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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Restriktionsenzyme

Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, die spezifisch kurze DNA-Sequenzen erkennen und
diese in beiden Strdngen spalten [Luria & Human, 1952]. Sie sind Teile von Restrikti-
ons/Modifikationssystemen (R/M-Systeme), die ubiquitdr in prokaryontischen Organismen
auftreten. Neben der Restriktionsendonuklease bestehen sie aus einer korrespondierenden Me-
thyltransferase, die die zelleigene DNA durch Methylierung in der Erkennungssequenz vor
Spaltung schiitzt. R/M-Systeme dienen prokaryontischen Organismen zur intrazelluldren Ab-
wehr eindringender Fremd-DNA, die zum Beispiel durch Viren in die Zelle gebracht werden
kann, und nehmen ihr durch Spaltung in Teilstiicke mittels der Endonuklease ihre Infektiositét.
Gleichzeitig sind die entstehenden Teilstiicke durch das Zusammenspiel von RecBCD-
Exonuklease und RecA-Rekombinase leichter fiir eine homologe Rekombination zugénglich
[Eggleston & West, 1997], so dal den R/M-Systemen auch eine evolutive Funktion zuzu-
schreiben ist. Das Auftreten der Restriktion und Modifikation wurde zunédchst von Luria &
Human (1952) beschrieben und von Arber & Dussoix (1962) aufgeklart.

R/M-Systeme werden aufgrund unterschiedlicher Zusammensetzung ihrer Untereinheiten so-
wie anhand ihres Bedarfes an Kofaktoren unterschieden. Die Restriktionsendonukleasen kon-
nen in vier verschiedene Klassen eingeteilt werden, wobei der Klasse II die Unterklassen IIS
und Ile zugeordnet werden [Pingoud & Jeltsch, 1997]. Inzwischen sind fast 2900 Restriktion-
sendonukleasen bekannt [Roberts & Macelis, 1997], wobei mittlerweile 18 vollstindig charak-
terisierte Typ I-, 210 unterschiedliche Typ II- sowie vier unterschiedliche Typ III-Spezifititen
bekannt sind.

R/M-Systeme vom Typ I beinhalten drei Untereinheiten innerhalb eines Enzymkomplexes, die
mit R, M und S bezeichnet werden. Die R-Untereinheit bewirkt die Restriktion, die M-Unter-
einheit die Modifikation und die S-Untereinheit die Spezifitdt des Systems. Sie benotigen ATP,
S-Adenosyl-Methionin (AdoMet) und Mg** als Kofaktoren. Die Erkennungssequenz umfaBt
eine Lange von sieben Basenpaaren (Bp) und ist unterbrochen. Die Spaltung der DNA erfolgt
generell in groBer Entfernung zur Erkennungssequenz. Aufgrund von Sequenzvergleichen und

Sekundarstrukturvorhersagen wurde die Erkenntnis gewonnen, daf alle 51 bisher bekannten



2 Finleitung

sogenannten Erkennungsdoménen (7arget Recognition Domains) der Typ I-R/M-Systeme eine
identische Tertidrstruktur besitzen [Sturrock et al., 1997].

Typ II-R/M-Systeme beinhalten zwei separate Enzyme: Die Restriktionsendonuklease, die als
Homodimer auftritt und nur Mg®* zur DNA-Spaltung benétigt, und die monomere Methyl-
transferase, die AdoMet als Kofaktor verwendet. Beide Enzyme erkennen die gleiche DNA-
Sequenz mit einer Lénge von vier bis acht Bp. Modifikation und Spaltung treten in der Regel
innerhalb der Erkennungssequenz auf. Die beiden Unterklassen der Typ II-R/M-Systeme defi-
nieren sich zum einen durch allosterische Aktivierung ausgehend von einer zweiten Erken-
nungssequenz (Typ Ile) [Kriiger et al., 1995] und zum anderen durch die Spaltung durch eine
monomere Endonuklease, die die DNA in definiertem Abstand auferhalb der Erkennungsse-
quenz spaltet (Typ IIS). Das Auftreten einer monomeren Endonuklease ist durch Rontgen-
strukturuntersuchungen des Proteins in Abwesenheit von DNA belegt worden [Wah et al.,
1997].

Typ III-R/M-Systeme bestehen aus zwei Untereinheiten (R und M), wobei die M-Untereinheit
in Anwesenheit von AdoMet fiir die Methylierung verantwortlich ist. Die Spaltung hingegen
erfordert sowohl die Kooperation beider Untereinheiten als auch die Gegenwart von ATP, das
jedoch wihrend der Reaktion nicht hydrolysiert wird. Die Modifikation findet innerhalb der
Erkennungssequenz statt, die sich etwa 25 Bp stromabwirts der Spaltstelle befindet [Bickle,
1993]. Die Erkennungssequenzen sind asymmetrisch, nicht unterbrochen und haben eine Léange
von fiinf bis sechs Bp.

Zu einer weiteren Gruppe, den Typ IV-R/M-Systemen, werden Restriktionsendonukleasen zu-
sammengefalit, deren Spaltung durch AdoMet stimuliert wird, jedoch ATP-unabhéngig ist. Die
Erkennungssequenz besteht aus einer asymmetrischen sechs Bp langen Sequenz, wobei die
Spaltung in definiertem Abstand auBerhalb der Erkennungssequenz stattfindet [Janulaitis et al.,
1992, 1992a].

Im Gegensatz zu den Restriktionsenzym-Genen zeigen die bisher sequenzierten Methylase-
Gene untereinander ausgeprigte Sequenzhomologien [Klimasauskas et al., 1994; Pingoud &

Jeltsch, 1997], vor allem in den Bereichen, die fiir die Kofaktorbindung notwendig sind.



Einleitung 3

1.2 Die Restriktionsendonuklease EcoRI

Die Restriktionsendonuklease EcoRI wurde zuerst aus dem Bakterium Escherichia coli (E.
coli) isoliert. Spéter konnte aus Rhodobacter sphaeroides das sehr homologe Isoschizomer
Rsrl charakterisiert werden. EcoRI besteht aus 276 Aminosduren (31kDa) bekannter Sequenz
[Greene et al., 1981; Newman et al., 1981]. Es ist als Homodimer aus zwei identischen Unter-
einheiten aktiv [Alves et al., 1982], die zusammen eine globulire Struktur besitzen [McClarin
et al., 1986]. Das Symmetriezentrum des Dimers fillt bei der Substratbindung mit der Symme-
trieachse der Erkennungssequenz zusammen, so dafl auch der Enzym-DNA-Komplex die Sym-
metrie der Spaltsequenz widerspiegelt. Jedes Monomer besitzt als Teilstruktur den sogenann-
ten ,, Inner Arm* (siche Abbildung 1), der bei der Bindung die DNA umschlingt, den Komplex
stabilisiert und die Schnittstelle ,,verankert* [Kim et al., 1990].

Outer

Arm
Extended

hain
R3
N L S
F 60 ¢
SN SN N\
\ 7 s ')
<
ad ob

ADD. 1: Struktur des EcoRI-DNA-Komplexes entlang der DNA-Achse gesehen



4 Einleitung

Bei der EcoRI-Methylase liegt keine Homologie zur Endonuklease vor. Beide Enzyme erken-
nen jedoch die palindrom Spaltungssequenz GAATTC [Hedgpeth et al., 1972]. Diese Se-
quenz besitzt eine Punktsymmetrie und wird an identischen, symmetrisch angeordneten Posi-
tionen in beiden Stringen gespalten. Durch die Methylase erfolgt eine Methylierung an der N6-
Aminogruppe der zentralen Adenine in der unten aufgefiihrten Sequenz [Dugaiczyk et al.,
1974] (sieche Abbildung 2).

v M

~ GAATTGCGC
~— C TTAAG-
M
Abb. 2: EcoRI Erkennungssequenz (methy-
lierte Adenine (M))

EcoRI zdhlt gemeinsam mit EcoRV zu den am besten untersuchten Restriktionsendonukleasen.
Neben diesen beiden sind die Strukturen zweier weiterer Typ II-Restriktionsendonukleasen im
DNA-Kokristall bekannt. Hierbei handelt es sich um Pvull und BamHI [Athanasiadis et al.,
1994; Newman et al., 1994]. Auffillig ist bei einem Vergleich der vier Strukturen eine iden-
tische Anordnung von zwei sauren Aminosduren und einer basischen Aminosdure zu der zu
spaltenden Phosphodiesterbindung (EcoRI: Asp91, Glulll, Lys113; EcoRV: Asp74, Asp90,
Lys92; Pvull: Asp58, Glu68, Lys70; BamHI: Asp94, Glulll und Glul13), wobei bei BamHI
der Lysinrest durch einen Glutaminsdurerest ersetzt ist. Sie sind Bestandteil dhnlicher Sekun-
dérstrukturelemente innerhalb der katalytischen Zentren der ansonsten beziiglich ihrer Erken-
nungssequenz vollig verschiedenen Enzyme [Thielking et al.,1992].

Eine erste Rontgenstruktur der EcoRI-Endonuklease im Komplex mit dem Oligonukleotid
d(TCGCGAATTCGCG), wurde 1986 veroffentlicht [McClarin et al., 1986]. Das daraus erar-
beitete Strukturmodell nach der Analyse von weiteren EcoRI-Schwermetall-Derivaten jedoch
1990 korrigiert [Kim et al., 1990]. Die beiden EcoRI-Untereinheiten bilden im Dimer eine an-
ndhernd globulédre Struktur von Snm Durchmesser aus, die die DNA umschlief3t.

Die EcoRI-Erkennungssequenz weist in freier Losung hauptsdchlich eine B-DNA-dhnliche
Konformation auf [Lane et al., 1991]. Durch die Bindung des Enzyms an die DNA erféhrt sie

jedoch ausgepriagte Konformationsianderungen, wie gednderte Basenrollwinkel und eine drasti-

1griechisch : palindromos = ,,wieder zuriicklaufend*
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sche Umwandlung der Konformation der inneren AT-Basenpaare. Die wichtigste Konforma-
tionsédnderung ist ein type I Neokink [Rosenberg, 1991], das bedeutet, die Doppelhelix knickt
im Zentrum der Erkennungssequenz, die Helix wird um 28° entwunden, und die grof3e Furche
offnet sich um etwa 0,35nm.- Dadurch wird das Einlagern von je zwei a-Helices und einem
ausgestreckten Abschnitt der Polypeptidkette pro Untereinheit des Enzyms (Four Barrel-
Helixmotiv und Extended Chain-Motiv) in die grof3e Furche ermdglicht und die Erkennung der
Basensequenz bewirkt. Die dadurch bedingte Offiaung der kleinen Furche der DNA hat keinen
EinfluBl auf die Wechselwirkung mit dem Protein, sondern bleibt dem Ldsungsmittel zuge-

wandt.

1.2.1 Unspezifische DNA-Bindung und lineare Diffusion

Aufgrund der biologischen Funktion von Restriktionsendonukleasen ist eine effiziente Spaltung
des Substrates notwendig, bevor die Methylase die DNA modifiziert und sie somit vor einem
Zugrift schiitzt. Dies erfordert eine auBerordentlich schnelle Erkennung der spezifischen Se-
quenz vor einem grofBen Hintergrund unspezifischer Sequenzen. Die Restriktionsendonuklease
hat dieses Problem durch eine schnell erfolgende unspezifische Bindung an die DNA mit an-
schlieBender eindimensionaler linearer Diffusion gelost [EcoRIl: Woodhead & Malcome, 1981;
EcoRV: Taylor et al., 1992]. Die Assoziation an Oligonukleotide ist in Fluoreszenz-Stopped
Flow-Experimenten untersucht worden [Alves et al., 1989]. Hier konnte gezeigt werden, dal3
diese diffusionskontrolliert ist.

In der Regel ist die unspezifische Bindung in Abwesenheit von Magnesiumionen (K~ 10° M"
") [Langowski et al., 1981; Terry et al., 1983] schwach im Vergleich zur spezifischen Bindung
(Kass = 10°-10'°M™" mit Nitrozellulose-Filterbindung), [Engler ez al., 1997] bezichungsweise (5
x 10* M mit Gel-Retardations-Assay) [Grabowski et al., 1995]. Wie in der Rontgenstruktur
von EcoRV in unspezifischer Bindung zur DNA zu sehen ist, werden lediglich fiinf Kontakte
zwischen Aminosaureresten des Proteins und Phosphatgruppen der DNA ausgebildet [ Winkler
et al., 1993; Kostrewa & Winkler, 1995]. Es ist kein direkter Kontakt zu den Basen der DNA
zu erkennen, worin die Erkldrung zu dieser deutlich schlechteren Bindungskonstante mit un-
spezifischer DNA auch in Gegenwart zweiwertiger Kationen zu sehen ist [Selent et al., 1992;
Vipond et al., 1995]. Ein vergleichbarer Kokristall mit EcoRI in unspezifischer Bindung an die
DNA existiert jedoch nicht.
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Die an die unspezifische Bindung der DNA anschlieBende lineare Diffusion wurde zuerst fiir
den lac-Repressor [Barkley, 1981] und anschlieBend auch fiir Restriktionsendonukleasen ge-
zeigt [Jack et al., 1982; Ehbrecht et al., 1985]. Mit Hilfe dieser Methode tastet das Enzym die
DNA mit einer Geschwindigkeit von 7 x 10° Bp s ab [Ehbrecht e al., 1985]. Der ProzeB der
linearen Diffusion ist von elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Enzym und DNA ab-
héngig. Diese Wechselwirkungen sind anziehenden und absto3enden Charakters und miissen in
einem Gleichgewicht miteinander stehen, um eine optimale lineare Diffusion zu ermoglichen.
Allerdings ist die lineare Diffusion nicht gleichmdfBig, sondern variiert in Abhéngigkeit von Se-
quenz und Struktur der DNA [Jeltsch et al., 1994]. Sogenannte Starsequenzen (Sequenzen, die
sich in einem Basenpaar von der Erkennungssequenz unterscheiden) werden von den Enzymen
wesentlich besser gebunden als unspezifische DNA [Lesser et al., 1990; Thielking et al.,
1990]. Hier pausiert die lineare Diffusion, doch findet in der Regel keine Spaltung statt [Jeltsch
et al., 1994]. Die grundlegende Bedeutung einer optimalen linearen Diffusion liegt in schneller
Spaltung der Fremd-DNA durch die Restriktionsendonuklease, die fiir die ganze Zelle ent-
scheidend sein kann. Dies konnte in in vivo-Experimenten fiir EcoRV gezeigt werden. Mutan-
ten, deren Wechselwirkung zum Phosphodiesterriickgrat beintrichtigt war, zeigten auch eine
Beeinflussung der linearen Diffusion, die mit abnehmender Fahigkeit korreliert war, eindrin-

gende Phagen-DNA abzuwehren [Jeltsch et al., 1996].

1.2.2 Erkennung der spezifischen DNA-Sequenz

Eine der bemerkenswertesten Eigenschaften der Restriktionsendonukleasen ist die auleror-
dentlich hohe Prizision in der Katalyse und Substraterkennung in vivo wie auch in vitro. Diese
hohe Spezifitit der Restriktionsendonukleasen stellt das Resultat einer Vielzahl von Wechsel-
wirkungen des Proteins mit der zu spaltenden DNA-Sequenz dar, die sich nicht nur in der
Qualitdt, sondern auch in der Quantitit von denen zur unspezifischen DNA unterscheidet. Die
Bildung dieser bevorzugten Wechselwirkungen wird in der Summe als Erkennung bezeichnet.
Sie beginnt mit dem Ubergang vom unspezifischen in den spezifischen Komplex und schlieBt
mit der Aktivierung des katalytischen Zentrums ab. Geénderte Pufferbedingungen, Mutationen
oder verschiedene Kofaktoren nehmen hierbei unterschiedliche Einfliisse auf die Substrater-
kennung beziehungsweise Katalyse.

Erfolgt die Reaktion unter entsprechenden Bedingungen (erhohter pH-Wert in Verbindung mit
niedriger lonenstdrke, Mangan anstelle von Magnesium als zweiwertiges Kation oder Zugabe

organischer Losungsmittel) [Polisky et al., 1975; Goodman et al., 1977; Hsu & Berg, 1978],
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so konnen auch Substrate, die in einer Base von der GAATTC-Sequenz abweichen, erkannt,
allerdings mit deutlich verminderter Aktivitét gespalten werden [Gardner et al., 1982; Lesser et
al., 1990; Thielking et al., 1990].

Entgegen fritherer Vorstellungen bildet EcoRI sowohl mit Purin- wie auch mit Pyrimidinbasen
in der GAATTC-Sequenz spezifische Wechselwirkungen aus. Nach Rosenberg (1991) erfolgt
die Substraterkennung {iber 18 Wasserstoffbriickenbindungen zwischen DNA und Protein,
wobei 14 Protein-Purin- und vier Protein-Pyrimidin-Wechselwirkungen ausgebildet werden.
Ferner existieren Wasserstoffbriicken zwischen der Guaninbase, einem Wassermolekiil und den
zweil Aminosdureseitenketten Arg200 und Arg203. AuBerdem gibt es eine Vielzahl van der
Waals-Wechselwirkungen zwischen Protein und DNA. So bilden die Aminosduren Glnl15,
Met137, Glyl40 und Alal42 hydrophobe Kontakte zu den Basenpaaren der Erkennungsse-
quenz aus. Eine zentrale Rolle wird der Vernetzung vieler Kontakte durch die Aminoséure
Glul44 zugeschrieben, die sowohl iiber Wasserstoftbriickenbindungen, wie auch ionische
Wechselwirkungen mit den Aminosduren Asnl41 und Arg203 derselben Untereinheit, sowie
den Aminosduren Argl45 und Lys148 der anderen Untereinheit in Kontakt steht. Spezifische
Kontakte zum Phosphatriickgrat der DNA werden zusitzlich zu denen der Basenpaare ausge-
bildet.

Die Summe aller Wechselwirkungen 148t den Schlu3 zu, daf es sich hierbei um ein redundantes
System handelt. Das fiihrt dazu, daf bei dem Verlust einzelner Wechselwirkungen die verblei-
benden Kontakte ausreichen, um eine spezifische Substraterkennung zu gewéhrleisten, die
Spaltaktivitdt jedoch hdufig vermindert ist [Alves et al,1989a; Geiger et al.,1989; Heitman,
1992]. Das Haupterkennungsmotiv von EcoRI zu den Basen ihrer spezifischen Erkennungsse-
quenz stellt das bereits erwédhnte sogenannte Extended Chain-Motiv dar, auf das aufgrund sei-
ner bedeutenden Stellung innerhalb dieser Arbeit spiter eingegangen wird.

Eine wesentliche Rolle in Bezug auf den Erkennungsprozef3 kommt ebenfalls dem eingesetzten
Metallion zu. Zum einen fiihrt lediglich die Zugabe von Magnesium oder Mangan mit geringe-
rer Effektivitidt auch Kobalt oder Nickel [Woodhead & Malcolm, 1981; Vipond et al., 1995]
zu einer Spaltung der DNA.

Neben der essentiellen Rolle in der Katalyse nehmen zweiwertige Kationen aber auch Einfluf3
auf die Konformation der EcoRI. Das Wildtypenzym liegt in ihrer Abwesenheit in einer inakti-
ven Konformation vor, aus der heraus es nur langsam mit der DNA reagieren kann [Alves et
al., 1989a]. Fiir eine Mutante von EcoRI (K130E) konnte aulerdem gezeigt werden, dal} die

spezifische Bindung nur in Gegenwart zweiwertiger Kationen erfolgt, und dal Kalzium in ei-
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nem bestimmten Verhéltnis zu den eingesetzten Magnesiumionen zu einer Erhdhung der Spalt-
aktivitdt flihrt, jedoch ist auch hier die Zugabe von Magnesium fiir eine katalytische Aktivitat
notwendig [Windolph et al., 1997].

1.2.3 Struktur der RestriktionsendonukleaseEcoRI im Vergleich mit anderen Re-

striktionsendonukleasen

Erstaunlicherweise treten in den bisher sequenzierten 50 Typ II-Restriktionsendonukleasen kei-
nerlei Anzeichen der klassischen DNA-Bindungsmotive wie Helix-7urn-Helix (Ausnahme: Fo-
kl) [Wah et al., 1997], Zink-Finger, basischer Helix-Loop-Helix oder basischer Zipper auf
[Pingoud & Jeltsch, 1997]. Es sind fiinf Typ II-Restriktionsendonukleasen kristallisiert. Hier
handelt es sich um EcoRI [Rosenberg, 1991], EcoRV [Winkler et al., 1993], BamHI [Newman
et al., 1994], Pvull [Athanasiadis et al., 1994; Cheng et al., 1995] und Cfr101I [Bozic et al.,
1996]. Da es sich bei Cfr10l um ein Enzym mit degenerierter Sequenzerkennung handelt, ist
eine Zuordnung homologer Aminoséuren zu anderen Restriktionsendonukleasen nicht eindeu-
tig moglich, da dieser Kristall nur ohne DNA existiert. Sie ist daher filir einen Vergleich nur von
untergeordneter Bedeutung.

Interessanterweise nutzen die vier anderen kristallisierten Typ II-Restriktionsendonukleasen
unterschiedliche Strukturmotive, um eine spezifische DNA-Erkennung durchzufiihren. Wie
unter 1.2.2 bereits erwihnt, bildet EcoRI {iber das sogenannte Extended Chain-Motiv, welches
sich durch die groBe Grube der DNA zieht, Kontakte zu seiner Erkennungsequenz aus [Kim et
al., 1990]. Andere Restriktionsendonukleasen erkennen die DNA spezifisch iiber a-Helices,
angrenzende Schleife und C-terminalen Arm (BamHI) [Newman et al., 1994], Schleifen
(EcoRV) [Winkler et al., 1993] oder B-Faltblétter (Pvull) [Athanasiadis et al., 1994; Cheng et
al., 1995]. Ein Strukturvergleich zeigt, da8 es sich bei all diesen Proteinen um af-Proteine
handelt, die ein gemischtes, zentrales flinfstrangiges -Faltblatt, das von zwei a-Helices umge-

ben ist, besitzen (siche Abbildung 3).



Einleitung 9

EcoRV bi

184
188 185

Pwvull
70
8182: 83 8485

K 183 8185 >

Abb. 3: Sekundérstrukturelemente der Restriktionsendonukleasen im Vergleich. An der Katalyse be teiligte
Aminoséduren sind durch ein Kreuz (x), an der Bindung beteiligte Aminoséuren durch einen Punkt ( ),
in die Dimerisierung involvierte Regionen als graue Flachen gekennzeic hnet

Alle vier Enzyme zeigen in ihrer Sekundirstruktur im katalytischen Zentrum groBe Ahnlich-
keit, wobei jedoch die Aminosduresequenzen deutlich voneinander abweichen. Aufgrund unter-
schiedlicher Erkennung der DNA (EcoRI und BamHI ndhern sich der DNA an der groB3en
Grube, EcoRV und Pvull an der kleinen Grube), wie auch in Bezug auf ihre sekundiren Struk-
turelemente, kann man eine Unterscheidung von EcoRI und BamHI auf der einen Seite sowie
EcoRV und Pvull auf der anderen Seite treffen. Beide Gruppen unterscheiden sich ebenfalls
hinsichtlich ithrer Monomer-Monomer-Interaktionsfliche. Der Unterschied, daf3 sich EcoRI und
BamHI von der groBen Grube und EcoRV und Pvull von der kleinen Grube her nihern, kdnn-
te auf die unterschiedlichen relativen Positionen der zu spaltenden Phosphodiesterbindungen
zueinander zurlickzufiihren sein, da es sich bei EcoRV und Pvull um sogenannte Blunt End-
Schneider, bei EcoRI und BamHI um Sticky End-Schneider handelt. Kognate Sequenzen, de-
ren Spaltung einen 5'-Uberhang von einigen Nukleotiden entstehen lassen (EcoRI und BamHI),
sind besser von der groen Grube her zuginglich, wohingegen Bindungen, deren Spaltung

Blunt Ends erzeugen, eher iiber die kleine Grube zuginglich sind (Anderson et al., 1993).
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Die Strukturanalyse von EcoRI zeigt, da3 die DNA bei der spezifischen Bindung an das Enzym
in der Art verzerrt wird, dafl ein Knick sowie eine Entwindung in der zentralen AATT-Sequenz
von 28° entsteht [Kim et al., 1990]. Dies flihrt dazu, daB3 die Stacking-Wechselwirkungen auf-
gehoben werden und die gro3e Grube aufgeweitet wird. Im Komplex mit Star-Sequenzen be-
sitzt EcoRI eine deutlich andere asymmetrische Konformation als im kanonischen Komplex
[Kim et al., 1990].

Im Gegensatz zu EcoRI verzerrt BamHI wiéhrend der spezifischen Bindung die DNA nicht,
obwohl die DNA ebenfalls von zwei Helices und einer angrenzenden Schleife innerhalb der
groflen Grube gebunden wird. Zusitzlich findet eine Wechselwirkung der C-terminalen o-Helix
nur einer Untereinheit in der kleinen Grube der DNA statt. In der Summe wechselwirkt BamHI
mit seiner Erkennungssequenz tiber zwolf direkte und sechs indirekte (wasservermittelte) Was-
serstoffbriickenbindungen in der groen Grube, sowie drei direkte Wasserstoftbriickenbindun-
gen mit der kleinen Grube der DNA. Zusétzlich bildet BamHI van der Waals- Kontakte mit
seiner Erkennungssequenz sowie Wasserstoffbriickenbindungen zum Phosphatriickgrat der
DNA aus. Interessanterweise kontaktiert BamHI die DNA tiber Kreuz. Das bedeutet, dafl ein
Grofteil der Wasserstoftbriickenbindungen zum Phosphatriickgrat der einen Hilfte der DNA
von der Untereinheit des Enzyms ausgebildet wird, die die hauptsidchlichen Wechselwirkungen
zu den Basen des komplementdren Stranges der DNA ausbilden. Die Strukturen von BamHI
und EcoRI haben grofle Homologien, so dafl ein gemeinsamer evolutiondrer Ursprung vermu-
tet wird [Newman et al., 1994]. Dies wird dadurch gestiitzt, daB3 beide Enzyme ein Vier-Helix-
Biindel (jeweils zwei Helices pro Untereinheit) sowohl zur Dimerisierung als auch zur DNA-
Erkennung nutzen. Im Gegensatz dazu besitzt BamHI jedoch keine equivalenten Motive zu
Extended Chain, Inner Arm oder Outer Arm in EcoRI.

Da fiir die Restriktionsendonuklease EcoRV Rontgenstrukturdaten fiir den unspezifischen
Komplex mit der DNA wie auch fiir den spezifischen Komplex existieren, lassen sich gute Aus-
sagen {iber konformationelle Anderungen und zusitzliche Kontakte treffen, die wihrend der
spezifischen Erkennung ausgebildet werden [Winkler et al., 1993; Kostrewa & Winkler, 1995].
Die offensichtlichste Anderung ist die Entwindung der DNA durch einen Knick von 55° in der
Mitte der Erkennungssequenz. Hierbei werden, analog zu EcoRI, die Stacking-Wechselwir-
kungen der zentralen Basenpaare innerhalb der Erkennungssequenz aufgehoben. Durch diesen
ProzeB3 wird die DNA in der Weise deformiert, dal die gro3e Grube verengt, die kleine Grube

jedoch erweitert und somit leichter zugénglich fiir die Spaltung gemacht wird.
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Das hauptsichliche Erkennungsmotiv von EcoRV wird als Erkennungsschleife (R-loop) be-
zeichnet, welche flir die Ausbildung von zwolf der 18 direkten Wasserstoffbriickenbindungen,
zwei van der Waals-Kontakte zur Erkennungssequenz sowie zwolf wasservermittelte Wasser-
stoffbriickenbindungen zum Phosphatriickgrat der DNA verantwortlich ist. Ein weiterer Anteil
der DNA-Erkennung wird einer glutaminhaltigen Schleife (Q-loop) zugeschrieben. Diese
Schleife bildet vier Wasserstoffbriickenbindungen zu den Basen der kleinen Grube aus und be-
inhaltet weiterhin die katalytisch wichtige Aminosidure Asp74. Beide Loops sind im Kristall des
unspezifischen Komplexes von der DNA weiter entfernt und ohne direkten Kontakt zu den Ba-
sen. Die spezifische DNA-Bindung von EcoRV zeichnet sich auch durch ein groBes Netzwerk
von Wasserstoffbriickenbindungen zum Phosphatriickgrat der DNA aus. So liegen zusétzlich
zu den beiden Erkennungsschleifen (R-und Q-loop) 24 Aminosduren mit einer Donorfunktion
oder einer positiven Ladung in rdumlicher Ndhe zum Phosphatriickgrat, so daB3 sich eine Was-
serstoffbriicke ausbilden konnte. Die Tatsache, dal EcoRV Erkennungssequenzen, die eine be-
stimmte Sequenzumgebung aufweisen, bevorzugt spaltet, ist vermutlich durch die grofe An-
zahl von Wasserstoffbriickenbindungen zum Phosphatriickgrat auch auBlerhalb der Erken-
nungssequenz begriindet [Taylor & Halford, 1989; Wenz et al, 1996]. Die Bedeutung der
Phosphaterkennung fiir EcoRV zeigt die Tatsache, dafl lediglich zwei der zwolf Phosphoryl-
sauerstoffe innerhalb der kognaten Sequenz durch Schwefel ersetzt werden konnen, ohne daf3
eine Abnahme der Spaltaktivitit auftritt [Wenz et al., 1996].

Die Restriktionsendonuklease Pvull zeigt teilweise grofle Strukturhomologien zu EcoRV [At-
hanasiadis et al., 1994; Cheng et al., 1995]. Sie verzerrt wiahrend der spezifischen Bindung je-
doch nicht die DNA [Cheng ef al., 1995]. Das grundsitzliche Erkennungsmotiv von Pvull be-
steht aus einem zweistrdngigen antiparallelen -Faltblatt. Durch die Aminosdurereste dieses
Motivs werden zwolf direkte Wasserstoffbriickenbindungen und einige van der Waals-
Kontakte sowohl zu den Basen der Erkennungssequenz als auch zum Phosphatriickgrat ausge-
bildet. Auch Pvull bildet zu den Basen sowie zum Phosphatriickgrat auflerhalb der Erken-

nungssequenz Kontakte aus.

1.2.4 Kopplung von spezifischer Substratbindung und Katalyse

Spezifische Substratbindung und Katalyse verlaufen in vivo wie auch in vitro mit hoher Prézi-
sion, wobei gednderte Pufferbedingungen, Mutationen oder verschiedene Kofaktoren Einfliisse

sowohl auf die Substraterkennung als auch die Katalyse haben. Beide Prozesse sind auBeror-
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dentlich strikt miteinander gekoppelt [Jeltsch et al., 1993]. Dieses Phinomen wird in der Tat-
sache deutlich, daB3 jede Storung der Erkennung zu einer Verlangsamung der Katalyse fiihrt.
So konnte bisher keine EcoRI-Mutante erzeugt werden, die zwar in ihrer Spezifitdt, nicht je-
doch in der Katalyse geschwicht beziehungsweise gedndert wire. Fiihrt man an Positionen, die
der DNA an den zu der Erkennungssequenz flankierenden Sequenzen rdumlich nahe kommen,
Aminosduren ein, die Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden konnen, so werden auBerhalb
der Erkennungssequenz keine neuen Kontakte gebildet, die zur Erweiterung der Spezifitét fiih-
ren [Kiister, 1995]. Eine solch strikte Kopplung wird auch bei der Analyse der Spaltung von
Starsequenzen deutlich. Die hohe Spezifitit fiir die kanonische Sequenz liegt sowohl in der
Bindung, als auch in der Spaltung oder, gleichbedeutend damit, in der Kopplung der Erken-
nung an die Katalyse. Unter den in 2.4.1 aufgefiihrten Standardspaltbedingungen liegt die As-
soziationskonstante der spezifischen Bindung fiir die Erkennungssequenz nur um den Faktor
10°-10" hoher als die fiir Starsequenzen. Die intrinsische Geschwindigkeitskonstante der kano-
nischen Doppelstrangspaltung liegt jedoch um den Faktor 10°-10° hoher als bei Starspaltung,
was zu einer effektiven Diskriminierung der Starsequenzen fiihrt [Thielking et al., 1990; Lesser
et al., 1990]. Eine Substitution des Magnesiums durch Mangan, wie auch eine Erhohung des
pH-Wertes in Verbindung mit einer Erniedrigung der lonenstéirke fiihrt jedoch zu einer Rela-

xation der Spezifitdt [Gardner ef al., 1982; Rosenberg & Greene, 1982].

1.2.5 Motive der DNA-Erkennung von EcoRI

1.2.5.1 Das Extended Chain-Motiv

Eine Vielzahl der direkten Wechselwirkungen gehen, wie in Abbildung 4 ersichtlich, vom Ex-
tended Chain-Motiv aus, welches aus den Aminosduren 137-142 besteht und durch die rdum-
lich benachbarten a-Helices verankert wird. Ein synthetisches Peptid mit der Sequenz des Ex-
tended Chain-Motivs konnte eine Spaltung durch EcoRI sowie Xbal (deren Spaltstelle mit der
EcoRI-Spaltstelle iiberlappte) behindern. Demgegeniiber wird eine Xbal-Spaltsequenz, die
nicht mit einer EcoRI-Sequenz iiberlappt, auch in Anwesenheit des Peptids gespalten [Jeltsch
et al., 1994a]. Die Aminosaureseitenketten der Extended Chain orientieren sich iiber van der
Waals-Bindungen zu Pyrimidinen und iiber Wasserstoffbriickenbindungen zu den Amino-
gruppen der Pyrimidine und Adenine entlang der groen Grube der DNA. Folgende Kontakte

der Extended Chain zu den Basen der Erkennungssequenz werden gebildet [Rosenberg, 1991]:
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Met137:  van der Waals-Kontakt zum HS5, H6 des Cytosins;

Alal38:  Wasserstoftbriickenbindung vom CO der Hauptkette N4 des Cytosins;

Gly140:  van der Waals-Kontakt zur Methylgruppe des dueren Thymins;

Asnl41:  schwache Wasserstoftbriickenbindung der Seitenkette zum N7 des duleren Aden-
ins, Wasserstoffbriickenbindungen der Carbonylfunktion der Seitenkette zum N6
des duBleren und des inneren Adenins;

Ala 142:  Wasserstoftbriickenbindung der Amidgruppe der Hauptkette zum O4 des inneren
Thymins, van der Waals-Kontakt zur Methylgruppe des inneren Thymins.

4

o

ma

ADD. 4: Raumliche Lage des Extended Chain-Motivs der Restriktionsendonuklease EcoRI zu seiner spezifi-
schen Erkennungssequenz -GAATTC- (dargestellt in Dunkelgelb)

1.2.5.2 Der Outer Arm

Uber die Region des Quter Arm erstrecken sich vier B-Faltblattstrukturen, vier Strukturele-
mente ohne definierte Sekundérstruktur sowie eine a-Helix. Sie besteht aus den Aminoséuren
163 bis 225. Die folgenden Aminosduren der Outer Arm-Region sind an der DNA-Bindung
beteiligt [Rosenberg, 1991]:
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[le197: Ausbildung von hydrophoben Wechselwirkungen zum H6 des Cytosins der Erken-
nungssequenz;

Arg200: Ausbildung von Wechselwirkungen zu einem Wassermolekiil, das seinerseits Wasser-
stoffbriickenbindungen zum Guanin der Erkennungssequenz ausbildet;

Arg203: Ausbildung von Wechselwirkungen zum selben Wassermolekiil wie Arg200, Ausbil-

dung eines Phosphatkontaktes auB3erhalb der Erkennungssequenz.

Die Aminoséure Ile197 trigt, wie im Verlauf dieser Arbeit sowie auch in Verbindung mit mei-
ner Diplomarbeit bereits gezeigt werden konnte [Kiister, 1995], nicht zur spezifischen Sequen-
zerkennung bei, sie wird hier lediglich aufgrund der Literaturangabe mit aufgefiihrt.

Weiterhin stabilisiert der Outer Arm das Extended Chain-Motiv iiber die Aminosduren Gly196,
Arg200, Asnl199 sowie die Inner Arm-Region (Aminosduren 124 bis 136) von der weitere
Phosphatkontakte (Lys130) ausgehen. Mutationen an der Aminosdure Asn199 haben gezeigt,
daB dieser Rest indirekt das Reaktionszentrum der DNA durch eine Anderung der Umgebung
des aktiven Zentrums beeinflufit, was wiederum einen Einflul auf die Spaltgeschwindigkeit des

Enzyms hat [Kim ef al., 1996].

1.2.5.3 Der Inner Arm

Die Bedeutung der Inner Arm-Region, die sich iiber die Aminosduren 124 bis 136 erstreckt,
wird aus der EcoRI-Kokristallstruktur deutlich. Diese zeigt, daB das Enzymdimer die palin-
drome Erkennungssequenz symmetrisch bindet und die DNA sowohl mit den /nner aber auch
mit den Outer Arms jeder Untereinheit umfafit. Diese Tatsache deutet auf eine Konformati-
onsdnderung des Enzyms wéhrend der Substratbindung hin. Eine andere Moglichkeit der
DNA-Bindung (Dimerisierung monomerer Untereinheiten am Substrat) konnte durch Ultrazen-
trifugationsexerimente ausgeschlossen werden. Hier konnte gezeigt werden, dal EcoRI hiufig
sogar in einem multimeren Zustand auftritt, der monomere Zustand in den untersuchten Kon-
zentrationen daher stark unterreprésentiert ist. [Urbanke, personliche Mitteilung]. Im monome-
ren Zustand zeigt EcoRI nur noch eine unspezifische Nukleaseaktivitit [ Vennekohl, 1996].

Das Lysin an der Position 130 soll eine Wasserstoffbriicke mit dem Phosphat des Cytosins der
Erkennungssequenz ausbilden [Rosenberg, 1991]. Wie durch Mutageneseexperimente gezeigt
werden konnte, liegt jedoch die Hauptaufgabe der beiden positiv geladenen Aminosduren die-

ser Region (Lys130 und Argl31) in der lokalen Neutralisation der negativen Ladung des Zuk-
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kerphosphatriickgrates [Windolph et al., 1997], wahrend ein direkter Wasserstoffbriickenkon-

takt eher unwahrscheinlich erscheint.

1.2.5.4 Das 3-Faltblatt

Ein weiterer Anteil an der spezifischen Substraterkennung wird dem [33-Faltblatt zugeschrie-
ben. Es erstreckt sich iiber die Aminosduren 103 bis 117, wobei die Aminosduren Glulll,
Lys113, GIn115 und Lys117 fiir die spezifische DNA-Erkennung beziechungsweise die Katalyse
verantwortlich sind (siche Abbildung 5).

Glulll: Glulll geht lediglich indirekt durch die Koordination des fiir die Katalyse essenti-
ellen Magnesiumions in Verbindung mit Asp91 eine Wechselwirkung mit der DNA
ein;

Lys113: Ausbildung einer Wasserstoftbriickenbindung zum zu spaltenden Phosphat zwischen
dem Guanin und dem Adenin der Erkennungssequenz;

GInl15: Hydrophobe Wechselwirkung zum inneren Thymin der Erkennungssequenz;

Lys117: Wasserstoffbriickenbindung zum Phosphat zwischen dem Adenin und dem Thymin

der Erkennungssequenz.

Durch zielgerichtete Mutageneseuntersuchungen wurde eine Beteiligung der Aminosdure
Glulll in Verbindung mit der Aminosdure Asp91 an der Koordination des Magnesiumions
nachgewiesen. Alle Aminosdureaustausche an diesen Positionen wie auch an der Position
Lys113 zeigten eine stark erniedrigte, beziehungsweise keine mefBbare katalytische Aktivitdt
[Grabowski et al., 1995].

Die Bedeutung der Aminosdure GInl15 wurde ebenfalls durch Mutageneseuntersuchungen be-
statigt [Jeltsch et al., 1993]. Dieser hydrophobe Kontakt konnte dadurch eindeutig nachgewie-
sen werden, dafl die Eliminierung des Kontaktes sowohl von der Enzymseite her (Mutante
Q115A) als auch von der DNA-Seite her (Basenaustasch von Thymin zu Uracil) in der DNA-
Bindung und -Katalyse den gleichen Effekt erzeugte. Er liel sich mit einer Verminderung der
Wechselwirkungsenergie um 3kJ/mol quantifizieren. Allerdings gelang diese Bestimmung nur
unter Starpufferbedingungen, da die Aminosiure Glnl15 ebenfalls eine zentrale Stellung in der
erwdhnten Kopplung der Erkennung mit der Katalyse hat (vergleiche 1.2.4). Dies wird durch
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Wasserstoftbriickenbindungen dieser Aminosdure zum Peptidriickgrat des Extended Chains
und durch seine Stellung direkt neben Aminoséuren des aktiven Zentrums moglich.

Der von Rosenberg postulierte Phosphatkontakt des Aminosédurerestes Lys117 148t sich in der
Hinsicht bestitigen, da3 die in unserem Labor untersuchten Mutanten K117L und K117A so-
wohl in ihrer spezifischen Aktivitit, als auch in ihrer Bindungsfahigkeit beeintrachtigt sind [Ro-
sati, persohnliche Mitteilung].

1.2.5.5 Die a4-Helix

Im direkten AnschluB3 an das Extended Chain-Motiv folgt die a4-Helix, die aus den Aminosiu-
ren 143 bis 157 besteht. Die hauptsachliche Bedeutung dieses Motivs liegt in der Ausbildung
von Wasserstoffbriickenbindungen von Argl45 zu beiden Adeninen der Erkennungssequenz,

sowie von Lys148 zu dem Phosphat in 5’-Richtung vor der Erkennungssequenz.

Alle unter 1.2.5 aufgefiihrten Kontakte sind in der Abbildung 5 zusammengefafit.

Lys130

q5 1. Untereinheit 2. Untereinheit

van der Waal's Kontakt —-@— H-Briicke <@ Jonenkontakt

Abb. 5: Schematische Darstellung aller Kontakte beider Untereinheiten
von EcoRI zur Erkennungssequenz -GAATTC-




Einleitung 17

1.2.6 Katalyse

Betrachtet man das katalytische Zentrum der Typ II-Restriktionsendonukleasen, so findet sich
hédufig ein konserviertes Sequenzmotiv der Zusammensetzung PD...(D/E)XK [Thielking et al.,
1992]. Wie schon unter 1.2 erwidhnt, handelt es sich bei diesen Aminosduren im Fall von EcoRI
um Pro90, Asp91, Glul1l und Lys113. Nahezu alle Mutageneseuntersuchungen an den Posi-
tionen 91 und 113 fiihren zu einem kompletten Verlust der katalytischen Aktivitat [Grabowski
et al., 1995]. Dies gilt nicht fiir Aminosdureaustausche an Position Pro90. Hier wurde lediglich
ein Aktivitdtsverlust um den Faktor 10 festgestellt. Die Aufgabe des Prolin an der Position 90
wird aufgrund seiner Lage neben dem katalytisch aktiven Aspartat in dessen Positionierung ge-
sehen, besitzt jedoch untergeordneten Charakter [Grabowski et al., 1995]. Das vergleichbare
Prolin der Restriktionsendonuklease EcoRV (Pro73) fiihrt bei einer Substitution durch Glycin
beziehungsweise Alanin zu einem drastischen Verlust der Spaltaktivitdt [Selent et al., 1992].
Dieses Phianomen ist auf die fiir die Positionierung des katalytischen Zentrums wichtige cis-
Konfiguration dieses Prolins zuriickzufithren. BamHI und Pvull besitzen kein vergleichbares
Prolin in rdumlicher Néhe zum katalytischen Zentrum. Mutationen an der Position Glul11 der
Restriktionsendonuklease EcoRI fithren zu einem Aktivititsverlust um den Faktor 10° - 10*
[Grabowski et al., 1995].

Das Aufireten des oben genannten Sequenzmotivs kann als Hinweis fiir ein katalytisches Zen-
trum in Restriktionsendonukleasen dienen, wobei jedoch nicht jedes Motiv dieser Art indikativ
ist. AuBBerhalb der oben bereits erwdhnten Restriktionsenzyme ist das Sequenzmotiv erst bei
Munl [Siksnys et al., 1994; Lagunaritius & Siksnys, 1997], Fokl [Waugh & Sauer, 1993] und
der Homingendonuklease I-Ppol [Wittmeyer & Raines, 1998] durch Mutagenesestudien als

katalytisches Zentrum nachgewiesen worden.

1.2.6.1 Mechanismus der Reaktion

Der grundsitzliche Mechanismus der DNA-Spaltung beinhaltet, daf3 ein aktiviertes Wassermo-

lekiil eine Phosphodiesterbindung in einer S,2-Reaktion hydrolysiert [Connolly et al., 1984;
Jeltsch et al., 1993a]. Der Angriff erfolgt von der 3'-Seite aus und ergibt ein 5’-Phosphat. Die-

ser Mechanismus benétigt eine Lewis-Sédure, um die Elektrophilie des Phosphoratoms zu erho-
hen, sowie eine Base, die das angreifende Wassermolekiil aktiviert, indem sie die negative Par-
tialladung des Sauerstoffmolekiils erhoht. Ferner werden eine weitere Lewis-Sdure zur Sta-
bilisierung des pentakovalenten Phosphors im Ubergangszustand sowie eine Bronsted-Siure

zur Protonierung der Fluchtgruppe benoétigt (siehe Abbildung 6). Die Rolle der Stabilisierung
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der negativen Fluchtgruppe wird dem Mg*"-Ion zugeschrieben, wobei Lys113 vermutlich un-

terstiitzende Wirkung zeigt. Die postulierten Mechanismen der Katalyse stellen sich nun fol-

gendermalen dar:

Modell der substratunterstiitzten Katalyse

J R . O\P"/ # l/
i \% — ' \ O0—F
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Abb. 6: Postulierte Katalysemechanismen im Vergleich

Basierend auf Strukturdaten [1ERI, in der Brookhaven Data Bank], Molecular Modeling

[Jeltsch et al.,

konnte gezeigt werden, dal Mg

1992] und gerichteten Mutageneseuntersuchungen [Grabowski et al.,

1995]

** sowohl eine Wechselwirkung mit der DNA (O-Atome des

Phosphats), als auch mit den Aminosdureseitenketten von Asp91 und Glulll von EcoRI ein-

geht. Die Rolle der Aktivierung des Wassermolekiils wird, aufgrund einer fehlenden geeigneten

Aminosidure in diesem Bereich des Enzyms dem pro-Rp-Phosphorylsauerstoft der Phosphat-

gruppe zugeschrieben, die auf der 3'-Seite der zu spaltenden Bindung folgt. Eine negative La-

dung an diesem Sauerstoffatom ist fiir die Katalyse essentiell, da es durch die Aktivierung des

Wassermolekiils dessen Nukleophilie erhoht [Jeltsch et al.,1993b]. Der Mechanismus wurde
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durch Spaltexperimente von sogenannten Missing Phosphate-Substraten, denen das 3' zu der

zu spaltenden Bindung die Phosphatgruppe fehlt, belegt [Jeltsch ef al,, 1993a]. Diesen Sub-

straten fehlt, fiir die keine Spaltung erzielt werden konnte.

Im Gegensatz zu EcoRI existiert flir die Restriktionsendonuklease EcoRV ein Protein/DNA-

Kokristall mit den zweiwertigen Kationen Mg®*, Mn’* und/oder Ca*’. In diesen DNA-Kokri-

stallen konnten teilweise zwei Metallionen-Bindungsstellen, die sich im katalytischen Zentrum

befinden, bestimmt werden. Die an den Wechselwirkungen zum Kation beteiligten Aminoséu-
ren waren dabei Asp74/Asp90, die eine hohe Elektronendichte aufwiesen und Asp74/ Glu45,
mit einer geringeren Elektronendichte. Diese zweite Bindungsstelle erfiillt nicht alle Kriterien
fiir eine Magnesiumbindungsstelle. Die Existenz einer zweiten Bindungsstelle wurde jedoch
durch biochemische Experimente belegt. Hier wurde in Gegenwart von Mn*" durch Zugabe
von Ca™" die Spaltgeschwindigkeit erhoht, obwohl Ca®" als alleiniges zweiwertiges Kation die
Reaktion nicht vermittelt [Vipond ef al., 1995]. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde ein Modell
der zwei Metallionen-Katalyse [Kostrewa & Winkler, 1995; Vipond et al., 1995] als alternati-
ves Modell zur substratunterstiitzten Katalyse (siche Abbildung 6) postuliert. In diesem Me-
chanismus wird das angreifende Wassermolekiil durch eines der beiden Metallionen aktiviert,
wobei das zweite Ion auch hier die zu spaltende Bindung polarisiert. Das angreifende Wasser
entstammt vermutlich der Hydrathiille des zweiten Metallions. Der Ablauf der Katalyse ist
noch nicht eindeutig geklart, wobei jedoch viele Hinweise gegen eine Zwei-Metallionen-

Katalyse sprechen:

— Der Mechanismus spricht dem Glu45 eine zentrale Rolle zu, die jedoch durch zielgerichtete
Mutageneseuntersuchungen widerlegt werden konnte [Selent ez al., 1992].

— Es erscheint unmoglich, dafl das die Phosphodiesterbindung angreifende Wassermolekiil aus
der Hydrathiille des zweiten Metallions (Glu45/Asp74) stammt, da die Entfernung zwischen
beiden Zentren 0,89nm betragt.

— Fiir andere Restriktionsendonukleasen (Pvull und EcoRl) ist ein Zwei-Metallionen-Me-
chanismus unmoglich, da sich die moglichen Bindungspartner fiir ein zweites Metallion
(EcoRI: Asp59, Pvull: Glu55) als katalytisch unwichtig erwiesen (Grabowski et al., 1996;
Nastri et al., 1997).

Fiir alle vier kristallisierten Restriktionsenzyme konnte in Spaltexperimenten mit Phosphonat-

substituierten Substraten die negative Ladung des aktivierten Phosphats als fiir die Katalyse es-

sentiell nachgewiesen werden [Jeltsch et al., 1993a 1995]. Nach dem Modell der substrat-

unterstiitzten Katalyse sind Konformationsédnderungen der DNA zwingend erforderlich. Diese
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Konformationséinderungen sind nétig, um das aktivierte Phosphat circa 1A niiher an das anzu-
greifende Phosphat zu bringen [Jeltsch, 1992]. Das Modell erweitert ferner die Vorstellungen
tiber die unter 1.2.5 erwédhnte Kopplung zwischen Erkennung und Katalyse. Diese Kopplung
verlduft demnach nicht nur iiber Konformationsdnderungen im Enzym sondern auch in der

DNA (Induced Fit).

1.3 Ziel der Arbeit

Eine der faszinierensten Fragen der heutigen Molekularbiologie befa3t sich mit den molekula-
ren Details der individuellen DNA-Erkennung bestimmter Enzyme. Ein wichtiger Schritt in der
Untersuchung von Protein-DNA-Wechselwirkungen wire die Aufstellung eines einfachen
Schemas ihrer Interaktionen, um anschlieend einen generellen ,,Erkennungscode® zu entwik-
keln. In den vergangenen Jahren hat sich jedoch gezeigt, daf3 selbst innerhalb der Enzymart der
Restriktionsendonukleasen, trotz evolutiondrer Zusammenhénge, die spezifische DNA-Erken-
nung einer Vielzahl von verschiedenen individuellen Wechselwirkungen entspringen, deren
spezielle Arten und Eigenschaften es zu untersuchen gilt.

Wie unter 1.2.2 erwéhnt, stellen hydrophobe Wechselwirkungen einen wesentlichen Bestand-
teil der sequenzspezifischen Erkennung der Restriktionsendonuklease EcoRI dar [Heitmann,
1992]. Basierend auf Rontgenstrukturdaten wurden folgende Aminosduren fiir einen hydro-
phoben Kontakt zur Erkennungssequenz verantwortlich gemacht: Glnl15, Met137, Gly140,
Alal42 sowie Ile197 [Rosenberg, 1991]. Die Existenz des hydrophoben Kontaktes zwischen
GInl15 und der Methylgruppe des inneren Thymins der Erkennungssequenz ist bereits durch
Spaltexperimente mit Mutanten an Position 115 belegt worden [Jeltsch et al., 1993]. Erste
Hinweise von Spaltexperimenten mit Mutanten, die einen Aminosdureaustausch an der Position
197 besitzen, deuten darauf hin, da3 der postulierte Kontakt nicht wichtig fiir die sequenz-
spezifische Erkennung von EcoRI ist, wahrscheinlich sogar tiberhaupt nicht ausgebildet wird
[Kiister, 1995].

Ziel dieser Arbeit ist es, die in meiner Diplomarbeit bereits erhaltenen Ergebnisse von Mutan-
ten an der Position 197 mit dem Aminosédureaustausch nach Alanin und anschlieBenden Spalt-
und Bindungsexperimenten zu manifestieren und damit einen postulierten Kontakt endgiiltig zu
widerlegen. Weiterhin sollen mit Hilfe zielgerichteter Mutagenese alle potentiellen hydropho-
ben Kontakte der Restriktionsendonuklease EcoRI mit ihrer Erkennungssequenz, mit Ausnah-

me der bereits untersuchten Position Glnl15, betrachtet werden. Dadurch werden weitere Er-
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kenntnisse {iber Protein-DNA-Wechselwirkungen erwartet, die anschlieBend zu einer Ande-
rung der Sequenzpriferenzen in Abhéingigkeit von flankierenden Sequenzen bis hin zu einer

Erweiterung der Sequenzspezifitdt fithren konnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Mikrobiologische Methoden

2.1.1 Bakterienstaimme

In den verschiedenen Arbeitsschritten werden folgenden Stdmme, die alle Abkdmmlinge des

Stammes K12 sind, eingesetzt:

LKI11(A):

Genotyp: ro.m,", thi-1, thr-1, leuB6, tonA21, supE44, lacl"YZAM1S5, Hfr, A'.

Hierbei handelt es sich um einen A-lysogenen Stamm, der den A-Repressor cl konstitutiv ex-
primiert. Dadurch werden vom P;- Promotor kontrollierte Gene reprimiert. Verwendung findet

der Stamm in der Vermehrung von Plasmid-DNA [Zabeau et al., 1982].

WK6mutS(1):

Genotyp: r.m,', Allac proAB], galE, strA, mutS215: Tnl0 [F, proAB, lacl'ZAM15], A"
Dieser A-lysogene Stamm reprimiert den P;-Promotor und wird zur Transformation in der
Gapped Duplex-Mutagenese (vergleiche Kapitel 2.2.1.1) verwendet. Hierbei handelt es sich
um einen reparaturdefizienten Stamm, bei dem das fiir die Mismatch-Reparatur verantwortli-
che mutS-Gen durch Tnl0 zerstort wurde. Somit wird die Reparatur von Basenfehlpaarungen

verhindert [Zell et al., 1987].

TGE900(pEcoR4):
Genotyp: . my, su-1, ilv-1, bio[AcI857 ABamHI].

Dies ist ebenfalls ein A-lysogener Stamm, der jedoch eine temperatursensitive Mutante des A-
Repressors (cI857) exprimiert. Oberhalb von 37°C liegt dieser Repressor als bindungsinaktives
Monomer vor, so da} eine Expression plasmidkodierter Gene, die unter der Kontrolle des P,-
Promotors stehen, durch Temperaturerhdhung induziert werden kann [Bottermann & Zabeau,
1985]. Ferner enthilt der hier verwendete Stamm das Plasmid pEcoR4. Dieses Plasmid kodiert
fiir die zu EcoRI korrespondierende Methylase und verhindert so die toxische Wirkung des ex-

primierten Genprodukts EcoRI [Bottermann & Zabeau, 1985].
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2.1.2 Herstellung kompetenter Zellen

Die Préparation kompetenter Zellen erfolgt nach Chung et al. (1989) oder nach der RbCIl-Me-
thode, einer modifizierten Vorschrift nach Hannahan (1983), die hier beschrieben werden soll.
Die RbCIl-Methode eignet sich zur Transformation flir nahezu alle Plasmide und erreicht Kom-
petenzen von etwa 10’cfu pro ug pBR322. Die kompetenten Zellen konnen bis zu ein Jahr bei
-70°C gelagert werden.

Eine Uber-Nacht-Kultur wird 1:100 in Luria-Bertani-Medium (LB) verdiinnt und nach Zusatz
von 20mM MgSO, bebriitet, bis die Zellen in der frithlogarithmischen Wachstumsphase
(ODg¢oo: 0,4 bis 0,6) sedimentiert (Zentrifuge: Firma Heraeus, Sepatech, Cryofuge 8500) wer-
den konnen. Das Zellpellet wird in 0,4 Volumenanteilen TFB1 resuspendiert. Die folgenden
Schritte werden auf Eis durchgefiihrt. Die Losung wird fiir Smin auf Eis inkubiert und an-
schlieBend fiir Smin bei 5000rpm und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird in 1/25 des Orginal-
volumens TFB2 resuspendiert und zu je 100ul-Fraktionen aliquotiert. Die Zellen werden in

fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert.

LB (Luria-Bertani)-Medium: 10g Caseinhydrolysat (Gibco-BRL)
10g Hefeextrakt (Gibco-BRL)
5g NaCl

ad 11 ddH,O; pH 7,5 einstellen

TFBI: 30mM  KAc
100mM  RbCI

10mM  CaCl,

50mM  MnClL

15%  Glycerin

pH 5.8; einstellen mit 0,1M Essigsdure und sterilfiltrieren

TFB2: 10mM MOPS oder PIPES
75mM CaCl,
10mM RbCl

15% Glycerin
pH 6,5; einstellen mit 0,1M KOH und sterilfiltrieren
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2.1.3 Transformation

Ein 100pul-Aliquot kompetenter Zellen wird auf Eis aufgetaut und anschlieBend mit 1 bis Sul
DNA-Losung (0,1-10ng) versetzt und 45min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgt ein Hitze-
schock fiir 2min bei 42°C und eine Inkubation von weiteren 2min auf Eis. Dieser Ansatz wird
dann mit dem 10fachen Volumen LB-Medium verdiinnt und fiir 45min bei 37°C inkubiert. Die
Zellen werden anschlieBend auf Selektivplatten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C im be-
briitet (Ampicillin: 100pl im Flissigmedium, 75pg/ml im Festmedium; Chloramphenicol:
30pg/ml im Flissigmedium, 20pg/ml im Festmedium). Der Stamm TGE900 (pEcoR4) wird
zur Transformation mit pRIF309+ einem moderaten Hitzeschock bei 37°C ausgesetzt und an-
schlieBend bei 30°C bebriitet, um die vorzeitige Expression der Restriktionsendonuklease zu

verhindern.

2.1.4 Vektoren

Es werden in dieser Arbeit folgende kommerziell erhdltliche beziehungsweise als Laborpréipa-

rationen vorliegende Vektoren benutzt:

— pBR322:

Das Plasmid in dieser Arbeit als Template zur PCR-Amplifikation von DNA-Fragmenten, die
als Substrate in den Gel-Retardations-Assay (siche 2.5.1) eingesetzt werden. Es besteht aus
dem ori- und rop-Gen-Anteil des ColE1-Derivates pMB1. Ferner enthélt das Plasmid das Te-

tracyclin-Resistenzgen aus pSC101 und das Ampicillin-Resistenzgen des Transposons Tn3.

— pEcoR4:

Das Plasmid pEcoR4 ist ein Abkdmmling von pACYC184, dessen pl5A-Replikon es tragt. Es
ist zu pRIF309+ kompatibel und exprimiert konstitutiv neben der Chloramphenicolacetyl-
transferase das ecoRI-Methylase-Gen, wodurch in Verbindung mit pRIF309+ die Uberexpres-
sion des toxischen ecoRI-Genproduktes ermoglicht wird. Die Chloramphenicol-Resistenz wird

als Selektionsmarker genutzt.

— pRIF309+ (Wolfes et al., 1986):
Der Phagemidvektor pRIF309+ ist ein Derivat des Plasmids pBR322. Er besitzt einen bakteri-
ellen ColE1-Replikationsursprung zur Herstellung einer doppelstrangigen Kopie. Ferner liegt

ein Replikationsursprung des filamentdsen Bakteriophagen fl zur Erzeugung einer einzelstrin-
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gigen Kopie vor. pRIF309+ trigt das p-Lactamasegen, welches durch den Tn903-Tet"-
Promotor konstitutiv exprimiert wird. Die plasmidhaltigen Zellen verfligen daher iiber eine
Ampicillinresistenz.

Das ecoRI-Gen wird durch den P -Promotor des Phagen A und den fd-Terminator kontrolliert
[Wolfes et al., 1986]. Dieses System ist zur Expression toxischer Genprodukte gut geeeignet.
Das Plasmid kann in den A-Repressor cl produzierenden E.coli-Stimmen gehalten werden.

Das Plasmid wird in dieser Arbeit als Template in der PCR-Mutagenese (siche 2.2.1.2) einge-

setzt.

— pRIF309+(Hiss) (Rotzal, 1992):

Das in dieser Arbeit zur Herstellung und Expression von EcoRI-Mutanten verwendete Plasmid
entspricht weitgehend pRIF309+. Es besitzt zusétzlich jedoch die kodierende Sequenz fiir fiir
sechs Histidine am C-Terminus des Endonukleasegens, so da3 das Genprodukt {iber eine Ni-

NTA-Affinitdtsmatrix aufgereinigt werden kann.

— pUCS (Vieira & Messing, 1982; Pouwels et al., 1985):

Hierbei handelt es sich um einen kéuflichen Klonierungsvektor mit einem ColE1-Replikations-
ursprung, der ein Ampicillin-Resistenzgen triagt. Das Plasmid hat eine Gréfe von 2665 Bp. Es
besitzt eine singuldre EcoRI-Schnittstelle innerhalb der Multicloningsite, die in dieser Arbeit

fiir kinetische Untersuchungen herangezogen wird.

— pUCEcoRND und Derivate (Oelgeschldger, 1992):
Hierbei handelt es sich um einen Plasmidpool von 4096 unterschiedlichen pUC-Derivaten, die
sich beziiglich der drei, die Erkennugssequenz von EcoRI 5’ beziehungsweise 3’ umgebenden

Basen unterscheiden. Mit diesem Plasmidpool als Substrat wurde eine Spaltung durch die

Mutante M137Q/N141A durchgefiihrt (Windolph, et al., 1997).

2.2 Molekularbiologische Methoden

Standardanalysetechniken (Restriktionsspaltungen, DNA-Sequenzierung, diverse Gelelektro-
phoresen) wurden wie bei (Grabowski, 1993; Windolph, 1996 und Kiister, 1995) beschrieben
durchgefiihrt. Zur Praparation von Plasmid-DNA in unterschiedlichem Mafstab, Aufreinigung

von phosphorylierten Oligonukleotiden, PCR-Produkten sowie zur Isolierung von DNA aus
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Agarosegelen wurden Kits der Firma Qiagen entsprechend den Herstellerangaben verwendet.
Die eingesetzten Restriktionsenzyme wurden entsprechend den Empfehlungen der Hersteller

eingesetzt.

2.2.1 Mutagenesestrategien

Zur Herstellung von Einzelmutationen wurde die Gapped Duplex-Methode [Kramer et al.,
1984] angewendet. Alle Doppel-, Dreifach- und Vierfachmutanten wurden mittels PCR-Muta-
genese [Barettino et al., 1993] hergestellt.

2.2.1.1 Gapped Duplex-Mutagenese

Auf eine einzelstrangige Plasmid-DNA von pRIF309+(Hiss), das nach Superinfektion der plas-
midhaltigen Bakterienzelle mit fl-Phagen erhalten wurde (beschrieben in: Vennekohl, 1996),
wird ein komplementérer Mutageneseprimer, der die einzufithrende Mutation tragt, hybridi-
siert. Neben der gewiinschten Mutation befindet sich zusétzlich auf dem Mutageneseprimer ei-
ne stille Mutation, die den Wegfall oder die Entstehung einer Restriktionsspaltstelle bewirkt,
ohne die Aminosiuresequenz zu verindern. Diese Spaltstelle dient zur ersten Uberpriifung des
Mutageneseerfolges und wird als Screeningsite bezeichnet (sieche Abbildung 7). Um unge-
wiinschte Mutationen wéhrend der Auffiillreaktion (Fill In) zu vermeiden, ist der auf dem
Plasmid aufzufiillende Bereich moglichst klein zu halten. Dies wird dadurch erreicht, dafl ein
Mutageneserahmen, der aus dem doppelstriangigen Vektor durch Spaltung mit zwei Restrikti-
onsendonukleasen erhalten wird, ebenfalls auf die einzelstringige Matrize hybridisiert wird. Mit
dem Hybrid-Plasmid wird im Anschluf3 an eine Ligationsreaktion zur Manifestation der einge-
fiilhrten Mutationen der reparaturdefiziente Stamm WK6mutS(\) transformiert (siche 2.1.3).
Aufgrund der Tatsache, da3 nur ein Strang des Plasmids den durch den Mutageneseprimer er-
zeugte Mismatch tragt, besitzen nach der in vivo Amplifikation nur 50 % der Tochterplasmide
die gewiinschte Mutation.

Um beide Plasmidsorten voneinander zu trennen, erfolgt eine Spaltung der gewonnenen DNA
durch das Screeningenzym mit einer anschlieBenden Auftrennung auf einem Agarosegel. Wur-
de eine Restriktionsspaltstelle eingefiihrt, so ist nach der Restriktionsspaltung und anschlie-
Bender Gelelektrophorese die linearisierte Bande zu isolieren, zu religieren und damit LK111(A
) zu transformieren, wéhrend bei der Entfernung einer Spaltstelle die nach der Spaltung ver-

bleibende supercoiled-DNA direkt transformiert werden kann. Nach einer Charakterisierung
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von Einzelklonen aus LK111(A) durch einen erneuten Restriktionsverdau, erfolgt zunichst die
Sequenzierung iliber den zu mutierenden Bereich und anschlieBend iiber das gesamte ecoRI-

Gen. Der Ablauf der Gapped Duplex-Mutagenese ist in Abbildung 7 dargestellt.

Hybridisierung
und Fillin
..
+
pRIF3 09+(Hls
Rahmen \\ Transformatlon
in WK6mutS(\) Ii)“lltlefﬁzs Wildtyp-
Mismatch- asmi Plasmid
Plasmid
\Q‘ Restriktionsspaltung
Mutagenese-
primer

. /_\
Religation und Transformation in Auftrennung iiber +
LK111()\), Screening < Agarosegel <

Abb. 7: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte der Gapped Duplex-Mutagenese bei Einfithrung ei-
ner Restriktionsspaltstelle

Der Ablauf der Randommutagenese stellt sich analog dem der Gapped Duplex-Mutagenese
dar. Der Unterschied besteht hier in der Verwendung eines Primergemisches als Mutagenese-

primer.

Hybridisierungspuffer: 10mM Tris/HCI, pH 7,5; 150mM KCI

Fill In-Pufter: 27,5mM Tris/HCI, pH 7,5; 67,5mM KCI; 15mM MgCL; 2mM DTE;
50uM ATP; je 25uM dATP, dTTP, dGTP, dCTP
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2.2.1.2 PCR-Mutagenese

Die von Mullis entwickelte in vitro-Amplifikationsmethode der Polymerase Chain Reaction
(PCR) [Mullis & Falcona, 1989] ermoglicht hier die gezielte Verdnderung des ecoRI-Gens, in
das durch die Verldngerung der eingesetzten mutagenen Primer gleichzeitig eine Mutation auf
beiden Strangen des Gens eingebracht wird [Barettino ef al., 1993]. Die Mutagenesestrategie
besteht aus zwei PCR-Reaktionen, die in der Abbildung 8 dargestellt sind. In der 1. PCR-
Reaktion werden sowohl der Mutageneseprimer als auch der Riickprimer A eingesetzt. Der
Mutageneseprimer beinhaltet die zum Ausgangssubstrat gewlinschte Verdanderung, der Riick-
primer A ist ein dem Hise-fag komplementdres DNA-Fragment. Als Template wird hier
pRIF309+(Hise) eingesetzt. Das Produkt der 1. PCR-Reaktion, dessen Linge von der Lage des
jeweiligen Mutagenseprimers abhéingig ist, dient in der anschlieBenden 2. PCR-Reaktion als
Megaprimer. In Kombination mit dem Hinprimer B ergibt sich ein Produkt, welches das ge-
samte verdnderte ecoRI-Gen beinhaltet. Um eine nahezu 100%ige Mutageneseausbeute zu er-
halten, findet in der 2. PCR pRIF309+(ohne Hise) als Template Verwendung. Durch den Ein-
satz zweier verschiedener Templates ist in der 2. PCR-Reaktion die Hybridisierung des Riick-
primers A nicht auf dem Template, sondern nur auf dem Megaprimer moglich. Die Mutagene-
seausbeute wird lediglich durch die lineare Amplifikation des Templates durch die Hybridisie-
rung von Hinprimer B auf dem Ausgangstemplate keine 100% erreichen. Diese Nebenreaktion
kann durch Verwendung niedriger Templatekonzentrationen gering gehalten werden. Im Ver-
lauf der PCR-Reaktion nimmt die Hybridisierung von Hinprimer B auf dem Template durch

zunehmende Konzentrationen des verldngerten Megaprimers ab.



Material und Methoden 29
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Abb. 8: Ablauf der Teilschritte der PCR-Mutagenese. Die Bildung des Mega primers erfolgt in der 1. PCR. In
der 2. PCR-Reaktion wird zunichst der Mega primer zur vollstindigen Produktlinge verldngert. Im
Anschluf} daran findet in Kombination mit Hin primer B eine exponentielle Amplifikation des ge-
samten Genbereichs statt

Der Vorteil dieser Methode liegt im Vergleich zur Gapped Duplex-Mutagenese sowohl in ei-
nem deutlich geringeren Zeitaufwand, als auch in der Moglichkeit der Herstellung von Mehr-
fachmutanten, deren Mutationen in der Priméirsequenz dicht aufeinander folgen. Hier ist es mit
Hilfe der Gapped Duplex-Mutagenese schwierig, mehrere Mutationen iliber einen einzigen
Schritt einzubringen, da der Mutageneseprimer mit jedem zusdtzlichen Mismatch schlechter
auf dem Template hybridisiert. Eine schlechte Anlagerung des Mutageneseprimers in der Hy-
bridisierungsphase, ermdglicht in der anschlieBenden Auffiillreaktion der T7 DNA-Polymerase

durch ihre 5', 3'-Exonukleaseaktivitit, unvollstindig hybridisierte Bereiche abzuspalten
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(Kiister, 1995). So ist es hdufig unumgénglich, eine erneute zeitaufwendige DNA-Einzelstrang-
préiparation einer Einzelmutante herzustellen, um in einer weiteren Mutagenese die gewlinschte
Doppelmutante zu erhalten. Dieses Problem tritt ebenfalls auf, wenn zwischen den einzelnen
Mutationsstellen im ecoRI-Gen keine Schnittstelle auftritt, wodurch eine Doppelmutante aus
den entsprechenden Einzelmutanten in einem Klonierungsschritt hergestellt werden konnte. In
der PCR-Mutagenese kann die gewiinschte Doppelmutante durch Einsatz der entsprechenden
Einzelmutante als Template in der 1. PCR-Reaktion erhalten werden, was mit einem deutlich
geringeren Zeitaufwand verbunden ist.

Folgende Primersequenzen wurden flir die PCR-Mutagenese eingesetzt:

Name des Primers Sequenz
Hinprimer B ACGAGGCAGACCTCAGCGCCGGTG
Riickprimer A GTGATGGTGATGGTGATGCTTACTA

Ansatz der 1. PCR-Reaktion:

0,5 pul pRIF309-+(Hise) (50ng/ul, Scal linearisiert)
5ul 2mM dNTPs
Tl 2uM Riickprimer A
Tl 2uM Mutageneseprimer
Tl Pfu DNA-Polymerase (nativ, 2,5U/ul, Firma Stratagene)
5ul 10 x Pfu-Pufter
35,5ul dd H,O

Um den entstandenen Megaprimer vom Template abzutrennen, ist eine Aufreinigung iiber ein
Agarosegel erforderlich, wobei die entstandene Produktbande ausgeschnitten und mit dem
Qiaquick-Gel-Extraction-Kit der Firma Qiagen isoliert wird. Die DNA wird in 50ul TE aufge-

nommern.

TE: 10mM Tris/HCL, pH 8,0; 0,IM EDTA
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Ansatz der 2. PCR-Reaktion:

5ul aufgereinigter Megaprimer
Tl 2uM Hinprimer B
Tl 2uM Riickprimer A
0,5ul pRIF309+ (50ng/ul, Scal linearisiert)
5ul 2mM dNTPs
Tl Pfu DNA-Polymerase (2,5U/pl)
5ul 10 x Pfu-Puffer
35,5ul ddH,O

PCR-Bedingungen fiir die 1. und 2. PCR:

Temperatur Wechselzeit Reaktionszeit

[°C] [°C/s] [s]

Denaturierung 1 x 91 3 300
Amplifikation 30 x 52 3 90

68 3 60

91 3 60

abschlieBende Extension 1 x 52 3 90
68 3 360

In beiden PCR-Reaktionen wird die Pfu DNA-Polymerase eingesetzt, um eine moglichst hohe
Synthesegenauigkeit zu erzielen. Die Einbaugenauigkeit von Pfu DNA-Polymerase liegt durch
ihre Proofreading-Aktivitit bei 1/6000, wohingegen die Mutationsfrequenz der Taq DNA-
Polymerase mit 1/500 pro Zyklus beschrieben wurde (Saiki ez al., 1988).

Die Template-DNA wurde in linearisierter Form eingesetzt. Die Linearisierung erfolgte mit di-
versen Restriktionsendonukleasen, die ihre Spaltstelle auBBerhalb des ecoRI-Gens besitzen.

Die Aufreinigung des 1. PCR-Produktes zur Abtrennung von Nukleotiden und Enzymen er-
folgt iiber PCR-Spin-Sdulen der Firma Qiagen. Das PCR-Produkt der 2. PCR-Reaktion
(1165Bp) wird mit den Restriktionsendonukleasen HindIIl und Asull gespalten, wobei eine an-



32 Material und Methoden

schlieBende Aufreinigung iiber ein 1,2%iges Agarosegel erfolgt. Die Extraktion aus dem Aga-
rosegel erfolgt nach dem Qiaquick-Purification-Protokoll. Im AnschluBl wird das durch diese
Kombinationsspaltung entstandene 538Bp grofle Fragment mit einem entsprechend gespalte-

nen Rahmen (HindIIl/Asull) ligiert (siche 2.2.3) und damit TGE900(pEcoR4) transformiert.

Pfu-Puffer: 20mM Tris/HCL, pH 8,2; 10mM (NH4),SO4; 2mM MgCly; 100pug/ml BSA; 0,1%
Triton X-100

2.2.1.3 Mutagenesrimer

Die hier angegebenen Primersequenzen sind in der 5°—3’-Richtung angegeben. Die Basenpaa-
re, die den gewiinschten Aminosdureaustausch codieren sind fett gedruckt. Basenaustausche,
die die Einfiilhrung beziehungsweise Entfernung einer Screeningspaltstelle bewirken, jedoch

keinen Einflu auf die Aminoséuresequenz besitzen, sind unterstrichen.

Aminoséureposition Histidin 114:

HI114T GCT GAA GCC AAAACG CAA GGT AAA GAT ATT ATA AAT
(Styl)

In dieser Mutagenese konnte die Spaltstelle fiir Styl direkt durch Einfiihrung der Mutation zer-
stort werden. Der Aminosdureaustausch H114T wurde durchgefiihrt, da er im folgenden in
Kombination mit zwei bezichungsweise drei weiteren Aminosdureaustauschen untersucht wer-

den sollte.
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Aminosédureposition Methionin 137:

MI137A| CAAGAT TTAGCG GCT GCT GGT AAT GCT ATC GAAAGG TCT CAT AAG AAT ATA
(Bglll)
M137E | GGAGAT CAA GAT TTAGAG GCT GCT GGT AAT GCT ATC GAAAGG TCT CAT AAG AAT
(Bgll)
M137H | GGAGAT CAAGAT TTACAC GCT GCT GGT AAT GCT ATC GAAAGG TCT CAT AAG AAT
(Bg/l)
M1371 | CAAGAT TTA ATA GCT GCT GGT AAT GCT ATC GAAAGG TCT CAT AAG AAT ATA
(Bglll)
M137Q | GGAGAT CAAGAT TTACAG GCT GCT GGT AAT GCT ATC GAAAGG TCTCAT AAG AAT
(-Bg/l)
M137R | GGA GAT CAAGAT TTAAGG GCT GCT GGT AAT GCT ATC GAAAGG TCTCAT AAG AAT
(-Bg/ll)
M137S | GGAGAT CAAGAT TTANNG GCT GCT GGT AAT GCT ATC GAAAGG TCTCAT AAG AAT
(-Bg/ll)
M137Y | GGAGAT CAAGAT TTATAC GCT GCT GGT AAT GCT ATC GAAAGG TCT CAT AAG AAT
(-Bg/l)

Die Mutante M137S wurde durch eine Randommutagenese erhalten. Wie anhand ihres Muta-

geneseprimers zu sehen ist, sind hier die ersten beiden Basen des Codons fiir Methionin durch

N (alle vier moglichen Basen werden an dieser Position synthetisiert) ersetzt, wodurch 16 ver-

schiedene Basenkombinationen an diesen beiden Positionen entstehen konnen. Innerhalb dieser

Mutagenese wurden lediglich zusétzlich die Mutante M137G und bereits durch zielgerichtete

Mutagenese erhaltene Mutanten hergestellt. Auf eine Proteinexpression der Mutante M137G

wurde jedoch verzichtet, da die Mutante M137A zu diesem Zeitpunkt bereits vollstdndig cha-

rakterisiert war und von der Charakterisierung der Mutante M137G keine neuen Erkenntnisse

erwartet wurden.

Aminoséureposition Glycin 140:

G140A ATG GCT GCTGCT AAT GCT ATC GAACGT TCT CAT AAG AAT ATATCA
(-Bg/ll)

G140S ATG GCT GCTAGT AAT GCT ATC GAACGT TCT CAT AAG AAT ATATCA
(-Bg/l)

Aminoséureposition Alanin 142:
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A142G ATG GCT GCT GGT AATGGT ATC GAACGT TCTCAT AAG AAT ATATCA
(:Be/ll)

A142D ATG GCT GCT GGT AATGAT ATC GAACGT TCTCAT AAG AAT ATATCA
(Belll)

Al42N ATG GCT GCT GGT AATAAT ATC GAACGT TCTCAT AAG AAT ATATCA
(Belll)

A1428 ATG GCT GCT GGT AATAGT ATC GAACGT TCTCAT AAG AAT ATATCA
(Be/ll)

Aminoséureposition Isoleucin 197:

1197A AAT TCT GGTGCA TTA AAT AGG TTA GATCGG TTAACT GCAG
(Hpal)

Doppelmutanten an den Positionen Methionin 137, Asparagin 141 oder Alanin 142:

M137Q/N141A | GGA GAT CAA GAT TTACAG GCT GCT GGTGCT GCT ATC GAAAGG TCT CAT
AAG AAT (-BglIl)

M137Q/A142G | GGAGAT CAA GAT TTACAG GCT GCT GGT AATGGT ATC GAAAGG TCTCAT
AAGAAT Rglll)

M137R/A142G | GGA GAT CAA GAT TTA MRG GCT GCT GGT AATGGT ATC GAA AGG TCT
CAT

AAG (-BglIl)

Die Mutante M137R/A142G ist das Produkt einer Randommutagenese deren Ziel es war, di-
verse Substitutionen an der Position 137 in Kombination mit dem Aminosdureaustausch
A142G durchzufiihren. Dazu wurde ein Primergemisch synthetisiert, das an den in Klammern
geschriebenen Positionen die beiden Basen (M: A,C und R: A,G) zu gleichen Teilen beinhaltet.
Die Dreifachmutante M137Q/N141A/1197A und die Vierfachmutante HI114T/M137Q/
N141A/T197A wurden durch PCR-Mutagenese hergestellt. Daher ist hier die Synthese eines
neuen Mutageneseprimers nicht notig gewesen. Die Dreifachmutante M137Q/N141A/I197A
wurde auf der Basis der Doppelmutante M137Q/N141A, die in der PCR-Mutagenese als Tem-
plate eingesetzt wurde, hergestellt. Als zweiter Primer dient hier der Mutageneseprimer der

Mutante [197A. Die Vierfachmutante H114T/M137Q/N141A/I1197A wurde ebenfalls in einer
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PCR-Mutagenese hergestellt. Hier wurde die Dreifachmutante M137Q/N141A/1197A als Tem-

plate verwendet und der Mutageneseprimer H114T eingesetzt.

2.2.2 DNA-Sequenzierung

Eine erfolgreich eingebrachte Mutation wurde jeweils durch Sequenzierung bestitigt. Um
eventuell auftretende Sekunddrmutationen auszuschlieBen, wurde das gesamte ecoRI-Gen se-
quenziert.

Die Sequenzierung von DNA-Bereichen wurde nach der Didesoxynukleotid-Methodemit T7
DNA-Polymerase durchgefiihrt [Sanger et al.,1977].

Auf die zu sequenzierende DNA (Template) wird vor der Sequenzierung ein kurzes Oligonu-
kleotid (Primer) hybridisiert (4Annealing), welches durch die DNA-Polymerase, die den zu un-
tersuchenden Bereich kopiert, verlingert wird. Zusétzlich zu den Desoxynukleotidtri-
phosphaten (eines der Desoxynukleotidtriphosphate wird zu einem bestimmten Anteil radioak-
tiv markiert eingesetzt) wird in vier Parallelreaktionen je eine der vier Basen als Dides-
oxynukleotidtriphosphat, als Monomerbaustein fiir die Polymerisation eingesetzt (7ermina-
tion). Wird ein Didesoxynukleotid durch die DNA-Polymerase in die Nukleotidkette eingebaut,
so fithrt dies, durch Fehlen der 3’-OH-Gruppe, die fiir die Synthese der ndchsten Phosphodie-
sterbindung bendtigt wird, zum Kettenabbruch der Polymerisation.

Dabei handelt es sich um eine statistische Unterbrechung der enzymatischen Replikation (Ket-
tenabbruchmethode). Das Verhéltnis von Desoxy- zu Didesoxynukleotid ist flir die mittlere
Kettenldnge der Produkte entscheidend. Die gebildeten Oligonukleotide werden in einem de-
naturierenden Polyacrylamidgel nach ihrer Linge getrennt. Die Basensequenz der DNA kann

anschlieBend von einem Autoradiogramm abgelesen werden.

2.2.2.1 Annealing

1,5-2pg doppelstriangige Template-DNA wird durch Zugabe von 2pul 2M NaOH 10min bei
Raumtemperatur denaturiert. Zu der Probe werden 7ul ddH,O gegeben und diese durch Zufii-
gen von 3pl 3M Natriumacetat (pH 5,2) neutralisiert. Die DNA wird anschlieBend mit 60ul
100%igem Ethanol gefillt. Die Fallungsreaktion verlduft fiir 15min bei -70°C. Nach anschlie-
Bender Zentrifugation (10min, 4°C, 12.000g) sowie Verwerfen des Uberstandes, wird die
DNA mit 70%igem Ethanol (eiskalt) gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wird
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nach der Zentrifugation entfernt, das Pellet kurz im Vakuum getrocknet und in 10ul ddH.O
aufgenommen.

Die Losungen werden mit 2pul Annealingpufter, 2ul Primer (7-10ng) sowie 1ul DTT (0,1M)
versetzt, 20min bei 37°C und anschlieBend 10min bei Raumtemperatur inkubiert. Diese An-

nealingansitze konnen sofort weiterverwendet oder bei -20°C aufbewahrt werden.

Annealingpuffer: 0,28M Tris/HCI, pH 7,5; 0,1M MgCl,; 0,35M NaCl

2.2.2.2 Labelling

Die Annealingansitze werden mit 2pul Labellingmix, 1pl [a-*S]dATP und 2pl verdiinnter T7
DNA-Polymerase (Firma: Pharmacia; 1,5U/ul) versetzt, gemischt und fiir Smin bei Raumtem-
peratur inkubiert.

Labellingmix: 2uM dTTP, dGTP, dCTP

2.2.2.3 Termination

Je 2,5ul der vier verschiedenen Terminationsmixe werden fiir etwa 1min bei 37°C vorgewérmt.
Sofort nach Ende der Labellingreaktion werden 4,5ul der Labellingansétze zu den Terminati-
onsmixen pipettiert und die Reaktion nach 5min Inkubation bei 37°C durch Zugabe von 5ul
Stopplosung (Sequenzierauftragspuffer, SAP) beendet.

Unmittelbar vor dem Auftrag auf das Sequenziergel werden die Ansitze flir 2min bei 95°C de-

naturiert und auf Eis abgeschreckt. Es werden je Probentasche 2l eingesetzt.

Terminationmixe: 15uM ddATP, ddTTP, ddGTP oder ddCTP; je 150uM dATP, dTTP,
dGTP, dCTP; 40mM Tris/HCI, pH 7,5; 10mM MgCl,; 50mM NaCl

Stopplosung: 95% (v/v) deionisiertes Formamid; 20mM EDTA, pH 7,5; 0,05% (w/v)
Bromphenolblau; 0,05% (w/v) Xylen Cyanol FF
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2.2.2.4 Sequenziergel

Die elektrophoretische Auftrennung der radioaktiv markierten DNA-Fragmente erfolgt in ei-
nem 6%;igen, denaturierenden Polyacrylamidgel mit konischen Spacern (0,2-0,6mm Dicke).
Die mit Ethanol gereinigten Glasplatten werden mit Haftsilan (40ul Silan A-174 = 1-Metha-
cryloxypropyltrimethoxysilan, BDH) und 200ul 10%ige (v/v) Essigsaure in 10ml Ethanol) be-
zichungsweise Repellsilan (5Sml 10%iges Dichlordimethylsilan in Toluol) beschichtet und die
Platten nach etwa 10min Trocknungszeit griindlich poliert. Fiir 50ml 6%ige Acrylamidlosung
werden 25g Harnstoff, 10ml AA/BisAA (29+1; Firma: AGS), 2,5ml 20xTTE mit ddH,O auf-
gefiillt. Die Losung wird unter leichter Erwarmung geriihrt, bis sich der Harnstoff 16st. Durch
Zugabe von 27ul TEMED und 270ul APS 40% (w/v) wird die Polymerisation gestartet und
das Gel fiir eine Stunde auspolymerisiert.

Das Gel wird in eine temperierbar Elektrophoresekammer (T~55°C) eingebaut. Beide Puffer-
behélter werden mit 1 x TTE-Puffer gefiillt. Die Auftragstaschen werden von Luftblasen be-
freit, mit etwa 2pul SAP gefiillt. Ein Vorlauf wird fiir 30 bis 60min bei 1500V durchgefiihrt.
Anschlieend werden 2ul der vorbereiteten Proben in die Taschen pipettiert und die DNA-
Fragmente bei 1500V etwa 2-3h (bis das den Proben zugesetzte Bromphenolblau das Gelende
erreicht hat) getrennt.

Zur Entfernung des Harnstoffs wird das Gel fiir 1-2 h in 10%ige (w/v) Essigsdure gelegt und
anschlieend bei 65°C getrocknet. Die radioaktiv markierten Banden werden durch Auflegen
eines Rontgenfilmes (Firma: Kodak; Kodak Bio Max) sichtbar gemacht.

Die Sequenz des ecoRI-Gens ist im Anhang angegeben. Folgende Primer wurden zur Sequen-

zierung des ecoRI-Gens verwendet:

Name des Primers Sequenz
H239 TTCAAAGCAGAAGGC
H1 GATCTTGGCGGTA
M2 TCGAAAGATCTCATAA
H955 TGTATTAACAAATTT

TTE-Puffer: 90mM Tris; 30mM Taurin; 0,4M EDTA (pH-Wert nicht eingestellt)
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2.2.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Verkniipfung von DNA-Fragmenten wird in dieser Arbeit die T4-DNA-Ligase der Firmen

USB oder MBI-Fermentas verwendet.

Ligationspuffer: 40mM Tris/HCl pH 7,8; 10mM MgClL; 10mM DTT; SmM ATP (Fermentas)
66mM Tris/HCI pH 7,6; 6,6mM MgClL; 10mM DTT; 66uM ATP (USB)

2.3 Proteinisolierung

2.3.1 Expressionstest

Die in TGE900(pEcoR4) erzielten Klone werden in einer Sml-Kultur unter Ampicillinzusatz
angeimpft und in der exponentiellen Wachstumsphase nach Glucosezusatz durch Temperatur-

erhohung induziert. Eine auftretende Proteiniiberexpression wird auf einem Laemmli-Gel (siche

2.3.5) tberpriift.

2.3.2 Fermentation

Die Produktion groBerer Mengen der erzielten EcoRI-Mutanten erfolgt nach Expression der
Proteine in TGE900(pEcoR4) in einem 10l-Fermenter unter sterilen Bedingungen. Dazu wird
der Fermenter mit 81 entionisiertem Wasser beschickt und fiir mindestens 14h bei 120°C sterili-
siert.

Nach der Zugabe von 11 sterilisiertem 10 x LB-Medium, 1g Ampicillin, 0,3g Chloramphenicol
sowie 3ml Entschdumer (Extran 31, Merck), wird das Medium durch Zugabe einer 500ml
Vorkultur angeimpft. Es folgt eine Anzucht der Zellen, unter stédndiger Kontrolle des pH-Wer-
tes (7,5) bei 28°C bis zu einer ODgy, von 2. Nach dem Erreichen der gewiinschten Zelldichte
erfolgt die Zugabe von 500ml Glucoseldsung (500g/1), 500ml Caseinhydrolysatlosung (200g/1)
sowie die Induktion der Proteinexpression durch Erhéhung der Temperatur auf 42°C. Nach
zweistlindiger Expression wird der Fermenterinhalt zentrifugiert (Cryofuge, 5000rpm, 10min).
Nach Resuspension der Zellen in 200ml ST-Waschpuffer erfolgt ein erneuter Zentrifugations-
schritt (Cryofuge, 5000rpm, 10min) mit anschlieBender Resuspension in 50ml PDL 0,5M
NaCl. Die gewonnen Zellen konnen direkt zur Aufarbeitung (siehe 2.3.3) eingesetzt oder ein-

gefroren werden (-20°C).
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ST: 10mM Tris/HCI, pH 7,6; 100mM NaCl

PDL: 30mM KP;, pH 7,5; 0,1mM DTT; 0,01% (v/v) Lubrol

2.3.3 Zellaufschluf3

Der Zellaufschlul der TGE900(pEcoR4)-Zellen erfolgt durch Ultraschall. Dazu werden die
Zellen in ein Becherglas iiberfiihrt und fiir zehnmal 30s (Duty Cycle: 60% Output Control:
Stufe 6, 30s Pause) mit einem Ultraschallgerit (Branson Sonifier 250, Ultrasonics) behandelt.
Dabei wird die Probe unter stindiger Eiskiihlung gehalten. Im Anschluf3 an jede Beschallungs-
phase ist darauf zu achten, dafl der Zellaufschlul gut durchmischt wird. Um Zelltriimmer und
unversehrte Zellen abzutrennen, wird im Anschlul eine Ultrazentrifugation (10000g, 4°C, 1h)

durchgefiihrt, wobei anschlieBend das klare Zellysat weiterverwendet wird.

2.3.4 Affinitatschromatographie

Das unter 2.3.3 gewonnene klare Zellysat wird in einem ersten Aufreinigungsschritt einer Tren-
nung an Ni-NTA-Agarose (Firma: Qiagen) unterzogen. Da alle im Rahmen dieser Arbeit er-
zeugten EcoRI-Mutanten als C-terminale His.-Fusionsproteine kloniert wurden, kdnnen sie
{iber eine Bindung der Histidinreste als zusitzliche Liganden an Ni*"-Ionen koordiniert und

somit schnell und effizient gereinigt werden (siche Abbildung 9).
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Abb. 9: Modell der Bindung benachbarter Histidinreste an Ni-NTA-Agarose (aus The QIAexpressionist )



40 Material und Methoden

Wie aus Abbildung 9 ersichtlich ist, handelt es sich bei der Ni-NTA-Agarose um ein Metall-
Chelat-Adsorbens. An eine Agarosematrix sind iiber chelatisierende Nitrilotriacetat (NTA)-
Gruppen Ni-lonen gebunden. Das Material besitzt eine hohe Affinitét fiir Proteine mit benach-
barten, frei zugénglichen Histidinresten [Hochuli, 1990]. Das Protein wird durch Koordination
der Histidinreste an die Ni’*-Ionen gebunden. Die Elution gebundener Proteine erfolgt durch
einen Puffer, der Imidazol als konkurrierenden Liganden enthélt.

Da DNA-Bindung an Proteine unter Hochsalzbedingungen nicht mehr zu beobachten ist, kon-
nen durch das strikte Einhalten von hohen Ionenstérken bereits in diesem Schritt DNA-
Verunreinigungen entfernt werden. Die Bindung von Proteinen an Ni-NTA-Agarose wird da-
gegen durch hohe lonenstirken nicht beeinflu3t [The QIAexpressionist 1997].

Eine Ni-NTA-Agarose-Sdule (Sdulenvolumen: 1ml) wird mit 100ml PDL-Puffer/0,5M
NaCl/10mM Imidazol &dquilibriert. Das klare Zellysat wird zur Senkung der Viskositdt mit
Aquilibrierungspuffer auf 300ml verdiinnt. Der pH-Wert der Verdiinnung wird mit einer
100mM NH;-Losung auf 7,5 eingestellt. Die Auftragsgeschwindigkeit betrdgt 50ml/h. Die
Séule wird mit 100ml Aquilibrierungspuffer gewaschen. Der ElutionsprozeB erfolgt iiber einen
linearen Imidazolgradienten von 10-150mM (in PDL-Puffer/0,5M NaCl) in einem Gesamtvo-
lumen von 400ml. Das Eluat wird in Fraktionen zu je 10ml aufgefangen, die mittels SDS-Paage
(siche 2.3.5) auf ihren Proteingehalt untersucht und sofern sie EcoRI enthalten, vereinigt wer-

den.

PDL-Puffer: 30mM KP;, pH 7,5; 0,1mM DTT; 0,01% (v/v) Lubrol

2.3.4.2 Ionenaustauschchromatographie

Das durch Affinitdtschromatographie vorgereinigte Protein wird zur weiteren Aufreinigung
und Konzentrierung in eine lonenaustauschchromatographie mit Phosphozellulose (P-Cell,
Whatman) eingesetzt. Da es sich bei EcoRI um ein DNA-bindendes Protein handelt, geht es
wesentlich stiarkere Bindungen zu den Phosphatgruppen des Austauschermaterials ein als ande-
re Proteine. DNA wird aufgrund ihrer negativen Ladungen nicht gebunden, so da3 eine quan-
titative Abtrennung moglich ist.

Die Phosphozellulose (Sdulenvolumen: Sml) wird mit 50ml PEDL/0,1M NaCl pH 7,2 &qui-
libriert. Die EcoRI-haltigen Fraktionen der Affinitdtschromatographie werden mit PEDL-
Puffer so verdiinnt, daB ihre Leitfihigkeit der Leitfihigkeit des Aquilibrierungspuffers ent-

spricht. Ist diese Verdiinnung auf die Siule aufgetragen, wird zunichst mit 50ml Aquilibrie-
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rungspuffer (PEDL/0,1M NaCl) gewaschen. Die Elution erfolgt mit je Sml PEDL/0,5M; 1M,;
1,5M und 2M NaCl, wobei die Eluate aufgefangen und 5x rezyklisiert werden.

PEDL-Puffer: 30mM KP;, pH 7,5; 0,1mM DTT; 0,01% (v/v) Lubrol; ImM EDTA (pH 8,0)

2.3.5 Elektrophorese unter denaturierenden Bedingungen nach Laemmli

Die Wanderungsgeschwindigkeit von Proteinen in einem Polyacrylamidgel ist abhéngig vom
Verhiltnis der Ladung eines Proteins zu seiner GroB3e. So konnen zwei Proteine verschiedener
GroBe in einem Polyacrylamidgel die gleiche Wanderungsgeschwindigkeit haben, wenn ein
Ausgleich durch Ladungsunterschiede erfolgt, was eine Molekulargewichtsbestimmung un-
moglich macht. Da auBlerdem kovalent miteinander verkniipfte Untereinheiten eines Proteins
nicht voneinander getrennt werden, gibt die Anzahl der im Gel beobachteten Banden nur die
minimale Anzahl tatsdchlich auftretender Formen an.

Um diese Probleme zu umgehen, wird eine Elektrophorese in Gegenwart denaturierender Sub-
stanzen durchgefiihrt. In Anwesenheit von Natriumdodecylsulfat (SDS), einem anionischen
Detergens, stellt die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine dabei eine Funktion der Log-
arithmen ihrer Molekulargewichte dar (sehr genau gilt dies nur fiir vollstindig denaturierte
Proteine von 12-70kD) [Laemmli, 1970]. SDS bindet an hydrophobe Bereiche eines Proteins,
wobei die meisten Proteine in ihre Untereinheiten dissoziieren. Durch die Bindung werden viele
negative Ladungen an die denaturierte Polypeptidkette angelagert, welche alle normalerweise
vorhandenen Ladungen iiberdeckt.

Sind Untereinheiten durch Disulfidbriicken miteinander verkniipft, so konnen diese durch Er-
hitzen in Gegenwart von SDS und B-Mercaptoethanol (Reduktion der Disulfidbriicken zu
Sulthydrylgruppen) dissoziiert werden. Eine Blockierung mit alkylierenden Reagenzien verhin-
dert eine Renaturierung.

In dieser Arbeit wurde zur Trennung der Proteine eine 17,5%ige Acrylamid-Konzentration

gewihlt. Zur Konzentrierung der Proteine wurde darauf ein 6%iges Sammelgel gegossen.

17,5%iges Trenngel: Sml Stamml6sung (17,5%)
Starten der Polymerisation durch je 10ul TEMED und 40%iger
APS-Losung

6%iges Sammelgel: 2ml Stammlosung (6%)
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Starten der Polymerisation durch je 4ul TEMED und 40%iger
APS-Losung

Probenvolumina bis 20ul werden direkt mit Spl Laemmli-Auftragspuffer versetzt und anschlie-
Bend aufgetragen.

Sind grofBere Probenvolumina zu konzentrieren, so wird das in der Losung enthaltene Protein
durch Zugabe ein Zehntel Volumens 100%iger (w/v) TCA-Losung gefillt und durch Zentrifu-
gation (12000g, 15min, 4°C) sedimentiert. Der Uberstand wird entfernt und das Sediment in
10ul Laemmli-Auftragspuffer aufgenommen. Kommt es bei der Zugabe des Puffers zu einem

Farbumschlag, so wird die Losung durch Zugabe von 0,5ul 2M Tris neutralisiert.

Laufpuffer (10x): 0,25M Tris/HCL, pH 8,3; 1% SDS, 1,9M Glycin
Stammlosung (17,5%): 0,42M Tris/HC]I, pH 8,8; 0,1% SDS; 17,4% AA 0,46% BisAA
Stammlésung (6%): 0,125M Tris/HCI, pH 6,8; 0,1% SDS; 6,0% AA 0,16% BisAA

Laemmli-Auftragspuffer: 10mM Tris/HCL pH 6,8; 20mM DTT; 0,4% SDS; 0,02% Brom-
phenolblau; 2% (v/v) Glycerin

Fiarbung der Laemmli-Gele (Proteinnachweis):

Der Proteinnachweis erfolgt durch Anfiarbung in einer Losung von Coomassie Brilliant Blue R
250 (0,2%) und G 250 (0,05%) in 10%iger (v/v) Essigsdure bei etwa 90°C (Nachweisgrenze:
10ng).

Das Gel wird in etwa 100ml Farbelosung iiberfiihrt und einmal aufgekocht. Die Entfairbung

erfolgt in 7%iger (v/v) Essigsdure.

2.3.6 Dialyse

Um das Protein fiir eine dauerhafte Aufbewahrung zu stabilisieren, wird das Eluat {iber Nacht
gegen 1,51 PDL-Puffer/0,3M NaCl/70% (v/v) Glycerin dialysiert (Dialyseschlduche: VISKING,
molekulare AusschluBgrenze 12000-14000 Da).
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Die Proteinkonzentration der dialysierten Losung wird UV-spektroskopisch ermittelt. Die
Reinheit der erhaltenen Fraktion wird mittels SDS-Paage tiberpriift. Die Lagerung des Proteins
in der Glycerinlosung erfolgt bei -20°C.

Dialysepuffer:  30mM Kp;, pH 7,2; 0,1mM DTT; 0,01%(w/v) Lubrol; 300mM NaCl; 70%
Glycerin (v/v)

2.3.7 UV-Spektroskopie

Die Konzentrationsbestimmungen eingesetzter EcoRI-Proteine erfolgen durch UV-Spektros-
kopie im Bereich von 220 bis 320nm. Proteinspektren werden mit Hilfe eines Hitachi U-3210
Spektrophotometers aufgenommen. Die Messung erfolgt bei Raumtemperatur in Quarzkiivet-
ten (Schichtdicke: 1cm). Als Extinktionskoeffizient fiir das Dimer der EcoRI-Mutanten dient
der Wert des Wildtypenzyms: €,75= 52985 M'em™ [Modrich & Zabel, 1976].

2.3.8 Semi dry-Western Blot (Immunoblot)

Der spezifische Nachweis der aufgereinigten Proteine erfolgt iiber einen polyklonalen Antikor-
per (Rabbit Anti EcoRl, [Fritz, 1994]). Der gebundene primire Antikorper kann durch einen
zweiten Antikorper (Goat Anti Rabbit 1gG, Firma: Sigma) erkannt werden. Die Kopplung des
zweiten Antikorpers mit Meerrettichperoxidase ermoglicht den Nachweis der Banden durch
eine anschlieBende Farbreaktion.

Die Auftrennung der Proteine erfolgt mittels einer SDS-Paage. Eine Nitrozellulosemembran
wird durch Benetzung mit Methanol aktiviert und anschlieBend im Blotpuffer inkubiert. Zu-
sitzlich werden sechs Lagen Whatman Blofpapier (Stirke 003, Schleicher & Schiill) ebenfalls
in Blotpuffer inkubiert. AnschlieBend werden die Lagen in folgender Reihenfolge auf die Blot-
apperatur (Semi dry-Blotter Pegasus, Phase) gelegt: 3 Lagen Blotpapier/Nitrozellulosemem-
bran/Gel/3 Lagen Blotpapier. Der anodische Blot erfolgt 60min bei konstant 100mA (Gel-
flache: 7 x 10cm).

Die Blockierung der unspezifischen Bindungsplitze erfolgt durch TBS/3% Magermilchpulver
(2h, RT). Nach dreimaligem Waschen mit TBS wird die Membran mit dem ersten Antikorper
(1:5000 verdiinnt in TBS/1% Magermilchpulver) inkubiert (2h, RT). Im Anschlu} an ein zwei-
maliges Waschen mit 20ml TBS/0,05% Tween und dreimaligem Waschen mit 20ml TBS er-
folgt die Inkubation mit dem zweiten Antikdrper (1:1000 verdiinnt in TBS/1% Magermilch-
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pulver (2h, RT)). Nachdem die Membran wiederum zweimal mit 20ml TBS/0,05% Tween und
dreimal mit 20ml TBS gewaschen wurde, erfolgt die Farbung durch Zugabe jeweils einer Spa-
telspitze Co-(II)-chlorid und 3,3-Diaminobenzidin*4HCI1*2H,0 in 20ml TBS. Die Reaktion
wird durch Zugabe von 50ul H,O, gestartet. Sind die Banden eindeutig zu erkennen, wird die
Farbung durch Zugabe von Wasser gestoppt. Der Blot wird mehrfach mit Wasser gewaschen

und ist in der Dunkelheit iiber ldngere Zeit stabil.

TBS: 10mM Tris/HCI, pH 7,5; 150mM NaCl

Blotpufter: 25mM Tris; 192mM Glycin; 1% SDS

2.4 Kinetische Charakterisierung

Innerhalb dieser Arbeit wurde das kinetische Spaltverhalten der isolierten Proteine mit Hilfe

unterschiedlicher Substrate untersucht.

2.4.1 Spaltkinetiken mitA-DNA

Die Spaltung des makromolekularen Substrats A-DNA (48502Bp) ist als Standardtest zur Cha-
rakterisierung aufgereinigter EcoRI-Mutanten etabliert. Hieraus kann eine Berechnung der
spezifischen Aktivitdt (U/mg Protein) erfolgen (1U ist definiert, als die Menge Protein (Eco-
RI), die 1pug A-DNA unter Standardpufferbedingungen innerhalb 1h in einem Reaktionsvolu-
men von 60ul bei 37°C spaltet). A-DNA besitzt fiinf spezifische EcoRI-Spaltstellen, so da3
nach einer Spaltung ein charakteristisches Bandenmuster entsteht, welches zusitzliche Aussa-
gen iiber bevorzugte Spaltgeschwindigkeiten an einzelnen Spaltstellen und Spezifitit sowie
Giite der Priparation durch eventuell auftretende Nukleaseaktivitét erlaubt.

Die Spaltung erfolgt unter verschiedenen Pufferbedingungen. Bei Anwendung relaxierender
Starbedingungen (Mangan statt Magnesium oder pH 8,8 in Verbindung mit niedriger lonen-
stairke oder Zugabe organischer Losungsmittel, wie zum Beispiel Glycerin) werden sogenannte
Starspaltstellen gespalten. Diese Spaltstellen zeichnen sich dadurch aus, daB3 sie in einem Ba-
senpaar von der spezifischen Erkennungssequenz abweichen.

Zur Bestimmung der pH-Abhédngigkeit der Spaltaktivitit wird die Ionenstérke auf die Ionen-

stairke des Standardpuffers eingestellt, wahrend der gewiinschte pH-Wert iiber den Tris/HCI-
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Puffer eingestellt wird. Von der Mutante M137H wurde eine pH-Abhédngigkeit unter Niedrig-
salzbedingungen aufgenommen. Hier wurden die Salzkonzentrationen des pH-Puffers verwen-

det, wobei ebenfalls der entsprechende pH-Wert iiber den Tris/HCI-Puffer eingestellt wurde.

EcoRI-Standardspaltpuffer: 20mM Tris/HCI; pH 7,5; 10mM MgCl; 50mM NaCl

Mn-Spaltpuffer: 20mM Tris/HCL pH 7,5; 1mM MnCl,: 50mM NacCl
pH 8.8-Puffer: 20mM Tris/HCL pH 7,5; ImM MgCly; SmM NaCl

2.4.2 Spaltkinetiken auf Plasmidebene

Das Plasmid pUCS hat eine GroB3e von 2665Bp. Es eignet sich besonders gut zur quantitativen
Bestimmung der Spaltaktivitit von EcoRI-Mutanten, da es lediglich eine Spaltstelle fiir EcoRI
enthilt. Der Ubergang des superhelikalen Plasmids durch einen Schnitt in einem Strang
(,,Nick®) in die offen zirkuldre und den anschlieBenden zweiten Schnitt in die linearisierte Form
146t sich auf einem Agarosegel verfolgen. Die quantitative Auswertung der Banden erfolgt

iber das Geldokumentationssystem (E.A.S.Y.) der Firma Herolab.

2.4.2.1 Kinetische Untersuchungen mit pUC8-Derivaten Plasmiden

Hier wurden als Substrate fiir kinetische Untersuchungen pUCS8-Derivate verwendet, die sich
in jeweils drei Basenpaaren beiderseits der Erkennungssequenz voneinander unterscheiden.
Hierbei handelt es sich um Plasmide, die von Frau Dr. S. Windolph in einem Site-Selection-
Assay angereichert wurden [Windolph, 1996]. Die verwendeten Klone Nr. 2, 35, 38 sind in
Tabelle 1 aufgefiihrt. Der Klon 43 ist ein von Herrn Dr. A. Fritz selektierter Klon [Fritz, 1994].
Alle Klone wurden einer kinetischen Untersuchung unter Standardbedingungen durch die

Mutante M137H und das Wildtypenzym unterzogen.

Bezeichnung des Plasmids Plasmidsequenz

Klon 2 -TTC GAATTC CAG-

Klon 35 -TGA GAATTC TCA-
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Klon 38 -AGC GAATTC GCT-

Klon 43 -TAA GAATTC TTA-

Tabelle 1: Sequenzen der pUC8-Derivate, die fiir Kinetiken eingesetzt wurden

2.4.2.2 Spaltung eines Randompools aus pUC8-Derivaten zur Bestimmung von Seitens-

quenzpriferenzen

Als Substrat fiir eine Seitensequenzanreicherung diente ein Randompool aus pUCS8-Derivaten,
der bezogen auf die drei flankierenden Basen 5’ beziehungsweise 3’ der Erkennungssequenz
alle 4096 (4°) moglichen Basenkombinationen enthielt (siehe 2.1.4). Es handelt sich um einen
von Herrn Dr. A. Fritz hergestellten Plasmidpoo! [Fritz, 1994], der einer Anreichung durch die
Mutante M137Q/N141A unterzogen wurde. Dabei ist der Plasmidpool unter Starbedingungen
(pH 8,8 in Verbindung mit Niedrigsalz) von der Mutante gespalten worden, wobei die lineari-
sierte Bande zu einem Zeitpunkt isoliert wurde, an dem noch 90% der DNA in der superheli-
kalen oder offen zirkuldren Form vorliegen. Die linearisierte DNA wurde religiert und damit
der Stamm LKI111()\) transformiert. Daraus wurde eine DNA-Préparation im 100ml-Kultur-
mafistab durchgefiihrt. In einer Sequenzierung konnten die beiden DNA-Pools hinsichtlich ei-
ner Anreicherung von Seitensequenzen, die sich durch eine priferentielle Spaltung ergeben,
verglichen. Eine Quantifizierung erfolgte auch hier iiber das Geldokumentationssystem
E.A.S.Y. der Firma Herolab. Dabei dienten jeweils die arithmetrisch gemittelten Intensitdten
der Banden des entsprechenden Nukleotids oberhalb und unterhalb der Seitensequenzen als

Bezugswerte.

2.4.3 Kinetiken mit Oligonukleotiden

Zur Untersuchung des Einflusses die Erkennungssequenz direkt flankierender Basenpaare auf
die Spaltgeschwindigkeit des Enzyms, wurden kinetische Untersuchungen mit selbstkom-
plementédren Oligonukleotiden (siche Tabelle 2) durchgefiihrt, die sich lediglich in der Base di-
rekt vor beziehungsweise nach der Erkennungssequenz unterscheiden. Diese Oligonukleotide
wurden mit der Mutante M137H und dem Wildtypenzym gespalten. Diese Untersuchung wur-
de aufgrund des Spaltverhaltens der Mutante auf dem Substrat A-DNA durchgefiihrt. Hier

zeigte die Mutante ein sehr schnelles Spaltverhalten fiir die A-sife D und ein stark verlangsam-
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tes Spaltverhalten fiir die A-site B. Der Wildtyp trifft beziiglich der Spaltgeschwindigkeiten al-

ler Spaltstellen auf dem Substrat A-DNA keine Unterschiede.

Name Basensequenz
A-Site A TGAGAATTCGGC
A-Site B AATGAATTCTAA
A-Site C AGTGAATTCAAA
A-Site D AGAGAATTCTGG
A-Site E CCTGAATTCATT
Dick AT TATAGAATTCTAT
Dick TA TATTGAATTCAAT
Dick GC TATGGAATTCCAT
Dick CG TATAGAATTCTAT

Tabelle 2: Sequenzen der fiir kinetische Untersuchungen durch das Wildtypenzym und die Mutante
M137H eingesetzten Oligonukleotide

Wie aus Tabelle 3 zu entnehmen ist, wurden weiterhin Kinetiken mit nicht selbstkomplementi-
ren Oligonukleotiden durchgefiihrt, deren Erkennungssequenz eine modifizierte Base enthilt.
Ahnliche Effekte auf die Spaltgeschwindigkeit durch Beeintrichtigung eines Basenkontaktes
von der DNA wie von der Proteinseite her machen einen solchen Kontakt sehr wahrscheinlich.
Folgende Mutanten wurden kinetischen Untersuchungen mit den entsprechenden Oligonukleo-

tiden unterzogen: M137A, M1371, M137Q, G140A und A142G.

Name Basensequenz
Strang 1 (S1) TTACGAATTCTGCTG
Strang 2 (S2) TCAGCAGAATTCGTA
Strang 2 mismatch (S2MM) TCAGCAGAATTTGTA
Strang 2 Smethyl-Cytosin (5metS2) TCAGCAGAATTSmetCGTA
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Strang 2 Uracil (S2U) TCAGCAGAATTUGTA
Strang 2 Uracil 2 (S2U2) TCAGCAGAAUTCGTA
Strang 2 Uracil 3 (S2U3) TCAGCAGAATUCGTA
Tab.3:  Sequenzen der Oligonukleotide, die innerhalb der Erkennungssequenz im Vergleich zur

kanonischen Sequenz modifiziert wurden

Zur Detektion des Ausgangssubstrates und des entstandenen Produktes findet eine radioaktive
Markierung eines Oligonukleotids durch 5‘-Phosphorylierung mit **P[ydATP] mit T4 Polynu-
kleotidkinase beziehungsweise 3°‘-Phosphorylierung mit **P[addATP] und terminaler Trans-
ferase statt (siche 2.4.3.1). Im Anschluf3 an die Phosphorylierungsreaktion werden die Oligo-
nukleotide nach dem Nukleotide Removal Protokoll der Firma Qiagen aufgereinigt. Die Tren-
nung von Substrat und Produkt im Anschlul3 an die Spaltung erfolgt durch eine Gelelektropho-
rese in einem denaturierenden 18% igen Polyacrylamidgel (6M Harnstoff). Eine anschlieBende
quantitative Auswertung der entsprechenden Banden findet mit dem Phosphoimager der Firma

Fuji (BAS 1000 bio imager) statt.
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2.4.3.1 Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden

Markierungsansatz fiir 5°-Phosphorylierungen:
30ul Oligonukleotid (100uM)
4ul 10 x EcoRI-Standardpuffer
Tul 200mM DTT
4pl **P[ydATP] (Firma Amersham, 10puCi/ul)
Tl T4-Polynukleotidkinase (5U/ul, Firma USB)

Markierungsansatz fiir 3‘-Phosphorylierungen:

15ul Oligonukleotid (100uM)

oul 5 x Terminale Transferase-Reaktionspuffer
Iul  *P[addATP] (10uCi/pl, Firma Amersham)
7,5ul  ddH,O

0,5ul Terminale Transferase (10U/ul, Firma Stratagene)

Die Inkubationsdauer betrdgt jeweils 10min bei 37°C. Anschlieend erfolgt eine Zugabe von
3ul ImM ATP, um in einem weiteren Inkubationsschritt eine vollstindige Phosphorylierung zu
gewihrleisten. Um eine kinetische Unterscheidung der beiden Stridnge voneinander treffen zu
konnen, wird jeweils nur ein Strang phosphoryliert und mit dem nicht phosphorylierten Strang
hybridisiert.

Die kinetischen Untersuchungen werden bei 37°C unter Standardbedingungen durchgefiihrt.

T4 Polynukletidkinase-Puffer: 50mM Tris/HCI, pH 7,6; 10mM MgCl; 10mM -MeSH

Terminale Transferase-Puffer: 40mM Tris/HCL, pH 7,5; 20mM MgCl,; 50mM NaCl

EcoRI-Standardpuffer: 20mM Tris/HCL, pH 7,5; 10mM MgCl,; 50mM NaCl
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2.5 DNA-Bindungsstudien

2.5.1 Gelretardationsexperimente (Mobility Shift Assay)

Die Methode des Mobility Shift Assays beruht auf der Tatsache, dafl proteingebundene DNA
im nativen Polyacrylamidgel ein gegeniiber der freien DNA verdndertes Laufverhalten zeigt.
Dieser Laufunterschied ist bereits in einem 6%igen Polyacrylamidgel bei 20cm Laufstrecke zu
erkennen. Als Substrat dient ein 174 Bp langes PCR-Produkt mit einer in der Mitte gelegenen
kognaten EcoRI-Erkennungssequenz. Als Template der PCR-Reaktion dient pBR322.

Name des Primers Sequenz
Shift hin GTGCCACCTGACGTCTAAGA
Shift her ATACACGGTGCCTGACTGCG
Ansatz der PCR:

1 ul  Template pBR322 (BamHI-linearisiert, 20ng/ul)
1wl Primer Shift hin (50uM)
1wl Primer Shift her (50uM)
ul 10 x Pfu Polymerase-Puffer
pul - 5SmM dNTP-Losung

1 ul  *’P[adATP] (Firma Amersham, 10uCi/pl)

1 ul  Pfu DNA-Polymerase (nativ, 2U/ul, Firma Stratagene)
ad 50ul Bd
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PCR-Bedingungen zur Herstellung des Shift-Substrates:

Temperatur Wechselzeit Reaktionszeit

[°C] [°C/s] [s]

Denaturierung 1 x 91 3 300
Amplifikation 30 x 58 3 90

72 3 60

91 3 60

abschlieBende Extension 1 x 58 3 90
72 3 360

Im AnschluB3 an die PCR-Reaktion wird das PCR-Produkt zur Abtrennung freier Nukleotide
und des Enzyms nach dem PCR-quick Spin-Protokoll der Firma Qiagen aufgereinigt.

Die zu untersuchenden EcoRI-Enzyme werden in einem Konzentrationsbereich von 0,InM -
2,5uM mit 0,5nM oder 1nM PCR-Produkt fiir 30min bei RT inkubiert und anschlieBend auf
ein 6%iges, natives Polyacrylamidgel aufgetragen. Es wurden verschiedene in Tabelle 4 auf-
gefiihrte Lauf- und Bindungspuffer verwendet. Aufgrund einer schlechten Bindung vieler der
untersuchten Mutanten, wurden ebenfalls unterschiedliche Shift-Bindungspuffer auf ihre Eig-

nung hinsichtlich der Bindung von EcoRI an seine kognate Erkennungssequenz untersucht.

Bindungspuffer Zusammensetzung

Shift-Pufter, pH 7,5 50mM Tris/HCI, pH 7,5; 50mM NaCl; 10mM EDTA; 10mM
-MeSH, 2mM Spermin; 0,1mg/ml BSA

Shift-Pufter, pH 7,0 50mM Bis/Tris, pH 7,0; 50mM NaCl; 10mM EDTA; 10mM f3-
MeSH, 2mM Spermin; 0,1 mg/ml BSA

Shift-Puffer + CHAPS, |50mM Bis/Tris, pH 7,0; 50mM NaCl; 10mM EDTA; 10mM B-
pH 7,0 MeSH, 2mM Spermin; 0,1mg/ml BSA; 2,5 % (w/v) CHAPS
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Shift-Puffer + CHAPS, 50mM Tris/HCI, pH 7,5; 50mM NaCl; 10mM EDTA; 10mM

pH 7,5 -MeSH, 2mM Spermin; 0,1mg/ml BSA; 2,5 % (w/v) CHAPS

Shift-Puffer + NP, pH 7,0 | 50mM Bis/Tris, pH 7,0; 50mM NaCl; 10mM EDTA; 10mM j-
MeSH, 2mM Spermin; 0,1mg/ml BSA; 0,1 % (v/v) NP 40

Shift-Pufter + NP, pH 7,5 | 50mM Tris/HCI, pH 7,5; 50mM NaCl; 10mM EDTA; 10mM
-MeSH, 2mM Spermin; 0,1mg/ml BSA; 0,1 % (v/v) NP 40

,Hamburger“-Puffer 10mM Tris/HCI, pH 7,9; 50mM NaCl; ImM EDTA; ImM
DTT; 0,05 % (w/v) Magermilchpulver; 5 % (v/v) Glycerin

,,Jen-Jacobson“-Puffer 10mM Tris/HCI, pH 7,5; 120mM NaCl; ImM EDTA;
0,Img/ml BSA; 5SuM DTT

Spaltpuffer ohne Mg2+ 20mM Tris/HCI, pH 7,5; 50mM NaCl; 20mM EDTA
pH 7,5
Spaltpuffer ohne Mg2+ 20mM Tris/HCI, pH 7,0; 50mM NaCl; 20mM EDTA
pH 7,0
Triton-Puffer 20mM Tris/HCIL, pH 7,5; 0,1mg/ml BSA; 20mM EDTA; 0,02%

(v/v) Triton X-100

EDTA-Pufter, pH 7,5 20mM Tris mit EDTA auf pH 7,5 eingestellt; S0mM NaCl

EDTA-Puffer, pH 7,0 20mM Tris mit EDTA auf pH 7,0 eingestellt; S0mM NaCl

Tab. 4: Aufstellung der verwendeten Shift-Bindungspuffer

Zwei Bindungspuffer (Shift-Puffer und Spaltpuffer ohne Mg>") wurden mit unterschiedlichen
pH-Werten 7,5 und 7,0 eingesetzt, da fiir die Restriktionsendonuklease EcoRV eine erhohte
DNA-Bindungsaffinitdt bei Erniedrigung des pH-Wertes gezeigt werden konnte [Engler ef al.,
1997]. Der oben aufgefiihrte ,,Hamburger“-Puffer wurde eingesetzt, da gezeigt werden konnte,
dal die DNA-Bindungsdoméne des Protoonkogenprodukts c-Myb in diesem Puffer gute
DNA-Bindungseigenschaften besitzt [Sokolowski, 1998]. Da die Zuséitze NonidetP 40 oder
CHAPS ebenfalls einen positiven Effekt auf die DNA-Bindungseigenschaften von Proteinen
haben sollen [Hassanain et al., 1993], wurden Bindungsexperimente unter Zusatz dieser Che-

mikalien durchgefiihrt. Fiir die Mutante K117E konnte in dem aufgefithrten EDTA-Puffer eine
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deutlich erhohte Bindung an ihre spezifische Erkennungssequenz festgestellt werden [Rosati,
personliche Mitteilung]. Hier wurde ein Oligonukleotid als Shift-Substrat verwendet, welches
im Anschlufl an die PCR-Reaktion ebenfalls nach dem PCR-Purification-Protokoll der Firma
Qiagen aufgereinigt wurde, wobei jedoch alle verwendeten Puffer mit EDTA geséttigt werden,
um eine Verunreinigung der erzielten Losung mit zweiwertigen Metallionen zu vermeiden. Aus
diesem Grund wurde ebenfalls ein Gelretardationsexperiment mit der Mutante M137A aus dem
Extended Chain-Motiv und dem Wildtypenzym durchgefiihrt, um eine Ubertragbarkeit dieses
Phinomens auf andere Proteinvarianten zu untersuchen. Da die Bindungsexperimente unter
verschiedenen pH-Bedingungen durchgefiihrt wurden, kamen verschiedene Laufpuffer zum
Einsatz, wobei die Puffereigenschaften des Polyacrylamid-Gels denen des jeweiligen Laufpuf-

fers entsprachen (sieche Tabelle 5).

Laufpuffer Zusammensetzung
1 xTTE 90mM Tris; 30mM Taurin, 0,6mM EDTA (pH 9,2)
1 x TTE (pH 7,5) 90mM Tris/HCI, pH 7,5; 30mM Taurin, 0,6mM EDTA
1 x TBE 100mM Tris/Borat, pH 8,0; 4mM EDTA
1 x BTE 100mM Bis/Tris pH 7,0 (mit HCI auf pH 7,0); 2,5mM EDTA
1 x TAE 40mM Tris/Acetat, pH 8,5; ImM EDTA

Tabelle 5: Fiir Gelretardationsexperimente verwendete Laufpuffer

2.5.2 Nitrozellulose-Filterbindung

Die Assoziationskonstante von DNA-bindenen Proteinen an Oligonukleotide kann mit Nitro-
zellulose-Filterbindungstests untersucht werden [Alves et al, 1989a]. Das Prinzip des Tests be-
ruht auf einer Immobilisierung der enzymgebundenen radioaktiv markierten Oligonukleotide
auf einer Nitrozellulose-Filtermembran (Nitrocellulose Blotting Membrane No. 11306 0,45um
Porengrofle, Firma Satorius). Die Trennung gebundener Oligonukleotide von freier DNA be-
ruht auf der Tatsache, daB3 lediglich gebildete Protein-DNA-Komplexe auf der Membran im-
mobilisiert werden. Die DNA wird in Konzentrationen von 0,05 bis 1nM mit unterschiedlichen
Enzymkonzentrationen versetzt. Die quantitative Detektion des radioaktiven Oligonukleotids

erfolgt mittels des Phosphoimagers der Firma Fuji. Die Berechnung der Konstante wird mit
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Hilfe eines im Tabellenkalkulationsprogramm "Excel" der Firma Microsoft erstellten Arbeits-
blattes durchgefiihrt, dessen Berechnungsgrundlage zur Bestimmung der Gleich-
gewichtskonstanten K, folgende Formel ist:

F

Kasx =
(Eo—F*00)*(1-F)

F = Anteil der gebundenen DNA
E, = Gesamtkonzentration des Enzyms

0O, = Gesamtkonzentration des Oligonukleotids

Aufgrund der Kiirze des Oligonukleotids kann von einem 1:1 Komplex ausgegangen werden.
Entsprechende Enzymverdiinnungen werden mit Bindungspuffer und konstanten Oligo-
nukleotidkonzentrationen in PCR Strip Tubes der Firma Biozym versetzt und in einem Proben-
volumen von 200ul fiir 30min bei RT inkubiert. Die Nitrozellulosemembran wird auf eine Gro-
Be von 10 x 13cm zugeschnitten und in die Slot-Blot-Apparatur (Bio-Dot™ Apparatus, Firma
Bio-Rad) eingebaut. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird die Membran mit Waschpuffer be-
netzt und anschlieBend mit dem Inkubationsansatz auf die durch eine Schablone vorgegebenen
Plitze pipettiert. Durch Anlegen eines Wasserstrahlvakuums werden anschlieBend alle Proben
durch die Membran gesaugt. Es folgen drei Waschschritte mit jeweils 250ul Waschpuffer. Um
die unspezifische Assoziation des freien Oligonukleotids an die Membran zu quantifizieren,
wird die den Ansidtzen zugefiigte Menge radioaktiv markierten Oligonukleotids ohne Protein
als Kontrolle auf einem Membranplatz aufgegeben (Nullwert). Die Membran wird anschlieend
bei 60°C getrocknet.

Als Substrat werden die unter 2.4.1 aufgefiihrten Oligonukleotide S1/S2 und das selbstkom-
plementére Dick AT sowie das unten beschriebene doppelstringige Oligonukleotid B/C einge-
setzt. Die Bindungsexperimente werden in unterschiedlichen pH-Werten (7,0; 7,5) durchge-
fiihrt, da wie unter 2.5.1 bereits beschrieben fiir die Restriktionsendonuklease EcoRV bei einer
pH-Werterniedrigung eine Erh6hung der Bindungsaffinitdt bestimmt wurde. Die radioaktive
Markierung der Oligonukleotide erfolgt durch 5° Phosphorylierung nach dem unter 2.4.3.1 be-

schriebenen Protokoll.

Waschpuffer pH 7.5: 20mM Tris/HCL, pH 7,5; 20mM EDTA; 50mM NaCl

Waschpuffer pH 7.0: 20mM Tris/HCL, pH 7,0; 20mM EDTA; 50mM NaCl
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Bindungspuffer pH 7.5: 20mM Tris/HCI, pH 7,5; 20mM EDTA; 50uM DTE; 100pug/ml
BSA, 50 mM NaCl

Bindungspuffer pH 7.0: 20mM Tris/HCI, pH 7,0; 20mM EDTA; 50uM DTE; 100pg/ml
BSA, 50 mM NaCl

Name des Oligonukleotids Sequenz
B GGTTGAGTCCGGAATTCTAGATATCTTGG
C CCAAGATATCTAGAATTCCGGACTCAACC

2.5.3 Bindungsexperimente unter Einflufl zweiwertiger Kationen

Da auch unter Bedingungen, bei denen der Wildtyp eine Bindungskonstante von 7,8 x 10°M!
zeigte, keine DNA-Bindung fiir Mutanten mit einem Aminosdureaustausch im Extended
Chain-Motiv festgestellt wurde, viele Mutanten jedoch eine Spaltaktivitit zeigten, wurde eine
Bindungsmessung unter dem Einflul zweiwertiger Kationen durchgefiihrt. Da EcoRI in Anwe-
senheit vieler zweiwertiger Kationen eine Nukleaseaktivitdt zeigt, wurde das zweiwertige Ka-
tion Ca*” verwendet. Dieses Kation erhhte in Anwesenheit von Mg>™ die Aktivitit der EcoRI-
Mutante K130E, es konnte jedoch gezeigt werden, dall ohne die Zugabe weiterer zweiwertiger
Kationen keine Katalyse stattfinden kann. Da die Anwesenheit von Ca’" einen EinfluB auf die
Wechselwirkung mit dem Nitrozellulosefilter ausiibt, wurde wie unter 2.5.1 beschrieben ein

Gel-Retardations-Assay durchgefiihrt.

Laufpuffer: 40mM Tris/Acetat, pH 8,3; ImM CaCl,
Bindungspuffer: 20mM Tris/HCL, pH 7,5; 50mM NaCl; 1mM CaCl,

2.6 CD-Spektroskopie

Die Circulardichroismus-Experimente (CD) werden mit einem Jobin Yvon Dichrograph R.J.
Mark III in 0,05cm Kiivetten in den jeweils vorliegenden Konzentrationen in dem unter 2.3.6
aufgeflihrten Dialysepuffer bei Raumtemperatur bestimmt. Die Auswertung der aufgenomme-

nen Spektren erfolgt mit dem Programm CIRC 42 (Peters & Greipel, 1993), das unter Zuhilfe-
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nahme von Standardspektren den prozentualen Anteil an a-Helix und B-Faltblatt ermittelt. Das

Spektrum erfaft einen Wellenlédngenbereich von 190 bis 250nm.
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3 Ergebnisse

3.1 Zielgerichtete Mutagenese

Das Thema der Arbeit ist die Untersuchung hydrophober Kontakte der Restriktionsendonu-

klease EcoRI zu ihrer spezifischen DNA-Erkennungssequenz. Daher wurden mit Hilfe ziel-

gerichteter Mutagenese Aminosduren ausgetauscht, die gemi3 der EcoRI-Cokristallstruktur
solche Kontakte ausbilden [Rosenberg, 1991]. Abbildung 10 stellt diese Kontakte dar.

1le197

Met137

- Ifr_:é'}}lﬁeres Thymin
>/» <
1 l/ne143

—

Alal42

",
i \
N 0:38 nm
0,33 nm .
~ AN o
- T
Asnl41

inneres Thymin

dufleres Thymin

inneres Thymin

inneres Adenin

Abb. 10: Darstellung der Aminosdurepositionen, die laut EcoRI-Kokristallstruktur hydrophobe Kontakte mit
der Erkennungssequenz eingehen [Rosenberg, 1991]. Wasserstoftbriickenbindungen sind durch gr ii-
ne, hydrophobe Kontakte durch schwarze und mogliche weitere Kontakte, die aufgrund rdumlicher
Néhe zustande kommen koénnen, sind durch rote Striche geken nzeichnet.

Die Aminosédureposition Asnl41 bildet Wasserstoftbriickenbindungen zu den Adeninen der Er-

kennungssequenz aus. Einzelmutanten an dieser Position wurden bereits durch Herrn Dr. A.
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Fritz untersucht und charakterisiert [Fritz, 1994]. Sie wurde in diese Darstellung mit aufge-
nommen, da sich zwischen der untersuchten Aminosiaure Glul140 und Alal42 steht, und da die
Mutation N141A innerhalb der Arbeit als Teil von Mehrfachmutanten eingesetzt wurde. Der in
der Abbildung 10 dargestellte hydrophobe Kontakt vom Ile197 zum Cytosin der Erkennungs-
sequenz wird nicht ausgebildet [Kiister, 1995]. Da dieser Kontakt in der EcoRI-Ko-
kristallstruktur jedoch von Rosenberg postuliert wird und ein Austausch von Ile197 nach Ala
in den hier hergestellten Mehrfachmutanten Anwendung findet, ist diese Aminosdure in die
Abbildung 10 aufgenommen worden.

Die Einzelmutanten M137A/H/I/Q/S/R/Y, G140A/S, A142G/D/N/S und 1197A, die Doppel-
mutanten M137Q/N141A und M137Q/A142G, sowie die Mutante H114T wurden mit Hilfe
der unter 2.2.1.1 beschriebenen Gapped Duplex-Mutagenese hergestellt. Die Aminosdureposi-
tion H114 nimmt wahrscheinlich aufgrund ihrer Stellung in der Ndhe des aktiven Zentrums
durch Stabilisierung von dessen Konformation indirekt an der Substraterkennung und der Ka-
talyse teil. Die hier hergestellte Einzelmutante H114T wurde bereits als ein Enzym mit beson-
ders hoher spezifischer Aktivitdt beschrieben [Flores et al., 1995].

Bei der Herstellung der Mutanten M137A und M1371 wurde auf Primer zuriickgegriffen, die
schon im Labor vorhanden waren. Hier trat das bereits in meiner Diplomarbeit beschriebene
Phinomen auf, da3 Klone sequenziert wurden, die die Sequenz des Screeningenzyms, nicht je-
doch die Mutation enthielten [Kiister, 1995]. Es handelte sich ebenfalls um Primer, die 5° der
einzufiihrenden Mutation lediglich neun Nukleotide besallen. Da diese Primer einen hohen Ge-
halt an A- und T-Basen enthielten, wurde vermutet, dall wiahrend der Fill In-Reaktion die 5°,
3’ Exonuklease der T7 DNA-Polymerase das bei Raumtemperatur nicht vollstindig hybri-
disierte 5’-Primerende abgespalten und entsprechend der Basensequenz des Templates wieder
aufgefiillt hat. Eine Wiederholung der Mutagenese mit einer Fill In-Reaktion bei 13°C fiihrte
zu den gewlinschten Mutationen. Alle folgenden Primer wurden mit mindestens zwolf Nu-
kleotiden 5’ der einzubringenden Mutation synthetisiert. Hier traten keine Probleme auf.

Die Mehrfachmutanten M137Q/N141A/1197A und H114T/M137Q/N141A/1197A wurden mit
der unter 2.2.1.2 beschriebenen PCR-Mutagenese hergestellt. Die Abbildung 11 zeigt die er-
haltenen PCR-Produkte. Die Produkte der 2. PCR-Reaktion wurden nach der Spaltung mit
zwei Restriktionsendonukleasen in die entsprechend gespaltene und iiber ein Agarosegel aufge-
reinigte Rahmenpriaparation ligiert. Die Transformation des Ligationsansatzes erfolgte direkt in
den Stamm TGE900(pEcoR4). Eine parallel durchgefiihrte Transformation in LK111(A) er-

zeugte keine Klone. Dieses Phanomen geht mit dem bereits in der Diplomarbeit beschriebenen
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Ergebnis konform. Hier konnten ebenfalls bei einer Transformation des in den Rahmen ligierten
PCR-Produktes keine Klone in LK111(A) erzielt werden, da die Transformationsausbeute sehr
schlecht war [Kiister, 1995]. Es wurden jeweils 200ng PCR-Produkt mit 200ng Rahmenprépa-
ration ligiert. Die Transformationsausbeute lag bei einer Kompetenz der Zellen von 10’cfu/ug
DNA (supercoiled Plasmid) bei fiinf bis acht Klonen pro Transformation. Das spricht entweder
fiir eine sehr schlechte Ligationsausbeute von PCR-Produkten oder fiir eine schlechte Trans-
formationseffizienz von klonierten PCR-Produkten. Dieses Phdnomen konnte von anderen Ar-
beitsgruppenmitgliedern (Rosati, personliche Mitteilung) bestétigt werden.

1 2 3

g— -

Abb. 11: Produkte der PCR-Mutagenese der Trippelmu tante
M137Q/N141A/197A. Auftrag: Spur 1: 1. PCR-
Produkt: 458Bp; Spuren 2, 3: 2. PCR-Produkt:
1163Bp; Spur 4: Std. 100Bp - 1000Bp

Um Sekundidrmutationen auszuschlieBen, wurden alle erzeugten Mutanten durch Sequenzie-

rung des gesamten ecoRI-Gens verifiziert.

3.2 Protein-Aufarbeitung

Der Expressionsstamm TGE900(pEcoR4) wurde mit den hergestellten Plasmiden transformiert
und von jeder Mutante drei bis fiinf Klone anschlieBend im 5ml-MaBstab hinsichtlich ihrer Ex-
pression iiberpriift (siche 2.3.1). Verlief die Induktion bei allen Klonen einer Mutante negativ,
so wurde ein erneuter Transformationsschritt von TGE900(pEcoR4) durchgefiihrt.

Da fiir Einzelmutanten im Extended Chain-Motiv ein schlechtes Bindungsverhalten gekoppelt
mit einer verminderten Katalyse der Reaktion zu erwarten ist, wurde auf eine sonst iibliche

Aufreinigung im 100ml-Maf3stab verzichtet. Alle untersuchten Proteine wurden sofort im 101-



60 Ergebnisse

MafBstab fermentiert. Die Aufreinigung der Proteine iiber die Ni-NTA-Affinitdtschromatogra-
phie wurde wie unter 2.3.4 beschrieben durchgefiihrt und verlief ohne Probleme, wobei die

Mutanten mit einer Imidazolkonzentration von 120mM bis 180mM von der Sdule eluiert wur-

den (siche Abbildung 12).

Z D w F6 F9 F12 Std F15 FI8 F21 F24 F27

= 1

el T

Abb. 12: Aufreini eEcantM.137A urch Afﬁnitéitschrématographie. Aufirag: Zellysat
(Z, 2pl), Durchlauf (D, 2ul), Waschfraktion (W, 50ul), Elutionsfraktionen (ab Fraktion 6, jede
3. Fraktion, 200ul)

Die EcoRlI-haltigen Fraktionen wurden vereinigt und nach Einstellung des pH-Wertes sowie
der Leitfahigkeit auf eine Phosphozellulosesiule aufgetragen. Die Elution erfolgte nach einem
Waschschritt mit 1 x PEDL/0,1M NaCl wie unter 2.3.4.2 beschricben. Die Mutanten wurden
bei einer Konzentration von 1 bis 1,5M NaCl von der Phosphozellulosesdule eluiert (siche Ab-
bildung 13). Proteine, die bei einer Konzentration von 2M NacCl eluiert wurden, wurden zwar
dialysiert, jedoch nicht weiter charakterisiert, da hier die Gefahr bestand, dal3 bereits auf der
Sdule ausgefallenes und damit inaktiviertes Protein wieder in Losung gebracht wurde. In diesen
Fillen konnte zumindest ein Teil des Proteins bereits bei geringeren NaCl-Konzentrationen

gewonnen werden, diese Fraktionen wurden weiteren Untersuchungen unterzogen.
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Abb. 13:Flutionsverhalten der Mutante M137A von der Phosphozellulosesidule Auftrag: A (Iml, vereinigte
Elutionen der Affinititschromatographieséule); (1ml, Durchlauf, D); (Waschfraktion, 500ul, W);
(Elutionsfraktionen mit steigender NaCl-Kon zentration, 200ul, E1 bis E4)

Die Expressionseffizienz der Mutanten war unterschiedlich, so dafl Proteinpraparationen in ei-

ner Konzentration von 0,81-7,9uM erhalten wurden. Die Reinheit der Proteine lag zwischen

80 und 95% nach einer Begutachtung auf dem Laemmli-Gel (siehe Tabelle 5), wobei die

Hauptverunreinigung eventuell ein Dimer des Enzyms ist (sieche auch 3.6.2). Die Bestimmung

der Proteinkonzentrationen erfolgte, wie unter 2.3.7 beschrieben, liber die Aufnahme eines

UV-Spektrums. Die Giite der Proteinpréparationen wurde iiber eine Coomassiefairbung der

Proteine nach Auftrennung auf einem Laemmli-Gel (siehe 2.3.5) durchgefiihrt.

Mutante Konzentration [uM] Reinheit [%]
H114T 1,4 >90)
MI137A 4,3 90
MI137E 0,6 >90
M137H 3,8 85
M1371 2,8 90
M137Q 0,8 >90
M137R 0,5 80
M137S 0,9 85
M137Y 1,0 80
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G140A 3,9 >90
G140S 1,3 80
A142D 2,7 90
A142G 3,0 >90
A142N 1,4 85
A142S 3,1 >90
1197A 3,7 90
M137Q/A142G 0,8 >90
M137R/A142G 0,6 90
M137Q/N141A 52 80
MI137Q/N141A/1197A 7,9 >90
H114T/M137Q/N141A/1197A 0,47 85

Tab. 5: Konzentrationen und Sauberkeit der Proteinpréparationen der Mutanten nach Aufreinigung tiber

Ni-NTA-Agarose und Phosphozellulose

Die erhaltenen Proteinpréparationen wurden wie unter 2.3.8 beschrieben auf eine Nitrozellu-

lose-Filtermembran geblottet und mit einem polyklonalen Antikorper als EcoRI-Mutanten

nachgewiesen [Fritz, 1994]. Die Effinzienz der Farbung mit diesem Antikorper war allerdings

nicht hoch genug, um die Hauptverunreinigung eindeutig als EcoRI-Dimer nachweisen zu kon-

nen.
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3.3 CD-Spektren

Von den aufgereinigten Proteinen konnten nur CD-Spektren derjenigen Mutanten aufgenom-
men werden, deren Konzentration hoher als 1,5uM lag (siche Abbildung 14). Da aus techni-
schen Griinden héufig ein lingerer Zeitraum zwischen der Proteinpriparation und der Aufnah-
me der CD-Spektren lag, besteht unter Umstidnden die Moglichkeit der Aggregation. Unter-
schiede in den Konzentrationsbestimmungen, die im Anschluf an die Proteinpraparation mittels

UV-Spektroskopie und spiter mittels CD-Spektroskopie bestimmt wurden, sprechen fiir diese

Tatsache.
CD-Spektren
\
\
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L\ — MI37Q/NI41A/I197A
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Abb. 14: CD-Spektren von Mutanten (Konz. > 1,5uM) im Vergleich zum Wildtypenzym. Zur graphischen
Darstellung wurden die Proteinspektren in aufsteigender Reihenfolge mit einem Faktor von jeweils
3000grad/Mm zum vorherg ehenden Spektrum multipliziert worden.

Aus den in Abbildung 14 dargestellten CD-Spektren ergeben sich filir die einzelnen Proteine
folgende in Tabelle 6 aufgefiihrte Sekundérstrukturgehalte:
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Sekundérstrukturanteile

Enzym o-Helixgehalt [%] [-Faltblattanteil [%]
Wildtyp 39 16
M137H 30 17
M137A 30 16
G140A 37 18
A142G 35 16
A142D 33 18
M137Q /N141A 37 18
M137Q /N141A /1197A 36 16
1197A 39 18

Tab. 6: Berechnete Sekundirstrukturgehalte der Mutanten aus den CD-Spektren

Die Darstellung des CD-Spektrums der Mutante A142G erfolgte durch Akkumulation mehrer
Spektren. Die hier untersuchten Mutanten des Extended Chain-Motivs wiesen im Vergleich
zum Wildtypenzym einen geringen Riickgang des o-Helixgehalts auf. Der -Faltblattanteil der

Mutanten entsprach weitgehend dem Anteil, wie er auch beim Wildtypenzym bestimmt wurde.

3.4 Kinetische Charakterisierungen

Zur Untersuchung biochemischer Eigenschaften der EcoRI-Mutanten im Vergleich zum Wild-
typenzym hinsichtlich der katalytischen Aktivitdt und der Sequenzspezifitdt, wurden kinetische
Untersuchungen mit unterschiedlichen Substraten unter verschiedenen Pufferbedingungen

durchgefiihrt.
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3.4.1 Spaltverhalten mit A.-DNA

Die Bestimmung der spezifischen Aktivitdt der erhaltenen EcoRI-Mutanten im Vergleich zum
Wildtypenzym wurde mit linearer A-DNA als Substrat durchgefiihrt. Eine Enzymeinheit ist als
die Proteinmenge definiert, die 1pg A-DNA in einer Stunde bei 37°C unter Standardpufferbe-
dingungen vollstdndig an allen fiinf GAATTC-Sequenzen spaltet.

Bedingt durch die extrem hohe Spezifitit der EcoRI fiir ihre Erkennungssequenz, werden unter
Standardpufferbedingungen Sequenzen, die sich nur in einem Basenpaar von der Erkennungs-
sequenz unterscheiden (Starsequenzen), mit bis zu 10°fach geringerer Geschwindigkeit gespal-
ten, wohingegen Sequenzen, die sich in mehr als einem Basenpaar von der Erkennungssequenz
unterscheiden, gar nicht mehr gespalten werden [Gardner et al., 1982]. Durch Verdnderung
der Pufferbedingungen (Anwesenheit von Mn>"- statt Mg**-Ionen [Hsu & Berg, 1978;
Woodhead et al., 1981], Zugabe organischer Losungsmittel [Goodman et al., 1977, Maliguine
et al., 1980] oder niedriger Ionenstérke in Verbindung mit alkalischem pH [Polisky et al.,
1975]) kann die Genauigkeit der EcoRI reduziert werden. Diese Pufferbedingungen (siche
2.4.1) werden Starbedingungen genannt, da nun auch Starsequenzen erkannt und gespalten
werden. Sie fithren gleichzeitig zu einer Erniedrigung der Spaltaktivitit an den kanonischen
Schnittstellen um den Faktor 10 bis 100, wie auch zu ihrer deutlichen Erh6hung an Starse-
quenzen [Woodbury et al., 1980]. Dies fithrt dazu, da3 Starspaltung von EcoRI unter Stan-
dardpufferbedingungen im A-Aktivititstest nur bei hohen Enzymkonzentrationen zu detektie-
ren ist und mit weitaus geringerer Geschwindigkeit erfolgt. Dagegen ist unter Starbedingungen
das Auftreten des kanonischen Spaltmusters nur schwer nachzuweisen, da kanonische und in
einem Basenpaar degenerierte DNA-Sequenzen mit anndhernd gleicher Geschwindigkeit ge-
spalten werden [Pingoud ef al., 1985]. Das unter verschiedenen Bedingungen bestimmte Spalt-

verhalten der zu untersuchenden Enzyme ist in Tabelle 7 wiedergegeben.
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Al142G

Enzym spezifische Aktivitét pH-Bedingungen Mn”"-Bedingungen
[U/mg] [U/mg] [U/mg]
Wildtyp 2,0 x 10° Starspaltung Starspaltung
H114T > 8,4 x 10° (*) Starspaltung Starspaltung
M137A 1,3x 10" 2,0x 10* 1,3x10°
MI137E 2,1x10° (-A-B) 2,1x 10" 1,7x 10°
schwache spez. Banden
MI137H 8,0 x 10* (-A-B) 2,5x 10" 7,2 x 107
M1371 3,4x10* 5,2 x 10* 8,5x 10
M137Q 2,9x 10° 1,8 x 10° (¥) 6,0 x 10
MI37R 1,8 x 10* (-A-B) 2,4x10* Andeutung spez. Banden
M137S 5,5x 10° 2,8 x 10* 7,9 x 10?
M137Y | Andeutung spez. Banden 1,2x 10 keine spez. Banden
G140A 9,3x 10 keine spez. Banden 2,7 x 107
schwache spez. Banden schwache spez. Banden
G140S | Andeutung spez. Banden keine spez. Banden keine spez. Banden
Al142G 1,6 x 10° 6,6 x 10* 4,1 x 10?
schwache spez. Banden
A142D | Andeutung spez. Banden | Andeutung spez. Banden | Andeutung spez. Banden
Al142N keine spez. Banden keine spez. Banden keine spez. Banden
A142S 1,5x 10* 1,1x10° 7,6 x 107
schwache spez. Banden
I197A 7,6 x 10° 8,4 x 10* (*) kein kan. Muster (*)
M137Q/ | Andeutung spez. Banden 58x10° Andeutung spez. Banden
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MI137R/ keine spez. Banden keine spez. Banden keine spez. Banden
A142G

M137Q/ keine spez. Banden nur Spaltung der A-D Andeutung der A-D
NI41A

M137Q/ keine spez. Banden keine spez. Banden keine spez. Banden
N141A/
1197A

H114T/ keine spez. Banden Andeutung spezifischer keine spez. Banden
Banden, die nicht der

MI37Q/ GroBe der spezifischen
NI141A/ EcoRI-Banden entspre-
1197A chen

Tab. 7: Kinetische Charakterisierung der untersuchten Mutanten und des Wildtypenzyms unter Standard-
und Starbedingungen auf dem Substrat A-DNA. Bedingungen unter denen das jeweilige Enzym Star-
spaltverhalten zeigt, sind mit (*) gekennzeichnet. Ist die Angabe unter Beriicksichtigung oder Ve r-
nachléssigung bestimmter Spaltstellen auf dem Substrat A-DNA gemacht worden, so ist die entspr e-
chende Spaltstelle in Klammern angegeben. Die Angabe , keine spez. Banden* bezieht sich auf eine
unspezifische Nukleaseaktivitit, die anstelle eines diskreten Bandenmusters einen Schmier veru r-
sacht.

Die kinetische Untersuchung auf dem Substrat A-DNA zeigte fiir die verschiedenen Mutanten
ein erwartet breites Spektrum an spezifischen Aktivitidten unter den verschiedenen Bedingun-
gen.

Die Mutanten H114T, M137Q und I197A zeigten ein Verhalten, das weitgehend dem des
Wildtypenzyms entsprach, sie spalteten A-DNA unter Standardbedingungen jedoch schneller.
Die bereits beschriebene hohere Aktivitdt der Mutante H114T, die schon unter Standardbedin-
gungen in geringer Konzentration nach kurzer Zeit in Starspaltung iibergeht [Flores et al.,
1995], konnte in unserem Labor bestdtigt werden. Die Bestimmung der spezifischen Aktivitét
bereitete aufgrund des kurzen Zeitbereichs zwischen dem Auftreten des kanonischen Spaltmu-
sters und dem Ubergang in das Starspaltmuster groBfte Miihe. Diese drei Mutanten waren die
einzigen, die unter Starbedingungen auch Starspaltung zeigten.

Mit Ausnahme der Mutante M137Q verzeichneten alle untersuchten Mutanten des Extended
Chain-Motivs einen deutlichen Verlust an spezifischer Aktivitidt. Die Mutante M137Q zeigte
ein Phinomen besonders deutlich, das bei vielen anderen Mutanten der Extended Chain
(M137A, M137H, M1371, M137S, A142G und A142S) auch auftrat. Diese Mutanten unter-

scheiden deutlich die Starbedingung pH 8,8 und Niedrigsalz von Mangan als zweiwertigem
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Kation anstelle von Magnesium. Das Wildtypenzym zeigte sowohl im Auftreten des Spalt-
musters, als auch in der Spaltgeschwindigkeit fiir beide Pufferbedingungen nur geringe Unter-
schiede. Unter Starbedingungen zeigt das Wildtypenzym gegeniiber Standardbedingungen, ein
um den Faktor 10 bis 100 verlangsamtes Spaltverhalten. Beide Phdnomene treffen auch fiir die
wildtypédhnlichen Mutanten 1197A und H114T zu. Die Mutante M137Q unterscheidet hinge-
gen zwischen den beiden Starbedingungen in der Hinsicht, da3 unter Manganbedingungen kei-
ne Starspaltung stattfindet, das kanonische Spaltmuster jedoch um den Faktor 10 verlangsamt
gegeniiber den Standardbedingungen auftritt. Lediglich unter pH-Bedingungen zeigt die
Mutante ein dem Wildtyp vergleichbares Verhalten. Das kanonische Spaltmuster tritt um den
Faktor 10 verlangsamt auf und geht anschlieBend in Starspaltung iiber. Dies ist das erste Mal,
daf bei einer Mutante im Extended Chain-Motiv Starspaltung gefunden werden konnte. Die
Mutante M137A differenziert ebenfalls zwischen den beiden Starbedingungen. Unter pH-Be-
dingungen findet hier im Vergleich zu Standardbedingungen jedoch keine Verlangsamung der
Spaltung statt. Die spezifische Aktivitdt ist um den Faktor 100 gegeniiber dem Wildtypenzym
verlangsamt.

Die Mutanten M137E und M137H wie auch in geringerem Mafle andere Mutanten im Exten-
ded Chain-Motiv (M1371, M137S, M137R und A142S, sowie die in Tabelle 7 nicht aufge-
fiihrte N141A [Fritz, 1994]) spalten die A-Site B unter Standardbedingungen stark verlang-
samt. Dieses Phinomen wurde in die Tabelle mit aufgenommen, da eine Bestimmung der spe-
zifischen Aktivitdt nur ohne Berticksichtigung der Spaltung dieser Sequenz moglich war. Beide
Mutanten spalten A-DNA unter pH 8,8 und Niedrigsalzbedingungen schneller als unter Stan-
dardbedingungen. Diese Tatsache zeigt sich ebenfalls bei der Mutante M137S. Unter diesen
Bedingungen wird die A-Site B in einer mit den anderen Sequenzen vergleichbaren Geschwin-
digkeit gespalten.

Aminosédureaustausche an der Position 140 fiihrten zu einem drastischen Einbruch der spezifi-
schen Aktivitdt. Das kanonische Spaltmuster konnte lediglich fiir die Mutante G140A sowohl
unter Standard- als auch Manganbedingungen ermittelt werden, jedoch trat in beiden Fillen ei-
ne starker Hintergrund von unspezifisch gespaltener A-DNA auf. Das ist vermutlich auf eine
leichte Verunreinigung mit einer zelluliren Nuklease zuriickzufiihren, die bei den fiir diese
Mutante bendtigten hohen Konzentrationen und langen Reaktionszeiten erst detektiert wird.
Der Aminosiureaustausch von Glycin zu Serin fiihrt zu einer Proteinvariante, die A-DNA nicht
mehr spezifisch erkennen und spalten kann. Die in dieser Arbeit untersuchten Mutanten an Po-

sition Alal42 fithren ebenfalls zu einer starken Verringerung der spezifischen Aktivitit (A142G
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und A142S), zu Mutanten, die das spezifische Spaltmuster vor einem starken Hintergrund un-
spezifischer Nukleaseaktivitdt andeuten (A142D) oder ausschlieBlich unspezifische Nuklease-
aktivitit zeigen (A142N). Die Mutanten A142G und A142S zeigen die oben bereits erwidhnte
Eigenschaft, daB3 unter pH-Bedingungen das kanonische Spaltmuster schneller auftritt als unter
Standardbedingungen. Unter Manganbedingungen nimmt bei beiden Mutanten die Aktivitdt im
Vergleich zu den Standardbedingungen ab. Unter Standardbedingungen zeigt sich bei der
Mutante A142G zusitzlich eine unspezifische Nukleaseaktivitét, die unter pH-Bedingungen in
dem hier untersuchten Zeitbereich von maximal 8h nicht auftrat.

Ein vergleichbares Verhalten zeigt die Doppelmutante M137Q/A142G. Die spezifische Akti-
vitdt konnte ebenfalls nicht bestimmt werden, da die aufiretenden Banden vor einem starken
Hintergrund unspezifisch gespaltener A-DNA kaum zu detektieren waren. Dies konnte unter
pH-Bedingungen nicht festgestellt werden, da hier das kanonische Spaltmuster sauber auftrat.
Die Mehrfachmutanten M137R/A142G und M137Q/N141A/I197A zeigten unter den unter-
suchten Bedingungen lediglich unspezifische Spaltung von A-DNA. Dies konnte auch bei der
Mutante M137Q/N141A unter Standardbedingungen festgestellt werden. Es trat jedoch unter
pH- sowie Manganbedingungen in dem untersuchten Zeitbereich nur eine Bande auf, deren
GroBe auf eine ausschlieBliche Spaltung der A-Site D schlieBen 146t.

Bei der Spaltung von A-DNA durch die Vierfachmutante H114T/M137Q/N141A/1197A deu-
teten sich unter pH-Bedingungen Banden an, die nicht den GroBen des kanonischen Spaltmu-
sters entsprachen. Unter Standard- sowie Manganbedingungen konnte keine spezifische Spal-

tung erzielt werden.
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3.4.1.1 Spaltung vonA-DNA bei verschiedenen pH-Werten

Das Spaltverhalten einiger Mutanten wurde in Abhédngigkeit vom pH-Wert untersucht (siche

2.4.1). Die Aktivititen der Enzyme unter den jeweiligen Bedingungen sind in Tabelle 8 aufge-

fiihrt.
Spezifische Aktivitdt in Abhidngigkeit vom pH-Wertes [U/mg]
Enzym 6,1 6,8 7,5 8,2 8,8 9,4
Wildtyp | 2,5x10° | 1,2x10° | 2,0x10° | 12x10° | 1,2x10° 1,1 x 10°
A142G - - 1,6 x 10° - 4,0 x 10° 8,0x 10°
A142S - - 1,5x 10* - 7,5x 10° 1,5x 10*
1197A | 28x10° | 1,7x10° | 7,6x10° | 7,6x10° | 7,6x10° 7,6 x 10°
MI137H keine keine 2,5x10° | 3,7x10° | 59x10° 1,5 x 10*
(N.s.) Spaltung | Spaltung

Tab. 8: Aktivititen verschiedener Mutanten in Abhédngigkeit vom pH-Wert (die Aktivitit der Mutante M137H
wurde unter Niedrigsalzbedingungen (N.s.) bestimmt)

Die Untersuchung der pH-Abhéngigkeit erfolgte unter Standardsalzbedingungen, wobei der
pH-Wert durch den verwendeten Tris/HCI-Puffer eingestellt wurde. Die Bestimmung der Akti-
vitdten der Mutante M137H erfolgte unter Niedrigsalzbedingungen. Hier kann nicht unmittel-
bar mit dem Wildtypenzym verglichen werden, da es unter diesen Bedingungen direkt ein Star-
spaltmuster erzeugt. Wie erwartet, zeigt das Wildtypenzym bei pH 7,5 die schnellste Spaltung,
die mit zu- und abnehmendem pH-Wert langsamer wird. Das Spaltverhalten der Mutanten
A142G und A142S wurde lediglich im alkalischen Bereich untersucht, da diese Mutanten bei
pH 8,8 und Niedrigsalzbedingungen eine erhohte Aktivitdt im Vergleich zum pH 7,5 und Nor-
malsalzbedingungen zeigten. Fiir die Mutante A142G fiihrt allein eine pH-Erhdhung schon zu
einer leichten Erh6hung der Spaltaktivitit im Gegensatz zur Mutante A142S, deren Spaltge-
schwindigkeit bei pH-Erhohung anndhernd konstant bleibt. Die Spaltaktivitit der Mutante
I197A, die unter Standardbedingungen bereits iiber der des Wildtypenzyms liegt, nimmt mit
ansteigendem pH-Wert nicht wie beim Wildtypenzym ab, sondern bleibt konstant bei 7,6 x
10°U/mg.
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Den stéirksten EinfluB {ibt eine Anderung des pH-Wertes auf das Spaltverhalten der Mutante
M137H aus. Im sauren pH-Bereich spaltet diese Mutante gar nicht, wohingegen ihre Aktivitét

im alkalischen pH-Bereich um den Faktor sechs gegentiiber pH 7,5 ansteigt.

3.4.2 Spaltkinetiken mit pUC8-Derivaten

3.4.2.1 Kinetische Untersuchungen an pUCS8-Derivaten mit unterschiedlichen Seitems

quenzen

Die pUCS8-Derivate 2, 35, 38 und 43 wurden wie unter 2.4.2.1 beschrieben fiir eine kinetische
Charakterisierung der Mutante M137H und des Wildtypenzyms herangezogen. Sie unterschei-
den sich in der Sequenzumgebung der Spaltstelle und waren mit der Mutante N141A als
schnell beziehungsweise langsam gespaltene Sequenzen selektiert worden.

In Tabelle 9 sind die apparenten Geschwindigkeitskonstanten fiir den Ubergang von der super-
coiled in die offen zirkuldre Form (k;,), beziehungsweise fiir den Ubergang von der offen zir-

kuldren in die linearisierte Form (k,3) aufgefiihrt.

M137H Wildtyp

ggrfvi-t ki» [Umsatz/min] | ko3 [Umsatz/min] | ki, [Umsatz/min] | k,; [Umsatz/min]
2 4,4x10° 1,2x 10" 7,6 x 107 2,2x 107
35 1,7x10° 9,4 x 107 4,6 x 107 1,7x 107
38 1,8x10° 1,3x 10" 8,3x10° 2,3x107
43 2,3x10° 1,6 x10* 3,0x10° 6,0x 10~

Tab. 9: Apparente Geschwindigkeitskonstanten fiir die Spaltung von pUCS8-Derivaten, die sich hinsichtlich i h-
rer Seitensequenzen unterscheiden

Die relativen Spaltgeschwindigkeiten der beiden Enzyme verhalten sich auf Plasmidebene &hn-
lich wie auf dem makromolekularen Substrat A-DNA. M137H spaltet alle Plasmide um den
Faktor 100 langsamer als das Wildtypenzym. Beide Proteine fiihren den zweiten Schritt der
Spaltung schneller durch als den ersten. Die erwartete Diskriminierung der Plasmide hinsicht-
lich ihrer Umsatzraten in Abhéngigkeit von den Seitensequenzen durch die Mutante M137H
gegeniiber dem Wildtypenzym kann jedoch nicht bestitigt werden.
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3.4.2.2 Spaltverhalten der Mutante M137Q/N141A auf einem pUC8Randompool

Der von Herrn Dr. A. Fritz [Fritz, 1994] hergestellte Randompool beziiglich der Seitensequen-
zen zur EcoRI-Erkennungssequenz wurde fiir die Charakterisierung der Mutante
M137Q/N141A eingesetzt (siche 2.4.2.2). Die linearisierte Bande wurde bei einem Mengen-
verhaltnis von 1:9 der linearisierten Bande zu der supercoiled- und offen zirkuldren-Form auf
einem 1,5%igen Agarosegel getrennt, eluiert, religiert und in Zellen transformiert. Es wurden
etwa 6000 Klone erhalten, die DNA isoliert und der Pool der Anreicherung anschlieBend se-
quenziert. Eine Vergleich des Sequenziergels hinsichtlich der Bandenintensititen des Aus-
gangspools und der Anreicherung erlaubt die Aussage, dafl die Mutante M137Q/N141A be-
zliglich der die kanonische Sequenz flankierenden Basen keine Unterscheidung, die in unter-
schiedlichen Spaltgeschwindigkeiten resultieren wiirde, trifft. Alle vier Basen waren in gleichen

Mengen an den sechs untersuchten Positionen vertreten.

3.4.3 Kinetische Untersuchungen auf Oligonukleotidebene

3.4.3.1 Verwendung selbstkomplementirer Oligonukleotide zur Charakterisierung der

Mutante M137H

Da die Mutante M137H auf dem Substrat A-DNA die A-Site B mit einer stark verlangsamten,
die A-Site D jedoch mit einer duflerst schnellen Umsatzrate spaltete, wurde dieser Effekt auf
Oligonukleotidebene iiberpriift und mit den kinetischen Konstanten ky,/Ky quantifiziert. Die
vier hier eingesetzten selbstkomplementiren Oligonukleotide mit der Sequenz
TATNGAATTCN’AT (N und N’ beziehen sich auf die beiden Basen im Namen des entspre-
chenden Oligonukleotids zum Beispiel Dick AT: N=A, N’=T) unterscheiden sich voneinander
lediglich in einer Base 5’ beziehungsweise 3’ zur Erkennungssequenz (siche 2.4.3). Die dort
aufgefiihrten Oligonukleotide wurden Spaltungen durch die Mutante M137H und das Wildtyp-
enzym unterzogen. Die Kinetiken fanden unter Michealis-Menten-Bedingungen (mindestens
10facher Substratiiberschufl) statt. Die Abbildung 15 zeigt einen typischen Verlauf der Reakti-
on anhand der Spaltung des Oligonukleotids Dick AT durch das Wildtypenzym.
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Abb. 15: Spaltverhalten des Wildtypenzyms auf dem
Substrat Dick AT. Zeitwerte (von links
nach rechts): 15s, 30s, Imin, 2min, 3min,
S5min, 10min, 15min, 30min

In Tabelle 10 sind die durch Untersuchung des Spaltverhaltens der Mutante M137H und des
Wildtypenzyms auf den selbstkomplementdren Oligonukleotiden ermittelten kinetischen Para-

meter zusammengefafit.

Enzym Oligonukleotid Ky [uM] Kt [min™'] Kia/Knt [min'M™]

MI137H Dick AT 1,9 53x10° 2,8x10°
Dick TA 23 7,4 x 107 3,2x 10°
Dick CG 1,1 9,2 x 107 8,4x10°
Dick GC 44 6,9 x 10 1,5x10°

Wildtyp Dick AT 1,0 9,3x 10" 9,3 x 10’
Dick TA 0,6 2,1 x10° 3,5x10°
Dick CG 16 8,1x10" 51x10*
Dick GC 0,84 4,5x 107 53x10*

Tab. 10: Kinetische Parameter der Oligonukleotidspaltung durch die Mutante M137H und das Wildtypenzym

Wie aus der Tabelle 10 zu entnehmen ist, haben sich die Erwartungen beziiglich der Diskrimi-
nierung der Mutante M137H hinsichtlich der hier eingesetzten Substrate nicht in den ermittel-
ten kinetischen Daten bestétigt. Die Mutante zeigt fiir alle Substrate, wie auch schon auf dem
Substrat A-DNA, eine geringere Affinitit als das Wildtypenzym. Das Wildtypenzym spaltet na-
hezu alle Oligonukleotide mit einer Geschwindigkeitskonstante (kg.), die um den Faktor 50
hoher liegt als die der Mutante. Nur fiir das Substrat Dick GC besitzen sowohl die Mutante, als

auch der Wildtyp Geschwindigkeitskonstanten, die in demselben GrdéfBenordnungsbereich lie-
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gen. Das MaB fiir die katalytische Effektivitdt eines Enzyms fiir ein Substrat liegt aber in der
Bestimmung des Verhiltnisses von ki./Ky. Hier zeigen sich fiir die Mutante M137H keine si-
gnifikaten Unterschiede bei der Spaltung der vier Substrate. Die bestimmten Umsatzraten lie-
gen im GroBenordnungsbereich von 10°min'M™. Die Mutante zeigt also nicht die gewiinschte
Diskriminierung der Substrate unterschiedlicher Flankensequenzen.

Eine von der Mutante erhoffte Diskriminierung 1aBt sich jedoch fiir das Wildtypenzym be-
schreiben. Die Substrate Dick CG und Dick GC werden mit einer um den Faktor 100 geringe-
ren Umsatzrate gespalten als Dick TA. Als Grund 1a8t sich hier ein Unterschied in der Disso-
ziationsgeschwindigkeit, die flir den Wildtyp den geschwindigkeitslimitierenden Schritt dar-
stellt, vermuten und nicht eine erhoffte Seitensequenzbevorzugung in Erkennung beziehungs-

weise Katalyse [Windolph et al., 1997].

3.4.3.2 Untersuchung des Spaltverhaltens auf modifizierten Oligonukleotiden

Zur vollstindigen Charakterisierung der zu untersuchenden Kontakte der Restriktionsendonu-
klease EcoRI zu ihrer Erkennungsssequenz wurden kinetische Untersuchungen mit modifi-
zierten Oligonukleotiden durchgefiihrt (siche 2.4.3). Die Wahl nur in einem Strang modifizier-
ter Oligonukleotide hatte den Hintergrund, die eingeflihrte Storung so minimal wie moglich zu
halten. Dies ist fiir allem fiir sehr stark in ihrer katalytischen Effektivitit beeinfluBte Mutanten
wichtig. Die Folge ist ein asymmetrisches Substrat, das die separate Bestimmung der Ge-
schwindigkeit der Spaltung beider Einzelstringe erfordert.

Die Einzelstringe der Oligonukleotide wurden radioaktiv markiert (sieche 2.4.3.1) und mit dem
nicht markierten komplementaren Strang hybridisiert. In Tabelle 11 ist der jeweils radioaktiv
markierte Oligonukleotidstrang mit * gekennzeichnet. Die Bestimmung der Geschwindigkeits-
konstanten k,,, fand unter mindestens 10fachem Substratiiberschufl statt. Die Trennung der
Produkte von ungespaltenem Substrat erfolgte auf einem denaturierenden 18%igen Polyacry-
lamidgel (siche 2.4.3). Eine quantitative Auswertung der Substrat/Produkt-Verhiltnisse er-
folgte mit einem Phosphoimager der Firma Fuji (BAS 1000 bio imaging). Die Abbildung 16
zeigt exemplarisch den kinetischen Verlauf der Spaltung eines Oligonukleotids durch das

Wildtypenzym.
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Abb. 16: Kinetischer Verlauf der Spaltung von S1 /S2 durch

das Wildtypenzym. Von rechts nach links: Base n-
paarleiter (Gibco-BRL); Zeitwerte: Omin, 15s, 30s,

Imin, 2min, 10min

In Tabelle 11 sind die apparenten Geschwindigkeitskonstanten der modifizierten Oligonukleo-

tide mit den entsprechenden EcoRI-Mutanten aufgefiihrt. Die kinetischen Untersuchungen auf

Oligonukleotidebene wurden mit den Einzelmutanten M137Q, M137A, M137I, G140A und

A142G durchgefiihrt. Parallel dazu wurden alle Oligonukleotide mit dem Wildtypenzym kine-

tisch untersucht. Die hier angegebenen apparenten Geschwindigkeitskonstanten stiitzen sich

auf unabhingige Mehrfachuntersuchungen. Angegeben sind die Spaltgeschwindigkeiten in

konzentrationsbereinigten apparenten Geschwindigkeitskonstanten ki, in min™.

Substrat Wildtyp | M137A | MI371 | MI137Q | Gl40A | Al142G
(S1) -GAATTC- 471 17,7 3,2 2544 6,2 28,2
(S2) -CTTAAG-

(S1) -GAATTC- 852 13,0 3,7 197 4,7 7,3
(S2)-CTTAAG-

-GAATTC- 367 18,0 3,2 1451 - -
-C™'TTAAG-

-GAATTC- 229 3,7 1,0 371 - -
-C’"™'TTAAG-

-GAATTC- 177 3,9 3,6 585 - -

-UTTAAG-

-GAATTC- 357 4,7 3.8 4613 - -

-UTTAAG-




76 Ergebnisse

-GAATTC- 375 0,3 2,7 4705 - -
-TTTAAG-

-GAATTC- 231 3.4 2,6 4382 - -
-TTTAAG-

-GAATTC- 348 - - - 64,7 3,9
-CTUAAG-

-GAATTC- 448 - - - 47,8 4,8
-CTUAAG-

-GAATTC- 571 21,5 3.4 1227 53,3 -
-CUTAAG-

-GAATTC- 431 3.8 2,0 1650 44,1 -
-CUTAAG-

Tab. 11: Bestimmung der apparenten Geschwindigkeitskonstanten verschiedener Einzelmutanten fiir den
modifizierten und unmodifizierten Einzelstrang. Der radioaktiv markierte Einzelstrang, dessen G e-
schwindigkeitskonstante bestimmt wurde, ist in der Kombination fett gedruckt.

Ein Vergleich der Geschwindigkeitskonstanten fiir die Spaltung beider Einzelstringe im Grun-
doligonukleotid ohne Modifikationen durch das Wildtypenzym und die Mutanten bestétigt die
fiir das Substrat A-DNA bestimmten spezifischen Aktivitdten tendenziell. Wie aus Tabelle 7 er-
sichtlich ist, besitzen die Mutanten M137A und M1371 eine spezifische Aktivitit, die um den
Faktor 100 geringer ist als die des Wildtypenzyms. Die Mutanten G140A und A142G zeigen
spezifische Aktivitdten, die um den Faktor 1000 beziechungsweise 10000 unter der des Wildty-
penzyms liegen, wohingegen die Mutante M137Q A-DNA schneller spaltet als der Wildtyp.
Entsprechend spalten die Mutanten M137A, M1371, G140A und A142G die unmodifizierten
Einzelstrange langsamer als das Wildtypenzym, wohingegen die Mutante M137Q diese Strdnge
schneller spaltet. Wie bereits fiir das Wildtypenzym gezeigt wurde, spalten auch die hier unter-
suchten Mutanten beide Stringe mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten [Rubin & Modrich,
1978; Halford et al., 1979]. Eine Aussage aufgrund des Spaltverhaltens eines einzelnen der
beiden Stringe hinsichtlich der Modifaktion 148t sich aufgrund der Tatsache nur schwer treffen,
dal die Modifikation eines Stranges Auswirkung auf die Erkennung und das katalytische Zen-
trum beider Untereinheiten hat. Die Interpretation der Ergebnisse erfordet aus diesem Grund
die Einbeziehung der Spaltergebnisse sowohl des modifizierten, wie auch des unmodifizierten
Stranges.

Die Modifikationen an den einzelnen Positionen der Erkennungssequenz zeigen deutlich unter-

schiedliche Geschwindigkeitskonstanten. Eine Substitution des Cytosins durch 5-Methyl-
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Cytosin zeigt den deutlichsten EinfluB3 auf die Spaltgeschwindigkeit durch das Wildtypenzym.
Hier ist die Stirke des Einflusses erwartungsgemil3 davon abhédngig, ob der untersuchte Strang
des Oligonukleotids modifiziert ist oder nicht. Das Wildtypenzym spaltet den nicht modifizier-
ten Strang S1 in Kombination mit 5-Methyl-Cytosin (C’™) um den Faktor 4 langsamer als die
unmodifierte Kombination, wohingegen der modifizierte Strang in derselben Kombination etwa
gleich schnell, wie der unmodifizierte Strang gespalten wird. Ahnliche Tendenzen zeigen sich
fir die Uracil- und Thymin-substituierten Substrate. Hier wird jeweils der unmodifizierte
Stamm schneller gespalten als der modifizierte. Beide Strange werden jedoch in diesen Sub-
straten insgesamt langsamer gespalten als im Grundoligonukleotid. Eine Substitution der bei-
den Thymine in der Erkennungssequenz durch Uracil scheint einen weitaus geringeren Einfluf3
auf die Spaltgeschwindigkeit des Wildtypenzyms zu haben. Die apparenten Geschwindigkeits-
konstanten fiir beide T- nach U-substituierten Substrate unterscheiden sich nur geringfiigig von
denen des Grundoligonukleotids.

Die Mutanten M137A und M1371 zeigen einen weitaus geringeren Einflul beziiglich der Mo-
difikationen auf die Spaltgeschwindigkeit beider Stringe. Das Grundoligonukleotid wird mit
nahezu derselben Geschwindigkeit gespalten wie alle Substrate, die an der Cytosin-Position
modifiziert sind. Ein Unterschied in der Spaltgeschwindigkeit der einzelnen Stringe in einem
modifizierten Doppelstrang ist im Gegensatz zum Wildtypenzym nicht zu erkennen.

Die Mutante M137Q weicht in ithrem Verhalten deutlich ab. Eine Substitution von Cytosin
durch 5-Methyl-Cytosin zeigt keinen Einflul auf die Geschwindigkeitskonstante, wohingegen
der Austausch von Cytosin gegen Thymin zu ihrer Erhohung flihrt. Eine Substitution von
Cytosin zu Uracil bewirkt jedoch nur eine geringe Abnahme der Spaltgeschwindigkeit bei der
Betrachtung des modifizierten Stranges.

Die Mutanten G140A und A142G zeigen auf den unmodifizierten Doppelstridngen eine gegen-
tiber dem Wildtypenzym stark verminderte Spaltgeschwindigkeit. Eine Substitution des inneren
Thymins durch Uracil bewirkt bei der Mutante A142G kaum eine Anderung der Spaltge-
schwindigkeit. Die Mutante G140A spaltet jedoch beide Einzelstringe in dem an der Position
des inneren, wie auch des duBleren Thymins durch Uracil modifizierten Substrats mit einer ge-

geniiber den Grundoligonukleotid erhdhten Geschwindigkeitskonstante.
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3.5 Bindungsverhalten der untersuchten EcoRI-Mutanten

3.5.1 Gel-Retardations-Assays

Mit einem PCR-Produkt von 174Bp Lénge wurde in einem Gel-Retardations-4ssay das Bin-
dungsverhalten aller in dieser Arbeit hergestellten EcoRI-Mutanten untersucht (sieche 2.5.1).
Lediglich fiir die Mutanten H114T, 1197A und das Wildtypenzym konnten mit diesem Verfah-
ren Bindungskonstanten ermittelt werden, andere Mutanten konnten jedoch durch Zusatz
zweiwertiger Kationen zu einer spezifischen DNA-Bindung aktiviert werden (siche 3.5.3).

Diese Bindungskonstanten wurden in Shif¢-Puffer bei einem pH-Wert von 7,5 bestimmt. Als
Laufpuffer wurde 0,5 x TTE verwendet. Hierbei handelt es sich um die iiblicherweise in unse-

rem Labor angewandten Bedingungen [Grabowski et al., 1995].

1197A Wildtyp H114T

UH& u““ (T

e

Abb. 17: Shift-Experimente der Mutanten 1197A, des Wildtypenzyms und
H114T bei einer Substratkonzentration von 1nM. Alle Enzyme
wurden in folgenden Konzentrationen eingesetzt (von links nach
rechts): 8nM; 3nM; 1nM; 0,5nM und 0,1nM. In der ersten Bande
ist das freie Oligonukleotid zu sehen

Eine Auswertung der erhaltenen Anteile an freiem beziechungsweise gebundenem Substrat er-
gibt unter Anwendung der unter 2.5.2 aufgefiihrten Formel die in Tabelle 12 aufgefiihrten Bin-

dungskonstanten.
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Enzym Bindungskonstante [M'l]
Wildtyp 2,04 x 10°
H114T 9,27 x 10
1197A 1,32 x 10°

Tab. 12: Ermittelte Bindungskonstanten durch Gel-Retardation

Da alle anderen in dieser Arbeit untersuchten Mutanten unter diesen Bedingungen auch in der
maximal einsetzbaren Konzentration keine diskrete Shiffbande im Polyacrylamidgel erzeugten,
wurden die Versuchsbedingungen variiert (siche Puffer unter 2.5.1).

Bei der Untersuchung des Bindungsverhaltens der Restriktionsendonuklease EcoRV konnte
gezeigt werden, daf sich die Bindungseigenschaften bei Erniedrigung des pH-Wertes verbes-
sern lassen [Engler et al., 1997]. Zur Uberpriifung, ob dieses Ergebnis auch auf EcoRI iiber-
tragbar ist, wurde der unter 2.5.1 aufgefiihrte Shift-Puffer pH 7,0 in Verbindung mit 1 x BTE
als Gelpuffer verwendet. Diese Anderung der Versuchsbedingungen zeigte jedoch nicht den
gewlinschten Effekt der Erhohung der DNA-Bindungskonstanten des Wildtypenzyms.

Auch ein Wechsel des Laufpuffers von 1 x TTE (pH 9,2) zu 1 x TTE (pH 7,5), 0,5 x TTE (pH
9,2), 0,5 x TTE (pH 7,5), 1 x BTE, 0,5 x BTE, 1 x TAE und 0,5 x TAE zeigte keine Beein-
flussung der EcoRI-Bindungskonstante.

Die Zusitze NonidetP 40 oder CHAPS im Shift-Bindungspuffer zeigten in anderen Arbeits-
gruppen einen positiven Einflul auf das DNA-Bindungsverhalten von Proteinen [Ebneth, per-
sonliche Mitteilung; Abarzua et al., 1995; Hassanain et al., 1993]. Die Verwendung dieser
Substanzen filihrte jedoch auch bei gleichzeitiger Erniedrigung des pH-Wertes auf 7,0 zu keiner
Verbesserung der Bindungskonstanten des Wildtypenzyms. Als Laufpuffer dienten fiir die Bin-
dungspuffer mit dem 1 x TTE; pH 7,5 beziechungsweise 1 x BTE; pH 7,0.

Der eingesetzte ,,Hamburger“-Shift-Puffer, unter dessen Verwendung die DNA-Bindungsdo-
méne des Protoonkogenproduktes c-Myb gute Bindungsdaten liefert [Sokolowski, personliche
Mitteilung], konnte ebenfalls nicht die Bindungseigenschaften des Wildtypenzyms verbessern.
In Nitrozellulose-Filterbindungsexperimenten wurde in anderen Arbeitsgruppen gezeigt, daf3
EcoRI unter den Bedingungen, die hier im Jen-Jacobson-Puffer eingestellt wurden, Bindungs-
konstanten im Bereich von K, = 10° bis 10''M™ erzielt werden konnen [Jen-Jacobson ef al.,

1986; Lesser et al., 1992; Kurpiewski et al., 1996]. Diese Bindungskonstanten konnten weder
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mit dem Hiss-Fusionsprotein, noch mit dem Hise-freien EcoRI-Protein im Gel-Retardations-
Experiment bestimmt werden. Auch unter diesen Bedingungen konnten lediglich Bindungskon-
stanten im Bereich von 2 x 10°M™ fiir EcoRI bestimmt werden, wobei keine der Mutanten im
Extended Chain-Motiv eine DNA-Bindung zeigte.

Da es sich bei den hier zu untersuchenden Mutanten um Hise-Fusionsproteine handelt, die in
Ultrazentrifugationsexperimenten eine erhohte Aggregationsneigung zeigen [Urbanke, person-
liche Mitteilung], wurde Triton-Puffer eingesetzt. Das zugesetzte Triton X-100, verringert die
Aggregationsneigung von Proteinen und eine eventuell auftretende Adhdsion an die Wand des
ReaktionsgefiBles. Eine Erhohung der Bindungskonstante von EcoRI konnte jedoch auch hier-
durch nicht erreicht werden.

Die Bindungseigenschaften des Wildtypenzyms wurden ferner in Spaltpuffern mit 20mM
EDTA anstelle von Mg**-Ionen, sowie mit EDTA eingestellten Puffern (hochstmogliche
EDTA-Konzentration in 20mM Tris bei pH 7,5 und 7,0) bestimmt. Auch diese Anderungen
der Bindungspufferzusammensetzungen zeigten keinen Einflu auf die im Gel-Retardations-

Experiment bestimmte Bindungskonstante.

3.6.2 Nitrozellulose-Filterbindung

Da die Bindungsaffinitit der Restriktionsendonuklease EcoRI auch von den Seitensequenzen
der Erkennungssequenz abhingig ist [Jen-Jacobson, 1997], wurde das Bindungsverhalten im
Nitrozellulose-Filterbindungsexperiment fiir Oligonukleotide mit unterschiedlichen Seitense-
quenzen untersucht. Dazu wurden die unter 2.4.3 und 2.5.2 beschriebenen Oligonukleotide
Dick AT, S1/S2 und B/C als Substrat verwendet. Wie bereits erwéhnt, zeigt das EcoRI-Hiss-
Fusionsprotein eine erhohte Aggregationsneigung. Zur Minimierung dieser Aggregationsnei-
gung wurden Versuchsreihen durchgefiihrt, in denen die Volumina, die Stoffmengen von En-
zym und Substrat sowie die Konzentrationen beider Reaktanden verdndert wurden. Die Aus-
wertung der erhaltenen Bindungskurven erfolgte {iber ein Arbeitsblatt mit dem Tabellenkalku-
lationsprogramm ,,Excel”. Die Grundlage des Arbeitsblattes bildet die unter 2.5.2 aufgefiihrte
Formel zur Berechnung von Bindungskonstanten. Alle Experimente wurden mit den unter
2.5.2 angegebenen Puffern durchgefiihrt. Die eingesetzte Stoffmenge (0,1pmol) der Oligonu-
kleotide sowie des Enzyms blieben in den Experimenten zur Ermittlung des optimalen Volu-
mens konstant, so dal mit steigenden Volumina die Konzentrationen der Reaktanden abnah-
men. Die Ermittlung der optimalen Versuchsparameter ergab die in Tabelle 13 aufgeflihrten

Ergebnisse.
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Reaktionsvolumen [ml]
Substrat 0,01 0,02 0,1 0,2 0,75
Dick AT - - 9,3 x 10’ - -
B/C 1,9x10° | 55x10° | 1,6x10° - -
S1/82 1,65x10° | 1,2x 107 | 23x10° | 35x10° | 2,1x10°

Tab. 13: Erzielte Bindungskonstanten [M '] fiir das Wildtypenzym bei verschiedenen Reaktion s-
volumina und einem pH-Wert von 7,5

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden alle folgenden Bindungsmessungen in dem optimalen Re-
aktionsvolumen von 0,2ml mit dem Oligonukleotiddoppelstrang S1/S2 durchgefiihrt. Auch hier
zeigte jedoch keine der eingesetzten Mutanten mit einem Aminosdureaustausch im Extended
Chain-Motiv unter den beschriebenen Bedingungen eine Bindungsaffinitit gegeniiber dem
verwendetem Oligonukleotid.

Da fiir die Restriktionsendonuklease EcoRV eine hohere DNA-Bindungsaffinitét bei einer pH-
Wert-Erniedrigung von 7,5 auf 7,0 beobachtet wurde [Engler et al., 1997], wurden Nitrozel-
lulose-Filterbindungsexperimente bei einem pH-Wert von 7,0 durchgefiihrt. Die Bindungskon-
stante wurde unter den oben beschriebenen Bedingungen bei einem pH-Wert von 7,0 zu 7,8 x
10°M™ bestimmt. Auch bei einem pH-Wert von 7,0 konnte fiir keine der Mutanten mit einem
Aminosdureaustausch im Extended Chain-Motiv eine DNA-Bindung festgestellt werden.

Ein Vergleich der Tabellen 12 und 13 ermoglicht eine Aussage iiber die zur Bestimmung der
Bindungskonstanten herangezogenen Verfahren der Nitrozellulose-Filterbindung und des Gel-
Retardations-Assays. Aus den Tabellen geht hervor, daB Nitrozellulose-Filterbindung eine
deutlich empfindlichere Messung der Bindungskonstante erlaubt. Aufgrund der oben bereits
erwdhnten Aggregationsneigung der EcoRI-Hisg-Fusionsproteine wirkt eine Volumenbe-
schriankung, wie sie bei den Gel-Retardationsexperimenten vorliegt (maximales Reaktionsvolu-
men: 40ul), wahrscheinlich zugunsten der Aggregation der Proteine aus, wodurch die effektive
Konzentration der Proteine herabgesetzt wird. Dieses Phdnomen macht sich besonders bei
schlecht bindenden Proteinen bemerkbar, da hier hohe Proteinkonzentrationen im Ansatz er-

forderlich sind.
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3.6.3 Bindungsexperimente unter dem Einflufl zweiwertiger Kationen

Da in Abwesenheit divalenter Kationen fiir EcoRI-Mutanten des Extended Chain-Motivs keine
spezifische DNA-Bindung erreicht werden konnte, wurde versucht, in Gegenwart von Ca”'-

Ionen, die Bindungskonstanten zu ermitteln (siehe 2.5.3). Tabelle 14 zeigt die hierauf bestimm-

ten Bindungskonstanten.

Mutante Bindungskonstante [M'l]
Wildtyp 4,8 x 10°
MI137A 1,7x10°
MI37E 3,5x 10
M137H 4,2 x 10’
M1371 3,8x 10
M137Q 2,1 x 10’
MI137R 2,5x10°
M137S 7,3x10°
MI137Y n. d.
G140A 3,1 x 107
G140S 8,0x 10’
A142G 8,0x 10°
Al142D n. d.
Al42N n. d.
A142S n. d.
M137Q/A142G n. d.

Ergebnisse
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M137R/A142G n. d.
M137Q/N141A n. d.
M137Q/N141A/T197A n. d.
HI114T/M137Q/N141A/T197A n. d.

Tab. 14: Bindungskonstanten, die im Gel-Retardations- Assay in Gegenwart von
Ca*"-Ionen bestimmt wurden. Bindungskonstanten, die mit n. d. geken n-
zeichnet sind, konnten mit diesem Verfahren nicht bestimmt werden.

Wie aus Tabelle 14 hervorgeht, zeigen alle Mutanten mit Aminosiureaustauschen im Extended
Chain-Motiv eine verminderte Bindungsfihigkeit, die jedoch nur in Gegenwart von Ca**-Ionen
bestimmt werden kann. Da mit Ausnahme der Mutante M137Q auch alle anderen Mutanten
gegeniiber dem Wildtypenzym eine verminderte, beziehungsweise keine Spaltung zeigen, ist
dieses Bindungverhalten zu erwarten. Die vergleichsweise mit ihrer hohen Spaltaktivitat
schlechte Bindung der Mutante M137Q ist eventuell mit einer durch das Magnesium induzierte
Konformationsénderung, die das Kalzium nicht ausiibt, zu erkliren. Wahrscheinlich macht sich
diese Konformationsdnderung fiir die Mutante hinsichtlich ihrer Bindung besonders deutlich
bemerkbar.

Einige Doppelmutanten zeigten eine so starke Beeintrdchtigung in ihrer Bindungskapazitit,
daf} auch in dieser Methode keine Bindung gemessen werden konnte. Hierbei handelt es sich
um ein nicht unerwartetes Ergebnis, da auch alle Mehrfachmutanten, sowie die nicht detektier-

baren Einzelmutanten M137Y, A142D und A142N keine spezifische Aktivitdt zeigten.
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4 Diskussion

Die Mutagenese des EcoRI-Enzyms an Aminosdurepositionen, die gemdB3 der Kokristall-
struktur hydrophobe Kontakte zur Erkennungssequenz der DNA ausbilden sollen, hatte zum
Ziel, die Beteiligung dieser Kontakte zu tiberpriifen [Rosenberg, 1991]. Mit Hilfe der hieraus
gewonnenen Erkenntnisse werden im Anschlul Ansétze zielgerichteter Mutagenese zur Er-
weiterung beziehungsweise Verdnderung der Sequenzspezifitit der Restriktionsendonuklease
EcoRI moglich.

Die durch gezielte Mutagenese der Aminosdurepositionen Metl137, Glyl40 und Alal42 im
Extended Chain-Motiv hergestellten Enzymvarianten zeigten bereits in der Untersuchung hin-
sichtlich ihrer spezifischen Aktivitdt deutliche Unterschiede im Vergleich zum Wildtypenzym.
Mit Ausnahme der Mutante M137Q spalten alle Einzelmutanten an den untersuchten Posi-
tionen A-DNA unter Standardbedingungen mindestens um den Faktor 100 langsamer. Fiir ei-
nige Mutanten konnte unter diesen Bedingungen keine Spaltung erzielt werden. Dies ist in der
Regel bei einer Substitution der zu untersuchenden Aminoséure durch eine Aminosiure mit er-

hohtem Raumbedarf zu beobachten.

4.1 Aminosaureaustausche an der Position Met137

Ein Austausch der Aminosdure Met137 gegen Tyrosin fiihrt zu einem Verlust der sequenzspe-
zifischen Spaltung, was vermutlich auf einer Strukturbeeinflussung aufgrund des oben ange-
sprochenen erhohten Raumbedarfs der eingefithrten Aminosdure beruht. Diese Mutante kann
unter der Starbedingung erhdhter pH-Wert (8,8) und Niedrigsalzkonzentration im Gegensatz
zur Manganbedingung zur spezifischen Spaltung aktiviert werden. Eine Starspaltung ist, wie
bei allen weiteren Aminosdureaustauschen im Extended Chain-Motiv, mit Ausnahme der
Mutante M137Q nicht zu erreichen.

Die Aminosdureaustausche an dieser Position zu Arginin, Histidin und Glutaminsiure fiihren
ebenfalls zu einer deutlichen Verminderung der spezifischen Aktivdt. Diese Mutanten zeigen
wie M137Y eine Aktivierung der Spaltaktivitit bei einer Erhohung des pH-Wertes in Verbin-
dung mit einer Verminderung der Salzkonzentration. Diese Phdnomene werden ebenfalls einer
Strukturbeinflussung aufgrund des erhohten Raumbedarfs der eingefiihrten Aminosdure zu-

geschrieben. Fiir die Histidinmutante ist die mogliche Ausbildung diverser Wasserstoftbriicken-
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ckenbindungen beziehungsweise hydrophober Kontakte unter Beriicksichtigung der energe-
tisch gilinstigsten Konformation in Abbildung 18 dargestellt. Wie der Abbildung zu entnehmen
ist, befindet sich der Histidinrest in einer duBerst starren Konformation, die sowohl durch den
erhohten Raumbedarf, als auch durch die mogliche Ausbildung einer Vielzahl von Kontakten
bedingt ist. Die Aufnahme eines pH-Spektrums der Mutante M137H ergibt eine achtfache Er-
hohung der Spaltaktivitét auf A.-DNA bei einer schrittweisen pH-Werterhohung von 7,5 auf 9,4
unter Niedrigsalzbedingungen. Diese erhohte Spaltaktivitdt im alkalischen Medium wird auf ei-
ne Deprotonierung des Histidinrestes unter diesen Bedingungen zuriickgefiihrt. Bei einem pH-
Wert unter 7,0 zeigte diese Mutante keine Spaltaktivitit mehr. Ferner fand eine deutliche Dis-
kriminierung zwischen den Spaltstellen auf dem Substrat A-DNA hinsichtlich ihrer Spaltge-
schwindigkeiten statt. Ein Einflufl auf die Spaltgeschwindigkeiten durch das die Erkennungsse-
quenz flankierende Basenpaar konnte durch Spaltexperimente mit selbstkomplementiren Oli-
gonukleotiden ausgeschlossen werden. Vermutlich spielen weitere Einfliisse auf Substratebene
(spezifische Konformationen des makromolekularen Substrates an den kanonischen Sequen-
zen, Einfliisse von mehr als einem Nukleotid flankierend zur Erkennungssequenz), wie auch
auf Enzymebene (Dissoziation vom Substrat als geschwindigkeitsbestimmender Schritt) eine

Rolle in der Diskriminierung der Mutante hinsichtlich der Spaltstellen auf A-DNA.

____Cytosin

dufleres Thymin

auferes Thymir
Cytosin

Abb. 18: Durch Computersimulation unter Verwendung des Programms ,,PDB View* dargestellte Aminosi u-
reaustausche von Met137 zu Gln beziehungsweise His unter Beriicksichtigung der energetisch gii n-
stigsten Konformation des eingefiihrten Aminosiurerestes und unter Beibehaltung der Konformation
aller anderen Aminosiuren
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Die zweifellos ungewohnlichste Mutante an dieser Position ergibt der Aminosdureaustausch
von Met137 zu Gln (siche Abbildung 18). Diese Mutante unterscheidet sich von allen anderen
Mutanten im Extended Chain-Motiv durch ihre auBerordentlich hohe spezifische Aktivitit,
sowie das Auftreten von Starspaltung unter den entsprechenden Bedingungen. Wie in Abbil-
dung 18 zu erkennen ist, ist der Glutaminrest sowohl mit seiner Aminogruppe, als auch mit
seiner Carbonylgruppe potentiell in der Lage, eine Wasserstoffbriickenbindung zur exozykli-
schen Aminogruppe des Cytosins und mit der Carbonylgruppe des duBleren Thymins auszubil-
den. Zusitzlich ist, bedingt durch den dargestellten Abstand von 0,51nm zwischen der -
Methylengruppe der Seitenkette und dem C5 des Cytosins, die Moglichkeit gegeben, durch ei-
ne Modifikation (5-Methyl-Cytosin) einen zusétzlichen hydrophoben Kontakt einzufiihren.

Diese Kontakte wurden durch Spaltungen der Mutante M137Q mit substituierten Oligonu-
kleotiden iiberpriift. Hier wurde das Cytosin der Erkennungssequenz gegen 5-Methyl-Cytosin,
Uracil oder Thymin ausgetauscht. Dieser Austausch fand nur in einem der beiden Strénges des
Oligonukleotids statt. Durch radioaktive Markierung nur eines der beiden Stringe war eine
Unterscheidung der Spaltung beider Einzelstrange moglich. Das Spaltverhalten auf dem modi-
fizierten Strang ist, wie in Abbildung 19 gezeigt wird, dabei immer in Zusammenhang mit dem
Spaltverhalten auf dem unmodifizierten Strang zu sehen, da eine Konformationsdnderung im
Substrat eine Auswirkung auf beide Untereinheiten des Enzyms haben kann. Aus der Abbil-
dung geht hervor, daB3 die Modifikation in einem Strang an der Cytosinposition die Erkennung
der einen Untereinheit direkt beeinfluflt. Diese Position befindet sich jedoch auch direkt gegen-
tiber des katalytischen Zentrums der anderen Untereinheit, die zwischen dem komplementiren
Guanin und dem angrenzenden Adenin spaltet. Eine weitere BeeinfluBung dieser Untereinheit
besteht in der Monomer-Monomer-Wechselwirkung der beiden Untereinheiten, die beispiels-
weise durch Argl45 und Glul44 ausgebildet werden. Eine weitere zentrale Rolle in der Erken-
nung und Katalyse wird auch in diesem Zusammenhang dem GIn115 zugeschrieben. Uber diese
Aminoséure findet die Beeinflussung der Katalyse der direkt an der Erkennung beteiligten Un-
tereinheit statt. Die Abbildung 19 zeigt die moglichen Wege der Kopplung zwischen Erken-

nung und Katalyse der eigenen beziehungsweise der anderen Untereinheit.
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Abb. 19: Kopplung der Erkennung und Katalyse beider EcoRI Untereinheiten

Die modifizierten Oligonukleotide haben nun folgende Auswirkungen auf die Erkennung durch
EcoRI beziehungsweise Mutanten an Position 137: Das 5-Methyl-Cytosin behindert sterisch
den Kontakt zum Methionin im Wildtypenzym, ermdglicht aber die Ausbildung eines hydro-
phoben Kontaktes von Seiten des Substrates fiir Mutanten mit Aminoséureaustauschen, die
aufgrund mangelnder Linge der Aminosdureseitenkette diesen Kontakt nicht mehr ausbilden
konnen. Das Thymin ermdglicht durch seine Methylgruppe an der C5-Position ebenfalls die
Ausbildung eines solchen neuen hydrophoben Kontaktes, verhindert jedoch die Ausbildung der
Wasserstoftbriickenbindung mit Alal38. Letzteres gilt auch fiir eine Substitution durch Uracil,
wobei der urspriingliche Kontakt zum Methionin jedoch mdoglich ist.

Die Mutante M137Q spaltet die Substitutionen von Cytosin der Erkennungssequenz durch
Uracil oder Thymin schneller als eine Substitution durch 5-Methyl-Cytosin oder das unmodifi-
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zierte Substrat. Die erhohte Spaltgeschwindigkeit fiir die Thyminmodifikation gegeniiber dem
Grundoligonukleotid zeigte sich sowohl fiir den modifizierten als auch den unmodifizierten
Strang (siehe Abbildung 22). Das Verhalten spricht dafiir, dal zwar nicht ein zusitzlicher hy-
drophober Kontakt durch die Einfilhrung einer Methylgruppe an der C5-Position des Cytosins
ausgebildet wird, jedoch bildet diese Mutante wahrscheinlich neue Kontakte zur Carbonyl-
gruppe dieser Basen aus, die die beiden urspriinglichen Kontakte nicht nur kompensieren, son-
dern eine Optimierung gegeniiber dem kanonischen Substrat darstellen. M137Q stellt also ei-
nen moglichen Ausgangspunkt fiir die Einfithrung weiterer Aminoséureaustausche zur Erweite-
rung oder Anderung der Sequenzspezifitit von EcoRI dar.

Auch eine Substitution durch Aminosiduren mit geringerem Raumbedarf (Alanin, Serin oder
Isoleucin) fiihrt zu einer Verminderung der spezifischen Aktivitdt um den Faktor 100. Diese
Aminoséuren sind nicht mehr in der Lage den hydrophoben Kontakt auszubilden, was zu einer
Abnahme der spezifischen Aktivitdt fiihrt. Eine Abnahme der spezifischen Aktivitdt in dieser
GroBenordnung spricht fiir die Ausbildung eines hydrophoben Kontaktes durch das Methionin
an der Position 137. Allerdings ist der nahezu identische Effekt bei einer Substitution durch
Isoleucin und durch Alanin erstaunlich, da Isoleucin einen dem Methionin vergleichbaren
Raumbedarf hat. Vermutlich liegt dieses Verhalten in dem Einflul der B-Methylgruppe von
Isoleucin, die eine fiir einen hydrophoben Kontakt notwendige Konformation verhindert, be-
griindet. Die Mutanten M 1371 und M137A wurden zusitzlich hinsichtlich ihres Spaltverhaltens
mit den gleichen modifizierten Oligonukleotiden wie M137Q untersucht. Wie unter 1.2.5.1 be-
reits erwdhnt, wird das Cytosin der Erkennungssequenz nicht nur von einem hydrophoben
Kontakt durch das Met137 sondern auch durch eine Wasserstoftbriickenbindung von Alal38
mit dessen exozyklischer Aminogruppe erkannt.

Das Wildtypenzym diskriminiert deutlich zwischen dem kognaten, unmodifizierten Doppel-
strang und allen an Stelle des Cytosins eingebrachten Modifikationen. Im Gegensatz dazu, trifft
die Mutante M137I keine Unterscheidung zwischen den vier Substraten bei Betrachtung der
Spaltgeschwindigkeiten fiir den modifizierten Strang. Betrachtet man das Spaltverhalten auf
dem unmodifizierten Strang, so zeigt diese Mutante, wie auch das Wildtypenzym eine Prife-
renz von Cytosin gegeniiber den modifizierten Basen, wobei sie jedoch eine stirkere Unter-
scheidung gegeniiber dem methylierten Cytosin im Vergleich zum Uracil trifft. Dieses Verhal-
ten konnte auf eine Konformation des Aminoséurerestes, der die Wasserstoffbriickenbindung
des Alal38 schwicht, hinweisen.

Die Mutante M137A bevorzugt ebenfalls das Cytosin, was darauf hindeutet, da3 die Wasser-
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stoffbriickenbindung zum Alal38 intakt bleibt. Die Diskriminierung gegeniiber 5-Methyl-
Cytosin konnte darauf zuriickzufiihren sein, dafl der Alaninrest zu klein ist, um die gestorte hy-
drophobe Wechselwirkung durch Einfiihrung einer Methylgruppe auf der Substratseite erneut
zu bilden. Ein mit Hilfe des Computerprogramms ,,PDB View* simulierter Aminoséureaus-
tausch von Methionin durch Isoleucin oder Alanin, unter Beriicksichtigung der energetisch
giinstigsten Konformation des Aminosaurerestes, zeigt, da3 sich sowohl die Methylgruppe des
Alanins, als auch die endstdndige Methylgruppe des Isoleucins, dem C5 des Cytosins hdchstens
bis auf 0,62nm anndhern (siche Abbildung 20).

MI37A

duferes Thymin
m dufBeres Thymin

—
/‘/&” !
\

Abb. 20: Durch Computersimulation unter Verwend ung des Programms ,,PDB View* dargestellte Aminoséur
austausche von Met137 zu Ala beziehungsweise Ile, unter Beriicksichtigung der energetisch giinsti g-
sten Konformation des eingefiihrten Aminosaurerestes und unter Beibehaltung der Konformation a 1-
ler anderen Aminoséuren

Die Einfithrung einer Methylgruppe auf der Substratseite bewirkt bei optimaler Orientierung
der Aminosédurenseitenkette eine Abstandsverminderung um 0,145nm, wodurch der Abstand
auf 0,475nm sinkt. Vermutlich konnen weder die Alanin-, noch die Isoleucinmutante auf diese
Entfernungen keinen hydrophoben Kontakt zum 5-Methyl-Cytosin ausbilden, wobei bei der
Isoleucinmutante vermutlich zusétzlich der storende Einflul der B-Methylgruppe zum Tragen

kommt.
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4.2 Aminosaureaustausche an den Positionen Gly140 und Ala142

Die Bedeutung des Aminoséurerestes Glycin an Position 140 148t sich aufgrund der GroBe des
Glycinrestes nur sehr schwer untersuchen. Eine Substitution durch die nur geringfligig grof3e-
ren Aminosduren Alanin oder Serin fiihrt bereits zu einem deutlichen Abfall beziechungsweise
kompletten Verlust der spezifischen Aktivitit. Diese Tatsache spricht fiir die Existenz eines
hydrophoben Kontaktes. Andererseits kann auch Raummangel, der es nicht ermdglicht an die-
ser Position eine groBere Aminosdure einzuftihren, den deutlichen Verlust an spezifischer Akti-
vitdt verursachen (siche Abbildung 21, circa 0,3nm ist deutlich zu kurz fiir einen hydrophoben
Kontakt). Durch Vermessung des Abstandes von Gly140 mit dem dufleren und inneren Thymin
der Erkennungssequenz wird die Vermutung gestiitzt, da3 das Glycin an dieser Position, auf-
grund der dhnlich rdumlichen Entfernung nicht nur einen hydrophoben Kontakt zum dufleren
Thymin, sondern auch zum inneren Thymin bilden kénnte (siche Abbildung 10 und auch Abbil-
dung 21). Aufgrund der Rontgenstrukturdaten ergibt sich ein Abstand von Gly140 zum duf3e-
ren Thymin der Erkennungssequenz von 0,41nm und zum inneren Thymin von 0,40nm. Dieser
zweite Kontakt ist jedoch nach der Rontgenstrukturuntersuchung nicht postuliert worden [Ro-
senberg, 1991].

Beide Kontakte wurden durch Substitution des jeweiligen Thymins durch Uracil iiberpriift. Wie
in fritheren Experimenten gezeigt wurde, unterscheidet das Wildtypenzym nur unwesentlich
zwischen Thymin und Uracil an diesen Positionen [FlieB et al., 1986]. Die Mutante G140A
hingegen bevorzugt uracilsubstituierte Substrate gegeniiber unmodifizierten Oligonukleotiden
mit einem Faktor von 10. Diese Priferenz gilt fiir Substitutionen an beiden Thyminpositionen
innerhalb der Erkennungssequenz, so daf3 auf diese Weise der postulierte hydrophobe Kontakt
bestitigt und ein zusétzlicher hydrophober Kontakt des Glycins 140 zum inneren Thymin der

Erkennungssequenz nachgewiesen werden konnte.
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inneres Thymin

inneres Thymin

Alal40
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Abb. 21: Durch Computersimulation unter Verwendung des Programms ,,PDB View* dargestellte Aminosé u-
reaustausche von Glyl40 zu Ala beziehungsweise Alal42 zu Gly, unter Beriicksichtigung der ene -
getisch giinstigsten Konformation des eingefiihrten Aminosdurerestes unter Beibehaltung der Ko n-
formation aller anderen Aminosiuren

Die Bedeutung des hydrophoben Kontaktes von Alanin an der Position 142 mit dem inneren
Thymin wird bereits im starken Abfall der spezifischen Aktivitdt der Mutante A142G (etwa um
den Faktor 1000 im Vergleich zum Wildtypenzym) deutlich. Eine Substitution durch die etwas
grofere Aminosdure Serin flihrt zu einem Verlust an spezifischer Aktivitit um den Faktor 100.
Die Einflihrung der noch groBBeren Aminoséuren Asparagin und Aspartat, die zusitzlich hydro-
phile funktionelle Gruppen besitzen, bewirkt einen kompletten Verlust der spezifischen Akti-
vitét.

Unterstiitzt werden diese Ergebnisse durch die Tatsache, dafl die Mutante A142G auf Oligonu-
kleotidebene weiterhin den Thyminrest in der Erkennungssequenz einer Uracilsubstitution vor-
zieht. Dies beruht vermutlich auf der Tatsache, dal der Thyminrest im Gegensatz zum Ura-
cilrest ebenfalls durch die Aminoséure Glnl15 und Gly140 kontaktiert wird (siche 1.2.5.4). Ei-
ne Zusammenfassung der Spaltexperimente mit substituierten Oligonukleotiden ist in Abbil-

dung 22 dargestellt.
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TCAGCAGAATXCGTA TCAGCAGAAXTCGTA
GTCGTCTTAAGCATT GTCGTCTTAAGCATT
X = Uracil (U),
Enzym modifizierter Einzelstrang  unmodifizierter Einzelstrang
GAAT!C ~U GAATIC ~U
wtEcoRI
GAAITC ~U GAAITC ~U
G1404 GAATIC >U GAATUC >T
GAAUTC >T GAAUTC >T
Al142G GAAITC >U GAAITC ~U
TCAGCAGAATTXGTA
GTCGTCTTAAGCATT
X= ]
Uracil (U),
Enzym modifizierter Einzelstrang  unmodifizierter Einzelstrang
wtEcoRI GAATTC > ~T~U GAATTC > ~T~U
M137Q GAATT! >C> >U GAATTU ~1'> ~C
M1371 GAATTC ~ ~U~ GAATTC ~U>71>
M137A GAATTC ~ >U> GAATTC > ~U~

Abb. 22: Zusammenfassung der Spaltexperimente mit substituierten Oligonukleotiden

Die Spaltexperimente mit Oligonukleotiden, die an den kontaktierten Basen modifiziert sind,

sind eine notwendige Ergidnzung zur zielgerichteten Mutagenese. Erst aus dem Vergleich der

Ergebnisse, die durch Storung eines Kontaktes sowohl auf der DNA- als auch auf der Enzym-

seite erzielt werden, kann tatsichlich auf seine Bedeutung geschlossen werden. Allerdings sind

dazu die durchgefiihrten Spaltexperimente bei konstanter Oligonukleotidkonzentrationen im

wesentlichen nur qualitativ zu werten, da impliziert wird, da3 die Substratkonzentration aus-

reicht, um die Séttigung des eingesetzten Enzyms zu erreichen. Konsequenterweise miifliten

Michaelis-Menten-Untersuchungen durchgefiihrt und ky./Ku-Werte verglichen werden. Dafiir

eignen sich jedoch die lediglich in einem Strang modifizierten Oligonukleotide mit ihren unter-

schiedlichen Spaltgeschwindigkeiten und dem asymmetrischen Enzym/Substrat-Komplex nur

schlecht. Die Synthese selbstkomplementérer, modifizierter Oligonukleotide ist vorgesehen.
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Die Michaelis-Menten-Experimente mit der Vielzahl der Mutanten werden sich jedoch noch
tiber einen ldngeren Zeitraum hinziehen.

Trotz dieser Einschrinkung kann festgestellt werden, daB3 die untersuchten Aminoséuren
Met137, Glyl140 und Alal42 iiber die Ausbildung hydrophober Kontakte zu den Pyrimidinen
der Erkennungssequenz signifikant zur Sequenzspezifitit der EcoRI-Endonuklease beitragen.
Das gilt insbesondere fiir Glyl140, das im Gegensatz zu den aus der Rontgenstruktur abgelei-

teten Postulaten nicht nur aufgrund mangelnden Raumes an dieser Position steht.

4.3. Mehrfachmutanten zur Anderung oder Erweiterung der Spezifi-
tat

Um die Sequenzspezifitit von EcoRI zu erweitern oder zu dndern, wurden diverse Aminoséu-
reaustausche in Kombination durchgefiihrt, deren Einzelmutationen einer vorhergehenden Cha-
rakterisierung unterzogen wurden. Da unterschiedliche Ansitze zur Erweiterung oder Ande-
rung der Sequenzspezifitdit von Restriktionsendonukleasen bisher nicht zu dem gewiinschten
Erfolg fiihrten [Fritz, 1994; Grabowski, 1998], wurde folgende Strategie verfolgt: Das Enzym
nimmt die Moglichkeit der Ausbildung neuer Bindungen, die durch Aminosidureaustausche
moglich sein konnen, nur bedingt wahr, da sie fiir eine effektive Erkennung und Spaltung nicht
zwingend notwendig sind [Kiister, 1995]. Die Moglichkeit neue Bindungen zu nutzen, sollte
verbessert werden, wenn diese gleichzeitig mit einem Verlust von bisherigen Bindungen ein-
hergehen, um dem Enzym den Druck aufzulegen, die Moglichkeit der zusdtzlichen Bindungs-
bildung wahr zu nehmen. Aufgrund der bereits angesprochenen Kopplung von Bindung und
Katalyse ist jedoch der Verlust von Bindungen, die das Wildtypenzym urspriinglich einging,
immer mit einem Verlust der Spaltaktivitit gekoppelt. Um diesem Verlust entgegenzuwirken,
wurden Mutationen eingebracht, die eine Erhohung der spezifischen Aktivitdt gegeniiber dem

Wildtypenzym bewirken.
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4.3.1 Aminosiaureaustausche an Positionen, die in der Herstellung von Meklfach-

mutanten Anwendung finden

4.3.1.1 Die Mutante H114T

Bei der Mutante H114T handelt es sich um ein bereits von einer anderen Arbeitsgruppe cha-
rakterisiertes Enzym [Flores et al., 1995]. Die beschriebene hohe spezifische Aktivitdt konnte
bestdtigt werden. Ferner zeigte diese Mutante das Phanomen, dal} sie selbst unter Standardbe-
dingungen nach kurzer Zeit in weitaus geringeren Konzentrationen, als fiir das Wildtypenzym
zu beobachten ist, ein Starspaltmuster erzeugt. Das Bindungsverhalten dieser Mutante war
dem des Wildtypenzym vergleichbar. Aufgrund der hohen spezifischen Aktivitdt dieser Ami-

nosduresubstitution fand sie in Mehrfachmutanten Anwendung (siehe 4.4.5).

4.3.1.2 Die Mutante 1197A

Die Mutante 1197A wurde zu Beginn dieser Arbeit hergestellt, um die Ausbildung eines hy-
drophoben Kontaktes des Isoleucin 197 zum Cytosin der Erkennungssequenz auszuschlieBen.
Diese Mutante zeigte eine gegeniiber dem Wildtypenzym erhohte spezifische Aktivitit, die
auch mit steigendem pH-Wert im Gegensatz zum Wildtypenzym konstant blieb. Das Bin-
dungsverhalten dieser Mutante war vergleichbar mit dem Wildtypenzym. Aufgrund ihrer hohen
spezifischen Aktivitdt, die auch bei alkalischem pH-Wert nicht abnahm, wurde dieser Ami-

nosdureaustausch in Mehrfachmutanten angewendet (sieche 4.4.4 und 4.4.5).

4.3.1.3 Die Mutante N141A

Asnl41 bildet Wasserstoftbriickenbindungen zu beiden Adeninen der Erkennungssequenz aus.
Bei der Mutante N141A handelt es sich um eine der von Herrn Dr. A. Fritz [Fritz, 1994] her-
gestellten und charakterisierten Aminosdurevarianten. Sie ist sowohl in ithrem DNA-Bindungs-
verhalten, als auch in ihrer Spaltgeschwindigkeit stark beeintrdchtigt. Die Mutante zeigt nur
unter bestimmten Bedingungen (0,75mM MnCl, anstelle von Magnesium) das Auftreten des
kanonischen Spaltmusters mit einer geringen Aktivitit (1,5 x 10°U/mg). Hier ist offensichtlich
die Ausbildung der Wasserstoftbriickenbindungen unterbunden. Dieser Aminosdureaustausch
wurde in der Herstellung von Mehrfachmutanten angewendet, da hierdurch dem Enzym ein

Druck zur Ausbildung neuer Kontakte auferlegt werden sollte.

4.3.1.4 Die Mutante A142G

Hierbei handelt es sich um eine oben bereits erwdhnte Mutante, auf die unter diesem Punkt
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nicht niher eingegangen werden soll. Grund der Einfithrung dieses Aminosdureaustausches ist
auch hier die Schwichung der Erkennung durch Unterbindung des bereits erwihnten hydro-
phoben Kontaktes von Alal42 zum inneren Thymin der Erkennungssequenz.

Ferner wurde in den untersuchten Mehrfachmutanten der bereits angesprochenen Aminosiu-
reaustausche von Met137 zu Gln beziechungsweise Arg angewendet. Das Arginin mit seinem
groflen Wasserstoftbriickenbindungspotential stellt einen geeigneten Kandidaten an der Positi-
on 137 in der Nihe der die Erkennungssequenz flankierenden Basen dar. Hiervon versprachen

wir uns die oben bereits angesprochene Ausbildung neuer Kontakte.

4.3.2 Charakterisierung von Mehrfachmutanten

4.3.2.1 Die Mutante M137R/A142G

Diese Doppelmutante verspricht die Nutzung des groen Wasserstoffbriickenbindungspoten-
tiales von Arginin am 3’-Ende der Erkennungssequenz in Verbindung mit der Schwéchung der
spezifischen Erkennung innerhalb des Extended Chain-Motivs durch Substitution des Alanins
durch Glycin. Leider zeigt diese Doppelmutante keine mef3bare Spaltktivitdt. Aufgrund der be-
reits erwihnten Kopplung von Erkennung und Katalyse addieren sich die negativen Einfliisse

beider Einzelmutanten

4.3.2.2 Die Mutante M137Q/A142G

Aufgrund des Verhaltens der Doppelmutante M137R/A142G (siehe 4.3.2.1) wurde die Einzel-
mutation M137Q anstelle von M137R verwendet. Sie zeigte eine gegeniiber dem Wildtypen-
zym erhohte spezifische Aktivitdt und ist vermutlich in der Lage, neue Wechselwirkungen zu
Basen auszubilden, wie die Spaltuntersuchungen an substituierten Oligonukleotiden zeigen.
Die Doppelmutante zusammen mit A142G zeigte unter Standard- und Manganbedingungen le-
diglich die Andeutung spezifischer Banden mit einer geringen Aktivitit. Unter pH-Star-
bedingungen entstand ein kanonisches Spaltmuster mit einer Aktivitit von 5,8 x 10°U/mg. Hier
wird das fiir viele Einzelmutanten im Extended Chain-Motiv beobachtete Verhalten der Ak-
tivierung unter pH-Starbedingungen deutlich. Eine Anderung oder Erweiterung der Spezifitiit

konnte jedoch auch mit dieser Doppelmutante nicht beobachtet werden.

4.3.2.3 Die Mutante M137Q/N141A

Eine weitere Moglichkeit der Schwichung in der kognaten Erkennung stellt die Substitution
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von Asnl41 durch Ala dar. Da bei der Spaltung von A-DNA durch die Einzelmutante N141A
lediglich unter bestimmten Bedingungen das kanonische Spaltmuster auftritt, wird die Storung
der Erkennung durch den Austausch an Position 141 gegeniiber des Austausches an Position
142 erhoht.

Die Spaltung von A-DNA durch diese Mutante, zeigt unter Starbedingungen das Auftreten le-
diglich einer Bande vor einem Hintergrund unspezifischer Abbauprodukte. Hierbei handelt es
sich um die A-Site D, deren um ein Basenpaar erweiterte Sequenz ebenfalls palindromen Cha-
rakter aufweist (-AGAATTCT-). Diese Schnittstelle wurde von der Mutante jedoch nur mit ei-
ner geringen Aktivitdt gespalten. Mit dieser Doppelmutante wurde die Spaltung eines pUCS-
Randompools durchgefiihrt, die jedoch nicht zu der erhofften Anreicherung bestimmter Se-
quenzen an den drei, die kanonische Sequenz flankierenden Basen fiihrte. Dieses Ergebnis er-
staunt, da selbst wenn kein direkter Kontakt zum Thymin hinter der Erkennungssequenz aus-
gebildet wird, die starke Selektivitdt auf einer EinfluBnahme durch Seitensequenzen beruhen
muB. Es bleibt die Mdglichkeit, dal3 eine erfolgte Anreicherung sich nicht in der Sequenzierung
des gesamten Pools zeigt. Dies wiirde bedeuten, dal sehr unterschiedliche Sequenzen eine
gleichartige Beeinflussung der Aktivitdt der Doppelmutante bewirken, die sich in der Sequen-
zierung zu Signalen fiir alle Basen addieren. Ein deutlicher Nachteil dieser Mutante bleibt aber

ihre sehr geringe Aktivitdt, die durch weitere Mutation gesteigert werden sollte.

4.3.2.4 Die Mutante M137Q/N141A/1197A

Da die Spaltung der A-Site D durch die Mutante M137Q/N141A nur unter bestimmten Bedin-
gungen im alkalischen pH-Bereich detektiert werden konnte, und diese Spaltung nur mit gerin-
ger Aktivitdt stattfand, wurde zusdtzlich die Aminoséure Ile197 durch Alanin substituiert.
Hiervon versprachen wir uns eine Erh6hung der Aktivitdt ohne Verlust der bereits gewonnenen
Selektivitét.

Diese Dreifachmutante weist jedoch keinerlei spezifische Aktivitdt auf. Die Spaltung von A-
DNA zeigt bei langen Zeitwerten bei den untersuchten Bedingungen lediglich das Auftreten

unspezifischer Degradation
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4.3.2.5 Die Mutante M137Q/N141A/1197A/H114T

Um die Aktivitdt der unter 4.3.2.4 aufgefiihrten Dreifachmutante zu erhohen, wurde das
His114 gegen Thr ausgetauscht.

Unter Standard- und Manganbedingungen zeigte diese Mutante bei einer Spaltung von A-DNA
ebenfalls nur das Auftreten unspezifischer Abbauprodukte. Unter pH-Starbedingungen deutete
sich jedoch vor einem starken Hintergrund von Schmier mit einer geringen Aktivitdt ein Spalt-
muster an, das nicht dem kognaten Spaltmuster von EcoRI entsprach. Dieses Phdnomen gilt es

in weiterflihrenden Experimenten zu untersuchen.

4.3.3 Weiterfiihrende Ansiitze zur Erweiterung oder Anderung der Sequenzspezii
tat

Die hier verfolgte Strategie zur Erweiterung oder Anderung der Spezifitit von EcoRI durch
eine Schwichung der kognaten Kontakte in Verbindung mit Aminoséureaustauschen, die als
Einzelmutanten eine Erhohung der spezifischen Aktivitdt zur Folge haben und der Einflihrung
von Aminosduren mit hohem Bindungspotential zu Positionen neben der kanonischen Sequenz,
sollte grundsitzlich weiter verfolgt werden. Der zunédchst gewihlte Ansatz der Substitution
von Asnl41 durch Ala hat jedoch einen zu starken Einflul auf Erkennung und Katalyse. Hier
scheint eine Substitution zu Ser angebrachter, da die entsprechende Einzelmutante nicht so
stark in ihrer spezifischen Aktivitdt vom Wildtypenzym abweicht und weniger stringent in ihren
Anforderungen an die Pufferbedingungen ist.

Unter Einbeziehung der Position 137 in Mehrfachmutanten zur Spezifititserweiterung oder
Anderung der Spezifitit stellt der Aminosiureaustausch von Met nach Gln einen guten Aus-
gangspunkt dar. Die Mutante ist, wie in Spaltergebnissen von modifizierten Oligonukleotiden
zu sehen, potentiell in der Lage, einen Kontakt zu einem Thymin an der C-Position der Er-
kennungssequenz zu bilden. Dadurch kann durch das Protein die neue fehlende Kontaktmog-
lichkeit von Alal38 zum Cytosin kompensiert werden. Ein solcher Kontakt hat zur Folge, daf3
zu einer letztendlichen Spezifitdtsdnderung zusétzlichen auf dem komplementéren Strang eine
Erkennungsénderung von Guanin zu Adenin folgen miilite. Wie aus Abbildung 5 zu entnehmen
ist, wird dieses Guanin durch die Aminosduren Arg200 und Arg203 iiber wasservermittelte
Wasserstoffbriickenbindungen kontaktiert. Aufgrund des Abstandes dieser Aminosduren zur

DNA ist es schwierig, von dieser Position einen neuen Kontakt zur DNA auszubilden. Es bietet
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sich lediglich ein Austausch durch Lysin an, da gleichzeitig von Arg203 ein Phosphatkontakt
ausgebildet wird. Eine Beeinflussung dieser Kontakte hatte jedoch in den Aminosiureaustau-
schen nach Lysin einen geringen (R203K) beziechungsweise starken (R200K) Verlust der spe-
zifischen Aktivitidt zur Folge, beide Einzelmutanten zeigten dabei keine Spezifititsdnderung
[Geiger et al., 1989a; Oelgeschliger, 1992]. Das konnte darauf zuriickzufiihren sein, daf3
Arg200 in ein Netzwerk von Wasserstoftbriickenbindungen involviert ist, das letztlich in Ein-
fliissen via das Extended Chain-Motiv und die Helix a4 auf die Aminosdure Glul44 resultie-
ren, und damit an der Monomer-Monomer-Wechselwirkung beteiligt sind. Es bleibt experi-
mentell zu liberpriifen, ob die Mutation einer oder beider Positionen ausreicht, um in Verbin-
dung mit der Mutante M137Q die Spezifitit zu dndern.

Einige Effekte der Einzelmutanten lassen sich so deuten, dal mehr Raum fiir die globale Be-
einflussung durch die Erkennungssequenz flankierende Sequenzen gegeben wird. Es stellt sich
die Frage, ob die Position 137 allein geeignet ist, neue Kontakte auferhalb der Erkennungsse-
quenz einzugehen. Weitere Kandidaten fiir die Einfiilhrung neuer Kontakte sind Alal38
und/oder 1le197, deren Seitenketten im Kristall innerhalb der groen Grube der DNA liegen,
ohne wirklich Kontakte mit Basen einzugehen. Allerdings kann eine Substitution von Alal38
auch zur Schwichung der spezifischen Erkennung innerhalb des Extended Chain-Motivs fiih-
ren, da ihre Carbonylfunktion der Hauptkette eine Wasserstoftbriicke zum Cytosin ausbildet.
Ein Austausch von Ile197 durch Arg sollte aufgrund des hohen Wasserstoftbriickenbindungs-
potentials dieser Aminosdure die Mdglichkeit zur Neubildung von Kontakten innerhalb der
groen Grube an einer Position in der Néhe der die Erkennungssequenz flankierenden Basen
bieten. Von der Einzelmutante ist bekannt, da3 sie keinen Verlust in ihrer spezifischen Aktivi-
téit, jedoch auch keine Spezifitdtsdnderung zeigt [Kiister, 1995]. Es ist daher auch zu beachten,
solche Seitenketten durch unterstiitzende Mutationen in das Wasserstoffbriickennetzwerk der
anderen, die DNA kontaktierenden Aminosduren einzubinden.

Trotzdem ist damit zu rechnen, dal3l Mehrfachmutanten unter einem deutlichen Einbruch der
katalytischen Aktivitdt leiden werden. Neben H114T konnte eine Erhdhung der spezifischen
Aktivitdt in einer Mehrfachmutante, auch durch die Einflihrung eines Aminosdureaustausches
zu His an der Position Asnl199, erhalten werden. Die Einzelmutante ist bereits hergestellt und
mit einer zum Wildtypenzym erhdhten spezifischen Aktivitat charakterisiert worden [Kim et
al., 1996].

Ein Ansatz zur Spezifititsdinderung konnte die Entfernung aller Kontakte, die vom Protein zu

einer einzelnen Base der Erkennungssequenz ausgebildet werden, sein. Dabei stellt das bereits
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erwidhnte Netzwerk von Kontakten zur kognaten Erkennungssequenz in Verbindung mit Phos-
phatkontakten zum Riickgrat der DNA und intermolekularen Wechselwirkungen ein weiteres
Problem dar. Bezogen auf das innere Thymin der Erkennungssequenz, miifliten hier die Kon-
takte zum GInl15, Gly140 und Alal42 unterbrochen werden. Dies wiederum stoft vermutlich
aufgrund der oben bereits angesprochenen Kopplung von Erkennung und Katalyse auf zusitz-
liche Schwierigkeiten hinsichtlich der katalytischen Aktivitét.

Es gibt also eine Vielzahl von Méglichkeiten, durch gezieltes Proteindesign die Spezifitétsin-
derung einer Endonuklease zu erreichen. Dabei tragen auch die ersten erfolglosen Versuche,
die hier beschrieben worden sind, zu einem vertieften Verstindnis des Enzyms und seiner zu-

sitzlichen Wechselwirkungen mit ihrem Substrat bei.

4.4 DNA-Bindungsmessungen von Mutanten mit Aminosaureaustau-
schen im Extended Chain-Motiv

Aufgrund der schwachen Wechselwirkungen von Mutanten mit Aminosidureaustauschen im
Extended Chain-Motiv mit DNA, war es in einem Gel-Retardations-4ssay nicht moglich die
Bindung einer dieser Mutanten zu detektieren. Durch Variation des Bindungs- und des Lauf-
puffers konnten weder die Bindungseigenschaften des Wildtypenzyms noch der Mutanten we-
sentlich verbessert werden. Durch eine Vergrof3erung des Ansatzvolumens (von 10ul auf 40pul)
konnte jedoch eine Verdreifachung der Bindungskonstante erzielt werden. Auf diese Weise
wurde die Bindungskonstante zu 2 x 10°M" bestimmt. Aufgrund von Ultrazentri-
fugationsldufen, HPLC-Auftrennungen (Superose 12 HR 10/30-Sdulenmaterial, Firma: Phar-
macia) und Proteinfluoreszenzmessungen [Urbanke, personliche Mitteilung; Vennekohl 1996;
Kiihn, 1995], in denen das wt-Hise-Fusionsprotein ein gegeniiber dem Hisg-freien-Wildtyp-
enzym abweichendes Verhalten zeigte, trafen wir die Annahme, dal3 dieses Verhalten auf einer
erhohten Aggregationsneigung des Hisq-Fusionsproteins beruhte. Eine Verbesserung der Bin-
dungskonstante bei Erhohung des Reaktionsvolumens und konstanter Stoffmenge, bestitigte
diese Vermutung. Bei hohen Proteinkonzentrationen wird die Bindungskapazitdt von EcoRI-
Hise-Fusionsproteinen bedingt durch ihre Aggregationsneigung ungiinstig beeinfluflit und ergibt
scheinbar zu niedrige Werte.

Da der Gel-Retardations-4ssay aufgrund der Probentaschengrofle einer Volumenbegrenzung
unterliegt und mit dieser Methode auch unter fiir das Wildtypenzym optimierten Bindungsei-

genschaften fiir die Mutanten im Extended Chain-Motiv keine Bindung gemessen werden
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konnte, wurde die Methode der Nitrozellulose-Filterbindung angewendet. Fiir die Bindung
wurde ein 13Bp langes Substrat eingesetzt, um unspezifische DNA-Wechselwirkungen auszu-
schlieBen. Mit diesem Substrat konnten im Vergleich zu den beiden anderen verwendeten Oli-
gonukleotiden die besten Bindungskonstanten ermittelt werden. Fiir das Wildtypenzym wurde
so eine Bindungskonstante von 7,8 x 10°M™" gemessen werden. Dieser Wert entsprach Kon-
stanten, die bereits in diesem Institut bestimmt wurden [Alves et al., 1989a]. Auch hier konnte
jedoch fiir die Mutanten im Extended Chain-Motiv keine Bindung nachgewiesen werden.

Da viele der untersuchten Mutanten iiber eine detektierbare spezifische Aktivitit verfiigen, die
fiir die Mutante M137Q bei dem zur Bindung eingesetzten Oligonukleotid sogar hoher lag, als
fiir das Wildtypenzym, wurde ein Gel-Retardations-4ssay in Gegenwart zweiwertiger Katinen
(Ca”™) durchgefiihrt. Die Methode der Nitrozellulose-Filterbindung eignet sich hier nicht, da
Kalziumionen Wechselwirkungen mit der Membran und der DNA eingehen, was eine drasti-
sche Erhohung der unspezifischen Retention der DNA auf dem Filter bewirkt und eine quanti-
tative Auswertung der Bindung unmdoglich macht. Eine Induktion der DNA-Bindung durch
Zugabe zweiwertiger Kationen ist bereits flir die Restriktionsendonukleasen EcoRV [Vipond et
al., 1995], Pvull [Nastri et al., 1997] und Munl [Lagunavicius et al., 1997a] sowie fiir die
EcoRI-Mutanten K130A und K130E [Windolph & Alves, 1997] gezeigt worden. Analog
konnten hier fiir einige der Mutanten im Extended Chain-Motiv von EcoRI nach Zugabe von
Kalziumionen Bindungskonstanten ermittelt werden. Die in Phosphatpuffer stabilisierten Pro-
teine konnten jedoch aufgrund des niedrigen Loslichkeitsproduktes von Caz;(POs), nicht in be-
liebig hohen Konzentrationen eingesetzt werden.

Das Wildtypenzym zeigt in Gegenwart von 1mM Ca”" und bei pH 7,5 eine Bindungskonstante
von 4,8 x 10°M™" und damit eine vergleichbare Bindung, wie sie bereits in der Nitrozellulose-
Filterbindung bei diesem pH-Wert gemessen wurde. Die Bindung wurde bei pH 7,5 ermittelt,
da auch die kinetischen Untersuchungen hauptsichlich bei diesem pH-Wert durchgefiihrt wur-
den. Die Mutante M137Q zeigt im Gegensatz zu ihrer unbeeinfluliten Spaltaktivitit eine um
den Faktor 200 gegeniiber dem Wildtypenzym verminderte DNA-Bindungsfihigkeit. Eine
mogliche Erklarung fiir die Diskrepanz zwischen dem Bindungs- und dem Spaltverhalten dieser
Mutante konnte ein Unterschied der Konformationen, die diese Mutante unter in Gegenwart
von Mg*" und Ca*" einnimmt, sein. Im Vergleich zu den Mutanten K130E und K130A ist die-
ser Unterschied vergleichsweise hoch. Alle anderen Mutanten zeigen ebenfalls eine gegeniiber
dem Wildtypenzym verminderte Bindungsfihigkeit (siche Tabelle 14). Die ermittelten Bin-

dungskonstanten sind aufgrund der gleichzeitig reduzierten Spaltgeschwindigkeiten auf unter-
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schiedlichen Substraten, mit Ausnahme des schlechten Bindungsverhalten der Mutante
M137Q, kein unerwartetes Ergebnis.

Ein Aminosdureaustausch im Extended Chain-Motiv geht nach den in dieser Arbeit erzielten
Ergebnissen mit einer verminderten DNA-Erkennung aufgrund der Beeintrachtigung einer oder
mehrer Bindungen einher. Dies hat aber weiterreichende Folgen, als es bisher flir andere
Mutanten mit verdnderten Basenkontakten gefunden wurde: Eine spezifische DNA-Bindung ist
nicht mehr ohne zweiwertige Kationen moglich. Das bedeutet, da Eingriffe in das sehr eng in
die groBBe Furche der Erkennungssequenz eingeschmiegte Extended Chain-Motiv die Gesamt-
konformation des Enzyms destabilisieren. Das Wildtypenzym kann entweder durch eine spezi-
fische Bindung an die DNA oder durch die Bindung von Magnesium in eine katalytisch kom-
petente Konformation gebracht werden [Alves et al., 1989a], die Mutanten bendtigen zwei-
wertige Kationen und die DNA-Bindung gleichzeitig. Dieses in seiner Breite neue Ergebnis er-
hellt die groe Bedeutung der konformationellen Flexibilitit des Enzyms und wirft die Frage
auf, wo die Kationenbindungsstelle lokalisiert ist. Es war spekuliert worden, da3 Asp133 und
Asp135 eine solche Kationenbindungsstelle im /nner Arm bilden wiirden [Windolph & Alves,
1997]. Allerdings konnten wir zeigen [Rosati, personliche Mitteilung], da beide Aminoséuren
gegen Alanin ausgetauscht werden konnen, ohne dafl die Kalziumabhéngigkeit der DNA-
Bindung fiir die KI30E Mutante verloren ginge. Es ergeben sich also neue Moglichkeiten
weiterfithrende Experimente auf der Suche nach dieser Kationenbindungsstelle.

Der hier vorgestellte Nachweis hydrophober Kontakte fiir die Sequenzerkennung der EcoRI
stellt ein wichtiges Ergebnis allgemeinerer Bedeutung dar. Bisher gibt es zwar sehr viele Unter-
suchungen sowohl mit Basenanaloga als auch mit zielgerichteter Mutagenese, die sich mit
Wasserstoffbriickenbindungen in Protein-DNA-Komplexen befassen. Schliissig nachgewiesen
wurden hydrophobe Kontakte erst fiir den Glucocorticoidrezeptor [Alroy & Freedman, 1992],
fiir den Transkriptionsfaktor GCN4 [Suckow et al.,1993], GIn115 der EcoRI [Jeltsch et al.,
1993] und Asnl188 der EcoRV [Wenz et al., 1994]. In keinem Fall aber konnte ein solch aus-
gedehntes hydrophobes Cluster aus drei Pyrimidinen und vier Aminosduren eindeutig gezeigt

werden.
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S Zusammenfassungen

5.1 Zusammenfassung

Die Restriktionsendonuklease EcoRI bindet bereits in Abwesenheit zweiwertiger Kationen ihre
Erkennungssequenz GAATTC spezifisch und spaltet diese in Gegenwart von Mg>" zwischen
dem G und dem A. Die spezifische Erkennung des Enzyms wird insbesondere durch Ami-
nosaurereste des Extended Chain-Motivs tiber zahlreiche Wasserstoffbriicken, ionische und
hydrophobe Wechselwirkungen zu den Basen und Phosphaten der DNA vermittelt.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Aminosdurepositionen Met137, Gly140 und Ala142 des
Extended Chain-Motivs, die aufgrund der Rontgenstrukturanalyse hydrophobe Kontakte zur
Erkennungssequenz der DNA ausbilden sollen, mittels zielgerichteter Mutagenese auf ihre
Beteiligung an der spezifischen DNA-Erkennung untersucht.

Fiir die Aminosdureposition Met137 flihrten Austausche zu Aminosduren, die keinen hydro-
phoben Kontakt mehr bilden konnen, zu einer Abnahme an spezifischer Aktivitit in einer Gro-
Benordnung, die dem Verlust eines hydrophoben Kontaktes entsprechen kdnnte. Aminosdure-
reste, die einen grofleren Raumbedarf als das Methionin haben, zeigten eine geringe oder gar
keine spezifische Aktivitdt. Eine Ausnahme stellte die Mutante M137Q dar, die offensichtlich
in der Lage ist, einen Kontakt zu einem Thymin anstelle des Cytosins an dessen Position inner-
halb der Erkennungssequenz auszubilden. Diese neue Wechselwirkung scheint die urspriingli-
chen Kontakte von Alal38 und Met137 zum Cytosin der Erkennungssequenz zu kompensie-
ren, da das Enzym deutlich héhere Umsatzgeschwindigkeiten mit entsprechend modifizierten
Oligonukleotiden zeigte.

Der postulierte Kontakt von Gly140 zum &ueren Thymin der Erkennungssequenz konnte
auch durch zielgerichte Mutageneseuntersuchungen bestétigt werden. Aufgrund der Ergebnisse
kinetischer Untersuchungen mit modifizierten Oligonukleotiden konnte fiir diese Aminosiure
ein weiterer Kontakt auch zum inneren Thymin der Erkennungssequenz gefunden werden.
Aminosdureaustausche an der Position Alal42 fiihrten zu einem drastischen Verlust der spezi-
fischen Aktivitdt. Bei Substitutionen des Alanins durch Glycin oder Serin, zwei Aminoséduren,
die sich hinsichtlich ihres Raumbedarfs und biochemischer Eigenschaften nur geringfiigig von
Alanin unterscheiden, war eine stark eingeschrankte katalytische Aktivitdt zu beobachten. Alle
anderen Austausche flihrten zu einem vollstdndigem Verlust der spezifischen Aktivitit.

Keine der Mutanten mit einem Aminosiureaustausch im Extended Chain-Motiv von EcoRI
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vermochte in Abwesenheit zweiwertiger Kationen DNA zu binden. In Anwesenheit von Kal-
zium zeigten nahezu alle untersuchten Einzelmutanten spezifische Bindung, die im Vergleich
zum Wildtypenzym jedoch deutlich geringer ausgeprégt war. Diese Ergebnisse sprechen fiir ei-
ne strukturelle Bedeutung zweiwertiger Kationen iiber ihre Beteiligung an der Katalyse hinaus.
Das ist ein wichtiges neues Ergebnis, das durch frithere Experimente allerhdchstens nur ange-
deutet wurde.

Insgesamt sprechen alle erzielten Ergebnisse eindeutig flir einen Beitrag der hydrophoben
Kontakte zu den Pyrimidinbasen zur spezifischen DNA-Erkennung der Restriktionsendo-
nuklease EcoRI. Die Redundanz der Vielzahl spezifischer Kontakte verhindert jedoch eine
Verdnderung der Sequenzspezifitit des Enzyms durch einzelne Aminosdureaustausche.

Die beschriebenen Einzelmutanten wurden in Kombination mit anderen, bereits beschriebenen
Aminosiureaustauschen zur Erweiterung und/oder Anderung der Sequenzspezifitit untersucht.
Die Mehrfachmutanten waren so konstruiert, da§ die kognate Erkennung durch Verlust einer
Wechselwirkung geschwicht wurde, in Verbindung dazu ein potentieller neuer Kontakt ange-
boten wurde und zusitzlich Aminosdureaustausche eingefiihrt wurden, die in den Einzel-
mutanten eine erhohte katalytische Aktivitdt zeigten. Die Ansdtze zur Verdnderung oder Er-
weiterung der Sequenzspezifitit durch Mehrfachmutationen fiihrten unter bestimmten Bedin-
gungen zur Spaltung einer einzigen Sequenz auf dem Substrat A-DNA, das flinf kognate Spalt-
stellen fiir EcoRI enthélt. In den meisten Féllen zeigten die hergestellten Mehrfachmutanten je-
doch keine spezifische Aktivitdt, was vermutlich auf die starke Kopplung zwischen Erkennung
und Katalyse zuriickzufiihren ist. Alle Mehrfachmutanten waren in ihrer Bindung so stark be-
eintrichtigt, da mit den hier verwendeten Verfahren keine Bindungskonstante bestimmt wer-
den konnte.

Schlagworte: EcoRI, hydrophobe Wechselwirkungen, Spezifititsdnderung

5.2 Abstract

In absence of divalent cations, the restriction endonuclease EcoRI binds the specific DNA se-
quence GAATTC and cleaves it between G and A in the presence of Mg”". The amino acid re-
sidues of the extended chain motif are mainly responsible for the specific interactions between
protein and DNA. They form numerous hydrogen bonds, ionic and hydrophobic interactions
with bases and phosphates of the DNA.

According to the crystal structure analysis, the amino acid residues Met137, Gly140 and

Alal42 are predicted to form hydrophobic contacts with the recognition sequence. In the pre-
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sent work, the role of these three residues was investigated using site directed mutagenesis and
modified oligonucleotide cleavage studies.

Amino acid substitutions of Met137 by residues which are not able to build hydrophobic inter-
actions lead to a decrease of the specific activity to an extent which corresponds to a hydro-
phobic interaction. Substitutions by amino acid residues having bulkier side chains than me-
thionine showed little or no specific activity. One exception is M137Q, which has a specific
activity compatible to the wild-type enzyme. This mutant cleaves oligodeoxynucleotide sub-
strates with a T/G mismatch base pair faster than the canonical substrate with its C/G basepair
A hydrogen bond between glutamine and thymine as well as cytosine seems to compensate for
the original contacts by Alal138 and Met137.

The postulated contact of Gly140 to the outer thymine of the recognition sequence could be
verified in mutagenesis experiments. Based on the kinetic data of the cleavage experiments
with modified oligonucleotides, we postulate an additional second contact also to the inner
thymine.

Amino acid substitutions for Alanine at position 142 lead to a strong decrease in activity. Sub-
stitutions with glycine or serine, two amino acids that are only slightly smaller or larger than
alanine, lead to a similarly reduced specific activity. Every other substitution eleminates cataly-
tic activity.

None of the investigated mutants in the extended chain motif is able to bind DNA in the ab-
sence of divalent cations. In the presence of calcium almost all of the single mutants showed
specific binding behaviour, which was weaker than wild-type binding. These results support the
importance of divalent cations for the induction of a conformational change in the enzyme and
are in accordance with previous works with other mutants.

We have shown through site directed mutagenesis and modified oligonucleotide cleavage stu-
dies the importance of Metl137, Glyl40, and Alal42 in making hydrophobic contacts to the
pyrimidine bases for specific DNA recognition of the restriction endonuclease EcoRI. The re-
dundancy of the multiple specific contacts prevents an alteration of the sequence specificity by
substitution of one amino acid residue.

The described single mutants were investigated in combination with other amino acid substitu-
tions which have been already described in previous work in an effort to change or enlarge the
recognition sequence specificity. These multiple mutants were constructed in an effort to redu-
ce recognition at the canonical sequence while offering amino acid substitutions that would ge-

nerate alternative DNA contacts and possibly new sequence specificities. Additional amino acid
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substitutions which increased the specific activity were made, because of the strong coupling
between recognition and catalysis. Some multiple mutants, under certain buffer conditions,
cleaved at one single recognition sequence on substrate A-DNA, which contains five cleavage
sites for EcoRI. In most cases the multiple mutants showed no binding and/or catalytic activity.
The lack of activity in these mutants is probably due to the strong dependence between reco-
gnition and catalysis. The multiple mutants showed no detectable binding to DNA.

Keywords: EcoRI, hydrophobic interaction, sequence specificity



106 Literaturverzeichnis

6 Literaturverzeichnis

Abarzua, P. and Gubler, M. L. (1995)
Nonradioactive assay for sequence-specific DNA binding proteins
BioTechniques 8, 1008

Alroy, I. and Freedman, L. P. (1992)
DNA binding analysis of gucocorticoid receptor specificity mutants
Nucl. Acids Res. 20, 1045

Alves, J., Pingoud, A., Langowski, J., Urbanke, C., and Maass, G. (1982)

Two identical subunits of the EcoRI restriction endonuclease co-operate in the binding and
cleavage of the palindromic substrate

FEur. J. Biochem. 124, 139

Alves, J., Urbanke, C., Fliess, A., Maass, G., and Pingoud, A. (1989)

Stopped-flow kinetics of the cleavage of synthetic oligodeoxynucleotides by the EcoRI res--
triction endonuclease

Biochemistry 28, 7879

Alves, J., Riiter, T., Fliess, A., Maass, G., and Pingoud, A. (1989a)

Changing the hydrogen bonding potential in the DNA binding site of EcoRI by site directed
mutagenesis drastically reduces the enzymatic activity, not however, the preference of this re-
striction endonuclease for cleavage within the site -GAATTC-

Biochemistry 28, 2678

Anderson, B. and McDonaldson, G. (1993)
Construction of DNA libraries of AT-rich organisms using EcoRI star activity
Anal. Biochem. 211, 325

Arber, W. and Dussoix, D. (1962)

Host specificity of DNA producted by Escherichia Coli : 1. Host controlled modification of
bacteriophage A

J. Mol. Biol. 5, 18

Athanasiadis, A., Vlassi, M., Kotsifaki, D., Tucker, P. A., Wilson, K. S., and Kokkinidis, M.
(1994)

Crystal structure of Pvull endonuclease reveals extensive structural homologies to EcoRV
Nat. Struct. Biol. 1, 469

Baker, E. N. and Hubbard, R. E. (1984)
Hydrogen bonding in globular proteins
Prog. Biophys. Molec. Biol. 44, 97

Barettino, D., Feigenbutz, M., Valcarcel, R., and Stunnenberg, H.G. (1993)
Improved method for PCR-mediated site-directed mutagenesis

Nucleic Acids Res. 22, 541

Bickle, T. A. (1993)



Literaturverzeichnis 107

The ATP-dependent restriction enzymes
in Nucleases (Linn, S. M., Lloyd R. S., Roberts, R. J., Eds), 89, Cold Spring Harbor Laborato-
ry Press, Cold Spring Harbor New York

Botterman, J. and Zabeau, M. (1985)

High level production of the EcoRI endonuclease under the control of the P -promotor of
bacteriophage A

Gene 37, 229

Bozic, D., Grazulis, S., Siksnys, V., and Huber, R. (1996)
Crystal structure of Citrobacter freundii restriction endonuclease Cfr101 at 2.15A resolution
J. Mol. Biol. 255, 176

Cheng, X., Balendrian, K., Schildkraut, I., and Anderson, J.E. (1995)
Structure of Pvull endonuclease with cognate DNA
EMBO J. 13, 3927

Chung, C.T., Niemela, S.L., and Miller, R.H. (1989)

One-step preparation of competent Escherichia coli: Transformation and storage of
bacterial cells in the same solution

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 2172

Connolly, B.A., Eckstein, F., and Pingoud, A. (1984)
The stereochemical course of the restriction endonuclease EcoRI catalyzed reaction
J. Biol. Chem. 259, 10760

Dugaiczyk, A., Hedgpeth, J., Boyer, H.W., and Goodman, H. M. (1974)

Physical identity of the SV40 deoxyribonucleic acid sequence recognized by the EcoRI restric-
tion endonuclease and modification methylase.

Biochemistry, 13, 503

Eggleston, A.K. and West, S.C. (1997)
Easyas A, B,C, D, ... x?
Curr. Biol. 7, 45

Ehbrecht, H.-J., Pingoud, A., Urbanke, C., Maass, G., and Gualerzi, C. (1985)
Linear diffusion of restriction endonucleases on DNA
J. Biol. Chem. 260, 6160

Engler, L.E., Welch, K.K., and Jen-Jacobson, L. (1997)
Specific binding by EcoRV endonuclease to its DNA recognition site GATATC
J. Mol. Biol. 269, 82

Flores, H., Osuna, J., Heitman, J., and Soberon, X. (1995)
Saturation mutagenesis of His114 od EcoRI reveals relaxed-specificity mutants
Gene 157, 295

FlieB, A., Wolfes, H., Rosenthal, A., Schwellnus, K., Blocker, H., Frank, R., and Pingoud, A.
(1986)



108 Literaturverzeichnis

Role of thymidine residues in DNA recognition by the EcoRI and EcoRV restriction endo-
nuclease
Nucleic Acids Res. 14, 3463

Fritz, A. (1994)

Protein Engineering von Enzymvarianten des Extended Chain-Motivs der Restriktionsendo-
nuklease EcoRI

Dissertation, Universitdt Hannover

Gardner, R. C., Howarth, A. J., Messing, J., and Shepherd, R. J. (1982)
Cloning and sequencing of restriction fragments generated by EcoRI*
DNA 1, 109

Geiger, R., Riiter, T., Alves, J., Fliess, A., Wolfes, H., Pingoud, V., Urbanke, C., Maass, G.,
Pingoud, A., Diisterhoft, A., and Kroger, M. (1989)

Genetic engineering of EcoRI mutants with altered amino acid residues in the DNA binding
site. Physico-chemical investigations give evidence for an altered monomer/dimer equilibrium
for the GIn144Lys145 and GIn144Lys200 mutants

Biochemistry 28, 2667

Goodman, H.M., Greene, P.J., Garfin, D.E., and Boyer, H.W. (1977)
DNA site recognition by the EcoRlI restriction endonuclease and modification methylase
in Nucleic acid - protein recognition (Vogel, H., J., Ed), 239, Academic Press, New York

Grabowski, G. (1993)

Charakterisierung des aktiven Zentrums der Restriktionsendonuklease EcoRI mithilfe ziel-
gerichtet hergestellter Mutanten

Diplomarbeit, Universitdt Hannover

Grabowski, G., Jeltsch, J., Wolfes, H., Maass, G., and Alves, J. (1995)
Site-directed mutagenesis on the catalytic center of the restriction endonuclease EcoRI
Gene 157, 113

Grabowski, G. (1998)

Untersuchung zum Mechanismus der Katalyse und zu In vivo Selektionssystemen fiir die An-
reicherung von Mutanten der Restriktionsendonuklease EcoRI mit verdanderter Bindungs- oder
Spaltspezifitat

Dissertation, Universitdt Hannover

Greene, P.J., Grupta, M., and Boyer, H.W. (1981)
Sequence analysis of the DNA encoding the EcoRI restriction endonuclease and methylase
J. Biol. Chem. 256, 2143

Halford, S.E., Johnson, N.P., and Grinsted, J. (1979)
The reactions of the £coRI and other restriction endonucleases
Biochem. J. 179, 353

Hanahan, D. (1983)
Studies on transformation of Escherichia coli with plasmids
J. Mol. Biol. 166, 557



Literaturverzeichnis 109

Hassanain, H.H., Dai, W., and Gupta, S.L. (1993)
Enhanced gel mobility shift assay for DNA-binding factors
Anal. Biochem. 213, 162

Hedgpeth, J., Goodman, H.M., and Boyer, H.W. (1972)
DNA nucleotide sequence restricted by the EcoRI endonuclease
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69, 3448

Heitman, J. (1992)
How the EcoRI Endonuclease recognizes and cleaves DNA
BioEssays 14, 445

Hochuli, E. (1990)

Purification of recombinant proteins with metal chelate absorbents

in Genetic Engineering, Principles and Methods (Setlow,J.K., Ed) 12, 87, Plenum Press, New
York

Hsu, M. and Berg, P. (1978)
Altering the specificity of restriction endonuclease: Effect of replacing Mg*" with Mn®"
Biochemistry 17, 131

Jack, W.E., Terry, B.J., and Modrich, P. (1982)

Involvement of outside DNA sequences in the major kinetic path by which EcoRI endonuclea-
se locates and leaves its recognition sequence

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79, 4010

Janulaitis, A., Petrusyte, M., Maneliene, Z., Klimasauskas, S., and Butkus, V., (1992)
Purification and properties of the Eco571 restriction endonuclease and methylase-prototype of
a new class (type V)

Nucleic Acids Res. 20, 6043

Janulaitis A., Petrusyte M., Timinskas A., Klimasauskas S., and Butkus V., (1992a)

Cloning and sequence analysis of the gene coding for Eco571 type IV restriction-modification
enzymes

Nucleic Acids Res. 20, 6051

Jeltsch, A., Alves, A., Maass, G., and Pingoud, A. (1992)
On the catalytic mechanism of EcoRI and EcoRV
FEBS Letters 304, 4

Jeltsch, A., Alves, J., Oelgeschliger, T., Wolfes, H., Maass, G., and Pingoud, A. (1993)
Mutational analysis of the function of GIn115 in the EcoRI restriction endonuclease, a critical
amino acid for recognition of the inner thymidine residue in the sequence -GAATTC- and for
coupling specific DNA binding to catalysis

J. Biol. Chem. 229, 221

Jeltsch, A., Alves, J., Wolfes, H., Maass, G., and Pingoud, A. (1993a)
Substrate assisted catalysis in the cleavage of DNA by the EcoRI and EcoRV restriction enzy-
mes



110 Literaturverzeichnis

Biochemistry 90, 8499

Jeltsch, A., Alves, J., Wolfes, H., Maass, G., and Pingoud, A. (1994)
Pausing of the restriction endonuclease EcoRI during linear diffusion on DNA
Biochemistry 33, 10215

Jeltsch, A., Alves, J., Urbanke, C., Maass, G., Eckstein, H., Lianshan, Z., Bayer, E., and Pin-
goud, A. (1994a)

A dodecapeptide comprising the Extended-Chain-a4 region of the restriction endonuclease
EcoRlI specifically binds to the EcoRI recognition site

J. Biol. Chem. 270, 5122

Jeltsch, A., Wenz, C., Stahl, F., and Pingoud, A. (1996)

Linear diffusion of the restriction endonuclease EcoRV on DNA is essential for the in vivo
function of the enzyme

EMBO J. 15, 5104

Jen-Jacobson, L., Lesser, D., and Kurpiewski, M. (1986)
The enfolding arms of EcoRI endonuclease: Role in DNA binding and cleavage
Cell 45, 619

Kim, Y., Grable, J.C., Love, R., Greene, P.J., and Rosenberg, J.M. (1990)
Refinement of EcoRI endonuclease crystal structure: A revised protein chain tracing
Science 249, 1307

Kim, J.J., Kyung, T.M., Myoung, H.K., Sirk, J.A., Byung, D.K., and Lee, D.S. (1996)
EcoRI variant N199H has enhanced specific activity
Gene 171, 129

Klimasauskas, S., Kumar, S., Roberts, R. J., and Cheng, X. (1994)
Hhal methyltransferase flips its target base out of the DNA helix
Cell. 76, 357

Kostrewa, D. and Winkler, F.K. (1995)

Mg*" binding to the active site of EcoRV endonuclease: A crystallographic study of complexes
with substrate and product DNA at 2A resolution

Biochemistry 34, 683

Kramer, W., Drutsa, V., Jansen, H.W., Kramer, B., and Fritz, H.J. (1984)
The gapped-duplex DNA approach to oligonucleotide-directed mutation construction
Nucleic Acids Res. 12, 9441

Kriiger, D.H., Kupper, D., Meisel, A., Reuter, M., and Schroeder, C. (1995)

The significance of distance and orientation of restriction endonuclease recognition sites in vi-
ral DNA genomes

FEMS Microbiol. Rev. 17, 177



Literaturverzeichnis 111

Kiihn, C. (1995)
Kinetische Untersuchungen zur Staraktivitit der Restriktionsedonuklease EcoRI
Diplomarbeit, Universitdt Hannover

Kiister, W. (1995)

Zielgerichtete Mutagenese der Restriktionsendonuklease EcoRI und Charakterisierung von
Mutanten mit Aminosaureaustauschen fiir [le197

Diplomarbeit, Universitdt Hannover

Kurpiewski, M.R., Koziolkiewicz, M., Wilk, A., Stec, W.J., and Jen-Jacobson, L. (1996)
Chiral phosphorothioates as probes of protein interactions with individual DNA phosphoryl
oxygens: Essential interactions of EcoRI endonuclease with the phosphate at pGAATTC
Biochemistry 35, 8846

Laemmli, U.K. (1970)
Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4
Nature 227, 680

Lagunavicius, A. and Siksnys, V. (1997)

Site-directed mutagenesis of putative active site residues of Munl restriction endonuclease:
Replacement of catalytically essential carboxylate residues triggers DNA binding specificity
Biochemistry 36, 11086

Lagunavicius, A., Grazulis, S., Balciunaite, E., Vainius, D., and Siksnys,V. (1997a)

DNA binding specificity of Munl restriction endonuclease is controlled by pH and calcium
ions: Involvement of active site carboxylate residues

Biochemistry 36, 11093

Lane, A.N., Jenkins, T.C., Brown, T., and Neidle, S. (1991)

Interaction of berenil with the EcoRI dodecamer d(CGCGAATTCGCG), in solution studied
by NMR

Biochemistry 30, 1372

Langowski, J., Urbanke, C., Pingoud, A., and Maass, G. (1981)
Transient cleavage kinetics of the EcoRI restriction endonuclease measured in a pulsed

quench-flow apparatus: Enzyme concentration-dependent activity change
Nucleic Acids Res. 9, 3483

Lesser, D. R., Kurpiewski, M. R., and Jen-Jacobson, L. (1990)
The energetic basis of specificity in the EcoRI endonuclease-DNA interaction
Science 250, 776

Lesser, D.R., Grajkowski, A., Kurpiewski, M.R., Koziolkiewicz, M., Stec, W.J., and Jen-Ja-
cobson, L. (1992)

Stereoselective interaction with chiral phosphorothioates at the central DNA kink of the EcoRI
endonuclease-GAATTC complex

J. Biol. Chem. 267, 24810



112 Literaturverzeichnis

Luria, S.E. and Human, M.L. (1952)
A nonhereditary, host-induced variation of bacterial viruses
J. Bacteriol. 64, 557

Malyguine, E., Vannier, P., and Yot, P. (1980)
Alteration of the specificity of restriction endonucleases in the presence of organic solvents
Gene 8, 163

McClarin, J.A., Frederick, C.A., Wang, B.-C., Greene, P., Boyer, H.W., Grable, J., and Ro-
senberg, J.M. (1986)

Structure of the DNA-EcoRI endonuclease recognition complex at 3A resolution

Science 234, 1526

Modrich, P. and Zabel, D. (1976)
EcoRI endonuclease physical and catalytic properties of the homogenous enzyme
J. Biol. Chem. 256, 5866

Mullis, K. and Falcona, F. (1987)
Specific synthesis of DNA in vitro via a polymerase chain reaction
Methods Enzymology 155, 335

Nastri, H.G., Evans, P.D., Walker, I.H., and Riggs, P.D. (1997)
Catalytic and DNA binding properties of Pvull restriction endonuclease mutants
J. Biol. Chem. 272,25761

Newman, A.K., Rubin, R.A., Kim, S.H., and Modrich, P. (1981)
DNA sequences of structural genes for EcoRI DNA restriction and modification enzymes
J. Biol. Chem. 256, 2131

Newman, M., Strzelecka, T., Dorner, L., Schildkraut, I., and Aggarwal, A.K. (1994)

Structure of BamHI endonuclease bound to DNA: partial folding and unfolding on DNA bin-
ding

Science 269, 656

Oelgeschlager, T. (1992)

Protein-Engineering an der restriktionsendonuklease EcoRI: Konstruktion von Enzymvarianten
mit erweiterer Substratspezifitit

Dissertation, Universitdt Hannover

Peters, F. and Greipel, J. (1993)
,Computerprogramm Circular*
Handbuch der Biophysikalischen MeBgeréteabteilung, MH-Hannover

Pingoud, A. (1985)
Spermidine increases the accuracy of type II restriction endonucleases
FEur. J. Biochem. 147, 105

Pingoud, A. and Jeltsch, A. (1997)
Recognition and cleavage of DNA by type Il restriction endonucleases
Eur. J. Biochem. 246, 1



Literaturverzeichnis 113

Polisky, B., Greene, P., Garfin, D.E., McCarthy, B.J., Goodman, H.M., and Boyer, H.-W.
(1975)

Specificity of substrate recognition by the EcoRI restriction endonuclease

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72, 3310

Pouwels, P.H., Enger-Valk, B.E., and Brammar, W.J. (1989)
Cloning Vectors: A Laboratory Manual
Elsevier Science Ltd, Amsterdam

QI Aexpressionist (1997)
A handbook for high-level expression and purification of 6xHis-tagged proteins
Handbuch der Firma Qiagen

Rosenberg, J.M. and Greene, P. (1982)
EcoRT* specificity and hydrogen bonding
DNA 1, 117

Rosenberg, J.M. (1991)
Structure and function of restriction endonucleases
Curr. Op. Struct. Biol. 1, 104

Roberts, R.J. and Macelis D. (1997)
REBASE restriction enzymes and methylases
Nucleic Acids Res. 25, 248

Rubin, R.A. and Modrich, P. (1978)
Substrate dependence of the mechanism of EcoRI endonuclease
Nucleic Acids Res. 5, 2991

Sanger, F., Nicklen, S., and Coulson, A.R. (1977)
DNA sequencing with chain-terminating inhibitors
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463

Selent, U., Riiter, T., Kohler, E., Liedtke, M., Thielking, V., Alves, J., Oelgeschliager, T.,
Wolfes, H., Peters, F., and Pingoud, A. (1992)

A site-directed mutagenesis study to identify amino acid residues involved in the catalytic
function of the restriction endonuclease EcoRV

Biochemistry 31, 4808

Siksnys, V., Zareckaja, N., Vaisvila, R., Timinskas, P., Butkus, V., and Janulaitis, A. (1994)
CAATTG-specific restriction-modification munl genes from Mycoplasma: Sequence similar-
ties between R-Munl and R-EcoRI

Gene 142, 1

Sturrock, S.S. and Dryden, T.F. (1997)
A prediction of the amino acids and structures involved in DNA recognition by type I DNA re-
striction and modification enzymes



114 Literaturverzeichnis

Nucleic Acids Res. 25, 3408

Suckow, M., von Wilcken-Bergmann, B. and Miiller-Hill, B. (1993)

The DNA binding specificity of the basic region of the yeast transcriptional activator GCN4
can be changed by substitution of a single amino acid

Nucleic Acids Res. 21, 2081

Taylor, J.D. and Halford, S.E. (1992)

The activity of the EcoRV restriction endonuclease is influenced by flanking DNA sequences
both inside and outside the DNA-protein-complex

Biochemistry 31, 90

Terry, B.J., Jack, W.E., Rubin, R.A., and Modrich, P. (1983)

Thermodynamic parameters governing interaction of EcoRI endonuclease with specific and
nonspecific DNA sequences

J. Biol. Chem. 258, 9820

Thielking, V., Alves, J., Fliess, A., Maass, G., and Pingoud, A. (1990)

Accuracy of the EcoRI restriction endonuclease: Binding and cleavage studies with oligo-
deoxynucleotide substrates containing degenerate recognition sequences

Biochemistry 29, 6416

Thielking, V., Selent, U., Kohler, E., Landgraf, A., Alves, J., and Pingoud, A. (1992)
Mg’* confers DNA binding specifity to the EcoRI restriction endonuclease
Biochemistry 31, 3727

Vennekohl, P. (1996)

Bedeutung hydrophober Wechselwirkungen fiir die Stabilisierung der dimeren Restriktions-
endonuklease EcoRI

Diplomarbeit, Universitdt Hannover

Vieira, J. and Messing, J. (1982)

The pUC plasmid, an M13mp7-derived system for insertion mutagenesis and sequencing with
universal primers

Gene 19, 259

Vipond, I.B. and Halford, S.E. (1995)
Specific DNA recognition by EcoRYV restriction endonuclease induced by calcium ions
Biochemistry 34, 1113

Wah, D., Hirsch, J. A., Dorner, L. F., Schildkraut, 1., and Aggarwal, A. K. (1997)
Structure of the multimodular endonuclease Fokl bound to DNA
Nature 388, 97

Waugh D.S. and Sauer, R.T. (1993)
A novel class of Fokl restriction endonuclease mutants that cleave hemi-methylated substrates

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 9596

Wengz, C., Selent, U., Wende, W., Jeltsch, A., Wolfes, H. and Pingoud, A. (1994)



Literaturverzeichnis 115

Protein engineering opf the restriction endonuclease EcoRV: replacement of an
aminoacid residue in the DNA binding site leads to an altered selectivity towards
unmodified and modified substrates

Biochim. Biophys. Acta 1219, 73

Wengz, C., Stahl, F., and Pingoud, A. (1996)

The production and characterization of artificial heterodimers of the restriction en-
donuclease EcoRV

Biol. Chem. Hoppe Seyler 377, 625

Windolph, S. (1996)

Untersuchungen zur Bedeutung der Phosphatkontakte fiir Spezifitdt und kataly-
tische Aktivitdt der Restriktionsendonuklease EcoRI

Dissertation, Universitdt Hannover

Windolph, S., Fritz, A., Oelgeschliager, T., Wolfes, H., and Alves, J. (1997a)
Sequence context influencing cleavage activity of the K130E mutant of the restric-
tion endonuclease EcoRI identified by a site selection assay

Biochemistry 36, 9478

Windolph, S, and Alves, J. (1997)

Influence of divalent cations on inner-arm mutants of restriction endonuclease Eco-
RI

FEur. J. Biochem. 244, 134

Winkler, F.K., Banner, D.W., Oefner, C., Tsernoglou, D., Brown, R.S., Heathman, S.P., Bry-
an, R.K., Martin, P.D., Petratos, K., and Wilson, K.S. (1993)

The crystal structure of EcoRV endonuclease and its complexes with cognate and non-cognate
DNA fragments

EMBO J. 12, 1781

Wittmeyer, P.K., McKenzie, J.L., and Raines, R.T. (1998)
Degenerate DNA recognition by I-Ppol endonuclease
Gene 206, 11

Wolfes, H., Alves, J., Fliess, A., Geiger, R., and Pingoud, A. (1986)

Site directed mutagenesis experiments suggest that Glul11, Glu144 und Argl45 are
essential for endonucleolytic activity of EcoRI

Nucleic Acid Res. 14, 9063

Woodbury, C.P.J., Hagenbiichle, O., and von Hippel, P.H. (1980)
DNA site recognition and reduced specificity of the EcoRI Endonuclease
J. Biol. Chem. 255, 11534

Woodhead, J.L., Bhave, N., and Malcolm, A.D.B. (1981)
Cation dependence of restriction endonuclease EcoRI-activity

FEur. J. Biochem. 115, 293

Zabeau, M. and Stanley, K.K. (1982)



116 Literaturverzeichnis

Enhanced expression of cro-B-galactosidase fusion protein under control of the promotor of
bacteriophage A
EMBO J. 1, 1217

Zell, R. and Fritz, H.J. (1987)

DNA mismatch repair in Escherichia coli counteracting the hydrolytic deamination of 5’-
methyl cytosine residues

EMBO J. 6, 1807



Lebenslauf

117

Name:

Anschrift:

Geburtsdatum:
Staatsangehdrigkeit:

Familienstand:

1973-1977
1977-1979
1979-1986
1986-1987
1987-1989
1989-1995
09.01.1995

seit 01.03.1995

zusitzliche Kenntnisse:

Lebenslauf

Wolfgang Kiister
Lakefeldstraf3e 2

30926 Seelze

04.11.1966 in Langenhagen
deutsch

ledig

Grundschule Seelze-Letter

Orientierungsstufe Seelze-Letter

Gymnasium Seelze-Letter mit Abschluf3 Abitur
Ableistung des Wehrdienstes

Ausbildung zum biologisch-technischen-Assistenten
Studium der Biochemie an der Universitdt Hannover
Beendigung des Studiums der Biochemie mit der Abgabe
der Diplomarbeit

Beginn der Promotion an der Medizinischen Hochschule

Hannover im Institut fiir Biophysikalische Chemie

Bescheinigte Teilnahme an der Fortbildungsveranstal-
tung Gentechnische Sicherheit nach §15 Abs. 2 Satz 1
Nr. 3 GenTSV

Bescheinigte Teilnahme an einer Lehrveranstaltung zur
Erlangung der Fachkunde zum Umgang mit offenen
radioaktiven Stoffen. Gemall §6 StrschV fiir die
Fachkundegruppe 4.2.

Bescheinigte Teilnahme an Vorlesung und Ubungen iiber
spektroskopische Methoden

auBerberufliche Aktivititen: Ubungsleiter einer Sportmannschaft

Sportaktivititen unterschiedlicher Art
moderne Literatur

Theaterbesuche

Hannover, den 08.05.1998

Wolfgang Kiister



118 Erkldarung

Hiermit erklére ich, daB3 ich die vorliegende Arbeit selbstéindig verfait und keine anderen Hilfs-
mittel als die angegebenen verwendet habe. Jene Stellen, die ich anderen Untersuchungen und
Arbeiten dem Wortlaut oder Sinn entsprechend entnommen habe, sind durch Quellenangaben
gekennzeichnet.

Seelze, den 08. Mai 1998



	1 Einleitung
	1.1 Restriktionsenzyme
	1.2 Die Restriktionsendonuklease EcoRI
	1.2.1 Unspezifische DNA-Bindung und lineare Diffusion
	1.2.2 Erkennung der spezifischen DNA-Sequenz
	1.2.3 Struktur der Restriktionsendonuklease EcoRI im Vergleich mit anderen Restriktionsendonukleasen
	1.2.4 Kopplung von spezifischer Substratbindung und Katalyse
	1.2.5 Motive der DNA-Erkennung von EcoRI
	1.2.5.1 Das Extended Chain-Motiv
	1.2.5.2 Der Outer Arm
	1.2.5.3  Der Inner Arm
	1.2.5.4 Das �3-Faltblatt
	1.2.5.5 Die �4-Helix

	1.2.6 Katalyse
	1.2.6.1 Mechanismus der Reaktion


	1.3 Ziel der Arbeit

	2 Material und Methoden
	2.1 Mikrobiologische Methoden
	2.1.1 Bakterienstämme
	2.1.2 Herstellung kompetenter Zellen
	2.1.3 Transformation
	2.1.4	Vektoren

	2.2 Molekularbiologische Methoden
	2.2.1 Mutagenesestrategien
	2.2.1.1 Gapped Duplex-Mutagenese
	2.2.1.2 PCR-Mutagenese
	2.2.1.3 Mutageneseprimer

	2.2.2 DNA-Sequenzierung
	2.2.2.1 Annealing
	2.2.2.2 Labelling
	2.2.2.3 Termination
	2.2.2.4 Sequenziergel

	2.2.3 Ligation von DNA-Fragmenten

	2.3 Proteinisolierung
	2.3.1 Expressionstest
	2.3.2 Fermentation
	2.3.3 Zellaufschluß
	2.3.4 Affinitätschromatographie
	2.3.4.2 Ionenaustauschchromatographie

	2.3.5 Elektrophorese unter denaturierenden Bedingungen nach Laemmli
	2.3.6 Dialyse
	2.3.7 UV-Spektroskopie
	2.3.8 Semi dry-Western Blot (Immunoblot)

	2.4 Kinetische Charakterisierung
	2.4.1 Spaltkinetiken mit �-DNA
	2.4.2 Spaltkinetiken auf Plasmidebene
	2.4.2.1 Kinetische Untersuchungen mit pUC8-Derivaten Plasmiden
	2.4.2.2 Spaltung eines Randompools aus pUC8-Derivaten zur Bestimmung von Seitensequenzpräferenzen

	2.4.3 Kinetiken mit Oligonukleotiden
	2.4.3.1 Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden


	2.5 DNA-Bindungsstudien
	2.5.1 Gelretardationsexperimente (Mobility Shift Assay)
	2.5.2 Nitrozellulose-Filterbindung

	2.6 CD-Spektroskopie

	3 Ergebnisse
	3.1 Zielgerichtete Mutagenese
	3.2 Protein-Aufarbeitung
	3.3 CD-Spektren
	3.4 Kinetische Charakterisierungen
	
	3.4.1.1 Spaltung von (-DNA bei verschiedenen pH-Werten
	3.4.2.1 Kinetische Untersuchungen an pUC8-Derivaten mit unterschiedlichen Seitensequenzen
	3.4.2.2 Spaltverhalten der Mutante M137Q/N141A auf einem pUC8-Randompool
	3.4.3.1 Verwendung selbstkomplementärer Oligonukleotide zur Charakterisierung der Mutante M137H
	3.4.3.2  Untersuchung des Spaltverhaltens auf modifizierten Oligonukleotiden


	3.5 Bindungsverhalten der untersuchten EcoRI-Mutanten

	4 Diskussion
	4.1 Aminosäureaustausche an der Position Met137
	4.2 Aminosäureaustausche an den Positionen Gly140 und Ala142
	4.3. Mehrfachmutanten zur Änderung oder Erweiterung der Spezifität
	
	4.3.1.1 Die Mutante H114T
	4.3.1.2 Die Mutante I197A
	4.3.1.3 Die Mutante N141A
	4.3.1.4 Die Mutante A142G
	4.3.2.1 Die Mutante M137R/A142G
	4.3.2.2 Die Mutante M137Q/A142G
	4.3.2.3 Die Mutante M137Q/N141A
	4.3.2.4 Die Mutante M137Q/N141A/I197A
	4.3.2.5 Die Mutante M137Q/N141A/I197A/H114T


	4.4 DNA-Bindungsmessungen von Mutanten mit Aminosäureaustauschen im Extended Chain-Motiv

	5 Zusammenfassungen
	5.1 Zusammenfassung
	5.2 Abstract

	6 Literaturverzeichnis
	
	
	
	
	Lebenslauf

