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1. Einleitung

1.1 DNA-Schaden und deren Entstehung

DNA-Schaden konnen durch exogene und endogenelEsefl entstehen. Exogene
DNA-Schaden treten durch die Einwirkung von Strahl@JV-, ionisierende,
Rontgenstrahlung) und Chemikalien auf (Marnett Badcham, 1993). Im lebenden
System in Gegenwart von Sauerstoff fiihrt z.B. ienende Strahlung zur Bildung der
reaktiven Sauerstoff-Spezies, die ein breites $pekt von DNA-Schaden
einschlie3lich Oxidation von Basen, Einzelstranghd) DNA-Protein cross-links
hervorrufen kdnnen (Cadet, 1999; Marnett and Burgh&993; Shokolenkat al.,
2003). Endogene DNA-Schaden entstehen durch dienBatdpaarung wéahrend der
Replikation und durch die Einwirkung der Nebenpikidu des normalen
Metabolismus (zu denen ebenso die reaktive Satiegyiezies gehoren), die zu den

spontanen Alkylierung, Oxidation oder Hydrolysertin (Barnes and Lindahl, 2004).

1.1.1 Hydrolytische DNA-Schéaden

In allen lebenden Zelle liegt DNA in wassriger Urhgag vor, deshalb ist die DNA
jeden Organismus der standigen Gefahr der spontayarolyse ausgesetzt
(Staszewski, 2006). Das Resultat der spontanendisdr der DNA ist der Verlust
der Aminogruppen von Basen (Desaminierung) oder eBaslust
(Depurination/Depyrimidination) (Marnett and Buramal993).

Wenn die N-glykosylische Bindung zwischen der Bas®el der Desoxyribose
hydrolysiert wird, entsteht eine abasische Stélle-Stelle). Eine AP-Stelle kann zum
Abbruch der DNA-Synthese (Sagher and Strauss, 18&&) zum Einzelstrangbruch
(Marnett and Burcham, 1993) fuhren.

In der DNA haben die vier Basen Adenin, Guanin, &tiWlcytosin und Cytosin je
eine exocyclische Amino-Gruppe. Der Verlust der AmGruppen fuhrt zur
Umwandlung der betroffenen Basen jeweils zu Hypthxan Xanthin, Thymin und
Uracil (Friedberg,et al 1995). Desaminierung von Adenin und Guanin tretesh
seltener im Vergleich zur Desaminierung von Cytasirfi, deshalb haben sie keine

grof3e biologische Bedeutung.
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Die Haufigkeit der besprochenen endogenen DNA-Samé&dt in der Tabelle 1
dargestellt.

Tabelle 1: Haufigkeit der endogenen DNA-Schaden.

Die Daten sind firr die Saugertierzellen bei 37°Gtinemt. Die Zahlen beziehen sich auf die nicht
unbedingt durch die Hydrolyse entstehende Sch&8emsgtein C, Bernstein H., 1991).

Schaden Ereignis pro
Zelle pro Tag
Depurination/Depyrimidinatiomn 12600
Einzelstrangbruch 55200
Cytosin-Desaminierung 192

Obwohl Cytosin-Desaminierung viel seltener auftritdls Basenverluste und
Einzelstrangbriche, ist sie von genetisch besond®etevanz, da das entstehende
Uracil ein hohes mutagenes Potenzial hat (WilsahBwhr, 2007).

Cytosin-Desaminierung

Resultat der Desaminierung von 5-Methylcytosin Bbhymin, was zu einer
T/G-Fehlpaarung fihrt und nach einer Runde DNA-Repibn zu einer

C/G—T/A-Transitionsmutation (Friedbergt al 1995).

Die Desaminierung von Cytosin fihrt zur EntstehdegRNA-Base Uracil. Nach der
DNA-Replikation bildet Uracil eine Basenpaar mit ékdn und falls diese nicht
repariert wird, fuhrt dies zur C/G zu T/A-Transitemutation (Barnes and Lindahl,
2004) (Abbildung 1).

/ A\\

THZ (H) WGWHWGTWHW —»WT
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Abbildung 1: Desaminierung von Cytosin und Entstehung der Ttiansi
(A) Spontane Desaminierung von Cytosin durch Afigrifn H,O. (B) Schematische Darstellung der

Entstehung von C/&T/A Transitionsmutation.
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1.2 Reparatur von DNA-U-L&sionen

Es wurden bis heute acht Klassen von Enzymen ekttddie die U-DNA-Reparatur
initiieren. Die ersten funf Klassen umfassen dieggellen schadenspezifischen
Uracil-DNA-Glykosylasen (UDG), die zur UDG-Superfdien gehoren. (Lindahl,
1974, Neddermann and Jiricny, 1993, Gallinari anidny, 1996, Haushalter, 1999,
Sandigursky and Franklin, 1999, Starkuviene antz FB002). Eine weitere Klasse
bilden die nicht generellen Uracil-DNA-Glykosylasger Mig-Familie, die Uracil nur
in einem bestimmten Sequenzkontext erkennen und ,delix-hairpin-helix*
Superfamilie (HhH) angehéren (Horst and Fritz, 198énget al., 2000). Durch die
Aktivitat der Glykosylasen wird einer der am hodmst konservierten
Reparaturmechanismen, die Basen-Exzisions-Repara{BER), eingeleitet
(Memisogu and Samson, 2000).

Zu einer anderen Klasse gehdort eine weitere niehegglle U-Endonuklease, Vsr, die
einen weniger verbreiteten Reparaturmechanismugan@inzision-Reparatur:
VSP-Reparatursystem) initiieren kann. (Gabbetral., 1994). Zur letzten unlangst
entdeckten Klasse gehért eine U-Endonuklease (N2Zh2ivelche die generelle
Reparatur von Uracilresten einleiten kann (Geer@l, 2006; Schomachest al,
2009a).

1.2.1 UDG-Familien und deren phylogenetische Verbreitung

Uracil-DNA-Glukosylase wurden aufgrund der Kombioatder Sequenzinformation,
Strukturanalyse, sowie genetischen und biochemisc8tudien in 6 Familien
eingeteilt, die zwei Superfamilien (UDG- und ,hehairpin-helix* (HhH))
zugeordnet wurden (Cunningham, 1997; Kosaka, 208drl, 2000).

Der Familie 1 ist die erste beschriebene Uracil-DGKkosylaseE. coli UNG
(Uracil-N-Glykosylase) zugeordnet (Lindahl, 1974as Enzym hydrolysiert die
glykosidische Bindung zwischen Base und Ribose emifernt die defekte Base in
ssDNA und dsDNA (Pearl, 2000). Die Vertreter demiig 1 sind die am besten
untersuchten Enzyme der UDG-Superfamilie. Sie wurbtlei fast allen bis lang
untersuchten Eukaryoten und Bakterien entdeckt. ocled wurden keine
UNG-Homologe im Genom vomrosophila melanogaster (mesophiler Eukaryot),

Archaea (Aravind and Koonin, 2000Thermus thermophilus (hyperthermophiles
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Bakterium) (Starkuviene and Fritz, 2002) undhermotoga maritima

(hyperthermophiles Bakterium) (Sandigursky and Kian1999) gefunden.

Das erste Enzym, das zur Familie 2 zugeordnet wurde die humane
Thymin-DNA-Glykosylase (human TDG). Dieses Enzym raeu zuerst als
Thymin-DNA-Glykosylase mit Spezifitat fur T/G-Feldl@arung charakterisiert
(Neddermann and Jiricny, 1993). AnschlieRend wugdeeigt, dass dieses Enzym
eine starkere Aktivitdt zur U/G-Fehlpaarung aufwedieddermann and Jiricny,
1994). Das Homolog von TDG wurde i&. coli entdeckt E. coli MUG;
mismatch-specific uracil glycosylases; Gallinari and Jiricny, 1996). Die Vertreter
dieser Familie sind dsDNApezifisch und haben ein breites Substratspektiim.
Enzyme konnen ebenfalls R*-Ethenocytosin entfernen (Pearl, 2000). Die Vesiret
der Familie 2 sind weniger stark verbreitet unddeur bei Eukaryoten und Bakterien
gefunden, aber nicht bei Archaea (Aravind and Kop2000; Pearl, 2000).

Als erste Mitglieder der Familie 3 wurden UDGs axsopus laevis und Homo
sapiens (XSMUG1, hSMUG1 entsprechend) beschrieben (Hateshal999). Die
biochemische Charakterisierung ergab, dass diesteiRe fur Uracil spezifisch sind
und eine betrachtliche Selektivitat fir ssDNA auBea (Haushalter, 1999). Die
Mitglieder der Familie 3 wurden bis heute fast abssfllich bei Eukaryoten
gefunden. Bei Bakterien wurden wenigen Vertreter digikch  Uber
Sequenzverwandtschaft definiert. Die Mitgliedersdie Familie wurden nicht bei
Archaea detektiert (Pettersetral., 2007; Aravind and Koonin, 2000; Pearl, 2000).

Die Vertreter der Familie 4 und 5 wurden in therimégn Organismen gefunden und
wurden deshalb TUDGA bzw. TUDGB genannt (T stehtligrmostabil).

Das erste Enzym, das der Familie 4 zugeordnet wusleTMUDG aus dem
thermophilen Bakteriurnthermatoga maritima (Sandigursky and Franklin, 1999). Die
weiteren Vertreter dieser Familie wurden in therhilgm Archaeoner\rchaeoglobus
fulgidus (AFUDG; Sandigursky and Franklin, 2000Ryrobaculum aerophilum
(Pa-UDGA; Sartoriet al., 2001; Sartoriet al., 2003) und in einem thermophilen
BakteriumThermus thermophilus (TTUDGA; Starkuviene and Fritz, 2002) entdeckt.
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Das erste Mitglied der Familie 5 wurde ebenfallsTiner mus ther mophilus gefunden
(TTUDGB; Starkuviene and Fritz, 2002). Der weitstertreter dieser Familie wurde
in einem thermophilen Archaedpyrobaculum aerophilum detektiert Pa-UDGB,;
Sartoriet al., 2002).

Alle untersuchten Vertreter der Familien 4-5 besitzinen Eisen-Schwefel Cluster
(Hinks et al., 2002; Kosaka, 2007; Sandigursky and Frankli®9]1%andigursky and
Franklin, 2000; Starkuviene and Fritz, 2002). Aregeder Familie 4 TUDGA sind in
der Lage, Uracil aus ssDNA und dsDNA zu entfernBroteine der Familie 5
TUDGB sind doppelstrangspezifisch und prozessiddeacil gegeniber Adenin

langsamer als Vertreter der Familie 4 (Kosaka, 2007

Es gibt weiterhin Archaeen, bei denen keine Vestraler oben beschriebenen
Familien entdeckt wurden, wie z.BMethanothermobacter thermautotrophicus,
Methanococcus maripaludis, Methanocaldacoccus jannaschii (Georget al., 2006;
Schomacheet al., 2009b).

Die zuerst entdeckten Enzyme, die den Familien As§eordnet wurden, andere
spater beschriebene weitere Vertreter der Familier3 und alle bisher
charakterisierten Mitglieder der Familien 4-5 simd der Tabelle 8 (Seite 116)

zusammengestellt.

Die funf beschriebene Familien gehdren zur Ura®lAdGlykosylasen Superfamilie
(UDG) (Kosaka, 2007).

Die letzte bekannte Familie aufgrund der struktarelUnterschied gehort zur
.helix-hairpin-helix* Superfamilie (HhH). Dieser FRalie sind MigMthl
(mismatch-specific glycosylases) aus Methanothermobacter thermautotrophicus
(Horst and Fritz, 1996), Pa-Mig adyrobaculum aerophilum (Yanget al., 2000),
MBD4 ausHomo sapiens (Hendrich, 1999) zugeordneDie Enzyme prozessieren
Uracil aus dsDNA (nicht aus ssDNA) und Thymin au&-Fehlpaarungen, dies aber
nur in bestimmten Sequenzkontexten (Hendrich, 18@8st and Fritz, 1996;Yang
al., 2000). Die Enzyme der letzten Familie, die alschh generelle
DNA-U-Glukosylase charakterisiert sind, kommen ink&ryoten und Archaeen vor
(Horst and Fritz, 1996).
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Zusatzlich gehoéren zu dieser ,helix-hairpin-hel&tiperfamilie andere Glykosylasen,
die die durch die Oxidation, Alkylierung oder untarderen Umsténden entstandene
Schaden reparieren und unterschiedliche Substwfisiigen aufweisen: MutY
(erkennt Adenin gegenuber 8-oxoGuanin)(Guan, 1998y1 (entfernt das durch die
Oxidation entstandene 8-oxoGuanin gegenuber Cyt@sash, 1996), AlKA (entfernt
die alkylierenden Basen von DNA) (Hollis, 2000)dugndolll (entfernt modifizierte
Thymin und Cytosin von DNA) (Thayer, 1995).

1.2.2 Basen-Exzisions-Reparatur (BER)

Durch den Basen-Exzisions-Reparaturmechanismus ekdmmcht nur die durch
Hydrolyse, sondern auch durch die Oxidation undyi¢kung entstehende Schaden
repariert werden. Die Basen-Exzisions-Reparatud wlnrch die Aktivitdt der oben
besprochenen Glykosylasen initiiert. In AbbildungsRdas Schema am Beispiel der
Uracil-Exzisions-Reparatur dargestellt.

Das Enzym U-DNA-Glykosylase erkennt Uracil, 16se dylykosidische Bindung
zwischen Base und Ribose und entfernt die defekiseB wodurch eine
Apyrimidin-Stelle entsteht (AP-Stelle) (Kellegt al., 2003). Die AP-Stelle kann
anschlieBend von einem der zwei Wege prozessiedene Durch die Aktivitat der
AP-Endonuclease kann das Deoxyribose-Phosphat-RRatckgf der 5’-Seite neben
der AP-Stelle geschnitten werden (Kellgyal., 2003). Auf diese Weise entsteht auf
der 5-Seite eine 3'-OH-Gruppe und auf der 3'-Saie 5’-Deoxyribose-Phosphat-
Rest (Kelleyet al., 2003). Alternativ kann die AP-Stelle durch APasgaktivitat
einer DNA-Glykosylase geschnitten werden, was zuntstehung einer
ein-Nukleotidlicke mit 3’- und 5’-Phosphatenden riifMarti and Fleck., 2004).
Bevor die Reparatur abgeschlossen werden kann, mdiess3’-Phosphatgruppe
entfernt werden. Die DNA-Glykosylase/Lyase sinchhian der U-Exzision-Reparatur
beteiligen z.B. MutY aug. coli (Slupskaet al., 1996), deshalb ist dieser Schritt nicht
in Abbildung 2 gekennzeichnet. Die folgende nach $igaltung an einer AP-Stelle
Reparatur kann durch den ,short patch” oder ,lomgch” Reparaturweg erfolgen
(Dianov and Lindahl, 1994; Dianoet al, 2003). Wahrend der ,short patch®-
Reparatur wird der Desoxyribose-Phosphat-Rest dudie Aktivitdt der
Deoxyribophosphodisterase (dRPase) entfernt (Frar&hd Lindahl, 1988). Eine
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DNA-Polymerase inseriert ein Nukleotid an das 3’-Bhde. Danach wird das

Deoxyribose-Phosphat-Rtickgrat durch eine Ligasschéossen.
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yLplplplp s

l Uracil-DNA-Glykosylase

ool

PP P P— 3
8 G

G C
3 p—pLpL p— 5%

l AP-Endonuclease

HO P
s+ yrprpr—¥
G C G
C G G C ‘U
dRPase \W‘A-Polymerase T
Q
HO Hj
o PP s P PP P—¥
Cs o6 -
—pLpLlpLlp—5 y L pLp Ll pl p—35
l DNA-Polymerase l 5'-Flap-Endonuklease
HO HO
s P PP P S P PP P—3
G C C G G C C G
C G G C L G G C
gl pel pll ol P & gy Lp Ll p L p I p s
lDNA-Ligase
i e e I
G G C G
C G G C
gl p L p 1 1 5 o
short patch long Patch

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Basen-Exzisions-Repgreach Barnes

and Lindahl, 2004).

Basen-Exzisions-Reparatiann nach zwei alternative Mechanismen ausgeflibrden:long patch
und short patch. Weitere Erklarung siehe Text. P:5-Phosphat, U:duri OH: 3-OH-Ende,

dRPase: -Desoxyribophosphodisterase.

Wahrend der ,long patch“-Reparatur wird eine DNAyRterase ein Nukleotid an
das 3’-OH-Ende inserieren und dann ein DNA-Fragnemt 2 bis 13 Nukleotiden
synthetisieren, das das DNA-Fragment verdrangt |(Rsid/ et al, 2001). Das
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Resultat ist die Bildung eines 5'-Flap-Fragmentdas durch die Aktivitat einer
5'-Flap-Endonuklease entfernt wird. Danach versfiiliLigase den Strangbruch

(Memisoglu and Samson, 2000).

1.2.3 Strang-Inzisions-Reparatur: VSP Reparatursysm

Ein anderes Beispiel der DNA-Reparatur ist das VSP
(very short patch)-Reparatursystem. Dieses Reparatursystem wirchdiliec Aktivitat
einer U-Endonulease initiiert (Henneadteal., 1991).

Der Hauptbestandteil des VSP-Reparatursystem iss d&ésr-Protein. Das
Vsr-Protein wurde als Mismatch- und strangspeziis&ndonuklease beschrieben,
die Uracil und das Produkt von desaminiertem 5-Mef@ytosin nur in einem
bestimmten Sequenzkontext prozessiert (Hennetla, 1991; Lieb and Bhagwat,
1996). Das Protein spaltet die 5’-Phosphordiesteliinig am fehlerhaften Nukleotid
und produziert 5’-Phosphat- und 3’-OH-Termini (Liabd Bhagwat, 1996). Da die
Aktivitdt von Vsr von einem Sequenzkontext abhangiy kann das Enzym die

DNA-U-Reparatur nicht generell einleiten.

1.2.4 Initiation der DNA-U-Reparatur durch ein Exolll-Hom olog: Mth212

Die Initiation der generellen DNA-U-Reparatur inleal bis lang untersuchten
Archaeen wurde bis einiger Zeit nur auf die Ak&ivider Enzyme der Familien 4-5
(Kapitel 1.2.2) zuruckgefuhrt. In einem thermophile Archaeon
Methanothermobacter thermautotrophicus wurden weder die Vertreter der Familien
1-3 noch der Familien 4-5 entdeckt (Geatgal, 2006). Nach Fraktionierung der
Zellmasse von diesem Organismus wurde ein Exoliblog Mth212 isoliert und
biochemisch charakterisiert (Geoegal, 2006). Mth212 besitzt alle Eigenschaften
von Exolll-Homologen und ist zusatzlich in der Lagendonukleolytisch die
Phosphodiesterbindung auf der 5-Seite von Uridinreunabhangig von
gegenuberliegenden Nukleotid und Sequenzmotiv altesp(Georg et al, 2006,
Schomacher, 2007).

Damit wurde ein neuer alternativer Mechanismus génerelle DNA-U-Reparatur
entdeckt, der durch die Aktivitdt von einem ExdHbémolog (Mth212) initiiert
werden kann (Schomachetral, 2009a).
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1.3 Aufgabenstellung

Nach der Entdeckung und Untersuchung von Mth212oi(get al., 2006;
Schomachert al., 2009a) sind noch mehrere Fragen strukturellfonkler und
evolutiver Natur unbeantwortet geblieben. Welchekstrelle Besonderheit bestimmt
die U-Endonukleaseaktivitait eines  Exolll-Homologes®™ie sind die
Exolll-Homologe mit U-Endoaktivitat phylogenetisctverbreitet? Ist diese
Eigenartigkeit Folge der extremen Lebensbedingurigd® der Temperatur)? Fand
die Entwicklung des Exolll-Homologs mit U-Endoaktit parallel zur bekannten
DNA-U-Reparatur Glykosylasen statt oder wurde diegeeparaturweg friher
entwickelt? Durch die Untersuchung eines Exolll-Hdoges aus einem mesophilen
Archaeon, das &hnliche Eigenschaften wie Mth212 katn der Klarung dieser
Fragen naher gekommen werden. Mit einem Enzym aonsme mesophilen
Organismus ergibt sich die Mdglichkeit einer geswten Studie im heterologen
E. coli-Hintergrund. Eine genetische Untersuchung von M2h2ilaus zwei Griinden
nicht moglich:

1. Genetische Unzuganglichkeit viMethanothermobacter thermautotrophicus (wie
fast von allen Vertreter der archaellen Doméne).

2. Hohes Temperaturoptimum der Enzyme.

Die Suche in der NCBI-Datenbank nach ein Exolll-Hdog aus einem mesophilen
Archaeon, das eine hohe Sequenzverwandtschaft th2I hat, ergab Mma3148
ausMethanosarcina mazel (Georget al., 2006). Mma3148 wird sowohl auf Gen- als
auch auf Proteinebene ausflhrlich untersucht.

In Zusammenarbeit mit K. Lakomek (Abteilung Molé&ke Strukturbiologie) wird
die strukturelle Besonderheit von Mma3148 und Méhaftersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Archaeelle Organismen

Methanosarcina mazei G61 (DSM-Nummer: 7222)
(Eggeret al., 1992)
Der Stamm wurde von der Deutsche Sammlung von Miganismen und Zellkulturen

(DSMZ), Braunschweig bezogen.
2.1.2 Bakterienstamme

E. coli DH5a. (Invitrogen)
F, ®80lacZAM15, recAl endAl hsdR17(ry -, mc+) SUpE4.4 thi-1 gyrA96 (Naf), relAl,
A(lacZYA-argF)U169

E. coli BW25113\xthA (Kio-Collection, Japan)
RrnB3 AlacZ4787hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568rph-1AxthA: : kan

E. coli BW25113\xthA (diese Arbeit)
(basierend auk. coli BW25113\xthA (Kio-Collection, Japan))
RrnB3 AlacZ4787hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1AxthA

E.coli NM522 (Promega)
SUpPE, thi A(lac-proAB), hsd5 (r, m), [F, ProAB; Lacl9ZAM15]

E.coli NM522Aung (diese Arbeit)
(basierend auk. coli NM522 (Promega))
SUpE, thi A(lac-proAB), hsd5 (r, m), [F, ProAB; Lacl%ZAM15], Aung::kan

E.coli BL-21_UX (L. Schomacher, 2007)
(basierend von BL21-CodonPlus (DE3)-Ril strain #&tgene))
B FompT hsdS(r, my) dem’ Tet" gal A(DE3) end Hte [argU ileY leuW Cam'] Aung::kan'



Material und Methoden 15

E. coli XL10-Gold Kan" ultracompetent cells (Stratagene)
Tet A(mcrA)183 A(mer CB-hsdSMR-mrrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac
The [F proAB lacl92AM15 Tn10 (Tef) Tn5 (kar) Amy]

E. coli One ShotTOP10 (Invitrogen)
F mcrA A(mrr-hsdRMS-msrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139A(ara-leu)7697

galU galK rpsL (StrY) endAl nupG

2.1.3 Phagenstamm

P1 (DSM-Nummer: 5757)

Der Phage wurde von der Deutschen Sammlung vonodiganismen und Zellkulturen
(DSMZ) bezogen.

2.1.4 Plasmide

2.1.4.1 pCR-Blunt Il TOPO ®(Invitrogen)

Die Sequenz des Vektors ist im Anhang ( 5.2.1.8egeben.

EcoR| Xhol ccdB Ncol Ncol EcoRI
c0 \ Kan Zeo  pUC Origin
hY //’ e
\

Topo bindiﬁg/site - e )
pCR-Blunt [I-TOPO apatinoing ske

3519 bp

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Klonierungsvektors-BLirt II-TOPO.

Die Pfeile zeigen die Transkriptions- oder Replitasrichtungen. Zeo: Das Gen fir die Vermittlung de
Zeocinresistenz. Kan: Das Gen fur die Vermittlumy Hanamycinresistenz. ccdB: Das Gen fir den letale
Gyrase-Inhibitor. puC Origin: Replikationsursprung des Vektors pUC. Die
Klonierungsrestriktionsschnittstellen sind mit dman Balken markiert und mit blauer Schrift
gekennzeichnet. Rot sind zwei Termini gekennzeichm@& denen eine Topoisomerase | aus dem

Vaccinia-Virus kovalent gebunden ist. Das Schemede mit der Softwar®ector NTI (Invitrogen) erstellt.
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2.1.4.2 pET_B_001 (Georgt al., 2006)

pPET_B_001 ist ein Derivat von pET-21d(+) (NovageAle Restriktionsstellen wurden
durch die Restriktionsstellen fihol, Ncol und Notl ersetzt. Die Sequenz des Vektors ist

im Anhang ( 5.2.1.4) angegeben.

T7 terminator

1 origin / His Tag
/ Xhol
) ’ :rbf““\tzf} R Notl
‘ - ;“"\:; __ Ncaol
Amp__ T7 promoter
pET_B_001 ~acl
2R84 h
\ 2o0% Dp
\
*

ori

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Klonierungsvektofis BE001.

Die Pfeile zeigen die Transkriptionsrichtungen. Bienierungsrestriktionsschnittstellen sind miabnen
Balken markiert und mit blauer Schrift gekennzemhnDie Positionen des T7-Terminators und
T7-promoters sind grau markiert. Hisg (dunkel-blau): Hexahistidin. Ori: Der Replikatiamsprung des
Vektors. Apm: Das Gen fir die Vermittlung der Amipiioresistenz. lacl: Das Gen fir den lac-Repressor
fl-origin: Der Replikationsursprung des Phagen Bhs Schema wurde mit der Softwaviector NTI

(Invitrogen) erstellt.

2.1.4.3 pCP20 (Cherepanov and Wackernagel, 1995)

Der Vektor pCP20 ist 9,4 kbp grof3, tragt zwei Késse fur die Vermittlung der
Ampicillinresistenz  und Chloramphenicolresistenz. erD Vektor ist mit der
temperatursesitiven Replikation fur die temporaledBktion der Flap-Rekombinase

ausgestattet.
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2.1.4.4 pREP4 (QIAGEN)

Die Sequenz des Vektors ist im Anhang ( 5.2.1.§egeben.
NEOKAN Promoter

515 O e Abbildung 5: Schematische

Darstellung des Vektors pREP4.

Neomycin Die Pfeile zeigen die Transkriptions-

pREP4 ) . L
3740 bp richtungen. Neomycin: Das Gen fur die

Vermittlung der Neomycin-
Kanamycinresistenz. Lacl: Das Gen fir
den lac-Repressor. pl5 origin: Der
Lacl Replikationsursprung des Vektors. Das
Schema wurde mit der Softwakéector
NTI (Invitrogen) erstellt.

2.1.4.5 pET-28a(+) (Novagen)
Die Sequenz des Vektors ist im Anhang ( 5.2.1.8egeben.

T7 terminator

His Tag
|/ Xnol
f1 origin “\“ “‘ Hindlll
| / Sall
’#\\\ EcoRI
é T ‘t“!:n BamHI
Kan’” Ndel
y Ncol
T7 promoter
pET-28a(+) _lacl
5369 bp
e “ ~
N -

ori

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Klonierungsvektoris 2&a(+).

Die Pfeile zeigen die Transkriptionsrichtungen. Binierungsrestriktionsschnittstellen sind mit doman
Balken markiert und mit blauer Schrift gekennzemhnDie Positionen des T7-Terminators und
T7-promoters sind grau markiert. Hisg (dunkel-blau): Hexahistidin. Ori: Der Replikatiamsprung des
Vektors. Kan: Das Gen fur die Vermittlung der Kawyamresistenz. lacl: Das Gen fir den lac-Repressor.

f1 origin: Der Replikationsursprung des Phagen Dhs Schema wurde mit der Softwavector NTI
(Invitrogen) erstellt.



Material und Methoden 18

2.1.4.6 pKK223-3 (Amershsam Pharmacia Biotech)

Die Sequenz des Vektors ist im Anhang (5.2.1.5kgeben.

Abbildung 7: Schematische Darstellung

Xmal Smal pgq des Klonierungsvektors pKK223-3.

Hindlll

EcoRI
Die Pfeile zeigen die Transkriptionsrichtungen.

tac promotor /‘5VSV_V_WrrnBT1T2 Die Klonierungsrestriktionsschnittstellen  sind
mit braunen Balken markiert und mit blauer
Schrift gekennzeichnet. Die Position di

tac-promoters ist grau markiert. pBR322 Ori:
pKK223-3

4584bp

Der Replikationsursprung des Vektors. AmpR:
Das Gen fur die Vermittlung der
Ampicillinresistenz. 5s: rRNA  Region.
L 3 rrBT1T2: Terminator. Das Schema wurde mit

PRR322od der Softwaré/ector NTI (Invitrogen) erstellt.

2.1.4.7 M13mp20

M13mp20 ist ein Derivat des M13mpl9. M13mp20 tragusatzlich eine
EcoRI-Schnittstelle in der Klonierungsrestriktionssctsiélle. Die Sequenz des Vektors ist

im Anhang ( 5.2.1.1) angegeben.

LacZ
Hindlll

Ncol \
Pstl,\\ ORF frame 3
BamHI_ /

Lac-promoter
fd terminator

f1 origin

ORF frame 2 — ORF frame 1

i
ORF frame 1

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Vektors M13mp20.

Die Pfeile zeigen die Transkriptions- oder Repiikasrichtungen. Die Klonierungsrestriktionsschiéfien

sind mit blauen Balken markiert und mit blauer $tlyekennzeichnet. Die Position des Lac-Promotslrs
dunkel-braun markiert. f1 origin: Der Replikationsprung des Phagen f1. fd terminator: Terminate de
Phagen fd. Das Schema wurde mit der Softwaator NTI (Invitrogen) erstellt.
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2.1.5 Desoxyriboseoligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma PURIME)Grgbenstein) bzw. SIGMA

(Munchen) synthetisiert.

2.1.5.1 PCR-Primer

Primer flrQuick Change Mutagenesis.

Mma3148_M209Y_LO: 5 CCTGGTGGTCATACAGAACCGGCGCACGL
Mma3148_ M209Y_UP: 5 GCGTGCGCCGGTTCTGTATGACCACCAGG
Mma3148_D152N_LO: 5’ CTGTGGGAACGTGAATACAGCCC 3
Mma3148_D152N_UP: 5 GGGCTGTATTCACGTTCCCACAG 3

XthA_D151N_For: 5CCGGTACTGATTATGGGCAATATGAATATCAGCC 3
XthA_D151N_Rev: 55GGGCTGATATTCATATTGCCCATAATCAGTACGG 3
XthA_W212A_For: 55CAAACAGCAGATCGTTTCTCAGCGTTTGATTACGCTC 3
XthA_W212A_Rev: 5GAGCGGTAATCAAACGCTGAGAAACGATCTGCEGTTTG 3

M13mp20 Stop_Rev: 5’CAGTGCCAAGCTTCCATGCTATATCGCATEC3’
M13mp20 Stop_For: 5GGCATGCGATATAGCATGGAAGCTTGGCAGT3
M13mp20 Ncol_Rev: S’ GATTAAGTTGGGTAACGCCATGGTTTTCCGAZ’
M13mp20 Ncol_For: 5CTGGGAAAACCATGGCGTTACCCAACTTAACT 3’

Mth212_R209A _Rev: 5 CTCACGGGCCCTTGTCGCGTAGCTCCAGC
Mth212_R209A _For: 5 GGTGGAGCTACGCGACAAGGGCCCGTGAS
Mth212_Y208A _Rev: 5 CGGGCCCTTGTCCTCGCGCTCCACCATG®
Mth212_Y208A _For: 5 CACATGGTGGAGCGCGAGGACAAGGGC@C3
Mth212_S207A _Rev: 5 CGGGCCCTTGTCCTGTACGCCCACCATGIAC 3
Mth212_S207A _For: 5 GTACACATGGTGGGCGTACAGGACAAGEECG 3
Mth212_W?206A _Rev: 5 GTCCTGTAGCTCGCCCATGTGTACTGTGGGG 3’
Mth212_W206A _For: 5 CCCCGGACAGTACACATGGGCGAGCTAGGAC 3’
Mth212_W205A _Rev: 5 GTCCTGTAGCTCCACGCTGTGTACTGTGGGG 3
Mth212_W205A _For: 5 CCCCGGACAGTACACAGCGTGGAGCTAGGAC 3’
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Primer fur die Konstruktion des M13mp20-heterodyp@®nstruktes (M13-mut-SB):

5'(PHOS)CATGGTTTTCCUAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCAAG
CTTCCATGCTCTATCGCATGCCTGCA 3’

Primer fur die Amplifikation despen reading frams MM0486 audVl. mazel GO1:

MMO0486_For: 5° GGCATATGGATGCAGAGGAAGAGGAAZ
MMO0486_Rev: 5 CTAAGCTTTTACTGCCAGAGCTCCCTG3’

Primer fur die Umklonierung voiMma3148 und Mma3148/A118M/M209Y aus den
pET_B_001-Vektor in den pKK223-3-Vektor:

PKK MM3148_For: 5° AGAGAATTCATGGCGGAACACTATAACCTT 3
PKK MM3148_Rev: 5’ TGGCTGCAGTTAAAACTCCAGTTCCAGCCC'3

Primer fur die Umklonierung deshA Gens aus dem pET_B_001-Vektor in den
pKK223-3-Vektor:

pKK_Xth_For: 5 TGGCAGAATTCATGAAATTTGTCTCTTTTA 3
pKK_Xth_Rev: 5 GGAAGCTTTTAGCGGCGGAAGGTCGCCCAG 3

Primer fur die Umklonierung desg Gens aus dem pET_B_001-Vektor
in den pKK223-3-Vektor:

PKK_ung_For: 5 GTCCCGGGAAGAAGGAGATATACCATGGCT 3’
pKK_ung_Rev: 5 TGCTGCAGTTACTCACTCTCTGCCGGTAAT 3’

2.1.5.2 Primer fur die DNA-Sequenzanalyse

pKK_For_2: 5 TTTTATCAGACCGCTTCTGC 3’
PKK_Rev_2: 5 CGGTTCTGGCAAATATTCTGS’
PET_S1_LO: 5 CAGCAGCCAACTCAGCTT 3’
PET_S1_UP: 5 ATAGGGGAATTGTGAGCG 3’
M13_Rev: 5 CAGGAAACAGCTATGAC 3’
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M13_For: 5" GTAAAACGACGGCCAG 3’
M13 II_Rev:5’CTCACTCATTAGGCACCCC 3
M13 Il_For:5°CACTCCAGCCAGCTTTC &

2.1.5.3 Primer zur Verifikation der ung-Deletion in E. coli NM522

KAN_SEN:5 CGGTGCCCTGAATGAACTGC 3
KAN_ANT: 5 CGGCCACAGTCGATGAATCC 3’
UNG_AUS_SENS5’ CATCAACTTATGCGGGTGTG 3
UNG_AUS_ANT:5 GCTGAATATCTCTGTCGCAA 3

2.1.5.4Primer zur Verifikation der xthA-Deletion in E. coli BW25113\xthA

(Kio-Collection, Japan)

XTH_AUS_SEN:5’ CAACAGGCGGTAAGCAACGG 3
XTH_AUS_ANT: 5 CAAAGGACGGCAGGCAACAA 3

2.1.5.5 Desoxyriboseoligonukleotide fur die enzymiathen Aktivitatsassays

40_Prince_G5'CCCACAGCTGCAEAGGGCAGGTAAGCCAAGTACCCTACGT3
40_Prince_C5'CCCACAGCTGCCAGGGCAGGTAAGCCAAGTACCCTAGCT3
40_Prince_A5'CCCACAGCTGCACAGGGCAGGTAAGCCAAGTACCCTAGCT3
40_Prince_T5'CCCACAGCTGCTCAGGGCAGGTAAGCCAAGTACCCTAGCT3’
35_Prince_G5'CTGCGCCCACAGCTGCEAGGGCAGGTAAGCCAAG3’
35_Prince_A5'CTGCGCCCACAGCTGCAAGGGCAGGTAAGCCAAG3’

40_U_RIB: 5'(F)d[GGGTACTTGGCTTACCTGCCCTGBCAGCTGTGGGC]|r[GCAG]3
40_Prince_AP: 5’(FIEGGTACTTGGCTTACCTGCCCTGABCAGCTGTGGGCGCAG3’
40_Prince_U: 5’ (FIGGGTACTTGGCTTACCTGCCCTGBCAGCTGTGGGCGCAG3’
40_Prince_T: 5’ (FEGGTACTTGGCTTACCTGCCCTGECAGCTGTGGGCGCAG3
40_Prince_C: 5 (FBEGGTACTTGGCTTACCTGCCCTGGCAGCTGTGGGCGCAG3’
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2.1.6 Langenstandards

2.1.6.1 DNA-Marker

bp ng0.5p9 %
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1% Tophision™ LE G0 Agarose #R0491)

0.5pg/lane, &cm lenglh gel,
1% TAE, P\fem, 45min

Abbildung 9: 1kb DNA-Ladder (Fermentas).

Die Abbildung stammt von Fermentas (Burlington, @iaf).

2.1.6.2 Protein-Marker

kDa kDa
- ~120
— - 116.0
o — ~85
—— (0.2
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i H — ~50
—_— — 150
—_—— 250
- ~35
| — 18.4
— — 144
-
- - -20
A3 Bz

8-16% Tris-glycine SDS-PAGE

Abbildung 10: Protein Molecular Weight Marker (Fermentas).
A: Unstained Protein Molecular Weight Marker. B: Prestained Protein Molecular Weight Marker.

Die Abbildung stammt von Fermentas (Burlington, &Diaf).
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2.1.7 Enzyme

New England Biolabs Inc.  (Ipswich, MA): Restriktionsendonukleasen,

Tag-DNA-Polymerase.

Fermentas (Burlington, Ontario)T4-DNA-Ligase, Pfu-DNA-Polymerase (heterolog
produziert), Alkalische Phosphatase aus Kalbermag@alf Intestine Alkaline

Phosphotase), Restriktionsendonukleasen.

Boehringer (MannheimRibonuklease A (Rnase A).

2.1.8 Chemikalien

AGS GmbH (HeidelbergQualex Gold Agarose.

AppliChem (Darmstadt)Coomassie Brilliant Blue R-250, Bisacrylamid 4K-udg 2%,

Acrylamid 4K-Losung 30%, Ampicylin Natrium Salz, @ramphenicol, Dithiothreitol
(DTT), Methanol, Nickel (I)-Chlorid.

Invitek (Berlin): dNTP (2’- Desoxynucleosidtriphosphate).

Fluka (Neu-Ulm): Bromphenolblau, Glycerin 87%, [3-Mercaptoethanol,rnfamid,

Glutation (reduziert).

Fermentas (Burlington, Ontajidsopropil-3-D-thio-Galactopyranosid (IPTG).

MJ Research (Waltham, MA.Ehill out® Flissigwachs.

Merck (Darmstadt): Magnesiumcloried-Hexahydrat, Formaldehyd, Calciulorath-
Dehydrat.

Oxiod, Cambridge (GroR3britannienYrypton, Yeast Extract, Agar Bacteriological.
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Roth GmbH (Kalsruhe): Harnstoff, Phenol, Sucrose, Natriumchlorid, Salrsiu
Chloramphenikol, Isopropanol, Essigsdure, Rotipbe® Gel 30, HEPES,

Kaliumhydroxyd, Saccharose, Natriumhydroxid, Amimci Ethanol, Ammoniumacetat,

Ammoniumchlorid, Ethidiumbromid, Kaliumhydroxid, Mwenol, Natriumacetat,

Salzsaure, Trihydroxymethyl-Aminomethan (Tris).

Sigma (Steinheim)Triton X-100, Xylencyanol FF, 3-(N-Morpholino propa sulfonic
saure, (MOPS), Mitomycin C.

Serva  (Heidelberg): Natriumdodecylsulfat (SDS), Ethilendiamintetraeséaige,
Dinatriumsalz (EDTA), N, N, N’,N’-Tetramethylethgthdiamin (TEMED), Dithiothreitol
(DTT)

Schorlau Chemie (Barcelon&orsaure, Chloroform, Imidazol

2.1.9 Molekularbiologische Kits

Invitrogen (Carlsbab), CAZero Blunf TOPG® PCR Cloning Kit

Macherey-Nagel (DirrenNucleoTrafS Gel extraction Kit

Genomed (Bad OyenhausedETSTAR Plasmid Purification Kit

Roche (Mannheim)Nigh Pure Plasmid Isolation Kit

USB (Cleveland, USA)PrepEase’ Gel Extraction Kit

2.1.10 Puffer und Losungen
A.L.F.- Farbmarker: deionisiertes Formamid (95 %)
EDTA (20 mM)

1 Dextran-Blue 2,000,000 (50 mg/ml)

10%APS: 1g APS in 10 mlJ® aufnehmen
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Phosphatpuffer:

El-Puffer (JetStar):

E2-Puffer (JetStar):

E3-Puffer (JetStar):

E4-Puffer (JetStar):

E5-Puffer (JetStar):

E6-Puffer (JetStar):

20 mM KRAOYK,HPO,
1 mM MgCh
0,1 pg/ml BSA

Tris/HCI (50 mM),
EDTA pH 8 (10 mM)
RnaseA ( 100 pg/ml)

NaOH (200 mM)
1 % SDS

Kaliumacepa, 5,5 (3,2 mM)
NaCl (600 mM)
Natriumacetat (100 mM)

Triton X-100/Essigsaure, pH 5,0 (0,15 %)

NaCl (800 mM),
Natriumacetat/Essigsaure, pH 5,0 (100 mM)

NacCl (1,25 mM),
Tris/HCI, pH 8,5 (100 mM)

Farbelbsung fur SDS-PAGE: Lésung A: Coomassie Ri23@ethanol (0,7 %)

(Coomassie-Blau)

HOECHST-PUFFER:

Losung B: Essigsaure (20 %)

Harnstoff (8 M)
Tris-Base (200 mM)
DTT (200 mM)
SDS (2 %)
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Phenol, TE-gesattigt: Phenol (259 g),
NaOH (1M, 7,5 ml)
H,O ( 65 ml)
Tris’/HCL pH 7,5 (1 M, 3 ml)
8-Hydroxychinolin (250 mg)

10%SDS: 10 g SDS in 100 mp® aufnehmen

1xSSC-Puffer: NaCl (150 mM)
tri-Natriumcitrat (15 mM)

Sucrosefarbmarker: Sucrose (60 %)
Bromphenolblau (0,1 %)
Xylencyanol FF (0,1 %)

50x TAE-Puffer: Tris/Acetat (2 M)
EDTA (50 mM)

10x TBE-Puffer: Tris/Borat (0,89 M)
EDTA (25 mM)

EDTA-L&sung: EDTA/NaOH pH 8,0 (0,5 M)

TE-Puffer: Tris/HCI pH8,0 (10 mM)
EDTA (0,5 mM) sterilfiltriert

ExoV-Assay Puffer: 66,7 mM Glycin, pH 9,8, 30 nNgCl,,
8,3 mM 3-Merkaptoethanol, 0,5 mM ATP

E. coli Exolll-Assay Puffer: 66 mM Tris-HCI, 0,66 mM Mg£IpH 8,0
(Fermentas,

Burlington, Ontario)
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Apel-Assay Puffer:
(New England Biolabs
Ipswich, MA)

50 mM potassium acetate, 20 mM &dstate, 10 mM

magnesium acetate, 1 mM pH 7,9

Puffer und Losungen fir die Arbeit mit P1-Bakteriophage:

MC-Puffer

Na-citrat-Losung

MgSOy-LGsung

CaCb-L6sung

MgSQ (0,1 M)
CaCt (5 mM)
Na-citrat (1 M)

MgSQ (1 M)

CaGl(1 M)

Puffer fr die Herstellung von hetertoduplex DNA:

KT-Puffer

KCI (187,5 mM)

Tris/HCI pH 7,5 (12,5 mM)

Losungen fur den Succharosegradient:

10 % Succharoseldsung:

30 % Succharoseldsung:

40% Succharoseldsung:

Tris/HCI pH 8,0 (100 mM)
EDTA (10 mM)
NaCl (100 mM)
Sucrose (10 %)

Tris/HCI pH 8,0 (100 mM)
EDTA (10 mM)
NaCl (100 mM)
Sucrose (30 %)

Tris/HCI pH 8,0 (100 mM)
EDTA (10 mM)
NaCl (100 mM)
Sucrose (40 %)
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Puffer fur die Isolierung von M13 ssDNA:

Y1: NacCl (3 M)
PEG6000 (30 % wiv)

Y2: Tris/HCI, pH 8,0 (100 mM)
EDTA (25 mM)

Y3: SDS (4 %, w/v)

Y4 CHCOOK, pH 5,5 (3 M),

pH wurde mit Essigsaure eingestellt.

Puffer fur die Heparinaffinitatschromatographie:

HEPES-Puffer: HEPES/KOH, pH 7,6 (20 mM und 200 mM
3-Mercapthoethanol (2 mM) sterilfiltriert

NaCl-Lésung: NaCl (3 M), sterilfiltriert

Puffer fir die Gelfiltration:

Tris-Puffer: 50 mM Tris/HCI, pH 7,5
100 mM KCI

Puffer fur die IMAC-Chromatographie:

IMAC-Pulffer: HEPES/KOH, pH 7,6 (25 mM)
NaCl (0,5 M)
IMAC-Elutionspuffer: 30 mM, 60 mM, 70 mM, 80 mM, 90M, 100 mM, 300 mM,

500 mM Imidazol in IMAC-Puffer
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10xL&ammli Puffer: Tris (250 mM)
Glycin (2M)
SDS (1%)

Losungen fur RbCl-kompetente Zellen

TFB1(200 ml) : KOACc (30 mM)
RbCI (100 mM)
CaC}h 2H,O (10 mM)
MnCl, 4H,0O (50 mM)
Glycerin (15 %)

TFB2 (200 ml): MOPS (10 mM)
CaCl 2H,0 (75 mM)
RbCI (10 mM)
Glycerol (15 %)

Antibiotikastammldsungen:

10 x Ampicillin: 100 mg/ml Ampiail in H,O ansetzen, sterilfiltriert (0,2 pum)

10 x Chloramphenicol: 25 mg/ml Chloramphenicchbsolutem Ethanol aufnehmen.

10 x Kanamycin: 50 mg/ml KanamyairH,O ansetzen und sterilfiltrieren (0,2 pm)
10 x Tetracyclin: 12,5 mg/ml Tetraky in H,O ansetzen, sterilfiltrieren (0,2 pum)
2 x Mitomycin: 2 mg/ml Mitomicym iH,O aufnehmen
2.1.11 Medien
LB-Medium: Trypton (10 g)
Hefeeextrakt (5 g)
NaCL (10 g)

H,0 (1 1)
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LB-Agar: Trypton (10 g)
Hefeeextrakt (5 g)
NaCL (10 g)
Agar (15 g)
H.O (1 1)

dYT-Medium: Trypton (16)
Hefeeextrakt (10 g)
NacCl (5 g)
H.O (1 1)

dYT-Agar: Trypton (16 Q)
Hefeeextrakt (10 g)
NaCL (5 g)
Agar (15 g)
H.O (1 1)

dYT-Weichagar: Trypton (16 g)
Hefeeextrakt (10 g)
NaCL (5 g)
Agar (6,5 Q)
H.O (1 1)

R-Weicharag: Trypton (10 g)
Hefeeextrakt (1 g)
NaCL (8 g)
Agar (8 g)
H,O (1 1)
Nach dem Autoklavieren 2ml 1M CaClind 5ml 20% Glukose zugeben. Die Lésungen

wurden durch Sterilfiltration sterilisiert.



Material und Methoden 31

R-Agar: Trypton (10 g)
Hefeeextrakt (19)
NaCl (8 g)
Agar (12 g)
H,O (1 1)
Nach dem Autoklavieren 2 ml 1M CaQind 5 ml 20 % Glukose zugeben. Die Losungen

wurden durch Sterilfiltration sterilisiert.

2.1.12 Gerate

GE Healthcare (Uppsala, Schwedehytomated Laser luorescence, DNA-Sequencer

(A.L.F.)
W. C. Heraeus GmbH (HanawBrutschrank

Constant Systems Ltd (Northant, Englar@ynstant Cell Disruption System

BioRad (Miinchen)Gene Pulsérund Pulser Control

Werkstatt  Institut  fiur  Mikrobiologie und Genetik, niversitat Gottingen:

Metallblockthermostate

Millipore (Eschborn) Milli-Q ® Water Purification System

Schutt Labortechnik (GéttingermH-Meter 526

Gilson (Bad CambegpPipetmafi Modelle P1000, P200, P20

MWG Biotech (Ebersberghermocycler Primus 98"

Infors AG, Bottmingen (SchweizRundschuttler

Shimadzu Corporation (Kyoto, Japab)V-VIS Spektrophotometer UV1601

Herolad (Wiesloch)UVT2035 UV-Leuchttisch
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Heinemann (Schwéb.Gmiundonifer W-250

Sartorius (Géttingen)Jniversal L 420 P Feinwaage;

Universal U 4800 P Feinwaage;

Sterilfitrieraufsatze

Applied Biosystems (Foster City, CAYision Workstation, BioCatiFamily

Bender&Hobein AG (Zirich,Schweizyortex Genie 2

Kendro (LagenselboldCentrikon T-1055;
SorvaP RC5C (Rotor SS34)

Hettich (Tuttlingen) Rotanta/RPC
Roto Silenta/RP
Mikroliter
Mikro Rapid/K

2.1.13 Sonstige Materialien

Greiner (Nurtingen)Petrischalen

Boizym (Hess.-OldendorfPCR-Cups

Merck (Darmstadt)pH-Indikatorstéabchen

American National Can. (Chicago, USMarafilm

Braun Melsungen AG (Melsungemleliseptol (Desinfektionsmittel)

Greiner & S6hne (NurtingenReaktionsgefale (15 ml)

Applied Biosystems (Foster City, CAjleparin Saule PordSHE 20

Bayha GmbH (Tuttlingen)Skalpell-Klingen
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Vivascienc& (Hannover)Ultrafiltrationsrohrchen Vivaspin

Sartorius (Goéttingen)Sterilfiltratieraufséatze

Bode Chemie (HamburgBaktolin 5.5 (Desinfektionsmittel)

Sarstedt (NUmbrechtReaktionsgefal3e (1.5 ml, 2 ml, 50 ml);

Pipettenspitzen

Hellma (Muhlheim/Bade)Prazisionsquarzkivetten

Brand (Wertheint)Glaspipetten

Schott (Mainz) Glasgefalien
Kolben

Reagenzglaser

Perum8Syringe (Leuven, BelgienEinmalspritzen

GE Healthcare (Uppsala, SchweddB)asplatten fir SDS-Gele
Gelfiltrationssaule HiLoad 16/60
Superdex 75 und Superdex 200
Aluminiumoxidplatten fur SDS-Gele

2.1.14 Software

ALF-Manager Version 3.02(1995), GE Healthcaredtila, Schweden)

BOXSHADE Version 3.21 (K. Hofman und M. Barorgh$veden)

(www.ch.embnet.org/software/BOX form.himl

Chroma$¥ Version 1.45 (32 bit) Mc Carthy

CorelDRAWPX3 Version 12.0, Corel Corporation
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Fragment Manager

Protein Molecular
Weight

PymoL™

Vision Workstation

Perfusion Chromatography

SigmaPlot

Microsoft® Office
Word

RNAfold

Multiple sequence

alignment by

Florence Corpet

2.1.15 Datenbanken

Version 1.2 (1995) GE Health@dppsala, Schweden)

Service der Bioinformatics @mgsation Inc

(vww.bioinformatics.org/sms/prot mw.ht)m

Version 0.97 (2004) DeLano Scientific LLC (Saarlo, USA)

Version 2.0, Applied Biosgms (Foster City, CA)

Version 6.0, SPSS Inc. (Chicago, IL)

Version 2007, Microsoft GmbH (UntersaRleeim)

Webinterface basierend auf ViennaRNA-1.5
(vww.tbi.univie.ac.at/~ivo/RNA/RNAfolid.htm)l

(http://bicinfo.genotoul.fr/multalin/)

NCBI-Datenbanken flr Protein-, Nukleotid- und Geseguenzen

www.ncbhi.nlm.nih.gov/

PDB-Datenbankhttp://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
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2.2 Methoden

2.2.1. Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1. DNA-Extraktion mit Ethanol und Ammoniumaceat

Uber die Ethanolfallung wird die DNA konzentriemdivon Proteinen, Oligonukleotiden
und Salz abgetrennt.

Das Volumen der DNA-L6sung wurde bestimmt. Ein \fo&nanteil der DNA-L6sung

wurde mit 1/10 Volumenanteil 7M Ammoniumacetat uBdvolumenanteil 96%-igem

Ethanol gemischt. Die Mischung wird ca. 2 h odegriidacht bei —20°C inkubiert. Wenn
die Konzentration der DNA hoch ist, fallt DNA na8f min. aus. Der Ansatz wurde 10-15
min. (4°C, 15000 rpm) zentrifugiert (Mikro Rapid/Kettich). Das Pellet wurde danach
mit 70%-igem Ethanol gewaschen. Dafiir wurde derréthad abgezogen, 20 pl von
70%-igem Ethanol zugegeben, gemischt und noch mabamin zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und Ballet bei 37°C getrocknet. Das
ausgetrocknete Pellet wurde im 30ul Wasser aufgaramnund bei —20°C aufbewahrt.

2.2.1.2 DNA-Extraktion mit Phenol und Chloroform

Die Phenol/Chloroform Extraktion dient zur Reiniguder DNA-L6sung von Proteinen.
Die DNA-L6sung wurde mit einem Volumen Phenol gerhis kraftig gevortext und 5
min. bei Raumtemperatur (10000 rpm) zentrifugiellie wassrige Phase wurde
abgenommen und in ein neues Reaktionsgefald UberRibrwassrige Phase wurde dann
mit Phenol/Chloroform (1:1) gemischt und gevortéie Losung wurde noch mal 5 min.
zentrifugiert, die wassrige Phase wieder abgenommeémmit einem Volumen Chloroform
gemischt, noch einmal kraftig gevortext und zeuagiért. Die obere wassrige Phase und
untere organische Phase wurden getrennt. Um diee®mpon Phenol zu entfernen, wurde
die DNA in der wassrigen Phase mit Ethanol und Amicnmacetat, wie in Methode
2.2.1.1 beschrieben, gefallt.
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2.2.1.3. Midipraparation von Plasmid-DNA

Fur die Isolierung von Plasmid DNA im praparativéfalstab wurde JetStar Kit
verwendet. 50 ml Ubernachtkultur wurden bei Raunpematur abzentrifugiert
(10 min., 4000rpm). Der Uberstand wurde entferrds dPellet in 5 ml E1-Puffer
resuspendiert und 4 ml E2-Puffer zugegeben. Dem&nsurde bei Raumtemperatur 5
min. inkubiert. Nach der Inkubation wurden 4 ml EGHer zugemischt und die Probe
vorsichtig gemischt. Die Mixtur wurde wieder 10 maentrifugiert (Raumtemperatur,
4000rpm). Die JetSar-Saule wurde mit 10ml E5-Puffer aquilibriert und f adie
aquilibrierte Saule wurde der klare Uberstand gegeBie Saule wurde 2 mal mit 10 ml
E5-Puffer gewaschen. Die DNA wurde mit 5 ml E6-Ruftluiert. Die DNA wurde
anschlieend mit 0.7 Volumen Isopropanol gefallie DNA wurde bei 4°C 30 min
abzentrifugiert (15000rpm). Das Pellet wurde mito/E&Ethanol gewaschen, bei 37°C

getrocknet und im Wasser oder in TE-Puffer aufgemem

2.2.1.4. Minipraparation von Plasmid-DNA

2 ml Ubernachtkultur wurden abzentrifugiert (1 mih0000rpm, bei Raumtemperatur).
Das Pellet wurde in 150 ul E1-Puffer resuspendi&® pl E2-Puffer dazugegeben und 5
min. bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden d&&schung 150 pl E3-Puffer
zugegeben, 10 min. bei 4°C inkubiert und erneut #%, 10 min., 10000rpm
abzentrifugiert. Das Plasmid wurde mit Phenol urdoéform wie in Methode 2.2.1.2
beschrieben, extrahiert und mit Ethanol (Metho@e121) gefallt.

2.2.1.5 Praparation chromosomaler DNA

Fur die Amplifikation des gewlnschten Genes mussgaénomische DNA extrahiert
werden.

2 ml Ubernachtkultur wurden bei Raumtemperatur atvifagiert (10 min, 15000 rpm)
und das Pellet in 500ul TE-Puffer resuspendiere. DINA wurde mit Phenol/Chloroform
(2.2.1.2) extrahiert und mit Ethanol geféllt (2.2)1 Die DNA wurde in 40ul TE-Puffer
versetzt. Die Konzentration der DNA wurde bestinfnR.1.12).
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2.2.1.6 Praparation von M13 ssDNA

Fur die Isolierung von M13 ssDNA im praparativen b wurden JetSar Saule
verwendet. 50 ml Ubernachtkultur wurde bei Raumteratur abzentrifugiert (10 min.,
4000rpm). Der Uberstand wurde mit 10 ml eiskaltein Puffer gemischt und 1h auf Eis
inkubiert. Die Mischung wurde dann abzentrifug(@® min 4000rpm, 4°C) und das Pellet
in 3 ml Y2 Puffer resuspendiert. Die Suspensiondsunit 3 ml Y3 Puffer gemischt und
20 min bei 70°C inkubiert. Nach der Inkubation waemdzur der Suspension 3 ml Y4 Puffer
zugegeben und das Pellet wurde abzentrifugiert i, RT, 13000rpm). Die
JetSar-Saule wurde mit 10ml E4-Puffer &quilibriert und die aquilibrierte Séule wurde
der klare Uberstand gegeben. Die Saule wurde 2mwital0 ml E5-Puffer gewaschen und
die DNA wurde mit 5 ml E6-Puffer eluiert. Anschleftl wurde die DNA mit 0.7
Volumen Isopropanol geféllt und abzentrifugiert @4°30 min. 15000rpm). Das Pellet
wurde mit 70% Ethanol gewaschen, bei 37°C getrdcknd in Wasser oder in TE-Puffer

aufgenommen.

2.2.1.7 Reinigung des PCR-Produktes aus dem Gel miukleo TrapKit

Zur Reinigung des PCR-Produktes von Primern, dNIis Nebenprodukten wurde die
DNA aus dem Gel extrahiert.

Die PCR-Anséatze wurden vereinigt, mit Ethanol def§P.2.1.1), in 30 pl HO
aufgenommen und ins 1%-ge Agarosegel aufgetragen.

Mit dem Skalpell wurde das DNA-Fragment aus dem dbsigeschnitten und das Gewicht
des Gels bestimmt. Fir jedes 100 mg Gel wurden 808mil-Puffer zugeben. Vor dem
Gebrauch wurde die NucleoTrap-Suspension bis ia Bomogene Suspension gevortext
und 10ul wurden zum Gel im NT1-Puffer zugemisdbie Mischung wurde bei 50°C
5-10min. inkubiert, bis das Gel komplett aufgelédstr, und dann 1 min. mit 20000rpm
(RT) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgezog&as Pellet wurde in 500ul
NT2-Puffer resuspendiert. Die Probe wurde erneuttrifegiert und der Uberstand
abgenommen. Das Pellet wurde in 500 pl NT3-Pufésuspendiert. Die Probe wurde
wieder zentrifugiert und der Uberstand erneut abgem. Der Waschschritt wurde
wiederholt. Das Pellet wurde bei 37°C getrockndl. |8 Wasser wurden zugegeben,
gevortext und 10-15 min. bei Raumtemperatur inkub[@ie Probe wurde abzentrifugiert
und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR iiliverDie Konzentration der DNA
wurde bestimmt (2.2.1.12).
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2.2.1.8 Reinigung des PCR-Produktes aus dem Gel nitrepEasé" Gel Extraction
Kit

Das DNA-Fragment wurde aus dem Gel ausgeschnitted das Gewicht des
Gelfragmentes bestimmt. Fir jede 100mg Agarose evui2DOul NT Puffer zugegeben
und bei 50°C 5 min., bis das Gel vollstandig audgeivar, inkubiert. Die Probe wurde in
eine PrepEasy Clean-Up Saule tiberfithrt und eine Minute bei 11p00 zentrifugiert.
Die Probe wurde dann mit 600ul mit NT3-Puffer benselben Bedingungen gewaschen.
Um den Rest des NT3-Puffers zu entfernen wurdé&dide erneut zentrifugiert. Die DNA

wurde mit 30ul HO eluiert.

2.2.1.9 Reinigung der DNA-Fragmente Uber einen Sdtarosegradienten

Mittels des Saccharosedichtegradienten werden dNé&-Bragmente nach ihrer GrolRe

getrennt.

In ein Zentrifugenrohrchen wurden 500ul 40%-igecBacoseldsung pipettiert. Daraufhin
wurden mit einem Gradientenmischer 30%-ige und Ii@84Saccharoselbésungen

aufgetropft. Die gespaltene DNA wurde auf den Geatin pipettiert und mit Paraffin

Uberschichtet. Der Gradient wurde 21 h. bei 15°€30D00rpm in einer Ultrazentrifuge

zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden dientifugenréhrchen angestochen und
die LOsung in 500ul Aliquots ausgetropft. 10ul jedAaliquots wurden Uber einer

Agarosegelelektrophorese analysiert (2.2.1.11). Dmnthaltenen gewinschten
DNA-Fragmente-Fraktionen wurden vereinigt und nitidnol gefallt (2.2.1.1).

2.2.1.10Quick Change Mutagenesis (Stratagene)

Mit Hilfe dieser Methode kann man einzelne Nukldeti verdndern, deletieren oder
einfiigen. Es werden zuerst zwei komplementare P@ReP definiert, die die gewlnschte
Mutation enthalten. Die Ausgangs-dsDNA dient algrMda, die durch Erhitzen denaturiert
wird. Die Pfu-Polymerase verlangert ausgehend von den PCR-Rriméas
Ausgangplasmid. Die parentale DNA wird dann mit dEmezym Dpnl behandelt. Die
entstandene lineare DNA wird in kompetente Zeltangformiert, wo sie ligiert wird.

Die PCR wurde nach der im Protokoll (Quick Charsge directed Mutagenesis Kkit)
beschriebenen Methode durchgefuhrt. Dafir wurdem HErimer bestimmt, die eine
gewinschte Mutation enthalten. Die Lange der Primass 25-45nt betragen und deren
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Schmelztemperatur () bei> 78°C liegen. Die Schmelztemperatur wurde mit foligr

Formel berechnet:

Tn=2815+0,41 (%GC) — 678/

N - die Lange des Primers

%GC - prozentualer Anteil von Guanin und Cytosin

Fur die PCR-Reaktion wurden in einem Gesamtvolud@rul 50ng von DNA, 125ng
Primer 1, 2, 200uM dNTPs, 5uPfu-DNA-Polymerase Puffer (10x) und 1u
Pfu-DNA-Polymerase eingesetzt. Die Proben wurden nhitilé@rschichtet. Die Reaktion

wurde mit unten vorliegendem Programm durchgefihrt

N° | Zyklen Temperatur Zeit
1 1 95°C 1 min.
95°C 50 sec.
Tm 50 sec.
2 18
X 1 min/kb von
Primerlange
3 1 72°C 7 min.

Nach der PCR-Reaktion wurden die Proben ohne Ogkimvigt, mit Ethanol gefallt
(2.2.1.1), dann miDpnl versetzt und 2h bei 37°C inkubiert. Auf diese Waeigurde die
methylierte Template-DNA entfernt. Das PCR-Produlitde anschliel3end mit Hilfe von
NukleoTraffKit beziehungsweise mit PrepE&¥eGel Extraction Kitaufgereinigt (2.2.1.7;
2.2.1.8). Das PCR-Produkt kann jetzt flr die Tramsfation verwendet werden (2.2.2.2;
2.2.2.3)

2.2.1.11 Agarosegelelektrophorese
Das Agarosegel wurde verwendet, um die DNA-Fragmemt trennen. In den meisten

Fallen wurde fur die Trennung der relativ langen Rragmente 1%-iges Agarosegel

benutzt. Es wurden 0,3g Agarose abgewogen, mit J0kE-Puffer versetz und in einer
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Mikrowelle, bis zur vollstandigen Auflésung der Agae, gekocht. Die fllssige
Agaroseldsung wurde mit 1 mg/ml Ethidiumbromid geeht, in eine Gelkamera gegossen
und ein Kamm eingesetzt. Nach der Abkihlung derréggm wurde die Gelkamera mit
1XTAE-Puffer gefullt und der Kamm gezogen. Die DIRAeben wurden mit 1/3 Volumen
Sucrosefarbmarker gemischt und in die Geltaschdgettagen. Die DNA-Fragmente
wurden in einem elektronischen Feld einer Spannorg 70V getrennt. Nachdem die
Probe die Halfte der Gellange durchgelaufen hatterde ein Bild von dem Gel in
UV-Licht gemacht.

2.2.1.12 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA wurde photometrisch bastit. DNA-Konzentration lasst
sich mit der folgenden Regel berechnen:

Ein O.D. bei 260nm von 1 entspricht ca. 50ug/nidA.

Ein O.D. bei 260nm von 1 entspricht ca. 33u/miNdAaD
DNA-LOsung wurde entsprechend verdiinnt, in eine dWégette Uberfihrt und in ein
Photometer gestellt. Die Absorption wurde bei deglldhlanger von 260nm gemessen.

Als Nullwert wurde die Absorption gegen Wasser ipesit.

2.2.1.13 Polymerasekettenreaktion (PCR) (Sailt al., 1988)

Das Prinzip der PCR basiert auf der enzymatischewpldikation eines DNA-Bereichs,

der sich zwischen zwei Oligonukleotid-Primern bdéh Im ersten Reaktionszyklus wird
die DNA durch Hitzebehandlung in Einzelstrange exgirl(Denaturierung), anschlieend
werden die beiden Primer anhybridisiert (Annealingh nachsten Schritt fullt eine

DNA-Polymerase in Gegenwart von dNTPs die Einzétgje zum Doppelstrang auf.
Durch Wiederholung der einzelnen Reaktionsschsitéeégt der Anzahl der zwischen den
Primern liegenden DNA-Fragmente exponentiell are Bnnealingtemperatur £J und

Schmelztemperatur (4 der Primern werden nach folgenden Formeln bertchn
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Ta=[(Tmul+Tu2)/2] -3
Tw =69.3 + 0.41 (%G/C) — 650/N

%GC- prozentualer Anteil von Guanin und Cytosin
N - die Lange des Primers

Die Dauer der Elongationszeit ist von der Lange etegarteten PCR-Produktes abhéngig
(2 min/1000bp).

Die PCR-Reaktion wurde in einem Gesamtvolumen @l Surchgefihrt. Daflir wurden
ca.50ng DNA, 10 pmol von jedem Primer, 200uM vonT@&N, 5ul vonPfu-DNA-
Polymerase Puffer (10x) und 1lu vdPfu-DNA-Polymerase eingesetzt. Die Ansatze
wurden mit 25ul Paraffin Gberschichtet, um die \dmbfung von Wasser aus den

Anséatzen zu verhindern.

2.2.1.14 Ligation des PCR-Produktes in den pCRBlant 1I-TOPO® Vektor
(Invitrogen)

Mit dieser Methode wird das PCR-Produkt ntitunt ends® in den pCF-Blant II-TOPC
Vektor kloniert. Der pCR-Blant II-TOPJ® Vektor ist linearisiert. Die Ligation wird
durch die DNA-Topoisomerase | aus dé&faccinia Virus, die kovalent am 3’-Ende des
Vektors gebunden ist, katalysiert. Der Vektor ehtlgn ccdB Lethalgen, das an C-
Terminus vonLacZa-Fragment gebunden ist. Die Legation des PCR-Pteduin den
Vektor verhindert die Expression des laedB Gens, nur die Zellen, die den Vektor mit
dem Insert aufgenommen haben, wachsen.

Fiur die Reaktion wurden 2ul aus dem Gel (2.2.1.3;127) gereinigtes PCR-Produkt mit
1pl ,Salz solution®, 1l pCRBlant II-TOPC Vektor in einem Endvolumen 6pl gemischt
und bei Raumtemperatur 5 min inkubiert. Nach d&ulation wurden 1-2 pul vom Ansatz

entsalzt und mit kompetenten Zellen transformiert.
2.2.1.15 Dialyse
Vor der Transformation wurde die DNA-L6ésung entsalz Dafur wurden

Nitrocelluloseplattchen verwendet. Eine Petrischalarde mit Wasser gefillt, ein
Nitrocelluloseplattchen auf die Wasseroberflachéegieund die DNA-LOsung drauf
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getropft. Nach 15 min kann die DNA-L6sung mit etekompetenten Zellen transformiert

werden.

2.2.1.16 Klonierung der DNA in den Expressionvektor

Das PCR-Produkt wurde zuerst in den fcBant II-TOPC Vektor kloniert (2.2.1.14),
mit den entsprechenden Restriktionsenzymen ausgégch und aus dem Gel eluiert
(2.2.1.7; 2.2.1.8). Die DNA-Konzentration wurde wie Methoden 2.2.1.12 beschrieben
bestimmt.

Der Expressionvektor wurde mit den gleichen Restriisenzymen gespalten und mit der
Calf Intstinal Alkaline Phosphotase behandelt (CIAP), um die DNA-5-Ende zu
dephosphorylieren und damit eine Ligation des MViekimhne Insert zu vermeiden. Der
gespaltene Vektor wurde uUber ein Saccharosedicddegrt gereinigt (2.2.1.9). Die
Konzentration vom Vektor wurde photometrisch bestin2.2.1.12).

Fur die Klonierung wurden Insert-DNA-Fragmente & 2-3 fachem molaren Uberschuss,
100ng-1pg gespaltener und gereinigter Vektor, ladasfer (x10) und
1u T4-DNA-Ligase zusammengemischt. Der Ansatz winelel5°C tber Nacht inkubiert
und anschlieBend mit kompetenten Zellen transfatr{e2.2.2; 2.2.2.3).

Der 3 fach molare Uberschuss wurde durch folgemam€&l berechnet:

N (nserti= (N (vektor) X KD (nsertyX 3) / Kb(vektor)
2.2.1.17 ,Kolonie-PCR"

Diese Methode ist flr eine schnelle Analyse dernklogeeignet. Ein gewtlnschtes
DNA-Fragment wurde aus dem Genom, das sich in dadle Dbefindet, isoliert. Dafir
wurden zwei Mischungen eingesetzt. Mischung I: ETHermo Puffer (10x) wurde bis auf
25ul mit Wasser aufgeftllt. Mischung II: 0,5ul (X0pl) Primer_UP und 0,5ul (10 pmol)
Primer_LO, die gewiunschtes DNA-Fragment flankieneayden mit 1pl (10ng) dNTP,
2,5ul Thermo Puffer(10x), 0,5ul (1Wpg-Polymerase gemischt und auf 25ul aufgefillt.
Mit einem sterilen Zahnstocher wurden die Zellemesi Klons von Agarplato
abgenommen und in 25ul Mischung | resuspendierzuDaurden 25ul Mischung I
zugegeben. Die Ansatze wurden mit Ol UberschictEétr. die PCR-Reaktion wurde

folgendes Programm benutzt:
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N° | Zyklen | Temperatur| Zeit

1 1 98°C 2 min.

2 1 85°C 3 min.
94°C 1 min.

3 30 X 1 min.
72°C 2 min.

4 1 72°C 10 min.

Die Schmelztemperatur wurde wie in der Methodel21®. beschrieben berechnet. 10ul

der Proben wurden auf Agarosegel analysiert (21.2)1.

2.2.1.18 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Plasmid-DNA wurde am Gottinger Genomics Labomat(G2L) sequenziert. Die
Sequenzierung wurde mittels Kettenabbruchmethodehdefiihrt. Die Ansatze fur die
Sequenzierung enthalten die MatriZeNA, einen  Sequenzierprimer, die
DNA-Polymerase und dNTPs mit Farbstoffen markieale Terminatoren dienende
ddNTPs. Wahrend der Polymerisation werden die dd\AuRallig eingebaut und die Kette
kann nicht mehr verlangert werden. Dadurch entsteDBlA-Ketten unterschiedlicher
Lange. Die Farbstoffe der ddNTPs haben verschiedeneissionsspektiren. Die
DNA-Ketten werden in einem Polyacrylamidgelelektropese aufgetrennt. Wegen der
unterschiedlichen Emissionsspektren der Farbsiwéeden die vier ddNTPs zugeordnet
und dadurch wird die Sequenz der Matritze bestinibie. Sequenzierdaten werden mit

dem Programm Chromasnalysiert.

2.2.1.19 Polyacrylamidgelelektrophorese mit dem A.E. — Sequenziergerat

Die Oligonukleotide werden mit dem Automated Laséworescence Seguenziergerat
(GE Healthcare, Uppsala, Schweden) mittels eindyaeoy/lamidgelelektrophorese der

GroRRe nach aufgetrennt. Die fluoreszenzmarkiertBiA{Strange werden mit dem durch

das Gel laufenden Laserstrahl detektiert. Die Edglktorese wurde unter denaturierenden
Bedingungen durchgefuhrt. In Tabelle 2 ist die Zusensetzung des 11%-igen Gels
(30 x 28 x 0,5 cm) gezeigt.
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Tabelle 2: Zusammensetzung des Polyacrylamidgeles.

*- die Chemikalien wurden vor dem GiefRen zugemischt

Chemikalien volumen
(Endkonzentration)
Harnstoff 29,43 g (TM)
Acrylamid (30%) 24,84 ml (10,65%)
Bisacrylamid (2%) 12,42 ml (0,65%)
10 x TBE 8,4 ml (1,2%)
APS (10%) 700u! (1%)
Temed 70 pl (0,1%)

Thermoplatte und Glasplatte wurden vor dem GielResm @eles mit Wasser, Ethanol
(70%) und Esopropanol gewaschen. Die Lésung wurdehdeinen Filter (Porengrol3e
0.2um) sterilfiltriert und zwischen die Platten gsgen. Das Gel wurde 30 min
polymerisiert. Als Laufpuffer wurde 1xTBE verwend&lie Elektophorese wurde unter
folgenden Bedingungen durchgefiihrt: 52°C, 2mW Lasep, 40 Watt konstanter
Leistung, 2s Aufzeichnungsintervall. Die Fluoreszewurde nach ca. 140 min mit der
AL.F. Manager Software registriert. Die Auswertung erfolgt ndem Programm

Fragment Manager.

2.2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.2.1 Praparation von P1-Lysat und P1-Transduktin

Durch Transduktion mit dem Bacteriophagen P1 korene von einem Bakterienstamm
in einen anderen Ubertragen werden. Fir eine eeiclye Transduktion braucht man ein
Phagenlysate mit einem Titer von mindesten® Iffu/ml. Zun&chst wurdder Phage P1
auf einem Bakterium (Donor) vermehrt. Dafir wurder ddonor Uber Nacht in
LB-Medium mit 0,5mM CaGlund 0,2% Glukose angezogen. 200ul der Ubernachtkul
wurden in 10ml LB+ 0,5mM Caglund 0,2% Glukose angeimpft und 1h geschittelt.nDan
wurden 100u P1-Lysat zugegeben und bei 37°C UbehtNater Schitteln inkubiert. Am
nachsten Tag wurde die Kultur mit 2 Tropfen {LH 10 min geschuttelt und
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abzentrifugiert (RT, 4000rpm). Der Uberstand miagémpartikeln wurde in ein anderes
Gefal3 Uberfullt. Fur die Bestimmung des Titers veureine Verdinnungsreihe des
P1-Lysates mit MC-Puffer von 1:10 bis 1*4hergestellt. 1ml von jeder Verdiinnung
wurde mit 0,5ml Donorzellen (O.D. 0,6) 15 min b&P@ inkubiert, mit 4 ml R-Weichagar
auf R-Platten ausplattiert und Uber Nacht inkubiert

FUr die Transduktion wurden 2ml von der Recipientsh in LB-Medium Uber Nacht
angezogen. Die Zelle wurden am nachsten Tag alifzgert (6000rpm, 5 min, RT) und
in 1ml LB+100mM MgSQ + 0,5mM CaCl resuspendiert. Es wurden 4 Anséatze
vorbereitet: A. 100ul des unverdinnten Lysate®6{l der Recipientzellen. B. 100ul des
1:.10 verdinnen Lysates + 100ul der Recipientzellén. 100ul LB + 100ul der
Recipientzellen. D. 100ul des unverdinnten Lysated00ul LB. Die Proben wurden
durch Schwenken gemischt und 20 min bei 37°C irktibiUm die fur die Infektion
notwendige C&-lonen zu komplexsieren, wurden 200ul 1M Na-citsting zu den
Proben gegeben und mit 1ml LB 1h bei 37°C inkubiert

Die Zellen wurden abzentrifugiert (6000rpm, 5 miRT), in 100ul LB + 100mM
Na-citratlosung resuspendiert, auf antibiotikalgaltPlatten ausgestrichen und Gber Nacht
bei 37°C inkubiert. Die Klone wurden mittels PCRabsiert. (2.2.1.17).

2.2.2.2 Herstellung elektrokompetenter Zellen und Ektroporation (Dower et al.,
1988)

500! Ubernachtkultur des gewiinschten Bakteriensi@snwurden in 50ml DYT-Medium
angeimpft und bei 37°C bis zum Erreichen einer g¢Dvon 0,6 inkubiert. Die Zelle
wurden bei 4°C 10 min. 4000rpm abzentrifugiert im0 ml eiskaltem Wasser mit der
Pipette resuspendiert. Die Zelllosung wurde 20 naof Eis inkubiert, erneut
abzentrifugiert und in 40 ml eiskaltem Wasser rpeuadiert. Der Waschschritt wird mit
30, 20, 10 ml eiskaltem Wasser wiederholt. Nach detren Waschschritt wurde das
Pellet in 500ul Wasser aufgenommen.

Fur die Transformation wurden 75ul Zellsuspensiain2ml salzfreier DNA gemischt. Die
Mischung wurde in eine vorgekuhlte Elektroporatlansette tUberfihrt. Die Zellen wurden
bei Spannung von 2500 V, Kapazitat 25uF und Widastvon 2Q2 transformiert, sofort
in 3 ml DYT-Medium verdinnt, 1h bei 37°C inkubierid auf Selektivplatten ausplattiert.
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2.2.2.3. Herstellung kompetenter Zelle nach RbCl-Maode und Transformation

1ml Ubernachtkultur wurde in 50 ml DYT-Medium anmgift und bei 37°C 2h inkubiert.

Die Zellen wurden dann bei 4°C 10 min 4000rpm ab#egiert und der Uberstand wurde
entfernt. Das Pellet wurde in 10 ml eiskaltem THRIiffer resuspendiert, 5 min auf Eis
inkubiert und erneut bei 4°C 10 min 2000rpm abikmfiert. Der Uberstand wurde
entfernt, das Pellet in 2ml eiskaltem TFB2-Puffesuspendiert und 15 min auf Eis
inkubiert.

Fur die Transformation wurden 100ul kompetente efelund 1-10ul DNA (1-10ng)

gemischt. Die Mischung wurde auf Eis 20-30 min ioilkut und fir 90 sec auf 42 °C
erhitzt. Nach dem Hitzeschock wurde der Ansatz 2umin erneut auf Eis gelegt.
Anschlie3end wurden die Zellen mit 1 ml DYT-Mediwerdinnt, 1h bei 37°C gerollt und
auf Selektivplatten ausgestrichen.

2.2.2.4 Herstellung der Glycerinkulturen des Baktelenstamms

Fur die langere Lagerung der Stamme wurden Glykeitimen hergestellt. Daftir wurde
1ml Ubernachtkultur eines Bakterienstammes mit 86% Glyzerin sorgféltig gemischt
und bei —20°C gelagert. Fur die langfristige Lageruvurden die Glyzerinkulturen

bei —80°C eingefroren.

2.2.2.5 Komplementationsexperiment (nach Cunninghanet al., 1986)

E. coli K12 BW25112xthA Stamm wurde mit den pKK223-3/Mma3148 und
pKK223/Mma3148/A118M/M209Y Konstrukten transforntiend auf den Selektivplatten
(Amp*® Karr®) ausplattiert. Ein Klon wurde dann in flissigemleRévmedium Uber
Nacht hochwachsen gelassen. Am nachsten Tag wigdgdrnachtkultur 10 x fach in
frischem dYT-Medium mit 0,1%-Glukose verdinnt unditere 5h bei 37°C geschiittelt.
Die Kultur wurde dann in 50mM Phosphat Buffer pHt T Schritten 1:10 bis 1:£0
verdunnt. Die Arbeit mit Mitomycin C wurde in derubBkelkammer durchgefihrt.
Mitomycin C (10, 20, 30pug/ml) wurde zum 3 ml Weigha bei 46°C zugemischt. Zu der
Mischung wurden sofort 100ul der vorbereitetenldsiing zugegeben, kurz gevortext und
auf Selektivagarplatten ausplattiert. Die Platteamwden 1 Tag bei 37°C inkubiert und alle
Klone gezahlt.
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2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Affinitatschromatographie Uber immobilisiete Metallionen IMAC

Die Reinigung des untersuchten Proteins aus demar@psotein vorE. coli erfolgt mit
einem HisTag uiber IMAC.

Dafur wurde eine IMAC-Saule hergestellt. Sepharaggrde mit ca.1l0ml Wasser
gewaschen und in eine Saule gepackt. Auf die Sé@utden 3 ml 100mM NiGlgegeben
und anschlie3end ausgetropft. Die Saule wurde danB5mM HEPES/KOH, 0,5M NacCl,
pH 7,6 aquilibriert. Die Proteinlosung wurde aué dMAC-Saule gegeben und durchlief
sie unter Gravitationskraft. Das Protein wurde arSBpharasematrix gebunden und dann
mit steigender Konzentration von Imidazol im 25mNEPES/KOH, 0.5M NaCl, pH 7,6
(30, 60, 70, 80, 90, 100, 300, 500mM) eluiert. fjeder Durchlauffraktion wurde eine
Aligouts (10ul) tber SDS-PAGE analysiert (2.2.3.2).

2.2.3.2 SDS-Blyacrylamid-G eldektrophorese (SDS-PAGE) und Gelfarbung

Zur Auftrennung von Proteinen nach Molekularmasse der Bestimmung der Reinheit
von Proteinen wird SDS-PAGE verwendet. Die Proteiwerden wegen ihrer Ladung im
elektrischen Feld im SDS-Puffer getrennt, wobeildensten Proteine das Gel schneller
durchlaufen. Die Zusammensetzung des Gels istlellea3 gegeben.
Aluminiumoxidplatten, Glassplatten und 2 Spacer deer zusammengebaut und in die
Giel3kamera eingelegt. Das Trenngel wird zu 3/4 gego und mit 2-Propanol
Uberschichtet. Nach der Erstarrung des Trenngets 2vPropanol entfernt, das Sammelgel
gegossen und die Kamme zwischen die Aluminiumoxzitgh und die Glassplatten
gesteckt. Nach der Polymelesierung des Sammelgatek die SDS-Gele benutzt
werden.

Ein SDS-Gel wird in die Pufferkamera gesteckt, id@nme vorsichtig gezogen und die
Kamera mit Laufpuffer (Lammli-Losung) gefillt. DieProben werden mit
HOECHST-Puffer gemischt, bei 95°C 10 min inkubiartd ins Gel aufgetragen. Die
Gelelektrophorese erfolgt bei einer Spannung vowvi. Zias Gel wird bis zur Erreichung
des Farbmarkers am unteren Ende des Gels laufassgel.

Nach der Elektrophorese wird das Gel mit CoomaBke- 30 min. gefarbt. Nach der
Farbung wird das Gel im Wasser fur 5-10 min in eikekrowelle gekocht, um der

Hintergrund zu entfarben.
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Tabelle 3: Zusammensetzung des SDS-Gels (15%).

60.03 ml Trenngel und 35,2 ml Sammelgel reicherLfiiGele. * werden vor dem Giessen zugemischt.

Trenngel (15%) Sammelgel (5%)
Acrylamid/Bisacrylamid 30 30 ml Acrylamid/Bisacryfad 30 | 5,9 ml
1,875 M Tris-HCI, pH 8,8 12 ml 1,25 M Tris-HCI, p548 3,5ml
SDS (10%) 600pl | SDS (10%) 350pl
H,O 17,2ml | HO 25,3ml
APS* (10%) 200 Ul | APS* (10%) 120 pl
TEMED* 30 pl TEMED* 35 ul

2.2.3.3 Proteinaufreinigung mittels Heparin-Affinitatschromatographie

Heparin-Affinitatschromatographie wird zur Reiniguwon DNA-bindenden Proteinen
verwendet. Heparin ahnelt dem negativ geladenen BNékgrad und die positiv
geladenen DNA-bindenden Proteine kdnnen an Heparmmobilisiert werden.

Die Saule (Saulenmaterial PORDHHE 20, Pharmacia, Freiburg) wurde an der
computergesteuerten Anlage (BioCard® PerSeptives\yBiems) mit der Softwardision
angeschlossen, es ermdglicht, die Flussrate, Zusasegtzung von Loésungen und
Elutionsvolumina einzustellen. Wahrend der Chromphie wurden der pH-Wert, der
Druck und die Absorption bei 280 und 260nm gemessen

Zunachst wurde die Saule mit einer 1M NaOH-Lo6sueigeine Flussrate von 4ml/min bis
pH 14 gewaschen. Danach wurde die Saule mit 20mME&KOH, pH 7,6 bis pH 7,6
gespult. Die einkonzentrierte Proteinlosung wurde 20mM HEPES/KOH, pH 7,6 auf
50ml verdunnt und auf die Saule aufgetragen. NachHPdoteinaufnahme wurde die Saule
mit dem gleichen Waschpuffer ca. 20 min gewascbénElution des Proteins erfolgt mit
dem Gradient von 0-1,5 M NaCl. Die proteinhaltigéraktionen wurden auf einer
SDS-PAGE (2.2.3.2) analysiert. Die Fraktionen mémd gereinigten Protein wurden
vereinigt, einkonzentriert (2.2.3.8), mit Glycergemischt und bei —20°C gelagert
(2.2.3.8).
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2.2.3.4 Gelfiltration

Diese Methode ist fir die Reinigung von Proteinanihdem Molekulargewicht geeignet.
Sie beruhrt darauf, dass die Gelfiltratonsmatenmalvie ein Molekularsieb wirkt und die
Molektle nach ihrer GroR3e trennt. Die grof3en Molekiierden friher eluiert, die kleinen
Molektle dringen in die Poren ein und werden spéligert.

Es wurde eine Superd®x200 Gelfiltrationssaule verwendet. Vor Beginn @dtration
wurde die Saule grundlich mit 1M NaOH bis pH 14 gevhen und dann mit
sterilfiltriertem 20mM HEPES/KOH, pH 7,6 Puffer aljoriert. Die S&ulereinigung und
die Aquilibrierung erfolgt bei einem Druck bis P& und bei einer Geschwindigkeit von
Imi/min. Auf die Saule wurden 500ul Proteinldsungfgatragen. Die aufgefangenen
Fraktionen wurden Uber einen SDS-PAGE analysie2t §2).

2.2.3.5 Genexpression

Die Expressionskultur wurde mit dem das Proteidids@nden Plasmid transformiert und
Uber Nacht in 50 ml dYT-Medium bei 37°C geschuttédm ndchsten Tag wurde das
DYT-Medium (1L) mit der Uber Nacht gewachsenen Ku(20 mL) angeimpft und bis zu
einer optischen Dichte von 0,6 bei 37°C wachseasgen. Die Expression von Protein
wurde durch die Zugabe von 1mM IPTG induziert umel idultur weiter 3 h oder tber
Nacht bei 30°C geschittelt. Nach der Inkubationdeardie Zelle abzentrifugiert (4°C,
4000rpm, 30 min., Rota Silenta/RP,Hettich), dasePel 25mL 25mM HEPES KOH pH
7,6, 0,5M NaCl resuspendiert, in SS-34 Réhrchenfiibg und erneut zentrifugiert (4°C,
9000rpm, 30 min., SS34 Rotor, SofV&C5C, Kendo) Das Pellet wurde bei —80°C (iber
Nacht eingefroren. Das eingefrorene Pellet wurd20irmL 25mM HEPES KOH pH 7,6,
0,5M NacCl resuspendiert und 3 min. sonifizirt (Quttpontrol 5, Duty cycle 50, Sonifier
W-250, Heinemann). Die Zelle wurden mittels ein@dl-desrupters (Constant Cell
Disraption Systep, Constant Systems Ltd) zerstdd ooch mal abzentrifugiert (4°C,
15000 rpm, 30 min. SS34 Rotor). Der Uberstand wiiideie Proteinaufreinigung mittels
IMAC verwendet (2.2.3.1).



Material und Methoden 50

2.2.3.6 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentration von Proteinen wurde photometrisgpmessen. Mit Hilfe des
Lamber-Beerischen Gesetzes Uber den berechnetamemdxtinktionskoeffizientert4gg)
und die gemessene Absorption wurde die Proteirdanation berechnet:
A-Absorption
C=Ale xd C-Konzentration
d-Schichtdichte von einer Messkuivette
e-Extinktionskoeffizient

Der Extinktionskoeffizient kann man nach folgendeiGung berechnen:
€280=2.1rp X 5500+> Tyr x 1490+ Cystine x 125

Die Absorption wurde bei 260 und 280 nm gemesseas. Yerhaltnis 260/280 bestimmt

die Reinheit der Proteinlésung und flr reine Pratsiung liegt bei ca. 2.

2.2.3.7 Herstellung der Substrate fur die Glykosylse- und Endonuklease- Assays und
Aktivitatsassay

Fur die Glykosylase- und Endonuklease- Assays wurd® pmol des
Fluoreszenzmarkierten Stranges mit 25 pmol des @&dgang in 100ul SSC-Puffer
hybridisiert (Thermocyclers: Primus®8° Programm: 90°C, 15 sec; 80°C, 3 min; 50°C,
15 min; 20°C, 15 min). Die Substraten wurden dand it Wasser verdinnt

(Endkonzentration 0,01 pmol).
2.2.3.8 Konzentrierung und Lagerung von Proteinldsagen

FUr die Einkonzentrierung von Proteinlésungen wardtrafiltrationsréhrchen benutzt
(Vivaspin, Vivascienc®). Der Konzentrator besitzt einen Filter, der diekBnzentrierung
des Proteins von 3000 bis 30000 kDa erlaubt. BeiZintrifugation (4°C, 3000rpm)
werden die Proteine, die das kleinere Molekularghathaben, Salz und Puffer durch den
Filter laufen. Nach dem Erreichen des gewinschtelurdens wurde die Proteinldsung

abgezogen, mit 86% Glycerin versetzt und bei —2§8l@gert.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Isolation und Charakterisierung des Exolll-Homdogs Mma3148 aus

Methanosarcina mazel

Die Suche in der NCBI Datenbank nach einem meseplarchaealen Exolll-Homolog,
das eine hohe Sequenzverwandtschaft zu Mth212 @ifvirsat ein Exolll-Homolog aus
einem mesophilen ArchaedvWiethanosarcina mazei (Mma3148) ergeben (Geory al.,
2006). Mth212 wurde mit Mma3148 und vier Exolll-Holmgen, die auf U-Endoaktivitat
geprift wurden, verglichen (Tabelle Mfethanococcus maripaludis Exolll (Schomacher
L., 2007, diese Arbeit),Bacillus subtilis Exolll (Krietenstein, N. dieses Labor,
unpubliziert),Homo sapiens Exolll (Georg J., 2005, diese ArbeiBscherichia coli Exolll
(Georg J., 2005, diese Arbeit) weisen eine sigaifte Sequenzverwandtschaft mit Mth212
auf, aber U-Endoaktivitat wurde bei diesen Exoltriblogen nicht festgestellt. Die
Sequenzverwandtschaft von Mth212 mit Mma3148 issemdlich hoher, was nicht
erstaunlich ist, weil beide Proteine zur archaeell@oméne gehodren. Jedoch ist im
Vergleich mit einem Vertreter aus dieser Domandl. ( maripaludis) die
Sequenzverwandtschaft von Mth212 mit Mma3148 groff@eshalb ist auch die
Wabhrscheinlichkeit, dass Mma3148 ahnliche Eigersehaat, grofler. Mma3148 wurde

kloniert, das Protein gereinigt und untersucht.
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Tabelle 4:Vergleich der Sequenzidentitat bzw. Sequenzéahrditon Mth212 mit

Mma3148 und charakterisierten Exolll-Homologe.
Die Sequenzen wurden paarweise mit dem Programstpbieerglichen ww.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY.

Es ist der prozentuale Anteil der Sequenzidentitit. Sequenzahnlichkeit angegeben.

. M. thermautotrophicus (Mth212)
Domane Organismus I : :
Ahnlichkeit Identitat

M. mazei
o 76% 56%
Q (Mma3148)
<
o M. maripaludis
< 65% 42%

(MMP1012)

B. subtilis
© 63% 45%
s (ExoA)
< E. coli
m 50% 30%

(XthA)

g
Q H. sapiens
= >0 60% 41%
x (HAPI)
w

3.1.1 Produktion und Reinigung von Mma3148

Das Gen (Mma3148) wurde von Jens Georg (Uber Ncoind
Xhol-Restriktionsschnittstellen in den pET_B_ 001k (2.2.1.16) ligiert (Georgt al.,
2006). Die Sequenz befindet sich in Anhang (5.2.D2s Genprodukt wurde dadurch mit
einem C-terminalen aus 6 Histidinen besteheniggnversehen, um die Reinigung mittels
IMAC zu ermdéglichen. Die korrekte Nukleotidsequenzrde per Sequenzanalyse bestéatigt
(2.2.1.18). Um Kontamination mE. coli Ung-Protein zu vermeiden, wurde das Gen im
BL-21 UX Stamm (2.2.3.5) exprimiert, dessemg-Gen eliminiert wurde (Schomacher,
2007). Das Protein wurde mittels IMAC (2.2.3.1) undparin-Affinititschromatographie
(2.2.3.3) gereinigt. Der Ablauf der Heparin-Affiaischromatographie und die Analyse des
gereinigten Proteins per SDS-PAGE sind in Abbildurig zu sehen. Das theoretische
Molekulargewicht von Mma3148 betragt 30,786 kDangehlieRlich Hexahistidiff-ag).
Aus 2 LE. coli Kultur lieRen sich ca. 6,9mg Mma3148 praparieren.
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Abbildung 11: Reinigung von Mma3148.

(A) Verlauf der Heparin-Affinitatschromatographi@bsorptionsmessung des Eluats der Heparinsaule bei
280 nm (Blaue Linie) und 260 nm (rote Linie). Dikata links zeigt die Absorption bei 280 nm. Die Bka
rechts zeigt die NaCl-Konzentration. Die schwarmgid_zeigt die NaCl-Konzentration des Elutionsptgfe
Die griinen Linien markieren Beginn und Ende einzelRraktionen. Unten ist das Volumen in Milliliter
angegeben. (B) Analyse der Fraktionen nach der titepdfinititschromatographie per SDS-PAGE.
M: Protein Molecular Weight Marker (Fermantas, 2.1.6.2), relative Molmassen X litks angegeben. Oben

sind die Nummern der Fraktionen angegeben. Dietieran 25-28 wurden vereinigt und einkonzentriert.

3.1.2 Enzymologische Charakterisierung von Mma3148

Mma3148 wurde von Jens Georg als eine AP- Endo-3uréb’Exonuklease beschrieben.
Trotz einer sehr hohen Sequenzahnlichkeit zu Mth2itde bei Mma3148 keine
U-Endo-Aktivitat nachgewiesen. Jedoch wurde dett &a$ U-Endoaktivitdt nur an einem
U/G Substrat durchgefuihrt und die Interpretationr #&®gebnisse wurde durch die
3'—5’Exonuklease-Aktivitat erschwert. Die Aktivitat sleProteins wurde an anderen
Uracil-haltigen Substraten (U/T, U/C, U/A) nichttgstet.

Basierend auf den von Jens Georg erzielten Ergegmiaurde die Charakterisierung von
Mma3148 fortgefuhrt. Das Problem war die starke3 Exonuklease-Aktivitat, die eine
Unterscheidung zwischen einer spezifischen Endeask-Aktivitdt und einer
unspezifischen Exonukleaseaktivitdt erschwert Haeshalb wurden zwei Substrate
vorgeschlagen, die gegen den exonukleolytischenaAbbchitzen sollen. Das erste
Substrat besteht aus einem fluoreszenzmarkiertemed@beren Strang, der mit 5 RNA
Nukleotiden am 3’-Ende versehen ist und einem 3amararkierten unteren Strang. Nach
der Hybridisierung entsteht ein Substrat biiint ends. Nach unserer Vermutung liefern
die RNA-Nukleotide Schutz gegen den exonukleolyigsc Abbau. (Abbildung 12A). Das
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zweite Substrat besteht aus einem 40mer fluoreszakzerten oberen Strang und einem
40mer unmarkierten unteren Strang, so dass naclHderdisierung ein Substrat mit
einem Uberhang aus 5 Nukleotiden am 3-Ende eritst@bbildung 13A). Da ein
Uberhang aus 4 Nukleotiden am 3’-Ende die-»3’ exonukleolytische Aktivitat von

E. coli Exolll verhindert (Shida, Tet al., 1996), wurde erwartet, dass ein Uberhang aus 5
Nukleotiden auch fur Mma3148 als Exolll-Homologrk&ubstrat ist und damit kann die

3' =5’ Exonuklease-Aktivitat unterbunden werden.

Nach der Reinigung wurde das Protein auf samtlidktesitaten getestet. Im Labor wurde
mit einer thermostabilen Uracil-prozessierendendénitlease (Mth212) gearbeitet, deren
Aktivitatsoptimum bei 65°C liegt;, jedoch wurde eisehwache Aktivitat bei 37°C
festgestellt (Georg J., 2005, dieser Arbeit, Se86). Deshalb wurden einige
Kontrollexperimente zum Ausschluss der Kontamimatimit Mth212 (z.B. aus den
verwendeten Laborgeraten) notwendig. Das Kontrpkexnent wurde bei 65°C
durchgefuhrt. Bei der Inkubation bei 65°C denattiriias mesophile Protein und verliert
seine Aktivitat, so dass nur die Aktivitat der vereten Kontamination detektiert werden
kann (Abbildung 12B). Zuséatzlich wurde eine ,Kortlieoin der Kontrolle* durchgefihrt.
Mit dem Test kann die mdgliche Kontamination destir mit Mth212 verfolgt werden. In
diesem Fall wurden Mma3148 und Mth212 in einem ¥iknis von 250:1 gemischt und
der Test wurde unter den selben Bedingungen wiettd¢kbbildung 12B).
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Abbildung 12: Kontrollexperimente zum Ausschluss der Kontamimatiat Mth212.
(A) Schema des Oligonukleotidsubstrats. AuRer é&st35mer Strang komplementéar zu dem 40mer Strang.
Fir die dsDNA wurde der markierte Strang (40 meit)@imem unmarkierten Strang (35 mer) hybridisiert.
(X) steht fur Uracil, Thymin oder AP-Stelle. (Y)ebt fir Adenin und Guanin. (B) Analyse der
Reaktionsprodukte mittels ALF-PAGE. 60 pmol Mma3148rden vor der Zugabe der DNA fir 10 in
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20mM K,HPQyY/ KH,PQ,, 50mM KCI, 1mM MgC} vorinkubiert. Nach der Zugabe der DNA (0,12 pmol)
wurden die Probe fur weitere 20 min inkubieftontrolle in der Kontrolle*: 60 pmol Mma3148 und23

pmol Mth212 wurden gemischt, 10 min bei 65°C ohri¢ADvorinkubiert und nach der Zugabe der DNA

noch 20 min inkubiert. Die Reaktion wurde mit A.l-Marker gestoppt.

Aufgrund der Abwesenheit jeder detektierbaren Atdivbeim Test von Mma3148 bei
65°C wurde eine Verunreinigung mit Mth212 ausgesst#n. Da Mma3148 bei 65°C
inaktiv ist, war in der Proteinmischung nur die kK&t von Mth212 zu sehen, namlich
AP- Endo-, U-Endo- und 3>5’Exonuklease-Aktivitat.

Die Aktivitdit von Mma3148 wurde bei einem Enzym/Suht-Verhaltnis von 40:1 bei
30°C (Abbildung 13C) und bei 37°C (Abbildung 13@tegstet.
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Abbildung 13: Aktivitatstest von Mma3148.

(A) Schema des Oligonukleotidsubstrats. Details z8uobstrat siehe Abbildung 12. (B) Schema des
Oligonukleotidsubstrats. Fir die dsDNA wurde derkigate Strang (40 mer) mit einem unmarkierten i®jra
(40 mer) hybridisiert. (X) steht fir Uracil, Thymi€ytosin oder AP-Stelle. (Y) steht fir Adenin, Thip,
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Cytosin und Guanin. Nach der Hybridisierung entstsh Substrat mit einem Uberhang aus 5 Nukleotiden
am 3'-Ende. (C) Analyse der Reaktionsprodukte fsitiel F-PAGE. Fir die Reaktion wurden 60 pmol
Mma3148 mit 0,12 pmol angegebenen Substraten ipl520mM K;HPO/ KH,PQ,, 50mM KCI, 1mM
MgCl, bei30°C fir 20 min. inkubiert. (U_RIB/G: Das Substisitmit den 5 RNA Nukleotiden am 3™-Ende
gegen Exonukleaseaktivitat geschitzt). (D) AnabeseReaktionsprodukte mittels ALF-PAGE. Messung der
Aktivitdat von Mma3148 an den AP/40-G, U/40-G, T/&Q-U/40-C, C/40-A, U/40-A, U/40-T, ssU
Substraten. Es wurden 4,8 pmol Mma3148 mit 0,121 @ngegebenen Substraten in 50ul 20mpHRO,/
KH,PQ,, 1mM MgCl, bei 37°C fir 20 min inkubiert.

Unter den verwendeten Bedingungen erwies sich Md@3lkls sehr aktive
AP-Endonuklease (Abbildung 13C, Spur AP/35-G; Athblailg 13D, Spur AP/40-G) und
3'—5’ Exonuklease (Abbildung 13C, Spur U/35-G und F@p Die vorgeschlagenen
gegen den exonukleolytischen Abbau geschitztenti@idgX/40-G und U/35-RIB_G)
haben die 35’ Exonuklease-Aktivitat effektiv unterbunden (Althing 13C, Spur U/35-
RIB_G und Abbildung 13D, Spur von AP/40-G bis U/MP-Das Protein griff die U/40-G,
T/40-G und C/40-A Substrate nicht an. Die erziegebnisse haben die Ergebnisse von
J. Georg bestétigt. Erstaunlicherweise wurde agrafikante U-Endo-Aktivitat gegentber
biologisch irrelevanten U/T und U/C Fehlpaarungemdeckt. Die Uracilprozessierung
gegenuber Adenin wurde sehr schwach detektiert. Hbe@gnisse an dem ssU Substrat
werden im Kapitel 3.1.3 diskutiert.

Eine plausible Erklarung dieser uUberraschendenlaigse liefert die unten dargestellte
Hypothese. Fur die Ausbildung einer stabilen Basepsy sind mindestens zwei
Wasserstoffbriicken zwischen Basenpaaren notwerBlidpufa A. D., 2001). Um die
Wasserstoffbriicken auszubilden, missen bei beideserB Donor- und Akzeptorstellen
vorhanden sein. Die Basen-Paare A-T und G-C simdbilst als andere mdgliche
Kombinationen, da sie passende Donor- Akzeptoestalh den Nukleobasen aufweisen
(Babura A. D., 2001). Die Watson-Crick-Basenpaaasspn durch die Verteilung der
Elektronen ideal zueinander. Die hohere StabitigitWatson-Crick-Basenpaare liegt auch
an der geometrischen Komplementaritat der BasemitAT und G mit C. Die geringe
Stabilitat der Nicht-Watson-Crick-Basenpaare (irserem Fall U/C, U/T) kann Grund
dafur sein, dass U leicht beseitigt werden kanref\Jo, Voet G., 1992). Aus diesem Grund
wurde das Substratspektrum erweitert. Das Expetimemrde unter denselben
Bedingungen mit den Substraten T/40-C, T/40-T, €Z4@/40T wiederholt (Abbildung
14).
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Unter den verwendeten Bedingungen wurde keins dést&ate (T/T, T/C, C/T, C/C)
angegriffen. Mma3148 ist also eine DNA-Uridin-End&lease mit guter Diskriminierung

gegen Thymin und Cytosin.
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Abbildung 14: Erweitetes Substratspektrum von Mma3148.

(A) Schema des Oligonukleotidsubstrats. Detailsn zZBubstrat siehe Abbildung 13. (B) Analyse der
Reaktionsprodukte mittels ALF-PAGE. Messung der iitdt von Mma3148 an den C/40-C, T/40-C,
T/40-T, C/40-T Substraten. Es wurden 4,8 pmol Mrd&3 it 0,12 pmol der angegebenen Substraten in
50ul 20mM KHPOy/ KH,PQ,, ImM MgCh fur 20 min bei 37°C inkubiert.

3.1.3 Aktivitat von Mma3148 an einzelstrangiger DNA

Die Aktivitat von Mma3148 am einzelstrangigen SudusssU liefert ein Produkt 36mer
(Abbildung 13 Spur: ssU). Dieses Ergebnis kann tnidrch die exonukleolyticshe
Aktivitat erklart werden. Das vorher besprochenebstat mit dem 5 Nukleotiden
Uberhang am 3’-Ende gibt zuverlassigen Schutz gelgenexonukleolytischen Abbau. In
Abbildung 15 sind die Ereignisse an dem Substr&5t% und zum Vergleich an dem
U/40-G Substrat dargestelit.



Ergebnisse und Diskussion 58

A B
= gL I | 40nt |
I— 23m—| |— 23!11—'
F X " E ,
bt Y
I 35nt | | 40nt |
C D

_—
(/

40 mer | 23 mer

I
.

A
|
30 min. 30 min.

U/40-G |40 mer

Mma3148
U/35-G

Mma3148

Abbildung 15: Aktivitat von Mma3148 an U/40-G und U/35-G Subsrat

(A-B) Schema des Oligonukleotidsubstrats. Detailm Bubstrat siehe Abbildungen 12 und 13. (C) Analyse
der Reaktionsprodukte mittels ALF-PAGE. Messung déé&tivitat von Mma3148 an den U/40-G (D)
Analyse der Reaktionsprodukte mittels ALF-PAGE. Mewgy der Aktivitat von Mma3148 an den U/35-G. Es
wurden 4,8 pmol Mma3148 mit 0,12 pmol angegebendssiBaten in 50ul 20mM K PQ,/ KH,PQ,, 1mM
MgCl, fir 15 min bei 37°C inkubiert.

An dem U/35-G Substrat wurde eine deutlich ausggpr@&xonukleolytische Aktivitat
detektiert. An dem U/40-G wurde keine exonuklealgtie Aktivitat nachgewiesen.

Von Jens Georg wurde eine Arbeitshypothese vordmgeh, die diese Ereignisse am
einzelstrangigen Substrat erklart. Die einzelstigedNA bildet eine Sekundarstruktur
aus, die von dem Protein abgebaut werden kann ¢G&orDiplomarbeit, 2005). Die
Struktur des Substrates wurde fir eine TemperafdC 3mit dem webbasierten Tool
RNAfold berechnet (Hofacker, 2003). Das Experimenturde bei einem

Enzym/Substrat-Verhaltnis von 40:1 durchgefihrt.e DReaktionsprodukte und die
vorhergesagte Struktur sind in Abbildung 16 dargjést
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Abbildung 16: Aktivitdt von Mma3148 am einzelstrangigen Subsisid.

Links ist die Analyse der Aktivitdit von Mma3148 asU mittels ALF-PAGE zu sehen. Rechts ist die
Struktur des einzelstrangigen ssU Substrats beC fgebildet. Die Struktur wurde durch das Programm
RNAfold vorhergesagt (Santalucia, 1998). Der Pfeiigt die von Jens Georg vorhergesagte
endonukleolytische Schnittstelle. EinzelstrangigeU DNA (0,12pmol) wurde bei 37°C in 50ul 20mM
K ,HPQOy/ KH,PQ,, 1mM MgCl, vorinkubiert, danach wurde mit 4,8pmol des Pradiir weitere 15min bei
37°C inkubiert.

Die Struktur bildet einen doppelstréangigen Beraiom 3’-Terminus, der als Substrat fur
Mma3148 dienen kénnte. Durch einen endonuklealyga Schnitt kann ein 36mer Peak
erzeugt werden (die Stelle des Schnittes mit eiRé&sil in Abbildung 16 markiert). Durch

die Aktivitdt von Mma3148 wurde ein Produktpeak d@&mners erzeugt, was mit der
Arbeitshypothese Ubereinstimmt. Die Aktivitat vorii12 wurde von L. Schomacher am
ssT Substrat getestet und das Ergebnis hat diatgngpothese bestatigt (Schomacher L.,
2007). Jedoch haben weitere Experimente mit desckiegdenen Einzelstrangsubstraten
vorhergesagter und definierter Strukturen keinetlben Erklarungen der Aktivitdt am

einzelstrangigen Substrat geliefert (Elena Ciirdaempubliziert).

3.2 Charakterisierung des TUDGA-Homologs aus Methanosarcina mazel
(Mma.TUDGA).

Wie festgestellt wurde, ist Mma3148 eine U-Endorekk, die U-Endoaktivitat lediglich
gegenuber den biologisch irrelevanten Fehlpaarungéin und U/C hat. Die Frage,
welches Enzym die U-DNA-Reparaturih mazel einleitet, wurde nicht aufgeklart.

Die meisten untersuchten Organismen haben einemet@r der Familie 1 UDG, der fur
die Initiation der Uracil-DNA-Reparatur verantwact ist. Allerdings fehlen in den
Genomen von einigen Bakterien und Archaeen die rétert der Familie 1 UDG
(Starkuviene and Fritz, 2002; Sandigursky and Hmank999). Die Anwesenheit der
UDG-Aktivitat wurde jedoch in diesen Organismen gjgi (Sandigursky and Franklin,
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2000). Die Gene TUDGA und TUDGAB, deren Produkie tliese UDG-Aktivitat
verantwortlich sind, wurden erforscht und den Feemih und 5 zugeordnet. (Hinksal.,
2002; Kosaka at all., 2007; Sandigursky and Frankle99; Sandigursky and Franklin,
2000; Starkuviene and Fritz, 2002).

Das Genom vom. mazel wurde nach Vertretern der Familie 1, 4 und 5 wutehnt und es
wurde ein UDG-Vertreter entdeckt, der hohe Sequamnihkeit mit bereits beschriebenen
TUDGB-, TUDGA-Homologen au3hermus thermophilus und TUDGA-Homologen aus
Thermotoga maritima, Thermus thermophilus, Pyrobaculum aerophilum, Archaeoglobus
fulgidus aufweist (Tabelle 5).

M. mazel UDG wurde kloniert, das Protein gereinigt und duAktivitat getestet.

Tabelle 5: Vergleich der TUDGA-Homologe ausM. mazei mit T. maritima,

T. thermophilus, P. aerophilum, A. fulgidus und TUDGB aud'. thermophilus.
In der Tabelle ist der prozentuale Anteil der Segigentitat bzw. Sequenzdhnlichkeit des
TUDGA-Homologes ausM. mazei zu den TUDGA-Homologen au3. maritima, T. thermophilus,

P. aerophilum, A. fulgidus und zu dem TUDGB-Homolog ads thermophilus angegeben.

M. mazei UDG

Sequenzidentitdt Sequenzahnlichkeit

T. maritima TUDGA 35% 53%
T.thermophilus TUDGA 29% 46%
P. aerophilum TUDGA 32% 45%
A. fulgidus TUDGA 30% 48%

T. thermophilus TUDGB 21% 31%
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3.2.1 Klonierung, Produktion und Reinigung von MmaTUDGA

Der offene Leserahmen von Mma.TUDGA (Mma0486) wurditels eine PCR mit
spezifischen Primer (2.1.5.1), die Ndel- und Hihéléstriktionsschnittstellen haben aus
der genomischen DNA voNl. mazei amplifiziert (2.2.1.13). Das PCR-Produkt wurde in
den PCR-Blunt II-TOPO Vektor (2.1.4.1) zwischenkéyh (2.2.1.14), mit geeigneten
Restriktionsendonukleasen (Ndel, Hindlll) herausbegten, aufgereinigt (2.2.1.7) und
Uber Ndel- und HindllI-Restriktionsschnittstellen den pET-28a Vektor (2.1.4.5) ligiert
(2.2.1.16). Das Protein wird dadurch mit einem Nwriealen aus 6 Histidinen bestehenden
Tag produziert. Die korrekte Sequenz des Gens wurdelsiSequenzanalyse bestatigt
(2.2.1.18). Die Sequenz befindet sich in Anhan@.g&. Das Protein wurde heterolog in
BL-21 UX produziert (2.2.3.5) und mittels IMAC (2321) und
Heparinaffinitatschromatographie gereinigt (2.213(3bbildung 17). Das theoretische
Molekulargewicht von Mma. TUDGA betragt 24,56 kDausA2 LE. coli Kultur liel3en

sich ca. 11,2mg Protein praparieren.
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Abbildung 17: Heparin-Affinitatschromatographie und SIPAGE der

Heparin- Affinitatschromatographie von Mma. TUDGA.

(A) Absorptionsmessung des Eluats der Heparind#il280 nm (Blaue Linie) und 260 nm (rote LiniB)e
Skala links zeigt die Absorption bei 280 nm. DieaBkrechts zeigt die NaCl-Konzentration. Die sclagar
Linie zeigt die NaCl-Konzentration des Elutionsguff. Die grinen Linien markieren Beginn und Ende
einzelner Fraktionen. Unten ist das Volumen in liti#lr angegeben. (B) Die Analyse der Fraktioneoma
der Heparin-Affinitditschromatographie per SDS-PAGE.Protein Molecular Weight Marker (Fermentas,
2.1.6.2), relative Molmassen x i@inks angegeben. Oben sind die Nummern der Fraétiangegeben. Fir

die Assays wurden die Fraktionen 23-27 vereinigt eimkonzentriert.
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3.2.2 Enzymologische Charakterisierung von Mma.TUD@&

Vor der Durchfihrung des Aktivitatstests von MmaOGA wurden einige
Kontrollexperimente fur den Ausschluss einer mdglit Kontamination mit der
AP-, U-Endonuklease ausM. mazel (Aktivitatsoptimum 37°C) oder aus
M. thermautotrophicus (Aktivitdtsoptimum 65°C) notwendig (Abbildung 18BPDie

U-Endonukleasen sind metallabhangig (Marti and Kl€2004), deshalb wurden die
Kontrollversuche in Phosphat Puffer in Anwesenfieit 1mM MgC} bei 37°C bzw. 65°C

gemacht, in diesem Fall ist keine zusatzliche Na&d#Handlung notwendig.

A B

23 mer

40 mer

AP/40-G
65°C ‘37“0‘ 65°C ‘ 37°C

MMUDGA (Mmo4se){ TTUDGA (TTC0366)

Abbildung 18: Kontrollexperimente zum Ausschluss der Kontamimatiwt Mth212 und
Mma3148.
(A) Schema des Oligonukleotidsubstrats. Details zunbsat siehe Abbildung 13. (B) Das

Kontrollexperiment zum Ausschluss der Verunreingunit der AP-, U- Endonuklease akbmazei oder
aus M. thermautotrophicus. Es wurden 4,8 pmol TTC0366 bzw. 1,2 pmol Mma.TUD@&it 0,12 pmol
AP/40-G Substrat in 50ul 20mM,KHPOY/ KH,PQ,, 50mM KCI, 1mM MgC} fir 20 min bei 37°C bzw.
65°C inkubiert. Die Proben wurden nicht mit NaOHh&edelt

Unter den verwendeten Bedingungen wurde in beid@ler- keine Aktivitat festgestellt,

deshalb wurde die Kontamination ausgeschlossen.

Da TUDGA das Uracil aus der doppelstrangigen DNAahiéingig von der
gegenuberstehenden Base entfernen kann, wurde ldieité& von Mma.TUDGA mit

Glykosylase-assays bei einem Enzym/Substrat-Verisalton 10:1 an allen mdglichen
U-Kombinationen getestet. Es sind TUDGA und TUDGBH#ibloge bekannt. Im
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Vergleich zu TUDGB ist TUDGA in der Lage, das Utaaiis der einzelstrangigen DNA
zu entfernen (Starkuviene and Fritz, 2002). Deshalbrde die Aktivitat von
Mma.TUDGA zusétzlicham ssU Substraten getestet. In Abbildung 19 siedPdodukte

der Reaktionen dargestellt.

N
=)
2

Mma.TUDGA (Mm0486)

ssU |U/40-A | U/40-C | C/40-A| U/40-T | T/40-G | U/40-G | 40 mer | 23 mer

Abbildung 19: Aktivitatstest von Mma. TUDGA.

Links ist das Schema des Oligonukleotidsubstratgeddellt. Details zum Substrat siehe Abbildung 13
Rechts sind die Reaktionsprodukte von Mma.TUDGA ehlidet. Fir die Assays wurden 1,2 pmol
Mma.TUDGA mit 0,12 pmol angegebenen SubstraterDil 20mM KHPOY KH,PQ,, 50mM KCI, 1mM
MgCl, fur 20 min bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubatiaarden die Proben mit 5ul 1M NaOH versetzt,
fur 10min bei 95°C inkubiert und mit 25ul A.L.F.-Mar gemischt.

Alle Substrate, aufler T/40-G und C/40-A, wurden Istédhdig umgesetzt. Da
Mma.TUDGA das ssU Substrat angegriffen hat, wurestdiigt, dass Mma. TUDGA zur
Familie 4 UDG gehort.

Die Reaktionsprodukte zeigen eine hdhere elektnagtische Mobilitat im Vergleich mit
dem 23mer-Marker. Dieser Effekt lasst sich durcle dblykosylase-Aktivitat des
untersuchten Proteins erklaren. U-DNA-Glykosylasdgegnt Uracil, dadurch entsteht eine
AP-Stelle. Nach der alkalische Behandlung wird 3li#€hosphordiesterbindung neben der
AP-Stelle gespalten, was zur Entstehung eines @iranhs fiihrt (3-Elimination) und der
Aldehydrest abgetrenné-Elimination) wird. Das Produkt hat eine 3’-Phosignappe. Die
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Phosphatgruppe hat ein hoheres Molekulargewichtdig@sHydroxylgruppe, aber wegen
der zusatzlichen negativen Ladung hat das Molekié keohere Mobilitat. Das Schema der
Hydrolyse von U-Glykosid-Bindung von U-DNA-Glykosde und die nachfolgende
Spaltung mit NaOH ist in Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20: Darstellung der Hydrolyse von U-Glykosid-Bindung @BrDNA-Position
von U-Glykosilase und nachfolgende Spaltung beiledkhem pH.

Die Beschreibung ist im Text enthalten.

3.2.3 Temperaturstabilitit von TUDGA-Homologen aus M. mazei und

T. thermophilus

Vor dieser Studie waren TUDGA-Homologe nur ausrtifestabilen Organismen bekannt,
namlich Termatoga  maritima, Thermus thermophilus, Archaeoglobus  fulgidus,
Pyrobaculum aerophilum (Hinks et al., 2002; Kosakaat al., 2007 Sandigursky and
Franklin, 1999; Sandigursky and Franklin, 2000;ri&taiene and Fritz, 2002). Bei dem
TUDGA-Homolog aus Pyrobaculum aerophilum wurde ein Eisen-Schwefel Cluster
beschrieben, der dem Protein wahrscheinlich eigeelnete Stabilitat gewahrleisten kann
(Hinks et al., 2002). Der Cluster wird durch die Bindung deseBtAtoms zu den vier
tetrahedrogonal angeordneten Sy-Atomen der Cystamin der Polypeptidkette befestigt
und tragt der Substraterkennung bei der ErhaltwngStruktur des Proteinssegmentes bei,
das in die Protein-DNA-Wechselwirkung eingeschlosseé (Hinkset al., 2002). Auffallig
ist, dass bei dem Vergleich der Sequenzen der dnmén TUDGA und Mma.TUDGA 4
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konservierte Cysteinreste gefunden wurden, diedférAusbildung des Eisen-Schwefel
Clusters notwendig sind (Abbildung 21).
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AF2277 200 ~~~~~
PAEO651 197 ~~~~~

Abbildung 21: Multiples Sequenzaligment der TUDGA-Homologe ads mazel mit

bereits charakterisierten TUDGA-Homologen alis maritima, T. thermophilus,

P. aerophilum, A. fulgidus.

Mindestens 60% Identitat bzw. Ahnlichkeit in den iAosauresequenzen sind schwarz bzw. grau markiert.
Das Alignment wurde mit der Software WISCOSIN PAGBE Version 10,3 (Womble, 2000) erstellt und
mit BOXSHADE, Version 3,21 und CorelDraw 12, beadtdte Mbar A1809 - M. barkeri;
MMO0486 — M. mazei; MA3593 —M. acetivorans, TM0511 —T. maritima; TTC0366 —T. thermophilus;
AF2277 —A. fulgidus, PAE —P. aerophilum. ¥ - konservierte Cysteinreste.

In der Arbeit von John A. Hinket al wurde eine intensive gelbe Farbe der Proteinldsung

beschrieben und das Absorptionsspektrum gemessesi. d&r Messung des
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Absorptionsspektrums wurde ein breiter Peak gegé®d-480nm (zusatzlich zu dem
normalen Absorptionpeak gegen 280nm) detektiert: Gaund dafir kann auch das
Eisen-Schwefel Cluster sein (Hinksal., 2002)

Bei der Mma.TUDGA-L6sung wurde nach der Einkonzenting auch eine dunkel-gelbe
Farbe beobachtet. Ausgehend von dieser Beobachihglem Vorhandensein von vier
konservierten Cysteine wurde vermutet, dass MmaGARinen Eisen-Schwefel Cluster
hat, der eine begrenzte Stabilitat des Proteinsigdaisten kann.

Das Absorptionsspektrum des konzentriefiénmazei TUDGA-Homologes wurde von

260 bis 500nm gemessen. Zum Vergleich wurde dasrpbensspektrum eines bereits
beschriebenen TUDGA-Homologes alis thermophilus unter denselben Bedingungen
gemessen (Abbildung 22).
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Abbildung 22: UV-Spektrum vorM. mazei TUDGA undT. thermophilus TUDGA.
(A) UV-Spektrumvermessung von Mma.TUDGA, (B) UV-&pemvermessung von TTUDGA.
Links ist die optische Dichte, unten die Wellenl&ramgegeben. Die Graphiken zeigen einen gewdéhnliche

Peak gegen 280nm und einen breiten Peak gegen(840v

In beiden Fallen wurde ein schmaler Peak in einereiBh von 250 bis 300nm und ein
breiter Peak in einem Bereich von 300 bis 450nmhgewiesen. Der erste Peak wurde
von der Absorption des Lichts von Tryptophan, Tymosund Disulfidbriicken
hervorgerufen (Pacet al., 1995). Der zweite Peak kann ein Resultat desofttion des
Lichts von Eisen-Schwefel Clustern sein (Hieksl., 2002).

Der Aktivitatstest vorM. mazel TUDGA wurde bei einem Enzym/Substrat-Verhaltnis vo
10:1 im Temperaturbereich von 57° bis 87°C durchigef (Abbildung 23B). Zum
Vergleich wurde der Aktivitatstest unter gleichenedBigungen, aber bei einem
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Enzym/Substrat-Verhaltnis von 40:1 mit dem thermb#¢n TUDGA-Homolog aus
T. thermophilus durchgefihrt (Abbildung 23C).
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Abbildung 23: Aktivitat von TUDGA-Homologen bei steigender Temgieir.

(A) Schema des Oligonukleotidsubstrats. Details zurbsi®at siehe Abbildung 13. (B) Aktivitat von
MMO0486. Fir den Test wurden 1,2 pmol MM0486 mit 0,pmol U/40-G Substrat in 50ul 20mM
K,HPOyY KH,PQ,, 50mM KCI, fir 10 min bei angegebenen Temperatunkabiert. Die Ansatze wurden
dann mit 200mM NaOH behandelt (5 min 95°C). (C)ivikdt von TTC0366. Fir den Test wurden 4,8 pmol
TTC0366 mit 0,12 pmol U/40-G Substrat in 50ul 20nkyHPQO)/ KH,PQ,, 50mM KCI, fir 10 min bei
angegebenen Temperaturen inkubiert. Die Ansatzedewurdann mit 100mM NaOH behandelt
(5 min. 95°C).

Das Experiment hat die erwartete Thermostabilitit ¥TUDGA bestétigt. Das Protein
war noch bei 87°C aktiv (38% des Substrates wuntegesetzt). Uberraschenderweise
wies auchM. mazei TUDGA Thermostabilitdt auf. Das Protein setzte 5466 Substrates
bei 77°C um.
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Laut der Ergebnisse isM. mazei TUDGA thermostabil. Eventuell stabilisiert ein
Eisen-Schwefel Cluster das Protein. Fir die Ubdumgi dieser Hypothese kdnnten die

vier Cysteine entfernt und das Protein noch einanéllhermostabilitat getestet werden.

3.3 Zusammenfassung der bis jetzt erzielten Ergebsse

Es wurden beiM. mazei zwei Gene entdeckt, deren Produkte als Kandidaiendie
Initiation der U-DNA-Reparatur betrachten werdemtin: TUDGA Familie 4-Homolog
(Mma0486) und Exolll-Homolog (Mma3148). Das TUDGAiHolog besitzt alle
Eigenschaften der Uracil-DNA-Glykosylase Familiaidd zusatzlich eine fir mesophile
Enzyme ungewohnliche Thermostabilitdt. Mma3148 diattypischen Eigenschaften des
Exolll-Homologes, zeigt aber zusatzlich eine AR&vi gegenidber U/T und U/C
Fehlpaarungen. Laut der Ergebnisse wird die U-DNgpdtatur beM. mazel eindeutig
von TUDGA-Homolog eingeleitet.

Nach dem Zwischenabschluss wurde die Frage gegiblliMma3148 einen Beitrag zur
Klarung leisten kann, welche speziellen Merkmale& é&ixolll-Homolog zu einer
U/G-Endonuklease machen und ob Mma3148 durch g¢gezidutagenese eine
U/G-Aktivitat gewinnen kann. Der Erfolg der Verwdmdg Mma3148 in eine
U/G-Endonuklease wird ermdglichen, den Unterschetdes Exolll-Homologs mit
U/G-Aktivitat von einem Exolll-Homolog ohne U/G-Akitat herauszufinden und die
genetischen Experimente iB. coli durchzufihren. Das Vorhandensein der U/T und
U/C-Aktivitaten bei Mma3148 erhoht die Chancen Wma3148 U/G Aktivitat durch

eine gezielte Mutagenese zu gewinnen.

3.4 Ausstattung von Mma3148 mit einer U/G-Endonuklaseaktivitat

Um die Aminosaurereste zu bestimmen, die als Katedid fiur den Austausch zur
Ausstattung von Mma3148 mit einer U/G —Endonuklakieitat betrachtet werden
kénnten, wurden von J. Georg Mth212 mit Exolll-Hdagpohne U/G-Aktivitat (Apel) auf

Sequenz- und Strukturebene und mit Mma3148 auf&amgoene verglichen.
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3.4.1 Aufstellung einer Arbeitshypothese lber die ésstattung Mma3148 mit einer
U/G-Endonukleaseaktivitat

Zur Zeit der von Jens Georg aufgestellte Arbeitstiypse Uber die Ausstattung Mma3148
mit U/G-Endonukleaseaktivitat durch Austausch vereizbestimmten Aminosaureresten
war die 3D-Struktur von Mma3148 und Mth212 nochhhisekannt. Aufgrund der hohen
Sequenzverwandtschaft von Mma3148 zu Mth212 (Itir&ic6%, Ahnlichkeit 76%) und
zu Apel (Identitat 42%, Ahnlichkeit 61%) wurde martet, dass die drei Proteine ahnliche
Strukturen haben.

Die Aminosaurereste von Apel, die an der Katalysgeibgt sind, mit der DNA
intekalieren oder in die DNA intergrieren, wurdesnv]. Georg nach der Betrachtung der
3D-Struktur und nach dem Studium der UntersuchumigerAminosaureaustauschmutante
von Apel (Mol, et al, 2000) auf dem Alignment von Apel mit Mth212 undnd3148
markiert und verglichen (Abbildung 24) (Georg,2D05).

Die betrachteten Reste sind bei diesen drei Enzybierauf vier Aminosauren gleich.
Diese vier Aminosauren verdienen es ausfuhrliclegnalshtet zu werden.

Der erste Aminosaurerest Arginin 177 in Apel liegt Cokristall in die grol3e Furche
inseriert (Abbildung 25) vor und bildet eine Wasseffbricke mit dem ersten
Phosphatrest 3' von der AP-Stelle (Meil al., 2000). Arginin 177 bei Apel entspricht
Methionin 117 bei Mth212 und Alanin 118 bei Mma31&&shalb wurde vermutet, dass
durch den Austausch von Alanin durch Methionin ddma3148 Protein U/G-Aktivitat
verliehen werden kdnnte (Georg, J., unpubliziert).

Die zweiten und dritten Aminosaurereste Methionii® 2ind 271 in Apel, die gegeniber
dem oben besprochenen Argl77-Amminosaurerest liggserieren in die kleine Furche
(Abbildung 25). Durch die Wirkung der Argl77, Me@idnd Met271 Aminosaurenreste
wird der DNA-Protein Komplex stabilisiert. (Met al., 2000). Die Reste, die bei Mth212
und bei Mma3148 den Met270 und Met271 bei Apel @ethen, sind identisch und
wurden deshalb nicht als Kandidaten fir den Amincesdustausch betrachtet.

Der vierte Aminosaurerest Tyr 269 liegt mitten ineen Aminoséauremotiv, das mit der
DNA kontaktiert. Alle anderen bereits charakteritge Exolll-Homologen (Mth212 aus
M. thermautotrophicus (Georget al., 2006) Apel audH. sapiens (Mol et al., 2000),
Af_Exo ausA. fulgidus (Schmiedekt al., 2009) und Exolll aug&. coli (Mol et al., 1995)
haben an dieser Position auch ein Tyrosin, mit Absme von Mma3148. Bei Mma3148

handelt es sich um ein Methionin. Davon ausgehendrdev die zweite
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Aminosaureaustauschmoglichkeit vorgeschlagen, chnder Austausch von Methionin
209 durch Tyrosin bei Mma3148 (Georg, J., unpubitxi

Mma3148 1
Mh212 1

Apel 51
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EcoExol | | 1
MW1012 1
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Abbildung 24: Alignment einiger Vertreter der Exolll-Familie.

Das Alignment wurde mit W2H hergestellt (https:gggvdg.de/w2h/) und mit Word nachbearbeitet. (Blau)
Alle Aminoséauren sind identisch. (Rot) Mehr als 5@¥r Aminoséduren sind identisch oder gehdren zu
strong groups. (Aminosauren mitstrong similarities). (Orange) Mehr als 50% der Aminoséauren sind
identisch oder gehéren zweak groups (Aminosduren mit weak similarities). *-Ausgetauschte
Aminosaurenreste (M209 und A118 bei Mma3148}Die in die DNA intergrierte Aminosdurenreste.
*- Die an der Katalyse beteiligte AminosaureresteDie mit der DNA interagierende Aminosaurereste.

Mma3148 Methanosarcina mazei, Mth212 Methanothermobacter thermautotrophicus, ExoA Bacillus
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subtiles, Apel Homo sapiens, Af_Exo Archeaglobus fulgidus, EcoExolll Escherichia coli, MMP1012
Methanococcus maripaludis.

Abbildung 25: 3D-Struktur des Apel/DNA-Komplex.

Die Struktur wurde mit PyMol bearbeitet. Die PDBtBiader publizierten Apel/DNA-Komplex ist 1DE9
(Mol et al., 2000). (A) Betrachtung der Struktur von Argl7ait&. (B) Betrachtung der Struktur von Met270
und Met271-Seite.

Das Phosphatriickgrat der DNA-Molekdle ist grun. Bjgel Struktur ist lila gefarbt. Die Reste, diedie
kleine Furche (Met 270 und Met 271) und in die gréfairche (Argl77) inserieren, sind gelb markieie D
AP-Stelle ist dunkel-blau gefarbt.

3.4.2 Uberprufung der Arbeitshypothese

Fur die Uberpriifung der Arbeitshypothese wurdenbdielen vorgeschlagenen Mutanten
konstruiert, das Protein gereinigt und auf den Gevder U-Endo-Aktivitat getestet.

3.4.2.1 Herstellung, Produktion und Reinigung von Mha3148/A118M

Im in den pET_B_001 Vektor (2.1.4.2) integrierteerGMma3148 (Georgt al., 2006)
wurde von Jens Georg mit Hilfe des modifiziert@aick change Mutagenesis Protokolls
(Stratagene, La Jolla) (2.2.1.10) das vorgeschiagklanin an der Stelle 118 durch
Methionin ausgetauscht. Das Protein wurde im Rahmieser Arbeit gereinigt und
enzymologisch charakterisiert.
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Das Protein wurde heterolog in BL-21_UX (2.1.2)qupiert (2.2.3.5) und mittels IMAC
(2.2.3.1) und Heparinaffinitatschromatographie gege (2.2.3.3) (Abbildung 26). Aus 2 L

Bakterienkultur lieRen sich ca. 36,89mg Proteirparéeren.
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Abbildung 26: Reinigung von Mma3148/A118M.

(A) Verlauf der Heparin-Affinitatschromatographi®ommentar siehe Abbildung 11 (B) Analyse der
Fraktionen nach der Heparin-Affinitatschromatogiapber SDS-PAGE dargestellt. NPrestained Protein
Molecular Weight Marker (Fermentas, 2.1.6.2), relative Molmassen R libks angegeben. Oben sind die

Nummern der Fraktionen angegeben. Die Fraktione2®2&urden vereinigt und einkonzentriert.

3.4.2.2 Herstellung, Produktion und Reinigung der Nha3148/A118M/M209Y

Doppelmutante

Das Konstrukt pET_B 001/Mma3148/A118M wurde fur dgezielte Mutagenese
verwendet. Die zweite Mutation (M209Y) wurde mitifidides modifizierterQuick change
Mutagenesis Protokolls eingeftigt (2.2.1.10).

Das Vorhandensein der Aminoséureaustauschmutatiordewvmittels Sequenzanalyse
bestatigt (2.2.1.18). Die Sequenz befindet sichAnmhang (5.2.5). Das Protein wurde
heterolog in BL-21_UX (2.1.2) produziert (2.2.3.5ynd mittels IMAC und
Heparinaffinitdtschromatographie gereinigt (Abbildu27). Aus 2 LE. coli Kultur lie3en

sich ca. 21,40mg Protein praparieren.
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Abbildung 27: Reinigung von Mma3148/A118M/M209Y.

(A) Verlauf der Heparin-Affinitditschromatographi®&ommentar siehe Abbildung 11. (B) Analyse der
Fraktionen nach der Heparin-Affinitatschromatogiapher SDS-PAGE dargestellt. NProtein Molecular
Weight Marker (Fermentas, 2.1.6.2), relative Molmassen X litks angegeben. Oben sind die Nummern der

Fraktionen angegeben. Die Fraktionen 24-27 wurdgainigt und einkonzentriert.

Bei der Analyse des gereinigten Proteins per SD&PA2.2.3.2) wurden zwei zusatzliche
Proteinbanden im Bereich von 66kDA bzw. 60kDA datkund eine in Bereich 25kDA.
Das Vorhandensein der oberen Banden lasst sicbrfdggweise erklaren: Das Mma3148
Protein hat drei Cysteinreste. Falls die Cysteiteres der Oberflache des Proteins liegen,
konnen sie Disulfidbricken mit den auf der Obetiidiegenden Cysteinresten eines
anderen Proteins ausbilden, wobei Dimere entstktienen. Zu diesem Zeitpunkt war die
3D-Struktur von Mma3148 noch nicht bekannt und Rlasition der Cysteinreste konnte
nicht bestimmt werden. Da der Puffer, in dem dastdin sich nach der
Heparinaffinitdtschromatographie befunden hat, &eiReduktionsmittel enthielt, die
Disulfidbricken aufbrechen, wurde vermutet, dass lolei der SDS-PAGE zusétzlich
detektierten Banden Dimere sein konnten. Alternkfinnten die zusatzlichen Banden von
kontaminierenderk. coli Proteinen stammen. Die zusatzlichen Proteine haerviel
grolReres Molekulargewicht als das untersuchte rotleshalb konnen sie leicht Uber
Gelfiltration abgetrennt werden. Das Aliquot depteémmischung wurde zusatzlich tber
Gelfiltration gereinigt (2.2.3.4). Fur die Gelfdttion wurde eine Superdex 75-Saule
verwendet, die fur die Trennung von Proteinen ziaesc30 und 70 kDa geeignet ist. Der
Ablauf der Gelfiltration ist in Abbildung 28 darde#it. Fir die Gelfiltration wurde ein
Tris-Puffer mit 2 mM 3-Mercaptoethanol (2.1.10)wendet.
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Abbildung 28: Gelfiltration von Mma3148/A118M/M209Y

(A) Verlauf der Gelfiltration. Photometrische Abptipnsmessung des Eluats bei 280 nm (Blau Linie) un
260 nm (rote Linie). Die Skala links zeigt die Apsiion bei 280 nm. Die grinen Linien zeigen die @6
einer Fraktion. Unten ist das Volumen in Milliliteangegeben. (B) Die Analyse der Fraktionen per
SDS-PAGE. Die Fraktionen 3 und 4 wurden vereinigdl @inkonzentriert. MProtein Molecular Weight
Marker (Fermentas, 2.1.6.2), relative Molmassen X Hlitks angegeben.

Nach der Gelfiltration sind die zuséatzlichen Banderit mehr zu sehen. Die Fraktionen 3
und 4 wurden vereinigt, einkonzentriert und dastétnowurde fur die Enzymologische
Charakterisierung verwendet.

3.4.2.3 Enzymologische Charakterisierung von Mma3B4A118M
Bevor das Protein auf U-Endo-Aktivitat gepriuft weydvurden die Kontrollexperimente

zum Ausschluss von Kontamination mit Mth212, die Kiapitel 3.1.2. beschrieben sind,

durchgefuhrt. Die Ergebnisse des Kontrolltested simAbbildung 29 zu sehen.
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Abbildung 29: Aktivitat von Mma3148/A118M.
(A) Schema des Oligonukleotidsubstrats. Details z8abstrat siehe Abbildung 12. (B) Analyse der
Reaktionsprodukte mittels ALF-PAGE. Prufung auf Kamination mit Mth212. Fir die Reaktion wurden 60
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pmol Mma3148/A118M bzw. 0,24 pmol Mth212 mit 0,12q der angegebenen Substrate in 50 pl 20mM
K ,HPQOy KH,PQ,, 50mM KCI, 1mM MgC} bei65°C fur 20 min. inkubiert. (U_RIB/G: das Substisitmit 5
RNA Nukleotiden am 3 -Ende gegen Exonukleaseaktigeschitzt).

Aufgrund der Abwesenheit jeglicher detektierbarektivitdt von Mma3148/A118M bei
65°C, wurde eine Kontamination mit Mth212 ausgesssgn (Abbildung 29B).

Die AP-Endo- und 355 Exo-Aktivitdten von Mma3148/A118M wurden an den
AP/35-G und T/35-G Substraten gemessen (Abbildu)g Bie U-Endo-Aktivitat wurde
an den U/35-G und U/35-RIB_G Substraten geprtift.
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Abbildung 30: Aktivitat von Mma3148/A118M.

(A) Schema des Oligonukleotidsubstrats. Details zouobstrat siehe Abbildung 12. (B) Analyse der
Reaktionsprodukte mittels ALF-PAGE. Es wurden 60opnMma3148/A118M mit 0,12 pmol der
angegebenen Substrate in 50ul 20mMIROy/ KH,PQ,, 50mM KCI, 1mM MgC} bei 30°C fiir 20 min.
inkubiert.

Unter den verwendeten Bedingungen wurde die ertear®—»5" Exo-Aktivitat und
AP-Endo-Aktivitat nachgewiesen. An dem U_RIB/35-@bStrat wurde am Rande der
Signifikanzschwelle eine U-Endo-Aktivitat detektier jedoch ist ein hoher
Enzymuberschuss (Enzym/Substrat Verhaltnis 508ofwendig.
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Da die U-Endo-Aktivitat des Proteins schwach aus@gp war, wurden mehrere
Experimente fir die Bestimmung der optimalen Readibedingungen durchgefuhrt. Die
optimalen Reaktionsbedingungen wurden fir die UriEindonuklease-Aktivitat von
Mth212 von Jens Georg im Rahmen seiner Arbeit ipestiund in vorliegender Arbeit fur
die Aktivitatsmessung von Mma3148 verwendet, ndm®emM K;HPOy/ KH,PO, pH6,2,
50mM KCI, 1ImM MgCh. Fir die mdogliche Verbesserung der schwach auagepr
U-Endo-Aktivitat der Einzelmutante wurden verscleed Pufferbedingungen getestet.
(20mM HEPES, pH 7,6, 1mM Mg&l20mM HEPES, pH 7,6, 1ImM Mg&I150mM NacCl;
40mM Tris/HCI, pH 8, 1 mM MgG| 40mM Tris/HCI, pH 8, 1 mM MgG| 50mM
NacCl). Die neuen Pufferbedingungen haben die Adivies Proteins verschlechtert (Die
Daten sind nicht gezeigt). Fir die weiteren Expenite wurde 20mM BHPQOy/ KH,POy,
1mM MgCl, Pufferverwendet. J. Georg hat auch den Einfluss der Kadraton von KCI
auf die U-Endo-Aktivitat von Mth212 analysiert un80mM KCI als optimale
Konzentration flr U-Endeéktivitdt von Mth212 definiert (Georg J., 2005).nJdie
Uridin-Endonuklease-Aktivitat von Mma3148/A118M euhdhen, wurde geprift, ob die
Konzentration von KCI die U-Endo-Aktivitdt der Eiimutante ebenfalls beeinflussen
kann. Daflr wurde der Aktivitatstest mit steigend@nzentration von KCI durchgefinhrt.
In Abbildung 31 ist die Abhangigkeit der Aktivitaiton Mma3148/A118M von der

Konzentration des KCI| dargestellt.
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Abbildung 31: Analyse des Einflusses der KCI-Konzentration aaf diktivitat von

Mma3148/A118M.

(A) Schema des Oligonukleotidsubstrats. Details z8abstrat siehe Abbildung 12 (B) Analyse der
Reaktionsprodukte mittels ALF-PAGE. Es wurden 60opMma3148/A118M mit 0,12 pmol U_RIB/35-G
in 50ul 20mM KHPQy/ KH,PQ,, 1mM MgCh mit 0 mM bis 100mM KCI fur 20 min bei 37°C inkst.
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Die Aktivitdt von Mma3148/A118M wurde schon bei 20mKCl fast vollstandig

inhibiert. Basierend auf den erzielten Ergebnissevurden die optimalen
Reaktionsbedingungen fur die U-Endo-Aktivitat vomisi3148/A118M bestimmt, ndmlich
20mM KoHPOy/ KH,POypH 6,2, ImM MgCJ.

3.4.2.4 Enzymologische Charakterisierung von Mma3B4A118M/M209Y

Das Uber Gelfiltration gereinigte Protein wurde rstieauf Kontamination mit Mth212
gepruft. Da Mth212 bei 65°C aktiv ist und Mma3148 dieser Temperatur denaturiert,
wurden die Kontrollexperimente bei 65°C durchgefiiiras Kontrollexperiment wurde
bei einem Enzym/Substrat-Verhaltnis von 500:1 amMOuG Substrat durchgefuhrt (die
Daten sind nicht gezeigt). Aufgrund der Abwesenlglicher detektierbaren Aktivitét,
wurde eine Kontamination mit Mth212 ausgeschlossen

Die Aktivitat von Mma3148/A118M/M209Y wurde bei @m Enzym/Substrat-Verhaltnis
von 30:1 an den AP/35-G, T/35-G, U/35-G und U_R®B@ Substraten getestet
(Abbildung 32).
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Abbildung 32: Aktivitatstest von Mma3148/A118M/M209Y.

(A) Schema des Oligonukleotidsubstrats. Details z8abstrat siehe Abbildung 12. (B) Analyse der
Reaktionsprodukte mittels ALF-PAGE. Es wurden 3/Gop Mma3148/A118M/M209Y mit 0,12 pmol
AP/35-G, T/35-G, U/35-G, U_RIB/35-G in 50ul 20mMHP O,/ KH,PO,, 1mM MgCl, fir 20 min bei 37°C
inkubiert
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Alle Aktivitaten, die fur den Wildtyp beschriebenumen, sind bei der Doppelmutante
auch vorhanden. Die Doppelmutanten besitzen eark atisgepragte 335’ Exo-Aktivitat
und AP-Endo-Aktivitdt. Das U_RIB/35-G Substrat fdgn exonukleolytischen Abbau
verlangsamt, aber nichtvollstandig eliminiert, was die Unterscheidung der

U-Endo-Aktivitat von der Exo-Aktivitat erschwert.

Bei der Doppelmutante wurde eine starke»3" Exo-Aktivitat festgestellt, so dass das
U/35-RIB_G Substrat den exonukleolytischen Abbathnwvollstandig eliminieren kann.
Deshalb wurde die U-Endo-Aktivitat der Doppelmutaah dem U/40-G Substrat getestet.
Zum Vergleich wurde parallel unter denselben Begliggen der Wildtyp analysiert. Die
Experimente wurden bei einem Enzym/Substrat-Vemigilvon 30:1 durchgefuhrt. Die
Ergebnisse der Aktivitatstests sind in AbbildungdaBgestellt.
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Abbildung 33: Mma3148 und Mma3148/A118M/M209Y Aktivitat an demdl0{G

Substrat.

(A) Schema des Oligonukleotidsubstrats. Details zbubstrat siehe Abbildung 3. (B-C) Analyse der
Reaktionsprodukte mittels ALF-PAGE. Es wurden 3j60pMma3148/A118M/M209Y, bzw. Mma3148 mit
0,12 pmol U/40-G in 450ul 20mM KIPO/ KH,PQ,, 1mM MgCh bei 37°C inkubiert.Nach angegebener
Zeit wurden 20 ul abgenommen und die Reaktion Byitl A.L.F-Marker gestoppt.
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Wie festgestellt wurde, liefert das U/40-G Substraterlassigen Schutz gegen eine>3’
Exo-Aktivitdt. Der exonukleolytische Abbau wurde rkplett eliminiert. Wie erwartet,
besitzt der Wildtyp keine U-Endo-Aktivitat, wahremtle Doppelmutante eine deutlich
detektierbare U-Endo-Aktivitat aufweist. Die U-ERd@tivitat der Doppelmutante war im
Vergleich mit der U-Endo-Aktivitat der Einzelmutardgtarker ausgepragt.

Da die U-Endo-Aktivitat der Doppelmutante schwacisgepragt ist, besteht die Gefahr,
dass diese Aktivitat die Folge einer Kontaminatmib einer U-Glykosylase ist. Um jeden
Zweifel auszuschlieen, wurde ein Kontrollversuch Abwesenheit/Anwesenheit von
EDTA auf Verunreinigung mit einer U-Glykosylase duogefiihrt. EDTA ist ein
organischer Komplexbildner, der mit Metallionen sgtabilen Verbindungen reagiert,
wodurch ein metallabhangiges Protein seine Aktiwitiliert. Die Metallabhangigkeit von
Mth212 wurde bereits nachgewiesen (Georg J, 20D8)Mma3148 ein Homolog von
Mth212 ist, sollte die Aktivitdt von Mma3148 undirsam Derivat auch von der
Anwesenheit der Metallionen anhangig sein. U-Glykase ist metallunabhangig und
bleibt bei der Anwesenheit von EDTA aktiv. In Althihg 34 sind die Reaktionsprodukte

des Kontrollexperimentes zu sehen.
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Abbildung 34: Uberpriifung auf mogliche Verunreinigung mit eikkGlykosylase.

(A) Schema des Oligonukleotidsubstrats dargeste#tails zum Substrat siehe Abbildung 13. (B) Asaly
der Reaktionsprodukte mittels ALF-PAGE. Es wurde® mol Mma3148/A118M/M209Y mit 0,12 pmol
U/40-G in 50ul 20mM KHPQO,/ KH,PQ, 1mM MgChL bei 37°C fir 15 min inkubiertNaOH:
Nachbehandlung mit 200mM NaOH, 5 min bei 95°C, EDTrkubation in Anwesenheit von 10mM EDTA.
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Das Mma3148/A118M/M209Y ist bei der Inkubation n#DTA und nachfolgender
NaOH-Behandlung inaktiv. Die vermutete Glykosyl@deivitat ist nicht festgestellt
worden.

Da beiM.mazel TUDGA eine Thermostabilitéat (bis 77°C) nachgewreseirde, die fur ein
Protein aus einem mesophilen Organismus ungewdhoind Uberflissig ist, wurde das
Mma3148/A118M/M209Y Protein ebenfalls auf Thermbditit geprift (Abbildung 35).
Gleichzeitig kann mit diesem Versuch die optimaleeaRionstemperatur der
Doppelmutante festgestellt werden. Zum Vergleichrdeuunter denselben Bedingungen
Mth212 getestet.
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Abbildung 35: Temperaturabhangigkeit von Mma3148/A118M/M209Y ihith212.
(A) Schema des Oligonukleotidsubstrats. Details Zombstrat siehe Abbildung 13. (B-C) Analyse der
Reaktionsprodukte mittels ALF-PAGE. (B) Messung A&tivitdit von Mma3148/A118M/M209Y von 27°C
bis 52°C. 3,6pmol Mma3148/A118M/M209Y wurde mit B,1pmol U/40-G in 50ul 20mM
K,HPOyY KH,PO,, 1mM MgCL fir 15 min von 27°C bis 52°C inkubiert. (C) Mesguder Aktivitat von
Mth212 von 27°C bis 52°C. 3,6pmol Mth212 wurde nfit{12 pmol U/40-G in 50ul 20mM
K,HPQOy KH,PQ,, 1ImM MgCl fur 15 min von 27°C bis 52°C inkubiert.

Mit der Erh6hung der Inkubationstemperatur hat diktivitat der Doppelmutante
nachgelassen und ab 47°C ist das Protein fastt&otisy inaktiv geworden. Die starkste
Aktivitat von Mma3148/A118M/M209Y wurde bei 37°C tdktiert. Im Gegensatz zur
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Doppelmutante hat die Aktivitdt von Mth212 bei gesider Temperatur zugenommen. Da
die optimale Aktivitatstemperatur fur beide Enzymeaunterschiedlichen Bereichen liegt,
kann mit diesem Versuch gleichzeitig eine Kontamam mit Mth212 nochmals

ausgeschlossen werden.

3.4.3 Diskussion

Die Einzelmutante Mma3148/A118M hat eine leicht&tiktivitdt gewonnen. Durch die
zweite Mutation (Mma3148/A118M/M209Y) wurde die UAktivitat unerheblich
vergrol3ert. Wie nachgewiesen wurde, ist der Wildiypa3148 eine U-Endonuklease mit
guter Diskriminierung gegen Thymin und Cytosin. Beb wurde vermutet, dass die
U/G-Aktivitat nicht neu geschaffen wurde, sondelie Aktivitaten des Enzyms generell

gestiegen sind.

3.5 Strukturanalyse von Mma3148/A118M/M209Y

J. Georg hat seine Arbeitshypothese UuUber die Aigsta Mma3148 mit einer
U/G-Aktivitat mittels Austausch von zwei Aminoséareste auf der Basis der Betrachtung
von Apel 3D-Struktur und des Vergleichs der Segeanzon Apel, Mth212 und
Mma3148 begrindet. Um die Hypothese zu Uuberprifed das Verstandnis des
Erkennungsmechanismus des  U/G-Substrates zu  estief wurde  eine
Rontgenkristallstruktur von Mma3148/A118M/M209Y pestellt und mit den Strukturen
von Mth212 und Apel verglichen. Die Kristallstruktwvon Mma3148/A118M/M209Y
wurde als Apoform bestimmt. Die Herstellung der ®@nkristallstruktur von Mth212
wurde in Rahmen der Arbeit von L. Schomacher dwetiftyt (L. Schomacher, 2007).
Jedoch war die Klarung des Erkennungsmechanismugxacil nicht moglich.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fir die Herstellueg Bontgenkristallstruktur das Protein
(Mma3148/A118M/M209Y) in eine Menge von 20mg proéuz Die Kristallstruktur
wurde von Kristina Lakomek und Achim Dickmann hestgdit und analysiert (Abteilung
fur Molekulare Strukturbiologie, dieses Institut).

In Abbildung 36A ist die Aufeinanderlagerung deru®turen des Apel/DNA-Komplexes,
Mth212 und Mma3148/A118M/M209Y dargestellt. In Alohing 36 B-C sind die im
Kapitel 3.4.1 besprochene Aminosaurereste zu sehen.
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Arg 177

Met117

Met 271
Met 271

Met118

Ala118 Met 270

Tyr 209
Met 209

Abbildung 36: Vergleich der Strukturen von Apel, Mma3148, Mma3A3 8M/M209Y
und Mth212.

Die Strukturen wurden mit PyMol bearbeitet. Die PDRteien sind 1DE9 von Apel (Mat al., 2000),
3G91 von Mth212, (Lakomek, L., 2009, unpublizie®)ma3148/A118M/M209Y (Lakomek, L., 2009,
unpubliziert). (A-C): Die Aufeinanderlagerung dertrukturen des Apel/DNA-Komplexs (gelb),
Mma3148/A118M/M209Y (blau) Mth212 (lila). Das Phbsriuckgrat der DNA-Molekdle ist griin. In der
Struktur von Mth212 ist das Mb -Kation als lila-Kugel dargestellt. In der Struktuon Apel ist das
Mn?* -Kation als gelbe Kugel dargestellt und in deruBtnr von Mma3148 ist Mg -Kation eine blaue
Kugel. Im Apel-DNA-Komlexs ist die AP-Stelle dunk@rau markiert. Die mit der DNA kontaktierenden
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Aminosaurereste sind alsticks dargestellt. (A) Vergleich der Strukturen von Apeé¥ith212 und
Mma3148/A118M/M209Y. (B) Die Aminosadurereste von eA\p Mth212, Mma3148, die in die DNA
interkalieren. Alal18 und Met 209 von Mma3148 ssuhwarz gefarbt (mit PyMol modelliert). (C) Die
Aminosaurereste von Apel, Mth212, Mma3148/A118M/iM20die in die DNA interkalieren.

Wie erwartet, weisen alle drei Proteine eine safvehStrukturdhnlichkeit zueinander auf.
Die Aminosaurereste bei Apel, Mth212 und bei Mma&@aA418M/M209Y, die fur die
Katalyse wichtig sind, entsprechen einander (K.dm&k, 2009, unpubliziert).

Alal18 und Met209 bei Mma3148 wurden durch Met bZwr ausgetauscht (Kapitel
3.4.1). An der Stelle 118 eingefiigtes Methioniremest in die kleine Furche und das an
der Stelle 209 eingeflgte gegentberliegende Tyroatreine groéRere Kontaktoberflache
mit der DNA als Methionin (modelliert) (Abbildunge3B-C). Die genaue Untersuchung
der Wechselwierkungen von Mma3148/A118M/M209Y det DNA sind nicht méglich,
da nur die Apoform des Proteins bestimmt wurde.Reste Argl77 und Met270 bei Apel,
die Met118 und Tyr209 bei Mma3148 entsprechen,rie@n im Modell in die DNA.
Dadurch wird der Enzym/DNA-Komplex stabilisiert udge Dissoziation des Proteins von
der DNA verlangsamt (Moét al., 2000). Es kénnte sein, dass die zwei Austauggmn
bei Mma3148 die Dissoziation des Proteins von ddADverlangsamt haben und damit
die U-Prozessierung nicht nur an ,leichten® Sudtsin (U/T, U/C) ermdglicht haben,

sondern auch an U/G.

3.6 Genetische Untersuchung von Mma3148 und
Mma3148/A118M/M209Y

Durch zwei Mutationen A118M und M209Y wurde Mma3148t einer biochemisch
nachweisbaren U/G-Endoaktivitat ausgestattet (Mm&3Wildtyp hat nur U/T- und
U/C-Aktivitat). Fur die nachste Untersuchung, ob e di Doppelmutante
(Mma3148/A118M/M209Y) genetisch nachweisbar in rin@NA-U-Reparaturwegn
vivo eingeschlossen werden konnen, wurde ein U-DNA-Rep@experimentin vivo
geplant. (3.6.2). Wie in Abschnitt 1.3 erklart ikgnn das geplante Experiment nicht in
homologen archaeellen Hintergrund durchgefiihrt eerdDeshalb wurdde. coli als
Hintergrund gewahlt. Bevor das geplante Experimehtrchgefuhrt wird, muss
nachgewiesen werden, dass Mma3148/A118M/M209F. icoli in funktionsfahiger Form
vorliegt. Dafir wird ein genetischer Test durchdmefiider auf den Eigenschaften von
Mma3148 als Exolll-Homolog (nicht aber als U-Endkiease) beruht (3.6.1).
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3.6.1 Uberpriifung des Vorliegens von Mma3148 und MaB8148/A118M/M209
in E. coli in funktionsfahiger Form

Die Uberprifung des Vorliegens von Mma3148 und Mid83A118M/M209Y inE. coli

in funktionsfahiger Form beruht auf der in der La®r beschriebenen Beobachtung:
Ausfall des xthA-Gens (Gen vorE. coli Exolll) erzeugt als Phanotyp MitomycinC
Sensitivitat der Zellen (Cunninghaghal., 1986). Die Fahigkeit desma3148-Gens diesen
Phanotyp zu komplementieren, kann als Anzeichen Ewaolll-&dhnlicher Aktivitdt des
entsprechenden Genproduktes betrachtet werden andt dvird das Vorliegen der
Proteine in funktionsfahiger Form demonstriert. @@tlage ist der BW2511thA Stamm
(Kyo kollection, National Institute of Genetics).{122). Zuerst wurde der BW251A8hA
Stamm,in dem das<thA-Gen durch eine Kanamycinkassette ersetzt istdeufStruktur
des Genlocuses und auf die Sensitivitdt gegenil®niyicin C geprtft. Die untersuchten
Gene (dasxthA-Gen fur die positive Kontrolle) wurden in einen RKigr mit einem
entsprechenden Expressionssystem umintegriert wndexpression der entsprechenden

Proteine wurde getestet.

3.6.1.1 Uberprifung des BW2511&thA Stammes (Kyo collection, National

Institute of Genetics, Japan)

[i] Struktur der Genlocus

Der Stamm wurde mittels PCR analysiert, wofir vierimer verwendet wurden:
AulRenprimer XTH_AUS_SET, XTH_AUS_ ANT (2.1.5.4), edi au3erhalb der
Kanamycinkassette hybridisieren und nach der PC&kfitsn ein Fragment von ca.
1450bp erzeugen sollen und Innenprimer KAN_SEN, KANT (2.1.5.3), die innerhalb
der Kanamycinkassette hybridisieren und ein Fragnaen ca. 470bp generieren sollen.
Die Kombinationen XTH_AUS_SET, KAN_ANT und XTH_AUBNT, KAN_SEN

produzieren Fragmente mit 780 bp bzw. 1050 bp. &ielgreiche Verifizierung des

Stammes ist in Abbildung 37 zu sehen.
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Vor der Eliminierung von kan

1450 bp

R0 bp

KAN ANT
470 b

A e Chromosomalec DNA

Nach der Eliminierung von kan

250 bp

TRT 1000

B

Abbildung 37: PCR-Analyse der Deletionskonstruktion.

A: Schema dekan-Gens im Chromosom vor der Eliminierung.

B: Schema nach der Eliminierung des-Gens

C: Analyse der PCR-Produkte. a: K12, b: BW252%BA kan, c: BW25113ixthA

I: KAN_ANT, KAN_SET; II: XTH_AUS_ANT, XTH_AUS_SETIll: KAN_SET,
XTH_AUS_ANT,; IV: KAN_ANT, XTH_AUS_SET

Nach der Bestatigung, dass im BW25A%BHA Stamm das XthA Gen durch eine
Kanamycinkassette ersetz wurde, wurde klasGen mittels des die FLP-Recombinase
exprimierenden Plasmids pCP20 (2.1.4.3) aus deraridsom eliminiert (Datsenko K. A.
and Wanner B. L., 2000) und der Stamm wurde ermaiit den oben genannten
Aul3en- und Innenprimern verifiziert (Abbildung 37).

[ii] Bestatigung des Mitomycin C Phanotyps de8W25113\AxthA Stammes

Die AxthA Mutante wurde in der Arbeit von Cunningham R.ePal untersucht und es
wurde gezeigt, dass die Mutante eine Sensitivigggegiber Mitomycin C aufweist.
(Cunninghamet al., 1986). Das bedeutet, dass die Reparatur dersiiks die
MitomycinC in komplementéare Strdnge der DNA Duplenfuhrt (Tomasz, 1995),
teilweise von der Aktivitat von Exolll abh&angig.ist

Die Sensitivitat des BW251MXthA Stammes gegenuber Mitomycin C wurde
entsprechend der Prozedur von R. P. Cunningbaal. bestatigt (Cunningharet al.,

1986). Jedoch musste die Menge von Mitomycin C m&éierhoht werden, um sich dem
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von Cunninghanet al. beschriebenen Effekt zu nahern. Der Wildtyp (Kd2monstriert
leichte Empfindlichkeit gegentiber Mitomycin C (3@pn), wahrend deAxthA BW25113
Stamm stark sensitiv ist (Abbildung 39).

3.6.1.2 Umklonierung der untersuchten Gene aus dempET_B_001 Vektor (thA,
mm3148, mm3148/A118M/M209Y) in den pKK-223-3 Vektor

Um zuverlassige und stichhaltige Ergebnisse desi@mentationstestes zu bekommen,
ist es wichtig, das richtige Expressionssystemdi@s untersuchte Protein zu wéhlen. Es
wurde der pKK223-3 Vektor (2.1.4.6) ausgewahlt. pKK223-3 befindet sich das
klonierte Gen unter der Kontrolle deéac Promoters. Dettac Promoter hat folgende
Eigenschaften: (i) Hohes Transkriptions-Niveau mauzierten Zustand. (ii) Sehr niedriges
im nicht induzierten Zustand (i.e. GrofRer Induksfaktor). Der Induktionsfaktor von
pET_B_001 ist im Vergleich mit pKK223-3 nicht soo@r Die Sequenz des Vektors
befindet sich im Anhang (5.2.1.5).

Die untersuchten Gene wurden urspringlich in deh B 001 Vektor integriert und far
das Komplementationsexperiment mussen sie in dd{2pB-3 inseriert werden. Fir die
Kontrolle, ob die Komplementation bei den ausgegrcBedingungen funktionieren wird,
wurdeE. coli Exolll (xthA) ebenfalls aus pET_B_001 in pKK223-3 integriert.

Die Gene, die die Proteine Mma3148 und Mma3148/AINMR09Y kodieren, wurden mit

den Primern pKK_Mma3148_ For (2.1.2), der eine Stéteile fir EcoRI enthalt, und
pKK_Mma3148 Rev (2.1.2), der eine SchnittstelleHimd Il hat, amplifiziert (2.2.1.13).

Das PCR-Produkt wurde in den pCR-Blunt [I-TOPO \éek{2.1.4.1) zwischenkloniert
(2.2.1.14), mit Restriktionsendonukleasen herawsgetien, aufgereinigt (2.2.1.8) und
Uber EcoRI- und Hindlll-Restriktionsschnittstellen den pKK223-3 Vektor ligiert

(2.2.1.16). Das Konstrukt pKK223-3/Gen wurde in DH®2.1.2) transformiert (2.2.2.3)
und der Transformationsansatz wurde auf Selektiydaiden ausplattiert. Zwei Klone von
pKK223/Mma3148 und zwei Klone von pKK223/Mma314818M/M209Y wurden per

Sequenzierung analysiert. Die korrekten Sequenzem G&ene wurden mittels
Sequenzanalyse bestatigt (2.2.1.18). Die Sequebeéinden sich im Anhang (5.2.4;
5.2.6).

Die Umklonierung desthA-Gens wurde in gleicher Weise durchgefiihrt. Jeduoksten

bei der Umklonierung dedhA-Gens unerwartete Schwierigkeiten iberwunden weidien,
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im Kapitel 3.6.3 ausfuhrlich betrachtet werden. mdowurden per Sequenzierung

analysiert. Die Sequenzen befinden sich im Anharig §).
3.6.1.3 Testexpression voR. coli Exolll, Mma3148 und Mma3148/A118M/M209Y

Die Expression der GenghA, mma3148 und mma3148/A118M/M209Y wurde unter
reprimierenden und dereprimierenden BedingungerriftepDaflir wurde ein Plasmid
pPREP4 (2.1.4.4) eingesetzt, das ein Gen flurldeinRepressor hat. Der BW2514&hA
Stamm wurde mit den pREP4, pKK223-3/Gen und mit BEB:-3 Plasmiden transformiert
(2.2.2.3), verdiinnt und auf Selektivplatten (Raamp'®®) ausplattiert. Von den Platten
wurde ein Klon jedes Transformationsansatzes stlies dYT-Medium inokuliert und bis
zum Erreichen einer O.Eevon 0,6 bei 37°C inkubiert. Ein Teil der Probe deidann mit
1mM IPTG induziert und 3 h bei 37°C inkubiert. Dmveite Teil wurde unter denselben
Bedingungen ohne Induktion hochwachsen gelassene [xpression des
Mma3148/A118M/M209Y Gens wurde zusatzlich ohnacl-Repressor getestet. Nach 3
Stunden Inkubation wurde ein Aliquot von jedem Amsper SDS-PAGE analysiert
(2.2.3.2) (Abbildung 38).

Kein Pl id pKK223/XthA pKK223/Mma3148 pKK223/Mma3148 pKK223/Mma314¢
ein Plasmi pREP4 pREP4 /A118M/M209Y /A118M/M209Y
pREP4

+ = + = + - 5

116.0
66.2

LI

—_—

45.0
35.0

ame

I
Il

25.0

18.4
14.4

(e

\

'

T
(1

Abbildung 38: SDS-PAGE Analyse der Testproteinexpression.
Stamm in allen Fallen BW251A3thA, -/+ nicht induziert/induziert. coli Exolll, Mm3148~31kDa,

Weitere experimentelle Details siehe Text.

Wie in Abbildung 38 zu sehen, wurde die ExpressienGene festgestellt. Die Expression
des Mma3148/A118M/M209Y Gens ohne Repressor und ohne Induktion wurde
nachgewiesen. Die Funktionsfahigkeit des ausgewaslitixpressionssystems wurde damit

bestatigt.
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3.6.1.4 Komplementationsexperiment und Bestéatigundes Vorliegens von Mma3148
und Mma3148/A118M/M209Y in funktionsfahiger Form in E. coli.

Mit Uberprifung des Stammes, Umklonierung der Gewosvie Testexpression der
untersuchten Proteine wurden alle notwendigen \fertuengen getroffen. Die Sensitivitat
des E. coli K12 BW25112xthA Stammes (2.1.2) gegenuber Mitomycin C wurde
entsprechend der Prozedur von R. P. Cunningiiaain bestétigt. Die Gene, die Mma3148
und Mma3148/A118M/M209Y Proteine kodieren, wurdenden entsprechenden Vektor
umkloniert und die Proteinexpression gepruft.Bba&oli Exolll wahrscheinlich toxisch ist,
wurde auf den Kontrollkomplementationstest mit pRRXthA verzichtet. Zur
Untersuchung der Toxizitat dek. coli Exolll-Proteins siehe Kapitel 3.6.3. Das
Komplementationsexperiment wurde wie in Methode222beschrieben durchgefuhrt. In

Abbildung 39 sind die Ergebnisse des Komplememiatastes dargestellt.

J. BACTERIOL.

—— E coli K12 BW25113 delta XthA
——E coli K12

—&— pKK223/Mma3148

-log survival
" -
T T
//%ﬂ
1 o |
log survival

. ! :\. —A— pKK223/Mma3148/A118MIM209Y
a o nfe \.

W axth
O nfo axth o
A nfo axth nth

F 1 1 L I
[+] 10 20 a0 40

Mitomycin (ug/ml)

Mitomycin C (pg)

Abbildung 39: Bestatigung der Sensitivitat der coli K12 und BW2511&xthA Mutanten
gegeniber Mitomycin C und Komplementation des Mitom C-Phé&notyps durch die

Mma3148 und Mma3148/A118M/M209Y Gene.

(Links) Die Empflindlichkeit der K12 undxthA Mutanten gegeniiber Mitomycin C. Die Abbildung statm
aus Cunninghanet al., 1986 (Rechts, rot) Die Empfindlichkeit dé&s coli K12 Stammes gegeniber
MitomycinC. (Rechts, blau) Die Empflindlichkeit dek. coli K12 BW25112xthA Stammes aus
KyoKollection gegeniiber Mitomycin C. (Orange, Griin) Die Komplatagon desxthA Gens durch
Mma3148 und Mma3148/A118M/M209Y (gemessen nur mit 30pg/ml Mitomycin).
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Jeder Test wurde dreimal wiederholt und aus dentéNewurden Mittelwert und
Standardabweichung berechnet. Parallel wurden Kidty und K12 BW2511AxthA
auf die Sensitivitat gegenidber Mitomycin C gepri#l12 Wildtyp und K12
BW25113xthA haben wie erwartet Sensitivitat gegentber Mitomyeigezeigt. Der K12
Wildtyp hat eine leichte Empfindlichkeit demonsttjevéhrend der K12 BW2511\3thA
Stamm stark sensitiv ist. Jedoch musste die Memge Mitomycin C zweimal erhoht
werden, um sich zum von Cunninghatal. beschriebenen Effekt zu néhern. Der Test, ob
dasM. mazei Exolll-Homolog (Mma3148) und sein Derivat (Mma31A818M/M209Y)
das E. coli Exolll-Homolog ersetzen kann, wurde mit 30ug/ml édtycin C
durchgefuhrt. Laut der Ergebnisse komplementiertd@d8E. coli Exolll sehr effektiv.
Die Werte der drei Experimente lagen sehr nahe nameler, daher sind die
Standardabweichungen ziemlich gering. Mma3148/A1MRO9Y ersetztE. coli Exolll
nicht so effektiv wie der Wildtyp.

Mit dem Komplementationstest wurde gezeigt, dassaBtd8 und sein Derivat in der
Lage sind, ein Exolll-Homolog aus. coli in vivo wirkungsvoll zu ersetzen, was auf die
Funktionsfahigkeit desarchaeellen Proteins i&. coli hinweist und eine erfolgreiche
Durchfiuhrung des geplantes U-DNA-Reparaturexpertesenm heterologenE. coli
Hintergrund wahrscheinlicher macht.

3.6.2 Versuch der Komplementation des U-Reparaturdektes vonE. coli Aung mit
Mma3148/A118M/M209Y

In der Literatur wurde eine genetische Analyse ecoli Mismatch-Reparaturin vivo
beschrieben, bei der die Effizienz dieses Reparsahanismus mit Hilfe von M13
heteroduplex DNA (hdDNA) gemessen wurde. Die naahladansformation der Zellen mit
der M13 heteroduplex DNA entstandenen blauen oaldnidsen Plaques wiesen auf die
Reparaturereignissa vivo hin (Krameret al., 1984). Basierend auf dem Prinzip der dort
beschriebenen Methode wird M13mp20-heteroduplex-DkAder zwei Fehlpaarungen
(U/G und T/C) in die MlBacZa-Region eingefugt sind, konstruiert. (Die fur die
Herstellung des M13mp20-heteroduplex-DNA-Konstrektedtigen Schritte sind im
Kapitel 3.6.2.2. beschreiben.) Beide Strdnge desskoktes codieren den farblosen
Phanotyp (Abbildung 40). Wie im Abschnitt 3.6.2.Aher erlautert wird, kann die
U-DNA-Reparatur durch die U-Endoaktivitdt der Dojppetante oder durch das
Mismatch-System der Zelle ausgelost werden. Als Folge Mesmatch-Reparatur oder
Ausbleiben der Reparatur ist die Bildung der fasblo Plaques zu erwarten. Blaue Plaques
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sind moglich als Resultat von Reparatur der U/Ghpaadrung zugunsten des Plus-Stranges
(ausgelost z.B. durch endonukleolytischen Schnigimb U-Rest), sofern die
DNA-Synthesetraktlange weniger als 46 Nukleotidetrdmt.

46nt

O ®

, G :
J8 s T\ag 77 NG .3
-é;'_\C/TC A\U/C g

O O U-Endo-

Schnitt
Reparatursynthese

Abbildung 40: Schema des Fragmentes des M13mp20-heteroduplextowatruktes.

(+) bzw. (-): Plus- bzw. Minus-Strang des Phagengen Thymin des Stopcodons 32 (TAG) liaeZa-Gen
auf dem (+) Strang bildet eine Fehlpaarung mit €iyt@us. Guanin des Codons Tryptophan 74ac#o-
Gen auf dem (+) Strang bildet eine FehlpaarungUreicil aus. (Weitere Details siehe im Kapitel 3.6)2
Weille Kreise: Stopcodons (im Plus-Strang) bzw. Kiemgnt davon (im Minus-Strang). Blaue Kreise:

Sinncodons bzw. Komplement davon.

3.6.2.1 Erklarung der verwendenden genetischen Asga

Zwei Arten der Reparatur der Heteroduplex DNA miisaeBetracht gezogen werden:

1. DNA-Mismatch-Reparatur

2. DNA-U-Reparatur

Die U-DNA-Reparatur soll auf die von der DNA-U-Emdikleaseaktivitat der
Doppelmutante ausgeldsten Ereignisse reduziert emerdus diesem Grund wird ein
E. coli K12 Aung Stamm als Hintergrund verwendet und durch die kBirudes
heteroduplex DNA Konstruktes werden die beiden &nign Arten von Reparatur
unterscheidbar.

Im Fall, dass keine Reparatur stattfindet, treteiméc Verdnderungen in (+) oder (-) Strang
auf. Es wird passive Segregation der auf den besdigimgen codierten Marker erwartet. In
diesem Fall werden nur farblose Plaques gebildet.

1. DNA-Mismatch-Reparatur (MMR).

Fur DNA-Mismatch-Reparatur kommen zwei Falle in Betracht. (i) Rapar mit (+)
Strang als Template. Die Reparatursynthese ladgftl@o (-) Strang in 553’ Richtung.
Die linke Fehlpaarung (T/C) ist kein Substrat fiM/& Mismatch-Reparatur, deshalb bleibt
das Stopcodon auf dem (+) Strang vorhanden. DibteeEehlpaarung wird repariert

(AUC—ACC). Die linke Fehlpaarung wird wegen ddong patch Natur der
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DNA-Mismatch-Reparatur passiv korepariert (Marti and Fleck,40@nit dem Ergebnis
des Komplements eines Stopcodons im (-) Strango Alsdieren beide Strange fur
farblosen Plaquesphanotyp.

(i) Reparatur mit (-) Strang als Template. Die Repursynthese lauft auf dem (+) Strang
in 5’—3’ Richtung. Der (+) Strang wird in Abwesenheit Méareparatur zwei Stopcodons
enthalten. Bei Koreparatur des T/C-Mismatches wiad Stopcodon passiv zu einem Glu
(GAG)-Codon geandert. Also haben in diesem FallddeStrange die fur farblose
Plaguephanotypen codierende Sequenz.

2. DNA-U-Reparatur, die durch die U-Endoaktivitér doppelmutante ausgeldst wird.
Reparatur mit (+) Strang als Template. Auf demStjang wird DNA-U-Reparatur mit
einer Strangincision auf 5-Seite des Uridinresigsstartet. Falls die entstehende
Strangunterbrechung Reparatur mit kurzen Synthedg&ingen auslost, ist die Reparatur
an U/G ohne passive Koreparatur links zu erwar@as Resultat ist eine heteroduplex
DNA mit einem Stopcodon im (+) Strang und den Koenpénten von Glu und Trp im (-)
Strang. Die Zellen werden nach der Markersegregaid’hagenarten enthalten, was zu

einem gefleckten Plaguephéanotyp fuhrt.

3.6.2.2 Herstellung eines M13-heteroduplex-DNA-Konstruktes mit U/G- und
T/C-Fehlpaarung

Das M13mp20-heteroduplex-DNA-Konstrukt wurde, wighamatisch in Abbildung 41
skizziert ist, vorbereitet. Alle Schritte der Hediing des Konstruktes wurden im Agarose
Gel analysiert (2.2.1.11) (Abbildung 42).

Ausgangmaterial fur das heteroduplex Konstrukt WHr3mp20 dsDNA (2.1.4.7). Auf
dem (+) Strang inlacZa Gen wurde ein Serincodon 32 (TCC) mitt€sick change
mutagenesis (2.2.1.10) gegen ein Stopcodon (TAG) ausgetaudGleichzeitig wurde
damit eine Ncol-Schnittstelle zerstort (AbbildunbAd. Durch den zweiten Austausch von
Prolincodon 50 (CCT) gegen Histidincodon (CAT) wairdine neue Ncol-Schnittstelle
eingebaut (Abbildung 41A). Ein Fragment, in dem 8iopcodon eingefuhrt wurde und
das zwischen der Pstl und der neuen Ncol-Schiiéisteegt, ist 73 nt lang und schlief3t
Tryptophan 47 (TGG) ein (Abbildung 41A; Abbildung 41). Das Konstrukt wurde
M13mp20/Stop/Ncol genannt. Die korrekte Sequenz desns wurde mittels
Sequenzanalyse bestétigt (2.2.1.18). Die Sequdimbesich im Anhang (5.2.3). Der (+)
Strang wurde isoliert (Abbildung 41A; Abbildung 4). M13mp20/Stop/Ncol dsDNA
wurde mit Pstl und Ncol gespalten, wodurch das 78nge Fragment ausgeschnitten
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wurde. Das grofRere Fragment wurde mittels Suchrademt gereinigt (Abbildung
41B_1; Abbildung 42_2)Das gereinigte Fragment wurde mit einem Uberscluess
M13mp20/Stop/Ncol ssDNA gemischt (Abbildung 41B_ Apbildung 42_4). Die
DNA-Mischung wurde thermisch denaturiert und rerattt Das Resultat dieses Schrittes
ist die Ausbildung des gap duplex DNA-KonstruktgdNA) (Abbildung 41B_3). Die
gdDNA hat im Vergleich mit Ubriggebliebener ssDNAdu doppelstrangiger linearer
dsDNA eine niedrigere elektrophoretische Mobili(Abbildung 42_5). Die Mutationen
wurden bei der Annealing des synthetischen Prinengefihrt (Abbildung 41B_4;
Abbildung 42_8). Der Primer ist 73 Nukleotide langd zu dem DNA-Abschnitt, der
gegeniber der Lucke liegt, mit Ausnahme von 2 Natiden komplementér. Nach der
Hybridisierung entstand also ein Konstrukt mit 2hlpaarungen, namlich eine T/C
Fehlpaarung mit eingebautem Stopcodon (TAG/CTC) eind U/G Fehlpaarung mit Trp
47 (TGG/AUC) (Abbildung 41B_5; Abbildung 42_8). Bevdas Konstrukt ligiert wird,
muss die Mischung von ssDNA und doppelstrangigaeedier dsDNA, die an der
Hybridisierung nicht teilgenommen hat, befreit ward um unerwinschte
Ligationsereignisse zu vermeiden. Dies wird mit &&tiung der Mischung mit ExoV
erreicht. ExoV ist eine ATP-abhéngige Exonukleades exonukleolytisch lineare
einzelstrangige und lineare doppelstrangige DNA aabb kann (Goldmark, 1972).
Zusatzlich kann das Protein endonukleolytisch Z#au einzelstrangige DNA spalten
(Goldmark, 1972). Die endonukleolytische Aktivitéturde nicht an doppelstrangiger
zirkuldrer DNA detektiert (Karuet al., 1973). Jedoch kann ExoV doppelstrangige
zirkulare DNA abbauen, die eine einzelstrangigekieliwon 5 oder mehr Nukleotiden
aufweist (Karugt al., 1973).

Die nach dem Denaturierung—Renaturierungschritteantlene gdDNA hat eine 73nt lange
einzelstrangige Lucke. Fur die Kontrolle wurde Bi®be nach diesem Schritt mit ExoV
behandelt (Abbildung 42_6). Laut der oben erwahi@erdien ist der vollstandige Abbau
aller DNA-Spezies in der Mischung zu erwarten. d&dstnach der Behandlung immer
noch gdDNA zu sehen. Die gdDNA unter den verwemd&edingungen scheint stabil zu
sein. Nach dem Annealing des synthetischen Primerde die DNA-Mischung mit ExoV
behandelt (Abbildung 42 _9) und danach wurde das dwas Teilen bestehende DNA
Konstrukt ligiert (Abbildung 42_10).
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Abbildung 41: Schema der Herstellung von heteroduplex DiNAitro.

(A) dsDNA von M13mp20. Rot sind die eingefugten Btidnen markiert. Es wurde iracZa Gen Serin 32
gegen Stopcodon eingetauscht und eine neue Ncoiit&télle eingebaut. Griin ist Tryptophan 74 matkie
das fiir die Herstellung von heteroduplex DNA wighst. Blau ist ein am 5’- Ende phosphorylierteinfar
(73nt) mit zwei Codons (ctc und auc) markiert, dieei Fehlpaarungen mit dem eingefiigten Stopcod) (t
und dem Tryptophan (tgg) ausbildet. ssDNA mit detop8odon wurde isoliert. (B) 1. dsDNA mit
eingefligten Mutationen wurde mit Pstl und Ncol gdigm. 2. Das groRe Fragment wurde mittels
Suchrosegradient gereinigt (2.2.1.9) und 0,5ug mReag wurde mit 1,25pg einzelstrdngiger DNA in
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KT-Puffer (2.1.9) gemischt. Die Mischung wurde BBPC fur 5 min inkubiert, damit dsDNA denaturiertdu
dann bei 65°C fur 6 min inkubiert. 3. Denaturierundrenaturierungschritt ergibt gapDNA. 4. gapDNA
wurde mit 4pmol Primer gemischt und 10min bei 6%@itzt, was zu der Ausbildung von dem aus drei

Teilen bestehenden DNA Konstrukt fiihrt. Die Mischwmurde mit ExoV behandelt. 5. Das Konstrukt wurde
bei 16°C lber Nacht ligiert.

—f
—_—
———
-

R

Abbildung 42: Gelelektrophorese Analyse von verschiedenen Zwisthéen in der
Konstruktion von heteroduplex DNA.

1. RF-DNA von M13mp20. 2. RF-DNA von M13mp20 ges$palmit Ncol, Pstl. 3. sSDNA von M13mp20.
4. Mischung von gezeigten Spuren 2 und 3 DNAs. Bching 4 nach der Erhitzung. 6. Mischung 5 nach

der Behandlung mit ExoV. 7. Mischung 5 mit dem Rin8. Mischung 7 nach der Erhitzung. 9. Mischung 8
nach der Behandlung mit ExoV. 10. Mischung 9 naahLdgation.

3.6.2.3 Herstellung eine&. coli K12 NM522 Aung Stammes

Da ein U-prozessierendes Protein getestet wird, smeisi entsprechender Stamm
hergestellt werdenrE. coli besitzt mindestens zwei Uracil prozessierendeeiret Ung
und Mug. Jedoch wird Uracil aus der DNA haupts@thldurch die Aktivitdt des
Ung-Proteins erkannt und entfernt (Lutsenko and gila, 1999). Um zuverlassige
Ergebnisse zu bekommen, muss dag-Gen aus dem Chromosom eines KH2coli
Stammes eliminiert werden. Da das Experiment a@uBVei3-Screening eines M13
Konstruktes basiert, sind folgende Eigenschaftend&n Stamm erforderlich. Die Erste:
M13 ist fahig nur den Bakterienstamm zu infizierdar die am F-Faktor kodierte Sexpili
hat (Sambrook, J., at al., 1989). Die Zweite: D&m8n muss fur die Ermdglichung des
Blau-Weil3-Screenings eine Mutation iatZ-Gen tragen. DeE. coli K12 NM522 Stamm
entspricht den oben besprochenen Bedingungen.ub@&en wurde in diesem Stamm
mittels P1-Transduktion eliminiert (2.2.2.1). Dehdge P1 wurde auf einem Donor
vermehrt und mit diesem Phagenlysat ein Rezipmfitiert wurde. Als Donor wurd&.

coli BL-21_UX (2.1.2) (L. Schomacher, 2007) verwendetem dasing-Gen durch eine
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Kanamycinkassette ersetz wurde. Ein kleiner TeailRleagen nahm die Kanamycinkassette
auf. Bei der Infektion bekam der Rezipient (NM522t.2) den Marker, der dann mit dem
auf dem Chromosom des Rezipienten befindlicheg-Gen rekombinieren kann. Die
positiven Klone wurden auf Kanamycinplatten seksktund dann per PCR verifiziert. Flr
die PCR-Analyse wurden vier Primer verwendet: Auyfdemer UNG_AUS_SEN,
UNG_AUS_ANT (2.1.5.3), die auBBerhalb des Kanamyassette hybridisieren und nach
der PCR-Reaktion ein Fragment von ca. 1745 bp gereund Innenprimer KAN_SEN,
KAN_ANT (2.1.5.3), die innerhalb des Kanamycinkasséybridisieren und ein Fragment
von ca. 470bp generieren sollen. Die Kombinatiob®NG_AUS SET, KAN_ANT und
UNG_AUS_ANT, KAN_SEN produzieren Fragmente mit 1166 bzw. 940 bp. Als
Kontrolle wurden BL-21_UX und NM522 Stdmme mit delhen Primern analysiert. Die
erfolgreiche Verifizierung des Stammes ist in Adbig 43 zu sehen.

Der BL-21_UX Stamm hat eine Kanamycinkassette ueshdlb ergab sich ein gleiches
Muster wie bei der Analyse vom NM522ung Stamm. Beim NM522 Stamm ist ein

ung-Gen vorhanden geblieben, das 920nt hat und bei RI&R-Reaktion mit den
UNG-Primern amplifiziert wurde.

1746 bp
1176 bp
KAN_SEN ‘
FRT > FRT
I UR— | S LA
UNG_AUS_SEN UNG_AUS_ANT
4_
KAN_ANT
————————— Chromosomale DNA | 470 bp 940 bp

a b ¢c abca bca bec

=
-
—
=
——

Abbildung 43: PCR-Analyse der NM52fung Deletionskonstruktion.
Oben: Schema dd@n-Gens im Chromosom. Unten: Analyse der PCR-Progulieste Spur ist 1kb DNA
Marker (2.1.6.1) a: BL21_UX, b: NM522, c: NM52@ng kan. Der Kommentar ist im Text. I: KAN_ANT,

KAN_SET; Il: UNG_AUS_ANT, UNG_AUS_SET; Ill: KAN_SETUNG_AUS_ANT; IV: KAN_ANT,
UNG_AUS_SET
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3.6.2.4 U-DNA-Reparaturin vivo

Fur die Durchfihrung des geplanten U-DNA-Reparatwivo Experimentes wurden die
besprochenen Vorbereitungen getroffen. Es wurd®&®b22Aung Stamm hergestellt und
das M13mp20-heteroduplex-DNA-Konstrukt angefertigt.

Das M13mp20-heteroduplex-Konstrukt ist mit folgemdezwei Modifikationen
ausgestattet. Die Erste ist ein Stopcodon (TAGH Sar32 im lacZ-Gen auf dem (+)
Strang. Das Thymin des eingefligten Stopcodonsthelite Fehlpaarung mit Cytosin aus.
Die Zweite: Guanin des Codons Trp 47 im lacZ-Geh @dam (+) Strang bildet eine
Fehlpaarung mit Uracil aus (Abbildung 41_5).

Es wurden zuerst einige Kontrollexperimente bendfig Mit der ersten Kontrolle wurde
geprift, ob das vorgeschlagene System erwartungdggefunktioniert und die U/G
Fehlpaarung repariert wird. Daflr wurde NM522 mit end
M13mp20-heteroduplex- Konstrukt transformiert (2.3). 2. Die zweite Kontrolle soll
bestéatigen, dass im NM52@ng Stamm die U/G-Reparatur nicht stattfinden kannr De
NM522Aung Stamm wurde mit dem M13mp20-heteroduplex-Konsttresformiert und
der Versuch wurde wiederholt. 3. Fir die Kontroldy die in den pKK223-3 Vektor
integrierten Gene das aus dem Chromosom deletiag€en komplementieren kénnen,
wurde der NM522ung Stamm zuerst mit dem pKK223eBig Konstrukt und danach mit
dem M13mp20-heteroduplex-Konstrukt transformier2.3). 4. Fur die vierte und letzte
Kontrolle wurde der NM52&ung Stamm mit dem pKK223-3/Mma3148 Plasmid und dann
mit dem M13mp20-heteroduplex-Konstrukt transforin{@r2.2.3).

Das letzte Experiment soll zeigen, ob die MmMa314838M/M209Y Doppelmutante mit
schwacher U/G-Aktivitat in der Lage ist, die U/GgReatur zu initiieren. Der NM522ing
Stamm wurde mit dem pKK223-3/Mma3148/A118M/M209¥asthid und dann mit dem
M13mp20-heteroduplex-Konstrukt transformiert.

Jedes Experiment wurde dreimal wiederholt. Die @alglaten befinden sich im Anhang
(5.1).
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Abbildung 44: Prozentualer Anteil der blauen und farblosen Plaqumach dem

Reparaturexperiment.

(Ordinate) Prozentualer Anteil von blauen und fasbh Plaques. (Abszisse) 1. NM522, 2. NM&22g,

3. NM522ung/pKK223-3_ung, 4. NM52Rung/pKK223-3_Mma3138, 5. NM52A2ing/pKK223-

3 Mma3138 A118M/M209Y. (Dasing-Gen wurde in pKK223-3 zwischen Smal und Pstl ligigDie
Umklonierung desing-Gens in den pKK223-3 wurde mit der gleichen Prozd€8eite 86) durchgefiihiDie
RBS wurde aus dem pET_B_001 mitkloniert). Die Sequést im Anhang 5.2.13 angegeben). Die
entsprechenden Stamme wurden mit 3ul Konstruktstoamiert (2.2.2.3). Die Transformationsansatze
wurden in LB-Medium 1:10, 1:100 verdiinnt. Jeder a&ms wurde mit 200ul entsprechender
Ubernachtzellkultur gemischt und bei 37°C fir 5 rimkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben
sofort mit 3ml LB-Weichagar, 120ul X-gal (20mg/miul IPTG (1M) bei 45°C gemischt und auf
LB-Agarplatten ausplattiert. Die Platten wurden I8°C fur 18h inkubiert. Die Originaldaten jedes
individuellen Experiments sind im Anhang 5.1 andee

Das erste Kontrollexperiment ergab 58,2% blaue i®sqund 41,8% farblose Plaques
(Abbildung 44 _1). Die Bildung der blauen Plaquesik@ durch folgende Ereignisse am
M13mp20-heteroduplex-Konstrukt geklart werden. W&ilpaarung wurde im NM522
Wildtyp durch die Aktivitat vonE. coli Ung-Protein repariert. Die farblosen Plaques
konnen der Vermutung nach in folgenden Fallen debiverden. Die U/G-Reparatur hat
nicht stattgefunden oder der mutagenic Primer wardet mit M13mp20/Stop/Ncol ligiert
und die farblosen Plagues stammen vom (+) Strabhgem Stopcodon.

2. Das zweite Kontrollexperiment ergab 23,3% blRlsgues und 76,7% farblose Plaques
(Abbildung 44 2). Die blauen Plagues kdonnen inehed-all als Folge der U-Reparatur,
die durch die unerhebliche U-Aktivitat des zweitencoli Uracil prozessierenden Protein
(Mug) initiiert wurde (Lutsenko and Bhagwat, 199&nistehen.
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Mit den beiden Kontrollexperimenten wurde die emnetr Reparatur des hergestellten
M13- heteroduplex-Konstruktes gezeigt.

3. Das dritte Kontrollexperiment ergab 50,8% bl&l@ques und 49,2% farblose Plaques
(Abbildung 44 3). Die Ungefahr gleiche Menge vomudn und farblosen Plaques in
diesem Fall konnte durch die Konkurrenz zwischen RIMund die durch die
U-Endoaktivitat ausgeloste Reparatur erklart werdBa der erste und der dritte
Kontrolltest ungefahr gleiche Mengen der farblosewl blauen Plaques ergaben, wurde
die Funktionsfahigkeit des vorgeschlagenen Sysftémden Nachweis der U/G-Reparatur
In vivo bestatigt.

4. Mit der vierten und der letzten Kontrolle wurd2i,7% blaue und 72,2% farblose
Plaques festgestellt (Abbildung 44_4). Die Messwveleér 2 und 4 Kontrollexperimente
lagen wie erwartet ziemlich nah zueinander und tavorde bestatigt, dass Mma3148
keine U/G-Reparatur ausfuhrt.

5. Mit dem letzten Versuch, der zeigen soll, ob dwma3148/A118M/M209Y
Doppelmutante die U/G-Reparatur ausfihren kanndemrfolgende Ergebnisse erzielt:
35,4% blaue Plagues und 64,6% farblose Plaquesilinly 44 5). Im Experiment mit
der Doppelmutante wurden 7,7% mehr blaue Plaquzesigt, als in dem mit dem Wildtyp.
Die Daten liefern einen schwachen, aber ausbawdahiginweis auf Beteiligung des
Mma3148/A118M/M209Y-Proteins an U/G-Reparatur. Breschwache Effekt konnte bei
Wiederholung des Tests in einem Stamm, in dem MMRBktviert ist, starker ausfallen

(aus Zeitgrinden nicht gemacht).

3.6.3 Untersuchung der Toxizitat bei der Uberprodukion von E. coli Exolll

Wie erwahnt wurde, traten bei der Umklonierung dehA-Gens unerwartete
Schwierigkeiten auf. Um den Uberraschenden Vorfall klaren, wurden mehrere
Transformanten nach der Transformation von RHBd XL10 mit dem Ligationsansatz
(pPKK223-3kthA) untersucht. Um mdgliche Griinde der Schwierigke#e finden, wurden

inaktive Mutanten voi. coli Exolll konstruiert und untersucht.

3.6.3.1 Sequenzanalyse des pKK223x81A Konstrukts nach der Transformation in
DH5a und XL10 Stamme

DasxthA Gen wurde mit den Primern pKK_Xth_For (enthalteeEroR| Schnittstelle) und
pKK_Xth_Rev (enthalt eine Hindlll Schnittstelle) phfiziert (2.2.1.13). Das
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PCR-Produkt wurde in den pCR-Blunt [I-TOPO Vektavizchenkloniert (2.2.1.14), mit
geeigneten Restriktionsendonukleasen heesdgumitten, aufgereinigt (2.2.1.7) und Uber
EcoRI- und Hindlll-Restriktionsschnittstellen inrd@KK223-3 Vektor ligiert (2.2.1.16).
Das Konstrukt pKK223-3/Gen wurde in Dh5transformiert (2.2.2.3) und der
Transformationsansatz wurde auf Selektivagarplattdmp'®®) ausplattiert. Fiur die
Aufklarung der aufgetretenen Schwierigkeiten wurdeghrere Transformanten untersucht.
In Abbildung 45 ist ein Fragment der Sequenz dak2&3-3kthA Konstrukts dargestellt.

1 10 20 30 40 50 60

1 + + + + + 1

XthA RBS EcoRI(l) ! Il__EcoRIIDATGARATTTGTCTCTT
pKK223-3/XthA_1 AACAATTTCACAJAGGARACAGAATTCGCCCTTTGGCAGARTTCATGARATTTGTCTCTT
pKK223-3/XthA_2 AACARTTTCACAJAGGAAACAGAATTC. ATGARATTTGTCTCTT
Consensus aacaattbcacacaggaaacagaatbC...ceessee vessssATGARATTTGTCTCTT

841 850 860 865
| 4 + |
XthA TCCGCCGCTAA
pKK223-3/XthA_1 TCCGCCGCTAAAGCTTGGCTGTTTT
pKK223-3/XthA_2 TCCGCCGCTARAGCTTGGCTGTTTT
Consensus TCCGCCGCTARagcttggetgtitt

Abbildung 45: Sequenzanalyse des pKK223¢BA Konstrukts.

Ausschnitt der Sequenzen von pKK223/xthA_ 1 mit gin€@OPO-Fragment und pKK223/xthA_2 ohne
TOPO-Fragment. Das schwarze Quadrat markiert dimsomalen Bindungsstellen. EcoR(l) - die
Schnittstelle vom pKK233 Vektor. EcoRI(Il) - die I8idttstelle vom Primer. (I) — TOPO-Fragment,
(1) = 5 Nukleotiden, die zum Klonierungsprimer geén.

M13 Reverse priming site SP6 promoter/priming site |

Nsil Hirl7dlll Asp7181 KonllEcHSGIISacIIB.l:'mHI Splal
n o A [ o

© Hindm
\ s
o Blunt PCR Product e

Xho |

Nsi | )I(Dal Drall

M13 Forward (-20) priming site

11 4584 4552

5- ACAGA;-.'TclccGGIGG.:-.'CCIG':G:«CC’:-c AGCCAAGCTT -2
[ —]
EcoR | ~ Pst | Hind 1l
Sma! BamH I© 78
Xma Acc

Abbildung 46: Multiple cloning site aus (A) pCRBIunt II TOPC(Invitrogen) und (B)
pKK223-3 (Amershsam Pharmacia Biotech).
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Die Gene wurden mit den Primern amplifiziert, dehittstellen fir EcoRI und fur Hind Il enthaltebas
PCR-Produkt wurde in den pCR-Blunt II-TOPO Vektaristhenkloniert. Da der pCR-Blunt 1I-TOPO
Vektor auch zwei EcoRI Schnittstellen 11nt vor undnt nach dem inserierten Gen hat, hat bei der
Ausschneidung des Gens aus dem Vektor mit EcoRHimdlll Enzymen eine Partialverdau stattgefunden,
sodass ein TOPO-Fragment 11nt mit dem Gen ausgéschundin den pKK223-3 integriert wurde.

Rot sind EcoRI uns Hind Il Schnittstellen markig®riin sind 11 nt aus dem pCR-Blunt II-TOPO Vektor,
die in den pKK223-3 mit dem Gen integriert wurden.

Die Sequenzen haben gezeigt, dass die analysikltere eine zusatzliche Sequenz vor
dem Startcodon haben. Das Fragment stammt verimwlis dem TOPO-Vektor, wohin
das Gen vor der Integrierung in den pKK223-3 Varktwischenkloniert wurde. Um die
Vermutung zu bestatigen wurden die Multiple clongigs aus pCRBIlunt I| TOPG und
pKK223-3 analysiert (Abbildung 46).

Fur die Integrierung des Gens in den pKK223-3 wardée EcoRIl und Hindlll
Schnittstellen gewahlt. Eine andere Schnittstelidea EcoRI vor dem Startcodon konnte
wegen der Entfernung des Startcodons des GensemRBIS nicht gewahlt werden. Fur
die Expression des Gens ist wichtig, dass die @gdinkEntfernung des Startcodons des
Gens zur ribosomalen Bindungsstelle (RBS) 5 bisbfp3etragt (Abbildung 46B). Der
TOPO-Vektor hat auch zwei EcoRI Schnittstellen, sieh 11nt vor und 7 nt nach dem
inserierten Gen befinden(Abbildung 46A). Fir weitere Klonierung in den pRR3
Plasmid wurde dasxthA Gen aus dem TOPO-Vektor mit EcoRI und Hindlll
ausgeschnitten. Bei der Behandlung der TOPO-Klon@&em Restriktionsenzymen hat ein
Partialverdau stattgefunden, so dass ein TOPO-Fragg6bp mit dem Gen ausgeschnitten
wurde. Im Fall des zusatzlichen Fragments betréagtAdstand zwischen dem Startcodon
des Gens und der RBS des Vektors 27 bp, was diexpession verhindern kann
(Abbildung 45).

Um die TOPO-Sequenz zu beseitigen, wurde die Inkoszeit der Spaltung auf 3h und
Uber Nacht verlangert. Das ausgeschnittene Genenuaiddem pKK223-3 Plasmid ligiert,
in die kompetente DHbtransformiert und die Klone wurden mittels der @swgierung
analysiert. Die Sequenzen haben bestétigt, dasandézsuchten Vektoren entweder das
TOPO-Fragment oder die Punktmutationen haben. Hslamuinsgesamt 16 Sequenzen
analysiert, 12 davon hatten ein TOPO-Fragment ean &tartcodon und 4 von erwahnten
12 hatten eine Deletion vor dem Stopcodon, beir2 M Sequenzen wurde das Startcodon
Methionin gegen Isoleucin (ATSATA) ausgetauscht. Die letzten 2 hatten eine spanta
Mutation im Gen. Es wurden Glycin gegen Arginin (GE&CGC) und Tryptophan gegen
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Stopcodon (TGG>TAG) getauscht. Die Sequenzen befinden sich im Agh¢b.2.8).
Aufgrund der erzielten Ergebnisse wurde vermutassddag.coli Exolll Protein fur die
Zelle in grofien Mengen toxisch ist und nur die efelliberleben, in denen das Gen nicht
exprimiert wird (der Fall mit dem TOPO-Fragmenteo&in mutiertes Protein produziert
wird.

Wenn das eigene Exolll-Protein fii. coli in gro3en Mengen toxisch ist, muss die
Expression dieses Proteins in der Zelle fur die &lmhung der Klonierung unterdrtickt
werden. Da der pKK223-3 Vektor keinéacl Repressor hat, wurde el coli Stamm
XL10-Gold (Strategene) besorgt, der &l Gen enthélt. Die kompetenten XL10 Zellen
wurden mit dem Ligationsansatz transformiert unidl@ne wurden sequenziert. 6 Klone

waren fehlerfrei. Ein Fragment der korrekten Sequshin Abbildung 45 zu sehen.

3.6.3.2 Bestatigung der Toxizitat vork. coli Exolll

Um die vermutete Toxizitat voB.coli Exolll zu prifen, wurde die Anzahl der Klone nach
der Transformation voR. coli BW25113\xthA mit pKK223&thA gemessen. In einem Fall
wurde die Expression degthA-Gens nicht unterdrickt. Im anderen Fall wurde die
Expression desthA-Gens unterdriickt. Falls Exolll toxisch ist, wurdiéin den Fall, dass
die Genexpression nicht unterdrickt wurde, keinan$formanten erwartet. Fir die
Ausfuhrung der zweiten Bedingung wurde ein PlaspRiEP4 (2.1.4.4) besorgt, das ein
Gen fur denlacl Repressor hak. coli BW25113\xthA wurde mit pKK223-3&hA und
pKK223-3kthA, pREP4 transformiert. Zum Vergleich wurde der \els mit
pKK223-3/Mma3148 und pKK223-3/Mma3148/A118M/M209Y nter denselben
Bedingungen wiederholt. Als Kontrolle wurde der rBta mit pREP4 und leerem
pKK223-3 transformiert (2.2.2.3). Die Ansatze wurdeif Selektivplatten ausplattiert. Die

Menge der Transformanten pro ml wurde ausgerediiadille 6).
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Tabelle 6: Transformationseffizienz dés coli K12 BW25112xthA Stammes.

E. coli K12 BW25113xthA wurde mit den 100ng pKK223-3, pKK223-3/Mth21@KK223-3/Mma3148,
pKK223-3/Mma3148/A118M/M209Y, pKK223-3/XthA und pRE Plasmiden transformiert und die Anzahl
der Transformanten gezéhlt. Im Fall der Transfoirmmatmit den pKK223-3, pKK223-3/Mma3148 und
pKK223-3/Mma3148/A118M/M209Y Plasmiden wurde eimgsprechende Verdinnungsreihe hergestellt und
die Menge der Transformanten pro ml berechnet.

E. coli K12 BW25112xthA
0KK223-3 | pKK223-3/ ',C\’Aanazgffé// pKK223-3/
= 5 < Mma3148 |a118mmzo0y | XA
T e %
=35y
SE2 L+
NSS|WE| 203 266 707 350
%5 O
< 2 — o
Q@ © o
OF g N
Wz oxid 6 x 10 5,7 x 14 3
o

Im Fall der Transformation mit pKK223, pKK223/Mma&BL.  bzw.
pKK223/Mma3148/A118M/M209Y wurde die Anzahl der fisformanten zwischen 6x'0
und 9x1d pro 100ng DNA gemessen. Die Anzahl der Transfoterarentspricht der
normalen Transformationsausbeute. Das archaeeleifProat sich fUrE. coli als nicht
toxisch erwiesen. Die Doppeltransformation ergablien vier Fallen ungefahr die gleiche
Anzahl von Transformanten zwischen 300 und 700 J¥6ng DNA. Die Anzahl der
Transformanten ist in diesem Fall kleiner, was nidgrstaunlich ist, weil die
Transformation mit zwei Plasmiden gleichzeitig dwgefuhrt wurde und die Mdglichkeit
der gleichzeitigen Aufnahme zweier Plasmide geringfe Die Transformation des Stamms
nur mit dem pKK223/XthA ergab lediglich 3 Transfanten pro Ansatz. Die Vermutung
Uber die Toxizitat deg. coli Exolll-Proteins wurde unterstitzt. Deshalb wurdeé @en
Kontrollkomplementationstest ni. coli Exolll verzichtet. Die erzielten Ergebnisse stehen
im Konflikt mit anderen Studien, in denen das Hroia gro3en Mengen ohne gleiches
Problem prodiziert wurde (Kanedat al., 2006; Miki et al., 1987) Das Problem der
Toxizitat desk. coli Exolll wird in Kapitel 3.6.3.3 betrachtet.
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3.6.3.3 Genaue Untersuchung der Toxizitat dds. coli Exolll-Proteins

Im vorherigen Kapitel wurde beschrieben, d&ssoli Exolll bei Vorliegen in grol3en
Mengen flrE. coli toxisch zu sein scheint. Fir diesen toxischen KEfl@mmen zwei
Ursachen in Frage: 1. Starke unspezifische BindiegyProteins an der DNA verhindert
andere Protein-DNA-Wechselwirkungen. 2. Die exoaakitische Aktivitat des
Exolll-Proteins verursacht irreparable Schaden D&A. Um mehr Licht in dieses
Problem zu bringen, wurde eine enzymatisch inak&x®Ill-Mutante hergestellt und

mittels Erstellung einer Wachstumskurve auf Toiizgetestet.

Ein Aminosaurerest, der bei allen bis jetzt chaagierten Exolll-Homologen konserviert
ist und der sich bei Apel im aktiven Zentrum beé&hdst Asp210 (Rothwell, 2000). Fur
die Analyse der biochemischen Funktion von AspZi@pel wurde die D210N Mutante
konstruiert (Rothwell, 2000). Durch die einzelne ti&tion verliert das Apel-Protein
samtliche Aktivitaten, aber nicht die Fahigkeit Bubstraterkennung und zur Bildung des
Enzym-Substrat Komplexes (Rothwell, 2000). Der pmshende Rest ifc. coli ist
Aspl51. Basierend auf dieser Kenntnis wurde dieAAM.51N-Mutante mittelsQuick
Change Mutagenese konstruiert (2.2.1.10) und enzymologisch charasient. Die
Sequenzen befinden sich im Anhang (5.2.9). Bieoli Exolll D151N Mutante hat die
AP-Endo- sowie die 3> 5’ Exoaktivitat verloren (Die Daten sind nicht gégt).

Fur die Messung der Toxizitat wurde der coli K12 BW25112xthA-Stamm mit den
pKK223-3/XthA, pREP4 und mit den pKK223-3/XthA/D1S1 pREP4 Plasmiden
transformiert und unter reprimierenden und derejgriemden Bedingungen hochwachsen
gelassen. (pREP4 tragt diacl? Gen, das die IPTG-induzierbare Expression deseiProt
unterdriickt) (2.1.4.4). Zum Vergleich wurddn. mazel Exolll (Mma3148) und sein
Derivat (Mma3148/A118M/M209Y) unter denselben Beingen getestet. Als Kontrolle
wurde der BW25118xthA-Stamm mit pREP4/pKK22-3 und ohne Plasmid getefiat
logarithmische Wachstum der BW25X8nA-Zellkulturen mit pPREP4/pKK22-3/Gen und
ohne Plasmid ist in Abbildung 47A-F dargestellt.
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Abbildung 47: Wachstumskurven voB. coli K12 BW25113AxthA.
(A) Die Wachstumskurve voR. coli K12 BW25113AxthA. Die blaue und rote Kurve zeigen das Wachstum

von den mit 1mM IPTG induzierten und nicht indutser Zellen. Die Ubernacht-Kultur wurde bis zu einer
O.D. 1 verdinnt und 7,5 Stunden bei 37°C geschiitiehe Aliquot wurde jede Stunde genommen,
entsprechend verdinnt und auf Amp/Kan Platten atigpit. Nach 1,5 Stunden wurde eine Probe mit 1mM
IPTG induziert. (B) Die Wachstumskurve von mit pKK23 und pREP4 transformierteB coli K12
BW25113AxthA. (C) Die Wachstumskurve von mit pKK223-3_Xthid pREP4 transformiertef coli
K12 BW25113 AxthA. (D) Die Wachstumskurve von mit pKK223-3 XthB151N und pREP4
transformiertem E. coli K12 BW25113 AxthA. (E) Die Wachstumskurve von mit
pKK223-3 Mma3148 A118M_M209Y und pREP4 transfortgarE. coli K12 BW25113AxthA. (F) Die
Wachstumskurve von mit pKK223-3_Mma3148 und pRERAsformiertent. coli K12 BW25113AxthA.

Jedes Experiment wurde dreimal wiederholt. Die Veaahdkurve von mit
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pKK223-3 Mma3148 A118M_M209Y und pREP4 transfort@erE. coli K12 BW25113AxthA (E) wurde

einmal gemacht.

Unter den verwendeten Bedingungen hat sich diezaellin allen getesteten Fallen
innerhab einer Stunde bis zum Beginn der stationaren Phasedoppelt.
Die BW25113xthA-Zellkultur und die BW25118xthA-Zellkultur mit pREP4/pKK223-3
haben das erwartete logarithmische Wachstum geZaigpildung 47A-B). Die nicht
induzierte BW25118xthA-Zellkultur mit pREP4/pKK223-3_XthA hat ebenso das
erwartete logarithmische Wachstum aufgewiesen (Abbg 47C). Die induzierte
BW25113Axth pREP4/pKK223-3 XthA-Zellkultur hat nach 3h Inkulmatieine deutliche
Abnahme der Zellzahl gezeigt, was mit der Vermutuihgr die Toxizitdt deg. coli
Exolll-Proteins Ubereinstimmt. Das zum VergleichegéeteM. mazei Exolll (Mma3148)
und sein Derivat (Mma3148/A118M/M209Y) waren untiemselben Bedingungen nicht
toxisch (Abbildung 47 E-F).

Uberaschenderweise hat die Mutante pKK223-3/XthATN eine noch starkere Toxizitat
gezeigt (Abbildung 47 D). Sofort nach der Induktisarde eine ausgepragte Abnahme der
Zellzahl beobachtet. Jedoch hat die Zellzahl ndacmBubation wieder zugenommen.

Das Wachstum der Zellkultur kdnnte in diesem Faifch Supressormutationen erklart
werden. Jedoch wiedersprechen die erzielten Ergebrer Hypothese, dass das inaktive
Protein nicht toxisch wirken kann. Damit ist dierlkeitung, dass die Ursache der Toxizitat
in der starken unspezifischen Bindung des Protamsler DNA liegt, wahrscheinlicher.
Um das zu bestatigen und die zweite vermutete Uesdes toxischen Effekts endgultig
auszuschliel3en, wurden weitere Mutanten hergestellt

Die Mutante XthA/W212A, die in dieser Arbeit konsgrt wurde, wurde bereits von
Kaneda K. und seinem Team untersucht (Karee@dh, 2006b). Tryptophan 212 . coli
Exolll wurde als ein Aminosaurerest in der Nahe vaktiven Zentrum beschrieben, der
eine entscheidende Rolle fir die Erkennung der #dHeS spielt. Die XthA/W212A
Mutante ist nicht mehr in der Lage, einen EnzymsHuad Komplex zu bilden. Zum
Vergleich wurde die XthA/D151N/W212A Mutante herggls. Beide Mutanten wurden
mittels Quick Change Mutagenesis konstruiert (2.2.1.10). Zehn XthA/D151N/W212A
Klone wurden per Sequenzierung analysiert (2.2)1.A8e zehn Klone enthielten die
eingefliigten Mutationen und einer hatte eine spenhMutation. Die Sequenzen befinden
sich im Anhang (5.2.11). Bei der Herstellung dehAW?212A Mutante traten schon
bekannte Schwierigkeiten auf. Es wurden insges&Kl8ne analysiert. Die Analyse der

Sequenzen ist in der Tabelle 7 zusammengefasst.
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Tabelle 7: Zusammenstellung der spontanen Mutationen bei densKuktion der
pKK223-3/XthA/W212A Mutanten.

Blau sind die Reste markiert, die sich entscheidendder Bildung der tertidren Struktur des Proteins
beteiligen. Grun sind die an der enzymatischen ki beteiligten Reste markiert. Rot sind die Rest
markiert, die an der Orientierung und/oder Stakilisng der Kkatalytischen Reste beteiligt sind. AM:

Abkirzung von Aminosaurerest.

Primer- Erame | Missens Missens+| Primer+ | Primer+ Ohne
insgesamt insertion sift | mutation Frame | Missens| Frame | W212A
shift mutation| shift Austausch

86 29 8 37 3 6 2 1

Val37 Gly57 Glul01l | Pro11l | GIn113
—Phe —Trp —Cys | —»GIn —ASsp

gtt—ttt | ggg—tgg | ggt-tgt | ccg—cag| ggt—gat

AM Missens | Nonsens
Austausch| mutation | mutation

Menge der
Austausche 37 5 1 2 1 1 2
Gly162 | Argl84 | Glul94 | Glul94 | Arg200 | Phe213| Arg227 Leu231
—Cys —His —Trp —Val —His —Leu —His —Pro
ggc—tge | cgc—cac | ggg—tgg | ggg—gtg | cgc—cac| ttt—ctt | cgc—cac| ctg—ccg
1 1 2 1 2 1 4 2
Ala233 | Ser234 | [BBIBS | His259 | Pro261 | Pro261 | Val262 | Ala264
—Asp —lle —Tyr —GIn —Thr —His —Phe —Glu
gcc—gac | agc—atc | tccotac | cac—caa| ccc—acc| ccc—~cac | gte—ttc | gcg—gag
1 1 1 1 3 2 1 1

In den 29 Sequenzen wurde eine PrimerinsertiorB%08). entdeckt. 8 Sequenzen hatten
einen frame shift und 37 enthielten eine Punktmutation, 3 Sequenzatten eine
Punktmutation und einenframe shift, 6 analysierte Sequenzen enthielten eine
Primerinsertion und eine Punktmutation, 2 hattere dPrimerinsertion und eindname
shift. Eine Sequenz hatte keinen gewilnschten W212A Ascitaund keine spontanen
Mutationen. Die Sequenzen befinden sich im Anh&ng.10). Die 37 Sequenzen nur mit
Punktmutationen wurden genauer untersucht. In Su&esen wurde Glutamin an den
verschiedenen Positionen zum Stopcodon mutiert 9%;1uGIlul33, Glu66, Glul83,
Glu239). In 32 Sequenzen wurde an verschiedenenitidde®n durch einen

Nukleotidaustausch der Aminosaurerest verdndertr DBiypothese nach wurden
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Aminosaurereste ausgetauscht, die die Aktivitat Pieteins beeinflussen kénnen. In der
Arbeit von Gorman A. M.et al. wurden interessante Eigenschaften von manchen
Aminosaurenresten voi. coli Exolll beschrieben (Gormast al., 1997). Die Reste
Prolll, Aspl60, Argl84, Glul94, Arg200, Arg227,Z8&D beteiligen sich an der Bildung
der tertiaren Struktur des Proteins (in der Tabsitel blau markiert). Der Rest Ser257
beteiligt sich an der Orientierung und/oder Stalahung der katalytischen Reste (rot
markiert). Der Rest His259 beteiligt sich an dexyenatischen Aktivitat (grin markiert).
Aus den erzielten Ergebnissen lasst sich schlieftass die Aminosaurereste, die sich an
der Ausbildung der tertidren Struktur des Protd&ieteiligen, am haufigsten ausgetauscht
wurden.

Der Stamm BW25118xthA wurde mit den pKK223-3/XthA_W212A, pREP4 Plasmiden
transformiert und die Wachstumskurve wie oben hasloen ermittelt (Abbildung 48).

BW25113deltaXthA+pREP/pKK223-
3_XthA_D151N_W212A

8
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Abbildung 48: Wachstumskurve vonE. coli K12 BW25113xthA/pKK223-
3 XthA D15IN_W212A.

Die Wachstumskurve von mit pKK223-3_XthA_D151N_W21@nd pREP4 transformierted. coli K12
BW25113AxthA. Die blaue und rote Kurve zeigen das Wachstom den mit 1mM IPTG induzierten und
nicht induzierten Zellen. Fir die weitere Erklarwsighe Abbildung 47.

Die DoppelmutantethA/D151N/W212A hat sich als toxisch erwiesen. Sofuath der
Induktion wurde eine stake Abnahme der Zellzahlbaebtet, aber nach 1,5h wurde eine
Zunahme der Zellzahl festgestellt. Wahrscheinlielgtl die Ursache der Toxizitat in der

starken unspezifischen Bindung des Proteins ab .
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3.7 Untersuchungen zur Aufklarung der U-Erkennung von Mth212

Mth212 ist das bis jetzt einzige Exolll-Homolog, sd&—5" Exo-, AP-Endo und
U-Endoaktvitat kombiniert. Das Vorhandensein deEmntoaktvitat unterscheidet Mth212
von allen anderen bekannten Exolll-Homologen. Um strukturellen Besonderheiten zu
identifizieren, die Mth212 die U-Endoaktvitét vehlen, wurde Mth212 auf der Ebene der
Aminosauresequenz mit Apel und Mma3148 verglichén Georg unpubliziert; seite
69). (Die beiden Proteine weisen trotz ihrer siggaiiten Sequenzahnlichkeit (Seite 69) zu
Mth212 keine U/G-Aktivitat auf, obwohl Mma3148 Uragegen Thymin und Cytosin
diskriminiert). Aufgrund der hohen Ahnlichkeit dekminosauresequenzen der drei
Proteine wurde vermutet, dass sie dhnliche Straktinaben. Die 3D-Struktur von Apel
wurde von Molet al. aufgeklart (Mol, C.D.gt al., 2000). Die 3D-Strukturen von Mth212
und Mma3148 waren vor Beginn des Projekts nichtabek Nach Betrachtung der
3D-Struktur von Apel wurden die an der Katalyseebigiten, mit der DNA interagierende
oder in die DNA intergrierte Aminosaurereste aufnda&lignment von Apel mit Mth212,
Mma3148 markiert (Abbildung 24, Seite 70) und wigat Unterschiede wurden
festgestellt: Arginin 177 in Apel entspricht Methio 117 in Mth212 und Alanin 118 in
Mma3148 und Tyr 269 in Apel entspricht Tyr 208 inh@12 (Abbildung 24) und Met209
in Mma3148 (die detaliierte Erklarung sehe Seit¢. @avon ausgehend wurden von
J. Georg zwei Aminosauren fir Mutationsstudien Mma3148 vorgeschlagen, die fir die
U/G-Aktivitat verantwortlich sein kdnnten, Alanin@ Hurch Methionin und Methionin 209
durch Tyrosin.

Die zwei vorgeschlagenen Mutationen fiihren zu eisehwachen, biochemisch
nachweisbaren U/G-Aktivitat. Da Mma3148 eine U-BEmaddease mit guter
Diskriminierung gegen Thymin und Cytosin ist, wukdgmutet, dass zwei Mutationen zur
generellen Steigerung aller Aktivitditen des Pratemefihrt haben. Die Frage der
U-Erkennung und der Unterschied zwischen einem IEktdmolog mit bzw. ohne
U-Endonukleaseaktivitat an U/G-Fehlpaarung wurdaitlaicht aufgeklart. Um Hinweise
auf die molekulare Basis fur die zusatzliche endteulytische Aktivitat gegenuber
U/G-Fehlpaarung zu kommen, wurde von Kristina Lak&n{Abteilung Molekulare
Strukturbiologie) die Kristallstruktur von Mth212Vjld Typ) und der inaktiven Mutante
Mth212/D151N (Georg, Jet al., 2006) als Apoform und in Komplex mit uracilhgin
Substraten  bestimmt. Fast alle Mth212/DNA-Komplexeeprasentieren die
exonukleolytische Aktivitdt des Enzyms, in deneimn &-Terminus des Substrates am

aktiven Zentrum von Mth212 gebunden wurde (LakorKek2009, unpubliziert). Unter



Ergebnisse und Diskussion 109

den verwendeten Bedingungen war es nicht mogliche d&truktur des
,U-Endo-Komplexes” zu bekommen, in dem Mth212 dU aktiven Zentrum bindet
(Lakomek K., 2009, unpubliziert).

Es ist jedoch die Struktur von Apel im Komplex reiner DNA-Doppelhelix, die eine
AP-Stelle enthalt, bekannt, in dem das Protein an zkntralen DNA-Region, an der
5'-Seite der AP-Stelle gebunden ist (Mol, C& al., 2000; Lakomek K., 2009,
unpubliziert). Die Strukturen der Mth212/DNA-Kompk wurden mit der bekannten
Apel/DNA-Struktur verglichen. In allen Mth212/DNAxB-Komplexen ist die Oberflache
des Enzyms, welche die DNA bindet, gleich und emthp der Region von Apel, die
Kontakte zur DNA an der 5’-Seite der AP-Stelle irR/IBNA-Komplex ausbildet. Diese
Region von Apel tragt zum Absuchen der DNA bei, DMA-Schaden zu erkennen und
die DNA zu binden (Mol, C.D.gt al.,, 2000). Obwohl die Gesamtstruktur und die
Anordnung der Aminosauren im aktiven Zentrum in R derjenigen von Apel &hnelt,
wurden Unterschiede an der Oberflache, die die Dxhitaktiert, insbesondere in den drei
DNA-bindenden  Loop-Regionen, beobachtet, namlich e diAminosaurereste
Asnl114-Arg121 (Loop 1), Arg163-Gly172 (Loop Il), @205-Trp219 (Loop lll) betreffend
(Lakomek K, 2009, unpubliziert) (Abbildung 49). Dikeutlichen Unterschiede betreffen
zwei DNA kontaktierende Reste, ndmlich Met270 undl&X7 von Apel, die in die grol3e
und kleine Furche inserieren. Diese Reste stadniéai den DNA-Protein Komplex (Met
al., 2000; Lakomek K, 2009D). Keine von ihnen ist diiz Aktivitat des Proteins essentiell
(Mol et al., 2000). Jedoch sind beide wichtige Elemente flke&nung, Stabilisierung der
extra-helikalen Konformation der AP-Stelle und Erxing des Enzyms auf der DNA durch
direkten Kontakt zu dem ersten Phosphatrest 3' den AP-Stelle. (Molet al., 2000;
Lakomek K., 2009, unpubliziert). Die Reste Met270duArgl77 entsprechen Arg209
(Loop ) und Metll7 (Loop 1) bei Mth212 (Abbildg24) (Lakomek K, 2009,
unpubliziert).  Sie fixieren  wahrscheinlich das DNRbickgrat fur die
Doppel-Loop-Insertion (Lakomek K., 2009, unpublitje Das fuhrt vermutlich zum
extremen Knick der gebundenen DNA, der in den M#RNA-Komplexen sichtbar und
eine Voraussetzung fur die AP-Endonukleaseaktivitdit Apel ist (Molet al., 2000). Die
Seitenkette von Met117 interagiert mit der Phogplugipe neben der anschlie3end
gespaltenen Phosphodiesterbindung und ist vietlegbeignet zur Erkennung der
Konformationsanderung des DNA-Rickgrates, die Ilgaufi AP- und U-haltigen DNA
entstehen (Lakomek K., 2009, unpubliziert). Jedoahder Austausch von Methionin 117
gegen Alanin keine Veranderungen in der AktivitahWth212 gebracht (J. Georg, dieses

Labor, unpubliziert).
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Arg209 (so genannte ,Arginin-Finger®) inseriert den Mth212/DNA Exo-Komlexen in
die DNA-Duplex zwischen den Basen und interagieit der Base des 3’-terminalen
Nukleotids, dessen Phosphat-Rest das Ziel derBwpist (Abbildung: 50) (Lakomek K.,
2009, unpubliziert). In vorgeschlagenem Modell deacil-Erkennung kann die Insertion
des Arg209-haltigen Loops dU-Rest in der extrakaédin Komformation stabilisieren
(Lakomek K., 2009, unpubliziert). Die hydrophobes@lae in der Nahe der katalytischen
Reste ist zwischen Apel und Mth212 aul3er dem Ergatz Phe266 durch Trp205 bei
Mth212 identisch. Trp205 befindet sich direkt nelgem dritten DNA-Loop. Die grol3e
Tryptophan-Seitenkette kann vermutlich starke hkBonen mit vermeintlichem Substrat
ausbilden und konnte somit zusatzlich die Fahigkah Mth212 unterstutzen, dU
herauszuschneiden (Lakomek K., 2009, unpublizidgfloch ist dieser Rest in manchen
archaeellen Homologen und B coli Exolll ebenso konserviert (Abbildung 24). Das
andere archaeelle Exolll-Homolog MMP1012 auigmaripoludis, das auf U-Endoaktivitat
gepruft wurde (MMP1012: Schomacher, L., 2007, didsbeit, Seite 120), hat kein
erweitertes Substratspektrum aufgewiesEn.coli Exolll wurde auf U-Aktivitdt mit
negativem Ausgang getestet (Georg, J., 2005; didssit, Seite 120).

Basierend auf den erworbenen Kenntnissen wurderidigs Modell fir die Erkennung des
dU-Rests vorgestellt (Lakomek, personliche Komutukt dsDNA wird fur AP-Stellen
oder dU gescannt. Watson-Crick-Basenpaare sindl gf@bug, um wahrend der leichten
Krimmung der DNA durch Mth212 intakt zu bleibene@asenpaare, die eine AP-Stelle
oder Uracil enthalten, sind weniger stabil, so dlissSeitenkette von Arg209 leicht in die
DNA-Helix inserieren kann. Die Arginin-Seitenkektann entweder beide Basen aus dem
Basenstapel verdrangen oder nur das Ziel-Nukledfitle eine AP-Stelle wird dU

vermutlich in die hydrophobe Bindungstasche heradisat.

Beim Vergleich der Sequenzen von Exolll-Homologabl{ildung 24) wurde festgestellt,
dass der auffallige Sequenzkontext Trp-Trp-SerAng- 205-209 (Looplll) bei der
Exolll-Homologen ausM. thermautotrophicus (Mth212), M. mazei (Mma3148) und

B. subtilis (ExoA) konserviert ist (K. Lakomek, 2009, unpui®iz). Mth212 ist eine
U-Endonuklease (Georg X al, 2006), Mma3148 ist ebenso eine U-Endonuklease mit
guter Diskriminierung gegen Thymin und Cytosin. Bxevurde auf U-Aktivitat mit
negativem Ausgang getestet (N. Krietenstein, H.d&se dieses Labor, unpubliziert).
Deshalb wurde vermutet, dass das Motiv allein fig drweiterte Substratspektrum nicht

ausreichend ist.
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Insertion von Trp205-Arg209 von Looplll in die DNw#elix ist in Abbildung 51
dargestellet. Die von K. Lakomek diskutierten Ansaarereste Trp205 und Arg209
ebenso wie die dazwischen liegenden Aminosaurerégti@06, Ser207 und Tyr208
wurden einzeln durch Alanin ausgetauscht und bimébeh charakterisiert.

Abbildung 49: Apo-Struktur von Mth212.

Die drei DNA-bindenden loops sind violett (loopls#l14-Arg121), rot (loopll: Arg163-Gly172) und gelb
(looplll: Trp205-Trp219) markiert. Das Magnesiumion aktiven Zentrum ist alsphere in grau gezeigt
(PDB-ID 3G91, K. Lakomek, 2009, unpubliziert).

Arg209

spaltende Bindung

Abbildung 50: Insertion von Trp205-Arg209 von Looplll in die DNRelix.
Die Reste Trp205-Arg209 sind als geltieks dargestellet. Die Seitenketten der Reste sind gellund blau

fur Kohlenstoff, Sauerstoff, Stickstoff Atome gditir Die beiden DNA Helices sind als blaue und griine

Linien gezeigt. Kohlenstoff, Sauerstoff, Stickstéffome sind hellblau bzw. griin, rot, blau gefaibie zu
spaltende Bindung ist mit einem Pfeil markiert. Matete Wasserstoff-Bindungen sind durch gestriehelt
Linien angedeutet. (PDB-ID 3GA6; Lakomek.ekal, 2009 unpubliziert).
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3.7.1 Herstellung, Produktion und Reinigung von Mtl212/W205A, Mth212/W206A,
Mth212/S207A, Mth212/Y208A und Mth212/R209A

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die oben genanniah Mth212-Mutanten hergestellt.
Im in den pET_B_001 Vektor zwischeXhol- und Ncol- Schnittstelle integrierten
Mth212-Gen wurde mittelQuick change Mutagenesis (2.2.1.10) die vorgeschlagenen flnf
Aminosaurereste (Trp-Trp-Ser-Tyr-Arg 205-209) einzéurch Alanin ausgetauscht. Das
Vorhandensein der gewlnschten Mutation im Gen wyrele Sequenzierung bestatigt
(2.2.1.18). Die Sequenzen befinden sich im Anh&2. 7). Die Proteine wurden heterolog
in BL-21_UX produziert (2.2.3.5), mittels IMAC (221) und
Heparinaffinitatschromatographie gereinigt (2.2.33ie gereinigten Proteine wurden per
SDS-PAGE analysiert (Abbildung 52). Das theoregséholekulargewicht von Mth212
betragt 31,380 kDa.

Abbildung 51: SDS-PAGE der gereinigten Mth212-Mutanten.

Erste Spur (M):Protein Molecular Weight Marker (Fermentas, 2.1.6.2). Zweite Spur: Die gereinigte
Mth212-Mutante. Das theoretische Molekulargewidam Mth212 betragt 31,380 kDa.
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3.7.2 Enzymologische Charakterisierung von Mth212/\@05A, Mth212/W206A,
Mth212/S207A, Mth212/Y208A und Mth212/R209A

Die U-Aktivitat der Mth212-Mutanten (siehe Uberséfir wurde an den Substraten
U/40-G, U/40-T, U/40-C und U/40-A getestet. Die ERdonukleaseaktivitdt wurde an
dem AP/40-G-Substrat gepriift. Da der Uberhang ausukleotiden am 3'-Ende bei
X/40-Y-Substraten (X: U, AP, C; Y: G, T, C, A) afsn wirkungsvoller Schutz gegen
3’—>5’Exonuklyolytische Aktivitat charakterisiert wurdgeite 55), wurde die 335’
Exonukleaseaktivitat an einem C/35-G Substrat litnt ends untersucht. Die
Aktivitatsassays wurden bei einem Enzym/Substratiénis von 1:1 durchgefihrt. Die
Ergebnisse der Aktivitatstests sind in Abbildungda2gestellt.

A dont | | ot |
F——2sn——] F——asnt——]
F X n F X s
Y 0 ° Y
| 35nt | } 40nt |
B

23 mer

Mth212

CI40-G‘ C/35-G ’U/40-C‘ U/40-A’ UI40-T‘ U/40—G‘ AP/40-G '40 mer
Mth212/W205A

ssU
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Abbildung 52: Aktivitat der Mth212-Mutanten.

(A) Schema des Oligonukleotidsubstrats. Details zum stgato siehe Abbildung 13. (B) Die

Reaktionsprodukte nach Inkubation mit Mth212-MutsmtFir die Assays wurden 0,24 pmol Enzym mit
0,24 pmol der angegebenen Substrate in 50ul 20miNPKYy/ KH,PO,, 50mM KCI, 1mM MgC} fir 15
min bei 65°C inkubiert. Vor der Zugabe des Enzymsden die Ansdtze 10 min bei 65°C vorinkubiert.
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Bei der Mma3148-Einzelmutante Mma3148/A118M wuritie gjenerelle Steigerung aller
Aktivitditen des Enzyms beobachtet (Abbildung 30)ie IMma3148-Doppelmutante
Mma3148/A118M/M209Y hat im Vergleich zur Einzelmota eine weitere leichte
Erh6hung aller Aktivitdten gezeigt (Abbildung 33)eshalb wurde erwartet, dass der
Austausch der Aminoséurereste an diesen PositioneiMth212 zu einer leichten
generellen Verringerung aller Aktivitaten des Engyfahren kann. Jedoch haben weder
der Austausch von Metl17 (Georg, J., unpubliziadgh derjenige von Tyr208 durch
Alanin eine Veranderung in der Aktivitat von Mth2dg&bracht.

Tryptophan 205 ist der Vermutung nach in der Laggrke Interaktionen mit dem Substrat
auszubilden, die die Fahigkeit von Mth212 an eirgaRest zu schneiden, unterstitzen
(Lakomek K., 2009, unpubliziert) und in Mutationsdien mit humanem Apel urid coli
Exolll wurde berichtet, dass die TryptophanresteZI2 in Exolll, Trp280 und Trp267 in
Apel in der Nahe vom aktiven Zentrum die entschaidgeRolle an der Erkennung des
Substrates spielen (Kaneda, K., at al., 2006).Re=t Trp212 in Exolll entspricht Trp205
in Mth212 (Abbildung 24). Jedoch hat der Austaugoh Tryptophan 205 durch Alanin
ebenfalls keine Veranderung in der Aktivitat vonhi#lt2 gebracht. Die oben erwéahnte
Vermutung wurde damit widergelegt. AulRerdem istselieRest in derk. coli und

B. subtilis Homologen konserviert, die kein erweitertes Salbspektrum aufweisen.

Die W206A und S207A Mutante haben schwer zuintéignenden Ergebnisse geliefert.
Trp206 von Mth212 ist nicht an der Substratbindtegshe beteiligt (personliche
Kommunikation mit Lakomek, K.). Deshalb soll derre®itung nach der Austausch von
Tryptophan 206 durch Alanin die Aktivitdt des Progenicht andern. Im Aktivitatstest
wurden jedoch Veranderungen aller Aktivitditen aufder AP-endonukleolytischen
Aktivitat beobachtet. Die Mutante Mth212/W206A HatG-, U/T-, U/A-Endonuklease-
und 3—5’Exoaktivitat vollstandig verloren und zeigt selsichwache U-Aktivitat
gegeniber U/C. Unter verwendeten Bedingungen istob$ gelungen eine Struktur, in der
Mth212 dU im aktiven Zentrum bindet, zu bekommeersBalb kénnte vermutet werden,
dass bisher unbekannte Interaktion von Trp206 mécll gibt, die zur Erkennung des
dU-Restes beitragt. Jedoch liegt Trp206 weit vonSléstratbindungstasche entfernt und
es ist sehr unwahrscheinlich, dass Konformationsé@mgyen erfolgen, durch die Trp206 in
die Nahe des dU-Restes gelangt (personliche Konation mit Lakomek, K.).

Die Mth212/S207A Mutante hat die U/T-, U/C-, U/A-#kitaten und 3—>5’Exoaktivitat
des Wildtyps behalten wahrend die U/G-Aktivitattfaslistandig ausgeschaltet wurde. Die
3'—5’exonukleolytische Aktivitat wurde nach dem Endwstt verlangsamt. Serin 207
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bietet eine Hydroxylgruppe fir potentielle Wass#fbticken-Bildung an (Lakomek, K.,
2009). Wahrscheinlich begunstigt die derartigerakBon die Loopstabilitat.

Die Eliminierung der U/G-Aktivitat und sehr schwaclhy/T und U/C wurde bei der
Mth212/R209A Mutante nachgewiesen, wahrend die:3BExoaktivitat erhalten bleibt.
Das gezielte Ausschalten der U-Aktivitat bestatgt Vermutung, dass dieser Rest eine
entscheidende Rolle bei der Erkennung und Stadilisg eines 2’-Desoxyuridinrests in

der extra-helikalen Konformation spielt.

3.8 Zur Evolution der DNA-U-Reparatur bei den Archaeen.

Die Reparatur von Uracil kann durch den am héchstenservierten generellen
Basen-Exzisions-Reparaturmechanismus erfolgen, dewrch die Aktivitat der

Uracil-DNA-Glykosylase (UDG) eingeleitet wird (Kapl 1.2.1). Die erste

Uracil-DNA-Glykosylase (Uracil-N-Glykosylase: Ungyurde 1974 inE. coli entdeckt

(Lingahl, 1974). Seit dieser Entdeckung wurden mehrEnzyme in verschiedenen
Organismen mit der gleichen Funktion gefunden, aliggrund der Sequenzinformation
sowie genetischen und biochemischen Studien in rhiliém zugeordnet worden sind
(Kapitel 1.2.1). Mitglieder der Familien 1-3 wurdewr in den Genomen von bisher
sequenzierten Eukaryoten und Bakterien entdecker aficht in Archaeen. Bei den
untersuchten Archaeen wurden die Vertreter der kemi4 und 5 detektiert. Die
erstentdeckten Enzyme, die den Familien 1-5 zugedrdvurden, andere spater
beschriebene weitere Vertreter der Familien 1-3 wil@ bisher charakterisierten

Mitglieder der Familien 4-5 sind in Tabelle 8 zusaemgestellt.
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Tabelle 8: Zusammenstellung der erstbeschriebenen und manspéter entdeckten

weiteren Vertreter der UDG Familien 1-5.
! - Lindahl, 1974, - Neddermann and Jiricny, 1993,%- Haushalteret al., 1999, — Sandigursky and
Franklin, 1999,° - Gallinati and Jiricny, 1996, — Olsenet al., 1989,% — Starkuviene and Fritz, 2002,
° - Sandigursky and Franklin, 2008,— Sartoriet al, 2001,™ — Diese Arbeit? — Pettersert al., 2007,
'3 — Moeet al., 2006, — Nilsenet al., 2001;"* — Coneet al., 1977," — Hardelandt al., 2003," — Mi et al.,
2009,'® — Masaokat al., 2003, * - fast ausschlieRlich nur bei Eukayaterfinden, bei Bakterien sind nur

wenige Vertreter, ** - lediglich Uber Sequenzverdtathaft definiert.

UDG- Weitere Vertreter
Familie Prototyp
Nummer Eukaryoten Bakterien Archaeen
1 UNG’, UNG2* UNG
1 UNG (€. coli) (H. sapiens), (B. subtilis)™®
Thdlp drMUG
5 TDG (D. melanogaster)*® | (D. radiodurans)™
(H. sapiens)? Thplp MUG —_—
(S pombe)*® (E. cali)®
SMUG N
3 (X. leavis)® rSMUG1* G ﬁg;?i?ﬂ;li;ﬁs)lz‘
hSMUG1 (R. norvegicus)*® ' 17 —
(H. sapiens)*
Pa-UDGA"®
(P. aerophilum)
4 TMUDG TTUDGA® AFUDG’
(T. maritima)® EEE— (T. thermophilus) (A. fulgidus)
MMO0486"
(M. mazei)
. TTUDGB? TBt'ﬁher ”r‘:rl N Pa-UDGB™
(T thermophilus) — : deertr;fﬁe'rtus (P. aerophilum)

Das Vorhandensein der Vertreter der Familie 4 und Brchaeen, die die Funktion der
Mitglieder der Familie 1-3 Ubernehmen, kann die l&tkng fur die Abwesenheit der
Vertreter der Familie 1-3 in diesen Organismen.s&#doch gibt es auch solche Archaeen,
bei z.B.
Methanother mobacter
Exolll-Homolog (Mth212) entdeckt, das eine U-endkirolytische Aktivitat besitzt und
die U-Reparatur initiieren kann (Schomachieal., 2009a). Bei anderen Archaeen wurden

deren keine Mitglieder der Familie 1-5 gefundemurden, wie

thermautotrophicus. In  diesem Archaeon wurde ein

weder Mitglieder der Familie 1-5 noch U/G-Aktivitiei dem jeweiligen Exolll-Homolog

entdeckt, wie z.B. beMethanococcus maripaludis (Schomacher, 2007)m Genom des
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thermophilen ArchaeonsMethanocaldacoccus jannaschii wurden ebenfalls keine
Homologe zu einer der genannten Uracil-DNA-Glykasgn und kein Exolll-Homolog
detektiert (Schomachet al., 2009b). In diesem Organismus wurde ein Enzyrdeshi,
das als erster Vertreter der neuen Familie Mj1434UDG-Aktivitat beschrieben wurde
(Chunget al., 2003). Jedoch wurde diese Studie widerlegt (®ctuheret al., 2009b). Die
Frage der U-DNA-Reparatur bleibt bei solchen Aremaeffen.

Aus der Verteilung der Enzyme in den unterschiéaiic Organismen lasst sich folgende
Arbeitshypothese beziglich der mdglichen Evolutidar DNA-U-Reparatur in der
archaeellen Doméane ableiten: Die DNA-U-Reparaturrdeuurspriinglich von dem
Exolll-Homolog eingeleitet. Das Gen, das TUDG cogliewurde durch lateralen
Gentransfer aus Bakterien spater erworben undidduhktion der Exolll-Homologen an
der DNA-U-Reparatur tlbernommen, so dass die U-Btdai#t der Exolll-Homologen
Uberflissig geworden ist. Die Madoglichkeit des laten Gentransfers ist zwischen
Bakterien und Archaeen am Beispidllethanosarcina mazel besprochen worden
(Deppenmeieet al., 2002).

In dem Archaeomethanosarcina mazel wurde ebenfalls ein Exolll-Homolog (Mma3148)
entdeckt, das U-Endoaktivitat aufweist (diese Adberir dieses Enzym konnte eine
U-endonukleolytische Aktivitat ausschliel3lich geglear Cytosin und Thymin gezeigt
werden (diese Arbeit, Seite 55). Gleichzeitig igtsér Organismus mit einem aktiven
TUDGA-Homolog ausgestattet, welches die Initierunder DNA-U-Reparatur
ubernehmen kann. Im Licht der oben vorgeschlagehfmpothese konnte die
U-Endoaktivitat von Mma3148 folgenderweiser erkléserden: Mma3148 kdnnte eine
U-Endonuklease sein, deren U-Endoaktivitdt wegenpae lateralem Gentransfer evolutiv
spateren Erwerbs eines TUDGA-Homologs uberflusgwayden ist und im Lauf der
Evolution schwache geworden ist, so dass nur det & U-Aktivitat an den ,leichten®
U/T und U/C-Substraten zu sehen ist.

Die Arbeithypothese soll mit drei unten vorgescklagn Untersuchungen Uberprift
werden:

1. Biochemische Untersuchung der U/T und U/C Akdivivzon Exolll-Homologen aus den
Organismen, die mit Vertretern der Familie 1 autsgest sind.

2. Bioinformatische Untersuchung der anderen Spedér GattundViethanosarcina auf
Vorhandensein der TUDGA-Homologen. Wenn das Gers, TdDGA codiert, durch
lateralen Gentransfer erworben wurde, sollten dieleeen Spezies der Gattung
Methanosarcina nicht mit TUDGA-Homologen ausgestattet sein.

3. Stammbaumanalyse der bislang charakterisietHhGA- und Exolll-Homologen.
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1. Untersuchung der anderen bereits beschriebenenx&lll-Homologe auf U/T- und
U/C-Aktivitat aus H. sapiens, M. thermautotrophicus, E. coli, M. maripaludis

Fur den Test wurden Exolll-Homologe abls sapiens (Apel), M. thermautotrophicus
(Mth212),E. coli (Exolll) und M. maripaludis (MMP1012) ausgesucht. Die Aktivitat von
Mth212 wurde als Kontrolle gemessen. Da Mth212 emk@ive U-Endonuklease ist
(Georg, Jet al., 2006), wurde erwartet, dass Mth212 auch U/T UAd Aktivitaten hat.
H. sapiens und E. coli besitzen einen Vertreter der Familie 1, der die NIAEReparatur
einleitet (Lindahl, 1974; Olseet al., 1989; Nilseret al., 2001). Die Exolll-Homologe aus
diesen Organismen wurden auf U/G—Aktivitat mit negen Ausgang getestet (Georg, J.,
et al., 2006) und der Vermutung nach sollen sie keink, W/C-Aktivitat aufweisen. Mit
M. maripaludis wurde auch ein mesophiles Archaeon betrachtet.resganterweise
wurden im Genom dieses Archaeons keine VertreteFdmilie 1, 2, 3, 4 oder 5 gefunden
(Schomacher, L., 2007). Der Test von MMP1012 auB44ktivitat ist mit negativem
Ausgang gewesen (Schomacher L., 2007). Dieser @mas scheint noch nicht bekannte
DNA-U-Reparaturenzyme zu besitzen.

Apel undE. coli Exolll wurden von Fermentas bzw. NEB gekauft. MNOR2 wurde im
Rahmen dieser Arbeit produziert und getestet. DhévAat der Proteine wurde an den
AP/40-G, U/40G, U/40-C, U/40-T und U/40-A Substratgepriift. Die Ergebnisse der
Aktivitatstests fUrE.coli Exolll, Apel und MMP1012 sind in Abbildung 53 dasjellt. Die
Aktivitat von Mth212 ist in Abbildung 52 zu sehen.
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Abbildung 53: Test auf U-Aktivitdt vonE. coli_Exolll, Apel (Exolll-Homolog aus

H. sapiens und MMP1012 (Exolll-Homolog aug. maripaludis).

(A) Schema des Oligonukleotidsubstrats. Details Zmbstrat siehe Abbildung 13. (B-D) Analyse der
Reaktionsprodukte mittels ALF-PAGE. (B) Messung Aktivitat von Apel. Fir die Reaktion wurden 1,5 u
Apel mit 0,12 pmol der angegebenen Substrate il R@jaktionsbuffer (2.1.10) 5 min bei 37°C inkubiert
(C) Messung der Aktivitat von MMP1012. Fir die Reéak wurden 0,24 pmol MMP1012 mit 0,12 pmol der
angegebenen Substrate in 50ul 20mMHRO/ KH,PQ,, 50mM KCI, 1ImM MgC} 40 min bei 37°C
inkubiert. (D) Messung der Aktivitat voB. coli Exolll. Fur die Reaktion wurden 1,5Kicoli Exolll mit
0,12 pmol der angegebenen Substrate in 10ul Resktidfer (2.1.10) 5 min bei 37°C inkubiert.

Unter den verwendeten Bedingungen erwiesen siah \aélr Enzyme als sehr aktive
AP-Endonuklease (Abbildung 52, Abbildung 53, SpuP/@). Die gegen den
exonukleolytischen Abbau geschitzten SubstrateOMhaben die 35" Exonuklease-

Aktivitat effektiv unterbunden. Wie erwartet, besitkein getestetes Exolll-Homolog
aul3er Mth212 eine U-Endo-Aktivitat sowohl gegenib&s als auch U/C oder U/T.
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2. Untersuchung der anderen Spezies der GattungMethanosarcina auf
Vorhandensein von TUDGA-Homologen.

Eventuell ist Mma3148 eine U-Endonuklease vom M#Z¢p, deren U-Endoaktivitat
durch den Erwerb eines TUDGA-Homologs uberflissagvgrden ist und diese durch
genetische Drift verloren hat. Wenn das der Fallgsllten andere Spezies der Gattung
Methanosarcina kein TUDGA besitzen. Bis jetzt wurden 3 Spezies dgattung
Methanosarcina sequenziertM. acetivorans (Galagaret al., 2002),M. barkeri (Maederet

al., 2006)und M. mazei (Deppenmeieet al., 2002). Bei allen drei Organismen wurde ein
TUDGA-Homolog gefunden. Die Lokalisierung der 3 é@hmten TUDGA-Gene im
Genom wurde untersucht (Abbildung 54).

Alle drei Methanosarcina TUDGA-Homologe haben eine ungefahr gleiche Lokl in

den Genomen, was auf den ersten Blick einen later&entransfer unwahrscheinlich

macht.
M. barkeri
2.256.305 nt 2.266.459 nt
Mbar A1804 Mbar A1806 Mbar A1807 Mbar_A1808 Mbar A1809 Mbar A1810 Mbar A1812 Mbar A1813
Mbar A1805 Mbar A1811 Mbar A1814

M. acetivorans

4.442.953 nt
MA3594 ek
MA3588 MA4663 MA3595 MA 3597 MA3598 MA3599 MA 3601
MA3589 MA3591 MA 3592 MA 3593 MA3596 MA3600
udg )
4.427.870 nt
M. mazei
604589 nt A - 615887 nt
MMO0483 MMO0484 )
MMO0482 MMO0485 MMO486 MMO488 MMO0489  MMO0490 MMO0491
MMO0481 MMO487 MMO0492 MMO0493
Small heat shock protein, class | I Phycocyanin alpha-subunit phycocyanobilin lyase
Heat shock protein . Ferredoxin
B Phycocyanin alpha phycocyanobilin lyase Acetil-CoA synthetase, beta subunit
Multidrug resistance efflux pump Pseudogene

Uracil-DNA-glycosylase (Mbar_A1809-DNA-polymerase) MMMl Phosphoglycerate kinase
Type | site-specific deoxyribonuclease

I Hypothetical protein

Abbildung 54: Lokalisierung der Gene fur TUDGA-Homologe im Genean M. mazei,

Acetyltransferase

M. barkeri, M. acetivorans.
Analyse der Umgebung der Gene fir TUDGA-Homologedoei Vertretern der Gattuniglethanosarcina.

Die Gene, deren Produkte dhnliche Funktionen awsfijlsind in den gleichen Farben markiert.
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3. Analyse der Stammbdume der bislang charakterisi,en TUDGA- und
Exolll-Homologen

Der Stammbaum wurde mit bereits charakterisiertefdGA aus Thermotoga maritima
(Sandigursky and Franklin, 1999)hermus thermophilus (Starkuviene and Fritz, 20Q2)
Pyrobaculum aerophilum (Sartori, A.A., et al., 2002) Archaeoglobus fulgidus
(Sandigursky and Franklin, 2000) und TUDGA aus dfgpezies der Gattung
Methanosar cina aufgestellt (Abbildung 55).

PAE0651
AF2R277
MM0486
TM0511 MA3593
Mbar_A1809
TTC0366

Abbildung 55: Stammbaum der tUDGA- Homologe.

Stammbaum der Exolll-Homologe. Mbar_Al18®0Rthanosarcina barkeri, MA3593-Methanocarcina
acetivorans, TMO511Thermotoga maritime, MMO0486-Methanosarcina mazei, TTC0366Thermus
thermophilus, AF2277Archaeoglobus fulgidus, PAEO651Pyrobaculum aerophilum. Die Stammb&ume

wurden mit dem Programm ClastalW erstellt (htthigfagenome.jp)

Die Analyse des Stammbaums hat folgende Ergebgagefert. Alle TUDGA-Homologe
bilden drei Zweige aus. TMO511THermotoga maritima) und TTC0366 Thermus
thermophilus) stehen fur den bakteriellen Ast. Funf andere dnet gehtéren zu Archaea,
aber die Proteine aus der Gattughanosarcina bilden einen weit entfernten Zweig und
zeigen eine engere Verwandtschaft miteinander,malsanderen TUDGA-Homologen,
was nicht erstaunlich ist, weil sie zu einer Gagtugehoren. Mdglicherweise hat der
laterale Gentransfer frher im Lauf der Evolutiomattgefunden, bevor die Gattung
Methanosarcina in drei Spezies geteilt wurde. Fiur die weitere tphgfung der
Arbeitshypothese ist es sinnvoll die Exolll-Enzyrder anderen Spezies der Gattung
Methanosarcina zu untersuchen. Nach dieser Vermutung sollten dre/ahnten
Exolll-Proteine ahnliche Aktivitat wie Mma3148 aidigen.
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Parallel wurde der Stammbaum der Exolll-Homologégestellt (Abbildung 56). Es
wurden archaeele Exolll-Homologe (Af Ex@. fulgidus (Schmidel, et al., 2009),
MMP1012: M. maripaludis (Schomacher, 2007, diese Arbeit Mth212:
M. thermautotrophicus (Georg, et al., 2006), Mma3148M. mazei (Georg, et al., 2006,
diese Arbeit) Mbar_A3242 M. barceri, MA2077: M. acetivorans, Tvo_Exo:
Thermoplasma volcanium (Kaneda, et al., 2006)), bakterielle Exolll (Exolll:E. coli
(Richardson and Kornberg, 1964) Exda.:subtilis (Shida,et al., 1999)) und das humane
Exolll (HAPI/Apel) (Demple, B.gt al., 1991) verglichen.

Mbar A3242 44 00wy
Mm37148

Tvo Exo
HAPI

MMP1012

Af Ezo

Abbildung 56: Stammbaum der Exolll- Homologe.

Mma3148Methanosarcina mazei, Mth212Methanothermobacter thermautotrophicus, ExoA-Bacillus
subtiles, ApelHomo sapiens, Af Exo-Archeaglobus fulgidus, XthA-Escherichia coli,
MMP1012Methanococcus maripaludis, Tvo_ExoThermoplasma volcanium. Die Stammb&ume wurden mit

dem Programm ClastalW erstellt (htth://align.gengpe

Mth212, Mma3148, Mbar_A3242, MA2077 und Tvo_Exodbih zusammen einen
separaten Zweig, was fir engere Verwandtschafedpesteine spricht (nicht erstaunlich,
weil sie zu einer Domane gehoéren). Tvo_Exolll stdaraas einem thermophilen Archaeon
und wurde als AP-Endo, 335’ Exonuklease beschrieben (Kanedhal., 2006a). Die
Aktivitdt von Evo_Exolll wurde aber nicht an U-hgkn Substraten geprift (Kaned#,
al., 2006a). Der Hypothese nach (dass die DNA-U-Rsparurspringlich von dem
Exolll-Homolog ausgefuhrt wurde) soll Tvo_Exolll @uU/G-Aktivitat besitzen. Fir die
Uberprifung der in diesem Kapitel aufgestellten eltdhypothese ist es sinnvoll dieses
Enzym an den U-haltigen Substraten zu testen. lstherweise bildet das archaeelle
Exolll MMP1012 einen separaten Zweig mit dem bakteem Homolog (ExoA), genauso

wie archaeelles Exolll Af_Exo mit bakteriellem EXol
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Schlussfolgerung

Eventuell ist Mma3148 eine U-Endonuklease vom M#Z¥p, deren U-Endoaktivitat
durch den Erwerb eines TUDGA-Homologs Uberflissayvgrden ist und diese durch
genetische Drift verlohren hat. Das TUDGA-Homoldinkte durch lateralen Gentransfer
erworben worden sein, der mdglicherweise friheLauf der Evolution stattgefunden hat,

bevor die Gattundylethanosarcina in drei Spezies geteilt wurde.
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4. Zusammenfassung

Eins der gravierendsten Probleme in jedem Orgarismsind die spontane
hydrolytische DNA-Schaden. Das Problem der DNA-p&atur wurde bis heute
sorgféltig in thermophilen und hyperthermophilerciaeen untersucht. Dabei wurde
ein neuartiger Reparaturweg entdeckt, der von ddéh-U Endonuklease (Mth212,
ein Exolll Homolog) initiiert wird. Zum besseren M#indnis des mdglichen
evolutiven Weges der DNA-U-Reparatur sowie fur Awgfklarung der Fragen, ob
dieser Reparaturweg von den extremen Lebensbedieguabhéngig ist und welche
strukturelle Besonderheit die U-Endonukleasealdiwbn Mth212 bestimmt, wurde
ein mesophiles Exolll-Homolog (Mma3148) mit hohexqB8enzverwandtschaft zu
Mth212 untersucht. Das Exolll-Homolog Mma3148 stanmans dem mesophilen
ArchaeonMethanosarcina mazei. Die Untersuchung des Genoms Vdn mazel hat
folgende Ergebnisse geliefeM. mazei ist mit zweiopen reading frames ausgestattet,
deren Produkte als Kandidaten fur die Initiatiomr @NA-U-Reparatur betrachtet
werden konnen: ein TUDGA-Homolog (Mma0486) (Famili4) und ein
Exolll-Homolog (Mma3148). Das TUDGA-Homolog besitalle Eigenschaften der
Uracil-DNA-Glykosylase Familie 4. Es ist allerdingsstaunlich, dass das Protein von
37°C bis zu 77°C aktiv bleibt. Mma3148 hat die $ghien Eigenschaften eines
Exolll-Homologs. Zusatzlich zeigt das Protein AkE# gegentber biologisch
irrelevanten U/T und U/C Fehlpaarungen, nicht ajsgeniber U/G. Aufgrund der
Analyse einesnultiple sequence alignments von Mth212 mit der Exolll-Familie und
der 3D Struktur bereits kristallisierter Exolll-Bme wurden beM. mazel Exolll
zwei Aminosauren ausgetauscht, was zur generetiEgeung aller Aktivitaten und
damit zu einer schwachen, aber deutlich detektierbaktivitat gegeniber U/G
gefuhrt hat.

Fur die Untersuchung, ob die Doppelmutante geretisachweisbar einen
DNA-U-Reparaturweg in Vivo einleiten kann, wurde ein
U-DNA-Reparaturexperimerin vivo im heterologerkE. coli-Hintergrund mit Hilfe
eines M13-heteroduplex-DNA-Konstruktes durchgefit#tierst wurde mit Hilfe
eines Komplementationsexperimentes gezeigt, dessuthaeelle Protein iB. coli
funktionsfahig ist. Das U-DNA-Reparaturexperimeiat leinen schwachen Hinweis

auf Beteiligung der Doppelmutante an der U/G-Reparrgeben.
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In Zusammenarbeit mit Kristina Lakomek wurde didditshypothese zur Erkennung
des Uracilrests durch Mth212 durch Austausch besten Aminosaurereste
untersucht. Daraus wurde folgende Schlussfolgemgmpgen: Die Insertion einer
Argininseitenkette (Arg209) in die Basenstapelungiels vermutlich eine
entscheidende Rolle bei der Erkennung eines dUeRest

Im Licht dieser Befunde wurde die Evolution der DNAReparatur in der
archaeellen Domane folgenderweise betrachtet: DNA-D-Reparatur wurde
ursprunglich von einem Exolll-Homolog ausgefuhrgssen U-Endoaktivitdt durch
den evolutiv spateren Erwerb eines TUDGA-Homolodserfilissig wurde und
anschlieend durch genetische Drift verloren ging. das Mma3148 Protein nur
biologisch nicht relevante U-Aktivitat besitzt, vdar dieses Enzym als eine evolutive

Zwischenstufe betrachtet.
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5. Anhang

5.1 Originaldaten zum U-DNA-Reparatur Experimentin vivo (Kapitell 3.6.2.4)

Tabelle 9: Originaldaten der blauen und farblosen Plaques.

Es sind die Ergebnisse von drei individuellen Ekpenten angegeben. Die Originalzahlen beziehen
sich auf 1/10 der Probe.

NM522
Anzahl | Prozentualer Anzahl | Prozentualer
Nummer des| von Anteil von von Anteil von
Experimentes blauen blauen | farblosen| farblosen
Plaques  Plaques | Plagues| Plaques
1 563 57,7 412 423
2 549 59,7 370 40,3
3 565 57,1 424 429
Mittelwert
(%) 58,2 41.8
NM522Aung
Anzahl | Prozentualer aAnzahl | Prozentualer
Nummer des| von Anteil von von Anteil von
Experimentes blauen blauen farblosen| farblosen
Plaques  Plaques | Plagues| Plaques
1 134 22,1 473 77,9
2 170 25,2 504 74.8
3 130 225 448 77,5
Mittelwert
(%) 23,3 76,7
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NM522Aung/pKK223-3/ung

Anzahl | Prozentualer Anzahl | Prozentualer
Nummer des| von Anteil von von Anteil von
Experimentes blauen blauen | farblosen| farblosen
Plaques  Plaques | Plagues| Plaques
1 606 55,7 482 443
2 596 47,3 663 52,7
3 390 49,4 400 50,6
Mittelwert
(%) 50,8 49,2
NM522Aung/pKK223-3/Mma3148
Anzahl | Prozentualer Anzahl | Prozentualer
Nummer des| von Anteil von von Anteil von
Experimentes blauen blauen | farblosen| farblosen
Plaques  Plaques | Plagues| Plaques
1 301 28,6 750 71,4
2 291 28,1 743 71,9
3 400 26,6 1102 73,4
Mittelwert 27.7 72,2
(%)

NM522Aung/pKK223-3/Mma3148_A118M_M209Y

Anzahl | Prozentualer Anzahl | Prozentualer
Nummer des| von Anteil von von Anteil von
Experimentes blauen blauen | farblosen| farblosen
Plaques  Plaques | Plagues| Plaques
1 345 37,1 584 62,9
2 450 33,3 900 66,7
3 612 35,7 1100 64,3
Mittelwert 354 64.6

(%0)
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5.2 Sequenzanhang (auf CD)
5.2.1 Vektorsequenzen
5.2.1.1 Vektorsequenz M13mp20
5.2.1.2 Vektorsequenz pET-28a
5.2.1.3 Vektorsequenz pCR-Blunt II-TOPO
5.2.1.4 Vektorsequenz pET_B_001
5.2.1.5 Vektorsequenz pKK223-3
5.2.1.6 Vektorsequenz pREP4
5.2.2 Sequenzdaten Mma0486 im pET_B_001
5.2.3 Sequenzdaten M13mp20/Stop/Ncol
5.2.4 Sequenzdaten Mma3148 im pKK223-3
5.2.5 Sequenzdaten MmMa3148/A118M/M209Y im pET_B_001
5.2.6 Sequenzdaten Mma3148/A118M/M209Y im pKK223-3
5.2.7 Sequenzdaten Mth212/W205A, Mth212/W206A, Mti2/S207A,
Mth212/Y208A und Mth212/R209A
5.2.8 Sequenzdaten XthA im pKK223-3
5.2.9 Sequenzdaten XthA_D151N im pKK223-3
5.2.10 Sequenzdaten XthA_ W212A im pKK223-3
5.2.11 Sequenzdaten XthA_W212A D151N im pKK223-3
5.2.12 Sequenzdaten Mma3148 im pET_B_001
5.2.13 Sequenzdaten Ung im pKK223-3
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6. Abklrzungsverzeichnis

Ala/A
Amp
AP-Stelle
APS
Arg/R
Asp/D
Asn/N
bp
BSA
Cm
Cys/C
DNA
dNTP
dsDNA
DTT
dyT
EDTA
g
GIn/Q
GIu/E
Gly/G
h
HEPES
HhH
His/H
IMAC
IPTG
kb

I

LB
Leu/L

Alanin

Ampicilin
Apyrimidinische/apurinische Stelle
Ammoniumperoxodisulfat
Arginin

Asparaginsaure
Asparagin

Basenpaare

bovine serum albumin
Chloramphenicol

Cystein
Desoxyribonukleisdure
Desoxynukleosidtriphosphat
doppelstrangige DNA
Dithiothreitol

double yeast tryptone
Ethylendiamintetraacetat
Gramm

Glutamin

Glutaminsaure

Glycin

Stunde

4-/2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethan-sulfansi

Helix-hairpin-helix
Histidin

immobilized metal ion affinity chromatography

Isopropyl-R3-d-thiogalaktopyranosid
Kilobasenpaare

Liter

Luria Bertani

Leucin
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Lys/K
Met/M
Mr

ml

(i
min.
nm
pum
oD

ori
PAGE
PBS
PCR
Phe/F
Pro/P
rpm
SDS
Ser/S
sec
ssDNA
TEMED
Thr/T
Trp/W
TyrlY
Val/Ww
UDG

Lysin

Methionin
relative Molmasse

Milliliter (1073

Mikroliter (10°)

Minute

Nanometer (I?)

Mikrometer (18)

Optische Dichte
Perlikationsursprung
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphat gepufferte Saline
Polymerase Kettenreaktion
Phenylalanin

Prolin

Umdrehungen pro Minute
Sodiumdodecylsulfat

Serin

Sekunde

Einzelstrangige DANN

N, N, N’, N'-Tetramethylethylenamin

Threonin
Tryptophan
Tarosin
Valin

Uracil-DNA-Glykosylase
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