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1 Einleitung

1.1 Archaea

Die Klassifizierung von Lebewesen (Taxonomie) ist ein grundlegendes Prinzip der
Biologie und diente urspriinglich der Ubersicht iiber die komplexe Vielfalt der
belebten Welt. Die Einordnung von Arten in Gruppen, die sich durch bestimmte
Merkmale unterscheiden und durch Abstufungen der Unterschiede dieser Merkmale,
lieBen ein hierarchiches System etablieren, das erstmals 1739 durch Carl von Linné
konsequent niedergelegt wurde. Darwins Theorie zur Entstehung der Arten (1858)
brachte die Erkenntnis, da} alle heute lebenden Arten Produkte eines historischen
Entwicklungsprozesses und durch diesen in unterschiedlichem Mafle miteinander
verwandt sind. Bei Wahl geeigneter Merkmale kénnen deren Unterschiede ein Maf3
fiir den Verwandtschaftsgrad der Arten sein. Die Klassifizierung stellt dann, neben
der wurspriinglich rein typologischen Katalogisierung, eine Ordnung nach

stammesgeschichtlichen (phylogenetischen) Aspekten dar.

Seit der Entdeckung von Mikroorganismen durch von Leeuwenhoek (1673)
wurden Kriterien zur Klassifizierung angelegt, die sich zunichst nur auf die &duf3ere
Form dieser Organismen bezogen (cocci: Kugeln; bacilli: Stiabchen). Spater wurden
auch ihre Lebens- und Erndhrungweisen, sowie ihre Stoffwechselprodukte als
Unterscheidungsmerkmale mit herangezogen. Edouard Chatton fiihrte 1937 die
Einteilung aller zelluldren Organismen in zwei fundamentale Gruppen ein: die
Eukaryoten mit membranumbundenen Zellkern und die Prokaryoten ohne einen
solchen Zellkern. Diese Klassifizierung geriet zundchst in Vergessenheit und wurde
erst zwanzig Jahre spiter wieder aufgegriffen (Stanier and van Niel, 1962).
Entdeckungen weiterer typischer Merkmale beider Gruppen unterstiitzten diese
Unterscheidung. Dazu gehoren vor allem die Kompartimentierung des Zellplasmas
durch ein internes Membransystem und das Vorhandensein von endosymbiontisch
entstandenen Organellen bei den Eukaryoten, sowie eine Vielzahl biochemischer und

physiologischer Unterscheidungsmerkmale (zum Teil in Tabelle 1.1).

Die Klassifizierung von Organismen innerhalb der Gruppe der Prokaryoten

basierte in der Folgezeit wieder hauptsdchlich auf Morphologie, Lebensraum und



Metabolismus und fiihrte, je nach herangezogenem Kriterium, zu sehr
unterschiedlichen Ergebnissen. Die Fortschritte der modernen Molekularbiologie, vor
allem in der Bestimmung von DNA-Sequenzen, fiihrten eine neue Methode zur
phylogenetischen Klassifizierung ein. Grundlage war hier die Erkenntnis, daB3 die
Sequenz der DNA einer bestimmten Art, als genetische Grundlage ihrer spezifischen
Eigenschaften, die Geschichte ihrer evolutiondren Entwicklung widerspiegelt. So sind
Ahnlichkeiten und Unterschiede in der DNA-Sequenz ein MaB fiir den Grad der
Verwandtschaft zwischen Arten (Zuckerkandl and Pauling, 1965). Da aber nicht alle
Bereiche der DNA einem gleichméfigen und zwischen den Arten vergleichbaren
Selektionsdruck unterliegen, muflte ein moglichst universell vorhandener und an
grundlegenden Prozessen beteiligter DNA-Bereich ermittelt werden. Dieser fand sich
in den Genen der rRNAs der Ribosomen, deren Funktion in allen Organismen mit der
Proteinbiosynthese im Allgemeinen und nicht nur der bestimmter Proteine verbunden
ist. Die rRNA-Sequenzen konnen also als eine Art molekularer Uhr der Evolution
dienen. 1977 wversuchte Carl Woese auf dieser Basis eine phylogenetische
Klassifizierung von Arten aus den Reichen der Prokaryoten und Eukaryoten und kam
zu dem iiberraschenden Ergebnis, daB sich neben den zwei erwarteten Ubergruppen
eine weitere Gruppe bildete, die bislang als methanogene Bakterien bezeichnet
wurden. Diese Arten besaBlen in etwa die gleiche phylogenetische Distanz zu den
beiden klassischen Reichen (Woese and Fox, 1977). Diese Erkenntnis war die
Grundlage der nicht unumstrittenen (Woese, 1998; Mayr, 1998), aber doch
tiberwiegend akzeptierten, Einteilung allen Lebens in die drei Reiche Eukarya,
Eubacteria und Archaea (Woese et al., 1990) (Abb. 1.1).

Diese Klassifizierung kann sich mittlerweile auf eine solide Basis an
biochemischen, physiologischen und genomischen Daten stiitzen (Tab. 1.1). So
zeigen die Archaeen neben Eigenschaften der Eubakterien, insbesondere durch ihren
klar prokaryotischen Zellaufbau, auch typische Merkmale der Eukaryoten. Dazu
gehoren Ahnlichkeiten der archaealen zu den eukaryotischen Enzymen, die an den
informationsverarbeitenden Prozessen (DNA-Replikation, DNA-Reparatur, DNA-
Rekombination und Transkription) beteiligt sind. Aber auch der Aufbau der
Ribosomen (trotz 70S) mit Resistenzen gegeniiber einigen translationshemmenden
Antibiotika gehort dazu. Es gibt jedoch auch exklusiv archaeale Merkmale, wie den

einzigartigen Aufbau ihrer Zellmembran auf Basis von Phospholipiden mit
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Abb. 1.1, Phylogenetischer Stammbaum der drei Reiche des Lebens. Erstellt auf Basis von 16S-
rRNA-Sequenz Vergleichen.

verzweigten Fettsduren auf Isoprenoid-Basis die iiber Etherbindungen verkniipft sind,
sowie den Aufbau archaealer Zellwéinde. Die Parallelen der Archaeen zu den beiden
anderen Reichen spiegeln sich auch in Ubereinstimmungen bei Vergleichen gesamter
Genome wieder, die eine etwas engere Verwandtschaft der Archaecen zu den
Eukaryoten ergeben (Graham et al., 2000; Makarova and Koonin, 2003). Die
phylogenetischen Positionen der drei Reiche zueinander sind immer noch umstritten,
wobei gesamtgenomische Vergleiche durch den Nachweis horizontalen Gentransfers

erschwert werden (Garcia-Vallve et al., 2000; Koonin et al., 2001).

Ubereinstimmende Merkmale zwischen Eukaryoten und Archaeen legen eine
Entstehung der Eukaryoten aus einer endosymbiontischen Verbindung von Archaeen
und Bakterien nahe, was durch aktuelle Daten gestiitzt wird (Hartman and Fedorov,

2002; Horiike et al., 2001; Martin and Muller, 1998; Dacks and Doolittle, 2001).

Innerhalb des Reiches der Archaea lassen sich auf der Basis von 16S-rRNA-
Sequenzen vier Stimme (phyla) unterscheiden: Euryarchaeota, Crenarchaeota
(Woese et al., 1990), Korarchaeota (Barns et al., 1994; Burggraf et al., 1997) und
Nanoarchaeota (Huber et al., 2002).Die Korarchaeota konnten bislang nur auf Grund

ithrer typischen RNA-Sequenzen identifiziert, aber noch nicht kultiviert werden. Bei



den Nanoarchaeota gelang dies nur in kombinierten Kulturen als Parasit oder

Symbiont des Crenarchaeons Ignicoccus.

Typisch fiir die Archaeen ist die Anpassung an extreme Lebensrdume, der sie ihren
Namen als urspriingliche Organismen verdanken Sie existieren unter Bedingungen,
die denen der frithen Erde bei der Entstehung des Lebens dhneln (Di Giulio, 2000;
Forterre et al., 1992). Es lassen sich jedoch zunehmend mesophile Archaeen aus
gemdfigten Lebensrdumen nachweisen, so dal die Annahme einer {iberwiegenden
und urspriinglich extremophilen Lebensweisen der Archaeen in Frage gestellt wird
(DeLong, 1998; DeLong, 2001). AuBerdem spricht ihre Position in phylogenetischen
Stammbédumen (meistens als Verzweigung mit einem gemeinsamen eukaryotischen
Vorfahren) gegen die Idee der Urzelle mit archaealem Charakter (Doolittle, 1999;
Brochier and Philippe, 2002).

Die meisten Archaeen lassen sich auf Grund ihrer Lebensweise in eine von drei
Gruppen einteilen: Methanogene, Halophile und (Hyper-) Thermophile. Crenarchaeen
leben typischerweise als Hyperthermophile mit einem Energichaushalt auf Basis von
elementarem  Schwefel, widhrend Euryarchacen hauptsdchlich  anaerobe,

hyperthermophile Methanogene oder mesophile Halophile sind.

Es konnten fiir Archaeen eine Vielzahl von Viren nachgewiesen werden, die
sowohl als vereinfachte Modelle genetischer Prozesse dienen konnen, als auch
Potential zur Entwicklung genetischer Techniken haben, entsprechend den
Erfahrungen mit Bakteriophagen und Viren und ihren Wirten. Besonders intensiv
wurden Viren von hyperthermophilen Archaeen untersucht (Prangishvili, 2003; Zillig
et al., 1998), die im Fall der Viren der Euryarchaeen auffillige Ahnlichkeiten zu
Bakteriophagen (Nuttall and Dyall-Smith, 1993) und im Fall der Crenarchaeen zu
eukaryotischen Viren zeigen (Peng et al., 2001).



Eubacteria Archaea Eukarya
ZellgroBe 0,3-10 um 0,3-10 pm 10 — 100 um
Polysaccharide, - Cellulose
. Proteine (Pflanzen)
Zellwand Peptidoglycan (kein _ Chitin (Pilzc)
Peptidoglycan) - keine (Tiere)
Verkniipfung der Membranlipide Ester Ether Ester
. . . Haufig
Membranhplc.i.e mit verzweigten Selten (auf Isoprenoid- Selten
Fettsaureketten .
Basis)
. 80S
Ribosomen 70S 708 (708 in Organellen)
Diphterietoxin als
v v
Translationsinhibitor X
Tetracyclin als Translationsinhibitor v X X
Cyclohexilvnid' a'ls X X v
Translationsinhibitor
Plasmide v v Selten
Operons v v X
Introns in tRNA-Genen Selten v v
Capping und PolyA-Schwanz von X X v
mRNA
Initiator-tRNA Formyl- Methionin Methionin
Methionin
1 Typ Mehrere Typen 3 Typen
RNA-Polymerase (4 8-12 (12-14
Untereinheiten) Untereinheiten) Untereinheiten)

Tab. 1.1, Sammlung einiger Unterscheidungsmerkmale zwischen Bakterien (Eubacteria),
Archaeen (Archaea) und Eukaryoten (Eukarya). X, nicht vorhanden, v, vorhanden.




Archaeen zeigen in ihren zelluldren Prozessen sowohl eukaryotische als auch
bakterielle Merkmale. Wie bereits erwdhnt, haben die Prozesse der
Informationsverarbeitung und des DNA-Metabolismus eher eukaryotischen
Charakter, sind aber deutlich weniger komplex (Keeling and Doolittle, 1995).
Besonders Replikation (Grabowski and Kelman, 2003), sowie Rekombination und
Reparaturvorgénge (Seitz et al., 2001) entsprechen dieser Vorgabe. Dieses kann die
archaealen Systeme zu Modellen der sehr komplexen Vorginge der

Informationsverarbeitung bei den Eukaryoten machen.

1.2 Rekombination

Die genetische Rekombination ist ein fundamentaler genetischer Prozefl und
bezeichnet den physikalischen Austausch von genetischem Material zwischen zwei
DNA-Molekiilen (intermolekulare R.) oder zwei Bereichen eines DNA-Molekiils
(intramolekulare R.). Seit langem wird ihre Bedeutung fiir das Auftrennen von
Kopplungsgruppen und der daraus resultierenden Plastizitdit des Genoms zur
Erzeugung von genetischer Diversitidt als Grundlage der Evolution anerkannt.
Zunehmend riickt aber auch ihre Bedeutung fiir informationserhaltende Prozesse, wie
der DNA-Reparatur, vor allem nach Doppelstrangbriichen (Wolner et al., 2003;
Pastink et al., 2001) und der Fortsetzung der DNA-Replikation nach Entstehung von
arretierten Replikationsgabeln (Seigneur et al., 1998; Boddy et al., 2001; McGlynn
and Lloyd, 2001; Courcelle et al., 2003) ins Blickfeld.

Grundsitzlich lassen sich verschiedene Arten von Rekombination nach ihren

jeweiligen Sequenzanforderungen unterscheiden:

- allgemeine oder homologe Rekombination mit langen Homologien (>> 50 bp)

- sequenzspezifische oder ortsspezifische Rekombination mit kurzen Homologien
(<50 bp)

- illegitime Rekombination ohne Homologieanforderungen

zwischen den rekombinierenden DNAs.



Abb. 1.2, Modelle zur Initiation der homologen Rekombination. A, Holliday; B, Meselson; C,
Szostak; Die gepaarten Chromosomen sind als graue und schwarze Doppelbalken dargestellt, wobei ein
einzelner Balken jeweils einem DNA-Einzelstrang entspricht. gestrichelter Pfeil, DNA-Synthese; Details
und Zitate im Text. (aus Kupfer, 1993)

Fiir die Initiation des molekularen Mechanismus der homologen Rekombination
gibt es unterschiedliche Modelle, die auf das urspriingliche Modell von Holliday
(Holliday, 1964) zuriickgehen. Hollidays Modell (Abb. 1.2, A) besagt, dal nach
Paarung zweier homologer Chromosomen in beide Strdnge an iibereinstimmender
Position ein Einzelstrangbruch eingefiligt wird. Die freien Enden der geschnittenen
Einzelstringe trennen sich daraufhin von ihrem urspriinglichen Partnerstrang und
hybridisieren iiber Kreuz mit dem jeweils komplementiren Einzelstrang des
homologen Chromosoms. Durch diesen symmetrischen Strangaustausch entsteht eine
Verbindung zwischen den beteiligten DNA-Stringen, die als kreuzformige Struktur
(Holliday-Struktur, Abb.1.3) dargestellt werden kann. Bei entsprechender Homologie



der Chromosomen ist nach Ligation der Einzelstrangbriiche eine Verschiebung des
Kreuzungspunktes moglich (Schenkelwanderung, branch migration), wodurch

Einzelstrang-DNA zwischen beiden Chromosomen ausgetauscht wird.

Eine Abénderung von Hollidays Modell wurde von Meselson und Radding
(Meselson and Radding, 1975) vorgeschlagen. Ihr Modell (Abb. 1.2, B) geht von nur
einem Einzelstrangbruch in einem der gepaarten homologen Chromosomen aus. Das
erzeugte 3’-Ende dient als Ansatzpunkt fiir eine einsetzende DNA-Synthese, die den
urspriinglichen Teil des Einzelstranges verdréngt. Dieser verdrangte Einzelstrang wird
in den homologen Bereich des gepaarten Chromosoms eingefiihrt und fiihrt hier zur
Verdringung eines Einzelstranges und damit zur Ausbildung einer Schleife
(displacement loop), die im Folgenden abgebaut wird. Es findet also asymmetrischer
Strangaustausch statt: Die Sequenz des ausgetauschten Einzelstranges des einen
Chromosoms wird durch DNA-Synthese wieder hergestellt, wihrend im zweiten
Chromosom ein Doppelstrangbereich aus zwei unterschiedlichen Elternstrangen
(Heteroduplex) gebildet wird. Wie beim Holliday-Modell sind hier beide

Chromosomen durch eine Holliday-Struktur miteinander verbunden.

Das dritte Modell zur Initiation der homologen Rekombination nach Szostak
(Szostak et al., 1983; Orr-Weaver and Szostak, 1985; Abb.1.2, C) geht von einem
Doppelstrangbruch in  einem beteiligten Chromosom aus. FEin erzeugtes
Doppelstrangende wird zu einem iiberhdngenden freien 3’-Ende prozessiert, das in
den homologen Doppelstrang eindringen kann und dort durch DNA-Synthese
verldangert wird. Der verdriangte Einzelstrang bildet hier ebenfalls einen displacement
loop, der mit dem nicht eingedrungenen Ende des Doppelstrangbruches hybridisieren
und als Matrize zur Strangsynthese dienen kann. Dadurch wird der Bereich, der durch
die Prozessierung des Doppelstrangbruches verloren wurde, durch die Sequenz des
homologen Chromosoms ersetzt. Es kommt zur Ausbildung von zwei Holliday-
Strukturen, die wieder das Potential zur branch migration besitzen und so genetisches

Material symmetrisch, unter Bildung von Heteroduplex-DNA, austauschen konnen.



"patch" Rekombinante "splice"Rekombinante

Abb. 1.3, Schema zu den alternative Aufldsungen der Holliday-Struktur. Graue und schwarze
Balken stellen DNA-Einzelstrange der rekombinierenden Chromosomen dar. A, B, a, b bezeichnen
genetische Marker. Die zentrale Struktur laRt sich durch Drehung der a und b Arme um 180° in Struktur |
und durch Drehung der a und B Arme um 180° in Struktur Il Gberfiihren. Die Auflésung findet jeweils
durch Schnitte in den Uberkreuzten Einzelstrangen statt. Bereiche der Rekombinanten mit hybridisierten
Einzelstrangen aus beiden Chromosomen bilden Heteroduplex-DNA. Man beachte den Austausch der
genetischen Marker in den splice Rekombinanten. (aus Kupfer, 1993 )

In allen drei Modellen ergibt sich als Resultat eine verzweigte Struktur in der zwei

Duplex-DNAs iiber eine oder zwei Holliday-Strukturen miteinander verbunden sind.

Zum AbschluB3 der Rekombination und zur Wiederherstellung des urspriinglichen
Zustandes von zwei unabhidngigen DNA-Molekiilen mufl diese Struktur wieder
aufgelost werden. Dieses geschieht durch das Einfiigen von zwei Einzelstrangbriichen
und ist auf zwei alternative Arten moglich (Abb. 1.3), je nach Wahl der geschnittenen
Einzelstringe. Die Produkte dieser Auflosungsreaktion unterscheiden sich erheblich
im Ergebnis, d.h. im Ausmal} des ausgetauschten genetischen Materials. Sie tragen in
einem Fall (,Flicken"- oder patch-Rekombinante, Abb. 1.3, Struktur 1) nur
Heteroduplex-DNA iiber den Bereich in dem branch migration stattgefunden hat. Im
zweiten Fall (,,Splei3"- oder splice-Rekombinante, Abb. 1.3, Struktur II) kann sich
ebenfalls durch branch migration Heteroduplex-DNA gebildet haben, die Abschnitte
jenseits der aufgeldsten Holliday-Struktur sind jedoch zwischen beiden Chromosomen
vollstindig ausgetauscht (Austausch von Aussenmarkern). Wird durch Reparatur
eventuell fehlgepaarter Basen in der Heteroduplex-DNA ein Allel in ein anderes

iiberfiihrt, wird dieser Vorgang als Genkonversion bezeichnet.



Die der Rekombination zu Grunde liegenden enzymatischen Aktivititen wurden
zuerst in Bakteriophagen und E. coli identifiziert. Sie lassen sich grundsétzlich in
verschiedene Gruppen einteilen, die an der Katalyse der beschriebenen Phasen der
homologen Rekombination beteiligt sind: Erzeugung und Prozessierung von
rekombinogenen DNA-Strangen (E. coli: RecBCD), Strangassimilation und —aus-
tausch (RecA), Prozessierung der verkniipften Strange durch branch migration

(RuvAB) und Auflésung der zur Holliday-Struktur verkniipften Strange (RuvC).

Fiir die meisten Prozesse existieren in E. coli weitere Enzymaktivitéten, die zum
Teil redundant sind (Amundsen and Smith, 2003) oder akzessorisch wirken.
Vergleichbare Aktivititen dieser zentralen Rekombinationsenzyme lassen sich
inzwischen auch in eukaryotischen und archaealen Organismen finden (Paques and
Haber, 1999; Seitz et al., 2001; Bianco et al., 1998). Sie sind zum Teil homolog, wie
im Fall des Strangaustausch-Enzyms RecA, das in allen drei Reichen des Lebens
konserviert ist. Zum Teil zeigen sie aber keine Sequenzihnlichkeit, was eine
Entwicklung durch konvergente Evolution nahe legt. Beispiele hierfiir sind die
Enzyme zur Auflosung der Holliday-Struktur, die Holliday-Struktur Resolvasen oder

X-Solvasen.

Die in unserer Arbeitsgruppe schwerpunktmifBig untersuchten X-Solvasen sind
eine ubiquitdre, aber heterogene Gruppe von Enzymen (Kemper, 1997; Lilley and
White, 2001; Sharples, 2001). Sie katalysieren den Abschlul des
Rekombinationsvorgangs durch die Trennung der verbundenen DNA-Stringe zur
Wiederherstellung des urspriinglichen Zustands von zwei unabhdngigen
Chromosomen. Zum einen wird die fiir viele genetische Prozesse hinderliche
kreuzformige Struktur entfernt, zum anderen wird den Chromosomen ermdoglicht, bei

der Zellteilung zu segregieren.

Die charakteristische endonukleolytische Reaktion der X-Solvasen ist das
Einfligen von symmetrischen Einzelstrangbriichen in zwei im Kreuzungspunkt
gegeniiberliegenden Einzelstringen. Diese Schnitte, an iibereinstimmender Position
beziiglich ihrer Entfernung und Orientierung zum Kreuzungspunkt, fiihren zu einer
produktiven Auflosung der Holliday-Struktur zu zwei Doppelstrang-DNAs mit

jeweils einem Einzelstrangbruch, der durch Ligation repariert werden kann, ohne
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Einzelstrangiiberhénge oder —liicken in den Doppelstrang-Produkten zu hinterlassen.
Die beiden alternativen Rekombinationsprodukte (Abb. 1.3), mit deutlichen
Unterschieden im Umfang des ausgetauschten genetischen Materials, kommen durch
die Wahl der zu schneidenden gegeniiberliegenden FEinzelstrangpaare zustande.
Welche Mechanismen die Orientierung der Auflosungsreaktion kontrollieren ist
unklar. Ein wichtiger Faktor scheint aber die rdumliche Struktur (sieche 1.3) der

verzweigten DNA selbst zu sein (Cromie and Leach, 2000; Miick et al., 1997).

Bislang identifizierte X-Solvasen zeichnen sich durch eine hohe Dichte positiver
Ladungen an ihrer Oberfldche aus, die vermutlich in Wechselwirkung mit ihrem
DNA-Substrat steht. Fiir ihre Aktivitdt bendtigen sie divalente Kationen, meistens
Magnesium, die von konservierten sauren Aminosduren im aktiven Zentrum
komplexiert werden. Diese Kationen sind essentiell fiir die Schnittaktivitit, jedoch
nicht fiir die Bindung des Substrats. Alle bekannten X-Solvasen liegen in Losung als
Homodimere vor, so daB ihre aktiven Zentren symmetrisch ausrichtet sind. Das

wiederum ist die Grundlage fiir die symmetrische Auflosung des Substrats.

X-Solvasen wurden bis zum gegenwértigen Zeitpunkt aus den Bakteriophagen T4
(Mizuuchi et al., 1982) und T7 (de Massy et al., 1987), lamboiden Prophagen
(Sharples et al., 1994), Bakterien (Connolly et al., 1991, Mitochondrien der Hefe S.
cerevisiae (Kleff et al., 1992; Whitby and Dixon, 1997), Archaeen (Komori et al.,
1999; Kvaratskhelia and White, 2000), archaealen Viren (Birkenbihl et al., 2001) und
aus Pox-Viren (Garcia et al., 2000) isoliert.

Bei hoheren Eukaryoten konnte bislang nur die Aktivitdit von X-Solvasen in
Extrakten von HeLa-Zellen (Waldman and Liskay, 1988; Ciccia et al., 2003),
Kalbsthymus-Zellen (Elborough and West, 1990) und B-Zellen der Maus (Solaro et
al., 1995) nachgewiesen werden. In keinem dieser Fille konnte das zugehorige

Protein bzw. konnten die entsprechenden Gene ermittelt werden.

Neben der Priaferenz Holliday-Strukturen aufzulGsen, zeigen einige X-Solvasen
auch Aktivitidten mit anderen, von der Duplex-Form abweichenden DNA-Strukturen
(Pottmeyer and Kemper, 1992; Solaro et al., 1993; Dickie et al., 1987; Greger and
Kemper, 1998). Alle X-Solvasen binden ihr Substrat sequenzunabhingig, zeigen aber
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zum Teil eine sequenzabhingige Schnittreaktion (White and Lilley, 1996; Shah et al.,
1994; Shida et al., 1996).

Phylogenetisch lassen sich die bislang identifizierten X-Solvasen in zwei
Superfamilien einordnen (Lilley and White, 2000; Aravind et al., 2000). Zum einen
bilden RuvC aus E. coli, Ccel aus Hefe und A22R aus Pox-Viren zusammen mit
RnaseH1, sowie Integrasen und Transposasen, die Integrase-Superfamilie. Die
archaealen Hjcs lassen sich mit der Endonuklease I des Bakteriophage T7 und Typ I
und Typ II Restriktionsendonukleasen, sowie MutH und lambda-Exonuklease zu
einer Nuklease-Superfamilie zusammenfassen. Archaeale Hjcs zeigen in ihren
Aminosiuresequenzen Ahnlichkeiten zu den Typ II Restriktionsendonukleasen
(Daiyasu et al., 2000; Kvaratskhelia et al., 2000), was durch iibereinstimmende
strukturelle Details, durch die gewonnenen Kristallstrukturen der Hjcs aus Pyrococcus
furiosus (Nishino et al., 2001) und Sulfolobus solfataricus (Bond et al., 2001)
bestitigt werden konnte. Das bakterielle RusA und die Endonuklease VII des
Bakteriophagen T4 passen in keine der beiden Kategorien und stehen phylogenetisch

noch isoliert da.

Im Gegensatz zum universellen Strangaustauschprotein RecA / Rad51, ist die
Aktivitdt zur Auflosung des Rekombinations-Intermediats Holliday-Struktur also aus

verschiedenen evolutiondren Wurzeln hervorgegangen.

Neben der Aktivitit von X-Solvasen zum Abschlul der Rekombination wird
zunehmend auch die Moglichkeit der topologischen Auflésung von Holliday-
Strukturen durch die Wirkung von Helikasen und Topoisomerasen in Betracht

gezogen (Heyer et al., 2003; Nakagawa and Kolodner, 2002; Sekiguchi et al., 1996).
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1.3 Struktur der cruciformen DNA

Die Struktur der cruciformen DNA ist entscheidend fiir die Erkennung, Bindung
und Umsetzung durch X-Solvasen. Grundsitzlich entsteht cruciforme DNA aus der
Verbindung von zwei doppelstringigen DNAs durch Rekombination. Im

Verbindungspunkt treffen also insgesamt vier Arme von Duplex-DNA aufeinander.

Die tatsdchliche rdumliche Struktur dieses Molekiils in Losung héngt von
verschiedenen Faktoren ab. Hierzu gehort in erster Linie die Salzkonzentration des
Losungsmittels, wobei die Konzentration der divalenten Kationen eine wichtige Rolle
spielt (Duckett et al., 1990) (Abb. 1.4). Bei niedrigen Mg*"- Konzentrationen (< 100
uM Mg*) liegt die cruciforme DNA in einer ausgestreckten, planaren Form vor, so
dal alle vier Arme in einer Ebene liegen und jeder Arm mit seinen beiden
benachbarten Armen einen rechten Winkel bildet (Abb. 1.4, 1.5, A). Bei héheren
Konzentrationen von divalenten Kationen bilden jeweils zwei benachbarte Arme der
cruciformen DNA quasidurchgehende Helices, die im Kreuzungspunkt verbunden
sind. In dieser Struktur mit koaxial gestapelten Armen (Stacked-X) ist ein fast
durchgiingiges, energetisch glinstiges Stapeln der Basen in beiden Helices mdglich
(siche Abb.1.4, 1.5, B - E). Die divalenten Kationen im Losungsmittel kompensieren
hierbei elektrostatische AbstoBungen zwischen den angendherten Zuckerphosphat-
Strangen der Helices, die bei niedrigen Salzkonzentrationen zur Ausbildung der

gestreckten Struktur fiihren.

a1
i
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Abb. 1.4, Struktur cruciformer DNA bei unterschiedlichen Mg**-Konzentrationen. Bei Konzentration
von weniger als 100 MM liegt die cruciforme DNA in gestreckten, planaren Form vor (links). Bei
Erhéhung der Mg *_Konzentration faltet sie sich zur Struktur mit koaxial gestapelten Armen (stacked-X,
rechts). (Lilley, 2000)
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Durch eine Drehung der Helices zueinander im Kreuzungspunkt werden sterisch
unterscheidbare Konformere erzeugt, die im Extremfall parallel (siche Abb. 1.4, B, C)
oder antiparallel zueinander liegen (siche Abb. 1.4, D, E). Die vierfache Symmetrie
(zwei Symmetrieachsen) der planaren Form mit vier strukturell dquivalenten DNA-
Einzelstringen wird in der gestapelten Struktur zur zweifachen Symmetrie (eine
Symmetrieachse) reduziert, mit der Folge, dal zwei Paare von strukturell
unterscheidbaren Einzelstringen entstehen, ndmlich in jeder Helix ein durchgehender
(continuous strand) und ein am Kreuzungspunkt in die benachbarte Helix
wechselnder Einzelstrang (exchange strand). Bei der Ausbildung der stacked-X
Struktur kdnnen grundsitzlich zwei Konformere gebildet werden, die sich durch die
Wahl der zur durchgehenden Helix gestapelten Arme unterscheiden. Jeder Arm kann
potentiell mit beiden Nachbararmen eine Helix bilden, so dall sich zwei sterisch
gleichberechtigte, aber durch den strukturellen Charakter ihrer Einzelstringe
unterscheidbare Strukturen ergeben (sieche Abb. 1.4, B, C und D, E). Bei Anderung

der gestapelten Arme é&ndert sich der strukturelle Charakter der Einzelstringe:

B D
A
—

() =™ )-
v

C E

Abb. 1.5 Konformere einer cruciformen DNA. A, gestreckte Struktur, B-E, Konformere gestapelter
Strukturen. Die vier Arme der cruciformen DNA sind von 1 bis 4 numeriert. Die vier DNA-Einzelstrénge
sind als Pfeile dargestellt. Die Zylinder entsprechen DNA-Doppelhelices. In B und D sind die Arme 1 und
2, sowie 3 und 4 zur quasidurchgehenden Helix gestapelt. In C und E stapeln 1 und 4, sowie 2 und 3. B
und D, sowie C und E lassen sich durch Drehung der Helices zueinander im Kreuzungspunkt ineinander
Uberfihren. In Struktur B und C sind die verbundenen Helices parallel, in D und E antiparallel. (Lilley,
2000)
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durchgehende Einzelstringe werden zu ausgetauschten Einzelstrdngen und umgekehrt

(Abb. 1.5, Struktur B zu C und D zu E).

Experimentelle Daten deuten darauf hin, dal Holliday-Strukturen in Anwesenheit
von divalenten Kationen eine im Uhrzeigersinn gedrehte, antiparallele, gestapelte
Struktur ausbilden (Murchie et al., 1989; Clegg et al., 1992), deren Helices in einem
Winkel von etwa 60° bzw. 120° zueinander stehen (von Kitzing et al., 1990). Das
Vorhandensein beider Konformere, je nach Wahl der gestapelten Arme, konnte
ebenfalls nachgewiesen werden (Chen et al., 1988; Murchie et al., 1989). Dabei hingt
die Auswahl bzw. das Verhéltnis der beiden Konformere von der Sequenz unmittelbar
am Kreuzungspunkt ab (Grainger et al., 1998; Miick et al., 1997; Overmars and
Altona, 1997). Diverse Kristallstrukturen von cruciformen DNAs bestétigten

grundsdtzlich die Konformation der antiparallelen stacked-X  Struktur

Interduplex Angle

'J'Fruf'."

Abb. 1.5, Struktur cruciformer DNA. Die Struktur des Kreuzungspunkt einer cruciformen DNA auf
Grundlage von Kristallstrukturen ist dargestellt. Erkennbar sind die auRen liegenden durchgehenden und
die im Kreuzungspunkt ausgetauschten Einzelstrange. Individuelle cruciforme DNAs unterscheiden sich
in den dargestellten Parametern voneinander (Interduplex Angle, Winkel der Helix-Achsen zueinander;
Jroi, Drehung der Helices zueinander; Jsiqe, Verschiebung der Helices zueinander). (Hays et al., 2003)
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(Ortiz-Lombardia et al., 1999; Eichman et al., 2000), mit graduellen Unterschieden in

der Orientierung der Helices zueinander (Abb. 1.5).

Die antiparallele Orientierung der beiden Helices ist fiir eine Verschiebung des
Kreuzungspunktes jedoch eine ungiinstige Konformation. Hierzu muf die stacked-X
Struktur in einen Ubergangszustand mit planarer, gestreckter Struktur iiberfiihrt
werden, was ein Aufbrechen des energetisch gilinstigen Stapelns der Arme
erforderlich macht (Panyutin et al, 1995; Ortiz-Lombardia et al., 1999). Ein
dynamischer Wechsel zwischen beiden Konformeren, ebenfalls mit planarem
Ubergangszustand, konnte nachgewiesen werden (Carlstrom and Chazin, 1996;

Overmars and Altona, 1997; McKinney et al., 2003).

Biologisch bedeutsam werden die unterscheidbaren Konformere vor allem, wenn
eine Holliday-Struktur durch rein strukturspezifische X-Solvasen aufgelost wird. Es
ergibt sich je nach vorliegendem Konformer entweder das patch- oder das splice-
Rekombinationsprodukt, wenn durch die gleiche Aktivitit der X-Solvase jeweils
Einzelstringe mit gleichem strukturellen Charakter geschnitten werden. Geht man von
einer X-Solvase aus, die durchgehende Einzelstrange schneidet, fiihrt das bei beiden
Konformeren also zu den unterschiedlichen Rekombinationsprodukten. Das heif3t, die
Entscheidung des Rekombinationsausganges wire abhédngig von der Konformation
der cruciformen DNA, die wiederum, bei vorliegender antiparalleler stacked-X

Struktur, abhéngig ist von der Sequenz am Kreuzungspunkt.
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1.4 Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, eine vergleichende Analyse spezifischer Reaktionen von
homologen archaealen Holliday-Struktur auflésenden Enzymen (Hjcs) durchzufiihren.
Acht homologe Hjcs aus hyperthermophilen Archaeen, sowie zwei Hjcs aus
archaealen Viren sollten kloniert, gereinigt und mit geeigneten Substraten auf ihre
Aktivitdt und auf eventuelle Unterschiede in ihren Schnittspezifitidten hin untersucht
werden. Bei Nachweis moglicher Unterschiede sollten auf Grundlage der homologen
Aminosdure-Sequenzen Bereiche identifiziert werden, die potentiell fiir die
charakteristischen Eigenschaften der Hjcs verantwortlich sind. Hiermit war die
Hoffnung verbunden, Hinweise auf strukturelle Grundlagen der spezifischen
Erkennung und Umsetzung von cruciformer DNA durch Hjcs zu erhalten, um damit
erstmals eine Substratspezifitit vermittelnde Doméne in einer X-Solvase

nachzuweisen.
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2. Abkdrzungen

2 Abklrzungen

A
Afu
abs.
Ape
APS
ATP

BME
bp

BPB
BSA

C
CBB
CCEl
Ci
cpm

d

Da
DNA
ds
DTT

E. coli
EDTA
EndoVII
EPL

et al.
EtBr
EtOH
FPLC

g
G
gp

h
HAc
His-tag

Hjc

kb

Adenin

Archaeoglobus fulgidus
absolut

Aeropyrum pernix
Ammoniumpersulfat
Adenosintriphosphat

B-Mercaptoethanol
Basenpaare
Bromphenolblau
bovines Serumalbumin

Celsius / Cytosin

Coomassie Brilliant Blue

cruciform cutting enzyme 1 aus S. cervisiae
Curie

radioaktive Zerfille pro Minute

desoxy-

Dalton
Desoxyribonukleinsdure
doppelstringig
Dithiothreitol

Escherichia Coli
Ethylendiamintetraessigsiure
Endonuklease VII des Bakteriophagen T4
Einzelplaquelysat

und andere

Ethidiumbromid

Ethanol
Niedrigdruck-Fliissigkeitschromatographie

Erdbeschleunigung, Gramm
Guanin
Genprodukt

Stunde

Essigsédure

Peptid-Anhénger aus sechs Histidinen zur
Reinigung von Proteinen tiber Ni-NTA
Affinitdtschromatographie

Holliday junction cutting enzyme

Kilobasenpaare
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2. Abkdrzungen

min
Mja
MecOH
Mth

NaAc
Ni-NTA

nt
NTP

ODXXX
Oligo
ORF

PAA
Pab
PBS
PCR

Pfu
Pho
PK
PMSF

Pxx

RT

sec
SIRV
Sis
SDS
SS
Sso

T4

TBE
TEMED
Tris

u

UN

upm

uv
VFS-DNA

v/v

Minuten

Methanococcus janashii

Methanol

Methanobacterium thermoautotrophicum

Natriumacetat

Nickel-Nitrilotriacetat, Affinitdtschromatographie-
Matrix

Nukleotide

Nukleotid-Triphosphat (ATP, TTP, CTP, GTP)

optische Dichte bei XXX nm
Oligonukleotid
offenes Leseraster (open reading frame)

Polyacrylamid

Pyrococcus abyssi

Phosphat gepufferte Saline

Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain
reaction)

Pyrococcus furiosus

Pyrococcus horikoshii

Proteinase K

Phenylmethylsulfonylfluorid

Pyrococcus ssp.

replikative Form, DNA-Struktur wéhrend der
Replikationsphase
Raumtemperatur

Sekunde

Sulfolobus islandicus rodshaped virus
Sulfolobus islandicus
Natriumdodecylsulfat
einzelstringig

Sulfolobus solfataricus

Thymin

Bakteriophage T4
Tris-Borat-EDTA-Puffer

N, N, N’, N” -Tetramethyldiamin
Trishydroxylmethylaminomethan

Units

tiber Nacht

Umdrehungen pro Minute
Ultraviolett

very fast sedimenting DNA der gp49'-

T4-Mutante
Volumenprozent
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2. Abkdrzungen

wt
w/v

XC

YE

Wildtyp
Gewichtsprozent

Xylencyanol

Yeast-Extract (Hefe-Extrakt)
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3. Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Bis- / Acrylamid
Agarose

Bacto-Agar
Bacto-Trypton

IPTG

Yeast-Extract
Didesoxy-Nukleotide

Serva (Heidelberg) / Biorad (Miinchen)
Biorad (Miinchen)

Difco (Augsburg)

Difco

Biomol (Hamburg)

Difco

Amersham (Freiburg)

Alle anderen Chemikalien wurden in p.a. Qualitit von der Firma Sigma (Seelze)

bezogen.

3.1.1.1 Radioisotope

32P-y-dATP Amersham (Freiburg)

3.1.2 Enzyme und Proteine

Pwo Polymerase
Expand High Fidelity PCR System

Proteinmarker fiir SDS-Gelelektrophoresen

Proteinase K
Endonuklease VII

Roche (Mannheim)
Roche

Biorad (Miinchen)
Merck (Darmstadt)
laboreigene Reinigung

Alle anderen Enzyme wurden von der Firma ,,New England Biolabs* (Frankfurt

am Main) bezogen.

3.1.3 Puffer und Losungen

Puffer A 50
0,1
0,5
10

Puffer AL 50
5
100

Puffer B 0,1
10
10

mM

mM
%

Tris, pH 8
EDTA
DTT
Glycerin

Tris, pH 8
EDTA
NaCl

Kalium-Phosphat, pH 6,8
BME
Glycerin
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3. Material und Methoden

Bradfordreagenz-Losung Biorad (Miinchen)

Coomassie-Férbelosung 0,2 % CBBR250
20 % HAc
40 % MeOH

Coomassie-Entfarbelosung 10 % HAc
10 %  MeOH

Crosslink-Puffer 50 mM NaH,PO,, pH 7,3
100 mM NaCl
0,1 % PBME
10 %  Glycerin

DNA-Probenpufter (5x) 30 mM Tris, pH 8
50 mM EDTA
0,01 % BPB
0,01 % XC
50 %  Glycerin

Puffer E 1 mM Tris, pH 8,5

Puffer L 50 mM Tris, pH 8
0,1 mM EDTA
0,5 mM DTT
1 M KCl
10 %  Glycerin
1 mM PMSF

NiLyse 50 mM Tris, pH 8
10 mM BME
500 mM NaCl

NiWasch wie NiLyse
25 mM Imidazol

NiElu100 wie NiLyse
100 mM Imidazol

NiElu250 wie NiLyse
250 mM Imidazol

NiElu500 wie NiLyse
500 mM Imidazol

Hjc Reaktionspuffer (10x) 2000 mM Tris, pH 7,5
100 mM MgCl,
1 M NaCl
10 mM DTT
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3. Material und Methoden

MG-Stop (5x)

Mini-Stop (3x)

PK-Stop-Mix

SDS-Probenpuffer (3x)

SDS-Laufpuffer

TBE

TE

90
0,1
0,1

10
0,1
0,1
50

10
25
0,1
0,1
30
7,5

50
0,5
30
25
192
0,1

&9
89

%  Formamid

% BPB
% XC

in 1x TBE
mM EDTA
% BPB
% XC
%  Glycerin
mM Tris, pH 8
mM EDTA
% BPB
% XC
%  Glycerin
mg/ml Proteinase K

mM Tris, pH 6,8

% SDS
% PME
% BPB

%  Glycerin

mM Tris
mM Glycin
%  SDS

mM Tris
mM Borsaure
mM EDTA

mM Tris, pH 8
mM EDTA

3.1.3.1 Losungen fur SDS-Gel Silberfarbungen

Losung I

Losung 11

Losung II1

10
30

30
0,5
0,5
0,2

0,1
0,01

%
%

%
M
M
%

%
%

HAc
MeOH

MeOH

NaAc, pH 6
Glutaraldehyd
Naz S 20 3

AgNO3
Formaldehyd
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3. Material und Methoden

Losung IV 25 % NaCO;
0,01 % Formaldehyd
3.1.4 Kulturmedien
NZC 10 g NZ-Amine
5 g NaCl
5 g Yeast-Extract
1 g Casamino-Acids (Difco)
2 g MgSO4
mit NaOH auf pH 7 einstellen
ad 11 H,O
NZC amp NZC mit 100 pg Ampicillin / ml
NZC cam NZC mit 10 ug Chloramphenicol / ml
NZC Platten NZC mit 15 g Agar /1
NZC Top-Agar NZC mit 6,5 g Agar /1

3.1.5 Bakterien- und Archaeen-Stamme

Escherichia coli DH5a
Escherichia coli BL21 (DE3) Codon Plus

Sulfolobus islandicus Lal 14
Pyrococcus abyssi
Heidelberg

Stratagene (Cedar Creek, USA)
Stratagene

Geschenk, AG Zillig, MPI Martinsried
Geschenk, AG Suck, EMBL

Die folgenden Archaeenstimme wurden von der Deutschen Sammlung fiir
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Braunschweig, erworben. Die

DSMZ-Stammnummer ist angegeben.

Pyrococcus furiosus

Pyrococcus horikoshii

Archaeoglobus fulgidus

Aeropyrum pernix

Methanococcus janaschii
Methanobacterium thermoautotrophicum
Sulfolobus solfataricus

3638
12428
4304
11879
2661
1053
1616

3.1.6 Bakteriophagen- / Viren-Stamme

T4-gp49™ (E727) laboreigene Praparation
SIRV1 /SIRV2 Geschenk, AG Prangishvili, Uni Regensburg
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3. Material und Methoden

3.1.7 DNA

3.1.7.1 Plasmide
Es wurden folgende Plasmid-DNAs verwendet:

pETl1la Studier and Moffatt, 1986
pRB371 pET11a-Derivat, Birkenbihl, eigenes Labor
pRB233 pET11a-Derivat, Birkenbihl, eigenes Labor

3.1.7.2 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von den Firmen Amersham (Freiburg) und Thermo (Ulm)
synthetisiert.  Lyophilisierte ~ Oligonukleotide =~ wurden  entsprechend einer
Endkonzentration von 100 pmol/ul in Puffer E aufgenommen und bei -20°C gelagert.

3.1.7.2.1 PCR-Primer

Kursive  Sequenzen sind  Erkennungssequenzen der  ausgezeichneten
Restriktionsenzyme. Ein Punkt bezeichnet den Anfang der kodierenden Sequenz der
Hjc-Gene. ,,Ubh*“ bezeichnet zufillig gewihlte Uberhangsequenzen zur Steigerung
der Effizienz der Restriktionsenzyme. Alle Sequenzen sind in 5’-3’-Orientierung
dargestellt.

Archaeale Hjcs; sense Primer

Ubh  Sacll Ndel

KN10O ATAGA CCGCGG CAT.ATG TAT AGA AAA GGG GCC CAG GCA

KN101 ATAGA CCGCGG CAT.ATG TAT AGA AAG GGA GCA AAC GCT G
KN114 ATAGA CCGCGG CAT.ATG TAC AGG AAG GGT GCC AGT GCT

KN102 ATAGA CCGCGG CAT.ATG AAG AGC AAG GGC ACG AGA TTT

KN103 ATAGA CCGCGG CAT.ATG GAC ATG CCC AGG AGG GGT GTT

KN104 ATAGA CCGCGG CAT.ATG AGG CAT AAA TAT AGA AAA GGA AGT T
KN105 ATAGA CCGCGG CAT.ATG GTC AAA AAC GGA ACA CGT GGA G
KN106 ATAGA CCGCGG CAT.ATG AAC GCT AAA AAG AGG AAA GGT TC

Archaeale Hjcs; antisense Primer

Ubh Kpnl
KN107 CGG GGTACC.TCA TGA TTT CCC CTC CAA CGT TTT TT
Sacl
KN108 ATACGG GAGCTC.TCA TTT TTG TTC CCC CAC CTC AAG T
Kpnl
KN115 CGG GGTACC.TCA CAC CTC CAG GAG CTT TTT CTG A
KN109 CGG GGTACC.TTA AAC TTT CTC TCC AAA CCT CTC C
KN110 CGG GGTACC.CTA GCC CTC GAG ATA GCT GTC AAT C
KN111 CGG GGTACC.TTA GAT TAA ATC ATC TAT TTT TAA CTG TTT
KN112 CGG GGTACC.TCA TCT GAG ACG GGT CTG CCT GTG
KN113 CGG GGTACC.TTA GAG AAA ATT ATC TAG CGT TCT ACT T
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3. Material und Methoden

Archaeale Hjcs, His-tag; antisense Primer

Afu.C-His.as

Ubh BamHI Kpnl
TCCTAC GGATCC TCATCAGTGATGGTGATGGTGATGACCACGTGC GGTACC.AAC TTT CTC
TCC AAA CCT CTC C

Ubh Kpnl
Pfu_.Hjc.-NoStop.as ATACGA GGTACC.TGA TTT CCC CTC CAA CGT TTT TTG
Ape._Hjc.NoStop.as ATACGA GGTACC.GCC CTC GAG ATA GCT GTC AAT C
Mja.Hjc.NoStop.as ATACGA GGTACC.GAT TAA ATC ATC TAT TTT TAA CTG
TTT
Sso.Hjc.NoStop.as ATACGA GGTACC.TCT GAG ACG GGT CTG CCT GTG
Mth_.Hjc.NoStop.as ATACGA GGTACC.GAG AAA ATT ATC TAG CGT TCT ACT T
SIRV_Hjc.NoStop.as TCC GGTACC.GCT GTT AAT TCC GTA TTT AAA TTT
GAT

Archaeale Hjcs, Pfu-Afu-Hjc Chiméren

Die Sequenzen in 3’-Richtung vom Punkt sind komplementir zu der Sequenz auf
dem Pfu-Hjc Plasmid-template. Die grau unterlegten Sequenzen jedes Primer Paares
ergeben in Kombination die (Aminosdure-) Sequenz der Afu-Dominen.

Aful-Austausch

sense Primer
PFU:AFU1:1 TTT CAT.CCG CGG AAC CAG GGA TCC GTG A

antisense Primer
PFU:AFU1:2 TCC AAA GGT.GCC CAG GCA GAG AGA GAA TTG AT

Afu2-Austausch

sense Primer

Ubh Smal
PFU:AFU2:1 TCTAT CC CGG GAA CGG GGA AAC ACC GGA ACC AGC AAC.CCT
CAC CAC AGC AAA TCC ATG CTT T

antisense Primer
Ubh Pml1
PFU:AFU2:2 GGCCA C ACG TGC CCG.GAC TTA GTT GCA GGT AAT GGA AAG AA

Afu3-Austausch

sense Primer i
Ubh Sacl
PFU:AFU3:1 TGATCT GAG CTC TTT CCG.AACCTTAACTTCTATGC

antisense Primer

Ubh  Sacl
PFU:AFU3:2 GGAAT GAG CTC CCC.TTGTACGTGGGAAAGAGAGA
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3.1.7.2.2 Substrate

Oligos X.KN.01 - 04 hybridisieren zur synthetischen cruciformen DNA CFKla01
(3.1.9.1.1)

Oligos X.KN.11, 12, 03 und 14 hybridisieren zur synthetischen cruciformen DNA
CFKlall (3.1.9.1.2)

Oligos X.KN.21 - 24 hybridisieren zur synthetischen cruciformen DNA CFKla21
(3.1.9.1.3)

X.KN.O1 GCTCGCGTGCACGGATCCGGCGTACGCCACTGCAGCCAGTCGGATG
X.KN.02 AGAGGCGACGCGGTCTAGAGGGCGTACGCCGGATCCGTGCACGCGAG
X.KN.03 ATGCCTCGAATTCAGGCGTACGCCCTCTAGACCGCGTCGCCTC
X.KN.04 CCATCCGACTGGCTGCAGTGGCGTACGCCTGAATTCGAGGCATT
X.KN.11 GCTCGCGTGCACGGATCCCCGCATGCGGACTGCAGCCAGTCGGATG
X.KN.12 AGAGGCGACGCGGTCTAGAGGGCGTTGCGGGGATCCGTGCACGCGAG
X.KN.14 CCATCCGACTGGCTGCAGTCCGCAACGCCTGAATTCGAGGCATT
X.KN.21 GCTCGCGTGCACATTTACGCAAAAAATGAAAAAAACCAGTCGGATG
X.KN.22 AGAGGCGACGCGGTCTTTTTTTCATTTTTTGCGTAAATGTGCACGCGAG
X.KN.23 ATGCCTCGATTTACGCAAAAAATGAAAAAAAGACCGCGTCGCCTC
X.KN.24 CATCCGACTGGTTTTTTTCATTTTTTGCGTAAATCGAGGCATT
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3.1.8 Substrate

3.1.8.1 Synthetische cruciforme DNA
3.1.8.1.1 CFKIla01
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Die grau unterlegten Sequenzen kennzeichnen das homologe Zentrum mit der
Fahigkeit zur branch migration.
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3.1.8.1.2 CFKla11
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3.1.8.1.3 CFKla21
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3.1.8.2 M13mp2IR62E-RF
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3.1.9 Gerate und Apparaturen

Dialyseschldauche
DNA-Agarose-Gelkammern

DNA-kb-Leiter

DNA Banden-Elutions-Kits
Einmalkiivetten
Elektrophoresekammer
Entsalzungs-Saulen ,,NAP10*
Faltenfilter

FPLC-Anlage

FPLC-Séulen (diverese)
FPLC-Siule (Hydroxyapatit)
Heizblock
Inkubationsschrank
Leersdulen fiir batch-Chromatographie
Netzgerite

Ni-NTA Spin Sédulen
Ni-NTA Agarose

PCR-Cycler

PCR-Produkt Reinigungs-Kits
Petrischalen

pH-Meter

Phosphorimager Fujix BAS 1000
Phosphorimagerplatten
Photoentwicklungsmaschine
Photometer Ultrospec 111
Plasmid Reinigungs-Kits
Quarzkiivetten

Rontgenfilme
Szintillationszéhler
Sonifizierer

Tischzentrifugen
UV-Transilluminator
Vakuumkonzentrator Speed-Vac
Video-Printer

Zentrifugen

3.1.10Software

Vector NTI
BasReader
TINA
AIDA
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Biomol (Hamburg)
Anfertigungen der
Universitdtswerkstatt

Gibco (Paisley, Schottland)
Macherey-Nagel (Diiren)
Ratiolab (Dreieich)

Biorad / BRL (Neu-Isenburg)
Amersham (Freiburg)
Schleicher und Schiill (Dassel)
Amersham

Amersham

Biorad (Miinchen)

Eppendorf (Hamburg)

WTB Binder (Tuttlingen)
Biorad

Amersham / Biorad

Qiagen (Hilden)

Qiagen

MJ Research (Waltham, USA)
Qiagen

Greiner (Kremsmiinster, Osterreich)
Beckmann (Miinchen)

Fuji (Diisseldorf)

Fuji

Agfa (Kd6ln)

Amersham

Qiagen

Helma

Fuji / Kodak (Stuttgart)
Beckmann

Branson (Dietzenbach)
Eppendorf

Herolab (Wiesloch)

Uniequip (Miinchen)
Seikosha (Hamburg)

Sorvall (Hanau) RC-5B
Heraeus (Hanau) Megafuge 1.0 R

Informax (Bethesda)
Raytest (Straubenhardt)
Raytest

Raytest
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3.2 Methoden
3.2.1 Arbeiten mit DNA

3.2.1.1 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration von DNA wurde photometrisch in einer Quarzglaskiivette durch
die Absorption bei 260 nm bestimmt. Dabei entsprach OD,¢=1 einer Konzentration
von 50 pg / pl doppelstrangiger DNA bzw. 40 pg / pl einzelstrangiger DNA.

3.2.1.2 Praparation von genomischer DNA

Archaeale Starterkulturen wurden entweder als fliissige Aktivkultur (Mth) oder
lyophilisiert (Pfu, Pho, Afu, Ape, Mja, Sso) von der DSMZ bezogen. Die
Fliissigkultur wurde fiir 10 min bei RT mit 6000 g abzentrifugiert. Das Mth-Zellpellet,
die lyophilisierten archaealen Zellen, sowie 5 mg Sis- und Pab-Zellen wurden in 100
ul AL Puffer resuspendiert.

Zur Praparation der genomischen DNA wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion
durchgefiihrt. Dazu wurde ein Volumen (100 pl) Phenol den resuspendierten Zellen
zugefiigt, kraftig geschiittelt und anschlieBend bei RT mit 14.000 g zentrifugiert. Die
obere, wissrige Phase wurde vorsichtig abpipettiert. Die Prozedur wurde mit je einem
Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol  (25:24:1), sowie Chloroform-
Isoamylalkohol (24:1) wiederholt. Die resultierende wéssrige Phase enthielt
chromosomale DNA in einer nicht ndher bestimmten Konzentration, die ausreichend
war um als Matrize fiir die folgende Amplifikation der Hjc-Gene mittels PCR
(3.2.1.9) zu dienen.

3.2.1.3 Préaparation von Plasmid DNA

Plasmid DNA Préparationen wurden mit ,,QIAprep Spin Miniprep” oder
,QIAfilter Plasmid Midi“ Kits, nach Angaben des Herstellers, durchgefiihrt. Die
resultierenden DNA Pellets wurden in Puffer E entsprechend einer Endkonzentration
von etwa 0,5 pg / ul resuspendiert.

3.2.1.4 Fallung von DNA

Um den Gehalt an monovalenten Kationen zu erhohen, wurde der DNA Losung
0,2 Volumen 3 M Natriumacetat zugegeben. Zur Féllung der DNA wurden 3
Volumen EtOH (abs.) zugegeben und anschlieBend mindestens 1 h bei -20°C
inkubiert. Die prézipitierte DNA wurde durch Zentrifugation mit 16.000 g bei 4°C fiir
45 min pelletiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet mit 250 pl 70 %
EtOH gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder verworfen
und das DNA Pellet entweder 30 min bei RT oder 5 min in einem
Vakuumkonzentrator getrocknet und in dem gewiinschten Volumen Puffer
aufgenommen.
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3.2.1.5 Reinigung von DNA Oligonukleotiden

Bei der Verwendung von Oligonukleotiden zur Herstellung von DNA-Substraten,
die eine basengenaue Analyse von endonukleolytschen Schnitten ermdglichen sollen,
ist es entscheidend, keine verkiirzten Oligonukleotide durch unvollstindige Synthese
bzw. Strangabbriiche zu verwenden. Deshalb wurden die Oligonukleotide von
verkiirzten Anteilen gereinigt.

Dazu wurden 4 nmol Oligonukleotide auf einem denaturierenden 12,5 % PAA Gel
bei 45 W fiir 3 h aufgetrennt. Unter UV-Licht lieBen sich die Oligonukleotide und
eventuelle Verunreinigungen als Banden erkennen. Die deutlichste obere Bande
wurde ausgeschnitten und in 1 ml TE bei 65°C unter Schiitteln UN resuspendiert. Das
Eluat wurde {iber eine ,NAPI10“ Séule entsalzt und wieder auf TE eingestellt
(Elutionsvolumen: 1,5 ml). Die DNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt
und betrug in der Regel ~2 pmol/ul, was einer Gesamtstoffmenge von 3 nmol, also 75
% der eingesetzten Stoffmenge entspricht.

Um hohere Konzentrationen zu erzielen, wurden die Oligonukleotidlosungen in
einem Vakuumkonzentrator eingeengt.

3.2.1.6 Radioaktive Endmarkierung von DNA Oligonukleotiden

Oligonukleotide wurden durch Ubertragung eines des y-Phosphats von **P-y-ATP
auf das nicht phosphorilierte 5’-Ende, durch die Aktivitdt der T4-Polynukleotid-
Kinase (PNK), radioaktiv markiert.

Eingesetzt wurden 5 pmol gereinigte Oligonukleotide mit 5 pCi **P-y-ATP und 5
U PNK. Die Reaktion erfolgte gemi3 den Angaben des Herstellers. Nach Beendigung
der Reaktion wurde die DNA gefillt (3.2.1.4).

3.2.1.7 Praparation von synthetischer cruciformer DNA

Synthetische cruciforme DNA (3.1.9.1) wird durch Hybridisierung von vier
Oligonukleotiden mit geeigneten komplementidren Sequenzen gebildet. Hierbei ist
jede Hialfte eines Oligonukleotids jeweils einer Hailfte eines benachbarten
Oligonukleotids komplementér.

Zu dem gefillten und getrockneten radioaktiv markierten Oligonukleotid wurden
die drei weiteren notwendigen Oligonukleotide in dreifachem molaren Uberschul3
zugegeben. Die Hybridisierungsreaktion erfolgt in TBE mit 10 mM MgCl,, zur
Stabilisierung der sich ausbildenden cruciformen Struktur, in einem Volumen von 50
ul. Um das gefillte Pellet ausreichend in Losung zu bringen, wurde der Ansatz fiir 30
min bei RT geschiittelt und wiederholt kurz gevortext. AnschlieBend wurde der
Ansatz 2 min auf 95°C in einem Heizblock erhitzt, der danach ausgeschaltet wurde.
Durch Isolation mit Alufolie und einem Plexiglasdeckel kiihlte der Heizblock in 3 h
bis auf 35°C ab. Der Hybridisierungsansatz wurde dann mit 15 pl Mini-Stop versetzt,
auf ein natives 8 % PAA Gel mit 10 mM MgCl, aufgetragen und UN bei 150 V
aufgetrennt. Dem Laufpuffer wurde ebenfalls 10 mM MgCl, zugesetzt. Nach der
Elektrophorese wurde eine Autoradiographie des Gels erstellt. Der entwickelte Film
diente als Schablone zum Ausschneiden der Banden der vierstringigen
Hybridisierungsprodukte, die eine geringere Laufweite hatten als eventuell
vorkommende drei-, zwei- oder einzelstringige Nebenprodukte. Die Radioaktivitdt
der ausgeschnittenen Gelstiicke wurde bestimmt und pro 10.000 cpm 1 pl TE (10 mM
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MgCl,) zugesetzt. Die Elution der DNA aus den Gelstiicken erfolgte unter Schiitteln
bei RT fiir 6 h. Die eluierte cruciforme DNA wurde bei 4°C gelagert.

3.2.1.8 Praparation von M13mp2IR62E-RF DNA

MI13mp2IR62E-RF DNA wurde nach der Methode von Jensch et al., 1989,
préapariert.

3.2.1.9 PCR

PCRs wurde in Reaktionsvolumen von 100 pl in 0,5 ml Eppendorf ,;safelock®
Reaktionsgefiaen durchgefiihrt. Ein typischer Ansatz beinhaltete:

200 ng Matrizen (Template) DNA
100  pmol sense-Primer

100  pmol antisense-Primer

10 pl 10x Polymerase-Puffer
200 puM  dNTP

1-10 U Polymerase (-Mix)

Die Liange der Primer wurde so gewédhlt, dal beide einen berechneten
Schmelzpunkt im Bereich von 68-72°C haben.

Die Ansidtze wurden nach der Reaktion mit dem ,,PCR Purification Kit*“ der Firma
Qiagen aufgearbeitet. Die Reaktionsprodukte gereinigten lagen danach in 30 pl Puffer
E vor. Zur Isolation eines bestimmten, von mehreren Produkten, wurden die Produkte
auf einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und die entsprechende Bande
eluiert (3.2.1.10).

3.2.1.9.1 Amplifikation der archaealen Hjc-Gene

[.) Zur Amplifikation der archaealen Hjc-Gene wurden 2 pl der priparierten
chromosomalen DNA-Losung (3.2.1.2) als Matrize (template) eingesetzt. Die
Synthesereaktion wurde durch 5 U Pwo-Polymerase ermoglicht. Es kamen jeweils
100 pmol der folgenden sense- / antisense-Primer (1.1.7.2.1) Kombinationen zum
Einsatz:

sense antisense
Pfu KN100 KN107
Pho KN101 KN108
Pab KN114 KN115
Afu KN102 KN109
Ape KN103 KN110
Mja KN104 KNI111
Mth KN105 KN112
Sso KN106 KN113
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Die PCR verlief nach folgendem Programm:

2min 95°C  Denaturierung
—» lmin 95°C  Denaturierung
30x 2min 55°C  Primer-Hybridisierung (annealing)
L 2min 72°C  Synthese (Polymerasereaktion)
4 min 72°C  Endsynthese

I1.) Die Klonierung der archaealen Hjcs mit C-terminalem His-tag machte eine
erneute PCR notwendig. Hierbei wurden die Stop-Codons der Hjc-Gene entfernt und
eine Kpnl-Schnittstelle zur Ligation in das entsprechende Expressionsplasmid
(3.2.1.9.1, ) eingefiigt.

Als template dienten 20 ng ,,Midi Prep* DNA der Expressionsplasmide der Hjcs
(Ergebnisse 5.1.2). Die sense-Primer entsprachen den Primern der oben beschriebenen
PCRs zur Amplifikation der Hjc-Gene. Als antisense-Primer dienten
XXX.Hjc.NoStop.as (1.1.7.2.1), wobei XXX der Abkiirzung des jeweiligen
Archaeons entspricht, z.B. Pfu.Hjc.NoStop.as zur Amplifikation des Pfu-Hjc ohne
Stop-Codon. Fiir die Synthese-Reaktion wurde Pwo-Polymerase eingesetzt. Die PCR
verlief nach folgendem Programm:

2min 95°C  Denaturierung
—” lmin 95°C  Denaturierung
30x I min 53°C  Primer-Hybridisierung (annealing)
L Imin 72°C  Synthese (Polymerasereaktion)
4 min 72°C  Endsynthese

3.2.1.9.2 Mutagenese der archaealen Hjc-Gene

I) Afu-Hjc mit C-terminalem His-tag

Zur Klonierung der archaealen Hjcs mit C-terminalem His-tag wurde zundchst an
das Afu-Hjc-Gen im Expressionsplasmid pKN103 ein C-terminaler His-tag angefiigt.
Dies erfolgte durch die Verwendung des antisense Primers Afu.Chis.as, der auflerdem
das urspriingliche Stop-Codon eliminierte und eine neue BamHI-Schnittstelle am 5°-
Ende, eine Kpnl-Schnittstelle zwischen Hjc-Gen und His-tag-Sequenz, sowie eine
Thrombin-Schnittstelle zwischen Hjc und dem His-tag erzeugte.

In einer ersten PCR wurde das Afu-Hjc Gen des Expressionsplasmids pKN103
amplifiziert. Als template fiir die PCR dienten 20 ng pKN103 , Midi Prep” DNA.
Diese Reaktion verlief wie in 3.2.1.9.1 beschrieben.

Das Produkt dieser PCR diente als template fiir eine zweite Reaktion. Hier wurden
100 ng des ersten PCR Produkts als template, sowie je 100 pmol KN102 sense Primer
und Afu.Chis.as antisense Primer eingesetzt. Die Synthesereaktion erfolgte durch 5 U
,Expand High Fidelity PCR Mix“ (Roche, Mannheim). Die PCR verlief nach
folgendem Programm:

2min 95°C  Denaturierung
——— 1 min 95°C  Denaturierung
30X I min 54°C  Primer-Hybridisierung (annealing)
L 1min 72°C  Synthese (Polymerasereaktion)
4 min 72°C  Endsynthese
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Das Reaktionsprodukt der zweiten PCR wurde gereinigt, mit Ndel und BamHI
verdaut (1.2.1.12), wieder gereinigt und in ebenfalls Ndel / BamHI verdauten Vektor
pRB371 ohne Insert ligiert (1.2.1.14). Das resultierende Plasmid war pKNch103.

I1) Pfu-Afu-Hjc Chiméren

Chimédre Hjcs mit wurden durch PCR basierte in-situ-Mutagenese konstruiert.
Hierbei wurde das Pfu-Hjc Expressionsplasmid vollstindig durch zwei Primer
amplifiziert. Die Primer lagerten sich direkt benachbart im Bereich der
auszutauschenden Domine und der flankierenden Sequenzen an. Die 5’-Enden der
Primer entsprachen hierbei in Kombination der Sequenz der zu inserierenden Afu-
Doméne und waren somit nicht komplementér zum Pfu-Hjc template (sieche Material
1.1.7.2.1 / Ergebnisse 5.3.2).

Die Synthesereaktion erfolgte durch 5 U ,Expand High Fidelity PCR Mix*
(Roche, Mannheim). Fiir die PCRs wurden 20 ng pKN100 ,,Midi-Prep* DNA als
template und je 100 pmol der folgenden Primer Kombinationen eingesetzt:

sense antisense
Aful PFU:AFU1:1 | PFU:AFUI1:2
Afu2 PFU:AFU2:1 | PFU:AFU2:2
Afu3 PFU:AFU3:1 | PFU:AFU3:2

Die PCRs verliefen nach folgendem Programm:

2min 95°C  Denaturierung
— > 1lmin 95°C  Denaturierung
30x I min 55°C  Primer-Hybridisierung (annealing)
L —— 2min 72°C Synthese (Polymerasereaktion)
4min 72°C  Endsynthese

Durch Ligation der beiden Enden des linearen PCR-Produktes mit sich selbst,
ergab sich wieder ein zirkuléres, transformierbares Plasmid (siehe Ergebnisse 5.3.2).

3.2.1.10 DNA-Bandenelution

PCR- und Restriktionsschnitt-Produkte wurden aus Agarose-Gelen mit Hilfe des
,NukleoSpin* Kits der Firma Macherey-Nagel (Diiren), nach Angaben des Herstellers
prépariert. Die eluierte DNA lag in Puffer E vor.

3.2.1.11

DNA-Sequenzierungen wurden im Haus mit einem ,,ABI Sequencer 3100%
durchgefiihrt. Die Sequenzierungsreaktion erfolgte mit ,,ABI Cycle BigDye-Mix‘ und
200 ng ,,Midi-Prep* DNA, nach Angaben des Herstellers.

DNA-Sequenzierung
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3.2.1.12 Restriktionsverdaus

Alle Restriktionsverdaus wurden unter geeigneten Pufferbedingungen nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Bei kombinierten Reaktion mit mehreren
Enzymen wurden die Pufferbedingungen so gewdihlt, da mindestens 75 % der
optimalen Schnitteffizienz der Enzyme gewéhrleistet war.

3.2.1.13  Phosphorilierungen

Zur Phosphorilierung von PCR-Produkten und DNA-Oligonukleotiden wurde T4-
Polynukleotidkinase nach Angaben des Herstellers eingesetzt.

3.2.1.14  Ligationen

DNA-Fragmente wurden mit T4-Ligase nach Angaben des Herstellers ligiert. Um
PCR-Produkte oder andere Inserts in Vektoren zu integrieren, wurden diese in
dreifachem molaren Uberschufl eingesetzt.

3.2.2 Proteinreinigung

Grundlage der Reinigung der Hjcs waren E. coli BL21 (DE3) CodonPlus
Uberexpressionskulturen. Die Zellen einer 500 ml Kultur wurden mit 5000 g bei 4°C
fir 30 min abzentrifugiert und in 10 ml kaltem Puffer L resuspendiert. Das
resuspendierte Zellpellet wurde zur Unterstiitzung der Lyse bei -80°C eingefroren und
wieder aufgetaut. Durch Sonifizierung wurden die Zellen lysiert. Dies erfolgte auf Eis
mit einem Ultraschallgenerator Sonifier 450 der Firma Branson und einer '2’’-
Standard-Resonator Sonde fiir 1 min auf Intensitatsstufe 4 bei einem Impulsanteil von
80%. Diese Prozedur wurde mit zwischenzeitlichen Abkiihlungsphasen dreimal
wiederholt. Die Effizienz der Lyse wurde photometrisch kontrolliert. Dem Zelllysat
wurden erneut 10 ml Puffer L zugefiigt, bevor durch Zentrifugation mit 30.000 g bei
4°C fir 45 min Zelltriimmer und andere unlésliche von den geldsten Bestandteilen
getrennt wurden. Der Uberstand, das geklirte Lysat, wurde fiir die folgende
Proteinreinigung eingesetzt.

3.2.2.1 Reinigung nativer Hjcs

3.2.2.1.1 Polymin P-Fallung

Zur Féllung der im gekldrten Lysat verbliebenen DNA wurde Polymin P (pH 8, in
Wasser) langsam unter Riithren bis zu einer Endkonzentration von 0,1 % (w/v)
zugesetzt. Das Prazipitat wurde durch Zentrifugation mit 30.000 g bei 4°C fiir 30 min
pelletiert, und der Uberstand iiber Nacht gegen Puffer A dialysiert.

3.2.2.1.2 Ammoniumsulfat-Fallung

Zur Fillung des Gesamt-Proteins wurde dem dialysierten Uberstand der Polymin P
Féllung, langsam unter Riihren fein gemorsertes Ammoniumsulfat bis zu einer
Séttigung von 80 % zugesetzt. Nach Zentrifugation mit 30.000 g bei 4°C fiir 30 min
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wurde das Prazipitat in Puffer B resuspendiert und {iber Nacht gegen Puffer B
dialysiert.

3.2.2.1.3 Erhitzung

Das Dialysat der beschriebenen Ammoniumsulfat-Féallung wurde fiir 30 min bei
80°C in einem Olbad unter Schiitteln erhitzt. Das ausgefallene Protein wurde mit
30.000 g bei 4°C fiir 30 min abzentrifugiert und verworfen.

3.2.2.1.4 Hydroxyapatit-FPLC

Eine 5 ml Hydroxyapatit-Saule (Biorad, Miinchen) wurde mit Puffer B dquilibriert.
Der Uberstand der beschriebenen Erhitzung wurde auf diese Siule mit einer FluBrate
von 2 ml / min aufgetragen. Die Durchflulfraktion wurde aufgefangen und die Séule
bis zum Erreichen der Basislinie der UV-Detektion gewaschen. Die Chromatographie
erfolgte bei einer FluBrate von 2 ml / min mit einem Gradienten von 0,1 M bis 1 M
Kaliumphosphat in Puffer B {iber ein Volumen von 50 ml. Die aufgefangenen
Fraktionen hatten ein Volumen von 2 ml. Vor dem Einsatz in funktionellen
Untersuchungen wurden die Fraktionen in einer DurchfluBkammer gegen Puffer A
dialysiert.

3.2.2.2 Reinigung von Hjcs mit His-tag

Zur Reinigung von Hjcs mit His-tag wurden die Zellen einer 500 ml
Expressionskultur in 10 ml NiLyse Puffer resuspendiert und wie beschrieben lysiert.

3.2.2.2.1 Ni-NTA Spin-Saulen

Alle Schritte der folgenden Reinigung wurden in einer Eppendorf Tischzentrifuge
bei RT mit 1.800 upm fiir 1 min durchgefiihrt.

Ni-NTA Spin Sdulen wurden mit 700 ul NiLyse Puffer dquilibriert. AnschlieBend
wurde dreimal 700 pl gekléartes Lysat aufgetragen. Die Sdulen wurden fiinfmal mit
700 ul NiWasch Puffer gewaschen. Zur Elution wurde zweimal 200 pul NiElul00
Puffer und jeweils viermal 200 pl NiElu250 und NiElu500 Puffer eingesetzt.

Die Reinigungsfraktionen wurden bei -20°C gelagert.

3.2.2.2.2 Ni-NTA Batch

Die 50 % Ni-NTA-Agarose Suspension wurde durch fiinfmalige Zentrifugation mit
500 g fiir 1 min bei 4°C und jeweils anschlieBender Resuspension des Pellets in
NiLyse Puffer dquilibriert.

Zu 10 ml gekldrtem Lysat wurden 3 ml &quilibrierte 50 % Ni-NTA-Agarose
Suspension zugefiigt und bei 4°C auf einem Roller fiir 2 h inkubiert. AnschlieBend
wurde der Ansatz in eine Leersdule Uberfiihrt, die die Matrix zuriickhielt und die
fliissige Phase abflieBen lie8. Der Durchflufl wurde aufgefangen. Die Sdule wurde mit
20 ml NiWasch Puffer gewaschen. Elutionsfraktionen wurden durch Auftragen von
zweimal 500 pl Elul00 Puffer sowie je viermal 500 pl Elu250 und Elu500 Puffer
erhalten.

Die Reinigungsfraktionen wurden bei -20°C gelagert.
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3.2.3 Arbeiten mit Proteinen

3.2.3.1 Uberexpression in E. coli

Zur Uberexpression rekombinanter Proteine in E. coli wurde 500 ml NZC
Medium, mit geeigneten Antibiotika, mit einer liber Nacht inkubierten Starterkultur
auf eine ODgoo = 0,1 angeimpft. Bei 37°C und unter Schiitteln (220 upm) wurde die
Kultur bis zu einer ODgop = 0,8 wachsen gelassen und dann mit 1 ml 0,5 M IPTG
induziert. Zur Expression des Proteins wurde die Kultur weitere 2 h unter Schiitteln
inkubiert.

3.2.3.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen wurden nach der Methode von Bradford (Bradford, 1976)
durchgefiihrt. Dazu wurde 950 pl Bradfordreagenz-Losung mit 50 pl der zu
untersuchenden Probe vermischt und fiir 5 min bei RT inkubiert. Anschlieend
wurde die ODsgs bestimmt. Fiir jede frisch angesetzte Bradfordreagenz-Losung wurde
mit definierten Proteinmengen eine Eichgerade angefertigt.

3.2.3.3 Endonukleolytische Reaktionen

Zwei Substrattypen wurden fiir die Untersuchung von Holliday-Struktur
spezifischer Schnittaktivitét eingesetzt.

3.2.3.3.1 Nachweis der Aktivitat

Zum Nachweis der spezifischen Schnittaktivitdt wurde M13mp2IR62E-RF DNA
eingesetzt. Ein Standardreaktionsansatz von 10 pl enthielt 100 ng M13 DNA in Hjc-
Reaktionspuffer. Nach Inkubation bei 75°C fiir 45 min in einem PCR-Cycler mit
beheiztem Deckel, wurde nach Abkiihlung 10 U BamHI zugegeben und bei 37°C fiir
30 min inkubiert. Durch Zugabe von 3 pl PK-Stop-Mix und Inkubation bei 37°C fiir 5
min wurde die Reaktion abgestoppt. Die Produkte wurden auf einem 0,6 %
Agarosegel bei 80 V fiir 1 h aufgetrennt.

3.2.3.3.2 Bestimmung der Schnittpositionen

Zur Ermittlung der Schnittpositionen der Reaktionen von Hjcs mit cruciformer
DNA  wurden synthetische 5’-*P-markierte  Substrate  eingesetzt.  Ein
Standardreaktionsansatz von 10 pl enthielt 10 nM Substrat in Hjc-Reaktionspuffer.
Nach Inkubation bei 75°C fiir 45 min in einem PCR-Cycler mit beheiztem Deckel
wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 ul MG-Stop Puffer beendet. Nach Erhitzen
auf 95°C fiir 1 min wurden die Reaktionsprodukte auf einem denaturierenden 12,5 %
PAA-Gel aufgetrennt.

3.2.3.4 Dimerisierung

Die Dimerbildung der Hjcs in Lésung wurde durch chemische Quervernetzung
(crosslink) untersucht. Hierzu wurde 1 pg Hjc in 23 pl Crosslink-Puffer
aufgenommen. Nach Zugabe von 1,5 pl einer 25 % Glutaraldehyd-Losung wurde 2
min bei RT inkubiert und dann mit 1,5 pl 2 M Glycin (pH 7,3) abgestoppt. Die
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Ansitze wurden mit 14 pl 3x-SDS-Probenpuffer versetzt. 20 ul der Ansdtze wurden
auf SDS-PAA-Gelen aufgetrennt.

3.2.4 Gelelektrophoresen
3.2.4.1 DNA

3.2.4.1.1 PAA-Gelelektrophorese

PAA-Gel-Elektrophoresen wurden in vertikalen Gelkammern durchgefiihrt. Die
Gele wurden zwischen zwei 33 x 40 cm groBen Glasplatten, die durch zwei
Abstandshalter voneinander getrennt und an drei Seiten abgedichtet waren, gegossen.
Zur Ausbildung von Probentaschen wurde nach dem GieBlen ein Kamm in die nicht
abgedichtete Seite eingefiihrt.

Ein Ansatz fiir ein natives (denaturierendes) 12,5 % PAA-Gel beinhaltete:

10 ml 10x TBE
25 ml 50 % PAA
0,5 ml 10 % APS
50 ul TEMED
42 g Harnstoft)
ad 100 ml H,O

Als Laufpuffer wurde TBE verwendet. Denaturierende Elektrophoresen erfolgten
bei 50 W fiir 3 h. Hierbei wurde eine Aluminiumplatte auf die vordere Glasplatte
aufgelegt, um eine gleichmiBige Hitzeverteilung im Gel zu gewéhrleisten. Native
Gelelektrophoresen wurden bei 150 V fiir 15 h durchgefiihrt.

3.2.4.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

Fiir Agarose-Gelelektrophoresen wurde Agarose in TBE durch Erhitzen gelost und
vor dem GieBen 5 pg Ethidiumbromid / ml Gel zugefiigt. Als Laufpuffer diente TBE.
Proben wurden vor dem Auftragen mit einer entsprechenden Menge 5x DNA-
Probenpuffer versetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V. Die Analyse der Gele
erfolgte unter UV-Licht.
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3.2.4.2 Protein

3.2.4.2.1 SDS-PAA-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteingemischen nach Molekulargewicht wurden SDS-
PAA-Gelelektrophoresen nach Laemmli (Laemmli, 1970) durchgefiihrt. Es wurde das
,Mini-Protean-III* System (Biorad, Miinchen) verwendet. Fiir zwei Gele wurden
folgende Losungen angesetzt.

Sammelgel (5%) Trenngel (15%)
50% PAA 1 ml 4 ml
IM Tris/HCI 1,25 ml (pH 6,8) 3,75 ml (pH 8,8)
H,O 7,6 ml 2,1 ml
10% APS 50 ul 50 pl
10% SDS 100 pl 100 pl
TEMED 15 pul 15 pul

Zuerst wurde das Trenngel gegossen, bis etwa % der Gelkammer zwischen den
Glasplatten gefiillt war. Die Losung wurde dann mit etwas Wasser iiberschichtet und
fiir 1 h polymerisieren gelassen. Das iiberschichtete Wasser wurde entfernt und die
Gelkammer mit Sammelgel-Losung aufgefiillt. Nach Einsetzen eines Kamm zur
Probentaschen Bildung wurde das Sammelgel 1 h polymerisieren gelassen.

Proben wurden mit entsprechendem Volumen 3x Probenpuffer versetzt, fiir 5 min
bei 95°C erhitzt und aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V, bis der
Blaumarker die Grenze zwischen Sammel- und Trenngel erreicht hatte und im
Folgenden bei 200 V.

3.2.5 Gelfarbung

3.2.5.1 Coomassie

Zum sichtbar machen von Proteinbanden auf SDS-PAA-Gelen wurden diese einer
Coomassie-Farbung unterzogen. Dazu wurde das Gel unter leichtem Schiitteln fiir 1 h
in Coomassie-Losung impréigniert. Danach wurde es fiir 1 h in Coomassie-Entférbe-
Losung und anschlieBend UN in Wasser entfirbt.

3.2.5.2 Silberfarbung

Zur Visualisierung von Banden auf SDS-PAA-Gelen, die Proteinmengen von
weniger als 0,2 pg entsprachen, wurden diese einer Silberfiarbung unterzogen. Dazu
wurden die Gele zundchst 10 min in 50 ml Losung I fixiert. Darauf in 50 ml Losung I1
fiir 30 min inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in H,O wurden die Gele 15 min in
50 ml Losung III getrdnkt. Danach wurde in 50 ml Losung IV entwickelt. Wurden
Banden sichtbar (nach 5 — 15 min), wurde die Entwicklung in 50 ml 50 mM EDTA
abgestoppt. Nach Waschen in H,O wurden die Gele in 20 % Glycerin fiir 30 min
inkubiert und abschlieBend erneut mit H,O gewaschen.
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3.2.6 Mikrobiologische Techniken

3.2.6.1 Herstellung von kompetenten E. coli Zellen

Zur Herstellung von kompetenten Zellen wurde 1 1 NZC mit einer Starter Kultur
von E. coli auf eine ODgop = 0,1 angeimpft und unter Schiitteln bei 37°C bis zu einer
ODgoo = 0,5 wachsen gelassen. Diese Kultur wurde fiir 15 min auf Eis abgekiihlt und
anschlieBend fiir 20 min bei 4°C mit 3000 g abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 100
ml eiskaltem 0,1 M CaCl, resuspendiert und 20 min auf Eis kalt gestellt. Danach
wurde bei 4°C fiir 30 min bei 2000 g abzentrifugiert und das Pellet in 10 ml eiskaltem
0,1 M CaCl, / 15 % Glycerin resuspendiert. Dieses 100x E. coli Konzentrat wurde als
200 pl Aliquots in vorgekiihlte Eppendorf-Reaktionsgefdle verteilt und bei -80°C
gelagert.

3.2.6.2 Transformationen

Fir Transformationen wurde ein Aliquot kompetenter E. coli Zellen auf Eis
aufgetaut. 50 pl der kompetenten Zellen wurden auf Eis mit 100 ng DNA fiir 5 min
inkubiert. Dann wurde der Ansatz fiir 45 sec auf 44°C erhitzt und anschlieBend fiir 5
min bei RT abkiihlen gelassen. Nach Zusatz von 50 pl NZC Medium wurde der
Ansatz auf NZC Platten mit geeignetem Antibiotikum ausplattiert und iiber Nacht bei
37°C inkubiert.

3.2.7 T4-Plaquetest

Zur Titerbestimmung von Bakteriophage-T4-Suspensionen, wurden Plaquetests
durchgefiihrt. Es wurden 100 pl von Verdiinnungen der T4-Suspensionen mit 2 ml
flissigem Top-Agar, dem zuvor 100 ul einer exponenticll wachsenden E. coli
Wirtskultur zugefiigt wurden, vermischt, und bei 37°C fiir 5 min inkubiert. Diese
Mischung wurde auf Agarplatten ausplattiert und bei RT aushirten gelassen. Nach 30
min wurden die Platten iiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Homologe X-Solvasen aus Archaeen

4.1.1 ldentifikation und Sequenzvergleich

In meiner Diplomarbeit (Neef, 1999) beschreibe ich den Nachweis einer X-Solvase
Aktivitit aus dem hyperthermophilen Crenarchaecon Sulfolobus islandicus. Im Verlauf
meiner weiteren Arbeiten zur Isolierung des zu Grunde liegenden Proteins und der
Identifikation des entsprechenden Gens, wurde die Klonierung einer X-Solvasen
Aktivitdt (Hjc, Holliday junction cutting enzyme) aus dem Euryarchacon Pyrococcus
furiosus publiziert (Komori et al., 1999). Dieses veranlafite mich zu einer breiter

angelegten Suche nach dhnlichen Enzymen, auf Basis von Hjc.

Zur  Identifikation  weiterer mutmaBlicher = X-Solvasen  wurde die
Aminosduresequenz von Hjc als Vorgabe fiir eine Datenbanksuche mittels BLAST
(Altschul et al., 1997) eingesetzt. Die sieben hochstbewerteten Ergebnisse waren
Sequenzen aus hyperthermophilen Archaeen. Hier fanden sich neben ORFs aus
Organismen des Stammes Euryarchaeota, Pyrococcus horikoshii (Pho), Pyrococcus
abyssi (Pab), Methanobacterium thermoautotrophicum (Mth), Methanococcus
janashii (Mja), Archaeoglobus fulgidus (Afu), auch zwei Spezies des Stammes
Crenarchaeota, Sulfolobus solfataricus (Sso) und Aeropyrum pernix (Ape), und
deckten damit die gesamte Breite des phylogenetischen Spektrums des biologischen
Reiches der Archaeen ab. Aktuell finden sich in allen 14 komplett sequenzierten
archaealen Genomen Hjc-Homologe, unabhingig von ihrer phylogenetischen
Verwandtschaft und ihrer spezifischen Lebensweise als hyperthermophile,

methanogene oder halophile Mikroben.

Die Datenbank Identifikations Nummern (accession numbers) der hypothetischen
Hjcs-Sequenzen sind: Mth, gp:AE000893; Afu, gb:AE000967; Pho, gb:AP000006;
Pab, gb:AJ248285; Pfu, gb:AB023635; Mja, sp:Y497 METIJA; Ape, gb:AP000059;
Sso, gb:Y18930.
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Die identifizierten hypothetischen Proteine bestanden aus 121 — 143 Aminoséuren
(AS) mit einem berechneten Molekulargewicht von 13,4 bis 16,0 kDa. Die
berechneten pI-Werte lagen in einem bemerkenswert basischen Bereich von 9,2 bis

10,8.

Die Homologie der hypothetischen Proteine zum Pfu-Hjc ist mit einer
Sequenzidentitit / -dhnlichkeit von 62 % / 76 % und 60 % / 74 % fiir die Sequenzen
aus Pho und Pab am hochsten. Innerhalb der untersuchten Gruppe ist die Homologie
fiir das hypothetische Protein aus Sso mit 27 % / 42 % am niedrigsten. Tabelle 4.1

falt Ergebnisse der einzelnen Sequenzanalysen zusammen.

Molekulargewicht Homologie zu Pfu-Hjc
Lénge (AS) pl (% Identitiit /
(kDa) % Ahnlichkeit)
Pfu 123 13,7 10,05 100 /100
Pho 124 13,6 9,83 62,4/76,8
Pab 121 13,4 9,64 60,2 / 74
Afu 136 15,4 9,24 32,9/479
Ape 143 15,8 10,83 30,9 /47,7
Mja 133 15,2 9,49 40,3 /53,7
Sso 143 16,0 9,99 27,2/42.4
Mth 136 15,4 9,47 33,3/52,1
SIRV1 121 14,2 9,46 22,0/39,0
SIRV2 121 14,1 9,17 22,1/38,6

Tabelle 4.1, Sequenzanalyse der homologen Hjcs.
Biochemische Eigenschaften berechnet mit dem Programm ,Vektor NTI*; Homologien berechnet mit
dem Programm ,Needle“ (www.ebi.ac.uk/emboss/align; Needleman and Wunsch, 1970).
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Der multiple Sequenzabgleich (alignment) in Abb. 4.1, A, zeigt deutlich, dal3 ein
etwa 50 AS umfassender N-terminaler Teil besonders hohe Ahnlichkeit aufweist. Hier
liegen die Homologien der identifizierten mutmaBlichen Hjcs zu Pfu-Hjc zwischen 84
% / 90 % (Pho) und 39 % / 49 % (Sso). Zwolf von vierzehn in allen Sequenzen
konservierten AS liegen in diesem Bereich. Sechs dieser konservierten AS bilden das
Motiv G-X3-E-X;0-G-X1.18-D-X2-E-X-K, das charakteristisch fiir die Familie der
archaealen Holliday Junction Resolvasen (AHIJR) ist. Die AHJRs sind Teil einer
Superfamilie von DNasen mit einer typischen Nuklease-Faltung (Aravind et al.,
2000). Das AHJR-Motiv beinhaltet das Submotiv D-Xe 30-D/E-X-K, das bei Typ II
Endonukleasen konserviert ist (Daiyasu et al., 2000) und direkt an der, fiir die
Nuklease-Aktivitit notwendigen Komplexierung von Mg®* beteiligt ist (Kostrewa and
Winkler, 1995). Einige der konservierten AS, darunter das AHJR-Motiv fiir Pfu-Hjc
und das Submotiv fiir Sso-Hjc konnten als essentiell fiir die Aktivitdt der Hjcs
nachgewiesen werden (Komori et al., 2000a; Kvaratskhelia et al., 2000). Die
Ergebnisse dieser Mutationsanalyse sind in Abb. 4.1, A eingefiigt. Nicht alle der in
Pfu-Hjc als essentiell gezeigten AS waren jedoch in allen homologen Sequenzen
konserviert. Der Austausch von Phenylalanin F72 zu Alanin fiihrte bei Pfu-Hjc zu
einer Inaktivierung durch die Verhinderung der Dimerbildung. Die F72 in Pfu-Hjc
entsprechende AS in der Ape-Sequenz ist jedoch ein Alanin (A81) und fiir Sso-Hjc
ein Serin (S82). Zwei andere AS die als essentiell fiir Pfu-Hjc gezeigt wurden (F68
und K81) unterschieden sich in den Sequenzen von Ape-Hjc (W77 und R90), wobei
die Verdnderungen hier konservativ waren und so die chemischen Eigenschaften an

diesen Positionen erhalten blieben.

In Abb. 4.1, A stellen Pfeile liber der Sequenz von Pfu-Hjc die entsprechenden
Sekundérstrukturen, basierend auf einer Kristallstruktur des Enzyms (Nishino et al.,
2001), dar. Die Kristallstruktur von Sso-Hjc zeigte eine dhnliche Struktur (Bond et al.,
2001). Eine Sekundérstrukturvorhersage mit PredictProtein (Abb. 4.1, B), ergab fiir
die anderen hypothetischen Hjcs ebenfalls {libereinstimmende Sekundirstrukturen in

korrespondierenden Bereichen (http://cubic.bioc.columbia.edu/predictprotein).
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Abb. 4.1, A, Multiples Sequenz-Alignment der archaealen Hjcs. Berechnet mit dem Programm
LVector NTI“ iiber den ,,ClustalW* Algorithmus (Thompson et al., 1994); weild auf schwarz, in allen Hjcs
konservierte Aminosauren (AS); weild auf grau, in den zellularen Hjcs konservierte AS; schwarz auf
grau, konservativ ausgetauschte AS; Pfeile Gber dem Alignment, Positionen der
Sekundarstrukturelemente in Pfu-Hjc; Sterne bzw. Doppelkreuze unter der Sequenz, Positionen
essentieller AS fur Schnittaktivitadt bzw. Dimerbildung in Pfu-Hjc.

B, Sekundéarstruktur-Vorhersage fur die archaealen Hjcs, berechnet mit ,PredictProtein; H, Region
mit a-Helix-Struktur; E, Region mit B-Faltblatt-Struktur; grau unterlegt, konservierte AS; Abklirzungen
der Archaeen wie in 4.1.1; Sv1/ 2, SIRV1 / 2-Hjc; Con, Konsensus-Sequenz.
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Auffillig sind Unterschiede zwischen den Sequenzen vor allem in Bereichen ohne
definierte Sekundérstrukturen, wie dem N-Terminus bis zur o;-Helix, dem Bereich
zwischen B;- und P,-Strang, sowie zwischen Bs;- und P4-Strang. Diese variablen,
strukturell flexiblen und exponierten Bereiche (loops) beinhalten viele basische AS
und machen sie so zu Kandidaten fiir DNA-Interaktions-Doménen. Diese Vermutung
wird durch das Modell eines Hjc-Dimers mit gebundener cruciformer DNA, basierend
auf der Kristallstruktur von Pfu-Hjc (siehe Diskussion 5.1, Abb. 5.3, Nishino et al.,
2001), bestdrkt. Im Vergleich der homologen Sequenzen ist vor allem der Bereich
zwischen den f;- und p,-Stringen, mit einer charakteristischen sieben AS
umfassenden Deletion bei den pyrococcalen (Pxx) und Mja Sequenzen,
hervorzuheben. Neben einer ausgepragten Dichte an basischen AS in diesem Bereich
bei den Pxx-Hjcs und Sso-Hjc und dem Vorkommen einzelner positiver Ladungen bei
den tibrigen Hjcs, fehlen diese bei der Afu-Sequenz in diesem Bereich vollig. Die
Verteilung und Haufung von basischen AS innerhalb der o;-Helix ist im Vergleich

der einzelnen Sequenzen ebenfalls markant.

Diese Beobachtungen waren der Ausldser zu einer vergleichenden Untersuchung

der spezifischen Schnittaktivititen der einzelnen hypothetischen Hjcs.

4.1.2 Klonierung der homologen archaealen Hjcs

Die codierenden Sequenzen der hypothetischen Hjcs sollten iiber PCR direkt aus
genomischer DNA der unterschiedlichen Archaeen amplifiziert und dann in geeignete
Expressionsvektoren kloniert werden, die eine heterologe Expression in E. coli

ermdoglichen.

Von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ
GmbH, Braunschweig) wurden Starterkulturen der Archaeen mit den homologen
Sequenzen bezogen. Die Pyrococcus abyssi Kultur war ein Geschenk der
Arbeitsgruppe Suck (EMBL, Heidelberg). AuBlerdem wurde eine laboreigene

Sulfolobus islandicus (Lal 14) Kultur verwendet.

Aus den Starterkulturen wurde genomische DNA prépariert. Diese dienten als

Matrize fiir PCRs mit Primern, die zwischen 24 und 28 Nukleotiden komplementire
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Sequenzen zu den Anfangs- oder Endsequenzen der identifizierten offenen Leseraster
der hypothetischen Hjcs enthielten. Die 5’-Enden der Primer enthielten Sequenzen,
die Restriktionsschnittstellen in das PCR-Produkt einfiigten, die es in einen
geeigneten Expressionsvektoren klonierbar machten. Durch den Einsatz der in
3.1.7.2.1 beschriebenen Primer trugen die PCR-Produkte Erkennungssequenzen fiir
die Restriktionsenzyme Ndel am 5°-Ende und Kpnl am 3’-Ende des Gens. Im Fall von
Pho wurde auf Grund einer internen Kpnl-Schnittstelle eine Sacl-Schnittstelle am 3°-

Ende des Gens erzeugt.

Die PCRs ergaben Produkte der erwarteten Léangen von etwa 400 bp. Aus
priaparativen Agarose-Gelen wurden die Banden der PCR-Produkte ausgeschnitten
und die DNA extrahiert. Nach Verdau mit Ndel und Kpnl (Pho: Sacl) wurden die
Produkte in ebenfalls Ndel / Kpnl (Pho: Ndel / Sacl) verdauten Vektor ligiert. Als
Vektor diente ein pET11a (Studier et al., 1990) Derivat namens pRB371 (eigenes
Labor).

Die resultierenden Expressionsvektoren, mit den eingefiigten codierenden

Sequenzen der hypothetischen archaealen Hjcs, wurden in folgender Weise benannt:

Pfu-Hjc: pKN101; Pho-Hjc: pKN102; Pab-Hjc: pKN110; Afu-Hjc: pKN103;
Ape-Hjc: pKN104; Mja-Hjc: pKN105; Sso-Hjc: pKN106; Mth-Hjc: pKN107

Die in den Expressionsvektoren integrierten codierenden Sequenzen der
hypothetischen Hjcs wurden von beiden Seiten sequenziert und entsprachen den in
Datenbanken enthaltenen Sequenzen. Im Fall des PCR-Produktes aus der Reaktion
mit genomischer DNA aus Sulfolobus islandicus als Matrize ergab sich fiir das
amplifizierte Gen die gleiche Sequenz wie fiir Sso-Hjc, so daB} dieses Hjc nicht weiter

untersucht wurde.
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4.1.3 Expression und Reinigung der rekombinanten Hjcs

Mit den Expressionsvektoren pKN101 — 107 und pKN110 wurden kompetente E.
coli (DE3) CodonPlus Zellen transformiert. Einzelne Kolonien dieser
Transformationen dienten zur Inokulation von Starterkulturen fiir 500 ml
Expressionskulturen. Nach Induktion der Expression und weiterem Wachstum fiir 2 h
wurden deutliche Banden der zu erwartenden Laufweite auf SDS-PAGE sichtbar, die
vor Induktion nicht zu erkennen waren (Abb. 4.2, A, K- und K+).

Die in Methoden (1.2.2.1) beschriebene Reinigung fiihrte zur Isolierung des

Proteins der induzierten Bande und somit zur Reinigung der rekombinanten Hjcs.

A |K-_K+ CL PP _PPP AS TP T M [koa

- | 266

16,9

L 14,4

6,5

Abb. 4.2, A, Reinigungfraktionen von Mja-Hjc vor FPLC. SDS-PAGE (15 %) von Reinigungsfrak-
tionen einer Mja-Hjc Expressionskultur; aufgetragen sind 10 pl der unverdiunnten Reinigungs-
Fraktionen, mit Ausnahme von CL und PPP: 1:20 verdiinnt, AS: 1:50 verdinnt, T: 1:5 verdiinnt; nach
der Elektrophorese wurde das Gel Coomassie gefarbt;

K- / +, Expressionskultur vor / nach Induktion; CL, geklartes Lysat; PP / PPP, Uberstand / Pellet nach
Polymin P-Fallung; AS, resuspendiertes Pellet der (NH4).SOs-Fallung; TP, Pellet nach Erhitzen; T,
Fraktion geldster Proteine nach Erhitzen; M, Marker mit Proteinen definierter Molekulargewichte.

Hierbei wurde zunéchst die noch in Losung befindliche DNA der geklérten Lysate
durch eine Fillungsreaktion mit Polymin P entfernt (Abb. 4.2, A, PP und PPP), um
mogliche kompetitive Effekte bei der Hydroxyapatit-Affinitdtschromatographie, dem
letzten  Schritt der  Reinigung, auszuschlieBen. Die  anschlieende
Gesamtproteinfallung wurde durch eine 80 % Sattigung mit Ammoniumsulfat erreicht
und fiihrte, nach Resuspendierung, zur Konzentration und Umpufferung der
Proteinfraktion (Abb. 4.2, A, AS). Eine Umpufferung von Polymin-P haltigen

Losungen durch Dialyse ist durch den hohen Vernetzungsgrad problematisch. Die
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Proteinlosungen wurde durch eine Erhitzung auf 80°C fiir 30 min weiterbehandelt.
Hierbei féllt bis zu 70 % des in Losung verbliebenen Proteins aus, wobei das
archaeale Zielprotein liberwiegend in Losung blieb (Abb. 4.2, A, T und TP). Dieser
effiziente Reinigungsschritt ist durch die Thermostabilitdt der archaealen Proteine
mdglich und ist ein genereller Vorzug bei der heterologen Expression dieser Proteine

in dem mesophilen E. coli System.

Durch die Féllungsreaktionen wurde der Anteil an induziertem Protein von etwa 5
% im gekldrten Lysat auf iiber 50 % in der letzten Reinigungsfraktion angereichert.
Die Fraktion nach dem Erhitzen erhielt noch 20 % des Gesamtproteins des gekléarten
Lysats und keine nachweisbare DNA. Zur weiteren Reinigung der rekombinanten
Hjcs, wurde eine Hydroxyapatit-Chromatographie durchgefiihrt (Abb. 4.2, B), die
eine Isolierung des induzierten Proteins in Elutionsfraktionen ermdglichte. Die zur

Elution der hypothetischen Hjcs notwendigen Bedingungen variierten jedoch in den

B

KCI [M
M ODyg
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Fraktion (#)

Abb. 4.2, B, Elutionsprofil der Reinigung von Mja-Hjc Gber FPLC. 10 ml des Uberstands nach
Erhitzen (Abb. 4.2, A, Spur T) wurden auf eine 5 ml Hydroxyapatit-Saule aufgetragen; die Reinigung
erfolgte unter den beschriebenen Bedingungen (3.2.2.1).
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Abb. 4.2, C, Fraktionen der Reinigung von Mja-Hjc Uber FPLC. 10 pl der Fraktionen (IN: 1:5
verdiinnt; entspricht Abb. 4.2, A, Spur T) wurden Uiber SDS-PAGE (15 %) aufgetrennt und
anschlieBend Coomassie gefarbt; IN, Input; F, Durchflulfraktion; Elutionsfraktionen, siehe
Elutionsprofil (Abb. 4.3, B); M, Markerspur mit Proteinen definierter Molekulargewichte.

einzelnen Féllen. Fraktionen mit mehr als 90 % reinem Hjc wurden bei 0,2 M KCl fiir
Sso-Hjc und Mth-Hjc, bei 0,5 M KCI fiir Pxx-Hjc, Ape-Hjc und Afu-Hjc und 0,6 M
KCl fiir Mja-Hjc (Abb. 4.2, C), eluiert.

Der Reinigungserfolg wurde durch SDS-PAGE der Fraktionen mit anschlieender
Coomassie Féarbung verfolgt und ihre Aktivitit mit Hilfe des M13-Substrat-Tests
kontrolliert.

Abbildungen 4.2, A-C zeigen exemplarisch die Reinigung von Mja-Hjc.

Die Ausbeute an sauberem Hjc lag in einem Bereich von 0,5 mg bis 5 mg pro 500
ml Expressionskultur. Die Positionen der Banden der gereinigten Hjcs bei Analyse
durch SDS-PAGE stimmten nicht mit ihrem berechneten Molekulargewicht iiberein
(Abbildung 4.3). Alle Proteine zeigten ein verzogertes Laufverhalten, jedoch in
unterschiedlichen Ausmaflen. Dieses aberrante Laufverhalten wurde auch schon bei
den gereinigten Pfu-Hjc und Sso-Hjc beobachtet (Nishino et al., 2001; Kvaratskhelia
and White, 2000), und fiir andere Proteine mit hoher Polaritéit beschrieben (Lee, 1991,
Query, 1989). Die Nachweisgrenze der Farbung der Proteingele 146t auf eine Reinheit
der Hjcs in den hochstangereinigten Fraktionen von mehr als 95 % schlieBen, wobei
jedoch im Fall von Mth-Hjc zwei zusitzliche schwache Banden auf dem Gel

erkennbar waren.
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Abb. 4.3, Gereinigte archaeale Hjcs. Pro Spur wurden 1 pg gereinigtes Hjc aufgetragen und Uber
SDS-PAGE (15 %) aufgetrennt und anschliefend Coomassie gefarbt; M, Spur mit Markerproteinen
definierten Molekulargewichts.

4.1.4 Dimerbildung von Hjc

Alle bislang bekannten Holliday-Struktur auflosenden Resolvasen liegen in aktiver
Form als Homodimere vor. Dieses wurde fiir Pfu-Hjc und Sso-Hjc bereits bestitigt.
Im Fall von Pfu-Hjc wurden auflerdem essentielle Aminoséduren fiir die Dimerisierung
nachgewiesen. Die in 4.1.1 beschriebene Sequenzanalyse, ergab jedoch teils deutliche

Unterschiede auf diesen Positionen in den Sequenzen der hypothetischen Hjcs.

Zur Analyse des nativen Zustandes in Losung befindlicher Hjcs wurde eine
chemische Quervernetzung (cross-link) mittels Glutaraldehyd durchgefiihrt. Hierbei
werden Proteine oder Peptide iiber ihre primidren Aminogruppen kovalent miteinander
verkniipft, wenn sie in einer dauerhaften rdumlichen Ndhe zueinander vorliegen. Das
ist bei moderat konzentrierten Proteinldsungen nur moglich, wenn die verkniipften
Proteine als Untereinheiten in einem Komplex verbunden waren. Bei Analyse auf
denaturierenden SDS-Gelen bleibt der Multimerkomplex erhalten und 148t sich auf

Grund seiner Laufweite im Vergleich zum Monomer einordnen.
In Abbildung 4.4 148t sich fiir alle gereinigten Hjcs in den mit Glutaraldehyd

versetzten Ansédtzen eine deutliche Bande in einer Laufweite, die dem doppelten

Molekulargewicht des Monomers entspricht, erkennen. Dieses bestitigt den
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erwarteten Homodimer-Zustand geloster Hjcs. Auch fiir Ape-Hjc bleibt, trotz des
Austauschs auf der Position des fiir Pfu-Hjc essentiellen Phenylalanin F72, die

Féhigkeit zur Dimerisierung erhalten.

kD Ape Afu Pab Pho
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e - - - — Di
169 [Ny "- -
~ — --. = ||V
144 N o . ‘
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Abb. 4.4, Cross-link der archaealen Hjcs mit Glutaraldehyd. Die kompletten 20 ul Ansatze des
cross-link Experiments, mit 1 pg eingesetzten Hjc, wurden aufgetragen und tber SDS-PAGE (15 %)
analysiert; Proteinbanden wurden duch Silberfarbung sichtbar gemacht;

-, Kontrollansatz ohne Glutaraldehyd; +, cross-link Ansatz mit 0,15 % Glutaraldehyd; M, Markerspur
mit Proteinen definierter Molekulargewichte; Mo und Di zeigen Positionen monomerer und dimerer
Hijcs an.
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4.1.5 Endonukleolytische Aktivitaten der Hjcs mit
cruciformer DNA

Holliday-Junction-Resolvasen (X-Solvasen) schneiden ihr Substrat durch das
paarweise symmetrische FEinfligen von Briichen in gegeniiber liegenden
Einzelstringen der cruciformen DNA. Die Spezifitit des jeweiligen Enzyms bestimmt

die Position und Effizienz dieser Einzelstrangbriiche im umgesetzten Substrat.

Die Schnittspezifititen der archaealen Hjcs wurden fiir zwei synthetische

cruciforme DNA Substrate bestimmt:

1. die cruciforme DNA CFKla0l (3.1.8.1.1) mit partieller Sequenzhomologie
iber 10 bp im Zentrum der Struktur, die eine Verschiebung des
Kreuzungspunktes innerhalb dieses Bereiches ermOglicht

(Schenkelwanderung, branch migration)

2. das von CFKIla0l abgeleitete Substrat CFKlall (3.1.8.1.2) mit fixiertem
Kreuzungspunkt.

Beide Substrate sind bis 80°C thermisch stabil (Neef, 1999). Dieses ermdglicht
Reaktionsbedingungen nahe den natiirlichen Umgebungstemperaturen

hyperthermophiler Organismen.

Das Substrat mit mobilem Kreuzungspunkt wurde eingesetzt, um unterschiedliche
Sequenzen unmittelbar an der Kreuzung der DNA-Stringe bereitzustellen. Bei einer
Sequenzspezifitdt der Hjcs erhoht dies die Wahrscheinlichkeit des Nachweises der

Aktivitdt, und kann dabei mdgliche Praferenzen fiir bestimmte Sequenzen ermitteln.

Cruciforme DNA liegt unter physiologischen Bedingungen mit Mg”'-
Konzentrationen von 10 mM in einer spezifischen Konformation vor, der stacked-X
Struktur (siche Einleitung, 1.3). Hierbei stapeln sich jeweils zwei Arme der
cruciformen DNA zu insgesamt zwei quasi-durchgéngigen Helices, zwischen denen
im Kreuzungspunkt Einzelstringe ausgetauscht werden. Es ergeben sich also zwei

strukturell unterscheidbare Paare von Einzelstringen: die in jeweils einer Helix
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durchgehenden (contiuous) und die zwischen den Helices wechselnden (exchange)

Einzelstriange.

Fiir jede cruciforme DNA konnen zwei Konformere existieren, die sich durch die
Wahl der benachbarten Arme, die zu Helices in der stacked-X Struktur gestapelt sind,
unterscheiden. Hierbei ist die Sequenz am Kreuzungspunkt Ausschlag gebend fiir die
Bildung eines Konformers bzw. fiir das Verhiltnis, in dem beide Konformere
vorliegen. Eine mogliche Sequenzspezifitit von X-Solvasen muf} also immer auch
unter dem Gesichtspunkt der Strukturspezifitit betrachtet werden, da die Sequenz am

Kreuzungspunkt direkt Einfluf auf die Struktur der cruciforme DNA ausiibt.

Das Substrat CFKlall mit fixiertem Kreuzungspunkt lag demnach in allen
Reaktionsansétzen in einer charakteristischen Mischung von zwei Konformeren vor,

die von der invarianten Sequenz am Kreuzungspunkt bestimmt wird.

Im Fall der mobilen cruciformen DNA CFKla01l ergaben sich durch die Féhigkeit
zur Schenkelwanderung zehn mogliche, strukturell unterscheidbare DNAs, die jeweils
in zwei moglichen, durch die jeweilige Sequenz am Kreuzungspunkt bestimmten
Konformationen vorliegen konnen. Das sind also potentiell zwanzig verschiedene

strukturell unterscheidbare Zustinde.

Fiir die Reaktionen der Hjcs wurden beide Substrate aus jeweils einer Préparation
eingesetzt. Die Verteilung und die Verhéltnisse der Konformere, die Substrat-
Population, ist also in den Reaktionsansdtzen mit unterschiedlichen Hjcs identisch.
Die Ergebnisse lieBen sich aber auch mit weiteren Substratpriparationen
reproduzieren, was die Determinierung einer bestimmten DNA fiir eine bestimmte
Struktur bestitigt und eine zufillige Ausbildung und Verteilung von Konformeren

wiéhrend der Priparation ausschlief3t.

Die Reaktionen wurden mit 10 nM Substrat und 30 nM gereinigtem Hjc bei 75°C
fiir 45 min unter fiir Sso-Hjc und Pfu-Hjc optimierten Bedingungen durchgefiihrt.
Variable Enzymkonzentrationen fiihrten nicht zu Verdnderungen in der

Schnittposition, sondern nur zur Abschwéchung der Effizienz der Reaktion.
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Alle archaealen Hjcs fiihrten in Reaktionen mit beiden Substraten Paare von
symmetrischen Einzelstrangbriichen in gegeniiberliegenden Einzelstringen ein
(Abb.4.5 und 4.7). Die gegeniiberliegenden Einzelstringe sind 01/03 und 02/04 fiir
CFKla01 und 11/13 und 12/14 fiir CFKlal1l. Schnitte an symmetrischen Positionen in
diesen Paaren definieren somit jeweils die beiden moglichen Schnittachsen diagonal

iiber die zentrale Kreuzung des Substrats.

Die eingefiihrten Einzelstrangbriiche lagen in jedem Fall in 3’-Richtung vom
Kreuzungspunkt (Abb. 4.6 und 4.8). Bei beiden Substraten waren die
Schnittpositionen in gegeniiberliegenden Einzelstringen identisch. Die Produkte der
Auflosungsreaktion iiber eine Schnittachse waren somit in allen Fillen Doppelstringe
mit versetzt eingefiigten Einzelstrangbriichen, ohne Einzelstrangiiberhinge oder

Einzelstrangliicken.

4.1.5.1 Cruciforme DNA CFKlall mit fixiertem Kreuzungspunkt
Alle acht zelluldren Hjcs schnitten CFKlall an identischen Positionen, drei
Nukleotide 3* vom Kreuzungspunkt (Abb. 4.5 und 4.6). Dies ist in Ubereinstimmung
mit bereits publizierten Schnittpositionen von Pfu-Hjc und Sso-Hjc mit anderen
cruciformen Substraten ohne mobilem Kreuzungspunkt (Komori et al., 1999;
Kvaratskhelia and White, 2000c). Alle Hjcs zeigten eine deutliche Priaferenz fiir die
Schnittachse 12/14, mit einer Schnitteffizienz von mehr als 80 % (Abb. 4.5, A, B), im
Vergleich zur Schnittachse 11/13, mit maximal 10 % Schnitteffizienz (Abb. 4.5, C, D)
bei den pyrococcalen Hjcs (Spuren 1-3). Da die Sequenz der geschnittenen
Nukleotidstrange fiir beide Schnittachsen identisch war, kann man schlieBen, dal die
Struktur des Substrats Ausschlag gebend war fiir die Auswahl der zu schneidenden
Einzelstringe und somit der Schnittachse des Substrats. Fiir Sso-Hje, einer weiteren
Holliday-Struktur spezifischen Resolvase aus S. solfataricus, wurde bereits fiir ein
Substrat mit definierter stacked-X Konformation gezeigt, dal ausschlieBlich die
durchgehenden Einzelstringe der cruciformen DNA geschnitten wurden
(Kvaratskhelia and White, 2000c), diese jedoch nur zwei Nukleotide 3’ vom
Kreuzungspunkt entfernt. Die gleiche Publikation beschreibt Sso-Hjc als nicht

préferentiell fiir eine der Schnittachsen, sondern als ebenso nukleolytisch aktiv in den
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durchgehenden, wie den wechselnden Einzelstrangen. Dieses steht im Widerspruch zu

der Reaktion von Sso-Hjc mit CFKlall (Abb. 4.5, Spuren 8).

12
B S 12 3 45678 9]

14

C 11 D 13

Abb. 4.5, A-D, Schnittreaktionen der archaealen Hjcs mit der fixierten cruciformen DNA
CFKlall. 10 nM des Substrats CFKla11 wurden mit 30 nM der archaealen Hjc fiir 45 min bei 75°C
inkubiert und anschlielRend auf einem denaturierenden PAA-Gel (12,5 %) aufgetrennt. Die
Reaktionsprodukte wurden durch den ,Phosphor Imager” sichtbar gemacht. Das Substrat war an den
angezeigten DNA-Oligonukleotiden (A, Strang 12; B, Strang 14; C, Strang 11; D, Strang 13) am 5’-
Ende radioaktiv markiert;
1, Pfu-Hjc; 2, Pho-Hjc; 3, Pab-Hjc; 4, Mth-Hjc; 5, Ape-Hijc; 6, Mja-Hjc; 7, Afu-Hjc; 8, Sso-Hjc; 9, SIRV2-
Hjc; M, Markerspur mit DNasel verdautem Substrat; S, nur Substrat; B, E, P, X, Spuren mit BamHlI,
EcoRlI, Pstl, Xbal verdautem Substrat zur Kontrolle des Substrats und als Langenmarker zur
Bestimmung der Schnittpositionen in Verbindung mit M.
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Abb. 4.6, Positionen der Schnitte der archaealen Hjcs in der fixierten cruciformen DNA
CFKlall. Dargestellt ist die Sequenz im Zentrum der cruciformen DNA; die Pfeile bezeichnen die
Positionen der durch die Hjc eingefligten Einzelstrangbriiche (siehe Abb. 4.5, A-D); durchgehender
Pfeil, Hauptschnittpositionen; gestrichelter Pfeil, Nebenschnittpositionen (Effizienz < 10 %); 11-14,
DNA-Einzelstrange der cruciformen DNA.
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4.1.5.2 Cruciforme DNA CFKla01 mit mobilem Kreuzungspunkt
Mit dem Einsatz der cruciformen DNA CFKla0l mit mobilem Kreuzungspunkt
dnderten sich die Ergebnisse der Reaktionen der einzelnen Hjcs deutlich (Abb. 4.7).
Zum einen unterschieden sich Schnittpositionen der Hjcs, die bei CFKla0l noch
iibereinstimmend waren, deutlich voneinander, zum anderen zeigten auch die, bei
CFKlall noch iibereinstimmenden Priferenzen fiir eine Schnittachse deutliche
Unterschiede. Afu-Hjc zeigte eine starke Priaferenz fiir Schnittachse 01/03 (Abb. 4.7,
A, B, Spur 7) und kaum erkennbare Aktivitét fiir 02/04 (Abb. 4.7, C, D, Spur 7). Im
Kontrast hierzu schnitt Mja-Hjc mit groBer Vorliebe Schnittachse 02 / 04 (Abb. 4.7,
A-D, Spur 6). Bei den anderen Hjcs zeigte sich in der Summe der Effizienzen der

einzelnen Schnitte in etwa ein Gleichgewicht fiir beide Schnittachsen.

Alle Schnittpositionen der Hjcs fir CFKla0l sind in Abb. 4.8, A-D,
zusammengefalit. Bei Auflosung des Substrats liber die Schnittachse 01/03 lagen alle
Einzelstrangbriiche in einem Bereich von sechs Nukleotiden, beginnend zwei
Nukleotide vom Zentrum der Homologie entfernt. Die pyrococcalen (Pxx-), Mth- und
Ape-Hjc schnitten an den gleichen vier Positionen, jedoch mit unterschiedlichen
Effizienzen (Abb. 4.8, A). Mja-Hjc schnitt gleichméBig schwach an drei Positionen
(Abb. 4.8, B). Afu-Hjc schnitt an drei Positionen, jedoch an anderen als Mja-Hjc, mit
zweimal mit niedriger und einmal mit sehr hoher (ca. 60 %) Schnitteffizienz (Abb.
4.8, C). Sso-Hjc zeigte zwei deutliche und einen schwachen Schnitt (Abb. 4.8, D). Bei
Analyse der Schnittachse 02/04 zeigte sich die gleiche Gruppierung der Hjcs
beziiglich der Positionen der eingefiigten Einzelstrangbriiche. Alle Schnitte wurden an
zwei Positionen, vier und fiinf Nukleotide 3' des Zentrums der Homologie eingefiigt
(Abb. 4.8). Die Pxx-, Mth- und Ape-Hjcs schnitten beide Positionen, jedoch mit
unterschiedlichen Effizienzen (Abb. 4.8, A). Mja schnitt mit hoher Effizienz (> 90 %)
nur an einer Position, vier Nukleotide 3' vom Homologiezentrum entfernt (Abb. 4.8,
B). Sso-Hjc schnitt ausschlieBlich fiinf Nukleotide 3' vom Zentrum entfernt (Abb. 4.8,
C). Bei Afu-Hjc lieB sich kein Schnitt iiber die Achse 02/04 nachweisen (Abb. 4.8,
D). Bei der Auswertung wurden Nebenschnitte mit einer Effizienz von weniger als 5

% nicht berticksichtigt.
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Abb. 4.7, A-D, Schnittreaktionen der archaealen Hjcs mit der cruciformen DNA CFKla01l mit
mobilem Kreuzungspunkt. 10 nM des Substrats CFKla01 wurden mit 30 nM der archaealen Hijc fir
45 min bei 75°C inkubiert und anschlieBend auf einem denaturierenden PAA-Gel (12,5 %)
aufgetrennt. Die Reaktionsprodukte wurden durch den ,Phosphor Imager® sichtbar gemacht. Das
Substrat war an den angezeigten DNA-Oligonukleotiden (A, Strang 01; B, Strang 03; C, Strang 02; D,
Strang 04) am 5’-Ende radioaktiv markiert;

1, Pfu-Hjc; 2, Pho-Hjc; 3, Pab-Hjc; 4, Mth-Hjc; 5, Ape-Hijc; 6, Mja-Hjc; 7, Afu-Hjc; 8, Sso-Hijc; 9, SIRV2-
Hjc; M, Markerspur mit DNasel verdautem Substrat; S, nur Substrat; B, E, P, X, Bs, Spuren mit
BamHI, EcoRIl, Pstl, Xbal, BsiWl verdautem Substrat zur Kontrolle des Substrats und als
Langenmarker zur Bestimmung der Schnittpositionen in Verbindung mit M.

61




4. Ergebnisse

A Pxx cGg?® B Mja cG?®
Mth GC GC
Ape —»TA e T A
»cs pCo
01 e 04 Co
GC GC
cG l¢ cG ¢
. AT ‘ AT
*GATCCGGCGT ACGCCTGAAT™ GATCCGGCGT ACGCCTGAAT=
CTAGGCCGCA TGCGGACTTA- “CTAGGCCGCA TGCGGACTTA"
TT TA 5 T TA :
GC GC
ceG cG
G Cle_ GC
G Cle— G Clg...
02 s 03 6Cc3l
AT g— AT g
GC GC
AT AT
TA TA
ce ce
5ok 5ok
C Afu ce® D Sso ce®
GC GC
TA TA
CG —®ce
AT AT
Xco ::CG
..... cG cG
GC GC
cG cG i
s AT s AT
“GATCCGGCGT ACGCCTGAAT™ GATCCGGCGT ACGCCTGAAT:-
“CTAGGCCGCA TGCGGACTTA CTAGGCCGCA TGCGGACTTA™
TA 5 T TA 5
GC GC
cG cG
ccr GC
Gc:: Gc::
GC GC
AT AT
GC scE
AT AT
TA TA
ce G
5 5‘::

Abb. 4.8, A-D, Positionen der Schnitte der archaealen Hjcs in der cruciformen DNA CFKla01 mit
mobilem Kreuzungspunkt. Dargestellt ist die Sequenz im Zentrum der cruciformen DNA; die Pfeile
bezeichnen die Positionen, der durch die Hjcs eingefligten Einzelstrangbriiche (siehe Abb. 4.7, A-D).
Die mobile homologe Region um den Kreuzungspunkt ist durch eine anliegende Markierung kenntlich
gemacht. Die Positionen der Hjcs mit identischem Schnittmuster wurden zusammengefaldt (A, Pxx,
Mth, Ape); durchgehender Pfeil, Hauptschnittpositionen; gestrichelter Pfeil, Nebenschnittpositionen
(Effizienz < 10 %); 01-04, DNA-Einzelstrange der cruciformen DNA.

Bei Vergleich der Schnittmuster der archaealen Hjcs mit CFKla01 und CFKlall ist
in erster Linie die Zunahme der Variabilitdt der Schnittpositionen fiir die mobile
cruciforme DNA hervorzuheben. Die Schnittpositionen bei CFKla01 lagen aber trotz
threr Streuung in allen Fillen, bei entsprechender Schenkelwanderung, drei
Nukleotide 3’ des Kreuzungspunktes und somit wieder in Ubereinstimmung zur
Reaktion mit CFKlall. Es bleibt der Kontrast von einheitlichen Positionen der
Schnitte mit dhnlicher Effizienz bei Reaktionen von unterschiedlicher Hjcs mit einem
Substrat mit eingeschréinkter struktureller Variabilitit wie CFKlall, zu den deutlichen

Eigenheiten einzelner, bzw. Gruppen von Hjcs in Reaktionen mit dem Substrat
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CFKla01, das den archaealen Hjcs erlaubt, priferierte Konformationen zu schneiden

und mit anderen nicht zu reagieren.
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4.2 Homologe Hjcs aus den archaealen Viren
SIRV1 und SIRV2

4.2.1 ldentifikation und Sequenzhomologie

Neben den homologen Sequenzen zu Pfu-Hjc aus Genomen von unterschiedlichen
archaealen Spezies, fanden sich homologe Sequenzen im Genom der Viren SIRV1
und SIRV2, deren Genomsequenz freundlicherweise von D. Prangishvili
(Archaeenzentrum, Universitdt Regensburg) zur Verfiigung gestellt wurde. SIRV1
und SIRV2 gehoren zur Familie der Rudiviridae (Prangishvili et al., 1999) und
infizieren das Crenarchacon Sulfolobus islandicus. Sie verfligen iiber ein
doppelstringiges, lineares, kovalent geschlossenes DNA-Genom einer Gréfle von

32,3 kb (SIRV1) bzw. 35,8 kb (SIRV?2).

Beide identifizierten homologen Sequenzen (SIRV1, embl:CAC37359; SIRV2,
embl:CAC37360) codieren fiir 121 Aminosduren (AS) lange Proteine mit 85 %
Sequenzidentitdt zueinander. Nur drei AS innerhalb der ersten 60 AS sind
unterschiedlich, 15 AS im restlichen Teil. Diese starke Homologie innerhalb der
ersten Halfte der Hjcs war bereits bei den zelluldren Hjcs zu erkennen. Im Vergleich
mit diesen (Abb. 4.1, Svl und Sv2), zeigt sich, dal 10 der 14 komplett konservierten
AS auch hier erhalten sind. Von den in Pfu-Hjc als essentiell gezeigten AS sind alle,
bis auf eine, bei den SIRV-Hjcs identisch. Nur das in allen zelluliren Hjcs
konservierte und fiir die Schnittaktivitit notwendige Arginin R10 ist bei beiden

viralen Hjcs an vergleichbarer Position zum Tyrosin ausgetauscht.

Entsprechend den zelluldren Hjcs sind die berechneten pl mit 9,17 (SIRV1) und
9,46 (SIRV2) in einem sehr basischen Bereich (Tabelle 4.1).

Es zeigt sich keine engere Verwandtschaft der SIRV-Hjc Sequenzen zur Hjc

Sequenz seines Wirts Sulfolobus islandicus (das identisch mit Sso-Hjc ist; siche 4.1.2)

als zu den anderen zelluldren Hjcs (Tabelle 4.2).
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Sso Ape Afu Mth Mja Pab Pho Pfu

Ident. 24 12 21 25 22 22 24 22
Ahnl. 37 24 35 42 37 44 39 38
Liicke 31 34 21 20 27 19 22 25

Tabelle 4.2, Sequenzhomologie der zellularen Hjcs zu SIRV2-Hjc.

Ident., % identische, Ahnl., % &ahnliche, Liicke, % deletierte Aminosé&uren (iber die gesamte Sequenz,
verglichen mit SIRV2-Hjc; berechnet mit dem Programm ,Needle” (www.ebi.ac.uk/emboss/align;
Needleman and Wunsch, 1970).

4.2.2 Endonukleolytische Aktivitat der viralen Hjcs mit
cruciformer DNA

SIRV1-Hjc und SIRV2-Hjc wurden von R. Birkenbihl in unserem Labor kloniert
und gereinigt (Birkenbihl et al., 2001). Gereinigtes SIRV1-Hjc und SIRV2-Hjc wurde

von ihm freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

Die cruciformen Substrate CFKla0l und CFKlall wurden zur Kartierung der

Schnittpositionen verwendet.

4.2.2.1 Cruciforme DNA CFKlall mit fixiertem Kreuzungspunkt

Im Fall des Substrats CFKlall (Abb. 4.9) zeigt sich fiir beide viralen Hjcs das
gleiche Schnittmuster. Es ist eine starke Priferenz fiir die Schnittachse 12/14 im
Vergleich mit Schnittachse 11/13 zu erkennen. Das entspricht den Ergebnissen fiir die
zelluldren Hjcs. Die Schnittpositionen unterscheiden sich jedoch von denen der
zelluldren Hjcs und liegen fiir die préaferentielle Schnittachse zwei Nukleotide 3' vom
Kreuzungspunkt entfernt. Die schwachen Schnitte liber die Achse 01/03 liegen zwei

und drei Nukleotide 3' von der Kreuzung entfernt.

Interessanterweise schneidet die X-Solvase Endonuklease VII des Bakteriophagen
T4 (Abb. 4.9, Spuren E), hier als Kontrollreaktion eingesetzt, an den gleichen
Positionen wie die Hauptschnitte der viralen Hjcs, zwei Nukleotide 3’ von der

Kreuzung entfernt, jedoch iiber beide Schnittachsen mit gleicher Effizienz.
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Die bereits erwéhnte X-Solvase Hje aus S. solfataricus (4.1.5.1, Kvaratskhelia and
White, 2000c) schnitt ein cruciformes Substrat mit definierter Konformation
ausschlieBlich in den durchgehenden Einzelstringen, ebenfalls zwei Nukleotide vom

Kreuzungspunkt entfernt.
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Abb. 4.9, A, Schnittreaktionen der viralen Hjcs mit der fixierten cruciformen DNA CFKlall. 10
nM des Substrats CFKla11 wurden mit 10 nM der SIRV-und SIRV2-Hijc fiir 30 min bei 55°C inkubiert
und anschlielend auf einem denaturierenden PAA-Gel (12,5 %) aufgetrennt. Die Reaktionsprodukte
wurden durch den ,Phosphor Imager sichtbar gemacht. Das Substrat war an den 5-Enden der
angezeigten DNA-Oligonukleotiden (Strang 11-14) radio-aktiv markiert; S, nur Substrat; E, 10 nM
Endonuklease VII; S1, SIRV1-Hjc; S2, SIRV2-Hjc; M, Markerspur mit Dnasel verdautem Substrat.

B, Positionen der Schnitte der viralen Hjcs und Endonuklease VIl in der fixierten cruciformen
DNA CFKlall. Dargestellt ist die Sequenz im Zentrum der cruciformen DNA; die Pfeile bezeichnen
die Positionen der durch die Hjc eingefligten Einzelstrangbriiche; durchgehender Pfeil,
Hauptschnittpositionen; gestrichelter Pfeil, Nebenschnittpositionen (Effizienz < 10 %); Pfeil mit ,E“,
Schnittpositionen von Endonuklease VII; 11-14, DNA-Einzelstrange der cruciformen DNA.
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4.2.2.2 Cruciforme DNA CFKlall mit mobilem Kreuzungspunkt
Auch fiir die mobile cruciforme DNA CFKla0l ergaben sich wieder identische
Schnittpositionen fiir beide viralen Hjcs (Abb 4.10). Anders als mit dem fixierten
Substrat CFKlall und in einem noch groeren Ausmal als bei den Reaktionen der
zelluldren Hjcs mit CFKla01, zeigte sich hier eine Streuung der Schnittpositionen. Die
Gewichtung der beiden Schnittachsen war, wie bei den zelluldren Hjcs, ausgeglichen.
Die Positionen der Schnitte unterscheiden sich deutlich von denen der zelluldren Hjcs,
konnten aber in allen Fillen, bei geeigneter Schenkelwanderung, zwei Nukleotide 3'

von dem Kreuzungspunkt entfernt liegen.
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Abb. 4.10, Schnittreaktionen der viralen Hjcs mit der cruciformen DNA CFKla01l mit mobilem
Kreuzungspunkt, A, 10 nM des Substrats CFKla01 wurden mit 10 nM SIRV1-Hjc (Spuren 3, 8, 13
und 18) und SIRV2-Hjc (Spuren 4, 9, 14 und 19) fur 30 min bei 55°C inkubiert und anschlieRend auf
einem denaturierenden PAA-Gel (12,5 %) aufgetrennt. Zum direkten Vergleich der Schnittpositionen
wurden Reaktionen von SIRV2-Hjc mit fixierten Substraten CFKI11, die an den bezeichneten
Einzelstrangen (11 — 14) markiert waren, aufgetragen (Spuren 5, 10, 15 und 20). Die
Reaktionsprodukte wurden durch den ,Phosphor Imager® sichtbar gemacht. Spuren 2, 7, 12 und 17
enthielten nur Substrat; Spuren 1 (Pstl, Bsiwl), 6 (BamHI, BsiwI), 11 (Xbal, BsiwWl) und 16 (EcoRI,
BsiWI) enthielten Restriktionsfragmente der angezeigten Substrate; Sterne, Reaktionsprodukte von
BsiWI; 1 — 04, 11 — 14, 5’-radioaktiv markierte Einzelstrange der cruciformen DNA.

B, Positionen der Schnitte der viralen Hjcs. Dargestellt ist die Sequenz im Zentrum der cruciformen
DNA. Der homologe Bereich zur Ermoéglichung der Verschiebung des Kreuzungspunktes ist durch
eine anliegende Markierung gekennzeichnet. Die Pfeile bezeichnen die Positionen der durch die
viralen Hjcs eingefigten Einzelstrangbriiche; durchgehender Pfeil, Hauptschnittpositionen;
gestrichelter Pfeil, Nebenschnittpositionen (Effizienz < 10 %); Sterne, Schnittpositionen von BsiWI; 01-
04, DNA-Einzelstrange der cruciformen DNA.
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Sowohl fiir CFKla01 als auch CFKlall waren die Schnittpositionen in den
gegeniiber liegenden Einzelstringen symmetrisch, so da die cruciforme DNA
produktiv aufgelost wurde. Das heif3t, die resultierenden genickten doppelstringigen
DNAs koénnen, bei vorhandener Homologie der urspriinglich zur Holliday-Struktur

verkniipften Doppelstringe, ohne Verlust an Nukleotiden wieder ligiert werden.

4.2.2.3 Cruciforme DNA CFKla21 mit mobilem Kreuzungspunkt
und Konsensus-Sequenz

Die Genomanalyse von SIRVI1 und SIRV2 zeigte das Vorhandensein einer
Sequenz in den invertierten terminalen Sequenzwiederholungen (inverted terminal
repeats, ITR) mit Ahnlichkeit zu einer aus Pox-Viren bekannten Konsensus-Sequenz
(Abb.4.11, A) (Peng et al., 2001). Bei Pox-Viren, ebenfalls mit doppelstringigen,
linearen und kovalent geschlossenen DNA-Genomen, liegt diese Konsensus-Sequenz
an ilibereinstimmender Position in den ITRs und ist notwendig fiir die Auflésung von
multimeren Replikations-Intermediaten. Die Aufldsung findet durch die Aktivitét der
in Pox-Viren konservierten, aber nicht zu Hjc homologen, Holliday-Struktur

spezifischen Endonuklease A22R (Garcia and Moss, 2001) statt.

Um eine mogliche spezifische Reaktion der viralen SIRV-Hjcs auf die Konsensus-
Sequenz zu iiberpriifen wurde, basierend auf CFKla01, eine synthetische cruciforme
DNA (CFKla21) mit der Konsensus-Sequenz als homologem Zentrum konstruiert.
Dies ermoglichte eine Verschiebung des Kreuzungspunktes von CFKla21 innerhalb
der Konsensus-Sequenz, so dal} jede Position der Konsensus-Sequenz unmittelbar am

Kreuzungspunkt liegen konnte.

Im direkten Vergleich der Schnittpositionen (Abb. 4.11, B, Spuren Sv) von SIRV2-
Hjc mit CFKla0l und CFKla21, 148t sich im Fall des Substrats mit Konsensus-
Sequenz keine spezifischere Reaktion feststellen. Weder war eine Steigerung der
Schnitteffizienz insgesamt, noch eine Festlegung des Schnitts auf eine bestimmte
Position innerhalb der Konsensus-Sequenz zu beobachten. Zum Vergleich
durchgefiihrte Reaktionen mit den zelluldren Pfu-Hjc und Afu-Hjc zu (Abb. 4.11, B,

Spuren A und P) zeigten ein dhnliches Ergebnis.
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Abb. 4.11, A, Konsensus-Sequenz aus ITRs der Pox-Viren Genome und dhnliche Sequenz aus
SIRV ITRs. Die verwandten Sequenzen liegen in umgekehrter Orientierung vor. ITR, inverted terminal
repeat, sich in umgekehrter Orientierung wiederholende Sequenz in den terminalen Bereichen des
Viren-Genoms.

B, Schnittreaktionen von SIRV-Hjc mit cruciformen DNAs mit zufélliger und Konsensus-
Sequenz im zentralen Homologiebereich. Eingesetzt wurden 10 mM, an den bezeichneten
Strangen radioaktiv markiertes, CFKIa01 (01, 02) mit zufalliger Sequenz im Homologiezentrum und
CFKI21 (21, 22) mit der zur Pox-Konsensus verwandten Sequenz im Homologiezentrum. Das Substrat
wurde mit 10 mM SIRV2-Hjc (Sv), Pfu-Hjc (P) oder Afu-Hjc (A) fiir 30 min bei 60°C inkubiert. Die
Reaktionsprodukte wurden auf einem denaturierendem PAA-Gel (12,5 %) aufgetrennt und durch den
,Phosphor Imager* sichtbar gemacht. S, nur Substrat.

In allen Fillen lagen die Positionen der Schnitte liber einen breiteren Bereich verstreut
als bei CFKla0l. Auf Grund des ldngeren Homologiebereiches und damit
zahlreicheren Konformeren mit verschobenen Kreuzungspunkten, war dies flir eine

nicht sequenzspezifische Reaktion zu erwarten.
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4.3 Pfu-Afu-Hjc Chimaren

4.3.1 Definition von DNA-Interaktions-Domanen

Die Beobachtung, daB3 die zelluldren Hjcs trotz ihrer hohen Homologie, markante
Unterschiede in den Schnittmustern mit der mobilen cruciformen DNA CFKla0l
erzeugen, fithrte zu der Frage nach der strukturellen Ursache fiir diese ausgeprigten
Spezifititen, die Riickschliisse auf Substrat-Erkennung und Umsetzung der X-

Solvasen zulassen wiirden.

Falls bestimmte eingrenzbare Bereiche des Enzyms, ihre DNA-Interaktions-
Dominen, diese Spezifitit vermitteln, miifite sich durch gezielten Austausch dieser
Dominen zwischen zwei Hjcs, auch deren Schnittspezifitdt ineinander umwandeln

lassen.

Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurden zunéchst zwei Hjcs mit besonders
auffilligen Unterschieden im Schnittmuster ausgewihlt. Im Fall von Pfu-Hjc und
Afu-Hjc waren sowohl fiir die Position der Schnitte, als auch fiir die Priaferenz der
Schnittachse mit dem Substrat CFKla01, die deutlichsten Unterschiede innerhalb der
Gruppe der zelluldren Hjcs auszumachen. Bei Vergleich ihrer Aminosduresequenzen
lieBen sich markante Unterschiede in den bereits angesprochenen Bereichen mit
Implikation fiir DNA-Bindung (siehe 4.1.1), ndmlich dem N-Terminus und den loops
zwischen Bi- und B,-Strang, sowie zwischen Bs- und B4-Strang, ausmachen (Abb.
4.12). Dieses fiihrte zur Definition von drei hypothetischen DNA-
Interaktionsdominen, deren Einflul} auf die Schnittspezifitit untersucht werden sollte.
Dazu wurden chimére Hjcs konstruiert, die auf Pfu-Hjc basierten und die DNA-

Interaktions-Doménen von Afu-Hjc trugen.
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Abb. 4.12, Sequenzalignment von Pfu-Hjc und Afu-Hjc und Definition von hypothetischen DNA-

Interaktions-Domanen. Alignment berechnet mit dem Programm ,Needle®

(www.ebi.ac.uk/emboss/align; Needleman & Wunsch, 1970). Die Pfeile Uber der Sequenz stellen die
Sekundéarstrukturelemente von Pfu-Hjc, nach einer Kristallstruktur von Nishino et al. (2001), dar. Die
grau unterlegten Bereiche (1-3) bezeichnen die drei hypothetischen Doméanen. Weil3e Buchstaben

innerhalb der Doméanen bezeichnen basische Aminosauren.
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4.3.2 Mutagenese zur Konstruktion der chimaren Hjcs

Die Umwandlung von Pfu-Hjc zu chiméren PAx-Hjcs (Pfu-Hjc mit Afu DNA-
Interaktionsdoméne x) umfafite sowohl den einzelnen Austausch der drei Doménen
mit den sich daraus ergebenden PA1-, PA2- und PA3-Hjcs, als auch alle mdglichen
Kombinationen, also PA12-, PA23-, PA13- und PA123-Hjc. Die sieben chimiren
Hjcs sind in Abb. 4.13 schematisch dargestellt.

Pfu-Hjc )l MYRKG e SA\GSKKV o TKKDH = c

Afu—Hjc N| MKSKG + u 125 [

VAGSGVSPFPC fra wned RKELP pesssssnC

1 2 3

PAl-Hjc N | MKSKG m SAGSKKV rrmmm T<KDH - c

PA2-Hjo i MYRKG 20 17 TKKDH 69 ¢
PA3-Hjc )l MYRKG - SAGSKKV - RKELP Ir— c
PA12-Hic N[ MKSKG ] VAGSGVSPFPC el TG0 e C

PA13-Hjc N | MKSKG o SAGSKKV - RKELP eg_c

PA123-Hjc N[ MKSKG |l VAGSGVSPFPC |l picE| p - c

Abb. 4.13, Naturliche Pfu-Hjc und Afu-Hjc und chimé&re PA-Hjcs. Schematische Darstellung mit
Schwerpunkt auf den ausgetauschten hypothetische DNA-Interaktions-Domanen (1-3). Nur die
Aminosauresequenz der auszutauschenden Bereiche (schwarz auf weif3, Afu-Domanen; weild auf
schwarz, Pfu-Domanen) ist explizit dargestellt. Die dazwischen liegenden Bereiche sind nur
angedeutet (durchgehende Linien, Pfu-Hjc; gestrichelte Linien, Afu-Hjc) und mit ihrer Lange in der
Anzahl an Aminosauren versehen.

Die Konstruktion der chimiren Hjcs erfolgte durch site-directed mutagenesis, das
heilt die codierendende Sequenz der Interaktionsdoménen von Pfu-Hjc wurde durch
Wahl geeigneter Primer im Verlauf einer PCR in die der Afu-Hjc

Interaktionsdominen umgewandelt. Die in unmittelbarer Nachbarschaft liegenden
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Primer amplifizierten hierbei das komplette ca. 6 kb grole Expressionsplasmid fiir
Pfu-Hjc (pKN101). Die eingesetzten Primer hybridisierten jeweils bis an die Grenze
der codierenden Sequenz der auszutauschenden Domidne und enthielten dariiber
hinaus als nicht komplementires 5'-Ende eine Hélfte der codierenden Sequenz der zu
integrierenden Afu-Hjc Doméne. Nach Ligation des linearen PCR-Produkts zu einem
zirkuldren Vektor trug dieser an der Ligationsstelle die ausgetauschte Afu-Hjc-

Domiine, aus der Kombination der beiden 5'-Uberhinge der PCR-Primer (Abb. 4.14).

pKN101 (Pfu-Hijc)

Al

P2 gmP3 -

(RE)
Ligation

A—E-E—

pKN301 (PA1-Hijc)

Abb. 4.14, Mutagenese von Pfu-Hjc zur Konstruktion von PAl-Hjc. Schematische Darstellung der
site-directed mutagenesis. P1-P3, (A1), DNA-Sequenz der hypothetischen DNA-Interaktions-
Domanen von Pfu-Hjc (Afu-Hjc); A1s und A1as, sense und antisense Primer flr die PCR zum
Austausch der P1 Doméane von Pfu-Hjc mit der A1 Doméane von Afu-Hjc. Der Kasten stellt den nicht zu
pKN101 (Pfu-Hjc Expressionsplasmid) komplementaren 5-Bereich der Primer dar, der jeweils eine
Halfte der DNA Sequenz der A1 Doman enthalt. Der an dem Kasten angehangte Strich stellt die zu
pKN101 komplementére Sequenz der 3’-Bereiche der Primer dar. gestrichelter Pfeil, DNA-Synthese;
RE, Verdau mit Restriktionsenzym (, Trimmen*“ des PCR-Produktes); Weitere Details im Text und
Material und Methoden.
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Diese Methode wurde fiir den Austausch der drei Doméinen in drei Varianten
durchgefiihrt, die sich in der Prozessierung der PCR-Produkte vor der Ligation zum

zirkuldren Vektor unterschieden.

Zum Austausch der Aful-Domine ergab sich die auszutauschende Sequenz direkt
aus der Kombination der Primer-Uberhiinge, so daB das aufgereinigte PCR-Produkt
nur phosphoriliert und dann in den Vektor ligiert wurde. Im Fall des Austausches der
Afu2-Domine trugen die Uberhiinge der Primer Erkennungssequenzen fiir
Restriktionsenzyme (Smal, Pmll) die Schnitte ohne Einzelstrangiiberhdnge (blunt
ends) cinfligen. Hier wurden die gereinigten PCR-Produkte zundchst mit Smal und
Pmll verdaut und erst nach erneuter Reinigung, zur Abtrennung der abgeschnittenen
Endstiicke, in den Vektor ligiert. Fiir den Austausch der Afu3-Doméne trug das PCR-
Produkt an beiden Enden Erkennungssequenzen fiir ein Restriktionsenzym (Sacl), das
Schnitte mit Einzelstrangiiberhdngen (sticky ends) erzeugte. Die Ligation erfolgte hier

ebenfalls nach Verdau und Reinigung.

Der Ligationsansatz wurde in allen drei Féllen direkt zur Transformation von E.
coli DHS5a und BL21 (DE3) CodonPlus verwendet. Hierbei zeigte sich eine etwa
zehnfach hohere Transformationseffizienz fiir die erste Methode ohne ,, Trimmen® der

PCR-Produkte vor der Ligation.

Der Erfolg der Mutagenese wurde durch Sequenzierung der Plasmid-DNA der
Transformanten kontrolliert. Es lieBen sich fiir alle chimédren Hjcs korrekte
Konstrukte identifizieren, wobei flir die Mutagenese-Methode mit Restriktionsverdau
der PCR-Produkte vor der Ligation einen hoheren Anteil von 90 % korrekter
Transformanten ergab, im Gegensatz von nur 40 % bei der Methode ohne Trimmen

der PCR-Produkte.
Zur Konstruktion von chiméren Hjcs mit mehreren ausgetauschten Doménen,

wurde in nachfolgenden PCRs bereits konstruierte Vektoren mit codierenden

Sequenzen fiir chimére Hjcs als Matrize eingesetzt.
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Fiir alle sieben chimiren PA-Hjcs konnten erfolgreich Expressionsvektoren
konstruiert werden, die wie folgt benannt wurden: PA1: pKN301; PA2: pKN302;
PA3: pKN303; PA12: pKN304; PA23: pKN305; PA13: pKN306; PA123: pKN307.

Um eine vereinfachte Reinigung liber Affinitdtschromatographie zu ermdglichen,
sollten die chimiren Hjcs mit einem His-tag versehen werden. Dazu wurde zunéchst
Afu-Hjc mit einem C-terminalen His-tag kloniert (1.2.1.9.2). Das resultierende
Expressionsplasmid war pKNch103. In einem zweiten Schritt wurden die kodierenden
Sequenzen aller chiméren Hjcs, sowie Pfu-Hjc mit geeigneten Primern amplifiziert,
um sie iiber Ndel- und Kpnl-Schnittstellen in pKNch103 klonieren. Die resultierenden
Vektoren wurden durch Sequenzierung kontrolliert und wie folgt benannt: Pfu:
pKNch101; PA1: pKNch301; PA2: pKNch302; PA3: pKNch303; PA12: pKNch304;
PA23: pKNch305; PA13: pKNch306; PA123: pKNch307.

4.3.3 Reinigung von Hjcs mit C-terminalem His-tag

Expressionskulturen fiir die Reinigung der Hjcs mit C-terminalem His-tag wurden
wie beschrieben (1.2.3.1) angesetzt. Aus 500 ml Kulturen lieBen sich durch Reinigung
iiber Ni-NTA-Matrizes bis zu 10 mg rekombinantes, His-getaggtes Hjc isolieren
(1.2.2.2). Abbildung 4.15 zeigt exemplarisch die Reinigung von PA1-Hjc iiber eine
Ni-NTA Spin Saule.

kb [ M| IN E3 W5 Elutionsfraktion #
4 5 6 7 8 9

26,6 - .‘: g e
16,9 -~ —
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Abb. 4.15, Reinigung von PA1-Hjc mit His-tag durch Affinitdtschromatographie. PA1-Hjc wurde
aus geklarten Lysaten von Expressionskulturen Gber NiINTA-Spin Sdulen gereinigt. Es wurden jeweils
10 pl der Fraktionen (IN und F: 1:10 verdiinnt) durch SDS-PAGE (15 %) aufgetrennt und anschlieRend
Coomassie gefarbt; IN, Input, geklartes Lysat; F3, dritte Durchfluf3fraktion; W5, flinfte Waschfraktion;
Elutionsfraktionen, 4 - 5: 250 mM Imidazol Elutionspuffer, 7 - 9: 500 mM Imidazol Elutionspuffer.
Weitere Details zur Reinigung in Material und Methoden.
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4.3.4 Endonukleolytische Aktivitat der Hjc-Chimaren

4.3.4.1 Cruciforme DNA CFKIla01 mit mobilem Kreuzungspunkt

Gereinigte chimire Hjcs, sowie Pfu-Hjc und Afu-Hjc, wurden zur Analyse der
Effekte der ausgetauschten hypothetischen DNA-Interaktionsdomidnen auf die
Schnitt-Spezifitdt mit CFKla01 als Substrat inkubiert.

Im Vergleich zu den Schnittmustern der Hjcs aus der Reinigung ohne His-tag
zeigten Pfu-Hjc und Afu-Hjc mit His-tag tibereinstimmende Schnittmuster; der His-

tag hatte also keine Auswirkung auf die Schnittaktivitét der Hjcs.

01 02

S P A 1 2 31223131235 P A 1 2 3 12 23 13123

- - el b B

Abb. 4.16, Schnittreaktionen der chiméren Hjcs mit der cruciformen DNA CFKla01 mit mobilem
Kreuzungspunkt, 10 nM des Substrats CFKla01, mit entsprechend der Beschrifftung am 5-Ende
radioaktiv markierten Einzelstrangen (01, 02), wurden mit 10 nM der chimaren PA-Hjcs, sowie Pfu-Hjc
(P) und Afu-Hjc (A) fiir 45 min bei 75°C inkubiert und anschlieBend auf einem denaturierenden PAA-
Gel (12,5 %) aufgetrennt. Die Reaktionsprodukte wurden durch den ,Phosphor Imager® sichtbar
gemacht. S, nur Substrat; 1, PA1-Hjc; 2, PA2-Hjc; 3, PA3-Hjc; 12, PA12-Hjc; 23, PA23-Hjc; 13, PA13-
Hjc; 123, PA123-Hijc.

76



4. Ergebnisse

A |PAL o i B |PA3 o is
CG CG
GC GC
_TA TA
CG _.CG
,,,,,, AT AT
,,,,,, CG CG
01 3 G e
CG cael
. AT AT l .
-------- GATCCGGCGT T ACGCCTGAA T
CTAGGCCGCA A TGCGGACTT Ay
] TA TA
H GC _Jec
CG CG
G Cl..... G C
GC. ...... GC'—
AT AT
02 cc 03 GC
AT AT
TA TA
e co
C |PAs
CG
GC
TA
_.CG
AT
_Jce
CG
G C
cel :
. AT H s
-------- GATCCGGCGT ACGCCTGAA T
weC TAGGCCGCA TGCGGACTT Awd
3 5
TA
_'»GC
CG
GCl__
GC
G Co_
AT
GC
AT
TA
e

Abb. 4.17, A-C, Positionen der Schnitte der chiméren Hjcs in der cruciformen DNA CFKla01 mit
mobilem Kreuzungspunkt. Dargestellt ist die Sequenz im Zentrum der cruciformen DNA; die Pfeile
bezeichnen die Positionen, der durch die chimaren Hjcs (A, PA1-Hjc; B, PA3-Hjc; C, PA13-Hjc)
eingefiigten Einzelstrangbriiche (siehe Abb. 4.16). Die mobile homologe Region um den
Kreuzungspunkt ist durch eine anliegende Markierung kenntlich gemacht. durchgehender Pfeil,
Hauptschnittpositionen; gestrichelter Pfeil, Nebenschnittpositionen (Effizienz < 10 %); 01-04, DNA-
Einzelstrange der cruciformen DNA.

Keine der chiméren Hjcs mit integrierter Afu2-Domine zeigte Schnittaktivitdt mit
dem Substrat CFKla0l. Chimére Hjcs mit Aful- und Afu3-Domine sowie deren
Kombination zeigten vergleichbare Schnitteffizienz zu den natiirlichen Hjcs (Abb.
4.16). Die Schnittpositionen beider Schnittachsen wiesen aber deutliche Unterschiede

zu den natiirlichen Hjcs auf. Fiir die Schnittachse 01/03 dhnelt das Schnittmuster von
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PA1-Hjc (Abb. 4.17, A) dem von Pfu-Hjc, mit dem Unterschied, da3 der Schnitt nur
auf drei der bei Pfu-Hjc vorkommenden vier Positionen eingefiigt wurde. Auflerdem
war die Gewichtung des am weitesten aullen liegenden Schnittes am stdrksten. PA3-
Hjc (Abb. 4.17, B) schnitt mit hoher Effizienz an den zwei zentralen
Schnittpositionen des Pfu-Hjc Schnittmusters. PA13-Hjc (Abb. 4.17, C) schnitt vor
allem an zwei Positionen, beide auch Bestandteil der Pfu-Hjc und PAI1-Hjc
Schnittmuster. Beim Auflosen der cruciformen DNA iiber die Schnittachse 02/04
zeigten sich ebenfalls verdnderte Schnittmuster fiir die chiméren Hjcs. Wieder zeigte
PA1-Hjc (Abb. 4.17, A) eine leicht modifizierte Version des Pfu-Hjc Schnittmusters,
mit Schnitten auf den gleichen Positionen aber leicht verdnderten Effizienzen. PA3-
Hjc (Abb. 4.17, B) zeigte ein stark von beiden Schnittmuster der natiirlichen Hjc
abweichendes Bild mit zwei Schnittpositionen mit hohen Effizienzen. Eine war in
Ubereinstimmung mit der aus dem Pfu-Hjc Muster, eine weitere ebenso effiziente lag
weit auBBerhalb des Bereiches der Schnittmuster aller natiirlichen Hjcs. Er lag jedoch,
bei maximaler Schenkelwanderung, immer noch drei Nukleotide 3' vom
Kreuzungspunkte entfernt, also in Ubereinstimmung mit den Schnittpositionen der
zelluldren Hjcs. PA13 (Abb. 4.17, C) zeigt die gleiche extreme neue Schnittposition
von PA3, auch mit vergleichbarer Effizienz, zeigt aber fiir die zweite, ebenfalls mit

PA3 iibereinstimmende Schnittposition eine deutlich niedrigere Effizienz.
Eine komplette Uberfiihrung von dem Pfu-Hjc in das Afu-Hjc Schnittmuster durch

das Austauschen der hypothetischen DNA-Interaktions-Doménen lie8 sich jedoch

nicht erreichen.
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4.4 Komplementation von T4-Endonuklease VII
mit archaealen Hjcs

Endonuklease VII (Endo VII) ist eine strukturspezifische Nuklease, mit
Funktionen bei der rekombinationsabhéngigen Replikation (Mosig, 1998) und der
Verpackung des Genoms des Bakteriophagen T4 (Golz and Kemper, 1999). Es zeigt
die typischen Eigenschaften einer Holliday-Struktur spezifischen Resolvase und ist
dariiber hinaus in der Lage eine Vielzahl von verzweigten und ungewohnlich

strukturierten Substraten zu schneiden.

Um die Fahigkeiten der archaealen Hjcs in einem etablierten zelluldren System zu

untersuchen, wurden Komplementationsexperimente durchgefiihrt.

Zum Einsatz kamen T4-Phagen mit einer amber Mutation im Gen fiir Endo VII
(T4g49amE727; T4g49"™). Ein internes Stop-Codon fiithrte zur Expression von
verkiirztem, inaktivem Enzym und fiihrte zu einem typischen Endo VII defizienten
Phinotyp (Frankel et al., 1971). Untersucht werden sollte, ob die heterologe
Expression von archaealem Hjc im T4-Wirt Einflul nimmt auf die Entwicklung von
T4g49""-Phagen, also die Funktionen von Endo VII in der T4-Wirtszelle

komplementieren kann.

Zur Quantifizierung der erfolgreichen Phagenentwicklung, wurden Titer eines
Einzelplaque-Lysates (EPL) des Endo VII defizienten T4-Stamms (g49amE727)
durch Plaquetests bestimmt. Das gleiche EPL wurde eingesetzt um E. coli Kulturen zu
infizieren, die zuvor mit den Hjc-Expressionsplasmiden transformiert worden sind.
Durch ihre Eigenschaften als pET11a-Derivate war die Expressionen der Hjcs durch

IPTG induzierbar.

Zunichst wurden die Auswirkungen von IPTG-Konzentrationen von 5 mM bis 150
mM im Top-Agar und den Agarplatten auf das Wachstum von E. coli getestet. Hier
zeigte sich, dal hohere IPTG-Konzentration als 40 mM toxisch wirkten. Mit einer
IPTG-Konzentration von 25 mM ergab sich jedoch, unter den Bedingungen des T4-

Plaquetests ohne Infektion mit T4, ein dichter E. coli-Rasen.
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Fir die Komplementationsversuche wurden kompetente E. coli BL21 (DE3)
CodonPlus mit den Expressionsplasmiden fiir die archaealen Hjcs (pKNI101 —
pKN107, pKN110) transformiert. Diese acht Wirtstimme wurden in Plaquetests mit
unterschiedlichen Verdiinnungen (1:10* bis 1:107) der Phagen-Suspension inkubiert
und jeweils auf Platten mit 25 mM und ohne IPTG ausplattiert. Als Negativkontrolle
diente ein Wirtstamm mit pET11a ohne Insert, als Positivkontrolle ein Wirtstamm mit
pRB233, einem pET11a-Derivat mit der codierenden Sequenz einer EndoVII-Mutante
(H43R) mit 10 % der wt-Aktivitit (Birkenbihl and Kemper, 1998) als Insert. Hohe
zellulire Konzentrationen von wt Endo VII, wie sie bei dem eingesetzten
Expressionssytem erreicht wiirden, sind extrem toxisch fiir E. coli und scheiden somit

als Positivkontrolle aus.

Infektionen der unterschiedlichen Wirtsstimmen mit T4-gp*™ (E727) ergaben fiir
das gleiche EPL die in Tabelle 4.3 gesammelten Titer.

Titer (pfu / ml) Kompl;cﬂn;{entations—
aktor
ohne IPTG 20 mM IPTG ohne IPTG | 20 mM IPTG
pET1la 2*%10° (+1*10%) | 2*10° (= 1*10%) / /
pRB233 10 (1*107) | 3*10° (+ 1%10) 10° 3%10°
pKN101 (Pfu) | 3*107 (£5%10% | 6*107 (& 1*10) 10 3%10?
pKN102 (Pho) | 3*107 (+5%10% | 8*107 (+1*10) 10 4%10?
pKN110 (Pab) | 3*107 @&5*10% | 8*107 (+1¥10) 10 4%10
pKN103 (Afu) | 3*107 (x1*107) | 6*107 (= 1*10) 10 3%107
pKN104 (Ape) | 3*10° (+1*10% | 5*10° (5*10°) 1,5 20
pKN105 (Mja) | 2*107 (£5%10% | 4*107 (+ 1¥107) 10 2%107
pKN106 (Sso) | 5*%10° (x1*10%) | 3*107 (+ 1¥10%) 2,5 10
pKN107 (Mth) | 1*107 (+5%10% | 4*107 (= 1*107) 10 2%107

Tabelle 4.3, Titer von T4-gp49*™-Suspensionen in Komplementations-Plaquetests

Die Titer ergeben sich aus jeweils 5 Plaquetests mit je 4 Verdiinnungen (1 10%- 1:107) der Phagen-
Suspension mit E. coli Wirtskulturen die mit unterschiedlichen Hjc-Expressionsvektoren transformiert
worden sind. Der Komplementationsfaktor ist die Steigerung des Titers bezogen auf die Negativkontrolle
(pPET11a); pfu, plaque forming units.
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Abb. 4.18, Komplementation von Endonuklease VII defizienten T4-Phagen durch archaeale
Hjcs. Dargestellt sind die Komplementationsfaktoren (siehe Tabelle 4.3) der archaealen Hjcs unter
reprimierenden (rep., 0 mM IPTG) und induzierenden (ind., 20 mM IPTG) Expressionsbedingungen im
Plaquetest. Endonuklease VII (H43R) diente als Positivkontrolle.

Es 14t sich erkennen (Abb.4.18), daB3 alle archacalen Hjc in der Lage sind die in
vivo Funktionen von T4 Endo VII zu komplementieren. Thre heterologe Expression im
Phagen-Wirt erreichte eine Steigerung des Titers um einen Faktor von 20 (Ape-Hjc)
bis 400 (Pho-Hjc), und zeigte damit etwa 10 % des Komplementationsfaktors der
Positivkontrolle mit eingeschriankt aktivem T4 Endo VII. Auffillig war hierbei ein
bereits deutlich gesteigerter Titer in den nicht induzierten Anséitzen, mit Ausnahme
von pKN104 (Ape-Hjc) und pKN106 (Sso-Hjc). Das lieB eine wenig stringente
Repression der Expression in den Wirtskulturen vermuten, was durch Kontrolle der

Hjc-Aktivitét in nicht induzierten Wirtskulturen, bestdtigt werden konnte (Abb 4.19).
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pKN106 (Sso) pKN107 (Mth)
-IPTG + PTG -IPTG + PTG
7.2 kb
4 kb
3,2 kb

Abb. 4.19, Untersuchung der Hjc-Aktivitat in transformierten E. coli Wirtskulturen. 100 ng des
M13mp2IR62E-Substrats wurde mit 1 pl geklarten Lysats in unterschiedlichen Verdiinnungen, aus
nicht T4 infizierten E. coli Wirtskulturen fiir 45 min bei 75°C inkubiert. Darauf folgend wurde mit 1 U
BamHI nachgeschnitten. Die Reaktionsprodukte wurden auf einem 0,6 % Agarose-Gel aufgetrennt
und anschlieBend mit Ethidiumbromid gefarbt. Das Auftreten von Fragmenten der Lange 3,2 kb und 4
kb ist indikativ fir X-Solvase-Aktivitat. Die E.coli der untersuchten Kulturen waren mit pKN106 oder
pKN107 transformiert und wuchsen unter Bedingungen ohne IPTG (-IPTG) oder mit 20 mM IPTG
(+IPTG). In die Reaktionen wurde bei 1, 1:100, bei 2, 1: 500 und bei 3, 1:2500 Verdiinnungen des
geklarten Lysats der Wirtskulturen eingesetzt.

Unterschiede in der Komplementation zwischen den einzelnen Hjcs kdnnen daher
auf Unterschiede in der Expression der einzelnen Hjcs, aber auch auf die Spezifitét
des jeweiligen Hjcs flir das vorliegende Substrat, ndmlich verzweigte T4-

Replikationsintermediate (VFS-DNA, Kemper and Janz, 1976) zurilickzufiihren sein.

Durch die beschriebenen Komplementationsexperimente wurde erstmals in einem
in vivo-System, die biologische Funktion der archaealen Hjcs als Holliday-Struktur
auflésende Aktivititen bestitigt. Dieses war bei moderaten Temperaturen von 37°C,
weit unterhalb der Lebensbedingungen der hyperthermophilen Archaeen, in einem
bakteriellen System moglich. Hier konnten erfolgreich concatamere T4-Genome, als
Voraussetzung der erfolgreichen Phagen-Entwicklung, gemessen an der Steigerung
des Titers einer bestimmten T4g49*"-Phagen-Suspension, aufgelost werden. Dieses
war moglich, obwohl das T4-Genom eine ungewohnliche Basenkomposition aufweist,
ndmlich ausschlieBlich hydroxymethylierte Cytosine und einen hohen Anteil an
glukosylierten Nukleotiden, was die Aktivitdt der meisten Typ II Endonukleasen

verhindert.

Unterschiede im Ausmall der Komplementation zwischen den archaealen Hjcs

konnten Unterschiede in den spezifischen Eigenschaften der Hjcs widerspiegeln.
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5 Diskussion

5.1 Zellulare archaeale Hjcs

Ziel dieser Arbeit war es, nach Identifikation von Holliday-Struktur auflosenden
Enzymen (X-Solvasen), diese zu klonieren, zu reinigen und vergleichende

Untersuchungen beziiglich ihrer Spezifitit durchzufiihren.

Grundlage der Suche nach X-Solvasen war die Identifikation der Holliday-Struktur
auflosenden Endonuklease Hjc aus Pyrococcus furiosus, der ersten X-Solvase aus
einem Archaeon. Die Hjc Sequenz diente als Vorgabe fiir eine Datenbank-Suche nach
moglichen homologen Enzymen. Das Ergebnis zeigte eine universelle Verbreitung
der Hjcs innerhalb des Reiches der Archaeen, aber nur entfernte Verwandtschaft zu
bekannten X-Solvasen und anderen Endonukleasen. Die besten Wertungen betrafen
hypothetische Proteine (offene Leseraster, ORFs) aus den archaealen Stimmen
Crenarchaeota und Euryarchaeota, sowie ORFs aus den, das Crenarchaeon
Sulfolobus islandicus infizierenden Viren SIRV1 und SIRV2.

Die Klonierung der Gene durch Amplifizierung aus chromosomaler DNA mittels
PCR gelang und machte eine Reinigung der rekombinanten Hjcs aus heterologer
Expression in E. coli moglich. Dieses wurde zundchst in nativer Form durch ein
Reinigungsprotokoll aus einer Kombination aus Féllungreaktionen und FPLC erreicht
und wurde, zur Vereinfachung, auch durch Klonierung der Hjcs mit His-tag und
entsprechender Reinigung iiber Affinitdtschromatographie etabliert. In beiden Fillen
konnten ausreichende Mengen Hjcs (im Milligramm Bereich) fiir den Einsatz in

enzymatischen Reaktionen gereinigt werden.

Durch Reaktionen mit synthetischen cruciformen DNAs konnten in allen Fallen
die postulierten Aktivititen einer X-Solvase bestdtigt werden. Alle homologen Hjcs
schnitten cruciforme DNA durch das Einfiigen von zwei symmetrischen
Einzelstrangbriichen (nicks) in den iiber dem Kreuzungspunkt gegeniiberliegenden

Strangen. Diese Schnittreaktion flihrt zur produktiven Auflosung der Holliday-
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Struktur mit dem Ergebnis von zwei genickten Doppelstringen ohne

Einzelstrangiiberhénge oder Einzelstrangliicken.

In Reaktionen mit einer synthetischen cruciformen DNA mit fixiertem
Kreuzungspunkt (CFKlall) zeigten alle zelluldren (in Abgrenzung zu viralen) Hjcs
iibereinstimmende Schnittpositionen zur Auflosung der cruciformen DNA. Sie
schnitten 3 Nukleotide in 3’-Richtung des Kreuzungspunktes entfernt (Abb. 4.5, A-
D). Es zeigte sich bei allen untersuchten Hjcs die gleiche starke Priferenz fiir eine von

zwei moglichen Schnittachsen zur Auflosung des Substrats.

Die Reaktionen der Hjcs mit cruciformer DNA mit einem mobilen
Kreuzungspunkt, der iiber einen Bereich von 10 Basenpaaren verschiebbar war
(branch migration), ergaben Schnittmuster durch das Einfiigen von nicks an
unterschiedlichen Positionen. Diese Muster waren bei einigen Hjcs durch
iibereinstimmende Schnittpositionen dhnlich und unterschieden sich nur durch die
Effizienz einzelner Schnitte, wéihrend andere Hjcs individuelle Schnittpositionen
produzierten. Es war also moglich einige der Hjcs beziiglich der Schnittmuster fiir
CFKla0l zusammenzufassen. Diese Gruppierung galt fiir die Schnittmuster beider
alternativer Schnittachsen der cruciforme DNA (siche Abb, 4.7, A/ B und C / D).
Ahnliche Schnittmuster produzierten die pyrococcalen Hjcs, Ape-Hjc und Mth-Hjc
(siche Abb. 4.8, A), wihrend Mja-Hjc, Afu-Hjc und Sso-Hjc individuelle
Schnittmuster zeigten (siche Abb. 4.8, B-D).

Wenn man von einem direkten Zusammenhang zwischen Hjc-Aminosiuresequenz
und der spezifischen Schnittaktivitdt mit ithrem Substrat cruciformer DNA ausgeht,
wire die Annahme, dafl dhnliche Hjcs dhnliche Schnittmuster produzieren. Durch
einen Sequenzvergleich der Hjcs mit Hilfe des Computerprogramms ,,Vector NTI"
wurde ein Stammbaum der Hjcs erstellt, der die Ahnlichkeit der Hjcs zueinander
deutlich macht. Im Vergleich mit einem Stammbaum auf Basis der 16S-rRNA-
Sequenzen der Archaeen aus denen die Hjcs isoliert wurden, der als globaler
Nachweis der phylogenetischen Verwandtschaft dieser Arten gilt, zeigt sich, daB
beide Verwandtschaftsverhiltnisse iibereinstimmen (Abb. 5.1). Die Ahnlichkeiten
zwischen den Hjc-Sequenzen entsprechen der evolutiondre Verwandtschaft ihrer

Tréger und wurden nicht in einem tiber- oder unterdurchschnittlichen Mal3 konserviert
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Hjc rRNA

Mth —————  Mth
Sso Sso
Ape |:
17 Pab Pab Ape
Pho [ Pho
—Pfu Pfu

Mja —Mja
Afu

Afu

Abb. 5.1, Phylogenetische Stammbaume auf Basis der Hjc-Sequenzen (A) und der 16S-rRNA-

Sequenzen (B). Erstellt durch das Computerprogramm ,Vector NTI* auf Basis der neighbor-joining

Methode. (Saitou & Nei, 1987)
oder verdndert. Wiirde man also eine Gruppenbildung beziiglich spezifischer Aktivitét
erwarten, deren Ursache in Unterschieden in der Gesamtsequenz der Hjcs ldge, mii3te
eine Gruppierung entsprechend des Hjc-Stammbaums resultieren. Die Gruppierung,
die sich aus den Schnittmustern mit der cruciformen DNA CFKla0l ergibt, spiegelt
diese Verwandtschaft aber nicht wieder. Die phylogenetisch weit entfernten Ape-Hjc
(Crenarchaeota, siche Einleitung 1.1) und Mth-Hjc (Euryarchaeota) haben
gemeinsame Schnittmuster mit den pyrococcalen Hjcs (Euryarchaeota), wihrend das
den pyrococcalen Hjcs nahe stehende Mja-Hjc (Euryarchaeota) ein deutlich
abweichendes Schnittmuster zeigt. Ebenso sind die Schnittmuster der nahe
verwandten crenarchaealen Sso-Hjc und Ape-Hjc sehr unterschiedlich. Die
individuellen Eigenschaften der Hjcs, die zu den spezifischen Schnittmustern fiihren,
lassen sich also nicht aus Unterschieden in der Gesamtsequenz herleiten, sondern
miissen durch Unterschiede in bestimmten Bereichen, etwa der Position des aktiven

Zentrums oder spezifischen DNA-Bindungs-Doménen begriindet sein.

Wie bereits angesprochen, gibt es einen starken Kontrast zwischen dem
Schnittverhalten der Hjcs mit cruciformer DNA, je nachdem ob diese einen mobilen
oder einen fixierten Kreuzungspunkt besitzt. Es zeigen sich aber zwei

Gemeinsamkeiten in beiden Fallen:
Erstens sind die Schnittpositionen aller Hjcs 3 Nukleotide in 3 Richtung vom

Kreuzungspunkt entfernt. Das war bei der cruciformen DNA mit fixiertem

Kreuzungspunkt (CFKlal1l) offensichtlich und galt auch fiir die Auflésungsreaktion
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iiber die wenig préferierte Schnittachse (sieche Abb. 4.5, A-D). Im Fall der Reaktion
mit der cruciformen DNA mit mobilem Schnittpunkt (CFKla01) ist die tatsdchliche
Position beziiglich des Kreuzungspunktes nicht direkt zu ermitteln, da im
Reaktionsansatz ein Gemisch an unterschiedlichen Konformeren vorliegt, und nicht
bestimmt werden kann, welches Ausmall an branch migration stattgefunden hat, als
das Hjc in den einzelnen cruciformen DNA-Molekiilen die Einzelstrangbriiche
einfiigte. Geht man jedoch von einer definierten Distanz zwischen den beiden aktiven
Zentren des in Losung vorliegenden Hjc-Homodimers aus, so sollte hier,
entsprechend der Reaktion mit dem Substrat mit fixierter Kreuzung, ebenfalls jeweils
3 Nukleotide 3 des Kreuzungspunktes entfernt geschnitten werden. Alle
beobachteten Schnitte stimmen mit dieser Vorgabe, bei entsprechender branch
migration, iberein: Alle Schnitte der individuellen Schnittmuster konnen 3
Nukleotide 3’ von Kreuzungspunkt entfernt eingefligt worden sein (siche Abb. 4.8, A-
D).

Zweitens zeigen alle Hjcs eine deutliche Préferenz fiir eine von zwei mdglichen
Schnittachsen. Wieder ist dieses im Fall des Substrats mit fixiertem Kreuzungspunkt
offensichtlich. Die Schnittachse, die durch nicks in den Strangen 12 und 14 definiert
ist, wird mit deutlicher Vorliebe (90 % Schnitteffizienz) zu der Schnittachse der
Strdnge 11 und 13 (maximal 10 % Schnitteffizienz) geschnitten. In den Reaktionen
der Hjcs mit CFKlaO1 148t sich Entsprechendes feststellen. Die Schnittmuster fiir die
beiden Schnittachsen unterscheiden sich deutlich. Zwei Hjcs schneiden sehr
praferentiell {iber eine der beiden Achsen und jeweils mit groer Vorliebe fiir eine
Position: Mja-Hjc schneidet {iiberwiegend iiber die Achse 02/04, Afu-Hjc
ausschlieBlich iiber die Achse 01/03 (sieche Abb. 4.7, A-D, Spuren 6 und 7).
Ausgehend von einer festgelegten Schnittposition 3 Nukleotide 3' des
Kreuzungspunktes entfernt, zeigen auch die unterschiedlichen Schnittpositionen der
anderen Hjcs eine strikte Priferenz fiir eine der zwei alternativen Schnittachsen.
Verschiebt man den Kreuzungspunkt fiir jeden nick so, dafl er 3 Nukleotide 3' vom
Kreuzungspunkt entfernt liegt, so wird die, durch diese branch migration erzeugte,
cruciforme DNA ausschlieSlich tber diese eine, durch den nick und den
symmetrischen nick im gegeniiberliegenden Strang definierte Achse geschnitten. Das
gilt fiir alle beobachteten Schnitte mit CFKla0l wund unterstreicht die

Schnittachsenpréferenz als Charakteristikum aller Hjcs.
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Um den durch diese Beobachtungen charakterisierten Schnittmodus der Hjcs,
namlich dem Einfligen von symmetrischen nicks 3 Nukleotide 3' des
Kreuzungspunktes entfernt iiber eine préferierte Schnittachsen (von zwei mdglichen)
als strukturspezifischen Mechanismus einordnen zu konnen, muf} zunidchst die
Struktur des Substrats beachtet werden. Cruciforme DNA liegt, wie in der Einleitung
(1.3) angesprochen, in Lésung unter physiologischen Bedingungen in einer typischen
sterischen Konformation vor, der stacked-X Struktur. Bei dieser Struktur, die sich
durch das paarweise Stapeln von je zwei der vier Duplex-DNA-Arme zu zwei quasi-
durchgehenden Helices bildet, lassen sich fiir jedes cruciforme DNA-Molekiil
grundsitzlich zwei Konformere unterscheiden. Diese bilden sich je nach Wahl der
gestapelten Arme, wobei jeder Arm mit beiden direkt benachbarten Armen die
Stapelung eingehen kann. Nach aktueller Meinung hingt die Wahl, welches
Konformer tatsichlich in Losung vorliegt, bzw. das Verhiltnis, in dem beide
Konformere gebildet werden, von der Sequenz unmittelbar am Kreuzungspunkt ab
(Altona, 1996). Durch die stacked-X Struktur ergeben sich zwei Paare von
topologisch unterscheidbaren DNA-Einzelstringen. In jeder der beiden quasi-
durchgehenden Helices ist jeweils ein Einzelstrang fiir eine Helix durchgehend
(continuous), wahrend der andere im Kreuzungspunkt in die andere Helix wechselt
(exchange). Die Einzelstrange, die iiber dem Kreuzungspunkt gegeniiber liegen, also
eine Schnittachse der X-Solvasen-Reaktion bilden, haben jeweils den gleichen
topologischen Charakter. Der Wechsel der Konformation einer cruciformen DNA,
durch alternatives Stapeln der Arme, ergibt auch einen Wechsel im topologischen
Charakter der Einzelstrange; durchgehende Einzelstrange werden zu wechselnden und

umgekehrt.

Die cruciforme DNA CFKlall mit fixiertem Kreuzungspunkt kann demnach in
zwei moglichen Konformationen in Losung vorliegen, je nachdem welche Arme
miteinander zur Helix gestapelt sind. Das Verhéltnis, in dem beide vorliegen, ist
charakteristisch fiir jede cruciforme DNA und wird mafigeblich von der Sequenz an

der Kreuzung bestimmt.

Wenn die Reaktionen der Hjcs unabhéngig von einer Erkennungssequenz ablaufen,

wie fiir Pfu-Hjc (Komori et al., 2000b) und Sso-Hjc (Kvaratskhelia and White, 2000)
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angenommen, und im Gegensatz zu anderen X-Solvasen, wie z. B. RuvC (Shah et al.,
1994) und Ccel (White and Lilley, 1996), sollten also hauptséichlich strukturelle
Merkmale des Substrats ausschlaggebend sein, fiir seine Erkennung, Bindung und
Umsetzung. Das entscheidende Merkmal, das zur Umsetzung einer cruciformen DNA
durch Hjc fiihrt, ist also ihre stacked-X Struktur. Diese stacked-X Struktur kann aber,
wie angesprochen, in zwei mdglichen Konformationen vorliegen, die sich nicht in
threr grundsdtzlichen Struktur unterscheiden, sondern nur durch die strukturellen
Eigenschaften ihrer Einzelstrange. Es gibt in beiden Konformeren zwei durchgehende
und zwei wechselnde Einzelstringe, wobei der strukturelle Charakter der einzelnen

Einzelstrange im Vergleich der Konformere genau ausgetauscht ist.

Ein festgelegter, rein strukturabhdngiger Schnittmodus wiirde also jedes in der
geeigneten stacked-X Struktur vorliegende cruciforme DNA-Substrat, durch Einfiigen
von nicks in gegeniiberliegenden Einzelstrangen, also Einzelstringen mit
iibereinstimmenden strukturellen Eigenschaften, auflésen. Denkbar wire demnach
sowohl eine Auflosungsreaktion durch Schnitt der durchgehenden als auch der

wechselnden Einzelstrange.

Wenn der angenommene strukturabhéngige Schnittmodus vorliegt, ist die Ursache
fiir die Beobachtung einer préferentielle Schnittachse dann allein das Verhéltnis, in
dem beide Konformere vorliegen. Im Fall von CFKlall ldgen also nach dieser
Vorhersage, bei einer Schnitteffizienz von 90 % f{iber Schnittachse 02/04 und 10 %
iiber Schnittachse 01/03, die Konformere in einem Verhéltnis von 9:1 vor. Beide
Konformere wiirden durch die gleichen sterischen Voraussetzungen erkannt und
gebunden und es wiirden jeweils in den durchgehenden (oder wechselnden)
Einzelstringen nicks eingefiigt. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde versucht
beide Konformere nachzuweisen, sowie deren Verhéltnis in Losung zu ermitteln.
Wiirde sich die vermutete 9:1 Verteilung hier wiederfinden, wére dies ein starker
Hinweis auf die Strukturspezifitit der Hjc-Reaktion mit CFKla0l und wiirde eine
Aussage liber den strukturellen Zustand der geschnittenen Einzelstrange und somit die
Identitdt des geschnittenen Konformers ermoglichen. Die hierzu angewendete
Methode ergab jedoch keine Ergebnisse, die zur Aufklirung der Konformation von

CFKlall fiihren konnten (sieche Anhang 6.1, Duckett et al., 1988). Andere Methoden
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zur Aufklirung des Konformationszustandes von cruciformer DNA werden in 5.4.1

angesprochen.

Fiir Pfu-Hjc und Sso-Hjc existieren jedoch schon Daten, die zeigen, da3 beide in
Reaktion mit einer cruciformen DNA mit definierter Konformation eine starke
Priaferenz fiir Schnitte in die durchgehenden Stringe haben (Komori et al., 2000b;
Kvaratskhelia and White, 2000c). Dieses stiitzt die Hypothese des maBgeblichen
Einflusses der Konformation zur Erkennung und Bindung und eines definierten
Schnittmodus fiir alle Hjcs: symmetrische Einzelstrangbriiche in den durchgehenden
Einzelstrangen der cruciformen DNA in der stacked-X Struktur, jeweils 3 Nukleotide

3’ des Kreuzungspunktes.

Dieser Schnittmodus miiite dann auch bei den Reaktionen der Hjcs mit CFKla0l
zu den beobachteten Schnittmustern fithren, was fiir die Positionen der Schnitte des
Musters, wie angesprochen, auch gilt. Unter strukturellen Gesichtspunkten ergibt sich
fiir die Reaktionen der Hjcs mit CFKla0Ol wieder ein deutlich komplexeres Bild. Das
Substrat kann durch seine Féhigkeit zur branch migration zehn, durch die Sequenz
am Kreuzungspunkt unterscheidbare, cruciforme DNAs bilden, die jeweils in beiden
alternativen Konformationen vorliegen konnen. Potentiell liegt also eine Mischung
von zwanzig unterschiedlichen Konformeren vor. Wenn in den unterschiedlichen Hjc-
Reaktionen dasselbe CFKla01 Substrat aus derselben Prédparation eingesetzt wird, so
sollte jeweils auch dieselbe Mischung an Konformeren vorliegen. Obwohl
Untersuchungen zur Dynamik des Konformationswechsels - im Gegensatz zur
Festlegung, z.B. durch die Sequenz am Kreuzungspunkt - zu widerspriichlichen
Ergebnissen fiihren (Carlstrom and Chazin, 1996; Overmars and Altona, 1997) deuten
sie jedoch auf einen relativ statischen Zustand hin. Dieser wird vor allem mit dem
energetisch ungiinstigen Aufbrechen der gestapelten Basen in der stacked-X Struktur,
wie es beim Uberfiihren eines Konformers in ein anderes auftreten muB, begriindet.
Geht man also von einem festgelegten Verhéltnis aller zwanzig Konformere aus, so
fiilhrt dieselbe Mischung in allen Reaktionsansidtzen mit den verschiedenen Hjcs zu
unterschiedlichen Reaktionsprodukten. Dieses spiegelt sich in den individuellen
Schnittmustern wider. Bei einem festgelegten Schnittmodus der Hjcs, ndamlich 3
Nukleotide 3” des Kreuzungspunktes entfernt in den durchgehenden Einzelstrangen,

ergibt sich daraus, da aus dem Angebot der unterschiedlichen Konformere
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diejenigen bevorzugt umgesetzt werden, die den spezifischen Anforderungen der

einzelnen Hjcs am besten entsprechen.

Betrachtet man die Ergebnisse genauer, so stellt die Reaktion einzelner Hjcs
jedoch die Vorgabe des statischen Verhéltnisses der moglichen Konformere in Frage.
Die Reaktion von Mja-Hjc mit CFKla01 setzt in der Reaktion iiber die Schnittachse
02/04 nahezu das gesamte Substrat durch Schnitt an einer Position um (Abb. 4.7, C,
D, Spuren 6). Das ist mit dem festgelegten Schnittmodus der Hjcs nur moglich, wenn
durch branch migration der Grofiteil des Substrats in die von Mja-Hjc préferierte
Konformation iibergegangen ist, da ganz offensichtlich in Reaktionsansétzen mit
anderen Hjcs und identischem Substrat, dieses in mehreren Konformationen mit
dhnlichen Anteilen - entsprechend der Intensitit der Banden im Schnittmuster -

vorliegt.

Aus diesen Ergebnissen folgt, daBl die Hjcs individuelle Fahigkeiten zur
Substraterkennung haben miissen und mdglicherweise den Konformationszustand des
Substrates manipulieren konnen. Diesen individuellen Féhigkeiten miissen
Unterschiede in der Interaktion zwischen Hjc und Substrat zu Grunde liegen, das
heifit, es miiBten strukturelle Unterschiede zwischen den Hjcs vorliegen, die diese

Interaktion vermitteln.

Um mogliche Bereiche einzugrenzen, die an den individuellen Hjc-Substrat-
Interaktionen beteiligt sind, wurden die homologen Sequenzen der Hjcs nach
markanten Unterschieden untersucht. Auferdem war die Publikation der
Kristallstruktur von Pfu-Hjc von grofer Hilfe, da sie ein Modell fiir die Bindung von
cruciformer DNA vorschldgt (Abb. 5.2; Nishino et al., 2001). Dieses Modell zeigt
Pfu-Hjc mit einer anmodellierten cruciformen DNA in der stacked-X Struktur und fiir
bestimmte Bereiche, ndmlich dem N- Terminus, sowie zwei Schleifen (loops)
zwischen B-Faltblattstringen, engen Kontakt zum Substrat voraus. Bei Untersuchung
dieser Bereiche im Sequenz-Alignment (siche Abb. 4.12) zeigen sich auch deutliche
Unterschiede zwischen den Hjcs. Sie sind viel variabler als die sie umgebenden
konservierten Bereiche, die vor allem an der Ausbildung von definierten
Sekundérstrukturelementen beteiligt sind, und fiir die Aktivitidt der Hjcs essentielle

Aminoséduren beinhalten. Auerdem ist die Verteilung an basischen Aminosiuren,
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4

Abb. 5.2, Modell des Pfu-Hjc-Holliday-Struktur-Komplexes. Zwei orthogonale Ansichten sind gezeigt.
Pfu-Hjc liegt als Homodimer vor (orange, rosa), die N- und C-Termini sind angezeigt. Die vier
Einzelstrange der cruciformen DNA sind in unterschiedlichen Farben dargestellt. Die durchgehenden
Strange in hellblau und dunkelblau, die wechselnden Einzelstrange in hellgrin und dunkelgriin. Das
Phosphat der Schnittposition 3 Nukleotide 3’ des Kreuzungspunktes ist gelb hervorgehoben. Pfeile

kennzeichnen die loops zwischen dem f34- und P2-Strang (schwarz) und dem [3- und Bs-Strang (blau).
(Nishino et al., 2001)
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die elektrostatische Bindungen zum Zuckerphosphat-Riickgrat der DNA ausbilden
und so ihre Konformation beeinflussen konnen, in den drei Bereichen auffillig
unterschiedlich. Um zu priifen, ob diese drei Bereiche die strukturelle Grundlage der
beobachteten Spezifititen der Hjcs sind, sollten diese hypothetischen DNA-
Interaktions-Doménen zwischen Hjcs mit moglichst groBen Unterschieden im
Schnittmuster fiir CFKla01 ausgetauscht werden. Die Wahl fiel auf Pfu-Hjc und Afu-
Hjc (siehe Abb. 4.7, A-D, Spuren 1 und 7). Durch site-directed mutagenesis wurden
die drei hypothetischen Doménen von Afu-Hjc, in allen moglichen Kombinationen in

Pfu-Hjc, libertragen (siche Abb. 4.13) und so chimédre Hjcs konstruiert.

Wairen eine oder mehrere dieser drei Doméinen Ausschlag gebend fiir die Spezifitét
der Hjcs, miiBte sich durch die Ubertragung der Afu-Hjc Dominen in Pfu-Hjc, dessen
Spezifitit ebenso dndern. Das chimére Pfu-Afu-Hjc miifite in Reaktion mit CFKla01
das fiir Afu-Hjc typische Schnittmuster zeigen. In Reaktionen mit CFKla0l zeigten
die chimiren Hjcs mit ausgetauschter Afu2-Doméne keine Aktivitidt. Bei Chiméren
mit ausgetauschten Aful- und Afu3-Doménen dagegen blieb die Aktivitdt erhalten,
doch produzierten sie Schnittmuster, die keinem der natiirlichen Hjcs entsprachen

(siche Abb. 4.16, 4.17).

Eine Uberfiihrung des Pfu-Hjc Schnittmusters in das von Afu-Hjc konnte durch die
Integration der Afu-Doménen nicht erreicht werden. Die oben angesprochene Frage
der strukturellen Basis der Unterschiede in der Spezifitit einiger Hjcs konnte nicht
erschopfend geklart werden. Es zeigte sich aber, daB mindestens zwei der drei
Bereiche der Hjcs, die als hypothetische DNA-Interaktionsdoméanen definiert wurden,
Einfluf auf die Wahl der zu schneidenden Konformere aus einer angebotenen

Substratpopulation haben.

Dieses ist somit der erste Nachweis von Doménen einer X-Solvase, die Einfluf} auf
die spezifische Erkennung und Umsetzung von alternativen Konformationen einer
cruciformen DNA haben. Die biologische Bedeutung dieser alternativen Konformere
und deren Aufldsung, liegt vor allem in den bereits angesprochenen Unterschieden
der resultierenden patch oder splice Rekombinationsprodukte (Einleitung 1.2, Abb.
1.3), die aus der Auflosung beider Konformere durch die gleiche Enzymaktivitit

hervorgehen. Wenn die Hjcs also eine bestimmte Spezifitit aufweisen, die zur
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bevorzugten Umsetzung eines Konformers fiihrt, bestimmt diese Spezifitit

mafgeblich das Ergebnis einer Rekombination.

5.2 Virale archaeale Hjcs

Entsprechend den zelluldren archaealen Hjcs konnten homologe Sequenzen zu Pfu-
Hjc in den Genomen der Viren SIRV1 und SIRV2 nachgewiesen werden. Die
gefundenen Sequenzen waren zueinander sehr homolog (85 % Identitét), zeigten im
Vergleich mit den zelluldren Hjcs aber eine deutlich geringere Homologie als diese
untereinander. Die Homologie der SIRV-Hjcs zu dem Hjc ihres Wirtes Sulfolobus
islandicus, war nicht gré3er als die zu Hjcs aus anderen Archaeen, die nicht von ihnen
infiziert werden konnen. Dieses flihrt zu verschiedenen phylogenetischen Hypothesen
zum Ursprung der Hjcs. Eine Ubertragung des Hjc-Gens zwischen Wirt und Virus ist
hochst wahrscheinlich, denn eine konvergente Evolution aus unterschiedlichen
Wurzeln hin zu einer in diesem Ausmall homologen Sequenz (siche Abb. 4.1) ist
nahezu ausgeschlossen. Eine Verteilung der Hjcs iiber das gesamte biologische Reich
der Archaeen legt eine frithe Entstehung, noch vor der Auftrennung der Archaeen zu
unterschiedlichen Arten nahe. Thre hohe Homologie spricht fiir eine starke
Konservierung, was auf eine wichtige biologische Rolle schlieen 146t. Man kann also
von einer Entstehung im Wirt und nachfolgender Ubertragung des Hjcs auf das Virus
ausgehen. Wenn das so ist, dann sollte eine hohere Homologie zwischen Wirts-Hjc
und Virus-Hjc als zu den anderen zelluldren Hjcs bestehen. Das aber ist nicht der Fall.
Eine Erkldrung hierfiir konnte eine hohe Mutabilitdt des Virusgenoms sein, die
vorhandene Homologien verwischt. Fiir SIRV1 konnten eine auBergewohnlich hohe
Mutationsrate (10° Verdnderungen pro Nukleotid und Replikationszyklus) und
genomische Instabilitdten bereits nachgewiesen werden (Prangishvili et al., 1999). Die
zweite Alternative wiére die Entstehung eines Hjcs in einem Virus, das den
gemeinsamen Vorfahren aller Archaeen infizierte und sein Hjc tibertrug. Die dritte
Moglichkeit wire eine umfassende Verbreitung des Hjcs vom Wirt des urspriinglich
iibertragenden Virus auf alle Hjc tragenden Archaeen-Arten durch horizontalen

Gentransfer. Weitere bioinformatische Methoden konnten hier zur Kliarung beitragen.

Nach Klonierung der Gene und Reinigung der kodierten Proteine konnten

Reaktionen mit den oben beschriebenen cruciformen Substraten CFKla0l und
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CFKlall durchgefiihrt werden, wobei die Hjcs aus SIRV1 und SIRV2 die fiir X-
Solvasen typische Reaktion zeigten. Wie schon bei den zelluldiren Hjcs beobachtet,
16sten die viralen Hjcs die cruciforme DNA mit fixiertem Kreuzungspunkt durch das
paarweise Einfiigen von nicks an einer Position auf und zeigten eine deutliche
Priferenz fiir eine Schnittachse. Reaktionen mit dem Substrat mit Fihigkeit zur
branch migration fiihrten wieder zu mehreren Produkten mit unterschiedlichen
Schnittpositionen iiber beide Schnittachsen. Reaktionen von SIRV1-Hjc und SIRV2-
Hjc fiihrten mit beiden Substraten zu identischen Produkten. Die Position der
eingefiigten nicks bei der Auflsung des fixierten Substrats war jedoch nicht wie bei
den zelluldren Hjcs 3 Nukleotide, sondern 2 Nukleotide 3' vom Kreuzungspunkt
entfernt. Alle Schnitte des Musters der Reaktion mit CFKla0l sind, bei
entsprechender branch migration, mit dieser Position in Ubereinstimmung, so daf
entsprechend den zelluldren Hjcs von einer festgelegten Distanz der aktiven Zentren
ausgegangen werden kann. Dieses deutet wieder auf einen festgelegten Schnittmodus
der viralen Hjcs hin, der sich von dem der zelluldren Hjcs durch die Positionen der

nicks zur Auflésung der cruciformen DNA unterscheidet.

Endonuklease VII (Endo VII) des Bakteriophagen T4, sowie eine weitere X-
Solvase (Hje) aus Sulfolobus solfataricus schneiden cruciforme DNA ebenfalls durch
das Einfligen von nicks 2 Nukleotide 3’ vom Kreuzungspunkt entfernt (siche Abb 4.9,
A, B). Fiir Hje ist bereits ein viraler Ursprung diskutiert worden (Kvaratskhelia et al.,
2001), eine engere Verwandtschaft zu SIRV-Hjc als zu den zelluldren Hjcs 146t sich
durch Sequenzvergleich aber nicht feststellen (jeweils im Bereich von 30 % Identitét /

40 % Ahnlichkeit).

Eine Uberlagerung der Strukturen von Endo VII mit SIRV-Hjc zum Vergleich der
Lage ihrer aktiven Zentren wiire interessant, da beide, ohne Ahnlichkeiten in ihren
Aminosduresequenzen, iibereinstimmender Schnittpositionen mit CFKlal1 aufweisen.
AufBlerdem zeigte Endo VII, im Gegensatz zu allen untersuchten Hjcs, keine
Schnittachsenpréferenz bei Reaktionen mit CFKlal, so dafl der Vergleich Hinweise

auf die Ursache dieser unterschiedlichen strukturellen Priaferenzen ergeben konnte.

Im Gegensatz zu den zelluldren Hjcs, gibt es fiir die viralen Hjcs Indizien fiir eine

biologische Funktion. AnstoB3 hierzu gab die Beobachtung, daf3 sich einige typische
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Merkmale eukaryotischer Poxviren, bei den SIRVs wiederfinden lassen (Peng et al.,
2001). Thre Genome (SIRVI1: 32,3 kb; SIRV2: 35,8 kb) bestehen aus linearer
doppelstrangiger DNA, die an den Enden kovalent geschlossenen ist. An beiden
Enden liegen gleiche Sequenzen von etwa 2 kb, jedoch in umgekehrter Orientierung,
vor  (inverted  terminal repeats, ITRs). Fir Poxviren  typische
Replikationsintermediate, mit einer alternierenden Orientierung der noch verbundenen

Genomeinheiten (head-to-head und tail-to-tail), lassen sich auch fiir die SIRVs

L 1

v Einzelstrangbruch

L, 1
3 v DNA-Synthese
. —
@p------mmmme-
v Isomerisierung
——
Concatemer-
Bildung
______________________________________ ‘Oﬁ

v Ausstilpung einer
cruciformenStruktur

___________ N
_______ B/ \A

Abb. 5.3, Modell des Replikationsmechanismus von SIRV. Oben ist das lineare, doppelstrangige,
kovalent geschlossene SIRV-Genom dargestellt. Nach Einfligen eines Einzelstrangbruches setzt DNA-
Synthese am freien 3’-Ende ein. Wird das Ende des Matrizen-Stranges erreicht, kbnnen das neureplizierte
und das urspriingliche Genomende isomerisieren und der andere Einzelstrang dient als Matrize fir die
weitere DNA-Synthese. Bei Erreichen der Position des initialen Einzelstrangbruches liegen zwei vollstandig
replizierte SIRV-Genome im Zustand des concatemeren Replikationsintermediates vor. Dieses kann durch
seinen palimdromischen Charakter zu einer cruciformen Struktur ausgestiilpt werden und durch die
Aktivitat einer X-Solvase auf zwei unterschiedliche Arten (Schnittachse A und B) aufgelést werden. In
beide Fallen werden zwei vollstdndige und identische SIRV-Genome produziert. In Anlehnung an den Pox-

Virus-Replikationsmechanismus. (Traktman, 1996 )

95



5. Diskussion

nachweisen. Auflerdem tragen beide Genome in ihren ITRs eine aus Pox-Viren
bekannte Konsensus-Sequenz (siche Abb. 4.11, A), die hier fiir die Auflésung der
concatemeren Replikationsintermediate durch die Aktivitit einer X-Solvase
notwendig ist (Merchlinsky, 1990). Ein entsprechender Replikationsmechanismus
(Abb. 5.3), mit SIRV-Hjc als Replikationsintermediat auflosende X-Solvase ist also
denkbar.

Zur Untersuchung ihres Einflusses auf die Schnittaktivitit wurde die Konsensus-
Sequenz in eine synthetische cruciforme DNA integriert. Dabei war der
Kreuzungspunkt iiber den gesamten Bereich der Konsensus-Sequenz mobil, so dal3
jede Position der moglichen Erkennungssequenz unmittelbar am Kreuzungspunkt,
oder auch an anderen fiir die Erkennung durch SIRV-Hjc erforderlichen Positionen,
liegen kann. Bei einer spezifischen Reaktion mit dieser Sequenz wire entweder eine
Steigerung der Schnitteffizienz oder eine Festlegung der unterschiedlichen
Schnittpositionen einer sequenzunspezifischen Reaktion auf eine bestimmte Position
zu erwarten gewesen. Beides konnte nicht beobachtet werden (sieche Abb. 4.11, B).
Wenn also der, durch die dargestellten Hinweise gestiitzte, Replikationsmodus bei
SIRV abliuft, findet die Auflosungsreaktion entweder sequenzunspezifisch durch Hjc
statt oder es existieren akzessorische Enzyme fiir Hjc, um eine sequenzspezifische
Reaktion zu ermoglichen (siehe 5.4.2). Diese Enzyme konnten die Holliday-Struktur
in einer zu RuvAB fiir die Reaktion von RuvC (Shah et al., 1994) vergleichbaren
Weise prozessieren. Es ist aber auch ein sequenzspezifisch bindendes und Hjc
aktivierendes Protein denkbar, entsprechend eukaryotischen Transkriptionsfakoren
oder Restriktionsenzymen mit getrennten Sequenzerkennungs-Domédnen und
Nuklease-Doménen. Moglicherweise werden die Replikationsintermediate auch durch
andere Enzymaktivititen aufgelost, da der oben angesprochene Ursprung der Hjcs als
zellulire Enzyme der zentralen Rolle im Replikationsmodus der SIRVs
widersprechen wiirde. Wie sollte SIRV vor Erwerb des Hjcs von seinem Wirt die

Replikationsintermediate aufgeldst haben?
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5.3 Komplementation von Endonuklease VII

Durch Komplementationsexperimente mit Endonuklease VII (Endo VII)
defizienten T4-Bakteriophagen (T4g49"™) konnte nachgewiesen werden, daB die
archaealen Hjcs in einem gewissen Mal3 die Funktionen von Endo VII fiir eine
erfolgreiche Phagenentwicklung (Mosig, 1998; Golz and Kemper, 1999) iibernehmen
konnen. Die Phagenentwicklung, gemessen durch Plaque-Tests, konnte durch die
heterologe Expression in T4g49™" infizierten E. coli, zwischen 20fach (Ape-Hjc) und
400fach (Pho-Hjc) gesteigert werden. Die Unterschiede im Ausmall der
Komplementation kénnen auf die beschriebenen Spezifititsunterschiede der Hjcs,
aber auch auf Beschriankungen des Komplementations-Systems zuriickzufiihren sein

(siche 4.4).

Mit diesen Experimenten konnte erstmals die Aktivitdt der Hjcs als Holliday-
Struktur auflésende Enzyme in einem in vivo-System nachgewiesen werden.
Mittlerweile existiert eine Verdffentlichung, die eine Komplementation von ruv
defizienten E. coli durch Mth-Hjc beschreibt (Bolt et al., 2001). Durch die
Ausnutzung des E. coli / T4 —Systems konnten die Beschrankungen der archaealen
Systeme mit ihren mangelnden genetischen Techniken umgangen werden. Der Erfolg
der Komplementationen zeigt dariiber hinaus, dal die Hjcs in einem heterologen
System bei einer Temperatur von 37°C, also weit unterhalb ihrer natiirlichen
Bedingungen (80°C) aktiv sind. Dieses war trotz der speziellen chemischen
Modifikationen (hydroxymethyliertes Cytosin und Glukosylierung) des Substrats
VFS-DNA moglich, die es fiir viele Restriktionsendonukleasen nicht schneidbar

macht.

Aus der T4-Perspektive gibt die Komplementation von Endo VII durch die Hjcs
Hinweise auf die Anforderungen an Endo VII zur Phagenentwicklung, neben der
Funktion als X-Solvase zur Auflésung von verzweigter, concatemerer DNA aus
rekombinationsabhéngiger Replikation, vor deren Verpackung als einzelne
Genomeinheiten in T4-Phagenkopfe. Die Rolle von Endo VII in der
Verpackungsmaschinerie von T4 mit diversen Interaktionen mit anderen T4-Proteinen
wird voraussichtlich nicht von Hjcs ersetzt werden konnen, da sich beide Enzyme

strukturell erheblich voneinander unterscheiden. Nach vorliegenden Daten (Komori et
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al., 2000b; Kvaratskhelia and White, 2000; eigene Daten, nicht gezeigt) konnen die
Hjcs auBerdem DNAs mit ungewdhnlichen Strukturen (Y-Struktur, Einzelstrang-
Uberhiinge, ...), wie sie bei der rekombinationsabhingigen Replikation von T4
entstehen, nicht mit der Effizienz von Endo VII schneiden. Wenn Hjc ausschlieBlich
die X-Solvase-Funktion von Endo VII komplementiert, Endo VII neben dem
Auflésen von cruciformer DNA aber noch andere Funktionen in der
Phagenentwicklung iibernimmt, wire also zu erwarten, da3 Endo VII nicht zu 100 %
durch die Hjcs komplementiert werden kann. Die Hjcs zeigten in den durchgefiihrten
Experimenten auch nur etwa 10 % des Komplementationsfaktors einer
Positivkontrolle mit einer Endo VII-Mutante mit etwa 10 % der wt-Aktivitit. Das
wiirde einer Komplementationseffizienz von 1 % im Vergleich mit wt-Endo VII
entsprechen. Geht man davon aus, daB3 beide enzymatischen Aktivitdten durch die
Uberexpression im Wirt in nicht limitierender Konzentration vorliegen, daB also
samtliche Substrate fiir eine X-Solvase (cruciforme Strukturen der VFS-DNA)
umgesetzt werden konnen, 148t der Anteil der X-Solvase-Aktivitdt an den Funktionen
von Endo VII fiir die Phagenentwicklung abschitzen. Der Unterschied in den
Komplementationsfaktoren driickt genau diesen Anteil aus. Bei einer 10fachen
Steigerung der Phagenentwicklung, gemessen durch Plaque-Tests, fiir ein Hjc im
Vergleich mit einer 100fachen Steigerung der Phagenentwicklung fiir die Positiv-
Kontrolle macht die, von Hjc komplementierbare, X-Solvasen Aktivitit nur ein
Zehntel des Effekts von Endo VII auf die Phagenentwicklung aus. Die angenommene
Séttigung der X-Solvase Aktivitit in den liberexprimierenden Wirtzellen miisste aber
noch zur endgiiltigen Bestitigung durch umfassende Quantifizierungen der X-Solvase
Aktivititen in den einzelnen Komplementationsexperimenten abgesichert werden
(siehe 5.4.3). Nach Quantifizierung der X-Solvase Aktivititen konnten bei
Unterschieden die Komplementationsfaktoren normalisiert, das hei3t auf ihre
jeweiligen X-Solvase-Aktivititen bezogen werden. Durch den Vergleich der
normalisierten Komplementationsfaktoren der Hjcs mit der ebenfalls normalisierten
Positivkontrolle konnte der Anteil der X-Solvasen-Aktivitit unter den diversen
Funktionen von Endo VII fiir die Phagenentwicklung wieder abgeschitzt werden.
Uber die unterschiedlichen Funktionen von Endo VII fiir die Entwicklung von T4
existieren diverse Publikationen, die sich vor allem auf die endonukleolytischen
Fahigkeiten von Endo VII, sowie die Rolle in der Morphogenese von T4 beziehen.

Eine Abschitzung des Einflusses der unterschiedlichen Funktionen auf die
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erfolgreiche Phagenentwicklung wurde bislang jedoch nicht gezeigt und unterstreicht

das Potential von heterologen Komplementationsexperimenten.

5.4 Vorschlage fir weiterfihrende Experimente

5.4.1 Zellulare archaeale Hjcs

Zur Bestitigung des vorgeschlagenen Schnittmodus der Hjcs (Einfiigen von nicks
3 Nukleotide 3’ des Kreuzungspunktes entfernt, in den durchgehenden Stréngen der in
stacked-X Struktur vorliegenden cruciformen DNA), wire es nétig, Substrate mit
bekannten Konformationen einzusetzen. Die Ermittlung der Konformation von
CFKlall und CFKla01 mit der in 6.1 dargestellten Methode war, wie angesprochen,
nicht moglich. Eine alternative Methode zur Bestimmung des Konformations-
Zustandes ist die FRET-Methode (fluorescence resonance energy transfer), bei der an
die Enden zweier Arme der cruciformen DNA Fluoreszenz-Marker gekoppelt werden,
die nur bei Anndherung aneinander bestimmte Signale abgeben (Clegg et al., 1994).
Dieses ist nur der Fall, wenn die zwei markierten Arme in der stacked-X Struktur in
unterschiedlichen Helices, aber in der gleichen Orientierung zum Kreuzungspunkt

vorliegen.

Eine andere Moglichkeit wére der Einsatz von cruciformen DNAs, die durch
spezielle Verbindungen (tether, Kimball et al., 1990) in einer vorgegebenen
Konformation festgehalten werden. Durch die Fixierung einer Konformation wird
jedoch nicht der natiirliche Zustand der cruciformen DNAs wiedergegeben und die
tether bilden selber strukturelle Hindernisse, die in natiirlichen Holliday-Strukturen

nicht auftreten.

Um die Schnittspezifitit vermittelnden DNA-Interaktionsdoménen weiter
eingrenzen zu konnen, konnten weitere chimére Hjcs konstruiert werden oder auch
Deletionen und Punktmutationen in den Bereichen der hypothetischen Doménen

eingefiihrt werden.

AuBlerdem konnten durch EMSA-Tests (electrophoretic mobility shift assay)

Untersuchungen zur Substratbindung der chimiren Hjcs durchgefiihrt werden, die
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zum Beispiel kldren wiirden, ob die Inaktivierung des chimiren PA2-Hjcs auf eine
verhinderte ~ Substratbindung oder eine Inaktivierung der Schnittreaktion

zurickzufiihren ist.

Endgiiltige Klarheit iiber Unterschiede der Hjcs in ihrer Substraterkennung und —
Substratbindung, und der daraus resultierenden spezifischen Schnittreaktion, wiirden

Co-Kristallstrukturen mit gebundener cruciformer DNA bringen.

Um den Hjcs eine biologische Funktion zuordnen zu konnen, liegt in Ermangelung
von genetischen Methoden fiir die meisten Archaeen, eine Einordnung in einen
bestimmten zelluldiren Mechanismus, durch Suche nach Interaktionspartnern mit
bekannten Funktionen, nahe. Dazu konnte das Two-Hybrid-System oder die
Affinitdtschromatographie (siehe auch 5.4.2) eingesetzt werden. Der Effekt der
gefundenen Interaktionspartner lieBe sich durch in vitro-Tests, zum Beispiel zur
Verdanderung der Spezifitit in Reaktionen mit cruciformer DNA oder in

Rekombinations- und Reparatur-Assays, untersuchen.

5.4.2 Virale Hjcs

Fiir die viralen Hjcs wire vor allem eine Uberpriifung der mdglichen Funktion als
X-Solvase zur Trennung der concatemeren Replikationsintermediate interessant (Abb.
5.3). Zum Nachweis dieser Aufldsungsreaktion wire das hypothetische natiirliche
Substrat, isolierte Replikationsintermediate, ideal. Diese lassen sich jedoch nicht in
ausreichender Menge fiir einen in vitro-Nachweis reinigen (D. Prangishvili,
persdnliche Mitteilung). Eine Alternative wire den Ubergangsbereich von zwei nach
der Replikation noch verbundenen Genomen in ein Plasmid zu klonieren. Dieser
palindromische Bereich aus Teilen der Sequenzen der ITRs wiirde sich unter der
Torsionsspannung des Plasmids zu einer cruciformen DNA ausstiilpen, wie es schon
fiir andere Plasmide mit palindromischen Sequenzen gezeigt worden ist (Gellert et al.,
1983). Dieses Substrat lieBe sich durch Standardtechniken relativ leicht verdndern, so
daB sich durch Verkiirzung des Ubergangsbereichs oder durch Mutagenese der
angesprochenen Konsensus-Sequenz relevante Bereiche fiir die Aktivitdt von Hjc
ermitteln lieBen. Diese Substrate kdnnten auch mit Lysaten von SIRV-infizierten und

uninfizierten Sulfolobus islandicus Kulturen eingesetzt werden, um mogliche andere
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oder spezifischere Aktivititen zur Auflosung der Replikationsintermediate
nachweisen zu konnen. Diese Lysate oder auch gereinigte Fraktionen konnten in
Kombination mit Hjc und diesen Substraten fiir die Suche nach akzessorischen

Proteinen, die eine Anderung der Aktivitit von Hjc bewirken, eingesetzt werden.

Wie schon in 5.4.1 angesprochen, kdnnte versucht werden, Interaktionspartner der
SIRV-Hjcs zu ermitteln, um den Hjc eine biologische Funktion zuordnen zu konnen.
Dieses konnte durch Affinitdtschromatographie moglich sein, und wurde im Rahmen
dieser Arbeit auch versucht. Dazu sollte SIRV-Hjc durch einen His-tag an eine
NiNTA-Matrix gebunden werden. Diese Matrix sollte dann flir die Isolation von
spezifischen Interaktionspartnern aus Sulfolobus islandicus Lysaten ecingesetzt
werden. Durch den Einsatz von Lysaten von infizierten und uninfizierten Kulturen
konnten virale und zelluldre Partner unterschieden werden und durch den Einsatz von
Lysaten nach unterschiedlichen Infektionszeiten eventuell auch Interaktionspartner
aus unterschiedlichen Infektionsphasen. Isolierte Interaktionspartner konnten durch
Ansequenzierung und Vergleich mit den vollstindig sequenzierten viralen Genomen
und auch dem sequenzierten Genom des nahe verwandten Sulfolobus solfataricus,
einem Gen zugeordnet werden, mit allen daraus resultierenden Mdglichkeiten fiir

weitere Charakterisierungen.

Dieser Ansatz wurde jedoch aufgegeben, weil es nicht gelang, eine kontrollierte,
das heifit durch Plaque-Tests quantifizierbare Infektion, von Sulfolobus islandicus
durch SIRV zu erreichen.

5.4.3 Komplementation von Endonuklease VII

Die spezifische Aktivitdt in den unterschiedlichen, zur Expression der archaealen
Hjcs transformierten E. coli Wirtskulturen, konnte durch den Einsatz von gereinigter,
radioaktiv markierter VFS-DNA quantifiziert werden. Durch den Einsatz dieses
natiirlichen Substrats fiir Endo VII, kann die Reaktion, die zur Komplementation
fithrt, besser als mit dem MI13-Substrat (siche 3.1.8.2, Abb. 4.19) in vitro
nachvollzogen werden. Mit den normalisierten Komplemetationsfaktoren lieen sich
sowohl die Aktivititen der Hjcs in den Komplementationsexperimenten als

spezifische Eigenschaften der einzelnen Hjcs vergleichen, als auch der in 5.3
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angesprochene Anteil der X-Solvase-Reaktion fiir die Funktion von Endo VII zur

Phagenentwicklung bestimmen.

5.5 Ausblick

Zwei Aspekte sollten bei weiteren Arbeiten auf dem Gebiet der archaealen Hjcs

vorrangige Bedeutung haben.

Erstens sollten weitere Untersuchungen zu den strukturellen Grundlagen der
verschiedenen spezifischen FEigenschaften der Hjcs durchgefiihrt werden, die
Einblicke in den ungekliarten Mechanismus der X-Solvase-Reaktion und ihren
Anforderungen fiir die Erkennung von spezifischen Strukturen, geben kdnnen. Dieser
Ansatz konnte ebenfalls Licht auf die noch nicht ausreichend geklérten Eigenschaften
der Struktur von cruciformer DNA, sowie der Dynamik ihrer Konformationswechsel
werfen. Neben der beschriebenen Mutagenese einzelner Hjcs, wiren die Co-

Kristallstrukturen der Hjcs mit gebundener cruciformer DNA hier das ultimative Ziel.

Zweitens ist die Zuweisung einer biologischen Funktion fiir die archaealen Hjcs
entscheidend. Im Fall der viralen Hjcs gibt es einen Ansatzpunkt, eine Funktion in der
DNA-Replikation, der sich mit den beschriebenen Methoden weiter verfolgen liee.
Fiir die zelluliren Hjcs wire, neben der angesprochenen Einordnung in einen
zelluldren pathway durch die Suche nach Interaktionspartnern, auch ein genetischer
Ansatz moglich. Durch die Suche nach oder die Konstruktion von Hjc-defizienten
Mutanten konnte moglicherweise ein Phénotyp beobachtet werden, der Riickschliisse
auf die Funktion von Hjc zulieBe. Jedoch sind genetische Techniken fiir Archaeen
nicht gut etabliert, und ihre extremen Lebensbedingungen machen mikrobiologische
Techniken schwierig. Der geeignetste Kandidat fiir den genetischen Ansatz wére eine
Sulfolobus Art, da sie relativ leicht zu kultivieren ist (aerob, heterotroph,
Wachstumstemperatur 80°C), das Genom zweier Spezies vollstindig sequenziert ist
und Plasmide und eine Vielzahl von Viren nachgewiesen sind, die Potential fiir die
Entwicklung neuer genetischer Techniken haben (Zillig et al., 1996; Zillig et al.,
1998).
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Die Zuweisung einer biologischen Funktion fiir die SIRVs oder fiir ein Archacon
konnte aulerdem eine Aussage iiber den phylogenetischen Ursprung dieser, innerhalb
des biologischen Reiches der Archaeen weit verbreiteten und hoch konservierten X-

Solvasen treffen.
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6 Anhang

6.1 Konformationsaufklarung von CFKlall

Es wurde versucht, durch paarweises Verkiirzen der Arme einer cruciformer DNA
durch Restriktionsenzyme und anschlieBender Analyse der Reaktionsprodukte,
Riickschliisse auf ihre Konformation zu ziehen. Die angewendete Methode (Duckett
et al., 1988) basiert auf den unterschiedlichen sterischen FEigenschaften der
Reaktionsprodukte zweier Konformere cruciformer DNA, nach der Umsetzung mit
den gleichen Restriktionsenzymen. Wenn die sterischen Eigenschaften der
cruciformen DNA in den Produkten mit verkiirzten Armen erhalten bleiben, fiihrt dies
zu unterschiedlichen, in drei Gruppen einteilbaren Reaktionsprodukten, die sich durch
ihre Laufweite bei nativer PAA-Gelelektrophorese unterscheiden (Abb. 6.1).

Durch das paarweise Verkiirzen von Armen sollten fiir die cruciformen DNAs

B/D, AIC >< langsam
C D
Konformer | C/D, A/B /\ )
mittel
B — B
A AID, BIC
SEEE— schnell
A
C
B/D, A/IC
>< langsam
D B C
C/D, A/IB
\ e schnell
Konformer Il
D A A/D, BIC
/\ mittel
planar gestreckt stacked-X RE-Verdau GE-Lauf

Abb. 6.1, Experiment zur Bestimmung der Konformation cruciformer DNA. Schematisch dargestellt
ist die Charakterisierung des Konformationszustandes von cruciformer DNA durch den paarweisen
Einsatz von vier unterschiedlichen Restriktionsendonukleasen (A-D), die jeweils in einem Arm der
cruciformen DNA eine Erkennungssequenz haben und die Analyse der Reaktionsprodukte durch native
PAA-Gelelektrophorese. Links ist die cruciforme DNA in der planar gestrecketen Konformation
dargestellt, die sie bei Mg®*-Konzentrationen von weniger als 100 uM annimmt. Bei Steigerung der Mg?*-
Konzentration nimmt sie eine von zwei moglichen stacked-X Konformationen an. Durch die Umsetzung
mit paarweise eingesetzten Restriktionsendonukleasen, ergeben fiir jedes Konformer sich sechs
unterschiedliche Produkte, die eine von drei moglichen Laufverhalten bei nativer Gelelektrophorese (GE)
aufweisen. Die Kombinationen der Laufver-halten der Reaktionsprodukte sind charakteristisch flr jedes
Konformer. (nach Duckett et al., 1988)
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CFKla0l (mobiler Kreuzungspunkt) und CFKlall (fixierter Kreuzungspunkt) die
Konformation in der sie in Losung, also auch in den Reaktionen mit den
unterschiedlichen Hjcs vorliegen, ermittelt werden. Dazu wurden sie entsprechend
dem Schema in Abb. 6.1 mit Restriktionsenzymen umgesetzt und die Produkte
elektrophoretisch aufgetrennt. Die vorhergesagten 3 Produktgruppen (langsam, mittel,
schnell) lieBen sich jedoch nicht in einer iibereinstimmenden Weise wiederfinden
(Abb. 6.2), so daB} das Ergebnis nach dem dargestellten Schema nicht interpretierbar
war. Unterschiedliche Bedingungen der Experimente (Puffer, Mg*"-Konzentration,
Reaktionstemperatur und Geldichte) fiihrten zu entsprechenden Ergebnissen. Das
schnelle Laufverhalten aller Reaktionsprodukte mit gegeniiberliegend verkiirzten
Armen und das in etwa gleich langsame Laufverhalten der Reaktionsprodukte mit
benachbart verkiirzten Armen entspricht keiner der beiden Voraussagen fiir
Reaktionsprodukte der Konformeren der stacked-X Struktur. Die Gruppierung der
Produkte wiirde eher fiir eine planare Struktur sprechen. Ob diese Konformation
jedoch bereits vor der Umsetzung mit Restriktionsenzymen vorlag, oder ein Effekt der
verkiirzten Arme ist, 148t sich so nicht ermitteln, was ein genereller Schwachpunkt

dieser Methode ist.

01 11 02 12 03 13 04 14

X BC DC BD| X BC DC BD| X AB BC AC | X AB BC AC|X AD AB BD|X AD AB BD|X DC DA AC| X DC DA AC
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Abb. 6.2, Versuch zur Konformationsaufklarung von CFKla01 und CFKlall, jeder Reaktionsansatz
beinhaltete 10 nM cruciforme DNA, die am 5’-Ende des angegebenen Einzelstrangs radioaktiv markiert
war, 01-04, CFKIa01, 11-14, CFKla11, A-D bezeichnen die Arme der cruciformen DNA entsprechend
des Schemas in Abb. 6.1. Die Arme tragen Erkennungssequenzen fir die folgenden
Restriktionsenzyme (RE): A, BamHI; B, Pstl; C, EcoRlI; D, Xbal; Durch den Verdau mit den
entsprechenden RE unter geeigneten Bedingungen, wurden Arme in den bezeichneten Kombinationen
verkurzt. Die Analyse erfolgte durch native 8 %-PAA-Gelelektrophorese, mit 5 mM MgCl, im Gel und
Laufpuffer. Die Produkte wurden durch den ,Phosphor Imager” sichtbar gemacht. X, Ansatze ohne RE.
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7 Zusammenfassung

Die homologe genetische Rekombination ist ein fundamentaler ProzeB mit
Bedeutung sowohl fiir die Erzeugung von genetischer Diversitét, als auch fiir den
Erhalt der genetischen Integritit, in der DNA-Reparatur und der DNA-Replikation.
Fir den AbschluB des Rekombinationsvorganges, der Auflosung der
charakteristischen Holliday-Struktur, ist eine strukturspezifische Endonuklease
notwendig. Diese X-Solvasen bilden eine ubiquitér verbreitete, aber phylogenetisch

heterogene Gruppe von Enzymen.

In der vorliegenden Arbeit wird die Identifikation, Klonierung und Reinigung von
acht homologen Holliday-Struktur auflésenden Endonukleasen (Hjcs) aus Archaeen
und zwei homologen Hjcs aus archaealen Viren, sowie ihre spezifischen Reaktionen

mit cruciformer DNA beschrieben.

Die gereinigten Hjcs wurden in vergleichende Untersuchungen mit synthetischen
cruciformen DNAs eingesetzt. Dabei zeigten alle Hjcs die erwartete, typische
Auflosungsreaktion. Es konnte ein strukturabhingiger Schnittmodus abgeleitet
werden, der sich zwischen den zelluldren und den viralen Hjcs durch die Positionen

der eingefiigten symmetrischen Einzelstrangbriiche unterschied.

Die zelluldren Hjcs zeigten identische Schnittmuster mit einer cruciformen DNA
mit fixiertem Kreuzungspunkt, unterschieden sich aber deutlich in ihren Reaktionen
mit einer cruciformen DNA, die branch migration iiber einen Bereich von zehn
Basenpaaren zulieB. Wegen des festgelegten Schnittmodus der Hjcs und da keine
Sequenzspezifitit zu beobachten war, miissen die Unterschiede in den Reaktionen der
Hjcs auf Spezifititen flir bestimmte Konformere der strukturell variablen, mobilen
cruciformen DNA zuriickzufiihren sein. Um DNA-Interaktionsdomédnen der Hjcs zu
identifizieren, die flir diese Spezifititen verantwortlich sind, wurden zunichst
Bereiche der Hjcs definiert, die potentiell fiir diese Funktion in Frage kommen. Diese
drei hypothetischen DNA-Interaktionsdoménen eines Hjcs (aus A. pernix, Afu)
wurden dann, einzeln und in Kombination, in ein anderes Hjc (aus P. furiosus, Pfu)
mit stark abweichendem Schnittmuster iibertragen. In Reaktionen mit mobiler

cruciformer DNA zeigten die chiméren Hjcs individuelle Schnittmuster, die sich von
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den Schnittmustern aller natiirlicher Hjcs unterschieden. Die angestrebte Uberfiihrung
des Pfu-Hjc Schnittmusters in das von Afu-Hjc konnte nicht erreicht werden, aber der
Einflu3 der hypothetischen DNA-Interaktionsdoménen auf die Substratspezifitit der

Hjcs konnte nachgewiesen werden.

AuBlerdem wurden die viralen Hjcs auf ihre Sperzifitit fiir eine aus Pox-Viren
bekannte Konsensus-Sequenz, die ebenfalls in beiden SIRV-Genomen nachgewiesen
werden konnte, mit Implikationen fiir eine Rolle in der Auflésung von
Replikationsintermediaten, untersucht. Diese Spezifitdt konnte jedoch durch in vitro-

Tests nicht bestétigt werden.

Die archaealen Hjcs wurden in Experimenten zur Komplemention von
Endonuklease VII des Bakteriophagen T4 eingesetzt. Die Komplementationseffizienz
der Hjcs lieB Riickschliisse auf den Anteil der X-Solvase Aktivitit an den Funktionen
von Endonuklease VII fiir die Phagenentwicklung zu. Die Féhigkeit der Hjcs zur
Komplementation von Endo VII bestétigte ihre biologische Funktion als X-Solvasen

in einem in vVivo-System.
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8 Abstract

Homologous genetic recombination is a fundamental biological process with
relevance in generating biological diversity and ensuring genomic integrity through
involvement in processes of DNA-repair and DNA-replication. The Holliday junction,
being the central intermediate in homologous recombination, is cleaved by the action
of structure specific endonucleases, the X-solvases, to produce recombinant duplex-
DNAs to finalize the process of recombination. The X-solvases are an ubiquitous, yet

phylogenetically diverse group of enzymes.

This study describes the identification, cloning and purification of eight
homologous Holliday-junction cleavage enzymes (Hjcs) from archaeca and two
homologous Hjcs from archaeal viruses, and their specific reactions with cruciform

DNAs.

The purified Hjcs were comparatively analysed in their reactions with synthetic
cruciform DNAs. Here, all Hjcs showed the predicted activity typical for X-solvases.
A structure dependent cleavage mode could be deduced for all Hjcs, which differed
for the cellular and the viral Hjcs in the position of the symmetrical single strand

breaks, introduced for resolving the Holliday-structure.

The cellular Hjcs produced identical cleavage patterns in reactions with a
cruciform DNA with a fixed junction, but showed different patterns in reactions with
a cruciform DNA with a branch migratable junction. As no sequence specificity could
be observed and because of the identical cleavage mode in the reactions with the fixed
junction, different structure specificities of the Hjcs should be responsible for this
observation. The Hjcs chose their favourite substrates from the various conformeres
of the structurally variable, mobile junction, according to their individual specificities.
Certain regions of the Hjcs could be assigned to be potential DNA-interaction
domains, being the structural basis of the observed specificities. To verify this
hypothesis, chimeric Hjcs were constructed transferring the hypothetical DNA-
interaction domains from one Hjc (from A. fulgidus, Afu) to another Hjc (from P.
furiosus, Pfu) with a distinctively different cleavage pattern. In reactions with a

mobile junction the chimeric Hjcs showed individual cleavage patterns, differing from
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all patterns produced by the natural Hjcs. The intended transition of the Pfu-Hjc with
Afu-Hjc domains to produce the Afu-Hjc specific cleavage pattern could not be
achieved. Yet, an impact of the hypothetical DNA-interaction domains on the

structure-specificity of the Hjcs could be confirmed.

The viral Hjcs were tested for their specificity for a consensus-sequence from pox-
viruses, which can also be found in the SIRV genomes, known to be essential for the
resolution of replication intermediates. This sequence specificity could not be

confirmed with in vitro-assays.

The archaeal Hjcs were used in assays to complement endonuclease VII of
bacteriophage T4. The results suggest the impact of X-solvase activity of
endonuclease VII’s different functions for T4-development and provide direct

evidence for the X-solvase activity of the Hjcs in an in vivo-system.
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