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Vorbemerkungen

- Als Dezimaltrennzeichen wurde in dieser Arbeit das Komma verwendet.

- Aminoséuren werden gemal’ dem international tiblichen ,,Ein Buchstaben-Code* abgekiirzt.

- Die Konfigurationsisomere von Azobenzol werden in dieser Arbeit anstelle der
Bezeichnung nach IUPAC ,,(Z)- bzw. (E)-Isomer* mit den anschaulicheren Begriffen ,,cis-
bzw. trans-lsomer* bezeichnet.

- Der Ausdruck ,,cis-Zustand* bedeutet in dieser Arbeit der Zustand eines mit Azobenzol
modifizierten Proteins unter Belichtung mit UV-Licht; der Ausdruck ,trans-Zustand“
bedeutet der Zustand eines mit Azobenzol modifizierten Proteins unter Belichtung mit
blauem Licht.

Nomenklatur scPvull

Da die single-chain Variante von Pwvull (scPvull) durch das Aneinanderfligen zweier
identischer Pvull Monomere, welche durch eine kurze Linkersequenz verbunden wurde,
entstanden ist, kann scPvull in die N-terminale Halfte (Aminoséure #2 - #157), die Linker-
Region (#158 - #161 fir einen 4 Aminosduren-Linker bzw. #158 - #165 fir einen 8
Aminosauren-Linker) und die C-terminale Halfte (#162 - #319 bei einem 4 Aminosauren-
Linker und entsprechend #166 - #323 bei einem 8 Aminosauren-Linker) untergliedert werden.
Zur Ubersichtlicheren Darstellung werden in dieser Arbeit die Aminosauren der C-terminalen
Hélfte mit der entsprechenden Positionsnummer von WT Pvull bezeichnet und mit ,**
markiert. Bei der Nomenklatur von scPvull-Varianten bezeichnet jeweils der Terminus in
Klammern (,,sc(...)*) die jeweilige Azobenzol Crosslink-Stelle oder Mutation in der N-
terminalen Hélfte von scPvull. Der Ausdruck ,,sc(...)," bedeutet, dass diese Crosslink-Stelle
oder Mutation in beiden Héalften symmetrisch eingefiihrt wurde. Der Appendix ,,_Azo“
(,»sc(...)2_Az0") bedeutet, dass diese Variante mit AzoMal modifiziert wurde.

Beispiele:

- s¢(C49 C62)2(F94),_Azo entspricht der Variante von scPvull, die jeweils die Azobenzol-
Crosslink-Stelle C49-C62 und die zuséatzliche Mutation F94 in beiden Halften des Enzyms
besitzt und mit AzoMal modifiziert wurde.

- SC(C61 L4)(C49* C62*) entspricht der Variante von scPvull, die zum einen die Azobenzol-
Crosslink-Stelle aus C61 (aus der N-terminalen Halfte) und dem Cystein des Linkers L4 und
zum anderen die Crosslink-Stelle C49*-C62* in der C-terminalen Hélfte tréagt.

Xl



1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Regulation biologischer Prozesse mit Licht

Die Steuerung biologischer Prozesse durch Licht stellt in der Natur ein weit verbreitetes und
bedeutendes Konzept dar, beispielsweise erwahnt seien die Photosynthese oder der
Sehvorgang. Dabei erhalten Proteine durch den Einbau von Chromophoren lichtsensitive
Eigenschaften. Eines der am besten untersuchten Beispiele ist Rhodopsin, das Uber die
cis/trans - Isomerisierung seines Co-Faktors Retinal reguliert wird (1). Insgesamt gesehen
bietet die Verwendung von Licht als externes Trigger-Signal zahlreiche Vorteile, die nur sehr
schwer durch andere Konzepte ermdglicht werden kdénnen. Die Bestrahlung mit Licht ist
uberaus schnell und kann unter einer exakten Kontrolle von Raum, Zeit und Dosis der
Belichtung erfolgen (2). Da die meisten Zellen nicht spezifisch auf Lichteinstrahlung
reagieren, konnen biologische Prozesse prinzipiell auch in vivo durch Licht kontrolliert
werden.

Fur viele biologische Anwendungen bietet die Aussicht, Biomolekdile und Proteine durch
Licht kunstlich regulieren zu kénnen, enormes Potential und steht somit im Fokus photoche-
mischer, aber auch biotechnologischer und biomedizinischer Forschung (3-8).

Eine Moglichkeit der Lichtaktivierung von Enzymen bietet das ,,caging, wobei Proteine mit
einer photolabilen Schutzgruppe unter Verlust ihrer enzymatischen Aktivitat versehen werden
(9-11). Eine lichtinduzierte Abspaltung dieser Gruppe kann die Aktivitdt anschlieRend
wiederherstellen.

Fur einige Anwendungen ist diese Ein-Schritt-Aktivierung ausreichend, jedoch wdre ein
erneutes Ausschalten insbesondere fur in vivo - Applikationen wiinschenswert. Hierzu kénnen
Proteine mit einer photosensitiven Komponente gekoppelt werden, welche in einer reversiblen
Art und Weise durch Licht geschaltet werden kann. Als lichtsteuerbare Komponenten
kommen dabei zum einen photosensitive Proteindomanen bestimmter Lichtrezeptoren, wie
z.B. die LOV2-Domadne, zum Einsatz, die mit dem zu regulierenden Protein fusioniert werden
(12-14). Zum anderen kann die Kopplung mit Schalter-Molekilen, wie z.B. Azobenzol
erfolgen, die einer spezifischen lichtinduzierten Photoisomerisierung unterliegen (6, 15, 16).



1. Einleitung

1.2 Azobenzol als photosensitiver Schalter

In dieser Arbeit wird das gut charakterisierte Schalter-Molekil Azobenzol verwendet.

1.2.1 Die Photoisomerisierung von Azobenzol

Das Schalter-Molekil Azobenzol (,,Di(phenyl)diazen*) besteht aus zwei Phenylgruppen, die
uber eine Azobriicke miteinander verbunden sind. Dementsprechend existiert Azobenzol in

A B
W O W
N N

Abb. 1-1 Azobenzol in der trans- (A) und der cis-Konfiguration (B)

zwei Konfigurationen: der ausgedehnten trans-Konfiguration ((E)-Azobenzol) und der
kompakteren cis-Konfiguration ((Z)-Azobenzol) (Abb. 1-1), wobei die beiden
Konfigurationen in einer lichtinduzierten cis/trans-Isomerie ineinander umgewandelt weden
kénnen (Abb. 1-2) (17, 18). Die Bestrahlung mit UV-Licht von 366 nm Wellenlange fiihrt
dabei zu der Isomerisierung von der trans- zu der energiereicheren cis-Konfiguration der

Blaues Licht (450 nm)

UV-Licht (366 nm) oder thermische
Relaxation

Abb. 1-2 Schema der trans — cis Isomerisierung von AzoMal modifiziert mit Cystein-Resten durch
Belichtung mit UV-Licht und der cis — trans Isomerisierung mit blauem Licht. Dabei ist der S-S -
Abstand in der trans-Konfiguration deutlich gréRer als in der cis-Konfiguration.



1. Einleitung

zentralen Diazen-Bindung. Eine Rickisomerisierung in den trans-Zustand erfolgt durch
Belichtung mit sichtbarem Licht der Wellenlange 450 nm. Daneben findet ebenfalls
thermische Relaxation in den energetisch stabileren trans-Zustand statt, wobei die rdumliche
Umgebung der zentralen Azobenzol-Gruppe entsprechender Derivate die Halbwertszeit der
cis-Konfiguration beeinflusst (19). Der detaillierte Mechanismus der Photoisomerisierung
bleibt Gegenstand aktueller Forschung, wobei neuere Studien fur eine Rotation um die
zentrale Diazen-Doppelbindung und gegen eine Inversion in der Ebene sprechen (17, 20, 21).

Azobenzol besitzt mehrere vorteilhafte Eigenschaften, die es als Schalter-Molekiil
pradestinieren. Azobenzol unterliegt nur geringfuigig einem photobleaching, und das Umfeld
der Azobenzol-Gruppe hat nur einen sehr kleinen Einfluss auf das Absorptionsprofil und den
Isomerisierungsprozess. Des Weiteren konnen hohe Ausbeuten an Ubergangen zwischen
beiden Konfigurationen und somit auch eine hohe Populationsdifferenz zwischen cis und
trans erhalten werden (6). Nicht zuletzt findet die Isomerisierung sehr schnell innerhalb von
Picosekunden statt (22, 23). Dies alles macht Azobenzol zu einem verlédsslichen Chromophor
und zu einem effektiven photoinduzierbaren Schalter.

1.2.2 Regulation von Peptiden und Proteinen mittels Azobenzol

Zum Einbau von Azobenzol in Peptide und Proteine kommen vor allem vier allgemeine
Vorgehensweisen zum Einsatz: (i.) Der Einbau Uber Peptidsynthese (24-27); (ii.) der Einbau
uber in vitro - Translation (28, 29); (iii.) der Einbau in vivo Uber ein orthogonales tRNA /
Aminoacyl-tRNA-Synthetase Paar spezifisch fiir Azophenyl-Alanin (30); und (iv.) chemische
Modifikation von Peptiden und Proteinen (31, 32). Daneben konnte in spezifischeren
Ansatzen (ber die Verwendung von Azobenzol-modifizierten Liganden oder DNA-
Substratsequenzen indirekt Einfluss auf die Aktivitat von Proteinen genommen werden (33-
36).

Die chemische Modifikation stellt dabei den am weitesten verbreiteten Ansatz dar und kann
mit mono- oder bi-funktionellen Azobenzol-Derivaten erfolgen. Der Modifikationsansatz mit
mono-funktionellen Azobenzol-Derivaten beruht vor allem auf sterischen Effekten (37, 38)
oder auf Beeinflussung von Liganden-Bindungen durch das angehangte Azobenzol, wie zum
Beispiel in Arbeiten Gber das lichtinduzierte Offnen von lonenkanalen (vgl. Abb. 1-3) (39-
41). Dagegen beruhen die durch Modifikation mit bi-funktionellen Azobenzol-Derivaten
hervorgerufenen Effekte auf einer lichtbedingten Konformationsanderung des Zielobjekts und
der damit verbundenen Regulation von dessen Aktivitat (32, 42, 43). Hierfur kann als Beispiel
die lichtinduzierte DNA-Bindung von modifizierten, kleinen helikalen Transkriptionsfaktoren

3
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Abb. 1-3 Lichtinduziertes Offnen eines ionotropen Glutamatrezeptors Uber ein angehingtes
Azobenzol-Glutamat-Konstrukt (nach Volgraf et al., 2006).

wie GCN4-bZIP oder MyoD (Abb. 1-4) aufgrund der photosensitiven Integritat der helikalen
Struktur (vgl. Abb. 1-9 B), angefiihrt werden (44, 45). Die chemische Modifikation von
Proteinen mit Azobenzol-Derivaten stellt somit den vielversprechendsten Ansatz fur ein
verallgemeinerbares Konzept zur Generation von lichtsteuerbaren Proteinen dar, insbesondere
wenn strukturelle Information Uber das Protein vorhanden ist (46). Bisher konnte gezeigt
werden, dass die Funktion einiger Proteine sowohl in vitro (47-49) als auch in vivo (50-52)
durch Belichtung gesteuert werden kann. Jedoch sind bisher nur wenige Beispiele bekannt,
bei denen konkret die enzymatische Aktivitat zu einem gewissen Malie durch Modifikation
mit mono-funktionellen Azobenzol-Derivaten oder den Einbau einer Azobenzol-tragende
Aminosdure durch spezifische Belichtung reguliert werden konnte (28, 38, 53, 54). Die
reversible lichtsensitive Kontrolle enzymatischer Aktivitat durch bi-funktionelle Azobenzol-
Derivate ist nach meinem Wissen bisher noch nicht erreicht worden.

Abb. 1-4 Schematische Darstellung der Modifkation des helikalen Transkriptionsfaktors MyoD mit
Azobenzol-Schaltern (nach Guerrero et al., 2005).

Eine Liste sdmtlicher Publikationen, bei denen bi-funktionelle (Tab. 1-1) oder mono-
funktionelle (Tab. 1-2) Azobenzol-Derivate zur Licht-Regulation von Peptiden und Proteinen
und bei denen Azobenzol-Derivate zur Inkorporation in Peptide, Proteine oder DNA
eingesetzt wurden (Tab. 1-3), ist im folgenden unter Angabe des jeweiligen Zielobjekts, des
erreichten Effekts, des verwendeten Azobenzol-Derivats und der jeweiligen Kopplungsart
tabellarisch zusammengefasst.
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Tab. 1-1 Publikationen zur chemischen Modifikation mit bi-funktionellen Azobenzol-Derivaten

I L A . Azobenzol | Azobenzol-
Publikation Jahr  Zielobjekt lichtinduzierter Effekt Derivat Modifikation
Kumita (55) 2000 | helikales Peptid | Storung der helikalen Struktur = Azolod nach.

Peptidsynthese
. . . i . nach
Flint (56) 2002 | helikales Peptid | Storung der helikalen Struktur = Azolod Peptidsynthese
Kumita (57) 2002 | helikales Peptid | Storung der helikalen Struktur = Azolod nach.
Peptidsynthese
. Leucin Zipper Stoérung der helikalen Struktur nach
Kumita (58) 2002 Peptid GCN4-p1 & coiled coil Interaktion Azolod Peptidsynthese
. . ) . nach
Zhang (59) 2003  helikales Peptid | Storung der helikalen Struktur = AzoCl Peptidsynthese
Burns (60) 2004 | helikales Peptid | Storung der helikalen Struktur = Azolod nach.
Peptidsynthese
MTS- nach
Pozhidaeva (19) 2004  helikales Peptid ' Storung der helikalen Struktur = Azobenzol .
. Peptidsynthese
Cross-linker
. . kleine Bewegung des posttranslational
Umeki (43) 2004 Myosin Hebelarms des Myosinkopfs AzoMal in vitro
Transkriptionsfa | lichtinduzierte DNA Bindung posttranslational
Guerrero (44) 2005 yior MyoD (10%- fach) AzoCl in vitro
helikale _ . .
Guerrero (61) 2005 | Homeodoméne I(llcg_tgg#)merte DNA Bindung AzoCl BaecTi dsvnthese
von HDH-3 puasy
. . ) . nach
Woolley (32) 2005 | helikales Peptid | Storung der helikalen Struktur = Azolod Peptidsynthese
N.N- nach
Chi (62) 2006  helikales Peptid  Stérung der helikalen Struktur  dialkyl- .
Peptidsynthese
Azobenzol
Kollagen Triple- = Stérung der Triple-Helix- . nach
Kusebauch (63) 2006 Helix-Peptid Struktur AzoButin Peptidsynthese
Leucin Zipper lichtinduzierte DNA Bindung posttranslational
Woolley (45) 2006 5 onNapzip (20- fach) AzoCl in vitro
Kollagen Triple- = Stérung der Triple-Helix- . nach
Kusebauch (42) 2007 Helix-Peptid Struktur AzoButin Peptidsynthese
. . i . Azo- nach
Beharry (64) 2008 | helikales Peptid | Storung der helikalen Struktur Piperazin Peptidsynthese
. helikales Peptid ' lichtinduzierte Bindung des posttranslational
Kneissl (65) 2008 (Bakz.g7) Peptids an Bcl-x, (20-fach) AzoCl in vitro
lichtinduziertes .
Zhang (46) 2009 FynS_I_—|3 ) Falten/Entfalten der AzoCl post.translatlonal
Doméne in vitro

Proteinstruktur

AzoButin = Azobenzol-4,4"-bis-N-(4-chloro-2-butynenyl)-carboxamid
AzoPiperazin = 2-Chloro-1-[4-(4-{4-[4-(2-chloroacetyl)-piperazin-1-yl]phenylazo}-phenyl)-piperazin-1-yl]-ethanon
Azolod und AzoCl siehe Punkt 2.1.11.1
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Tab. 1-2 Publikationen zur chemischen Modifikation mit mono-funktionellen Azobenzol-Derivaten

Publikation  Jahr  Zielobjekt lichtinduzierter Effekt Azobenzol | Azobenzol-
Derivat Modifikation
. . lichtinduzierte Hydrolase- Carboxy- posttranslational in
Willner (54) 1991 Papain Aktivitét (2,8-fach) azobenzol  vitro
+ _ . . mono- in vivo Modifikation
Banghart (50) 2004 Shaker K- lichtinduziertes Blockieren funkt. an Membran-Kanalen
Kanal der Pore no
Azo(NH,") in Neuronen
Shaker K- durch lichtinduzierte mono- in vivo Modifikation
Chambers (51) 2006 Kanal Porendffnung stimulierte funkt. an Membran-Kanélen
Aktionspotentiale Azo(NH;")  in Neuronen
. _ . . mono- . .
Loudwig (48) 2006 oc-Her_nonsm lichtinduziertes Blockieren funkt. p_osttranslatlonal in
Protein Pore der Pore ; vitro
Az0(S0O3)
GroEL - lichtinduzierte mechanische ~ mono- osttranslational in
Muramatsu (37) | 2006 Chaneronin Barriere am Eingang des funkt. \F/)itro
P zylindrischen Hohlraums Azo(COy)
lonotroper in vivo Modifikation
Volgraf (41) 2006 @ Glutamat lichtinduzierte Porenéffnrung  MAG an Membran-Kanélen
Rezeptor in HEK293-Zellen
lonotroper in vivo Modifikation
Gorostiza (39) 2007  Glutamat lichtinduzierte Porenéffnung  MAG an Membran-Kanélen
Rezeptor in HEK293-Zellen
lonotroper durch lichtinduzierte in vivo Modifikation
Szobota (52) 2007  Glutamat Porentffnung stimulierte MAG an Membran-Kanélen
Rezeptor Aktionspotentiale in Neuronen
L lichtinduzierte ATPase posttranslational in
Yamada (38) 2007  Kinesin Aktivitat (2-fach) PAM vitro
Spannungs- durch lichtinduzierte mono- in vivo Modifikation
Fortin (66) 2008 | aktivierte K*- | Porendffnung stimulierte funkt. an Membran-Kanélen
Kanéle Aktionspotentiale Az0Q in Neuronen
Carbo- lichtinduzierte Epo-Azo-  posttranslational in
Harvey (53) 2008 anhydrase Hydrolaseaktivitat (2-fach) sulf vitro
B-Cyclodextrin ' lichtinduziertes Blockieren Bromobutyl = posttranslational in
Jog (47) 2008 Pore der Pore (2-fach) -Azobenzol  vitro
lonotroper durch lichtinduzierte ;Vl\l/\llgml\gffrf&(:;ggn
Numano (40) 2009  Glutamat Porentffnung stimulierte MAG in HEK293-
Rezeptor Aktionspotentiale
Zellen/Neuronen
lichtinduzierte Bindung zu osttranslational in
Shishido (49) 2009 | Calmodulin Calmodulin-Bindepeptid PAM P

MAG = Maleimid-Azobenzol-Glutamat
PAM = N-(4-phenylazopheny)-maleimid
Epo-Azo-sulf = Epoxid-Azobenzol-Arylsulfonamid

M13 (5-fach)

vitro
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Tab 1-3 Publikationen zu Azobenzol-Derivaten fir die Inkorporation in Peptide/Proteine/DNA bzw. ohne

Kopplung
Publikation Jahr  Zielobjekt lichtinduzierter Effekt Azobenzol | Azobenzol-
Derivat Kopplung
Inhibitoren fur . . . S Azobenzol-
\(/;/g)stmark 1993 | Cystein- und gghgi’:]déjé_'géﬁ)lnh'bmon von Amino- keine Kopplung
Serin-Proteasen P acetaldehyd
Phospholipase ' Lichtinduzierte Hydrolase- Azophenyl- | Inkorporation durch
Ueda (67) 1994 A, Aktivitat (1,5-fach) Alanin Peptidsynthese
Liu (68) 1997 S-Peptid der lichtinduzierte Ribonuklease S Azophenyl- | Inkorporation durch
Ribonuklease S = Aktivitat (4-fach) Alanin Peptidsynthese
S-Peptid der lichtinduzierte Ribonuklease S Azophenyl- | Inkorporation durch
James (25) 2001 Ribonuklease S = Aktivitat (10-20-fach) Alanin Peptidsynthese
. lichtinduzierte Peroxidase .
Muranaka 2002 Meerr.ettlch Aktivitat (10'-10%fach, nicht Azop_henyl- !nk(_)rporatlon dqrch
(28) Peroxidase - . Alanin in vitro Translation
vollstandig reversibel)
. . lichtinduziertes Binden und
Shimoboji 2002 Endoglucanase Blockieren der Endoglucanase Azobenzol- keine Kopplung
(69) 12A . Polymer
durch ein Azobenzol-Polymer
Antisense- _ . .
Matsunaga DNA f. RNase lichtinduiziertes Blockieren des Azophenyl- | Inkorporation durch
2004 RNase H — RNA Substrates durch -
(70) H - RNA o - Threoninol  DNA-Synthese
Annilieren der Antisense-DNA
Substrat
Nakayama 2004  BamHI Ein-Schritt Aktivierung durch Azophenyl- | Inkorporation durch
(29) UV-Licht Alanin in vitro Translation
. . L Carb.phenyl .
Nakayama Ein-Schritt Aktivierung durch ’* Inkorporation durch
(71) 2005 | BamHl UV-Licht azophenyl in vitro Translation
Alanin
Transkriptions- | lichtinduzierte DNA Bindung Azophenyl- | Inkorporation durch
Bose (30) 2006 aktivator CAP  (4- fach) Alanin in vivo Translation
B-Hairpin- . - Inkorporation durch
Dong (24) 2006 Peptid Stérung der Hairpin-Struktur AMPP Peptidsynthese
lichtinduzierte Transkription .
Liu (34) 2006 T7 Promotor durch T7 RNA Polymerase Azophe_nyl— Inkorporation durch
Sequenz Threoninol  DNA-Synthese
(8-fach)
Peptido-mime-
. tischer ITAM _— . . Inkorporation durch
Kuil (72) 2008 Ligand fir lichtinduzierte Bindung zu tSH2 = AMPB Peptidsynthese
tSH2
Peptido-mime- Trifluor-
Pearson 2008 tischer lichtinduzierte Inhibition von methyl- keine Kooolun
(35) Inhibitor f. Chymotrypsin (5-fach) keton-Azo- PRIUNg
Chymotrypsin benzol
Kim (33) 2009 Trypsin lichtinduzierte Inhibition von Azophenyl- | Inkorporation durch
Aptamer Trypsin durch das Aptamer Threoninol  DNA-Synthese
Nomura 2009 Tandem Zink-  lichtinduzierte DNA-Bindung é;?k?;?zﬁl' Inkorporation durch
(26) Finger Peptid  (~10-fach) OXy Peptidsynthese
chlorid
Parisot (27) 2009 FLAG Peptid lichtinduzierte Bindung zu anti- AMPB Inkorporation durch

FLAG Antikorper (280-fach)

AMPP = [3-(3-aminomethyl)-phenylazo]phenylessigsdure

AMPB = (4-Aminomethyl)phenylazobenzoesaure

Peptidsynthese
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1.2.3 Kopplung von Azobenzol-Derivaten an Proteine durch chemische Modifikation

Bei der chemischen Modifikation von Proteinen mit Azobenzol-Derivaten erfolgt die
Verknipfung Uber Kopplungsgruppen, die spezifisch mit bestimmten Aminosdure-Resten
reagieren. Dazu wurden Azobenzol-Derivate synthetisiert, die neben der zentralen Azobenzol-
Komponente Thiol-spezifische Kopplungsgruppen tragen, welche hoch spezifisch mit den
Sulfhydryl-Gruppen von exponierten Cystein-Resten reagieren kdnnen und somit Uber eine
kovalente Bindung mit dem Protein verkniipft werden.

In dieser Arbeit kommen die Thiol-spezifischen Kopplungsgruppen lod- bzw. Chloracetamid
(Abb. 1-5 A) und Maleimid (Abb. 1-5 B) zum Einsatz. Fir die Modifikation sollte der pH-
Wert zur Erhohung der Nukleophilie der Sulfhydrylgruppe nicht kleiner als pH 6,5 und
insbesondere bei Maleimid nicht gréRer als pH 7,5 sein, da ansonsten der Maleimid-Ring
hydrolysiert und nicht mehr mit Sulfhydryl-Gruppen reagieren kann (73).

0) . 0)
R—SH + -1/Cl
I/Cl = S
1 R RI
B @) @)
R—SH + N—R' —_— N—R'
R\S

Abb. 1-5 Kopplungsreaktionen: Schematische Kopplung einer Sulfhydryl-Gruppe an lod-/Chloracetamid
(A) bzw. an Maleimid (B)

1.3 ScPvull als Modellenzym zur Generation eines lichtschaltbaren Restriktionsenzyms

Fur die Generation eines lichtschaltbaren Restriktionsenzyms dient in dieser Arbeit die single-
chain Variante der Restriktionsendonuklease Pvull als Modellenzym.

1.3.1 Das Restriktionsenzym Pvull

Die Fahigkeit, DNA an einer spezifischen Stelle zu spalten, macht Restriktionsenzyme zu
unentbehrlichen Werkzeugen in der Molekularbiologie und Gentechnik. In natura sind diese
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Enzyme bis auf wenige Ausnahmen Teil eines bakteriellen stammspezifischen Restriktions-
Modifikationssystems. Die Restriktionsenzyme werden dabei je nach Untereinheiten,
Kofaktoren und Reaktionsmechanismen in vier Typen unterteilt (74), wobei die Typ Il
Restriktionsenzyme mit ihren bisher mehr als 5000 identifizierten Mitgliedern die am besten
charakterisierte Gruppe darstellen (75).

Das Restriktions-Modifikationssystem dieses Typs besteht jeweils aus zwei Enzymen mit
derselben spezifischen Erkennungssequenz, dem Restriktionsenzym und der dazugehdrigen
Methyltransferase, wobei das Restriktionsenzym die DNA in der Regel an dieser Stelle spaltet
und die Methyltransferase die DNA durch Methylierung der Erkennungssequenz vor der
Spaltung bewahrt. Die eigene bakterielle DNA zeigt dieses Methylierungsmuster und ist
somit resistent gegenuber der Spaltung, wahrend eingedrungene fremde DNA, wie zum
Beispiel virale DNA, dieses Muster nicht aufweist und deshalb durch das Restriktionsenzym
zum Erhalt der genetischen Identitat gespalten werden kann. Daher muss beim Eindringen
fremder DNA die Spaltung noch vor einer etwaigen Methylierung erfolgen, da ansonsten die
fremde DNA ebenfalls spaltungsresistent wird und ihre schadliche Wirkung entfalten kann.
Man geht davon aus, dass diese Tatsache durch eine erleichterte Diffusion des
Restriktionsenzyms zur jeweiligen Erkennungssequenz hin erreicht wird (76-78). Gemal
einer Studie auf dem ,single-molecule“-Level (79) handelt es sich dabei um einen ein-
dimensionalen sliding-Mechanismus (80-83), bei dem das Enzym unspezifisch an die DNA
bindet und ber ein-dimensionale Diffusion daran entlang gleitet, in Kombination mit einem
drei-dimensionalen hopping/jumping-Mechanismus (84-87), wobei sich das Enzym
kurzfristig von der DNA abldst, um nach kurzer drei-dimensionaler Diffusion erneut zu
binden.

Die Typ Il Restriktionsenzyme besitzen 4 bis 8 bp lange Erkennungssequenzen und spalten
innerhalb dieser Sequenz oder unmittelbar daneben, wobei 5-Phosphat- und 3 -Hydroxyl-
Enden erzeugt werden. Sie kommen in natlrlicher Form als Monomere, Dimere oder
Tetramere vor und bendtigen in der Regel zweiwertige lonen als Kofaktoren (88-90). Das
aktive Zentrum ist strukturell jeweils aus vier bis fipf -Faltblattern aufgebaut, die voru -
Helices umgeben werden, und besitzt das konservierte ,,PD...(D/E)xK* Motiv (91, 92). Die
drei konservierten Aminosduren Asparaginsdure, Glutaminsdure und Lysin stellen die
entscheidenden Reste im aktiven Zentrum dar (93, 94), wobei neben Lysin auch Glutamin
oder Glutaminsdure vorkommen kann (95, 96). Innerhalb der Typ Il — Restriktionsenzyme
gibt es nach Definition wiederum eine Anzahl von Untergruppen, die nach mehreren
Eigenschaften wie beispielsweise der Symmetrie der Erkennungssequenz unterteilt werden
(74).
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Das Restriktionsenzym Pvull gehort zur Gruppe der Typ 1l P Restriktionsenzyme. Es bildet
ein Homodimer aus zwei identischen Untereinheiten von je 18,2 kDa Molekulargewicht und
stellt somit das bisher kleinste bekannte Restriktionsenzym dar (Abb. 1-6 A - C). Jede
Untereinheit besitzt ein aktives Zentrum und wirkt auf je einen Strang der doppelstrangigen

Abb. 1-6 Strukturen von Pvull/scPvull: (A) Struktur von Pvull (Apoenzym-Struktur, PDB = 1PVU). (B)
Struktur von Pvull mit spezifischer DNA (Kokristall-Struktur, PDB = 1PVI). (C) Ubereinanderlagerung der
Apoenzym- (rot) und der Kokristall-Struktur (griin) von Pvull. (D) Struktur von scPvull (Apoenzym-
Struktur), mit dem die N- und C-terminale Halfte verbindendem Linker (markiert in blau). In Orange sind
jeweils die Reste des aktiven Zentrums (D58, E68, K70) dargestelit.

DNA, so dass pro Bindungsereignis beide Strange geschnitten werden kénnen (97). Die
Spaltung erfolgt in Mitten der palindromen Erkennungssequenz CAG|CTG und erzeugt glatte
Enden. Als Kofaktoren werden dafiir bis zu zwei Mg**-lonen pro Untereinheit bendtigt (98-
105). Es wird diskutiert, dass der Ubergangszustand in Folge eines ,,Zwei-Metall-lonen-
Mechanismus* durch Reduktion der elektrostatische Abstoung der negativ geladenen
Gruppen dieses Zustandes stabilisiert wird (106, 107). Die drei katalytisch aktiven Reste von

10



1. Einleitung

Pvull sind Asp 58, Glu 68 und Lys 70 (108), deren Austausch zu dramatischem Verlust der
spezifischen Aktivitat fihrt (109).

1.3.2 Das Restriktionsenzym scPvull

WT sc KDa Das eigentliche Modellenzym dieser Arbeit fur die Generierung

' =1 eines lichtschaltbaren Restriktionsenzyms ist die single-chain -
f Eé Variante von Pvull (scPvull). Bei dieser Variante wurden die

0 beiden Untereinheiten des Pvull - Homodimers durch einen

St — ) Linker (Gly-Ser-Gly-Gly) zu einer Polypeptidkette verbunden

Q : — 5 (Abb. 1-6 D), was gemal3 den Kristallstrukturen von Pvull durch
; S die raumliche Néhe des C-terminalen Endes einer Untereinheit
E _— zum N-terminalen Ende der anderen Untereinheit (Abb. 1-6

Abb. 1-7 WT Pvull vs. A/B, blau markierte Termini) ermdglicht wird. ScPvull besitzt

scPvull: Gelelektropho- somit ein Molekulargewicht von 36,7 kDa, hat eine dem WT
retische Analyse (SDS- Pvull vergleichbare Substratspezifitdt und zeigt nur geringe
PAGE) von WT Pwull EinbuBen in der Aktivitat (kea/Km = 1,1 x 10° min™ M™? fiir

(2x 18,2 kDa) und
scPvull (36,7 kDa).

scPvull und 3,5 x 10° min™ M fiir WT Pvull) (110).

1.3.3 ScPvull und Lichtsteuerung

Die single-chain Variante von Pvull bietet einige Vorteile, die sie fir den Einsatz als
Modellenzym fir die Lichtsteuerung geeignet machen. So ist scPvull ein kleines, kompaktes
Enzym, das zudem eine hohe Aktivitét zeigt. Es ist in seiner nativen Form frei von Cysteinen,
so dass fur die Kopplung mit Azobenzol-Derivaten direkt spezifische Cysteine in das Protein
eingeflhrt werden kdnnen. Die Struktur von scPvull ist bekannt (Abb. 1-6 D) (111), so dass
auf Basis der strukturellen Information Positionen fir das Anbringen eines Azobenzol-
Schalters gewahlt werden kdénnen. Daneben ist auch der WT Pvull funktionell und strukturell
gut charakterisiert, die Struktur des Apoenzyms (Abb. 1-6 A) (108) und des Kokristalls mit
spezifischer DNA (Abb. 1-6 B) (112) sind bekannt. Durch Ubereinanderlagerung beider
Strukturen konnen Informationen Uber Konformationsanderungen des Proteins aufgrund
spezifischer Substratbindung gewonnen werden, die fur die Wahl der Positionen fur den
Azobenzol-Schalter in scPvull ebenso aufschlussreich sind. Mit der speziellen Verwendung
der single-chain Variante, die im Vergleich zum WT durch den artifiziellen Linker etwas
unflexibler ist, bietet sich ebenfalls die Mdglichkeit, Azobenzol-Schalter asymmetrisch in
beiden Hélften des Enzyms anzubringen.
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1.3.4 ScPvull mit Lichtschalter und Gentheraphie

Das Heilen von Erbkrankheiten durch Gentherapie, insbesondere von monogenen
Erbkrankheiten, bei denen sich aufgrund eines defekten Gens ein krankheitsbedingter
Phénotyp ergibt, stellt eine der groRten Anforderungen an die heutige Forschung dar (113).
Da Therapieansatze uber eine unspezifische Integration des funktionellen Gens mittels viraler
Vektoren trotz Teilerfolge haufig auch zu unkontrollierter Zellproliferation fuhren (114, 115),
ist das Ziel der Gen-Ersatz-Therapie, ein fehlerhaftes Gen gezielt durch das gesunde Gen zu
ersetzen. Dies ist jedoch technisch sehr schwer zu realisieren.

Ein Ansatzpunkt dafur ist es, das gesunde Gen in die Zelle einzuschleusen und innerhalb oder
unmittelbar in der Nahe des auszutauschenden Genes einen Doppelstrangbruch zu induzieren
(116). Durch diesen Strangbruch wird in Folge der greifenden zelleigenen
Reparaturmechanismen auch die homologe Rekombination stark angeregt, wodurch das
fehlerhafte Gen durch Rekombination mit dem gesunden Gen ausgetauscht werden konnte.
Voraussetzung fiir diese Strategie ist jedoch, dass die DNA an einer spezifischen Stelle in der
Né&he der Mutation gespalten wird. Damit im menschlichen Genom nur ein spezifischer
Schnitt erfolgt, brduchte man eine spezifische Erkennungssequenz von mindestens 16 bp.
Dies kann durch die Verwendung von ,,konstruierten* Sequenz-spezifischen Endonukleasen,
wie z.B. Homing Endonukleasen, Zink-Finger-Nukleasen oder Restriktionsendonukleasen
erreicht werden (116, 117). So ist es z.B. bereits gelungen, die Nukleasedomane des
Restriktionsenzyms Fokl mit Zinkfinger — DNA — Bindemodulen zu koppeln, wodurch ein
gezielter Doppelstrangbruch an der gewiinschten Stelle erzielt werden konnte (118-122).

Um eine hohere Sequenz-Spezifitat eines Restriktionsenzym zu erlangen, kann dieses auch
mit einem Tripel-Helix bildenden Oligonukleotid verbunden werden, welches an einer
adressierten Sequenz binden und dort eine spezifische Tripel-Helix ausbilden kann (123).
Durch die Sequenz des Oligonukleotids konnte somit eine beliebige Sequenz adressiert
werden. Die Fusion der single chain — Variante von Pvull am C-terminalen Ende mit einem
16 bp — langen Oligonukleotid, das eine der Pvull-Erkennungssequenz benachbarte 16 bp
lange Sequenz adressiert, fuhrte dabei zu einem chimdren Heterokonjugat, welches die DNA
gezielt an der adressierten Stelle spalten konnte (124). Da die Tripel-Helix-Formation des
Heterokonjugats im Vergleich zur katalytischen Aktivitat von scPvull jedoch relativ langsam
ist, konnte eine adressierte Spaltung in vitro bisher nur nach einem anfénglichen
Inkubationsschritt des Heterokonjugats mit der Ziel-DNA in Abwesenheit von Mg®* mit
anschlieBender induzierter Spaltung durch Zugabe von Mg?* beobachtet werden, da sich
ansonsten auch nicht adressierte Spaltungen ergaben. Fir in vivo Applikationen ware es somit
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Azobenzol - Crosslinker
Tripel-Helix - formendes Oligonukleotid

Restriktionsenzym —— |

DNA

| |
Erkennungssequenz des Enzyms  Tripel-Helix - Bildungsstelle

Y

Zielsequenz

Sichtbares Licht JL : :
(450 nm) inaktiv

TRANS _ -
———————————————————————————————— Photoisomerisierung  --------------
CIS
UV Licht @’\ﬁ\_ :
S\ aktiv
(366 nm)

Abb. 1-8 Modell der Kombination eines Restriktionsenzyms, dessen Aktivitat tber einen angebun-
denen Azobenzol-Schalter durch Licht steuerbar ist, mit einem Tripel-Helix-formenden Oligonukleo-
tid: Die Substratspezifitat des Restriktionsenzyms kann durch Kopplung mit einem Tripel-Helix-formenden
Oligonukleotid (TFO), welches eine spezifische Tripel-Helix-Bildungsstelle (TFS) bindet, erhéht werden, so
dass das entstandene Heterokonjugat eine bipartite Zielsequenz aus der TFS und einer benachbarten
Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms erkennen kann. Durch Kombination mit einem lichtschaltbaren
Restriktionsenzym, kdnnte das Heterokonjugat zundchst im inaktiven Zustand (Sichtbares Licht, Azobenzol-
Schalter = trans-Konfiguration) Gber das TFO spezifisch an die TFS binden. Durch Photoisomerisierung in
den aktiven Zustand (UV-Licht, Azobenzol-Schalter = cis-Konfiguration) kann ein spezifischer Schnitt an
der durch die TFS adressierten Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms erfolgen. Eine anschlieRende
Belichtung mit sichtbarem Licht fiihrt zur erneuten Inaktivierung des Heterokonjugats.

von groRem Nutzen, wenn die Aktivitat des scPvull-Moduls reguliert werden konnte. Ein
lichtschaltbares scPvull-TFO Heterokonjugat (Abb. 1-8) koénnte zunéchst im inaktiven
Zustand durch ,,Profektion” in die Zelle eingebracht werden und die adressierte DNA-
Spaltung erst nach erfolgter Tripel-Helix Formierung durch einen Lichtimpuls induziert
werden. Nach erfolgtem Doppelstrangbruch konnte die Endonuklease-Aktivitat durch
Lichtsteuerung ausgeschaltet werden. Die zeitliche Kontrolle ber die Nuklease-Aktivitat
waére zudem auch fur andere Arten von Meganukleasen wie z.B. Homing Endonukleasen oder
Zink-Finger-Nukleasen von grofler Bedeutung, um das Problem der auftretenden nicht
adressierten Spaltung aufgrund des langen Ausgesetzseins der genomischen DNA durch diese
Enzyme in der Zelle zu minimieren (125, 126).

13
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1.4 Strategien zur Entwicklung eines lichtschaltbaren Restriktionsenzyms
1.4.1 Photoswitch-Strategie

Bei der Photoswitch-Strategie soll die Aktivitat von scPvull durch das Anbringen von bi-
funktionellen Azobenzol-Schaltern reguliert werden. Die Schalter sollen entweder nahe des
katalytischen Zentrums (Abb. 1-9 A) oder auf den drei Helices, die die DNA-Bindungsstelle
flankieren, angebracht werden. Somit kann durch die Photoisomerisierung des angehangten
Azobenzol-Schalters zwischen der trans- und der cis-Konfiguration entweder direkt auf die
Konformation des aktiven Zentrums Einfluss genommen werden, oder aber die Struktur der
modifizierten Helices kann, analog zu der lichtinduzierten Strukturanderung von kleinen heli-
kalen Peptiden (Abb. 1-9 B), durch Belichtung reguliert und somit die Substrat-Bindung
beeinflusst werden.

A
¢- ¢
kf-l "
{}kxx -’_g A [} { hv
T 7K —
*«;JW’ 2 hv oder A
ey
trans - inaktiv cis - aktiv

-‘\D hv

d —_ -
P =

j hvodera C
. !

Abb. 1-9 Photoswitch-Strategie: (A) Schematisches Modell von scPvull mit einem Azobenzol-Schalter
nahe dem aktiven Zentrum im inaktiven (trans-Konfiguration des Azobenzol-Schalters induziert durch
blaues Licht) und im aktiven Zustand (cis-Konfiguration der Azobenzol-Schalters induziert durch UV-
Licht). (B) Modell der lichtinduzierten Stérung der helikalen Struktur eines mit Azobenzol-modifizierten
Peptids (nach Woolley et al., 2005).

Ein wesentlicher Punkt bei der Bewertung der Erfolgsaussichten dieser Strategie ist die Frage
nach der Krafte-Bilanz. Ist die Kraft der Photoisomerisierung des Azobenzol-Schalters

ausreichend, um die Konformation des modifizierten Proteins in einem aktiven Prozess zu
14
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beeinflussen? Legt man an den Endpunkten der Phenyl-Ringe des Azobenzol-Molekils eine
aulere Kraft an, so konnte gezeigt werden, dass die Isomerisierung vom cis- in den trans-
Zustand bis zu einer Obergrenze der &uBeren angelegten Kraft von ~ 90 - 200 pN
(Nonadiabatische Simulation) (21) bzw. von ~ 400 pN (AFM-Experiment) (127) durch Licht
induziert werden kann. Eine mechanisch erzwungene Isomerisierung erfolgte erst bei Kréften
> 1250 pN (21). In &hnlichen AFM-Experimenten konnte gezeigt werden, dass fir die
Entfaltung einzelner Protein-Domaénen eine &uRere Kraft von ~ 150 - 300 pN angelegt werden
muss (128-130). Zudem konnte mittels kalorimetrischen Messungen bestimmt werden, dass
die trans-Konfiguration von Azobenzol ~ 50 kJ/mol stabiler ist als die cis-Konfiguration
(131) und dass die Energie-Barriere der Umwandlung bei ~ 78 kJ/mol liegt (60). Typische
Werte der freien Energie der Faltung von Proteinen liegen hingegen bei ~ 20 - 60 kJ/mol.
Rechnet man jeweils die Werte der cis/trans-Isomerisierung von Azobenzol mit den Werten
der Faltung/Entfaltung von globul&ren Proteinen gegeneinander auf, so sollte die Kraft der
Isomerisierung des angehéngten Azobenzol-Schalters durchaus ausreichen, um die
Konformation des Zielproteins in einem aktiven Prozess zu variieren. Experimentell konnte
das lichtinduzierte Entfalten der Proteinstruktur auch schon fur kleine helikale Proteine (32,
45) bzw. fiir eine Protein-Domane (46) gezeigt werden, die mit einem Azobenzol-Schalter
modifiziert waren.

1.4.2 Photogate-Strategie

Bei der Photogate-Strategie soll die Aktivitat von scPvull durch das Anbringen von mono-
funktionellen Azobenzol-Derivaten reguliert werden, die direkt am Eingang der DNA-
Bindungsstelle angebracht werden. Dabei soll die Zuganglichkeit der DNA zur DNA-
Bindungsstelle durch die modifizierten Azobenzol-Molekille im trans-Zustand als
mechanische Barriere blockiert werden (vgl. (37)). Eine Isomerisierung in die cis-
Konfiguration soll diesen Zugang wieder freigeben. Somit sollen in dieser Strategie die
katalytischen Eigenschaften des Proteins nicht veréndert, sondern lediglich die DNA-Bindung
durch das lichtschaltbare Photogate reguliert werden. Die mono-funktionellen Azobenzol-
Derivate werden dabei an dem Ende, das in den Zugang der DNA-Bindungsstelle reicht, mit
funktionellen Gruppen versehen, wobei im Rahmen dieses Projekts Derivate mit einer
Hydroxyl-, einer Carboxyl-Gruppe und einem Cystein-Rest am Ende getestet werden sollen.
In einem weiteren Ansatz soll ein mono-funktionelles Azobenzol-Derivat an einem Ende mit
einem 8 bp langen, palindromen Oligonukleotid versehen werden. Das Oligonukleotid besitzt
dabei eine Schmelztemperatur von 24 °C und kann, da es an beiden Seiten des Zugangs zur
DNA-Bindungsstelle nach Modifikation angebracht wird und zu sich selbst komplementér ist,
einen kurzen doppelstrdngigen Bereich tiber dem Zugang ausbilden und diesen somit definitiv
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blockieren. Eine Kombination aus entsprechender Temperatur und spezifischer Belichtung
soll den blockierten Zugang anschlieRend wieder freigeben.

trans - geschlossen cis - offen

Abb. 1-10 Photogate-Strategie: Schematisches Modell von mit mono-funktionellem Azobenzol modi-
fizierten scPvull (sc(C135), AzoOH) im geschlossenen Zustand (trans-Konfiguration induziert durch blaues
Licht) (A) und im offenen Zustand (cis-Konfiguration induziert durch UV-Licht) (B) des Photogates.

1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob die Aktivitdt des Modellenzyms scPvull durch
chemische Modifikation mit einem externen lichtschaltbaren Azobenzol-Derivat durch Licht
reguliert werden kann. Als ,,proof-of-principle” soll zundchst gezeigt werden, ob es prinzipiell
maoglich ist, die enzymatische Aktivitdt durch die lichtinduzierte cis-/trans-
Konfigurationsisomerie der kovalent mit dem Protein verbundenen Azobenzol-Schalter-
Molekiile zu beeinflussen.

Zum experimentellen Nachweis dieses Konzepts sollen zum einen in der Photoswitch-
Strategie bi-funktionelle Azobenzol-Schalter in Regionen des aktiven Zentrums und der
DNA-Bindung angebracht werden, mit der Absicht, die Aktivitdt des Enzyms durch den
mechanischen Stress, der durch die Photoisomerisierung des Schalter-Molekils hervorgerufen
wird, in einem aktiven Prozess zu beeintrdchtigen. Zum anderen soll in der Photogate-
Strategie der Zugang zur DNA-Bindungsstelle des Enzyms mit mono-funktionellen
Azobenzol-Derivaten modifiziert werden, mit der Absicht, die DNA-Bindung durch eine
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solche lichtschaltbare mechanische Barriere in Abhangigkeit vom Belichtungszustand zu
blockieren bzw. freizugeben. Dabei sollen in beiden Konzepten verschiedene Varianten von
scPvull in einem ,trial-and-error“-Prozess mit Azobenzol-Derivaten modifiziert und auf
lichtschaltbare Effekte hin untersucht werden. Die verschiedenen Varianten sollen dabei
entsprechend variiert und kombiniert werden, um einen maximalen Aktivitatsunterschied
zwischen dem cis- und dem trans-Zustand des modifizierten Proteins zu erhalten. Als Endziel
soll somit ein lichtschaltbares Restriktionsenzym geschaffen werden, dessen Aktivitat geman
einem ,,Alles-oder-Nichts* - Prinzip reversibel durch die Photoisomerisierung der kovalent
mit dem Protein verbundenen Azobenzol-Schalter-Molekiile reguliert werden kann.

Die Eigenschaften eines solchen neu entwickelten lichtschaltbaren Restriktionsenzyms sollen
anschlielend n&her charakterisiert werden. Zuletzt soll evaluiert werden, welche Strategie zur
Lichtschaltung die besten Ergebnisse geliefert hat und inwiefern das entsprechende Konzept
auf andere Proteine Ubertragen werden kann.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Enzyme und Marker

Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden nach Herstellerangaben mit den mitgelieferten

Puffern eingesetzt und sind in Tab. 2-1 in alphabetischer Reihenfolge aufgelistet. Von den

Restriktionsenzymen des Herstellers Fermentas (St. Leon-Rot) wurden teilweise auch die

entsprechenden FastDigest™ — Versionen eingesetzt.

Tab. 2-1 Verwendete Restriktionsenzyme:

Enzym Erkennungssequenz Hersteller

Agel g#%gg&l;’ New England Biolabs (Frankfurt)
BamHI g;::g%ﬁ&g:ff Fermentas (St. Leon-Rot)

Bsp68I g:ng%ggﬁg Fermentas (St. Leon-Rot)

Bvel 3 ’?gggggmgg%g : Fermentas (St. Leon-Rot)

Clal g::#}_{lggﬁlz:gi New England Biolabs (Frankfurt)
Dpnl g:g'-?-‘m%lmgg: Fermentas (St. Leon-Rot)

Eco32l g:géﬂ'—ggg: Fermentas (St. Leon-Rot)

Hind1ll g::ﬁl#gg;“{:gf Fermentas (St. Leon-Rot)

Kpnl 2:812:@8182: Fermentas (St. Leon-Rot)
Mval269l g:gﬁlgtg“lg’ Fermentas (St. Leon-Rot)

Ncol gjgigg\&ggj Fermentas (St. Leon-Rot)

Ndel g: :::g#ﬂ#&g::gi Fermentas (St. Leon-Rot)

Nsbl g:lgg%ggﬁg: Fermentas (St. Leon-Rot)

Nsil (Mph11031) géTXS&&X%' Fermentas (St. Leon-Rot)

Scal gzﬁgl%ﬁ-‘glg: Fermentas (St. Leon-Rot)

Vspl g:%p E'\T'Arlg Fermentas (St. Leon-Rot)

| und 1: Schnittstellen der Enzyme; N = G, A, T oder C; ™ = methyliert
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Andere verwendete Enzyme sind unter Angabe des Herstellers im Folgenden aufgelistet:

Tab. 2-2 Verwendete andere Enzyme:

Enzym Hersteller

Alkalische Phosphatase (CIP)
Pfu DNA Polymerase

T4 DNA Ligase

Tagq DNA Polymerase

Eigenherstellung
Fermentas (St. Leon-Rot)

Eigenherstellung

New England Biolabs (Frankfurt)

Als GroRenstandards bei der gelelektrophoretischen Auftrennung von Proteinen bzw. DNA

wurden folgende Marker eingesetzt.

Tab. 2-3 Verwendete GroRenstandards:

Marker Hersteller

PageRuler™ Unstained Protein Ladder
pUC Mix Marker, 8
GeneRuler™ 1kb DNA ladder

2.1.2 Chemikalien

Fermentas (St. Leon-Rot)
Fermentas (St. Leon-Rot)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Alle verwendeten Chemikalien sind unter Angabe des Herstellers in Tab. 2-4 aufgefuhrt. Der
Reinheitsgrad betrégt jeweils pro analysi. Zum Ansetzen aller Puffer und Lésungen wurde
Reinstwasser verwendet, das einem Milli-Q Synthesis Wasseraufbereitungssystem der Firma
Millipore (Schwalbach) entnommen wurde.

Tab. 2-4 Verwendete Chemikalien:

Chemikalie Hersteller Chemikalie Hersteller
2-Mercaptoethanol Merck (Darmstadt) Hefeextrakt AppliChem (Darmstadt)
2-Mercaptopropionsaure Merck (Darmstadt) Imidazol AppliChem (Darmstadt)
40 % - Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 = AppliChem (Darmstadt) IPTG AppliChem (Darmstadt)
Agar AppliChem (Darmstadt) Isopropanol Roth (Karlsruhe)
Agarose Invitrogen (Karlsruhe) Kaliumchlorid Roth (Karlsruhe)

Aluminiumsulfat
Ammoniumperoxodisulfat
Ammoniumsulfat
Ampicillin-Natriumsalz
Bromphenolblau

BSA

Chloroform

Cobalt(Il)-sulfat

AppliChem (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycinsulfat

Lubrol (Polyethylene-9-laurylether)
Magnesiumchlorid

Methanol

Natriumacetat

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Sigma (Miinchen)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)

AppliChem (Darmstadt)
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Coomassie Brilliant Blue G 250 AppliChem (Darmstadt)
Cystein (L-) Sigma (Miinchen)
di-Kaliumhydrogenphosphat Merck (Darmstadt)
DMF Merck (Darmstadt)
DMSO Merck (Darmstadt)
dNTPs Fermentas (St. Leon-Rot)
DTE AppliChem (Darmstadt)
DTT AppliChem (Darmstadt)
EDTA AppliChem (Darmstadt)
Essigséure Roth (Karlsruhe)
Ethanol Merck (Darmstadt)
Ethidiumbromid Merck (Darmstadt)
Formaldeydlosung Merck (Darmstadt)
Glycerin AppliChem (Darmstadt)
Glycin AppliChem (Darmstadt)

2.1.3 Radiochemikalien

Natriumhydroxid
Natriumthiosulfat
Ni%*-NTA-Agarose
Nickel(ll)-chlorid
Phosphorséure
PMSF

Saccharose
Salzséure

SDS

Silbernitrat
TEMED
Tetracyclin-Hydrochlorid
Tris

Trypton

Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Qiagen (Hilden)

Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
AppliChem (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)

AppliChem (Darmstadt)

[a-32P]-dATP wurde von der Firma Hartmann Analytic (Braunschweig) bezogen.

2.1.4 Kits

Es folgt eine Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Kits. Bei deren Verwendung wurde

jeweils gemaR der Anleitung des Herstellers vorgegangen.

Tab. 2-5 Verwendete Kits:

Kit

Hersteller

Verwendung

QIAGEN® Plasmid Midi Kit (100)
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

2.1.5 Puffer und Medien

Qiagen (Hilden)
Promega
(Mannheim)

Promega
(Mannheim)

Plasmidpraparation im
Midi-Mafstab

Plasmidpraparation im
Mini-Mafstab

Aufreinigung von PCR-Ansatzen
und Restriktionsspaltungen

Die Zusammensetzung der in dieser Arbeit verwendeten Puffer und Medien ist den folgenden

Tabellen zu entnehmen.
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Tab. 2-6 Verwendete Puffer/Lésungen:

Puffer/Lésungen Zusammensetzung
10x Aktivitatspuffer Pvull 100 mM Tris/HCI, 500 mM NacCl, 10 mM DTT, 1 mg/ml BSA,
pH 7,2
10x PEDL 300 mM KPi, 5 mM EDTA, 1 mM DTE, 0,1 % (v/v) Lubrol, pH 7,4
10x TPE 0,9 M Tris, 20 mM EDTA, pH 8,2 (eingestellt mit Phosphorsaure)
1x STE 10 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, pH 8,0
50x TAE 2 M Tris, 1 M_ Na_trlun_wacetat, 50 mM EDTA, pH 8,0
(eingestellt mit Eisessig)
5x DNA-Auftragspuffer 25 % (w/v) Saccharose, 1,2 % (w/v) SDS, 250 mM EDTA,

1x Laemmli-SDS-Elektrophorese-Puffer
5x Laemmligelauftragspuffer (5x LAP)

Aufschluss-/Waschpuffer

Dialysepuffer
Elutionspuffer
HIC-Hochsalzpuffer
HIC-Niedrigsalzpuffer

Kolloidales Coomassie

Labeling-Puffer
Q-Hochsalzpuffer
Q-Niedrigsalzpuffer

Silberfarbung Puffer 1

Silberfarbung Puffer 2
Silberfarbung Puffer 3
Silberfarbung Puffer 4

Silberfarbung Puffer 5

Silberfarbung Puffer 6

Tab. 2-7 Verwendete Medien:

Medium

0,1 % (w/v) Bromphenolblau, pH 8,0 (eingestellt mit NaOH)
25 mM Tris, 0,19 M Glycin, 0,1 % (w/v) SDS, pH 8,3

350 mM Tris/HCI, 0,1 % (w/v) SDS, 6 % (v/v) 2-Mercaptoethanol,
30 % (v/v) Glycerin, 0,05 % (w/v) Bromphenolblau, pH 6,8

30 mM KPi, 0,01 % (v/v) Lubrol, 500 mM NacCl, 20 mM Imidazol,
1 mM PMSF, pH 7,4

20 mM KPi, 150 mM Kaliumchlorid, 50 % (v/v) Glycerin, pH 7,4
1 x PEDL, 500 mM NaCl, 200 mM Imidazol, 5 mM DTT

10 mM Tris/HCI, 150 mM KCI, 0,8 M Ammoniumsulfat, pH 8,0
10 mM Tris/HCI, 150 mM KClI, pH 8,0

0,1 % (w/v) Coomassie Blue-G 250, 2 % (w/v) Phosphorséure,
5 % (w/v) Aluminiumsulfat, 10 % (v/v) Ethanol

50 mM KPi, 500 mM NaCl, pH 7,4
10 mM Tris/HCI, 2 M KCI, pH 7,5
10 mM Tris/HCI, 20 mM KCI, pH 7,5

50 % (v/v) Methanol, 12 % (v/v) Essigséure, 0,019 % (v/v)
Formaldehyd

50 % (v/v) Ethanol
0,8 mM Natriumthiosulfat
11.8 mM Silbernitrat, 0,075 % (v/v) Formaldehyd

0,57 M Natriumcarbonat, 0,02 mM Natriumthiosulfat, 0,05 % (v/v)
Formaldehyd

1 % (v/v) Essigsaure

Zusammensetzung

Luria Bertani — Medium (LB — Medium)

1 % (wi/v) Pepton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 0,5 % (w/v) NaCl, pH 7,5
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2.1.6 Chromatographie-Saulen

Folgende Saulen kamen in dieser Arbeit zum Einsatz:

Tab. 2-8 Verwendete Saulen:

Séule

HiTrap™ Desalting 5 ml
HiTrap™ Butyl FF 1 ml
HiTrap™ Phenyl FF 1 ml

Resource™ Q 1 ml

Hersteller Chromatographie-Art
GE Healthcare (Munchen) | Gelfiltration

GE Healthcare (Munchen) | HIC

GE Healthcare (Munchen) | HIC

GE Healthcare (Miinchen)

2.1.7 Primer/Oligonukleotide

Anionenaustauschchromatographie

Es folgt eine Auflistung der verwendeten allgemeinen Klonierungsprimer unter Angabe der

jeweiligen Hybridisierungsposition, der verwendeten Mutageneseprimer unter Angabe des je-

weiligen Mutagenese-Markers und der verwendeten Oligonukleotide, welche alle von

biomers.net (UIm) bezogen wurden.

Tab. 2-9 Allgemeine Klonierungsprimer:

Primer Sequenz Position
Prizsc1-20 5-CCACTGACACGGAACAACGGC-3 1
Pvull_hin 5-GAAGGCGTATTATGCATGGAATTG-3 101
scham_hin 5-TACGGATCCGGAGGAAGTCACCCAGATCTAAATAAATTATTA-3" 149
Pvull_Kpn_fwd 5-GTTGTGGTACCCCAGATCTAAATAAATTATTAGAGC-3’ 159
Pvull_Kpn_rev 5-TCTGGGGTACCACAACCGGATCCGTAAATCTTTGTCCC-3’ 617
Pvull_Bam_rev 5 -GATGATGGTGGGATCCGTAAATCTTTGTCC-3’ 618
Pvull_gegen 5-ACATTACTCACCCGTCCGCCACTC-3" 677
Tab. 2-10 Mutageneseprimer:

Primer Sequenz Marker
Pvull_D61C_rev 5-GCGTTACATACAGCATCATTACC-3’ -
Pvull_E110C_rev 5-GTATATAGCACATATGGCGATACCACG-3’ Ndel 1
Pvull_E151C_rev 5-TTGTCCCATGGCACATTACATAGC-3 Ncol 1
Pvull_E66C_fwd 5-AACGCAGGTCAATGCTACGAGTTAAAATC-3’ Bvel 1
Pvull_G135C K137C_rev 5-GGGTTGTTGATATCGCAATGGCAATCTGAATACC-3"  Eco32l 1
Pvull_G135C_rev 5 -GGGTTGTTGATATCTTTATGGCAATCTGAATACC-3"  Eco32l t
Pvull_H83A _rev 5 -GATTCATGTGGTGCGCAGTTGAAAAACC-3’ Nsbl 1
Pwvull_174C_fwd 5 -GAGTTAAAATCAATTAATTGTGACCTCAC-3’ Vspl 1
Pvull_K137C_rev 5 -GGGTTGTTGATATCGCAATGCCCATCTG-3’ Eco32l 1
Pvull_K147C_rev 5-CATTACATAGCATACCGGTATTTTAGGG-3" Agel 1
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Pvull_N62C_rev 5-CGTATTCTTGTCCTGCGCAATCTACAGC-3’ Nsbl 1
Pvull_Q96C_rev 5-CCAAGGTACGCATCGATATTTTGC-3’ Clal 1
Pvull_R129C_fwd 5-AAATGGGAATGCAAATGGTATTCAGATGG-3’ Mval2691 1
Pvull_S133C_fwd 5 -TGGGAATGTAAATGGTATTGTGATGGGC-3’ Mval269l |
Pvull_T49C_fwd 5-TTACAGGATTATGCGTACTACCAGGACG-3 Scal |
Pvull_V89C_fwd 5 -TGAATCCTTGCATTATCGCGAAATATAGAC-3’ Bsp68I 1
Pvull_Y94F_rev 5 -GGTACTTGTCTGAATTTCGCGATAATTACAGG-3’ Bsp68I 1

1 (}) Marker-Erkennungssequenz entsteht (verschwindet) durch Mutagenese

Tab. 2-11 Oligonukleotide:

Oligonukleotid Sequenz

L, up 5 -GATCCGGGTGTGGAACCGGTGGAGGTAC-3’
L, down 5-CTCCACCGGTTCCACACCCG-3’

L; up 5 -GATCCGGGACCGGTTGTGGAGGTGGTAC-3’
Ls down 5-CACCTCCACAACCGGTCCCG-3

L, up 5 -GATCCGGGACCGGTTCAGGTTGTGGTAC-3’
L, down 5-CACAACCTGAACCGGTCCCG-3’

Gate-Bam24 5-TGGATCCA-3"-Thiol(C3)

2.1.8 Plasmide

In dieser Arbeit kamen folgende Plasmide zum Einsatz:

Priz’-wtPvull

Dieses Expressionsplasmid tragt das Gen fur das WT Pvull-Monomer (161 bp — 655 bp),
welches mit der codierenden Sequenz fur einen C-terminalen His-Tag (6x His) versehen ist.
Das Gen steht unter Kontrolle des Lac-Operator kontrollierten rrnB P2 — Promotors in
Kombination mit einer verbesserten Ribosomenbindungsstelle (132), wodurch eine hohe
Expression erzielt wird. Das Plasmid trégt eine Ampicillin-Resistenz und besitzt eine Grolie
von 5875 bp.

Priz’-scPvull

Dieses Expressionsplasmid tragt das Gen fur scPvull (161 bp — 1135 bp), welches durch
Verbinden zweier wtPvull-Monomer Sequenzen durch eine fur den Linker der
Aminosduresequenz -GSGG- codierende Sequenz entstanden ist (110), besitzt eine Grolie von
6355 bp und ist ansonsten identisch mit Priz*-wtPvull.

23



2. Materialien und Methoden

pLGM
Das Plasmid pLGM tragt das Gen fir die Pvull-Methyltransferase, welches in den low copy

number Vektor pLG339 (133) kloniert wurde (110), und eine Kanamycin-Resistenz und
besitzt eine Grolke von 7,2 kDa.

PAT153 tri
Das Plasmid pAT153tri ist ein Derivat des Plasmids pBR322 (134), besitzt eine Grofie von

3658 bp und tragt eine Ampicillin — Resistenz. An der Position 3656 ist eine Pvull —
Spaltstelle einkloniert. Somit dient pAT153 tri als Substratplasmid flr die Spaltungskinetiken
von Pvull.

2.1.9 Stamme

In dieser Arbeit wurde fur die Amplifizierung von Plasmiden und die Expression der darauf
codierten Proteine jeweils der E. coli-Stamm XL10-Gold der Firma Stratagene (Amsterdam)
verwendet:

XL10-gold
Genotyp: Tet" A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96

relAl lac Hte [F’ proAB lacl®ZDM15 Tn10 (Tet") Amy Cam']

2.1.10 Lichtquellen

Fur die Belichtung mit blauem Licht wurde eine Blaulichtquelle basierend auf Leuchtdioden
(LED; 470 nm + 10 nm; 30 umol Photonen m? s™; Eigenherstellung) verwendet, fiir die
Belichtung mit UV-Licht eine UV-Handlampe (365 nm, 6 Watt, Bachofer (Reutlingen)).

2.1.11 Azobenzol-Derivate

Die Berechnung der Konzentration der Azobenzol-Derivate erfolgte tber das Lambert-
Beersche Gesetz unter Verwendung eines molaren Extinktionskoeffizienten von 22900
M™cm™ bei der Wellenlange des entsprechenden Absorptionsmaximums in trans (43).

2.1.11.1 Bi-funktionelle Azobenzol-Derivate
Folgende bi-funktionellen Azobenzol-Derivate kamen in dieser Arbeit zum Einsatz:

3,3 -Bis(sulfo)-4,4"-bis(chloracetamido)azobenzol (59) (im Folgenden bezeichnet als
Az0Cl) — erhalten von Woolley, Universitat Toronto (Abb. 2-1 A)

24



2. Materialien und Methoden

4,4"-Bis(iodacetamido)azobenzol (55) (im Folgenden bezeichnet als Azolod) — erhalten
von Le Thi Hien / Oretskaya / Kubareva, Lomonossov Universitdt Moskau (Abb. 2-1 B)

4,4"-Bis(maleimido)azobenzol (43) (im Folgenden bezeichnet als AzoMal; modifizierte
Varianten werden mit der Appendix ,_Azo* versehen) — erhalten von Le Thi Hien /
Oretskaya / Kubareva, Lomonossov Universitat Moskau (Abb. 2-1 C)

Abb. 2-1 Darstellung der verwendeten bi-funktionellen Azobenzol-Derivate (A) AzoCl, (B) Azolod,
(C) AzoMal

Tab. 2-12 Eigenschaften der bi-funktionellen Azobenzol-Derivate:

Azobgnzol- Absorptionsmaximum MG / (g/mol) Abstand (trans) Abstand (cis)
Derivat (trans)
AzoCl 365 nm 391,3 ~17-19A ~6-15A
Azolod 375 nm 546,2 ~17-19A ~6-15A
AzoMal 348 nm 372,3 ~17 A ~5-12A

2.1.11.2 Mono-funktionelle Azobenzol-Derivate
Folgende mono-funktionellen Azobenzol-Derivate kamen in dieser Arbeit zum Einsatz:

4-Maleimido-4"-[2-(2-Hydroxyethylthio)succinimido]azobenzol (135) (im Folgenden
bezeichnet als AzoOH) — erhalten von Le Thi Hien / Oretskaya / Kubareva, Lomonossov
Universitat Moskau (Abb. 2-2 A)
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4-Maleimido-4"-[2-(2-Carboxyethylthio)succinimido]azobenzol (135) (im Folgenden
bezeichnet als AzoCOOH) — erhalten von Le Thi Hien / Oretskaya / Kubareva, Lomonossov
Universitat Moskau (Abb. 2-2 B)

4-Maleimido-4"-[2-((R)-2-Amino-2-Carboxyethylthio)succinimido]azobenzol (im Folgen-
den bezeichnet als AzoCys) — erhalten von Le Thi Hien / Oretskaya / Kubareva, Lomonossov
Universitat Moskau (Abb. 2-2 C)

* A
%N_@ O)J\/\/OH
© A

Abb. 2-2 Darstellung der verwendeten mono-funktionellen Azobenzol-Derivate (A) AzoOH, (B)
AzoCOOH, (C) AzoCys

Tab. 2-13 Eigenschaften der mono-funktionellen Azobenzol-Derivate:

AZSSECZSI_ Absorptzar:‘;gaxmum MG / (g/mol) Lénge (trans) Lénge (cis)
AzoOH 342 450,5 ~20-22A ~11-15A
AzoCOOH 342 478,5 ~21-23A ~12-16 A
AzoCys 342 493,5 ~21-23A ~12-16 A

2.2 Mikrobiologische Methoden

Alle mikrobiologischen Arbeiten fanden zur Vermeidung von Kontaminationen unter sterilen
Bedingungen statt. Verwendete Materialien, Losungen und Medien wurden vor dem
Gebrauch fir 30 min bei 120 °C und 2000 hPa autoklaviert. Die Arbeiten wurden an einer
Sterilbank durchgefihrt.
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2.2.1 Nahrmedien zur Kultivierung von E.coli

Die Anzucht von E.coli erfolgte generell in LB-Medium. Zur Kultivierung und Selektion in
Flussig-Selektivmedien wurden vor dem Gebrauch die entsprechenden Antibiotika zugesetzt
(Zielkonzentrationen: Ampicillin 75 pg / ml, Tetracyclin 10 pug / ml, Kanamycin 25 pg / ml).
Zur Kultivierung und Selektion auf Festmedium wurden dem LB-Medium Bacto-Agar (1,5 %
(w/v)) und die entsprechenden Antibiotika zugegeben (Zielkonzentrationen: Ampicillin 100
png / ml, Tetracyclin 10 pg / ml, Kanamycin 25 pg / ml) und zum Erhalt von Selektiv-
agarplatten in Petrischalen gegossen.

2.2.2 DNA-Transformation von E. coli

Zum Einschleusen fremder DNA in E. coli — Zellen (ber die Methode der Elektrotrans-
formation miissen diese Zellen daflr zunédchst kompetent gemacht werden. Da bei der
Elektroporation die Membranen der Zellen mit einem kurzen Hochspannungsimpuls
permeabel gemacht werden, wodurch externe DNA aus dem umgebenden Medium in die
Zellen aufgenommen werden kann, missen sich die Zellen in einem mdglichst salzfreien
Milieu befinden.

2.2.2.1 Herstellung kompetenter Zellen fur die Elektrotransformation

Fur die Herstellung elektrokompetenter Zellen fiir die Transformation von Pvull-
Expressionsplasmiden werden 2 x 500 ml Flissig-Selektivmedium mit je 10 ml einer U.N. -
Kultur XL10-gold pLGM angeimpft, nach Erreichen einer OD®® von 0,7 fiir 30 min auf Eis
inkubiert und anschlieBend bei 4 °C und 3600 g abzentrifugiert. Der Uberstand wird
abgegossen und das Zellpellet nacheinander mit 250 ml, 150 ml bzw. 20 ml eiskaltem
10%igen Glycerin gewaschen und anschlieBend erneut abzentrifugiert. Die so gewaschenen
Zellen werden nun in 4 ml 10%iger Glycerinldsung resuspendiert, in 80 pl Aliquots
schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.2.2 Elektrotransformation

Fur die Elektrotransformation werden 50 pl elektrokompetenter Zellen auf Eis aufgetaut und
mit 1 - 200 ng salzfreier DNA gemischt. Der Ansatz wird in eine Elektroporationskiivette
pipettiert und in dem Elektroporator einem Hochspannungsimpuls von 2500 V bei einer
Kapazitat von 25 pF und einem Widerstand von 200 Ohm ausgesetzt. Anschlief3end wird der
Ansatz in 1 ml LB-Medium aufgenommen und 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Zellen werden

27



2. Materialien und Methoden

durch Zentrifugation fur 5 min bei 1100 x g pelletiert, in 100 pl LB-Medium aufgenommen
und anschlieRend auf Selektivagarplatten ausplattiert und 0.N. bei 37 °C inkubiert.

2.3 Molekularbiologische Methoden
2.3.1 Agarosegelelektrophorese

Die elektrophoretische Untersuchung von doppelstrdngiger DNA in einem GroRenbereich von
250 bis etwa 20000 bp erfolgt durch Agarosegelelektrophorese, wobei die DNA Fragmente
entsprechend ihrer Grofie horizontal aufgetrennt werden. Dazu werden die DNA-Proben mit
DNA-Auftragspuffer versetzt und in einem 1 %igen Agarosegel (in 1x TAE) unter
Verwendung von 1x TAE als Laufpuffer durch Elektrophorese bei 10 V/cm fur 1 h
aufgetrennt. Daraufhin wird das Gel in Ethidiumbromidlésung (0,1 pg/ml) inkubiert. Der
Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid bindet durch Interkalation zwischen die hydrophoben
Basen der DNA spezifisch an doppelstrangige DNA, wodurch die DNA-Banden im Gel beim
Betrachten unter UV-Licht sichtbar gemacht werden. AnschlieBend wird das Gel mit Hilfe
eines Geldokumentationssystems dokumentiert.

2.3.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Kleinere DNA-Molekile (< 1000 bp), vor allem PCR-Produkte, kénnen durch die Methode
der Polyacrylamid-Gelelektrophorese der GrolRe nach vertikal aufgetrennt werden. Dazu
werden die DNA-Proben mit DNA-Auftragspuffer versetzt und in einem 6 %igen
Polyacrylamid-Gel (in 1x TPE; Acrylamid : Bisacrylamid = 29 : 1) unter Verwendung von 1x
TPE als Laufpuffer durch Elektrophorese bei 27 V/cm fur 40 min aufgetrennt. Anschlielend
wird das Gel entsprechend der Agarosegelelektrophorese in Ethidiumbromidlésung (0,1
pg/ml) geféarbt und unter UV-Licht mit Hilfe des Geldokumentationssystems dokumentiert.

2.3.3 Plasmid-DNA-Isolierung

Die Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli Zellen wurde mit Hilfe von Plasmid-Isolierungs-
Kits durchgefuhrt, deren Wirkungsprinzip auf dem Prinzip der alkalischen Lyse (136) beruht.
Je nach Anwendung findet entweder eine Plasmid-Mini-Préparation oder eine Plasmid-Midi-
Préparation statt, wobei jeweils entsprechend den Herstellerangaben verfahren wird. Fr
geringe Mengen an Plasmid findet eine Plasmid-Mini-Praparation (6 ml E. coli Kultur) mit
dem Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System - Kit der Firma Promega
(Mannheim) statt. Fir groRere Mengen an Plasmid-DNA wird eine Plasmid-Midi-Préparation
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(250 ml E. coli Kultur) mit Hilfe des QIAGEN® Plasmid Midi Kit (100) der Firma Qiagen
(Hilden) durchgefihrt.

2.3.4 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgt durch photometrische Messung am
NanoDrop (Peglab Biotechnologie GmbH (Erlangen)) im Wellenldngenbereich von 220 bis
320 nm. Aus dem Absorptionsmaximum von DNA bei 260 nm kann die DNA-Konzentration
ermittelt werden, wobei fiir hochmolekulare DNA ein A%° "™ - Wert von 1 genau 50 ng DNA
[/ ul entspricht. Der Reinheitsgrad von DNA I&sst sich durch das Verhéltnis der Extinktion bei
260 nm und 280 nm bestimmen. A?%° "/A%0 "™ go|lte fiir reine DNA idealerweise zwischen
1,6 und 1,8 liegen. Kleinere Werte deuten auf eine Verunreinigung mit Proteinen hin, grolRere
Werte auf Verunreinigung mit RNA.

2.3.5 Restriktionsspaltung von DNA

In dieser Arbeit wurden sowohl préaparative als auch analytische Restriktionsspaltungen von
DNA durchgefiihrt. Bei der praparativen Restriktionsspaltung wurden Restriktionsenzyme als
Werkzeuge fur die Klonierung neuer DNA Fragmente eingesetzt.  Dazu wurden
typischerweise 3 pg Plasmid-DNA bzw. 2 pg PCR-amplifizierter DNA mit 30 - 50 units des
entsprechenden Restriktionsenzyms in einem Volumen von 40 - 50 pl fir 2 - 3 h bei der
entsprechenden Temperatur inkubiert, wobei bei der Wahl der Puffer und der
Inkubationstemperatur den Herstellerempfehlungen gefolgt wurde. Die gespaltenen DNA-
Fragmente wurden anschlieRend iiber das Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System - Kit
der Firma Promega (Mannheim) aufgereinigt. Bei der analytischen Restriktionsspaltung kann
die Richtigkeit neu generierter Plasmide oder PCR-Produkten durch spezifische Spaltung mit
dem entsprechenden Restriktionsenzym bestimmt werden. Dazu werden typischerweise 200 -
400 ng DNA mit 10 - 20 units Restriktionsenzym in einem Volumen von 20 ul fur 1 h nach
Herstellerangaben inkubiert und anschlieBend die Spaltprodukte durch Agarose- bzw.
Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert.

2.3.6 Ligation von DNA - Fragmenten

Fur die enzymatische Ligation von DNA-Fragmenten wird T4 DNA Ligase verwendet,
welches die Bildung einer Phosphodiester-Bindung zwischen einem 5°-Phosphat und einem
3"-HydroxI-Terminus von doppelstrangiger DNA mit kompatiblen Enden Kkatalysiert. Dazu
werden ~ 150 ng des Vektor und ~ 50 ng des kompatiblen Inserts mit 1 unit T4 DNA Ligase

nach Herstellerangaben 0.N. bei 16 °C inkubiert.
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2.3.7 Ethanol-Fallung von DNA

Zur Féllung von DNA wird der entsprechende Ansatz mit 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat pH
5,0 und 3 Vol. EtOH versetzt. Durch Zentrifugation bei 20000 x g fiir 30 min bei 4 °C wird
die DNA gefallt. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet mit 3 Vol. eisgekiihltem 70 %
EtOH gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wird der Uberstand wiederum abgenommen
und das Pellet getrocknet. AnschlieBend wird das Pellet in 10 pl Wasser aufgenommen.

2.3.8 PCR

Mit der 1983 von Kary Mullis entwickelten Methode der polymerase chain reaction (PCR),
ist es moglich, doppelstrdangige DNA wiederholt zu replizieren und somit zu amplifizieren
(137). Ein von Hin- und Ruck-Primer adressierter Bereich einer DNA-Matrize kann somit
durch eine hitzebestandige Polymerase gezielt amplifiziert werden. Fir sequenzexakte
Amplifizierungen kommt die Pfu-Polymerase (aus Pyrococcus furiosus; 3’-5’
Exonukleaseaktivitat; T° = 68 °C; Polymerisationsrate ~ 500 Nukleotide pro Minute) zum
Einsatz, flr alle anderen Anwendungen ist die Genauigkeit der Tag-Polymerase (aus Thermus
aquaticus; 5’-3” Exonukleaseaktivitat; T® = 72 °C; Polymerisationsrate ~ 1000 Nukleotide
pro Minute) ausreichend. Die Amplifikation gliedert sich in drei Schritte. Zunéchst werden
die doppelstrangigen DNA-Molekile durch einen Temperaturanstieg auf 94 °C denaturiert
und somit voneinander getrennt. Durch Abkihlung auf 52 °C kommt es zum Annealing der
Primer, d.h. sie lagern sich an den komplementéren Stellen an und markieren so den
Replikationsstart. Die Replikation findet sodann bei einer Temperatur von 72 °C statt. Die
drei Phasen werden ca. 20 - 30-mal wiederholt, wodurch es zu einer exponentiellen
Amplifizierung des durch die Primer markierten DNA-Bereichs kommt. Die Annealing-
Temperatur ist so gewahlt, dass sie etwa 2-3 °C unter der Primer-Annealing-Temperatur liegt.
Abweichungen davon kdnnen zu mangelnder oder unspezifischer Primerbindung fuhren. Die
Annealing-Temperatur der Primer lasst sich nach deren G/C- bzw. A/T-Gehalt ermitteln
(138). Dabei gilt anndhernd: Ty = (G+C) x 4 °C + (A+T) x 2 °C.

Nach erfolgter PCR wird 1/10 Vol. des Ansatzes mit Hilfe der Polyacrylamid-
Gelelektrophorese auf Richtigkeit des PCR-Produktes tberprift und die amplifizierte DNA
mit dem Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System - Kit der Firma Promega (Mannheim)
aufgereinigt.

Im Folgenden sind der Standard-PCR-Ansatz und das Standard-PCR-Programm dargestellt:
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- Standard-PCR-Ansatz (50 pl): - Standard-PCR-Programm:
100 ng DNA-Matrize 94 °C 2 min
400 nM 5’ Primer 92 °C 45 sek
400 nM 3’ Primer 52 °C 30 sek ~ 20 - 30-mal
200uM dNTPs 72 °C 45 sek
1x Polymerase Puffer 72 °C 5 min
1 U Pfu/Tag-Polymerase 4 °C Pause

2.3.9 Mutagenese von scPvull-Varianten

Da die single-chain Variante von Pvull durch Verbinden zweier identischer Gensequenzen
von Pvull durch eine kurze, fur den Linker (-GSGG-) codierende Sequenz geschaffen wurde
(110), ist eine zielgerichtete Mutagenese (139) basierend auf Einfuhren der Mutationen tber
PCR aufgrund der mehrfachen Annealing-Mdglichkeit nur schwer auszufihren. Zur
Einflhrung von Mutationen in scPvull wurden daher zunachst die entsprechenden Mutationen
in den WT Pvull Uber zielgerichtete Mutagenese eingefiihrt und anschlieRend die bestehende
Gensequenz der N- bzw. C-terminalen Halfte von scPvull jeweils durch die die Mutationen
tragende WT Sequenz ersetzt. Auf diese Art und Weise kdnnen somit scPvull-Varianten
geschaffen werden, die unterschiedliche Substitutionen in der N- bzw. C-terminalen Halfte
besitzen.

2.3.9.1 Zielgerichtete Mutagenese im WT Pvull

Fur den zielgerichteten Austausch von Aminosduren in dem WT Pvull wird das
entsprechende Codon auf DNA-Ebene durch ein fir die Aminosaure-Substitution codierendes
Triplett ersetzt (139). Dazu wird ein Mutagenese-Primer gewdhlt, der die gewdinschte
Mutation enthdlt und in den zusatzlich eine Restriktionsschnittstelle eingeftihrt wurde, die
spater als Marker fir die Mutation genutzt werden kann (siehe Tab. 2-10). In Kombination
mit einem zweiten allgemeinen Klonierungsprimer, so dass ein ca. 100 - 500 bp grolRes DNA-
Stick fir die PCR flankiert wird, wird eine Standard-PCR unter Verwendung der Pfu-
Polymerase durchgefiihrt, wobei als Matrize das Plasmid Priz’-wtPvull dient. Durch diese
PCR entsteht als Produkt ein DNA-Fragment, das die gewilnschte Mutation in beiden
Strangen enthalt, der sog. Megaprimer. Dieser wird mit Hilfe des Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System - Kit der Firma Promega (Mannheim) aufgereinigt, durch Polyacrylamid-
Gelelektrophorese auf die richtige Lé&nge hin Gberprift und einer DNA-
Konzentrationsbestimmung unterzogen. Im ndchsten Schritt findet eine rolling circle — PCR
statt, bei der wiederum das Plasmid Priz’-wtPvull als Matrize dient und der Megaprimer,
dessen beide Strange als 5’ und 3’- Primer fungieren, alleine als Polymerisierungsstartpunkt
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in beide Richtungen dient. Dabei ist die Polymerisierungszeit langer gewahlt, so dass das
gesamte Plasmid in beide Richtungen repliziert wird. Statt zweier Primer wird in der rolling
circle — PCR somit 10 pul Megaprimer eingesetzt, als Polymerase dient die Pfu-Polymerase.
Das Programm ist wie folgt abgeéndert: Nach 1,5 min Zeit flr die Denaturierung bei 95 °C,
erfolgt eine 20-fache Wiederholung des Zyklus von 10 min bei 68 °C fur Annealing +
Polymerisation und 30 sek bei 95 °C fir die Denaturierung. Danach schlief3t sich einmalig fur
20 min bei 68 °C ein langer Annealing- / Polymerisationszyklus an, der sicherstellt, dass die
neu synthetisierten DNA-Fragmente auch vollstandig sind. Der PCR-Ansatz enthalt nun
immer noch die urspriingliche Matrize, die keine Mutation enthdlt. Falls diese mit
transformiert werden wirde, wirde man falsch positive Klone erhalten. Um dies zu
verhindern, wird der fertige rolling circle — PCR — Ansatz mit Dpnl verdaut. Dieses
Restriktionsenzym aus Streptococcus pneumoniae spaltet spezifisch methylierte G"ATC-
Sequenzen, die auf Plasmiden aus dam™ - E. coli Zellen vorkommen. Somit wird die Plasmid-
DNA-Matrize gespalten, die neu amplifizierten Vektoren jedoch nicht. Die so erhaltenen
mutierten Plasmide werden mit Ethanol gefallt und in E. coli XL10-gold pLGM
elektrotransformiert.

Die gewachsenen Klone werden im Folgenden einer Kolonie - PCR unter Verwendung der
Tag-Polymerase und der Primer Pvull_hin und Pvull_gegen unterzogen, welche dem
Standard-PCR-Programm entspricht. Der Klon kann dabei direkt eingesetzt werden, denn
durch das Erhitzen auf 94 °C am Anfang wird die enthaltene DNA freigesetzt und dient als
Matrize. Anschliefend werden die PCR-Produkte einer analytischen Spaltung an der
eingeflihrten Restriktionsmarker-Stelle unterzogen, wodurch richtige Klone identifiziert
werden kdnnen. VVon den richtigen Klonen wird eine Plasmid-Mini-Praparation durchgefthrt.
Die gewonnenen Plasmide werden einer analytischen Spaltung unterzogen und die jeweiligen
Fragmente beztglich ihrer Lange mit dem WT verglichen. Daraufhin wird die DNA-Sequenz
durch Sequenzierung (Eurofins MWG Operon (Ebersberg)) definitiv bestétigt. Falls
gleichzeitig eine Cystein-Mutation an zwei verschiedenen Stellen eingefuhrt werden soll,
werden entsprechend fir die Herstellung des Megaprimers gleich zwei Primer, die die
jeweiligen Mutationen enthalten, verwendet. Falls mehrere Mutationen nacheinander
eingebracht werden sollen, dient das Plasmid mit der ersten Mutation als Matrize fiir eine
weitere Mutationsrunde.

2.3.9.2 Klonieren der N-terminalen Halfte von scPvull

Fur den Austausch der N-terminalen Gensequenz eines bestehenden scPvull - Gens mit einer
entsprechenden mutierten Sequenz wird der entsprechende Vektor von Priz’-scPvull mit Nsil
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und BamHI praparativ gespalten, um die N-terminale Gensequenz auszuschneiden, und mit
alkalischer Phosphatase behandelt, wodurch die entstandenen 5 -Phosphatreste entfernt
werden und somit die Autoligation des Vektors verhindert wird. In diesen offenen Vektor
wird als Insert das entsprechende PCR-Produkt ligiert, welches durch PCR mit dem
Primerpaar Prizsc1-20 und Pvull_Bam_rev auf dem entsprechenden Vektor von WT Pvull
gebildet und anschlieRend mit Nsil und BamHI gespalten wurde. Das entstandene
Ligationsprodukt wird in XL10-gold pLGM elektrotransformiert und entstandene Klone
entsprechend der zielgerichteten Mutagenese gescreent.

2.3.9.3 Klonieren der C-terminalen Halfte von scPvull

Fur den Austausch der C-terminalen Gensequenz eines bestehenden scPvull - Gens mit einer
mutierten Sequenz wird der entsprechende Vektor von Priz’-scPvull mit BamHI und HindlIlI
praparativ gespalten, um die C-terminale Gensequenz auszuschneiden, und mit alkalischer
Phosphatase behandelt. In diesen offenen Vektor wird als Insert das entsprechende PCR-
Produkt ligiert, welches durch PCR mit dem Primerpaar scbam_hin und Pvull_gegen auf dem
entsprechenden Vektor von WT Pvull gebildet und anschliefend mit BamHI und Hindlll
gespalten wurde. Das entstandene Ligationsprodukt wird in XL10-gold pLGM
elektrotransformiert und entstandene Klone entsprechend der zielgerichteten Mutagenese
gescreent.

2.3.9.4 Klonieren von Linker-Variationen von scPvull

Fur das Einbringen von Linker-Variationen in scPvull wurde zundchst der bestehende, vier
Aminosduren lange Linker (-GSGG-) (110) durch den Linker L; (-GSGC-) ersetzt. Dazu
wurde der Vektor Priz’-scPvull mit Nsil und Hindlll préparativ gespalten, mit alkalischer
Phosphatase behandelt und zugleich mit zwei Inserts ligiert. Das erste Insert wurde durch
PCR mit dem Primerpaar Prizsc1-20 und Pvull_Kpn_rev auf dem WT Pvull - Gen gebildet,
mit Nsil und Kpnl préparativ gespalten und enthélt am 3"-Terminus die fir den Linker;
codierende Sequenz und ein Kpnl kompatibles Ende. Das zweite Insert entstand durch PCR
mit dem Primer Pvull_Kpn_fwd und Pvull_gegen auf dem WT Pvull - Gen und
anschlieBender Spaltung mit Kpnl und Hindlll, wodurch ein Kpnl kompatibles Ende am 5"-
Terminus gebildet wurde. Das entstandene Ligationsprodukt wird analog elektrotransformiert
und gewachsene Klone gescreent. Durch diese erste Klonierung wurde somit der Linker L;
eingeflihrt und eine direkt an die DNA-Sequenz des Linkers anschlieRende, in Priz’-scPvull
nur einmal vorkommende Kpnl-Schnittstelle eingefiihrt, was zugleich den fir die Aktivitat
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von scPvull unbedeutenden Aminosdureaustausch am ,urspringlichen N-terminalen Ende*
der C-terminalen Halfte von scPvull von S2* zu G2* und H3* zu T3* zur Folge hat.

Fur weitere Linker-Variationen wurde der Vektor dieser neu gebildeten L; - Variante von
scPvull mit BamHI und Kpnl gespalten, um die Linkersequenz auszuschneiden, und mit
einem kurzen Insert ligiert, welches die neue Linkersequenz tragt und durch Annealing der
Oligos L 2.4y up mit L (2.4 down entstand. Das entstandene Ligationsprodukt wird analog
elektrotransformiert und gewachsene Klone gescreent. Durch diesen Klonierungsschritt
wurden somit die 8-Aminosduren langen Linker-Varianten L, (-GSGCGTGG-), L3 (-
GSGTGCGG-) und L4 (-GSGTGSGC-) eingefihrt.

2.4 Biochemische Methoden
2.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Untersuchung von Proteinen erfolgt durch SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (140), wobei die Proteine entsprechend ihrer GroRe vertikal
aufgetrennt werden. Dazu werden die Proteinproben mit Laemmligelauftragspuffer versetzt,
fur 1 min bei 95 °C inkubiert (bei Proteinproben mit Azobenzol-Modifikation fur 3 min bei
60 °C) und in einem diskontinuierlichen Gelsystem (15 %iges Trenngel pH 8,8 und 6 %iges
Sammelgel pH 6,8) unter Verwendung von 1x Laemmli-SDS-Elektrophorese-Puffer bei 27
V/cm flir 1 h elektrophoretisch aufgetrennt. Anschliefend wird das Gel entweder einer
Farbung durch Kolloidales Coomassie oder einer Silberfarbung unterzogen und durch ein
Geldokumentationssystem dokumentiert.

2.4.1.1 Coomassie - Farbung

Fur die Farbung von Proteingelen mit kolloidalem Coomassie (141), wird das Gel dreimal fiir
5 min mit warmen Wasser gewaschen, fur > 1 h mit kolloidalem Coomassie gefarbt und
anschlieRend fr 5 min mit Wasser gesplilt.

2.4.1.2 Silberfarbung

Fur die Silberfarbung von Proteingelen (142) wird das Gel fur 1 h mit Puffer 1 fixiert und fur
20 min mit Puffer 2 gewaschen. Nach Vorbehandlung mit Puffer 3 fur 1 min und
anschlieBendem Waschen mit Wasser flr dreimal 20 sek wird das Gel fir 20 min in der
Farbelosung (Puffer 4) inkubiert, fir zweimal 20 sek mit Wasser gewaschen und die
Proteinbanden durch Entwickeln in Puffer 5 sichtbar gemacht. Nach ausreichend intensiver
Féarbung der Proteinbanden wird die Farbung durch Puffer 6 abgestoppt.
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2.4.2 Expression und Aufreinigung von Proteinen

Da Pvull als Restriktionsenzym bei Uberexpression in E. coli auch die genomische bakterielle
DNA schneiden wiirde und somit toxisch fir die Zelle ware, erfolgt die Expression in
Anwesenheit der Pvull - Methyltransferase, welche Pvull - Erkennungssequenzen spezifisch
methyliert und somit vor der Spaltung durch Pvull schiitzt. Daher wird das jeweilige Pvull -
Expressionsplasmid in den Stamm XL10-gold, welches das fur die Pvull-Methyltransferase
codierende Plasmid pLGM bereits enthélt, co-transformiert.

\on den verschiedenen Varianten von scPvull / Pvull werden jeweils 500 ml — LB-Medium,
welchem Ampicillin, Kanamycin und Tetracyclin zugegeben wurde, mit je 10 ml einer
frischen G.N. - Kultur angeimpft und bei 37 °C inkubiert. Nach Erreichen einer Zelldichte von
0,7 OD®®, erfolgt die Induktion der Expression der Pvull — Varianten durch den Zusatz von 1
mM IPTG fiir 3 h bei 37 °C. Anschlielend werden die Zellen abzentrifugiert (3600 x g, 4 °C,
15 min), mit 50 ml eisgekihlten 1x STE - Puffer gewaschen, erneut abzentrifugiert und
schockgefroren bei -18 °C aufbewahrt. Die Proteinaufreinigung erfolgt daraufhin Gber
Affinitatschromatographie mit Ni**-NTA-Agarose (ber den C-terminalen His-Tag (6x
Histidin) aller Pvull - Varianten bei 4° C. Dazu werden die Zellen zunédchst in 40 ml
Aufschluss-/Waschpuffer resuspendiert, durch Ultraschall (5-mal 30 sek, Sonifier 250,
Branson (Danbury)) aufgeschlossen und anschlieBend zentrifugiert (31000 x g, 4 °C, 30 min).
Der klare Uberstand, welcher das l6sliche Pvull enthalt, wird mit 700 pl Ni-NTA-Agarose
(entspricht 350 pl beads) fur 1 h ,,rollend* inkubiert. Der Ansatz wird sodann zur Pelletierung
der Ni-NTA-Agarose zentrifugiert (130 x g, 4 °C, 5 min) und dreimal mit 50 ml Aufschluss-
/Waschpuffer im Batch-Modus gewaschen und erneut zentrifugiert. Im Anschluss erfolgt die
Elution des gebundenen Proteins durch dreimalige Zugabe von 1 ml Elutionspuffer mittels
Imidazol (200 mM). Die Elutionsfraktionen mit der hochsten Proteinkonzentration werden
vereinigt und U.N. gegen Dialysepuffer dialysiert. Die so aufgereinigte scPvull / Pvull -
Variante kann nun bei -18 °C gelagert werden.

2.4.3 Bestimmung der Protein-Konzentration

Die Bestimmung der Protein-Konzentration erfolgt durch photometrische Messung am
NanoDrop (Peglab Biotechnologie GmbH (Erlangen)). Gemessen wird die Extinktion bei 280
nm gegen den vorliegenden Puffer. Bei dieser Wellenldnge absorbieren die im Protein
enthaltenen aromatischen Tryptophan- und Tyrosin-Reste. Der molare Extinktionskoeffizient
(143) kann mit Hilfe der Beziehung eprowin>>" = n x Trp x 5500 + n x Tyr x 1490 + n x
Cys-S-S-Cys x 125 [M™* cm™] berechnet werden, wodurch man fiir scPvull einen
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Extinktionskoeffizienten £2°™ von 73800 M cm * erhalt. Somit kann tber das Lambert-

AZM™ nd 29" die Proteinkonzentration wie folgt bestimmt werden:

Beersche-Gesetz aus
c = AZ80M /(2800 % - wobei d = 1 cm. Fiir scPvull gilt somit, dass ein AZ°"™ - Wert von 1

einer Proteinkonzentration von 13,5 UM entspricht.

Falls die Proteinkonzentration insbesondere nach Azobenzol-Modifikation und den an-
schlieenden Aufreinigungsschritten zu gering fir photometrische Messungen ist, erfolgt eine
Abschatzung der Konzentration Uber SDS-Gelelektrophorese mit Silberfarbung anhand des
Vergleichs der Bandenintensitdt der unbekannten Probe mit den Bandenintensitdten von
scPvull bekannter Konzentration als Referenz.

2.4.4 Aktivitatstest von scPvull

Die Aktivitat von scPvull (Pvull) und deren Varianten wird durch eine Spaltungskinetik des
Substratplasmids pAT153 tri bestimmt. scPvull spaltet pAT153 tri an einer Stelle, wodurch
das Uberspiralisierte Plasmid (supercoil) Uber das Zwischenprodukt des offenen Rings (open
circle), bei dem ein Strang geschnitten wurde, in das linearisierte Produkt (linear) ibergeht.
Das Fortschreiten der Linearisierung von pAT153 tri ist somit ein Ausmal} fir die Aktivitat
von scPvull. Dazu werden Ansétze mit 4 nM Substratplasmid in einem Volumen von 20 pl
zusammen mit 1x Aktivitatspuffer Pvull und 10 mM MgCI, vorbereitet, die Reaktion durch
Zugabe verschiedener Enzymkonzentrationen (5 uM - 0,05 nM) gestartet und fortan bei 37 °C
fir 10 min inkubiert. Der Ansatz wird anschlielend durch Zugabe von DNA-Auftragspuffer
gestoppt und durch Agarosegelelektrophorese analysiert. Uber Quantifizierung der
Bandenintensitaten kann der relative Anteil an linearisiertem Substratplasmid ermittelt
werden (rel. Anteil (linear) = Intensitat (linear) / Summe Intensitéten (supercoil + open circle
+ linear)). Im Vergleich zu der Aktivitat von scPvull kann somit die relative Aktivitat neuer
scPvull Varianten bestimmt werden.

2.4.5 Chromatographische Trennverfahren

Samtliche chromatographischen Schritte dieser Arbeit zur Aufreinigung von verschiedenen
Azobenzol-modifizierten Protein-Proben wurden auf einem Aktapurifier 10 — FPLC
Chromatographie-System (GE Healthcare (Minchen)) bei 4 °C durchgefiihrt, welches u.a.
eine Detektion der eluierenden Probe bei 280 nm (Protein), 260 nm (DNA) und 360 nm
(Azobenzol) erlaubt.
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Das Entsalzen und Abtrennen kleiner Molekdle von Proteinproben erfolgt tGber Gelfiltration
unter Benutzung der HiTrap™ Desalting 5 ml - Sdule und konstantem Fluss mit Q-Niedrig-
salzpuffer.

Fur eine Trennung Uber hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) erfolgt die Bindung
von Proteinproben an die S&ulen HiTrap™ Butyl FF 1 ml und HiTrap™ Phenyl FF 1 ml
aquilibriert mit 100 % HIC-Hochsalzpuffer, gefolgt von der Elution gebundener Proteine
durch einen linearen Gradienten auf 100 % HIC-Niedrigsalzpuffer innerhalb von 10
Saulenvolumina.

Die Bindung von Proteinproben an die Sdule Resource™ Q 1 ml zur Auftrennung Uber
Anionenaustauschchromatographie erfolgt in 100 % Q-Niedrigsalzpuffer. Gebundene
Proteine werden Uber einen stufenweisen Gradienten mit Q-Hochsalzpuffer (0 - 4 % Q-
Hochsalzpuffer in 2 cv, 4 - 10 % Q-Hochsalzpuffer in 8 cv, 10 - 100 % Q-Hochsalzpuffer in
10 cv) eluiert.

2.4.6 Modifikation von scPvull mit Azobenzol-Derivaten

In dieser Arbeit wurden scPvull-Varianten sowohl mit bi-funktionellen Azobenzol-Derivaten
(— Photoswitch-Strategie), als auch mit mono-funktionellen Azobenzol-Derivaten
Photogate-Strategie) modifiziert.

2.4.6.1 Modifikation mit bi-funktionellen Azobenzol-Derivaten

Fir die Modifikation von scPvull-Varianten mit bi-funktionellen Azobenzol-Derivaten wird
die Proteinvariante mit Labeling-Puffer auf eine Konzentration von 5 uM verdinnt und mit
einem 2 - 2,5 molaren Uberschuss an AzoMal (iber Cystein-Resten), welches in DMSO
geldst und durch 20-mintige Inkubation mit UV-Licht in den cis-Zustand isomerisiert wurde,
fur 10 min bei RT zur Reaktion gebracht. Fir AzoCl und Azolod kamen auch ein héherer
Uberschuss an Azobenzol-Derivat und eine veranderte Inkubationszeit und -temperatur zum
Einsatz.

2.4.6.2 Modifikation mit mono-funktionellen Azobenzol-Derivaten

Fur die Modifikation von scPvull-Varianten mit mono-funktionellen Azobenzol-Derivaten
wird die Proteinvariante mit Labeling-Puffer auf eine Konzentration von 5 uM verdiinnt und
mit einem 5 - 10 molaren Uberschuss an dem Azobenzol-Derivat ({iber Cystein-Resten) fiir 10
min bei RT zur Reaktion gebracht.
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2.4.6.3 Quantifizierung der Modifikationsausbeute

Zur Bestimmung der Modifikationsausbeute durch Azobenzol-Modifikationen wird nach
Beendigung der Modifikationsreaktion ein 10 pl Aliquot mit einem 50-fachen Uberschuss
(Ober Cystein-Resten) an PEG-Mal ((Methyl-PEO;,)3-PEO,-Maleimid; 2,3 kDa; Pierce (St.
Augustin)) versehen. PEG-Mal reagiert Gber die Maleimid-Komponente spezifisch mit freien
Cystein-Resten und erhoht die Masse des Proteins um 2,3 kDa pro addiertem PEG (Abb. 2-3).
Falls nach der ersten Azobenzol-Modifikation somit noch freie Cystein-Reste vorhanden sein
sollten, kann dies indirekt durch einen Massen-shift durch SDS-PAGE detektiert werden. Eine
Modifikation von nicht modifiziertem Protein mit PEG-Mal dient dabei als Referenz und
spiegelt ebenso das VVorhandensein und die Zugénglichkeit fiir Maleimid-Modifikationen von
Cystein-Resten im Protein wieder.

- ___—] Pega
: = — 4

Abb. 2-3 Gelelektrophoretische Analyse der Modifikation der Quadrupel-Cystein Variante sc(C147
C151), mit PEG-Maleimid (0, 1, 5, 50 - facher molarer Uberschuss)

2.4.7 Aufreinigung von Azobenzol-modifziertem scPvull

Die Aufreinigung von scPvull, bei dem zwei Cystein-Reste mit dem bi-funktionellem
Azobenzol-Derivat AzoMal querverknipft sind, von anderen bei der Modifikationsreaktion
entstandenen Nebenprodukten erfolgt, indem dem Ansatz nach Modifikation ein 125 - facher
molarer Uberschuss an 2-Mercaptopropionsaure (iiber Cystein-Reste) zugefiigt wird, welches
mit seiner funktionellen Sulfhydryl-Gruppe an die nicht reagierten Maleimid-Kopplungs-
gruppen addiert und somit eine negative Ladung anfugt. Der Ansatz wird zentrifugiert (20000
X g, 4 °C, 5 min) und anschlieBend ber einer Gelfiltration (HiTrap™ Desalting) und eine
Anionenaustauschchromatographie (Resource™ Q) aufgereinigt. Die ersten Fraktionen, die
Azobenzol-modifiziertes Protein enthalten, werden gesammelt und Aktivitatstests unter
spezifischer Belichtung unterzogen.

Die Aufreinigung von scPvull, das mit mono-funktionellen Azobenzol-Derivaten modifiziert
wurde, erfolgt tber Gelfiltration (HiTrap™ Desalting) der zentrifugierten Probe (20000 x g, 4
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°C, 5 min) und in einigen Féllen (ber anschliefende Anionenaustauschchromatographie
(Resource™ Q).

2.5 Methoden unter spezifischer Belichtung
2.5.1 Setup fur die spezifische Belichtung

Fur die Belichtung von Azobenzol-modifizierten Varianten von scPvull auf Eis wurde
folgendes Setup (Abb. 2-4) verwendet. Die zu belichtende Probe wird direkt auf einem mit
Parafilm bedeckten Metallblock auf Eis inkubiert, durch einen Blendschutz und eine tber die
Probe gestulpte CD-Kivette (Hellma (Mullheim), QS 0,1 mm), die im benutzten
Spektralbereich lichtdurchldssig ist, vor auf dem Metallblock auftretender Kondensation
geschutzt und entsprechend belichtet. Dieses Belichtungs-Setup kam bei langeren
Inkubationen der modifizierten Proben auf Eis mit verschiedenen Vor-Belichtungen und bei
thermischen Relaxationsexperimenten zum Einsatz. Fir die Durchfuhrung von
Spaltungsreaktionen bei 37 °C unter spezifischer Belichtung, wurde die Probe direkt auf
einem im Heizblock befindlichen und mit Parafilm bedeckten Metallblock inkubiert und
spezifisch belichtet. Der Abstand der UV-Lampe zur Probe betragt dabei jeweils 9 cm, der
entsprechende Abstand zur Blaulichtquelle jeweils 15 cm.

>

7 Lichtquelle
CD-Klvette
Probentropfen

: Blendschutz
Metallblock
Parafilm

Eis
Styroporbox

Abb. 2-4 Setup fur die Belichtung von Proteinproben bei 4 °C
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2.5.2 Aktivitatstests unter spezifischer Beleuchtung
2.5.2.1 Aktivitatstest unter Vor-Belichtung der modifizierten Probe

Fur diesen Assay wird ein 130 pl grofRer Enzym-Mix, der eine geeignete Konzentration der
Azobenzol-modifizierten Protein-Fraktion mit 2x Aktivitatspuffer Pvull enthélt, zun&chst fur
2 min mit blauem Licht auf Eis belichtet. 50 pl dieses belichteten Enzym-Mixes werden zum
Start der Reaktion mit 50 pl Substrat-Mix (8 nM pAT153 tri und 2 mM MgCl,) gemischt und
fur 5 - 10 min bei 37 °C unter Belichtung mit blauem Licht inkubiert. Der vorliegende
Spaltungsansatz enthdlt somit neben der entsprechenden Konzentration an Azobenzol-
modifiziertem Protein (gemaR Konzentrationsabschéatzung tiber SDS-PAGE mit Silberfarbung
~ 0,1 - 30 nM) 4 nM Substratplasmid und 1 mM MgCl,. Nach bestimmten Reaktionszeiten (1,
2, 3, 5 7, 10 min) wird ein 10 ul Aliguot entnommen und durch Zugabe von DNA-
Probenpuffer abgestoppt. Der auf Eis gehaltene Enzym-Mix wird daraufhin fir 4 min mit
UV-Licht belichtet. AnschlieBend werden erneut 50 ul dieses belichteten Enzym-Mixes mit
50 pl Substrat-Mix vermischt, bei 37 °C unter Belichtung mit UV-Licht inkubiert und nach
entsprechenden Zeiten Proben genommen und abgestoppt.

Die gesammelten Proben werden durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt, die
Intensitaten der einzelnen Banden quantifiziert und daraus der relative Anteil an linearisiertem
Substratplasmid ermittelt. Diese relativen Anteile an linearisiertem Substratplasmid werden
gegen die Zeit aufgetragen und aus der Anfangssteigung durch lineare Regression die
relativen Aktivitdten [nM geschnittenes Substrat / min] bestimmt, wobei die relativen
Aktivitat unter Belichtung mit blauem Licht dem trans-Zustand des verkniupften Azobenzol-
Derivats und die relativen Aktivitat unter Belichtung mit UV-Licht dem cis-Zustand
zugeordnet werden.

Zur Evaluation wird der ,.cis/trans“-Effekt fur jede Variante bestimmt, der sich aus dem
Quotienten der relativen Aktivitat in cis und der relativen Aktivitat in trans ergibt. Bezieht
man die aus der Konzentrationsabschatzung durch SDS-PAGE mit Silberfarbung erhaltene
Konzentration an eingesetztem Protein mit ein, so kann man aus der relativen Aktivitat die
absolute Aktivitat [nM geschnittenes Substrat / (min x nM Enzym)] bezogen auf die jeweilige
Belichtung ermitteln.
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2.5.2.2 Aktivitatstest in situ unter spezifischer Belichtung

Um den Einfluss von variabler spezifischer Belichtung auf die Aktivitat Azobenzol-
modifizierter scPvull-Varianten in situ wéhrend einer Spaltungskinetik zu untersuchen, wird
das modifizierte Enzym geeigneter Konzentration (geméall Konzentrationsabschatzung tber
SDS-PAGE mit Silberfarbung ~ 0,2 - 0,7 nM) mit 4 nM pAT153 tri, 1x Aktivitatspuffer und 1
mM MgCl, bei 37 °C inkubiert, wobei die Belichtung startend mit blauem Licht alle 5 min
zwischen Belichtung mit blauem Licht und UV-Licht variiert wird. Nach bestimmten
Reaktionszeiten wird jeweils ein 10 pl Aliquot entnommen und durch Zugabe von DNA-
Probenpuffer abgestoppt. Die gesammelten Proben werden durch Agarose-Gelelektrophorese
analysiert, die Intensitdten der einzelnen Banden quantifiziert und daraus der relative Anteil
an linearisiertem Substratplasmid ermittelt.

2.5.2.3 Steady-state kinetische Analyse unter spezifischer Belichtung

Zur ndheren Charakterisierung einer Azobenzol-modifizierten Variante von scPvull wird
diese einer Steady-state kinetischen Analyse nach Michaelis-Menten (144) unter spezifischer
Belichtung unterzogen. Als Substrat dient ein 229 bp langes PCR-Fragment, welches durch
Inkorporation von [a->?P]-dATP wahrend der PCR-Reaktion radioaktiv markiert wurde und
eine singuldre Pvull - Erkennungssequenz trégt. Die Spaltungsreaktionen von 1,8 nM bis
121,8 nM dieses Substrats in zwei Produktfragmente (143 und 86 bp) durch 2,4 nM einer
Azobenzol-modifizierten scPvull Variante in 1x Aktivitatspuffer Pvull mit 10 mM MgCl,
wird dazu unter Belichtung mit blauem oder UV-Licht (entsprechend des Aktivitatstest unter
Vor-Belichtung Punkt 2.5.2.1) durchgefihrt. Nach 0, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 5, und 8 Minuten
wird jeweils ein 10 pl - Aliquot enthnommen, mit DNA-Auftragspuffer abgestoppt und auf
einem 10%igen Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch untersucht. Das Gel wird mit Hilfe eines
Instantimager - Systems (Packard) analysiert, mit Instantimager - Software quantifiziert und
der relative Anteil an geschnittenem Substrat ermittelt. Aufgetragen gegen die Zeit wird
daraus durch lineare Regression der Anfangssteigung die jeweilige relative Aktivitét
bestimmt. Die Werte der relativen Aktivitaten fur Belichtung unter blauem und UV-Licht
werden im Michaelis-Menten-Diagramm gegen die eingesetzte Substratkonzentration
aufgetragen, die Messpunkte durch nicht-lineare Regressionsanalyse an das Michaelis-
Menten-Modell angepasst und daraus die Werte fir Ky, und Vmax gewonnen.
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2.6 Organisch-Chemische Methoden
2.6.1 Synthese von Oligonukleotid-modifiziertem mono-funktionellem Azobenzol

Fur die Synthese von 4-Maleimido-4"-Oligonukleotid-Thio-Azobenzol (Abb. 2-4) (im
Folgenden bezeichnet als AzoDNA) werden 5,4 pmol AzoMal in 400 ul DMF geldst und mit
0,2 pumol Oligonukleotid Gate-Bam?24, geldst in 100 ul Wasser, gemischt und fir 30 min bei
RT unter Schitteln zur Reaktion gebracht. Anschliefend werden 200 pl Wasser zugegeben
und die wassrige Phase dreimal mit 1 ml Chloroform extrahiert. Das in der wéssrigen Phase
verbleibende AzoDNA wird durch Zugabe von 5 pl einer 3 M NaCl - Lésung und 1 ml EtOH,
Inkubation fur 30 min bei -20 °C und anschlieBender Zentrifugation fir 30 min bei 4 °C
geféllt, in Wasser aufgenommen und direkt zur Modifikation von scPvull-Varianten
verwendet.

0
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0

Abb. 2-5 Darstellung von AzoDNA
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3. Ergebnisse

3.1 Photoswitch-Strategie von scPvull
3.1.1 Varianten fur die Modifikation mit bi-funktionellen Azobenzol-Derivaten

Zur Regulation der Aktivitdt von scPvull Uber angehédngte bi-funktionelle Azobenzol-
Derivate wurden verschiedene Aminoséure-Paare (basierend auf der Struktur von Pvull (111)
und mit Hilfe des Programms sGAL (145)) ausgewdhlt, die zum einen auf der Oberflache des
Proteins exponiert sind und deren Abstand (~ 8 + 4 A, Tab. 3-1) zum anderen mit dem

Abb. 3-1 Gewahlte Crosslink-Stellen von scPvull fur die Modifikation mit bi-funktionellen
Azobenzol-Derivaten: (A) Crosslink-Stellen nahe dem aktiven Zentrum (C49-C62; C66-C96; C74-C110).
(B) Crosslink-Stellen auf die DNA-Bindungsstelle flankierenden Helices (C89-C96; C129-C133; C147-
C151). (C) Crosslink-Stellen, die die Linker-Region mit Resten nahe des aktiven Zentrums verbinden
(Linker-C61; Linker-C62). (D) Positionen der zusétzlich eingefiihrten Mutationen, die die DNA-Bindung
(H83A) bzw. Katalyse (Y94F) von scPvull vermindern und mit Crosslink-Stellen (hier C49-C62)
kombiniert wurden. In Orange sind jeweils die Reste des aktiven Zentrums (D58, E68, K70) dargestellt.
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Abstand von AzoMal in der cis-Konfiguration (~ 5 - 12 A) tibereinstimmt. Die Aminosauren
der gewéhlten Paare wurden anschlieend durch Cysteine substituiert und dienen folglich als
Crosslink-Stellen fir die Modifikation mit bi-funktionellen Azobenzol-Derivaten. Ausgewahlt
wurden Aminosaure-Paare, die auf Loops oder B-Faltblattern nahe dem aktiven Zentrum
lokalisiert sind (T49-N62; E66-Q96; 174-E110) (Abb. 3-1 A) und Paare auf drei, die DNA-
Bindungsstelle flankierenden a-Helices (V89-Q96; R129-S133; K147-E151) (Abb. 3-1 B).
Zudem wurden Crosslink-Stellen ausgesucht, die die Linker-Region (L; - Lg4; siehe Punkt
2.3.9.4) mit Aminosaure-Resten nahe dem aktiven Zentrum durch die Azobenzol-
Modifikation querverknlpfen (Linker-D61; Linker-N62) (Abb. 3-1 C). Der Austausch der
Aminosaure-Reste in Cysteine erfolgte entweder nur in der N-terminalen Hélfte von scPvull
(Doppel-Cystein-Varianten mit einer Azobenzol-Crosslink-Stelle) oder in beiden Enzym-
Hélften (Quadrupel-Cystein-Varianten mit zwei Azobenzol-Crosslink-Stellen). Zudem
wurden durch Kombination mehrerer Crosslink-Stellen Varianten erhalten, die acht Cysteine
und somit vier Azobenzol-Crosslink-Stellen enthalten. Insgesamt wurden in dieser Arbeit 11
Doppel-Cystein-, 17 Quadrupel-Cystein-Varianten und 3 Varianten mit acht Cysteinen
produziert und anschlieend mit einem bi-funktionellen Azobenzol-Derivat modifiziert.
Daruber hinaus wurden in acht dieser Varianten zusétzliche Aminosdure-Substitutionen
eingeflhrt, die die Aktivitat von scPvull durch Stérung der DNA-Bindung (H83A) (109) bzw.
der Katalyse (Y94F) (103) vermindern (Abb. 3-1 D). Alle in dieser Arbeit produzierten
Varianten sind in Tab. 3-1 aufgelistet.

Tab. 3-1 Liste aller fur den Photoswitch produzierten Varianten unter Angabe ihrer abgeschéatzten rela-
tiven DNA Spaltungsaktivitat (Variante / scPvull) und dem berechneten Cy - Abstand. Die relative Ak-
tivitat ist angegeben als +++ (scPvull Aktivitat), ++ (1 - 10™ der scPvull Aktivitat) und + (10™ - 102 der scPvull
Aktivitat), der berechnete Cy - Abstand basiert auf den Strukturen von scPvull (111) bzw. von WT Pvull (108);
n.m. bedeutet nicht messbar aufgrund nicht vorhandener Struktur.

Cy - Abstand / A
Variante Rel. Aktivitat

(N) (©)
sc +++ - -
sc(C49 C62) +++ 8,2
sc(C66 C9I6) +++ 9,5
sc(C74 C110) ++ 7,5
sc(C89 C96) ++ 11,2
sc(C129 C133) ++ 4,0
sc(C147 C151) + 59 -
sc(C49 C62), +++ 8,2 7,8
sc(C66 C96), +++ 9,5 10,4
sc(C74 C110), ++ 7,5 7,2
sc(C147 C151), ++ 5,9 6,1
sc(C49 C62),(C66 C96), + 8,2+9,5 7,8+ 10,4
sc(C49 C62),(C74 C110), ++ 8,2+75 78+7,2
sc(C49 C62),(C66 C96)(C74* C110%) ++ 8,2+9,5 78+7,2
sc(C49 C62),(A83) ++ 8,2 7,8
sc(C49 C62),(A83), + 8,2 7,8
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sc(C49 C62),(F94) ++ 8,2 7,8
sc(C49 C62),(F94), ++ 8,2 7,8
Sc(C49 C62),(A83),(F94) + 8,2 7,8
sc(C49 C62),(A83),(F94). + 8,2 7,8
sc(C61 Ly) ++ 10,4 -
sc(C62 L,) +++ 8,6

sc(C61 Ly) +++ n.m.

sc(C61 Ls) +++ n.m.

sc(C61 Ly) +++ n.m.

sc(C61 L;)(C49* C62%) ++ 10,4 7,8
sc(C62 L,)(C49* C62%) ++ 8,6 7.8
sc(C61 L,)(C49* C62*) +++ n.m. n.m.
sc(C61 L3)(C49* C62*) +++ n.m. n.m.
Sc(C61 L4)(C49* C62*) +++ n.m. n.m.
SC(C61 L4)(C49* C62*)(F94) ++ n.m. n.m.
Sc(C61 L4)(C49* C62*)(F94), ++ n.m. n.m.
wt(C49 C62), +++ 8,6 8,6
wt(C49 C62),(F94), ++ 8,6 8,6

3.1.2 Lichtinduzierte Isomerisierung von Azobenzol

Die Funktionalitdt der lichtinduzierten Isomerisierung von Azobenzol konnte durch
photometrische Messungen der Extinktion nach spezifischer Belichtung bestéatigt werden
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Abb. 3-2 Lichtinduzierte Isomerisierung von AzoMal: (A) trans — cis Isomerisierung von AzoMal
gelést in DMSO durch Belichtung mit UV-Licht far 0, 3, 5, 7, 11 und 15 min. (B) cis — trans
Isomerisierung von AzoMal geldst in DMSO durch Belichtung mit blauem Licht fiir 0, 1, 3 min. (C) trans —
cis Isomerisierung von mit Cystein modifiziertem AzoMal gel6st in Labeling-Puffer durch Belichtung mit
UV-Licht fur 0, 1, 3 und 5 min. (D) cis — trans Isomerisierung von mit Cystein modifiziertem AzoMal
geldst in Labeling Puffer durch Belichtung mit blauem Licht fur 0, 1 und 2 min.

45



3. Ergebnisse

(vgl. (43)), wobei das der trans-Konfiguration entsprechende Absorptionsmaximum bei ~350
- 360 nm durch Belichtung mit UV-Licht und der damit verbundenen Isomerisierung in die
cis-Konfiguration abnimmt (Abb. 3-2 A/C). Durch Belichtung mit blauem Licht und der
damit verbundenen Rick-Isomerisierung in die trans-Konfiguration kann dieses Maximum
anschlieRend wiederhergestellt werden (Abb. 3-2 B/D). Die trans — cis Isomerisierung von
freiem AzoMal geldst in DMSO ist dabei innerhalb von 15 min vollzogen, wahrend AzoMal,
welches zur Erhéhung der Loslichkeit in wéssrigem Milieu mit Cystein modifiziert wurde,
gelost in Labeling-Puffer die cis-Konfiguration schneller erreicht (< 3 min). Die Rick-
Isomerisierung in die trans-Konfiguration erfolgt in beiden Féllen unmittelbar nach Belich-
tung mit blauem Licht (< 1 min). Eine direkte Messung der Isomerisierung einer mit bi-
funktionellem Azobenzol modifizierten Variante konnte aufgrund der zu geringen Konzentra-
tion an modifiziertem Protein nach den Aufreinigungsschritten (Punkt 2.4.7) photometrisch
nicht erfolgen.

3.1.3 Modifikation und Aufreinigung Azobenzol-modifizierter Varianten
3.1.3.1 Optimierung der Azobenzol-Modifikation

Da scPvull in Loésung zu unspezifischen Aggregationen neigt, diese unter Hochsalz-
bedingungen jedoch nicht auftreten, was durch dynamische Lichtstreuungsexperimente
gezeigt werden konnte (Diplomarbeit Christian Gerken, Justus-Liebig Universitat Giellen,
2008), wurden samtliche Modifikationen unter 500 mM NaCl durchgefuhrt, um somit
storende Aggregationen mdoglichst auszuschlieBen. Anfangliche Modifikationen mit AzoCl
und Azolod mit einem bis zu 25-fachem Uberschuss (iiber Cystein-Reste) fir 1 - 4 h bei RT
bzw. 37 °C erzielten lediglich Ausbeuten von 25 - 75 %, wobei sich die lange Inkubationszeit
bei der entsprechenden Temperatur auch negativ auf die Enzymaktivitat auswirkte. Da die
Modifikationsreaktion mit AzoMal innerhalb weniger Minuten bei RT zu Ausbeuten von 70 -
85 % fuhrt, wurde fur alle weiteren Modifikations- bzw. Photoswitch-Experimente jeweils

AzoMal - + - +

PEG-Mal - - +  +
f | i | Dimere
- ¢ — +4PEG

se(C49 Co2:(Fo4): (Y (D - — +0PEG

Abb. 3-3 Analyse der Modifikation von sc(C49 C62),(F94), mit AzoMal durch SDS-PAGE: Durch
sekundare Modifikation mit PEG-Maleimid ergibt sich eine Modifikationsausbeute von ~ 80 %.
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AzoMal verwendet. Ein 2 - 2,5-facher Uberschuss an AzoMal (isomerisiert in den cis-
Zustand) und Inkubation fir 10 min bei RT fiihrt dabei neben einigen Dimeren (die die
Ausbeute vermindern) lediglich zu einer Bande im SDS-Gel (Abb. 3-3 Spur 2). Die Intensitat
dieser Bande wird durch die Folge-Reaktion mit PEG-Mal nicht beeintréchtigt, was belegt,
dass unter den Bedingungen der ersten Modifikation mit AzoMal keine freien Cysteine mehr
verbleiben (Abb. 3-3 Spur 4).

3.1.3.2 Optimierung der Aufreinigung Azobenzol-modifizierter Varianten

In Folge der bi-molekularen Reaktion einer Doppel-Cystein Variante mit einem AzoMal-
Crosslinker entstehen neben dem erwiinschten Produkt, bei dem beide Cysteine durch ein
AzoMal-Molekul querverknipft sind, auch andere Nebenprodukte (Abb. 3-4), die allerdings
(mit Ausnahme der quervernetzten Dimere) die gleiche elektrophoretische Mobilitat besitzen
wie das erwinschte Produkt (Abb. 3-3). Da die Stochiometrie der Crosslink-Reaktion so
gewahlt ist, dass nach der Modifikationsreaktion keine freien Cysteine mehr vorhanden sind
(Abb. 3-3 Spur 4), ist als Nebenprodukt abgesehen von den entstehenden Dimeren vor allem
das Produkt zu erwarten, bei dem beide Cysteine mit je einem AzoMal-Molekul modifiziert

£ s
EOSSI +  Mal=OrCO—Mal
S §%e . ™SH
o g
£ s $, Js-oro-s F &
B i e Zin N =
T Peie =AW
S T s O O-57
o, SO O-Mal &% _s—OrO-Mal
EASRON. R et
e x_ﬂ—f,- ~~SH i 7] cj—f,- "‘*S_C}_p-D_MaI
S A A

Abb. 3-4 Schematische Darstellung der Modifikation einer Doppel-Cystein Variante mit AzoMal mit
den zu erwartenden Reaktionsprodukten: Das markierte Produkt stellt die gewiinschte Spezies dar, bei der
die zwei Cysteine der Crosslink-Stelle durch ein AzoMal-Molekil querverknipft sind. Fir Varianten mit 4
bzw. 8 Cysteinen gilt unter Bertcksichtigung einer gréfieren Produktvielfalt &hnliches.
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(nicht querverkniipft) sind. Da das gewtiinschte Produkt nur einen Teil des unaufgereinigten
Modifikationsansatzes darstellt, und diesem Teil alleine ein mdglicher Aktivitatsunterschied
durch unterschiedliche Belichtung zugeordnet werden muss, ist eine Aufreinigung des
querverknlpften Produktes notwendig, damit dessen eigentlicher ,.cis/trans“-Effekt nicht
durch die Aktivitat der Nebenprodukte tiberdeckt wird. Fir Varianten mit 4 bzw. 8 Cysteinen
sind entsprechend mehrere aber analoge Nebenprodukte zu erwarten.

Anféngliche Versuche, die Nebenprodukte Uber hydrophobe Interaktionschromatographie
aufgrund der hydrophoben Wechselwirkungen der angehéngten Azobenzol-Molekile
abzutrennen, scheiterten, da nur jeweils ein breiter Peak unter 100% Niederigsalzpuffer von
der Sé&ule eluiert werden konnte. Daher wurde die Tatsache ausgenutzt, dass AzoMal-
Molekdile, bei denen nur eine Maleimid-Kopplungsgruppe mit einem Cystein-Rest reagiert
hat, immer noch eine intakte zweite Maleimid-Kopplungsgruppe besitzen. An diese wird 2-
Mercaptopropionsédure gekoppelt (siehe Punkt 2.4.7), wodurch eine (oder je nach
Nebenprodukt mehrere) negative Ladung an das jeweilige Nebenprodukt addiert wird. Das
erwiinschte querverknipfte Produkt erhélt dagegen keine zusatzliche negative Ladung und
kann durch Anionenaustauschchromatographie abgetrennt werden. Das Ergebnis einer
solchen Auftrennung ist in Abb. 3-5 flr sc(C49 C62),_Azo exemplarisch dargestelit.

. ——— "] K«

——A280 nm
| — A360 nm

20 1

15

Absorbanz / mAU

Volumen / ml

Abb. 3-5 Chromatogramm der Anionenaustauschchromatographie von sc(C49 C62), Azo: Die Elution
erfolgte durch einen Gradienten von 100 mM bis 320 mM KCI. Die markierte Fraktion, welche dem ersten
Azobenzol enthaltenden Peak entspricht, wurde gesammelt, gegen Dialysepuffer .N. dialysiert und fir
Aktivitatstests unter spezifischer Belichtung eingesetzt.
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Wie zu erkennen ist, zeigt das Chromatogramm mehrere, auf Azobenzol zuriickzufuhrende
Peaks, wobei jeweils das dem ersten Peak entsprechende Eluat, das auch theoretisch das
erwiinschte querverknupfte Produkt enthalten soll, scharf fraktioniert wird (Abb. 3-5) und fur
Aktivitatstests unter spezifischer Belichtung eingesetzt wird. Bei der elektrophoretischen
Analyse (Abb. 3-6) erhdlt man fiir die aufgereinigte Probe eine einzelne Bande, die Dimere
konnten somit abgetrennt werden. Ob die besagten Nebenprodukte abgetrennt werden
konnten, ist aufgrund der gleichen elektrophoretischen Mobilitat nicht direkt ersichtlich,
jedoch zeigt jeweils der erste fraktionierte Peak einen héheren ,,cis/trans*-Effekt als die nach-
folgenden Peaks.

& - -

Dimere

I l L | Artefakte (Silberfarbung)

—— — sc(C49 C62),_Azo

Abb. 3-6 Analyse der Aufreinigung von sc(C49 C62), Azo durch SDS-PAGE mit Silberfarbung: Auf-
getragen sind neben der unmodifizierten Kontrolle (1) die modifizierte, unaufgereinigte (2) und die modifi-
zierte, aufgereinigte (3) Variante

Fuhrt man mit der Variante mit dem bisher hdchsten erhaltenen ,,cis/trans*“-Effekt, sc(C49
C62),(F94),_Azo, Aktivitatstests unter spezifischer Belichtung jeweils vor bzw. nach der
Aufreinigung durch, so erhdlt man fir die unaufgereinigte Variante eine ,cis/trans“-Effekt
von 3,4 gegenuber einem Wert von 15,8 bei der aufgereinigten Variante (Tab. 3-2). Dies
verdeutlicht wiederum, dass die bei der Modifikation erhaltenen Nebenprodukte den
eigentlichen ,cis/trans“-Effekt des querverknipften Produktes uberdecken und eine
Aufreinigung dieses Produktes somit notwendig ist.

Tab. 3-2 Einfluss der Aufreinigung von Azobenzol-modifiziertem scPvull auf den gemessenen ,,cis/trans*-
Effekt am Beispiel von sc(C49 C62),(F94), Azo

Absolute Aktivitat cis) .,
Variante [nM Substrat / (min x nM Enzym)] CISEIEfr:l?tS
trans cis
sc(C49 C62),(F94), 0,49 + 0,07 0,48 £ 0,07 1,0+0,0
sc(C49 C62),(F94),_Azo unaufgereinigt 0,072+ 0,005 0,24 + 0,01 3,4+0,2
sc(C49 C62),(F94),_Azo aufgereinigt 0,0027 + 0,0005 0,042 + 0,013 158+24
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3.1.4 Stufenweise Entwicklung eines photosensitiven Restriktionsenzyms

Der folgende Abschnitt zeigt die schrittweise Optimierung der Varianten von scPvull fir die
Modifikation mit AzoMal und den anschlieBenden Aktivitatstests unter spezifischer
Belichtung auf, hin zu einem bisher maximal erreichten ,,cis/trans“-Effekt von 16. Sdmtliche
Varianten und deren erzielte ,,cis/trans*“-Effekte sind in einer Ubersichtstabelle in Punkt 3.1.6
(Tab. 3-9) zusammengefasst.

3.1.4.1 Varianten mit einem Azobenzol-Schalter

Betrachtet man anfangs die Varianten, die ein querverknipftes Azobenzol in der N-terminalen
Halfte tragen (Tab. 3-3), so ist bei den Varianten sc(C49 C62) Azo und sc(C66 C96) Azo der
Kategorie ,,Azobenzol-Ansatzpunkt nahe dem aktiven Zentrum* ein ~ 2-facher Unterschied in
der cis- gegenuber der trans-Konfiguration des angehangten Azobenzols auszumachen. Die
anderen Varianten, insbesondere mit der Modifizierung von a-Helices nahe der DNA Bin-
dungsstelle zeigen dagegen nur kleine (< 1,5) “cis/trans”-Effekte. Kontrollexperimente mit
scPvull zeigen, dass dessen enzymatische Aktivitat ohne Modifikation nicht durch die unter-
schiedlichen Belichtungszusténde beeinflusst wird (,,cis/trans“-Effekt = 1).

Tab. 3-3 Varianten mit einem Azobenzol-Schalter: cis/trans-Effekte der relativen Aktivitaten (+ S.D.)

Variante “mélftfr:l?ts"—
sc 1,0£0,1
sc(C49 C62)_Azo 2,2+0,0
sc(C66 C96)_Azo 2,3+0,4
sc(C74 C110) Azo 1,1+0,2
sc(C89 C96)_Azo 1,101
sc(C129 C133)_Azo 1,1%0,0
sc(C147 C151)_Azo 1,5+0,0

3.1.4.2 Varianten mit zwei Azobenzol-Schaltern

Fuhrt man die Azobenzol-Crosslink-Stellen symmetrisch jeweils in die N- und C-terminale
Halfte ein (Tab. 3-4), so erhélt man fir die Varianten nahe dem aktiven Zentrum mit den
Positionen C66-C96 und C74-C110 einen “cis/trans”-Effekt von ~ 3. Fur die Crosslink-Stelle
C49-C62 lasst sich der Effekt durch spezifische Belichtung beim Ubergang von einem zu
zwei Azobenzol-Schaltern sogar von 2,2 auf 7,2 steigern (vgl. Abb. 3-7). Dagegen lassen sich
bei der ,,helikalen* Position C147-C151 nahe der DNA-Bindungsstelle mit zwei Azobenzol-
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Schaltern erneut keine signifikanten Aktivitatsunterschiede aufgrund spezifischer Belichtung

erkennen.

Tab. 3-4 Varianten mit zwei Azobenzol-Schaltern: cis/trans-Effekte der relativen Aktivitaten (£ S.D.)

Variante “C|SE/;{:£S"_
sc(C49 C62), 1,0£0,1
sc(C49 C62), Azo 7,2+0,3
sc(C66 C96),_Azo 3,4+1,0
sc(C74 C110), Azo 3,0+1,0
sc(C147 C151), Azo 1,1£0,2

Insgesamt sind die gemessenen ,,cis/trans*-Effekte des Schritts von einem Azobenzol-Schal-

ter zu zwei Azobenzol-Schaltern in Abb. 3-7 zusammenfassend dargestelit.

8,0

6,0

4,0

2,0

"cis/trans"-Effekt

0,0

1 AzoMal-Schalter

2 AzoMal-Schalter

Kontrolle

aktives Zentrum a-Helix o

aktives Zentrum | .npny

[ 11

A B C D E F G H

rX &« - T @ T mooO w >

scPvull

sc(C49 C62);,
sc(C49 C62)_Azo
sc(C66 C96)_Azo
sc(C74 C110)_Azo
sc(C89 C96)_Azo
sc(C129 C133)_Azo
sc(C147 C151)_Azo
sc(C49 C62),_Azo
sc(C66 C96),_Azo
sc(C74 C110),_Azo
sc(C147 C151),_Azo

Abb. 3-7 Zusammenstellung der ,,cis/trans*-Effekte von scPvull-Varianten mit einem bzw. zwei

querverknlpften Azobenzol-Schaltern
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3.1.4.3 Varianten mit vier Azobenzol-Schaltern

Die Varianten nahe dem aktiven Zentrum werden weiter kombiniert, so dass Varianten
erhalten werden, die 8 Cysteine bzw. vier Azobenzol Crosslink-Stellen besitzen (Tab. 3-5).
Allerdings zeigen diese Varianten nach der Modifikation mit AzoMal erhebliche Loslichkeits-
probleme auf, vermutlich aufgrund der hydrophoben Interaktionen der angehangten Azoben-
zol-Molekile. Die Zugabe von 0,01% Lubrol kann diese Aggregationen zwar bedingt ver-
hindern, die aufgereinigten Proben besitzen aber lediglich einen gemessenen ,,cis/trans*-Ef-
fekt von ~2. Die Tatsache, dass sich unspezifische Querverkniipfungen zwischen verschiede-
nen Cystein-Resten ausbilden kdnnen, zeigt zusammen mit dem Loslichkeitsproblem, dass
diese Varianten mit vier Crosslink-Stellen mit Azobenzol-Modifikationen uberladen scheinen.
Dies kann die Ursache dafiir sein, dass keine weitere Steigerung des gemessenen ,,cis/trans®-
Effektes gegentiber den Varianten mit zwei Azobenzol-Schaltern gefunden wird.

Tab. 3-5 Varianten mit vier Azobenzol-Schaltern: cis/trans-Effekte der relativen Aktivitaten (£ S.D.)

“cis/trans”-

Variante Effekt

sC(C49 C62),(C66 C96),_Az0 2,4+04
Sc(C49 C62),(C74 C110), Azo 1,9%0,2
SCc(C49 C62),(C66 C96)(C74* C110%)_Azo 22+04

3.1.4.4 Varianten mit zwei Azobenzol-Schaltern und zusatzlichen Mutationen

Zur weiteren Steigerung des ,,cis/trans“-Effekts wurde die Variante mit dem bis dahin hdch-
sten Wert (sc(C49 C62),) als Ausgangspunkt fiir weitere Aminosaure-Substitutionen heran-
gezogen, welche die Aktivitat von Pvull durch Stérung der DNA-Bindung (H83A) (109) bzw.
der Katalyse (Y94F) (103) vermindern. Die Mutationen A83 und F94 wurden daher jeweils
einzeln oder kombiniert in die N-terminale bzw. in beide Halften der Variante sc(C49 C62),
eingefuhrt (Tab. 3-6) und die erhaltenen Varianten nach Modifikation Aktivitatstests unter
spezifischer Belichtung unterzogen. Dabei zeigte sich fir die zusatzliche H83A Substitution
in beiden Halften eine Steigerung des ,.cis/trans“-Effekts auf einen Wert von ~10, die
beidseitige Y94F-Substitution zeigte sogar einen 16-fachen Unterschied der Aktivitat in der
cis- gegenlber der trans-Konfiguration des angehéngten Azobenzol-Crosslinkers (Abb. 3-8).
Eine Kombination aus A83 und F94 in beiden Hélften fuhrt jedoch zu einem deutlichen
Absinken des ,.cis/trans“-Effekts, vermutlich da die absolute Aktivitdt dieser Variante
insgesamt zu stark abgenommen hat (vgl. Tab. 3-9).
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Tab. 3-6 Varianten mit zwei Azobenzol-Schaltern und zusatzlichen Mutationen: cis/trans-Effekte der
relativen Aktivitaten (+ S.D.)

Variante “C'SE/;fr;?tS,"
SC(C49 C62)5(F94), 1,0%0,0
sC(C49 C62),(A83)_Azo 6,2+0,5
Sc(C49 C62),(A83), Az0 10,4+2,9
sC(C49 C62),(F94)_Azo 14,7 +2,3
Sc(C49 C62),(F94), Azo 15,8+ 2,4
SC(C49 C62),(A83),(F94)_Azo 54+1,1
SC(C49 C62),(A83)x(F94),_Azo 2,6+0,2

1.BlauesLicht — 2.UV Licht
1 2 3 5

opencircle
linear

supercoil

0,60 -
—=—trans
0,50 _
—e—cis
0,40

0,30
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rel. Anteil an geschnittenem Substrat

0,00
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Abb. 3-8 Aktivitatstest unter spezifischer Belichtung von sc(C49 C62),(F94), Azo nach Vor-Belichtung
der modifizierten Probe mit blauem Licht— UV -Licht: Gezeigt ist die gelelektrophoretische Analyse von
Aliquots der Spaltungsreaktion (4 nM DNA, 12 nM Enzym) nach bestimmten Zeitintervallen (oben)
zusammen mit dem dazugehorigen Graphen von linearisiertem Produkt gegen die Zeit (unten).

Die nach Einflihrung zusatzlicher Mutationen erhaltenen ,,cis/trans*“-Effekte sind in Abb. 3-9
zusammenfassend dargestellt.
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Kontrolle |e- s 2 AzoMaI—SchaIt_er + zusatzliche
- Mutationen
20,0
A sc(C49 C62),
16,0 A
< B sc(C49 C62),(F94),
:G:) C  sc(C49 C62);_Azo
w i
U120 D sc(C49 C62)2(A83)_Azo
(%]
2 E  sc(C49 C62),(A83),_Azo
% 8,0 - F  sc(C49 C62),(F94)_Azo
':6 G sc(C49 C62),(F94),_Azo
4,0 - H  sc(C49 C62)2(A83)2(F94)_Azo
| sc(C49 C62),(A83)2(F94),_Azo
00 | N |

A B C D E F G H |

Abb. 3-9 Zusammenstellung der ,,cis/trans*-Effekte von scPvull-Varianten mit zwei Azobenzol-Schal-
tern und zusétzlichen Mutationen

3.1.4.5 Varianten mit Azobenzol-Schaltern in der Linker-Region

Da die anfanglichen Experimente zeigten, dass die besten ,,cis/trans*-Effekte mit Positionen
nahe des aktiven Zentrums erzielt werden konnten, wurden Positionen des Linkers der single-
chain Variante von Pvull in Kombination mit den Positionen D61 und N62 als weitere Cross-
link-Stellen herangezogen, zumal der Abstand und die Orientierung zueinander fir eine Azo-
benzol-Modifikation geeignet ist. Der Linker als artifizieller Teil des Proteins ist theoretisch
weitgehend sterisch fixiert und kann somit als Fixpunkt flr die Quervernetzung mittels Azo-
benzol dienen. Der anfangliche Linker -GSGG- wurde dementsprechend durch die Linker-
Varianten L; (-GSGC-), L, (-GSGCGTGG-), L3 (-GSGTGCGG-) und L4 (-GSGTGSGC-)
ersetzt und mit den Positionen C61 bzw. C62 der N-terminalen Halfte kombiniert (Tab. 3-7).
Zudem wurde bei einigen Varianten zuséatzlich die Effekt-bringende Azobenzol Crosslink-
Stelle C49*-C62* in die C-terminale Halfte eingefihrt.

Betrachtet man die Linker-Varianten mit nur einem Azobenzol-Schalter, so ergeben sich fur
die Linker L3, L3 und L4 in Kombination mit C61 ,,cis/trans“-Effekte von ~ 2 - 3. Bei den
Linker-Varianten mit zwei Azobenzol-Schaltern zeigt die Variante C61/L, den besten Effekt
mit einem Wert von ~ 7, welcher deutlich tber dem Wert von 2,2 liegt, der der einzelnen
Crosslink-Stelle C49*-C62* zugeschrieben werden kann (vgl. Tab. 3-3). Fihrt man in diese
Variante wiederum die Katalyse-beeinflussende Mutation F94 ein, so erhalt man bei der
Variante sc(C61 L4)(C49* C62*)(F94),_ Azo in Analogie zur Variante sc(C49
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C62)2(F94),_Azo einen 16-fachen Unterschied in der Aktivitat unter spezifische Belichtung
(Abb. 3-10).

Tab. 3-7 Varianten mit Azobenzol-Schaltern in der Linker-Region: cis/trans-Effekte der relativen
Aktivitaten (+ S.D.)

. “cis/trans”-
Variante Effekt
sc(C61 L,)_Azo 3,2+0,3
sc(C62 L;)_Azo 1,0+0,1
sc(C61 Ly)_Azo 0,9+0,2
sc(C61 Ls)_Azo 2001
sc(C61 Ly)_Azo 23+04
sc(C61 L,)(C49* C62*)_Azo 3,3+x0,4
sc(C62 L;)(C49* C62*)_Azo 3,6+0,5
sc(C61 L,)(C49* C62*)_Azo 2,3+0,9
sc(C61 L3)(C49* C62*)_Azo 4,2+0,2
Sc(C61 L4)(C49* C62*)_Azo 6,6 +£0,9
sc(C61 L4)(C49* C62*)(F94)_Azo 16,0+ 2,0
Sc(C61 L4)(C49* C62*)(F94),_Azo 16,3+1,3
1. BlauesLicht — 2.UV Licht
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rel. Anteil an geschnittenem Substrat
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Abb. 3-10 Aktivitatstest unter spezifischer Belichtung von sc(C61 L,)(C49* C62*)(F94), Azo nach Vor-
Belichtung der modifizierten Probe mit blauem Licht— UV -Licht: Gezeigt ist die gelelektrophoretische
Analyse von Aliquots der Spaltungsreaktion (4 nM DNA, 30 nM Enzym) nach bestimmten Zeitintervallen
(oben) zusammen mit dem dazugehdrigen Graphen von linearisiertem Produkt gegen die Zeit (unten).
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Die gemessenen ,,cis/trans“-Effekte der verschiedenen Linker-Varianten sind in Abb.

zusammenfassend dargestellt.

K 1 AzoMal-Schalter

2 AzoMal-Schalter

(Linker + C49*-C62*)

X X

20,0

16,0

"-Effekt

12,0 +
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"cis/trans
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scPvull

sc(C61 L;)_Azo

sc(C62 L;)_Azo

sc(C61 Ly)_Azo

sc(C61 Ls)_Azo

sc(C61 Ls)_Azo

sc(C61 L,)(C49* C62*)_Azo
sc(C62 L)(C49* C62*)_Azo
sc(C61 Ly)(C49* C62*)_Azo
sc(C61 L3)(C49* C62*)_Azo
sc(C61 Ly)(C49* C62*)_Azo

3-11

SC(CB1 L4)(C49* C62*)(F94)_Azo
SC(CB1 L4)(C49* C62*)(F94)._Azo

Abb. 3-11 Zusammenstellung der ,,cis/trans*-Effekte von scPvull-Varianten mit Azobenzol-Schaltern

in der Linker-Region

3.1.4.6 Vergleich der entsprechenden Azobenzol-Schalter in scPvull und WT Pvull

Aufgrund der Tatsache, dass sich mit die bisher groBten ,cis/trans“-Effekte bei scPvull-

Varianten mit identischen Modifikationen in der N- und C- terminalen Halfte ergaben,
insbesondere bei sc(C49 C62), und bei sc(C49 C62),(F94),, wurden die entsprechenden
Variationen ebenfalls in den WT Pvull eingefiihrt und nach Modifikation auf lichtsensitive
Effekte hin untersucht (Tab. 3-8). Dabei zeigten die Varianten im WT Pvull jeweils einen
geringeren ,,cis/trans“-Effekt, vermutlich da sich die homodimeren Varianten aufgrund der

hoheren Flexibilitat besser an die durch die cis/trans-Konfiguration des angehéngten Azoben-

zol-Molekils hervorgerufenen Spannungen anpassen kénnen.

Tab. 3-8 Varianten mit zwei Azobenzol-Schaltern in scPvull und WT Pvull: cis/trans-Effekte der

relativen Aktivitaten (+ S.D.)

. “cis/trans”-
Variante Effekt
sc(C49 C62),_Azo 7,2+0,3
sc(C49 C62),(F94),_Azo 158+2,4
wt(C49 C62),_Azo 52+0,5
wt(C49 C62),(F94),_Azo 6,3+0,2
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3.1.5 Charakterisierung der lichtschaltbaren Varianten von scPvull

Im Folgenden wurden die Eigenschaften der lichtsteuerbaren Kontrolle der enzymatischen
Aktivitat Uber angehéngte bi-funktionelle Azobenzol-Schalter ndher charakterisiert. Dabei
wurden die Varianten sc(C49 C62), Azo, die alleine durch zwei angehéngte Azobenzol-
Schalter einen ,.cis/trans“-Effekt von 7 erzielt, und die Variante sc(C49 C62),(F94),, die
durch die zwei Modifikationen und zusétzliche Substitutionen den bisher gréBten ,,cis/trans*-
Effekt von 16 erreicht hat, nher untersucht.

3.1.5.1 Reversible lichtsteuerbare Kontrolle der Enzymaktivitat

Um die Reversibilitdt des Photoswitchs zu demonstrieren, wurde die Variante sc(C49
C62),_Azo einem kontinuierlichen Aktivitatstest unter spezifischer Belichtung (blaues Licht
— UV-Licht — blaues Licht — UV-Licht) unter Vor-beleuchtung der modifizierten Probe
unterzogen (Abb. 3-12). Nach der ersten Aktivierung durch UV-Licht konnte die Aktivitat
durch Belichtung mit blauem Licht komplett auf den Level des ersten trans-Zustands redu-
ziert werden. AnschlieBende Bestrahlung mit UV-Licht fiihrte erneut zu einer 7-fachen

1.BlauesLicht — 2.UV Licht — 3.BlauesLicht — 4.UV Licht
1 2 3 5 710 1 2 3 5 7 10 1 2 3 5 710 1 2 3 5 710
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Z —#&— 1. Blaues Licht 8,0 1
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(% —&— 2. UV Licht

£ ---E--- 3. Blaues Licht ,—I ~ 60 -

c B

g ---a--- 4, UV Licht =

@© =
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Abb. 3-12 Aktivitatstest unter spezifischer Belichtung von sc(C49 C62), Azo nach Vor-Belichtung der
modifizierten Probe Uber mehrere Runden (blaues Licht-» UV -Licht — blaues Licht — UV -Licht):
Gezeigt ist die gelelektrophoretische Analyse von Aliquots der Spaltungsreaktionsansatze (4 nM DNA, 0,5
nM Enzym) nach bestimmten Zeitintervallen (A) zusammen mit dem dazugehdrigen Graphen von
linearisiertem Produkt gegen die Zeit (B) und der jeweiligen normierten relativen Aktivitat (Aktivitat (1.
Blaues Licht) = 1).
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Steigerung der Aktivitdt ohne EinbuBen im Vergleich zum ersten cis-Zustand. Fir die
Variante sc(C49 C62),(F94),_Azo konnte die reversible Kontrolle tiber die Enzymaktivitat

entsprechend nachgewiesen werden (

vgl. Abb. 3-14).

Die reversible Kontrolle der Aktivitit tber spezifische Belichtung konnte zudem auch

wéhrend der Spaltungsreaktion in situ gezeigt werden, indem die Belichtung zwischen blauem

Licht und UV-Licht wahrend der Spaltung kontinuierlich abgewechselt wurde. Dadurch
konnte fir die Variante sc(C49 C62), Azo (nicht gezeigt, aber analog zu Abb. 3-13 mit 7-
fachem Unterschied der Spaltungsraten) und die Variante sc(C49 C62),(F94),_Azo (Abb. 3-
13) demonstriert werden, dass die Spaltungsraten unmittelbar und reproduzierbar die

entsprechende spezifische Belichtungsart wiederspiegeln.
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Abb. 3-13 Reversible Kontrolle der DNA Spaltungsaktivitat von sc(C49 C62)2(F94)2_Azo in situ: Die
Spaltungsreaktion (4 nM DNA, 0,72 nM Enzym) wurde in situ verfolgt unter Variation der Belichtung
(Blaues Licht: 0 - 5 min, UV-Licht: 5 - 10 min, Blaues Licht: 10 - 15 min, UV-Licht 15 - 20 min). Gezeigt ist
die gelelektrophoretische Analyse von Aliquots des Spaltungsreaktionsansatzes nach bestimmten

Zeitintervallen (oben) zusammen mit dem dazugehérigen Graphen von linearisiertem Produkt gegen die Zeit

(unten).
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3.1.5.2 Thermische Relaxation der tber die Azobenzol-Schalter lichtgesteuerten Enzym-
aktivitat

Um zu Uberprifen, ob sich die enzymatische Aktivitat, die durch angehéngte Azobenzol-
Schalter in der cis-Konfiguration bedingt ist, gemalR dem thermischen Relaxationsverhalten
(cis — trans) von freiem Azobenzol (19, 43) verhélt und somit entsprechend der Relaxation
des angehangten Azobenzols in die trans-Konfiguration ebenfalls vergleichbar abnimmt,
wurde die Variante sc(C49 C62),(F94),_Azo dahingehend untersucht (Abb. 3-14). Dazu
wurde das modifizierte Protein nach anfanglicher Belichtung mit UV-Licht fir 4 h im
Dunkeln bei 4 °C inkubiert. Nach 1, 2 und 4 h wurden jeweils Proben entnommen und diese
je einem Aktivitétstests im Dunkeln unterzogen. An die Inkubation im Dunkeln schlief3t sich
ein Belichtungsschritt mit blauem Licht zum Erreichen des minimalen ,trans* -
Aktivitatslevels und ein erneuter Aktivierungsschritt unter UV-Licht als Kontrolle an. Passt

Blau uv 4h Dunkel Blau uv

2 3 5

5 1 2 3 5% 1 2 3 5 1 2 3 5 1
—open circle
~linear
_ supercoil
0,05 -

0,04 -
0,03 -
0,02 -
0,01 -
0,00 |- . , , : _

Dunkel Blaues UV Licht Dunkel Dunkel Dunkel Blaues UV Licht
(langfristig)  Licht (A h) (2h) (4 h) Licht

abs. Aktivitat
[nM Substrat / (min x nM Enzym)]

Abb. 3-14 Aktivitatstest unter spezifischer Belichtung von sc(C49 C62),(F94), Azo unter Vor-
Belichtung der modifizierten Probe mit zwischenzeitlicher Inkubation im Dunkeln fur 4 h bei 4 °C
(blaues Licht — UV-Licht — Dunkel — blaues Licht — UV-Licht): Gezeigt ist die gelelektrophoretische
Analyse von Aliquots der Spaltungsreaktionsansiatze (4 nM DNA, 12 nM Enzym) unterschiedlicher
Belichtungszustdnde nach bestimmten Zeitintervallen (oben) zusammen mit den dazugehdrigen absoluten

Aktivitaten jedes Belichtungszustands (unten).
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man die erhaltenen abnehmenden Werte der Aktivitat bei Inkubation im Dunkeln an ein
einfaches exponentielles Zeitgesetz an, so erhalt man fur die Relaxation der enzymatischen
Aktivitat des modifizierten Proteins eine Halbwertszeit t;, von ~ 6 h bei 4 °C. Des Weiteren
fuhrt ein zusatzlicher Belichtungsschritt mit blauem Licht zu einem sofortigen Riickgang der
enzymatischen Aktivitat auf den minimalen ,trans* Level, der ebenfalls durch langfristige
Inkubation im Dunkeln (1 - 2 Tage) erreicht wird. Der abschlieBende Belichtungsschritt durch
UV-Licht mit einem dem anfénglichen ,,cis“-Belichtungszustand analogen Aktivitétslevel
zeigt neben der Reversibilitdt des Photoswitch-Prozesses auch, dass es bei der langfristigen
Inkubation im Dunkeln zu keiner Inaktivierung des modifizierten Proteins gekommen ist.

3.1.5.3 Mechanistische Analyse des Lichtschalter-Effekts

Die grolten ,cis/trans“-Effekte wurden bei Varianten erhalten, die die Azobenzol-Schalter
nahe dem aktiven Zentrum besitzen. Daher wurde zur ndheren Analyse des Mechanismus von
querverknlpftem Azobenzol als Lichtschalter die Variante sc(C49 C62),_Azo, die mit einem

A 1 BlauesLicht —  2.UVLicht

00511522535 8 0 0511522535 8
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Abb. 3-15 Michaelis-Menten-Kinetik von sc(C49 C62), Azo unter spezifischer Belichtung: In (A) die
autoradiographische Analyse einer exemplarischen Spaltungsreaktion eines 229 bp langen, radioaktiv
markiertem PCR-Produkts unter blauem bzw. UV-Licht (3,8 nM DNA, 2,4 nM Enzym). In (B) die steady-
state kinetische Analyse der modifizierten Variante; die Kurven représentieren die anfanglichen DNA-
Spaltungsraten unter Belichtung mit blauem bzw. UV-Licht. Die gezeichneten Kurven sind das Ergebnis
einer nicht-lineare Regressionsanalyse, wobei gilt: cis: Ky, = 25,4 + 2,9 nM und V. = 10,3 0,9 nM min™;
trans: K, = 16,7 + 1,3 nM und Vpey = 2,2 + 0,1 M min™
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»Cis/trans“-Effekt von ~7 den hdchsten Wert der Varianten mit zwei Azobenzol-Schaltern
besitzt (Abb. 3-7) und somit als Ausgangspunkt fiir zusatzliche Substitutionen diente (Abb. 3-
9), einer kinetischen Analyse nach Michaelis-Menten unter spezifischer Belichtung unter-
zogen. Dabei zeigte die modifizierte Variante einen Kp-Wert von 25,4 + 2,9 nM und ein Vax
von 10,3 + 0,9 nM min im cis-Zustand und einen Ky-Wert von 16,7 + 1,3 nM und ein Vmax
von 2,2 + 0,1 nM min™ im trans-Zustand, was bedeutet, dass der Effekt hauptsachlich auf
Unterschieden in Vax beruht.

3.1.6 Ubersicht der Photoswitch-Effekte

In Tab. 3-9 sind zusammenfassend alle im Rahmen des Photoswitch-Projekts produzierten
und getesteten Varianten unter Angabe der absoluten Aktivitaten in trans und cis und des

»Cis/trans*-Effekts der relativen Aktivitaten aufgefihrt.

Tab. 3-9 Ubersicht der Photoswitch-Effekte der verwendeten Varianten unter Angabe der absoluten

Aktivitat in trans und cis und des cis/trans-Effekts der relativen Aktivitéten (jeweils = S.D.), n.b. = nicht

bestimmt (da keine Konzentrationsbestimmung vorgenommen wurde)

Absolute Aktivitat )
Mo-l;lyh?ilga?:’on Variante [nM Substrat / (min x nM Enzym)] “CIE/ftfr:kntS"_
trans cis

sc 24+0,1 2,3+£0,2 1,0+£0,1
Unmodifiziert sc(C49 C62), 2,2+04 22+0,1 1,0+0,1
SC(C49 C62),(F94), 0,49 + 0,07 0,48 + 0,07 1,0 £0,0
sc(C49 C62)_Azo n.b. n.b. 2,2+0,0
sc(C66 C96)_Azo n.b. n.b. 23+04
Ein Azobenzol- sc(C74 C110)_Azo n.b. n.b. 1,1+0,2
Schalter sc(C89 C96)_Azo0 n.b. n.b. 1,1+0,1
sc(C129 C133)_Azo n.b. n.b. 1,1+0,0
sc(C147 C151)_Azo n.b. n.b. 1,5+0,0
sc(C49 C62),_Azo 0,074 £ 0,02 0,52 +0,11 7,2+0,3
Zwei Azobenzol- sc(C66 C96),_Azo n.b. n.b. 34+1,0
Schalter sc(C74 C110), Azo n.b. n.b. 3,0+1,0
sc(C147 C151), Azo n.b. n.b. 1,1+0,2
_ Sc(C49 C62),(C66 C96), Az0 n.b. n.b. 2,4+04
V'erSACZhZ?tZ’:ZO" sc(C49 C62),(C74 C110), Az0 n.b. n.b. 10402
Sc(C49 C62),(C66 C96)(C74* C110%)_Az0 n.b. n.b. 2,2+04
Sc(C49 C62),(A83)_Az0 0,079 + 0,007 0,49 + 0,04 6,2+0,5
7wei Azobenzol- | SC(C49 C62):(A83), Azo 0,014 + 0,007 0,14 + 0,06 10,4+ 2,9
Schalter und SC(C49 C62),(F94)_Azo 0,008 + 0,004 0,11 + 0,06 147+23
Zusat_Z”Che sc(C49 C62),(F94),_Azo 0,0027 + 0,0005 0,042 £ 0,013 158+24
Mutationen SC(C49 CB2),(A83),(F94)_Azo 0,0064 + 0,0014 0,033 + 0,001 54+1,1
SC(C49 C62),(A83),(F94), Azo 0,0019 £ 0,0002 | 0,0050 + 0,0009 2,6+0,2
sc(C61 L;) Azo n.b. n.b. 3,2+0,3
Ein Azobenzol- sc(C62 L;)_Azo n.b. n.b. 1,0+0,1
Schalter betreffend | sc(C61 L,)_Azo 0,16 + 0,02 0,13+0,01 0,9+0,2
die Linker-Region | gc(C61 Ls) Azo 0,093 + 0,001 0,18 + 0,01 2,0£0,1
sc(C61 Ly)_Azo 0,11 + 0,02 0,24 + 0,01 2,3+0,4
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Typ der . Absolute _Aktivitét “cis/trans” -
Modifikation Variante [nM Substrat / (min x nM Enzym)] Effoki
trans cis

sc(C61 L,)(C49* C62*)_Azo n.b. n.b. 33+04

sc(C62 L1)(C49* C62*)_Azo n.b. n.b. 3,6+0,5

Zwei Azobenzol- sc(C61 L,)(C49* C62*)_Azo 0,040 £ 0,023 0,073+ 0,017 2,3+0,9

Schalter betreffend | sc(C61 L3)(C49* C62*)_Azo 0,021 + 0,005 0,085 + 0,015 4,2+0,2

die Linker-Region [ gc(C61 L,)(C49* C62%)_Azo 0,019 + 0,006 0,12 + 0,02 6,6 0,9

Sc(CB1 L,)(C49* C62*%)(F94)_Azo 0,0014 + 0,0001 0,022 + 0,005 16,0 £ 2,0

Sc(C61 L,)(C49* C62*%)(F94),_Azo 0,00035 + 0,00001 | 0,0058 + 0,0005 16,3+1,3

Zwei Modifikationen | Wt(C49 C62),_Azo 0,089 + 0,010 0,46 + 0,01 52+0,5

im Homodimer Wt(C49 C62),(F94), Azo 0,011 # 0,002 0,069 + 0,008 6,3+0,2

3.2 Photogate-Strategie von Pvull

3.2.1 Varianten fur die Modifikation mit mono-funktionellen Azobenzol-Derivaten

Fur diese Strategie wurden Positionen gesucht, die am Eingang der DNA-Bindungsstelle posi-
tioniert sind und nach symmetrischer Modifikation mit mono-funktionellen Azobenzol-Deri-
vaten in beiden Halften den Zugang der DNA zum aktiven Zentrum je nach Konfiguration des
angehangten Azobenzols sterisch blockieren oder zulassen. Die Aminosauren G135 und K137
sind entsprechend lokalisiert, zeigen die richtige Orientierung und besitzen einen Abstand in
der Struktur von scPvull von ~ 25 - 35 A (Tab. 3-10), welcher durch zwei Azobenzol-Mole-
kile in der trans-Konfiguration Gberspannt werden kann. Die gewdhlten Positionen wurden
durch Cysteine substituiert und so kombiniert, dass fir die Modifikation mit Azobenzol drei
Varianten mit jeweils einem Cystein am Eingang der DNA-Bindungsstelle in jeder Halfte

Abb. 3-16 Gewahlte Positionen von scPvull fiir die Modifikation mit mono-funktionellen Azobenzol-
Derivaten: G135 und K137 sind am Eingang der DNA-Bindungsstelle positioniert.
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(Doppel-Cystein-Variante) und eine Variante mit jeweils zwei entsprechenden Cysteinen pro
Hélfte (Quadrupel-Cystein-Variante) zur Verfligung standen.

Tab. 3-10 Liste aller fir das Photogate produzierten Varianten unter Angabe ihrer abgeschéatzten
relativen DNA Spaltungsaktivitat (Variante / scPvull) und dem berechneten Cy - Abstand. Die relative
Aktivitat ist angegeben als +++ (scPvull Aktivitat), ++ (1 - 10" der scPvull Aktivitat) und + (10 - 102 der
scPvull Aktivitat), der berechnete Cy - Abstand basiert auf der Struktur von scPvull (111).

Variante Rel. Aktivitat Absgiu_j /A
SC +++ -
sc(C135), ++ 34,6
sc(C137), ++ 25,7
sc(C135)(C137%) + 30,4
sc(C135),(C137), ¥ 34,6+ 257

3.2.2 Modifikation und Aufreinigung Azobenzol-modifizierter Varianten

Die Modifikation erfolgte mit einem 5 - 10 fachen Uberschuss jedes mono-funktionellen Azo-
benzol-Derivats (uber Cystein-Reste der entsprechenden Variante) fir 10 min bei RT und
fuhrte bei den bereits vor-synthetisierten Derivaten AzoOH, AzoCOOH und AzoCys (erhalten
von Le Thi Hien, Lomonossov Universitdt Moskau) zu einer Modifikationsausbeute von
> 80 % (Abb. 3-17). Die Modifikation mit dem synthetisierten AzoDNA-Konstrukt flhrte,
ersichtlich durch den Massen-shift durch das angehangte Azobenzol-Oligonukleotid-
Konstrukt in der SDS-PAGE Analyse, nur zu einer Ausbeute der vollstandig mit AzoDNA-
modifizierten Varianten von ~ 5 %, was womaoglich auf eine Inhomogenitat des eingesetzten
Modifikations-Konstrukts zurlickzufiihren ist.

AzoCys - + - +
PEG-Mal - - + +
— +2PEG
sc(C137); iy — S — +0PEG

Abb. 3-17 Analyse der Modifikation von sc(C137), mit AzoCys durch SDS-PAGE: Durch sekundare
Modifikation mit PEG-Maleimid ergibt sich eine Modifikationsausbeute von ~ 85 %.

Die Aufreinigung der mit AzoOH und AzoCOOH modifizierten Varianten erfolgte wie
beschrieben Uber Gelfiltration, die AzoCys und AzoDNA modifizierten-Proben wurden
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zusétzlich einer Anionenaustauschchromatographie unterzogen. Waéhrend bei den mit
AzoDNA modifizierten Proben, die Aufreinigung nur zu einem Anreicherung des
gewunschten Produktes auf ~ 20 - 30 % fiihrte (Abb. 3-18 Spur 6), wurden bei den restlichen
modifizierten Proben die jeweils dem alleinigen Azobenzol-enthaltenden Hauptpeak
entsprechenden Eluate gesammelt und fur weitere Aktivitatstests unter spezifischer

Belichtung eingesetzt.

| Artefakte (Silberfarbung)

___ sc(C137), + 2 AzoDNA
— sc(C137), + 1 AzoDNA
— sc(C137),

Abb. 3-18 Analyse der Aufreinigung von sc(C137), AzoDNA durch SDS-PAGE mit Silberfarbung: Auf-
getragen sind neben der unmodifizierten Kontrolle (1) die modifizierte, unaufgereinigte (2) Variante und die
Elutionsfraktionen der Anionenaustauschchromatographie von 200 - 400 nM KCI (3) - (6).

3.2.3 Lichtinduzierte Isomerisierung von Protein gebundenem, mono-funktionellen
Azobenzol

Da die Konzentration an modifiziertem Protein, das lediglich durch Gelfiltration aufgereinigt
wurde, ausreichend grol? ist, um damit spektroskopische Messungen durchzuftihren, kann die
Isomerisierung von an das Protein gebundenem, mono-funktionellen Azobenzol direkt
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Abb. 3-19  Lichtinduzierte Isomerisierung der angebundenen Azobenzol-Modifikationen von
s¢(C137),_ AzoCOOH: (A) trans — cis Isomerisierung des an sc(C137)2 angebundenen AzoCOOH in
Dialysepuffer durch Belichtung mit UV-Licht fur 0, 1, 2 und 3 min. (B) cis — trans Isomerisierung des an
s¢(C137)2 angebundenen AzoCOOH in Dialysepuffer durch Belichtung mit blauem Licht fur 0, 1 und 2 min.
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verfolgt werden (Abb. 3-19). Innerhalb von jeweils einer Minute ist dabei die Isomerisierung
in die entsprechende andere Konfiguration vollzogen. Der Amplituden-Unterschied der
Extinktion bei 370 nm zwischen den Belichtungszustdanden mit blauem bzw. UV-Licht ist
dabei relativ gering, deckt sich jedoch mit der Isomerisierungsspektren von freiem Azobenzol
in Dialysepuffer (nicht gezeigt) und mit publizierten Daten (43, 135).

3.2.4 Aktivitatstests unter spezifischer Belichtung
3.2.4.1 , Cis/trans*“-Effekte der modifizierten Varianten

Die modifizierten und aufgereinigten Varianten wurden einem Aktivitatstest unter spezifi-
scher Belichtung mit Vor-Belichtung der modifizierten Probe unterzogen (Tab. 3-11). Dabei
ergaben sich bei den mit AzoOH und AzoCOOH modifizierten Varianten lediglich kleine
gemessene ,.cis/trans“-Effekte (< 1,9). Auffallend war jedoch die modifizierte Variante
sc(C135),(C137),, bei der eine zusatzliche star-Aktivitat beobachtet werden konnte, was in
Punkt 3.2.4.2 né&her beschrieben wird.

Die Varianten, die mit AzoCys modifiziert wurden, wurden vor der Zugabe von Substrat-
DNA mit 10 mM MgCl, fur 30 min auf Eis im Dunkeln inkubiert, um eine mdgliche
Komplex-Bildung der in rdumlicher N&he befindlichen Cystein-Endgruppen zu ermdglichen.
Bei der Variante sc(C135), AzoCys erfolgte ebenfalls eine Vorinkubation mit 1 uM
Cobalt(1)-Sulfat und 10 mM MgCI, (unter diesen Bedingungen ist keine Beeintrachtigung
der Aktivitat von scPvull messbar). Jedoch zeigten sich auch hier keine relevanten ,,cis/trans*-
Effekte (< 1,6).

Die Spaltungsreaktionen unter spezifischer Belichtung von angereichertem mit AzoDNA
modifiziertem Protein wurden aufgrund der Schmelztemperatur des angehangten
Oligonukleotids von 24 °C, bei den Temperaturen 37 °C, RT und 4 °C durchgefihrt. Dabei
zeigte sich allerdings jeweils kein lichtinduzierter Aktivitatsunterschied, die gemessene
absolute Aktivitat ging aber entsprechend der verminderten Temperatur bei RT auf etwa 70 %
und bei 4 °C auf etwa 20 % der Aktivitat gemessen bei 37 °C zurlck.

In Tab. 3-11 sind die gemessenen ,.cis/trans“-Effekte der modifizierten Varianten in der
Photogate-Strategie zusammenfassend dargestellt.
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Tab. 3-11 Ubersicht tiber die Photogate-Effekte der verwendeten Varianten unter Angabe etwaiger
abweichender Reaktionsbedingungen und des gemessenen ,.cis/trans“-Effekts der relativen Aktivitdten
(unter Verwendung von 10 mM Mg®); (2) = Beobachtete Star-Aktivitat unter den Bedingungen des
Standard-Aktivitatstests unter Vorbelichtung der modifizierten Probe

) . . . “cis/trans”-
Variante abweichende Reaktionsbedingungen Effekt
sc - 1.0+0.1
sc(C135), AzoOH - 1,7
sc(C137),_AzoOH - 1,9
AzoOH
sc(C135)(C137*)_AzoOH - 1,0
sc(C135),(C137),_AzoOH - 1,0 (@)
sc(C135), AzoCOOH - 1,2
sc(C137),_AzoCOOH - 1,8
AzoCOOH
sc(C135)(C137*)_AzoCOOH - 0,8
sc(C135),(C137),_AzoCOOH - 1,0 (9)
sc(C135), AzoCys Vorinkubation mit 10 mM Mg®* 1,4
sc(C137),_AzoCys Vorinkubation mit 10 mM Mg®* 1,0
AzoCys sc(C135)(C137*)_AzoCys Vorinkubation mit 10 mM Mg®* 1,6
sc(C135),(C137),_AzoCys Vorinkubation mit 10 mM Mg®* 1,2
sc(C135),_AzoCys Vorinkubation mit 10 mM Mg®* + 1 pM Co** 1,1
sc(C135), AzoDNA - 11
sc(C135),_AzoDNA Spaltung bei RT 0,9
sc(C135),_AzoDNA Spaltung bei 4 °C 1,1
AzoDNA
sc(C137),_AzoDNA - 11
sc(C137),_AzoDNA Spaltung bei RT 11
sc(C137),_AzoDNA Spaltung bei 4 °C 0,9

3.2.4.2 Star-Aktivitat der modifizierten Variante sc(C135),(C137),_AzoOH/COOH

Die mit AzoOH bzw. AzoCOOH modifizierten Variante sc(C135),(C137), zeigte bei den
Aktivitatstests zwar keinen Unterschied in der DNA Spaltung aufgrund spezifischer
Belichtung, das zuné&chst linearisierte Substratplasmid (mit einer Pvull-Spaltungssequenz)
wurde jedoch anschlieRend erneut gespalten (Abb. 3-21 A). Es ist bekannt, dass der WT Pvull
bei hohem Uberschuss von Enzym iiber DNA an Spezifitat verliert und auch an sogenannten

A B C D E F G

opencircle _
linear —

supercoil — Produkte der
Star-Aktivitat

Abb. 3-20 Star-Aktivitdt von WT Pvull: Gelelektrophoretische Analyse der Spaltung von pAT153 tri
(4 nM, 1 Pvull - Spaltsequenz) durch unterschiedliche Konzentrationen an WT Pvull fur 10 min bei 37 °C
(A = Kontrolle, B - G = 0,0004 - 400 nM Enzym)
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star-Spaltungssequenzen, die von der Pvull-Spaltungssequenz in einem Nukleotid abweichen,
eine  DNA-Spaltung ausfiihrt (146). Unter den in dieser Arbeit verwendeten
Spaltungsbedingungen zeigt sich diese star-Aktivitat von WT Pvull bei einem Verhéltnis von
4 nM Substratplasmid gegentber 40 nM Enzym (Abb. 3-20). ScPvull und alle anderen
Varianten (auch modifiziert) zeigen diese star-Aktivitat unter den gewahlten Bedingungen
jedoch nicht. Lediglich die Variante sc(C135),(C137),_AzoOH/COOH zeigt dieses star-
Aktivitat-Spaltungsmuster der Substratplasmids bereits bei 4 nM DNA und 20 nM Enzym,
wobei die absolute Aktivitdt der Variante im Vergleich zum WT Pvull deutlich reduziert ist
(~ 10®). Zur Kontrolle wurde die modifizierte und unmodifizierte Variante sc(C135),(C137),
mit einem unspezifischen Plasmid (keine Pvull-Spaltungsstelle) inkubiert (4 nM DNA, 200
nM Enzym), wobei das unmodifizierte Protein keine Spaltungsaktivitat zeigt, das modifizierte
Protein das unspezifische Plasmid jedoch linearisiert (Abb. 3-21 B).

A B

1. BlauesLicht — 2. UV Licht

opencircle —
linear —

opencircle — |8

linear —

supercoil — supercoil —
Produkte der
Star-Aktivitat

Abb. 3-21 Licht-unabhéngige star-Aktivitat von sc(C135),C137), AzoOH: (A) Gelelektrophoretische
Analyse von Aliquots eines Aktivitatstests unter spezifischer Belichtung (4 nM pAT153 tri (1 Pvull-
Spaltsequenz), 20 nM Enzym) nach bestimmten Zeitintervallen. (B) Gelelektrophoretische Analyse der
Spaltung von unspezifischer Plasmid-DNA (pASK45+, keine Pvull-Spaltsequenz, 4 nM) durch 200 nM von
unmodifiziertem sc(C135),(C137), (Spur A) und sc(C135),(C137), AzoOH (Spur B).

Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass durch die zwei Azobenzol-Modifikationen an dem
Eingang der DNA-Bindungsstelle auf beiden Halften des Enzyms, die Dissoziation von der
DNA nach erfolgter Bindung durch eine Art ,,Umzingeln“ der DNA vermindert ist, wodurch
aufgrund der erhohten lokalen Konzentration von modifiziertem Enzym auf der DNA ein
Spaltung an star-Spaltungssequenzen stattfindet. Dagegen findet ein angestrebtes Blockieren
der anfanglichen DNA-Bindung durch die angehéngten Azobenzol-Molekile in einer
lichtabhangigen Art und Weise nicht statt.
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4. Diskussion

Fur viele Anwendungen in der biotechnologischen und biomedizinischen Forschung ware es
von groflem Nutzen, wenn die Aktivitat von Enzymen auf einfache Art und Weise durch das
Anbringen eines externen Schalters zeitlich regulierbar wére, wobei das ,,An“- und ,,Aus®-
Schalten der enzymatischen Aktivitat ber ein externes Trigger-Signal wie beispielsweise
Licht erfolgen konnte. In der Literatur gibt es bisher viele verschiedene Ansatze (Tab. 1-1 und
1-2), dies durch chemische Modifikation mit Azobenzol-Schalter-Molekulen zu erreichen,
jedoch konnte bisher kein System geschaffen werden, in dem die enzymatische Aktivitat in
einem hohen Malie durch Belichtung reversibel gesteuert werden kann. Daher soll diese
Arbeit als ,,proof-of-principle* anhand des Modellenzyms scPvull dartiber Aufschluss geben,
ob es moglich ist, die Aktivitat dieses Enzyms durch Anbringen von Azobenzol-Schalter-
Molekilen durch Belichtung regulieren zu kdnnen. Anschlieend muss geprift werden, ob
das System der Lichtschaltung auf andere Enzyme Ubertragbar ist und ob es fir zukinftige
Anwendungen in der Zelle zum Einsatz kommen kann.

4.1 Photoswitch-Strategie von scPvull

Das Anbringen von bi-funktionellen Azobenzol-Schaltern bei dieser Strategie bietet den Vor-
teil, dass die lichtinduzierte Isomerisierung von der kompakten cis- in die ausgedehnte trans-
Konfiguration in einem aktiven Prozess die entstandenen L&ngenunterschiede des Schalter-
Molekils direkt auf die Konformation des Proteins Ubertragen kann. Jedoch muss das ge-
wiinschte Modifikationsprodukt, bei dem beide Cysteine einer Crosslink-Stelle durch den
angehangten Azobenzol-Schalter querverknipft sind, durch Aufreinigung von den bei der
Modifikation entstandenen Nebenprodukten zundchst in einer moglichst reinen Form
gewonnen werden, um die eigentlichen Photoswitch-Effekte messen zu kénnen.

4.1.1 Auswahl der Positionen

Fur die Photoswitch-Strategie wurden anhand der Struktur von scPvull Crosslink-Stellen fiir
die Modifikation von bi-funktionellen Azobenzol-Derivaten in einem ,trail-and-error* Pro-
zess ausgewahlt und nach anschlieender Modifikation weiter auf lichtschaltbare Effekte hin
untersucht. Voraussetzung fur Crosslink-Stellen ist es, dass sie sich an kritischen Regionen
des Proteins befinden, d.h. insbesondere in der raumlichen Nahe zur Substrat-Bindungsstelle
oder zum katalytischen Zentrum.

Da vorhergehende Studien zeigten, dass der helikale Gehalt von kleinen helikalen Proteinen
durch Anbringen eines Azobenzol-Schalters durch Licht gesteuert werden kann (44, 45),
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wurden Crosslink-Stellen in drei a-Helices von scPvull eingefiihrt (Abb. 3-1 B). Davon sind
zwei in der DNA-Bindungssubdoméne (C89-C96 und C129-C133) lokalisiert und eine in der
katalytischen Subdomane (C147-C151). Die Photoisomerisierung von dort angebrachten
Azobenzol-Schaltern kénnte zu einer partiellen Entfaltung dieser helikalen Bereiche und
somit aufgrund einer verminderten DNA-Bindung zu reduzierter Aktivitét fuhren.

Des Weiteren wurden Crosslink-Stellen ausgewahlt, bei denen sich der eine Azobenzol-
Ansatzpunkt direkt auf den B-Strdngen befindet, auf denen auch das katalytische Zentrum
(D58, E68 und K70) lokalisiert ist, und sich der andere Ansatzpunkt auf Faltblatt- oder Loop-
Regionen in umliegenden strukturellen Bereichen befindet (C49-C62, C66-C96 und C74-
C110) (Abb. 3-1 A). Die Photoisomerisierung dort angebrachter Azobenzol-Schalter kdnnte
die fur die Aktivitat optimale Position der katalytisch aktiven Reste dahingehend verandern,
dass die Koordination des essentiellen Mg?*-lons gestort und somit die katalytische Aktivitat
des Enzyms vermindert wird.

In einer analogen Strategie wurde ein Ansatzpunkt in der Linker-Region als sterischer
Fixpunkt fur die Azobenzol-Modifikation gewahlt (aufgrund der passenden Orientierung
zundchst die Position C161 des Linker;) und mit Resten nahe des aktiven Zentrums
kombiniert (C61 bzw. C62) (Abb3-1 C). Zudem wurde der bestehende 4-Aminosaure-Linker
durch drei 8-Aminosdure-Linker (L,- Ly) ersetzt, wobei das Cystein fur den Ansatz des Azo-
benzols dabei jeweils um zwei Positionen variiert wurde. Damit sollte in Kombination mit der
Position C61 bzw. C62 die optimale Positionierung des angebrachten Azobenzol-Schalters
gefunden werden, bei dem die Photoisomerisierung die groRte Kraftlibertragung auf das
aktive Zentrum hat, so dass sich der grote lichtschaltbare Effekt ergibt.

4.1.2 Modifikation und Aufreinigung

Bei der Modifikation von scPvull-Varianten mit den verschiedenen bi-funktionellen Azoben-
zol-Derivaten zeigte sich, dass die Kopplung mit Maleimid deutlich effektiver verlauft als mit
lod- bzw. Chloracetamid. Daher wurde trotz des Vorteils, dass AzoCl in wassrigem Milieu im
Gegensatz zu AzoMal gut I6slich ist, fir die Modifikation stets der Crosslinker AzoMal an-
stelle von Azolod und AzoCl verwendet, zumal da bei der Reaktion mit AzoMal nach 10 min
bei RT sédmtliche Cystein-Reste modifiziert werden und Uberschissiger Crosslinker durch
Zentrifugation und anschlieBende Gelfiltration komplett abgetrennt werden kann. Dabei ist
die Verwendung eines 2 - 2,5 fachen Uberschusses an AzoMal (iiber Cystein-Reste) und eine
Proteinkonzentration bei der Modifikation von 5 M so optimiert, dass der relative Anteil an
intermolekular querverknipften Dimeren minimiert ist und sich ein relativer Anteil an

vollstandig intramolekular modifiziertem Protein von > 70 % ergibt.
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Da das erwinschte Produkt, bei dem beide Cysteine einer Crosslink-Stelle iber ein AzoMal-
Molekil querverkniipft sind, offensichtlich nur einen Teil der Modifikationsprodukte darstellt,
erfolgt nach der Modifikation die Aufreinigung dieses gewinschten Produktes tber eine
sekundare Kopplung von 2-Mercaptopropionsaure an noch freie Maleimid-Kopplungsgruppen
und anschlieBende Anionenaustauschchromatographie. Das erwiinschte querverknupfte
Produkt besitzt nach der Modifikation mit AzoMal keine freien Maleimid-Kopplungsgruppen
mehr und erhélt so im Gegensatz zu den anderen Nebenprodukten keine zuséatzliche negative
Ladung. Demnach sollte das erwiinschte Produkt als erstes von der Anionenaustauschsédule
eluieren, da die Elution der Nebenprodukte durch die zusétzlichen negativen Ladungen erst
bei einer hoheren lonenstérke erfolgt.

Die Brauchbarkeit dieses Aufreinigungskonzepts konnte durch einen Testversuch der
Aufreinigung einer Einfach-Cystein-Variante von scPvull, bei der keine intramolekularen
Querverknupfungen erfolgen koénnen, belegt werden. Da s&mtliches Protein nach der
Modifikation mit AzoMal noch eine freie Maleimid-Kopplungsgruppe besitzt, konnte gezeigt
werden, dass durch die Zugabe von 2-Mercaptopropionsaure das Azobenzol-modifizierte
Protein erst bei einer héheren Salzkonzentration von der Sdule eluierte (Chromatogramm
nicht gezeigt).

Bei der Aufreinigung aller AzoMal modifizierten Varianten von scPvull ergaben sich jeweils
mehrere auf Azobenzol zuriickzufuhrende Peaks, die allerdings teilweise ineinander
ubergehen und nicht komplett getrennt sind (Abb. 3-5). Die Fraktionen, die dem ersten auf
Azobenzol zuriickzufiihrenden Peak entsprechen, wurden ,,scharf geschnitten” gesammelt und
fur Aktivitatstests unter spezifischer Belichtung eingesetzt. Bei einer weniger scharfen
Fraktionierung, bei der eventuell Anteile der den folgenden Peaks entsprechenden
Proteinspezies mit-fraktioniert wurden, wurden auch geringere Effekte unter spezifischer
Belichtung erhalten.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die dem ersten Peak entsprechende Fraktion
deutlich hohere lichtsensitive Effekte aufwies als die daran anschlieRenden Fraktionen. Testet
man nicht zuletzt die ,,cis/trans“-Effekte vor und nach der Aufreinigung, erhielt man fir die
bisher beste Variante (sc(C49 C62),(F94), Azo) einen Wert von 3,4 vor und einen Wert von
15,8 nach der Aufreinigung. Auch der Blick auf die absoluten Aktivitaten in trans und cis vor
und nach der Aufreinigung zeigt deutlich, dass fur die Messung des eigentlichen ,,cis/trans*-
Effekts einer Variante die Aufreinigung des intramolekular querverknupften Produktes notig
ist, da ansonsten die lichtunabhdngigen Aktivitadten der Nebenprodukte die deutlich geringe-
ren Aktivitaten der querverknulpften Variante in cis und trans berdecken (Tab. 3-2).
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Insgesamt deuten die dargelegten Beobachtungen zusammen mit der Tatsache, dass sich nach
erfolgter Aufreinigung eine singuldre Bande bei der elektrophoretischen Analyse ergibt,
darauf hin, dass die Aufreinigung erfolgreich verlaufen ist. Jedoch kann auch aufgrund der zu
geringen Konzentration an aufgereinigtem Protein, nicht ausgeschlossen werden, dass sich
noch Spuren von Nebenprodukten in dem aufgereinigten Ansatz befinden.

4.1.3 Schritte zur Entwicklung eines lichtschaltbaren Restriktionsenzyms

Fur die Bewertung der lichtinduzierten Aktivitaten der einzelnen Varianten wird jeweils der
»Cis/trans*-Effekt herangezogen, der durch Normalisierung der relativen Aktivitét einer jeden
Variante in der cis-Konfiguration des angehéngten Azobenzol-Schalters bezogen auf die ent-
sprechende Aktivitat in der trans-Konfiguration erhalten wird. Zum Vergleich der Aktivitaten
der einzelnen Varianten untereinander werden zusétzlich die absoluten Aktivitaten im trans-
und im cis-Zustand bestimmt, indem die jeweils gemessene relative Aktivitat eines Belich-
tungszustands auf die Konzentration des eingesetzten Proteins bezogen wird. Da die Konzen-
tration der modifizierten und aufgereinigten Proben fir spektroskopische Messungen zu
gering ist, kann die Konzentration jeweils nur tber SDS-PAGE mit Silberfarbung anhand von
Proteinbanden bekannter Konzentration als Referenz abgeschatzt werden. Fir die anfang-
lichen Varianten ist diese Abschatzung nicht erfolgt, so dass fiir diese Varianten keine Werte
fur die absolute Aktivitat bestimmt werden konnten, die Werte der ,,cis/trans“-Effekte jedoch
zu Bewertung des lichtinduzierten Effekts ausreichend Aufschluss geben.

In einem schrittweisen und zielorientiertem Prozess wurden die anfanglich ausgewahlten
Azobenzol-Crosslink-Stellen je nach den gemessenen lichtschaltbaren Effekten entsprechend
variiert und kombiniert, um so die Varianten im Hinblick auf einen maximalen ,,cis/trans*-
Effekt zu optimieren (Tab. 3-9). Als Kontrolle wurden drei unmodifizierte Varianten einem
Aktivitatstest unter spezifischer Belichtung unterzogen. Sowohl scPvull als auch die Varian-
ten sc(C49 C62), und sc(C49 C62),(F94), zeigten dabei keinen Aktivitatsunterschied auf-
grund der verschiedenen Belichtungszustéande (,,cis/trans“-Effekt = 1,0). Die enzymatische
Aktivitat des Proteins alleine wird somit nicht durch Licht beeinflusst und das gewahlte
Belichtungssetup liefert reproduzierbare Ergebnisse, so dass die gemessenen Effekte der
modifizierten Varianten alleine auf die jeweiligen Azobenzol-Schalter zurtickzufuhren sind.

Betrachtet man zunéchst die Varianten mit einem bzw. zwei Azobenzol-Schaltern, so zeigen
die Varianten mit der Modifikation auf a-Helices nahe der DNA-Bindungsstelle verschwin-
dend kleine Effekte. Im Vergleich zu kleinen helikalen Proteinen scheint der mechanische
Stress, der durch die Photoisomerisierung der Azobenzol-Schalter innerhalb von

Picosekunden erzeugt wird, nicht ausreichend zu sein, um eine Helix, die in eine komplexe
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tertidare Struktur eingebunden ist, partiziell zu entfalten, oder aber die lichtinduzierte
Konformationsédnderung ist entsprechend klein und mit dem Erhalt der enzymatischen
Aktivitdt kompatibel. Dagegen zeigen die Varianten, die die Ausbildung des aktiven
Zentrums beeinflussen sollen, lichtabhéngige Aktivitatsunterschiede, die bei zwei
symmetrisch abgebrachten Azobenzol-Schaltern entsprechend gréRer sind als bei nur einem
Schalter in der N-terminalen Hélfte des Proteins. Insbesondere konnte fiir die Variante sc(C49
C62)_Azo bzw. sc(C49 C62), Azo der ,cis/trans“-Effekt beim Ubergang von einem zu zwei
Azobenzol-Schaltern von 2,2 auf 7,2 gesteigert werden. Daraus kann geschlossen werden,
dass die Region nahe des aktiven Zentrums sensitiv auf geringe Konformationsanderungen,
die durch die Isomerisierung des angehangten Azobenzols hervorgerufen werden, reagiert
(Abb. 3-9).

Aufgrund dieser Resultate wurden die Crosslink-Stellen nahe des aktiven Zentrums zur
weiteren Optimierung miteinander kombiniert, wobei Varianten mit vier Azobenzol-Cross-
link-Stellen erhalten wurden. Jedoch ging der gemessene ,,cis/trans“-Effekt fur diese Varian-
ten wieder deutlich zurtick (< 2,4). Allerdings ist fraglich, ob der gemessene Effekt tatsachlich
auf die Varianten mit vier querverkniipften Azobenzol-Schaltern zuriickzufiihren ist, da sich
evtl. auch unspezifische Querverknipfungen zwischen den Cysteinen unterschiedlicher Cross-
link-Stellen ausbilden kdnnen. Insgesamt scheint das Enzym mit der Modifikation von vier
hydrophoben Azobenzol-Molekilen jedoch bereits Uberladen zu sein, was auch die erheb-
lichen Loslichkeitsprobleme der modifizierten Varianten in wéssrigem Milieu belegen.

Daher wurde im Weiteren wieder mit zwei Azobenzol-Schaltern gearbeitet und die Variante
mit dem dahin besten Effekt (sc(C49 C62),_Azo) mit zusatzlichen Mutationen kombiniert,
welche die Aktivitdt von scPvull bekanntermaBen mindern. Als zusétzliche Mutationen
wurden die Substitutionen H83A, welche die Substrat-Bindung von Pvull beeinflusst und
dadurch die Aktivitat um ~ 10% reduziert (109), und Y94F, welches die Katalyse von Pvull
beeintrachtigt (Y94 ist an der Bindung eines Mg®*-lons auBerhalb der aktiven Zentrums
beteiligt, das in Folge der kooperativen spezifischen Substratbindung auf D58 und E68 im
aktiven Zentrum (bertragen wird) und infolgedessen die Aktivitat um ~10" reduziert (103),
entsprechend in das Enzym eingefiihrt (Abb. 3-1 D). Der gemessene ,,cis/trans*-Effekt konnte
dabei bei der zusatzlichen Mutation (A83), in beiden Halften auf einen Wert von ~10 und bei
(F94), sogar auf ~16 gesteigert werden. Demnach scheinen die zusétzlichen Mutationen die
Spaltungsraten des Enzyms im cis- und im trans-Zustand unterschiedlich zu beeinflussen,
wodurch der ,,cis/trans“-Effekt insgesamt erhoht wird. Dies wird auch insbesondere beim
Blick auf die absoluten Aktivitaten in trans und cis deutlich (Abb. 4-1).
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Zudem kann man daraus entnehmen, dass die absolute Aktivitat der Variante sc(C49 C62), im
modifizierten Zustand mit den zusétzlichen (F94),-Mutationen (Abb. 4-1 Spur G/H)
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Abb. 4-1 Absolute Aktivitaten von modifizierten Varianten von scPvull mit zwei Azobenzol-Schaltern
und zuséatzlichen Mutationen in der trans- und der cis-Konfiguration des angehéngten Azobenzols:
Zusatzlich ist fiir jede Variante der gemessene ,.cis/trans“-Effekt angegeben.

insgesamt gesehen starker reduziert ist als die Variante mit den zusétzlichen (A83),-Muta-
tionen (Abb. 4-1 Spur E/F), im Gegensatz zur Aktivitat der unmodifizierten Varianten (Tab.
3-1). Folglich scheint die absolute Aktivitat der Variante sc(C49 C62),(F94), Azo durch die
Kombination aus zwei Azobenzol-Schaltern nahe des aktiven Zentrums und zusatzlichen
Katalyse-beeinflussenden Mutationen stark beeintrachtigt zu sein, insbesondere im trans-
Zustand, so dass man insgesamt eine 16-fach héhere Aktivitat durch Belichtung mit UV-Licht
gegentber der mit blauem Licht erh&lt. Bei Kombination der Mutationen A83 und F94 ist der
gemessene Effekt jedoch wieder ricklaufig, vermutlich da die absolute Aktivitat der
modifizierten Varianten insgesamt gesehen bereits zu stark beeintréchtigt ist und somit das
Limit fr die Einfuhrung zuséatzlicher Mutationen damit bereits Uberschritten zu sein scheint.

Da die Crosslink-Stelle C49-C62 die bisher besten Ergebnisse geliefert hat, wurde in einer
weiteren Teilstrategie dessen Ansatzpunkt nahe des aktiven Zentrums (C61 und C62) erneut
verwendet und diesmal mit verschiedenen Ansatzpunkten innerhalb der Linker-Sequenz (L; -
L) kombiniert. Da der Linker die an sich flexiblen Enden von Pvull verbindet, ist zu
erwarten, dass dieser in scPvull einen weitgehend unflexiblen Teil des Proteins ausbildet und
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somit ideal als Fixpunkt fur einen Azobenzol-Schalter dienen kann, um so den mechanischen
Stress auf die Region des aktiven Zentrums zu Ubertragen. Dabei zeigte der Linker L, in
Kombination mit der Position C61 die beste Ausrichtung zueinander, da sich insbesondere in
Kombination mit der Crosslink-Stelle C49*-C62* in der C-terminalen Halfte (sc(C61
L4)(C49* C62*) Azo) der grolite messbare ,.cis/trans“-Effekt dieser Linker-Varianten mit
einem Wert von ~ 7 ergab (Abb. 3-11). Nimmt man diese Variante erneut als ,,Basis* fir die
zusatzlichen Substitutionen (F94),, so konnte der ,,cis/trans“-Effekt erneut auf einen Wert von
~ 16 gesteigert werden, wobei die absolute Aktivitat insgesamt noch geringer ist als bei der
Variante sc(C49 C62),(F94),_Azo. Es scheint also, dass in den Varianten sc(C61 L,)(C49*
C62*)_Azo und sc(C49 C62),(F94),_Azo neben dem identischen Schalter C49*-C62* in der
C-terminalen Halfte, die Azobenzol-Schalter C49-C62 und C61-L, vergleichbaren
mechanischen Stress auf das aktive Zentrum Ubertragen, da bei beiden jeweils ein dhnlicher
»Cis/trans*-Effekt von ~ 16 bestimmt werden konnte.

Die symmetrischen Substitutionen in beiden Hélften von scPvull ergaben die bisher besten
Ergebnisse, wie gezeigt fiir sc(C49 C62), Azo und sc(C49 C62),(F94),_Azo. Fihrt man die
identischen Substitutionen in den WT Pwvull ein, so erhdlt man fur die homodimeren WT -
Varianten nicht so grofRe ,,cis/trans*-Effekte wie bei den single-chain Varianten (Tab. 3-8).
Dies mag darauf zurtickzufiihren sein, dass der WT Pvull den durch die Azobenzol-Schalter
hervorgerufenen mechanischen Stress auf das aktive Zentrum aufgrund der héheren Flexibili-
tat besser kompensieren kann als die scPvull-Variante, die aufgrund des eingefthrten Linkers
insgesamt eine hohere Steifheit besitzt.

4.1.4 Charakterisierung von lichtschaltbaren scPvull - Varianten

Die Variante sc(C49 C62),_Azo, die alleine durch zwei Azobenzol-Schalter einen ,,cis/trans®-
Effekt von ~ 7 zeigte und folglich als Basis fiir das Einbringen zusatzlicher, die Aktivitat von
scPvull beeinflussender Mutationen diente, wurde zundchst im Bezug auf die Lichtschaltung
mechanistisch ~ charakterisiert. Des Weiteren wurden auch die lichtabhéngigen
Aktivitatsunterschiede der auf dieser Basis aufbauenden Variante mit dem bisher hochsten
erreichten ,,cis/trans“-Effekt von ~ 16, sc(C49 C62),(F94),_Azo, naher untersucht.

Fur beide Varianten konnte dabei festgestellt werden, dass die Aktivitét jeweils tber mehrere
Schaltprozesse hinweg (Blaues Licht — UV-Licht — Blaues Licht — UV-Licht) reversibel
und reproduzierbar reguliert werden konnte (vgl. Abb. 3-12 und Abb. 3-14). Insbesondere
konnte dabei jeweils konstant zwischen dem niedrigeren Aktivitatslevel im trans-Zustand und
dem hoheren Aktivitatslevel im cis-Zustand ber mehrere Runden hin und her geschaltet

werden, was zeigt, dass die Photoisomerisierung der modifizierten Varianten zu keiner
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absoluten Inaktivierung oder Aggregation des Proteins flihrt und auch der Azobenzol-Schalter
uber mehrere Schaltprozesse hinweg jeweils einen vergleichbaren mechanischen Stress auf
das Protein Ubertragt. Dementsprechend konnte die an die Lichtschaltung gestellte An-
forderung der Reversibilitat erfullt werden. Die Abhangigkeit der Aktivitat von spezifischer
Belichtung wurde dabei anhand der Linearisierung von Plasmid-DNA nachgewiesen (Abb. 3-
10), jedoch konnten derselbe Effekt auch durch Spaltung von zuvor mit Mval269I lineari-
siertem Substratplasmid (Spaltung von pAT153 tri an der Position 1360) (nicht gezeigt) und
durch die Spaltung eines PCR-Produktes (Abb. 3-15 A) in jeweils zwei Fragmente reprodu-
ziert werden. Die modifizierten Varianten vollfihren demnach erwartungsgemaR kein nicking
von Einzelstrangen an verschiedenen Positionen des DNA-Substrats, sondern einen gezielten
Doppelstrangbruch an der spezifischen Pvull-Erkennungssequenz. Insgesamt gesehen konnte
auch bei keiner der modifizierten Varianten eine belichtungsspezifische Anreicherung des
open circle - Produkt des Substratplasmids beobachtet werden, es erfolgte jeweils der
Ubergang in das gespaltene lineare Produkt in einer konzertierten Spaltung beider Strange des
DNA-Duplex.

Die reversible Lichtschaltung konnte des Weiteren auch wahrend einer Spaltreaktion in situ
durch Variation der Belichtung in Anwesenheit von DNA belegt werden (Abb. 3-13). Dabei
zeigte sich, dass die durch die Photoisomerisierung der Azobenzol-Schalter hervorgerufene
Aktivitatsdnderung sehr schnell ist, da sich der jeweilige Aktivitatslevel direkt nach dem
Wechsel der spezifischen Belichtung entsprechend einstellt. Im Gegensatz dazu war die trans
— cis Isomerisierung von freiem Azobenzol in Labeling-Puffer erst nach 3 Minuten UV-
Licht-Belichtung vollendet (Abb. 3-2 C). Dies mag auf Verzégerungen bei der Messung der
Absorption in Abh&ngigkeit der Belichtung zurtickzufiihren sein. Jedoch wird anhand des
mechanischen Stresses, der durch den cis/trans-Ubergang des Azobenzol-Schalters direkt auf
die Aktivitdt des modifizierten Enzyms Ubertragen wird, die eigentlich sehr schnelle und
gemal der Theorie in Picosekunden ablaufende Photoisomerisierung des angehéangten
Azobenzols ersichtlich. Eine Verfolgung der Isomerisierung anhand der Absorptionsénderung
der angehéngten Azobenzol-Schalter ist aufgrund der zu geringen Konzentration an dem
erwiinschten querverknupften Produkt nach Aufreinigung nicht direkt moglich.

Zur weiteren Charakterisierung wurde die Variante sc(C49 C62),(F94),_Azo mit dem bisher
besten erhaltenen Effekt Relaxationsexperimenten im Dunkeln unterzogen (Abb. 3-14). Dabei
stellte sich heraus, dass auch die enzymatische Aktivitét, die durch UV-Licht in den héheren
cis-Aktivitatslevel geschaltet wurde, bedingt durch die thermische Relaxation der angehang-
ten Azobenzol-Schalter durch Inkubation im Dunkeln mit einer Halbwertszeit von ~ 6 h (bei 4
°C) entsprechend abnimmt. Dies bedeutet, dass die Photoisomerisierung der Azobenzol-
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Schalter der treibende, auf die Aktivitat der Variante einflussnehmende Prozess ist und dass
Fluktuationen der Proteinkonformation, die durch thermische Molekularbewegung oder auch
durch Substratbindung induziert werden, nicht zu einer mechanischen Isomerisierung der
angehangten Schalter fuhren. Dabei stimmt die Halbwertszeit der modifizierten Variante in
etwa mit der Halbwertszeit des freien AzoMal-Crosslinkers tberein (~ 4 - 5 h bei 24 °C) (43).

Um den mechanistischen Hintergrund der Lichtschaltung zu untersuchen, wurde eine steady-
state kinetische Analyse nach Michaelis-Menten unter spezifischer Belichtung mit der besten
grundlegenden Variante mit zwei Azobenzol-Schaltern, sc(C49 C62),_Azo, durchgefiihrt. Der
erhaltene lichtabhangige Effekt ist damit, entsprechend dieser Analyse, hauptséchlich auf eine
Anderung von Vi zuriickzufiihren, wahrend Ky, unter den beiden Belichtungszustanden
weitgehend gleich bleibt. Somit ist der Einfluss der Azobenzol-Schalter bei dieser Variante
direkt auf den katalytischen Umsatz des Enzyms gerichtet, wahrend die durch den Kn-Wert
definierte Substrataffinitdt durch die beiden Schaltpositionen des Azobenzols kaum
beeintrachtigt wird. Diese Beobachtungen decken sich mit den Erwartungen an die C49-C62
Crosslink-Stelle, die nahe des aktiven Zentrums durch Isomerisierung des angebrachten
Schalters direkt auf die Ausbildung des aktiven Zentrums einwirken sollte.

Abb. 4-2 Modell der Modifikation der Crosslink-Stelle C49-C62 mit AzoMal: Daneben sind die Reste
des aktiven Zentrums, sowie die Faltblattstrénge B1, p2 und B3 hervorgehoben.
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Betrachtet man das Modell eines in der cis-Konfiguration an die Crosslink-Stelle C49-C62
angebrachten Azobenzol-Schalters (Abb. 4-2), so kann die Photoisomerisierung des Schalter-
Molekdls in den trans-Zustand zu einem ,,Auseinander-Driicken® bzw. einer Spreizung des
Faltblattstrangs B1 und der die katalytisch aktiven Reste tragenden Faltblattstrange 2 und B3
fuhren, was die Integritat des katalytischen Zentrums stort und somit zu einer Absenkung der
enzymatischen Aktivitit fuhrt. Ubertragt man dieses Konzept auf die Crosslink-Stelle C61-L4
(Abb. 4-3), so konnte die Isomerisierung eines angehangten Azobenzol-Schalters in den
trans-Zustand erneut zu einer von dem Linker als Fixpunkt ausgehenden Spreizung der
Faltblattstrange B2 und P3uHren, die in der Inaktivierung der katalytischen Aktivitat
resultiert. Vergleicht man dabei die verschiedenen Linker-Varianten, so fallt auf, dass sich
umso grofiere ,,cis/trans“-Effekte ergeben, je weiter sich das eingefiihrte Cystein in Richtung
der C-terminalen Halfte verschiebt (Ly > L3 > L,). Die Position und der Winkel fiir den
Kraftlbertrag auf die Faltblatter des aktiven Zentrums durch den angebrachten Azobenzol-
Schalter scheinen somit fiir den Linker, in Kombination mit C61 optimal zu sein.

Abb. 4-3 Ausschnitt der Crosslink-Stelle C61-L,: Hervorgehoben sind neben den Positionen C61 und
C161 die Reste des aktiven Zentrums zusammen mit den Faltblattstrangen 2 und 3. Daneben ist eine
VergrolRerung der Linker-Region unter Angabe der Orientierung des urspriinglichen Linkers (-GSGG-) und
des eingefuhrten Linkers L, (-GSGTGSGC-) dargestellt.
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Betrachtet man abschlieBend die Varianten sc(C49 C62),(F94y,_Azo und sc(C61 L,)(C49*
C62*)_Azo, so scheint der Kraftiibertrag das Azobenzol-Schalters an C49-C62 bzw. C61-L4
einen vergleichbaren mechanischen Stress auf die Faltblattstrange B2 und 3 mit dem aktiven
Zentrum zu (bertragen, da beide in Anbetracht des zweiten Azobenzol-Schalters an C49*-
C62* und den zuséatzlichen (F94),-Mutationen jeweils eine 16-fach erhdhte Aktivitat im cis-
Zustand bezogen auf die Aktivitdt im trans-Zustand aufweisen.

Da der durch die Photoisomerisierung bedingte KraftstoR der Azobenzol-Schalter innerhalb
von Picosekunden stattfindet, muss eine ideale Crosslink-Stelle zum einen so flexibel sein,
dass dieser zeitlich kurze KraftstoR seine lichtinduzierte mechanische Kraft auch auf die
verknlpfte Region Ubertragen kann. Zum anderen muss sie aber auch so sterisch fixiert sein,
dass der Ubertragene mechanische Stress auch eine ausreichende Konformationsanderung
bewirken kann, so dass die Ausbildung des aktiven Zentrums je nach Belichtungszustand
entscheidend beeinflusst wird. Bei den beiden besten gefundenen Azobenzol-Crosslink-
Stellen scheint dies jeweils gegeben zu sein, so dass der Kraftstol3 zwischen einem relativ
fixierten Ansatzpunkt (C49 bzw. L4) und einem etwas flexibleren Ansatzpunkt (C62 bzw.
C61) ideal auf die Faltblattstrange 2 und B3 des aktiven Zentrums Gbertragen wird und somit
die Aktivitat des Enzym tber die Belichtung der Azobenzol-Schalter reguliert werden kann.

4.2 Photogate-Strategie von scPvull

Die Modifikation mit mono-funktionellen Azobenzol-Schaltern in dieser Strategie bietet den
Vorteil, dass die lichtinduzierte Isomerisierung den Zugang der DNA zur DNA-Bindungs-
stelle als mechanische, durch Licht steuerbare Barriere blockieren soll, wobei dieses Konzept
bei Funktionalitdt leicht auf andere Proteine (bertragen werden konnte. Zudem kann die
Modifikation mit einem héheren Uberschuss an Azobenzol-Derivat durchgefiihrt werden, da
anders als bei bi-funktionellen Crosslinkern hier keine intra- oder intermolekularen Quer-
verknupfungen zu erwarten sind, was insgesamt zu héheren Modifikationsausbeuten fihrt.

4.2.1 Auswahl der Positionen

Fur die Auswahl der Positionen fiir das Anbringen der mono-funktionellen Azobenzol-
Derivate ist man weitgehend auf die Loop-Region am Eingang der DNA-Bindungsstelle
begrenzt. Die Positionen G135 und K137 dieses Loops wurden dafir ausgewéhlt, durch
Cysteine ausgetauscht und entsprechend miteinander kombiniert. Die Aminosaure-Reste von
K137 und K137* zeigen direkt in die DNA-Bindungsstelle hinein und sind entsprechend
aufeinander ausgerichtet und auch die Positionen G135 und G135* sind so positioniert, dass
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ein Blockieren der DNA-Bindungsstelle durch beidseitige Azobenzol-Modifikationen denkbar
ist.

4.2.2 Analyse der Schalt-Effekte

Fur die Photogate-Strategie kamen verschiedene mono-funktionelle Azobenzol-Derivate zum
Einsatz, die sich in der Endgruppe, die nach Modifikation in die DNA-Bindungsstelle
hineinreicht, funktionell unterschieden. Als Endgruppen dienten dabei eine Hydroxyl-Gruppe
(AzoOH), der kein direkter Einfluss auf das Blockieren der DNA-Bindung zugeschrieben
wird, eine Carboxyl-Gruppe (AzoCOOH), die Uber die negative Ladung zu einer
elektrostatischen AbstoRBung der negativ geladenen DNA fiihren kénnte, und ein Uber das
Thiol verknupftes Cystein (AzoCys), welches Uber die positive und negative Ladung
elektrostatischen Einfluss auf die DNA-Bindung nehmen konnte. Betrachtet man die
gemessenen Schalt-Effekte, so zeigen samtliche Varianten, die mit diesen drei Azobenzol-
Derivaten modifiziert wurden, lediglich sehr kleine Aktivitatsunterschiede durch Belichtung
mit blauem Licht bzw. mit UV-Licht (,,cis/trans“-Effekt < 1,9).

Da die Belichtungsexperimente mit dem modifizierten Protein erwiesen, dass die
lichtinduzierte Isomerisierung des angehéngten Azobenzol-Molekils unter den gewéhlten
Bedingungen stattfindet, kann daraus geschlossen werden, dass es zu keinem eigentlichen
mechanischen Blockieren der DNA-Bindung gekommen ist, da sich ansonsten grofere
»Cis/trans*-Effekte aufgrund eines stark reduzierten Aktivitatslevel in trans ergeben hétten.
Die Ursache hierflir kénnte die Rotation der angehéngten Azobenzol-Molekile um die bei der

Abb. 4-4 Darstellung der Rotation von angehéngten mono-funktionellen Azobenzol-Molekilen um die
bei der Kopplung entstandene Einfachbindung in der trans-Konfiguration des Crosslinkers.

79



4. Diskussion

Modifikation entstandene Einfachbindung sein (Abb. 4-4). Insbesondere in der trans-
Konfiguration kdnnten sich die Azobenzole nach aufien wegdrehen, den DNA-Zugang zur
DNA-Bindungsstelle freigeben und somit diesen nicht wie geplant als mechanische Barriere
blockieren (Abb. 1-10 A), wodurch sich kein grofRer Aktivitatsunterschied (auch nicht durch
die eingefiihrten Ladungen der Azobenzol-Endgruppen) im trans-Zustand bezogen auf den
cis-Zustand ergibt. Um den Zugang zur DNA-Bindungsstelle somit tatsachlich blockieren zu
kdnnen, mussten die beiden Azobenzol-Molekule in der trans-Konfiguration durch eine Art
von gegenseitiger Interaktion verbunden werden, die die Rotation um die frei drehbare
Einzelbindung reduziert und die Azobenzole entsprechend tber der DNA-Bindungsstelle als
Barriere fixiert, die aber auch durch Isomerisierung in die cis-Konfiguration wieder gel6st
werden kann.

Mdoglich waére das Anbringen von funktionellen Chelatoren an das Ende des Azobenzol-
Molekdils. Durch die Isomerisierung in den trans-Zustand konnten diese Komplex-
bildungsgruppen der Azobenzol-Molekile auf beiden Halften des Enzyms zueinander in
rdumliche Nahe gebracht werden, so dass sie zentral ber der DNA-Bindungsstelle einen
Komplex mit zweiwertigen Metallionen (Mg?*, Zn®*, Co?*, Ni**) ausbilden kénnen (Abb. 4-
5). Da gezeigt wurde, dass die Komplexbildung durch zwei Chelatoren am 5°- und 3"- Ende
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Abb. 4-5 Darstellung der Modifikation von sc(C135), mit einem monofunktionellen Azobenzol-Derivat
mit terminaler IDA-Gruppe: Die in der trans-Konfiguration in radumliche Nahe gebrachten IDA-Endgruppen
kénnten einen Komplex mit zweiwertigen lonen (gelb) ausbilden und das Photogate somit fest verschlief3en.

zweier zueinander ausgerichteter Oligonukleotide auf einem DNA-Strang als Matrize die
thermische Stabilitadt dieses DNA-Fragments erhoht (147), ist diese angestrebte Komplex-
Bildung und das damit verbundene Blockieren der DNA-Bindungsstelle auch auf der Protein-
Ebene denkbar. Da zwei IDA-Molekile als funktionelle Gruppe stabile Komplexe mit
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zweiwertigen lonen ausbilden kdnnen (148), konnte fur die Photogate-Strategie entsprechend
ein Maleimid-Azobenzol-IDA - Konstrukt verwendet werden. Jedoch konnte die
Funktionalitat eines solchen Konstrukts bislang noch nicht getestet werden, da bei der
chemischen Synthese dieses Konstrukts bisher noch nicht Uberwindbare Probleme auftraten
(Kollaboration mit Le Thi Hien / Oretskaya / Kubareva, Lomonossov Universitat Moskau).
Da jedoch auch Cystein stabile Komplexe mit zweiwertigen lonen ausbilden kann (speziell
mit Mg?* und Co?*) (148, 149), wurden die mit AzoCys modifizierten Varianten mit 10 mM
Mg** (die Variante sc(C135)2_AzoCys auch mit 1uM Co®* und 10 mM Mg?*) vorinkubiert,
um eine mogliche Komplexbildung zu erméglichen. Jedoch konnte auch hier kein
verminderter Aktivitatslevel im trans-Zustand gegeniber dem cis-Zustand beobachtet werden,
was daftr spricht, dass der erstrebte Komplex nicht ausgebildet wurde oder aber das Binden
der DNA nicht blockieren kann.

Als weitere Strategie, um die DNA-Bindung komplett zu blockieren, wurde versucht, an das
Ende des Azobenzol-Molekils ein Thiol(3")-modifiziertes, palindromes Oligonukleotid zu
koppeln. Wenn dieses einzelstrangige Oligonukleotid somit von den Azobenzol-Molekilen
auf beiden Halften in die Mitte angereicht wird (entsprechend Abb. 4-5), dann kdnnte das
Ausbilden eines doppelstrangigen Bereichs die DNA-Bindungsstelle vollstandig versperren.
Das gewéhlte Oligonukleotid besitzt eine Schmelztemperatur von 24 °C. Falls sich das
annealing dieser palindromen, einzelstrangigen Sequenzen nur in einer Konfiguration des
dazwischengeschalteten Azobenzol-Schalters ergeben sollte, konnte der Zugang zur DNA-
Bindungsstelle und somit die Aktivitat von scPvull ber eine Kombination aus spezifischer
Belichtung und gewahlter Temperatur gesteuert werden. Da das angehéangte Oligonukleotid
bei 37 °C (der idealen Spalttemperatur von scPvull) einzelstrdngig vorliegt, wére eine
Barriere der DNA-Bindungsstelle durch Doppelstrangbildung der Oligonukleotide bei
Temperaturen von 4 °C bis 24 °C denkbar. Da die katalytische Aktivitat von scPvull bei
dieser Strategie nicht direkt beeinflusst wird, ist auch eine Anwendung bei tieferen
Temperaturen moglich, da scPvull bei Temperaturen bis zu 4 °C zwar verminderte aber
ausreichende DNA Spaltaktivitat besitzt.

Es zeigte sich im Experiment, dass das halbseitige Koppeln von AzoMal mit einem Thiol-
modifizierten Oligonukleotid (gemaR Punkt 2.6.1) und anschlieender Modifikation von
scPvull-Varianten zu dem gewinschten modifizierten Produkt fiihrt, allerdings in nur sehr
geringer Ausbeute (Abb. 3-18), und die entsprechende Aufreinigung tber Anionenaustausch-
chromatographie das gewtnschte Produkt nur auf ~ 30 % anreichern kann. Erste Experimente
bei spezifischer Belichtung und unterschiedlichen Temperaturen dieser angereicherten Proben
ergaben keine auftretenden ,cis/trans*-Effekte, jedoch ist fir eine eindeutige Evaluation

81



4. Diskussion

dieser Teilstrategie eine zukunftige Optimierung der Aufreinigung des gewinschten
modifizierten Produktes notwendig.

Einen Hinweis, dass Azobenzol als mechanische Barriere die Bindung von Substrat-DNA
tatséchlich verhindern konnte, liefert die Tatsache, dass bei der Variante sc(C135)2(C137),
nach der Modifikation mit AzoOH bzw. AzoCOOH schon bei geringem Uberschuss an
Protein (ber DNA star-Aktivitat (d.h. Spaltung an Sequenzen, die sich in einem Basenpaar
von der Erkennungssequenz unterscheiden) beobachtet werden konnte (Abb. 3-21). Eine
denkbare Erklarung hierflr ist, dass nach erfolgter unspezifischer Bindung die Dissoziation
des Proteins von der DNA durch die insgesamt vier Azobenzol-Molekile (zwei pro Hélfte)
gestort wird. Dadurch ist die lokale Konzentration von dem Enzym auf der DNA so erhoht,
dass auch star-Spaltsequenzen geschnitten werden. Ahnliche Beobachtungen konnten fiir
EcoRV, dessen Dissoziation von unspezifisch gebundener DNA durch Querverknipfung
verhindert wurde, gemacht werden (150). Da die star-Aktivitat der modifizierten scPvull-
Variante jedoch unabhédngig von dem Belichtungszustand ist (Abb. 3-21 A), ist nicht die
Konfiguration sondern alleine das VVorhandensein dieser vier Azobenzol-Modifikationen fir
die Behinderung der Dissoziation verantwortlich. Weil aber der Zugang durch die Modifi-
kationen gewissermalien sterisch blockiert zu sein scheint, konnte die Photogate-Strategie
uber die Licht-Schaltung mit einer fixierten Barriere im trans-Zustand, entsprechend der
beschriebenen, aber weiter optimierten Methoden, die DNA-Bindung vollstédndig verhindern,
und somit die Aktivitat des Enzyms durch Licht regulieren.

4.3 Lichtschaltbares scPvull - Fazit und Grenzen

Betrachtet man abschlielend die Ergebnisse der gewahlten Strategien, so konnte in der
Photogate-Strategie bisher keine mit mono-funktionellen Azobenzol-Derivaten modifizierte
Variante mit gréReren ,,cis/trans“-Effekten gefunden werden, vermutlich weil der Zugang zur
DNA-Bindungsstelle durch die Modifikation - wie diskutiert - im trans-Zustand nicht
vollstandig blockiert ist. Dagegen konnte in der Photoswitch-Strategie der gemessene
»Cis/trans*-Effekt durch Variation der Azobenzol-Crosslink-Stellen und durch das Einflhren
zusétzlicher Mutationen schrittweise auf einen maximalen Wert von ~ 16 optimiert werden,
wenn die angebrachten Azobenzol-Schalter die von der Photoisomerisierung herriihrende
Kraft direkt auf die Region des aktiven Zentrums Ubertragen.

Durch nédhere Charakterisierung konnte gezeigt werden, dass der erhaltene Lichtschalter-
Effekt in An- und Abwesenheit von DNA-Substrat reversibel ist, der thermischen Relaxation
der angehdngten Azobenzol-Schalter folgt und mechanistisch hauptséchlich auf einer

Anderung von Vs beruht. Der maximale ,,cis/trans“-Effekt von ~ 16 konnte dabei mit zwei
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verschiedenen Varianten, sc(C49 C62)(F94),_Azo und sc(C61 L,)(C49* C62*)(F94),_Azo,
erzielt werden. Somit konnte als ,,proof-of-principle* bewiesen werden, dass das Konzept,
Proteine und insbesondere deren enzymatische Aktivitat durch das Anbringen von externen
bi-funktionellen Azobenzol-Schalter zu regulieren, funktionell umsetzbar ist und durchaus in
einer universellen Art und Weise durch die Wahl der ,richtigen* Azobenzol-Crosslink-Stellen
auf andere Proteine Ubertragen werden kann.

Zur Beurteilung des erhaltenen Effekts mussen die Grenzen, die durch die Photochemie von
Azobenzol auferlegt sind, beriicksichtigt werden. Denn aufgrund der Uberlappung der
Absorptionsspektren von Azobenzol in der cis- und trans-Konfiguration kann durch Belich-
tung, gleichgiltig bei welcher Wellenldnge, niemals eine 100%ige Ausbeute eines photo-
stationdren Zustands erreicht werden. Dabei entstehen typischerweise maximale Verteilungen
der beiden Konfigurationen von ~ 80 % cis durch Belichtung mit UV-Licht und ~ 95 % trans
durch Belichtung mit blauem / sichtbaren Licht (18, 64). Schreibt man im modifizierten
Protein somit der cis-Konfiguration den aktiven Zustand und der trans-Konfiguration den
inaktiven Zustand zu, so kann der Anteil an der cis-Konfiguration durch spezifische Belich-
tung von ~ 5 auf 80 % gesteigert werden, was einem ~ 10 - 20 - fachen theoretischen
Aktivitatsunterschied entspricht (25). Dementsprechend befindet sich der Licht-Schalt-Effekt
von scPvull mit einem 16-fachen Unterschied in der enzymatischen Aktivitdt im oberen
Bereich dieses Limits und zeigt, dass die enzymatische Aktivitdt von scPvull somit im
Rahmen der auferlegten Grenzen durch die Photochemie von Azobenzol durch das Anbringen
von externen Azobenzol-Schaltern durch Licht erfolgreich reguliert werden kann.

Um den Aktivitatsunterschied tber diese Grenze hinaus weiter zu steigern, konnte nach dem
Beispiel nattrlich vorkommender Licht-Schalter (z.B. bei PYP oder Phytochromen) die
thermische Relaxation als ,,Aus“-Schalter benutzt werden (151, 152), da durch den
thermischen Ubergang in den stabileren trans-Zustand Anteile von > 99,99 % an trans-Isomer
erzielt werden konnen (19). Davon ausgehend konnte folglich insgesamt ein groRerer
Unterschied des durch Belichtung kontrollierten Anteils an dem aktiven cis-Isomer (von < 0,1
% auf 80 %) erreicht werden. Voraussetzung hierflr ist es aber, insbesondere fir in vivo
Anwendungen, dass sich die thermische Relaxation in einem Bereich von Sekunden bis
Minuten befindet, damit ein Zielprotein im Zeitrahmen biologisch ablaufender Prozesse durch
Relaxation inaktiviert werden kann. Die Relaxation von AzoMal-modifiziertem scPvull wére
dabei mit einer Halbwertszeit von ~ 6 h bei 4 °C zu langsam fir das ,,Aus“-Schalten durch
thermische Inaktivierung. Da unterschiedliche Substituenten an den Phenyl-Ringen des
Azobenzols die Halbwertszeit im Bereich von Sekunden zu Stunden variieren kénnen (19),
konnte die Verwendung eines entsprechenden substituierten Azobenzol-Crosslinkers, der
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innerhalb von Sekunden in den trans-Zustand relaxiert (vgl. (64)), mit den bestehenden
scPvull-Varianten den messbaren ,cis/trans*“-Effekt weiter steigern, wobei hierbei die
Aktivierung durch Belichtung mit UV-Licht und die anschlielende Inaktivierung allein durch
rasche thermische Relaxation erfolgen wiirde.

4.4 Lichtschaltbares scPvull - Anwendung in der Zelle und in der Gentherapie

Fur eine funktionelle Anwendung von lichtschaltbaren Proteinen auf Basis von Azobenzol-
Modifikationen in vivo muss gewahrleistet sein, dass die Photoisomerisierung des Azobenzols
in zelluldarem Milieu ausgefiihrt werden kann und dass die Belichtung selbst keine gréRReren
Schéden auf die Zelle ausubt. Diskutiert man zunachst den Einfluss der Belichtung auf die
Integritét der Zelle, so ist die DNA schadigende Wirkung durch UV-Licht insbesondere durch
die Ausbildung von Thymin-Dimeren bekannt, die durch die zelleigenen Reparatur-
mechanismen zwar behoben werden kénnen (153), bei Ubermé&Riger Akkumulation jedoch
letztendlich zur Apoptose der Zelle fiihrt (154). Bei darauf abzielenden Studien zeigte sich
diese schadigende Wirkung vor allem bei dem kurzwelligen UV-B Licht (290 - 320 nm),
wéhrend durch Belichtung mit langwelligerem UV-A Licht (320 - 400 nm) der schadigende
Effekt deutlich reduziert war (~ 10° |) (155). Die in dieser Arbeit verwendeten
Belichtungsdosen (< ~ 10 J/cm?) bei einer Wellenlange von 365 nm zeigten dabei im
Zellversuch nur eine minimal erhohte Mutationsrate, wobei die Zellen die Bestrahlung
weitestgehend berlebten (154, 155). Um dem Problem der Belichtung mit UV-Licht trotz der
nur geringfligig schadigenden Wirkung von UV-A Einstrahlung géanzlich aus dem Weg zu
gehen, konnten fir zukinftige Anwendungen zusatzliche ortho-Amino-Substitutionen am
verwendeten Azobenzol-Derivat eingefiihrt werden, die die Anregungswellenléange fir die
Isomerisierung in die cis-Konfiguration in Bereiche gréRer 400 nm verschieben (156).

Betrachtet man des Weiteren die Stabilitat der Photoisomerisierung von Azobenzol in vivo, so
muss das reduzierende Milieu der Zelle durch millimolare Konzentrationen an Glutathion
berucksichtigt werden. In einer Studie dazu wurde die Reduktion der zentralen Diazen-
bindung eines in ein Tripeptid - inkorporierten Azobenzols durch eine zelluldre Konzentration
an Glutathion in das entsprechende Dihydro-Azobenzol in vitro demonstriert (157). Im
Gegensatz dazu konnte jedoch auch gezeigt werden, das bei der Verwendung von Elektronen-
reicheren Azobenzol-Derivaten die Inkubation mit Glutathion die Isomerisierung in keinster
Weise beeinflusst, was bedeutet, dass diese Derivate gegenuber einer Reduktion durch eine
zellulére Glutathion-Konzentration resistent sind (64, 156). In einer zellularen Anwendung,
bei der eine Azobenzol-enthaltene Aminosédure in vivo in ein Protein inkorporiert wurde,
konnte ebenfalls keine Beeintrachtigung der Photoisomerisierung des Azobenzol-Derivats
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festgestellt werden (30). Folglich sollte die funktionelle Anwendung von lichtschaltbaren
Proteinen auf Basis von Azobenzol-Modifikationen in vivo grundsatzlich méglich sein. Das in
dieser Arbeit verwendete Azobenzol-Derivat AzoMal sollte demnach prinzipiell auch fir in
vivo-Applikation benutzbar sein, kénnte jedoch noch speziell fir diese Anwendung - wie
diskutiert - optimiert werden.

Ein lichtschaltbares scPvull in Kombination mit einem Tripel-Helix-Formenden Oligo-
nukleotid (TFO), wie in Punkt 1.3.4 einleitend beschrieben, kdnnte somit durchaus fiur die
Gen-Ersatz-Therapie zum Einsatz kommen. Dabei muss jedoch beachtet werden, dass sowohl
das Anbringen von Azobenzol-Schaltern als auch das Anh&ngen des TFOs (124) bisher
einzeln jeweils Uber die Modifikation von Cysteinen erfolgt ist und somit eine direkte
Kombination nicht moglich ist. Abhilfe konnte dadurch geschaffen werden, dass scPvull
zunachst Uber Cystein-Modifikation mit Azobenzol-Schaltern versehen wird, und
anschlielend das TFO uber Intein-vermittelte Protein-Ligation an das C-terminale Ende
angehangt werden konnte (158). Die Anwendung dieser lichtschaltbaren Meganuklease in die
Zelle ware durch Profektion moglich, wobei dabei Proteine unter anderem durch Verwendung
von kationischen amphiphilen Lipiden (159) oder Zell-eindringenden Peptiden (160) in die
Zelle und speziell auch in den Nukleus eingebracht werden koénnen. Bei der konkreten
Anwendung am Menschen ist dabei weniger eine Anwendung in vivo denkbar, sondern
vielmehr konnte die Rekonstitution eines defekten Gens ex vivo erfolgen, wobei einzelne
Zellen, z.B. Fibroblasten des Patienten entnommen und kultiviert werden und nach erfolgtem
Austausch des entsprechenden Gens wieder in den Patienten Gberflihrt werden (126). Eine
lichtsteuerbare Meganuklease konnte in solch kultivierte Zellen im inaktiven Zustand
eingebracht werden und die Aktivierung nach entsprechender Zeit zur Ausbildung einer
spezifischen Tripel-Helix durch das TFO an einer adressierten Spaltsequenz, durch einen
kurzen UV-Lichtimpuls erfolgen. Die Inaktivierung nach erfolgtem Doppelstrangbruch kann
dann wiederum durch thermische Relaxation oder durch einen Impuls mit blauem Licht
erfolgen, denn wie gezeigt wurde, stellt sich der Aktivitatslevel eines jeden
Belichtungszustands unmittelbar nach Beginn der Belichtung mit der jeweiligen Wellenlénge
ein.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass sich fur die besten lichtschaltbaren Varianten
von scPvull ein 16-facher Unterschied zwischen dem ,,An“- und ,,Aus*“-Level in vitro ergibt.
Ob dieser Effekt ausreichend fir eine Regulation der DNA-Spaltaktivitat in vivo ist, musste
dabei konkret im Experiment nachgewiesen werden, jedoch wére eine Steigerung bestenfalls
auf ein Alles-oder-Nichts Level dabei durchaus zielorientierter. Dies konnte - wie in Punkt 4.3
diskutiert - insbesondere durch Verwendung substituierter Azobenzol-Derivate erreicht
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werden. Zudem ist es aber wegen der in mehreren Schritten verlaufenden Aufreinigung der
modifizierten scPvull-Varianten zurzeit noch schwierig, ausreichende Mengen an
lichtschaltbarem Protein flr ex vivo - Experimente zu produzieren.

Insgesamt gesehen bietet der in dieser Arbeit entwickelte Licht-Schalt-Effekt mit einem 16-
fachen Aktivitatsunterschied zwischen dem ,,An* und ,,Aus“ - Level groRes Potential flr die
Gen-Ersatz-Therapie. Durch zukinftiges Koppeln mit DNA-Bindungsmodulen und in vivo -
Spaltexperimenten misste jedoch belegt werden, ob dieser in der Photoswitch-Strategie
maximal erreichte Effekt fur die in vivo Anwendung bereits ausreicht, oder ob auf Grundlage
des erhaltenen Effekts dieser durch den Einsatz von modifizierten Azobenzol-Derivaten - wie
diskutiert - noch gesteigert werden misste. Jedoch wiirde dieser bisher erreichte Faktor (> 10)
ubertragen auf andere Proteine theoretisch durchaus ausreichen, um Stoffwechsel-Wege oder
Signal-Transduktionskaskaden, beispielsweise durch Regulation einer Protein-Kinase (vgl.
(161)), auf zellularer Ebene zu kontrollieren.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte in Form eines ,proof-of-principle* bewiesen werden, dass es
funktionell mdglich ist, die Aktivitdit des Restriktionsenzyms scPvull durch chemische
Modifikation mit lichtschaltbaren Azobenzol-Derivaten mit Hilfe von Licht zu regulieren.
Dabei wurden insgesamt 38 Varianten von scPvull mit Azobenzol-Derivaten modifiziert und
nach einer optimierten Aufreinigung des erwinschten Modifikationsprodukts auf
lichtsensitive Effekte der Aktivitat hingehend untersucht.

In der gewéhlten Photogate-Strategie konnten bisher keine grofReren Licht-Schalt-Effekte
erzielt werden, da es nicht gelungen ist, eine lichtschaltbare mechanische Barriere am
Eingang der DNA-Bindungsstelle durch Modifikation mit mono-funktionellen Azobenzol-
Derivaten zu errichten.

Dagegen konnten in der Photoswitch-Strategie durch das Anbringen von bi-funktionellen
Azobenzol-Schaltern insbesondere in die Region des aktiven Zentrums deutliche
Aktivitatsunterschiede aufgrund spezifischer Belichtung festgestellt werden, wahrend das
Anbringen der Schalter in helikalen Regionen der DNA-Bindungsstelle wiederum nur
verschwindend kleine Effekte zeigte. Der bisher beste Licht-Schalter-Effekt konnte bei zwei
verschiedenen Varianten von scPvull unabhéngig voneinander durch jeweils zwei Azobenzol-
Schalter im Bereich des aktiven Zentrums in Kombination mit einer die katalytische Aktivitét
beeinflussenden zusétzlichen Mutation gefunden werden, mit einem 16-fach hoheren
Aktivitatslevel in der durch UV-Licht induzierten cis-Konfiguration gegenlber der durch
blaues Licht induzierten trans-Konfiguration der angehéngten Azobenzol-Schalter.

Es wurde gezeigt, dass die enzymatische Aktivitat vollstandig reversibel (ber mehrere
Isomerisierungszyklen hinweg und zeitlich unmittelbar durch spezifische Belichtung reguliert
werden konnte, dass aber die enzymatische Aktivitdt auch vom hohen Aktivitétslevel im cis-
Zustand durch thermische Relaxation, die Uber die angeh&ngten Azobenzol-Schalter
vermittelt wird, in das Aktivitéatslevel des trans-Zustands vollstandig zurlickgefuhrt werden
kann. Der lichtabhangige Aktivitatsunterschied beruht dabei hauptséchlich auf einer direkten
Beeinflussung der Katalyse (Vmax), wobei der durch die Photoisomerisierung von der cis- in
die trans-Konfiguration hervorgerufene mechanische Stress aller Wahrscheinlichkeit nach
einen aktiven Druck auf die Faltblattstrange im aktiven Zentrum ausubt und so zu einer
Inaktivierung des Enzyms fuhrt.

Insgesamt gesehen befindet sich der in dieser Arbeit erfolgreich entwickelte Licht-Schalt-
Effekt von 16 an der oberen Grenze des theoretisch Mdglichen dieses Konzepts, das durch die
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Photochemie von Azobenzol begrenzt ist, spiegelt aber dennoch die Mdéglichkeit wieder, das
Konzept der Photoswitch-Strategie universell auf andere Proteine ibertragen zu kdnnen.

Uberdies bietet das generierte lichtschaltbare Restriktionsenzym durch Konjugation mit
zusatzlichen DNA-Bindemodulen, wie beispielsweise Zink-Finger-Domanen, fir zukinftige
Applikationen das Potential, das Adressieren definierter genomischer Bereiche auf zelluldrer
Ebene gezielt zeitlich und raumlich kontrollieren zu kénnen.
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Addendum

Die wesentlichen Aspekte dieser Arbeit wurden als Publikation bei Proc. Natl. Acad. Sci.
USA eingereicht. In Folge des Revisionsprozesses sollten dazu noch Experimente
nachgereicht werden, die allerdings erst nach der Fertigstellung dieser Doktorarbeit
durchgefihrt wurden. Da die daraus resultierenden Ergebnisse aber auch das in dieser Arbeit
entwickelte System der Lichtschaltung enzymatischer Aktivitdt entsprechend unterstiitzen,
werden sie in dieser Form als Addendum angehéngt.

Abb. A-1 belegt, dass die enzymatische Aktivitat der Variante sc(C49 C62)2(F94)2_Azo in
Analogie zu Abb. 3-16 Uber vier Schaltprozesse hinaus, ndmlich ber zehn Schaltprozesse
hinweg reversibel zwischen den Aktivitatslevels im cis- und trans-Zustand hin und her
geschaltet werden kann.

0,05 -

0,04 -
0,03 -+
0,02 -+
001 |
. o . . WA .

Blaues UV-Licht Blaues UV-Licht Blaues UV-Licht Blaues UV-Licht Blaues UV-Licht
Licht Licht Licht Licht Licht

abs. Aktivitat
[nM Substrat / (min x nM Enzym)]

Abb. A-1 Aktivitatstest unter spezifischer Belichtung von sc(C49 C62),(F94), Azo unter Vor-Belich-
tung der modifizierten Probe (blaues Licht — (UV-Licht — blaues Licht),, — UV-Licht): Gezeigt sind
die absoluten Aktivititen jedes Belichtungszustands innerhalb von zehn aufeinanderfolgenden
Belichtungsénderungen (in Analogie zu Abb. 3-16).

Abb. A-2 zeigt, dass die Erkennungsspezifitdt der modifizierten Variante sc(C49
C62)2(F94)2_Azo nicht vermindert ist, da das Substratplasmid auch bei langerer Inkubation
des Enzyms mit entsprechend hoher Enzymkonzentration lediglich durch Spaltung an der
Pvull-Erkennungssequenz linearisiert wird und dartiber hinaus keine star-Aktivitat (Spaltung
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an der Pvull-Erkennungssequenz dhnlichen Erkennungssequenzen; vgl. Abb. 3-20) zu
erkennen ist. Es konnte auch gezeigt werden, dass die bei der unmodifizierten Variante bei
Inkubation > 4 h auftretende star-Aktivitat bei der modifizierten Variante mit vergleichbarer
Ausgangsaktivitat nach Isomerisierung in den niedrigeren trans-Aktivitatslevel nicht auftritt.

SC(C49 C62),(F94), Azo  sc(C49 C62),(F94),

0} 15 30’ 1h 2h 4h 1d 15 30" 1h 2h 4h 1d

opencircle _
linear —
supercoil —

uv Blau Dunkel uv Blau Dunkel

Star-Aktivitat

Abb. A-2 Vergleich der Spezifitdt von modifiziertem und unmodifiziertem sc(C49 C62)2(F94)2 durch
Langzeit-Spaltung: Gezeigt ist die gelelektrophoretische Analyse von Aliquots der Langzeitspaltung von
pAT153 tri (4 nM) durch modifiziertes Enzym (70 nM; links) und unmaodifiziertes Enzym (5,6 nM; rechts).
Nach anfanglicher Spaltung im cis-Zustand unter Belichtung mit UV-Licht fir 30 min, erfolgt eine Isomeri-
sierung in den trans-Zustand durch Belichtung mit blauem Licht fur 5 min. AnschlieBend erfolgt die weitere
Spaltung im induzierten trans-Zustand im Dunkeln Gber Nacht. Die Inkubation erfolgt jeweils bei 37 °C. Die
eingesetzten Enzymkonzentrationen sind so gewahlt, dass die insgesamt eingesetzte Aktivitat des modifi-
zierten Enzyms im cis-Zustand der insgesamt eingesetzten Aktivitat des unmodifizierten Enzyms entspricht
(vgl. absolute Aktivitaten Tab. 3-9). Die anschlieRende Isomerisierung des modifizierten Enzyms in den 16-
fach weniger aktiven trans-Zustand flihrt dazu, dass die bei dem unmodifizierten Enzym bei Inkubation > 4h

Uber die Linearisierung hinausgehende, auftretenden star-Aktivitat, hierbei unterdriickt wird.

Die zwei im Addendum aufgefiihrten Experimente stitzen somit die Tatsache, dass ein
System der Lichtschaltung geschaffen wurde, bei dem die enzymatische Aktivitat eines
Restriktionsenzyms reversibel und exakt kontrollierbar durch Licht gesteuert werden kann.
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