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Abstract

A central intermediate of genetic recombination is the four-way DNA junction
termed Holliday-junction. For in vitro experiments this DNA-structure is replaced by an
analogous synthetic substrate, the so-called X-DNA. A number of very different
proteins has been found to specifically bind to this structure. Some of them are clearly
connected to recombination. This work describes a new X-DNA-binding protein of the
yeast Saccharomyces cerevisiae. Using different chromatography media, it was purified
from yeast extracts to an extent that allowed for identification. After detection by
Southwestern analysis the protein was isolated for sequencing. It turned out to be an as
yet uncharacterized product of the open reading frame YHRI46W. The protein of 465

amino acids was given the functional name Cruciform DNA-Recognising Protein 1

(Crplp).

The respective gene was cloned, expressed in E. coli and the product was
analysed in electromobility shift assays. The observed substrate specificity confirmed
that Crplp is indeed responsible for the X-DNA-binding activity observed in yeast
extracts. Recombinant Crplp proved instable and was shown to be posttranslationally
cleaved at around amino acid 160. This leads to an N-terminal subpeptide with intrinsic
X-DNA-binding activity and a C-terminal subpeptide that is capable of binding X-DNA
only in the absence of competitor DNA. The structure specificity of the N-terminal
peptide is mediated by a novel X-DNA-binding domain. This domain — as determined
so far— is made up by 22 amino acids and of positive charge. When expressed as an
independent subpeptide, it showed autonomous X-DNA-binding capacity. Up to now,
phenotypic analysis of crp/ mutants gave no hint of Crplp participating in
recombination. Thus, no elevated UV- or X-ray-sensitivity and no meiotic defect could
be detected. To further investigate in which molecular process Crplp might function,
interaction partners were sought for by yeast 2-hybrid analysis. Interestingly, two RNA-
binding proteins, Drs1p and Gnolp, were identified. Both of them function in pre-rRNA
processing in ribosome synthesis, which raises the possibility that the in vivo target for

Crplp is structured RNA rather than structured DNA.
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Einleitung 1

1. Einleitung

Das grundlegende Thema der vorliegenden Arbeit ist die genetische
Rekombination, im speziellen die homologe Rekombination (HR). Dieser Prozess
erlaubt den Austausch von genetischer Information zwischen homologen DNA-
Doppelstrangen und wird von der Natur zur Instandhaltung des genetischen Materials

und der Schaffung genetischer Variabilitdt genutzt.

Wihrend des Austauschprozesses bilden die rekombinierenden DNA-
Doppelstriange hybride Bereiche aus, in denen sich DNA-Einzelstrange beider Molekiile
miteinander paaren. Dadurch entsteht ein charakteristischer Knotenpunkt, an dem vier
doppelstringige DNA-Segmente zusammenlaufen. Dieses Rekombinationsintermediat
wurde 1964 von Robin Holliday postuliert (Holliday, 1964) und wird daher als
Holliday-Struktur bezeichnet. Unsere Arbeitsgruppe beschéftigt sich mit der Isolierung
und Charakterisierung von Proteinen, die in der Lage sind, mit solchen Holliday-

Strukturen spezifisch in Wechselwirkung zu treten.

1.1. Ablauf der homologen Rekombination

Die HR ist ein préziser operativer Eingriff ins Erbmaterial. Sie wird durch eine
Reihe spezialisierter Proteinfaktoren, sog. Rekombinasen, katalysiert und verlduft bis
auf das Basenpaar genau. Thr Mechanismus ist zwischen Viren, Archaebakterien,
Eubakterien und Eukaryoten hoch konserviert. Das von Szostak, Orr-Weaver, Rothstein
und Stahl vorgeschlagene Modell der Doppelstrangbruchreparatur (DSBR, Szostak et
al., 1983) gilt als kanonisches Modell zum molekularen Ablauf. Es ist eine
Weiterentwicklung der Modellvorstellungen von Holliday (Holliday, 1964) und von
Meselson und Radding (Meselson & Radding, 1975). Das Modell basiert auf den

Ergebnissen genetischer Untersuchungen der Meiose in der Hefe.

Im Folgenden wird das DSBR-Modell unter Einbeziehung der wichtigsten
Faktoren aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae vorgestellt. Sie ist das wichtigste
Modellsystem fiir eukaryotische Rekombinationsvorgidnge und Untersuchungsobjekt
der vorliegenden Arbeit. Viele anhand dieses Fallbeispiels erklidrten Vorgénge haben
allgemeingiiltigen Charakter (Abbildung 1; Paques & Haber, 1999; Sung et al., 2000;
Prado et al., 2003).



Einleitung 2

Ausloser der HR sind Doppelstrangbriiche (DSBs) in der DNA. Diese kénnen auf
verschiedene Weise entstehen. In der Meiose werden sie gezielt durch die spezialisierte
Topoisomerase Spollp eingefiihrt (Keeney et al., 1997). Damit sind Ereignisse der HR
vorprogrammiert, die sowohl die ordentliche Segregation der Chromosomen in der
Meiose I als auch die genetische Vielfalt der Tochterzellen garantieren (Roeder, 1997).
DSBs treten aber auch ungewollt auf, wenn ein DNA-Bereich mit einem
Einzelstrangbruch repliziert wird, eine Replikationsgabel auf ein uniiberwindbares
Hindernis auflduft oder exogene Faktoren wie chemische Agenzien oder ionisierende
Strahlung auf die DNA einwirken. Ein einmal entstandener DSB ist potentiell letal und
muss zum Erhalt der Zelle repariert werden. Dabei greift die Hefe fast ausschlieBlich
auf die HR zuriick. Die Alternative, das einfache Fusionieren der Doppelstrangenden,
auch non-homologous end-joining (NHEJ) genannt, spielt, anders als in Siugerzellen,
kaum eine Rolle. NHEJ fixiert einen eventuellen Verlust von Sequenzmaterial vor der
Fusion der DNA-Enden als Mutation. Damit stellt sie kein fehlerfreies Reparatursystem
dar. Die HR hingegen stellt die volle Sequenzinformation unter Zuhilfenahme eines sog.
Donormolekiils, das eine zum betroffenen, sog. Akzeptormolekiil homologe Sequenz

aufweist, wieder her.

Abbildung 1 (folgende Seite): Schematische Darstellung des DSBR-Modells der
homologen Rekombination.

Das Rekombinationsereignis findet zwischen einem rot (Akzeptormolekil) und einem blau
(Donormolekul) dargestellten DNA-Doppelstrang statt (der blaue DNA-Doppelstrang ist zur
Vereinfachung der Darstellung um seine Langsachse gedreht). Nach Auftreten eines DNA-DSB
(I) werden die Bruchenden vom (II) Rad50p-Mre11p-Xrs2p-Komplex abgebaut, so dass
rekombinogene 3'-Einzelstranglberhange entstehen, die zunachst vom RPA-Komplex bedeckt
werden. Das Strangtransferprotein Rad51p ersetzt RPA und bildet so aktive
Nukleoproteinfilamente, die mit komplementaren Bereichen des Donormolekiils paaren (IV). In
den daraus entstehenden Heteroduplex-DNA-Bereichen dienen die 3'-Enden als Primer fiir eine
DNA-Reparatursynthese. Unter Bildung zweier Holliday-Strukturen werden die neu
synthetisierten Strange mit den urspriinglich prozessierten 5'-Enden des Akzeptormolekiils
ligiert (V). Branch migration flhrt im dargestellten Fall zu Vergrofterung der Heteroduplex-DNA-
Bereiche. Die Rekombinationsprodukte entstehen hier durch Aufldésung an den mit schwarzen
Pfeilen markierten Stellen (Vla), oder alternativ durch Auflésung an den mit weiRen (links) und
mit schwarzen (rechts) Pfeilen markierten Stellen (VIb), wobei es zur Genkonversion bzw. zur
Genkonversion mit reziprokem Informationsaustausch (cross-over) kommt. Die graphisch
dargestellten und namentlich erwdhnten Proteine sind Genprodukte der RAD52-
Epistasegruppe, die unabdingbar fiir den dargestellten Prozess sind (neu synthetisierte DNA ist
hellblau, Basenpaare sind als vertikale Linien dargestellt; rot-blaue Basenpaare kennzeichnen
Heteroduplex-DNA-Bereiche; weitere Erklarungen im Text).
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In der friihen Phase der HR werden zundchst mehrere hundert Nukleotide an den
5'-Enden des DSB durch einen multifunktionalen Proteinkomplex aus Rad50p, Mrel 1p
(Nukleaseaktivitdt) und Xrs2p abgebaut (Abbildung 1, I, II). Die dabei entstehenden 3'-
Uberhiinge werden vom Einzelstrang-DNA bindenden RPA-Heterotrimer aus Rfalp,
Rfa2p und Rfa3p gebunden. Dieser Schritt entfernt mdgliche Sekundérstrukturen der
Einzelstrdnge und erlaubt die Ausbildung eines gleichméBigen Nukleoproteinfilaments,
wenn im Folgenden RPA gegen Rad51p ausgetauscht wird (Sugiyama &
Kowalczykowski, 2002; Abbildung 1, III). Dieser Austausch wird durch die hohe
Affinitdt von RPA zu Einzelstrang-DNA behindert und muss durch Rad52p unterstiitzt
werden. Ein weiterer Hilfsfaktor fiir diesen Schritt ist das Rad55p-Rad57p Heterodimer.
Rad51p, das nun einen Komplex mit den Einzelstrdngen bildet, vermittelt die Suche
nach einem homologen Donormolekiil. Ist es gefunden, katalysiert Rad51p die
Inversion des gebundenen Einzelstrangs. Dies erlaubt die Paarung mit dem
komplementiren Strang des Donormolekiils, wiahrend der homologe Strang in einer sog.
displacement loop (D-loop) verdrangt wird. Dieser Strang wiederum paart mit dem
zweiten FEinzelstrang des Akzeptormolekiils. Dadurch bilden sich Hybrid-
Doppelstrange, sog. Heteroduplex-DNA, mit je einem Strang aus zwei
unterschiedlichen DNA-Molekiilen. An den Donorstrangen als Matrize beginnt nun an
beiden 3'-Enden eine DNA-Neusynthese zur Wiederherstellung des verlorenen
Sequenzmaterials (Abbildung 1, IV). Der Ubergang vom Stadium der Paarung zur
Synthese wird von Rad54p unterstiitzt (Sugawara et al., 2003). Nach abgeschlossener
Synthese fiihrt die Ligation der neu synthetisierten Stringe mit den zu Anfang
prozessierten 5'-Enden zur Bildung eines sog. joint molecule (engl.: verbundenes
Molekiil) aus Donor- und Akzeptormolekiil. Beide werden durch zwei der bereits
erwihnten Holliday-Strukturen zusammengehalten. Diese konnen ihre Lage durch die
Wanderung der Kreuzungspunkte verdndern (branch migration) und damit die

Ausdehnung der Heteroduplex-DNA beeinflussen.

Um die HR abzuschlieBen und die Rekombinationspartner wieder zu trennen,
miissen die Holliday-Strukturen aufgelost werden. Dies geschieht durch spezialisierte
Endonukleasen (X-Solvasen; der Buchstabe X symbolisiert die Kreuzung von DNA-
Strangen in der Holliday-Struktur) und fiihrt je nach Orientierung der Schnitte zu
unterschiedlichen Rekombinationsprodukten. Schnitte konnen in den ausgetauschten

oder nicht ausgetauschten Striangen erfolgen (Abbildung 1, V, durch schwarze bzw.
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weille Pfeile gekennzeichnet). Wenn beide Holliday-Strukturen in gleicher Orientierung
geschnitten werden, entstehen Produkte, die auBerhalb des rekombinierten Bereiches
den Ausgangsmolekiilen entsprechen. Im Bereich der urspriinglichen Liicke tragen nun
beide Molekiile die Sequenz des Donors (Abbildung 1, VIa). Da in diesem Bereich die
Sequenz eines Molekiils in die eines anderen verwandelt wurde, spricht man von
Genkonversion. Wenn die Holliday-Strukturen in unterschiedlicher Orientierung
aufgelost werden, ergeben sich sog. cross-over-Produkte, bei denen auch flankierende
Bereiche (Sequenzen die jenseits der Holliday-Strukturen lagen) ausgetauscht werden
(Abbildung 1, VIb). Man spricht dann von einem reziproken Informationsaustausch.
Proteine, welche die einzelnen, im DSBR-Modell geforderten Schritte steuern konnen,
wurden aus einer Vielzahl von Organismen und Viren isoliert. Mit ihrer Hilfe konnen

Teile der DSBR in vitro rekonstituiert werden.

In S. cerevisiae sind es die Genprodukte der R4AD52-Epistasegruppe, welche die
Rad51p-abhédngige HR katalysieren. In diese Gruppe fallen die Gene RAD50, RADS51,
RADS52, RADS53, RAD54, RADS55, RAD56, RAD57, MREI1, XRS2 und RFAI. lhre
Mitglieder wurden urspriinglich aufgrund einer durch ihre Mutation hervorgerufene
Sensitivitit gegen ionisierende Strahlung entdeckt (Namensgebung nach dem
englischen Begriff radiation sensitive, Symington, 2002). Durch eine Vielzahl an
genetischen und biochemischen Untersuchungen stellte sich die zentrale Rolle der
Untergruppe aus den bereits beschriebenen Proteinen Rad52p, Rad50p, Mrel 1p, Xrs2p,
RPA, Rad51p (in Abbildung 1 durch Symbole dargestellt) mit den Hilfsproteinen
Rad54p, Rad55p und Rad57p heraus (in Abbildung 1 namentlich aufgefiihrt). Neben
diesen Genprodukten der RADS52-Epistasegruppe ist die HR auf DNA-

Reparatursynthese-, DNA-Topoisomerase- und DNA-Ligase-Funktionen angewiesen.

Damit reicht das heutige Wissen iiber den Ablauf der eukaryotischen HR auf
biochemischer Ebene bis zum Erscheinen des joint molecule, dem bereits erwahnten
Rekombinationsintermediat aus zwei DNA-Doppelstringen, die iiber zwei Holliday-
Strukturen miteinander verbunden sind (vgl. Abbildung 1, V). Die Faktoren der spiten
Phase der HR, welche die branch migration und die Auflésung der Holliday-Strukturen
katalysieren, konnten bei Eukaryoten trotz intensiver Forschung bis heute nicht isoliert

werden.
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1.2. Proteine der spaten Phase der homologen
Rekombination: das RuvABC Paradigma

Bei Escherichia coli liegen im Vergleich zu Eukaryoten umfassendere
biochemischen Erkenntnisse zur HR vor. Hier kann der gesamte Prozess vom DSB bis
zum reparierten DNA-Molekiil biochemisch nachvollzogen werden (Eggleston & West,
1996; Snyder & Champness, 2003). Dabei finden sich auch Prototypen der Funktionen
der spéten Phase der HR, die Proteine RuvA, RuvB und RuvC. Gemeinsam bilden sie
das sog. Resolvasom mit gekoppelter branch migration/X-Solvase-Aktivitit. RuvA
erkennt und bindet Holliday-Strukturen aufgrund ihrer speziellen Architektur. Unter
physiologischen Bedingungen liegt die Holliday-Struktur in der sog. stacked-X-Form
vor (Lilley & Norman, 1999 und Zitate darin). Diese Konfiguration zeichnet sich durch
eine durchgehende Basenstapelung in den aus je zwei Armen zusammengesetzten
Achsen aus. Pro Achse folgt ein DNA-Einzelstrang kontinuierlich dem Achsenverlauf,
wéhrend der andere DNA-Einzelstrang zwischen den Achsen ausgetauscht wird. Die
kontinuierlichen Stringe verlaufen antiparallel, was bedeutet, dass sich die
ausgetauschten Stringe nicht {iberkreuzen (vgl. Abbildung 2a). Durch die
Wechselwirkung mit einem RuvA-Tetramer geht die stacked-X-Form in eine vierfach
symmetrische, planare Konfiguration iiber, wobei im Zentrum die Basenstapelung

verloren geht (Hargreaves et al., 1998; Abbildung 2a).

Diese planare Konfiguration ist Voraussetzung fiir den effizienten Ablauf der
folgenden Schritte, die das Rekrutieren von RuvB durch RuvA eingeleitet werden.
RuvB, der ATP-abhédngige Motor der branch migration, lagert sich in Form zweier
Hexamer-Ringe auf gegeniiberliegenden Seiten des Kreuzungspunktes an. Diese iiben
eine gegenldufige Helikaseaktivitdt aus und pumpen dadurch DNA durch den
Kreuzungspunkt (Abbildung 2b). Der Prozess kommt zum Abschluss, wenn die X-
Solvase RuvC die Holliday-Struktur auflost und die Rekombinationsprodukte freisetzt.
RuvC schneidet dazu je einen Einzelstrang diesseits und jenseits des Kreuzungspunktes
an exakt symmetrischen Positionen der planaren Holliday-Struktur, so dass die
entstandenen Briiche ohne weitere Prozessierung ligiert werden konnen. Da man davon
ausgeht, dass der RuvAB-Holliday-Struktur-Komplex zwei RuvA-Tetramere beinhaltet,
die den Knotenpunkt fiir RuvC unzugénglich machen, wird angenommen, dass RuvC
eines der beiden RuvA-Tetramere verdringt, um seine Aktivitdt in einem kombinierten

RuvABC-Resolvasom auszuiiben (West, 1997; Sharples et al., 1999; Abbildung 2c).
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Abbildung 2: Konfigurationen der Holliday-Struktur und Wirkungsweise des RuvABC-
Resolvasoms

(a) Die Holliday-Struktur liegt unter physiologischen Bedingungen in der stacked-X-Form vor
(siehe Text). Ausgehend von der mittleren Darstellung gibt es zwei Alternativen fur die stacked-
X-Form: durchgehende Basenstapelung in zwei nebeneinander liegenden Armen (oben) oder
zwei Ubereinander liegenden Armen (unten). Die ausgetauschten DNA-Einzelstrange andern
am Kreuzungspunkt ihre Verlaufsrichtung und Gberschneiden sich nicht (oben: hellblau und lila;
unten: dunkelblau und rot). Das Protein RuvA (griin) zwingt die Holliday-Struktur in eine planare
Konfiguration (Mitte), wobei am Kreuzungspunkt die Basenstapelung verloren geht. (b)
Schematische Darstellung einer planaren Holliday-Struktur im Komplex mit RuvA (griin) und
RuvB (grau). RuvB lagert sich in Form von Hexamer-Ringen an und pumpt unter ATP-
Verbrauch DNA durch den Kreuzungspunkt. Hier ist die Bildung von Heteroduplex-DNA
dargestellt: ein grauer und ein schwarzer DNA-Doppelstrang werden angezogen, wahrend
Hybrid-DNA (grau-schwarz) entlassen wird. Durch Anlagerung von RuvB an den vertikal
verlaufenden Doppelstrangen wirde der gegenlaufige Prozess katalysiert. (c), Zur Freisetzung
der Rekombinationsprodukte kann die Holliday-Struktur (hier in Seitenansicht) durch einen
RuvC-Dimer aufgeldst werden. In dieser Darstellung sind die Umrisse von RuvA (griin) und
RuvC (gelb) den Kristallstrukturen dieser Proteine (Rafferty et al., 1996; Ariyoshi et al., 1994)
nachgebildet. Die Struktur von RuvB (blau) ist von einer elektronenmikroskopischen Aufnahme
(Parsons et al., 1995) abgeleitet. (a, verandert nach Heyer et al., 2003; b, verandert nach West,
1996; c, verandert nach Sharples et al., 1999).
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1.3. Proteine der spaten Phase der homologen Rekombination
bei Eukaryoten

Wie bereits erwihnt, sind die eukaryotischen Proteine der branch migration und
Holliday-Struktur-Auflosung bislang unbekannt. Da bei Eukaryoten keine eindeutigen
Orthologe zum RuvABC-Resolvasom identifiziert wurden und bisher keine
strahlungssensitiven Mutanten mit Defekten in spdten Rekombinationsfunktionen
gefunden wurden, versucht man, dquivalente Aktivititen biochemisch nachzuweisen,

um dann eine mogliche Rolle in der HR zu untersuchen.

Dazu nutzt man die angenommene Substratspezifitit der gesuchten Faktoren, die
sich vom RuvABC-Resolvasom ableiten ldsst. Hier gibt es, wie beschrieben, zwei
Faktoren, RuvA und RuvC, die strukturspezifisch Holliday-Strukturen erkennen. RuvA
wirkt dabei strukturell auf das gebundene Substrat, wiahrend RuvC enzymatisch als X-
Solvase wirkt. Diese Effekte lassen sich in vitro mit synthetischen, vierarmigen DNA-
Substraten (X-DNA), die modellhaft fiir echte Holliday-Strukturen stehen, in Gel-
Retentionsanalysen (electromobility shift assay, Abk. EMSA) und durch den Nachweis
von DNA-Abbauprodukten auf Polyacrylamidgelen nachweisen (Parsons et al., 1992;
Bennett et al., 1993; Benson & West, 1994). Der Nachweis der Dissoziation einer X-
DNA in zwei DNA-Doppelstringe durch die RuvB-Funktion ist ebenfalls
gelelektrophoretisch moglich, allerdings nur bei Anwesenheit von RuvA (Parsons et al.,
1992; Parsons & West, 1993). Diese Kopplung der RuvAB-Funktion muss bei der
Suche nach neuen RuvB-Funktionen als zusdtzliche Schwierigkeit bertlicksichtigt
werden. Zur biochemischen Identifikation von RuvABC-dhnlichen Funktionen verfolgt

man zwei Strategien:

(1) Man versucht, in Lysaten entsprechende Aktivititen nachzuweisen und mittels
Proteinreinigung zu isolieren. Bei Isolierung einer geniigenden Menge an Protein kann
dieses durch Proteinsequenzierung einem Gen zugeordnet werden. Alternativ kann das
entsprechende Gen durch reverse Genetik identifiziert werden, wenn der Verlust der

beobachteten Aktivitét in einer Mutante nachgewiesen werden kann.
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(2) Ausgehend von einem genetischen Befund oder einer bekannten
Wechselwirkung, die ein Gen/Protein als wahrscheinlichen Kandidaten fiir eine
RuvABC-Funktion erscheinen ldsst, testet man gezielt die biochemischen Eigenschaften

dieses speziellen Proteins.

Beide Strategien haben in der Vergangenheit zu Teilerfolgen gefiihrt.

1.3.1. Die Suche nach branch migration- und X-Solvase-Funktionen

Durch biochemischen Nachweis der Aktivitit und reverse Genetik konnte eine X-
Solvase der Hefe S. cerevisiae, Ccelp identifiziert werden (Symington & Kolodner,
1985; Kleff ef al., 1992). Ccelp ist allerdings ein mitochondriales Enzym und gehort
deshalb nicht zu den gesuchten nukledren Funktionen. Interessanterweise haben RuvC

und Ccelp die gleiche evolutiondre Abstammung (Lilley & White, 2001).

Kiirzlich wurde ein Kandidat, der als nukledre X-Solvase der HR in Frage kommt,
gefunden: Mus81p. Das Protein wurde untersucht, da bei Schizosaccharomyces pombe
eine Interaktion mit Cdslp (Boddy et al, 2000), dem Homolog zu Rad53p aus S.
cerevisiae, und mit Rad54p bei S. cerevisiae nachgewiesen wurde (Interthal & Heyer,
2000). Es zeigte sich, dass das Mus81-Protein aus S. pombe, S. cerevisiae und aus
menschlichen Zellen (Boddy et al., 2001; Chen et al., 2001; Kaliraman et al., 2001)
einige, aber nicht alle Voraussetzungen fiir eine bona fide X-Solvase erfiillt. Es ist zwar
eine strukturabhidngige Endonuklease, aber bevorzugt deutlich bestimmte andere
verzweigte DNA-Strukturen der X-DNA. Weiterhin sind die Schnitte, welche sie in X-
DNA einfiihrt, nicht ohne weitere Prozessierung ligierbar. Dies ist untypisch fiir eine X-

Solvase. Die in vivo Rolle von Mus81p wird zur Zeit genauer untersucht.

Ausgehend von Lysaten aus Hefe- und Sdugerzellen wurden eukaryotische X-
Solvase-Aktivititen mehrfach nachgewiesen (Symington & Kolodner, 1985; Jensch et
al., 1989; West & Korner, 1985; Jeyaseelan & Shanmugam, 1988; Elborough & West,
1990; Hyde et al., 1994; Constantinou et al., 2001; Constantinou et al., 2002). AuBBer im
Falle von Ccelp (siehe oben), konnte keiner dieser Aktivititen ein Protein zugeordnet
werden. Die jlingsten Befunde von Constantinou et a«l koénnten allerdings
richtungsweisend sein. Sie zeigen erstmals die Existenz einer gekoppelten,

eukaryotischen branch migration/X-Solvase-Aktivitit (Constantinou et al., 2001).
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Zusiatzlich zeigen die Autoren, dass die X-Solvase (Resolvase A genannt) in dieser
gekoppelten Aktivitdt nicht das kontrovers diskutierte Mus81 Protein ist (Constantinou
et al.,2002).

Damit wurde die Vermutung, dass die Prozessierung von Holliday-Strukturen in
Pro- und Eukaryoten zumindest mechanistisch konserviert ist, bestitigt. Man kann also
davon ausgehen, dass die in Hefe nachgewiesenen, liber zwei Holliday-Strukturen
verbundenen Rekombinationsintermediate (Collins & Newlon, 1994; Schwacha &
Kleckner, 1994; Schwacha & Kleckner, 1995) zumindest teilweise entsprechend des
RuvABC Paradigmas aufgeldst werden. Dies ist auch deshalb plausibel, da in vivo die
natiirliche Konfiguration von Holliday-Strukturen und die Packung der DNA in
Nukleosomen den Prozess der branch migration behindern (Panyutin et al., 1995;
Grigoriev & Hsieh, 1997). Obwohl der Prozess an sich keine Energie verbraucht, da fiir
jedes getrennte Basenpaar auf einer Seite des Kreuzungspunktes ein neues Basenpaar
auf der anderen Seite entsteht, miissen diese strukturellen Hindernisse durch eine

enzymatische Katalyse liberwunden werden.

1.3.2. Die Suche nach X-DNA bindenden Proteinen

Angesichts der Schwierigkeiten die Urheberproteine der RuvB- und RuvC-
dhnlichen Aktivititen der Eukaryoten zu identifizieren, bietet sich die Suche nach
RuvA-éhnlichen X-DNA bindenden Proteinen an. Die Erfolgschancen, ein solches X-
DNA bindendes Protein ohne eigene katalytische Aktivitdt zu identifizieren, sind
aufgrund der Erwartung einer stirkeren Expression im Vergleich zu X-Solvasen hoher
einzuschédtzen. Bei E. coli z.B. liegt die Anzahl der RuvA-Molekiile pro Zelle mit ~700,
die der RuvC-Molekiile bei ~100. Bei Induktion der SOS-Antwort erhdht sich die Zahl
der RuvA-Molekiile auf ~5600, wéhrend sie bei RuvC konstant bleibt (West, 1997).

Die gezielte Suche nach Proteinen, die synthetische X-DNA Substrate binden,
ohne selbst katalytisch auf diese zu wirken, geht auf Arbeiten aus den spiten achtziger
Jahren zuriick, in denen eine Nachweismethode mittels EMSA entwickelt wurde
(Bianchi, 1988; Elborough & West, 1988). Danach wurde die Verbindung aus EMSA-
Nachweis von X-DNA-Bindung und Proteinreinigung mehrfach mit Erfolg angewendet
(Bianchi et al., 1989; Kotani et al., 1993; Pearson et al., 1995; Dutta et al., 1997; Todd
et al., 1998; Whitby & Dixon, 2001; diese Arbeit). Die gefundenen Proteine gehoren zu
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einer stetig wachsenden, heterogenen Gruppe, die mit unterschiedlich stark ausgeprégter
Spezifitit X-DNA bindet (siche Anhang). Unter ihnen finden sich z.B. Mitglieder der
HMGI1 und HMG2 Proteinfamilie, deren Rolle in der Vermittlung komplexer DNA-
Konfigurationen in diversen Vorgingen des DNA-Metabolismus gesehen wird
(Thomas, 2001). Dabei zeichnet sich die Tendenz ab, dass DNA-Architektur
vermittelnde Proteine auch eine Vorliebe fiir die Bindung strukturierter DNA zeigen

(Zlatanova & Van Holde, 1998).

Daneben gehoren Mitglieder der 14-3-3 Proteinfamilie dieser Gruppe an. Sie sind
an der Kontrolle von Replikationsvorgingen beteiligt, und binden in vivo die sog.
cruziforme DNA, die beim Ausstilpen palindromischer Sequenzen an
Replikationsurspriingen entsteht (Zannis-Hadjopoulos et al., 2002). Cruziforme DNA
beinhaltet wie die Holliday-Struktur einen Knotenpunkt, an dem vier doppelstringige
DNA-Segmente zusammenlaufen. Auflerdem gehoren Proteine wie p53 (Lee et al.,
1997) oder das DNA-Reparaturprotein Msh2p (Alani et al., 1997), die moglicherweise
auch in vivo direkt mit Holliday-Strukturen reagieren, zu den X-DNA bindenden

Proteinen.

Diese Beispiele zeigen, dass strukturspezifische X-DNA-Bindung nicht
ausschlieBlich mit der Holliday-Struktur und damit der HR verbunden ist. Vielmehr
besteht die Mdoglichkeit, dass eine in vitro nachgewiesene Bindung an X-DNA die
Bindung von Proteinen an Holliday-Struktur-dhnliche DNA-Konfigurationen in vivo
widerspiegelt. Daher muss jeder Einzelfall einer detaillierten Untersuchung unterzogen

werden.

1.4. Grundlagen und Ziel der vorliegenden Arbeit

In unserer Arbeitsgruppe wurden in der Vergangenheit mehrfach mdogliche
Funktionen der spiaten HR in S. cerevisiae-Extrakten nachgewiesen. So wurde die X-
Solvase Endo X3 entdeckt, angereinigt und charakterisiert (Jensch ef al., 1989). Das die
Aktivitdt ausiibende Protein konnte dabei jedoch nicht identifiziert werden (Jensch,
1989; Kupfer, 1999). Dariiber hinaus wurde die bislang einzig zweifelsfreie X-Solvase
der Hefe, Ccelp (siehe oben), identifiziert (Kleff et al., 1992).



Einleitung 12

13 14_15

16 17 18 19 20 | 21 22 23 24 25| 26 27 28 29 30
P _A_
— =

Abbildung 3: Substratspezifitat der untersuchten X-DNA bindenden Aktivitat der Hefe S.
cerevisiae.

Gleiche Mengen verschiedener DNA-Substrate wurden mit ansteigenden Volumina von
fraktioniertem Hefe-Extrakt inkubiert und einer EMSA-Analyse unterzogen. Fir jedes DNA-
Substrat (X-DNA, Y-DNA, doppelstrangige DNA, doppelstrangige DNA mit einer CC-
Fehlpaarung, doppelstrangige DNA mit einem ungepaarten Bereich von 8 Nukleotiden und
einzelstrangige DNA; je durch ein Symbol gekennzeichnet, vgl. Tabelle 8) sind 5 Spuren
dargestellt. Die erste beinhaltet jeweils das unbehandelte Substrat, die nachfolgenden 1, 2, 4,
und 5 pl des fraktionierten Extraktes. Die im Extrakt vorhandene Aktivitat bindet ausschlief3lich
die verzweigten X- und Y-DNA-Substrate (Rass, 1999).

Neben der Arbeit an X-Solvasen wurde auch nach X-DNA bindenden Proteinen
gesucht. Frank Thiemann setzte dazu, nach Vorarbeiten von Katrin Lukowsky
(Lukowsky, 1991), ein X-DNA-Substrat ein, dessen Doppelstrangenden mit
Einzelstrangschleifen ,,versiegelt” waren, um exonukleolytischem Abbau vorzubeugen.
Dies fiihrte zur Isolierung der Lysyl-tRNA-Synthetase. Es stellte sich aber heraus, dass
die Lysyl-tRNA-Synthetase kein ,.echtes“ X-DNA bindendes Protein ist, da die
Substratbindung von den Einzelstrangbereichen abhingig war (Thiemann, 1995). In der
gleichen Arbeit wurde in einer Testreihe mit einem X-DNA-Substrat ohne
Einzelstrangbereiche eine X-DNA-bindende Aktivitit nachgewiesen, aber nicht weiter

untersucht.
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Diese Arbeiten wurden in meiner Diplomarbeit wieder aufgegriffen (Rass, 1999).
Darin wurde eine X-DNA bindende Aktivitdt in Hefe-Rohextrakten mittels EMSA
nachgewiesen. Durch Proteinfraktionierung und Messung der spezifischen Aktivitit

wurde ein Reinigungsprotokoll fiir die X-DNA bindende Aktivitit ausgearbeitet.

a

X-DNA bindende
Aktivitat = e —

T4 Endo VII e e

gebundene :
X-DNA— . - =

X-DNA—|’ :

geschnittene
X-DNA—

| 2 s .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

% geschnittene X-DNA

0 T T T 1

0 0,5 1 1,5 2
T4 Endo VIl [ng]

Abbildung 4: Die untersuchte X-DNA bindende Aktivitat der Hefe S. cerevisiae stimuliert
die X-Solvase-Aktivitat von Endo VII.

(a) EMSA-Analyse von unbehandeltem (Spur 1) bzw. von mit fraktioniertem Hefe-Extrakt
vorinkubiertem (Spur 2) X-DNA Substrat nach einer Schnittreaktion mit T4 Endo VII (Spuren 3
bis 14). Spuren 3 bis 8 zeigen das unbehandelte und 9 bis 14 das vorinkubierte Substrat,
welches jeweils mit 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2 und 10 ng Endo VIl geschnitten wurde. Die EMSA-
Analyse zeigt, dass die Vorinkubation mit der X-DNA bindenden Aktivitdt zu einer erhdhten
Abbaurate fuhrt. (b) Graphische Darstellung dieses Effektes nach Quantifizierung des Anteils
an geschnittenem Substrat je Spur. Schwarze Punkte reprasentieren mit der X-DNA bindenden
Aktivitat vorinkubierte Proben, weille Punkte Proben ohne X-DNA bindende Aktivitat (Rass,
1999).

Eine Charakterisierung der Proteinfraktion am Ende der Reinigung zeigte, dass
die Priaferenz der Aktivitét fiir X-DNA spezifisch ist. Aus einer Reihe von angebotenen
DNA-Substraten band die Aktivitdt nur das X-formige Substrat und, weniger stark, ein
dreifach verzweigtes Substrat (Y-DNA). Unverzweigte Substrate wurden auch dann

nicht gebunden, wenn Storungen des Doppelstrangs in Form einer Basenfehlpaarung
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oder eines ungepaarten Einzelstrangbereiches vorlagen (Abbildung 3). Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass die X-DNA bindende Aktivitit die X-Solvase
Endonuklease VII des Bakteriophagen T4 (T4 Endo VII; Mizuuchi et al., 1982)
stimuliert (Abbildung 4). Dieser Befund legt nahe, dass die beobachtete Aktivitit
gleichzeitig mit anderen Proteinen an einer Holliday-Struktur wirken kann, und dass die
Holliday-Struktur durch Bindung der Aktivitit in eine Konfiguration gebracht wird, die
leichter durch eine X-Solvase prozessiert werden kann. Somit kdnnte sie als Hilfsfaktor

der HR dienen.

In einem ersten Versuch, das hinter der Aktivitit stehende Protein zu
identifizieren, wurden die am stidrksten vertretenen Proteine der Fraktion mit der
hochsten spezifischen Aktivitéit isoliert und einer Sequenzanalyse unterzogen. Nach
Heranziehen bekannter experimenteller Daten wurden die identifizierten Proteine bis
auf eines als Urheber fiir die beobachtete Aktivitit ausgeschlossen, da sich in keiner
Weise ein Bezug zum DNA-Metabolismus herstellen lie. Bei der Ausnahme handelte
es sich um Zuotin, das bereits als strukturabhéingig DNA-bindendes Protein beschrieben
worden war (Zhang ef al., 1992). Eine ndhere Untersuchung ergab jedoch, dass Zuotin
kein spezifisch X-DNA bindendes Protein ist (Schmiemann, 2001). Die X-DNA
bindende Aktivitdit gehorte also zu den unterreprdsentierten Proteinen in der

untersuchten Proteinfraktion und blieb weiter unentdeckt.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Identifizierung des Proteins,

welches die beobachtete X-DNA bindende Aktivitit ausiibte, voranzutreiben.
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2. Material und Methoden
2.1. Material

Neben den im Folgenden aufgefiihrten Materialien, finden sich einzelne Angaben

zu Material und Pufferlosungen in den Methodenbeschreibungen ab Seite 23.

2.1.1. Chemikalien

Alle in der Arbeit verwendeten Chemikalien, die im Folgenden nicht aufgefiihrt
sind, wurden von den Firmen Merck, Darmstadt, oder Sigma, Deisenhofen, mit der

Qualitét p.A. bezogen.

Acrylamid/Bis (2,6 %C) Biorad, Miinchen

Acrylamid/Bis (5 %C) Serva, Heidelberg

Agarose Seakam LE Biorad, Miinchen

Protein Assay Losung Biorad, Miinchen
Bromphenolblau (BPB) Serva, Heidelberg
Didesoxy-Nukleotide Amersham Biosciences, Freiburg
ECL 1 und 2 Amersham Biosciences, Freiburg
Entwickler-Losung G135 A, B Agfa Deutschland, Kdln
Ethidiumbromid Calbiochem, San Diego, USA
Fixierer-Losung G354 Agfa Deutschland, Kbln
Glutaraldehyd Serva, Heidelberg
Isopropylthiogalaktosid (IPTG) Biomol, Hamburg
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva, Heidelberg

Poly[d(I-C)] Roche, Mannheim

complete mini EDTA-free protease Roche, Mannheim

inhibitor cocktail

Triton X-100 Calbiochem, San Diego, USA
Tween 20 Calbiochem, San Diego, USA
Xylencyanol (XC) Serva, Heidelberg

2.1.2. Grundstoffe und Zusatze fiir Nahrmedien

Alle in der Arbeit verwendeten Grundstoffe und Zusétze fiir Ndhrmedien, die im
Folgenden nicht aufgefiihrt sind, wurden von den Firmen Merck, Darmstadt, Sigma,

Deisenhofen, oder Difco, Detroit, USA, bezogen.

Stickstoffbasis Gibco BRL, Paisley, Schottland
X-a-Gal BD Biosciences Clontech, Palo Alto, USA
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2.1.3. Radioisotope

Fiir die radioaktive 5'-Markierung von Oligonukleotiden (DNA) wurde y->"P-ATP
(>185 TBg/mmol), fiir die radioaktive Markierung von Proteinen L-[**S]-Methionin
(>1000 Ci/mmol bei 10 mCi/ml) der Firma Amersham Biosciences, Freiburg,

eingesetzt.

2.1.4. Puffer und Lésungen

Lysepuffer 50 mM Tris-HCI, pH 8

100 mM NacCl

0,1% (v/v) B-Mercaptoethanol

10% (v/v) Glyzerin

1 mM PMSF

1 Tablette complete mini EDTA-free protease

inhibitor cocktail je 10 ml Puffer
Hefe-Lysepuffer 50 mM HEPES, pH 7,5

150 mM NacCl

ImM EDTA

0,5 mM PMSF

1 Tablette complete mini EDTA-free protease

inhibitor cocktail je 10 ml Puffer
PBS 140 mM NacCl

2,7 mM KCI

10 mM NazHP 04

1,8 mM KH2P04
PBST PBS + 0,05% (v/v) Tween 20
Puffer A (Zellaufschlusspuffer) 10 mM Tris-HCIL, pH 7,5

1 mM EDTA

10 mM MgCl,

10 % (v/v) Glyzerin

2 mM PMSF
Puffer B 10 mM Tris-HCI, pH 8,0

1 mM EDTA

10 mM B-Mercaptoethanol

10 % (v/v) Glyzerin
Puffer C 10 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6,0

1 mM EDTA

10 mM B- Mercaptoethanol

10 % (v/v) Glyzerin
Silber-Losung I 30 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsédure
SDS-Probenpuffer 50 mM Tris-HCI, pH 6,8,

2mM EDTA

1% (w/v) SDS

ImM B-Mercaptoethanol

0,025% (w/v) BPB

20% Glyzerin
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Silber-Losung 11 30 % (v/v) Methanol
0,5 M Natriumacetat, pH 6,0
0,5 % (v/v) Glutaraldehyd
0,2 % (W/V) NaQSQO3
Silber-Losung 111 0,1 % (w/v) AgNO;
0,01 % (v/v) Formaldehyd
Silber-Losung IV 2,5 % (w/v) NaCOs
0,01 % (v/v) Formaldehyd
TBE-Puffer 8,9 mM Tris
8,9 mM Borat
2 mM EDTA
TE-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 8
1 mM EDTA
2.1.5. Stamme
Tabelle 1: Verwendete S. cerevisiae-Stamme.
Stamm Nr.” Genotyp Abstammung Referenz/Herkunft
RS190 MATa; topl-8; ade2; ura3; his3; Ausgangsstamm | R. Sternglanz (State
trpl; can” University of New
York, Stony Brook,
USA)
Acrpl (1) MATa; topl-8; ade2; ura3; his3; RS190 diese Arbeit
trp; can’; crpl::HIS3
Acrpl (2) MATa; topl-8; ade2; ura3; his3; RS190 diese Arbeit
trp; can’; crpl::HIS3
BY4741 Y00000 | MATa, his3A1; leu2A0; metlSAO; | Ausgangsstamm | EUROSCARF
ura3A0
BY4742" Y10000 | MATe; his3AI; leu2A0; lys2A0; Ausgangsstamm | EUROSCARF
ura3 A0
BY4743° Y20000 | MATa/MATa; his3A1/his3Al; Ausgangsstamm | EUROSCARF
leu2A0/leu2 AO; met1 SAO/METI S,
LYS2/lys2A0; ura3A0/ura3A0
URY4 YO07089 | MATa, his3Al; leu2A0; met15A0; | BY4741 EUROSCARF
ura3A0; YHRI146w: kanMX4
URYS Y17089 | MATa; his3AI; leu2 A0; Iys2A0; | BY4742 EUROSCARF
ura3A0; YHRI146w::kanMX4
URY7 Y37089 | MATa/MAT e, his3Al/his3Al; BY4743 EUROSCARF
leu2 A0/leu2 A0; lys2A0/LYS2;
METI15/met15A0; ura3A0/ura3A0;
YHRI146w: :kanMX4/YHRI146w: ka
nMX4
URYS Y02039 | MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; | BY4741 EUROSCARF
ura3A0; YNLI173c: :kanMX4
URY9 Y12039 | MATe; his3Al; leu2 A0; lys2A0; BY4742 EUROSCARF
ura3A0; YNLI173c::kanMX4
URY13 mdglcrpl BY4741 diese Arbeit
URY24 GFP-CRPI BY4741 diese Arbeit
URY34 CRP1-13Myc BY4741 diese Arbeit
Arad6 YO04425 | MATa, his3Al; leu2A0; met15A0; | BY4741 EUROSCARF
ura3A0; YGLO5S8w: :kanMX4
Arad51 Y06401 | MATa; his3Al; leu2A0; met15A0; | BY4741 EUROSCARF
ura3A0; YER095w: :kanMX4
W303-1A MATa, ura3-52; trpl A2; leu2-3, Ausgangsstamm | Thomas & Rothstein,

112; his3-11,;ade2-1; canl-100

1989
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AH109

MATa; trp1-901; leu2-3, 112;

ura3-52; his3-200; gal4A; gal804;

LYS2:: GAL]UAs-GAL] TATA'HIS3;
GAL2 UAS~ GALZTA TA-ADEZ;
URA3::MELI UAS'MEL]TATA-ILZCZ

Ausgangsstamm

BD Biosciences
Clontech, Palo Alto,
USA

*BY-Serie (Brachmann et al.,, 1998) von Wildtyp-Ausgangsstammen, die im Rahmen des
internationalen Programms zur systematischen Deletion der Gene von S. cerevisiae (Winzeler
et al.,, 1999) im europaischen Programmteil EUROFAN Il benutzt werden. Die Serie ist
isogenisch zu S288c, dem Hefestamm dessen Genom sequenziert wurde (Goffeau et al.,

1996).

**Referenznummer zur

Bestellung der jeweiligen Stamme der

BY-Serie bei

EUROSCARF (European Saccharomyces Cerevisiae Archive for Functional Analysis) an der
Johann Wolfgang Goethe-Universitat in Frankfurt am Main, Institut fur Mikrobiologie, Marie-
Curie-Str. 9, 60439 Frankfurt (http://www.rz.uni-frankfurt.de/FB/fb16/mikro/euroscarf/).

Tabelle 2: Verwendete E. coli-Stamme.

Stamm Genotyp Referenz/Herkunft
DH5a F-; deoR endAl1gyrA(Nal’) hsdR17(rK- mK+) recAl Woodcock et al.,
relA supE44 thi-1 A(lacZYA-argFV169) ¢- 1989
80AlacZAM15
BL21(DE3)pLysS E. coli B; F-; dem ompT hsdS(rg— mp—) gal A (DE3) Stratagene, La Jolla,
[pLysS Cam] USA
BL21- E. coli B; F-; ompT hsdS(rg— mp—) dem+ Tet' gal 1 Stratagene, La Jolla,
CodonPlus(DE3)-RIL | (DE3) endA Hte [argU ileY leuW Cam'] USA
XL1-Blue endAl gyrA96(Nal') hsdR17(rK- mK+) recAl reldl Stratagene, La Jolla,
supE44 thi-1 lac [F' proAB lacl"ZAM15 Tnl0 (Tet")] USA
2.1.6. Plasmide
Tabelle 3: Expressionsplasmide zur Verwendung in E. coli.
Basisplasmid | Name codierende Fremd-DNA | fur die Klonierung durch die Fremd-
verwendete Primer DNA codiertes
Proteinfragment
pET11a-His- | pURI101 CRP] Basen 1-1395 URO013; URO15 Crplp: komplett
Tev pUR103 CRP] Basen 1-789 URO013; UR0O16 Crplp: aa 1-263
pURI112 CRPI Basen 1-1224 URO013; UR043 Crplp: aa 1-408
pURI113 CRPI Basen 1-1056 URO013; UR042 Crplp: aa 1-352
pURI115 CRPI Basen 1-360 URO013; UR0O14 Crplp: aa 1-120
pURI116 CRP1 Basen 385-1395 UR044; URO15 Crplp: aa 120-465
pURI117 CRP1 Basen 778-1395 URO045; UR0O15 Crplp: aa 260-465
pURI119 CRP1 Basen 424-1395 URO059; URO15 Crplp: aa 142-465
pUR120 CRP1 Basen 1-423 URO013; UR0S8 Crplp: aa 1-141
pURI125 CRP1 Basen 358-480 UR044; UR063 Crplp: aa 120-160
pUR126 CRP] Basen 1-480 URO013; UR063 Crplp: aa 1-160
pUR128 CRP] Basen 1-600 URO013; UR061 Crplp: aa 1-200
pUR130 CRP] Basen 358-423 UR044; UR058 Crplp: aa 120-141
pURI131 CRP1 Basen 424-480 URO059; UR063 Crplp: aa 142-160
pUR132 CRP1 Basen 478-1395 URO065; URO15 Crplp: aa 160-465
pUR107 MDG] Basen 1-360 URO017; UR020 Mdglp: aa 1-120
pUR108 MDG] Basen 1-789 URO017; UR0O19 Mdglp: aa 1-263
pUR109 MDG] Basen 1-1098 URO017; UR0O18 Mdglp: komplett
pETl11a- pURI11 CRPI Basen 1-1395 URO014; UR039. Crplp: komplett
Thrombin-His URO064; UR050
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Tabelle 4. Expressionsplasmide zur Verwendung in S. cerevisiae

Plasmidname

codierende Fremd-
DNA

far die Klonierung
verwendete Primer

durch die Fremd-
DNA codiertes
Proteinfragment

pJD-CEX1-LEU

Basisvektor

pID-CEX1-LEU-Egt2p

EGT2, Basen 1-3123

URO082; UR084

Egt2p: komplett

pJD—CEXl_LEU_Egtzpaal-mm

EGT2, Basen 1-3003

URI119; UR082

Egt2p: aa 1-1001

pJD-CEX1-LEU-Egt2p™'***

EGT2, Basen 40-855

URI120; UR121

Egt2p: aa 14-285

pJD-CEX1-LEU-Drs]p™¥7*

DRS1, Basen 1612-2256

URI117; UR116

Drslp: aa 538-752

pJD-CEX1-LEU-Gnolp

GNOI, Basen 1-813

URO085; UR086

Gnolp: komplett

pJD-CEX1-TRP

Basisvektor

pJD-CEX1-TRP-Crp lpaal-160

CRP1 Basen 1-480

UR089; UR090

Crplp: aa 1-160

pGBKT7 Basisvektor - -

pGBKT7-p53 murines p53 - p53: komplett

pGBKT7-T groB3es T-Antigen von - T-Antigen:
SV40 komplett

pGBKT7-Crplp

CRP1 Basen 1-480

UR067; UR070

Crplp: aa 1-160

pGBKT7-Crplp™' '

CRP1 Basen 478-1395

UR068; UR069

Crplp: aa 160-465

pGBKT7'Crp 1 paa160—465

CRPI Basen 1-1195

UR067; UR069

Crplp: komplett

2.1.7. Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von den Firmen Amersham Biosciences, Freiburg, und
Thermo Life Sciences, Ulm, bezogen. Sie wurden als Lyophilisat geliefert und auf eine

Endkonzentration von 100 pM/ul in TE-Puffer resuspendiert.

Tabelle 5: Verwendete Primer zur Konstruktion von Expressionsplasmiden bzw. von
Matrizen fur die in vitro Expression von Proteinen.

URO013 | 5'-TCCTCCCCGCGGATGAGTAGTGAACTCATGTTCAAC

UR014 | 5'-TCCTCCTCCCATATGAGTAGTGAACTCATGTTCAAC

URO015 | 5'-TCCTCCGGTACCTCACTTAAATAGCTTCTTCAATTTGC

URO16 | 5'-TCCTCCGGTACCTCAAACAATAGGGCCAGCAACGGG

URO017 | 5'-TCCTCCCCGCGGATGCAATCGAGCTTACCTCAATTTAC

URO018 | 5-~AAGAAGGGATCCTCACTTCAAAAGCTGGGCCAACTT

URO019 | 5'~AAGAAGGGATCCTCATGAAGCTTCAGCGTCTGCACTTGT

UR020 | 5'-AAGAAGGGATCCTCATGGTTCGATAAGAGGGGCATTCTTT

URO039 | 5'-TCCTCCGGTACCTCATCAGTGATGGTGATGGTGATGAGCTCGCGGAACCA
GCTTAAATAGCTTCTTCAATTTGCCG

UR042 | 5'-TCCTCCGGTACCTCATTTGGAACCGTCTAATACACCTTCA

UR043 | 5'-TCCTCCGGTACCTCATTTAGAGCCTTTTTCTTGCTTCTTT

UR044 | 5'-TCCTCCCCGCGGGCAGGTCCTCCTTCTACAAGTAATAG

UR045 | 5'-TCCTCCCCGCGGGGCCCTATTGTTGAATCATCAGTTAC

URO050 | 5'-TTCTTCGAGCTCGCGGACCCAGCTTAAATAGCTTCTTCAATTTGCCGAAG

URO058 | 5'-TCCTCCGGTACCTCATTTAGATCTTCTTTTCTTATTGTTACGC

URO059 | 5'-TCCTCCCCGCGGTTGAAGAAAAAGAGTACTAAGAACAAC

UR061 | 5'-TTCTTCGGTACCTCAAATATGGAAATTGCCCGGAGCTTC

UR063 | 5-TTCTTCGGTACCTCAATTATCGTCTAAACTTTCATTTGACTTC

UR064 | 5'-GGAAATTTCGAAATTACTATGCCCGTGAAACTAGCCAAC

UR065 | 5'-TTCTTCCCGCGGAATGAAGAAGAAGACGGGGTGACTG

UR067 | 5'-GCCGAATTCATGAGTAGTGAACTCATGTCCACC

UR068 | 5'-GCCGAATTCAATGAAGAAGAAGACGGGGTGACTG

UR069 | 5'-GCCGTCGACTCACTTAAATAGCTTCTTCAATTTGC

UR070 | 5'-GCCGTCGACTCAATTATCGTCTAAACTTTCATTTGACTTC

UR071 | 5'-GCAGGTCCTCCTTCTACAAGTAATAGAGCGGCAAACAAGCGTAACAAT
AAGAAAAG
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UR072 | 5'-CTTTTCTTATTGTTACGCTTGTTTGCCGCTCTATTACTTGTAGAAGGAGG

ACCTGC

UR073 | 5'-GCAGGTCCTCCTTCTACAAGTAATAGAAAGAAAAACGCGGCTAACAAT
AAGAAAAGAAG

UR074 | 5'-CTTCTTTTCTTATTGTTAGCCGCGTTTTTCTTTCTATTACTTGTAGAAGGAG
GACCTGC

URO075 | 5'-CCTTCTACAAGTAATAGAAAGAAAAACAAGCGTAACAATAAGGCAGCA
AGATCTAAATTGAAGAAAAAGAG

UR076 | S'-CTCTTTTTCTTCAATTTAGATCTTGCTGCCTTATTGTTACGCTTGTTTTTCT
TTCTATTACTTGTAGAAGG

UR077 | 5TCCTCCCCGCGGGAGATCTGGAATTCGGATCCTCG

UR078 | 5"TCCTCCGGTACCGGGGTTTTTCAGTATCTACGATTC

URO079 | 5~AAAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAGCCGCCACCATGTACCC
ATACGACGTTCCAGATTACGCTGAGATCTGGAATTCGGATCCTCGAGGC

URO082 | 5'-TCCTCCTCTAGACCGCGGATGAATAAACTATTGTTA

UR084 | 5'-TCCTCCCCCGGGTTAAGCGTAATCTGGTACGTCGTATGGGTACTGCAGGA
GAAATGAGATTAACCCTAG

URO085 | 5'-TCCTCCCCGCGGATGGGTTTGGCAGCTACAAGAAC

UR086 | 5'-TCCTCCCTGCAGGTCGTTTGTTATCATAAAGATCTCAT

URO089 | 5'-TCCTCCTCTAGAATGGAGGAGCAGAAGCTGATCT

UR090 | 5'-TCCTCCGGGCCCTCACTGCAGGTCGACTCAATTATCG

URI116 | 5'-TCCTCCGCACTGCAGCCTACGGCTTTTGAAGCCCTTC

URI117 | 5'-TCCTCCTCCTCTAGACCGCGGATGTTGGCCTCCAGAGGTCTTGATA

URI19 | 5'-TCCTCCTCCCTGCAGTATTGTAGATAGAGATGTGCTGG

URI120 | 5'-TCCTCCTCTAGACCGCGGATGATACTCGGCCTAGCAAACGCTC

URI21 | 5-TCCTCCTCCCTGCAGTGTACCTTCATCGGGATATGTTAA

Tabelle 6: Oligonukleotide fir DNA-Substrate

5'-TCAAAGAATTCCGGGTTAGAGATCTCC

5'-AGGAGATCTCTAATCTCCGATCGATGTAG

5'-GCTACATCGATCGGAGAGGCTAGGCCTA

5'-CTAGGCCTAGCCCCCGGAATTCTTTG

5'"TCAAAGAATTCCGGGTCTCCGATCGATGTAG

5'-GCTACATCGATCGGAGACCCGGAATTCTTTG

5'-AGGAGATCTCTAAGGCTAGGCCTA

5-CTAGGCCTAGCCTTAGAGATCTCC

5'-GCTACATCGATCGGACACCCGGAATCTTTG

— |0 |0 | I[N | [W|IN|—

0 5'-GCTACATCCCATCCAGGATCGGAGACCCGGAATTCTTTG

Tabelle 7: Primer fur Deletionen und Modifikationen von Hefegenen.

URO021-F1 | 5'-“ATAAAAGATACAAAAATCACTAAGAAAACTAATCTA
TCAATAAAACGGATCCCCGGGTTAATTAA

UR022-F2 | 5'-AAGAAGAAAACTGGTTTCTTCGGCAAATTGAAGAAG
CTATTTAAGCGGATCCCCGGGTTAATTAA

URO023-R1 | 5-TTATATTTCTATGATTCGGCAACATGAGACCAATCCTT
AGATAATGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

UR024-R5 | 5'-AGCAGGCCAGCTAAAAGTATAGTTGAACATGAGTTC
ACTACTCATTTTGTATAGTTCATCCATGC

UR025-F4 | 5'-GATTTGAACAAGGTTTTATCATTTTCTGATACGTTT
TTTGTACTTGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

UR-I1 5'-CCCATAGCCTGCTTGAATGC

UR-O1 5'-GAACAAGGTTTTATCATTTTCTGA

UR-0O3 5'- CGGCAACATGAGACCAATCCTTAG
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2.1.8. DNA-Substrate

Das in dieser Arbeit verwendete X-DNA-Substrat besteht aus 110 Nukleotiden
und wird durch die Hybridisierung von vier Oligonukleotiden (1 bis 4) hergestellt. Die
Sequenz des Substrates stimmt mit dem von Frank Thiemann (Thiemann, 1995)
verwendeten X-DNA-Substrat iiberein und wird nach seiner Nomenklatur CF110
genannt (vgl. Abbildung 7). Die einzelnen Arme besitzen keine Sequenzhomologien, so
dass der Kreuzungspunkt fixiert ist und keine branch migration stattfinden kann. Jeder
Arm der X-DNA besitzt eine nur hier vorkommende Restriktionsschnittstelle, die
verwendet werden kann, um die vollstindige Hybridisierung durch Spaltung des
jeweiligen Armes zu kontrollieren. Die X-formige Struktur kann mit Hilfe der X-
Solvase Endo VII gepriift werden. Eine solche Charakterisierung von CF110 kann in
meiner Diplomarbeit eingesehen werden (Rass, 1999, darin Abbildung 6). Die
Sequenzen der Tlbrigen Substrate wurden von CF110 abgeleitet. Die beiden
Doppelstrang-Substrate, die aus Oligonukleotiden 5 und 6 bzw. 7 und 8 bestehen,

decken gemeinsam die gesamte Sequenz des X-DNA-Substrates ab.

Tabelle 8: Verwendete DNA-Substrate

Substrate Oligonukleotid- DNA-
Zusammensetzung Struktur
X-DNA *1+2+3+4 =
Y-DNA 34+4+%5 Y
Doppelstrang *5+6 =
Doppelstrang *7+8 ||
Doppelstrang mit CC- *5+9 ——
Fehlpaarung
Einzeltrang *5
Doppelstrang mit *5+10 A
ungepaartem Bereich

Das mit einem Stern gekennzeichnete Oligonukleotid ist jeweils am 5'-Ende mit P radioaktiv
markiert.
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2.1.9. Gerate und Apparaturen

Agarosegelelektrophoresekammer
Brutschrank T 6030
Dialyseschldauche ZelluTrans
Dialysemembranen

Disintegrator S
Durchflussdialysekammer MD

2 Mikrokiivetten
Entwicklermaschine Curix 60
Fliissigkeitsszintillationszdhler LS 5000 TD
FPLC-Anlage (computergesteuert)
FPLC-Kiihlschrank Unichromat 1400
FPLC-Steuereinheit LCC 500-Plus
PAA-Gelelektrophoresekammern
Gelelektrophoresesystem Mini Protean 11
Glasperlen (& 5 mm)

Heizgerit Thermostat 5320

NAP-5 Sdulen

PCR-Maschine

Phosphoimager Fuji X BAS 1000
Photometer Ultrospec 111

pH-Meter @ 220

PVDF-Membran Westran
Quarzkiivetten Suprasil
Rontgenfilme X Omat AR
Schlauchpumpe

Schiittelinkubator Innova 4300

Sterilfilter Millex GV (0,22 pm)
Tischzentrifuge 5417

Ultrazentrifuge L8 70M
UV-Transilluminator 2020
Vakuumkonzentrator Univapo 150 H
Vortex Mischer Genie 2
Wasserkiihlsystem RC 6

Zentrifuge Megafuge 1.0R
Zentrifuge RC-5B

Anfertigung der Institutswerkstatt
Heraeus, Glashiitten

Roth, Karlsruhe

BRL, Neu-Isenburg

BIOmatik GmbH, Rodgau

BRL, Neu-Isenburg

Ratiolab, Dreieich

Agfa Deutschland, Koln
Beckman, Miinchen

Amersham Biosciences, Freiburg
UniEquip, Martinsried
Amersham Biosciences, Freiburg
Anfertigung der Institutswerkstatt
Biorad, Miinchen

BIOmatik GmbH, Rodgau
Eppendorf, Engelsdorf
Amersham Biosciences, Freiburg
MJ Research, Waltham, USA
Fuji Photo Film GmbH, Diisseldorf
Amersham Biosciences, Freiburg
Beckman, Miinchen

Millipore, Eschborn

Hellma, Miillheim

Kodak, Stuttgart

Millipore, Eschborn

New Brunswick Scientific, Edison,
USA

Millipore, Eschborn

Eppendorf, Engelsdorf

Beckman, Miinchen

Herolab, Wiesloch

UniEquip, Martinsried

Bender & Hobein, Ziirich

Lauda, Lauda-Konigshofen
Heraeus, Glashiitten

Sorvall, Bad Homburg
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2.2. Methoden

2.2.1. Mikrobiologische Methoden

Im Verlauf dieser Arbeit wurden die Mikroorganismen S. cerevisiae und E. coli
kultiviert. Die Anzucht der Zellen erfolgte unter aeroben Bedingungen mit komplexen
Medien oder synthetischen Minimalmedien in Form von Nihrlésungen bzw.
Néhrboden. Die Nédhrboden setzten sich wie Nédhrlosungen zusammen, enthielten 2%
(w/v) Agar und wurden in Petrischalen mit einem Durchmesser von 8,5 cm angesetzt.
Die Inkubationstemperatur betrug 37°C bei E. coli und —falls nicht anders angegeben —
30°C bei S. cerevisiae. Als Gefdf3e fiir Fliissigkulturen dienten Erlenmeyerkolben und
Reagenzgliser verschiedener Grof3e, die in einem Schiittelinkubator bei 220 U/min (E.
coli) bzw. 180 U/min (S. cerevisiae) inkubiert wurden. Die Bestimmung der Zellzahl in
einer Fliissigkultur erfolgte als Abschédtzung anhand der sich proportional verhaltenden
optischen Dichte, die photometrisch als Absorption bei 600 nm gemessen wurde.
Lebendzellzahl-Bestimmungen als Richtwerte flir eine optisch bestimmte Zellzahl
sowie zur Erstellung von Uberlebenskurven von S. cerevisize wurden durch
Ausplattieren geeigneter Verdiinnungen und Auszdhlen der entstehenden Kolonien

durchgefiihrt.

Die Anzucht des S. cerevisiae Stammes RS190 wurde von der Gesellschaft fiir
biotechnologische Forschung in Braunschweig mit Hilfe eines 200 1 Fermenters
durchgefiihrt. Die Zellen wurden in der spétlogarithmischen Wachstumsphase geerntet

und bei -80°C gelagert (Thiemann, 1995).

Alle Nédhrmedien wurden in H,O™ gelost und autoklaviert. Glukose und
Galaktose (in HyO™ gelost und sterilfiltriert), einzeln zuzugebende Aminosduren und
Nukleinsdurebasen (Vorratslosungen nach Burke et al., 2000), X-a-Gal (geldst in
Dimethylformamid, Endkonzentration 20 pg/ml), Methylmethansulfonat (MMS) und
die Antibiotika Ampicillin (gelost in H,O™, Endkonzentration 100 pg/ml),
Chloramphenicol (gelost in Ethanol, Endkonzentration 83 pg/ml) und Kanamycin
(gelost in HO™, Endkonzentration 50 pg/ml) wurden den entsprechenden Medien bei

ca. 50°C nach dem Autoklavieren zugesetzt.
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S. cerevisiae wurde in YPDA-Vollmedium (1% (w/v) Hefe-Extrakt, 2% (w/v)
Pepton, 2% (w/v) Glukose 0,004 % (w/v) Adeninsulfat) kultiviert. Die Selektion von
plasmidcodierten Auxotrophiemarkern erfolgte mit Hilfe synthetischer Minimalmedien
(0,67% (w/v) Stickstoftbasis, 2% (w/v) Glukose, 0,04% (w/v) Uracil, 0,02% (w/v)
Adenin, mit verschiedenen Aminosduren: 0,02% (w/v) Arginin, 0,01% (w/v) Histidin,
0,01% (w/v) Methionin, 0,04% (w/v) Lysin, 0,04% (w/v) Tryptophan, 0,05% (w/v)
Threonin, 0,06% (w/v) Isoleucin, 0,06% (w/v) Phenylalanin) je in Abwesenheit der zur
Selektion verwendeten Aminosduren (Selektionsmedium oder synthetic drop out
medium, Abk.; SD). Zur Induktion Pgay-kontrollierter Proteinexpression wurde in YP-
Medium (1% (w/v) Hefe-Extrakt, 2% (w/v) Pepton) mit 2% (w/v) Galaktose kultiviert.
Zur Induktion der Sporenbildung wurden GNA-Prisporulationsndhrboden (1% (w/v)
Hefe-Extrakt, 3% (w/v) Néhrbullion, 5% (w/v) Glukose) und fliissiges
Sporulationsmedium (1% (w/v) Kaliumacetat, 0,005% (w/v) Zinkacetat, 0,04% (w/v)
Uracil, 0,01% (w/v) Histidin, 0,01% (w/v) Leucin) verwendet. Ndahrbdoden mit einem
MMS-Gradienten von 0 bis 0,2% (w/v) wurden hergestellt, indem zunéchst ein YPDA-
Néhrboden mit 0,2% (w/v) MMS in eine schrig stehende Petrischale (einseitig auf einer
0,3 mm hohen Unterlage aufsitzend) gegossen wurde. Nach Erhdrtung wurde die Schale
eben aufgestellt und mit regulirem YPDA-N&hrboden ausgegossen, so dass die schrige
MMS-enthaltende Schicht am hochsten Punkt gerade die Oberfliche des Nihrbodens

erreichte. Zur blau-weil Selektion von X-a-Galaktosidase exprimierenden S.

cerevisiae- oder E. coli- Zellen wurden X-o-Gal-Indikatorplatten verwendet.

E. coli wurde in Luria-Bertani- (LB) Medium (0,5% (w/v) Hefe-Extrakt, 1% (w/v)
Trypton, 1% (w/v) NaCl) kultiviert. Die Selektion von plasmidvermittelten Antibiotika-
Resistenzen erfolgte durch Zugabe entsprechender Antibiotika in das jeweilige

Kulturmedium.

2.2.2. Molekularbiologische Methoden

Methoden des standardmifBigen Umgangs mit DNA (z.B. Lagerung, Féllung) und
allgemeine Techniken der Molekularbiologie wurden gemifl der Protokollsammlung
von Maniatis (Maniatis et al, 1982) bzw. Sambroock (Sambrook et al, 1989)

angewandt. In einigen Féllen wurde hier auf eine ndhere Beschreibung verzichtet.
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2.2.2.1. Methoden zur Herstellung rekombinanter DNA und zur Analyse
von DNA

In-vitro Amplifikation von DNA

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, Abk.: PCR) erlaubt
die in vitro Amplifikation eines definierten DNA-Fragments. Dabei werden Primer, die
den zu amplifizierenden Bereich flankieren und die sich nach der Hitzedenaturierung
der Matrize an die ihnen komplementéren Bereiche anlagern, an den in Richtung des zu
amplifizierenden Bereiches orientierten 3'-OH-Enden verldngert. Es erfolgt eine weitere
Runde der Hitzedenaturierung, Hybridisierung der Primer (jetzt auch an die in der
vorherigen Runde erzeugte DNA) und Synthese. Nach ca. 30 Zyklen ist das spezifische
DNA-Fragment millionenfach angereichert. Die so gewonnenen DNA-Fragmente
wurden sowohl fiir molekulares Klonieren und die Integration ins Hefegenom als auch
fiir analytische Zwecke zur Charakterisierung von modifizierten Loci im Hefegenom
genutzt (diagnostische PCR). Ferner wurde eine methodische Variante mit nur einem
Primer verwendet, um Einzelstrang-DNA fiir die Sequenzanalyse zu erzeugen (vgl.
DNA-Sequenzierung, Seite 27). Zur Generierung von doppelstringigen PCR-Produkten
wurde entweder die Pwo-Polymerase von Pyrococcus woesei (mit eigener 3'-5'
Korrekturlesefdhigkeit) oder das Expand High Fidelity PCR System, eine Mixtur aus
Tag-Polymerase von Thermus aquaticus und einer korrekturlesenden Polymerase
(Barnes, 1994) der Firma Roche, Mannheim, benutzt. Die Reaktionsansidtze wurden
nach Herstellerangaben zusammengesetzt und enthielten bei Verwendung der Pwo-
Polymerase 2 mM MgSO, und bei Verwendung des Expand High Fidelity PCR System
2,5 mM MgCl,. Der Einsatz des Expand High Fidelity PCR System erlaubte die
Verwendung von PCR-Primern mit 5'-Uberhingen von mehr als 50 Nukleotiden. Diese
Art von Primer konnte von der Tag-Polymerase nicht verldngert werden. Als Matrizen
wurden je nach Bedarf DNA-Plasmide, genomische Hefe-DNA oder PCR-Fragmente
benutzt. Das jeweilige PCR-Programm richtete sich nach den im Begleitmaterial der

Polymerasen zu findenden Richtlinien.

Reinigung von doppelstrangiger DNA (100 bp bis 10 kb)
Um doppelstringige DNA zu reinigen, wurde das QIAquick PCR Purification Kit

der Firma Qiagen, Hilden, nach Herstellerangaben verwendet. Diese Form der

Reinigung diente der Abtrennung von Proteinen, Primern und Verunreinigungen zur
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Vorbereitung einer Restriktion oder Ligation sowie der Abtrennung kurzer DNA-

Fragmente, die als Produkt einer Restriktion von Plasmid-DNA getrennt werden sollten.

Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Um spezifische DNA-Fragmente (bis ca. 25 pg) aus einer Mischung von DNA-
Fragmenten (speziell nach einer Restriktion) zu isolieren, wurde das Gemisch
elektrophoretisch in einem Agarosegel getrennt. Das gewiinschte DNA-Fragment wurde
unter UV-Licht ausgeschnitten und mittels High Pure PCR Product Purification kit der
Firma Roche, Mannheim, nach Herstellerangaben gereinigt. Alternativ wurde ein
DEAE-Membranstiick, das vorher 10 min in 0,5 M Natronlauge gebadet und dann mit
H,O™ gespiilt wurde, unterhalb der gewiinschten DNA-Bande in das Gel eingesetzt,
und die Elektrophorese fortgesetzt. Die Bindung der DNA an die Membran wurde unter
UV-Licht kontrolliert. Die Membran wurde in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal3
tiberfiihrt und mit 800 pl Niedrigsalz-Puffer (20 mM Tris-HCI, pH 8, 150 mM NaCl, 1
mM EDTA) iiberschichtet. Nach 2 min wurde der Puffer gegen 400 pl eines Hochsalz-
Puffers (20 mM Tris-HCI, pH 8, 1 M NaCl, | mM EDTA) ausgetauscht. Nach 10-
miniitiger Inkubation bei 65°C wurde die Membran verworfen und die in wéssriger
Losung befindliche DNA mittels Phenol-Chloroform Extraktion gereinigt. Dazu wurden
400 pl eines Phenol-Chloroform-Gemisches mit gleichen Volumenanteilen zugesetzt
und der Ansatz geschiittelt und zentrifugiert (14.000 g, 5 min). Die Oberphase wurde in
ein neues 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal iiberfiihrt und mit 400 pl eines Chloroform-
Isoamylalkohol-Gemisches (Volumenanteile 24:1) versetzt. Der Ansatz wurde erneut
geschiittelt und wie oben zentrifugiert. Die Oberphase wurde in ein neues 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefdl} iiberfiihrt und die enthaltene DNA mit Ethanol gefillt. Das
DNA-Pellet wurde mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen und in 20 ul H,O™ mit 10 mM
Tris-HCI (pH 8,5) resuspendiert.

Restriktion und Ligation von DNA

Restriktionsendonukleasen und T4-DNA-Ligase wurden von der Firma New
England Biolabs, Frankfurt am Main, bezogen und gemiB3 der Herstellerangaben
verwendet. Analytische Restriktion erfolgte im allgemeinen bei 1-stiindiger Inkubation,
praparative Restriktion bei Inkubation iiber Nacht. Ligationen erfolgten in einem

Gesamtvolumen von 10 pl, bei 1-stiindiger Inkubation bei RT oder bei Inkubation iN
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bei 4°C. Je Ligation wurden ca. 100 ng Plasmid-DNA und ein vierfacher molarer

Uberschuss an zu ligierendem Fragment eingesetzt.

DNA-Sequenzierung

Die Analyse von DNA-Sequenzen wurde mit Hilfe einer auf der Sanger-Methode
(Sanger et al., 1977) beruhenden Fluoreszenz-Sequenzierung durchgefiihrt. Dazu wurde
das ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit der Firma
Applied Biosystems, Foster City, USA, verwendet. Dieses beinhaltet
Desoxynukleosidtriphosphate, fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleosidtriphosphate als
Terminatoren, eine spezielle Tag-Polymerase (Ampli7ag) sowie einen geeigneten
Reaktionspuffer und MgCl,. Das Kit wurde mit der zu analysierenden DNA in einer
PCR-Reaktion nach Herstellerangaben eingesetzt (PCR-Programm: 25 Zyklen mit je 30
s Hitzedenaturierung bei 96°C, 15 s Hybridisierung bei 50°C und 4 min Synthese bei
60°C). Die Auswertung der Sequenzreaktion erfolgte durch eine Serviceabteilung der
Universitdt zu Kdln mit Hilfe eines ABI PRISM 377- oder ABI PRISM 3100

Sequenziergerites der Firma Applied Biosystems.

2.2.2.2. Herstellung kompetenter Bakterien- und Hefezellen

Um Fremd-DNA in eine Bakterien- oder Hefezelle einbringen zu konnen, miissen
die Empfingerzellen in einen fiir die Transformation kompetenten Zustand gebracht
werden, das heifit einen Zustand, der es den Zellen erlaubt, freie DNA aus dem

umgebenden Milieu aufzunehmen.

Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen

E. coli Zellen wurden aus einer GiN-Kultur in 1 1 LB-Medium iiberimpft (bei
Plasmid-tragenden Zellen in Anwesenheit des zur Selektion notwendigen
Antibiotikums), so dass eine optische Dichte von 0,02 (gemessen bei 600 nm) erreicht
wurde. Diese Kultur wurde bis zu einer optischen Dichte von 0,6 inkubiert, dann 30 min
auf Eis gekiihlt und bei 4°C zentrifugiert (650 g, 20 min). Das Zellpellet wurde zwei
mal mit dem urspriinglichen Kulturvolumen an eisgekiihltem H,O™ (Zentrifugation wie
oben) und ein mal mit 1/25 des urspriinglichen Kulturvolumens an eisgekiihltem 10%
(v/v) Glyzerin in H O™ gewaschen (Zentrifugation bei 1500 g, 20 min) und schlieBlich
in 1/500 des urspriinglichen Kulturvolumens an eisgekiihltem 10% (v/v) Glyzerin in

H,O™ resuspendiert. Die Lagerung erfolgte bei -80°C in Aliquots von 60 ul.
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Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen

E. coli Zellen wurden aus einer iiN-Kultur in 1 1 LB-Medium tiberimpft (bei
Plasmid-tragenden Zellen in Anwesenheit des zur Selektion notwendigen
Antibiotikums), so dass eine optische Dichte von 0,1 (gemessen bei 600 nm) erreicht
wurde. Diese Kultur wurde bis zu einer optischen Dichte von 0,7 inkubiert, dann 30 min
auf Eis gekiihlt und bei 4°C zentrifugiert (650 g, 20 min). Das Zellpellet wurde ein mal
in 1/10 des urspriinglichen Kulturvolumens an eisgekiihltem 0,1 M CaCl, gewaschen,
wie oben gekiihlt und zentrifugiert. AnschlieBend wurde es in 1/100 des urspriinglichen
Kulturvolumens an eisgekiihltem 0,1 M CaCl, mit 15% (v/v) Glyzerin resuspendiert.
Die Lagerung erfolgte bei -80°C in Aliquots von 60 pl.

Herstellung chemisch kompetenter S. cerevisiae Zellen

S. cerevisiae Zellen wurden aus einer UiIN-Kultur in 50 ml YPDA-Medium (bei
Plasmid-tragenden Zellen Minimalmedium ohne die zur Selektion des plasmidcodierten
Auxotrophiemarkers notwendige Aminosédure) {iberimpft, so dass eine optische Dichte
von 0,25 (gemessen bei 600 nm) erreicht wurde. Diese Kultur wurde bis zu einer
optischen Dichte von ca. 1 inkubiert, zentrifugiert (3000 g, 5 min), das Zellpellet mit 25
ml HyO™ gewaschen und wie oben zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1/50 des
urspriinglichen Kulturvolumens an Lithiumacetat-Losung (100 mM Lithiumacetat, 0,1
mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA) resuspendiert, bei 4°C gelagert und nicht linger als

eine Woche verwendet.

2.2.2.3. Transformation von Bakterien- und Hefezellen mit DNA

Transformation elektrokompetenter E. coli Zellen

Die Transformation von elektrokompetenten E. coli Zellen wurde durch
Elektroporation (Dower et al., 1988), bei der eine kurzzeitig angelegte Hochspannung
den Durchtritt von DNA-Molekiilen durch die Zellmembran erlaubt, vorgenommen.
Dazu wurden 50 pl Zellsuspension elektrokompetenter Zellen in einer
Elektroporationskiivette (Gene Pulser cuvette, Biorad, Miinchen), mit einem
Elektrodenabstand von 0,1 cm, mit 6 pl aus Hefe prédparierter Plasmid-DNA-Losung
(vgl. Seite 31) auf Eis versetzt. Das Volumen der aus Hefe priparierter DNA-L&sungen,
das fiir diese Methode geeignet war, wurde in einer Testreihe ermittelt. Dabei waren

zwei Dinge ausschlaggebend: Einerseits musste genug DNA fiir eine effiziente
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Transformation eingesetzt werden (10-200 Kolonien bildende Transformanden pro
Ansatz), andererseits musste das Volumen gering gehalten werden, um einen Stromfluss
durch die mit dem Volumen ansteigende lonenkonzentration in der Mischung zu
verhindern. Die Hochspannung von 1,8 kV wurde unter Verwendung eines Gene Pulser
II der Firma Biorad, Miinchen, (bei einer vorgewihlten Kapazitit von 25 pF und einem
Widerstand von 200 Q) fiir durchschnittlich 4 s nach Herstellerangaben angelegt.
Danach wurde der Kiivetteninhalt in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal mit 1 ml
vorgewdarmten LB-Medium iiberfiihrt und 1 h unter leichtem Schiitteln bei 37°C
inkubiert. Die Zellen wurden bei 6000 g zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und
das Zellpellet in 100 pul LB-Medium resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde auf LB-
Platten, die das zur Selektion des plasmidcodierten Markers notwendige Antibiotikum

enthielten, ausplattiert.

Transformation chemisch kompetenter E. coli Zellen

Der Hitzeschock wurde angewandt, um Zellen zu transformieren, die vorher
chemisch kompetent gemacht wurden. Die anwesenden Ca’’-Ionen umgeben die
zugegebene, negativ geladene Fremd-DNA, was die Anlagerung an die negativ
geladenen Zellmembran erlaubt. Danach wird die Membran durch Hitze temporér
gedftnet, wobei die DNA in die Zellen eindringen kann. Bei dieser Methode wurden 10
ul-Ligationsansdtze oder 10 bis 100 ng gereinigte Plasmid-DNA verwendet. Dazu
wurde die DNA mit 50 pl Zellsuspension kompetenter Zellen in einem 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefdal auf Eis gemischt und 5 bis15 min inkubiert. Dann erfolgte
der Hitzeschock bei 44°C fiir 40 bis 45 s. Nach weiteren 5 min bei RT wurde das
Gemisch mit 50 ul LB-Medium versetzt und auf LB-Platten, die das zur Selektion des
plasmidcodierten Markers notwendige Antibiotikum enthielten, ausplattiert. Die Zahl
der Transformanden wurde, wenn notig, dadurch erhoht, dass die Zellen vor dem

Ausplattieren 1 h bei 37°C in LB-Medium regeneriert wurden.

Transformation von S. cerevisiae Zellen

Die Transformation von S. cerevisiae Zellen mit linearer doppelstrangiger DNA
fiir die Integration in das Genom erfolgte nach der Methode von Gietz zum Erreichen
einer hohen Transformationseffizienz (Gietz et al., 1995). Diese Methode verwendet
Lithiumacetat, um die Zellwand der Hefe fiir den Durchtritt von DNA vorzubereiten

und beinhaltet einen 15-miniitigen Hitzeschock im Wasserbad bei 42°C.
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Transformanden werden auf Minimalmedium plattiert, dem die zur Selektion des durch

die integrierte DNA codierten Auxotrophiemarkers notwendige Aminoséure fehlt.

Das Protokoll zur Transformation einer DNA-Bank wurde mehrfach modifiziert,
um moglichst hohe Transformationseffizienzen zu erreichen. Das optimierte Protokoll
sah folgende Schritte vor: 25-50 pg Gesamt-DNA der Bank wurden mit 2 mg
hitzedenaturierter Fischspermien-DNA (molecular biology grade, der Firma Roche,
Mannheim) versetzt und in einem 15 ml Falcon-Réhrchen mit 1 ml Zellsuspension
kompetenter Zellen kréftig gemischt (vortex). Nach Zugabe von 6 ml einer
Lithiumacetat-Losung (100 mM LiAc, 0,1 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA, 40%
(v/v) Polyethylenglykol mit einem Molekulargewicht > 3000 g/mol) wurde der Ansatz
30 s kréftig gemischt (vortex) und 1 h bei 30°C im Schiittelinkubator bei 175 U/min
inkubiert. Dann wurden 700 pl DMSO zugegeben, der Ansatz gemischt und im
Wasserbad einem 25-miniitigem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt. Alle 5 Minuten
wurde der Ansatz gemischt, um ein Absetzen der Zellen zu verhindern. Die Zellen
wurden 2 min auf Eis gesetzt und dann bei 1000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen in 4,2 ml YPDA resuspendiert. Damit waren die
Transformanden zur Plattierung vorbereitet (vgl. Hefe-2-Hybrid Methode, Seite 40).
Fiir die Transformation mit einzelnen, zu testenden Plasmiden wurde ca. 1 pg Plasmid-
DNA mit 60 pg hitzedenaturierter Fischspermien-DNA versetzt und in einem 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefdl mit 20 pl Zellsuspension kompetenter Zellen kréftig
gemischt. Dann wurde dem oben angegebenen Protokoll unter Anpassung an den

kleineren Mal}stab gefolgt.

2.2.2.4. Isolierung von DNA

Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Préparation kleiner Mengen an Plasmid-DNA (ca. 10 pg) zu analytischen
Zwecken wurden 1,5 ml einer N-Kultur als Ausgangsmaterial verwendet. Die
Zellsuspension wurde in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefdll {iberfiihrt und
zentrifugiert (6000 g, 1 min). Der Uberstand wurde so abgenommen, dass etwa 100 pl
Flissigkeit tiber dem Zellpellet verblieben. In diesen 100 pl wurden die Zellen
resuspendiert und fiir die alkalische Lyse mit 300 pul TENS-Puffer (10 mM Tris-HCI pH
8, ImM EDTA, 0,1 N NaOH, 0,5% (w/v) SDS) versetzt. Der Ansatz wurde vorsichtig
durch mehrmaliges Kippen des ReaktionsgefdBes gemischt und 5 min bei RT inkubiert.
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Nach Zugabe von 190 ul 3M Kaliumacetat (pH 5,5) wurde der Ansatz erneut vorsichtig
gemischt und 15 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation (14.000 g, 5 min),
um ausgefallene genomische DNA und Proteine zu pelletieren. Der Uberstand wurde in
ein neues 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefil} {iberfiihrt und die enthaltene Plasmid-DNA
mit vorgekiihltem Ethanol (-20°C) gefillt, mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen, kurz im
Vakuumkonzentrator getrocknet und in 40 pul HO™ mit 10 mM Tris-HCI1 (pH 8,5)

resuspendiert.

Um hochreine Plasmid-DNA im préparativen Malistab zu isolieren, wurden
Materialien der Firma Qiagen, Hilden, gemi3 der Herstellerangaben verwendet (Qiagen
Plasmid Purification Kits). Die Isolierung folgt dem gleichen Prinzip, allerdings erlaubt
die zwischenzeitliche Bindung der Plasmid-DNA an ein Anionenaustauscher-Medium
die effiziente Abtrennung von Verunreinigungen. Bei Verwendung des Qiagen Plasmid
Midi Kit bzw. QIASpin Minprep Kit wurden 50 ml bzw. 10 ml einer E. coli iN-Kultur
als Ausgangsmaterial verwendet. Die jeweilige Methode lieferte durchschnittlich 125

ng bzw. 25 pg Plasmid-DNA.

Isolierung von genomischer- und Plasmid-DNA aus S. cerevisiae

Plasmid-DNA wurde nach der Methode von Ward (Ward, 1990) pripariert.

Zur Priparation von genomischer DNA wurden 5 ml N-Kultur als
Ausgangsmaterial verwendet. Die Kultur wurde zentrifugiert (3000 g, 1 min), die
abgesetzten Zellen mit 1 ml H,O™ gewaschen, in 500 pl Aufschlusspuffer (100 mM
Tris-HCL, pH 8, 50 mM EDTA, 1% (w/v) SDS) resuspendiert und in ein 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt. Das Reaktionsgefd3 wurde bis zur Marke von 1
ml mit Glasperlen gefiillt und das Gemisch ca. 2 min stark geschiittelt (vortex). Das
Lysat wurde zentrifugiert (12.000 g, 2 min), die fliissige Phase in ein neues
Reaktionsgefal iiberfiithrt und mit 275 pl 7 M Ammoniumacetat (pH 7) versetzt und erst
5 min bei 65°C, dann 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 500 pl Chloroform
wurde das Lysat gut geschiittelt und erneut wie oben zentrifugiert. Der wissrige
Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt und die enthaltene DNA mit
Isopropanol geféllt. Das Pellet wurde getrocknet und die DNA in 50 pl H,O™

resuspendiert.
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2.2.2.5. Expression rekombinanter Proteine

Protein-Expression in E. coli

Die Proteinexpression in E. coli wurde liber Expressionsvektoren auf der Basis
von pET-11a in den Stammen BL21(DE3)pLysS und BL21-CodonPlus(DE3)-RIL
durchgefiihrt. Dazu wurden 500 ml LB-Medium mit Ampicillin und Chloramphenicol
mit Zellen aus einer iIN-Kultur auf eine optische Dichte von 0,2 bei 600 nm beimpft
und inkubiert. Bei einer optischen Dichte von 0,7 bis 0,8 bei 600 nm wurde die
Proteinexpression durch IPTG-Zugabe auf eine Endkonzentration von 1 mM induziert.
Nach 2,5 h wurden die Zellen durch Zentrifugation (1500 g, 10 min, 10°C) geerntet und
das Zellpellet in 1/50 des urspriinglichen Kulturvolumens an Lysepuffer resuspendiert.

Die Suspension wurde bis zur Proteinreinigung bei -80°C eingefroren.

Protein-Expression in S. cerevisiae

Die Expression von Proteinen fiir Immunoprézipitationen erfolgte im Stamm
W303-1A auf Basis der Expressionsvektoren pJD-CEX1-LEU und pJD-CEX1-TRP.
Ihre Herstellung und Beschaffenheit ist auf Seite 54 beschrieben. Dazu wurden 50 ml
Selektionsmedium mit Zellen aus einer iiN-Kultur auf eine optische Dichte von 0,2 bei
600 nm beimpft und inkubiert. Bei einer optischen Dichte von 1 bei 600 nm wurden die
Zellen durch Zentrifugation (1500 g, 5 min, 5°C) geerntet und das Zellpellet in 1/40 des
urspriinglichen Kulturvolumens an Hefe-Lysepuffer resuspendiert. Je 500 pl
Zellsuspension wurden dann in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefdfl mit Glasperlen
gemischt. Der Zellaufschluss erfolgte mit Hilfe einer Schwingmiihle in Intervallen von
2, 4 und wieder 4 min bei 4°C. Zwischen den Aufschlussphasen wurden die Zellen fiir 5
min auf Eis gekiihlt. Das entstandene Zellhomogenat wurde zentrifugiert (14.000 g, 10

min, 4°C) und der Uberstand als fertiges Lysat abgenommen.

Die Proteinexpression in AH109 im Rahmen der 2-Hybrid-Analyse ist auf Seite
40 ndher beschrieben. Die Expression von genomisch mit Epitopmarkierungen
versehenen CRPI-Varianten (vgl. Seite 55) erfolgte in YPDA-Medium (unter dem
geneigenen Promotor) oder YP-Medium mit Galaktose zur Induktion der GALI-

Promotors.
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Protein-Expression in vitro

Die T7-Promotor-abhéngige in vitro Expression von Proteinen wurde mit Hilfe
des TNT T7 Quick Coupled Transcription/Translation Systems oder des TNT T7 Quick
for PCR DNA Systems der Firma Promega, Mannheim, nach Herstellerangaben in 50 pl-
Ansdtzen durchgefiihrt. Das zuerst erwidhnte System erlaubt die Expression
plasmidcodierter Proteine, wihrend das zweite fiir die Expression von Proteinen von
linearer Doppelstrang-DNA geeignet ist. Fiir die radioaktive Markierung der Produkte

wurde L-[*°S]-Methionin verwendet.

2.2.2.6. Biochemisch-physikalische Analysemethoden

Konzentrationsbestimmung von DNA

DNA-Konzentrationsbestimmungen wurden durch photometrische Messung der
Absorption einer DNA-Ldsung bei 260 nm durchgefiihrt, die durch die heterozyklischen
Basen bedingt wird. Dabei gilt, dass eine Absorption von 1 einer Doppelstrang-DNA-
Konzentration von etwa 50 pg/ml, und einer Einzelstrang-DNA-Konzentration von
etwa 33 pg/ml entspricht. Die Messung erfolgte in einer Quarzkiivette, wobei die
Losung so mit H,O™ verdiinnt wurde, dass Werte im Bereich 0,05 bis 1 erreicht
wurden. Alternativ wurde der Doppelstrang-DNA-Gehalt einer Probe durch Vergleich

mit einer definierten DNA-Menge auf einem Agarosegel abgeschétzt.

Konzentrationsbestimmung von Protein

Proteinkonzentrationen von Losungen wurden nach der Methode von Bradford
(Bradford, 1976) bestimmt. Die Messungen wurden in 2 Mikrokiivetten mit 1 ml
Messvolumen vorgenommen. Dazu wurden 950 pl 5-fach verdiinnte Protein Assay
Losung vorgelegt, 1 bis 50 ul der zu untersuchenden Proteinlésung zugegeben und der
Ansatz mit HO™ auf 1 ml aufgefiillt. Der Ansatz wurde gemischt und 5 min bei RT
inkubiert. Anschlieend wurde die Absorption bei 595 nm bestimmt. Der Proteingehalt
wurde anhand einer BSA-Kalibrierungsgeraden extrapoliert. Die Messungen erfolgten
durch entsprechende Verdiinnung der Proteinlésungen im linearen Bereich der

Kalibrierungsgeraden.
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Proteinsequenzierung und Analyse des tryptischen
Peptidmassenspektrums

Sequenzanalysen von Proteinen wurden von Dr. Markus Macht und spéter von
Dr. Stefan Miiller in der zentralen Bioanalytik des Zentrums fiir Molekulare Medizin
Koéln vorgenommen. N-terminale Sequenzierungen nach dem Prinzip des Edman-
Abbaus (Edman & Begg, 1967) wurden mittels ABI Procise 491 Sequenziergerit der
Firma Applied Biosystems mit anschlieBender Analyse abgespaltener Aminosduren in
einer Hochdruck-Fliissigkeits-Chromatographie (Messung aminosdurespezifischer
Retentionszeiten) durchgefiihrt. Zu analysierende Proteine wurden im Tanksystem (vgl.
Western Technik, Seite 39) auf Polyvinylidendifluorid- (PVDF) Trigermembran der
Firma Millipore, Eschborn, transferiert. Als Transferpuffer diente CAPS-Puffer (10 mM
CAPS, 10% (v/v) Methanol, mit 5 M NaOH auf pH 11 eingestellt), um auf Glycin
verzichten zu konnen, das spdter das Sequenzsignal iiberlagert hitte. Nach dem
Proteintransfer erfolgte die Féarbung der Proteine mit Ponceau S oder Coomassie
Brilliant Blau. Die zu analysierenden Proteinbanden wurden ausgeschnitten, die
entsprechenden Tragermembranstiicke in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefiafie iiberfiihrt,

und bis zur Sequenzierung bei -80°C gelagert.

Zur Identifizierung anhand des spezifischen Peptidmusters nach tryptischem
Verdau wurden die entsprechenden Proteine direkt aus einem mit Coomassie Brilliant
Blau gefarbten SDS-PAA-Gel ausgeschnitten. Die entsprechenden PAA-Gelstiicke
wurden in 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefdfle iiberfithrt und bis zur Analyse bei 4°C
gelagert. Nach Alkylierung der enthaltenen Proteine und Behandlung mit Trypsin
wurden die Peptidmassen durch MALDI-TOF MS mit Hilfe eines Bruker Reflex III
Gerites ermittelt. In einem zweiten Schritt wurden einzelne Peptide LC-ESI MS-MS
(Roepstorff, 1997) mit Hilfe eines Q-TOF MS Gerites der Firma Micromass einer
Sequenzanalyse unterzogen. Fiir beide Sequenzierungsmethoden wurden > 50 pmol des

jeweiligen Proteins prapariert.

GroRenbestimmung von Proteinen durch Massenspektroskopie

Die Molekulargewichtsbestimmung von Crplp-Derivaten wurde mittels MALDI-
TOF MS durch Anja Hochheiser und Dr. Shivani Chatterjee im Labor von Professor Dr.

Schomburg am Institut fiir Biochemie der Universitit zu Kdln durchgefiihrt.
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Nachweis von Radioaktivitadt durch Phosphorimaging

Radioaktiv markierte DNA in PAA-Gelen oder in membrangebundener Form
sowie radioaktiv markierte Proteine in SDS-PAA-Gelen wurden durch
Phosphorimaging nachgewiesen. Die Expositionszeit einer /mager-Platte betrug bei den
in Standard-EMSA-Analysen eingesetzten Mengen an Radioaktivitdit 30 min, bei
anderen Anwendungen variierte die Zeit von einigen Sekunden bis mehreren Stunden in
Abhingigkeit der Signalstidrke. Zur Visualisierung des Signals wurden die /mager-
Platten durch einen X BAS 1000 Phosphorimager der Firma Fuji Europe GmbH,
Diisseldorf, gelesen und die Daten mit Hilfe des Computerprogramms BAS-Reader 2.7
der Firma raytest Isotopengerdte GmbH, Straubenhardt, auf einen Computer iibertragen.
Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms TINA 2.08 der

gleichen Firma.

2.2.2.7. Proteinfarbungen

Farbung mit Coomassie Brilliant Blau

Nach einer elektrophoretischen Auftrennung kdnnen Proteinbanden mit Hilfe von
Coomassie Brilliant Blau R250 oder -G250 in PAA-Gelen angefdrbt werden. Die
Nachweisgrenze dieses Verfahrens liegt bei ca. 200 ng Protein in einer Bande. Zunéchst
wurde das PAA-Gel fiir 1 bis 2 h in Coomassiefdrbelosung (0,1% (w/v) Coomassie
Brilliant Blue R250, 40% (v/v) Methanol, 20% (v/v) Essigsdure) gelegt, wobei es
vollstindig blau eingefirbt wird. Durch die Behandlung mit Coomassie-
Schnellentfarber (10% (v/v) Isopropanol, 10% (v/v) Essigsdure) verliert das Gel die
blaue Farbe wieder, wobei die Proteinbanden gefdarbt bleiben. Die Férbe- und
Entfarbezeit richteten sich nach der Menge an Protein in den zu untersuchenden

Banden.

Farbung mit Silbernitrat

Nach einer elektrophoretischen Auftrennung kdnnen Proteinbanden mit Hilfe von
Silbernitrat in einem nicht-quantitativen Verfahren in PAA-Gelen angefarbt werden.
Die Nachweisgrenze dieses Verfahrens liegt bei ca. 10 ng Protein in einer Bande. Die
Gele wurden 5 min in Silber-Losung I fixiert, 30 min in Silber-Losung II inkubiert, 3

mal 10 min in H,O™ gewaschen, 15 min in Silber-Lésung IIT inkubiert und schlieBlich
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in Silber-Losung IV entwickelt, bis einzelne Proteinbanden deutlich zu erkennen waren.

Die Farbreaktion wurde durch Zugabe einer 50 mM EDTA-L&sung gestoppt.

Farbung mit Ponceau S

Nach dem Transfer von Proteinen auf eine Triagermembran konnen diese
reversibel mit Hilfe von Ponceau S (0,1% (w/v) Ponceau S in 5%-iger Essigsdure)
angefarbt werden. Dieses Verfahren erlaubt eine Kontrolle des Protein-Transfers bzw.
das Ausschneiden einzelner Banden zur Proteinsequenzierung. Die Membranen wurden
10 Min. in Ponceau-Losung gelegt und iiberschiissiger Farbstoff mit H,O abgewaschen.

Die Entfarbung erfolgte durch Waschen mit PBS.

2.2.2.8. Gelelektrophoresen

Denaturierende PAA-Gele

Um die durch die Endonuklease VII des Bakteriophagen T4 eingefiihrten Schnitte
im X-DNA Substrat CF110 nachzuweisen, wurden denaturierende PAA-Gele
verwendet. Nach dem Zerfall des Substrates und der Auftrennung der Oligonukleotide
im Gel konnte ein Schnitt im radioaktiv markierten Strang des Substrats durch
Auswertung mit dem Phosphorimager ermittelt werden. Weiterhin wurden sie fiir die
Reinigung von Oligonukleotiden verwendet. Ein 50 ml Ansatz zum Giellen eines Gels
enthielt 7 M Harnstoff und 15% (w/v) Acrylamid/Bis (5% C) in TBE. Nach dem Ldsen
des Harnstoffs wurde das Gemisch durch einen Faltenfilter gegeben. Dann wurden 65
mg APS darin gelost und die Polymerisierungsreaktion durch Zugabe von 20 pl
TEMED gestartet. Das Gel wurde zwischen 2 Glasplatten in das Format 33 x 44 cm mit
einer Dicke von 0,3 mm gegossen. Durch das Einstecken eines Platzhalters wurden 10
Kammern mit 100 pl Fassungsvermdgen flir das Auftragen der Proben geformt. Die
Polymerisationszeit betrug mind. 45 min bei RT. Als Laufpuffer diente TBE. Vor dem
Auftragen der Proben wurde das Gel auf 60°C vorgeheizt. Dazu wurde die Anordnung
60 min mit 65 W in Betrieb genommen. Die Probenauftrennung erfolgte mit 35 W {iber

einen Zeitraum von 2 h bei RT.
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Native PAA-Gele zur Reinigung von DNA-Substraten

Zur Reinigung von radioaktiv markierten DNA-Substraten wurden native PAA-
Gele verwendet. Ein 50 ml Ansatz zum Giellen eines Gels enthielt 12 mM MgCl,, 10%
(w/v) Acrylamid/Bis (5% C) und 65 mg APS in TBE. Die Polymerisierungsreaktion
wurde durch Zugabe von 20 pl TEMED gestartet. Das Gel wurde zwischen 2
Glasplatten in das Format 33 x 44 cm mit einer Dicke von 0,3 mm gegossen. Durch das
Einstecken eines Platzhalters wurden 4 Kammern mit 100 pl Fassungsvermogen fiir das
Auftragen der Proben geformt. Die Polymerisationszeit betrug mind. 45 min bei RT.
Als Laufpuffer diente TBE mit 12 mM MgCl,. DNA-Substrat-Ldsungen wurden nach
ihrer Hybridisierung mit 10 pl eines nativen Ladepuffers (50 mM EDTA,0,25% (w/v)
BPB, 0,25% (w/v) XC, 50% (v/v) Glyzerin) versetzt und aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte iiber einen Zeitraum 15 bis 18 Stunden bei RT bei einer

Spannung < 150 V. Durch dieses Vorgehen blieben die diversen DNA-Substrate intakt.

Denaturierende Proteingele

SDS-PAA-Gele wurden verwendet, um die Komponenten eines Proteingemisches
entsprechend ihrer Grofle aufzutrennen und nach der Methode von Laemmli (Laemmli,
1970) eingesetzt. Als Molekiilmassenmarker dienten vorgefdarbte Proteinmarker der
Firma Biorad, Miinchen. In Abhéngigkeit der gewiinschten Trennschirfe in einem
bestimmten Molekulargewichtsbereich enthielten die Gele verschiedene Mengen an

Acrylamid/Bis und setzten sich wie folgt zusammen:

Sammelgel Trenngel Trenngel Trenngel

5% (w/v) PAA 12% (w/v) PAA  15% (w/v) PAA  20% (w/v) PAA
50% (wW/v) 1 ml 2,4 ml 3ml 4 ml
Acrylamid/Bis (2,6% C)
IM Tris/HCI 1,25 ml (pH 6,8) 3,75 ml (pH 8,8) 3,75 ml (pH 8,8) 3,75 ml (pH 8,8)
H,0™ 7,6 ml 3,7 ml 3,1 ml 2,1 ml
10% (w/v) APS 50p 50 pl 50 ul 50 pl
10% (w/v) SDS 100 pl 100 pl 100 pl 100 p
TEMED 15 ul 15 ul 15 ul 15

Nach den aufgefiihrten Rezepten wurden jeweils zwei Gele hergestellt. APS und
TEMED wurden unmittelbar vor dem GieBlen zugesetzt. Die Gele wurden zwischen je
zwei Glasplatten in das Format 7,2 x 10 cm mit einer Dicke von 0,5 mm gegossen.
Zuerst wurde das Trenngel auf 4/5 der Gesamthohe eingefiillt und mit Isopropanol
iiberschichtet. Nach 1 h Polymerisationszeit wurde das Isopropanol vollstindig entfernt

und das Sammelgel auf das erhértete Trenngel gegossen. Durch das Einstecken eines
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Platzhalters wurden 10 bzw. 15 Kammern mit etwa 25 pl bzw. 15 pul Fassungsvermdgen
fiir das Auftragen der Proben geformt. Die Polymerisationszeit betrug ca. 45 min bei
RT. Als Laufpuffer diente SDS-Puffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% SDS). Die
Elektrophorese erfolgte in einer Mini Protean II Kammer der Firma Biorad bei 100 V

bei RT.

Native PAA-Gele fur Gel-Retentionsanalysen (EMSAS)

Native 8%-ige (w/v) PAA-Gele wurden verwendet, um EMSAs mit radioaktiv
markierten DNA-Substraten durchzufiihren. Ein Ansatz fiir zwei Gele enthielt 8% (w/v)
Acrylamid/Bis (2,6% C), 130 pl einer 10%-igen (w/v) APS-Losung und 12 ul TEMED
in EMSA-Puffer (6,7 mM Tris-HCI, pH 8, 3,3 mM Natriumacetat, 2 mM EDTA). Die
Gele wurden zwischen je zwei Glasplatten in das Format 7,2 x 10 cm mit einer Dicke
von 0,5 mm gegossen. Durch das Einstecken eines Platzhalters wurden 10 bzw. 15
Kammern mit etwa 25 pl bzw. 15 pl Fassungsvermdgen fiir das Auftragen der Proben
geformt. Die Polymerisationszeit betrug mindestens 45 min bei RT. Als Laufpuffer
diente EMSA-Puffer. Die Elektrophorese erfolgte iiber einen Zeitraum von 2 bis 2,5 h
bei 70 V bei 4°C.

Agarosegele

0,5 bis 1%-i1ge (w/v) Agarosegele wurden zur elektrophoretischen Auftrennung
von doppelstringiger DNA verwendet. Eine entsprechende Menge Agarose wurde in
TBE gegeben und in einer Mikrowelle aufgekocht. Nachdem die Losung auf ca. 60°C
abgekiihlt war, wurden 0,5 pg Ethidiumbromid pro ml Gel zugegeben. Die Gele wurden
in Elektrophoresekammern mit den Formaten 7,5 x 10 cm bzw. 7,5 x 20 cm mit einer
Dicke von 0,5 cm gegossen. Durch das Einstecken eines Platzhalters wurden die
Kammern fiir das Auftragen der Proben geformt. Die Polymerisationszeit betrug
mindestens 30 min bei RT. Als Laufpuffer diente TBE. Die Elektrophorese erfolgte bei
60 V. Durch die Interkalation von Ethidiumbromid in die DNA kann diese durch UV-
Bestrahlung sichtbar gemacht werden. Zur GréB3enbestimmung von DNA-Fragmenten
wurde die 1-kb-Leiter der Firma BRL, Neu-Isenburg, oder die 123-bp-Leiter der Firma

New England Biolabs, Frankfurt am Main, verwendet.
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2.2.2.9. Immunologischer Nachweis membrangebundener Proteine

Western Technik

Die Western Technik ermdglicht die positionsgenaue Ubertragung von Proteinen
aus einem SDS-PAA-Gel auf eine geeignete Tragermembran. Der Transfer erfolgte in
einem Mini Protean Il Tanksystem oder in einer Trans-Blot SD semi-dry transfer cell
der Firma Biorad, Miinchen. Die Transferdauer betrug 2 h im Tanksystem (bei 2
mA/cm und 4 °C) und 45 min in der semi-dry Zelle (bei 15 V und RT). Um zu priifen,
ob die Proteine vollstindig transferiert wurden, wurden die PAA-Gele nach dem blot
mit Coomassie Brilliant Blue gefdrbt. Bei unvollstindigem Transfer wurden die

Transferzeiten im Einzelfall erhoht.

Immuno-blot

Fiir den immunologischen Nachweis membrangebundener Proteine, dem sog.
Immuno-blot, erfolgte der Western-blot in Tris-Glycin-Puffer (25 mM Tris, 192 mM
Glycin, 20% (v/v) Methanol) auf Hybond-C- oder Hybond-ECL Nitrozellulose-
Membran der Firma Amersham Biosciences, Freiburg. Dabei blieb die
Immunoreaktivitit der Proteine erhalten. Freie Protein-Bindungsstellen auf der
Trigermembran wurden durch I-stiindige Inkubation in 5%-iger (w/v), fettfreier
Milchlésung in PBST blockiert. Es folgte eine 1-stiindige Inkubation mit dem
jeweiligen Antikorper in 25%-iger (w/v), fettfreier Milchlosung in PBST. Beim Einsatz
von konjugierten Antikérpern (monoklonaler Anti-c-Myc-Peroxidase Antikorper aus
der Maus, Klon 9E10, Arbeitsverdiinnung 1:1000 bzw. monoklonaler Anti-HA-High
Affinity Antikorper aus der Ratte, Klon 3F10, Arbeitsverdiinnung 1:2000, beide von der
Firma Roche, Mannheim), die selbst eine Meerrettich-Peroxidaseaktivitét tragen, wurde
die Membran danach 3 mal 20 min in PBST gewaschen, um unmittelbar mit dem
chemischen Nachweis fortzufahren. Als Substrat fiir die Peroxidaseaktivitit diente das
Chemilumineszenz-Substrat ECL, mit dem die Membran 1 min inkubiert wurde. Dann
wurde die Tragermembran 10 min trocknen gelassen, mit Plastikfolie bedeckt und
sofort die Lumineszenz auf Rontgenfilmen festgehalten. Die Expositionszeit wurde der
jeweiligen Signalstirke angepasst, und die Filme vollautomatisch mit Hilfe einer

Entwicklermaschine der Firma Agfa entwickelt.
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Der immunologische Nachweis His-tag tragender Proteine erfolgte mit Hilfe des
monoklonalen Anti-His Antikorpers (ohne eigene HRP-Aktivitdt) der Firma Novagen,
Madison, USA. Er wurde entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt. Dabei
wurde ein HRP-gekoppelter sekundérer Ziege-Anti-Maus Antikorper statt eines HRP-
konjugierten ersten Antikorpers verwendet. Statt PBST wurde TBSTT (20 mM Tris-
HCI, pH 7,5, 500 mM NacCl, 0,05% (v/v) Tween-20, 0,2% (v/v) Triton X-100)

verwendet.

2.2.2.10. Untersuchung von Protein-Protein Wechselwirkungen

Hefe 2-Hybrid Methode
Prinzip und Reporterkonstrukte. Die Hefe 2-Hybrid Methode erlaubt die

Detektion von Protein-Interaktionen in vivo in Hefe (Fields & Song, 1989). Um
potentielle Interaktionspartner von Crplp ausfindig zu machen, wurde das Protein als
Koder beim Durchmustern verschiedener Hefe-DNA-Banken eingesetzt. Dabei wurde
Crplp als Fusion mit der DNA-Bindedomine von Gal4p mit durch die DNA-Bank
codierten Fusionsproteinen der Gal4p-Aktivierungsdoméne exprimiert. Im Falle einer
Interaktion kommen die beiden Gal4p Doménen zusammen und erlauben die
Transkription von Reportergenen. Die Methode wurde im Wesentlichen nach dem
Benutzerhandbuch BD MATCHMAKER Gal4 Two-Hybrid System 3 & Libraries User
Manual der Firma BD Biosciences Clontech, Palo Alto, USA, angewandt. Der
verwendete Reporterstamm AH109 besitzt drei genomisch integrierte Reporter, ADE?2,
HIS3 und MELI, die verwendet wurden, um positive Interaktionen zu selektieren. Sie
liegen an verschiedenen Stellen im Genom und sind mit unterschiedlichen Galdp-
abhéngigen Promotorsequenzen und TATA-Box-Sequenzen ausgestattet. Dadurch
fallen falsch-positive Signale durch Transkriptionsfaktoren, die an bestimmte TATA-
Box-Sequenzen binden, durch Proteine, die stromaufwirts eines der Reportergene
binden, oder durch Proteine, die mit bestimmten Promotorregionen auBlerhalb der
Gal4p-Bindestelle interagieren, weg. Daraus ergibt sich ein Stamm mit der Moglichkeit
stringenter Selektion mittels der Auxotrophiemarker ADE2 und HIS3 (Phinotyp Ade2”

bzw. His3") sowie einer blau-weiB Selektion mittels des sezernierten Enzyms o-

Galaktosidase (Phianotyp Mell") auf X-a-Gal-Indikatorplatten.
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Klonierung von Crplp-Derivaten als Koéderproteine. CRPI wurde in voller
Liange und als N-terminales- (codierend fiir Aminosduren 1-160) bzw. C-terminales
Fragment (codierend fiir Aminosduren 160-465) in den Vektor pGBKT7 (Abbildung 5)
kloniert (vgl. Tabelle 4). Dazu wurden die Restriktionsschnittstellen fiir EcoRI und Sa/l
benutzt. Nach der Ligation entsprechend vorbereiteter PCR-Produkte mit dem Vektor
erfolgte die Transformation in E. coli. Plasmide wurden aus Kanamycin-resistenten
Klonen isoliert und einer analytischen Restriktion mit EcoRI und Sal/l unterzogen.
Klone, die ein Restriktionsfragment der erwarteten Léinge aufwiesen, wurden
sequenziert. Bei fehlerfreier Sequenz wurden die entsprechenden Plasmide in den
Reporterstamm AH109 transformiert. Die Crplp-Derivate konnten in Hefe als Fusion
mit der DNA-Bindedomine von Gal4p (Aminoséduren 1-174 = GAL4-DNA-BD) unter
der Kontrolle des konstitutiv aktiven Papm; exprimiert werden. Die Fusion trégt
auBerdem eine c-Myc-Epitopmarkierung, welche der Kontrolle der Expression mittels

immunologischem Nachweis diente.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Vektors pGBKT?7.
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Der Vektor pGBKT7 tragt Replikationsurspriinge (ori) zur Vermehrung und Markergene (Kan'
bzw. TRP1) zur Selektion in E. coli und S. cerevisiae. Papn1-vermittelte Proteinexpression in S.
cerevisiae fuhrt zur Fusion der GAL4-DNA-BD mit dem jeweiligen in der multiple cloning site
(MCS) codierten Zielprotein. Zielproteine kénnen auflerdem in vitro tGber den T7 Promotor (Pt;)
ohne die GAL4-DNA-BD exprimiert werden. In beiden Fallen tragt das Zielprotein eine c-Myc-
Epitopmarkierung (mit einem Dreieck markiert). Die Mdglichkeit der in vitro Expression des
Zielproteins ist im Vorlaufervektor pGAD nicht gegeben.

Hefe-DNA-Banken. Im Verlauf dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche
Hefe-DNA-Banken durchmustert. Es handelte sich dabei um eine genomische DNA-
Bank des Typs Saccharomyces cerevisiae MATCHMAKER Genomic Library der Firma
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BD Biosciences Clontech, Palo Alto, USA, und eine A-Expressionsbank mit Hefe-
cDNA (Elledge et al., 1991; verfiigbar bei der American Type Cultre Collection,
Manassas, USA, ATCC No. 87002), die subkloniert in Form von Plasmid-DNA vorlag.
Die genomische Bank bestand aus einer Mischung von drei pGAD Vektoren, die sich
jeweils nur im Leseraster der BamHI Klonierungsstelle fiir die Hefe-DNA unterschieden
(Chien et al., 1991). Der Vektor pGAD ist ein Vorgdnger des Vektors pGADT7
(Abbildung 6) ohne T7 Promotor und Terminator. Er vermittelt die Expression der
Beuteproteine als C-terminale Fusion der Aktivierungsdomidne von Galdp
(Aminosduren 768-881 = GAL4-AD) und einer Signalsequenz fiir den nukledren
Import.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Vektors pGADT7.

Der Vektor pGADT7 tragt Replikationsurspriinge (ori) zur Vermehrung und Markergene (Amp'
bzw. LEU2) zur Selektion in E. coli und S. cerevisiae. Papn1-vermittelte Proteinexpression in S.
cerevisiae fuhrt zur Fusion der GAL4-AD und einem Kernimportsignal (SV40NLS) mit dem
jeweiligen in der multiple cloning site (MCS) codierten Zielprotein. Zielproteine konnen
aullerdem in vitro Gber den T7 Promotor (P;) ohne die GAL4-AD exprimiert werden. In beiden
Fallen tragt das Zielprotein eine HA-Epitopmarkierung (mit einem Quadrat markiert).

Die cDNA-Bank lag im Vektor pACT vor, der ebenso die Expression der
Beuteproteine als C-terminale Fusion der GAL4-AD und einer Signalsequenz fiir den
nukledren Import vermittelt. Seine Regulatorelemente entsprechen im Wesentlichen

denen von pGAD.

Durchmustern von Hefe-DNA-Banken. Koder- und Beuteproteine wurden nach
der sequenziellen Methode, d.h. nacheinander in AH109 transformiert (vgl. Seite 30),
was 1m  Vergleich zu  Simultantransformation eine  10-fach  hdhere

Transformationseffizienz ermdglicht. Die Selektion auf Anwesenheit sowohl eines
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Koder- als auch eines Beuteplasmids erfolgte mittels der Auxotrophiemarker LEU2 und
TRPI. Die Selektion auf Interaktion erfolgte iiber die Reporter ADE2 und HIS3.
Zusétzlich konnten die Selektionsplatten als Indikator fiir die Expression von MELI X-
a-Gal enthalten. Die Plattierung einer Standard-Transformation erfolgte zu gleichen
Teilen auf 10 Platten maximaler Stringenz ohne Leucin, Tryptophan, Adenin und
Histidin, 5 Platten mittlerer Stringenz ohne Leucin, Tryptophan und Adenin sowie 5
Platten niedriger Stringenz ohne Leucin, Tryptophan und Histidin. Parallel wurde ein
Aliquot auf 4 Platten ohne Leucin und Tryptophan verteilt, um die Zahl der getesteten
Transformanden zu ermitteln. Im Zeitraum von 5 bis 10 Tagen nach der Plattierung
bildeten sich einzelne Kolonien auf den Selektionsplatten. Diese wurden auf frische X-
a-Gal-Indikatorplatten ohne Leucin, Tryptophan, Adenin und Histidin transferiert.
Wenn die umplattierten Klone erneut wuchsen und eine Blaufarbung zu beobachten

war, wurden die entsprechenden Beuteplasmide isoliert (vgl. Seite 31).

Kontrollen. Vor dem Durchmustern einer DNA-Bank muss zunéchst
ausgeschlossen werden, dass eine Reporter-Antwort alleine durch Anwesenheit der
Basisvektoren ausgeldst wird. Um dies zu priifen, wurden die Vektoren pGBKT7 und
pGADT?7 ohne einklonierte Fremd-DNA in AHI109 transformiert. Die Zellen wurden
iiber den Phinotyp Leu’, Trp" als Triiger der Plasmide identifiziert, fiihrten aber wie
erwartet nicht zu einer Transkription der Reportergene und waren damit Ade” und His".
Weiterhin muss ausgeschlossen werden, dass die Kombination von Kdder und Beute-
Basisvektor die Reportergene aktiviert. Dies wurde durch eine entsprechende
Transformation und Selektion ausgeschlossen. Als Positivkontrolle fiir die
Reporterantwort dienten die in der 2-Hybrid-Analyse interagierenden Proteine p53 der
Maus und das grofle T-Antigen des SV40-Papovavirus (Li & Fields, 1993). Sie wurden
als Fusionsproteine mit der DNA-Bindedoméine bzw. Aktivierungsdoméne von Galdp
von den Vektoren pGBKT7-53 bzw. pGADT7-T exprimiert. Co-Expression fiihrte zu
einem Ade’, His" Phénotyp.

Nach dem Durchmustern einer DNA-Bank wurden potentielle Interaktionen
folgenden Kontrolle unterzogen: Das entsprechende Beuteplasmid wurde in
Kombination mit dem Kdder-Basisvektor in AH109 getestet. Der Phdnotyp musste hier
Leu’, Trp', Ade’, His™ sein. Der gleiche Phinotyp musste sich mit der Negativkontrolle,
dem menschlichen Lamin C ergeben. Menschliches Lamin C-GAL4-DNA-BD (codiert
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von Vektor pGBKT7-Lam) diente dazu, zufillige Interaktionen mit einem bezugslosen
Fremdprotein auszuschlieBen. Lamin C eignet sich hierzu, da es mit den meisten
anderen Proteinen nicht in Wechselwirkung tritt (Bartel et al., 1993; Ye & Worman,
1995). Gleichzeitig musste der Phinotyp Leu’, Trp', Ade”, His"~ durch Co-Expression

des Beute- und Koderproteins wieder herstellbar sein.

Immunoprazipitation von in vitro exprimierten Proteinen

Um die im Hefe-2-Hybrid-System nachgewiesenen Interaktionen biochemisch zu
testen, wurden in vitro translatierte, radioaktiv markierte Kandidatenproteine einer Co-
Immunoprézipitation unterzogen. Die Beuteproteine, die pACT-codiert vorlagen,
mussten fiir die in vitro Expression zundchst mit einem T7-Promotor, einer Kozak-
Sequenz und einer HA-Epitopmarkierung versehen werden. Dazu wurde die codierende
DNA-Sequenz zundchst mit Primern (UR077 und UR078), die direkt stromaufwarts und
stromabwirts der Fremd-DNA in der pACT-Sequenz hybridisieren, mittels PCR
amplifiziert. Das Produkt wurde als Matrize fiir eine zweite PCR genutzt, bei der die
genannten Verdnderungen iiber den 5'-Primer eingefithrt wurden. Dieser Primer
(UR079) trug einen 69-Basen Uberhang, der nicht mit der Matrize hybridisiert. Deshalb
wurde diese modifizierende, zweite PCR nicht direkt mit dem Plasmid als Matrize
durchgefiihrt, sondern mit einer zugédnglicheren linearen Matrize (der zweite Primer war

hier ebenfalls UR078).

Das Kéderprotein Crplp™' ™' lag pGBKT7-codiert vor und konnte direkt mit
einer c-Myc-Epitopmarkierung in vitro exprimiert werden (vgl. Abbildung 5). Die
Kontrollproteine p53 der Maus und das groBe T-Antigen des SV40-Papovavirus
konnten ebenfalls direkt von den Plasmiden pGBKT7-p53 und pGADT7-T mit einer c-
Myc-Epitopmarkierung bzw. einer HA-Epitopmarkierung exprimiert werden. Die Co-
Immunoprézipitation wurde mit Hilfe des BD MATCHMAKER Co-IP Kit der Firma BD
Biosciences Clontech, Palo Alto, USA, durchgefiihrt. Zwei zu testende Proteine (je 10
ul des in vitro Expressionsansatzes) mit unterschiedlichen Epitopmarkierungen (HA
oder c-Myc) wurden in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefilen gemischt, 1 h bei RT
inkubiert und mit 1 pg des im Kit enthaltenen polyklonalen Anti-HA- oder
monoklonalen Anti-c-Myc Antikorpers versetzt. Nach 1 h bei RT wurden

Immunokomplexe mit 3 pl in PBS &quilibrierter Protein A-Agarose iiber 1 h auf einem
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Rotor gesammelt. Die Protein A-Agarose wurde nach Vorschrift gewaschen, in 20 pl

SDS-Probenpuffer aufgenommen und 5 min auf 80°C erhitzt.

Immunoprazipitation aus Hefe-Lysaten

Immunoprézipitationen wurden in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefdfien bei 4 °C
und Inkubation auf einem Rotor durchgefiihrt. Ein 1 mg Gesamtprotein enthaltendes
Hefe-Lysatvolumen wurde mit Hefe-Lysepuffer auf ein Volumen von 500 pl eingestellt
und 1,5 h bei 4°C inkubiert. Nach Zugabe von 0,75 pg des monoklonalen Anti-HA-
High Affinity Antikorper (aus der Ratte, Klon 3F10 von der Firma Roche, Mannheim)
bzw. 1,5 pg des c-Myc monoclonal antibody (aus der Maus, Klon 9E10 von der Firma
BD Biosciences Clontech, Palo Alto, USA) wurde das Gemisch weitere 2 h bei 4°C
inkubiert. Immunokomplexe wurden mit 25 pl in Hefe-Lysepuffer dquilibrierter Protein
G-Agarose der Firma Roche, Mannheim, iiber 1,5 h gesammelt. Die Protein G-Agarose
wurde 5 mal 5 min mit Hefe-Lysepuffer gewaschen, 5 min im Vakuumkonzentrator
getrocknet und 5 min in 30 pl SDS-Probenpuffer bei 96 °C unter Schiitteln

resuspendiert.

2.2.2.11. Proteinfraktionierung

Herstellung zellfreier S. cerevisiae Extrakte

Frische oder eingefrorene Zellpellets wurden mit einem Massenanteil von 40% in
Puffer A resuspendiert und stets auf Eis gekiihlt. Zu der Zellsuspension wurde
unmittelbar vor dem Aufschluss der Proteaseinhibitor Phenylmethylsulfonylfluorid in
einer Endkonzentration von 2 mM gegeben. Der Aufschluss erfolgte mechanisch in
einem Zelldisintegrator mit Glasriihrer. Die Aufschlusskammer wurde mit Glasperlen
(D = 0,5 mm) und Zellsuspension in einem Verhiltnis von etwa 1:1 beschickt (50 ml
Glasperlen und 50 bis 60 ml Zellsuspension). Der Zellaufschluss bestand aus 3
Riithrphasen von je 8 min bei 4000 U/min, unterbrochen von 2-miniitigen Pausen, um
eine Erwdrmung der Zellsuspension zu verhindern. Die Aufschlusskammer des
Zelldisintegrators wurde dabei permanent durch ein Wasserkiihlsystem auf 3 °C
gehalten. Der Erfolg eines Zellaufschlusses wurde durch die Abnahme der optischen
Dichte bei 600 nm um die Hilfte des fiir die Ausgangszellsuspension gemessenen
Wertes photometrisch kontrolliert. Das Zellhomogenat wurde ultrazentrifugiert (95.000
g, 75 min, 4°C) und der Uberstand (Rohextrakt) gegen einen Puffer B dialysiert.
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Niedrigdruck-Flussigkeits-Chromatographien zur Fraktionierung von

S. cerevisiae Proteinen

Alle Niedrigdruck-Fliissigkeits-Chromatographien wurden mit Hilfe einer
computergesteuerten FPLC-Anlage der Firma Amersham Biosciences, Feiburg, bei 5 °C
durchgefiihrt. Die Salzkonzentration am Ausgang der FPLC-Sdulen wurde durch
Messung der elektrischen Leitfahigkeit ermittelt. Die Proteinkonzentration wurde durch
photometrische Messung der Absorption bei 280 nm ermittelt. Salz- und
Proteinkonzentrationen ~wurden mit Hilfe eines Schreibers wihrend des

Chromatographievorgangs auf kariertem Papier dokumentiert.

Alle verwendeten FPLC-Siulen wurden zunéchst mit dem jeweils vorgesehenen
Puffer + 1000 mM KCIl gewaschen. Die Aquilibrierung der Siule erfolgte mit
mindestens 3 Sdulenvolumina des vorgesehenen Puffers mit der fiir das Laden der
Proteinlosung vorgesehenen Salzkonzentration. Alle durch FPLC zu fraktionierenden
Extrakte wurden durch Dialyse auf den gewiinschten Puffer und die gewlinschte

Salzkonzentration eingestellt.

Die Fraktionierung beruhte auf der spezifischen Bindung des Zielproteins an die
verwendeten Medien und einer graduellen Elution der gebundenen Proteine durch
Anhebung der KCI-Konzentration im jeweiligen Betriebspuffer. Es folgt eine

Kurziibersicht der verwendeten Trennmedien.

DEAE-Zellulose. Eine Leersdule des Typs XK 26/40 wurde mit 100 ml DEAE-
Zellulose beschickt. Zum Packen der Séule wurde die DEAE-Zellulose in Puffer B +
1000 mM KCl aufgeschwemmt und in die FPLC-Leersdule gegeben. Dabei wurde
darauf geachtet, dass sich das Sdulenmaterial kontinuierlich absetzte, wihrend die
Puffer-Losung durch den unteren Sdulenausgang ablief. Nach dem Packen wurde die
FPLC-Sdule einige Stunden bei einer Flussrate von 2 ml/min in Betrieb genommen.
Dabei verdichtete sich die DEAE-Zellulose und sackte etwas vom oberen
Verschlussstempel der Sédule ab. Dieser wurde so nachjustiert, dass er wieder mit der
Oberflache des Fiillbetts abschloss, um zu gewihrleisten, dass eingeleitete Losungen
direkt in das Chromatographiematerial eindrangen. DEAE-Zellulose Sdulen wurden mit

Puffer B mit variablen Flussraten betrieben. Die Saule lief druckfrei.
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MonoQ. Es wurde eine handelsiibliche HR10/10 FPLC-Sdulen mit einem
Sdulenvolumen von 10 ml verwendet. Die MonoQ S&dule wurden mit Puffer B mit
variablen Flussraten betricben. Der Betriebsdruck wurde stets kleiner als 2,5 MPa

gehalten.

MonoS. Hier gelten die gleichen Spezifikationen wie bei der MonoQ-

Sdulenchromatographie, mit der Ausnahme, dass Puffer C verwendet wurde.

Heparin-Sepharose. Es wurden handelsiibliche HiTrap Heparin Séulen mit 5 ml
Sdulenvolumen verwendet. Heparin-Sepharose Sdulen wurden mit Puffer B mit

variablen Flussraten betrieben. Die Siulen liefen druckfrei.

Dialysen. Zum Umpuffern von Extrakten und Proteinfraktionen aus
Niedrigdruck-Fliissigkeits-Chromatographien wurden die jeweiligen Proben in
Dialyseschldauche mit einer Ausschlussgrofie von 12 kDa gefiillt. Die Dialyse fand iiN
bei einem mindestens 50-fachen Pufferiiberschuss bei 4 °C statt. Die Dialyseschlauche
wurden vor der Verwendung 15 min in einer 1,5%-igen (w/v) NaHCO;-Losung und
anschlieBend 15 min in H,O™ gekocht. Proben mit geringem Volumen von 100 bis 500
ul, die flir Aktivititstests umgepuffert werden sollten, wurden in einer
Durchflussdialysekammer mit einer Membran mit einer Ausschlussgrofle von 12 kDa
dialysiert. Die Dialyse fand fiir mindestens 2 h gegen 2 1 Puffer bei 4°C statt. Die

Umwiélzung des Puffers erfolgte durch eine Schlauchpumpe.

Ni-NTA Affinitdtschromatographie zur Reinigung rekombinanter

Proteine

Die Zellen einer E. coli Expressionskultur (vgl. Seite 32) lysierten beim Auftauen
von -80°C. Der Vorgang wurde durch Ultraschall-Beschallung unterstiitzt. Das Lysat
wurde einer Kldrungszentrifugation (30.000 g, 30 min, 4°C) unterzogen. Um mit His-
tag versehene Proteine affinititschromatographisch zu reinigen, wurde der Uberstand in
einem 15 ml Falcon-Réhrchen mit 2 ml einer 50% (v/v) Aufschwemmung von Nickel-
Nitrilotriacetat- (Ni-NTA) Agarose der Firma Qiagen, Hilden, in Lysepuffer versetzt.
Das Gemisch wurde fiir 1 h bei 4°C getaumelt oder langsam rotiert und dann in eine
Leersdule gegeben. Die Agarose setzte sich ab und wurde 2 mal mit je 9 ml

Waschpuffer (wie Lysepuffer, aber mit 200 mM NaCl und 10 mM Imidazol) gespiilt,
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bevor gebundenes Protein durch Elutionspuffer (wie Waschpuffer, aber mit 250 mM
oder 500 mM Imidazol) mit steigender Imidazol-Konzentration herunter gewaschen
wurde. Proteine in Elutionsfraktionen konnten direkt einem Aktivitétstest unterzogen
werden, da sich zeigte, dass die Anwesenheit von Imidazol keine Auswirkung auf die

Protein-DNA Wechselwirkung hatte.

Fiir eine analytische Reinigung unter denaturierenden Bedingungen wurde dem
Lysepuffer Harnstoff auf eine Endkonzentration von 8 M zugesetzt. Hier wurde ein
kleinerer Malistab gewihlt. 600 pl geklértes Lysat wurden auf kommerzielle Ni-NTA-
Spin Columns der Firma Qiagen, Hilden, geladen. Die folgenden Zentrifugationen
fanden bei 700 g in einer Tischzentrifuge bei RT statt. Die Sdule wurde 2 mal mit 600
ul denaturierendem Waschpuffer (8 M Harnstoff, 100 mM NaH,;PO4, 10 mM Tris-HCl
pH 8, 100 mM NacCl, 0,1% (v/v) B-Mercaptoethanol, 10% (v/v) Glyzerin, mit HCI auf
pH 6,3 eingestellt), und 2 mal mit 200 pl denaturierendem Elutionspuftfer
(denaturierender Waschpuffer, der auf pH 4,5 eingestellt wurde) gespiilt, bevor das Gros
des gebundenen Proteins mit 200 pl denaturierendem Elutionspuffer mit 500 mM
Imidazol eluiert wurde. Diese letzte Fraktion wurde zum immunologischen Nachweis

von Crplp-Derivaten verwendet.

Konzentrierung von Proteinlésungen

Proteinlosungen wurden mit Hilfe von Zentrifugen-Ultrafiltereinheiten der Firma
Millipore, Eschborn, nach Herstellerangaben konzentriert. Dabei wurde eine 10 bis 100-
fache Konzentration erreicht, ohne die Pufferbedingungen zu dndern. Die Ultrafiltration
erfolgte bei der jeweils maximal zuldssigen Belastung in Amicon Microcon- (bis 500 pl
Ausgangsvolumen, AusschlussgroBBe: 30 kDa) oder Amicon Ultra Einheiten (bis 4 ml
Ausgangsvolumen, AusschlussgroBBe: 10 kDa). Alle Arbeitsschritte wurden bei 4 °C
durchgefiihrt.

2.2.2.12. Substratherstellung aus synthetischen Oligonukleotiden

Im Verlauf dieser Arbeit wurden fiir die qualitative und quantitative Untersuchung
der Bindung von Protein an DNA verschiedene DNA-Substrate verwendet (vgl. Seite
20). Die Substrate wurden aus unterschiedlichen synthetischen Oligonukleotiden

hergestellt, von denen je eines am 5'-Ende mir dem Radioisotop **P markiert war.
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Reinigung synthetischer Oligonukleotide

Die von Amersham Biosciences, Freiburg, oder Thermo Life Sciences, Ulm,
bezogenen Oligonukleotide waren in unterschiedlichem MaBle mit verkiirzten
Oligonukleotiden verunreinigt. Die Trennung der Oligonukleotide mit voller Linge von
den verkiirzten Spezies erfolgte durch Gelelektrophorese in einem 10%-igen (W/v),
denaturierenden PAA-Gel. Je Spur wurden 10 bis 20 pl einer 100 pM Oligonukleotid-
Losung aufgetrennt. Das Gel wurde auf einer Kieselgelplatte mit UV-Licht bei 259 nm
bestrahlt, um die DNA-Banden sichtbar zu machen. Die DNA-Bande der geringsten
Laufweite wurde ausgeschnitten und das jeweilige PAA-Stiick in ein 1,5 ml Eppendorf-
ReaktionsgefdB mit 500 pl TE-Puffer iiberfiihrt. Die Elution des jeweiligen
Oligonukleotids erfolgte GiN bei 56 °C. Das Eluat wurde mit Hilfe von NAP-5 Sdulen
der Firma Amersham Biosciences nach Herstellerangaben entsalzt. Die Elution der
Oligonukleotide von den Saulen wurde mit H,O™ durchgefiihrt. Das Eluat wurde im

Vakuumkonzentrator auf ein Volumen von 0,5 ml eingeengt.

Radioaktive 5'-Markierung von Oligonukleotiden

Radioaktive 5'-Markierungen wurden mit Hilfe der T4 Polynukleotidkinase des
Bakteriophagen T4 (Promega, Mannheim) durchgefiihrt (Richardson, 1965). Bei der
Kinase-Reaktion wird das Orthophosphat von y->P-ATP auf Nukleinsiuren mit freier
5'-OH-Gruppe iibertragen. Ein Reaktionsansatz mit einem Volumen von 10 ul enthielt 2
bis 5 pmol des jeweiligen Oligonukleotids, 10 Einheiten T4 Polynukleotidkinase, 10
uCi y-*P-ATP, 1 pl Kinasepuffer (10-fach) und H,O™ (ad 10 pl). Nach einer 45-
miniitigen Inkubation bei 37 °C wurde die DNA mit Ethanol gefillt.

Hybridisierung von Oligonukleotiden zu DNA-Substraten

Zur Herstellung linearer doppelstringiger oder verzweigter doppelstringiger
DNA-Substrate wurden zwei, drei bzw. vier Oligonukleotide miteinander hybridisiert.
Vor der Hybridisierung wurde ein Oligonukleotid pro Substrat **P-markiert und mit
Ethanol gefillt. Das markierte und gefillte Oligonukleotid wurde in TBE mit 12 mM
MgCl, resuspendiert. Im Falle eines doppelstringigen Substrates wurde fiir die
Hybridisierung das komplementire Oligonukleotid in 3-fachem Uberschuss zugegeben.
Im Falle eines verzweigten Substrates wurden die zwei bzw. drei nicht-radioaktiven

Oligonukleotide in jeweils 3-fachem Uberschuss zugegeben. Die Resuspension des
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Pellets und die Durchmischung der Oligonukleotide erfolgte durch 2-miniitiges
Schiitteln (vortex). Das Gemisch mit einem Gesamtvolumen von 20 ul wurde in einem
Eppendorf-Heizgerdt 2 min auf 95°C erhitzt. Dann wurde das Heizgerdt mit
Aluminiumfolie abgedeckt und abgeschaltet. Der Hybridisierungsansatz verblieb ca. 5

Stunden bis Erreichen von RT im Heizgerit.

Reinigung von radioaktiv markierten DNA-Substraten

Die Reinigung von radioaktiv markierten DNA-Substraten erfolgte durch
Gelelektrophorese in 10%-igen (w/v), nativen PAA-Gelen. Durch dieses Verfahren
konnten unvollstindige Hybridisierungszwischenprodukte wie einzelstringige DNA
bzw. im Falle von X-DNA 2- und 3-Strang-Hybride vom gewiinschten Endprodukt
abgetrennt werden. Die Substratbande wurde durch Phosphorimaging sichtbar gemacht,
ausgeschnitten und in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal} iiberfiihrt. Die DNA wurde
mit TBE mit 12 mM MgCl, eluiert, wobei sich das Volumen des Losungsmittels nach
der im Gelstiick gemessenen Radioaktivitit, d.h. nach der Menge der **P-markierten
Substratmolekiile richtete (Messung im Szintillationszéhler). Es wurde stets so gewahlt,
dass eine Losung mit 0,5 bis 1 fmol Substrat/ul entstand. Die Elution erfolgte iiber

einen Zeitraum von 4 h bei 37 °C.

2.2.2.13. Untersuchung von Protein-DNA Wechselwirkungen

EMSA

Standard-Reaktionen mit einem Volumen von 10 pl beinhalteten 1 fmol eines
radioaktiv markierten DNA-Substrates (0,1 nM; bei gleichzeitigem Einsatz der beiden
verwendeten Doppelstrang-Substrate wurde eine dquimolare Mischung verwendet),
wenn angegeben 5 pg Poly[d(I-C)] als Kompetitor-DNA und bis zu 6 pl einer zu
testenden Proteinfraktion bzw. eine definierte Menge an rekombinantem, gereinigten
Protein in DNA-Bindepuffer (50 mM Tris-HCI, pH 8, 5 mM EDTA, 1mM DTT). Der
Ansatz wurde 15 min bei RT inkubiert, mit 2 ul EMSA-Probenpuffer (40 mM Tris-HCl,
pH 7,5, 4 mM EDTA, 0,1% (w/v) BPB, 25% (v/v) Glyzerin) versetzt und mit Hilfe
eines 8%-igen, nativen PAA-Gels elektrophoretisch aufgetrennt. Die Auswertung der

Gele erfolgte mit dem Phosphorimager.
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Reaktionsbedingungen fir die Endonuklease Vi

Standard-Reaktionen mit einem Volumen von 10 pl beinhalteten 1 fmol an
radioaktiv markiertem X-DNA-Substrat CF110 (0,1 nM). Dieses wurde in Endo VII-
Puffer (50 mM Tris-HCI, pHS8, 10 mM MgCl,, 19 mM B-Mercaptoethanol) mit oder

ohne Crplpa"”'263

(1 Einheit, affinitdtschromatographisch iiber eine Ni-NTA-Matrix
gereinigt) fir 15 min bei RT vorinkubiert. Danach wurden 0,025 bis 20 ng
Endonuklease VII des Bakteriophagen T4 (0,025 bis 20 ng) aus laboreigener Reinigung
auf Eis zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde dann fiir weitere 15 min bei 30°C
inkubiert, mit 2 ul EMSA-Probenpuffer (40 mM Tris-HCI, pH 7,5, 4 mM EDTA, 0,1%
(w/v) BPB, 25% (v/v) Glyzerin) versetzt und mit Hilfe eines 8%-igen, nativen PAA-
Gels, oder mit 2 ul denaturierendem Probenpuffer (88,8 % (v/v) Formamid, 0,1 % (w/v)
BPB, 0,1 % (w/v) XC in TBE) versetzt und mit Hilfe eines 10%-igen, denaturierenden
PAA-Gels elektrophoretisch aufgetrennt. Die Auswertung der Gele erfolgte mit dem

Phosphorimager.

Definition einer Einheit an X-DNA bindender Aktivitat

Als 1 Einheit wurde die Menge an X-DNA bindender Aktivitdt definiert, die 50%
des in einem Standard-EMSA eingesetzten DNA-Substrates CF110 retardiert. Um die in
einer Proteinldsung enthaltenen Einheiten zu bestimmen, wurde eine Verdiinnungsreihe
der Proteinlosung im Standard-Aktivitdtstest eingesetzt. Die Substrat-Banden wurden
durch Phosphorimaging sichtbar gemacht. Fiir jede Spur wurde der Anteil an
retardiertem Substrat von der Gesamtmenge an Substrat in der jeweiligen Spur
bestimmt. Dazu wurden mit Hilfe des Computerprogramms TINA 2.08 der Firma
raytest Isotopengerdte GmbH, Straubenhardt, fiir jede Spur ein Sektor fiir freies und fiir
retardiertes Substrat festgelegt und quantifiziert. Anhand eines Graphen (prozentualer
Anteil an retardiertem Substrat gegen eingesetztes Volumen bzw. Proteinmenge) wurde

der 50%-Wert (= 1 Einheit) extrapoliert.

Southwestern Technik

Die Southwestern Technik dient der Analyse von membrangebundenen DNA-
bindenden Proteinen. Zunichst wird ein Western-blot angefertigt, der anschlieend mit
radioaktiv markierter DNA inkubiert wird, um DNA-bindende Proteine zu detektieren.

Voraussetzung fiir diese Methode ist, dass die Proteine ihre nativen Eigenschaften
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behalten. Um dies zu erreichen, wurde das SDS-PAA-Gel vor dem Western-blot 1 h in
CAPS-Puffer (10 mM CAPS, 10% (v/v) Methanol, durch Zugabe von NaOH auf pH 11
eingestellt) gebadet. Im gleichen Puffer erfolgte der Western-Transfer im Tanksystem
auf 2 PVDF-Tridgermembranen (Anoden- und Kathoden-Seite) der Firma Millipore,
Eschborn. Alternativ erfolgte die Renaturierung bei rekombinanten Crplp-Derivaten
nach dem Transfer in Tris-Glycin-Puffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% (v/v)
Methanol) durch Einlegen der Membran in DNA-Bindepuffer (50 mM Tris-HCI, pH 8,
5 mM EDTA, ImM DTT) fiir 1 h. Danach wurde in beiden Féllen das gleiche Protokoll
angewandt. Zuerst wurde die Membran in DNA-Bindepuffer mit 5% (w/v)
Magermilchpulver eingelegt, dann 2 mal mit DNA-Bindepuffer gewaschen, und
schlieBlich in 35 ml DNA-Bindepuffer mit 10 pg/ml gescherter Lachsspermien-DNA
(Amersham Biosciences, Freiburg) getaumelt, um unspezifische DNA-Bindestellen
abzusittigen. Nach 20 Min wurde ein radioaktiv markiertes DNA-Substrat
(Doppelstrang- oder X-DNA) auf eine Endkonzentration von 8,6 pM zugegeben und die
Inkubation 1 h fortgefiihrt. Die Membran wurde 3 mal 8 min mit DNA-Bindepuffer
gewaschen und 10 min trocknen gelassen. Radioaktive DNA, die an einzelnen
Proteinbanden auf der Membran banden, wurde durch Phosphorimaging sichtbar

gemacht.

2.2.2.14. Konstruktion von Expressionsvektoren

Expressionsvektoren zur Verwendung in E. coli

Der Protein-Expressionsvektor pET-11a (Studier et al., 1991) wurde so verdndert,
dass Crplp- und Mdglp-Derivate N- und C-terminal an eine Sequenz von sechs
Histidinen (His-7ag) fusioniert werden konnte, um spdter eine unkomplizierte
affinitidtschromatographische Reinigung zu erlauben. Der modifizierte Vektor pET-11a-
His-Tev wurde erzeugt, indem die DNA-Sequenz 5'-CAT ATG AAA CAT CAC CAT
CAC CAT CAC CCC ATG AGC GAT TAC GAC ATC CCC ACT ACT GAG AAT
CTT TAT TTT CAG GGC CCG CGG GGA TCC GGA TCC-3"unter Verwendung der

Ndel Schnittstelle und der BamHI Schnittstelle von pET-11a in diesen eingesetzt wurde.
Der Bereich enthilt Restriktionsschnittstellen (unterstrichen) fiir Ndel, Sacll, Kpnl und
BamHI (beginnend am 5'-Ende). Die Sequenz codiert fiir einen His-7ag (fett gedruckt),
einen linker von 10 Aminosduren und die Zielsequenz der Tev-Protease (fett und kursiv

gedruckt). Die Restriktionsschnittstellen fiir Sacll und Kpnl wurden fiir die Klonierung
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von CRPI und seiner Derivate mit His-7Tag am N-Terminus verwendet (die jeweilige
DNA-Sequenz trug am 3'-Ende ein Stop-Codon). Bei der Klonierung von MDGI und
seinen Derivaten wurde analog verfahren, wobei statt der KpnlI-Schnittstelle die BamHI-

Schnittstelle verwendet wurde.

Vektor pET-11a-Thrombin-His ist ein Derivat von pET-11a-His-Tev. Er wurde
erzeugt, indem die DNA-Sequenz 5'-CTG GTT CCG CGA GCT CAT CAC CAT CAC
CAT CAC TGA TGA GGT ACC-3" an das 3'-Ende von CRPI (Basen 1-1395)
fusioniert wurde. Der Bereich enthilt Restriktionsschnittstellen (unterstrichen) fiir Sacl
und Kpnl (beginnend am 5'-Ende). Die Sequenz codiert fiir eine Thrombin-Schnittstelle
(fett und kursiv gedruckt) und einen His-Tag (fett gedruckt), dem zwei Stop-Codons
(kursiv gedruckt) folgen. Dieses Fragment wurde iiber eine Ndel-Schnittstelle am 5'-
Ende und die oben aufgefiihrte Kpn/-Schnittstelle in den entsprechend geschnittenen
Vektor pET-11a-His-Tev eingefiihrt. Ein fehlerhafter Sequenzbereich von pURI111
(pET11-a-Thrombin-His, der die Information fiir CRP1, Basen 1-1395, trdgt) wurde in
einem zweiten Klonierungsschritt berichtigt, indem der Bereich zwischen der
geneigenen BstBI-Schnittstelle und der vektoreigenen Sacl-Schnittstelle gegen ein
entsprechendes PCR-Produkt ausgetauscht wurde (Primer: UR064, UR050). Uber den
verwendeten 5'-Primer wurde dabei eine geneigene Nhel-Schnittstelle mutiert, um das
Restriktionsmuster des berichtigten Vektors von dem des alten Vektors unterscheiden
zu konnen. Diese Mutation in der DNA-Sequenz zieht als stille Mutation keinen

Aminosédureaustausch nach sich.

Mutagenese von Crplp-Expressionsvektoren

Um zwischen Crplp und Mdglp konservierte positive Ladungen der X-DNA-
Bindedoméne von Crplp gegen Alanine auszutauschen, wurden das QuickChange XL
Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Stratagene, La Jolla, USA, nach den
Herstellerangaben benutzt. Insgesamt wurden drei Verdnderungen ausgehend von
pURI126 (codiert fir Crplp™'®®) vorgenommen. Je ein Primerpaar mit den
gewlinschten Verdnderungen in der codierenden Sequenz wurde verwendet, um das
Plasmid in vitro zu kopieren. Nach der Reaktion liegt die mutierte Plasmid-DNA
unmethyliert, die Ursprungs-DNA methyliert vor. Methylierte DNA wurde mit Dpnl
abgebaut. Die erhalten gebliebene, mutierte DNA wurde in kommerzielle XL1-Blue
Zellen transformiert und aus diesen pripariert. Fiir Mutation I, K129A und K130A,
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wurden die Primer UR071 und URO072, fiir Mutation II, K132A und R133A, wurden die
Primer UR073 und URO074, fiir Mutation III, K137A und R138A, wurden die Primer
URO075 und UR076 verwendet.

Expressionsvektoren fur verschiedene rekombinante Zielproteine zur

Verwendung in S. cerevisiae

Fiir die plasmidgesteuerte Co-Expression zweier Proteine in Hefe wurden zwei
Expressionsvektoren mit unterschiedlichen Auxotrophiemarkern bendtigt. Der Protein-
Expressionsvektor pJD-CEX1 (zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. R. J. Dohmen,
Institut fiir Genetik, Universitdt zu Kdln) erlaubt die Expression von Zielproteinen vom
CUP1-Promotor. Er wurde auf der Basis von YEplacl81 (Gietz & Sugino, 1988)
hergestellt, indem der Bereich des Vektors zwischen der HindlIlI-Schnittstelle und der
Narl Schnittstelle durch ein konstruiertes Fragment ausgetauscht wurde. Dieses enthielt
den CUPI-Promotor und CYCI-Terminator, getrennt von einem Bereich mit
Schnittstellen fiir EcoRI, Xbal, BamHI, Smal und Kpnl fiir das Einklonieren von Fremd-
DNA (dieser Klonierungsschritt zerstorte die Narl-Schnittstelle durch Verwendung
eines kompatiblen Clal-Uberhangs am einklonierten Fragment). Es entstand ein Vektor
zur konstitutiven Expression von Proteinen unter Pcyp;. Der Vektor trigt den
Auxotrophiemarker LEU2 und wird zur Unterscheidung im Folgenden pJD-CEX1-LEU
genannt. Um einen alternativen Vektor mit dem Auxotrophiemarker 7TRPI zu
konstruieren, wurden pJD-CEX1-LEU und YEplac112 (Gietz & Sugino, 1988) mit Nsil
und Sphl geschnitten und das Pcypi enthaltende Fragment in das TRPI enthaltende
Fragment von YEplac112 ligiert. Daraus ergab sich der Vektor pJD-CEX1-TRP. Beide
pJD-CEX1-Derivate sind bis auf das jeweilige Markergen identisch

(Ampicillinresistenz fiir die Vermehrung in E. coli).

Zur Konstruktion von pJD-CEX1-TRP-Crp1p®!™'% wurde von pGBKT7-Crplp™"
10 mit den Primern UR089 und UR090 ein PCR-Produkt erzeugt, das die folgenden
Elemente in der angegebenen Reihenfolge codierte: Xbal-Restriktionsschnittstelle,
ATG-Startcodon, c-Myc-Epitopmarkierung (kopiert aus pGBKT?7), Ndel- und EcoRI-
Restriktionsschnittstellen, Basen 1-480 von CRPI, TGA-Stop-Codon, Sa/l- und Pstl-
Restriktionsschnittstelle, TGA-Stop-Codon, Xmal-Restriktionsschnittstelle. Dieses
Fragment wurde iiber die Restriktionsschnittstellen fiir Xbal und Xmal in pJD-CEX1-
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TRP inseriert. Das resultierende Plasmid erlaubte die konstitutive Expression von

aal-160 it N-terminaler c-Myc-Epitopmarkierung in S. cerevisiae.

Crplp
Zur Konstruktion von pJD-CEX1-LEU-Egt2p wurde zunéchst das Gen EGT2 mit
den Primern URO081 und URO083 aus genomischer S. cerevisiae DNA amplifiziert
(kommerzielle DNA-Priaparation von Promega, Mannheim). Das Produkt diente als
Matrize fiir eine zweite Amplifikation des Gens mit den Primern UR082 und UR084,
bei der durch einen Uberhang am 3'-Primer die codierende Sequenz fiir eine HA-
Epitopmarkierung eingefiihrt wurde. Es entstand ein Produkt, das die folgenden
Elemente in der angegebenen Reihenfolge codierte: Xbal- und Sacll-
Restriktionsschnittstellen, das komplette Gen EGT2, Pstl-Restriktionsschnittstelle, HA-
Epitopmarkierung, TGA-Stop-Codon, Xmal-Restriktionsschnittstelle. Dieses Fragment
wurde iiber die Restriktionsschnittstellen fiir Xbal und Xmal in pJD-CEXI1-LEU
inseriert. Das resultierende Plasmid erlaubte die konstitutive Expression von Egt2p mit
C-terminaler HA-Epitopmarkierung in S. cerevisiae. Weiterhin diente es als Basis fiir
die Klonierung von GNOI und der Genfragmente £G72, Basen 1 bis 3003, EGT2,
Basen 40 bis 855, DRSI, Basen 1612 bis 2256. Die Insertion entsprechender PCR-
Produkte erfolgte jeweils mittels der Restriktionsschnittstellen fiir Sacll und PstI unter
Beibehaltung der HA-Epitopmarkierung. Die resultierenden Plasmide wurden
entsprechend pJD-CEX1-LEU-Gnolp, pJD-CEX1-LEU-Egt2p™'"'®' | pJD-CEXI-
LEU-Egt2p™'*** und pJD-CEX1-LEU-Drs1p™>*7>? genannt (vgl. Tabelle 4).

2.2.3. Methoden der Hefegenetik

2.2.3.1. Deletion und Modifikation von Hefegenen

In der vorliegenden Arbeit wurde das Gen CRPI in verschiedenen S. cerevisiae-
Stimmen deletiert. Zusitzlich wurden codierende Sequenzen fiir eine C-terminale c-
Myc-Epitopmarkierung bzw. eine N-terminale Fusion mit Aequorea victoria GFP an die
Gensequenz von CRPI fusioniert. Im Falle der N-terminalen Modifikation wurde
zusitzlich der geneigene Promotor gegen den GALI1-Promotor getauscht, was eine
spatere Induktion der Transkription durch Galaktose erlaubt. Diese Verdnderungen am
Genom wurden nach der Methode von Rothstein vorgenommen (Rothstein, 1983). Dazu
wurden PCR-Fragmente mit codierenden Sequenzen fiir einen selektierbaren Marker

(das his5+ Gen von S. pombe), wahlweise der Epitopmarkierung/GFP und homologen
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Sequenzen zu der gewiinschten Insertionsstelle generiert. Die homologen Sequenzen
(45 Nukleotide) bildeten dabei 5'-Uberhiinge an bereits festgelegten Primern fiir die
Amplifikation der Marker- bzw. Epitopsequenzen von den in Tabelle 9 aufgefiihrten
Plasmid-Modulen (Longtine et al., 1998). Die PCR-Fragmente wurden in Zellen des
gewlinschten Stammes transformiert, wo sie durch homologe Rekombination in vivo in
das Genom integrieren und die urspriinglich zwischen den Insertionssequenzen

liegenden Bereich deletieren.

Tabelle 9: Stamme mit Deletion oder Modifikation von CRP1.
Stamm Modifikation Primer 1 Primer 2 Plasmid

crplA crpl URO021-F1 | UR023-R1 | pFA6A-His3MX6
URY13 crpl URO021-F1 | UR023-R1 | pFA6A-His3MX6
URY24 | GFP-CRPI URO025-F4 | UR024-R5 | pFA6A-His3MX6-PGAL1-GFP

URY34 CRPI-13Myc URO022-F2 | UR023-R1 | pFA6A-13Myc-His3MX6

Die Deletionen bzw. die aufgefuhrten Modifikationen wurden durch PCR-Produkte, die mit den
aufgefiihrten Primern von den nebenstehenden Plasmiden amplifiziert wurden, vermittelt.

Die erfolgreiche Integration des PCR-Fragmentes wurde durch Selektion mittels
des eingebrachten Markers und die korrekte Integration am Ziellokus mittels
analytischer PCR gepriift. Dazu wurden die Primer UR-I1 und UR-O1 (im Falle der
Deletionen) bzw. UR-O1 und UR-O3 (im Falle von Epitopmarkierung/GFP) verwendet
(vgl. Seite 55). Von ihnen hybridisierte jeweils einer in der Peripherie des Ziellokus und
der andere an einer nur im verdnderten Lokus vorkommenden Sequenz. Die
Moglichkeit, auf diese Weise ein analytisches PCR-Produkt voraussagbarer Grofle zu
erzeugen, welches sich im Ausgangsstamm nicht herstellen lédsst, bestétigte die
erfolgreiche Deletion oder Modifikation. Als Ausgangsmaterial fiir eine diagnostische
PCR diente 1 pl einer genomischen DNA-L&sung, die aus dem zu testenden Stamm

extrahiert wurde.

2.2.3.2. Phéanotypische Analysen der Hefe

Sporulation und Lebensfahigkeit von Sporen

Der diploide S. cerevisiae Stamm BY4743 wurde wie beschrieben zur Sporulation
gebracht (Brachmann et al., 1998). Dabei wurden folgende Anderungen vorgenommen:
Der Stamm wurde als Ausstrich {iber Nacht bei 30°C auf einer frischen GNA-Platte
inkubiert, ein zweites Mal auf eine frische GNA-Platte ausgestrichen und iiber Nacht
bei 30 °C inkubiert. Von diesem Ausstrich wurde eine streichholzkopfgrofle Zellmasse

in 2 ml Sporulationsmedium {ibertragen und zunichst 5 Tage bei 25°C und dann 3 Tage
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bei 30°C und 175 U/min im Schiittelinkubator inkubiert. Die Fliissigkultur wurde dann

bis zur weiteren Verwendung, aber nicht ldnger als eine Woche, bei 4°C aufbewahrt.

Die Asci und Zellen der sporulierten Kultur wurden 2 mal mit H,O™ gewaschen
und im Originalvolumen an H,O™ resuspendiert. 100 pl wurden mit 1 pl B-
Glukuronidase/Arylsulfatase-Losung aus Helix pomatia der Firma Roche, Mannheim,
versetzt und 5 bis 12 Minuten bei RT inkubiert. Von diesem Ansatz wurden 30 pl auf
eine YPDA-Platte gebracht und einzelne Tetraden unter einem Mikroskop (Zeiss, Jena)
nach Standardmethode (Burke et al., 2000) mit Hilfe einer Mikronadel in die vier
haploiden Sporen zerlegt. Die Keimung der Sporklone erfolgte bei Inkubation bei 30°C.
Nach 2 Tagen zeigte sich Lebensfahigkeit einer Spore durch Bildung einer Kolonie.

Test zur ROntgenstrahlungstoleranz

15 ml Zellsuspension des gewiinschten Stammes mit einer photometrisch
bestimmten optischen Dichte von 1 bei 600 nm (entspricht je nach Stamm 1-2 x 10’
Zellen/ml) wurden abzentrifugiert und in frischem YPDA-Medium resuspendiert. Die
Suspension wurde in sterile 60 x 15 mm Petrischalen gegeben und einer Rontgenquelle
ausgesetzt. Die Bestrahlung erfolgte bei Verwendung eines 0,5 mm Aluminiumfilters
und einer Spannung von 120 KV. Vor Bestrahlung und nach Verabreichung der
gewiinschten Dosen (bis 2000 Gy) wurde je 1 ml Kultur entnommen, in geeignetem
Male verdiinnt, und je 100 pl dreifach auf YPDA-Platten ausplattiert. Nach 2 bis 3
Tagen Inkubation bei 30°C wurden die Kolonien gezidhlt, die Dreifachwerte gemittelt
und als Prozentsatz der von der unbestrahlten Kultur erzeugten Kolonienzahl graphisch

dargestellt.

Test zur UV-Strahlungstoleranz

5 ml Zellsuspension des gewilinschten Stammes mit einer photometrisch
bestimmten optischen Dichte von 1 bei 600 nm (entspricht je nach Stamm 1-2 x 10’
Zellen/ml) wurden abzentrifugiert und in frischem YPDA-Medium resuspendiert. 100
ul geeigneter Verdiinnungen wurden auf YPDA-Platten ausplattiert und die offenen
Schalen in einen Stratagene Crosslinker gestellt. Mit diesem wurden Energiedosen von
30, 60 und 90 J/m* verabreicht. Danach wurden die Platten bei Gelblicht mit Deckel
versehen und mit Aluminiumfolie umwickelt, um nicht das Photoreparatursystem der

Hefe zu aktivieren. Nach 2 bis 3 Tagen Inkubation bei 30°C wurden die Kolonien



Material und Methoden 58

gezihlt, die Dreifachwerte gemittelt und als Prozentsatz der von der unbestrahlten

Kultur erzeugten Kolonienzahl graphisch dargestellt.

Untersuchung zur subzellularen Lokalisation von Crplp

Zellen, die Crplp als Fusionsprotein mit GFP exprimierten (Stamm URY24)
wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop (Typ Axioplan 2 der Firma Zeiss, Jena)
untersucht. Zur Anregung der Fluoreszenz wurden die Zellen mit Licht der Wellenlédnge
480 nm bestrahlt. Dadurch kommt es zur Emission von Licht der Wellenldnge 510 nm
durch GFP. Die Dokumentation erfolgte bei 100-facher VergroBerung mit einer
Photometrics Quantix Digitalkamera der Firma Roper Scientific GmbH, Ottobrunn, und
mit Hilfe des Computerprogramms MetaMorph 4,5 der Universal Imaging Corporation,
Downingtown, USA.
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3. Ergebnisse
3.1. Identifizierung von Crplp

Da bereits bekannt war, dass die in fraktionierten Hefe-Extrakten beobachtete X-
DNA bindende Aktivitdt nicht zu den stark reprisentierten Proteinen gehorte, wurden
zwei Strategien verfolgt, um das Urheberprotein zu isolieren. Zum einen wurden bei
erneuten Proteinreinigungen groflere Mengen an Ausgangsmaterial verarbeitet, um am
Ende der Prozedur unterrepriasentierte Proteine nachweisen und moglicherweise eine
Proteinbande auf SDS-PAA-Gelen mit der Verteilung der in EMSAs beobachteten
Aktivitdt korrelieren zu kénnen. Zum anderen wurde versucht, die Molekiilmasse des

gesuchten Proteins zu ermitteln, um den Kandidatenkreis einzugrenzen.

3.1.1. Chromatographische Reinigung der X-DNA bindenden Aktivitat

Die Reinigung der X-DNA bindenden Aktivitdt erfolgte durch eine Serie von
Niedrigdruck-Fliissigkeits-Chromatographien. Nach einer Chromatographie wurden
150- bis 500 pl-Proben représentativer Fraktionen gegen Puffer B mit einer KCI-
Konzentration von 100 mM dialysiert und in EMSA-Analysen (vgl. Seite 50) mit dem
X-DNA-Substrat CF110 (Abbildung 7) auf die Anwesenheit von X-DNA bindender
Aktivitat tiberpriift. Aktive Fraktionen wurden jeweils vereinigt und einer Dialyse gegen
den Ladepuffer der ndchsten Chromatographie-Sdule unterzogen. Der Ablauf der
Proteinreinigung richtete sich im Wesentlichen nach dem in meiner Diplomarbeit
erarbeiteten Protokoll. Eine schematische Darstellung der Reinigung unter Angabe der
verwendeten Trennmedien, der angelegten Salzgradienten zur Elution gebundenen
Proteins und der typischerweise erzielten Reinigungsfaktoren ist in Abbildung 8a
dargestellt. Der Reinigungsfaktor gibt die Zunahme an spezifischer Aktivitit an.
(Einheiten X-DNA bindender Aktivitdt pro mg Gesamtprotein einer Fraktion; fiir die
Definition einer  Einheit wvgl. Seite 51). Technische Details zum
Chromatographiematerial und der Vorgehensweise finden sich im Abschnitt Material
und Methoden ab Seite 45. Einzelne Chromatographie-Sdulen wurden ihrer jeweiligen
Kapazitit entsprechend mit Extrakt beladen. Uberstieg die Menge an zu
fraktionierendem Gesamtprotein die Kapazitit einer Sdule, erfolgte die Fraktionierung
in mehreren Wiederholungsldufen mit anschlieBender Vereinigung der ausgewéhlten
Fraktionen aller Laufe. Die EMSA-Analysen von Fraktionen einer MonoS- und einer

Heparin-Sepharose-Chromatographie sind exemplarisch in Abbildung 8b und c
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dargestellt. Beim Einsatz dieser Trennmedien wurde der hochste Reinigungsfaktor
erzielt, ndmlich 37 bzw. 80 beziiglich der Gesamtprozedur und 18,5 bzw. 2,16

beziiglich aufeinander folgender Reinigungsschritte.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des X-DNA-Substrats CF110.

Gezeigt ist die Sequenz des aus vier synthetischen Oligonukleotiden (1 bis 4) hergestellten X-
DNA Substrats CF110. Oligonukleotid 1 trug eine s P-Markierung am 5'-Ende. Die Pfeile
markieren Schnittstellen der X-Solvase Endonuklease VIl des Bakteriophagen T4, die Balken
Restriktionsschnittstellen der angegebenen Restriktionsenzyme. Diese Schnittstellen kénnen
zur Charakterisierung der Substrateigenschaften verwendet werden (vgl. Seite 21). CF110
gleicht strukturell dem Kreuzungspunkt einer Holliday-Struktur. Auf Sequenzebene
unterscheidet sie sich darin, dass die Arme keine homologen Sequenzen aufweisen. Dadurch
ist der Kreuzungspunkt an einer definierten Stelle fixiert.

Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick iiber eine typische Proteinreinigung
gegeben werden. Dabei wurde auf die Darstellung vollstindiger Elutionsprofile
verzichtet. Vergleichbare Elutionsprofile konnen in der bereits erwéhnten Diplomarbeit

eingesehen werden (Rass, 1999, darin Abbildungen 25, 27, 29 und 31).
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Abbildung 8: Reinigungsschema und EMSA-Analyse der X-DNA bindenden Aktivitat.

(@) Schematische Darstellung der Proteinfraktionierung zur Reinigung der X-DNA bindenden
Aktivitat aus Hefe-Extrakten. Die Salzgradienten zur Elution von Protein von den angegebenen
Trennmedien sind als durchgehende Linien dargestellt. Die verwendeten Puffer (B oder C) sind
mit den jeweiligen KCl-Konzentrationen (mM) als Indizes angegeben. Der jeweilige
Elutionsbereich der X-DNA bindenden Aktivitat ist durch gestrichelte Linien markiert. Die
Vereinigung der in diesem Bereich liegenden Fraktionen ergab die mit rémischen Zahlen
gekennzeichneten Proteinfraktionen. Der Reinigungsfaktor (x-fach) bezieht sich auf die
Steigerung an spezifischer Aktivitat (Einheiten pro mg Gesamtprotein) in Relation zu Fraktion II.
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Die EMSA-Analysen von Fraktionen einer MonoS- (b) und einer Heparin-Sepharose-
Chromatographie (c) sind exemplarisch fur einen typischen Reinigungsverlauf dargestellt. Das
X-DNA-Substrat CF110 (0,1 nM) wurde in Anwesenheit der Kompetitor-DNA Poly[d(I-C)] (5 ug)
je ohne Protein (Kontrollspur K), mit 6 pl des Inputs (), des Durchflusses (D), des Wasch (W)
oder der mit Nummern angegebenen Fraktionen unter Standardbedingungen inkubiert. Die
Auftrennung der Proben erfolgte in einem 8%-igen (w/v), nativen PAA-Gel, und die DNA-
Banden wurden durch Phosphorimaging sichtbar gemacht. Die Kontrollspuren zeigen das
Laufverhalten des freien X-DNA-Substrats. Im Input und den Fraktionen | und 4 bis 15 der
MonoS-Chromatographie sowie 3 bis 8 der Heparin-Sepharose-Chromatographie konnte durch
die Retardierung des Substrats X-DNA bindende Aktivitdt nachgewiesen werden. Die
angegebenen Salzkonzentrationen beziehen sich auf den Elutionszeitpunkt der jeweiligen
Fraktion. Im vorliegenden Fall wurden die mit Balken gekennzeichneten Elutionsbereiche (bei
330 bis 700 mM bzw. 350 bis 600 mM KCI) zu den Fraktionen IV bzw. V vereinigt.

Zellen des S. cerevisiae Stammes RS190 wurden mechanisch aufgeschlossen und
der Rohextrakt als Uberstand einer Ultrazentrifugation gewonnen. Diese Fraktion I
wurde einer DEAE-Zellulose Chromatographie unterzogen, um zellulire DNA von den
Proteinkomponenten abzutrennen. Die Beladung der Chromatographie-Saule mit einem
Sdulenvolumen von etwa 100 ml erfolgte bei einer KCIl-Konzentration von 100 mM.
Gebundenes Protein wurde durch lineares Erhohen der KCI-Konzentration auf 320 mM
tiber 30 ml Puffervolumen und Halten dieser KCIl-Konzentration fiir weitere 65 ml
eluiert. Eine weitere Erhohung der KCl-Konzentration auf 1000 mM iiber 50 ml
Puffervolumen fiihrte zur Elution der gebundenen DNA. Die X-DNA bindende
Aktivitit eluierte bei KCl-Konzentrationen zwischen 110 und 320 mM. Aktive
Fraktionen wurden vereinigt, als Fraktion II bezeichnet und einer MonoQ

Anionenaustauscherchromatographie unterzogen.

Die Beladung der MonoQ Séule mit einem Sdulenvolumen von 8 ml erfolgte bei
einer KCl-Konzentration von 100 mM. Gebundenes Protein wurde durch lineares
Erh6hen der KCI-Konzentration auf 400 mM iiber 60 ml Puffervolumen und einer Stufe
auf 1000 mM KCI eluiert. Die X-DNA bindende Aktivitit eluierte bei KCI-
Konzentrationen zwischen 280 und 300 mM. Aktive Fraktionen wurden vereinigt, als
Fraktion III bezeichnet und einer MonoS Kationenaustauscherchromatographie
unterzogen. Die Beladung der Sdule mit einem Siulenvolumen von 8 ml erfolgte bei
einer KCl-Konzentration von 100 mM. Gebundenes Protein wurde durch lineares
Erh6hen der KCI-Konzentration auf 1000 mM {iber 16 ml Puffervolumen eluiert. Die
X-DNA bindende Aktivitdt eluierte bei KCl-Konzentrationen zwischen 280 und 700
mM. Aktive Fraktionen wurden vereinigt, als Fraktion IV bezeichnet und einer Heparin-
Sepharose Affinitdtschromatographie unterzogen. Die Beladung der Sédule mit einem

Sdulenvolumen von 5 ml erfolgte bei einer KCI-Konzentration von 100 mM.
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Gebundenes Protein wurde durch lineares Erhohen der KCl-Konzentration auf 1000
mM iiber 20 ml Puffervolumen eluiert. Die X-DNA bindende Aktivitét eluierte bei KCl-
Konzentrationen zwischen 350 und 600 mM. Die Summe der aktiven Fraktionen ergab
Fraktion V. Diese war das Endprodukt der Proteinreinigung. Die Vorgehensweise
erlaubte routinemifig eine mehr als 80-fache Anreicherung der X-DNA bindenden
Aktivitit (Rass, 1999). Anderungen des Originalprotokolls ergaben sich vor allem aus
der Absicht, mehr Gesamtprotein durch den Reinigungsprozess zu schleusen. So wurde
z.B. in einigen Fillen bei der MonoS-Chromatographie die KCIl-Konzentration im
Ladepuffer auf 200 mM erhoht. Dadurch erhohte sich der Anteil an durchlaufendem
Protein bei gleichzeitiger Bindung der X-DNA bindenden Aktivitit, so dass ein
groBeres Fraktionsvolumen verarbeitet werden konnte, ohne die Kapazitdt der Sdule zu
tiberschreiten. Weiterhin dnderten sich die Elutionsbereiche der X-DNA bindenden
Aktivitdt mit der eingesetzten Menge an Gesamtprotein und wurden jeweils neu
bestimmt. Da mehr Ausgangsmaterial zur Verfiigung stand, wurde der zu vereinigende,
Aktivitdt zeigende Elutionsbereich bei den einzelnen Chromatographieschritten enger

gewdhlt, um insgesamt die spezifische Aktivitdt zu erhéhen.

Obwohl die Proteinfraktionierung reproduzierbar zur Anreicherung der X-DNA
bindenden Aktivitdt fiihrte, konnte zundchst keine mit der Verteilung der Aktivitdt
korrelierende Proteinbande auf SDS-PAA-Gelen identifiziert werden. Deshalb wurde
versucht, iiber die Bestimmung der Molekiilmasse der Aktivitit die Lage des

entsprechenden Proteins auf einem SDS-PAA-Gel zu ermitteln.

3.1.2. Bestimmung der relativen Molekilmasse des X-DNA bindenden
Proteins

Zuniachst wurde versucht, die Molekiilmasse der X-DNA bindenden Aktivitét
mittels Gelfiltration und anschlieBender EMSA-Analyse der einzelnen Proteinfraktionen
zu ermitteln. Dieser Ansatz scheiterte jedoch an der starken Verdiinnung der Aktivitét

wihrend der Prozedur.

Deshalb wurde als Alternative die Southwestern Technik (vgl. Seite 51)
angewendet. Sie erlaubt die Analyse von DNA-bindenden Proteinen nach
gelelektrophoretischer Auftrennung und Immobilisierung auf einer Membran. Im Falle

einer Bindungsreaktion zwischen dem gesuchten Protein und einem radioaktiv
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markierten DNA-Substrat, kann die relative Molekiilmasse des gesuchten Proteins
bestimmt werden. In einer Testreihe wurde zunéchst die Praktikabilitdt zum Nachweis
von X-DNA-Bindung gepriift. Dabei sollte geklart werden, ob eine Detektion von X-
DNA bindender Aktivitit bei Einsatz des Substrates CF110 mit gescherter
Lachsspermien-DNA als Kompetitor moglich war. Untersuchungen mit Fraktion V,
dem Endprodukt der oben beschriebenen Proteinreinigung, zeigten, dass sich ein
reproduzierbares Signal gewinnen lie. Dazu wurden ca. 15 pg Gesamtprotein je Spur
auf einem SDS-PAA-Gel aufgetrennt. Das Gel wurde nach der Elektrophorese in
CAPS-Puffer gebadet, um eine Renaturierung der enthaltenen Proteine zu erreichen und
damit bessere Bedingungen fiir die folgende Protein-DNA Bindereaktion zu schaffen.
Dieser Puffer wurde auch fiir den anschlieBenden Transfer auf PVDF-Membran
verwendet. Da er kein Glycin enthilt, war spiter eine Ubertragung des Protokolls fiir

eine Sequenzanalyse von Kandidatenproteinen moglich.
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Abbildung 9: Nachweis der X-DNA bindenden Aktivitat mit Hilfe der Southwestern
Technik.

(&) 5 yg Gesamtprotein von Fraktion IV wurden in einem 12%-igen (w/v) SDS-PAA-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und mit Silber gefarbt. (b) 15 ug Gesamtprotein von Fraktion IV
wurden in einem 12%-igen (w/v) SDS-PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und auf PVDF-
Membran Ubertragen. Das membrangebundene Protein wurde in Anwesenheit von
Lachsspermien-Kompetitor-DNA (10 ug/ml) mit dem X-DNA Substrat CF110 (8,6 pM) inkubiert.
Die Auswertung erfolgte durch Phosphorimaging. Die Laufweiten und Molekilmassen der
jeweils verwendeten Molekulargewichtsmarker sind angegeben. Der schwarze Pfeil in (a)
markiert ein Protein dhnlicher Laufweite wie das Signal gebende Protein in (b). Dieses Protein
wurde als Pnc1p identifiziert (siehe Text).

Nach dem Transfer wurde die Membran in 35 ml DNA-Bindepuffer, der auch als
Reaktionspuffer fiir die EMSA-Analysen diente, mit radioaktiv markierter X- oder
linear doppelstringiger DNA als Kontrolle (je ca. 8,6 pM) in Anwesenheit gescherter
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Lachsspermien-Kompetitor-DNA (10 pg/ml) inkubiert. Dieses Verhidltnis von DNA-
Substrat zu Lachsspermien-DNA entspricht etwa einem 20.000-fachen Uberschuss an

Kompetitor-DNA.

Die Analyse der Membran mittels Phosphorimaging ergab, dass mehrere Banden
bei etwa 24, 26 und 28 kDa radioaktiv markiert waren, wobei in einigen Féllen nur das
Hauptsignal bei 28 kDa erschien (Abbildung 9). Die Signal gebenden Proteine
wanderten unter diesen Bedingungen beim Proteintransfer zur Anode. Membranen auf
der Katoden-Seite lieferten keine Signale. Die Bindung der X-DNA war spezifisch, da
Kontrollexperimente mit linear doppelstrangiger DNA keine Signale ergaben (nicht
gezeigt). Dariliber hinaus konnte abgeleitet werden, dass ein Protein alleine, nicht etwa
ein Proteinkomplex, die X-DNA bindende Aktivitidt ausiibte. Nach Vergleich mit
entsprechenden, mit Silbernitrat gefarbten SDS-PAA-Gelen, konnte eine Bande
dhnlicher Laufweite ausfindig gemacht werden. Diese Bande konnte allerdings nur in
Fraktion IV, also dem Input, und nicht in Fraktion V, dem Ergebnis der Heparin-
Sepharose-Chromatographie nachgewiesen werden (Abbildung 9a, b). Dies erschien
schliissig, da trotz der Zunahme der spezifischen Aktivitdt die Aktivitdtskonzentration
von Fraktion IV nach V sinkt (vgl. Abbildung 8c, Spuren I und 3 bis 8). Die in
Abbildung 9a mit einem Pfeil markierte Bande wurde prépariert und das enthaltene
Protein sequenziert. Es handelte sich um Pnclp, die Nicotinamidase der Hefe. Dieses
Enzym katalysiert eine Umsetzung (Nicotinsdureamid zu Nicotinséure) im zelluldren
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Matabolismus und war als unwahrscheinlicher

Kandidat fiir die gesuchte Aktivitit einzustufen.

Da der Verdacht nahe lag, dass das gesuchte X-DNA bindende Protein von Pnclp
tiberlagert wurde, wurden noch einmal Fraktionen der Heparin-Sepharose-
Chromatographie untersucht. Es zeigte sich, dass dieser chromatographische Schritt
Pnclp von der Aktivitdt trennte. In Abbildung 10 ist die Verteilung von Pnclp in
Fraktionen steigender spezifischer X-DNA bindender Aktivitit dargestellt. Der Gehalt
an Pnclp nimmt von Fraktionen 10 nach 18 ab (Abbildung 10a), wihrend die
spezifische Aktivitdit zunimmt (EMSA mit gleichem Gesamtproteingehalt je Spur;
Abbildung 10b). Beim Auftragen steigender Proteinkonzentration wurden schlieBlich
Banden sichtbar, die gut mit den Signalen eines entsprechenden Southwestern-blot

korrelierten (in Abbildung 10a, ¢ mit Punkten markiert).
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Abbildung 10: Nachweis moglicher X-DNA bindender Proteine in Heparin-Sepharose
Fraktionen.

(a) Fraktionen einer Heparin-Sepharose-Chromatographie wurden in einem 12%-igen (w/v)
SDS-PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und mit Silber gefarbt. Die ersten drei Spuren
enthielten je 2 yg Gesamtprotein der Fraktionen 10, 13 bzw. 18. Die nachsten beiden Spuren
enthielten 6 bzw. 10 ug der Fraktion 18. Mit steigender Proteinmenge werden 3 Proteinbanden
in Fraktion 18 sichtbar, die in ihrer Laufweite den Signalbanden einer vergleichbaren
Southwestern-Analyse entsprechen (in (a) und (c) mit Punkten gekennzeichnet). Diese
Proteinbanden werden durch die Heparin-Sepharose-Chromatographie von Pnc1p (mit einem
Pfeil markiert) getrennt. Die Laufweiten und Molekilmassen der verwendeten
Molekulargewichtsmarker sind angegeben. (b) EMSA-Analyse der Heparin-Sepharose-
Fraktionen. Das X-DNA-Substrat CF110 (0,1 nM) wurde in Anwesenheit der Kompetitor-DNA
Poly[d(I-C)] (5 ug) ohne Protein (Kontrollspur K) und mit je 5 uyg Gesamtprotein des Inputs (1)
bzw. der mit Nummern angegebenen Fraktionen unter Standardbedingungen inkubiert. Die
Auftrennung der Proben erfolgte in einem 8%-igen (w/v), nativen PAA-Gel, und die DNA-
Banden wurden durch Phosphorimaging sichtbar gemacht. Fraktion 18 weist die hdchste
spezifische Aktivitat auf. (c) Southwestern-Analyse der Heparin-Sepharose-Fraktionen. Je 15
pug Gesamtprotein der angegebenen Fraktionen wurden in einem 12%-igen (w/v) SDS-PAA-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und auf PVDF-Membran Ubertragen. Das membrangebundene
Protein wurde in Anwesenheit von Lachsspermien-Kompetitor-DNA (10 pg/ml) mit dem X-DNA
Substrat CF110 (8,6 pM) inkubiert. Die Auswertung erfolgte durch Phosphorimaging. Die
Laufweiten und Molekilmassen des verwendeten Molekulargewichtsmarkers sind angegeben.
In Fraktionen 17 und 18 finden sich Signalbanden bei 24, 26 und 28 kDa (mit Punkten
gekennzeichnet). Das stérkste Signal ist in Fraktion 18 zu sehen, welche auch in der EMSA-
Analyse die hdchste spezifische Aktivitat aufwies.
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3.1.3. Identifizierung des X-DNA bindenden Proteins als Yhr146wp

Um geniigend Ausgangsmaterial fiir eine Sequenzanalyse der durch
Southwestern-Analyse ermittelten Proteine mit apparenten Molekulargewichten von
etwa 24, 26 und 28 kDa bereitzustellen, wurde eine chromatographische Reinigung im
GroBmaBstab durchgefiihrt. Im Vergleich zum Standardprotokoll wurde Extrakt aus der
5-fachen Zellmenge fraktioniert (340 statt 68 g). Fraktion IV wies das gleiche Volumen
auf wie im Falle des Standardprotokolls, gleichzeitig aber die 10-fache Menge an
Gesamtprotein. Nach der Heparin-Sepharose-Chromatographie wurden die Fraktionen
hochster spezifischer Aktivitdt ermittelt, 10-fach konzentriert, mit bis zu 100 pg
Gesamtprotein pro Priparation iiber ein SDS-PAA-Gel aufgetrennt und mit einem
entsprechenden Southwestern-blot verglichen (Abbildung 11). Um die in den Signal
gebenden Banden enthaltenen Proteine zu identifizieren, wurden zwei Strategien
verfolgt. Zuerst wurde die N-terminale Sequenzierung versucht, dann die
massenspektrometrische Analyse von Peptidmassen nach tryptischem Verdau, das sog.
peptide mass fingerprinting und die massenspektrometrische Sequenzanalyse einzelner

tryptischer Peptide.
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Abbildung 11: Nachweis und Préparation méglicher X-DNA bindender Proteine.

20 ug Gesamtprotein von Fraktion V einer Proteinreinigung im Gromalfistab (Extrakt aus 340 g
Zellmaterial) wurden in einem 12%-igen (w/v) SDS-PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und
mit Coomassie Brilliant Blau angefarbt (Spur 1) oder auf PVDF-Membran Ubertragen und einer
Southwestern-Analyse unterzogen (Spur 2). Dazu wurde das membrangebundene Protein in
Anwesenheit von Lachsspermien-Kompetitor-DNA (10 pg/ml) mit dem X-DNA Substrat CF110
(8,6 pM) inkubiert. Die Auswertung erfolgte durch Phosphorimaging. Die Laufweiten und
Molekulmassen des verwendeten Molekulargewichtsmarkers sind angegeben. Die mit den
Southwestern-Signalen Ubereinstimmenden Proteinbanden wurden fir eine Sequenzanalyse
prapariert.
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N-terminale Sequenzanalyse. Die in Abbildung 11 zu sehenden Signal gebenden
Banden wurden in einem parallelen Ansatz auf PVDF-Membran transferiert, mit
Ponceau S angefiarbt und ausgeschnitten. Die membrangebundenen, isolierten Proben
erwiesen sich jedoch als unzuginglich fiir den Edmanschen Abbau, was auf eine N-

terminale Acetylierung schlieBen lésst.

Analyse des tryptischen Peptidmassenspektrums. Eine Alternative zum
Edmanschen Abbau bei der Identifikation von Proteinen bietet das peptid mass
fingerprinting. Zu untersuchende Proteine werden z.B. durch Trypsinbehandlung
proteolytisch gespalten. Trypsin spaltet Polypeptidketten auf der Carboxylseite von
Lysin- und Argininresten, woraus sich fiir jedes Protein spezifische Peptide ergeben, die
in Summe den sog. peptid fingerprint ausmachen. Die Massen dieser Peptide werden
mittels MALDI-TOF MS ermittelt. Es folgt ein Datenbankvergleich der experimentell
bestimmten Massen mit den theoretisch anzunehmenden Massen fiir tryptische

Fragmentmuster aller erfassten, bekannten und hypothetischen Proteine.

Die den Signal gebenden Banden in Abbildung 11 entsprechenden Proteinbanden
wurden aus je vier priparativen Spuren eines PAA-Gels mit je 100 ug Gesamtprotein
aus Fraktion V ausgeschnitten und in der Reihenfolge zunehmender Laufweite als
Proben UR4 bis UR6 bezeichnet. Die Trypsinbehandlung der Proben lieferte gut
iibereinstimmende Peptidmassen, so dass davon ausgegangen wurde, dass es sich bei
diesen drei Proben um Fragmente desselben Proteins handelte. Eine Mascot-Suche
(Mascot-Suchmaschine, verfligbar unter www.matrixscience.com) ergab die beste
Ubereinstimmung der Peptidmassen mit den theoretischen Massen fiir das Genprodukt
Yhr146wp mit einem molecular weight search (Mowse) Wert (Perkins ef al., 1999) von
118. Ubereinstimmungen mit anderen Hefe-Proteinen wiesen Mowse Werte kleiner als
43 aufund lagen damit unter der angelegten Signifikanzschwelle von 56. Bei Yhr146wp
handelte es sich um ein hypothetisches Protein von einem bisher uncharakterisierten
offenen Leseraster, so dass keine experimentellen Daten zur Einschitzung des Befundes

herangezogen werden konnten.

Da der Mowse Wert auf Wahrscheinlichkeitsberechnung basiert, das heifit die
Ubereinstimmung mit einem Datenbankprotein in einem Punktsystem nach Anzahl der

iibereinstimmenden Peptidmassen ermittelt wird, konnte hier zwar angenommen
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werden, dass das gesuchte Protein Yhr146wp war, jedoch keine endgiiltige Aussage

gemacht werden.

Massenspektrometrische Sequenzanalyse tryptischer Peptidmassen. Um die
Identitét des X-DNA bindenden Proteins endgiiltig zu kléren, wurden drei Peptide der
tryptischen Spaltung von Probe UR4, mit Masse-zu-Ladung Verhéltnis-Werten von
1326,58, 973,41 und 1101,50 m/z auf Sequenzebene mittels LC-ESI MS-MS untersucht.
Dabei erlaubt die Tandem-Anordnung zweier massenspektrometrischer Schritte das
Herausfiltern des zu untersuchenden Peptids aus einem Peptidgemisch mittels
vorgeschaltetem, als Massenfilter wirkendem Quadrupolmassenspektrometer und
nachfolgendem Flugzeitmassenspektrometer. Das herausgefilterte Peptid wird in einer
Kollisionskammer  mit  Argon  fragmentiert und die  Fragmente im

Flugzeitmassenspektrometer analysiert. Die ermittelten Aminoséduresequenzen lauten:

LANKDDTFQFK  (1326,58 m/z)

SAGPPSTSNR (973,41 m/z)

SAGPPSTSNRK (1101,50 m/z)

Mit diesen Sequenzdaten als zusdtzliches Kriterium konnte das untersuchte

Protein eindeutig als Yhr146wp bestétigt werden.

Das Protein Yhr146wp/Crplp. Zum Zeitpunkt der Identifikation lagen keine
Studien zu Yhr146wp vor. Das Gen YHR146W liegt auf Chromosom VIII und wurde in
der Saccharomyces Genome Database (verfiigbar unter http://www.yeastgenome.org/)
als hypothetisches offenes Leseraster gefiihrt. Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit
wurde das Gen mit dem funktionellen Namen CRPI versehen. Diese Abkiirzung steht
fiir Cruciform DNA-Recognising Protein 1. Die in den letzten Jahren verstirkt
durchgefiihrten genomweiten Studien zu S. cerevisiae lieferten bis heute weder

biochemische Daten zu Crplp, noch eine Einschitzung seiner biologischen Funktion.
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Seq 1 MSSELMFNYT FSWPAGPKDV ILTGTFDDWR GTLPLVKTAK GNFEITMPVK
Seq 51 LANKDDTFQF KFI1VDGVWCV SDSYKKEHVS EGIENNFLQI TDLVETQEVA
Seq 101 GASRIPEAGG LLCGKPPRSA GPPSTSNRKK NKRNNKKRRS KLKKKSTKNN
NLS e e T
Lys S
Seq 151 KKSNESLDDN EEEDGVTGTT TEDVTGTSRE ETPLAEPTNV SKEAPGNFHI
NLS -—>

Lys ->

Seq 201 LPIDQSADTT QSNGIIGGPG PVLVPNPGEI KEFTEIRDVD ARELNERLNK
Seq 251 KEEVPEPVAG PIVESSVTEK SPALPQADDP IVETKEVAHN VQELTPQVEA
Seq 301 VTPLINEPEP LPTPEAQISI PESSKVEPVE GSLQSKLVEK RESTEGVLDG
Seq 351 SKKVENKAKK DEEVFTLDPI VNKAPKLPLT DEQTAEGRKS PAVSEEKEKK
NLS L
Lys o e e e e e e e e e e e e e e e e
Seq 401 KKQEKGSKEV KRSETSKEKK PSAKEVKKQT VKAPKKQTAS PLSSSTEEPK
NLS —-———>

Lys - >

Seq 451 KKKTGFFGKL KKLFK*

Abbildung 12: Aminosauresequenz von Crplp.

Gezeigt ist die Aminosauresequenz von Crp1p. Die hervorgehobenen Aminosduren
entsprechen den mittels LC-ESI MS-MS ermittelten Sequenzen, Gber welche Crp1p identifiziert
wurde. Lysin-reiche Regionen (Lys) zwischen Aminosaure 129 und 152 bzw. 352 und 420,
sowie die Lage mehrerer putativer Kernlokalisierungssignale (NLS) sind gekennzeichnet.

Crplp besteht aus 465 Aminosduren und besitzt eine nominelle Molekiilmasse
von 51,1 kDa. Das Protein besitzt zwei Lysin-reiche Regionen in denen jeweils ein oder
mehrere putative Kernlokalisierungssignale (nuclear localization signal; Abk. NLS)
liegen (Abbildung 12). Die NLS Sequenzen gehéren dem zweigeteilten Typ an, der
erstmals fiir Nucleoplasmin beschrieben wurde (Dingwall et al., 1982). Dieser Typ
besteht aus zwei basischen Elementen, einem Paar aus Arginin und/oder Lysin und
einer Folge von fiinf Aminoséuren, von denen mindestens drei basische Seitenketten
besitzen, getrennt von 10 bis 12 Aminosduren, deren Zusammensetzung variabel ist
(Robbins et al., 1991). Diese Regel, nicht eine strikte Konsensus-Sequenz, dient der
Voraussage von NLS Sequenzen. Deshalb konnte die Voraussage der NLS Sequenzen
in Crplp (Falquet et al., 2002) nur als Indiz fiir eine Kernlokalisierung des Proteins
gewertet werden. Thr gemeinsames Auftreten mit einer DNA-bindenden Aktivitit legt

allerdings einen tatsdchlichen Kernimport nahe.
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Die Aminosduresequenz offenbarte weder eine bekannte DNA-Bindedomine
noch eine Verwandtschaft zu bekannten DNA-bindenden Proteinen oder die
Zugehorigkeit zu einer Proteinfamilie. Das dhnlichste Hefeprotein zu Crplp ist Mdglp,
mit einer Sequenzidentitdt von 28%. Die verfligbaren Daten zu Mdglp lieferten zu
diesem Zeitpunkt keine weiteren Erkenntnisse beziiglich einer biochemischen oder

zelluldren Funktion von Crplp und werden spéter ndher behandelt (vgl. Seite 111).

Da bei der Sequenzanalyse lediglich N-terminale Bereiche von Crplp
(Aminosduren 51-61, 119-128 und 119-129, vgl. Abbildung 12) identifiziert wurden,
und da die apparenten Molekiilmassen der untersuchten Proteine nur bei 24 bis 28 kDa
lagen, konnte davon ausgegangen werden, dass es sich um N-terminale Fragmente von

Crplp handelte.

3.2. Charakterisierung von Crplp

3.2.1. Rekombinantes Crplp bindet spezifisch X-DNA

Um Crplp ndher zu untersuchen und um zu zeigen, dass sich das Protein auch in
EMSA-Analysen wie die in Hefe-Extrakten beobachtete Aktivitdt verhielt, wurde die
entsprechende Gensequenz mittels PCR aus dem Hefegenom amplifiziert und zur
Expression in E. coli in ein pET-1la-Derivate kloniert (vgl. Seite 52). Das
rekombinante Expressionsplasmid pUR101 codierte das Zielprotein mit N-terminalem
His-fag, um die Reinigung des Proteins zu vereinfachen. Die Expression des auf
Sequenzebene kontrollierten Plasmids erfolgte im E. coli Stamm BL21(DE3)pLysS. Die
Reinigung des Zielproteins erfolgte unter Anwesenheit von Protease-Inhibitoren durch
Affinititschromatographie unter Ausnutzung der Wechselwirkung des His-fag mit einer

Ni-NTA-Matrix (vgl. Seite 47).

Crplp hat eine nominelle Molekiilmasse von 51,1 kDa und trégt in rekombinanter
Form eine Erweiterung von 27 Aminosduren am N-Terminus. Demnach sollte ein
Produkt mit apparenter Molekiilmasse von ca. 54 kDa auf SDS-PAA-Gelen gefunden
werden. Die Expression in unabhéngigen pUR101-tragenden Klonen und anschlieBende
Ni-NTA-Affinitdtschromatographie fiihrte in einer Serie von Experimenten jedoch
immer nur zur Anreicherung eines Proteins mit einer apparenten Molekiilmasse von 29
kDa (Abbildung 13a, Spuren 1, 2 bis 7; exemplarische Darstellung). Diese Proteinbande

war spezifisch fiir die Expression von pUR101, denn parallel behandelte Zellen ohne
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Expressionsplasmid lieferten kein entsprechendes Protein (Abbildung 13b, Spuren 1 bis
7).

a kba D W 1 M 2 3 4 5 6 7
116~ - —
80— -—
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34,71

Abbildung 13: Affinitdtschromatographische Reinigung von rekombinantem Crp1lp.

(a) Rekombinantes Crp1p wurde unter nativen Bedingungen gereinigt. Zunachst wurde das
Protein Uber seinen His-tag an eine Ni-NTA-Matrix gebunden und in eine Leersdule gegeben.
Nach Abflielen des Durchflusses (D) wurde die abgesetzte Agarose mit insgesamt 18 ml
Waschpuffer gesplt (W), bevor gebundenes Protein aufeinander folgend mit Elutionspuffer mit
50 mM (Fraktionen 1 und 2), 250 mM (Fraktionen 3 und 4) bzw. 500 mM Imidazol (Fraktionen 5
bis 7) herunter gewaschen wurde (500 pl Puffer je Fraktion). 7,5 pl der einzelnen Fraktionen
wurden in einem 12%-igen (w/v) SDS-PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und mit
Coomassie Brilliant Blau angefarbt. Fraktionen 1 bis 7 zeigen die spezifische Anreinigung einer
29 kDa-Bande, welche (b) bei einem Kontrollversuch bei einer Proteinreinigung aus Zellen ohne
Expressionsplasmid nicht auftritt. M bezeichnet jeweils eine Spur mit Molekulargewichtsmarkern
auf die sich die angegebenen Molekllmassen beziehen.

Das Protein mit apparenter Molekiilmasse von 29 kDa wurde einer EMSA-
Analyse unterzogen. Dabei wurden 50 ng zu anndhernder Homogenitdt gereinigten
Proteins (vgl. Abbildung 13a, Spur5) unter Anwesenheit des Kompetitors Poly(d[I-C])
mit einem Satz von verzweigten- und unverzweigten DNA-Substraten getestet. Die
Sequenzen aller verwendeten Substrate wurden von der X-DNA CF110 abgeleitet (eine

Beschreibung der DNA-Substrate findet sich auf Seite 21). Von den angebotenen
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Substraten, die X-DNA, Y-DNA, linear doppelstringige- und einzelstringige DNA,
sowie einen DNA-Doppelstrang mit CC-Fehlpaarung und einen Doppelstrang mit einer
acht Nukleotide groBBen Heteroduplex-Schleife umfassten, wurden nur die verzweigten
DNA-Strukturen gebunden (Abbildung 14, Spuren 2 und 4). Dabei war das
Retardierungs-Signal bei X-DNA stirker als das bei Y-DNA. Das scheinbare
Retardierungssignal bei dem linear doppelstringigen Substrat geht nicht auf die
Anwesenheit des zu testenden Proteins zuriick, da es auch in der Kontrollreaktion ohne
Protein auftaucht (Abbildung 14, Spuren 5 und 6). Offensichtlich handelt es sich um
einen Anteil an nicht korrekt hybridisiertem Substrat in der Doppelstrang-Préiparation,
der sich bei der Elektrophorese anders verhielt als das intakte lineare Substrat.
Insgesamt entsprach die Analyse der erwarteten Substratspezifitdt fiir die mit Hefe-

Extrakten beobachtete X-DNA bindende Aktivitét (vgl. Abbildung 3).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

B o i
Cptp - + -+ - +

Substrat + Y e =A_ =’= —_—

Abbildung 14: Substratspezifitdt von rekombinantem Crp1p.

EMSA-Analyse von rekombinantem Crp1p. Die mit Symbolen dargestellten, von der Sequenz
von CF110 abgeleiteten DNA-Substrat (je 0,1 nM) wurde in Anwesenheit der Kompetitor-DNA
Poly[d(I-C)] (5 pg) jeweils ohne Protein und mit 50 ng Crp1p unter Standardbedingungen
inkubiert. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einem 8%-igen (w/v), nativen PAA-Gel, und
die DNA-Banden wurden durch Phosphorimaging sichtbar gemacht. Nur bei den verzweigten X-
und Y-DNAs ist eine Substratretardierung zu beobachten (Spuren 2 und 4). Die DNA-Substrate
waren von links nach rechts: X-DNA, Y-DNA, lineare Doppelstrang-DNA, Doppelstrang-DNA mit
einer acht Nukleotide groflen Heteroduplex-Schleife, Doppelstrang mit einer CC-Fehlpaarung
und Einzelstrang-DNA.

3.2.2. Rekombinantes Crplp wird proteolytisch gespalten

Das Verhalten von rekombinantem Crplp im EMSA hatte bestitigt, dass das
Protein tatsdchlich der aus Hefe gereinigten X-DNA bindenden Aktivitdt entsprach.
Allerdings stellte sich die Frage, warum das Protein nach Expression von pUR101 in E.

coli wiederholt als 29 kDa-Bande in Erscheinung trat. Interessanterweise entsprach
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diese apparente Molekiilmasse ungefdhr der apparenten Molekiilmasse der Crplp-
Hauptbande im Southwestern-blot mit Hefe-Extrakten (vgl. Abbildung 11). Das
Auftreten der Bande nach Expression in E. coli konnte per se verschiedene Griinde

haben:

(1) Bei dem beobachteten Protein handelte es sich um ein verkiirztes, N-
terminales Fragment von Crplp, das durch eine Verdnderung in der codierenden DNA-
Sequenz bedingt wird. Damit sich eine solche Verdnderung in einer E. coli Kultur
durchsetzt, miisste ein starker Selektionsdruck gegen das intakte Plasmid bestehen. Dies
wire dann der Fall, wenn Crplp einen toxischen Effekt hitte. Folge konnte die
Anhdufung von Mutationen oder DNA-Rearrangements sein. Diese Mdglichkeit ist
denkbar, wenn eine Art Pradisposition der DNA-Sequenz fiir Ereignisse vorliegt, die

immer wieder zur gleichen Verkiirzung von Crplp fiihren.

(2) Bei dem beobachteten Protein handelte es sich um ein verkiirztes, N-
terminales Fragment von Crplp, das durch proteolytische Spaltung aus dem Volle-
Lénge-Protein hervorgeht. Diese Spaltung miisste effizient und auf eine spezifische
Stelle beschrédnkt erfolgen, da kein Volle-Lénge-Protein beobachtet werden konnte und

nur genau ein verkiirztes Peptid auftrat.

(3) Die Verkiirzung von Crplp wurde durch die unterschiedliche Codon-
Bevorzugung in E. coli und S. cerevisiae bedingt. Eine forcierte Expression eines
Fremdproteins in E. coli kann zur Erschopfung seltener tRNAs fiihren. Es wire deshalb
denkbar, dass durch eine kritische Konstellation von Codonen ein verfrihter

Kettenabbruch bei der Translation verursacht wird (Gao et al., 1997).

Eine Serie von Versuchen sollte kldren, ob eine oder mehrere dieser Vermutungen
zutrafen: Zunichst wurde Moglichkeit (3), der frithzeitige Translationsabbruch wegen
erschopfter tRNA-Vorridte, durch Verwendung des Expressionsstamms BL21-
CodonPlus(DE)-RIL getestet. Der Stamm tragt zusétzliche Kopien der tRNA-Gene fiir
die Erkennung der in Tabelle 10 aufgefiihrten Codonen. Nach pUR101-vermittelter
Expression von CRP1, Ni-NTA-Affinitdtschromatographie und SDS-PAGE ergab sich
jedoch das gleiche Bild wie bei Verwendung von BL21(DE3)pLysS (nicht gezeigt).
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Damit wurde die unterschiedliche Codon-Bevorzugung in E. coli und S. cerevisiae als

Grund fiir das Auftreten der 29 kDa-Bande ausgeschlossen.

Tabelle 10: Haufigkeiten von Codonen mit stark unterschiedlicher Bevorzugung in E. coli

und S. cerevisiae und ihre jeweilige Haufigkeit in CRP1.

Codon codierte Hiufigkeit in E. Haufigkeit in S. Haufigkeit in
Aminosaure coli [%] cerevisiae [%] CRP1 [%]

CUA Leucin 4,0 13,3 8,6

AUA Isoleucin 5,4 17,8 8,6

AGA Arginin 2,9 21,3 15

AGG Arginin 1,9 9,2 8,6

Die genomweiten Haufigkeiten wurden der Codon Usage Database, die von dem Kazusa DNA
Research Institute in Japan verwaltet wird, entnommen (Nakamura et al., 2000). AGA und AGG
sind die am seltensten vorkommenden Codone in E. coli.

Um die Moglichkeiten (1) und (2) zu testen, wurde die Expression von Crplp auf
DNA- und Proteinebene genauer untersucht: Nach IPTG-induzierter Expression von
Crplp in BL21(DE3)pLysS wurde parallel zur Reinigung des Zielproteins Plasmid-
DNA aus der Kultur extrahiert. Die Plasmid-DNA wurde einer diagnostischen
Restriktionsanalyse unterzogen und sequenziert. Das Zielprotein wurde mittels Western
Technik iiber seinen His-fag immunologisch nachgewiesen. Um alle potentiellen
Spaltprodukte erfassen zu konnen, wurde auch eine Variante von Crplp mit C-
terminalem His-tag kloniert (pUR111) und getestet. Diese Variante sollte zeigen, ob
durch eine proteolytischen Spaltung des Proteins ein nachweisbares C-terminales

Fragment entsteht.

Die N- und C-terminal mit His-tag versehenen Varianten von Crplp wurden unter
denaturierenden Bedingungen bei Anwesenheit von 8§ M Harnstoff durch Ni-NTA-
Affinitdtschromatographie gereinigt, um die Wahrscheinlichkeit eines proteolytischen
Ereignisses wihrend der Prdparation zu minimieren (vgl. Seite 47). Nach der SDS-
PAGE waren in beiden Fillen mehrere Banden in den Reinigungsfraktionen zu
erkennen (Abbildung 16a). His-fag tragende Proteine wurden mittels immunologischen
Nachweis mit Hilfe eines monoklonalen Antikdrpers gegen den His-tag auf einem
parallel angefertigten Western-blot identifiziert (Abbildung 16b). Es zeigte sich, dass
die bereits beobachtete 29 kDa-Bande zusammen mit einem zweiten His-tag tragenden
Protein mit einer apparenten Molekiilmasse von ca. 70 kDa angereinigt wurde
(Abbildung 16b, Spur 2). Das C-terminal mit His-fag versehene Crplp tauchte hingegen

als Bande von etwas weniger als 70 kDa (eventuell auf den kiirzeren C-terminalen
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Uberhang von insgesamt 11 Aminosduren im Vergleich zum mit 27 Aminosiuren
lingeren N-terminalen Uberhang zuriickzufiihren) und als Bande von 55 kDa auf
(Abbildung 16b, Spuren 5 und 6). Zusitzlich wurde ein schwaches Signal unter der 55
kDa Bande sichtbar, das eventuell ein weiteres Abbauprodukt darstellt. Der Inhalt der
~70 kDa-Bande wurde einer N-terminalen Proteinsequenzierung unterzogen und lieferte

die Aminosduresequenz SSELM, die den Aminosduren 2 bis 6 von Crplp entspricht.
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Abbildung 15: Proteolytische Spaltung von rekombinantem Crplp.

(@) Rekombinantes Crp1p mit N- bzw. C-terminalem His-tag wurde unter denaturierenden
Bedingungen mittels Ni-NTA-Affinitdtschromatographie gereinigt. Fraktionen der Reinigung
wurden in einem 12%-igen (w/v) SDS-PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und mit
Coomassie Brilliant Blau angefarbt. Spur 1 enthalt einen Molekulargewichtsmarker der
angegebenen Molekilmassen. Spuren 2 und 3 enthalten 1,5 bzw. 3 yg Gesamtprotein von
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Reinigungsfraktionen mit Crp1p mit N-terminalem His-tag. Dieses wurde aus dem in Spur 4
gezeigten Lysat (10 uyg Gesamtprotein) gereinigt. Spur 5 zeigt Crp1p mit C-terminalem His-tag
(3 pg Gesamtprotein), welches aus dem in Spur 6 gezeigten Lysat (10 ug Gesamtprotein)
gereinigt wurde. (b) Immunologischer Nachweis von Crp1p-Spezies mit einem Anti-His
Antikorper auf einem Western-blot, der von einem vergleichbaren SDS-PAA-Gel angefertigt
wurde (mit 1/10 der in (a) angegebenen Proteinmengen). Crp1p wird posttranslational
gespalten und als Mischung aus Volle-Lange-Protein und eines N- bzw. C-terminalen
Subpeptids angereinigt (Spuren 2 und 5). (c) Schematische Darstellung der His-tag tragenden
Crp1p-Varianten. Das untere bzw. obere Paar entspricht der Mischung, welche in Abhangigkeit
der Position des His-tag durch die Ni-NTA-Affinitdtschromatographie angereinigt wurde.
(d) Restriktionsanalyse von je 1 ug der Expressionsplasmide fur N-terminal (pUR101) bzw. C-
terminal (pUR111) mit His-tag versehenen Crp1p-Varianten. Die Plasmide wurden zum
Erntezeitpunkt aus der Expressionskultur extrahiert. Die Auftrennung der Probe erfolgte in
einem 0,8%-igen Agarosegel. Spur 1 zeigt den mit Sacll und Kpnl geschnittenen, Spur 2 den
ungeschnittenen Vektor pUR101. Spur 5 zeigt den mit Ndel und Kpnl geschnittenen, Spur 6
den ungeschnittenen Vektor pUR111. In beiden Fallen ergibt die Restriktion das erwartete
DNA-Fragment von ~1,4 bzw. ~1,45 kb. Die linearisierten Vektoren zeigen die erwartete GréRRe
von ~5,5 kb. Weitere Banden gehen auf das zweite Plasmid, pLysS, im verwendeten E. coli
Stamm zurtck. Spuren 3 und 4 enthielten DNA-Groflenmarker. Die angegebenen DNA-Grofien
beziehen sich auf den Marker in Spur 4.

Die parallele Untersuchung der Plasmid-DNAs ergab, dass sie bei Ernte der
Kultur pURI101 und pURII1 intakt waren. Beide lieferten das erwartete
Restriktionsfragment von ~1,4 bzw. ~1,45 kb (Abbildung 16d, Spuren 1 und 5) und
enthielten die korrekte DNA-Sequenz von CRP].

Insgesamt lassen sich diese Befunde am besten damit erkldren, dass Crplp in
voller Léange translatiert wird, um dann eine proteolytische Spaltung zu erfahren. Diese
Spaltung tritt an einer spezifischen Stelle auf und stellt nicht etwa einen schrittweisen
Totalabbau dar. Die Folge ist die gemeinsame Anreinigung eines Anteils an Crplp in
voller Lange mit dem jeweilig fag tragenden Spaltprodukt (schematische Darstellung in
Abbildung 16c). Da die Reinigung in Anwesenheit von Harnstoff durchgefiihrt wurde
und da deshalb eine Spaltung wéhrend der Prozedur unwahrscheinlich ist, findet die
Prozessierung von Crplp offensichtlich schon in der Zelle statt. Das Auftreten N-
terminaler Fragmente in Hefe und E. coli konnte bedeuten, dass ein dhnlicher Prozess in

beiden Organismen abléuft.

Es sei auf das aberrante Laufverhalten von Crplp hingewiesen. Die apparente
Molekiilmasse von Crplp von ca. 70 kDa stimmt nicht mit der nominellen Masse von
52 bis 54 kDa (je nach Verwendung des N- oder C-terminalen His-fag) iiberein. Dieses

Phinomen wird auf Seite 80 weiter behandelt.
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3.2.3. Untersuchungen an Crplp-Derivaten

Nach den Ergebnissen der Southwestern-Analyse, der Expression, Reinigung und
ersten EMSAs mit rekombinantem Protein war Crplp als instabiles, X-DNA bindendes
Protein identifiziert worden. Die Instabilitét dufert sich als posttranslationale Spaltung
des 465 Aminosduren umfassenden Proteins und fiihrt zu einem N-terminalen
Spaltprodukt mit X-DNA bindender Aktivitit. Um Einzelheiten beziiglich der
Proteolyse und der DNA-Bindeeigenschaften von Crplp zu ermitteln, wurde das Gen in
Form einer Serie von N- und C-terminal verkiirzten Derivaten in pET-11a-His-Tev

kloniert (vgl. Seite 52 und Tabelle 3) und in BL21(DE3)pLysS exprimiert.

3.2.3.1. Kartierung der proteolytischen Spaltstelle

N- und C-terminalen Derivate von Crplp wurden mittels Ni-NTA-
Affinitdtschromatographie gereinigt, einer SDS-PAGE unterzogen und mit Coomassie
Brilliant Blau angeférbt. Eine repréasentative Auswahl der Derivate ist in Abbildung 16
dargestellt. Aus Ubersichtsgriinden wurde auf eine Gesamtdarstellung aller generierten

Derivate verzichtet.

Die Reinigung der Crplp-Derivate erfolgte unter nativen Bedingungen in
Anwesenheit einer Mixtur von Protease-Inhibitoren. In vielen Fillen kam es zu einer
Spaltung des Expressionsproduktes, so dass es zur gemeinsamen Anreicherung des
Produktes voller Léange und eines Spaltproduktes kam (Abbildung 16a, Spuren 2 bis 5
und 11). Die Spaltung erwies sich als effizienter Vorgang, denn der Anteil an
Spaltprodukt tiberwog stets dem Anteil an Volle-Lange-Produkt. Zur Spaltung kam es
immer dann, wenn ein Crplp-Derivate Aminosdure 160 iiberspannte. Derivate, die
diesen kritischen Bereich nicht enthielten, erschienen als singuldre Banden auf dem
SDS-PAA-Gel. (Abbildung 16a, Spuren 6 bis 10, 12, 14, 16). N-terminale Derivate von
Crplp, die sich iiber Aminosdure 160 hinaus erstreckten, lieferten Spaltprodukte mit
einer apparenten Molekiilmasse von 29 kDa. Diese Bande entsprach also der bereits bei
vorangegangenen Expressionsversuchen von Crplp beobachteten Bande. Die

aal-160

Expression des Derivats Crplp ergab eine Bande gleicher Laufweite (Abbildung

16a, Spur 6). Weitere C-terminale Verkiirzung fiihrte zu Produkten kleinerer

Molekiilmassen (Abbildung 16a, Spuren 7 und 8). Die C-terminalen Derivate

aal42-465

Crplp und Crplp*!'?**% lieferten Spaltprodukte mit apparenten Molekiilmassen

von 14,5 bzw. 18,5 kDa. Produkte gleicher Massen ergaben sich bei Crp1p™'+*'

und
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Crplp™!?*1% Abbildung 16a, Spuren 11, 12 bzw. 13, 14; Anmerkung: in Spur 13 findet
sich nur das Spaltprodukt und kein Volle-Linge-Produkt).
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Abbildung 16: Lage der proteolytischen Spaltstelle in rekombinantem Crplp.

(a) Die angegebenen rekombinanten Crp1p-Derivate wurden Uber ihren N-terminalen His-tag
durch Ni-NTA-Affinitdtschromatographie unter nativen Bedingungen gereinigt. Je 3 pug
gereinigtes Protein wurde in einem 20%-igen (w/v) SDS-PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt
und mit Coomassie Brilliant Blau angeférbt. Bei den Derivaten, die Aminosdure 160
Uberspannen, kommt es zur Spaltung von Crpilp (weitere Erklarungen im Text). Die
Molekilmassen zu den verwendeten Molekulargewichtsmarkern in Spuren 1 und 16 sind links
bzw. rechts angegeben. (b) Schematische Darstellung der in (a) gezeigten Crp1p-Derivate. Die
Balkengrof’e wurde relativ zu Volle-Lange-Crp1p gewahlt. Die gestrichelte Linie deutet die
Spaltstelle um Aminosaure 160 an.

Diese Beobachtungen zeigten, dass Crplp effizient an einer spezifischen Stelle in

direkter Umgebung von Aminosdure 160 gespalten wird (schematische Darstellung in
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Abbildung 16b)." Dabei bleibt unklar, ob dieser Effekt durch einen autoproteolytischen
Vorgang oder eine besonders exponierte, fiir proteolytische Spaltung sensitive Region
um Aminosdure 160 bedingt wird. Wenn es stimmt, dass diese Spaltung in E. coli und
in der Hefe erfolgt, so ist die dritte Moglichkeit, dass hier eine spezialisierte Protease

wirkt, eher unwahrscheinlich.

Da sich die apparenten Molekiilmasse der Crplp-Derivate bei SDS-PAGE stark

von den jeweiligen nominellen Masse unterschieden, wurde die exakte Masse eines

Referenzderivats mittels Massenspektroskopie untersucht. Dazu wurde Crplp®!*%

aal-465

ausgesucht, da es Crplp am ndchsten kam und der Anteil an Volle-Lange-Produkt

groBer war als bei Crplp™!™®. Die apparenten Molekiilmassen im Falle Crplp™'%
waren 65 kDa fiir das intakte Derivat und 29 kDa fiir das Spaltprodukt. Die Probe
lieferte in der MALDI-TOF Massenspektroskopie Masse-zu-Ladung Werte von
47515,85 und 21551,66 m/z. Diese Werte stimmen gut mit den nominellen

aal-408

Molekiilmassen fiir Crplp mit 48018,37 kDa und das putatives Spaltprodukt

aal-160 it 21 122,70 kDa iiberein. Dieser Befund unterstiitzt die Annahme dass die

Crplp
Spaltung in direkter Ndhe von Aminosdure 160 stattfindet und zeigt, dass Crplp in

SDS-PAGE aberrant lauft.

3.2.3.2. Kartierung der DNA-Bindestelle

Die in Abbildung 16 dargestellten Fraktionen der N- und C-terminalen Derivate
von Crplp wurden einer vergleichenden EMSA-Analyse unterzogen. Dabei sollte die
DNA-Bindedoméne eingegrenzt und zusitzlich gepriift werden, ob auch C-terminale

Derivate von Crplp DNA binden.

Je 1,5 pg der rekombinanten Derivate wurden mit dem X-DNA-Substrat CF110
und den linear doppelstrangigen Kontrollsubstraten (vgl. Seite 21) getestet (Abbildung
17). In Abwesenheit des Kompetitors Poly[d(I-C)] banden alle Derivate mit Ausnahme
von Crplp®™!'?® X-DNA (Abbildung 17a). Dabei verursachten N- bzw. C-terminale

' Eine genaue Kartierung der proteolytischen Spaltstelle in Crp1p durch N-terminale
Sequenzierung des C-terminalen Spaltproduktes wurde versucht. Dabei ergab sich jedoch eine
nicht eindeutige Aminosauresequenz aufgrund sich an mehreren Positionen Uberlagernder
Signale bei der Sequenzierung. Eine mégliche Sequenz liel3 sich mit Aminosauren 142 bis 144
und 146 bis 149 von Crp1p in Ubereinstimmung bringen. Dieses Ergebnis korrespondierte
jedoch nicht mit den Ergebnissen des Laufweitenvergleichs der Crp1p-Derivate und fiihrte nicht
zur Prazisierung der Lage der Spaltstelle.
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Fragmente eine stirkere Substrat-Retardierung als die internen Fragmente Crplp*!**'%

und Crplp®'?*'% (Abbildung 17, Spuren 1 bis 7, 9, 10 bzw. 12 und 14). Dieser
Unterschied ldsst sich mit der geringeren Masse der internen Fragmente erkldren. Ein

aal42-465

interessanter Effekt stellte sich bei Crplp ein, wo eine starke und eine schwache

Retardierung gleichzeitig auftraten. Die starke Retardierung &hnelt der durch
Cr1p™'®% die schwache Retardierung der durch Crlp*'**'® hervorgerufenen

Retardierung (Abbildung 17, Spuren 10 bis 12).

In Anwesenheit von Poly[d(I-C)] wurden einige der beobachteten X-DNA-
Bindungen kompetiert. Wie aus Abbildung 17b ersichtlich, waren kleiner werdende N-
terminale Fragmente von Crplp weiterhin dazu fihig X-DNA zu binden, solange
Aminosduren 1 bis 141 intakt blieben (Abbildung 17b, Spuren 2 bis 7). Eine weitere

Verkiirzung am C-Terminus fiihrte bei Crplp™' '

zum Aktivitdtsverlust (Abbildung
17b, Spur 8). Die Abwesenheit der Aminosduren 1-141 fiihrte zu den inaktiven
Derivaten Crplp™?%**%, Crp1p*!®** und Crplp*!'**** (Abbildung 17b, Spuren 9 bis
11). Entsprechend zeigte das Derivat Crplp™'**'% keine X-DNA bindende Aktivitit
(Abbildung 17b, Spur 12). Die Crplp-Derivate Crplp™'?**® bzw. Crplp™'2*'%
retardierten das X-DNA-Substrat weniger stark als die aktiven N-terminalen Fragmente
(Abbildung 17b, Spuren 13, 14). Dieser Effekt ldsst sich dadurch erkldren, dass nach der

120-465

Spaltung von Crplp in der Nachbarschaft von aa 160 hauptsichlich ein Peptid

120-160 gehr dhnlich oder mit diesem identisch ist

vorliegt, das dem Derivat Crplp
(Abbildung 17a, Spuren 13 ,14). Diese Spezies ist kleiner als die dominante Spezies in
den aktiven N-terminalen Fragmenten und fithrt damit zu einer schwécheren
Retardierung des X-DNA-Substrats. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die
Bindung von X-DNA iiber den N-Terminus vermittelt wird. Essentiell flir die Bindung
sind Aminosduren 120-141. Dieser Bereich, der im Folgenden als X-DNA bindende
Domaéne bezeichnet wird, wurde als eigensténdiges Derivat kloniert und analog getestet

(vgl. dazu Abbildung 19c).
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Abbildung 17: Vergleichende EMSA-Analyse von Crplp-Derivaten zur Kartierung der X-
DNA bindenden Domaéne.

Das (a, b) X-DNA Substrat CF110 und die abgeleiteten (c) Doppelstrang-DNA-Substrate (je 0,1
nM) wurden jeweils ohne Protein (Kontrolle) und mit 1,5 ug der angegebenen Crp1p-Derivate
unter Standardbedingungen inkubiert. Die Auftrennung der Proben erfolgte jeweils in einem 8%-
igen (w/v), nativen PAA-Gel, und die DNA-Banden wurden durch Phosphorimaging sichtbar
gemacht. Die An- bzw. Abwesenheit der Kompetitor-DNA Poly[d(I-C)] (5 ug je Ansatz) ist
angegeben. Wahrend das X-DNA-Substrat von verschiedenen Crp1p-Derivaten retardiert wird,
werden die Doppelstrang-Substrate nicht gebunden (weitere Erklarungen im Text).
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Die Summe der Crplp-Derivate wurde auch auf ihre Fahigkeit hin untersucht
linear doppelstrangige DNA zu binden (Abbildung 17c). Dabei diente eine dquimolare
Mischung zweier DNA-Doppelstringe, die zusammen die gesamte Sequenzinformation
der X-DNA CF110 abdecken (vgl. Seite 21) als Substrat. Hierbei konnte selbst in
Abwesenheit des Kompetitors Poly[d(I-C)] keine Bindung des Substrates festgestellt

werden.

Untersucht man die Ergebnisse der EMSAs in Hinblick auf die bereits
beschriebenen Sequenzmotive von Crplp (vgl. Abbildung 12), ergibt sich folgendes
Bild: Die X-DNA bindende Doméne (aa 120-141) iiberschneidet sich teilweise mit einer
von insgesamt zwei Lysin-reichen Regionen. Diese N-terminale Lysin-reiche Region
(aa 129-152) weist einen Cluster positiver Ladungen auf. Der 24 Aminosduren
umfassende Bereich enthdlt 12 Lysine (50%), 3 Arginine und des weiteren nur
ungeladene Reste. Der Teil der X-DNA bindenden Domine, der vor diesem
Ladungscluster liegt, enthilt ein Arginin und ist ansonsten ungeladen (Abbildung 18a).
Diese pragnante Ladungsverteilung ist wahrscheinlich maligeblich fiir die
strukturabhéngige DNA-Bindung. Die zweite, C-terminal gelegene Lysin-reiche Region
(aa  352-420) weist 19 Lysine (27,5%) und eine insgesamt heterogenere
Ladungsverteilung auf. Interessanterweise waren Crplp-Derivate, die diese Region
enthielten in Abwesenheit von Poly(d[I-C]) auch zur spezifischen X-DNA-Bindung
fahig (vgl. Abbildung 18b).

Betrachtet man die Laufweiten der retardierten Substratbanden, so fillt auf, dass

aal60-465

Crplp (besitzt die C-terminale Lysin-reiche Region) eine hohe Bande und

1 aal42-465

Crplp

Region) eine hohe und eine niedrige Bande hervorruft. Bezieht man die Spaltung von

(besitzt die C-terminale- und einen Teil der N-terminalen Lysin-reichen
Crplp in diese Uberlegung ein, so enthilt die Priparation des Derivats Crplp®!#**%
eine Mischung aus einem kleinen Peptid, das einen Teil der N-terminalen Lysin-reichen
Region enthdlt und dem Volle-Liange-Produkt, das zusitzlich die C-terminale Lysin-
reiche Region enthdlt. Diese unterschiedlichen Produkte scheinen um die X-DNA-
Bindung zu konkurrieren, wobei sich die N-terminale Lysin-reiche Region stirker

2120465 gotzt sich allein das N-terminale Spaltprodukt durch, das

durchsetzt. Bei Crplp
die X-DNA bindenden Domine enthélt. Hier ldsst sich ausschlieBlich die niedrige

Bande nachweisen. Eine mogliche Erkldrung dazu wire, dass die C-terminale Lysin-



Ergebnisse 84

reiche Region zwar X-DNA bindet, aber weniger effizient als die N-terminale Lysin-
reiche Region. In beiden Féllen liegt eine strukturabhingige DNA-Bindung vor, da
keine der beiden Regionen mit linear doppelstringiger DNA interagiert. Die N-
terminale Lysin-reiche Region iiberlappt mit der X-DNA bindenden Domine, die auch

in Anwesenheit von Poly[d(I-C)] X-DNA-Bindung vermittelt.

Y
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aal-141  [His| 4 : +/+
aa1-120  [His] | +/-
2a120-141 : +/+
aa142-160 HisP§ +/-
aa120-160 = +/+

Abbildung 18: Lage der X-DNA bindenden Domaéane von Crp1lp.

Schematische Darstellung von Crp1p-Derivaten mit der Lage der Lysin-reichen Regionen (<)
und der an rekombinantem Crp1p bestimmten proteolytischen Spaltstelle (weiler Pfeil bzw.
gestrichelte Linie). Die X-DNA bindende Domane (Aminosduren 120-141) ist jeweils
hervorgehoben. (a) Volle-Lange-Crp1p mit den Aminosauresequenzen der DNA bindenden
Domaéane (oben) und der (berlappenden Lysin-reichen Region (unten, Aminosauren 129-152).
Ungeladene Aminosauren sind mit einer 0, positiv geladene mit einem + gekennzeichnet.
(b) Das Potential der gezeigten Crp1p-Derivate, X-DNA zu binden, ist mit + oder -
gekennzeichnet. Dabei bezieht sich die erste Angabe auf die Bindung in Abwesenheit, die
zweite auf Bindung in Anwesenheit von Kompetitor-DNA.
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Die X-DNA bindende Doméne ist mit ihrer positiven Nettoladung per se fir
Wechselwirkungen mit Nukleinsduren geeignet. Dabei ist anzunehmen, dass Bindungen
zum negativ geladenen Zucker-Phosphat-Riickgrad eingegangen werden. Wie dabei die

Architekturspezifitdt der DNA-Bindung erreicht wird, ist bislang unklar.

3.2.3.3. Dissoziationskonstanten von Crplp-DNA-Komplexen

Um Dissoziationskonstanten von Crplp-Derivaten und DNA-Substraten zu
ermitteln, wurden steigende Proteinkonzentrationen mit dem jeweiligen Substrat
inkubiert. Die bei der folgenden Gelelektrophorese auftauchenden Retentionsbanden
wurden quantifiziert und in Relation zu den Banden freien Substrats gesetzt
(Vorgehensweise wie bei der Definition der Einheit X-DNA bindender Aktivitit, vgl.
Seite 51). Bei 50% Substratbindung entspricht die Dissoziationskonstante dem
Doppelten der eingesetzten Proteinkonzentration. Dieser Zusammenhang ergibt sich aus
der Formel K4 = [P][S] / [PS], wobei [PS] die Konzentration an Protein-DNA-Komplex,
[P] die eingesetzte Proteinkonzentration und [S] die Konzentration an eingesetztem
DNA-Substrat ist. Die GréBen [P] und [S] sind jeweils bekannt und [PS] ergibt sich aus

dem Anteil an retardiertem Substrat.

Dissoziationskonstanten wurden fiir (1) Crplp®''® und X-DNA, (2) Crplp*''®
und Y-DNA und (3) Crplp™"?***! und X-DNA bestimmt (Abbildung 19a bis ¢). Durch

1-160
e wurden ungenaue

die Verwendung des stabilen, N-terminalen Derivats Crplp
Messungen aufgrund der Anwesenheit unterschiedlicher Proteinderivate, wie sie bei
Verwendung von Crplp-Spezies mit funktionaler Spaltstelle zu erwarten gewesen wire,
vermieden. Das andere getestete Derivat, Crplp™'**'! umfasst die ermittelte
Minimalsequenz der X-DNA-Bindedomine. Das Y-DNA-Substrat wurde getestet, da es
in der vergleichenden EMSA-Analyse (vgl. Abbildung 14) neben X-DNA das einzige

erkannte Substrat war.
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[Crp1p aa1-160]
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Abbildung 19: Bestimmung von Dissoziationskonstanten fur Crplp-DNA-Komplexe.

EMSA-Analyse von rekombinantem Crp1p. Die mit Symbolen gekennzeichneten DNA-
Substrate, X-DNA CF110 und das abgeleitete Y-Substrat (je 0,1 nM) wurden in Abwesenheit
von Kompetitor-DNA jeweils ohne Protein (K) und mit steigenden Mengen der angegebenen
Crp1p-Derivate unter Standardbedingungen inkubiert. Die Auftrennung der Proben erfolgte in
einem 8%-igen (w/v), nativen PAA-Gel. Die DNA-Banden wurden durch Phosphorimaging
sichtbar gemacht, um die jeweiligen Dissoziationskonstanten zu ermitteln (a) Spuren 2 bis 9
enthielten 10, 25, 50, 75, 100, 250, 575 bzw. 1150 ng Protein. (b) Spuren 2 bis 7 enthielten 50,
75, 100, 250, 575 bzw. 1150 ng Protein. (c) Spuren 2 bis 9 enthielten 15, 30, 62,5, 125, 250,
500, 1000 bzw. 2000 ng Protein.

Die Dissoziationskonstanten ergaben sich zu (1) 8 x 107 M, (2) 2,36 x 107 und
(3) 3,5 x 10”. Damit bestitigte sich zum einen, dass X-DNA das bevorzugte Substrat
darstellt, denn es wurde etwa drei mal besser gebunden als Y-DNA. Dariiber hinaus
zeigte sich, dass die ermittelte Minimalsequenz von 21 Aminosduren autonom zur X-
DNA-Bindung féhig ist. Allerdings liegt dabei die Dissoziationskonstante 40-fach hoher

als bei Crplp™'"'®’. Dies kann zwei Griinde haben. Zum einen konnte die hier ermittelte
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Minimalsequenz zur X-DNA-Bindung nicht die gesamte DNA bindende Doméne

1-160 .
aa zu bestimmen

umfassen. Um einen Minimalbereich mit der Qualitit von Crplp
miissten weitere Crplp-Derivate generiert und quantitativ untersucht werden. Es ist
anzunehmen, dass der stark positiv geladene Sequenzbereich zwischen Aminosiure 141
und 160 zur X-DNA-Bindung in Crplp™'"'® beitriigt, obwohl er alleine nicht ausreicht,

um X-DNA-Bindung zu vermitteln.

Zum anderen konnte ein Peptid dieser Grofe zwar die gesamte relevante
Sequenzinformation zur effizienten X-DNA-Bindung tragen, aber strukturelle
Voraussetzungen, die von umliegenden Sequenzen vermittelt werden, eingebiiit haben.
Abgesechen davon hatte das Peptid Crplp™'?*'*' die Tendenz auszufallen. Dieser
Umstand konnte zu falschen Messungen gefiihrt haben, wenn ein Teil des Proteins

ausgefallen und damit in inaktiver Form vorlag.

3.2.3.4. Volle-Lange-Crplp bindet X-DNA

Die EMSAs mit Crplp konnte keinen Aufschluss dariiber geben, ob das Protein in
voller Lange X-DNA binden kann. Um die Frage zu klédren, ob die Affinitdt zu X-DNA
erst durch die Spaltung des Proteins entsteht, wurden einige Varianten von Crplp einer
Southwestern-Analyse (vgl. Seite 51) unter Anwesenheit von Lachsspermien-
Kompetitor-DNA unterzogen. Dabei zeigte sich, dass sowohl gespaltenes wie auch
intaktes Crplp in der Lage ist, X-DNA zu binden, wenn die DNA-Bindedoméne
(Aminosduren 120 bis 141) présent ist (Abbildung 20). Der Einschub in Abbildung 20
zeigt die Bindung von X-DNA durch Volle-Lange-Crplp und das N-terminale
Spaltprodukt. Bei geringeren Proteinkonzentrationen konnte nur die Aktivitit des
Spaltproduktes beobachtet werden. Die Spuren 2-4 in Abbildung 20 zeigen die Bindung
durch Crplp-Derivate mit zunehmender Verkiirzung des C-Terminus. Das stabile

Derivat Crplp™!'®

produzierte wie erwartet ein singulidres Signal bei einer etwa 29
kDa entsprechenden Laufweite. Wie auch bei der EMSA-Analyse fiihrte eine weitere
Deletion des C-Terminus zum Aktivititsverlust (Abbildung 20, Spur 6). Das dem C-

terminalen Subpeptid von Crplp dhnliche/identische Crplp®!®**%

produzierte wie in
der EMSA-Analyse (unter kompetitiven Bedingungen) auch in der Southwestern-

Analyse kein Signal.
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Abbildung 20: Volle-Lange-Crplp bindet X-DNA.

Southwestern-Analyse der jeweils angegebenen, rekombinanten Crp1p-Derivaten. Spuren 1 bis
7 enthielten je 3 pg Protein, die eingeschobene Spur 6 pg. Nach elektrophoretischer
Auftrennung in einem 20%-igen (w/v) SDS-PAA-Gel wurden die Proteine auf PVDF-Membran
Ubertragen. Die membrangebundenen Proteine wurde in Anwesenheit von Lachsspermien-
Kompetitor-DNA (10 ug/ml) mit dem X-DNA Substrat CF110 (8,6 pM) inkubiert. Die Auswertung
erfolgte durch Phosphorimaging. Die Laufweiten und Molekilmassen des verwendeten
Molekulargewichtsmarkers sind angegeben. Intaktes und gespaltenes Crp1p sind in der Lage
X-DNA zu binden, wenn die X-DNA bindende Doméane im jeweiligen Derivat vorhanden ist.

3.3. Phénotypische Analyse von crpl4-Zellen

Nachdem die Identitit der X-DNA bindenden Aktivitit geklédrt war, stellte sich
die Frage, ob Crplp an Vorgingen der genetischen Rekombination beteiligt ist. Da es
sich um ein neues, bisher uncharakterisiertes Protein handelte, konnten keine
experimentellen Daten fiir die Planung weiterer Versuche herangezogen werden. Die
Hypothese, dass Crplp die Rekombination beeinflussen konnte, stiitzt sich auf seine
biochemischen Eigenschaften. Das Protein ist geeignet, Holliday-Strukturen, die in
Rekombinationsprozessen gebildet werden, selektiv zu binden. Weiterhin haben
Versuche zur Stimulation der Holliday-Struktur auflosenden Aktivitit von T4
Endonuklease VII gezeigt, dass Crplp moglicherweise koordiniert mit Rekombinasen

an Rekombinationsabldufen teilhaben kann (vgl. Abbildung 4 und Seite 117).

Um die Hypothese der Beteiligung an Rekombinationsprozessen zu testen, wurde
der Effekt einer Deletion von CRP/ auf die rekombinogene DNA-Reparatur bzw. die

meiotische Rekombination phénotypisch untersucht.
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3.3.1. Deletion von CRP1

Fiir eine phéanotypische Analyse sollte zundchst geklart werden, ob Crplp zum
normalen Wachstum der Zelle benétigt wird. Das Gen CRPI wurde im Stamm RS190,
aus dem das Genprodukt gereinigt worden war, deletiert (vgl. Seite 55). Der
Deletionsstamm Acrpl zeigte normales Wachstum in Vollmedium. Es handelt sich bei
CRP] also nicht um ein essentielles Gen. Dies wurde inzwischen auch durch eine
systematische Deletionsstudie, die 96% aller offenen Leseraster der Hefe umfasst,
bestdtigt (Giaever et al., 2002). Die Deletionsmutante zeigte aulerdem auf Ndhrboden
bei Hitzeinkubation, nach Bestrahlung mit ultraviolettem Licht und bei Inkubation auf
einem MMS-Gradienten das gleiche Wachstumsverhalten wie der Ausgangsstamm
RS190 (Abbildung 21). Eine genauere Analyse des Wachstums von Stamm Acrpl
bestitigte diesen Befund (vgl. Schmiemann, 2001).

Wt

rad6
crpl(1)

30°C

crpl(2)
Wt
radé a7 °C
crpl(1)
crpl(2)
Wit
radé

crpl(1)

30°C

crpl(2)
20 B UV (254 nm)

30°C

Abbildung 21: Wachstum von crpl4-Mutanten unter verschiedenen Bedingungen.

Zellen expotentiell wachsender Kulturen wurden auf die dargestellten Platten getropft (etwa 10°
Zellen je Tropfen). Die Inkubation der Platten erfolgte fiir vier Tage bei der jeweils angegebenen
Temperatur. Der Wildtyp (RS190) und zwei unabhangige crpl-Deletionsmutanten zeigten
gleiches Wachstumsverhalten auf Vollmedium und vergleichbare Sensitivitat gegeniber MMS
(Gradient von 0 bis 0,2 % (w/v)) und UV-Bestrahlung (0 bis 30 s bei 254 nm). Der
Kontrollstamm Adrad6 wuchs nur auf Vollmedium bei 30°C.
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Im Folgenden wurden statt RS190-Stimmen BY-Stimme (vgl. Tabelle 1) aus
dem internationalen Deletionsprogramm EUROFAN II* fiir phinotypische
Untersuchungen genutzt, um mit einem gut definierten, wildtypischen
Stammhintergrund zu arbeiten. RS190 trigt ein mutiertes Topoisomerase-Allel (fop1-8),
das potentiell den DNA-Metabolismus beeinflussen kann, so dass ein moglicher
phénotypischer Effekt potentiell auf einer Kombination dieser Mutation und
eingefiihrter Deletionen beruhen konnte. Die Verwendung der BY-Staimme schlief3t die

Moglichkeit eines additiven Effekts weitestgehend aus.

3.3.2. Bestrahlung mit Rontgenstrahlung

Rontgenstrahlen wirken aufgrund ihrer hohen Quantenenergie als physikalische
Mutagene und verursachen bei Wechselwirkung mit biologischem Material unter
anderem Doppelstrangbriiche in der DNA. Um zu {berleben, ist die Zelle auf die
Reparatur der eingefiigten Doppelstringe angewiesen, was hauptsidchlich durch
Vorginge der HR geschieht (Paques & Haber, 1999; Prado et al., 2003). Daher eignet
sich die  Bestimmung der  Uberlebensrate  einer  Hefekultur  nach
Rontgenstrahlungsexposition zum Nachweis von Defekten in diesem Prozess. Dazu
wurden Fliissigkulturen der zu testenden Stdmme verschiedenen Energiedosen
ausgesetzt. Proben dieser Kulturen wurden ausplattiert und die entstehenden Kolonien

nach zweitdgiger Inkubation bei 30 °C ausgezéhlt (vgl. Seite 57).

Die getesteten Stimme (vgl. Tabelle 1) waren zum einen die Wildtyp-Stimme
BY4741 (haploid, 1n) und BY4743 (diploid, 2n), zum anderen isogene
Deletionsstaimme fiir CRP/ (1n und 2n) und MDGI (1n). Zusétzlich wurde der haploide
Stamm URY13, der Deletionen von CRPI und MDGI aufweist, getestet. Er wurde
wegen der groBen Sequenzdhnlichkeit der beiden codierten Proteine generiert, um eine
eventuelle funktionelle Redundanz von Crplp und Mdglp nachzuweisen. Dazu wurde
in der crpl-Mutante das Gen MDGI gegen den Auxotrophiemarker HIS3 ausgetauscht
(vgl. Seite 55). Als Kontrolle fiir die experimentellen Bedingungen diente eine isogene
rad5 I-Mutante. Dieser Stamm, dem das zentrale Strangtransfer-Protein der HR fehlt, ist
bekanntermaBen stark in der rekombinationsabhdngigen DNA-Reparatur eingeschrinkt

und entsprechend sensitiv gegeniiber Rontgenstrahlen.

2 Details unter: http://www-sequence.stanford.edu/group/yeast_deletion_project/deletions3.html
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Abbildung 22: Réntgenstrahlungstoleranz von crpl4-Mutanten.

Die Stamme BY4741 (Wt, 1n), BY4743 (Wt, 2n), URY4 (crpl, 1n), URY7 (crpl, 2n), URY8
(mdgl, 1n) URY13 (crplmdgl, 1n) und Arad51 wurden auf ihre Toleranz gegenlber
Rontgenstrahlung untersucht (fiir das entsprechende Verfahren vgl. Seite 57).

Die graphische Darstellung der Ergebnisse zeigt die Uberlebensraten der
verschiedenen Stimme in Abhéngigkeit der verabreichten Energiedosis (Abbildung 22).
Die Uberlebensrate ergibt sich jeweils aus dem Quotienten des Lebendtiters vor und
nach Bestrahlung der Kultur. Dabei stellt der Lebendtiter den Mittelwert aus drei
Plattierungen dar. Die Uberlebensrate der rad5] Kontrolle fillt bereits bei einer
Energiedosis von 200 Gy auf unter 10%. Der Wildtyp ist deutlich resistenter, wobei
Diploidie im Vergleich zu Haploidie zu hoherer Widerstandsfahigkeit fiihrt. Die
Uberlebensrate des diploiden Wildtyps bei 1200 Gy liegt bei ca. 60%, wihrend beim
haploiden Stamm 45% der Zellen iiberleben. AuBlerdem zeigt sich bei der haploiden

Variante ein typischer, frither Abfall der Lebensfahigkeit, der dann in eine langsame,
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lineare Abnahme iibergeht. Dies liegt daran, dass asynchrone Kulturen Zellen jedes

Zellzyklusstadiums enthalten.

Die Zellen, die zur Zeit der Induktion von Doppelstrangbriichen gerade in der
G;-Phase waren, sterben in Ermangelung eines intakten DNA-Donors fiir die
rekombinationsabhidngige Reparatur. Die iibrig bleibenden haploiden Zelle in der S-
bzw. G,-Phase des Zellzyklus hingegen nutzen das jeweilige Schwesterchromatid des
betroffenen mitotischen Chromatids als Donorsequenz. Dieser Effekt ist bei diploiden
Zellen weniger drastisch, da sie in der Gj;-Phase auf das homologe Chromosom
zuriickgreifen konnen. Trotzdem sind auch hier G,-Zellen resistenter als G;-Zellen, da
das homologe Chromosom nur selten bei induzierten Rekombinationsvorgdngen als
Donor genutzt wird (Brunborg et al., 1980; Fabre et al., 1984). Auch hier kommt es
hauptsédchlich zur Rekombination zwischen Schwesterchromatiden (Kadyk & Hartwell,
1992; Gonzalez-Barrera et al., 2003). Die molekularen Mechanismen sind, unabhéngig

von der Wahl des Donors, dhnlich (Fasullo ef al., 2001; Gonzalez-Barrera et al., 2003).

Die getesteten Mutanten folgten ohne groBe Abweichung den Kurvenverldufen
der Wildtypen, so dass sich kein Hinweis auf eine mdgliche Rekombinationsdefizienz
in crpl- und/oder mdgl-Mutanten ergab. Die Zelle ist jedenfalls zur Reparatur von

induzierten DNA-Doppelstrangbriichen nicht auf Crplp angewiesen.

3.3.3. Bestrahlung mit ultravioletten Strahlen

Ultraviolette (UV) Strahlung verursacht Schiadigungen der DNA. Hauptsédchlich
werden zwei mutagene Photoprodukte, Cyclobutan Pyrimidindimere und (6-4)
Photoprodukte, erzeugt. Ihre Reparatur wird durch die Mechanismen der
Exzisionsreparatur und bei der Hefe auch durch die sog. Photoreaktivierung, die direkte
Reversion des Schadens durch die Photolyasen, vermittelt. Wenn ein solcher Schaden
vor seiner Reparatur von einer Replikationsgabel erreicht wird, gibt es zwei
Moglichkeiten, den Replikationsvorgang fortzusetzen. Zum einen kann der Schaden
toleriert werden, indem eine spezialisierte DNA-Polymerase an Schadstellen beliebige
Basen einbaut, was zu Mutationen fithrt. Zum anderen kann es zur Umkehrung der
blockierten Replikationsgabel kommen. Die dabei entstehende DNA-Struktur ist formal
eine Holliday-Struktur und kann durch einen rekombinogenen Vorgang prozessiert

werden (vgl. auch Seite 133 und Abbildung 41). Um einen moglichen Effekt der
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Deletion von CRPI auf diesen Vorgang zu untersuchen, wurden geeignete
Verdiinnungen des haploiden Wildtyps BY4741 der isogenen crplAmdglA-
Doppelmutante ausplattiert und UV-Licht bestrahlt. Als Kontrolle fiir die
experimentellen Bedingungen diente eine isogene rad6-Mutante. Dieser Stamm ist

bekanntermaflen UV-sensitiv (vgl. Abbildung 21).
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Abbildung 23: UV-Strahlungstoleranz einer crpl4amdglA4-Mutante.

Die Stamme BY4741 (Wi, 1n), URY13 (crplmdgl, 1n) und Arad6 (1n) wurden auf ihre Toleranz
gegeniber UV-Strahlung untersucht (fir das entsprechende Verfahren vgl. Seite 57).

Die Zellen wurden auf festem Nihrboden mit Energiedosen von 30 bis 90 J/m’
bei 254 nm bestrahlt, 2 bis 3 Tage in Licht geschiitzter Form (um die
Photoreaktivierung zu vermeiden) inkubiert und die entstehenden Kolonien gezahlt. Die
graphische Darstellung der Ergebnisse zeigt die Uberlebensraten der verschiedenen
Stdimme in Abhéngigkeit der verabreichten Energiedosen (Abbildung 23). Die
Uberlebensrate ergibt sich jeweils aus dem Quotient der iiberlebenden, Kolonien
bildenden Zellen vor und nach Bestrahlung. Dabei ist die Zahl der Kolonien jeweils der
Mittelwert aus drei Versuchen. Der Kontrollstamm Aradé6 ist unfdhig zur wirksamen

Postreplikationsreparatur und daher stark UV-sensitiv. Seine Uberlebensrate fillt bereits
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bei einer Energie von 30 J/m” auf 23%. Der Wildtyp ist mit einer Uberlebensrate von
iiber 80% bei 90 J/m® deutlich resistenter. Die getestete Mutante folgt dem
Kurvenverlauf des Wildtyps, so dass sich kein Hinweis auf eine mogliche Beteiligung
von Crplp (und/oder Mdglp) an Wiederherstellungsprozessen einer intakten
Replikationsgabel ergab.

3.3.4. Sporulation von crpl4-Zellen

Wiéhrend der Meiose kommt es bei S. cerevisiae zu programmierten DNA-
Doppelstrangbriichen. Sie leiten den Prozess der homologen Rekombination ein, der fiir
die ordnungsgemifle Segregation der homologen Chromosomen notwendig ist. Dabei
entstehen Holliday-Strukturen, die ordnungsgemdll prozessiert werden miissen. Bei
einem Prozessierungs-Defekt kann es zu aberranter Sporenbildung oder verminderter

Lebensfahigkeit der Sporen kommen.
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Abbildung 24: crpl4-Zellen bilden lebensfahige Sporen.

Tetradenanalyse der diploiden crpl-Deletionsmutante URY7. Gezeigt ist eine Stichprobe von
ausgelegten Tetraden (1 bis 12) auf YPDA-Nahrboden nach dreitagiger Inkubation bei 30°C.
Die Sporen (jeweils | bis 1V) sind zu 100% zu Kolonien ausgewachsen.

Um zu testen, ob Crplp eine Rolle in der meiotische Rekombination spielt, wurde
der diploide Stamm URY7 mit einer homozygoten Deletion von CRPI zur Sporulation
gebracht (vgl. Seite 56) und mikroskopisch mit parallel behandelten wildtypischen
Zellen (BY4743) verglichen. Die Deletionsmutante war zur Sporulation fdhig und
erzielte eine dem Wildtyp vergleichbare Sporulationseffizienz von ca. 30%. Bei
mikroskopischer Betrachtung konnte kein Unterschied in der Sporenmorphologie
festgestellt werden. Eine Stichprobe der von der Mutante gebildeten Sporen wuchs
vollstindig zu Kolonien heran (Abbildung 24), so dass man von einer

unbeeintrachtigten meiotischen Rekombination ausgehen kann. Damit wurde gezeigt,
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dass Crplp keine entscheidende Rolle bei der Prozessierung von DNA-Intermediaten in

der meiotischen Rekombination spielt.

3.4. Untersuchungen zu Protein-Protein Wechselwirkungen
von Crplp

3.4.1. Hefe-2-Hybrid-Analyse

Da die phinotypische Analyse von crplA-Mutanten keinen Hinweis auf einen
Defekt in Rekombinationsvorgidngen lieferte, wurde zur moéglichen Einordnung von
Crplp in einen molekularen Prozess nach Interaktionspartnern gesucht. Einen
effizienten Weg zur Identifikation potentieller Interaktionen bietet die Hefe-2-Hybrid-
Methode. Diese Methode beruht auf der Rekonstitution des Transkriptionsfaktors
Gal4p. Dieser kann in eine DNA bindende Doméne und eine Aktivierungsdoméne
zerlegt werden (GAL4-DNA-BD bzw. GAL4-AD). Je ein Teil wird an ein Kdderprotein
und an eine Sammlung potentieller Beuteproteine fusioniert. Bei Interaktion von Kdder
und Beute kommen die Gal4p-Doménen in rdumliche Nédhe und erlauben eine Gal4p-
spezifische Transkription von Reportergenen. Bei den Reportergenen handelt es sich um
Auxotrophiemarker und ein Galaktosidase-Gen, so dass die Transkription wihrend des
Hefewachstums auf geeignetem Medium phénotypisch verfolgt werden kann. Kdoder
und Beute werden von unterschiedlichen Plasmiden konstitutiv exprimiert, wéhrend die
Anwesenheit der Plasmide wiederum mittels verschiedener Auxotrophiemarker
phénotypisch iiberwacht werden kann (fiir eine ndhere Beschreibung der Methode vgl.

Seite 40).

Koderprotein Crplp. Wegen der bereits beobachteten Anfalligkeit von Crplp
fiir proteolytische Spaltung stellte sich die Frage, ob eine Hefe-2-Hybrid-Analyse mit
dem Protein in voller Linge oder einem verkiirzten Derivat vorgenommen werden
sollte. Um den Zustand verschiedener Crplp Varianten in der Hefezelle nach
Expression  vom  Koderplasmid  pGBKT7  festzustellen,  wurden  drei
Expressionsplasmide mit unterschiedlichen Anteilen von CRPI hergestellt. Plasmid
pGBKT7-Crplp®!'% codiert Basen 1-480, pGBKT7-Crp1p*'®***> Basen 478-1395 und
pGBKT7-Crplp*!*® Basen 1-1395. Diese Plasmide vermitteln den Phinotyp Trp”.
Nach Expression in Hefe ergibt sich GAL4-DNA-BD-Crplp®!"'® GAL4-DNA-BD-
Crplp'®** und GAL4-DNA-BD-Crplp'™*®, also die beiden putativen Spaltprodukte
von Crplp und das Volle-Linge-Protein, je als C-terminale Fusion an der GAL4-DNA-
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BD. Eine c-Myc-Epitopmarkierung zwischen der GAL4-DNA-BD und dem Crplp-
Anteil diente der Expressionskontrolle mittels immunologischem Nachweis auf einem

Western-blot (vgl. Abbildung 25).

vV K1 2 3
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‘ﬁ -
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Abbildung 25: GAL4-DND-BD-Crplp Fusionsproteine.

Immunologischer Nachweis von GAL4-DNA-BD-Crp1p-Derivaten, welche zur Verwendung im
Hefe-2-Hybrid System konstruiert wurden. Kochlysate von Zellen mit Vektor pGBKT7 ohne
inserierte Fremd-DNA (10 pl, Spur V), ohne Vektor (25 ul, Spur K), mit Vektor pGBKT7-
Crp1p®""® (Spur 1, 1,25 pl), mit Vektor pGBKT7-Crp1p®'°>*®® (Spur 2, 10 pl) bzw. mit Vektor
pGBKT7-Crp1p®'™% (Spur 3, 10 ul) wurden in einem 12%-igen (w/v) SDS-PAA-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrozellulose Membran Ubertragen. Mit Hilfe eines Anti-
Myc Antikorpers wurden die jeweiligen Crp1p-Fusionsproteine nachgewiesen (mit Pfeilen
markiert). Die Moleklilmassen eines verwendeten Molekulargewichtsmarkers sind angegeben.

Fiir diesen Nachweis wurden expotentiell wachsende AH109-Fliissigkulturen bei
einer optischen Dichte von 1 bei 600 nm geerntet. Die Zelle wurden in 1/20 des
Originalvolumens an SDS-Probenpuffer aufgenommen und 5 min auf 95°C erhitzt.
Diese sog. Kochlysaten wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrozellulose
Membran {ibertragen und einem immunologischen Nachweis mittels monoklonalem
Anti-c-Myc Antikdrper unterzogen. Der Vektor pGBKT7 ohne inserierte Fremd-DNA
produzierte ein Myc-markiertes Protein mit einer apparenten Molekiilmasse von 25
kDa. Dieses Protein entspricht der GAL-4-DNA-BD (Abbildung 25, Spur V).
Zusitzlich zeigte sich eine Bande bei ca. 37 kDa, die auch in Abwesenheit des Plasmids
auftauchte (Abbildung 25, Spur K). Diese plasmidunabhédngige Bande tauchte in allen
Spuren auf und wurde bei der Auswertung nicht weiter beriicksichtigt. Das Derivat
GAL4-DNA-BD-Crplp™''% zeigte die stirkste Expression (Abbildung 25, Spur 1) und
tauchte als Protein mit apparenter Molekiilmasse von 50 kDa auf. Dies entspricht in
etwa der Erwartung fiir das N-terminale Spaltprodukt von Crplp, das in
vorangegangenen Versuchen eine apparente Molekiilmasse von 29 kDa aufwies und

hier mit einem Protein von ca. 25 kDa fusioniert ist. GAL4-DND-BD-Crp1p*!¢*4%°
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zeigte moderate Expression und das Produkt GAL4-DNA-BD-Crplp™'™® war nur
schwach nachweisbar (Abbildung 25, Spuren 2, 3).

Diese Derivate zeigten apparente Molekiilmassen von etwa 70 bzw. 92 kDa.
Zusétzlich fanden sich mehrere Signale von Proteinen kleinerer Molekiilmassen, die auf
Abbau von GAL4-DND-BD-Crp1p*!'®**** und GAL4-DNA-BD-Crplp™!*® schlieBen
lassen. Der geringe Anteil, vor allem an GAL4-DNA-BD-Crplp*'™*® lasst sich
eventuell auf die gleiche Art der Instabilitit des Volle-Linge-Proteins, die nach
Expression in E. coli beobachtet wurde, zuriickzufiihren. Fiir den Fall, dass Crplp auch
in Hefe in der Nachbarschaft von Aminosiure 160 gespalten wird, hitte man allerdings
die Anreicherung und den Nachweis eines N-terminalen Spaltproduktes der Masse von
GAL4-DNA-BD-Crpl1p™'"'® erwartet. Dieses N-terminale Crplp-Fragment konnte hier
jedoch nicht nachgewiesen werden, und es ist unklar, ob dieses weiter abgebaut wurde,

oder GAL4-AD-Crp1p™'™*® von vorne herein nur schwach exprimiert wurde.

Unabhingig davon wurde entschieden, das stabile Derivat GAL4-AD-Crplp™!™'®

als Koder in der 2-Hybrid-Analyse zu verwenden. Falls es in vivo zu einer biologisch
relevanten Spaltung von Crplp kommt, sind im Rahmen dieser Arbeit die Wirkung und
die Interaktionen des N-terminalen Fragments, das die X-DNA bindenden Doméne
tragt, von Interesse. Zudem ist eine zuverldssig hohe Expression des Koders eine

wichtige Vorsaussetzung fiir messbare Interaktionen in der Hefe-2-Hybrid-Analyse.

Beuteproteine. Die Hefe-Beuteproteine lagen in zwei verschiedenen Genbanken,
einer genomischen- und einer cDNA-Bank vor (vgl. Seite 41). Die Banken wurden
nacheinander durchmustert (vgl. Seite 42). In beiden Féllen trug das verwendete

Beuteplasmid den Auxotrophiemarker LEU2.

3.4.1.1. Durchmustern der genomischen Bank

Kontrollen. Zunichst wurde das Koderplasmid pGBKT7-Crplp™ %, sein
Basisplasmid pGBKT7 und das dem Basisplasmid der Bank (pGAD) verwandte
Plasmid pGADT7 den notwendigen Kontrollen unterzogen (vgl. Seite 43). Dabei kam
es nicht zur Autoaktivierung der Reportergene durch eine intrinsische Aktivitit des
Koderproteins oder durch die von den Basisvektoren exprimierten Proteinanteile. Damit

waren die Voraussetzungen fiir ein Durchmustern der Bank erfiillt, da phénotypisch
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detektierbare Reporterantworten spezifisch fiir die im jeweiligen Fall enthaltene
Kombination von Koéder- und Beuteprotein bzw. im falsch-positiven Fall fiir das

Beuteplasmid sein wiirden.

AuBlerdem wurde der verwendete Reporterstamm AH109 einer Kontrolle seiner
Reportergene ADE?2, HIS3 und MELI unterzogen. Bei Induktion der Gal4p-spezifischen
Transkription durch die Kontrollproteine GAL4-DNA-BD-p53 und GAL4-AD-T-
Antigen zeigte AH109 den Phinotyp Ade", His", und es kam zur Blaufirbung auf X-o.-
Gal-Indikatorplatten durch die MELI-codierte a-Galaktosidase (Mell"). Ohne
entsprechende Induktion zeigte AH109 erwartungsgemdl3 den Phianotyp Ade’, His” und

keine Blaufarbung.

Durchmustern der Bank. AH109 wurde zundchst mit dem Plasmid pGBKT?7-

aal-160 aal-160

transformiert. Der pGBKT7-Crplp -tragende Stamm wurde dann mit

Crplp
der genomischen DNA-Bank transformiert und insgesamt 10° Transformanden hilftig
auf Selektionsmedium verschiedener Stringenz getestet. Das stringente Medium SD-
Ade-His-Leu-Trp lieferte 4 lebensfahige Transformanden, das weniger stringente
Medium SD-His-Leu-Trp 128. Die Summe von 132 Transformanden wurde auf SD-
Ade-His-Leu-Trp+X-a-Gal umplattiert. Hier zeigten noch 18 Transformanden
Wachstum, und in allen Fillen kam es zur Blaufirbung. Diese wurden in
Flissigmedium ohne Tryptophan {berimpft und angezogen, um das jeweilige
Beuteplasmid zu erhalten, wihrend das Koderplasmid mangels Selektionsdrucks
langsam verloren ging. Die Beuteplasmide wurde isoliert, durch Elektroporation in E.
coli gebracht und propagiert. Die Priparation aus E. coli ergab saubere Plasmid-DNA
fiir weitere Analysen. Die enthaltene genomische DNA wurde mittels eines Primers
(Sequenz: 5'-ATTACCACTACAATGGATGAT), der in der codierenden Sequenz der
GAL4-AD hybridisiert, ansequenziert. Die erhaltenen Sequenzen wurden im Leseraster
der GAL4-AD bis zum ersten Stop-Codon in eine Aminosduresequenz iibersetzt und
mit Hilfe des Computerprogramms BLAST (auf der Internetseite des Schweizerischen
Instituts fiir Bioinformatik verfiigbar: http://www.isb-sib.ch/) mit dem gesamten Satz
der Hefeproteine verglichen. Bei vier Kandidaten handelte es sich um Fragmente
bekannter Proteine, bei einem Kandidat um ein Fragment eines hypothetischen Proteins

(Tabelle 11). Von den iibrigen 13 Kandidaten enthielten zwei intergenische DNA und
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11 willkiirliche Sequenzen, die sich aus Leserasterverschiebung beim Klonieren ergeben

haben miissen.

Tabelle 11: Identifizierte Beuteproteine aus der genomischen Hefe-DNA-Bank.

Lfd. | Protein Funktion des Proteins* Proteingrof3e* gefundenes Fragment

Nr.

1 Srb8p Transkriptionsmediator der 1427 aa aa 833-864 =32 aa
RNA-Polymerase II

2 Utpl3p snoRNA bindendes Protein, an 817 aa aa 632-689 =58 aa
der Prozessierung der 20S Pré-
rRNA beteiligt

3 Rpl12p Ribosomales Strukturprotein 165 aa aa 1-165 = 165 aa

4 Imllp** unbekannt 1548 aa aa 990-1020 =31 aa

Hselp** sortieren von endosomalen 452 aa aa 371-437 =67 aa

Proteinen

5 Y0l030wp hypothetisches Protein 484 aa aa 78-98 =21 aa

*die Angaben zu den jeweiligen Proteinen wurden der Saccharomyces Genome Database
(verfigbar unter http://www.yeastgenome.org/) entnommen; **in diesem Fall handelte es sich
um eine Fusion zweier Genfragmente unterschiedlichen Ursprungs

Kontrolle der gefundenen Interaktionen. Die in Tabelle 11 aufgefiihrten
Kandidaten wurden zur Durchfiihrung weiterer Kontrollen zur beobachteten 2-Hybrid-
Interaktion erneut in AH109 transformiert (fiir eine genaue Beschreibung vgl. Seite 43).
In allen Féllen kam es hier zur Autoaktivierung der Reporter in Abwesenheit des
Koderproteins. Das heiBit, der Phiinotyp Ade His Leu Trp” wurde bei Anwesenheit des
Koder-Basisvektors pGBKT7 und des jeweiligen Beutevektors ausgeldst. Damit wurden
alle potentiellen Interaktionspartner dieser 2-Hybrid-Analyse ausgeschlossen, denn die

Reporterantwort beruhte nicht auf der spezifischen Interaktion mit dem Koder
aal-160

Crplp

Die genomische Bank lieferte also keine reproduzierbaren Interaktionen.
Insgesamt war der Anteil an intakt codierten Hefeproteinen an der Gesamtzahl der
Kandidaten sehr gering. Von 18 untersuchten Beuteplasmiden codierten nur etwa ein
Viertel bona fide Hefeproteine. Diese 5 Plasmide codierten wiederum nur fiir kleine
Bereiche (durchschnittlich 75 Aminoséuren) der jeweiligen Proteine, die in
Kontrollexperimenten alle in der Lage zur Autoaktivierung der Reportergene waren.
Aufgrund dieser unbefriedigenden Ergebnisse wurde entschieden, diese genomische
DNA-Bank nicht weiter zu verwenden. Es ist anzunehmen, dass sie in zwei bereits vor
der hier beschriebenen Analyse durchgefiihrten Amplifikationen zu stark an
Komplexitéit eingebililt hatte. Stattdessen wurde im Folgenden auf eine cDNA-Bank

zurilickgegriffen.
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3.4.1.2. Durchmustern der cDNA-Bank

Der Stamm AHI09 mit dem bereits beschriebenen Koderplasmid pGBKT7-

aal-160 ywyrde mit der im Methodenteil beschriebenen ¢cDNA-Bank transformiert

Crplp
(vgl. Seite 41). Insgesamt wurden 10° Transformanden auf Selektionsmedium
verschiedener Stringenz getestet. Das stringenteste Medium SD-Ade-His-Leu-Trp
lieferte 8 Transformanden (von 0,5 x 10° getesteten Transformanden), das weniger
stringente Medium SD-Ade-Leu-Trp 14 (von 025 x 10°) und das am wenigsten
stringente Medium SD-His-Leu-Trp 41 (von 0,25 x 10°). Die Summe von 63
Transformanden wurde auf SD-Ade-His-Leu-Trp+X-a-Gal umplattiert. Hier zeigten
noch 26 Transformanden Wachstum und Blaufirbung, wobei die verlorenen
Transformanden alle von dem wenig stringenten SD-His-Leu-Trp Néhrboden stammten.
Alle tibrig gebliebenen Transformanden wurden in Flissigmedium ohne Tryptophan
tiberimpft und angezogen, um das jeweilige Beuteplasmid zu erhalten, wihrend das
Koderplasmid mangels Selektionsdrucks langsam verloren ging. Die Beuteplasmide
wurden isoliert, durch Elektroporation in E. coli gebracht und propagiert. Die
Priparation aus E. coli ergab saubere Plasmid-DNA fiir weitere Analysen. Die
enthaltene cDNA wurde mittels des oben aufgefiihrten Primers, der in der codierenden
Sequenz der GAL4-AD hybridisiert, ansequenziert. Die erhaltenen Sequenzen wurden
mit Hilfe des Computerprogramms BLAST (siche oben) mit dem gesamten Satz der
Hefegene verglichen. Bei 22 der 26 Kandidaten wurden Fragmente von Hefegenen
identifiziert. 16 von ihnen lagen im Leseraster der GAL4-AD (diese stammten von den
Genen DAT2, DRS1, EGT2, FBAI, FPR2, GNOI, GPM1, PORI, PYKI, RAD53, RET]I,
RPA135, RPL11, RPLI2B (2x) und WHI2).

Kontrolle der gefundenen Interaktionen. Die 16 Plasmide mit im korrekten
Leseraster codierten Kandidatenproteinen wurden zur Durchfiihrung weiterer
Kontrollen zur beobachteten 2-Hybrid-Interaktion erneut in AH109 transformiert (vgl.
Seite 43). In der Mehrzahl der Fille kam es zur Autoaktivierung der Reporter in
Abwesenheit des Koderproteins. Das heifit der Phinotyp Ade His Leu Trp Mell”
wurde bei Anwesenheit des Basisplasmids pGBKT7 bzw. von Plasmid pGBKT7-LamC
und des jeweiligen Beutevektors ausgelost. In drei Féllen zeigte sich der Phénotyp

allerdings nur bei gleichzeitiger Anwesenheit des Kdder- und des Beuteplasmids (vgl.
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Tabelle 12 und Abbildung 26), so dass die 2-Hybrid-Interaktion bestétigt werden

konnte.

Tabelle 12: Beutegene aus der c-DNA-Bank mit bestatigter Hefe-2-Hybrid-Interaktion mit

Crp 1paal-160'
Lfd. Gen Funktion des Proteins* ProteingrofRe* gefundenes
Nr. Fragment
1 DRS1 ATP-abhéngige RNA-Helikase, 751 aa aa 538-751 =214 aa
beteiligt an der rRNA Reifung C-Terminus
2 GNOI beteiligt an der rRNA Reifung 271 aa aa 7-271 =265 aa
N-Terminus
3 EGT2 Putative Glukanase, beteiligt an 1041 aa aa 14-285=272 aa
der Zellseparation nach der N-Terminus
Cytokinese

*die Angaben zu den jeweiligen Proteinen wurden der Saccharomyces Genome Database
(verfugbar unter http://www.yeastgenome.org/) entnommen
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Abbildung 26: Kontrolle der Hefe-2-Hybrid-Interaktionen von Crplp
der Proteine Drs1p, Gnolp und Egt2p.

mit Fragmenten

(@) Schematische Darstellung der Kontroll-Co-Expressionen in AH109: (1) Positivkontrolle fir
die Reporterantwort mit p53/groRes T-Antigen des SV40-Papovavirus; (2) die zu kontrollierende
Interaktion zwischen dem Koderprotein Crp1p®'® und dem jeweiligen Beuteprotein; (3)
Negativkontrolle mit dem jeweiligen Beuteprotein und Lamin C; (4) Negativkontrolle mit dem
jeweiligen Beuteprotein und dem Koéder-Basisvektor (pKéder). Nach diesem Schema wurden
gleiche Volumina (15 pl) entsprechender Flussigkulturen von AH109 bei gleicher optischer
Dichte (ODggonm =2) auf SD-Leu-Trp Platten (links, Kontrolle auf Anwesenheit der Plasmide)
bzw. auf SD-Ade-His-Leu-Trp+X-a-Gal Indikatorplatten (rechts, Kontrolle auf eine
Reporterantwort) ausgestrichen. Bei den Beuteproteinfragmenten von (b) Drs1p, (c) Gno1p und
(d) Egt2p kam es in Kombination mit Crp1p®""® zur Reporterantwort, d.h. der Phanotyp
Ade’His'Leu"Trp"Mel1® war nachzuweisen. In allen drei Féallen blieb das Wachstum der
Negativkontrollen auf SD-Ade-His-Leu-Trp Nahrboden aus, wahrend die Positivkontrolle
erwartungsgemanR den Phanotyp AdeHis Leu Trp*Mel1” zeigte.
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3.4.1.3. Abhandlung der gefundenen Interaktionspartner.

Von den drei bestitigten 2-Hybrid-Interaktionspartnern von Crplp sind zwei am
gleichen molekularen Prozess beteiligt. Drslp (Ripmaster et al, 1992) und Gnolp
(Guglielmi & Werner, 2002) sind Faktoren der Prozessierung des primdren 35S rRNA
Transkripts wihrend der rRNA-Reifung.
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Abbildung  27: Schematische  Darstellung der  bestétigten Hefe-2-Hybrid-
Interaktionspartner von Crplp.

Die drei Proteine Drs1p, Gno1p, und Egt2p sind in ihrer relativen GroRRe gezeigt. Die von den
isolierten Beuteplasmiden codierten Fragmente der Proteine sind hervorgehoben, und ihre Lage
in Aminosaurepositionen ist angegeben. Einzelne Sequenzmerkmale sind markiert (weitere
Erklarungen im Text).

Dabei gehort Drslp (Abbildung 27) zu den DEAD-Box RNA-Helikasen (de la
Cruz et al., 1999), wihrend Gnolp (Abbildung 27) ein anderes, fiir RNA bindende
Proteine typisches Sequenzmotiv besitzt. Dabei handelt es sich um das sog. G-patch
(Aravind & Koonin, 1999) mit sieben Glycinresten zwischen Aminosduren 25 und 72.
Dariiber hinaus finden sich N-terminale KKE/D-Wiederholungen, die typisch fiir RNA
prozessierende Proteine sind. Mutationen in beiden Proteinen fithren zur defekten
Ribosomenbiogenese und zur drastischen Herabsetzung der Lebensfiahigkeit. Die
Interaktion dieser beiden Proteine mit Crplp erscheint in zweierlei Hinsicht interessant.
Zum einen ist die Interaktion mit Proteinen, die im selben molekularen Prozess wirken,

ein Indiz fiir die Richtigkeit des Befundes. Zum anderen handelt es sich um Proteine die
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mit Nukleinsduren interagieren. Es handelt sich zwar bei ihrer Zielstruktur nicht um
DNA, aber dennoch sind Gemeinsamkeiten bei der Architektur der hoch strukturierten
rRNA und dem X-DNA Substrat, das von Crplp gebunden wird, denkbar. Man kénnte
dieses Ergebnis also dahingehend deuten, dass die eigentliche Zielstruktur von Crplp
nicht X-DNA, sondern strukturierte RNA ist.

Der dritte Interaktionspartner, Egt2p (Abbildung 27), ist an der Separation von
Mutter- und Tochterzelle nach der Cytokinese beteiligt (Kovacech et al., 1996). Das
Protein wird sezerniert und iiber eine C-terminale, sog. ®-Region an der Zellwand
verankert (Hamada et al., 1999), wo es vermutlich als Glukanase wirkt (Pan & Heitman,
2000). Wenn Crplp in vivo wirklich Nukleinsiduren bindet, so ist eine Wechselwirkung

mit diesem Kandidaten unwahrscheinlich.

3.4.2. Biochemische Analyse der gefundenen Interaktionen

Die 2-Hybrid-Analyse zeigte die Interaktion zwischen Fragmenten von Drslp,

Gnolp und Egt2p mit Crplp™''%

. Wihrend damit erste Anhaltspunkte fiir weitere
Untersuchungen der biologischen Bedeutung von Crplp gegeben waren, sollte einer
2-Hybrid-Analyse immer ein experimentell unabhéngiger, biochemischer Test der
Befunde folgen. Dazu wurden Immunoprézipitationsexperimente durchgefiihrt. Das
Prinzip beruht auf der Verwendung eines spezifischen Antikérpers gegen den einen
Interaktionspartner, um den anderen Interaktionspartner zu prazipitieren. Wenn diese

Co-Prazipitation moglich ist, muss eine Interaktion der beiden Proteine vorgelegen

haben.

3.4.2.1. Immunoprazipitation in vitro exprimierter Proteine

Bei dieser Variante der Immunoprézipitation wurden die Koder- und
Beuteproteine in vitro transkribiert und translatiert (vgl. Seite 33). Dabei erfolgte eine
radioaktive Markierung der Proteine durch Einbau von L-[*°S]-Methionin, so dass

1-160
a wurde

spéter ein einfacher Nachweis durch Phosphorimaging moglich war. Crplp
direkt vom Kéderplasmid pGBKT?7 exprimiert. Durch Transkription vom T7-Promotor,
der zwischen der codierenden Region fiir die GAL4-DNA-BD und dem Kodergen liegt,

entsteht dabei c-Myc-Crplp™!™'%

(vgl. Abbildung 5). Die c-Myc-Epitopmarkierung
diente der Prizipitation durch einen monoklonalen Antikdrper. Die Beutegene wurden

von den Beuteplasmiden durch PCR amplifiziert und dabei mit einem T7-Promotor und
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der codierende Sequenz fiir eine N-terminale HA-Epitopmarkierung versehen (vgl. Seite
44). Das PCR-Produkt diente als Matrize fiir die in vitro Expression. Die

HA-Epitopmarkierung diente der Prézipitation durch einen monoklonalen Antikorper.

Die in vitro exprimierten Beuteproteinfragmente sind in Abbildung 28a
dargestellt. Die Produkte ergeben sich jeweils aus einem Methioninrest, der 10
Aminosduren umfassenden Epitopmarkierung, einem 12 Aminosduren umfassenden
Ubergang zum Beuteprotein und dem Beuteproteinanteil selbst. Daraus ergeben sich
237 Aminosduren fiir das Drslp- und 288 Aminosduren fiir das Gnolp-Derivat mit
apparenten Molekiilmassen von 36 bzw. 40 kDa. Die EGT2-Sequenz triagt nicht das
geneigene Stop-Codon. Daraus resultiert eine willkiirliche Sequenz von 22
Aminosduren, die eine Folge von 12 Argininresten beinhaltet, am C-Terminus des
Egt2p-Derivats, das damit insgesamt 317 Aminosduren umfasst und eine apparente

Molekiilmasse von etwa 45 kDa aufweist.

Die Unterschiede in der Signalstirke ergeben sich zum Teil aus der Anzahl an
Methioninresten, die in einem Derivat vorkommen. Im Falle von Drs1p und Gnolp sind
es jeweils vier, bei Egt2p nur drei. In Abbildung 28b sind die als Positivkontrolle
verwendeten Proteine c-Myc-p53 und HA-T-Antigen, sowie das Koderprotein c-Myc-

2l-1% it apparenten Molekiilmassen von 49, 90 bzw. 29 kDa dargestellt. Die

Crplp
Positivkontrollen wurden von den Vektoren pGBKT7-p53 und pGADT7-T exprimiert.
Beide Proteine wurden in gleichen Mengen beziiglich der radioaktiven Signale gemischt
und prézipitiert (Abbildung 28c). Bei Verwendung des Antikorpers gegen die c-Myc-
Epitopmarkierung an p53 wurde ein Anteil an T-Antigen co-prézipitiert. Im
Gegenexperiment wurde p53 bei Verwendung des Anti-HA AntikSrpers co-prézipitiert.
Dabei stellte sich heraus, dass der Anti-HA Antikorper unter den vorliegenden

Bedingungen nur einen geringen Anteil seines Zielproteins prézipitierte, weshalb die

Signale bei diesem Ansatz insgesamt schwécher ausfielen.
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Abbildung 28: In vitro Translation und Co-Immunoprazipitationsexperimente.

(a) Beuteproteinfragmente von Drs1p, Gno1p und Egt2p, die in vitro von der aus der cDNA-
Bank isolierten DNA-Sequenz translatiert wurden (vgl. Seite 33) und (b) in vitro translatierte
Kontrollproteine p53/grofiies T-Antigen des SV40-Papovavirus und Kdéderprotein Crp1p®''®. Je
5 pl eines 50 pl-Expressionsansatzes wurden in 15%-igen (w/v) SDS-PAA-Gelen
elektrophoretisch aufgetrennt und radioaktiv markierte Proteine mittels Phosphorimaging
nachgewiesen. Die Laufweiten und Molekllmassen der verwendeten Molekulargewichtsmarker
sind angegeben. (c) Co-Immunoprazipitationsexperiment (vgl. Seite 44) mit p53 und dem T-
Antigen und (d) mit Crp1p®""® und dem Beuteproteinfragment Drs1p. Die Prazipitate der
einzelnen Reaktionen wurden je in 20 pl SDS-Probenpuffer aufgekocht, der Uberstand in 15%-
igen (w/v) SDS-PAA-Gelen elektrophoretisch aufgetrennt und radioaktiv markierte Proteine
mittels Phosphorimaging nachgewiesen. Die Laufweiten und Molekilmassen der verwendeten
Molekulargewichtsmarker sind angegeben. Weiterhin ist der jeweils zur Préazipitation
verwendete Antikbrper angezeigt. Crp1p"""’”'60 und p53 trugen eine c-Myc- alle anderen Proteine
eine HA-Epitopmarkierung. Die ersten beiden Spuren in (d) zeigen das Ausgangsmaterial der
Immunoprazipitation (5 pl). Jeweils die doppelte Menge wurde in einem Co-
Immunoprazipitationsexperiment eingesetzt.
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Abbildung 28d zeigt den Versuch der Co-Immunoprézipitation von Drslp und
Crplp und die Kontrollreaktionen der einzelnen Proteine mit jeweils dem Anti-HA
Antikorper und dem Anti-c-Myc Antikorper. Die Proteine lassen sich mit dem jeweils
spezifischen Antikorper prézipitieren und zeigen keine Kreuzreaktion mit dem jeweils
fiir das andere Protein spezifischen Antikorper. Eine Co-Immunoprizipitation konnte
jedoch nicht nachgewiesen werden. Entsprechende Versuche mit Gnolp und Egt2p
wurden ebenfalls durchgefiihrt, lieferten aber keine auswertbaren Ergebnisse (nicht
gezeigt). Beide Proteine zeigten schon nach der Expression nur relativ schwache
Signale, und konnten nach einer Prézipitation mit dem fiir sie spezifischen Antikorper
nicht mehr nachgewiesen werden. Aufgrund dieser technischen Schwierigkeiten war das

Ausbleiben einer nachweisbaren Co-Immunoprézipitation nicht aussagekréftig.

Als Alternative zum dargestellten Vorgehen wurde die Expression der
Beuteproteine und des Kdderproteins in Hefe, mit anschlieBender Immunoprizipitation,
gewihlt. Dies hat mehrere Vorteile: (1) man kann leicht mehr Protein herstellen, das
dariiber hinaus (2) im natiirlichen Zustand vorliegt. Da die Interaktion der Proteine in

Hefe-Lysaten getestet wird, kann man auch (3) indirekte Interaktionen nachweisen.

3.4.2.2. Co-Immunoprazipitation von in Hefe exprimierten Proteinen

Bei dieser Variante der Immunoprézipitation wurden die Koder- und

Beuteproteine im Hefestamm W303-1A exprimiert. Crplp™!™'%

trug eine c-Myc-
Epitopmarkierung, die Beuteproteine je eine HA-Epitopmarkierung. Die Expression
erfolgte auf Basis der Vektoren pJD-CEXI1-LEU und pJD-CEXI1-TRP unter der
Kontrolle des konstitutiven CUP1-Promotors (vgl. Seite 54). Die Proteine wurden
jeweils einzeln oder in Kdder/Beute-Kombination exprimiert (vgl. Seite 32) und nach
Herstellung von Lysaten auf einem Western-blot immunologisch nachgewiesen (vgl.
Seite 39). Abbildung 29 zeigt die Expression der einzelnen Proteine (Spuren 1, 2, 3, 6
und 8) und die Expression der Kdder/Beute-Kombinationen (Spuren 3, 5, 7 und 9). Die

Proteine wurden erwartungsgemdll exprimiert und konnten mittels ihrer

Epitopmarkierungen nachgewiesen werden.
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Abbildung 29: In S. cerevisiae exprimierte Kdder- und Beuteproteine fir Co-
Immunopréazipitationsexperimente.

Je 3 pl Lysat (vgl. Seite 32) von Zellen, die je ein Kdder- oder Beuteprotein bzw. eine
Kombination von beiden uUber verschiedene pJDCEX1-Derivate exprimierten (enthaltene
Vektoren sind durch + oder - Uber der Abbildung angegeben), wurden in einem 12%-igen (w/v)
SDS-PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrozellulose Membran Ubertragen. Mit
Hilfe eines (a) Anti-HA Antikdrpers bzw. (b) eines Anti-Myc Antikdrpers wurden die
Epitopmarkierung tragenden Proteine immunologisch nachgewiesen. Die Laufweiten und
Molekilmassen des verwendeten Molekulargewichtsmarkers sind angegeben. (W steht fir
Western, *aa538-752 **aa1-1001 ***aa14-285).

DRSI konnte in mehreren Versuchen nicht in voller Linge kloniert werden.
Deshalb wurde hier das urspriinglich in der 2-Hybrid-Analyse identifizierte Fragment

verwendet (Drs1p**%7>2

). Gnolp und Egt2p wurden als Volle-Liange-Proteine
exprimiert. Dabei stellte sich heraus, dass Egt2p in voller Ldnge in W303-1A-Lysaten
nicht nachweisbar ist. Erst als ein Fragment ohne die fiir die Zellwandverankerung

notwendige -Region verwendet wurde, konnte ein entsprechendes Protein
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nachgewiesen werden. Aufler dieser Variante von Egt2p, die Aminosduren 1-1001

aal4-285

umfasst, wurde auch Egt2p , welches dem in der 2-Hybrid-Analyse identifizierten

Fragment entspricht, verwendet.

pJDCEX1-LEU (HA) + + + + + + + +
Drslp* Gnolp Egt2p** Egt2p***

pJDCEX1-TRP-

Crp1p21-160 (c-Myc) + -+ -

+
1 2 3 4 5
a kDa .

108—
90—

+ -
7 8

IP: Anti-Myc 9077
. s -
W: Anti-HA N .

28,6—

21.2

kD
b 1 02—
90—

50.7
IP: Anti-Myc
W: Anti-Myc 35.5—
2867 .- -~ ~

21.2—

Abbildung 30: Co-Immunoprazipitationsexperiment von in S. cerevisiae exprimierten
Koéder- und Beuteproteinen mit einem Anti-Myc Antikérper.

Die Prazipitate (vgl. Seite 45) der einzelnen Reaktionen wurden je in 30 yl SDS-Probenpuffer
aufgekocht, der Uberstand in 12%-igen (w/v) SDS-PAA-Gelen elektrophoretisch aufgetrennt
und auf Nitrozellulose Membran Ubertragen. Das in einer Reaktion enthaltene Beuteprotein
bzw. die jeweilige Kdder-/Beuteprotein-Kombination ist Uber der Abbildung angegeben. (a)
Immunoprazipitation (IP) mit Hilfe eines Anti-Myc Antikorpers und immunologischer Nachweis
durch einen Anti-HA Antikérper (W steht fir Western). (b) Kontrollreaktionen:
Immunoprazipitation (IP) und immunologischer Nachweis mit Hilfe eines Anti-Myc Antikorpers,
um die ordnungsgeméRe Expression/Prazipitation von Crp1p®''® zu testen. Die Laufweiten
und Molekilmassen des verwendeten Molekulargewichtsmarkers sind angegeben. (*aa538-752
**aa1-1001 ***aa14-285).

Mit den in  Abbildung 29  gezeigten Lysaten wurden Co-

Immunopréazipitationsexperimente durchgefiihrt (vgl. Seite 45). Dabei konnten die

aal-160

Beuteproteine nicht mit Crplp co-prézipitiert werden (Abbildung 30). In den

Féllen, in denen ein Signal fiir ein Beuteprotein beobachtet werden konnte, fand es sich
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auch in der entsprechenden Negativkontrolle ohne Crplp™! ™' (Abbildung 30, Spuren
1, 5, 7 und Kontrollspuren 2, 6, 8). Abbildung 30b zeigt, dass Crplaal'léo indessen wie

erwartet prézipitiert wurde.

pJDCEX1-LEU (HA) - + + + +
Drslp* Gnolp Egt2p** Egt2p***
pJDCEX1-TRP-
Crp1paa1-160 (c-Myc) + + + + +
1 2

4 5

kDa
a 108 —
90—

50.7—

IP: Anti-HA

W: Anti-Myc 35.5—

28,6_ # ﬂ ﬁ ,‘\

21.2—

kD ad
b o '

90

50.7—
IP: Anti-HA

=
W: Anti-HA 3 - -

35.5
28,6 —

21.2—

Abbildung 31: Co-Immunoprazipitationsexperiment von in S. cerevisiae exprimierten
Kéder- und Beuteproteinen mit einem Anti-HA Antikoérper.

Die Prazipitate (vgl. Seite 45) der einzelnen Reaktionen wurden je in 30 yl SDS-Probenpuffer
aufgekocht, der Uberstand in 12%-igen (w/v) SDS-PAA-Gelen elektrophoretisch aufgetrennt
und auf Nitrozellulose Membran Ubertragen. Alle Reaktionen enthalten das Koéderprotein
Crp1p®'"® und kein (Spur 1) bzw. das jeweils iber der Abbildung angegebene Beuteprotein.
(a) Immunoprazipitation (IP) mit Hilfe eines Anti-HA Antikérpers und immunologischer Nachweis
durch einen Anti-Myc Antikérper (W steht fur Western). (b) Kontrollreaktionen:
Immunoprazipitation (IP) und immunologischer Nachweis mit Hilfe eines Anti-HA Antikorpers,
um die ordnungsgemalle Expression/Prazipitation der jeweiligen Beuteproteine zu testen. Die
Laufweiten und Molekilmassen des verwendeten Molekulargewichtsmarkers sind angegeben.
(*faab38-752 **aa1-1001 ***aa14-285).

aal-160

Die Gegenprobe, ndmlich der Versuch, Crplp mit einem der Beuteproteine

zu préazipitieren, brachte das gleiche, negative Ergebnis (Abbildung 31). Wahrend die
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Beuteproteine prézipitiert wurden (Abbildung 31b), ergab sich fiir Crplp®"® in allen

Féllen nur ein Hintergrund-Signal, wie es auch in Abwesenheit der Beuteproteine zu
finden war (vgl. Abbildung 31a, Spuren 1 und 2 bis 5). Die Crplp-Signale bei

Verwendung der Beutproteine Drs1p®7>?

und Gnolp waren zwar etwas intensiver als
das Hintergrundsignal, aber insgesamt erbrachte der Versuch keine eindeutige

Bestitigung der 2-Hybrid-Interaktionen.

Die biochemische Untersuchung der in der 2-Hybrid-Analyse gefundenen
Kandidaten konnte also die Interaktion mit Crplp nicht verifizieren. Dieser Befund ist
nicht als Falsifizierung moglicher Interaktionen zu bewerten, da nicht jede in vivo
auftretende Interaktion durch eine Co-Immunoprézipitation in vitro nachweisbar ist. Ein
alternativer biochemischer Test wurde aus Zeitgriinden im Rahmen dieser Arbeit nicht

mehr unternommen.

3.5. Weiterfihrende Experimente

3.5.1. Crplp und Mdglp

Mdglp ist das Protein mit der grofiten Sequenzdhnlichkeit zu Crplp. Die
Homologie zu Crplp ist im N-terminalen Bereich von Aminosdure 1-160 mit 41%
Sequenzidentitit am stérksten. Uber die gesamte Sequenz des 366 Aminosiuren grofen

Mdglp ergibt sich immer noch eine Identitéit von 28%.

Eine genetische Studie zu MDGI legt die Vermutung nahe, dass das Protein eine
Rolle in der Zellantwort auf Pheromone bei der Paarung von S. cerevisiae spielt. Dieser
Zusammenhang ergibt sich aus der Abschwichung eines Phinotyps, der durch ein
defizientes G-Protein der Signaltransduktion verursacht wird, wenn Mdglp
tiberexprimiert wird (Leberer et al., 1996). Dariiber hinaus sind keine Daten zu Mdglp
verfiigbar. Das Protein wurde hier in Hinblick auf seine Ahnlichkeit zu Crplp betrachtet
(Abbildung 32). Da sich passend zur X-DNA-Bindedoméne von Crplp eine &hnliche
Ansammlung positiver Ladungen in Mdglp fand, stellte sich die Frage, ob auch Mdglp
in der Lage ist, X-DNA zu binden. Um dieser Frage nachzugehen, wurden drei Mdglp-
Derivate in ein pET-1la-Derivat kloniert (vgl. Seite 52). Die konstruierten
Expressionsplasmide, pUR107, pUR108 und pURI09, codierten die Zielproteine
Mdglp®!'% Mdglp*'?* und Volle-Linge-Mdglp (aa 1-366) je mit N-terminalem

His-tag, um die Reinigung der Proteine zu vereinfachen.
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Die Expression der auf Sequenzebene kontrollierten Plasmide erfolgte im E. coli
Stamm BL21(DE3)pLysS und die Reinigung der Zielproteine mit Hilfe einer Ni-NTA-
Matrix (vgl. Seite 47). Die apparenten Molekiilmassen entsprachen mit 23 kDa fiir
Mdglp*!'® 45 kDa fir Mdglp™'>* und 65 kDa fir Mdglp™'>® in etwa denen
vergleichbarer Crplp-Derivate (vgl. Abbildung 16). Die Mdglp-Derivate blieben im
Gegensatz zu Crplp stabil, so dass keine Spaltprodukte beobachtet wurden. Die
Derivate wurden in Anwesenheit von Poly(d[I-C]) auf X-DNA-Bindung getestet. Die
EMSA-Analyse (Abbildung 33a) zeigte, dass Mdglp™''*° wie das korrespondierende
Crplp-Derivat keine X-DNA bindende Aktivitit besitzt. Mdg1p™' =% hingegen, das die
zur X-DNA-Bindedoméne von Crplp korrespondierende Region tréigt, zeigte X-DNA-
Bindung. Erstaunlicherweise nahm die Affinitit zu X-DNA beim Volle-Linge-Protein
wieder stark ab. Dieser Befund konnte bedeuten, dass die DNA bindende Region von
Mdglp im Protein verborgen liegt und erst durch eine Konformationsédnderung/Spaltung
des Volle-Lange-Proteins aktiv wird. Ob ein solcher Vorgang natiirlicherweise auftritt,

ist bisher nicht untersucht worden.

Ein Test mit den vom X-DNA Substrat abgeleiteten Doppelstrang-Substraten (vgl.
Seite 21) in Abwesenheit von Poly(d[I-C]) zeigte, dass die beobachtete X-DNA-
Bindung auch bei Mdglp strukturspezifisch ist, denn die Kontrollsubstrate wurden nicht
erkannt (Abbildung 33b).
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Abbildung 32: Vergleich der Aminosauresequenzen von Crplp und Mdg1p.

Gezeigt sind die Aminosauresequenzen von Crp1p (465 aa) und Mdg1p (366 aa) aus S.
cerevisiae sowie eine abgeleitete Konsensus-Sequenz. Identische Aminosauren sind schwarz
unterlegt, ahnliche Aminosauren grau. Die X-DNA bindende Domane von Crp1p (aa 120 bis
141) und der korrespondierende Bereich von Mdg1p (aa 118 bis 139) sind mit einem Rahmen
markiert.
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Abbildung 33: Mdgl1p bindet X-DNA.

EMSA-Analyse von rekombinantem Mdg1p. Die mit Symbolen dargestellten DNA-Substrate (je
0,1 nM) wurden mit steigenden Mengen der angegebenen Mdg1p-Derivate unter
Standardbedingungen inkubiert. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einem 8%-igen (w/v),
nativen PAA-Gel, und die DNA-Banden wurden durch Phosphorimaging sichtbar gemacht. (a)
Je Mdg1p-Derivat sind 3 Spuren mit 0,5, 1 bzw. 2 ug Protein dargestellt. Das X-DNA-Substrat
CF110 wird in Anwesenheit der Kompetitor-DNA Poly[d(I-C)] (5 ug) von Mdg1p®'"'? nicht, von
Mdg1p®'2®® effizient und von Mdg1p®'*®® nur in schwachem MalRe retardiert. (b) Je Mdg1p-
Derivat sind 2 Spuren mit 0,5, bzw. 1 ug Protein dargestellt. Die von der Sequenz von CF110
abgeleiteten Doppelstrang-Substrate werden von keinem der Mdg1p-Derivate retardiert.
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Implikationen fir die X-DNA-Bindedomane von Crplp. Da sich gezeigt hatte,
das Mdglp, zumindest in der Form Mdglp*™'?®, X-DNA bindet, wurde der
Sequenzvergleich mit Crplp genutzt, um konservierte Aminosduren in der X-DNA-
Bindedoméne zu identifizieren. Es zeigte sich, dass die Lage von drei positiv geladenen
Aminosdurepaaren in der X-DNA-Bindedoméne zwischen beiden Proteinen identisch
ist (Abbildung 34a). Um zu kléren, ob die Paare positiver Ladung essentiell fiir die X-
DNA-Bindung sind, wurden die Lysine bzw. Arginine jeweils eines Paares durch
Alanine ersetzt (vgl. Seite 53). Die Expression der entsprechenden Plasmide erfolgte im
E. coli Stamm BL21(DE3)pLysS und die Reinigung der Zielproteine mit Hilfe einer Ni-
NTA-Matrix (vgl. Seite 47). Eine EMSA-Analyse zeigte, dass die einzelnen Mutanten
die Fahigkeit zur X-DNA-Bindung nicht eingebiiit haben. (Abbildung 34b).

Obwohl hier keine essentiellen Aminosduren der X-DNA-Bindung identifiziert
wurden, konnte dieser erste Test als Grundlage fiir eine weitere Untersuchung der X-
DNA-Bindedomédne dienen. In weiteren Experimenten konnten die einzelnen
Mutationen in einer Mutante vereinigt werden. Ferner konnte die auffillige Verteilung
der ungeladenen Asparagine zwischen den positiv geladenen Aminosiuren in der X-
DNA-Bindedoméne von Crplp untersucht werden. Falls sie eine ,,Platzhalter-Funktion

ausiiben, konnte ihre Deletion zum Verlust der spezifischen X-DNA-Bindung fiihren.
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Abbildung 34: Mutationsanalyse von Crplp.

(@) Aminosauresequenzen von Crp1p (X-DNA-Bindedomane aa 120 bis 141) und Mdg1p (aa
118 bis 139), sowie eine abgeleitete Konsensus-Sequenz. Identische Aminosauren sind
hervorgehoben. Die konservierten Paare aus K und/oder R (mit | bis Ill bezeichnet) wurden
jeweils gegen Alanin ausgetauscht. Die dazu vorgenommenen Veranderungen in der
codierenden DNA-Sequenz sind gezeigt (oben wildtypische Sequenz, unten mutierte Sequenz).
(b) EMSA-Analyse von Crp1p®'"® in wildtypischer (Wt) und mutierter Form (I bis I1l). X-DNA
CF110 (0,1 nM), wurde in Abwesenheit von Kompetitor-DNA jeweils ohne Protein (K) und mit
steigenden Mengen der angegebenen Crp1p-Derivate unter Standardbedingungen inkubiert.
Die Auftrennung der Proben erfolgte in einem 8%-igen (w/v), nativen PAA-Gel, und die DNA-
Banden wurden durch Phosphorimaging sichtbar gemacht. Spuren 2 bis 6 enthielten 100, 250,
500, 750 bzw. 1000 ng Protein. Alle getesteten Crp1p-Derivate retardierten die X-DNA CF110.
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3.5.2. Crplp stimuliert die X-Solvase-Aktivitat der Endonuklease Vi

Eine interessanter Befund beziiglich der X-DNA-Bindung von Crplp war der
bereits anhand von Hefe-Fraktionen gezeigte stimulierende Effekt auf die X-Solvase-
Aktivitdt von Endo II (vgl. Abbildung 4). Da die Vorinkubation der X-DNA CF110 mit
Crplp zu einem effizienteren Abbau durch Endo II fiihrte, ist anzunehmen, dass Crplp
die X-DNA in eine Konfiguration zwingt, die leichter von Endo VII aufgelost werden
kann. Diese Interpretation ldsst darauf schlieBen, dass Crplp gleichzeitig mit anderen
Proteinen an eine Holliday-Struktur binden kann und damit eventuell als Teil eines
Rekombinosoms/Resolvasoms wirken konnte. Die Endo VII-Stimulation wurde hier mit
rekombinantem Crplp getestet und verifiziert (fiir die genaue Vorgehensweise vgl.
Seite 51). Ferner wurde gezeigt, dass Crplp dabei die Positionen, an denen Endo VII
Schnitte in die X-DNA einfiihrt, nicht beeinflusst.

Abbildung 35 zeigt die Analyse des X-DNA-Abbaus durch Endo VII auf einem
nativen Gel, Abbildung 36 auf einem denaturierenden Gel. In beiden Fillen fiihrt eine

21263 71 einer erhdhten Abbaurate. Endo VII schneidet dabei

Vorinkubation mit Crplp
die X-DNA {iber 2 Achsen (Kemper et al., 1984). Es werden also korrespondierende
Schnitte in Strang 1 und 3 oder Strang 2 und 4 eingefiihrt (vgl. Abbildung 7). Als
Produkt fallen in beiden Féllen zwei DNA-Doppelstringe mit einem Einzelstrangbruch
an. Diese bleiben im nativen Gel zusammen und konnen nicht unterschieden werden.
Im denaturierenden Gel zerféllt die DNA in die einzelnen Oligonukleotide. Dies
bedeutet, dass man die genauen Schnittpositionen im jeweils markierten Strang
nachweisen kann. Im vorliegenden Fall konnte so gezeigt werden, dass sich die

aal-263

Stimulation von Endo VII durch Crplp nicht auf die Schnittpositionen auswirkt.

Der abknickende Kurvenverlauf bei diesem Ansatz erkldrt sich durch den
weiteren Abbau des Produktes der ersten Schnittreaktion, also dem Doppelstrang mit
Einzelstrangbruch, durch Endo VII (Pottmeyer & Kemper, 1992). Dieser Reaktionsteil
verlauft langsamer, da die Affinitit von Endo VII zu diesem Substrat wesentlich
niedriger ist als zu X-DNA. Dennoch wird er bei héheren Konzentrationen sichtbar.
Diese durch einen flachen Kurvenverlauf gekennzeichnete Reaktion wird nicht mehr
durch crplp™'?® beschleunigt. Auch dieser Befund spricht fiir die Vorstellung, dass
Crplp™!2% auf der X-DNA , sitzt*, wihrend Endo VII sie aufldst.



Ergebnisse 118

Crpip ==  E———
T4 Endo VI

gebundene
X-DNA

X-DNA—{

geschnittene/ —- '
zerfallene X-DNA

100 4
90 |
80
70
60 |
50 1
40
30 |
20

intaktes Substrat CF110 [%]

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Endo VIl [ng]

Abbildung 35: Rekombinantes Crplp stimuliert die X-Solvase-Aktivitat von Endo VII.

EMSA-Analyse von unbehandeltem (Spur 1) bzw. von mit 100 ng Crp1paa1'263 vorinkubiertem

(Spur 2) X-DNA Substrat CF110 nach einer Schnittreaktion mit T4 Endo VII (Spuren 3 bis 10,
fur die Reaktionsbedingungen vgl. Seite 51). Spuren 3 bis 6 zeigen das unbehandelte und 7 bis
10 das vorinkubierte Substrat, welches jeweils mit 0,025, 0,05, 0,1 bzw. 0,5 ng Endo VII
geschnitten wurde. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einem 8%-igen (w/v), nativen PAA-
Gel. Die DNA-Banden wurden durch Phosphorimaging sichtbar gemacht. Die Analyse zeigt,
dass die Vorinkubation mit Crp1p®'?®® zu einer erhdhten Abbaurate fiihrt. (b) Graphische
Darstellung dieses Effektes nach Quantifizierung des Anteils an intaktem Substrat je Spur (als
%-Anteil des in Spuren1 bzw. 2 befindlichen intakten Substrats wiedergegeben). Schwarze
Quadrate reprasentieren mit Crp1p®'2®* vorinkubierte Proben, weile Quadrate die Ansatze
ohne Crp1p®'2%,
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Abbildung 36: Die Stimulation von Endo VIl durch rekombinantes Crplp lasst die
Schnittpositionen unbeeinflusst.

Das X-DNA-Substrat CF110 wurde nach Inkubation ohne (Spur 1) bzw. mit 0,1, 2, 4 und 20 ng
Endo VII (Spuren 2 bis 5) in einem 15%-igen (w/v), denaturierenden PAA-Gel aufgetrennt.
Dabei zerfallt die X-DNA in ihre Oligonukleotide, so dass die Verkirzung des radioaktiv
markierten Strang 1 nachgewiesen werden kann. Die rechte Seite zeigt das gleiche Experiment
nach Vorinkubation der X-DNA mit 100 ng Crp1p®'2®® (fiir die Reaktionsbedingungen vgl. Seite
51). Wahrend sich die Schnittpositionen in Strang 1 nicht andern, flhrt die Vorinkubation mit
Crp1p®'?® zu einer erhohten Abbaurate. (b) Graphische Darstellung dieses Effektes nach
Quantifizierung des Anteils an Spaltprodukten je Spur (als %-Anteil des in einer Spur
befindlichen Signals wiedergegeben). Schwarze Quadrate reprasentieren mit Crp1p®' 2%
vorinkubierte Proben, weille Quadrate die Ansatze ohne Crp1p®'%,
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3.5.3.  Subzellulare Lokalisation von GFP-Crplp

CRP1I wurde genomisch mit der codierenden Sequenz flir Aequorea victoria GFP
versehen und dabei zusidtzlich unter die Kontrolle des GALI-Promotors gesetzt (vgl.
Seite 55). Entsprechende Zellen (Stamm URY?24) wurden mikroskopisch untersucht
(vgl. Seite 58). Dabei wurde eine cytoplasmatische Lokalisation in der Zellperipherie
nachgewiesen (Abbildung 37). Dieser Befund steht im Gegensatz zu der Erwartung,
Crplp als DNA-bindendes Protein im Zellkern zu finden.

Abbildung 37: Subzellulare Lokalisation von GFP-Crplp.

Nachweis von GFP-Crp1p in Zellen des Stammes YUR24. Nomarski- (links) und Fluoreszenz-
Bilder (rechts) wurden in schneller Folge aufgenommen (vgl. Seite 58). GFP-Crp1p ist in der
Zellperipherie angereichert.

Allerdings muss beachtet werden, dass die Fusion an GFP und die Uberexpression
des Fusionsproteins zu einer artifiziellen Fehllokalisation gefiihrt haben konnen. Es sei
darauf hingewiesen, dass die hier gezeigte periphere Lokalisation kiirzlich in einer
systematischen Lokalisierungsstudie zu Hefeproteinen bestétigt wurde. In dieser Studie
(Huh et al., 2003) wurde das Protein unter dem geneigenen Promotor mit C-terminal

fusioniertem GFP exprimiert.
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In weiteren Versuchen konnte ein immunologischer Nachweis der Lokalisation
durchgefiihrt werden. Hierzu muss das Protein nur durch eine Epitopmarkierung von
wenigen Aminosduren verdndert werden. Da zu erwarten ist, dass dies die wildtypische
Lokalisierung nicht beeinflusst, konnte man so kldren, ob die periphere Lokalisation der

wildtypischen Lokalisation entspricht.

3.5.4. Untersuchungen zur Spaltung von Crplp

Rekombinante Derivate von Crplp werden effizient in der direkten Nachbarschaft
von Aminosdure 160 posttranslational gespalten (vgl. Abbildung 16). Um die
Moglichkeit einer Autoproteolyse ndher zu untersuchen, wurde Volle-Linge-Crplp in
vitro exprimiert und mit dem putativen Spaltprodukt Crp1p®''® verglichen (Abbildung
38).

kDa

70— .-

25—

Abbildung 38: In vitro translatiertes Crplp bleibt stabil.

aal-160

Crp1p , Volle-Lange-Crp1p und ein Kontrollprotein (Luziferase) wurden pGBKT7-vermittelt
in vitro translatiert (vgl. Seite 33). Je 5 yl eines 50 pl-Expressionsansatzes pro Spur wurden in
einem 15%-igen (w/v) SDS-PAA-Gelen elektrophoretisch aufgetrennt und radioaktiv markierte
Proteine mittels Phosphorimaging nachgewiesen. Fir jedes Protein ist eine Probe, die
unmittelbar nach der Translation prapariert wurde sowie eine Probe nach UN-Inkubation bei RT
aufgetragen  worden. Die Laufweiten und Molekilmassen des verwendeten
Molekulargewichtsmarkers sind angegeben.

Die in vitro translatierte Form von Crplp konnte als stabiles Produkt von etwa 70

kDa nachgewiesen werden. Eine spezifische Spaltung, die das Volle-Linge-Produkt in
aal-160

die 29 kDa-Form von Crplp iberfiihrt, konnte hier nicht festgestellt werden. Da

die Moglichkeit bestand, dass der Spaltungsprozess unter den verdnderten Bedingungen
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verlangsamt ablduft, wurde das Volle-Lange-Proteins iiN bei RT inkubiert. Dabei blieb
Crplp weiterhin stabil.

Um den Zustand von Crplp in Hefe zu untersuchen, wurde CRPI genomisch mit
einer c-Myc-Epitopmarkierung versehen (vgl. 55) und unter dem geneigenen Promotor
belassen. Der entsprechende Stamm URY34 wurde fiir den immunologischen Nachweis
des Proteins verwendet (Abbildung 39). Endogenes Crplp wurde aufgrund seines
bereits beobachteten aberranten Laufverhaltens in SDS-PAA-Gelen bei ca. 70 kDa
erwartet. Die c-Myc-Epitopmarkierung besteht hier aus 182 aa, so dass sich die
erwartete Molekiilmasse um etwa 20 kDa erhoht. Das endogene Protein Crplp-c-Myc
wurde in etwa mit der Voraussage libereinstimmend bei ca. 100 kDa nachgewiesen.
Neben dem Volle-Liange-Produkt wurden reproduzierbare Banden bei etwa 54 und 38
kDa nachgewiesen. Bei der 54-kDa Bande konnte es sich um ein zu dem putativen N-
terminalen Spaltprodukt Crplp®''® korrespondierendes, C-terminales Crplp-Derivat
handeln. Diese Frage ist bislang nicht abschlieBend geklért. Eine so effiziente und auf
eine Position festgelegte Spaltung wie bei rekombinantem Crplp konnte hier nicht

festgestellt werden.
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Abbildung 39: Immunologischer Nachweis von Crplp in S. cerevisiae-Lysat.

Die Zellen aus je 500 ul einer YPDA-Flussigkultur des Stammes URY34 bzw. des Wildtyps
BY4741 wurden bei einer optischen Dichte von 1 bei 600 nm abzentrifugiert, in 20 pyl SDS-
Probenpuffer aufgekocht und in einem 12%-igen SDS-PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt.
Nach der Ubertragung auf Nitrozellulosemembran wurden Proteinspezies mit c-Myc-
Epitopmarkierung mit Hilfe eines Anti-Myc Antikorpers nachgewiesen. Crp1p-c-Myc erschien in
Form dreier Banden bei ~100, 54 und 38 kDa. Der Wildtyp lieferte kein Signal. Die
Molekilmassen eines verwendeten Molekulargewichtsmarkers sind angegeben.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde das bisher unbekannte Protein Crplp der Hefe
S. cerevisiae gefunden und untersucht. Seine auffilligste Eigenschaft ist die hoch
spezifische Erkennung von X-DNA. Da diese DNA der Holliday-Struktur sehr dhnlich
ist, die in vivo wihrend der HR auftritt, stellt sich die Frage, ob Crplp an solchen
Rekombinationsprozessen beteiligt ist. Neben dieser sehr speziellen Betrachtungsweise
soll aber auch beriicksichtigt werden, dass Crplp eine andere biologische Funktion
haben konnte und die beobachtete Bindung von X-DNA lediglich durch eine mehr oder
weniger zufillige strukturelle Uberlappung dieses Substrates mit der biologisch
relevanten Struktur bedingt ist. Unter diesem Aspekt sollen im Folgenden die Befunde
zu den Eigenschaften von Crplp, der phidnotypischen Analyse von crplA-Zellen und
der Hefe-2-Hybrid Interaktionsstudie diskutiert werden.

4.1. Reinigung und ldentifizierung von Crplp

Crplp war zunéchst als X-DNA bindende Aktivitidt in EMSAs mit fraktionierten
Hefe-Extrakten nachgewiesen worden (Rass, 1999). In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass die in EMSAs zu beobachtende Aktivitdt mit einer durch die
Southwestern Technik nachweisbaren X-DNA bindenden Aktivitdt korrelierte. Diese
Aktivitdt trat in Form von radioaktiv markierten Banden bei den Molekiilmassen 24
kDa, 26 kDa und 28 kDa auf. Wie in EMSASs trat die X-DNA bindende Aktivitdt auf

Southwestern-blots auch bei hohem Uberschuss an linearer Kompetitor-DNA auf.

Durch die Kenntnis der Molekiilmassen der X-DNA bindenden Proteine war es
moglich, diese auf mit Silbernitrat gefarbten SDS-PAA-Gelen zu identifizieren. Nach
einer neuen, grofer angelegten chromatographischen Reinigung der X-DNA bindenden
Aktivitdt konnten entsprechende Proteine aus einem mit Coomassie gefarbten SDS-
PAA-Gel isoliert werden. Die Analyse der tryptischen Massenspektren ergab, dass alle
drei Proteinbanden Fragmente desselben Proteins enthielten. Durch LC-ESI MS-MS
wurden tryptische Fragmente des grofiten Derivats (28 kDa) sequenziert und dem
Genprodukt des offenen Leserasters YHRI46W zugeordnet. Dem zu diesem Zeitpunkt
hypothetischen Protein wurde der funktionelle Name Cruciform DNA-Recognising
Protein 1 bzw. Crplp gegeben.
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Bei der Expression von rekombinantem Crplp in E. coli zeigte sich, dass das
Protein posttranslational gespalten wird. Da die rekombinante Form eine Folge von
sechs Histidinresten am N-Terminus trug, war eine affinitdtschromatographische
Reinigung mittels Ni-NTA-Matrix moglich. Als Folge der Spaltung wurde nicht das
erwartete 51,1 kDa Protein, sondern ein N-terminales Fragment mit einer apparenten
Molekiilmasse von 29 kDa angereinigt. EMSA-Analysen dieses Fragments zeigten, dass
sich das rekombinante Protein so verhielt wie die in Hefe-Extrakten nachgewiesene X-
DNA bindende Aktivitét. In beiden Fillen wurden verzweigte X- und Y-DNA Substrate
gebunden, wihrend weder die von der Sequenz der X-DNA abgeleiteten linear
doppelstrangigen Substrate, noch ein einzelstrangiges Substrat erkannt wurden. Diese
Ubereinstimmung im Substratspektrum spricht dafiir, dass es sich bei der in Hefe-
Extrakten beobachteten Aktivitit tatsdchlich um Crplp handelte. Es ist allerdings nicht
auszuschlieBen, dass im Hintergrund von Crplp andere X-DNA bindende Proteine

einen Teil des in EMSAs nachgewiesenen Signals ausmachten.

4.2. Posttranslationale Spaltung von Crplp

Der Nachweis einer posttranslationalen Spaltung von Crplp wurde mit Hilfe einer
N- und einer C-terminal mit His-tag versehenen Variante erbracht. Es zeigte sich, dass
das Protein in voller Linge zundchst gebildet und dann erst gespalten wird. Je nach
Lage des His-tag wurde das N- bzw. C-terminale Fragment mit einem Anteil an Volle-
Lange-Protein immunologisch auf einem Western-blot nachgewiesen (vgl. Abbildung
15). Danach wurde mit Hilfe einer Reihe von Crplp-Derivaten mit Deletionen am
N- und C-Terminus die Spaltstelle in Crplp lokalisiert. Die Spaltung erfolgt in direkter
Nachbarschaft von Aminosdure 160. Diese Angabe stiitzt sich auf das in etwa gleiche
Laufverhalten des N-terminalen Spaltproduktes und des stabilen Derivats Crplp®!''.

Eine genauere Kartierung durch N-terminale Sequenzierung des C-terminalen

Spaltprodukts scheiterte, da keine eindeutige Sequenz gewonnen werden konnte.

Die beobachtete Spaltung von rekombinantem Crplp geschieht durch genau ein

definiertes endoproteolytisches FEreignis. Dieses findet auch bei den Derivaten

aal-200 aal42-465

Crplp und Crplp statt. Folglich tragt der Bereich zwischen Aminosduren
142 und 200, eventuell in Verbindung mit jeweils dem N- bzw. C-Terminus von Crplp,

die notwendige Information fiir eine gerichtete Endoproteolyse. Eine solch gezielte
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Endoproteolyse muss von einem unspezifischen Abbau eines Proteins in Peptide und
Aminosduren unterschieden werden. Im Gegensatz zum Totalabbau ist der gezielte
Eingriff eher eine Prozessierung, die man auch als Reifung betrachten kdnnte, wenn
eines der Spaltprodukte eine andere biologische Funktion erfiillt als Volle-Léange-
Crplp. Die gute Ubereinstimmung des apparenten Molekulargewichts zwischen der
Hauptspezies der in Hefe gefundenen Crplp-Derivate (28 kDa) und dem N-terminalen
Spaltprodukt des rekombinanten Proteins (29 kDa) deuten darauf hin, dass in beiden
Organismen oder Lysaten ein dhnlicher endoproteolytischer Vorgang stattfand. Dabei
ist kaum vorstellbar, dass beide Organismen ein dhnliches Enzym besitzen, welches
Crplp in der gleichen Weise prozessiert. Deshalb sind weitere Moglichkeiten in

Betracht zu ziehen.

(1) Eine Moglichkeit, wie die beobachtete Ortsspezifitit der Spaltung erreicht
werden kann, ist die Autoproteolyse. Dazu miissten einzelne Aminosduren im Bereich
von Aminosdure 160, eventuell in Verbindung mit jeweils dem N- bzw. C-Terminus
von Crplp, in der Lage sein, diesen Vorgang zu katalysieren. Das Phidnomen der
Autoprozessierung von Proteinen kennt man z.B. von Inteinen, die im Prozess des
protein splicing aus einem Vorlduferprotein ausgeschnitten werden, wobei gleichzeitig
die N- und C-terminalen Bereiche des Vorldufers als Extesin fusionieren (Perler, 2002).
Ein anderes Beispiel sind bestimmte hedgehog Proteine, bei denen eine gezielte
Spaltung den N-terminalen Teil aktiviert und gleichzeitig mit einem Lipidanker
(Cholesterin) fiir die Membranlokalisierung des Proteins versieht (Beachy et al., 1997).
Diese Reaktionen beginnen alle mit dem nukleophilen Angriff eines konservierten
Threonins, Serins oder Cysteins auf die Peptidbindung an der Spaltstelle (Perler, 2002).
Im Falle von hedgehog entsteht dabei ein Intermediat, bei dem der N-terminale Teil des
Proteins iiber eine Thioesterbindung statt einer Peptidbindung mit dem C-terminalen
Teil des Proteins verbunden ist. Im Folgenden bindet der C-terminale Teil von
hedgehog ein Cholesterin-Molekiil, das mittels einer Hydroxylgruppe die
Thioesterbindung angreift. Durch eine Umesterung wird das Cholesterinmolekiil an den

N-Terminus von hedgehog gebunden, wihrend der C-terminale Teil entlassen wird.

Ahnliche autoproteolytische Vorginge kennt man auch bei der Hefe, so z.B. beim
Nukleoporin Nupl45p (Teixeira et al., 1997) und Ecm40p (auch Arg7p genannt;
Abadjieva et al., 2000), einem Enzym der Arginin Biosynthese. Fiir diese beiden
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Beispiele wurde gezeigt, dass die Autoproteolyse in Hefe und nach Expression in E. coli
stattfindet. Weiterhin wurde gezeigt, dass in vitro exprimiertes Emc40p seine eigene
Prozessierung katalysiert und dass diese von einem Threonin an Position 215 abhingt.
Serin- und Threoninreste finden sich auch bei Crplp in direkter Umgebung der
Spaltstelle (z.B. Serin an Position 156, Threonin an Position 167). Ob diese
Aminosduren an einem autokatalytischen Prozess beteiligt sind, wurde bisher nicht
untersucht. Ein direkter Nachweis konnte liber gezielten Austausch dieser Aminosduren
gegen Alanin gefiihrt werden. Alternativ kénnte gepriift werden, ob die Ubertragung der
Spaltstellensequenz von Crplp in ein anderes, stabiles Protein auch dort zur Proteolyse
fiihrt. Allerdings konnte dabei im Falle eines Negativergebnisses nicht ausgeschlossen
werden, dass der Prozess von weiteren N- bzw. C-terminal gelegenen Aminosduren von
Crplp abhdngt oder dass im neuen Protein strukturelle Besonderheiten den Prozess

verhindern.

Ahnlichkeiten bei der Spaltung von Emc40p bzw. Nup145p und rekombinantem
Crplp liegen darin, dass der Prozess schnell und effizient ablduft, so dass immer nur ein
kleiner Anteil an Volle-Lange-Protein nachgewiesen werden kann. Ein grundlegender
Unterschied besteht jedoch in der fehlenden Prozessierung von in vitro translatiertem
Crplp (vgl. Abbildung 38). Dieser Befund spricht gegen die Moglichkeit der
Autoproteolyse. Allerdings konnte das mittels Reticulocyten-Lysat exprimierte Crplp,

etwa durch Fehlfaltung, an der Autoproteolyse gehindert worden sein.

(2) Eine weitere Moglichkeit, die Spaltung von Crplp auf eine Stelle zu
begrenzen, konnte in der Struktur des Proteins liegen. Es wire vorstellbar, dass die
Spaltstelle besonders exponiert und zugénglich fiir Proteasen ist, wihrend der N- und C-
Terminus kompakt und unzugénglich strukturiert sind. Damit wiirde die Lage der
Spaltstelle wie bei einer Autoproteolyse vom Protein selbst bestimmt, so dass ihr
gleichzeitiges Auftreten in Hefe und E. coli plausibel wire. Eine Voraussetzung fiir
diese Variante ist, dass die strukturell bedingte Exposition der Spaltstelle auch bei

umfangreichen Deletionen am N- bzw. C-Terminus erhalten bleibt.

In beiden aufgefiihrten Moglichkeiten ist die Spaltung von Crplp auf eine Stelle
begrenzt. Im Falle der Autoproteolyse wére dariiber hinaus eine biologische Bedeutung

des Vorgangs anzunehmen. Bei einer strukturell bedingten Spezifitit ist dies weniger
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nahe liegend, wenn auch nicht ausgeschlossen. Grundséitzlich wiirden beide Vorgédnge
eine Moglichkeit zur posttranslationalen Regulation der Aktivitit von Crplp bieten. Da
Volle-Linge-Crplp genau wie das N-terminale Subpeptid Crplp*!'® X-DNA bindet,
kann die Endoproteolyse nicht die Aktivitdt selbst regulieren (vgl. Seite 87). Es wére
aber denkbar, dass die Lokalisierung von Crplp von seiner Spaltung abhédngt. So konnte
der Kernimport fiir Volle-Lange-Crplp blockiert sein, wihrend das N-terminale
Subpeptid, vermittelt durch die moglichen NLS-Sequenzen zwischen Aminosdure 129

und 152, die Kernmembran passieren kann (vgl. Abbildung 12).

4.3. Bindung von Crplp an DNA

Crplp aus Hefe und rekombinantes Crplp binden ausschlieBlich verzweigte
DNA-Substrate. Die Untersuchung einer Reihe von Crplp-Derivaten zeigte, dass zwei
Regionen des Proteins X-DNA-Bindung vermittelten (vgl. Seite 80). Die Position der
C-terminal gelegenen Region wurde nicht ndher bestimmt. Sie ist zwischen Aminosiure
260 und 465 angesiedelt. Eventuell handelt es sich um die Lysin-reiche Region
zwischen Aminosdure 352 und 420. Bei Anwesenheit von Kompetitor-DNA geht die
hier vermittelte X-DNA-Bindung verloren. Die N-terminale, als X-DNA bindende
Domaéne bezeichnete Region bindet X-DNA auch in der Anwesenheit von Kompetitor-
DNA. Sie tiberlappt mit einer zweiten Lysin-reichen Region zwischen Aminosédure 129
und 152. Da linear doppelstringige DNA-Substrate, die zusammen die
Sequenzinformation der X-DNA tragen, auch in Abwesenheit von Kompetitor-DNA
nicht erkannt werden, scheidet generelle Bindung von DNA sowie Sequenzspezifitit fiir
die Erkennung von X-DNA aus. Auch DNA-Substrate mit Stérungen in der
Doppelhelix, wie einer CC-Fehlpaarung und einer ungepaarten Einzelstrangschleife von
8 Nukleotiden, werden nicht gebunden. Folglich erkennt Crplp bestimmte strukturelle
Eigenschaften von X- und Y-DNA, etwa die spezifische rdumliche Anordnung der
DNA-Stringe und/oder eine charakteristische Storung der B-Form der DNA am
Verzweigungspunkt. Diese Strukturspezifitit wird zusétzlich von dem Befund
unterstiitzt, dass Crplp auch an die in unserer Arbeitsgruppe verwendete X-DNA
CFKla0l (Neef et al., 2002) mit einer vollig anderen Basensequenz als der von CF110
bindet (nicht gezeigt).
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Die Dissoziationskonstante fiir Crplp™' ™'’ und X-DNA liegt bei 800 nM. Dies
liegt im Bereich der Dissoziationskonstanten fiir HMG-Box-Bereiche der
Transkriptionsfaktoren UBF, SRY und HMG1 mit 1500 nM, 47 nM bzw. 200 nM
(Pohler et al., 1998). Die HMG-Box ist die am besten untersuchte X-DNA bindende
Domaéne. Dabei ist bemerkenswert, dass HMG-Box-Proteine, wie die meisten anderen
X-DNA bindenden Proteine, auch linear doppelstridngige DNA binden, wenngleich
X-DNA mit hoherer Affinitdt. Crplp bindet dagegen exklusiv X- und Y-DNA.

Einen erster Hinweis auf eine biologischen Relevanz der X-DNA-Bindung von
Crplp kommt von Versuchen zu Stimulation der X-Solvase-Aktivitit von Endo VII.
Hier zeigte sich zum einen, dass Crplp auch unter Anwesenheit physiologischer
Mg**-Konzentrationen X-DNA bindet und dass es in konzertierter Aktion mit einem

Enzym an der Struktur wirken kann.

4.4. Die X-DNA bindende Domane von Crplp

Die X-DNA bindende Doméne von Crplp erstreckt sich iiber Aminosduren
120-141. Diese Domine wurde als eigenstdndiges Peptid in E. coli exprimiert und
gereinigt. Es zeigte sich, dass dieses kleine Peptid die Fahigkeit zur X-DNA Bindung
besitzt. Dabei wurden auf EMSASs keine scharf umrissenen Banden beobachtet, wie im

Falle von Crplp®''®

, sondern die Bildung eines ,,Schmier* an retardiertem
DNA-Substrat. Das ldsst darauf schlieen, dass mehrere Peptide gleichzeitig an die
X-DNA binden, dann aber teilweise wihrend des Gellaufs wieder abfallen. Dies zeigt,
dass die Minimalsequenz von Aminosdure 120 bis 141 zwar ausreicht, um spezifisch
X-DNA zu erkennen, andere Bereiche von Crplp die Bindungseigenschaften des

Proteins aber mitbestimmen.

Die X-DNA bindende Doméne ist stark positiv geladen. Damit eignet sie sich per
se zur Bindung an das negativ geladene Riickgrad von Nukleinsduren. Wie bereits
erwihnt, liberschneidet sich die X-DNA bindende Doméne mit einer Lysin-reichen
Region, und es ist anzunehmen, dass auch Aminosduren dieser Region, die auBBerhalb
der Minimalsequenz liegen, an der DNA-Bindung teilnehmen (vgl. Abbildung 18a). Im
Bereich zwischen Aminosdure 120 und 152 finden sich 16 positiv geladene Reste,
wiéhrend alle anderen ungeladen sind. Negativ geladene Reste, die eine AbstoBung des

DNA-Riickgrades verursachen konnten, fehlen. Wie die Interaktion dieses stark positiv
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geladenen Bereichs und der X-DNA aussieht, muss noch untersucht werden. Es ist noch
nicht ersichtlich, wie diese Aminosduresequenz verzweigte und lineare DNA

unterscheidet.

4.5. Teilnahme von Crplp an Rekombinationsprozessen

Um eine mogliche Teilnahme von Crplp an Rekombinationsprozessen zu testen,
wurde die Lebensfdhigkeit von crplA-Zellen in Situationen getestet, in denen die Zelle
auf rekombinogene DNA-Reparatur angewiesen ist. Es zeigte sich zunichst, dass die
Deletion von CRPI keinen Einfluss auf die Lebensfahigkeit der Hefe hat. Auch nach
Induktion von DNA-Schidden durch Bestrahlung mit UV- bzw. Rontgenstrahlen
verhielten sich crplA-Zellen wie der Wildtyp. AuBBerdem wurde die Fahigkeit von
crplA-Zellen zur Sporulation getestet. Dabei ergab sich kein Hinweis auf einen Defekt
in der meiotischen Rekombination. Um diese Befunde bewerten zu kénnen, muss man
sich detailliert die molekularen Prozesse der rekombinogenen DNA-Reparatur und der

meiotischen Rekombination der Hefe vor Augen fiihren.

45.1. Mitotische Rekombination

In der Einleitung wurde bereits das kanonische DSBR-Modell der HR vorgestellt
(vgl. Abbildung 1). Nach diesem Modell endet ein Rekombinationsereignis mit der
Auflésung des joint molecule aus beiden rekombinierenden DNA-Doppelstrangen.
Durch die Orientierung der Schnitte, die eine X-Solvase in den verbindenden Holliday-
Strukturen einfiihrt, kommt es zur Genkonversion mit oder ohne cross-over der
flankierenden Bereiche. Dies spiegelt den experimentellen Befund wider, dass sich bei
Rekombination zwischen chromosomaler und plasmidcodierter IDNA cross-over- mit
nicht-cross-over-Ereignissen die Waage halten (Orr-Weaver & Szostak, 1983).
Insbesondere bei der mitotischen Rekombination wurden spiter aber niedrigere cross-
over-Héufigkeiten festgestellt. Diese Abweichung lieBe sich durch einen
Auflosungsmechanismus erkldren, wie er sich bei E. coli findet. Hier bevorzugt das
RuvABC-Resolvasom bestimmte Schnittachsen, was in der Mehrzahl der Fille zu nicht-
cross-over-Ereignissen fiihrt (Bennett & West, 1995). Eine alternative Erklédrung bieten
neue Modelle zur HR, die unter dem Namen synthesis-dependent strand annealing
(SDSA) entwickelt wurden (Nassif et al., 1994; Ferguson & Holloman, 1996; Paques et
al., 1998; zusammengefasst in Haber, 1999). Verschiedene SDSA-Varianten konnten
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bei der Hefe in der Mehrzahl der mitotischen Rekombinationsereignisse zur
Anwendung kommen, so dass diese eventuell in einigen grundlegenden Punkten vom

DSBR-Modell abweichen.

Wie beim DSBR-Modell steht beim SDSA-Modell am Anfang ein DNA-DSB,
aus dem durch Abbau der 5'-Enden 3'-Uberhinge hervorgehen (Abbildung 40A). Ein
freies 3'-Ende wird in ein homologes Donormolekiil eingefiihrt und durch
Reparatursynthese mit dem Donorstrang als Matrize verldngert (Abbildung 40B). Ab
jetzt verlduft SDSA anders als die DSBR: Nach der Synthese dissoziiert der
Akzeptorstrang vom Donor und dient nun selbst als Matrize fiir den zweiten, verkiirzten
Einzelstrang des Akzeptormolekiils (Abbildung 40C). Entscheidend ist, dass es bei

diesem Prozess nicht durch Ligationen zur Bildung echter Holliday-Strukturen kommt.

Diesem Modell entsprechen vom DSBR-Modell abweichende Befunde beziiglich
der Beschrinkung der Heteroduplex-DNA auf das Akzeptormolekiill (McGill et al.,
1989) und dort auf nur eine Seite des urspriinglichen DSB (Gilbertson & Stahl, 1996).
AuBlerdem konnte in verschiedenen Ansitzen gezeigt werden, dass sich Bereiche neu
synthetisierter DNA auf das Akzeptormolekiil beschrinken. Dies wurde indirekt durch
die Analyse fehlerhafter Syntheseereignisse nachgewiesen. So konnte die Anhdufung
von Basenaustauschen (Strathern et al., 1995) und die Verkiirzung oder Ausdehnung
von  Sequenzwiederholungen  (Paques et al, 1998) wihrend eines
Rekombinationsereignisses nur im Akzeptormolekiil festgestellt werden. Beim
rekombinogenen Paarungstypenwechsel von S. pombe konnte die Beschrinkung der
Neusynthese auf das Akzeptormolekiil mittels Dichtegradientenzentrifugation verifiziert
werden (Arcangioli, 2000). Demnach sollte die Hefe iiber eine Variante der HR
verfiigen, die ohne Ausbildung von Holliday-Strukturen verlduft und immer zu nicht-
cross-over-Ereignissen fiihrt. Allerdings wurde auch bei Rekombinationsereignissen,
deren Produkte sich am besten durch das SDSA-Modell erklidren lassen, der Austausch
von flankierenden Regionen festgestellt. Dies legt nahe, dass es auch hierbei zur
Ausbildung einer doppelten Holliday-Struktur und deren Auflosung durch X-Solvasen

kommen kann (Paques et al., 1998).
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Abbildung 40: Schematische Darstellung des synthesis-dependent strand annealing.

Das Rekombinationsereignis findet zwischen einem schwarz (Donormolekil) und einem rot
(Akzeptormolekil) dargestellten DNA-Doppelstrang statt. Weitere Erklarungen im Text (neu
synthetisierte  DNA ist blau dargestellt; zweifarbige Bereiche in einem Doppelstrang
kennzeichnen Heteroduplex-Bereiche; Abbildung verandert nach Haber & Heyer, 2001).

Die Ausbildung der Holliday-Strukturen kann hier durch die sog. 2nd end capture
erklart werden. Dies geschieht, wenn, dhnlich wie beim DSBR-Modell, nach der
Invasion des ersten Einzelstrangs in das Donormolekiil der zweite Einzelstrang
ebenfalls mit dem Donormolekiil hybridisiert (Abbildung 40E). Der Unterschied zum
klassischen DSBR-Modell liegt darin, dass die beiden Holliday-Strukturen, die das nun
entstandene joint molecule zusammenhalten auf der gleichen Seite des urspriinglichen
DSB liegen (Abbildung 40F, mit einem Kreis markiert). Die Auflésung der Holliday-
Strukturen fiihrt wie beim DSBR-Modell zur Bildung von cross-over- (Abbildung 40G)
oder nicht-cross-over-Ereignissen (vgl. Abbildung 40H).

Der fiir diese Arbeit entscheidende Unterschied zwischen DSBR-Modell und
SDSA-Modell liegt in der Bildung der Holliday-Strukturen. Wihrend ein DSBR-
Prozess zwangsliaufig auf Funktionen angewiesen ist, die Holliday-Strukturen
prozessieren, gestalten sich die Anforderungen beim SDSA-Prozess flexibler. Dieser
fiihrt wahrscheinlich in der Mehrzahl der Fille nicht zur Ausbildung eines joint
molecule und ist daher unabhéingiger von Holliday-Struktur prozessierenden
Funktionen. Fiir Mutanten mit Defekten in Funktionen der spéiten Phase der HR

bedeutet dies, dass sie nicht zwangsldufig einen Phénotyp zeigen. Die Hefe konnte
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flexibel auf Defekte in strukturellen oder enzymatischen Funktionen der Holliday-
Struktur Prozessierung reagieren, und die HR in von der Holliday-Struktur unabhédngige
Ablédufe kanalisieren. Fiir Crplp bedeutet dies, dass das Ausbleiben eines Phinotyps in
crplA-Zellen nach der Induktion von DSBs eine Beteiligung an der Prozessierung von
Holliday-Strukturen nicht ausschlie3t. Dennoch zeigt dieser Befund, dass Crplp keine

essentielle Rolle in der mitotischen Rekombination spielt.

Mit der Moglichkeit, Rekombinationsprozesse ohne die Bildung eines joint
molecule ablaufen zu lassen, konnte auch zusammenhidngen, dass bisher mittels
Mutationsanalyse nur Enzyme der eukaryotischen HR identifiziert wurden, die vor der
Bildung der Holliday-Strukturen wirken (vgl. Abbildung 1). Gleichzeitig weill man aber
von biochemischen Ansétzen, dass eine Vielzahl von Proteine, die eine Holliday-
Struktur Prozessierung im Sinne des DSBR-Modells katalysieren konnen, existieren.
Diese Diskrepanz spiegelt vermutlich die Féhigkeit der Hefe wider, durch
Zuriickgreifen auf verschiedene Rekombinationswege flexibel auf Defekte im Ablauf

reagieren zu kénnen.

Eine aktuelle Studie schlidgt einen Mechanismus vor, mit dem die Hefe die
mitotische Rekombination aktiv in Richtung SDSA-nicht-cross-over-Ereignis
kanalisieren konnte (Ira et al, 2003). In dieser Studie wurde in einem
interchromosomalen Rekombinationstest ein spezifisches allelisches
Rekombinationsereignis untersucht. Das Testsystem erlaubt die Induktion -eines
bestimmten, einzelnen DSB und die Unterscheidung von cross-over- und nicht-cross-
over-Ereignis beim Reparaturvorgang durch phinotypische Analyse der verwendeten
Marker. Es zeigte sich, dass die cross-over-Rate bei wildtypischen Zellen bei 23,2%
lag, wihrend sie sich bei srsA-Zellen auf 50,6% erhohte. Daraus ergibt sich, dass SRS2

die Frequenz der cross-over-Ereignisse eindammt.

Ein weiters Ergebnis der genannten Studie ist die Entdeckung eines Unterschiedes
in der Kinetik von cross-over- und nicht cross-over-Ereignissen in der mitotischen
Rekombination, was darauf hindeutet, dass beide Arten von Produkten aus
unterschiedlichen molekularen Prozessen hervorgehen. Dies zeigt, dass das
DSBR-Modell nicht alle Rekombinationsereignisse erkldren kann, da hier durch die

alternative Auflosung der Holliday-Strukturen cross-over- und nicht cross-over-
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Produkte zum gleichen Zeitpunkt entstehen. Es zeichnet sich also ab, dass Srs2p aktiv
die Dissoziation von frithen Rekombinationsintermediaten unterstiitzt und so den
Ausgang der Rekombination in Richtung SDSA-Ereignis ohne cross-over treibt.
AuBerdem konnte Srs2p in bestimmten Situationen Nukleoproteinfilamente aus Rad51p
und Einzelstrang-DNA auflésen, um so ungewollte Rekombinationsereignisse an der
Entstehung zu hindern (Krejci et al., 2003; Veaute et al., 2003). In Abwesenheit von
Srs2p wird das frithe Rekombinationsintermediat stabilisiert und reift schlielich zum
Jjoint molecule mit zwei Holliday-Strukturen. Die Auflosung dieser Holliday-Strukturen

fihrt dann zu cross-over- oder nicht-cross-over-Produkten.

Wenn man also davon ausgeht, dass Srs2p am Scheidepunkt zwischen einem
SDSA- und einem DSBR-artigen Prozess steht, dann bietet sich das in der genannten
Studie verwendete Testsystem auch fiir eine ndhere Untersuchung von crp/-Mutanten
an. Durch die Messung von cross-over-Ereignissen in srsAcrplA-Zellen mit dem oben
angesprochenen interchromosomalen Rekombinationstest konnte man die Rolle von
Crplp in der Prozessierung von Holliday-Strukturen ndher untersuchen. Dabei konnte
sich  zeigen, dass Crplp einen Einfluss auf den Ausgang eines
Rekombinationsereignisses hat, ohne essentiell an diesem beteiligt zu sein. Derartige
Effekte konnten durch die Messung der Lebensfahigkeit nach Induktion von DSBs, das
heillt einem Test zur Féhigkeit einer Mutante, iiberhaupt HR durchzufiihren, nicht

festgestellt werden.

4.5.2. Mitotische Rekombination und DNA-Replikation

Holliday-Strukturen konnen auch dann auftreten, wenn Replikationsgabeln durch
ein Hindernis blockiert werden. Die Prozessierung dieser Holliday-Strukturen ist
notwendig, um die Replikation wieder in Gang zu bringen (McGlynn & Lloyd, 2002).
In Abbildung 41 sind einige Szenarien des Replikations-Neustarts dargestellt.



Diskussion 134

n
—\ N N
Regression  Verlangerung des ., Thioration
Flhrungsstranges umgeht die Lasion

I B * e
ffi’,.r —_— —_—
—_— '—\C
—\\\\: " - I-.I
Auflésung der DSB-Ende kann |,
"‘m Holliday-Struktur  BIR induzieren | *
——

I
—— || - —

-

(-

_ Spaltung einer festgelaufenen  Prozessierung |
1 Replikationsgabel zum DSB-EndeI-I

-

= -

ﬁc
:
:

Strangassimilation  Auflésung der DSB-Ende kann Stranginversion
Holliday-Struktur  BIR induzieren fuhrt zu BIR

Abbildung 41: Mechanismen zum Neustart von Replikationsgabeln.

Gezeigt sind verschiedene Moglichkeiten, eine blockierte Replikationsgabel wieder zu starten.
Die zu replizierende DNA ist schwarz, neu synthetisierte DNA rot und die blockierende DNA-
Lasion als grauer Kreis dargestellt. Weitere Erklarungen im Text (rote Pfeile markieren die
Richtung der DNA-Synthese, blaue Pfeile endonukleolytische Schnitte; Abbildung verandert
nach Haber & Heyer, 2001).

Durch die Regression der Replikationsgabel an einer Lédsion entsteht ein
Knotenpunkt von vier doppelstringigen DNA-Segmenten (Abbildung 40A). Die
Bildung dieser Art von Holliday-Strukturen wurde mehrfach nachgewiesen (Zou &
Rothstein, 1997; Seigneur et al., 1998; Postow et al., 2001; Sogo et al., 2002). Ist ein
solches Intermediat gebildet worden, muss es prozessiert werden, um einen Neustart der
Replikation zu ermdglichen. Dies kann auf verschiedenen Wegen erfolgen, bei denen
entweder eine Art branch migration oder eine nukleolytische Spaltung der Holliday-
Struktur erfolgt (Abbildung 41B). Eine Spaltung fiihrt zu einem rekombinogenen
Doppelstrangende. Dieses kann wieder durch RadS51p-vermittelte Stranginversion in
den schadhaften Doppelstrang eingefddelt werden. Es kiime dann zur Ausbildung eines
D-loop, an dem durch einsetzende Reparatursynthese wiederum eine Holliday-Struktur
entstiinde. Einen solchen Vorgang nennt man break induced replication (BIR), und er
fiihrt am Ende wieder zu einer intakten Replikationsgabel jenseits der Lésion

(Abbildung 41E).

Alternativen zur Kanalisierung in den BIR-Prozess sind die Spaltung der

blockierten Replikationsgabel vor ihrer Regression durch eine spezifische Endonuklease
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(Abbildung 41C) oder ein HR-dhnlicher Prozess. Dazu wiirde bei der Synthese zunichst
eine Liicke gegeniiber der Lision gelassen. Der entstandene einzelstringige Bereich
wiirde dann unter Ausbildung eine Holliday-Struktur mit der Matrize des anderen neu
synthetisierten Stranges paaren (Abbildung 41D). Die Auflosung der Holliday-Struktur
fiihrt zu einem DSB, der die BIR einleitet.

Um zu testen, ob ein Protein eine spezialisierte Funktion in den beschriebenen,
rekombinogenen Vorgédngen iibernimmt, kann man entsprechende Mutanten UV-
Strahlung aussetzen. Durch die Bestrahlung werden Cyclobutan Pyrimidindimere und
(6-4) Photoprodukte in der DNA erzeugt. An diesen Lisionen kommt es verstirkt zur
Blockierung von Replikationsgabeln, was bei Abwesenheit eines Reparaturfaktors zu
einer herabgesetzten Lebensfdhigkeit der Zelle fiihrt. Ein Beispiel fiir einen solchen
Effekt ist die kiirzlich in S. pombe, S. cerevisiae und im Menschen gefundene, mogliche
X-Solvase: Mus81. Thre Abwesenheit fithrt in mitotischen Hefezellen zu einer
Anhdufung von Holliday-Strukturen (Gaillard et al., 2003) und zu UV-Sensitivitét.
Anders als bei den Vertretern der R4AD52-Epistasegruppe fiihrt die Deletion von MUSS!

aber nicht zu einer erhdhten Sensitivitit gegeniiber Rontgenstrahlung.

Da die Lebensfdhigkeit von crplA-Zellen nach UV-Bestrahlung im Vergleich
zum Wildtyp nicht herabgesetzt war, ist davon auszugehen, dass Crplp keine

wesentliche Rolle im rekombinogenen DNA-Replikations-Neustart der Hefe spielt.

45.3. Meiotische Rekombination

Experimentelle Daten zur meiotische Rekombination belegen klar die vom
DSBR-Modell geforderte Bildung von joint molecules mit zwei Holliday-Strukturen
(Collins & Newlon, 1994; Schwacha &  Kleckner, 1994). Diese
Rekombinationsintermediate konnen von der bakteriellen X-Solvase RuvC unter
Freisetzung von cross-over- oder nicht-cross-over-Produkten aufgelost werden
(Schwacha & Kleckner, 1995). Trotzdem wurde auch hier das DSBR-Modell erweitert.
Die urspriingliche Idee, dass die Entscheidung iiber die Beschaffenheit der
Rekombinationsprodukte allein iiber die alternativen Auflésungsmoglichkeiten des joint
molecule gefallt wird, wurde in aktuellen Arbeitsmodellen modifiziert. Man geht heute

davon aus, dass bereits zu einem fritheren Zeitpunkt Rekombinationsereignisse gezielt
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in einen Prozess kanalisiert werden konnen, welcher zu nicht-cross-over-Ereignissen

fiihrt.

Der Nachweis von Intermediaten, die durch die Invasion eines Einzelstranges des
Akzeptormolekiils in den Donor-Doppelstrang entstehen, sog. single end invasion-
(SEI) Intermediate, zeigte, dass die beiden DNA-Enden eines DSB zeitlich versetzt mit
dem Donor interagieren. Dies 6ffnet ein Zeitfenster fiir die Regulation von cross-over-
und nicht-cross-over-Ereignissen (Hunter & Kleckner, 2001). Zuséatzlich wurde gezeigt,
dass joint molecules mit zwei Holliday-Strukturen zur gleichen Zeit in der Meiose
erscheinen wie nicht-cross-over-Rekombinanten. Die cross-over-Rekombinanten
tauchen hingegen erst einige Zeit spéter auf (Allers & Lichten, 2001a). Nach dem
DSBR-Modell sollten allerdings beide Rekombinanten-Typen gleichzeitig auftreten.
Obwohl denkbar wire, dass der Weg zu frithen nicht-cross-over-Rekombinanten tiber
sehr kurzlebige Holliday-Strukturen fiihrt, wurden die Daten dahingehend interpretiert,
dass beide Rekombinanten-Typen durch unterschiedliche Mechanismen entstehen.
Diese Vorstellung entspricht der aktuellen Sicht auf die mitotische Rekombination, die

oben bereits beschrieben wurde.

Eine detaillierte Analyse der verschiedene Rekombinanten in Hinblick auf Lage
der Heteroduplex-Bereiche (Allers & Lichten, 2001b) fiihrte zu folgendem Modell: Die
Rekombination beginnt mit der Invasion eines Einzelstranges des Akzeptors in den
Donor-Doppelstrang. Danach kann dieses SEI-Intermediat wieder destabilisiert werden,
bevor es zu einer Interaktion des zweiten Bruchendes mit dem Donor kommt. Die Folge
ist eine Rekombination nach dem SDSA-Modell. Wird das SEI-Intermediat stabilisiert,
laufen die weiteren Schritte in guter Ubereinstimmung mit dem klassischen DSBR-
Modell bzw. nach dem SDSA-Modell mit 2nd end capture ab (vgl. Abbildung 1 und
Abbildung 40E bis H).

Man konnte also wie im Falle der mitotischen Rekombination argumentieren, dass
die Zelle den Verlust von Holliday-Struktur prozessierenden Funktionen flexibel
ausgleichen kann. Allerdings ist die Hefe bei der meiotischen Rekombination, anders
als bei der mitotischen Rekombination, auf das Auftreten von cross-over-Ereignissen
angewiesen, um lebensfahige Sporen zu bilden. Daher besteht hier eine unumgingliche

Abhingigkeit von Funktionen der Holliday-Struktur Prozessierung. Um zu testen, ob
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Crplp eine Rolle in der meiotische Rekombination spielt, wurden crplA-Zellen zur
Sporulation gebracht und mikroskopisch mit wildtypischen Zellen verglichen. Die
Deletionsmutante ist zur Sporulation fahig und erzielt eine dem Wildtyp vergleichbare
Sporulationseffizienz. Eine Stichprobe der gebildeten Sporen wuchs zu 100% zu
Kolonien heran, so dass man von einer unbeeintrachtigten meiotischen Rekombination
ausgehen kann. Damit wurde gezeigt, dass Crplp keine grundlegende Rolle bei der
Prozessierung von Holliday-Strukturen in der meiotischen Rekombination spielt.
Allerdings gilt auch hier, dass subtilere Effekte, wie z.B. eine Verdnderung der cross-
over-Wahrscheinlichkeit an bestimmten Loci, oder eine verlangsamte Prozessierung
von Rekombinationsintermediaten mit dieser Art phénotypischer Analyse nicht hétten

offen gelegt werden kénnen.

45.4. Fazit
Seit dem maBgeblichen Postulat der Holliday-Struktur (Holliday, 1964) fahndet

eine Vielzahl von Wissenschaftlern nach den eukaryotischen Faktoren, die diese
Struktur prozessieren. Als Vorbild gilt das bakterielle RuvABC-Resolvasom.
Vergleichbare Faktoren bei anderen Organismen konnten bisher nicht identifiziert

werden.

Die phénotypische Analyse von crpiAd-Zellen ergab keinen Hinweis auf eine
Beteiligung an mitotischen oder meiotischen Rekombinationsprozessen. Gleichzeitig
schlieft sie die Beteiligung von Crplp an Rekombinationsprozessen jedoch nicht
ginzlich aus. Eine mogliche Stérung im Ablauf der Rekombination konnte durch das
Zuriickgreifen auf einen alternativen Mechanismus ausgeglichen worden sein.
Abgesehen davon besteht die Moglichkeit redundanter Proteinfunktionen, die die Rolle
von Crplp in seiner Abwesenheit iibernehmen. Da Mdglp aufgrund seiner
Sequenzhomologie zu Crplp als eine solche redundante Funktion in Frage kam, wurden
bei der Analyse der UV- und Rontgenstrahlungstoleranz auch mdglAcrpla-
Doppelmutanten untersucht. Diese verhielten sich aber ebenso wie crpld-Zellen wie

der Wildtyp.

Um die Frage einer Beteiligung von Crplp an Rekombinationsprozessen weiter zu
klaren, miissten einzelne Rekombinationsereignisse, wie bereits angesprochen, auf

DNA-Ebene untersucht werden. Dabei konnten subtile Effekte von Crplp auf die
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Rekombination aufgedeckt werden. Solche Effekte konnten sich aus der Modulation
einer X-Solvase-Aktivitit, um den korrekten mechanistischen und zeitlichen Ablauf der
Holliday-Struktur Aufldsung zu garantieren, oder eine Préferenz fiir eine der
alternativen Auflosungsmoglichkeiten zu schaffen, ergeben. Auflerdem sind generell
Rollen bei der Bildung und Stabilisierung von DNA-Intermediaten der Rekombination
nicht auszuschlieBen. Da die Fiille an postulierten Intermediaten mit den Erweiterungen
des klassischen DSBR-Modells zunimmt, sollte auch in Betracht gezogen werden,

weitere DNA-Substrate auf Bindung durch Crplp zu testen.

4.6. Mogliche Protein-Protein Interaktionen von Crplp

Neben dem Versuch, eine mogliche Rolle von Crplp in Rekombinationsprozessen
nachzuweisen, wurde mit Hilfe der Hefe-2-Hybrid-Methode nach Proteinen gesucht, die
mit Crplp in Wechselwirkung treten. Drei mogliche Interaktionspartner wurden
identifiziert und geben, obwohl sie bislang nicht in biochemischen Experimenten
verifiziert werden konnten, einen ersten Hinweis auf eine mogliche Rolle von Crplp in

vivo.

4.6.1. Ergebnisse der Hefe-2-Hybrid-Analyse

Im Verlauf dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Hefe-DNA-Banken
durchmustert. Dazu wurden zunichst verschiedene Derivate von Crplp, jeweils als C-
terminale Fusion an der DNA bindenden Doméne von Galdp als mogliche
Koderproteine kloniert. Die Derivate GAL4-DNA-BD-Crplp™'™'%®, GAL4-DND-BD-
Crplp*!%4 ynd GAL4-DNA-BD-Crplp™'® zeigten apparente Molekiilmassen von
50 kDa, 70 kDa bzw. 92 kDa. Dabei nahm die Signalstirke, die fiir diese Derivate
immunologisch auf Western-blots nachgewiesen werden konnte, in der gleichen
Reihenfolge ab (vgl. Abbildung 25). Es ist unklar, ob Volle-Lange-Crplp schwach
exprimiert wurde oder aber instabil war. Da aber keine dem Derivat Crplp®™''®
entsprechenden Bande nachgewiesen werden konnte, kam es hier nicht zu der in E. coli
beobachteten, spezifischen Spaltung in der Nachbarschaft von Aminosdure 160.
Alternativ konnte die Spaltung doch stattgefunden haben, aber dann miisste das
Spaltprodukt weiter abgebaut worden sein. Moglicherweise wurde ein solcher
Totalabbau durch die Expression von Crplp als Fusionsprotein bedingt. Da aber mit

GAL4-DNA-BD-Crplp™''® das X-DNA bindende Subpeptid von Crplp zur
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Verfligung stand und fiir das Gelingen der Methode eine zuverldssige Expression des
Koderproteins notwendig ist, wurde dieses Crplp-Derivat verwendet. Falls in Hefe
unter normalen Bedingungen ein vergleichbares X-DNA bindendes Derivat auftritt, sind
es genau seine Wechselwirkungen mit anderen Proteinen, die fiir die vorliegende Arbeit

relevant sind.

Bei den durchmusterten Hefe-DNA-Banken handelt es sich zum einen um eine
genomische, zum anderen um eine cDNA-Bank. Das Durchmustern der genomischen
Bank lieferte zunédchst 18 Kandidaten, die zu einer Aktivierung der Reportergene ADE?2,
HIS3 und MELI fiihrten. Die entsprechenden Beuteplasmide wurden isoliert und
sequenziert. Nur fiinf der Plasmide codierten fiir bona fide Proteinsequenzen. Diese
enthielten durchschnittlich 75 Aminosduren. Kontrollexperimente zeigten, dass alle fiinf
proteincodierenden Plasmide zur Autoaktivierung der Reporter in Abwesenheit des
Koderproteins flihrten (vgl. Seite 99). Damit kann hier keine Aussage iiber eine

mogliche Wechselwirkung der identifizierten Proteine mit Crplp*!™®

gemacht werden.
Da bei 10° durchmusterten Transformanden keine reproduzierbaren Hefe-2-Hybrid-
Interaktionen nachgewiesen werden konnten, wurde die Arbeit mit dieser genomischen

DNA-Bank eingestellt.

Das folgende Durchmustern einer cDNA-Bank lieferte 26 Kandidaten, die zu
einer Reporterantwort fiihrten. Nach Untersuchung der entsprechenden Beuteplasmide
stellte sich heraus, dass ein groBer Teil von ihnen, nidmlich 22, fiir Hefe-
Proteinfragmente codierten. 16 der 22 codierenden Sequenzen lagen im Leseraster der
N-terminal fusionierten Aktivierungsdomédne von Galdp. Die entsprechenden
Beuteplasmide wurden Kontrollexperimenten unterzogen, bei denen sich die
beobachtete Interaktion in drei Fillen bestitigte (vgl. Abbildung 26). Dabei handelte es
sich um Fragmente der Proteine Drslp, Gnolp und Egt2p (vgl. Abbildung 27). Der
durch die Reportergene vermittelte Phinotyp Ade His'Mell” war im Falle von Gnolp
wesentlich schwicher als in den beiden anderen Fillen. Da der Phénotyp aber
reproduzierbar auftrat und keine Reporterantwort bei den Negativkontrollen erfolgte,
wurde auch Gnolp weiter untersucht. Gnolp erscheint auch deshalb interessant, weil
das Protein dem gleichen molekularen Prozess zuzuordnen ist wie Drslp. Beide sind
Funktionen der rRNA-Reifung, bei der sie an der Prozessierung des priméren 35S

rRNA Transkripts beteiligt sind (Ripmaster ef al., 1992; Guglielmi & Werner, 2002).
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Der dritte Kandidat, Egt2p, wirkt wahrscheinlich als extrazelluldre Glukanase bei der
der Separation von Mutter- und Tochterzelle nach der Cytokinese (Pan & Heitman,

2000; Kovacech et al., 1996).

4.6.2. Biochemische Untersuchung der gefundenen Hefe-2-Hybrid-

Interaktionen

1-160
a wurden

Die gefundenen Hefe-2-Hybrid-Interaktionen von Crplp
biochemisch mittels Immunoprizipitation weiter untersucht. Dazu wurden zunichst in
vitro exprimierte Spezies der zu testenden Proteine, die genau den im Hefe-2-Hybrid-
System in Wechselwirkung tretenden Fragmenten entsprachen, verwendet. Die
Proteinfragmente trugen hier nicht die jeweiligen Gal4p-Doménen, sondern lediglich

@19y oder eine HA-Epitopmarkierung

eine c-Myc-Epitopmarkierung (Crplp
(Beuteproteine). Mit Antikorpern gegen je eine dieser Markierungen wurde versucht,
beide Proteine zu prézipitieren. Eine solche Co-Immunoprézipitation konnte in einer
Kontrollreaktion mit p53 und dem groBen T-Antigen des SV40-Papovavirus gezeigt

aal-160

werden. Bei den Reaktionen mit Crplp und den Beuteproteinen ergaben sich

jedoch mehrere Schwierigkeiten:

(1) Die radioaktive Markierung der in vitro exprimierten Proteine erfolgte durch
den Einbau von L-[*’S]-Methionin. Da die Beuteproteine aber nur 3 bis 4 Methionine
enthielten, waren ihre Phosphorimage-Signale relativ schwach. Die Kontrollreaktion
mit p53 und dem groBen T-Antigen zeigte auBBerdem, dass auch bei bekanntermalien
interagierenden Proteinen die Ausbeute an Co-Prézipitat bei dieser Methode relativ
gering ist (vgl. Abbildung 28c). Ein kombinierter Effekt des schwachen Signals der
Beuteproteine zu Beginn der Reaktion und einer geringen Ausbeute bei der Co-
Prédzipitation miissen hier also ebenso fiir das Ausbleiben einer nachweisbaren

Interaktion in Betracht gezogen werden, wie das tatsdchliche Fehlen einer Interaktion.

(2) Die Prazipitation durch den gegen die Beuteproteine gerichteten Anti-HA
Antikorper funktionierte weniger effizient als die Prazipitation durch den Anti-c-Myc
Antikorper. Daher stellt sich speziell bei dieser Variante der Prizipitation die Frage, ob
das Ausbleiben einer Co-Immunoprizipitation auf fehlende Wechselwirkung der

Proteine oder einen Konzentrationseffekt zuriickgeht.
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Die technischen Schwierigkeiten fiihrten dazu, dass fiir die Beuteproteine Gnolp
und Egt2p keine auswertbaren Ergebnisse gewonnen werden konnten. Beide Proteine
waren nach einer Prézipitation durch den fiir sie spezifischen Anti-HA Antikdrper nicht
mehr nachweisbar. Daher war das Ausbleiben einer Co-Immunoprizipitation von

aal-160

Crplp nicht reprédsentativ. In der Gegenreaktion mit dem Anti-c-Myc Antikorper

konnte zwar Crplp™''®

préazipitiert werden, aber keines der beiden Beuteproteine.
Auch hier stellt sich die Frage, ob dieses Ergebnis reprisentativ ist. Bei den Reaktionen
mit Drslp (vgl. Abbildung 28), das von allen drei Beuteproteinen das stirkste
Anfangssignal aufwies, konnte ebenfalls keine Interaktion mit Crplp™'™'%
nachgewiesen werden. Dieser Befund spricht gegen eine direkte Interaktion von Drslp

und Crplp. Das Ergebnis konnte allerdings auch durch die oben genannten technischen

Probleme zu Stande gekommen sein.

In einem zweiten Versuch, die im Hefe-2-Hybrid-System nachgewiesenen

Wechselwirkungen zwischen Crplp™''%

und den Beuteproteinen Drslp, Gnolp und
Egt2p biochemisch zu verifizieren, wurden die Proteine im S. cerevisiae Stamm
W303-1A exprimiert. Diese Methode hat den Vorteil, dass die Proteine in einem
System exprimiert werden, welches eine wildtypische posttranslationale Modifikation
und Faltung erlaubt. Aulerdem kénnen grofle Mengen an Protein erzeugt werden. Da

die Immunoprizipitation in einem Hefe-Lysat stattfindet, konnen auch indirekte

Interaktionen, die durch ein drittes Protein vermittelt werden, nachgewiesen werden.

Fiir die entsprechenden Versuche wurden die Beuteproteine Drs1p™**">2, Volle-

aal4-285 aal-1001

sowohl einzeln als auch in Kombination
aa538-752

Lange-Gnolp, Egt2p und Egt2p

aal-160 aal4-285

mit  Crplp exprimiert. Drslp und Egt2p entsprechen den
Proteinanteilen, die in der Hefe-2-Hybrid-Analyse gefunden worden waren. DRSI
konnte aus unbekannten Griinden nicht in voller Lénge kloniert werden. EGT2 wurde
zwar in voller Lange kloniert, das entsprechende Volle-Lénge-Protein konnte allerdings
nicht nachgewiesen werden. Dies geht wahrscheinlich auf die extrazelluldre
Verankerung von wildtypischem Egt2p zuriick (vgl. Seite 103). Bei der
Lysatherstellung wurde es vermutlich mit den Zellwandtriimmern abzentrifugiert. Beim
Derivat Egt2p™' "' fehlt die zur wildtypischen Lokalisation notwendige Region.
Dieses Derivat konnte immunologisch nachgewiesen und getestet werden. Alle

aal-160

Beuteproteinderivate, die eine HA-Epitopmarkierung trugen, und Crplp , welches
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eine c-Myc-Epitopmarkierung trug, wurden erwartungsgemill exprimiert und konnten
immunologisch nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 29). Weiterhin wurde gezeigt,
dass die einzelnen Proteine iiber ihre jeweilige Epitopmarkierung prézipitiert werden
konnten (vgl. Abbildung 30b und Abbildung 31b). Eine eindeutige Co-
Immunoprézipitation liel sich aber bei keiner Kombination eines Beuteproteins mit

Crplp™!™'% feststellen (vgl. Abbildung 30a und Abbildung 31a). Die Signale fiir

aal-160 aa538-752

waren bei Prdzipitation der Beutproteine Drslp und Gnolp zwar

Crplp

etwas stirker als bei Egt2p™!'*2%

und Egt2p™' %! hoben sich jedoch nicht stark genug
vom Hintergrundsignal ab, um von einer Co-Immunoprézipitation zu sprechen.
AulBerdem spiegelte sich dieser Effekt in der Gegenreaktion bei Prézipitation mit dem

Anti-HA Antikorper nicht wider.

Insgesamt brachten die Immunoprizipitationsversuche nicht die erhoffte
biochemische Verifizierung der Hefe-2-Hybrid-Interaktionen von Crp1p*! ™. Wihrend
die Versuche mit in vitro exprimierten Proteinen wegen technischer Limitierungen nicht
zu reprasentativen Ergebnissen fiihrten, verliefen die Versuche mit in Hefe exprimierten
Proteinen erfolgsversprechend. Die Proteine waren in vergleichbarer Intensitit
nachweisbar und konnten iiber ihre jeweilige Epitopmarkierung prézipitiert werden. Da
eine Co-Immunoprizipitation ausblieb, ldsst sich schlieBen, dass die im Hefe-2-Hybrid-
System nachgewiesenen Wechselwirkungen unter den verwendeten Bedingungen nicht
stabil genug sind, um sie noch nachweisen zu kdnnen. Dies konnte besonders dann der
Fall sein, wenn eine schwache oder transiente Wechselwirkung zwischen den Crplp
und einem der Beuteproteine vorliegt. Eine solche Interaktion kénnte im Hefe-2-
Hybrid-System nachgewiesen werden, denn dort wird das durch die Interaktion
bewirkte Signal auf der Ebene der Transkription und Translation um ein Vielfaches
potenziert. Der negative biochemische Befund schliet eine in vivo stattfindende

Wechselwirkung also nicht aus.

In weiteren Versuchen sollten alternative biochemische Testverfahren, wie
beispielsweise die Gelfiltration, angewandt werden. Dazu miissten die Proteine in
gereinigter Form vorliegen, so dass sie sowohl alleine als auch in Kombination getestet
werden konnen. Zeigt sich dabei eine Anderung der Elutionsgeschwindigkeit, konnte
dies eine Wechselwirkung bestétigen. Alternativ konnte statt einer Co-Prézipitation ein

affinitdtschromatographischer Test gemacht werden. Dazu konnte das bereits
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verfiigbare rekombinante Crplp™!™'®

mit His-tag oder eine mit GST fusionierte
Variante an eine Nickel- bzw. Glutathionsdule gebunden werden. Danach konnten
Lysate der oben beschriebenen W303-1A-Stdmme, die jeweils eines der Beuteproteine
exprimieren, iiber die mit Crplp™''® beladene Sdule gegeben werden, um dann
festzustellen, ob sich eines von ihnen anreichern ldsst. Fiir weitere Arbeiten an Crplp
wire eine biochemische Verifizierung der gefundenen Hefe-2-Hybrid-Interaktionen

wiinschenswert, um die Implikationen, welche die mutmaBlichen Interaktionspartner fiir

Crplp mit sich bringen, in die weitere Versuchsplanung einbeziehen zu kénnen.

4.6.3. Implikationen der Hefe-2-Hybrid-Interaktionen fir die Rolle von

Crplp

Drslp, Gnolp und Egt2p wurden durch die Hefe-2-Hybrid-Analyse als mogliche
Interaktionspartner von Crplp identifiziert. Da bislang die biochemische Verifizierung
einer oder mehrerer dieser Interaktionen nicht gelang, stellt sich die Frage, welche der
moglichen Wechselwirkungen aufgrund bekannter Daten zu den einzelnen
Beuteproteinen plausibel erscheinen. Geht man davon aus, dass die in vitro beobachtete
X-DNA Bindung von Crplp auch in vivo eine Rolle spielt, ist eine Wechselwirkung mit
dem extrazelluldr lokalisierten Egt2p eher unwahrscheinlich. AuBerdem muss bei
diesem Kandidaten beriicksichtigt werden, dass das im Hefe-2-Hybrid-System
gefundene Fragment eine Sequenz von 22 proteinfremden Aminosduren am C-Terminus
tragt (vgl. Seite 105), die eventuell mit fiir die beobachtete Wechselwirkung
verantwortlich ist. In diesem Fall wire die Interaktion wahrscheinlich artifiziell. Um
diesen Sachverhalt zu kldren, konnte die Hefe-2-Hybrid-Analyse fiir Egt2p mit der
bereinigten Aminosduresequenz wiederholt werden. Einen genetischen Ansatz zur
Frage der Interaktion von Crplp und Egt2p bietet der Phénotyp von egt2pA-Zellen. Sie
zeigen eine charakteristische Anlagerung von jeweils vier Zellen, die sich nach der
Zellteilung erst verspitet trennen (Kovacech et al, 1996). Da dieser Effekt
lichtmikroskopisch nachweisbar ist, eignet er sich zur unkomplizierten Analyse bei
egt?pAcrpl A-Doppelmutanten. Eine Verdnderung des Phénotyps konnte auf die

tatsidchliche Interaktion der beiden Proteine deuten.

Interessanter erscheint jedoch eine mdgliche Interaktion mit Drslp und Gnolp.
Beide Proteine sind an der rRNA-Reifung beteiligt, und ihre Mutation fiihrt zu Defekten

im Prozess der Ribosomenbiogenese (Lafontaine & Tollervey, 2001). Dabei binden sie
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wie Crplp an Nukleinsduren. Thre Zielstruktur ist zwar die hoch strukturierte rRNA und
nicht strukturierte DNA, wie bei Crplp, aber strukturelle Gemeinsamkeiten dieser
unterschiedlichen Nukleinsdurespezies sind durchaus denkbar. Man konnte also die
Hypothese aufstellen, dass die eigentliche Zielstruktur von Crplp nicht X-formige
DNA, sondern strukturierte RNA ist. Verschiedene Beobachtungen stiitzen diese

Hypothese:

(1) Crplp bindet strukturspezifisch DNA und zeigt keinerlei Affinitdt zu linearer
Doppelstrang-DNA. Damit ist die Sekundirstruktur der DNA der exklusive
Bindungsparameter. Hierin liegt die Mdglichkeit eines Uberlappungseffektes zwischen
der beobachteten X-DNA-Bindung in vitro und einer potenticllen RNA-Bindung in
vivo. Es wire denkbar, dass lineare B-Form-DNA dem Protein deshalb keine
Angriffspunkte bietet, da es auf die andersgeartete Konfiguration der RNA ausgerichtet
ist, welche eine Vielzahl von Sekundirstrukturen ausbilden kann (Ban et al., 2000). Die
Dimensionen der kleinen bzw. grolen Furche von DNA und RNA unterscheiden sich
stark voneinander, und im Gegensatz zu DNA, die in der linearen Form die B-Form
annimmt, ist doppelstringige RNA nie {liber weite Strecken in der kanonischen A-Form
organisiert. Stattdessen ist sie flexibler, und die Furchenweite variiert. Eine fiir B-Form-
DNA untypische Konfiguration am Kreuzungspunkt der X-DNA konnte einer fiir
bestimmte RNAs typischen Konfiguration dhneln. Auf diese Weise konnte sich die
Affinitdt von Crplp zu RNA in vitro als X-DNA-Bindung manifestieren.

(2) Zwei erst vor kurzem beschriebene X-DNA bindende Proteine sind BTF3 und
aNAC aus S. pombe (Whitby & Dixon, 2001). Jedes von ihnen alleine bindet X-DNA,
wéhrend sich die Affinitdt nach Heterodimer-Bildung noch erhoht. Die beiden Proteine
wurden in zellfreien Hefe-Extrakten mittels EMSA nachgewiesen und
chromatographisch gereinigt. Die Identifikation erfolgte durch Proteinsequenzierung.
Interessanterweise verhilt sich der NAC-Komplex in DNA-Bindungsstudien, deren
Reaktionsbedingungen sehr dhnlich zu den in dieser Arbeit beschriebenen DNA-
Bindungsstudien sind, wie Crplp. Er bindet X- und Y-DNA, aber kein anderes
angebotenes Substrat aus einer Gruppe, die auch lineare Doppelstrang-DNA und
Doppelstrang-Substrate mit ungepaarten Teilbereichen aufweist. Ebenso wie bei Crplp
kann die X-DNA-Bindung nicht von einem hohen Uberschuss an Kompetitor-DNA
verhindert werden. Damit ist der NAC-Komplex von allen bekannten X-DNA
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bindenden Proteinen den Eigenschaften von Crplp am dhnlichsten. Anders als im Falle
von Crplp, war der NAC-Komplex schon vor einer Reinigung iiber seine X-DNA
bindende Aktivitit bekannt. Er ist mit cytosolischen Ribosomen assoziiert und bindet an
neu entstehende Polypeptidketten, deren spétere Lokalisation er beeinflusst (Wiedmann
et al., 1994). Da bei S. cerevisiae eine Untereinheit des NAC-Komplexes auch als
Transkriptionsfaktor beschrieben wurde (Parthun et al., 1992), stellt sich die Frage, ob
die gefundene X-DNA-Bindung die Assoziation des NAC-Komplexes mit Ribosomen
iber die rRNA, oder die mdgliche zweite Rolle des Komplexes als Transkriptionsfaktor
widerspiegelt. Die groBen Ubereinstimmungen der Eigenschaften von Crplp und des

NAC-Komplexes konnten jedenfalls ein Indiz dafiir sein, dass auch Crplp RNA bindet.

(3) Betrachtet man vor diesem Hintergrund die X-DNA-Bindedoméne von Crplp,
fallen Ahnlichkeiten mit RNA bindenden Proteinen auf. Wie bei verschiedenen RNA
bindenden Proteinen findet sich eine Haufung positiver Ladungen. Im Falle der RNA
bindenden Proteine spricht man von Arginin-reichen Sequenzen. Der Name bezieht sich
auf den umfangreichen Gebrauch von Argininen fiir RNA-Kontakte, wobei es aber
keine konservierten Positionen gibt, so dass man nicht von einem klassischen Motiv
sprechen kann (Draper, 1999). Der Umstand, dass die X-DNA bindende Domine von
Crplp keine Homologie zu bekannten DNA bindenden Doménen aufweist, konnte also

auch bedeuten, dass es sich um ein derartiges flexibles RNA bindendes Sequenzmotiv

handelt.

(4) Die beobachtete subzelluldre Lokalisation von GFP-Crplp (vgl. Abbildung
37) spricht gegen eine nukleédre Rolle von Crplp und damit gegen eine Rolle im DNA-
Metabolismus. Dabei ist allerdings zu beriicksichtigen, dass es sich bei der
cytoplasmatischen Lokalisation von GFP-Crplp auch um einen artifiziellen Effekt
aufgrund der Uberexpression und N-terminalen Fusion des GFP-Anteils handeln kann.
Geht man aber davon aus, dass Crplp auch im wildtypischen Zustand im Cytoplasma
zu finden ist, konnte es dort an Ribosomen binden. Dann stellt sich aber die Frage, wie
Crplp mit Drslp und Gnolp, welche im Zellkern — genauer im Nukleolus — an der
rRNA-Reifung und dem Zusammenbau der Ribosomen beteiligt sind, interagieren
konnte. Eine mogliche Antwort liefert wiederum der Vergleich mit dem bereits
angesprochenen NAC-Komplex. Dieser liegt wie GFP-Crplp groftenteils im

Cytoplasma vor. Allerdings konnen seine Untereinheiten durch die Kernmembran
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transportiert werden und sich voriibergehend im Kern aufhalten (Franke et al., 2001).
Dort binden sie wahrscheinlich an ihr Zielobjekt Ribosom und verlassen den Kern dann
ribosomenassoziiert. Wenn Crplp eine dhnliche Route durch den Kern nimmt, kdnnte
es dort im Prozess des Ribosomen-Zusammenbaus transient mit Drslp und Gnolp in

Wechselwirkung treten.

Diese Uberlegungen sind zum jetzigen Zeitpunkt noch sehr spekulativ. Im Falle
einer Verifizierung der Wechselwirkungen zwischen Crplp, Drslp und Gnolp konnen

sie allerdings die Grundlage fiir weiterfiihrende Experimente zu Crplp sein.

4.7. Ausblick

Crplp ist ein neues Mitglied der Gruppe der X-DNA bindenden Proteine. Die
zukiinftige Arbeit an diesem Protein sollte sich an der Frage der biologischen Rolle von

Crplp und der biologischen Signifikanz der beobachteten X-DNA-Bindung orientieren.

Die Frage, ob Crplp an Rekombinationsprozessen beteiligt ist, bleibt bislang
ungekliart. Wie bereits ausgefiihrt, spielt Crplp keine entscheidende Rolle beim
reibungslosen Ablauf der HR. Dennoch ist eine Einflussnahme nicht auszuschlieBen.
Insbesondere der stimulierende Effekt von Crplp auf die X-Solvase-Aktivitidt von Endo
VII spricht fiir eine solche Einflussnahme. Subtile Effekte konnten durch den bereits
angesprochenen interchromosomalen Rekombinationstest (vgl. Seite 132), bei dem
einzelne Rekombinationsprozesse im Detail untersucht werden konnen, nachgewiesen

werden.

Neben der Rekombination wurde durch die Hefe-2-Hybrid-Interaktionen ein
zweiter molekularer Prozess sichtbar, an dem Crplp beteiligt sein konnte: Die
Biogenese bzw. Funktion der Ribosomen. In diesem Zusammenhang bieten sich zwei
Betitigungsfelder an. Das eine ist die weitere Charakterisierung der Wechselwirkungen
von Crplp mit Nukleinsduren. Als néchstes sollte hier eine mogliche Bindung von
strukturierter, eventuell X-formiger RNA untersucht werden. Wenn Crplp an RNA-
Substrate bindet, erhirtet sich einerseits der Verdacht einer Interaktion mit Drslp und
Gnolp. Andererseits konnte dies die auch beim X-DNA bindenden Protein-Komplex
NAC gefundene, exklusive Bindung von X- und Y-DNA erkldaren. Man miisste dann

davon ausgehen, dass Crplp — wie vielleicht auch andere X-DNA bindende Proteine —
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molekular auf die Bindung von RNA abgestimmt ist und deshalb keine lineare
Doppelstrang-DNA erkennt. Hilfreich fiir das Verstindnis der Nukleinsdurebindung
wire ein Co-Kristall von Crplp und einer X-DNA oder gegebenenfalls einer X-RNA.
Hier lieBen sich vermutlich die entscheidenden Aminoséuren fiir die Nukleinséure-

Bindung direkt sehen.

Das zweite Betdtigungsfeld wiére die Untersuchung von crpldrsi- und crplgnol-
Doppelmutanten. Dabei sollte die Frage untersucht werden, ob sich der Phénotyp der
Einzelmutanten, die Anhdufung von unprozessierten rRNA-Zwischenprodukten,
verstarkt. Wenn ein solcher Effekt nachgewiesen werden konnte, wéren nicht nur die
Hefe-2-Hybrid Interaktionen bestdtigt. Man hétte damit auch ein physiologisches
Testsystem fiir zukiinftige Mutagenese-Studien an Crp1p.

Ein weiterer Aspekt ist die Architektur der Chromosomen. Sowohl auf der Ebene
einzelner  Regulatorelemente als auch auf der hdoheren Ebene der
Chromosomenkondensation finden sich Proteinfunktionen, die in vitro spezifisch an X-
DNA binden. Dazu gehdren die DNA-Architektur vermittelnden HMG-Box-Proteine
(Thomas, 2001) wund 14-3-3 Proteine, die an cruziforme DNA an
Replikationsurspriingen binden (Zannis-Hadjopoulos et al., 2002). Daneben wurde
gezeigt, dass Histone und Condensine (Yokomori, 2003) X-formige DNA binden
(Varga-Weisz et al., 1993; Varga-Weisz et al, 1994; Kimura & Hirano, 1997,
Akhmedov et al., 1998). Diese Proteine gehen vielfiltige Kontakte mit der DNA ein, so
dass die in vitro beobachtete X-DNA Bindung auf das gleichzeitige erkennen zweier
benachbarter DNA-Doppelstringe und nicht auf die spezielle Architektur des
Kreuzungspunktes zuriickzufiihren sein konnte. In dieser Richtung sind fiir Crplp aus
Zeitgriinden bisher noch keine Untersuchungen gemacht worden. In Zukunft sollten

daher crpl-Mutanten auch auf intakte Chromosomenorganisation gepriift werden.

Neben den speziellen Fragen, die Crplp betreffen, bleibt die globale Frage nach
den Funktionen der spiten HR bei Eukaryoten. Hier wird sich zeigen, ob die
mittlerweile bei Hefe angewandte genomweite, systematische Suche nach neuen RAD-
Genen die unentdeckten Funktionen zu Tage fordert (Game et al., 2003). Der
biochemische Ansatz sollte fiir die Suche nach diesen Funktionen eventuell neben der

Holliday-Struktur um die typischen Intermediate des SDSA-Modells erweitert werden.
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S. Zusammenfassung

Bei genetischen Rekombinationsvorgédngen tritt eine vierarmige DNA-Struktur,
die sog. Holliday-Struktur auf. Fiir in vitro Experimente wird ein Strukturanalog, die
sog. X-DNA verwendet. Eine Reihe sehr unterschiedlicher Proteine ist in der Lage,
diese charakteristische DNA-Struktur spezifisch zu erkennen. In einigen Féllen ldsst
sich ein klarer Bezug zur Rekombination herstellen. In der vorliegenden Arbeit wurde
ein neues X-DNA bindendes Protein der Hefe Saccharomyces cerevisiae entdeckt.
Durch eine Serie von Fliissigkeitschromatographien wurde es aus Rohextrakten soweit
angereinigt, dass seine Identitdt geklart werden konnte. Die Identifikation gelang mit
Hilfe der Southwestern Technik. Eine anschlieende Proteinsequenzierung ergab, dass
es sich um das bisher uncharakterisierte Produkt des offenen Leserasters YHRI46W
handelte. Dem 465 Aminosduren umfassenden Protein wurde der funktionelle Name

Cruciform DNA-Recognising Protein 1 (Crplp) gegeben.

Das Gen CRPI wurde kloniert und in E. coli exprimiert. Die Aktivitit des
rekombinanten Proteins in EMSAs bestitigte Crplp als Urheber der mit Hefe-Extrakten
beobachteten Aktivitdt. Das rekombinante Protein erwies sich allerdings als anfillig fiir
eine effiziente posttranslationale Spaltung in der direkten Umgebung von Aminosiure
160. Dabei ergibt sich ein X-DNA bindendes N-terminales- und ein unter bestimmten
Bedingungen X-DNA bindendes, aber in Anwesenheit von Kompetitor-DNA inaktives,
C-terminales Subpeptid. Die auf der Architektur des DNA-Substrates beruhende DNA-
Bindung des N-terminalen Peptids wird durch eine neuartige X-DNA-Bindedoméne
vermittelt. Diese besitzt nach derzeitigem Stand eine 22 Aminosduren umfassende,
positiv geladene Minimalsequenz, die als autonomes X-DNA bindendes Subpeptid
fungieren kann. Phénotypische Untersuchungen an crp/-Mutanten ergaben bislang
keinen Hinweis auf eine Beteiligung an Rekombinationsprozessen. So lie3 sich keine
erhohte Sensitivitit gegeniliber UV- oder Rontgenstrahlung und kein meiotischer Defekt
nachweisen. Um weiter zu kldren, an welchem molekularen Ablauf Crplp beteiligt ist,
wurde mit Hilfe der Hefe-2-Hybrid-Analyse nach Proteinen gesucht, die mit Crplp in
Wechselwirkung treten. Dabei wurden zwei RNA bindende Proteine, Drslp und Gnolp
gefunden. Beide sind an der rRNA-Reifung beteiligt, so dass die Moglichkeit
aufgeworfen wurde, dass Crplp in vivo nicht strukturierte DNA, sondern RNA bindet.
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6. Anhang

Liste X-DNA bindender Proteine (Stand: Dezember 2003).

Protein
Hmgl
Adprt
RuvA
SRY

Hu

HI

H5

UBF
Nhp6Ap
Nhp6Bp
SWI/SNF
Condensin
Hmpl
Msh2p
pS3

Rp S16
CBP
Smclp
Smec2p
mtTF1
E6
BRAF35
NAC
XPA
Bmhlp
Bmh2p
Crplp
VLF-1
Rad51B
Vimentin

Organismus

Rattus norvegicus

Bos taurus

E. coli

Homo sapiens
E. coli

Gallus gallus
Gallus gallus
Xenopus laevis
S. cerevisiae
S. cerevisiae
S. cerevisiae
Xenopus laevis
Ustilago maydis
S. cerevisiae
Homo sapiens
E. coli

Homo sapiens
S. cerevisiae
S. cerevisiae
Homo sapiens
Papilloma Virus
Homo sapiens
S. pombe
Homo sapiens
S. cerevisiae
S. cerevisiae
S. cerevisiae
Baculovirus
Homo sapiens
Séugerzellen

Referenz
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Sastry & Kun, 1990
Parsons et al., 1992
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Kuhn et al., 1994

Paull & Johnson, 1995
Paull & Johnson, 1995
Quinn et al., 1996
Kimura & Hirano, 1997
Dutta et al., 1997
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