acttggcttatctccga ggCcct taatctgtcgca 3’

Unterer Strang: 3’ ccgaat agaggct ccCgga attagacagcgt 5’

Diese beiden Substrate wurden in einem Spalttest eingesetzt (3.4.1). Es wurden je 0.5
nM Substrat mit 570 nM des Vsr-Homologen aus Bacillus stearothermophilus fiir 15
Minuten bei 50 °C inkubiert. Als Kontrolle wurden die Substrate unter denselben
Bedingungen mit Mig.Mth, einer Mismatch-spezifischen Thymin-DNA-Glykosilase
aus Methanobacterium thermoautotrophicum (Horst et al., 1996; von Y. Fondufe zur
Verfiigung gestellt), inkubiert. Hierbei wurde nach der Spaltungsreaktion mit NaOH
behandelt, um eine Spaltung der durch Mig.Mth erzeugten AP-,site‘ zu bewirken.
Eine Analyse auf einem A.L.F.-Sequenzierer (3.2.10) zeigte, daBl bei einer
Inkubation der heteroduplex-DNA mit dem Vsr-Homologen ein zusétzlicher Peak
entsteht (Abbildung 18). Dieser wandert im Gel fast auf gleicher Hohe des Produktes
der Spaltung durch Mig.Mth und ist in der Kontrolle (H,O statt Enzym) nicht zu
sehen. Die Homoduplex wurde nicht gespalten (Abbildung 18).
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T/G Heteroduplex (39mer) C/G Homoduplex (35mer)

Produkt Substrat Produkt Substrat

Vsr.Bst
Vsr.Bst

Mig.Mth

Mig.Mth

UL

H,0

H,O T/G Heteroduplex + Mig.Mth

ABBILDUNG 18: Rohdaten einer Spaltung von Heteroduplex- und
Homoduplex-DNA-Substraten  mit  Vsr.Bst und Mig.Mth  sowie
Kontrollbehandlung ohne Enzymzugabe. Zu erkennen sind Produkt- und
Substratpeaks (ndheres im Text).

Damit konnte gezeigt werden, dal das Vsr-Homologe, wie das Enzym aus
Escherichia coli, eine Mismatch-spezifische Endonuklease-Aktivitit aufweist. Das
Homologe aus Bacillus stearothermophilus wurde daraufhin Vsr.Bst genannt.Das
Produkt der Spaltung durch Mig.Mth und anschlieBende Spaltung der AP-,site’ weist
ein anderes Laufverhalten auf als das Produkt der Spaltung durch Vsr.Bst. Dies kann
darauf zuriickgefiihrt werden, daB3 nach der B-Eliminierungsreaktion an der von
Mig.Mth erzeugten AP-,site° eine Phosphatgruppe am 3’-Ende des 5°-Produktes
verbleibt. Diese flihrt zusdtzliche negative Ladung im Produkt ein, welche eine

beschleunigte Migration dieses Produktes im Verlauf der Elektrophorese bewirkt.
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4.6 Untersuchung des Methylierungsmusters in Bacillus

stearothermophilus

Nachdem gezeigt werden konnte, dal das Vsr-Homologe aus Bacillus
stearothermophilus eine Spaltung von DNA 5° einer T/G-Fehlpaarung bewirkt, sollte
das Methylierungsmuster chromosomaler DNA (in Bezug auf 5-Methylcytosin) aus
diesem Organismus {berpriift werden. Dazu wurde chromosomale DNA mit
verschiedenen C-methylierungssensitiven Restriktionsendonukleasen behandelt und
dann gelelektrophoretisch aufgetrennt. Eine Nichtspaltung durch eine derartige
Restriktionsendonuklease wurde als Methylierung der chromosomalen DNA am
Cytosin im Sequenzkontext des eingesetzten Enzyms gedeutet. Welches Cytosin
innerhalb dieser Sequenzen die Methylierung trigt kann allerdings nicht entschieden
werden, da die Sensitivititen der verwendeten Restriktionsendonukleasen nicht fiir
alle Enzyme bekannt sind. Alle Enzyme wurden parallel einer Kontrolle durch
Spaltung von Plasmid-DNA unterzogen und zeigten Aktivitit (Daten nicht gezeigt).
In Abbildung 19 sind ein beispielhaftes Gel sowie die verwendeten Enzyme
aufgefiihrt.

Eine Spaltung der DNA ist in den Spuren 4 (Narl), 6 (Mlul) und 9 (BamHI,
Kontrolle) zu erkennen. Eine schwache Spaltung ist in den Spuren 5 (Notl) und 7
(Sacll) zu sehen. Keine Spaltung wird in den Spuren 1 (Agel), 2 (BssHII), 3 (Cfr101)
und 8 (Xhol) beobachtet. Die Spaltung durch MIul und Sacll war aufgrund des
Methylierungsmusters von M.BSSHII nicht erwartet worden. Weiterhin kann nicht
erklart werden, warum eine Inkubation mit Xhol (CTCGAG) keine Spaltung
bewirkte. Die Nichtspaltung der Sequenzen ACCGGT (Agel) und GCGCGC
(BssHII) wurden zur Planung der Untersuchungen des Substratspektrums von

Vsr.Bst herangezogen, welche im folgenden Abschnitt beschrieben sind.
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3 4 5 6

7 8 9 10 M

Spur Enzym Erkennungs- Enzym Erkennungs-

sequenz sequenz

1 Agel ACCGGT Pvul CGATCG

2 BssHI | GCGCGC Sal | GICGAC

3 Cfr10l r CCGGy Smal CCCEEG

4 Nar | [cecocoe: SnaBl TACGTA
5 Not | GCGECCEC Hi n6l GCGC
6 M ul ACGCGT Hpal | CCGG
7 Sacl | ssceoce Mspl CCGG
8 Xhol [ CTCGAG Bsp143l (GATO)

9 BanmH ( GGATCC) Eagl CGCECCG
Aat | | GACGTC Ecol147] AGCCCT

C al ATCGAT Hi ndl | | AACGCTT

Fspl TGCGCA Pst | CTGCAG

10 (chronosonal e DNA) Xbal TCTAGA

ABBILDUNG 19: Spalttests mit C-methylierungssensitiven Restriktionsendonukleasen und chromosomaler
DNA aus Bacillus stearothermophilus. Unten: Verwendete Enzyme sowie zugehérige Erkennungssequenzen.
Grau unterlegte Sequenzen wurden nicht gespalten. Oben: Agarosegel enzymbehandelter chromosomaler
DNA. Die Aufschliisselung der Spuren ist in der unteren Tabelle angegeben. Als Vergleich wurde

unbehandelte chromosomale DNA in Spur 10 aufgetragen. M: 1 kb DNA Leiter
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4.7 Untersuchungen zum Substratspektrum

4.7.1 Methylierungsmuster-abgeleitete Substrate

Im Folgenden sollte die Substratspezifitit von Vsr.Bst untersucht werden. Dazu
wurden Unterschiede im Umsatz verschiedener Substrate durch Bestimmung
relativer Geschwindigkeitskonstanten mittels multipler Substratkinetiken (3.4.2,
3.4.3) quantifiziert. Es wurden vier Substrate bei 50 °C im Gemisch mit Vsr.Bst
behandelt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden aus der Reaktion Aliquots
entnommen, die Reaktion abgestoppt und Substrat- und Produktmenge quantifiziert.
Die Analyse erfolgte dabei mit Hilfe eines A.L.F.-Sequenzierautomaten. Die vier im
Gemisch untersuchten Substrate unterschieden sich in der Linge der prozessierten
oberen Stringe, sodaBl eine Unterscheidung von Substraten und Produkten moglich
war (3.4.2). Die Rohdaten einer derartigen Analyse mit einem

A.L.F.-Sequenzierautomaten ist in Abbildung 20 gezeigt.
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ABBILDUNG 20: Rohdaten einer Spaltungsreihe mit einem Gemisch der
Substrate 1 bis 4. Die Peaks ensprechen Fragmenten der Grofle 15, 19, 23
und 27 Basen (Produkte) und 31, 35, 39 und 43 Basen (Substrate)

Aus den Ergebnissen der Spalttests im vorigen Kapitel wurden sechs Substrate fiir
eine erste Reihe von multiplen Substratkinetiken abgeleitet. In der folgenden Tabelle
sind die Sequenzen der variablen Regionen gezeigt, welche in eine fiir alle Substrate

gleiche Rahmensequenz eingebettet sind (sieche auch Abbildung 4.). Die T/G-
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Fehlpaarung wird dabei jeweils mit dem groBen T innerhalb der angegebenen

Sequenz mit einem Guanin auf dem zugehorigen unteren Strang gebildet:

Substrat 1 2 3 4 5 6
Sequenz cTcggg aTcggt ccTggg acTggt gTgege  gegTge
(oberer Strang)
Lénge [bp] 31 35 39 43 31 35

(oberer Strang)

Die Substrate 1 bis 4 wurden aus der Sequenz ACCGGT (Agel) abgeleitet. Die
Substrate 1 und 2 stellen die Situation nach einer Desaminierung an einem duf3eren,
die Substrate 3 und 4 an einem inneren 5-Methylcytosin innerhalb dieser Sequenz
dar. Die Kernsequenz CCGG wurde mit C/G-Basenpaaren (Substrate 1 und 3) und
mit A/T-Basenpaaren (Substrate 2 und 4) umgeben. Die Substrate 5 und 6 stellen das
Ergebnis einer Desaminierung an einem ersten (Substrat 5) und an einem zweiten
(Substrat 6) 5-Methylcytosin innerhalb der Sequenz GCGCGC (BssHII) dar.

Fiir die Bestimmung multipler Substratkinetiken wurden in einem Gemisch die
Substrate 1 bis 4 eingesetzt. In einem weiteren Experiment wurden die Substrate 3
bis 6 gemischt. Dadurch war eine Normierung der relativen
Geschwindigkeitskonstanten aller sechs Substrate moglich. Die Peak-Fldchen
wurden mit Hilfe des Programmes ,Fragment Manager’ integriert und mit dem
Programm ,Sigma Plot’ zur Berechnung relativer Geschwindigkeitskonstanten

herangezogen.

Substrate 1 bis 4 Substrate 3 bis 6

Substrat [%] Substrat [%]
100
] ® Substrat 1 (cTcggg) ® Substrat 5 (gTgege )
100 ¥ O Substrat 2 (aTcggt) g O Substrat 6 (gcgTgc )
\ v Substrat 3 (ccTggg) ¥ Substrat 3 (ccTggg )
7 v Substrat 4 (acTggt) 80 1 v Substrat 4 (acTggt )
80 | l\ N
\ NI
| ™~ \l 60
60 \5 — l\
\ 3 —— ] o
40 | -
3 4\\\;‘;*7777777
201 20
b4 §
0 i ! 0
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Zeit [min] Zeit [min]

ABBILDUNG 21: Zeit-Umsatz-Kurven der Spaltung der Substrate 1 bis 4 (links) und 3 bis 6 (rechts).
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In Abbildung 21 sind die zeitabhidngige Abnahme der Substratmenge fiir beide oben
erwahnten Substratgemische gezeigt. Ein Vergleich der beiden Kurven zeigt ein
Problem auf, welches bei dieser Methode mit Vsr.Bst immer wieder beobachtet
werden konnte: Ein sauberes Abstoppen der Reaktion nach Entnahme der Proben zu
frithen Zeitpunkten gestaltete sich schwierig. Dieser Effekt wurde bei fritheren
Experimenten mit Vsr aus Escherichia coli nicht beobachtet Der Grund kann in einer
hoheren Stabilitit des Vsr.Bst liegen, das Abstoppen wird zudem durch die hohere
Inkubationstemperatur (bei Experimenten mit Vsr aus Escherichia coli lag sie bei
37 °C) erschwert. Dies fiihrt dazu, daB die zu einem oder mehreren (friihen)
Zeitpunkten zugehorigen MeBwerte verfdlscht werden. Die Substratmenge (in %)
erscheint zum entsprechenden Zeitpunkt niedriger. im Falle der obigen Kurve,
welche die Umsetzung der Substrate 3 bis 6 dokumentiert, fiihrt dies dazu, daf3 ein
Jfitting® nicht exakt alle Punkte der Kurve erfalit. Da jedoch alle Substrate einer
Reaktion gleichermallen von diesem Effekt betroffen sind, ist es dennoch moglich,
korrekte Konstanten zu berechnen. Die unterschiedlich langen 5°-Uberhinge, welche
fiir eine Unterscheidung der Substrate und Produkte vonndten sind, haben keinen
Einflul auf die Prozessierung durch Vsr.Bst. Es wurden Substrat 1 als 31mer und
43mer sowie Substrat 2 als 35mer und 39mer gemischt und Zeit-Umsatzkurven
erstellt.

Unterschiedlich

Substrat [%] lange einzelstrin-

® Substrat 1 (31mer) glge 5’-Enden be-
O Substrat 2 (35mer)

Sub 2 (39 . . .
Y betat : taamen einflussen nicht die

Spaltungskinetiken
der Substrate, die
errechneten  rela-
tiven Geschwindig-

keitskonstanten ent-

| | § sprachen den zuvor

i 0 5 10 15 20 bestimmten inner-
zettfmin halb der Fehler-

ABBILDUNG 22: Lingenpermutation der 5°‘-Uberhiinge; Zeit- grenzen (Abbildung

Umsatz-Kurven von Substrat 1 (cTcggg; 31mer und 43mer) und
Substrat 2 (aTcggt; 35mer und 39mer) im Gemisch. 22).
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In Tabelle 1 sind die normierten relativen Geschwindigkeitskonstanten fiir alle sechs

Substrate aufgefiihrt.

Rang Substrat Sequenz  relative Geschwindigkeitskonstante
1 1 cTcggg 1.00 +0.03
2 2 aTcggt 0.94 £0.03
3 3 ccTggg 0.54 +£0.01
4 6 gcgTgc 0.36 £0.05
S 5 gTgcge 0.34+0.05
6 4 acTggt 0.29£0.03

TABELLE 1: Relative Geschwindigkeitskonstanten fiir die Substrate 1 bis 6.

Die Substrate 1 und 3 sowie 2 und 4 unterscheiden sich jeweils durch die Position
der T/G-Fehlpaarung innerhalb einer sonst identischen Sequenzumgebung. In beiden
Féllen erfolgt die Prozessierung durch Vsr.Bst signifikant besser, wenn die T/G-
Fehlpaarung an Position 3 innerhalb der hier variierten Hexanukleotidsequenz liegt:
Substrat 1 wird um den Faktor 1.9 effektiver prozessiert als Substrat 3, Substrat 2
wird um den Faktor 3.2 effektiver prozessiert als Substrat 4. Die Substrate 5 und 6,
bei welchen ebenfalls lediglich die Position der Fehlpaarung variiert wurde, werden
etwa gleich effektiv prozessiert, dies jedoch um einen Faktor von etwa 3 langsamer
als das ,beste’ Substrat 1.

Der Satz der untersuchten Substrate wurde nun um weitere sechs Sequenzen

erweitert, was im folgenden Abschnitt beschrieben ist.

4.7.2 Erweiterung des Substratsatzes

Um ein genaueres Bild der Substratspezifitit von Vsr.Bst zu erlangen, wurde der
Satz der untersuchten Substrate erweitert. Bei den im vorigen Abschnitt untersuchten
Substraten lag  die  T/G-Fehlpaarung im  Kontext  palindromischer
Hexanukleotidsequenzen, welche aus den Methylierungsdaten aus Abschnitt 4.7
abgeleitet worden waren. Im Folgenden wurden sechs zusitzliche Substrate in die
Untersuchungen einbezogen, die zum einen rationell durch Variation bisher
betrachteter Substrate abgeleitet sind, zum anderen wurden zufillig erzeugte

Sequenzen aufgenommen. Substrat 4 bietet eine T/G-Fehlpaarung im Kontext
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acTggt, welche dahingehend abgewandelt wurde, dall die inneren vier Basenpaare
quasi umgedreht wurden: Substrat 7 weist die innere Sequenz aggTct auf. Substrat 2
(aTcggt) wurde dahingehend modifiziert, da3 die Guanine im oberen Strang gegen
Cytosine ausgetauscht wurden, soda3 Substrat 8 die Sequenz aTccct anbietet. Eine
weitere Variation von Substrat 2 stellt Substrat 9 dar, welches statt Guanine nun
Adenine kodiert und somit die Sequenz aTcaat lautet. Weitere drei Substrate wurden
zufdllig (durch Wiirfeln) erzeugt. Es wurden zundchst 21 Hexanukleotidsequenzen
erzeugt, wobei fiir jede Sequenz zunidchst ausgewiirfelt wurde, ob die T/G-
Fehlpaarung an Position 2 oder 3 zu liegen kommt. Aus diesen 21 Sequenzen wurden
dann drei zufallig ausgewiirfelt (Substrate 10 bis 12). Alle neuen Substrate sind in

folgender Tabelle aufgefiihrt:

Substrat 7 8 9 10 11 12
Sequenz tggTca aTccct aTcaat tcTcta taTtag gaTagc
(oberer Strang)
Lénge [bp] 31 39 43 31 39 43

(oberer Strang)

Analog zur Vorgehensweise im vorigen Abschnitt wurden nun multiple
Substratkinetiken durchgefiihrt und relative Geschwindigkeitskonstanten berechnet.
Dazu wurden die Substrate 7-9 sowie 10-12 jeweils im Gemisch untersucht, wobei
zu Normierungszwecken je das 35mere Substrat 2 zugemischt wurde. Die Zeit-

Umesatz-Kurven der Substrate 7 bis 12 sind in Abbildung 23 gezeigt

. Substrate 7 bis 9, 2 Substrate 10 bis 12, 2
Substrat [%0] Substrat [%]
| ® Substrat 7 (tggTca) L,
100 |¥ O Substrat 2 (aTcggt) 100 I A e e A —_———
\Y ~ v Substrat 8 (aTccct ) g
!!! * v Substrat 9 (aTcaat) \.
q 80 1 ® Substrat 10 (tcTcta)
O Substrat 2 (aTcggt)
‘f! ¥ Substrat 11 (taTtag )

v Substrat 12 (gaTagc )

60 |

40 |

20 |

Zeit [min] Zeit [min)

ABBILDUNG 23: Zeit-Umsatz-Kurven der Spaltung der Substrate 7 bis 9 (links) und 10 bis 12 (rechts). Zur
Normierung wurde beiden Substratsidtzen Substrat 2 zugesetzt.
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Auch in diesen Spaltreihen ist das Problem des Abstoppens der Reaktionen zu frithen
Zeitpunkten zu erkennen. Wie bereits in 4.7.1 diskutiert, ist eine Berechnung

relativer Geschwindigkeitskonstanten dennoch moglich.

Substrat: 1 (cTcggg) ‘ | 1 ‘ ‘ I
2 (aTcggt)
. \ \ \
12 (gaTagc) 0.78 i
7 (tggTca) 0.61 l
3 (ccTggg) 0.54 |
. \
10 (tcTcta) 0.47 |
(aTcaat) 0.4

(gegTge)
(gTgege) |
(acTggt)

(aTccct) |

o ~ 01 O ©

0.23
11 (taTtag) |] 0.02

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

ABBILDUNG 24: Graphische Darstellung der relativen Geschwindig-

keitskonstanten der 12 Substrate. Als Normierung wurde der Konstante des

besten Substrates der Wert 1 zugewiesen. Die dunkelgrauen Balkenabschnitte

geben den Fehler der Iteration bei einer Konfidenz von 95 % an.
Die relativen Geschwindigkeitskonstanten aller 12 untersuchten Substrate sind in
Abbildung 24 aufgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen, dal Vsr.Bst in dieser in vitro-
Untersuchung eine Variation der eine T/G-Fehlpaarung umgebenden Basen toleriert.
Eine Priferenz flir bestimmte Basen in direkter Nachbarschaft der T/G-Fehlpaarung
ist nicht zu erkennen. Der Anteil an A/T-Basenpaaren scheint ebenfalls keinen
allgemeinen EinfluB auf die Préiferenz fiir bestimmte Substrate zu haben, wie die
relativ effektive Spaltung von Substrat 12 (gaTagce; Rang 3) im Vergleich mit G/C-
reichen Sequenzen zeigt. Auffallig ist lediglich, dafl das einzige Substrat mit einem
Thymin in direkter Nachbarschaft der Fehlpaarung (Substrat 11, taTtag) das mit
Abstand am langsamsten prozessierte Substrat darstellt. Es wird 50fach langsamer
gespalten als das beste Substrat und 10fach langsamer als das Substrat auf dem
vorigen Rang. Dieses Ergebnis wurde mit einem neu geordertem und aufgereinigtem
Substrat bestdtigt. Um den Nachbarschaftseffekt eines Thymins zu untersuchen,
wurden drei weitere Substrate untersucht. Diese waren Substrat 13 (taTgag), bei

welchem das Thymin in Substrat 12 gegen ein Guanin ausgetauscht wurde, weiterhin



Ergebnisse und Diskussion 86

Substrate 14 (cTtggg) und 15 (Ttcggg), welche Variationen des am effektivsten
umgesetzten Substrates darstellen. Hier wurden 5° und 3’ der Fehlpaarung Thymine

eingefiihrt. Diese neuen Substrate sind in folgender Tabelle aufgefiihrt:

Substrat  Sequenz Léange [bp]
(oberer Strang) (oberer Strang)
13 taTgag 31
14 cTtggg 39
15 Ttcggg 43

Relative Geschwindigkeiten wurden fiir ein Gemisch aus den Substraten 2 (als
Referenz) und Substraten 13 bis 15 nicht errechnet, da die Signale der Produktpeaks
der Spaltungen von Substraten 13 bis 15 gerade zu Beginn der Zeitreihe zu schwach
waren. Alle drei Substrate wurden kaum prozessiert. Nach 20 Minuten konnten
Substrat- und Produktpeaks quantifiziert werden. Das Referenzsubstrat 2 war nach
20 Minuten zu 82 % gespalten. Die Substrate 13, 14 und 15 waren (in dieser
Reihenfolge) zu 0.2 %, 4.0 % und 2.3 % gespalten (Daten nicht gezeigt). Zum
Vergleich: Das bisher am langsamsten umgesetzte Substrat 11 (taTtag) war nach 20
Minuten zu 5.4 % gespalten worden. Die hier untersuchten Substrate deuten darauf
hin, daBB ein Thymin in direkter Nachbarschaft des fehlgepaarten Thymins die
Aktivitdit von Vsr.Bst stark herabsetzt. Die Sequenz taTgag scheint ebenfalls ein
extrem schlechtes Substrat darzustellen. Bei diesem Substrat ist kein direkt
benachbartes Thymin vorhanden. Kontakte des Proteins mit den die Fehlpaarung
umgebenden Basen sowie die Struktur der Fehlpaarung selbst sind mdglicherweise in
diesem Sequenzkontext ungiinstig flir eine Spaltung durch Vsr.Bst. Die langsame
Prozessierung einiger Substrate kann seine Ursache in der Bindung und/oder der
Katalyse der Spaltung selbst haben. Die Trennung des Einflusses der Affinitdt zum
Substrat von der Kinetik der Spaltung selbst ist mit diesen Experimenten nicht

moglich.

Untersuchungen der Substratspezifitit von Vsr aus Escherichia coli zeigten eine
gewisse Toleranz gegeniiber Variation in den die T/G-Fehlpaarung umgebenden

Basen. Allerdings zeigen die von W. Glisner ermittelten relativen
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Geschwindigkeitskonstanten, daB Vsr aus Escherichia coli eine Anderung der die
T/G-Fehlpaarung umgebende Sequenz weniger toleriert als Vsr.Bst. Die beiden
Substrate, welche einer Desaminierung der in vivo gefundenen Methylierung
entsprechen, waren dabei die am effektivsten durch Vsr prozessierten mit Konstanten
von 1.0 (cTagg) und 0.68 (cTtgg). Bis auf ein weiteres Substrat (cTagc) wurden alle
weiteren untersuchten Sequenzen deutlich langsamer gespalten als das beste
Substrat. Die bestimmten Konstanten lagen hierbei alle unter 0.4. Von Lieb und
Rehmat 1995 bestimmte relative Reparaturfrequenzen fiihrten zu &hnlichen
Ergebnissen. Sie fanden weiterhin einige Sequenzen, die im Vergleich mit der am
besten prozessierten deutlich schlechtere Substrate darstellten. Am deutlichsten
wirkte sich ein Austausch an der zweiten Position 3 des Thymins aus, fiir die
Sequenz cTaag wurde eine relative Frequenz von 0.005 bestimmt. Es bleibt
festzuhalten, daB3 Vsr.Bst eine grofere Toleranz gegeniiber einer Variation der die
T/G-Fehlpaarung umgebenden Basen aufweist. Sowohl fiir Vsr.Bst als auch fiir Vsr
aus Escherichia coli werden jedoch Sequenzumgebungen gefunden, die sehr schlecht
prozessiert werden. Die Art der Bindung und/oder Katalyse der beiden Enzyme
scheint damit sehr &hnlich zu sein.

Von Glasner et al. konnte 1995 gezeigt werden, dall eine Korrelation zwischen
Reaktivitdt der Vsr-Endonuklease aus Escherichia coli und der Représentation der
untersuchten Pentanukleotidsequenzen innerhalb des Genoms besteht. Derartige
Sequenzen waren bis zu einem Faktor von 3.8fach unterreprisentiert. In vitro
gemessenen  relativen  Geschwindigkeitskonstanten  scheinen  danach  die
Substratpriferenz in vivo widerspiegeln zu konnen. Die Verdnderung von
Pentanukleotidhdufigkeiten durch Vsr kann durch eine mutagene Wirkung der Vsp-
Reparatur im Zusammenspiel mit der MutHLS-Reparatur verursacht worden sein
(1.3.3.3). Der Einflu der Vsp-Reparatur auf die Komposition des Genomes von
Bacillus stearothermophilus war im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich, da das
Genom von Bacillus stearothermophilus zum einen (noch) nicht komplett
sequenziert ist. Der zurzeit sequenzierte Stamm Bacillus stearothermophilus ,strain
10> (Bezeichnung Deutsche Stammsammlung: DSM 13240) 14Bt zudem keinen
direkten Vergleich der Reprédsentation von kurzen Sequenzabschnitten mit deren
Priferenz als Substrate von Vsr.Bst aus dem Stamm H3 zu.

Hinweise auf eine aktivitidtsabhingige Modulation des Genoms durch das

Escherichia coli-Protein (1.3.3.3) zeigen, daf} es fiir das Verstdndnis der Bedeutung
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dieser Proteine fiir die Zelle nicht geniigt, sich auf die Betrachtung einer Rolle in der
Reparatur von Hydrolyseschiden an DNA zu beschrianken. Die Beteiligung von
Proteinen der postreplikativen Mismatch-Reparatur (MutS und MutL; 1.2) sowie
mutagener Effekte bei Uberexpression von Vsr deuten darauf hin, daB es sich bei der
Wirkungsweise der Vsp-Reparatur um ein fein reguliertes System mit vielen
Faktoren handelt, welches bis heute nicht vollig verstanden wird. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden ein MutL- und ein MutS-Homologes aus Bacillus stearothermophilus
kloniert und aufgereinigt, um weitere Untersuchungen des Zusammenspiels zwischen

Vsp- und Mismatch-Reparatur zu ermoglichen.

4.8 Untersuchung der Spaltaktivitat mit anderen DNA-Substraten

4.8.1 Spaltung von U/G
Im Falle einiger T/G-Mismatch-Glykosylasen (Mig.Mth, TDG; 1.3.3.2) wurde

beobachtet, dal diese Enzyme Desaminierungsschiden sowohl am 5-Methylcytosin
als auch Cytosin am prozessierten. Die Desaminierung von Cytosin fiihrt zu Uracil
und erzeugt damit eine U/G-Fehlpaarung. Es wurde mittels multiplen
Substratkinetiken gezeigt, da3 die Spaltung von U/G-Fehlpaarungen durch Mig.Mth
sogar um den Faktor 1.5 schneller erfolgt als die Spaltung von T/G-Fehlpaarungen
(Fondufe, 2000). In Organismen, in welchen eine Uracil-DNA-Glykosilase existiert,
ist eine signifikante Beteiligung dieser T/G-Mismatch-Glykosilasen wegen der hohen
Prozessivitit ersterer aber wahrscheinlich nur von untergeordneter Bedeutung. Im
Falle des Vsr aus Escherichia coli wurde ebenfalls eine Spaltung von U/G-
Fehlpaarungen sowohl in vitro (Glésner et al., 1992) als auch in vivo (Gabbara et al.,
1994) detektiert. Die in vivo-Untersuchungen zeigten jedoch eine deutlich
effizientere Reparatur der untersuchten U/G-Substrate durch Uracil-N-Glykosilase.
Die Hauptfunktion des Vsr-Proteins scheint damit in der Reparatur von T/G-
Fehlpaarungen zu liegen. Um zu untersuchen, ob Vsr.Bst bei der Entfernung von
Uracil aus DNA eine Rolle spielen konnte, wurde die Aktivitit von Vsr.Bst
gegeniiber U/G-Substraten durch multiple Substratkinetiken quantifiziert. Dazu
wurden Substrat 1 (cTcggg) und ein Substrat, welches im selben Sequenzkontext
eine U/G-Fehlpaarung aufweist (cUcggg) im Gemisch mit Vsr.Bst behandelt. Das
Ergebnis ist in Abbildung 25 dargestellt.
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ABBILDUNG 25: Zeit-Umsatz-Kurve einer Spaltung an

T/G- und U/G-Fehlpaarung im Gemisch.

2 davon ausgegangen werden
kann, daB die Aufgabe dieses
Enzyms in der Zelle die

Reparatur von Desaminierungsereignissen am 5-Methylcytosin ist. Die Entfernung

von Uracil aus DNA wird wahrscheinlich von entsprechenden Glykosilasen

durchgefiihrt.

4.8.2 Spaltung an Thymin gepaart mit Adenin, Cytosin und Guanin
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ABBILDUNG 26: Inkubation verschiede-
ner Basenpaarungen mit Vsr.Bst.
Substrat- und  Produktpeaks  sind

markiert

Die Spaltung an Thyminen gegeniiber
anderen Basen wurde im Sequenzkontext
ggTcet (oberer Strang, Oligonukleotid
FUGxC) untersucht. Die unteren Stringe
plazierten dabei gegeniiber dem hier grof
gedruckten Thymin des oberen Stranges
jeweils ein Adenin (FUGxC-A), Cytosin
(FUGxC-C) oder Thymin ((FUGxC-T).).
Nach Inkubation (15 Minuten) der
einzelnen Substrate mit Vsr.Bst (3.4.1)
wurde auf einem A.L.F.-Sequenzierer
gelelektrophoretisch
Ergebnisse sind in  Abbildung 26

analysiert. Die

dargestellt.

Eine Spaltung wurde nur im Falle der T/T-
Fehlpaarung beobachtet. Eine Auswertung
der Integration der Flichen von Substrat-

und Produktpeaks ergab, da unter den
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gewdhlten Bedingungen 30 % des T/G-Substrates (Abbildung 26) sowie 4 % des
T/T-Substrates gespalten worden waren. Die Konsequenzen der hier in vitro
gefundenen Aktivitdt gegeniiber T/T-Fehlpaarungen in vivo lassen sich schwer
abschétzen. Eine Spaltung von T/T-Fehlpaarungen wurde ebenfalls fiir Vsr aus
Escherichia coli beobachtet. Die Konkurrenz zur Mismatch-Reparatur bei der
Prozessierung solcher im Zuge der Replikation entstehenden Fehlpaarungen zu einer
T/A-A/T-Transition fithren. Die relativ langsame Prozessierung von T/T-
Fehlpaarungen durch Vsr.Bst 1d6t jedoch vermuten, daBl dieser Fall kaum von
Bedeutung sein diirfte, da im Falle von Escherichia coli Substrate, welche um den
Faktor 8 langsamer prozessiert wurden als das beste Substrat, zu keiner
Verschiebung der Reprisentation der entsprechenden Pentanukleotide im Genom
fithrten (Glasner et al., 1995). Eine Kldrung dieser Frage ist jedoch experimentell nur

schwer moglich.

4.8.3 Uberprifung auf Spaltung des unteren Stranges

Die Reparatur von  hydrolytischen
Substrat Schiaden an 5-Methylcytosin -~ in

unterer Strang
(31mer)

Escherichia coli erfolgt durch Inzision 5’
des Thymins der gebildeten T/G-
Fehlpaarung. Dieser Schnitt auf einem der
beiden DNA-Strange wird dann weiter

prozessiert. Somit sollte Vsr.Bst, einen

dhnlichen Mechanismus der Reparatur
vorausgesetzt, ebenfalls nur auf einem

Strang einen Schnitt setzen. Um zu

iiberpriifen, ob eine Spaltung am unteren
Strang der hier gewéhlten Substrate im

Bereich der Fehlpaarung erfolgt, wurde

[t

Produkt Substrat der obere fluoreszenzmarkierte Strang des

oberer Strang oberer Strang

25 (35mer) . .

(zemen Substrates 1 mit einem ebenfalls
ABBILDUNG  27: Uberpriifung  auf fluoreszenzmarkierten unteren  Strang
Spaltung des unteren Stranges. Obere o . .
zwei Kurven: Substrat 1 (43mer) mit hybridisiert und dieses doppelt markierte

markiertem unterem Strang. Untere
zwei Kurven: Dasselbe Substrat, unterer

Strang unmarkiert eingesetzt. Die beobachteten DNA-

Substrat in einem Spalttest mit Vsr.Bst



Ergebnisse und Diskussion 91

Spezies bei Analyse des behandelten Substrates sind damit 43meres und 3 1meres
ungespaltenes Substrat sowie ein 25meres Spaltprodukt des oberen Stranges. Im
Falle der Spaltung des unteren Stranges im Bereich der Fehlpaarung entsteht ein
weiteres 18meres Produkt.

Wie in Abbildung 27 gezeigt, wird ein solches 18meres Produkt nicht gebildet. Das
43mere Oligonukleotid des oberen Stranges wird fast quantitativ gespalten, wahrend
das mogliche 31mere Substrat (unterer Strang) nicht gespalten wird. Die Inzision ist
also, wie bei dem Homologen aus Escherichia coli beobachtet (Hennecke, 1991),

strangspezifisch.

4.9 Bestimmung kinetischer Konstanten

Das Vsr-Homologe ist ein katalytisch betrachtet vergleichsweise langsames Enzym.
Die katalytischen Konstanten wurden mit vp,,=0.25 uM*min’l, Ky =0.27 uM und
kear=0.44 min™ bestimmt. Die Vsp-Reparatur steht jedoch in Wechselwirkung mit der
Mismatch-Reparatur und wird durch MutS und MutL stimuliert. Eine Erh6hung der
Vsr-Aktivitit in Escherichia coli durch Uberexpression ist mutagen (Doiron, 1996),
d. h. der Organismus besitzt zwei Reparaturmechanismen, die sich gegenseitig
beeinflussen und aufeinander abgestimmt sind. Um eine Vorstellung von den
Parametern der Vsp-Reparatur in Bacillus stearothermophilus zu erlangen, wurden
kinetische Konstanten fiir Vsr.Bst bestimmt (3.4.4). Dazu wurde eine konstante
Enzymkonzentration von 0.57 uM mit Substratkonzentrationen von 3, 20, 50, 100
und 200 nM eingesetzt. Um eine Detektion mit Hilfe des A.L.F.-
Sequenzierautomaten zu ermoglichen, wurden konstante Mengen an Fluorescein-
markiertem Substrat 2 mit variablen Mengen unmarkierten Substrates 2 gemischt.
Die experimentellen Daten wurden als ,Hanes Plot” dargestellt (Abbildung 28) und
daraus kinetische Konstanten abgeleitet. Diese sind: Ky=0.27 uM, vpn.—=0.27

uM/min und eine Wechselzahl von vy,,x=0.44 min’.



Ergebnisse und Diskussion 92

a/v [min]

3

0 50 100 150 200 250

a [nM]
ABBILDUNG 28: ,Hanes plot‘ zur Bestimmung der kinetischen Konstanten von
Vsr.Bst (Erlduterungen im Text). Die Regressionsgerade wurde mit ,Sigma
Plot‘ berechnet. Schnittpunkt mit der y-Achse ist y,=1.08 min, die Steigung ist
1/v=3.9680¢™ min*nM"

Damit ist Vsr.Bst ein ,schnelleres’ Enzym als Vsr aus Escherichia coli. Unter der
Beriicksichtigung der niedrigeren Reaktionstemperatur bei der Bestimmung der
Konstanten, setzt Vsr aus Escherichia coli unter vergleichbaren Bedingungen
maximal 0.16 Substratmolekiile pro Minute um. Mit einer maximalen Umsetzung
von 2.3 Substratmolekiilen pro Minute ist Vsr.Bst damit etwa 14mal schneller.
Warum in Bacillus stearothermophilus ein schnelleres Vsr benétigt, konnte auf die
im Vergleich zu Escherichia coli hoheren Wachstumstemperatuzuriickzufiihren sein:
Bei  hoheren  Temperaturen finden in der Zelle deutlich mehr
Desaminierungsprozesse an 5-Methylcytosin statt. Ein anderer méglicher Grund mag
eine weniger starke oder gar keine Aktivierung von Vsr durch die Enzyme MutS und

MutL der Mismatch-Reparatur sein.

Die kinetischen Daten wurden verwendet, um die aus Spalttests gewonnen
Ergebnisse zu verstechen. Die in multiplen Substratkinetiken eingesetzte
Substratkonzentration betrug 2 nM, die Enzymkonzentration war 0.57 uM. Es
wurden nun mit Hilfe der bestimmten kinetischen Konstanten Substratumsatzkurven
berechnet, die mit den experimentell bestimmten Daten verglichen wurden (3.4.5).
Dazu wurde eine konstante Substratkonzentration von 2 nM gewéhlt und die

Enzymkonzentration variiert. Ein Vergleich der berechneten Kurven mit einer
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experimentell erzeugten Zeit-Umsatzkurve des Substrates 1 ist in Abbildung 29

gezeigt.
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ABBILDUNG 29: Links: Berechnete Zeit-Umsatz-Kurven fiir vier Enzymkonzentrationen nach Integration der
Michaelis-Menten-Gleichung. Die gewahlte Substratkonzentration war 2 nM. Diese war die iiblicherweise
eingesetzte Gesamtsubstratkonzentration bei multiplen Substratkinetiken mit vier verschiedenen Substraten.
Rechts: Zeit-Umsatz-Kurve fiir Substrat 1. Diese Kurve wurde aus Abbildung 21 entnommen. Die
Enzymkonzentration war 0.57 uM, die Gesamtsubstratkonzentration war 2 nM.

Man erkennt, daf3 die experimentell erzeugten Daten von den rechnerisch erzeugten
sich im Wesentlichen dadurch unterscheiden, dal im Experiment etwa 15 % des
Substrates nicht umgesetzt werden, wihrend laut Berechnungen eine komplette
Umsetzung erfolgen sollte. In fritheren Arbeiten mit Vsr aus Escherichia coli wurde
dies ebenfalls beobachtet. Als eine der mdglichen Erkldarungen hierfir war die
geringe verbleibende Substratkonzentration angebracht worden, nachdem eine
Inaktivierung bzw. eine Zerstorung der Enzymaktivitit im Verlaufe der Reaktion
experimentell ausgeschlossen worden war. Die hier gezeigten Modellrechnungen
widersprechen jedoch dieser Erkldrung. Ein Aktivitdtsverlust durch hitzebedingte
Inaktivierung von Vsr.Bst wird unter den gewidhlten Bedingungen nicht beobachtet
(siche nichster Abschnitt). Man erkennt weiterhin, daB bereits eine vergleichsweise
geringe Anderung der Enzymkonzentration den Reaktionsverlauf deutlich beeinfluft.
Ein Vergleich der berechneten Daten mit der experimentell erzeugten Kurve zeigt,
daB sowohl die Bestimmung der kinetischen Konstanten als auch die
Enzymkonzentration exakt waren (wenn man von der Mdglichkeit absehen mag, dal3
sich zwei Fehler hier kompensieren konnten). Eine Berechnung von Kurven fiir

Variationen der Substratkonzentrationen (um den Faktor 5 ) zeigte, dal sich diese
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kaum auf den Kurvenverlauf auswirkt, was aufgrund des hohen Enzymiiberschusses

nicht verwundert.

4.10 Stabilitat von Vsr.Bst

Die Stabilitit des Enzyms wurde durch Prédinkubation bei verschiedenen
Temperaturen iiberpriift. Dazu wurde Vsr.Bst im Reaktionspuffer in 25 pl
Gesamtvolumen und mit Wachs iiberschichtet und bei unterschiedlichen
Temperaturen (50, 70 und 90 °C) prdinkubiert, ein Aliquot von 18 ul mit 2ul
Substrat vermischt und anschlieend fiir 20 Minuten bei 50 °C inkubiert.

Aktivitat [%6]

100 —
80 Inkubations-
temperatur

60 1 ]
O50-°C

40 1+ E70°C
H90°C

20

0 r — | . :
1 5 10 30
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ABBILDUNG 30: Prdinkubation von Vsr.Bst bei 50, 70 und 90 °C. Die
Inkubationszeit ist angegeben. Die Aktivitét bei Inkubation fiir eine Minute
bei 50 °C wurde auf 100 % normiert und als Referenz fiir alle anderen
Aktivititsangaben verwendet.

Wie aus Abbildung 30 ersichtlich, ist die Reaktivitit bei Prdinkubation fir 10
Minuten bei 50 °C praktisch unbeeintrachtigt, unter diesen Bedingungen weist
Vsr.Bst selbst nach einer Stunde noch 10 % Aktivitit auf (nicht gezeigt). Bei hoheren
Temperaturen wird Vsr.Bst schnell inaktiviert. Nach einer Minute ist zwar sowohl
nach Prédinkubation bei 70 °C als auch bei 90 °C eine nur gering verminderte
Aktivitdt zu beobachten, nach 5 Minuten Priainkubation ist Vsr.Bst bei beiden
Temperaturen jedoch fast vollig inaktiviert. Da es bei den verwendeten 1.5 ml
Reaktionsgefillen selbst bei 25 ul Volumen einige Sekunden dauert, bis sich der
Inhalt auf 70 bzw. 90 °C erhitzt hat, miissen die Werte fiir eine Minute Inkubation
etwas relativiert werden.

Diese Daten zeigen, dafl Vsr.Bst unter den in dieser Arbeit iiblicherweise
verwendeten Reaktionsbedingungen (50 °C, 20 Minuten Inkubation) stabil ist. Nach
10 Minuten Inkubation bei 50 °C weist das Enzym noch nahezu 100 % Aktivitit auf.
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4.11 Sequenzumgebung des vsr-Gens aus Bacillus

stearothermophilus

Einige putative Vsr-Homologe wurden als open reading frames in Nachbarschaft
von Restriktions-Modifikations-Systemen gefunden. Unter diesem Hintergrund sollte
die Sequenzumgebung des vsr-Gens aus Bacillus stearothermophilus H3 bestimmt
werden. Dies sollte z.B. die Identifikation einer Methyltransferase ermoglichen, die
Kenntnis deren Substratpraferenz eine wertvolle Zusatzinformation darstellen wiirde.
Dazu wurde eine Kosmidbank chromosomaler DNA aus Bacillus stearothermophilus
H3 erstellt. Kosmide, welche ein vsr-Gen tragen, wurden dann durch Kolonie-
Hybridisierung mit einer Digoxigenin-markierten Sonde identifiziert. AnschlieSend

wurde ein geeignetes Kosmid sequenziert.

4.11.1 Konstruktion einer Kosmid-Bank von Bacillus

stearothermophilus H3

Zur Konstruktion einer genomischen Kosmidbank von Bacillus stearothermophilus
H3 wurde zunédchst hochmolekulare chromosomale DNA prépariert und diese einem
Partialverdau mit Bsp143I unterzogen. Dazu wurden jeweils 150 ug DNA mit einer
Enzym-Verdiinnungsreihe versetzt und bei 37 °C fiir 45 Minuten inkubiert. Nach
Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 1/10 Volumen 0.5 M EDTA wurden die
Proben auf einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und eine geeignete Probe
zur Ligation mit Kosmidarmen eingesetzt. Nach Verpackung und Infektion von
Zellen des Stammes BMH71-18 wurde eine Gesamtanzahl von 10° bei der
Verpackung erzeugten infektiosen Partikeln bestimmit.

Bei einer durchschnittlichen Fragmentgrofe von 40 kbp und unter der Annahme, dal3
das Genom von Bacillus stearothermophilus H3 eine dhnliche Grofie wie das Genom
von Bacillus subtilis aufweist (4.2 * 10° Basen), so ist fiir eine 99 %ige Abdeckung
des Genoms eine Anzahl von 481 Kolonien vonndten. Bei optimaler Verteilung der
Fragmente iiber das Genom sollten etwa 100 Kolonien das gesamte Genom abdecken
konnen (3.2.11).

Nun wurden dreimal 96 Kolonien gepickt und parallel auf dYT Amp’® Kan®-Agar
abgelegt und ebensolches Fliissigmedium angeimpft (Mediums-Volumina von 100
ul). Die Fliissigkultur-Platten wurden iiber Nacht unter kriftigem Schiitteln (250
rpm) bei 37 °C inkubiert, mit je 10 ul DMSO versetzt und bei —70 °C gelagert. Die
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Agarplatten wurden iiber Nacht bei 37 °C inkubiert und wurden fiir eine Kolonie-

Hybridisierung eingesetzt.

4.11.2 Identifikation vsr-tragender Kosmide

Die Identifikation von vsr-tragenden Kosmiden erfolgte durch Kolonie-
Hybridisierung (3.2.7) mit vsr-spezifischen Digoxigenin-markierten DNA-Sonden.
Fiir die Herstellung der Sonden wurden die Primer 5’AN VsrBst und 3’ VsrBst-Xho
verwendet, als Template diente ein zuvor mit denselben Primern tiber chromosomale
DNA aus Bacillus stearothermophilus H3 erzeugtes PCR-Produkt. Es war
aufgefallen, dal3 die Kosmid-tragenden Klone unterschiedlich gro3e Kolonien beim
Wachstum auf Agarplatten zeigten. Bei der Ubertragung auf Platten, welche fiir die
Hybridisierung verwendet werden sollten, wurden getrennt je 96 grofe, mittlere und
kleine Kolonien iibertragen. Die Koloniegro3e konnte mit den Kosmid-getragenen
Genen zusammenhingen. Bei der Kolonie-Hybridisierung wurden dann drei
Kosmid-tragende Kolonien identifiziert, welche das vsr-Gen tragen. Alle drei Klone
stammten von der Agar-Platte, auf welcher Kolonien mittlerer Grofe abgelegt

worden waren.

DNA der drei vsr-tragenden Kosmide wurden mit Hilfe des Jetstar-Midi-Kits
prapariert (3.2.4.10). Diese diente zunéchst als Template fiir eine PCR mit vsr- und
SuperCosl-spezifischen Primern. Ziel war es, Information iiber die Lage des vsr-
Gens auf dem Kosmidfragment zu erhalten. Die SuperCosl-spezifischen Primer
paaren 5° und 3’ der MCS (,scos for’ und ,scos rev’), die verwendeten VSr-
spezifischen Primer waren 5’AN VsrBst und 3 VsrBst-Xho. Es wurden alle vier
Primerkombinationen eingesetzt. Die Elongationszeit bei diesen PCR war 2 Minuten.
Die Auftrennung auf einem Agarosegel zeigte mit allen drei Kosmid-DNAs PCR-
Produkte bei Verwendung des Primers 5’AN VsrBst. Anhand der Grofe der PCR-
Produkte lieB3 sich abschétzen, dal3 die vsr-Gene auf den drei unterschiedlichen
Kosmid-Fragmenten derart liegen, dal3 ,upstream* des Gens weitere 1000, 1500 bzw.
4500 Basen an genetischer Information aus Bacillus stearothermophilus H3 zu
finden sind. Fiir eine Sequenzierung wurde das Kosmid ausgewdhlt, welches

,upstream* des vsr-Gens weitere 4.5 kbp Information liefern sollte.
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4.11.3 Sequenzierung eines vsr-tragenden Kosmids

Zur Sequenzierung des ausgewéhlten Kosmides wurde eine Plasmidbibliothek
erstellt (3.2.12). ,Insert’-tragende Kolonien wurden in je 100 pul TB Cm?* auf
Mikrotiterplatten iibertragen und tiber Nacht bei 37 °C angezogen. Die Préparation
von DNA und anschlieBende Sequenzierung wurden von S. Blume im Labor fiir
Genomanalyse durchgefiihrt. Die anschlieBende Assemblierung von 476 Sequenzen
wurde von T. Hartsch mit Hilfe des Programmes ,Staden‘ vollzogen. Dabei wurden
siecben zusammenhdngende DNA-Abschnitte (,contigs‘) erzeugt, die insgesamt
21.602 bp ausmachen. Das grofite zusammenhédngende ,contig® mit einer Lénge von
13.117 bp kodiert dabei fiir Sequenzen des SuperCos1-Vektors sowie des Plasmides
pTZ19R-Abla-cat. Das ,insert® scheint nach dieser Assemblierung lediglich eine
Grofle von 7.485 bp zu besitzen. Dies scheint in Anbetracht der Eigenschaften des
verwendeten Verpackungsextraktes sehr klein. Der iiberwiegende Anteil der
Einzelsequenzen deckt zudem den Bereich des die Vektorsequenzen kodierenden
,contigs® ab. Die Sequenz des vsr-Gens findet sich auf einem ,contig‘ von 2.280 bp
wieder (Genbank-Zugangskode AJ318782). Dabei wurden keine bis dato
unbekannten Sequenzen ,upstream‘ des Gens identifiziert. ,downstream® des Vsr-
Gens finden sich zwei offene Leserahmen, welche fiir Proteine unbekannter Funktion
kodieren. Der erste Leserahmen liegt 173 bp ,downstream* des vsr. Er kodiert fiir ein
Protein von 135 Aminosduren Linge, mit einem relativen Molekulargewicht von
M,=15.362 und einem berechneten isoelektrischen Punkt von pI=4.8. Homologe zu
diesem Protein wurden in der Datenbank unvollstindig sequenzierter Genome,
welche von TIGR zur Verfiigung gestellt wird, gefunden. Dies sind Proteine aus
Sinorhizobium meliloti (31 % Identitit, 46 % Ahnlichkeit), Mycobacterium
tuberculosis (21 % Identitdt, 35 % Ahnlichkeit) und Mycobacterium bovis (21 %
Identitit, 35% Ahnlichkeit). Der zweite offene Leserahmen liegt 43 bp
,downstream® des ersten. Er kodiert fiir ein Protein von 234 Aminosduren mit einem
relativen Molekulargewicht von M;=25.557 und einem berechneten isoelektrischen
Punkt von pI=6.5. Zu diesem Protein wurden keinerlei Homologe gefunden.

DNA-Sequenzen, die fiir Restriktionsendonukleasen oder Methyltransferasen
kodieren konnten, wurden nicht gefunden. Der Grund fiir die scheinbar geringe
GroBe des ,inserts* und fiir die Uberreprisentation von Plasmid- und Kosmidarm-

Sequenzen in der Plasmidbank des untersuchten Kosmids ist unbekannt. Mogliche
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Erklarungen wéren ein Verlust der ,insert'-DNA im Zuge der Kultivierung des
Kosmid-tragenden Klones. Moglich wire auch, daB die auf dem ,insert® des
Kosmides gelegenen Sequenzen aufgrund nicht weiter bekannten Griinden nur
schwer klonierbar sind und deshalb in der Plasmidbibliothek des Gesamtkosmids

entweder nicht vorhanden oder drastisch unterreprasentiert sind.

4.12 MutS- und MutL-Homologe aus Bacillus
stearothermophilus

Es gibt klare Evidenzen fiir ein Zusammenspiel der Vsp-Reparatur und den
Schliisselenzymen der Mismatch-Reparatur, MutS und MutL (1.3.3.3). Von B.
Fartmann wurden mit Hilfe degenerierter Primersétze Fragmente eines MutS- und
eines MutL-Homologen in Bacillus stearothermophilus H3 gefunden. Durch
,screening‘ einer A-Phagenbibliothek mittels MutS- und MutL-spezifischer Sonden
gelangte er zur Sequenz eines Abschnittes von 5298 Basenpaaren des Chromosoms
von Bacillus stearothermophilus H3. Auf diesem DNA-Abschnitt finden sich die
Gene fiir ein MutS- und ein MutL-Homolog wieder (siche Anhang). Um in vitro-
Untersuchungen des Einflusses von MutS und/oder MutL auf die Aktivitit von
Vsr.Bst zu erméglichen, sollten das MutS- und das MutL-Homologe aus Bacillus
stearothermophilus H3 produziert und aufgereinigt werden. Von W. Kramer wurde
das Gen des MutL-Homologen in das Expressionsplasmid pET-21d(+) kloniert und
so der Vektor pET-21d(+)-BstMutL erzeugt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine
Fusion mit einer Hexahistidinsequenz vorgenommen, um eine Aufreinigung mittels
IMAC (3.3.5.2) zu ermoglichen. Ausgehend vom Vektor pET-21d(+)-BstMutL
wurde der Vektor pET-21d(+)-BstMutL-H6 konstruiert (Abbildung 31). Die
Klonierung von pET-21d(+)-BstMutL-H6 wurde durch Sequenzieren iiberpriift. Der
Vektor wurde zur Expression in den Stamm BL21 DE3 eingebracht.
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ABBILDUNG 31: Klonierung des Vektors pET-21d(+)-BstMutL-H6. Oben ist ein Ausschnitt aus pET-
21d(+)-BstMutL gezeigt. Dieser Vektor diente als Template fiir 2 PCR (Primer: PCR 1: 5’pET21d und
3’pET21d-H6; PCR 2: 5’BstMutL-H6 und 3’BstMutL-H6). Durch den Primer 5‘BstMutL-H6 wurde am
5¢-Ende von PCR-Produkt 2 eine Hexahistidin-Sequenz angefiigt. Die PCR-Produkte iiberlappen somit im
Bereich der Hexahistidin-Sequenz (mitte) und konnten via SOE-PCR fusioniert werden (unten). Zwischen
3’-Ende des mutL-Gens und des Hexahistidin-,tag” wurde primerinstruiert eine singuldre Kpnl-
Erkennungssequenz eingefiigt, welche auf Aminosdureebene ein zusétzliches Glycin und Tyrosin einfiigt.
Das Bpul102I-Fragment aus pET-21d(+)-BstMutL wurde dann gegen das Bpul102I-Fragment des unteren
SOE-PCR-Produktes ausgetauscht. Auf diese Weise wurde der Vektor pET-21d(+)-BstMutL-H6 erhalten.

4.12.1 Expression und Aufreinigung des MutL-Homologen

Zur praparativen Gewinnung von MutL aus Bacillus stearothermophilus wurden 11
TB-Medium mit 50 ml einer Ubernachtkultur des Plasmid-tragenden
Expressionsstammes angeimpft und bei 37 °C geschiittelt. Nach einer Stunde wurde
durch Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM induziert, nach drei
weiteren Stunden wurden die Zellen geerntet und die 16slichen Proteine extrahiert
(3.3.4). Die Aufreinigung von Vsr.Bst erfolgte in zwei Schritten. Im ersten Schritt
wurde eine Aufreinigung mittels IMAC (3.3.5.2) durchgefiihrt. Die Elutionsfraktion
wurde sofort mit DTT in einer Endkonzentration von 5 mM versetzt. Dann erfolgte
eine Ammoniumsulfat-Fallung (3.3.5.1). Das MutL-Protein préazipitiert bei einer

Sattigung von etwa 20 bis 22 %, es wurde hier bei einer Séttigung von 25 % gefillt.
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ABBILDUNG 32: Aufreinigung des Hexahistidin-MutL aus Bacillus stearothermophilus via IMAC und Heparin-
Matrix. Oben: SDS-PAGE der Aufreinigungsschritte. Spur 1: Rohextrakt einer induzierten Expressionskultur.
Spur 2: Durchlauf nach Auftrag auf eine prédquilibrierte ,Chelating Sepharose‘-Sdule. Spuren 3 bis 7:
Waschschritte mit IMAC-Puffer A (ohne Imidazol, 10, 30, 50, 70 mM Imidazol). Spur 8: Elution mit IMAC-
Puffer, 300 mM Imidazol. Spur 9: Probe nach Ammoniumsulfat-Féallung. Spur 10: Probe nach Dialyse. Spuren
11 bis 14: Fraktionen 1 bis 4 des Elutionspeaks der affinitdtschromatographischen Aufreinigung mittels Heparin-
Matrix. M: ,Mid Range‘ Proteinmarker. M": ,High Range‘ Proteinmarker. Unten: Chromatogramme der
Absorbtion bei 280 nm (siche Achsbeschriftung links); violett:
Achsbeschriftung rechts; 77 mS entsprechen einer 1 M wissrigen NaCl-Losung); zeitlicher Verlauf in Minuten

11 12 13 14

10 ' 6.0

Leitfahigkeit in Millisievert

angegeben Flufrate: 25 ml/min.

Nach Zentrifugation (Sorvall RC5, 15.000 rpm, 30 min, 4°C) wurde das
Proteinpellet in 20 ml HEPES 100/5 mM DTT resuspendiert und iiber Nacht gegen 1
Liter HEPES 100/5 mM DTT dialysiert. Die Proteinlésung wurde im zweiten Schritt
einer Aufreinigung durch Bindung an Heparin-Matrix (Poros) an einer ,Biocad
Workstation” unterzogen (3.3.5). Die Aufreinigungsschritte wurden durch
SDS-PAGE analysiert. Die Fraktionen 2 und 3 wurden vereinigt, mit Glycerin
versetzt (1:1, v/v) und bei —70 °C gelagert. Auf diese Weise konnten etwa 10 mg
Protein pro Liter Ausgangskultur aufgereinigt werden. Eine Dokumentation der
Aufreinigung sowie Analyse der relevanten Schritte mittels SDS-PAGE findet sich

in Abbildung 32.
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In Spur 8 ist eine Probe nach der Aufreinigung mittels IMAC aufgetragen. Ein
Vergleich mit der Probe in Spur 9 =zeigt einen Aufreinigungseffekt der
Ammoniumsulfat-Féllung, auch wenn die Beurteilung wegen unterschiedlich
aufgetragenen Mengen keine exakte Beurteilung zulidf3t. Nach der Dialyse beobachtet
man das Auftauchen einer Bande bei einem relativen Molekulargewicht von etwa
170. Hierbei handelt es sich um MutL-Dimere. Die Tendenz, oxidativ Dimere zu
bilden, wurde bei Aufreinigungen von MutL immer wieder beobachtet, und lie3 sich
trotz Reduktionsmitteln wie in diesem Falle DTT nicht vollig vermeiden. Unterhalb
der prominenten Bande erkennt man in den Spuren 13 bis 16 weiterhin zwei Banden,
die ebenfalls immer wieder bei Aufreinigungen beobachtet wurden. Diese beiden
Banden sind nach der IMAC nicht in derselben Deutlichkeit ausgeprigt wie im
letzten Aufreinigungsschritt. Sie kopurifizieren mit MutL. Bei Addition der Masse
dieser beiden Spezies stellt man fest, daB3 sie moglicherweise auf eine Spaltung des

MutL (z.B an einem Domaéneniibergang) zuriickzufiihren sein konnen.

4.12.2 Klonierung des MutS-Homologen

Von B. Fartmann waren bei der Suche nach MutS- und MutL-Sequenzen nur A-
Klone gefunden worden, welche ein unvollstindiges mutS-Gen kodieren. Daher
bestand die Vermutung, dal} dieses Gen, via Plasmid in Escherichia coli eingebracht,
toxische Effekte zeigen konnte. Es wire unter diesen Umstdnden denkbar, daB3 eine
Koexpression mit MutL diesen Effekt vermindern konnte. Daher sollte zunéchst ein
Fragment kloniert werden, welches eine Koexpression von MutS und MutL
ermOglicht. Dazu wurde ein Sacl-EcORI-Fragment chromosomaler DNA (4531 bp)
in pET-21d(+) kloniert. Auf diesem liegen das komplette mutL-Gen sowie das mutS-
Gen, bei welchem 552 Basen des 5’-Endes fehlen. Die fehlende 5’-Sequenz des
mutS-Gens wurde ausgehend von chromosomaler DNA in einer PCR amplifiziert
und iiber Xbal und Sacl einkloniert, sodal die komplette mutS-Sequenz hergestellt
wurde. Auf diese Weise wurde der Vektor pET-21d(+)-BstMutSL erhalten
(Abbildung 33).
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ABBILDUNG 33: Klonierung des Vektors pET-21d(+)-BstMutSL. In einem ersten Schritt wurde ein
Sacl/EcoRI-Fragment in pET-21d(+) eingebracht. Zur Klonierung des ein Sacl-EcORI-Fragmentes wurden
80 pg chromosomaler DNA mit Sacl und ECORI verdaut und auf einem Agarosegel aufgetrennt. Der Bereich
um 4.5 kbp wurde in fiinf horizontalen diinnen Gelstreifen ausgeschnitten und die DNA dieser fiinf Streifen
getrennt aus dem Gel aufgereinigt. AnschlieBend erfolgte eine quantitative PCR (Primer: 5’BstMutS-screen
und 3’BstMutS-screen; drei PCR a 12, 15 und 18 Zyklen). Auf diese Weise konnte diejenige aus dem Gel
gereinigten DNA-Probe identifiziert werden, welche am meisten des zu klonierenden Fragmentes enthielt.
Diese Probe wurde zur Ligation mit Sacl- und EcoRI-verdauter pET-21d(+)-DNA eingesetzt. Im zweiten
Schritt wurde in dieses Konstrukt ein PCR-Produkt zur Komplettierung des 5°-Endes von mutS einkloniert.
Dazu wurde am 5°-Ende des PCR-Produktes primerinstruiert eine Xbal-Schnittstelle generiert.

Ausgehend von diesem Expressionsplasmid pET21d-MutSL wurde ein weiteres
Expressionsplasmid pET 21d BstMutS-H6 konstruiert, welches die Produktion eines
Hexabhistidin-fusionierten solitiren MutS erlaubt. Dazu wurde das mutL-Gen sowie
der 3‘-Terminus des mutS-Gens aus dem Vektor pET-21d(+)-BstMutSL
herausgeschnitten und durch Einklonieren eines PCR-erzeugten Fragment ersetzt.
Dadurch wird die mutS-Sequenz wiederhergestellt und mit der Plasmid-codierten
Hexabhistidin-Sequenz fusioniert (Abbildung 34). Das auf diese Weise erzeugte
Expressionsplasmid pET21d-BstMutS-H6 wurde durch Sequenzieren iiberpriift und
in den Stamm BL21 (DE3) eingebracht.
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ABBILDUNG 34: Klonierung des Vektors pET-21d(+)-BstMutS-H6. Ausgehend von pET-21d(+)-BstMutSL
als Template und den Primern 5°BstMutS-Int und 3‘BstMutS-H6 wurde ein PCR-Produkt erzeugt, welches
an 3‘-Ende eine primerinstruierte XholI-Schnittstelle aufweist. Durch Herausschneiden eines Ndel/Xhol-
Fragmentes aus pET-21d(+)-BstMutSL wurden das mutL-Gen sowie das 3‘-Ende des mutS-Gens entfernt.
Durch Einklonieren des PCR-Fragmentes {iiber dieselben Schnittstellen wird die mutS-Sequenz
wiederhergestellt und ,in frame‘ mit der vektorkodierten Hexahistidin-Sequenz fusioniert. Durch die Xhol-
Schnittstelle werden zwischen C-Terminus und Hexahistidin-Sequenz ein Leucin und ein Glutamat
eingefligt

4.12.3 Expression und Aufreinigung des MutS-Homologen

Zur préiparativen Gewinnung von MutS aus Bacillus stearothermophilus wurden
BL21 (DE3)-Zellen, welche das Expressionsplasmid pET-21d(+)-BstMutS-H6
tragen, im 11-Mafstab angezogen. Nach einer Stunde wurde durch Zugabe von IPTG
in einer Endkonzentration von 1 mM induziert, nach drei weiteren Stunden wurden
die Zellen geerntet und die l6slichen Proteine extrahiert (3.3.4). Die Aufreinigung
von MutS erfolgte in zwei Schritten. Im ersten Schritt wurde eine Aufreinigung
mittels IMAC (3.3.5.2) durchgefiihrt. Die Elutionsfraktion wurde sofort mit DTT in
einer Endkonzentration von 5 mM versetzt. Die Proteinlosung wurde im zweiten
Schritt einer Aufreinigung mittels Anionenaustauscher-Chromoatographie (HQ-

Matrix, Poros) an einer ,Biocad Workstation’ unterzogen (3.3.5.3). Die
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Elutionsfraktion 3 wurden mit Glycerin versetzt (1:1, v/v) und bei —70 °C gelagert.
Auf diese Weise konnten etwa 5 mg Protein pro Liter Ausgangskultur aufgereinigt
werden. Eine Dokumentation der Aufreinigung sowie Analyse der relevanten

Schritte mittels SDS-PAGE findet sich in Abbildung 35.
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ABBILDUNG 35: Aufreinigung des Hexahistidin-MutS aus Bacillus stearothermophilus via IMAC und
Anionenaustauscher-Chromatographie. Oben: SDS-PAGE der Aufreinigungsschritte. Spur 1: Rohextrakt einer
induzierten Expressionskultur. Spur 2: Durchlauf nach Auftrag auf eine pradquilibrierte ,Chelating Sepharose-
Saule. Spuren 3 bis 7: Waschschritte mit IMAC-Puffer A (ohne Imidazol, 10, 30, 50, 70 mM Imidazol). Spur 8:
Elution mit IMAC-Puffer, 300 mM Imidazol. Spuren 9 bis 16: Fraktionen 1 bis 8 des Elutionspeaks der
Aufreinigung mittels Anionenaustauscher-Chromatographie (siche unten rechts). Die Probe in Spur 11 wurde in
den in dieser Atbeit beschriebenen Experimenten verwendet (Fraktion 3 im unteren Chromatogramm). M: ,High
Range® Proteinmarker. Unten: Chromatogramme der Anionenaustauscher-Chromatographie; links: gesamter
Lauf, rechts: Ausschnitt aus dem gesamten Lauf im Bereich des Elutionspeak. Blau: Absorbtion bei 280 nm
(siche Achsbeschriftung links); violett: Leitfdhigkeit in Millisievert (siehe Achsbeschriftung rechts; 77 mS
entsprechen einer | M wissrigen NaCl-Losung); zeitlicher Verlauf in Minuten angegeben. Fluirate: 25 ml/min.

Ein Vergleich der Spur 8 (nach IMAC) mit den Spuren 10 bis 16, so erkennt man
einen deutlichen Reinigungseffekt der Anionenaustauscher-Séule. In den Spuren 14
bis 16 erkennt man die Elution einer Verunreinigung im niedermolekularen Bereich,

welche in den Spuren 9 bis 12 nicht zu finden ist. Wie auch im Falle der
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Aufreinigung des MutL, ist hier die Kopurifikation zweier Banden der relativen
Molmasse von etwa 45 und 55 zu beobachten. Auch hier ist eine Spaltung in zwei
Doménen denkbar, addiert ergeben diese Banden in etwa die Masse des gesamten

Molekiils.

4.12.4 Uberpriifung des Einflusses von MutL und MutS auf die Aktivitiit

von Vsr.Bst

Es wurde iberpriift, ob mit dem hier verwendeten ,assay‘ ein EinfluB3 auf die
Aktivitdt von Vsr.Bst in Anwesenheit von MutL und/oder MutS beobachtet werden
kann. Dazu wurden multiple Substratkinetiken durchgefiihrt. Als Substrate wurden
Substrat 1 (cTcggg) sowie Substrat 8 (aTccct) gewdhlt. Substrat 1 wird von Vsr.Bst
am besten (kr=1), Substrat 8 (k=0.23) vergleichsweise langsam umgesetzt. Es
wurden verschiedene Konzentrationen an Enzym, alle Kombinationen der drei
Enzyme sowie Inkubation mit und ohne ATP untersucht. Dabei wurde keine
Spaltung beobachtet wenn Vsr.Bst nicht zugegeben worden war. Im Falle der Zugabe
von Vsr.Bst konnte in Anwesenheit von MutS und/oder MutL keine Verdnderung der
Reaktionskinetiken beobachtet werden.

Es gibt mehrere Erkldrungsmoglichkeiten dafiir, da8 hier kein Effekt beobachtet
wurde. Es wire denkbar, dafl MutL und MutS nicht aktiv waren. Um die Aktivitit zu
tiberpriifen wiren z. B. Gelretardationsanalysen denkbar (Drotschmann et al., 1998).
Eine andere Moglichkeit wére, dal es groBerer Substrate bedarf, um einen
stimulatorischen Effekt sehen zu konnen. Mit Substraten derselben Groenordnung
konnte allerdings mit Vsr und MutL aus Escherichia coli eine Stimulation der
Bindung von Vsr an Heteroduplex-DNA durch MutL gezeigt werden (Drotschmann,
1998). SchlieBlich besteht die Moglichkeit, dal Vsr.Bst durch MutS und MutL weder
in vitro noch in vivo stimuliert wird. Um dies zu zeigen, miissen die oben

angesprochenen Alternativen iiberpriift werden.
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4.13 ,Alignment’ Vsr-Homologer, Betrachtungen zur Struktur
von Vsr.Bst

In Abbildung 36 ist ein ,alignment® aller Vsr-Homologen gezeigt, welche zur Zeit
bei einer Suche in den Datenbanken komplett oder teilweise sequenzierter
Organismen unter Verwendung des ,tblastn‘-Algorithmus (Altschul et al., 1990)
gefunden werden. Die Sequenzen der zur Zeit in Sequenzierung befindlichen
Organismen sind dabei teilweise nicht statistisch abgesichert und sind eventuell noch
fehlerbehaftet. Die Struktur des um 20 Aminosduren N-terminal verkiirzten Vsr aus
Escherichia coli sowie ein Alanin-,scanning‘ konservierter Positionen (Tsutakawa et
al., 1999a) zeigten die Ahnlichkeit der Faltung von Vsr mit Typ II
Restriktionsendonukleasen auf. Vsr weist eine Ein-Dominen-Faltung mit einem
zentralen B-Faltblatt auf, welches von drei a-Helices umgeben ist. Die Struktur ist
gepragt von einem Zinkatom, welches mit den Aminoséduren Cystein-66, Histidin-71,
Cystein-73 sowie Cystein 117 koordiniert vorliegt. Ein konserviertes Aspartat an
Position 51 lie} sich mit dem ersten Aspartat des katalytischen Motives von Typ II
Restriktionsendonukleasen, DX(6-30)(D/E)XK, superpositionieren und ein
Austausch gegen Alanin in Vsr fiihrte zu einer katalytisch inaktiven Variante, welche
noch Substrat binden konnte. Als an der Katalyse beteiligte Aminoséuren konnten
weiterhin Glutamat-25, Histidin-69 und Aspartat-97 ausgemacht werden. Die
Katalyse ist weiterhin Magnesium-abhéngig, dessen genaue Lage jedoch hier nicht

bestimmt werden konnte.
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ABBILDUNG 36: ,Alignment* Vsr-homologer Proteine. Identische Aminosauren sind schwarz, dhnliche
grau hinterlegt. Aufgrund der Struktur des Vsr aus Escherichia coli bekannte Funktionen einzelner
Aminoséduren dieses Homologen sind gekennzeichnet: *: Beteiligung an der Bindung der DNA. +:
Beteiligt an der Katalyse der DNA-Spaltung. z: Koordination des strukturellen Zink-Ions. In der
folgenden Aufschliisselung sind zur Zeit unvollstindig sequenzierte Organismen mit #
gekennzeichnet: Arthrobacter luteus (Alu), Nocardia aerocolonigenes (Nae; U09581), Escherichia
coli K12 (Eco; D90835), Xanthomonas oryzae (Xor; U06424), Bacillus subtilis (Bsu) and
Haemophilus parainfluenzae (Hpa; L17342). Sinorhizobium meliloti #(Sme), Neisseria gonorrhoeae
#(Ngo1 und Ngo2), Dehalococcoides ethenogenes #(Det), Neisseria meningitidis #(Nme), Legionella
pneumophila #(Lpn), Salmonella typhimurium #(Sty), Desulovibrio vulgaris #(Dvu), Salmonella
enteritidis #(Sen), rsphaer #(Rsp), Klebsiella pneumoniae #(Kpn), Salmonella paratyphi #(Spa),
Caulobacter crescentus #(Ccr)
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Der Mechanismus der Erkennung von T/G-Fehlpaarungen konnte durch
Kokristallisation des nativen Vsr aus Escherichia coli mit einem gebundenen
12meren DNA-Produkt und anschlieBende Aufklarung der Struktur beschrieben
werden (Tsutakawa et al., 1999b). Vsr bindet sein Substrat unter Interkalieren dreier
aromatischer Seitenketten in der ,major groove‘ auf der 3‘-Seite des fehlgepaarten
Thymins durch Phenylalanin-67, Tryptophan-68 und Tryptophan-86. Diese sind in
der Familie der Vsr-Homologen streng konserviert. Ein Interkalieren von 1 bis 4
Aminosduren bei der Bindung von DNA unter einer Verbiegung von bis zu 70°
wurde bei einer Reihe von Proteinen beobachtet, wurde aber bis dato nur von der
Seite der ,minor groove‘ aus beobachtet (Dickerson, 1998). Die Bindung durch Vsr
verandert die geometrischen Parameter der DNA: Es kommt es zu einem Verbiegen
der DNA um etwa 44°, der Abstand zum benachbarten Basenpaar erhoht sich um
etwa 6 A, Die DNA wird im Bereich der Fehlpaarung signifikant entwunden. Von
der Seite der ,minor groove‘ wird die DNA von einer N-terminalen a-Helix, speziell
dem streng konservierten Methionin-14 und weiterhin Isoleucin-17, kontaktiert. Die
Bindung des Proteins wird durch ein Netzwerk von direkten und Wasser-vermittelten
Kontakten unterstiitzt. Die Oberflache des Proteins ist, auch in Bezug auf Ladung im
Bereich des Phosphatriickgrades, exakt an die Bindung der DNA angepalit. Etwa
20 % der gesamten Proteinoberfliche ist von der gebundenen DNA verdeckt. Die
Mehrzahl der Interaktionen finden sich zum Phosphatriickgrat sowie den Basen in
Nachbarschaft der Fehlpaarung. Die direkte Kontaktierung der Basen der T/G-
Fehlpaarung selbst ist dabei nicht der entscheidende Faktor der Erkennung. Das
Guanin wird von Methionin-14 auf Seite der ,minor groove‘ sowie Lysin-89 auf
Seite der ,major groove‘ iiber Wasserstoftbriicken kontaktiert. Das Thymin wird
lediglich auf der Seite der ,major groove‘ von Asparagin-93 kontaktiert. Die
Diskriminierung gegeniiber einem Cytosin erfolgt hier sterisch: Auf der Seite der
,minor groove* liegt Tyrosin-19 derart, da} das Cytosin einer Watson-Crick-Paarung
mit Guanin an dieser Position ausgeschlossen wird. Die Oberfliche des Proteins 146t
hier lediglich eine klassische T/G-,wobble‘-Paarung zu, wie sie in der vorliegenden
Struktur beobachtet wird. So scheint auch die Erkennung der T/G-Fehlpaarung im
Wesentlichen eine Erkennung der Geometrie deren Struktur auf DNA-Ebene
wiederzuspiegeln. Die ,wobble‘-Basenpaarung erhoht den Abstand zum
benachbarten Basenpaar 3¢ des fehlgepaarten Thymins und unterbricht die Stapelung
der Basen (Hunter et al., 1986, 1987). An dieser Stelle interkalieren die drei
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aromatischen Seitenketten von Vsr. Diese Form der Erkennung steht im Einklang mit
dem in der Einleitung vorgestellten Modell der Stimulation der Vsp-Reparatur durch
MutS und MutL. Nach Erkennung der Fehlpaarung durch MutS und MutL kommt es
zur Ausbildung einer DNA-Schleife und somit zu einer weiteren Verzerrung der
Basenpaarstapelung kommen. Dies wiirde dann die Erkennung und Bindung durch

Vsr unterstiitzen.

ABBILDUNG 37: Modell der Struktur von Vsr.Bst in Deckung mit der
Struktur des Vsr aus Escherichia coli mit gebundenem DNA-Produkt. Die
DNA wurde zur besseren Ubersicht nicht dargestellt. Pfeile markieren die
Abweichungen der Hauptkettenverldufe. a-Helices in griin, p-Faltblatt in
cyan, Schleifen in rot. Das strukturelle Zinkatom ist violett dargestellt, die
Magnesiumionen in orange, die Seitenkette des koordinierenden Aspartat-
51 als raumfiillende Atome (Sauerstoffatome rot).

Die Struktur der Vsr-Endonuklease mit ihrem gebundenen Substrat wurde
herangezogen, um mit Hilfe des Programmes ,Swiss-Model’ (Guex und Peitsch,
1997; Guex und Peitsch, 1999; Guex et al., 1999) zu untersuchen, inwieweit sich
diese fiir eine Modellierung der Struktur von Vsr.Bst eignet. Das errechnete und nach
Abgleichen des automatisch erzeugten ,alignments® manuell Kkorrigierte

Strukturmodell konnte mit der Struktur des Proteins aus Escherichia coli gut zur
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Deckung gebracht werden. Eine Uberpriifung der Eigenschaften der Modellstruktur
mit dem Programm ,Whatlf* (Vriend, 1990; Hooft, 1996) zeigte dabei einige
Abweichungen von strukturellen Parametern, wie der Linge von Atombindungen,
den erlaubten Bindungswinkeln der Seitenketten, auf. Dies sind klare Hinweise
darauf, dal das erzeugte Modell weiterer Verfeinerungen bedarf und nicht
iiberinterpretiert werden sollte. Auffallig ist jedoch, dal der Hauptkettenverlauf der
beiden Homologen im Zuge der Berechnungen sehr gut zur Deckung gebracht
wurde.

Es gibt nur zwei Bereiche, in denen der Hauptkettenverlauf sich unterscheidet (siehe
Abbildung 37). Diese Bereiche erstrecken sich von den Aminosduren 18 bis 21 und
71 bis 73 aus Vsr.Bst. Diese beiden Bereiche kontaktieren in der Struktur des
Escherichia coli-Vsr die gebundene DNA von der Seite der ,minor groove‘ (18 bis
21) und ,major groove‘ (71 bis 73). In letzterem Bereich wird die grofte
Konservierung unter den Vsr-Homologen beobachtet, dieser wurde bei der
Definition der degenerierten Primersidtze (Abschnitte 4.1, 4.2) herangezogen. In
diesem Bereich finden sich viele der zur Bindung und Katalyse essentiellen
Aminosduren wieder (Abbildung 36). Aus dieser Modellierung 148t sich ableiten, daf3
im Falle des Vsr.Bst im Bereich der Bindung der DNA eine vom Homologen aus
Escherichia coli verschiedene lokale Struktur moglich ist. Dies passt zu der in der
Struktur des Escherichia coli-Vsr beobachteten Bindung der DNA, bei welcher sich
im Bereich der Erkennungssequenz des Proteins ein Netzwerk von
Wechselwirkungen findet. Diese Erkennung der Sequenz der die Fehlpaarung
umgebenden Basenpaare erforderte bei Vsr.Bst innerhalb eines ansonsten weitgehend
identischen Faltungsmotives eine leicht abweichende Struktur im unmittelbaren

Bereich des katalytischen Zentrums.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde zunéchst eine Methode entwickelt, mit deren Hilfe ausgehend
von nur einer konservierten Aminosdureregion einer Proteinfamilie mittels PCR
Fragmente unbekannter Gene isoliert werden konnen, die fiir diesen Block
codierende Sequenzen besitzen. Diese Methode wurde zur Identifizierung eines Gens
aus Bacillus stearothermophilus H3 angewandt, welches ein Homologes der Vsr-
Endonuklease aus Escherichia coli kodiert. Vsr-Endonuklease aus Escherichia coli
initiiert die Reparatur von Schidden an 5-Methylcytosin. Die Desaminierung in
dsDNA erzeugt eine T/G-Fehlpaarung, die durch Vsr strangspezifisch 5° des
fehlgepaarten Thymins gespalten wird. 5-Methylcytosin wird in Escherichia coli
durch die Dcm-Methyltransferase an der Position des inneren Cytosins in der
Erkennungssequenz CCA/TGG eingefiihrt. T/G-Fehlpaarungen, die innerhalb einer
Sequenzumgebung liegen, welche auf Desaminierung an 5-Methylcytosin in diesem

Kontext zurlickgehen, werden von Vsr bevorzugt.

Das Gen aus Bacillus stearothermophilus wurde kloniert, das Genprodukt heterolog
in Escherichia coli produziert und iiber eine zusétzlich angefiigte C-terminale
Hexahistidinsequenz aufgereinigt. Das Protein spaltet T/G-Fehlpaarungen 5° des
Thymins. Die Spaltung ist Mismatch- und Strangspezifisch. Das Enzym zeigt damit
eine der Vsr-Endonuklease aus Escherichia coli vergleichbare Aktivitdt und wurde
als Vsr.Bst bezeichnet. Dies ist die erste Beschreibung einer Aktivitét eines Vsr-

Homologen.

Das  Substratspektrum von  Vsr.Bst wurde durch Messung relativer
Geschwindigkeitskonstanten in multiplen Substratkinetiken durchgefiihrt. Die
Untersuchung von 15 Substraten zeigte, dal Vsr.Bst im Vergleich mit Vsr aus
Escherichia coli eine deutlich geringere Priaferenz fiir den Sequenzkontext der T/G-
Fehlpaarung aufweist. Vier der flinfzehn Substrate wurden sehr schlecht gespalten.
Bei allen vier (und nur bei diesen) befand sich Thymin in direkter Nachbarschaft zu
dem fehlgepaarten Thymin. Aus den verbleibenden elf Substraten konnte kein

offensichtlicher Konsensus abgeleitet werden.
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Vsr.Bst spaltet T/G-Fehlpaarungen um den Faktor 2.5 besser als U/G-Fehlpaarungen,
welche durch Desaminierung eines Cytosins entstehen konnen. Vsr.Bst scheint also
im Wesentlichen fiir die Reparatur von Desaminierungsschidden am 5-Methylcytosin

verantwortlich zu sein.

Um eine Wechselwirkung zwischen Vsr.Bst und Enzymen der Mismatch-Reparatur
in vitro untersuchen zu koénnen, wurden ein MutL- und ein MutS-Homologes aus
Bacillus stearothermophilus aufgereinigt. Mit dem in dieser Arbeit verwendeten
System konnte keine Stimulierung der Vsr.Bst-Aktivitit durch MutL und/oder MutS
beobachtet werden. Die Mdglichkeit einer Steigerung der Vsr.Bst-Aktivitit durch
diese Proteine konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden. Eine Aussage hierzu

erfordert weitere Untersuchungen.

Vsr.Bst konnte 10 Minuten bei 50 °C inkubiert werden, ohne dal3 ein merklicher
Aktivititsverlust auftrat. Nach 30 Minuten bei 50 % zeigte Vsr.Bst immer noch {iber
60 % Aktivitdt. Die beobachtete Stabilitdit macht das Enzym interessant fiir
diagnostische Methoden, wie beispielsweise der Detektion von punktspezifischen

Mutationen.

Die kinetischen Daten von Vsr.Bst wurden am Beispiel eines schnell umgesetzten
Substrates bestimmt. Mit Ky=0.27 uM, v =0.25 pM/min'1 und einer Umsetzung
von maximal 2.3 Substratmolekiilen pro Minute ist Vsr.Bst ein vergleichsweise
langsames Enzym. Verglichen mit Vsr aus Escherichia coli ist es etwa 14mal
schneller. Da Bacillus stearothermophilus mit einem Wachstum bei hoherer
Temperatur auch hoheren Desaminierungsraten begegnen muf}, mag die Korrelation

mit einer ebenfalls erhohten Aktivitat von Vsr.Bst kein Zufall sein.
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Anhang

7. Anhang

7.1 Abklrzungen

A Adenin

Abb. Abbildung

A.L.F. Automated Laser Fluorescent Sequencer

APS  Ammoniumperoxodisulfat

ATP  Adenosin-5"-phosphat

BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat (p-Toluidinsalz)
bla  Gen der B-Lactamase

bp Basenpaare

C Cytosin

°C Grad Celsius

cat  Gen fiir die Chloramphenicol-Acetyltransferase
Dcm  DNA-Cytosin-Methyltransferase

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP's 2'-Desoxyribonukleosid-5'-trisphosphat
dsDNA Doppelstrang-DNA

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

g Gramm

G Guanin

h Stunden

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethan-sulfonsdure

IMAC Immobilized Metall Affinity Chromatography
IPTG Isopropyl-f-thiogalactopyranosid
Kb  Kilobasenpaare

1 Liter
lac  Gen der B-Galactosidase
M molar

m micro (10-0)

min  Minuten

ml Milliliter

M;  relatives Molekulargewicht

n nano (10-9)

NBT Nitroblau-tetrazolium

ODy optische Dichte bei einer Wellenldnge von x nm
ori Replikationsursprung

p pico (10-12)

PAA Polyacrylamid

PAG Polyacrylamidgel

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCR "polymerase chain reaction" (Polymerase-Kettenreaktion)
PEG Polyethylenglykol

PMSF Phenyl-methyl-sulfonyl-fluorid

rpm  "rounds per minute" (Umdrehungen pro Minute)



Anhang II

RT  Raumtemperatur

sec  Sekunden

SDS  Sodium-(Natrium-)dodecylsulfat
ssDNAEinzelstrang-DNA

T Thymin

t Zeit

TE Tris/EDTA-Puffer

TEA Triethanolamin

TEMED N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin
Tris  Tris-hydroxymethyl-aminomethan

u units (Enzymeinheiten)
U Uracil

UV  ultraviolett

\Y Volt

Vol. Volumen

VSP  "very short patch"

vsr  Gen fiir die Vsr-Endonuklease

v/v. Volumen pro Volumen

w/v  Gewicht pro Volumen

w Watt

x-gal 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-p-D-Thiogalactopyranosid
8-0x0-G 7,8-dihydro-8-Oxoguanin

7.2 Nukleotidsequenz von MutS und MutL aus Bacillus
stearothermophilus

Gezeigt ist die Sequenz eines 5298 bp-Fragmentes der chromosomalen DNA von
Bacillus stearothermophilus. MutS wird von den Basen 167 bis 2743 kodiert, MutL
von den Basen 2765 bis 4894.

1 . GCCGGCAAACAGCGAT CTGAGGAAGGTATGGTGCCATTACGT CGGCAAAGCATAATCGC 60
61 CAGGATGAGCGCGATCTCTTGCAGCCATGCACGGEEGAAAGGT TCAACATACGGECTTTCCC 120

121 CGTGTTATAATGGACGAACGAGAAT GAAGCT AGGAGATAGGT TACAATGGCACAATATAC 180
MAQYT

181 ACCGATGATTCAGCAGTATCTGGCGATCAAGCGTGACTATCCGGATACTTTCTTATTTTT 240
P MI QQYL AI KRDYWPDTFL FF

241 TCGCTTGGGCGATTTTTATGAACTGITTTTTGAAGACGCAGT CGTGGCATCGCGTGAGCT 300
R L GDF Y EL F F EDAVYV ASRTEIL

301 GGAAATTACCT TGACAGGGECCCGAGEECGECGEECGAAGAAAAAAT CCCCGATGTGCGECGT 360
EI T LT GRES GGG GETEIKI P MCGV

361 TCCTCATCACTCTGCTGATGCTTATATTGCCGAATTGCTGAAAAAAGGCTACAAGGTAGC 420
P HHSADAYI AELULIKZKGYKVA

421 CGTCTGTGAACAAGT AGAAGAT CCAAAGGAAGCGAAAGGAGT CGT CCGTCGGGAGGTCAC 480
vV CEQVEDZPIKEAKGVVRREWVT
481 GAGGGTTATTACTCCCGCGACGAT GAT GGAGGGECAAAT GGCTCTCCGACAAGGAAAACAA 540
RVI T PGTMMEGI KWL S DKE NN



Anhang

III

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

TTACATGGT TGCGAT TGCGCAAGCGGAGGEECAGCATGEGT GTCGCCGCTTGT GACATGAG 600
Y MV Al AQAEGSMGVAACDMS

TACCGGCGAGATGTACGTAACCT CGCTGAT TGGECAGACGAGAGGCAGCGCTGGATGAAGC 660
T GEMY VTSLI GRREAALDTEA

GATGCAGTACCACCCCAAGGAATTGGT GT TAT CCGGGT GGECTGGAGAGCTCAAGTCAGA 720
M QY HPKELVL SGWAGETLKSD

TGTACCTGT CACATACATAGAGGACACT GAGCT GGACGECECT TGCCGT CGACCGCCAATA 780
v PV T Y Il EDTUELUDTGLAYVYDIRO QY

CGGCAACGACGCACGT GAGCT TGATCTCGCCATGCGCAAGGCAGT CAACACCCTGCTTCA 840
GNDARELUDLAMRIKAVNTIL L H

CTATATCGGCGT CACACAAAAGCGAAGCCTGTCACACATGTI TGT TGATCAAGCGCTATGA 900
Yl GV TQKRSL SHMLULI KRYD

TGCCAAGCAGT ACCT GCAGAT GGACGCECT TTTCCCGCAGAAAT CTGGAGCTGACCGAAAC 960
AK QYL QMDGFSRRNLETLTET

GATACGGGACAAAT CGAAGAAAGGCT CGCTGCTCTGGCT TCTGGATCGCACCGAAACAGC 1020
I R DK SKKGSULULWLULUDRTETA

GATGGGAGGCAGGECTGCTTCGCCGCT GGATTGAACGT CCGCTGGTAAACAAAAGTGAACT 1080
M GGRLILIRRWI ERPLVNIKSEIL

TGAGGECCCGCCTGGATGCCGT TTCGTATTTGAAAGGGEGACATGCTGCTTCGT TCAGACTT 1140
E A RLDAVSYLKOGDMLTLRSDIL

GAGGAACTGT CTGGATCAAGT GTACGAT TTGGAGCGT CTGGCAGGAAGGATCTCTTACGG 1200
R NCLDOQVYDLERLAGRI S YG

CAATGCGAACGCTCGCGATCTGGTACAGCT TCGTCATTCGCTGGAAACGATACCGATGIT 1260
NANARDLVQLRHSLETI P ML

GAAGCGGECTGCTGCTGGAGACAGATGCACCGGT TTTGAAGGAATTGGCTGCGGGAATGGA 1320
K RLLLETWDAPVLIKELAAGMD

TGAGTGCGCAGACATCGTCACGTACT TGCAGGCTGCTCTCGTAGACGATCCGCCTATTTC 1380
ECADI VTYLQAALVDUDUZPZPI S

GGTACGGGAAGGCGGT TTGATCCGGACCGGT TATGATGAGTATCTGGACAAGCTTCATAC 1440
V REGGLI RTGYDEYLDIKTULHT

AGCGAGT CGCGAGGGCAAGACGT GGATAGCCCAACT GGAGCAGACAGAGCGGEGAAGCGAC 1500
A°S REGKTWI A QLEQTEREAT

CGGGATTCGCTCGT TAAAAGT GGGATACAACAAGGTCTTTGGCTATTACATCGAGGTITTC 1560
Gl RSL KV GYNIKVFGYY Il EVS

ACGGCECGAAT CTGECTAACGT GCCAGCT GBCCGGT ATGAACGAAAGCAAACATTGECGAA 1620
R ANLANVPAGRYERI K QTTIL AN

TGCGGAACCCT TCATCACGCCCGAAT TAAAGGAAAAGGAAGCCCT GATCCTGGAGECGGA 1680
A ERZFI TPELIKEIKEALI L E AE

AGAAAAGCT GATCGAGCT GGAGTATCAAT TGT TCGT CCAGAT TCGCAATGAGGTAGCGEC 1740
E KLI ELEYQLFV QI RNEVAA

TCATATCCCGCGCT TGCAGAGCCT TGCGGAGCGEGET GGCAGCGATCGACGTGCTGCAGEC 1800
HI PRL QSLAERVAAI DVLOQA

ATTCGCTACAGT AAGCGACGAACGCGGGT ATGTACGT CCGGAGCTGGT CACAACGGGTGA 1860
FATVSDERGYVRPELVTT GE

ATGT GT CATTACAGAT GGCAGACAT CCTGT GGTAGAAGCCGT CCTCGAACGGGAAAAATA 1920
cvII TDGRMHPVVEAVLERTETKY

CGTCGCCAACGACGT TCATATGAACCAGACAGATCGGCAGATTCTCCTCATTACCGGTCC 1980
VANDVHMNOQTIDROQI L L I TGP

GAATAT GGCCGGGAAAAGCACGT ACAT GCGGCAAATTGCGCTCTTGGT CGTCATGGCGCA 2040
NMAGKSTYMROQI ALL VVMANQ



Anhang

v

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

AATCGGCTGCTTCGT GCCGECAAAAGCAGCCCGGT TGTCTTTGGTCGATCAGATTTTCAC
I GCFVPAKAARLSLVDOQI FT

GCGGAT TGGECGCT GCCGACGAT CTGGCCTCCGGECAT TCCACGT TTATGGT GGAAATGCT
RI GA ADDLASGHSTFMVEWML

GGAAACCAGGCACGCTCTGCAAAAAGCAACGGECCCAAAGCT TGATCCTGCTCGATGAGAT
ETRHALQKATAOQSULI1I L L DEI

TGGACGAGGCACCT CTACCTAT GACGGAATGECT CTGGCACAGGCGGTAATTGAATACAT
GRGTSTYDGMALAQAVI EY

CAGACAAAAGAT CGGTGCCAAAACGT TGTTCTCTACCCAT TACCATGAGCTGACAGGTCT
R QKI GAKTULZFSTHYHETLTGIL

GGAGGAATCGT TGACCGGAGT CGTCAAT GT GAACGCAAGAT GT GAAGAACGGGCCGGAAA
E ESLTGVVNVNARTZ CETERAGHK

GCTGCTCTTTTTACACAAAAT TGAGCCT GGCCGCGCAGACAAAAGCTACGGAAT CCACGT
L L FLHKI EPGRADIKZSYGI HYV

CGCAGAGCT GECCGAGATGCCCCAGCAGGT CATTGAACGT GCACGAGAAAT TTTGECGEG
AAELAEMPQQVI ERAREI L AG

ATTGGAGT CGECCEECACGACGECAGGT GATGT GCAAAT GT CCCTGGAAACGCTCTGGTC
L ESAGTTAGDVOQMSLETTLWS

TGCTCCAGT GCCTGCTGTACCCGAAGAACCGAAAT CCCTGT TGT CGCCAGAAGAGGAACA
APV A AV REEWPKSLIL S PETETEQ

GGTGCTGTCTGAGCT TCGCGAGCT GGACCT CAAT CAGACGACGCCGAT GGACGCCATGCT
V1.SELRELUDLNOQQTTWPMDAML

GAAGCTTTTCCATTGGAAACAGCAAAT GAAAAAAAGCAAGT AAACCAGT TCGAGGAGGAA
K L FHWKQQMZKK S K *

ACCGATGCCGAACATACAT GT GCT GGAT GACAACCT GGCCAATAT GAT CGCCGCAGGCGA
M GNI HV L DDNLANMMI A A GE

AGTGGTAGAACGGECCCCCT TCCGT TGT GAAAGAACT GGT GGAAAAT GCAGT TGATGCAGG
VvV VERPASV YV KELVENAVDASG

GGCAAGCACAGT GGAAAT CCATGT GGAAGAAGGCGGECCT TTCCCTGATCCGT GTAGT CGA
AS TV EI HVEEGGLSL I RV VD

CAACGGT CAAGGCAT GGATCGGGAGGAT TGCCGT CTCGCCT TTGAACGCCATGCGACGAG
N GQ GMDREUDT CRLAFERHATS

CAAAATACGCAGT CCCCGAGATTTGT TCCGAATACGGACGCT TGGECT TTCGCGGAGAGEC
K1 RS PRDULFRI RTL GFRGE A

CTTGOCCAGT ATCGOGGCGGT TTCOOGGGT GGAACT GACGAGCACCCAAT CGAGOGGGCA
LPSI AAV SRVELTS ST QSSGDOQ

GGTAGGGACT CGGT TGATGATGGAGGEGT GGAGCGAT TGCAAGCAT TAGCGAAATCGCAGC
VG TRLMMEG GGAI ASI SEI AA

TGTCAAAGCGACCGAGATCATTGT CCCCGACT TGT TTTACAACACGCCAGCCCGCCTCAA
v K GT EI I VRDLFYNTWPARTLK

GTATATGATATCGATTTCTACGGAGATTGGCCATATTTCCGATTACGTCAACCGT TTAGC
Yy M1 sSs1 sSTEI GHI S DY VNI RILA

CCTGACATACCCTTCAGTGGCATTTACGT TGTCTCATAACGGAAAGATTTTGCTGCATAC
L T YPSVAFTLSHNGIKI L L HT

ATCCGEEGAT GECAAGT TGCTGCACGT AATGECTGCCAT TTACGGT GT TCAGGTAGCCAA
S GDGKLLHVMAAI Y GV QV AK

GCTGCTGCTGCCGAT CAGCGGAGAGACGCTCGATTTTCGGT GGACCGGATTCATTTCCAA
L L L PI S GETULUDFRWTGTFI1I S K

AACCGAAGT AACCCGGECAAACCGGT CGTATCTGT CTACCCT TGTAAATGGT CGATACGT
T EVTRANRSYULSTULVNGRYYV

ACGCCATTTCGGGT TGAACAACGCGAT CATGAGCGECTATCATACATTGCT TCCGATCGG
RHFGLNNAI MS GY HTULULUPI G

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600



Anhang

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281

CCGCTACCCGAT CGT CACGCTCCAGATCGAGATGGACCCGACTTTGCTGGATGI CAATGT 3660
RYPI VTLQI EMDZPTULULDVNYV

CCATCCAGCAAAGCTGGAGGT TCGT TTTAGCAAGGAAGACGAGCT GTGCACGGCGATCCGA 3720
HPAKLEVRFSKEUDETLTCTAI E

GCAATGCGT GAGGT CTACGCT GCGCCAGGGACT GGACAT TGTGCGT CCGT TGACAGCAGA 3780
QCVRSTLRQGLDI VRPLTAE

GOGCAAGGCAAGGGT TATCGAGCAGGT GGTACAGCCGCAGT TTGATCTGACGTGGTCAAA 3840
RKARVI EQVVOQPOQFUDLTWS K

GCCTGCOGGT CAATCGAAT GCAGACACTACAAAGCCATTTCAGGCAGAAATACAGCAGCC 3900
PAGQSNADTTI KPTFOQATETI QOQFP

GCTTTCCAGT CCCGGCAGCT TCCAT CCGGAAAT ACAGGGAGCGAACGAAGAGATGCCGEC 3960
L SSPGSFHPEI QGANEEMPA

CGCTGAAGCGGT GAGCCTCGT TCGGGCGCATGATTTGGCCCGT TCAAATACAGAGCAGGC 4020
AAEAV SLVRAHUDLARSNTEIOQA

TGTTGAT GCCGGAAAGCAGAAGCACAACGCT GTAAAAGAGGGECAGAGAGGAATACACAGC 4080
V DAGKIOQKMHNAYKEUGRETEYTA

GTGECAAAACGGECGGTATGECTGCTAATACAGCACTAGCGECCGI TTCTCCGEEEGTGIC 4140
WQNGGMAANTALAAV S P GV S

CACGGCGACCACAGCAAGT GGGGATGATTTTGAAAGGACCGACCTGGAAGT TCATCTTCC 4200
T A TTASGDUDZFERTDULEVHTLP

CCGGGATGGATATGAAAAAGGT CCCGAAGAACGT GGAGCGGAGAGCAGCTTGGATCCATA 4260
R D GY E K GPEERU GAESSLDUZPY

CGGGGAAGATGTAGCT GT TGCGGAGAAAACGGAGACAGT GCCGCAAATGTATCCCGT CGG 4320
GEDVAVAEIKTETVPQMYPVCG

CCAAGT GCACGGTACGTACATTGT GGCTCAGAATGAGAATGGCATGTATTTGATTGACCA 4380
QVHGTYIl VAQNENGMYL I DAQ

GCACGCTGCCCAGGAACGTATCTTCTATGAGCATTTCATGCAGAAGCT GGCGGAGGAAAG 4440
HAAQERI FYEHFMQKTILAETE S

TGTCGCAAGT CAGATGCTGCTGI TTCCGCATACGGT TGAAT TGACTGCCCAGGAAGCGT T 4500
V ASQMLLZFPHTVETLTARQEAIL

GAAGCTGGACAAACGGECTCCCGCTGCTGCGCTCCTTTGEECT TGAGATTGAGT CCTTCGG 4560
KL DKRLWPLILRSEFGLEI ESFG

CACAAAGACGT TTATCGTACGT GCACATCCTCACT GGT TCCCGGAAGGAAGCGAGCTGGA 4620
T KTFI VRAHPHWEFUPEGSEL E

GGTAATCGAAGAGCTGATCCAAT T TGT CATGGAGGCCAGCGAGECAGCACAGGCTGATAT 4680
v I EELI QF VMEASEAAGQATDI

TCGCTCGAT GAGCGAGAAGGECAGCGATACT CATGT CCTGCAAAGCGT CGATCAAAGCGAA 4740
R S MREIKAAI L MS CKASI1T KAN

TCGTTTCCTGACACACGCGGAGAT GGAAAGCCT GCTAAGCCAACT TCGGGAAAGCTCCAG 4800
R F L THAEMMESTLIL S QL RE S S S

TCCATTCACCT GT CCCGCAT GECCCCCCGATCATCATTCATTTCTCCAGT TATGATTTGGA 4860
P FTCPMHGRPI I I HFSSY DWLE

GAAAATGT TCAAGCGCGT TATGTAAGT TTCTAAGT GAAAAAGGGT CAAGGGCTGTCTGCA 4920
K M F KRV M*

CAAGCCCTTGACCCTTTTCATGTAACGGAAGATATGGTCGAATGT TGCGAATCGCAAGTC 4980
AGGACTCTGCTTTGGT TACTTCAATGTACT TCAGCGT ATGGCCAGACATATCCACTACCT 5040
TGAAGCAATAGCCGT CCTCCACGAGCT TGTCGCCGGTCTTGECAGTGAAATGCTTGGAGA 5100
GGACCAACCGCCGAGT GTATCGATGATATCGT CTGAAAGGT TGGT GCCGAGCAGGTCGIT 5160
TACTTCGCTGATGATAAGCT TCGCGCTTAAAATATAGTGATTGTCTTTCAGT TTGCGGAT 5220
ATCGGGTATCTCGT CAGCGT CGAATTCGT CTCTGATTTCCCGACTATCTCTCCAAAATGT 5280
CTTCAACGTAACCAATCC 5298
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