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1 EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Nukleasen

Nukleasen als diejenigen Enzyme, die die Hydrolyse von Phosphodiesterbindungen in
Nukleinsduren katalysieren, kommen ubiquitidr in allen Organismen vor. Das stets steigende
wissenschaftliche Interesse an der Erforschung der strukturellen und funktionellen Eigenschaften
dieser Proteine griindet sich u.a. darauf, daB ihre Substrate die Triger der genetischen
Information und damit molekulare Grundlage jeglichen Lebens sind. Hinzu kommt die
iiberragende Bedeutung beispielsweise der Restriktionsendonukleasen als molekulare
Werkzeuge in der Gen- und Biotechnologie sowie die Verwendung einiger Nukleasen in der
Medizin. Erwihnt sei hier der Einsatz von humaner DNase I zur Behandlung von Cystischer
Fibrose (Ramsey, 1996) sowie die Nutzung der cytotoxischen Aktivitit einiger RNase A-

Homologe wie der Onconase zur Bekdmpfung von Tumoren (Vescia & Tramontano, 1981).

Die einfachsten Nukleasen sind die sog. chemischen Nukleasen (Pei & Schultz, 1993), bei denen
ein freies bzw. chelatisiertes Metallion wie z.B. Pb** (Brown et al., 1985) oder Fe(I)- EDTA
(Hertzberg & Dervan, 1982) den eigentlichen Katalysator darstellt. Desweiteren konnen auch
RNA-Molekiile, sog. Ribozyme, als Ribonukleasen wirksam werden (Kruger et al., 1982; Been,
1993).

Nukleasen auf Proteinbasis werden auf Grund verschiedener, sich z.T. iiberschneidender
Kriterien eingeteilt: Man unterscheidet nach Art des bevorzugten Substrates DNasen von
RNasen, oder nach der Lage der zu spaltenden Phosphodiesterbindung Endo- von Exonukleasen.
Auch stellen die verschiedenen Nukleasen unterschiedliche Anspriiche an die Struktur oder
Sequenz ihrer Substrate (z.B. Einzelstrang vs. Doppelstrang, Basenpriferenzen). So lassen sich
weitgehend substrat- und sequenzunspezifische Nukleasen, fiir die die bovine pankreatische
DNase I (Suck & Oefner, 1986) sowie die in dieser Arbeit vorgestellte Nuklease aus Serratia
marcescens Beispiele sind, von z.T. sehr spezifischen bakteriellen Restriktionsendonukleasen
unterscheiden, die DNA lediglich innerhalb einer definierten Erkennungssequenz zu spalten
vermogen (Roberts & Halford, 1993; Pingoud & Jeltsch, 1997; Jeltsch & Pingoud, 2001). Ein

Extrem beziiglich ihrer Spezifitit sind die sog. Homing-Endonukleasen, die durch Gene mit
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mobilen, selbst-spleifenden Introns codiert werden und auch in Inteinen gefunden wurden

(Cooper & Stevens, 1995; Belfort & Roberts, 1997; Chevalier et al., 2001), und deren

Erkennungssequenzen generell sehr lang sind (14 — 44 Basenpaare).

1.1.1 Biologische Funktion von Nukleasen

Die Funktion der natiirlich vorkommenden Nukleasen ist vielfdltig und z.T. noch nicht

vollstidndig verstanden. Nachfolgend seien die wichtigsten Funktionen genannt:

Die Restriktion von Fremd-DNA, z.B. viralen Ursprungs, durch Restriktionsendonukleasen
ist wohl die bekannteste Funktion von Nukleasen, da diese Enzyme sich aufgrund ihrer
Fahigkeit, spezifische Sequenzen fremder DNA zu spalten, zu unentbehrlichen Werkzeugen
in der Molekularbiologie entwickelt haben (Pingoud et al., 1993; Eun, 1996).
Restriktionsendonukleasen werden von Bakterien gebildet, deren eigene DNA dabei durch
Modifizierungen wie beispielsweise durch Methylierung gegen Restriktion geschiitzt ist.
Nukleinsduremetabolismus: Da die Synthese von Nukleinsduren metabolisch sehr
aufwendig ist, nutzen einige Prokaryonten extrazellulire = Nukleasen, um
Nukleinsdurebausteine aus dem umgebenden Raum wiederverwerten zu konnen. Als
Kohlenstoffquelle scheinen Nukleinsduren nicht unbedingt geeignet zu sein, doch ist
beispielsweise fiir Serratia marcescens, deren Nuklease Thema dieser Arbeit ist, gezeigt
worden, dal} dieses Bakterium unter Laborbedingungen féahig ist, auf DNA als alleiniger
Kohlenstoffquelle langsam zu wachsen (Beliaeva et al., 1976).

Sezerniert werden auch die pankreatischen Verdauungsenzyme hoherer Eukaryonten (Moore,
1981), wihrend der Nukleinsduremetabolismus selbst hauptsédchlich intrazellulir stattfindet.
Bei der Replikation treten Nukleasen als Topoisomerasen auf, die DNA winden oder
entwinden kénnen (Wang, 1982). Weiterhin sollen sie eine Rolle bei der Initiation der
mitochondrialen Replikation spielen, wie beispielsweise die bovine Endonuklease G (Ruiz-
Carillo & Coté, 1993), wihrend die Exonuklease-Aktivititen als Teil von DNA-Polymerasen
der Fehlerkorrektur im proofreading-Prozef} dienen (Goodman & Bloom, 1993).

Eine grofe Zahl von Nukleasen ist an Rekombinationsprozessen beteiligt (Sadowski,
1982), wie beispielsweise die gut untersuchte y3-Resolvase (Yang & Steitz, 1995; Boocock
et al., 1995) sowie das RecBCD-System (Tainer et al., 1995).
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DNA-Reparatur: Auch an der Reparatur von DNA sind eine Vielzahl von Nukleasen
beteiligt, die neben anderen Proteinen oft in einem grofleren Enzymkomplex verbunden sind.
Beispielhaft sei hier das mismatch-Reparatursystem MutHLS aus Escherichia coli (Grilley et
al., 1990; Modrich, 1994) genannt.

In Prozesse der Konjugation und Transformation in Bakterien sind Nukleasen insofern
involviert, daf} sie einen Strang der doppelstringigen DNA abbauen, bevor der auf diese
Weise generierte Einzelstrang in eine Nachbarzelle eindringen kann (Lacks & Greenberg,
1973).

Sezernierte Nukleasen konnen auch als Bakteriocine gegeniiber konkurrierenden
Mikroorganismen wirken. Berichtet ist dies z.B. fiir die Nuklease aus Streptococcus
pneumoniae (Puyet et al., 1990). Daneben wird eine Funktion von Nukleasen als
Virulenzfaktoren vermutet, so beispielsweise bei der Nuklease aus Vibrio cholerae, die
durch den Abbau von DNA im Sekret der menschlichen Lunge die Anheftung von Bakterien
und damit eine Infektion erleichtern konnte (Focareta & Manning, 1991), sowie bei der
Nuklease aus Streptococcus pyogenes (Bisno, 1995).

Bei der Apoptose, dem programmierten Zelltod, kommt den Nukleasen die Aufgabe der
durch eine Reihe von Signalkaskaden aktivierten Fragmentierung und Degradierung des
Chromatins zu (Peitsch et al., 1993; Zhivotovsky et al., 1994). In menschlichen Zellen ist
eine entsprechende Aktivitdt der Nuklease DFF40/CAD zugeordnet worden (Counis &
Torriglia, 2000).

Prozessierung und Abbau von RNA: Die meisten in der Zelle vorkommenden RNA-
Molekiile werden durch Prozessierungsreaktionen in ihre biologisch aktive Form iiberfiihrt,
an denen sowohl Ribozyme als auch RNasen beteiligt sind (Deutscher, 1993; Wahle, 1995).
Durch den gezielten Abbau von mRNA sind Nukleasen in diesem Zusammenhang auch an
der Genregulation beteiligt, indem auf diese Weise die Konzentration bestimmter

Genprodukte kontrolliert wird.
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1.2 Die extrazellulare Endonuklease aus Serratia marcescens

1.2.1 Eigenschaften und Struktur

Das gram-negative, pathogene Enterobakterium Serratia marcescens produziert eine Reihe von
Enzymen, die ins Medium sekretiert werden, darunter zwei Proteasen (Braun & Schmitz, 1980;
Molla et al., 1987), zwei Lipasen (Heller, 1979), zwei Chitinasen (Jones et al., 1986) sowie eine
Nuklease (E.C. 3.1.30.2), die 1963 zum ersten Mal beschrieben wurde (Eaves & Jeffries, 1963;
fiir einen Uberblick siehe Benedik & Strych, 1998).

Die Nuklease wird als 266 Aminosduren langes Priprotein gebildet. Bei der Sezernierung in den
Extrazellularraum wird ein Signalpeptid von 21 Aminosduren Linge abgespalten, so dafl das
reife Protein aus 245 Aminosduren besteht und ein Molekulargewicht von 28 kD besitzt.
Wihrend dieser Translokation werden im oxidativen Milieu des Periplasmas zwei fiir die
Aktivitdt der Nuklease essentielle Disulfidbriicken ausgebildet (Ball et al., 1992). Auf diese
Weise wird eine Spaltung eigener bakterieller Nukleinsduren verhindert. Zudem wird
intrazellulédr kein Inhibitor bendtigt, wie es beispielsweise bei der ebenfalls unspezifischen und
nahe verwandten Nuklease aus Anabaena spec. erforderlich ist (Muro-Pastor et al., 1997; Meiss
et al., 1998). Es existieren mehrere Isoformen der Nuklease (Yonemura et al., 1983; Pedersen et
al., 1993, 1995; Suh et al., 1995), die sich jedoch in ihren enzymatischen Eigenschaften nur
geringfiigig unterscheiden (Filimonova et al., 1994).

Die Nuklease stellt ein unspezifisches Enzym dar, das sowohl doppel- als auch einzelstringige
DNA sowie RNA hydrolysiert, um 5'-phosphorylierte Tetra-, Tri-, Di- sowie in nur geringem
MalBle Mononukleotide zu bilden (Nestle & Roberts, 1969a,b). Obwohl keine ausgeprigte
Substratspezifitit besteht und natiirlich vorkommende Nukleinsduren mit etwa gleicher Effizienz
gespalten werden (Nestle & Roberts, 1969b; Yonemura et al., 1983), sind einige einzelstringige
Homopolynukleotide resistent gegeniiber einer Spaltung (Yonemura et al., 1983). In diesem
Zusammenhang wurde gezeigt, dal die Serratia Nuklease doppelstringige Nukleinsduren, die
eine A-Form dhnliche Konformation annehmen konnen, priferentiell spaltet (Meiss et al., 1999).
So werden beispielsweise d(A)-d(T)-tracts in doppelstrangiger DNA kaum gespalten, wihrend
d(G)-d(C)-tracts die bevorzugten Spaltstellen darstellen (Meiss et al., 1995). Der Zweck einer
begiinstigten Bindung und Spaltung von Substraten in A-Konformation konnte sein, daf} auf

diese Weise sichergestellt wird, dal sowohl RNA als auch DNA, die beide unter bestimmten
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Bedingungen die A-Form annehmen konnen, in die Bindungstasche des Enzyms aufgenommen
werden kann (Meiss et al., 1999).

Das Enzym bendtigt als Cofaktor Mg** in Konzentrationen von 5 bis 10 mM, welches nur
bedingt durch andere zweiwertige Metallionen wie Mn?* ersetzt werden kann (Nestle & Roberts,
1969a; Yonemura et al., 1983; Friedhoff, 1995). Es ist in einem weiten pH-Bereich von pH 7-10
aktiv (Nestle & Roberts, 1969a), besitzt jedoch die grofite Aktivitéit bei pH 8.0 (Yonemura et al.,
1983). Ebenfalls iiber einen weiten Bereich erstreckt sich die Temperaturtoleranz: Bei 4 °C bis
50 °C ist die Nuklease aktiv (Ahrenholtz et al., 1994). Das Enzym zeichnet sich durch eine grof3e
Stabilitit gegeniiber einigen denaturierenden Agenzien wie z.B. Harnstoff oder Mercaptoethanol
aus (Yonemura et al., 1983; Merck, 1989). Dies und die grof3e spezifische Aktivitit der Nuklease
hat dazu gefiihrt, da} die Serratia Nuklease u.a. von der Firma Merck unter dem Handelsnamen
Benzonase® kommerziell vertrieben wird. Sie wird zur Entfernung von Nukleinsduren aus
biochemischen Prédparaten sowie fiir footprint-Analysen eingesetzt (Merck, 1989, 1993, 1995).
Ferner wurde daran gearbeitet, auf der Basis einer immobilisierten Variante der Serratia
Nuklease einen Biosensor zur hochempfindlichen Detektion von Nukleinsduren zu entwickeln

(Franke, 1998; Gast et al., 2001).

Abb. 1-1: Struktur des Homodimers der Serratia Nuklease mit a-Helices (rot), B-Faltbléttern
(griin) und loops (grau). Zur Kennzeichnung der Lage der aktiven Zentren sind die

essentiellen Aminosduren His89 und Asnl19 blau hervorgehoben. Die Koordinaten
entsprechen dem PDB-Eintrag 1ISMN (Miller et al., 1994).
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Seit der ersten erfolgreichen Kristallisation der Nuklease vor 10 Jahren (Miller et al., 1991) ist es
inzwischen gelungen, die atomare Struktur des Enzyms mit einer Auflosung von 1.1 A zu
bestimmen (Shlyapnikov et al., 2000). Dagegen existiert bis heute keine Cokristallstruktur der
Nuklease mit einem Substrat. Das Protein enthilt zentral ein 6-stringiges B-Faltblatt, das auf
beiden Seiten von helicalen Bereichen und langen loop-Regionen flankiert wird (Abb. 1-1). Das
Enzym liegt als Homodimer vor (Filimonova et al., 1981; Miller & Krause, 1996), wobei zwar
die aktiven Zentren beider Monomere unabhédngig voneinander funktionieren, mit
hochmolekularer DNA jedoch groBere Enzym-Substrat-Netzwerke ausbilden konnen, so daf}
eine Art prozessiver Spaltung moglich wird (Franke et al., 1998, 1999a,b). Dies wiirde einer
vermuteten nutritiven Funktion dieser Nuklease gerecht werden, doch auch eine Aufgabe als

Bakteriocin zur Bekdampfung konkurrierender Mikroorganismen ist nicht auszuschlieen.

1.2.2 Das aktive Zentrum der Serratia Nuklease

Ausgehend von Sequenzvergleichen mit lediglich drei verwandten Enzymen aus Anabaena sp.
(Muro-Pastor et al., 1992), Saccharomyces cerevisiae (Vincent et al., 1988) sowie Bos taurus
(Ruiz-Carrillo & Coté, 1993) wurden noch vor Bekanntwerden der Struktur der Serratia
Nuklease konservierte Aminosdurereste ausgewihlt, deren Funktion durch Mutationsanalysen
charakterisiert werden sollte (Friedhoff er al., 1994b). Mittlerweile konnten mit Hilfe weiterer
funktioneller (Friedhoff, 1995; Friedhoff et al., 1996b; Kolmes et al., 1996) und struktureller
(Miller et al., 1994; Miller & Krause, 1996; Lunin et al., 1997; Shlyapnikov et al., 2000) Studien
insgesamt 9 Aminosduren identifiziert werden, die das aktive Zentrum der Nuklease bilden und

am Katalysemechanismus des Enzyms beteiligt sind (Abb. 1-2; s. auch Kap. 4.2.2.1).

"
Ars 131 | - Abb. 1-2:
Struktur des aktiven
Zentrums der Serratia

Nuklease mit den vermutlich
an der Katalyse beteiligten
Aminosduren  (Koordinaten
nach Miller et al., 1994).

wn 123
MAsn 119

Asp 86
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Die fiir die Funktion wichtigsten Aminosdurereste sind das Histidin an der Position 89 sowie das
Asparagin 119. Ein Austausch dieser Aminosiuren ist mit groBen Aktivititsverlusten bis hin zu
einer vollstindigen Inaktivierung der entsprechenden Mutanten verbunden (Friedhoff ez al.,
1994, 1996b). Noch zu Beginn dieser Arbeit wurde die Funktion des His89 kontrovers diskutiert:
Wihrend wichtige Mutagenese- und andere Studien (Friedhoff et al., 1994b, 1996b; Miller et al.,
1994) den Schlufl nahelegen, dall diese Aminosdure als allgemeine Base fungiert, die durch die
Abstraktion eines Protons ein Wassermolekiil aktiviert, welches dann wiederum als Nukleophil
die Phosphatgruppe einer zu spaltenden Bindung angreifen kann, wurde fiir eine solche Funktion
auch die Aminosdure Glul27 vorgeschlagen (Antosiewicz et al., 1997; Lunin et al., 1997)
(s. auch Diskussion in Kap. 4.2.2.1). Der entstehende pentakovalente Ubergangszustand wird
wahrscheinlich durch das positiv geladene Arg57, daneben aber auch durch ein als Cofaktor
dienendes Mg**-Ion stabilisiert. Letzteres wird, wie neuere strukturelle Untersuchungen zeigen,
oktaedrisch umgeben von 5 Wassermolekiilen und der Seitenkette des Asnl19, das damit die
einzige und wichtigste direkte Koodinationsstelle zwischen Protein und Cofaktor ausbildet
(Miller et al., 1999). Die zunichst als Metallionen-Liganden favorisierten sauren Aminosiduren
Asp86 und Glul27 sind dagegen lediglich indirekt iiber Asn119 bzw. ein Wassermolekiil an der
Magnesiumbindung beteiligt (Miller ez al., 1999).

Die basischen Aminosduren Arg87 und Argl31 sind durch einen Kontakt mit den
Phosphatgruppen 3" bzw. 5” von der zu spaltenden Phosphodiesterbindung maBgeblich an der
Bindung eines Substrates beteiligt (Friedhoff er al., 1996b). Wie die Protonierung der
Abgangsgruppe erreicht wird, ist zur Zeit noch unbekannt; in Frage dafiir kommt ein durch
Glul27 aktiviertes Wassermolekiil des Losungsmittels oder eines aus der Hydrationssphire des
Mg**, wie es fiir die Restriktionsenzyme EcoRI und EcoRV angenommen wird (Jeltsch et al.,
1993). Alternativ hierzu kann auch die Assoziation des Metallions an die negativ geladene
Abgangsgruppe deren Ablosung erleichtern, wie es fiir die 3’—5" Exonuklease der Klenow-
Polymerase diskutiert wurde (Beese & Steitz, 1991).

Fiir die konservierten aromatischen Aminosiduren Tyr76 und Trp123 wird eine Beteiligung an
der Substratbindung vermutet (s. auch diese Arbeit, Kap. 3.5), nachdem ausgeschlossen werden
konnte, da3 diese Reste fiir die Spaltpriferenzen der Serratia Nuklease verantwortlich sind

(Meiss et al., 1999, 2000).
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1.2.3 Die Serratia Nuklease-Familie der DNA/RNA -unspezifischen

Nukleasen

Die Nuklease aus Serratia marcescens gehort zu einer stetig wachsenden Gruppe homologer
Zucker-unspezifischer Nukleasen, deren Mitglieder in allen Organismengruppen zu finden sind.
Zu ihnen gehdoren Enzyme aus Eukaryonten, wie die mitochondriale Nuklease aus
Saccharomyces cerevisiae (Vincent et al., 1988), sowie Endonukleasen aus Bos taurus (Ruiz-
Carillo & C6té, 1993), Mus musculus (Prats et al., 1997) und Homo sapiens (Tiranti et al., 1995).
Homologe Proteine wurden u.a. entdeckt in dem Cyanobakterium Anabaena sp. (Muro-Pastor et
al., 1992, Meiss et al., 1998) und dem Schleimpilz Syncephalostrum racemosum (Chen et al.,
1993). Zusitzlich sind offene Leseraster (ORFs, open reading frames) mit teilweiser Homologie
in Caenorhabditis elegans, Schizosaccharomyces pombe und Trypanosoma brucei gefunden
worden (Meiss et al., 1998). Alle diese Enzyme sind durch das Motiv D-R-G-H-[QIL]-X3-A
(PROSITE-Motiv PDOC00821) gekennzeichnet, das in der Aminosduresequenz der Proteine
hoch konserviert vorliegt (Abb. 1-3). Allen gemeinsam ist auerdem die Abhéngigkeit ihrer
katalytischen Aktivitdt von divalenten Metallionen. Bis heute ist die Serratia Nuklease das
einzige Enzym dieser Gruppe, fiir das Strukturinformationen vorhanden sind. Gleichzeitig ist es
das am besten charakterisierte Mitglied der Familie, so daf} es als Paradigma der unspezifischen
Nukleasen dieser Gruppe gilt.

Daneben wurde eine teilweise Sequenzhomologie zumindest derjenigen Aminosduren, die das
aktive Zentrum der Serratia Nuklease bilden, zu einer anderen Gruppe von Nukleasen
aufgedeckt, die mit der an der bakteriellen Konjugation und Transformation beteiligten Nuklease
aus Streptococcus pneumoniae (Puyet et al., 1990) verwandt sind (Abb. 1-3). Fiir diese
Nuklease-Familie wird dementsprechend ein der Serratia Nuklease dhnliches aktives Zentrum
sowie ein dhnlicher Mechanismus der Phosphodiesterspaltung angenommen (Friedhoff et al.,
1999b). Unterstiitzt wird diese Hypothese dadurch, daBl fiir ein Mitglied der Familie, die
Nuklease aus Streptococcus pyogenes, schon gezeigt werden konnte, dal ein Histidin-Rest

essentiell fiir die katalytische Aktivitit des Enzyms ist (Iwasaki et al., 1997).
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Serratia_marcescens LKVDRG:;IQAPLASLAG——————- VSDWESLNYL—SNITPQKSD—LEQ——GAWARLEDQERKLI :134
Homo_sapiens SGFDRGI;ILAAAANHRWS ——————| QOKAMDDTF YL-SKVAPQVTH-LYQ—-—NAWNNLEKYSRSLT :187
Bos_taurus SGFDRGI;ILAAAANHRWS ——————| QOKAMDDTF YL-SNVAPQVPH-LNQ—-—-NAWNNLEKYSRSLT :189
Mus_musculus SGFDRGI;ILAAAANHRWS ——————| ORAMDDTF YL-SNVAPQVPH-LYQ—-—NAWNNLERYSRSLT :184
Caenorhabditis_elegans SGFDRGI;ILAAAGNHRKS ——————| QLAVDQTFYL-SNMSPQVGRGF\R——DKWNDLEMHCRRVA :640
Drosophila _melanogaster SGFDRGI;ILAAAGNHHLQ—————-—| QNHCEDTFFL—TNIAPQVGQGFHR——SAWNNLEQYVRNLV :129
Cunninghamella_echinulata SGFDR AGDAVAT—-————— QPAMDQTFYL—-SNMSPQVGIGF\R-—HYWAYLEGFCRSLT :134
Saccharomyces_cerevisiae SGYDRG:IQAPAADAKFS——————| QQAMDDTFYL—SNMCPQVGEGFNR——DYWAHLEYFCRGLT :185
Schizosaccharomyces_pombe SGYDRGI;IQVPAADCKF S ——————| QEAMNETF YL-SNMCPQVGDGFYR-—NYWAYFEDWCRRLT :189
Trypanosoma_brucei RGLSRG;ILAAAQFHKSS—————- TVELAQTFNMNANTVPQDMT—M&A——VDWLRLENLTRKLR :268
Borrelia_burgdorferi SGYDRGi;IIVSSADMSFS—————— ENAMKDTYFL-SNMSPQKSE-Fi\|[S——GIWLKLEKLVREWA : 91
Campylobacter._jejuni SGYTRGIITAPNASF SXX—————— KAAQNSVFLM—SNITPQNAQ—INX——KIWNXIEQRERNLA : 84
Anabaena_sp. SGYDRGI;I TAPSADRTKT —————-—' TEDNAATF LM-TNMMPQTPD-NNR--NTWGNLEDYCRELV :170

Pseudomonas_aeruginosa ASFDK DPGWGDSDAVARQAEDDTFVY-TNAVPQVAQ-INO—-—RSWLSLEDYVLONA :513
Rhizobium_sp. NYFDR( LVRRLDPVWG—EIRVAKQANDDTFQW—TNCSPQYWGF—NQGADLWQGLENFLLYNT :541
Gallus_gallus TGLNRGILNPSGHHSDS ——————-— SSRAATFSL-TNIVPONEK-LRNG—GAWNNYEQQTMMRR :187
Streptococcus_pyogenes_Nuc3 = LVGY————————————— QFCGLNDEP-RNLVAMT-AWLYTGAYSGANDSNPEGMLY :162
Streptococcus_pyogenes_Nuc2 — LVGY————————————— QF SGLNDEP—-KNLVTMT-KYLNTGFS———--DKNPLGMLY :161
Enterococcus_faecalis —=NHSRGELIGR————————————— OMGGSGDDP-RNLTTLYONPVNTPYM——————————— TK :149
Streptococcus_equisimilis HLFVASLFA-————————————— DSLGGKSIR-KNAITGT-QM GTR——————— KGGMQY :217
Streptococcus_pyogenes_Nucl YLFDRSELIA-—————————————| DSLGGRPFR-NNLITGT-RT GNN————- DRKGGMQY :223
Streptococcus_pyogenes_MF25 DFWNRSELIA-—————————————| DSLGGDALR-VNAVTGT-RT GGR————- DOKGGMRY :200
Streptococcus_pyogenes_Nuc4 —AVDRGELLGYA-LVGG———-— LKGFDASTGNP-DNIATQL-SWANQANK————— PYLTGQONY :109
Streptococcus_pneumoniae —AVDRGEILLGYA-LIGG————— LDGFDASTSNP-KNIAVQT-AWARNQAQA————— EYSTGONY :203
Physarum_polycephalum —TCTASi;LCH-NT RCHNP-LHLCWES-LDDNK-GRNWCPGP——————— :128
Didymium iridis -TFHSSiILCKGDG SCMEL-KHTLRVP-AQTNLADHELCPAF ——————— :205
Naegleria_andersoni —ARTIS)ILCG-NG GCARP-GHLRIEK-KTVRD-ERTHCHFLL-RRSQS :216

Abb. 1-3: Aminosidure-Sequenzvergleich der vermutlichen aktiven Zentren von drei
verschiedenen Nuklease-Familien: Oben die Familie der DNA/RNA-
unspezifischen Nukleasen des Serratia-Typs, in der Mitte die zur Nuklease von
Streptococcus pneumoniae homologen Enzyme und unten Vertreter der Cys-His-
box-Homing-Endonukleasen. Konservierte Aminosduren innerhalb einer Gruppe
sind jeweils grau unterlegt, das in allen genannten Proteinen streng konservierte
und katalytisch relevante Histidin und das Asparagin sind schwarz unterlegt
(verdndert nach Friedhoff et al., 1999b).

Uberraschend war die jiingst entdeckte groBe strukturelle Ahnlichkeit der aktiven Zentren der
Serratia Nuklease und der Homing-Endonuklease I-Ppol aus dem Schleimpilz Physarum
polycephalum (Friedhoff et al., 1999a,b; Flick et al., 1998). Trotz der sehr unterschiedlichen
Gesamtstruktur beider Proteine ergibt sich bei der Uberlagerung der Hauptketten von 23
Aminosduren in der Region um das aktive Zentrum eine mittlere Abweichung von lediglich
1.14 A (Friedhoff er al., 1999b). Dabei zeigt sich die gleiche geometrische Anordnung der
katalytisch wichtigen Seitenketten der Aminosdurereste His89, Asnl119 und Arg57 der Serratia
Nuklease, die den Aminosduren His98, Asnl119 und Arg61 in I-Ppol entsprechen, sowie der
Magnesium-Koordinationssphidre (Miller et al., 1999). Obwohl ansonsten keine Sequenz- und
Strukturhomologie zwischen beiden Nukleasen besteht, haben diese Enzyme doch &dhnliche
biochemische Eigenschaften wie das pH-Optimum, die Reaktionsprodukte mit 5° -Phosphaten
sowie die Abhingigkeit ihrer Aktivitit von divalenten Metallionen wie Mg®* (Wittmayer &

Raines, 1996). Aus diesen Griinden wurde postuliert, daB beide Enzyme den gleichen
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Mechanismus zur Spaltung von Phosphodiesterbindungen nutzen (Friedhoff et al., 1999a,b;
Mannino et al., 1999; Galburt et al., 1999), wobei ein Histidin als allgemeine Base das
angreifende Wassermolekiil aktiviert und ein zweites Wassermolekiil, moglicherweise aus der
Hydrathiille des Mg2+—lons, die Abgangsgruppe protoniert, wihrend die Guanidiniumgruppe
eines Argininrestes bzw. das Mg**-Ion den Ubergangszustand stabilisiert. Bestirkt wird diese
Annahme durch die Tatsache, dafl beide Nukleasen das in dieser Arbeit beschriebene artifizielle
Minimalsubstrat Desoxythymidin-di-3’-5’-(p-nitrophenyl)-phosphat (s. Kap. 3.3) an der gleichen
Position und mit vergleichbarer Aktivitdt umsetzen (Friedhoff et al., 1999b). Weiterhin haben
neuere Mutagenesestudien an I-Ppol die Bedeutung der Aminosdurereste Arg6l, His98 und
Asn119 fiir die Katalyse bestétigt (Mannino et al., 1999).

Die Ahnlichkeit der aktiven Zentren sowie die funktionellen Ubereinstimmungen bei diesen
Nukleasen sind umso bemerkenswerter, wenn man bedenkt, daf} es sich bei beiden Enzymen um
Proteine mit einer sehr unterschiedlichen Funktion handelt: Wihrend die Nuklease aus Serratia
marcescens eine unspezifische Nuklease ist, die Nukleinsduren weitgehend Zucker-und Basen-
unspezifisch hydrolysiert, ist I-Ppol wie alle Homing-Endonukleasen sehr spezifisch, so daf}
lediglich doppelstringige DNA und nur innerhalb einer langen, definierten Erkennungssequenz
von 15 Basenpaaren gespalten wird (Muscarella & Vogt, 1989).

I-Ppol ist teilweise sequenzhomolog zu zwei weiteren Homing-Endonukleasen der sog. His-Cys-
box-Familie (Johansen et al., 1993), bei denen ebenfalls die den Aminosiduren His98 und Asn119
in I-Ppol entsprechenden Reste konserviert vorliegen, wihrend ansonsten keine signifikante
Sequenzhomologie zur Serratia-Familie der DNA/RNA-unspezifischen Nukleasen besteht
(Friedhoff et al., 1999b) (Abb. 1-3). Aufgrund der umfassenden biochemischen und strukturellen
Charakterisierung der Serratia Nuklease kann diese auch als Modell fiir die mogliche Funktion
der aktiven Zentren dieser Familie von Homing-Endonukleasen dienen, fiir die bis heute wenige
Informationen iiber den Mechanismus der Nukleinsdurespaltung vorliegen. Andererseits bieten
die fiir I-Ppol schon vorhandenen Strukturinformationen iiber das Enzym im Komplex mit
seinem kognaten Substrat (Flick et al., 1998) aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit mit dem
aktiven Zentrum der Serratia Nuklease die Moglichkeit, Hinweise darauf zu erhalten, wie ein
Substratmolekiil im Zentrum dieses Enzyms gebunden vorliegen konnte (Srivastava et al., 1999)
(s. Kap. 4.3.2.2).

Mit der 1999 veroffentlichten Struktur des Bakteriocins Colicin E9 (Kleanthous et al., 1999) ist

eine weitere Endonuklease identifiziert worden, deren Aminosiuren im aktiven Zentrum ebenso
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angeordnet sind wie bei der Serratia Nuklease und der Homing-Endonuklease I-Ppol (Kiithlmann
et al., 1999). Auch hier gibt es ein Histidin und ein Arginin, welche dem His89 und dem Arg57
der Serratia Nuklease entsprechen, wihrend sich an der dem Asnl19 entsprechenden Position
ein weiteres Histidin befindet. Weiterhin ist bei der E9 DNase ein Ni**-Ion an der Position des
Mg**-Cofaktors der Serratia Nuklease und der I-Ppol lokalisiert. Trotz der sehr
unterschiedlichen dreidimensionalen Struktur der drei Nukleasen besteht bei der Uberlagerung
von 22 Aminosduren der aktiven Zentren zwischen der E9 DNase und der Serratia Nuklease
lediglich eine mittlere Abweichung von 1.5 A bzw. zwischen der E9 DNase und I-Ppol eine
Abweichung von 1.2 A. Das aktive Zentrum des Colicins E9 stellt gleichzeitig ein klassisches H-
N-H-Motiv dar, das vormals nur in Homing-Endonukleasen gefunden wurde und zu deren
Einteilung in vier Familien herangezogen wurde (Belfort & Roberts, 1997). Die Homologie der
aktiven Zentren von Serratia Nuklease, I-Ppol und Colicin E9 146t sich - wie kiirzlich gezeigt
wurde — auch auf die T4 Endonuklease VII erweitern (Raaijmakers et al., 2001). Aufgrund der
Ahnlichkeit der aktiven Zentren dieser unterschiedlichen Enzyme wurde schlieBlich
vorgeschlagen, sie nach den Sekundirstruktur-Elementen, die deren aktive Zentren bilden, unter

dem Namen ,,fa-Me-Familie*“zusammenzufassen (Kithlmann et al., 1999).

1.3 Ziel der vorliegenden Arbeit

Wie oben aufgefiihrt wurde, gehort die extrazelluldre Endonuklease aus Serratia marcescens zu
einer stets wachsenden Gruppe DNA/RNA-unspezifischer Nukleasen, zu der Vertreter aller
Organismengruppen von Bakterien iiber Pilze bis hin zu Sdugetieren gehoren (Kap. 1.2.3).
Evolutiv betrachtet scheint sich hier in den verschiedensten Organismengruppen und in Enzymen
mit unterschiedlicher Struktur und Funktion ein dhnliches Motiv entwickelt zu haben, das fiir die
Spaltung von Phosphodiesterbindungen in besonderer Weise geeignet ist. Zumindest in der
Familie der DNA/RNA-unspezifischen Nukleasen ist die Serratia Nuklease dasjenige Enzym,
das am intensivsten untersucht und iiber das infolgedessen die meisten Informationen
struktureller und funktioneller Art vorliegen. So gilt diese Nuklease als Paradigma fiir die
gesamte Familie unspezifischer Nukleasen des Serratia-Typs und kann gleichzeitig wichtige

Hinweise auf die Funktionsweise von anderen Enzymen der B a-Me-Familie liefern.
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Trotz der Erkenntnisse, die iiberwiegend aufgrund struktureller Untersuchungen und
Mutagenese-Studien iiber die Beteiligung bestimmter Aminosduren am Aufbau des aktiven
Zentrums der Serratia Nuklease gewonnen werden konnten, blieben beziiglich des genauen
Katalysemechanismus noch immer wichtige Fragen offen: Diese betrafen die kontrovers
diskutierte Rolle der Aminosduren His89 und Glul27 als Sdure/Base-Paar wihrend der Spaltung
von Phosphodiesterbindungen (Friedhoff ef al., 1994b, 1996b; Miller et al., 1994; Lunin et al.,
1997) sowie die Funktion des Cofaktors Mg”* bei der Katalyse. Dies sollte mit Hilfe kinetischer
Untersuchungen, u.a. unter Verwendung eines neuen Minimalsubstrates, sowie mittels weiterer
Studien zur Metallionen-Abhéngigkeit geklart werden.

Eine weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung von Aminoséuren, die an der
Substratbindung beteiligt sein konnten, um so die Bindungsregion der Serratia Nuklease niher
lokalisieren zu konnen. Aufgrund der bis heute fehlenden Strukturdaten fiir einen Enzym-
Substrat-Komplex gibt es beziiglich der Bindung von Nukleinsduren an diese Nuklease bisher

nur wenige Hinweise.
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2 MATERIALIEN UND METHODEN

In dieser Arbeit angewandte gingige Standardverfahren der Mikro- und Molekularbiologie
werden hier nicht detailliert beschrieben. Diesbeziiglich sei auf die Laborhandbiicher Current
Protocols in Molecular Biology (Asubel et al., 1987-2000), Biochemistry Labfax (Chambers &
Rickwood, 1993) und Molecular Biology Labfax (Brown, 1991) sowie auf Methodenbiicher wie

beispielsweise Pingoud & Urbanke (1997) verwiesen.

2.1 Materialien

2.1.1 Reagenzien und Biochemikalien

Die fiir diese Arbeit verwendeten Feinchemikalien stammen von den Firmen Calbiochem (Bad
Soden), Fluka (Buchs, CH), GibcoBRL (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg) und
Sigma (Deisenhofen). Ni**-Affinititsmaterial wurde von der Firma QIAGEN (Hilden) bezogen.
Von dieser Firma sowie von Macherey & Nagel (Diiren) stammten auch die verwendeten Kits
fiir die Plasmid-Préparation, fiir die Aufreinigung von PCR-Produkten sowie fiir die Priparation

von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen.

2.1.2 Enzyme und Biomolekiile

Restriktionsenzyme wurden mit den entsprechenden 10x-Puffern von den Firmen Amersham
Pharmacia Biotech (Braunschweig), Eurogentec (Koln) und MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
bezogen.

Pfu DNA-Polymerase stammte von der Firma Stratagene (Amsterdam, NL), T4 DNA-Ligase
von Boehringer-Mannheim (Mannheim) bzw. MBI Fermentas, T4 Polynukleotidkinase ebenfalls
von MBI Fermentas, Shrimps Alkalische Phosphatase und DNase I von Amersham Pharmacia

Biotech.
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Heringsspermien-DNA wurde von Sigma, Hefe-RNA von Boehringer-Mannheim und [y-*°P]-
ATP zur radioaktiven Markierung von Nukleinsduren wurde von der Firma NEN (Boston, USA)
bezogen. Oligodesoxyribonukleotide, die als Primer in PCR-Reaktionen eingesetzt wurden,
synthetisierte die Firma Interactiva (Ulm). Oligonukleotide mit abasischen Positionen wurden
von metabion (Planegg-Martinsried) bezogen.

Das artifizielle =~ Substrat  Desoxythymidin-di-3’-5"-(p-nitrophenyl)-phosphat ~ wurde
freundlicherweise von Prof. B.A. Connolly, Newcastle, zur Verfiigung gestellt bzw. von Dr.
I. Franke synthetisiert (Franke, 1998). Desoxythymidin-5’-(p-nitrophenyl)-phosphat konnte von

der Firma Merck bezogen werden.

2.2 Mikrobiologische Methoden

Alle mikrobiologischen Arbeiten wurden unter moglichst keimfreien Bedingungen unter einer
Sterilbank durchgefiihrt. Die dabei verwendeten Gerite, Materialien und Losungen wurden fiir

30 min bei einer Temperatur von 121 °C autoklaviert.

2.2.1 Niahrmedien zur Bakterienkultur

Die Kultur von E. coli-Stimmen erfolgte in LB-Vollmedium (Luria & Human, 1952), dem das
Antibiotikum Ampicillin in einer Endkonzentration von 75 ug/ml zugesetzt wurde. Zur
Herstellung von Selektivplatten wurde dem Medium 1.5 % (w/v) Bacto-Agar sowie 100 ug/ml

Ampicillin zugegeben und es anschliefend in Petrischalen gegossen.

Zur Kultur von E. coli-Zellen nach Elektrotransformation wurde SOC-Medium in folgender
Zusammensetzung verwendet (1 1):

20.0 g Caseinhydrolysat

5.0 g Hefeextrakt

7.4 g NaCl

3.6 g Glucose

1.27 ml 40 % (w/v) Phytinsdure

pH 7.0.
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2.2.2 Escherichia coli-Stiamme

Die folgenden Stimme des Bakteriums Escherichia coli, deren jeweiliger Genotyp angegeben

ist, wurden zur Klonierung und Expression eingesetzt:

LK111(A) [ my", thi-1, thr-1, leuB6, tonA21, supE44, lacl! YZAMI15, Hfr, A'] (Zabeau &
Stanley, 1982) wurde zur Klonierung von Mutanten der Serratia Nuklease verwendet. Es handelt
sich um eine A-lysogene Variante des Stammes LKI111, die den AcI-Repressor Konstitutiv
exprimiert. Plasmide mit Genen, die unter Kontrolle des AP;- oder APg-Promotors stehen,

konnen dadurch vermehrt werden, ohne daf} es zur Expression der entsprechenden Gene fiihrt.

TGE900 [F, su-1, ilv-1, bio(Aclts857ABamHI)] (Courtney et al., 1984) exprimiert konstitutiv
die temperatursensitive Variante Aclts857 des A-Repressors. Bei der nicht-permissiven
Temperatur von 28 °C wird die Transkription von Genen unter Kontrolle des AP - oder APg-
Promotors reprimiert, wohingegen eine Temperaturerhdhung auf 42 °C die Inaktivierung des
Repressors und damit eine Uberexpression der auf entsprechenden Plasmiden codierten Proteine

ermoglicht.

2.2.3 Der Plasmid-Vektor pHisNuc

Das in dieser Arbeit als Expressionsvektor verwendete Plasmid pHisNuc (Wende, 1995) trigt
das Gen fiir die Serratia Nuklease mit einem zusétzlichen N-terminalen Hisg-tag der Sequenz
[Met(Hisg)GlySer], der die spitere Aufreinigung des Proteins mittels Affinitdtschromatographie
ermoglicht. Die vollstindige Nukleinsduresequenz des Nuklease-Gens ist im Anhang
wiedergegeben (Kap. 7.1). Auf diesem Plasmid befindet es sich unter der Kontrolle des Pj-
Promotors. pHisNuc enthdlt auBerdem das [-Lactamase-Gen zur Ausbildung einer

Ampicillinresistenz und einen high copy number origin.
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2.2.4 Transformation von E. coli-Zellen

2.2.4.1 Bereitung TSS-kompetenter Zellen

Die TSS-Methode (TSS = transformation and storage solution) (Chung et al., 1989) zur

Herstellung von Bakterienzellen, die Plasmid-Vektoren mit einer hoheren Ausbeute aufnehmen

konnen als z.B. E. coli-Zellen es natiirlicherweise vermogen, verwendet PEG und DMSO zur

Vorschiddigung der Zellen und Magnesium-Ionen zum Ladungsausgleich der DNA. Die

Vorgehensweise ist die folgende:

100 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum werden mit 1 ml einer tiber Nacht
gewachsenen Vorkultur des jeweiligen Bakterienstammes angeimpft

Wachstum der Bakterienkultur bei 37 °C bis zu einer Zelldichte von 0.5 OD**

Zellernte durch Zentrifugation fiir 10 min bei 4 °C und 1000 x g

Resuspension der Zellen in 10 ml eiskalter TSS (LB-Vollmedium mit 10 % (w/v) PEG 3300
oder 8000, 5 % (v/v) DMSO, 50 mM MgCl, oder MgSOy, pH 6.0-6.5)

Aliquotieren der Zellsuspension zu je 200 ul, die in fliissigem Stickstoff schockgefroren

werden

Die auf diese Weise vorbereiteten Zellen konnen sofort eingesetzt werden und behalten ihre

Kompetenz bei Lagerung bei —70 °C fiir ca. 6 Monate.

2.2.4.2 Transformation TSS-kompetenter Zellen

Zugabe von bis zu 2 pg Plasmidlésung zu einem Aliquot (200 ul) kompetenter Zellen und
Inkubation fiir 60 min auf Eis

Hitzeschock fiir 3 min bei 42 °C, anschlieBendes Abkiihlen auf Eis

Zugabe von 1 ml LB-Medium und Inkubation fiir 60 min bei 37 °C (LK111(A)) bzw. 28 °C
(TGE900)

Zentrifugation fiir 2 min bei 10 000 x g, AbgieBen des Uberstandes

nach Resuspension kann das Zellpellet auf Selektivplatten ausgestrichen werden

Wachstum der Zellen je nach Stamm bei 28 °C oder 37 °C
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2.2.4.3 Bereitung elektrokompetenter Zellen

Bei der Elektrotransformation werden Plasmid-Vektoren unter Hochspannung in die
Bakterienzellen gebracht. Der Vorteil dieser Methode ist die hohere Transformationseffizienz.
Die Vorbereitung der Bakterienzellen erfolgt nach folgender Methode, bei der durch
mehrmaliges Waschen Salzreste, die bei der Elektrotransformation storen konnten, entfernt

werden:

¢ Animpfen von 1 I LB-Medium mit 50 ml einer iiber Nacht gewachsenen Vorkultur und
Wachstum bei 37 °C bis zu einer Zelldichte von 1 OD*”

¢ Inkubation fiir 30 min auf Eis in einem vorgekiihlten Zentrifugenbecher

o Zellernte durch Zentrifugation bei 4 °C und 4000 x g fiir 15 min, AbgieBen des Uberstandes

¢ nach und nach werden die Zellen in insgesamt 1 1 eiskalten Wassers resuspendiert, wobei sie
immer auf Eis gehalten werden miissen

e Zentrifugation bei 4 °C und 4000 x g fiir 15 min, AbgieBen des Uberstandes

e Wiederholen der schrittweisen Resuspension in insgesamt 500 ml Wasser

e Zentrifugation bei 4 °C und 4000 x g fiir 15 min, AbgieBen des Uberstandes

e Resuspension der Zellen in 40 ml eiskalter 10 %iger Glycerinlosung

e Zentrifugation bei 4 °C und 4000 x g fiir 15 min, AbgieBen des Uberstandes

e Resuspension der Zellen in 2 ml eiskalter 10 %iger Glycerinlosung

e Aliquotieren der Zellsuspension zu je 80 ul, die in fliissigem Stickstoff schockgefroren

werden

2.2.4.4 Elektrotransformation
Die fiir die Elektrotransformation verwendete DNA muf} salz- und proteinfrei sein, was durch
eine vorangegangene Ethanol-Fillung erreicht wird. Die Transformation erfolgt wie im

Folgenden beschrieben:

e Vorkiihlen sowohl der elektrokompetenten Zellen und der DNA als auch der verwendeten
Elektroporationskiivetten auf Eis

e Mischen von 10 pg-10 ng sc Plasmid-DNA mit 80 ml Zellsuspension
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e Transformation in einem Elektroporator II (Invitrogen, USA) nach den Angaben des
Herstellers fiir 5 ms bei einer Spannung von 1700 V

¢ Aufnehmen der Zellen in 1 ml SOC-Medium (s. Kap. 2.2.1) und Inkubation bei 28 °C oder
37 °C (je nach Stamm) fiir 1 h

e Zentrifugation fiir 2 min bei 10 000 x g, AbgieBen des Uberstandes

¢ nach Resuspension kann das Zellpellet auf Selektivplatten ausgestrichen werden

e Wachstum der Zellen je nach Stamm bei 28 °C oder 37 °C

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Priparation von Plasmid-DNA

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA im Kleinmalstab wurde eine Miniprédparation mit Hilfe des
QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Hilden) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
Aus einer 3 ml Bakterienkultur konnen hiermit Ausbeuten von bis zu 10 ug Plasmid erreicht
werden.

Grolere Mengen Plasmid-DNA wurden durch alkalische Lyse und differentielle
Nukleinsaureprizipitation gewonnen (Birnboim & Doly, 1979; Ish-Horowicz & Burke, 1981).
Nach dem folgenden Protokoll konnen etwa 300 pg Plasmid-DNA aus 500 ml Bakterienkultur

isoliert werden.

o Zellernte: Zentrifugation der 500 ml Kultur: 4000 rpm, 15 min, 4 °C
Waschen mit 40 ml STE-Puffer (100 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI, pH 8.0,
1 mM EDTA)
Zentrifugation: 4000 rpm, 15 min, 4 °C
e Lyse: Resuspension in 10 ml Losung I (50 mM Glucose, 25 mM Tris/HCI, pH 8.0,
10 mM EDTA) und 10 ml Lésung I mit 80 mg Lysozym
Inkubation fiir 15 min bei RT
Zugabe von 40 ml Losung II (0.2 M NaOH, 1 % SDS)

Inkubation fiir 10 min auf Eis
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Zugabe von 30 ml Losung III (36 ml 3 M Kaliumacetat, 11.5 ml 100 %ige
Essigsdure, 28.5 ml H,0), Inkubation fiir 30 min auf Eis
Zentrifugation: 20 000 rpm, 20 min, 4 °C
Uberstand filtrieren

e 1. Fillung: Zugabe von 0.6 vol. Isopropanol, Inkubation fiir 10 min bei RT
Zentrifugation: 5000 rpm, 30 min, 4 °C
Verwerfen des Uberstandes, vollstindiges Trocknen des Pellets
Resuspension in 3 ml TE

e 2. Fillung: Zugabe von 3 ml 5 M LiCl
Zentrifugation: 10 000 rpm, 10 min, 4 °C

e 3. Fillung: Mischen des Uberstandes mit 1 vol. Isopropanol
Zentrifugation: 10 000 rpm, 10 min, RT
Waschen des Pellets mit 10 ml 70 %igem Ethanol
Trocknen des Pellets
Aufnehmen des Pellets in 500 ul TE mit 10 mg/ml RNase A
Inkubation fiir 30 min bei RT

e 4. Fillung: Zugabe von 500 ul PEGS (1.6 M NaCl, 13 % (w/v) PEG 8000)
Zentrifugation: 12 000 rpm, 5 min, 4 °C

e Extraktion: Trocknen des Pellets
Aufnehmen in 400 ul TE
Extraktion in 400 ul Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (24:24:1)
Extraktion in 400 ul Chloroform

5. Féllung: Zugabe von 100 ul 10 M Ammoniumacetat zur wissrigen Phase
Zugabe von 5 vol. 100 %igem Ethanol, Inkubation fiir 10 min bei RT
Zentrifugation: 12 000 rpm, 5 min, 4 °C
Waschen des Pellets mit 200 pl 70 %igem Ethanol
Zentrifugation: 12 000 rpm, 5 min, 4 °C
Trocknen des Pellets

Aufnehmen in 200-500 ul Wasser, Lagerung bei —20 °C
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2.3.2 Gelelektrophoretische Verfahren

2.3.2.1 Analytische Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Analyse von PCR-Produkten und Restriktionsfragmenten bis zu einer Lange von ca. 1000 bp
erfolgte iiber 6 — 8 %ige TPE-Polyacrylamidgele (TPE: 80 mM Tris-Phosphat, 2 mM EDTA, pH
8.0) der GroBe 10 x 10 x 0.1 cm. Die Nukleinsdurebanden wurden itiber Anfdarbung mit einer
Ethidiumbromid-Losung (1 ug/ml) und iiber einem UV-Leuchttisch  (Bachhofer
Transilluminators, Reutlingen) sichtbar gemacht und mit Hilfe eines Videosystems der Firma

INTAS, Gottingen, dokumentiert.

2.3.2.2 Analytische Agarosegelelektrophorese

Mit Hilfe von 0.8 %igen TBE-Agarosegelen (TBE: 100 mM Tris/Borat, pH 8.0, 2.5 mM EDTA)
konnte die Spaltung von iiberspiralisierter Plasmid-DNA analysiert werden. Die Visualisierung
der Nukleinsdurebanden erfolgte durch Anfirbung mit einer Ethidiumbromid-Lésung (1 pg/ml).
AnschlieBend wurden die Reaktionsprodukte mit einem INTAS-Videosystem dokumentiert und

iber das Programm TINA (Firma raytest) quantifiziert.

2.3.2.3 Priparative Agarosegelelektrophorese

Zur Aufreinigung von Plasmidfragmenten, die mit den Restriktionsenzymen BamHI und Sall
generiert wurden und die bei der Klonierung von Varianten des Nukleasegens als Rahmen
dienen sollten, wurde ein priparatives 0.6 %iges TAE-Agarosegel (TAE: 40 mM Tris, 20 mM
Natriumacetat, 1 mM EDTA, pH 8.0) verwendet. Nach Anfdarbung des Gels mit einer
Ethidiumbromid-Losung (1 pg/ml) und Visualisierung der Nukleinsduren unter UV-Licht der
Wellenldnge 312 nm erfolgt die Isolation der gewiinschten Bande mit Hilfe des DNA-
Extraktionskits QIAEx (QIAGEN, Hilden). Alternativ kann eine 0.6 %ige Agaroselosung mit
Ethidiumbromid versetzt und in das fertige Gel eine Tasche geschnitten werden, die mit low-
melting-Agarose gefiillt wird. Wihrend der Elektrophorese kann nun das Einlaufen der
gewiinschten DNA-Bande in diesen Bereich mittels UV-Lampe kontrolliert werden. Das
Gelstiick wird ausgeschnitten und nach Zugabe von Wasser durch Inkubation bei 65 °C fiir 5 min
verfliissigt. AnschlieBend wird die DNA mit dem QIAquick DNA-Purification Kit der Firma
QIAGEN, Hilden, aufgereinigt.
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2.3.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Proteinanalytik wurden 12.5 — 17.5 %ige diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgele der
Grofle 10x 10x 0.1 cm verwendet (SDS-PAGE, Laemmli, 1970). Als
Molekulargewichtsstandard wurde die Proteinmischung Merck IV mit Proteinbanden bei 12.4,
17.0, 30.0, 42.7, 66.3 und 77.8 kDa eingesetzt. Die Anfirbung der Proteinbanden erfolgte mit

Coomassie Brillant Blue.

2.3.3 DNA-Modifikationen

2.3.3.1 Spaltung von DNA mit Hilfe von Restriktionsenzymen

Préparative Spaltungen von Vektoren zum Zwecke der Klonierung und analytische Spaltungen
von PCR-Produkten wurden nach den Angaben des jeweiligen Herstellers mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen und den mitgelieferten 10x-Puffern durchgefiihrt. Die

Analyse der Spaltfragmente erfolgte tiber Gelelektrophorese (Kap. 2.3.2).

2.3.3.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation von in vitro generierten Varianten des Nuklease-Gens in Plasmidvektoren wurden
100 ng des zuvor mit geeigneten Restriktionsenzymen geoffneten Vektors mit einem 5 -10fachen
UberschuB des zu ligierenden Fragments mit T4 DNA-Ligase entsprechend den Angaben des
Herstellers inkubiert. Zur Elektrotransformation (Kap. 2.2.4.4) wurde die DNA unter
Verwendung von Glykogen als Fillungshilfe mit 1 Volumenteil Ammoniumacetat und 4
Volumenteilen Ethanol gefillt, um vorhandene Salze zu entfernen. Fiir die TSS-Transformation
(Kap. 2.2.4.2) kann der Ligationsansatz unmittelbar ohne weitere Aufreinigung eingesetzt

werden.
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2.3.3.3 Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden

Zur Untersuchung der Spaltung kurzer Oligonukleotide mittels Homochromatographie (s. Kap.
2.6.3) und zur anschlieBenden Detektion der Spaltprodukte in einem Instant/mager™ (Canberra
Packard) wurde die DNA mit [7—32P]—ATP radioaktiv markiert. In einer typischen Reaktion
wurden 100 pmol Oligonukleotid in dem entsprechenden 10fach Puffer der Kinase mit 1.7 pmol
(entspricht 5 pCi) [7—32P]—ATP und 5 U T4 Polynukleotidkinase fiir 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde, um eine vollstindige Phosphorylierung zu erreichen, ein
UberschuB an nicht-radioaktivem ATP (10 nmol) zugegeben und fiir weitere 10 Minuten

inkubiert. Schlieflich wurde die Kinase durch Temperaturerhohung auf 65 °C inaktiviert.

2.4 Invitro-Herstellung von Varianten der Serratia

Nuklease

2.4.1 Ortsspezifische Mutagenese nach der 2-PCR-Methode

In dieser Arbeit wurde zur in vitro-Generierung von rekombinanten Genen der Serratia Nuklease
mit gezielten Aminosdureaustauschen die 2-PCR-Methode angewandt (Friedhoff et al., 1994b).
Sie stellt eine Modifikation einer Methode von Ito ef al. (1991) dar. Ausgangspunkt fiir die
Mutagenese des Serratia-Gens ist das mit Eco471 vorlinearisierte Plasmid pATNuc (Wende,
1995), auf dem das Gen der Serratia Nuklease ohne Promotor vorliegt (Sequenz des Nuklease-
Gens im Anhang Kap. 7.1). In einer ersten Polymerasekettenreaktion (polymerase chain
reaction, PCR) wird mit Hilfe eines Mutagenese-Primers, der die gewiinschte Mutation sowie
eine zusitzlich eingefiihrte Restriktionsstelle trdgt, zunidchst ein Teilfragment des Gens
amplifiziert, das in der folgenden zweiten PCR als ,Megaprimer* zur Synthese des gesamten
Nuklease-Gens eingesetzt wird.

Die Sequenzen der verwendeten Primer wurden mit Hilfe des Computerprogrammes Oligo™
(National Biosciences) generiert und sind im Anhang (Kap. 7.2) wiedergegeben. Im Folgenden
sind die Zusammensetzung und die Bedingungen fiir die PCR-Reaktionen, die im Thermocycler

Varius V der Firma Landgraf, Hannover, durchgefiihrt wurden, genannt.
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1.PCR (50 pl-Ansatz):

Menge / Konzentration

Template pATNuc x Eco471 1 ng/ul

1.1.1.1.1 Primer LLE 400 nM

Mutagenese-Primer 400 nM

dNTPs je 200 uM

Pfu-Reaktionspuffer I x

Pfu DNA-Polymerase 0.025 U/ul

Proze3 Temperatur [°C] Zeit [sec] Anzahl Zyklen
Denaturierung 95 120 1
Denaturierung 95 30

Hybridisierung 62 60 15
Primerextension 72 60

Denaturierung 95 30

Hybridisierung 62 60 1
Primerextension 72 300

Abkiihlung 4 ) oo

2.PCR (50 pl-Ansatz):

Menge / Konzentration

Template pATNuc x Eco471
PCR-Produkt 1 (Megaprimer)
Primer LSE

Primer 1602

dNTPs

Pfu-Reaktionspuffer

Pfu DNA-Polymerase

1 ng/ul
ca. 2 ng/ul
400 nM
400 nM

je 200 uM
I x

0.025 U/ul
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Proze Temperatur [°C] Zeit [sec] Anzahl Zyklen
Denaturierung 95 180 1
Denaturierung 95 30 5
Primerextension 72 60"

Denaturierung 95 30

Hybridisierung 55 60 10
Primerextension 72 300

Abkiihlung 4 oo oo

! Rampe von 180 sec

Die PCR-Produkte wurden mit dem QIAquick PCR-Purification Kit der Firma QIAGEN, Hilden,
aufgereinigt.

Nach Kontrolle des 2. PCR-Produktes durch Markerspaltung mit dem entsprechenden
Restriktionsenzym wurde es mit BamHI und Sall gespalten und in das zuvor mit den gleichen
Enzymen gedffnete Plasmid pHisNuc einligiert. Mit den gewonnenen Plasmiden wurden mittels
TSS- bzw. Elektrotransformation (s. Kap. 2.2.4) E. coli-Zellen des Stammes LKI111(A)

transformiert.

2.4.2 Screening nach positiven Transformanden

Nach der Transformation und dem Wachstum der Bakterienzellen auf Selektivplatten wurden
einige Klone auf die Anwesenheit der mit der Mutation eingefithrten Markerschnittstellen
getestet. Dazu wurde zunidchst das Nukleasegen mit Hilfe einer PCR amplifiziert: Einzelne
Klone wurden in 50 ul Wasser aufgenommen und durch griindliches Vortexen und kurzzeitiges
Erhitzen auf 95 °C aufgeschlossen. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand in der folgenden

PCR eingesetzt:
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Screening-PCR (50 pl-Ansatz):

Menge / Konzentration

Uberstand Zellaufschluf 1 ul

Primer 67 400 nM

Primer LS 400 nM

DNTPs je 200 uM

Pfu-Reaktionspuffer I x

Pfu DNA-Polymerase 0.025 U/ul

Proze3 Temperatur [°C] Zeit [sec] Anzahl Zyklen
Denaturierung 95 180 1
Denaturierung 95 30

Hybridisierung 55 60 25
Primerextension 72 60

Abkiihlung 4 oo oo

Das Vorhandensein der gewiinschten Mutation wird mit Hilfe einer Restriktionsspaltung

iberpriift und iiber analytische Polyacrylamid-Gelelektrophorese dokumentiert.

2.4.3 Sequenzierung

Zur Verifizierung einer gewiinschten Mutation und um Sekunddrmutationen auszuschlieen,
wurden die Gene der Nuklease-Varianten nach der Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger
& Coulson, 1975) auf der Basis fluoreszenzmarkierter Didesoxyribonukleotide sequenziert. Die
Sequenzierreaktion wurde dabei mit dem Produkt der Sreening-PCR und dem PRISM
DyeDideoxy Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit der Firma Perkin-Elmer,
Weiterstadt, auf einem 373A-DNA-Sequencer oder einem ABI CE 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Weiterstadt) durchgefiihrt. Zur vollstindigen Sequenzierung des gesamten

offenen Leserasters wurden die das Serratia-Gen flankierenden Primer 67 und LS sowie die
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internen Primer 65 und 66 verwendet (Sequenzen im Anhang, Kap. 7.2). Die Vorbereitung der

Proben und die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

2.4.4 Aufreinigung rekombinanter Varianten der Serratia Nuklease

Die in dieser Arbeit charakterisierten Mutanten der Serratia Nuklease wie auch das Wildtyp-
Enzym wurden als rekombinante Proteine in E. coli-Zellen iiberexprimiert und denaturierend
aufgereinigt (Friedhoff et al., 1994b). Da sie hierbei als Fusionsproteine mit einem N-terminalen
GlySer(His)e-Affinitéts-fag vorliegen, konnen sie mittels IMAC (immobilized metal ion affinity
chromatography) von anderen Proteinen getrennt werden. Die gesamte Aufreinigung wurde
kontrolliert und dokumentiert, indem nach jedem Schritt ein Aliquot der Losung entnommen und

iiber SDS-PAGE (Kap. 2.3.2.4) analysiert wurde.

2.4.4.1 Expression von Nuklease-Varianten in E. coli-Zellen

Von Klonen, deren Gene sich aufgrund der Markerspaltung und Sequenzierung als positiv fiir
die gewiinschte Mutation herausgestellt hatten, wurde eine Miniprédparation von Plasmid-DNA
(Kap. 2.3.1) hergestellt. Diese diente zur Transformation des E. coli-Stammes TGE900, in dem
die Serratia Nuklease iiberexprimiert werden sollte.

Dazu werden 500 ml Selektivmedium mit Ampicillin als Antibiotikum mit 1 ml einer 3 ml-
Bakterienvorkultur angeimpft. Bis zu einer Dichte von 1 0D wachsen die Zellen bei der
permissiven Temperatur von 28 °C. Durch eine Temperaturerhohung auf 42 °C wird die
Expression des Nuklease-Gens, das unter Kontrolle des APp-Promotors steht, infolge der
Inaktivierung des temperatursensitiven A-Repressors induziert. Nach 1.5 h werden die Zellen
durch Zentrifugation (4000 rpm, 10 min, 4 °C) geerntet und mit STE-Puffer (8 % (w/v)
Saccharose, 50 mM Tris/HCI, pH 8.0, 5 mM EDTA) gewaschen.

2.4.4.2 Solubilisierung der Nuklease aus inclusion bodies
Stark iiberexprimierte Proteine, die in Escherichia coli in sog. inclusion bodies eingeschlossen

werden, konnen aus diesen durch Denaturierung gewonnen werden (Friedhoff et al., 1994a).

Nach Ultraschallaufschlul der Zellen in 10 mM Tris/HCI, pH 8.2, 1 mM EDTA (Branson
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Sonifier 250, output level 5, duty cycle 50 %, 5 x 15 sec) werden dazu die inclusion bodies von
den iibrigen Zellbestandteilen durch Zentrifugation (20 000 rpm, 60 min, 4 °C) getrennt und
durch Inkubation in Harnstoff-haltigem Puffer (10 mM Tris/HCI, pH 8.2, 6 M Harnstoff, 10 mM
Imidazol) iiber Nacht solubilisiert. Nach weiterer Zentrifugation (20 000 rpm, 60 min, 4 °C)

befindet sich das nunmehr geloste Protein im Uberstand.

2.4.4.3 Aufreinigung der Serratia Nuklease iiber Affinitits-Chromatographie

Als Séulenmaterial fiir die Affinitits-Chromatographie als abschlieBendem Schritt der
Proteinaufreinigung dient Nickel-NTA (nitrilo-tri-acetic acid) der Firma QIAGEN, Hilden. Es
stellt einen Chelatkomplex dar, der immobilisiert an Sepharose vorliegt und aufgrund der
komplexierten Nickel-Kationen eine sehr starke Affinitit fiir Proteine aufweist, die an ihrem N-
oder C-Terminus sechs aufeinanderfolgende Histidinreste tragen (Hochuli et al., 1988).

Die Proteinlosung wird auf die Sdule gegeben, die 1 ml Nickel-NTA enthélt und mit Harnstoft-
Puffer (10 mM Tris/HCI, pH 8.2, 6 M Harnstoff, 10 mM Imidazol) dquilibriert wurde. Zur
vollstindigen Bindung des Enzyms wird der Durchlauf insgesamt 3 mal auf die Siule gegeben,
bevor mit 50 ml Harnstoff-Puffer gewaschen wird. Die Elution erfolgt mit 10 mM Tris/HCI,
pH 8.2, 6 M Harnstoff, 200 mM Imidazol.

Zur Renaturierung der Nuklease wurde gegen 10 mM Tris/HCI, pH 8.2 dialysiert, zentrifugiert
und der Uberstand mit dem Enzym bei 4 °C gelagert.

2.5 Spektroskopische Verfahren

2.5.1 UV-Spektroskopie zur Konzentrationsbestimmung

Die UV-Spektroskopie diente der Bestimmung von Nukleinsidure- und Proteinkonzentrationen.

DNA-Konzentrationen wurden errechnet, indem mit einem Hitachi-U3000 UV-Spektrometer ein
Spektrum im Wellenldngenbereich von 220 — 320 nm aufgenommen wurde. Die Berechnung der
Konzentration erfolgt aufgrund der Annahme, daB fiir doppelstringige DNA gilt: 10D*® =

260

50 pg/ml, fiir einzelstringige DNA: 1 OD™ = 37 pg/ml. Bei DNA-Priparationen kann die
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Reinheit der Nukleinsiurelosung iiber das Verhiltnis E*/E* abgeschitzt werden, das zwischen
1.6 und 1.8 liegen sollte.

Zur Bestimmung der Nukleasekonzentration wird aus einem Spektrum von 220 — 320 nm die
Absorption bei einer Wellenlinge von 280 nm ermittelt und zur Berechnung ein

Extinktionskoeffizient €*° von 45 170 M cm’! eingesetzt (Pace et al., 1995).

2.5.2 CD-Spektroskopie

Die Circulardichroismus(CD)-Spektroskopie (Cantor & Schimmel, 1980; Freifelder, 1982) wird
genutzt, um Aussagen iber die Sekunddrstruktur von Proteinen und somit {ber
Strukturabweichungen von Enzymvarianten gegeniiber dem Wildtyp-Protein machen zu konnen.
Dies wird dadurch moglich, dal die verschiedenen Sekundirstrukturelemente aufgrund von
Absorptionsunterschieden in zirkular polarisiertem Licht unterschiedliche Spektren ergeben.

Die Absorption wird in einem Jasco J-7710 Circulardichroismus-Spektrometer in zylindrischen
Kiivetten von 0.05 cm Schichtdicke bei einer Proteinkonzentration von 5uM in 10 mM
Tris/HCI, pH 8.2 in einem Wellenlidngenbereich von 190-250 nm ermittelt.

Die gemessene Elliptizitit ® [mdeg] wird nach folgender Formel in die molare Elliptizitit

[mdeg M em™] umgerechnet:

Dabei stellt ¢ die molare Konzentration der Aminosauren in der Probe und d die Schichtdicke der

verwendeten Kuvette in cm dar.

2.6 Enzymologie

Nach der Aufreinigung neu generierter Nuklease-Varianten wurden diese hinsichtlich ihrer

kinetischen und funktionellen Eigenschaften untersucht und mit dem Wildtyp-Enzym verglichen.
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Dies erfolgte mit Hilfe verschiedener Aktivititsassays, die im folgenden ndher beschrieben

werden.

2.6.1 Mikrotiterplatten-AKktivititsassay

Dieser Aktivititsassay fiir Nukleasen beruht auf der Abnahme der durch Interkalation
hervorgerufenen Fluoreszenz von Ethidiumbromid bei fortschreitender Degradation von DNA
(Friedhoff et al., 1996¢). Da der Assay in einer Mikrotiterplatte durchgefiihrt wird, erlaubt diese
Methode eine gleichzeitige Analyse von bis zu 96 Reaktionen innerhalb kiirzester Zeit. Zur
quantitativen Auswertung kann auf einem UV-Leuchttisch (Wellenldnge 312 nm) mit Hilfe eines
Video-Dokumentationssystems (INTAS, Goéttingen) die Fluoreszenzintensitit zu verschiedenen
Reaktionszeiten registriert und anschlieBend mit einem bildverarbeitenden Computerprogramm
(COUNTER, S.E. Matzen) analysiert werden.

Der Assay wurde zunichst genutzt, um eine qualitative Voreinschidtzung der Aktivitdt neu
generierter Nuklease-Varianten vornehmen zu konnen. In diesem Fall enthilt ein typischer

Reaktionsansatz von 100 pul je well folgende Komponenten:

50 mM Tris/HCI, pH 8.2

5 mM MgCl,

0.05 mg/ml hochmolekulare DNA aus Heringssperma
5 uM Ethidiumbromid

Das zu untersuchende Enzym wurde in verschiedenen Verdiinnungsstufen hinzugegeben und die

Reaktion bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

2.6.1.1 Erstellen eines pH-Profils

Weiterhin wurde der Mikrotiterplatten-Assay verwendet, um die quantitative nukleolytische
Aktivitdt des Wildtyp-Enzyms und verschiedener Mutanten unter variierenden Bedingungen zu
untersuchen und somit z.B. ein pH-Profil zu erstellen oder den EinfluB verschiedener
Metallionen auf die Aktivitit zu bestimmen. Fiir die Aufzeichnung des pH-Profils der Mutante
N119D wurden statt Tris-Puffer verschiedene, in den unten angegebenen pH-Bereichen

puffernde Systeme in einer Konzentration von 10 mM eingesetzt.
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Natriumacetat pH4-59
MES/KOH pH5.8-6.5
HEPES/KOH pH7-8
Tris/HC1 pH7-9
CAPS/HCI pH9.7-11.1

Die Puffer wurden durch Mischen der sauren und basischen Komponente jeweils als 2 x-Puffer
hergestellt. Zum Ausgleich der Ionenstirke wurde NaCl in einer Konzentration von 40 mM
zugesetzt. Die pH-Messung erfolgte an einem pH-Meter 761 (Knick, Berlin) bei
Raumtemperatur. Die Nuklease-Variante N119D wurde in einer Endkonzentration von 4 uM,

der Wildtyp zum Vergleich zu 2 nM eingesetzt.

2.6.2 Hyperchromizitits-Assay (Kunitz-Assay)

Die Aktivititsbestimmung von unspezifischen Nukleasen mit Hilfe des Hyperchromizitits-
Assays nach Kunitz (Kunitz, 1950) basiert auf der Zunahme der Absorption von UV-Licht mit
260 nm Wellenldnge, die sich durch die nukleolytische Spaltung von doppelstringiger DNA in
kiirzere und schlieBlich einzelstringige Fragmente ergibt. Aufgrund der nunmehr fehlenden
stacking-Wechselwirkungen steigt die Absorption abhingig von der Art des Substrates um einen
bestimmten Faktor an und ergibt einen hyperchromen Effekt, der bei hochmolekularer DNA
maximal 30 % betrédgt. Da ein Anstieg der UV-Absorption erst ab einer Produktldnge von ca. 10
bp auftritt, beobachtet man bei der Spaltung hochmolekularer Substrate zunéchst eine kurze lag-
Phase. Fiir den dann folgenden linearen Anstieg einer Umsatzkurve kann man jedoch vereinfacht
davon ausgehen, daf ein linearer Zusammenhang zwischen der Zunahme der Hyperchromizitit
und der Zahl der gespaltenen Phosphodiesterbindungen besteht (Hale ez al., 1993).

Fiir die Bestimmung der nukleolytischen Aktivitdt der Serratia Nuklease und ihrer Mutanten
wurde der Assay mit hochmolekularer DNA aus Heringsspermien in einer Konzentration von
0.05 mg/ml und 5 nM Enzym in 50 mM Tris/HCI, pH 8.2, 5 mM MgCl, und einer Kiivette von
1 cm Schichtdicke in einem Volumen von 120 pl bei 25 °C durchgefiihrt. Die Reaktion wurde in
einem U-3000 Spektrophotometer (Hitachi) durch die kontinuierliche Messung der Absorption
bei 260 nm verfolgt.
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Von der maximalen Steigung der Absortionsrate ausgehend wurde die spezifische Aktivitit der
jeweiligen Proteinlosung in Kunitz-Units (K.U.) berechnet, wobei eine K.U. unter den genannten
Bedingungen als die Nuklease-Aktivitit definiert ist, die in einem Testvolumen von 1 ml bei
einer Schichtdicke von 1cm eine Steigerung der Absorption von 0.001 A*/min bewirkt

(Kunitz, 1950).

2.6.2.1 Bestimmung der Kinetischen Parameter k., und Ky,

Die katalytische Konstante k., und die Michaelis-Konstante Ky; der Wildtyp-Nuklease und der
Mutanten wurden in dieser Arbeit mit Hilfe des Hyperchromizitits-Assays (s.0.) bestimmt. Dazu
wird als Substrat Heringsspermien-DNA in Konzentrationen zwischen 5 uM und 7 mM in
50mM Tris/HCl, pH8.2, 5mM MgCl, eingesetzt. Die Absorptionsmessung erfolgt
spektrophotometrisch in Quarzkiivetten von 1 cm bzw. bei hohen DNA-Konzentrationen von
0.1 cm Schichtdicke bei Raumtemperatur. Die Endkonzentration des jeweiligen Enzyms wird so
gewihlt, daB3 aus der Messung der Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm eine meB3bare
Anfangssteigung der Umsatzkurve bestimmt werden kann. Unter folgenden Annahmen, die
wegen der grolen Zahl moglicher Spaltstellen fiir unspezifischen Nukleasen gemacht werden
miissen, konnen aus dieser Anfangsgeschwindigkeit apparente Reaktionsgeschwindigkeiten
berechnet werden (Hale et al., 1993, Friedhoff, 1995): Es wird ein linearer Zusammenhang
zwischen dem hyperchromen Effekt und der Linge des Substrates und der Anzahl der
gespaltenen  Phosphodiesterbindungen  angenommen. Weiterhin  wird  vereinfachend
vorausgesetzt, dal am Ende der nukleolytischen Reaktion alle Phosphodiesterbindungen
gespalten sind. Die apparente Geschwindigkeit v [M(nt) M(Enzym)" sec™'] 1Bt sich dann wie

folgt berechnen:

260
V:A /sec  Cpna

260
AA max c Nuklease

Dabei ist A”*/sec die Anfangsgeschwindigkeit der gemessenen Absorptionsinderung, AA’Y der

hyperchrome Effekt (A260 (t = o) — A0 (t = 0)), cpna die Ausgangskonzentration der DNA in

[M (nt)] und cnukiease die Konzentration des jeweiligen Enzyms in [M].
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Aus dem Auftrag der berechneten apparenten Geschwindigkeiten v [sec’'] gegen die jeweilige
Substratkonzentration [M (nt)] konnen die kinetischen Parameter durch Anpassung der

erhaltenen Kurven an die Michaelis-Menten-Gleichung

[S]
Ky +[S]

V = Keat
mit Hilfe des Computerprogramms MS Excel berechnet werden. Fehlergrenzen wurden mit dem

Programm SigmaPlot® (Jandel Scientific) bestimmt.

2.6.2.2 Untersuchung der Salzabhingigkeit

Die Salzabhingigkeit ausgewihlter Mutanten der Serratia Nuklease wurde mit Hilfe des Kunitz-
Assays unter Messung des hyperchromen Effektes bestimmt (s. Kap. 2.6.2). Dazu wurden
0.05 mg/ml Heringsspermien-DNA in 50mM Tris/HCI, pH8.2, 5mM MgCl, bei
Raumtemperatur durch 2-200 nM (entsprechend 250 000 K.U./) des jeweiligen Enzyms

gespalten. Die Salzkonzentration wurde dabei von 0 bis 400 mM NacCl variiert.

2.6.2.3 Untersuchung der Metallionenabhéingigkeit

Zur Untersuchung der Metallionenabhingigkeit der Wildtyp-Nuklease sowie bestimmter
Enzymvarianten wurde unter Verwendung des Hyperchromizitits-Assays (s. Kap. 2.6.2) der
kea/ Kn-Wert fiir die Hydrolyse von hochmolekularer DNA in 50 mM Tris/HCl und 5 bzw.
1 mM verschiedener zwei- und dreiwertiger Metallionen bestimmt. Um ein Ausfallen von
Metallhydroxiden bei hohen pH-Werten zu verhindern, wurde ein pH-Wert von 7.5 eingestellt.
Als Substrat wurde Heringsspermien-DNA in Konzentrationen von 20 —100 uM eingesetzt. Die
Reaktionen wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die fiir diese Experimente verwendeten
Enzymlosungen wurden gegen 1 mM EDTA, pH 8.0 und anschliefend gegen 10 mM Tris/HCI,
pH 8.0 dialysiert, um Spuren von Metallionen zu entfernen. Ebenso wurde die verwendete DNA-
Losung zunidchst gegen 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0 sowie anschliefend gegen
10 mM Tris/HCI, pH 8.0 dialysiert.
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Die Metallionenabhingigkeit der Mutante N119H wurde, da die Messung im Photometer
aufgrund des Ausfallens des Proteins gestort wurde, mit Hilfe der Spaltung iiberspiralisierter
Plasmid-DNA (s.u.) durchgefiihrt, was den Vorteil bietet, da8 geringere Enzymkonzentrationen
eingesetzt werden konnen.

Bei der Untersuchung der Magnesiumionen-Konzentrationsabhingigkeit der Mutante N119D
wurde im Hyperchromizitits-Assay die Aktivitit dieser Enzymvariante und zum Vergleich der
Wildtyp-Nuklease bei MgCl,-Konzentrationen zwischen 10 uM und 30 mM bestimmt. NaCl
wurde jeweils in solchen Konzentrationen zugesetzt, da} insgesamt eine lonenstirke von 0.1 M
erreicht wurde. Die Reaktion erfolgte bei Raumtemperatur mit 0.075 mg/ml Heringsspermien-
DNA in 50 mM Tris/HCI, pH 8.0. Die Mutante wurde in 50 nM Konzentrationen eingesetzt, das
Wildtyp-Enzym in 0.5 nM.

2.6.3 Spaltung kurzer Oligonukleotidsubstrate und Analyse mittels

Homochromatographie

In dieser Arbeit wurden kurze DNA-Substrate verwendet, um den EinfluB von
Aminosdureaustauschen innerhalb der Serratia Nuklease auf die Spaltung von Substraten
verschiedener Linge zu untersuchen.

Die verwendeten Oligonukleotide d(pA)., d(pA)s und die Substrate der Reihe d(A,GCT,), n =2
bis 6, wurden radioaktiv markiert und in Spaltreaktionen eingesetzt, die in 50 mM Tris/HCI,
pH 8.2, 5 mM MgCl, das jeweilige Substrat in einer Konzentration von 0.5 uM enthielten. Die
zu untersuchenden Enzyme wurden in Konzentrationen von 1 nM bis 1 uM hinzugegeben. Alle
Reaktionen wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Die qualitative und quantitative Analyse der Spaltprodukte erfolgte mittels
Homochromatographie. Mit Hilfe dieser Technik, die eine Anionenaustauscher-
Chromatographie darstellt, konnen Oligonukleotide verschiedener Linge voneinander getrennt
werden, indem sie mit den in der mobilen Phase enthaltenen unterschiedlich langen RNA-
Hydrolyseprodukten in Konkurrenz treten um Bindungsplitze an der positiv geladenen
stationiren Phase, einer Diinnschichtfolie aus Cellulose DEAE (Polygram® CEL300, Macherey-
Nagel) (Brownlee & Sanger, 1969).

1 ul-Aliquots der Spaltreaktionen werden nach definierten Reaktionszeiten auf die DEAE-Folie

aufgetragen und die Reaktion damit gestoppt. Die chromatographische Auftrennung der
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Oligonukleotide erfolgt anschlieend bei 65 °C fiir ca. 2 h mit einem RNA-Hydrolysat (s.u.) als
Laufmittel. Mit einem Instant/mager™ (Canberra Packard) kann dann die qualitative und

quantitative Auswertung erfolgen.

RNA-Hydrolysat (Laufmittel): 20 g Hefe-RNA
80 ml H,O
20 ml KOH
Inkubation fiir 48 h bei 37 °C
Neutralisation mit HC1
Zugabe von 420 g Harnstoff
Auffiillen auf 11

2.6.4 Spaltung von iiberspiralisierter Plasmid-DNA

Plasmidspaltungen wurden im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt, um die Spalteigenschaften von
Varianten der Serratia Nuklease zu charakterisieren sowie den EinfluB verschiedener
Metallionen auf die Hydrolysereaktion zu untersuchen.

Als Substrat wurde das Plasmid pBSK" (2958 bp) in einer Konzentration von 0.02 pg/ul
eingesetzt. Die Reaktionen wurden in 50 mM Tris/HCl, pH 8.2, 5SmM MgCl, mit
Enzymkonzentrationen von 1pM bis 200pM (ca. 1000 K.U./1) bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Zur Untersuchung der Metallionenabhingigkeit der Nuklease-Reaktion wurde
50 mM Tris/HCI, pH 7.4 als Reaktionspuffer verwendet, um ein Ausfallen der Metalle zu
verhindern, die in Konzentrationen von 1 bzw. 5 mM eingesetzt wurden.

Nach definierten Zeitabstanden wurden 10 pl-Aligots aus einem Reaktionsansatz von insgesamt
100 ul entnommen und in 6 ul Agarose-Auftragspuffer mit 50 mM EDTA gegeben, wodurch die
Reaktion gestoppt wurde. Die anschlieBende Analyse erfolgte iiber Agarosegelelektrophorese.
Mit diesem Assay wurde auch die Aktivitdt der Nuklease-Variante N119H in Abhingigkeit von
verschiedenen Metallionen bestimmt. Dazu wurde 0.02 ug/ul pBSK"™ mit 5mM der
entsprechenden Metallsalzlosung in 50 mM Tris/HCI, pH 7.5 bei RT mit 7.5 nM des Enzyms
inkubiert und die Spaltprodukte wie oben beschrieben analysiert. Dabei trat das oben

beschriebene Problem des Ausfallens des Enzyms nicht auf.
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2.6.5 Spaltung abasischer Oligonukleotide

Die folgenden Oligodesoxyribonukleotide mit jeweils einer abasischen site (gekennzeichnet
durch einen Unterstrich) wurden verwendet, um mogliche Kontakte bestimmter aromatischer

Aminosiduren zu den Basen eines Substrates zu untersuchen:

d (A_AAA)
d (AA_AA)

d (AAAAA_CTTTTT)
d (AAAAAG_TTTTT)

Zum Vergleich wurde auch die Spaltung des unmodifizierten Pentanukleotids d(pA)s sowie des
Dodekamers d(AsGCTs) untersucht. Diese Oligonukleotide wurden mit [7—32P]—ATP radioaktiv
markiert (Kap. 2.3.3.3) und in einem 20 pl-Ansatz 0.5 uM Substrat in 50 mM Tris/HCI, pH 8.2,
5 mM MgCl, bei geeigneten Konzentrationen des Wildtyp-Enzyms sowie der Mutanten Y76A,
WI123A und K48A bei Raumtemperatur inkubiert. Nach bestimmten Zeitabstinden wurden
Aliquots entnommen und die Reaktionsprodukte mittels Homochromatographie (s. Kap. 2.6.3)
aufgetrennt. Aus der Kinetik des Substratabbaus wurden schlieBlich apparente

Reaktionsgeschwindigkeiten berechnet.

2.7 Spaltung des artifiziellen Substrates Desoxythymidin-
di-3’-5’-(p-nitrophenyl)-phosphat

In dieser Arbeit wurde die Verbindung Desoxythymidin-di-3’-5"-(p-nitrophenyl)-phosphat
(npdTpn) als neues artifizielles Minimalsubstrat der Serratia Nuklease etabliert und die Spaltung

durch unterschiedliche Enzymvarianten untersucht.
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2.7.1 Spaltung durch die Wildtyp-Nuklease

Zunachst wurde in dieser Arbeit die Spaltposition der Serratia Nuklease innerhalb des Substrates
Desoxythymidin-di-3’-5’-(p-nitrophenyl)-phosphat (npdTpn) bestimmit.

Dazu wurde zunichst wihrend einer Hydrolysereaktion die Anderung der Absorption bei
330 nm (Amax von p-Nitrophenylphosphat, €330 = 4260 M em; Liao, 1975) bzw. 400 nm (Amax
von p-Nitrophenol, €400 =17 200 M cm'l; Liao, 1975) in Kiivetten von 1 bzw. 0.1 cm
Schichtdicke in einem Hitachi U-3000 Spektrophotometer beobachtet. Das Substrat wurde dabei
in einer Konzentration von 35 uM mit 5 uM Serratia Nuklease in 50 mM Tris/HCI, pH 8.2,
5 mM MgCl, bei RT umgesetzt. Die Konzentrationsbestimmung von npdTpn erfolgte mit Hilfe
des Absorptionskoeffizienten von €575 nm = 22 500 M!'em™.

Um zu untersuchen, ob die Freisetzung von p-Nitrophenol an der 5° - oder 3 -Seite erfolgt,
wurden die Hydrolyseprodukte einer Reaktion, bei der insgesamt 1 mM npdTpn und 5 uM
Serratia Nuklease eingesetzt worden waren, einer Behandlung mit 0.01 U Shrimps Alkalischer
Phosphatase unter Zugabe des dazugehorigen 10x-Phosphatase-Puffers unterzogen.
AnschlieBend wurde das Produkt nach den Angaben des Herstellers mit [y-"P]-ATP und
Polynukleotid-Kinase radioaktiv markiert und itiber Homochromatographie analysiert (Kap.
2.6.3). Zum Vergleich wurden die Hydrolyseprodukte einer Reaktion mit 1 mM npdTpn und
2 uM DNase I der gleichen Behandlung unterzogen.

2.7.2 Kinetische Untersuchungen an Desoxythymidin-di-3’-5"-(p-
nitrophenyl)-phosphat

Die Bestimmung des k.,/Kyv-Wertes der durch die Serratia Nuklease und verschiedene
Varianten katalysierten Hydrolysereaktion erfolgte durch die Aufzeichnung des Anstiegs der
Absorption bei 400 nm im Time scan-Modus eines U-3000 Spektrophotometers (Hitachi). Das
Substrat npdTpn wurde dabei in Konzentrationen von 0.1 bis 34 mM eingesetzt. Die Reaktion
erfolgte in 50 mM Tris/HCI, pH 8.2, 5 mM MgCl, bei Raumtemperatur in Kiivetten von 1 cm
bzw. bei hohen Substratkonzentrationen von 0.1 cm Schichtdicke. Die jeweiligen
Anfangsgeschwindigkeiten wurden gegen die Substratkonzentration aufgetragen, wobei die

Steigung der erhaltenen Kurve im Anfangsbereich den k.,/Ky-Wert ergibt.
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2.8 Proteinstrukturdaten und 3-D-Modellierung

Daten der dreidimensionalen Struktur der Serratia Nuklease (PDB-Eintrige: 1SMN, 1QAE)
sowie der Homing-Endonuklease I-Ppol (PDB-Eintrige: 1A73, 1A74, 1IPP) wurden der Protein
Data Bank, Brookhaven, entnommen (http://www.rcsb.org/pdb/).

Die Modellierung von DNA in das aktive Zentrum der Serratia Nuklease erfolgte mit Hilfe des
Programms Swiss Model durch Ubereinanderlagerung der Aminosiuren 84-92 und 107-119
(1SMN) mit der Region des aktiven Zentrums von I-Ppol (Aminoséduren 93-101 und 107-119
aus 1A74) und Ubernahme der Koordinaten der Nukleinsdure aus den Strukturdaten der

Homing-Endonuklease.
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3 ERGEBNISSE

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ergidnzend zu vorhergehenden Studien iiber die
unspezifische Nuklease aus Serratia marcescens, weitere Untersuchungen zur Katalyse
durchzufithren und dabei insbesondere die Bindung von Substraten an dieses Enzym niher zu
charakterisieren. Der methodische Ansatz bestand im Austausch einzelner Aminosdurereste
durch in vitro-Mutagenese und anschlieende Analyse der Bindungs- und Spalteigenschaften der

so generierten Varianten.

3.1 Produktion rekombinanter Varianten der Serratia

Nuklease

Neben der Wildtypform der Serratia Nuklease wurden verschiedene Mutanten, die im Folgenden
beschrieben werden, als rekombinante Proteine generiert und aus E. coli aufgereinigt ( Kap. 2.4):
Zur weiterfilhrenden Aufklarung des Katalysemechanismus wurden die schon in fritheren
Arbeiten (Friedhoff 1995, Friedhoff er al., 1996b) als essentiell erkannten Aminosiduren His89,
Asnl119 und Glul27 untersucht, indem die Mutanten H89A, N119A, N119D, N119H, N119Q
sowie die Variante E127A in unterschiedlichen Experimenten eingesetzt wurden.

Fiir die Ermittlung von Aminosiuren, die an der Substratbindung beteiligt sind, wurden neben
den Positionen Arg57, Arg87 und Argl31, die schon friither untersucht worden waren (Friedhoff
1995, Friedhoff et al., 1996b), die basischen Aminosdurereste Lys48, Lys55, Lys60, Lys84,
Argl25, Lys132, Argl36 und Lys196 einbezogen. Diese Positionen wurden ausgewihlt, da sie,
wie aus der Kristallstruktur ersichtlich, eine Grube flankieren, die die vermutliche Nukleinsdure-
Bindungsregion der Serratia Nuklease darstellt (Miller er al., 1994). Weiterhin liegen einige
dieser Aminosduren in der Familie der unspezifischen Nukleasen des Serratia Nuklease-Typs
konserviert vor (s. Kap. 4.3.2.2). Um den Einflu} der positiven Ladung dieser Aminosduren auf
die Bindungseigenschaften der Nuklease zu untersuchen, wurden sie gegen Alanin ausgetauscht.
Dadurch wurde die Ladung entfernt, ohne dabei eine grofle Seitenkette einzufiihren, die zu

sterischen Behinderungen fithren konnte.
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Weiterhin sollte die Funktion der aromatischen Aminosaurereste Tyr76 und Trp123 bei der
Substratbindung ndher charakterisiert werden, nachdem in fritheren Arbeiten gezeigt werden
konnte, daf3 die aromatischen Ringe dieser Aminosduren entweder in struktureller Hinsicht oder
fir die Bindung eines Substrates eine Bedeutung haben miissen (Meiss et al., 1999, 2000).

Hierzu wurden wiederum die Alanin-Mutanten dieser Aminosiduren untersucht.

3.1.1 Aufreinigung der Nuklease-Varianten

Die Mutanten R57A, R57K, R87A, R87K, H89A, N119A, N119D, N119H, N119Q, E127A
sowie R131A wurden von Dr. Friedhoff und Dr. Gimadutdinow generiert (Friedhoff, 1995);
Plasmidpréparationen der Mutanten Y76A und W123A stammten von Dr. Meifl (Mei3, 1997).
Die genannten Nuklease-Varianten muften daher lediglich aus einer Expressionskultur von E.
coli TGE900-Zellen aufgereinigt werden (s.u.). Die Gene der iibrigen charakterisierten Varianten
der Nuklease wurden, ausgehend von dem Wildtyp-Plasmid pHisNuc, mit Hilfe der 2-PCR-
Methode hergestellt (s. Kap. 2.4.1). Die Sequenzen der hierzu verwendeten Mutageneseprimer
sowie die Nukleinsdure- und Proteinsequenz der Serratia-Nuklease sind im Anhang aufgefiihrt
(Kap. 7.1 und 7.2). Durch eine vollstindige Sequenzierung des Nukleasegens wurde die
erfolgreiche in vitro-Mutagenese sowie die Abwesenheit von Sekundidrmutationen tiberpriift.

Alle Mutanten wie auch das Wildtyp-Enzym lieBen sich gut in E. coli TGE900-Zellen
tiberexprimieren und aufgrund ihres His-fags iiber Affinitdtschromatographie aufreinigen.
Beispielhaft ist in Abb. 3-1 fiir die Mutante K48A die Trennung von Fraktionen der einzelnen
Aufreinigungsschritte durch SDS-PAGE gezeigt. Nach der Induktion durch Temperaturerhhung
und die dadurch bedingte Inaktivierung des A-Repressors erfolgt eine deutliche Expression des
Nuklease-Gens, das in diesen Zellen unter der Kontrolle des AP;-Promotors steht. Das Protein,
das in E. coli in sog. inclusion bodies vorliegt, konnte nach dem Zellaufschlufl durch Ultraschall
mittels Harnstoffbehandlung aus diesen solubilisiert und anschlieBend iiber eine Nickel-NTA-
Sédule weiter aufgereinigt werden. Aus der Abbildung wird ersichtlich, dafl die iibrigen
Zellproteine nahezu vollstindig die Sidule passieren, sich jedoch auch noch Nuklease im
Durchlauf befindet, weshalb dieser wiederholt auf die Sdule gegeben wurde. Proteinverluste
ergaben sich durch das anschlieBende Waschen der Saule mit Puffer. Nach der Elution weist das
Enzym eine Reinheit von >95 % auf. Aus einem Volumen von 500 ml Bakterienkultur lieen

sich auf diese Weise bis zu 4 mg Enzym gewinnen.
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Abb. 3-1: SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Analyse der wihrend der Aufreinigung der

Nuklease-Mutante K48A erhaltenen Fraktionen. Firbung der Proteinbanden mit
Coomassie Brillant Blue.
1: Zellysat vor Induktion, 2: Zellysat nach Induktion, 3: Uberstand nach Zellaufschluf
und Zentrifugation, 4: Pellet nach Harnstoffbehandlung, S: Proteinstandard IV
(Merck), das Molekulargewicht der Komponenten ist rechts angegeben, 6:
Proteinlosung vor Auftrag auf die Séule, 7: 1. Durchlauf der Affinititssdule, 8:
Waschlosung, 9: Sdulenmaterial, 10: Eluat der Affinitédtsséule.

3.1.2  CD-Spektroskopie zur Charakterisierung neu generierter

Enzymvarianten

Um Aufschluf} iiber eine eventuell verdnderte dreidimensionale Struktur der erzeugten Nuklease-
Mutanten im Vergleich zum Wildtyp-Enzym zu erhalten, wurden von den generierten Alanin-
Mutanten CD-Spektren im Wellenldngenbereich von 190 — 250 nm aufgenommen (Abb. 3-2).
Bis auf die Mutante R136A =zeigen alle erzeugten Enzymvarianten ein dem Wildtyp
entsprechendes CD-Spektrum, woraus man auf eine vergleichbare
Sekundirstrukturzusammensetzung schlieBen kann. Die eingefiigten Aminosdureaustausche
haben deshalb wahrscheinlich keinen groBeren Effekt auf die dreidimensionale Struktur des
Proteins. Der Austausch des Arginin an der Position 136 gegen ein Alanin jedoch scheint eine
gewisse Storung der Sekundirstruktur zu bewirken, was sich in einer leichten Verschiebung des

CD-Spektrums dulert.
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Abb. 3-2: CD-Spektren neu generierter Nuklease-Varianten. Zum Vergleich ist jeweils das
Spektrum des Wildtyp-Enzyms (hellgrau) dargestellt. Je 5 uM Proteinlésung wurden
in 10 mM Tris/HCI, pH 8.2 in Zylinderkiivetten von 0.05 cm Schichtdicke untersucht

(s. Kap. 2.5.2).
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3.2 Kinetische Untersuchungen an Mutanten der

Aminosiure Asparagin 119

Erst in jiingster Zeit konnte die genaue Struktur der Mg**-Bindungsstelle der Serratia Nuklease
im Detail aufgekldart werden, wobei gezeigt wurde, dall das Asparagin 119 iiber seine
Amidgruppe als einziger Proteinligand direkt an der Metallionen-Koordinierung beteiligt ist
(Miller et al., 1999). Doch schon vorher wurde mit Hilfe von Mutagenese- und kinetischen
Experimenten versucht, die an der Koordinierung moglicherweise beteiligten Aminosdurereste
zu charakterisieren (Friedhoff et al., 1994b, 1996; Friedhoff 1995). Die im Folgenden
beschriebenen kinetischen Untersuchungen einiger Nuklease-Varianten mit Mutationen an der
Position 119 schlieBen sich an frithere Studien an und lieferten schon vor der Aufkldrung der
tatsdchlichen Struktur deutliche Hinweise auf eine fiir Proteine ungewohnliche Beteiligung einer

Amidgruppe an der Metall-Koordinierung.

3.2.1 pH-Profil der Mutante N119D

Nach der Aufreinigung der Nuklease-Variante N119D aus einer E. coli-Expressionskultur wurde
das pH-Profil der Mutante und zum Vergleich auch das des Wildtyps mit Hilfe des
Mikrotiterplatten-Aktivitdtsassays ~ unter ~ Verwendung  hochmolekularer DNA  und
unterschiedlicher Puffersysteme erstellt (Kap. 2.6.1.1).

Dabei gibt es eine deutliche Abweichung des pH-Profils der Mutante N119D von dem der
Wildtyp-Nuklease (Abb. 3-3): Wihrend die Wildtyp-Form der Serratia Nuklease bei etwa
pH 8.5 sein Aktivitdtsoptimum besitzt (Friedhoff er al., 1996b,c), ist das pH-Optimum der
Mutante stark zu niedrigeren pH-Werten verschoben. Nach einem Aktivititsmaximum bei pH 5
fallt die Aktivitit im neutralen und alkalischen Bereich um etwa 60 % ab.

Das Einfiigen eines Aspartats an der Position 119 scheint also nur in einem engen pH-Bereich
toleriert zu werden; auffillig ist, daB eine negative Ladung an dieser Stelle zu einer starken
Reduktion der Nuklease-Aktivitit fiihrt. Dieses Ergebnis wird in Kap. 4.2.1 im Zusammenhang

mit der Struktur der Magnesium-Bindungsstelle ausfiihrlicher diskutiert.
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Abb. 3-3: pH-Profil der Mutante N119D ( B ) sowie der Wildtyp-Nuklease (7). Die Aktivititen
sind relativ zu der jeweils hochsten des entsprechenden Enzyms angegeben und wurden mit

Hilfe des Mikrotiterplatten-Aktivitdtsassays bestimmt.

3.2.2 Metallionenabhéingigkeit von Enzymvarianten mit

Mutationen an der Position 119

Zusitzlich zu der schon frither untersuchten Metallionenabhingigkeit der Mutante N119D
(Friedhoff, 1995) wurde die Aktivitit der Nuklease-Varianten N119Q und N119H beim Einsatz
verschiedener Metallionen als Cofaktoren untersucht (Tab. 3-1).

Im Vergleich zum Wildtyp der Serratia Nuklease, der die hochste Aktivitit mit Magnesium
aufweist, welches nur bedingt durch Mangan ersetzt werden kann, zeigen die Varianten mit
Aminosdureaustauschen an der Position 119 eine deutlich relaxierte Abhédngigkeit von der Art
des Metallions. Am deutlichsten ausgeprigt ist dieser Effekt bei der Mutante N119D (Friedhoff,
1995), die mit Zn** sogar 40 mal aktiver ist als mit Mg2+. Doch auch die Aktivitit der Variante
N119Q ist mit den iibrigen getesteten Metallionen grofer als mit dem eigentlichen Cofaktor des
Enzyms. Der Austausch des Asparagin gegen ein Histidin fiihrt dagegen zu einem Enzym mit
vergleichbar reduzierter Aktiviit mit Mn** und Co** relativ zu Mg** wie sie auch der Wildtyp

aufweist. Dagegen kann die Mutante durch Ni** teilweise aktiviert werden und zeigt mit diesem
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Metallion einen um den Faktor 3 — 4 geringeren Aktivititsverlust relativ zu Mg™* als das
Wildtyp-Enzym. Mit Zn** und Cd** ist die Aktivitit dhnlich wie beim Wildtyp so weit reduziert,
daB keine DNA-Spaltung mehr detektiert werden kann.

Tab. 3-1: Aktivitit von Varianten der Serratia Nuklease unter dem EinfluB verschiedener
Metallionen. Fiir Mg2+ sind die k.,/Ky-Werte angegeben; die Werte fiir die anderen
Metallionen sind relative Daten und beziehen sich jeweils auf die Aktivitit mit Mg**.

Enzym Mg™ Mn”* Co™ Ni** Zn** cd*
[sec’ uM'l(nt)] rel. rel. rel. rel. rel.
wt 16 0.85 0.5 0.078 0.02 0.03
N119Q 5.6x 107 2.2 n.b. 7.5 5.2 6.9
N119D* 50x10* 1.9 23 10 39 4
N119H® 1.0x 10” 0.81 0.64 0.3 - ~

n.b. nicht bestimmt

? Daten aus Friedhoff, 1995. Bei der Mutante N119D wurden die Metallionen zu 1 mM sowie als Substrat das
Dodekamer d(AsGCTs) eingesetzt. Der pH-Wert betrug 8.0.

® Die Werte fiir N119H wurden im Plasmid-Spaltassay mit 0.02 pg/ul pBSK* und je 5 mM des Metalls in 50 mM
Tris/HCI, pH 7.5 bei RT gemessen.

Die iibrigen Daten wurden mit Hilfe des Hyperchromizitits-Assays mit hochmolekularer DNA als Substrat und
5 mM des jeweiligen Metallions bei pH 7.5 gewonnen.

Dieses Ergebnis ist besonders interessant beziiglich der jiingst entdeckten strukturellen
Ahnlichkeit der aktiven Zentren der Serratia Nuklease und der Colicin E9 DNase (Kiithlmann et
al., 1999) (s. Kap. 1.2.3). Bei dieser Nuklease befindet sich an der dem Asparagin 119 der
Serratia Nuklease entsprechenden Position ein Histidin-Rest, der an der Koordinierung eines als
Cofaktor dienenden Ni**- bzw. Zn**-Ions beteiligt ist. Diese Situation kann also mit der Mutante
N119H nachgebildet werden, die tatsdchlich mit Ni%* eine relativ hohere Aktivitit aufweist als

der Wildtyp der Serratia Nuklease mit diesem Metallion.

Betrachtet man die Aktivitit der Wildtyp-Nuklease sowie der Mutante N119D bei
unterschiedlichen Mg2+—Konzentrationen (Abb. 3-4), so ist die Aktivitit der Mutante um den

Faktor 2 bis 3 zu hoheren Mg2+—Konzentrationen hin verschoben. Ahnliche Kurvenverliufe

zeigten auch die Nuklease-Varianten D86A und E127A (Friedhoff et al., 1996b), was mit einer
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im Vergleich zu der Wildtyp-Nuklease leicht reduzierten Affinitit der Mutanten fiir den

Cofaktor erklirt wurde.
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Abb. 3-4: Mg2+—Konzentrationsabh'eingigkeit der DNA-Spaltung durch die Nuklease-Variante
NI119D im Vergleich zum Wildtyp-Enzym im Hyperchromizitits-Assay. Die
prozentualen Werte beziehen sich auf die jeweils maximale Aktivitit des

untersuchten Enzyms.

Alle untersuchten Varianten der Serratia Nuklease mit Aminosdureaustauschen an der Position
119 zeigen also eine gegeniiber dem Wildtyp verdnderte Abhingigkeit ihrer Aktivitdt von
unterschiedlichen Metallionen. Dies verdeutlicht die Bedeutung des Asparagin 119 fiir die
Metallbindung und wird durch die neueren Strukturdaten bestétigt, die diesen Aminosdurerest als

alleinigen direkten Proteinliganden bei der Koordinierung des Cofaktors ausweisen.
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3.3 Spaltung des Minimalsubstrates Desoxythymidin-di-3’-
5’-(p-nitrophenyl)-phosphat

Lange Zeit wurde in der Literatur ein Pentanukleotid als das Minimalsubstrat fiir die Serratia
Nuklease und (Mono-), Di-, Tri- und Tetranukleotide als die Endprodukte einer Spaltung von
hochmolekularer DNA beschrieben (Nestle & Roberts, 1969b), bis Friedhoff er al. (1996a) in
systematischen Untersuchungen zeigten, da auch ein Tetranukleotid gespalten werden kann,
wenn auch mit stark reduzierter Geschwindigkeit. Dabei stellte sich der in 3" -Richtung von der
zu spaltenden Phosphodiesterbindung befindliche Phosphatrest als der wichtigste heraus: Fehlt
er, so findet keine oder nur minimale Spaltung statt.

In dieser Arbeit wurde erneut der Frage nach dem Minimalsubstrat der Serratia Nuklease
nachgegangen und untersucht, ob und in welchem Ausmaf die Verbindung Desoxythymidin-di-
3’-5’-(p-nitrophenyl)-phosphat (npdTpn; s. Abb. 3-7) als Substrat akzeptiert und umgesetzt wird.
Dieses synthetisch hergestellte Substrat wird auch von anderen unspezifischen Nukleasen wie
der aus Staphylococcus aureus (Cuatrecasas et al., 1969) sowie von der DNase I (Liao, 1975)

hydrolysiert.

3.3.1 Bestimmung der Spaltposition der Serratia Nuklease im
Substrat Desoxythymidin-di-3’-5’-(p-nitrophenyl)-phosphat

Die Hydrolyse des Desoxythymidin-di-3’-5"-(p-nitrophenyl)-phosphates konnte, wenn auch
lediglich unter hohen Substrat- und Enzymkonzentrationen, im Photometer durchgefiihrt und
verfolgt werden, wobei ein Anstieg der Absorption bei einer Wellenldnge von 400 nm beob-
achtet wird (Abb. 3-5). Dies zeigt, dal p-Nitrophenol gebildet wird, welches lediglich in seiner
jonischen und unprotonierten Form bei 400 nm eine Absorption zeigt (€400 = 17 200 M cm™;
Liao, 1975), was auch optisch anhand einer Gelbfiarbung der Losung erkennbar ist. Dagegen tritt
bei einer Wellenlinge von 330 nm keine signifikante Anderung der Absorption auf, die fiir die
Entstehung von p-Nitrophenylphosphat (€330 = 4260 M! cm'l; Liao, 1975) charakteristisch wére.
Die ebenfalls synthetische Substanz Desoxythymidin-5’-(p-nitrophenyl)-phosphat wird von der

Serratia Nuklease dagegen nicht gespalten.
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Abb. 3-5: Anderung der Absorption bei 250 bis 450 nm Wellenlinge iiber einen Zeitraum von
160 min, hervorgerufen durch die Spaltung von 35 uM Desoxythymidin-di-3’-5"-(p-
nitrophenyl)-phosphat durch 5 uM Serratia Nuklease.

Um zu tiberpriifen, ob die Freisetzung von p-Nitrophenol an der 5” - oder 3” -Seite erfolgt, wurde
das Hydrolyseprodukt zunichst mit Alkalischer Phosphatase inkubiert, um es anschlieBend mit
[y-*P]-ATP und Polynukleotid-Kinase radioaktiv zu markieren. Beide Enzyme sind spezifisch
fir das 5° -Ende von Nukleinsduren. Zum Vergleich wurden die Hydrolyseprodukte einer
Reaktion von npdTpn mit DNase I der gleichen Behandlung unterzogen. Von dieser Nuklease ist
bekannt, dal3 sie, im Gegensatz zur Spaltung von DNA, wo Produkte mit 5 -Phosphaten
entstehen, dieses kiinstliche Substrat an der 3” -Seite hydrolysieren, wobeip-Nitrophenol und
Desoxythymidin-5 p-nitrophenyl)-phosphat entstehen (Liao, 1975). Wie aus Abb. 3-6
ersichtlich, entsteht nur bei der Serratia-Reaktion und lediglich nach vorheriger Behandlung mit

Alkalischer Phosphatase ein radioaktiv markierbares Produkt.
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Abb. 3-6: Homochromatogramm der radioaktiv markierten Produkte der Spaltung von
Desoxythymidin-di-3’-5’-(p-nitrophenyl)-phosphat durch die Serratia Nuklease
(links) bzw. DNasel (rechts). Die Phosphorylierung mit [7—32P]—ATP und
Polynukleotid-Kinase erfolgte jeweils vor bzw. nach vorheriger Behandlung mit
Shrimps Alkalischer Phosphatase (SAP).
Nur bei der Reaktion mit der Nuklease aus Serratia marcescens und lediglich nach
vorangegangener Phosphatase-Behandlung entsteht ein radioaktiv markierbares
Produkt.

Dies bedeutet, dal im Gegensatz zu DNase I die Spaltung durch die Serratia Nuklease an der 5 -
Seite des Substrates erfolgt, wobei p-Nitrophenol sowie Desoxythymidin-3” -p-nitrophenyl)-
phosphat entsteht (Abb. 3-7).

Serratia Staphylococcus Nuklease
Abb. 3-7: Stuktur des artifiziellen i 0 l |
. g I
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(Cuatracasas et al., 1969). o
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Letzteres kann nach Abspaltung des 5° -Phosphates durch Polynukleotid-Kinase radioaktiv
markiert werden. Eine zusitzliche Spaltung an der 3 -Seite scheint nicht aufzutreten, da nach
vollstiandiger Hydrolyse von npdTpn durch die Serratia Nuklease nach Zugabe von DNase I ein
weiterer Anstieg der Absorption bei 400 nm beobachtet werden kann (Daten nicht gezeigt), was

auf die Freisetzung von 3~ p-Nitrophenol durch DNase I zuriickzufiihren ist.

3.3.2 Kinetische Untersuchungen an Desoxythymidin-di-3’-5"-(p-
nitrophenyl)-phosphat

Zur Bestimmung der kinetischen Parameter der Spaltung von Desoxythymidin-di-3’-5"-(p-
nitrophenyl)-phosphat durch die Serratia Nuklease wurden die Anfangsgeschwindigkeiten der
Reaktionen bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen aus dem Anstieg der Absorption bei

einer Wellenldnge von 400 nm bestimmt (Abb. 3-8).

0.1
0.09 T
0.08 T u
0.07 T
0.06 T
0.05 T
0.04 T
0.03 1
0.02 1

0.01
F

0
0 5 10 15 20 25 30 35
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Abb. 3-8: v(/[S]-Diagramm der Spaltung von Desoxythymidin-di-3’-5"-(p-nitrophenyl)-phosphat
durch die Serratia Nuklease. Die Anfangssteigungen vy wurden aus der Messung der
Absorptionssteigerung bei 400 nm bei verschiedenen Substratkonzentrationen in
50 mM Tris/HCI, pH 8.2, 5 mM MgCl, bei RT bestimmt.
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Dabei konnte selbst mit den hochsten einsetzbaren Substratkonzentrationen keine
Substratsittigung erreicht werden, so dal aus der Steigung der Geraden lediglich der k../Kw-
Wert der Reaktion bestimmt werden konnte, der mit 2 x 10 sec™! pM'l um den Faktor 10°
kleiner ist als der fiir die Reaktion mit hochmolekularer DNA (16 sec’! uM'l(nt)).

Verschiedene Enzymvarianten der Serratia Nuklease wurden eingesetzt, um deren Aktivitit
gegeniiber dem artifiziellen Minimalsubstrat Desoxythymidin-di-3’-5’-(p-nitrophenyl)-phosphat

zu bestimmen. Die Ergebnisse sind in Tab. 3-2 zusammengefalt.

Tab. 3-2: Relative k.,/Ky-Werte fiir die Spaltung hochmolekularer DNA und des Substrates
Desoxythymidin-di-3’-5"-(p-nitrophenyl)-phosphat durch die Wildtyp-Nuklease sowie
einiger Mutanten. Die Daten fiir DNA wurden mit Hilfe des Hyperchromizitits-
Assays bestimmt, die fiir npdTpn durch die Messung der Absorptionszunahme bei
400 nm aufgrund der Freisetzung von p-Nitrophenol.

Enzym rel. ke./Km (DNA)? rel. Kea/ Knm (npdTpn)b
Wildtyp 1 1
R57A 0.006 25
R57K 0.06 1
R87A 0.003 1.5
R87K 0.5 2
H89A <107 -
N119A <10” -
N119Q 0.001 0.15
EI127A 0.001 1
RI3IA 0.007 4

Daten z.T. aus Friedhoff ez al., 1996b. Der Wert fiir den Wildtyp betriigt 16 sec’ uM ' (nt).
® Fiir die Wildtyp-Nuklease betrigt der k. /Ky-Wert fiir die Spaltung von npdTpn 2 x 10 sec™ uM™.

Es wird deutlich, dafl der GroBteil der untersuchten Nuklease-Mutanten das kiinstliche Substrat
mit Wildtyp-Aktivitat umsetzt. Lediglich Varianten der Aminosduren His89 und Asnl19, die
aufgrund ihrer Funktion als allgemeine Base bzw. bei der direkten Koordination des
Metallionen-Cofaktors essentiell fiir die katalytische Aktivitit der Serratia Nuklease sind, zeigen

keine meBbare oder eine nur langsame Spaltung.
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Die Daten der Spaltung von Desoxythymidin-di-3’-5"-(p-nitrophenyl)-phosphat durch zusétzliche
Varianten der Serratia Nuklease sind weiter unten in Tab. 3-4 aufgefiihrt, doch auch hier zeigt
sich, daB sich Mutationen von Aminosiureresten, die nicht direkt das aktive Zentrum des

Enzyms betreffen, auf die Spaltung dieses artifiziellen Minimalsubstrates nicht auswirken.

3.4 Charakterisierung der Substratbindungsstelle der

Serratia Nuklease

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Lage der Substratbindungsstelle der unspezifischen
Nuklease aus Serratia marcescens und die beteiligten Aminoséduren zu bestimmen. Vordringlich
zu untersuchende Aminoséduren sind dabei naturgemal} basische Reste wie Arginine und Lysine,
die durch ihre positive Ladung préadestiniert sind, negativ geladene Nukleinsduren anzuziehen
und so eine korrekte Positionierung eines Substrates zu erreichen, wie auch aromatische
Aminosdurereste, die durch stacking-Interaktionen mit den Basen einer Nukleinsidure ebenfalls
zu einer effektiven Bindung beitragen konnen.

Es wurden insgesamt elf basische Aminosduren ausgewihlt, die nach den vorhandenen
Strukturdaten eine ldngliche Grube flankieren, welche als die vermutliche Substratbindungsstelle
der Serratia Nuklease angesehen wird (Miller et al., 1994). Neben den schon vorhandenen und
teilweise charakterisierten Mutanten R57A, R87A und R131A (Friedhoff, 1995; Friedhoff et al.,
1996b) wurden auch die iibrigen Arginine und Lysine gegen Alanin ausgetauscht und die
entstandenen Enzymvarianten funktionell untersucht, indem ihre nukleolytische Aktivitit

gegeniiber verschiedenen Substraten bestimmt und mit den Wildtyp-Daten verglichen wurde.

3.4.1 Charakterisierung der nukleolytischen Aktivitit der

Bindungsmutanten

Durch den Austausch der insgesamt elf basischen Aminosduren, die die vermutliche
Substratbindungsstelle flankieren, durch Alanin und die anschlieBende funktionelle

Charakterisierung der entstandenen Mutanten sollte die Beteiligung der jeweiligen Arginin- und
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Lysinreste an der Substratbindung bestimmt werden. Da bei einer unspezifischen Nuklease eine
direkte Messung der Bindungsstirke aufgrund der immer gleichzeitig stattfindenden Spaltung
nur in sehr eingeschrinktem Mafe fiir vollig inaktive Mutanten bzw. bei Verwendung
kiinstlicher Substrate moglich ist (Friedhoff ef al., 1994b, Kolmes, 1995), konnen Aussagen iiber
die Beteiligung von Aminosduren an der Substratbindung stattdessen iiber die Bestimmung der
kinetischen Konstante Ky der jeweiligen Alaninmutanten gemacht werden, da diese unter
Michaelis-Menten-Bedingungen ein MalB fiir die Affinitit zwischen Enzym und Substrat ist

(Fersht, 1985).

3.4.1.1 Bestimmung der Kkinetischen Parameter k., und Ky,

Mit Hilfe des Hyperchromizitits-Assays (Kap. 2.6.2) wurden fiir die zu untersuchenden
Bindungsmutanten der Serratia Nuklease die kinetischen Parameter k¢,, Ky und ke,/ Ky aus dem
Michaelis-Menten-Diagramm, das fiir jede neu generierte Variante im Anhang (Kap. 7.3)
wiedergegeben ist, bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tab. 3-3 aufgefiihrt.

Die Daten der Nuklease-Varianten R57A, R87A und R131A stammen aus fritheren Arbeiten
(Friedhoff et al., 1996b) und weisen zugleich die groften Abweichungen von den Wildtyp-
Parametern auf: Diese Mutanten besitzen auf hochmolekulare DNA bezogen eine gegeniiber
dem Wildtyp um mehr als 100fach verringerte Aktivitit, was sich bei der Variante R57A
vornehmlich in einem stark reduzierten k.,-Wert widerspiegelt, wihrend die Mutanten R87A
und R131A mit einem 111- bzw. 35fach erhohten Ky-Wert relativ zum Wildtyp-Enzym die
groften beobachteten Ky-Effekte zeigen.

Zusitzlich zu diesen schon bekannten Bindungsmutanten zeigen auch die folgenden neu
generierten Varianten eine verringerte Aktivitit: K132A weist einen relativen k.,/Ky-Wert von
0.1 auf, hauptsichlich aufgrund eines im Vergleich zum Wildtyp 5fach erhohten Ky;-Wertes. Die
Mutante K60A besitzt 20 % der Wildtyp-Aktivitdt mit einem 10fach erhohten Ky-Wert und
kaum verindertem k.,.-Wert. Auch die Mutanten K55A und R125A sind in ihrer Aktivitdt um 70
% eingeschrinkt, wobei der Ky-Wert gegeniiber dem Wildtyp-Enzym verdoppelt, der k.,-Wert

jedoch nur um maximal 40 % verringert ist.
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Tab. 3-3: Kinetische Parameter der untersuchten Bindungsmutanten der Serratia Nuklease. Die
Daten wurden mit Hilfe des Hyperchromizitiits-Assays mit hochmolekularer DNA als
Substrat gewonnen. Die relativen Werte beziehen sich jeweils auf das Wildtyp-

Enzym.

Keat rel. kea Ku rel. Ky Keat / Km rel. koo / Km

[sec”] [uM ()] [sec” uM''(n0)]
Wit 980 +ss 1 009 60 15 1 +o02s 16  +5 1 +0.33
K48A |738 =66 0.8 o2 40 =13 0.7 o2 18.5 +62 1.2 +to3
K55A  |708 +s8 0.7 +o1 139 +t44 23 to07 51 =17 03 o1
R57A' |17 +1 0.02 +0.001 162 =86 27 +t14 0.1 o003 0.006 +0.002
K60A 2162 +229 2.2 102 631 =110 10.5 19 34 o7 0.2 +oo4
K84A 1943 228 2.0 02 127 35 2.1 o6 15.3 +46 1.0 +to3
R87A' [333 :og 0.3 o1 6700 +4600 111 =77 0.046 +o0.032 0.003 +0.002
RI125A |585 =+94 0.6 o1 121 =+43 2.0 to7 48 +19 03 o1
RI31IA' 235 +59 0.2 +0.06 2100 1200 35 +20 0.11 =o.01 0.007 +0.0007
KI132A (464 =54 0.5 +0.06 305 +9 51 +15 1.5 o5 0.1 +o04
R136A [474 130 0.5 003 84 +i15 14 o2 5.6 11 04 o009
KI196A [1132 +121 1.2 o1 183 +47 3.1 o8 6.2 t17 04 o115

! Daten aus Friedhoff et al., 1996b.

Der Austausch der Aminosduren Argl36 und Lys196 gegen Alanin fiihrt in beiden Fillen zu
einer um 60 % reduzierten Aktivitit gegeniiber dem Wildtyp-Enzym. Wihrend sich dies bei der
Mutante K196A in einem um den Faktor 3 erhohten Ky-Wert bei unveridndertem k.,-Wert
duBert, sind bei R136A beide Parameter gleichermallen betroffen, so dal man in diesem Fall

nicht von einer Ky-Mutante sprechen kann. Die Varianten K48A und K84A besitzen nahezu

Wildtyp-Aktivitit.
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3.4.1.2 Spaltung kurzer Oligonukleotide zur Kartierung der Bindungsstelle der

Serratia Nuklease
Um weitere Einblicke in die Struktur der Substratbindungsstelle der Serratia Nuklease und die
Beteiligung der untersuchten Lysin- und Arginin-Reste zu erhalten, wurden Spaltexperimente
mit kurzen Oligonukleotiden durchgefiihrt.
Fiir eine genauere Kartierung der Bindungsstelle, bei der ein moglicher Kontakt von einer
basischen Aminosidure zu einem Phosphat bestimmt werden soll, ist es wichtig, dal die
untersuchten Substrate eine moglichst definierte Spaltstelle und damit auch eine definierte
Position innerhalb der Bindungstasche besitzen. Zu diesem Zweck wurden das Tetra- und
Pentanukleotid d(pA)s und d(pA)s verwendet, bei denen eine starke Spaltpriferenz zwischen den
Positionen 2 und 3 besteht (Friedhoff ef al., 1996a). Zusitzlich wurden bei einigen Mutanten die
Oligonukleotide der Reihe d(A,GCT,) eingesetzt, wobei n von 2 bis 6 reicht. Von diesen ist aus
friiheren Arbeiten bekannt, da zu Beginn der Hydrolyse durch die Serratia Nuklease ein
Hauptprodukt gebildet wird, das durch die priferentielle Spaltung zwischen den Basen G und C
bzw. zwischen A und G entsteht (Kolmes, 1995). In etwas geringerem MafBle wird auch zwischen
den Basen A und G bevorzugt gespalten.
Die Oligonukleotide wurden 5 radioaktiv markiert und in Spaltreaktionen mit solchen Mutanten
eingesetzt, bei denen aufgrund eines erhohten Ky-Wertes gegeniiber dem Wildtyp-Enzym eine
Beteiligung an der Substratbindung naheliegt. Die Analyse der Spaltprodukte erfolgte mittels
Homochromatographie (Abb. 3-8).
Zusitzlich wurde die Aktivitdit der Bindungsmutanten gegeniiber dem artifiziellen
Minimalsubstrat Thymidin-di-3’-5"-(p-nitrophenyl)-phosphat (npdTpn) (s. Kap. 3.3) bestimmt.

Die Ergebnisse der Spaltexperimente mit kurzen Substraten sind in Tab. 3-4 aufgefiihrt.
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wit KS5A KG60A

$84¢:  PADAPAPAPA

0 05125102030 0 05125102030 005125102030
min min min

Abb. 3-8: Homochromatogramm der Spaltung des radioaktiv markierten Pentamers d(pA)s.
Beispielhaft sind die Hydrolysereaktionen von 0.5 uM dieses Substrates durch
jeweils 100 nM der Wildtyp-Nuklease sowie der Mutanten K55A und K60A in
50 mM Tris/HCI1, 5 mM MgCl, gezeigt.

Es zeigt sich, daB3 die Mutanten RS7A, R87A und R131A, die gegeniiber DNA eine stark
verminderte Aktivitit aufweisen, auch die kurzen Tetra- und Pentanukleotide nicht meBbar
spalten, wihrend das Minimalsubstrat Thymidin-di-3"-5’-(p-nitrophenyl)-phosphat mit einer dem
Wildtyp vergleichbaren Geschwindigkeit umgesetzt wird. Letzteres trifft ebenfalls fiir alle
anderen untersuchten Bindungsmutanten zu, was verdeutlicht, da} das eigentliche katalytische
Zentrum des Enzyms durch den Austausch eines der elf Arginin- bzw. Lysinreste durch Alanin
nicht beeintrichtigt wird.

Fiir die Variante K132A, die im Hyperchromizitits-Assay aufgrund eines 10fach erhohten Ky-
Wertes eine stark verringerte Aktivitit aufwies, zeigt sich dagegen eine dem Wildtyp
vergleichbare Aktivitit gegeniiber den kurzen Substraten d(pA)s; und d(pA)s. Auf Grund dieser
Diskrepanz zwischen der Spalteffizienz von sehr langen und sehr kurzen Substraten wurden fiir
diese Mutante weitere Aktivititstests mit Oligonukleotiden von 6 bis 14 Nukleotiden Linge
durchgefiihrt. Alle diese Substrate werden mit etwa 50 % der Wildtyp-Aktivitit umgesetzt. Dies
deutet, eine bevorzugte Hydrolyse des zentralen Phosphates der Substrate vorausgesetzt, auf eine

Beteiligung der Aminosdure Lysin 132 an der Bindung eines Phosphatrestes der DNA hin, das in
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einer Entfernung von etwa 2 bis 3 Phosphodiesterbindungen von der zu spaltenden Bindung

liegt.

Tab. 3-4: Relative Spaltgeschwindigkeiten der untersuchten Mutanten gegeniiber kurzen
Oligonukleotidsubstraten sowie dem Minimalsubstrat Thymidin-di-3"-5"-(p-
nitrophenyl)-phosphat, jeweils bezogen auf die Aktivitiat des Wildtyp-Enzyms. Zum
Vergleich ist zusidtzlich die relative nukleolytische Aktivitdt jeder Mutante
gegeniiber hochmolekularer DNA im Hyperchromizitits-Assay aufgefiihrt (vgl.

Tab. 3-3).

rel. ke./Kum rel. Reaktionsgeschwindigkeiten rel. ke./Kum

(DNA) A¢GC AsGC A4GC A3GC  A,GC  d(pA)s d(pA)s (npdTpn)
Wildtyp 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
K48A 1.2 1.2 0.8 1.2
K55A 0.3 0.6 0.4 0.9
R57A 0.006 - - 2.5
K60A 0.2 0.5 0.9 0.9 1.0 1.3 1.3 1.3 1.4
K84A 1.1 1.0 0.8 1.4
R87A 0.003 - - 1.5
RI125A 03 0.3 0.5 0.4 0.5 0.9 1.0 3.6 1.0
R131A  0.007 - - 4.0
K132A 0.1 0.4 0.5 0.5 0.4 0.5 0.8 1.0 1.3
R136A 04 0.6 0.9 0.8
K196A 04 0.6 0.9 1.3

Fiir das Wildtyp-Enzym wurden folgende Werte bestimmt: k.,/Ky (DNA) = 16 sec’! pM"(nt), KoKy (npdTpn) =
2x 10 sec’ pM'l, v (14mer) = 40 min’', v (12mer) = 37 min’, v (10mer) =40 min’', v (8mer) =53 min”, v (6mer)
=19 min’, v (5mer) =1 min’', und v (4mer) = 0.02 min”.

Alle Reaktionen wurden in 50 mM Tris/HCI, pH 8.2, 5 mM MgCl, bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Ahnliches 148t sich aus den Daten fiir die Mutante K60A schluBfolgern: Hochmolekulare DNA
und das 14mer Oligonukleotid werden mit 20 bzw. 50 %iger Aktivitit relativ zum Wildtyp

gespalten, wihrend der Austausch dieses Lysins bei der Bindung und Spaltung kiirzerer
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Substrate offensichtlich keine Auswirkungen hat; diese werden mit einer dem Wildtyp-Enzym
vergleichbaren Geschwindigkeit umgesetzt. Die Seitenkette des Lysin 60 stellt also
moglicherweise einen Kontakt zu einem Phosphat her, das sich 6 bis 7 Nukleotide von der zu
spaltenden Bindung entfernt befindet.

Bei der Nuklease-Variante K196A tritt der Ubergang von reduzierter Aktivitit bis zu Wildtyp-
Aktivitit bei einer Substratlinge von weniger als 5 Nukleotiden auf. Ahnliches gilt fiir den
Austausch des Arginin an der Position 136 gegen Alanin, weshalb fiir diese Mutanten keine
Untersuchung der Spalteffizienz von Substraten mittlerer Linge durchgefiihrt wurde.

An der Position 125 hat eine Mutation gegen Alanin keinen EinfluB auf die Spaltung von
Substraten von weniger als 8 Nukleotiden Lidnge, wihrend ldngere Substrate mit hochstens
halbmaximaler Geschwindigkeit verglichen mit der Wildtyp-Nuklease umgesetzt werden. Bei
der Variante KS55A dagegen wird eine dem Wildtyp-Enzym vergleichbare Aktivitit erst
gegeniiber dem Minimalsubstrat Thymidin-di-3’-5"-(p-nitrophenyl)-phosphat erreicht, was eine
Beteiligung an der Bindung von Phosphaten nahelegt, die sich direkt banachbart von der zu
spaltenden Phosphodiesterbindung befinden.

Der Austausch der Lysine an den Positionen 48 und 84 hat keine Auswirkungen auf die Spaltung
unterschiedlich langer Oligonukleotide: Alle untersuchten Substrate werden nahezu mit Wildtyp-

Aktivitdt umgesetzt.

3.4.2 Plasmidspaltkinetiken zur Analyse des Bindungsverhaltens

der Nuklease-Varianten

Fiir die unspezifische humane Endonuklease DNase I konnten durch den gezielten Austausch
von insgesamt drei Aminosdureresten im Bereich der Substratbindungsstelle gegen basische
Aminosduren extrem aktive Enzymvarianten generiert werden, die bei der Spaltung
iberspiralisierter Plasmid-DNA eine verstarkte Tendenz zur Bildung linearer DNA besitzen (Pan
& Lazarus, 1997). Dies steht im Gegensatz zum Spaltverhalten der Wildtyp-Nuklease, die bei
der Hydrolyse von Plasmiden hauptsichlich offen zirkulire DNA als erstes Produkt generiert.
Das Ergebnis wurde, auch aufgrund der geringeren Ky-Werte der Varianten, auf eine stidrkere

Affinitdt dieser Mutanten fiir das Substrat zuriickgefiihrt, die eine langsamere Dissoziation des
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Produktes nach einer Einzelstrangspaltung und damit eine groflere Wahrscheinlichkeit fiir
Doppelstrangbriiche zur Folge hat.

Analog zu diesen Studien an DNase I wurde mit den Bindungsmutanten der Serratia Nuklease
ein Plasmid-Spaltassay an iiberspiralisierter DNA durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob die
verringerte Substrataffinitit einiger Enzymvarianten Auswirkungen auf die Verteilung der
Produktspezies hat.

Die Ergebnisse sind in Abb. 3-9 und Abb. 3-10 dargestellt. Deutlich ist dabei der Unterschied
zwischen der Produktverteilung der Wildtyp-Nuklease und derjenigen Varianten, die beziiglich
der kinetischen Parameter die groften Ky-Effekte gezeigt hatten (s. Tab. 3-3), wie
beispielsweise die Mutante R87A.
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Abb. 3-9: Spaltung von iiberspiralisierter Plasmid-DNA durch die Wildtyp-Nuklease sowie die
Mutante R87A als Beispiel fiir die extrem unterschiedliche Verteilung der
Produktspezies. Links ist die Auftrennung der DNA auf 0.8 %igen TBE-Agarose-
Gelen gezeigt, wihrend auf der rechten Seite nach densitometrischer Auswertung der
Gele der Anteil des jeweiligen Produktes an der Gesamt-DNA gegen die Zeit
aufgetragen ist. Es wurde jeweils 0.02 pg/ul des Plasmids pBSK"* durch 1000 K.U./1
Enzym in 50 mM Tris/HCI, pH 8.2, 5 mM MgCl, gespalten.
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Abb. 3-10: Verteilung der Produktspezies bei der Spaltung von iiberspiralisierter Plasmid-DNA
durch ausgewiihlte Varianten der Serratia Nuklease (0.02 ug/ul pBSK*, 1000 K.U./I
Enzym, 50 mM Tris/HCL, pH 8.2, 5 mM MgCl,). Die dazugehorigen Agarose-Gele
sind im Anhang (Kap. 7.4.1) abgebildet.

Bei der Spaltung iiberspiralisierter (sc) Plasmid-DNA durch den Wildtyp tritt in etwa gleichem

Mafe eine Bande von offen zirkuldrer (oc) sowie linearer (/in) DNA auf, bevor im weiteren

Verlauf der Reaktion kleinere lineare DNA-Fragmente entstehen, die als ,Schmier® im

Agarosegel zu erkennen sind. Dies

bedeudet,

daB die Serratia Wildtyp-Nuklease
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iberspiralisierte ~ Plasmid-DNA  durch eine Reihe schnell aufeinander folgender
Einzelstrangspaltungen (,,nicks*) sehr schnell linearisiert, ohne da offen zirkulidre
Produktspezies akkumuliert werden. Im Gegensatz hierzu wird im Laufe der Spaltreaktion durch
bestimmte Nuklease-Varianten verstidrkt oc-Plasmid gebildet. Hier werden demnach zunéchst
eine grollere Anzahl statistisch verteilter Einzelstrangspaltungen erzeugt, die dann im Verlauf
der weiteren Reaktion erst allméhlich zu einer Linearisierung des Substrates fiihren. Besonders
extrem ist dieser Unterschied in der Verteilung der Produktspezies fiir die Mutante R87A
(Abb. 3-9), die gleichzeitig die Variante mit der groften Abweichung des Ky-Wertes ist (Ky
relativ zum Wildtyp 111fach erhoht). Hier wird oc-Plasmid bis zu einem Anteil von 80 % der
Gesamt-DNA-Menge akkumuliert.

Eine dhnliche Tendenz zur Akkumulation von oc-Plasmid, wenn auch in weniger ausgeprigter
Form, zeigen auch die Ky-Mutanten R131A, K60A und K196A, wihrend die Nuklease-
Varianten K48A, K55A, K84A, R125A, K132A und R136A eine dem Wildtyp-Enzym dhnliche
Verteilung der Produktspezies mit z.T. stiarkerer Bildung linearer DNA aufweisen (die Gele und
die zugehorigen Auswertungen sind im Anhang (Kap. 7.4.2) gezeigt). Die Mutante R57A, die
keine Ky-Mutante sondern vielmehr im k.,-Wert beeintrichtigt ist, zeigt dhnlich wie die
Variante R87A ebenfalls eine starke Akkumulation von oc-Plasmid-DNA, wihrend die active
site-Mutante H89N eine vergleichbare Produktverteilung aufweist wie der Wildtyp.

Es ldBt sich also zusammenfassen, dal} solche Nuklease-Varianten, die bei der Spaltung
hochmolekularer DNA im Kunitz-Assay durch einen erhohten Ky-Wert auffallen und daher als
in der Substratbindung beeintrichtigt gelten konnen, bei der Spaltung iiberspiralisierter Plasmid-
DNA eine gegeniiber dem Wildtyp verdnderte Verteilung der Produktspezies zeigen: Es wird in
verstirktem MafBle offen zirkulire DNA akkumuliert, was auf eine hohere Zahl nur vereinzelt
und statistisch gesetzter Einzelstrangspaltungen zuriickzufiihren ist. Eine Ausnahme bildet die
Mutante K132A, die sich trotz eines 5fach erhohten Ky-Wertes im Plasmid-Spaltassay wie der
Wildtyp verhilt, sowie die Variante RS7A, bei der dhnlich wie bei der Mutante R87A verstirkt
oc-DNA gebildet wird.

3.4.3 Salzabhingigkeit verschiedener Nuklease-Varianten

Zur weiteren Charakterisierung der Bindungseigenschaften bestimmter Mutanten der Serratia

Nuklease wurde deren Salzabhingigkeit untersucht. Dazu wurde im Hyperchromizitits-Assay
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die Aktivitit der jeweiligen Mutante unter dem Einfluf} von steigenden Mengen NaCl bestimmt.

Die Ergebnisse sind in Abb. 3-11 gezeigt.
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Abb. 3-11: Abhingigkeit der nukleolytischen Aktivitit einiger Enzymvarianten von der
Salzkonzentration. Zum Vergleich ist jeweils der Kurvenverlauf fiir die Wildtyp-
Nuklease gezeigt (gestrichelt). Die Aktivitit wurde im Hyperchromizitits-Assay
unter folgenden Bedingungen bestimmt: 0.05 mg/ml Heringsspermien-DNA,
50 mM Tris/HCI, pH 8.2, 5 mM MgCl,, 250 000 K.U./l Enzym, 0 bis 400 mM
NaCl, RT.
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Die Wildtyp-Nuklease zeigt maximale Aktivitit bei einer Salzkonzentration von 50 mM NaCl,
wihrend hohere Konzentrationen stark inhibierend wirken (Merck, 1989).

Demgegeniiber zeigen diejenigen Nuklease-Varianten, die einen Ky-Effekt gezeigt hatten und
die vermutlich an der Substratbindung beteiligt sind (R87A, R131A, K60A, K132A und K196A)
eine sehr viel stirkere Abhingigkeit ihrer nukleolytischen Aktivitit von der Salzkonzentration:
Schon bei geringen NaCl-Konzentrationen von 10 bis 25 mM ist die Aktivitit der meisten
Bindungsmutanten um etwa 20 % reduziert und féllt mit steigender Salzkonzentration schneller
ab als bei der Wildtyp-Nuklease. Am deutlichsten gilt dies wiederum fiir die stirkste Ky-
Variante R87A.

Dagegen weist die Mutante K48A einen dem Wildtyp dhnlichen Kurvenverlauf auf, was zeigt,
daB3 eine stidrkere Sensitivitit einer Mutante gegeniiber der Salzkonzentration mit deren

Bindungsdefizienz (Ky-Wert erhoht) korreliert ist.

3.5 Charakterisierung der Nuklease-Varianten Y76A und
W123A

Ausgehend von fritheren Arbeiten, nach denen den aromatischen Aminosédureresten Tyr76 und
Trp123 eine Funktion bei der Erhaltung der strukturellen Integritdt der Serratia Nuklease bzw.
bei der Substratbindung zugesprochen wurde (Meiss et al., 1999, 2000), sollte letzteres in dieser
Arbeit ndher untersucht werden. Da einige Nukleasen, wie z.B. Vertreter der RNase T-Familie
und viele RNA-bindende Proteine, u.a. iiber Interkalation von aromatischen Resten zwischen die
Basen der Nukleinsdure ihr Substrat binden, wurde diese Moglichkeit fiir die Aminosduren
Tyr76 und Trp123 der Serratia Nuklease mit Hilfe von Spaltkinetiken an Oligonukleotiden mit
abasischen sites untersucht. Hierzu wurden die Pentanukleotide d(A_AAA) und d(AA_AA)
sowie die Dodekamere d(AAAAA_CTTTTT) und d(AAAAAG_TTTTT) (ein Unterstrich
kennzeichnet jeweils die Position der fehlenden Base) und zusitzlich die jeweils unmodifizierten
Oligonukleotide als radioaktiv markierte Substrate mit dem Wildtyp-Enzym, den Nuklease-
Varianten Y76A, W123A und zur Kontrolle mit der Mutante K48 A umgesetzt und die Reaktion
mittels Homochromatographie analysiert. Dabei mufiten die Enyme aufgrund der sehr geringen

Umsatzgeschwindigkeit von Pentameren in starkem UberschuB zugegeben werden.
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Homochromatogramme zur Analyse der Spaltung eines unmodifizierten und zweier
Pentamere, bei denen jeweils eine Base fehlt. Hier ist die Reaktion fiir die Wildtyp-
Nuklease gezeigt; die iibrigen untersuchten Varianten setzen die Substrate zwar
langsamer um, jedoch ergibt sich die gleiche Produktverteilung. Jeweils 0.5 uM der
radioaktiv markierten Substrate wurden in 50 mM Tris/HCI, pH 8.2, 5 mM MgCl,
durch 60 nM Enzym im Fall des unmodifizierten Oligonukleotids bzw. 7 uM
Nuklease bei den modifizierten Pentameren bei Raumtemperatur umgesetzt.

Ein Unterstrich kennzeichnet die Position der fehlenden Base, der Pfeil deutet auf
die bevorzugte Spaltstelle.

Apparente und relative, jeweils auf das unmodifizierte Pentamer bezogene
Reaktionsgeschwindigkeiten der Spaltung der Oligonukleotide mit einer abasischen
site durch die Wildtyp-Nuklease sowie die Varianten Y76A, W123A und K48A.
Zum Vergleich sind zusitzlich die relativen spezifischen Aktivitidten gegeniiber
hochmolekularer DNA, gemessen im Kunitz-Assay, genannt.

Enzym

DNA PApApApApA PApP_pApApA PApPAp_pApA

% [min'l] rel.v v [min'l] rel.v v [min'l] rel.v

Wildtyp
Y76A
WI23A

K48A

1 33 1 0.035 0.01 0.035 0.01

0.015 0.0069 1 <0.00001 <0.001 |0.00002 0.003

0.23 0.022 1 0.00005 0.002 0.00022  0.01

1.2 2.0 1 0.016 0.008 0.017 0.009

Reaktionsbedingungen: 0.5 uM Substrat, 5 x10° K.U/l Enzym beim unmodifizierten Substrat bzw. 9 x 10° K.U./I
bei den modifizierten Pentameren, 50 mM Tris/HCI, pH 8.2, 5 mM MgCl,.
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Bei der Spaltung der verschiedenen Pentamere (Abb. 3-12) fillt auf, da bei dem
unmodifizierten Substrat sowie bei demjenigen Oligonukleotid, bei dem die dritte Base fehlt,
jeweils die zweite Phosphodiesterbindung die bevorzugte Spaltstelle darstellt, wihrend sich diese
um eine Position in 3’-Richtung verschiebt, wenn das zweite Adenin nicht vorhanden ist.

Die Ergebnisse der Spaltung der verschiedenen Pentamere sind in Tab. 3-5 aufgefiihrt sowie in

der Abb. 3-13 graphisch dargestellt.

1.000
B o(AAAAA)
[ d(A_AAA)
I d(AA_AA)

0.015
0.010

0.005

rel. v
|

0.000 -
wit Y76A W123A K48A

Abb. 3-13: Graphische Darstellung der in Tab. 3-5 aufgefiihrten relativen Geschwindigkeiten
der Spaltung von Pentameren mit abasischen sites, jeweils bezogen auf die Spaltung
des unmodifizierten Oligonukleotids.

Das unmodifizierte Pentamer wird von allen untersuchten Enzym-Varianten mit der groften
Geschwindigkeit umgesetzt. Doch wihrend die modifizierten Substrate, unabhingig von der
Position der abasischen sife, beide mit einer um den Faktor 100 herabgesetzten Aktivitit
gespalten werden, gibt es insbesondere bei der Mutante W123A signifikante Unterschiede
zwischen den Substraten: Fehlt die Base an der dritten Position, so wird dieses Oligonukleotid
mit der gleichen Geschwindigkeit gespalten wie von der Wildtyp-Nuklease. Das Fehlen des
zweiten Adenins jedoch hat zur Folge, da die Aktivitit um das Sfache reduziert ist. Der

Austausch des Tryptophan 123 gegen Alanin hat also zur Folge, daB3 das Enzym sensitiv
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gegeniiber dem Vorhandensein oder Fehlen einer Base 5 von der zu spaltenden
Phosphodiesterbindung wird.

Bei der Mutante Y76A tritt dieser Unterschied zwischen den modifizierten Substraten so nicht
auf, sondern beide werden mit einer gegeniiber dem unmodifizierten Oligonukleotid stark
verminderten Aktivitit umgesetzt, allerdings das eine mehr als das andere. Die Variante K48A,
die offensichtlich nicht an der Substratbindung beteiligt ist (s. Kap. 3.4), verhilt sich
erwartungsgemaif} allen untersuchten Substraten gegeniiber wie der Wildtyp.

Bei der Spaltung der untersuchten Dodekamere (Tab. 3-6) hat eine fehlende Base in den
zentralen Positionen lediglich den Effekt, daB diese Oligonukleotide langsamer umgesetzt
werden, wobei jedoch fiir keine Nuklease-Variante ein signifikanter Unterschied in der

Spaltgeschwindigkeit der beiden modifizierten Substrate zu beobachten ist.

Tab. 3-6: Apparente Geschwindigkeit der Spaltung von Dodekameren mit jeweils einer
abasischen site relativ zu der des unmodifizierten Oligonukleotids. Der Unterstrich
kennzeichnet die Position der fehlenden Base. Die Analyse erfolgte mittels

Homochromatographie.
d(AAAAAGCTTTTT) d(AAAAA_CTTTTT) d(AAAAAG_TTTTT)
Enzym
Wildtyp 1 0.09 0.08
Y76A 1 0.22 0.16
W123A 1 0.09 0.05

Reaktionsbedingungen: 0.5 uM Substrat, 1 nM-5 uM Enzym, 50 mM Tris/HCl, pH 8.2, 5 mM MgCl,, RT.

Zusammenfassend 148t sich fiir die Aminosdure Trp123 der Serratia Nuklease sagen, dal3 der
Austausch dieses aromatischen Restes gegen Alanin durchaus Auswirkungen auf die Spaltung
eines Substrates hat, welches 5" von der bevorzugten Spaltposition eine fehlende Base aufweist,
wihrend eine abasische sife in 3’-Richtung fiir diese Mutante ohne Auswirkungen bleibt.

Dagegen fiihrt der Austausch des Tyrosin 76 gegen Alanin zu einer Enzymvariante, die beide

modifizierten Substrate mit reduzierter Aktivitit umsetzt, dasjenige mit der fehlenden Base 5’
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neben der zu spaltenden Bindung jedoch weniger effektiv als das mit der fehlenden Base 3’

neben der zu spaltenden Phosphodiesterbindung.
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4 DISKUSSION

4.1 Produktion rekombinanter Formen der Serratia

Nuklease

Die kinetische und funktionelle Charakterisierung von Varianten der Nuklease aus Serratia
marcescens hinsichtlich Bindung und Katalyse steht im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit. Die
hierzu bendétigten Mutanten wurden iiber eine gerichtete Mutagenese generiert und, ebenso wie
der Wildtyp, als rekombinante Proteine mit einem N-terminalen Met-(His)¢-Gly-Ser-tag aus
Bakterienkulturen von Escherichia coli aufgereinigt (Kap. 3.1). Dabei ist die hier verwendete 2-
Schritt-PCR eine etablierte Methode zur gezielten Einfiihrung von Mutationen in ein Gen (Ito et
al., 1991; Friedhoff et al., 1994b), wenn es auch inzwischen bequemere und schnellere
Techniken gibt wie z.B. die PCR-Mutagenese unter Anwendung einer inversen PCR (Meiss,
1997). Der sog. His-tag hat den Vorteil, da3 die in E. coli tiberexprimierten Proteine iiber die
Technik der Affinitdtschromatographie sehr sauber und in groBeren Mengen aufgereinigt werden
konnen. Frithere Arbeiten hatten gezeigt, dal der His-fag der rekombinanten Proteine im
Vergleich zur nativen Nuklease SM6Nuc, die aus Kulturiiberstinden von Serratia marcescens
gewonnen worden war, zu keinem Unterschied im kinetischen Verhalten der Enzyme fiihrt

(Friedhoff, 1995).

4.2 Beitrage zur Aufkliarung des Katalysemechanismus der

Serratia Nuklease

4.2.1 Die Rolle des Asparagin 119

Das Asparagin an der Position 119 ist neben dem Histidin 89 eine der beiden Aminoséduren, die
fiir den Katalysemechanismus der Serratia Nuklease essentiell sind, und deren Austausch zu
Enzymvarianten fiihrt, die in ihrer Aktivitdt drastisch eingeschriankt bzw. vollig inaktiv sind

(Friedhoff et al., 1996b). Ausgehend von diesen Ergebnissen der Mutagenesestudien wurden im
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Rahmen der vorliegenden Arbeit Experimente durchgefiihrt, bei denen die Aktivitit von
Mutanten, bei denen an der Position 119 ein Aminosdureaustausch vorliegt, unter verschiedenen
pH- und Cofaktorbedingungen analysiert wurde (Kap. 3.2).

Schon bevor die Struktur des Magnesium-Wasser-Clusters der Serratia Nuklease 1999 im Detail
aufgekliart werden konnte (Miller er al., 1999), wurde eine fiir Proteine ungewohnliche
Beteiligung des Asparaginrestes an der Koordinierung des Metallions in Erwdgung gezogen. Die
wihrend dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente sollten diese Theorie unterstiitzen. Deren
Ergebnisse konnen jetzt, nachdem genaue Strukturdaten vorliegen, auch hinsichtlich der
Interaktion des Asparagin mit dem Magnesiumion diskutiert werden.

Die Aminosdure Asnl19 ist die einzige Proteinkomponente, die direkt mit dem essentiellen
Magnesium im aktiven Zentrum der Serratia Nuklease verbunden ist, und zwar iiber das
Sauerstoffatom seiner Amidseitenkette (Abb. 4-1). Die iibrigen 5 Koordinationsstellen des

zentralen Mg”*-Tons werden von Wassermolekiilen des Losungsmittels besetzt.

Asn 106 Glu 127

Gin 114 ﬂ |

7 Asn 119
O« .0 ANH
>/Aip 86
Abb. 4-1: Schema der Magnesium-Bindungsstelle der Serratia Nuklease. Die sechs das
Magnesium-Ion koordinierenden Molekiile des clusters bilden ein Oktaeder (graue
Linien). Interaktionen zwischen Aminosduren des aktiven Zentrums und dem cluster
sind gestrichelt gezeichnet mit Ausnahme der Bindung zwischen dem Asparagin 119

und dem Mg2+—Ion, die direkt und nicht wasservermittelt ist (nach Miller er al.,
1999).
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Eine solche Anordnung einer Metallbindungsstelle, wie sie bei der Serratia Nuklease sowie auch
im strukturell dhnlichen aktiven Zentrum der Homing-Endonuklease I-Ppol zu finden ist, ist
einmalig in der Gruppe aller magnesiumionenbindenden Proteine (Miller et al., 1999): Entweder
wird das Mg2+—lon von Carboxylgruppen, oder von Amidgruppen in Verbindung mit sauren

Aminosduren wie Aspartat oder Glutamat koordiniert (Jernigan et al., 1994).

Durch den Austausch des Asparagin 119 gegen Asparaginsdure ist das pH-Profil der
entsprechenden Variante gegeniiber dem der Wildtyp-Nuklease erheblich verédndert
(s. Kap. 3.2.1): Statt eines pH-Optimums bei pH 8.5 wie beim Wildtyp ist es bei der Mutante
N119D stark zu kleineren pH-Werten (pH 5.5) verschoben. Bei pH-Werten >5.5 fillt die
Aktivitat der Nuklease-Variante rasch ab. Das eingefiigte Aspartat wird an dieser Position
offensichtlich nur in protonierter Form toleriert (die sauren Aminosdurereste Glutamat und
Aspartat weisen in Proteinen pK,-Werte von etwa 4 bis 4.5 auf). Dies erscheint auf den ersten
Blick widersinnig, da ein negativ geladener Rest ein besserer und auch verbreiteter Ligand fiir
ein positiv geladenes Metallion ist als ein Asparagin. Doch zeigt die strikte Konservierung dieses
Asparaginrestes innerhalb der Familie der unspezifischen Nukleasen des Serratia-Typs
(s. Abb. 1-3 der Einleitung), daf} eine ungeladene Aminosédure an dieser Stelle von der Evolution
stark bevorzugt wurde. Die notige Elektronegativitit wird hier durch die Interaktion der
Asparaginseitenkette mit der Aminosdure Asp86 hergestellt (Abb. 4-1). Eine negative Ladung
konnte hier, moglicherweise durch eine Verdnderung der Bindungslingen zwischen den
einzelnen Komponenten, die gesamte Geometrie des aktiven Zentrums derart stdren, dafl die
Aktivitdat des Enzyms beeintréachtigt wiirde. Weiterhin konnte eine zu starke negative Ladung an
dieser Stelle die korrekte Positionierung einer ebenfalls negativ geladenen Nukleinsidure

behindern.

Verschiedene Nuklease-Varianten mit Aminosdureaustauschen an der Position 119 zeigen eine
z.T. stark relaxierte Abhéangigkeit von unterschiedlichen Metallionen (Kap. 3.2.2). Wihrend die
Wildtyp-Nuklease das Magnesiumion als Cofaktor bevorzugt, welches mit geringen
Aktivitdtsverlusten durch ein Manganion ersetzt werden kann, zeigen die Mutanten N119Q und
N119D eine erhéhte Aktivitit mit anderen zweiwertigen Metallionen wie Co**, Ni**, Zn** und
Cd**. Unter allen bisher untersuchten Nuklease-Varianten weisen diese beiden N119-Mutanten
die groften Metallionen-Effekte auf (Friedhoff, 1995). Diese Tatsache wurde schon vor

Bekanntwerden der genauen Struktur der Mg**-Bindungsstelle als Indiz fiir eine direkte oder
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zumindest indirekte Beteiligung der Aminosdure Asnl19 an der Metallionenkoordinierung
erkannt.

Moglicherweise ist die unterschiedliche Geometrie bzw. Koordinationszahl der verwendeten
Metallionen fiir die veridnderte Metallionenabhiéngigkeit der Mutanten verantwortlich: So konnen
beispielsweise Co**, Ni** und Zn* auch tetraedrisch koordiniert und mit lediglich 4 Liganden
vorkommen. Eine solche Anordnung konnte die durch einen Aminosdureaustausch verdnderte
Struktur der Metallionenbindungsstelle ausgleichen und die mit Magnesiumionen stark
reduzierte Aktivitdt der N119-Mutanten somit steigern.

Eine Verdnderung der Geometrie des aktiven Zentrums durch einen Aminosiureaustausch
konnte auch die Erfordernis hoherer Mg**-Konzentrationen fiir eine maximale Aktivitit der
Mutante N119D erkldren (s. Kap. 3.2.2): Fine suboptimale Anordnung der an der
Metallionenbindung beteiligten Aminosduren kann die Funktion der Nuklease soweit
beeintrdchtigen, dal hohere Konzentrationen des Cofaktors erforderlich sind, um Séttigung und

damit groBBere Hydrolysegeschwindigkeiten zu erreichen.

Ausgehend von der Struktur des aktiven Zentrums der Serratia Nuklease und in Einklang mit der
Geometrie des Metallionen-Wasser-Clusters wurden zwei mogliche Funktionen des Cofaktors
bei der Katalyse vorgeschlagen (Miller et al., 1999): Einerseits konnte ein Wassermolekiil aus
der Hydrathiille des Magnesiumions dazu dienen, nach der Spaltung der Phosphodiesterbindung
die Abgangsgruppe zu protonieren (Friedhoff ef al., 1996b), wie es beispielsweise auch fiir ein
magnesiumionengebundenes Wasser in den Restriktionsendonukleasen EcoRI und EcoRV
angenommen wird (Jeltsch et al., 1993). Andererseits konnte ein solches magnesiumgebundenes
Wasser direkt von der allgemeinen Base (His89, s.u. Kap. 4.2.2.1) aktiviert werden und somit
das die Phosphodiesterbindung angreifende Nukleophil bilden. In beiden Fillen konnte das
Mg**-Ton zusitzlich dazu dienen, den pentakovalenten Ubergangszustand zu stabilisieren. In
Anbetracht dessen, dal der genaue Katalysemechanismus der Serratia Nuklease und
insbesondere die Funktion des Magnesiumions noch nicht gekléart werden konnte, ist es durchaus
denkbar, daB andere zweiwertige Metallionen wie Co®*, Ni**, Zn** oder Cd** die Aufgaben des
Cofaktors besser iibernehmen konnen, wenn das Asnl19 als wichtiger Ligand fehlt bzw. durch
andere Aminoséduren ersetzt wird. Eine solche Promiskuitédt in der Verwendung verschiedener
Metallionen als Cofaktor spricht eher fiir eine Rolle des Kations bei der Stabilisierung des
Phosphoanions des  Ubergangszustandes, ~wihrend eine groBere  Sensitivitit  der

Hydrolysereaktion hinsichtlich verschiedener Metallionen, wie sie in Untersuchungen der
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Restriktionsendonuklease EcoRV aufgezeigt wurde (Baldwin et al., 1999), eher mit einer
Aufgabe bei der prizisen Positionierung und Aktivierung eines Nukleophils vereinbart werden
kann (Galburt et al., 1999).

Eine Funktion des Metallion-Cofaktors bei der Aktivierung eines Wassermolekiils, welches auf
diese Weise als Nukleophil dienen wiirde, konnte jiingst fiir die Homing-Endonuklease I-Ppol
durch den Vergleich von Elektronendichte-Verteilungen des ungespaltenen Enzym-Substrat-
Komplexes mit denen des Produkt-Komplexes ausgeschlossen werden (Galburt et al., 1999). In
diesen Untersuchungen wurde deutlich, dal die Positionierung des Metallions zwar eine
Interaktion mit der zu spaltenden Phosphodiesterbindung, jedoch keine Koordinierung eines
Wassermolekiils fiir einen direkten nukleophilen in line-Angriff erlaubt. Aufgrund der
Ahnlichkeit der aktiven Zentren von I-Ppol und der Serratia Nuklease (s. Kap. 1.2.3) ist fiir
letztere eine Funktion des Magnesium-lons als Lewis-Sdure zur direkten Aktivierung eines

Nukleophils ebenfalls unwahrscheinlich geworden.

Das Ergebnis der Untersuchung der Metallionenabhingigkeit der Mutante N119H ist besonders
interessant im Hinblick auf die strukturelle Ahnlichkeit der aktiven Zentren der Serratia
Nuklease und des Colicins E9 (Kiithlmann et al., 1999; s. Kap. 1.2.3), bei dem sich an der dem
Asparagin 119 der Serratia Nuklease entsprechenden Position ein Histidin-Rest befindet,
welches hier an der Koordinierung eines Ni**- bzw. Zn**-Ions beteiligt ist. Eine Nachahmung
dieser Situation bei der Serratia Nuklease ergibt eine Enzymvariante, die relativ zum Wildtyp
mit Ni** eine 3- bis 4fach gesteigerte Aktivitit aufweist. Die Kombination eines Histidinrestes an
der Position 119 mit einem Ni**-Ion scheint demnach an dieser Stelle eine durchaus funktionelle
Alternative zur Metallionenbindungsstelle, wie sie in der Serratia Nuklease verwirklicht ist, zu

sein.

4.2.2 Desoxythymidin-di-3’-5’-(p-nitrophenyl)-phosphat - Ein neues
Minimalsubstrat der Serratia Nuklease

Bei der kinetischen Untersuchung der Spaltung hochmolekularer Substrate durch die Serratia
Nuklease besteht, wie fiir alle unspezifischen Nukleasen, das Problem, daf3 prinzipiell nicht

zwischen Substrat und Produkt unterschieden werden kann, da bei der Spaltung langer



4 DISKUSSION 72

Nukleinsduren jedes intermedidre Produkt wiederum gespalten werden kann. Hinzu kommt die
Heterogenitit eines natiirlichen  Substrates, die dazu fiihrt, dal  verschiedene
Phosphodiesterbindungen in unterschiedlichen Sequenz- und Strukturumgebungen kompetitiv
gespalten  werden. Daher konnen fiir solche  Substrate lediglich  apparente
Reaktionsgeschwindigkeiten und kinetische Grofen bestimmt werden. Fiir bestimmte
Fragestellungen ist es daher giinstig, kurze Substrate wie das fiir die Serratia Nuklease oft
verwendete Dodekamer d(AsGCTs), oder Pentahomonukleotide einzusetzen, bei denen es eine
stark bevorzugte Spaltstelle gibt (Friedhoff, 1995).

Nachdem Penta- und Tetranukleotide lange Zeit als die kiirzesten spaltbaren Substrate der
Serratia Nuklease angesehen wurden (Nestle & Roberts, 1969b; Friedhoff ef al., 1996a), wurde
in dieser Arbeit die synthetische Verbindung Desoxythymidin-di-3’-5’-(p-nitrophenyl)-phosphat
(npdTpn) als ein neues Minimalsubstrat dieses Enzyms etabliert (Kap. 3.3). Mit Hilfe der
Absorptionsidnderung von Licht der Wellenldnge 400 nm wéhrend der Hydrolyse und der
Kombination aus Phosphatase- und radioaktiver Markierungsreaktion konnte im Vergleich mit
dem bekannten Spaltmodus fiir DNase I (Liao, 1975) gezeigt werden, daf} die Serratia Nuklease
die Spaltung dieses Substrates an der 5” -Seite katalysiert, wobei p-Nitrophenol sowie
Desoxythymidin-3” -p-nitrophenyl)-phosphat entsteht (s. Kap. 3.3.1). An der 3" -Position wird
nicht gespalten. Dies entspricht den Ergebnissen fritherer Spaltexperimente an kurzen
Oligonukleotidsubstraten, bei denen herausgestellt worden war, dal das Vorhandensein eines
Phosphates 3° von der zu spaltenden Phosphodiesterbindung fiir eine effektive Katalyse
essentiell ist (Friedhoff er al., 1996a). Dies diirfte auch der Grund dafiir sein, da3 die ebenfalls
synthetische Substanz Desoxythymidin-5'-(p-nitrophenyl)-phosphat von der Serratia Nuklease
nicht gespalten wird, da auch hier ein Phosphat 3” von der zu spaltenden Bindung fehlt.

Unter Verwendung von npdTpn konnen enzymologische und kinetische Untersuchungen an
einem definierten System durchgefiihrt werden, bei dem aus einem Substrat ein Produkt entsteht.
Ein weiterer Vorteil des Einsatzes von npdTpn in einem Spaltassay ist der direkte
Zusammenhang zwischen dem Spaltereignis und dem beobachtbaren hyperchromen Signal, was
beispielsweise bei dem Hyperchromizitits-Assay nicht gegeben ist. Hier besteht keine lineare
Beziehung zwischen Spaltung und Signalinderung, da eine solche Anderung lediglich indirekt
durch den Verlust von stacking-Wechselwirkungen hervorgerufen wird. Weil diese Abnahme
von stacking-Interaktionen, die beim Ubergang von doppelstringigen zu einzelstringigen

Nukleinsduren vorkommt, auch erst bei Produktldngen unter 10 Nukleotiden in Erscheinung tritt,
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beobachtet man bei langen Nukleinsduresubstraten das Phdanomen der lag-Phase, bei der trotz
stattfindender Spaltungen keine Signaldnderung detektiert werden kann. Eine solche lag-Phase
tritt bei der Spaltung kurzer Substrate nicht auf.

Ein Nachteil des Spaltassays mit Desoxythymidin-di-3’-5’-(p-nitrophenyl)-phosphat ist die
geringe Aktivitdt, mit der dieses Substrat von der Serratia Nuklease umgesetzt wird: Im
Vergleich zu hochmolekularer DNA wird es mit einer 10° mal geringeren Geschwindigkeit
gespalten (Kap. 3.3.2), weshalb entsprechend hohe Substrat- und Enzymkonzentrationen
eingesetzt werden miissen, um ein gutes Mefsignal zu erhalten. Da die Synthese von npdTpn
relativ aufwendig ist (Franke, 1998), wird ein Assay mit diesem Minimalsubstrat fiir einige
Fragestellungen sinnvoll sein, bei vielen kinetischen Untersuchungen jedoch den

Hyperchromizitits-Assay nicht ersetzen kdnnen.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten kinetischen Experimente mit verschiedenen Varianten der
Serratia Nuklease (Kap. 3.1.2) haben gezeigt, dal die iiberwiegende Anzahl der Mutationen
keinen EinfluBl auf die Spaltung des kurzen artifiziellen Substrates npdTpn haben, da es von
diesen Varianten mit Wildtyp-Aktivitdt umgesetzt wird. Lediglich ein Austausch der fiir die
Katalyse absolut essentiellen Aminoséduren des aktiven Zentrums, His89 und Asnl19, fithren zu
Enzymvarianten mit keiner oder einer nur geringen Aktivitit gegeniiber npdTpn. Viele andere
Mutanten wie R57A oder R87A, die gegeniiber DNA eine drastisch reduzierte Aktivitit
aufweisen, setzen Desoxythymidin-di-3’-5’-(p-nitrophenyl)-phosphat mit einer Aktivitit
vergleichbar der des Wildtyps um. So ist, neben der Analyse von CD-Spektren, mit diesem
Substrat eine weitere Moglichkeit gegeben, die strukturelle Integritdt einer neu generierten
Enzymvariante zu untersuchen: Zeigt eine Mutante im Hyperchromizitits-Assay gegeniiber
hochmolekularer DNA eine reduzierte Aktivitit, so weist eine Spaltung von npdTpn darauf hin,
daB3 zumindest das aktive Zentrum in seinen wichtigsten Komponenten intakt ist. Fiir eine
moglicherweise reduzierte Aktivitdt ist somit nicht ein Defekt in der Proteinstruktur
verantwortlich, sondern moglicherweise eine Defizienz in der Bindung o.4. In dhnlicher Weise
wurde das Substrat npdTpn auch eingesetzt, um die Integritit des aktiven Zentrums von

Mutanten der DNase I zu untersuchen (Doherty et al., 1995).
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4.2.2.1 Die Spaltung von Desoxythymidin-di-3’-5’-(p-nitrophenyl)-phosphat gibt
Hinweise auf den Katalysemechanismus der Serratia Nuklease
Nach jahrelanger kontroverser Diskussion ist mittlerweile die Rolle des fiir die Aktivitdt der
Serratia Nuklease essentiellen Histidin 89 als allgemeine Base zur Aktivierung des anschliefend
als Nukleophil dienenden Wassermolekiils iiberwiegend akzeptiert. Gestiitzt wird dieses Modell
durch zahlreiche Mutagenesestudien und kinetische Untersuchungen (Friedhoff et al., 1994b,
1996b). So laBt beispielsweise der Vergleich der pH-Profile der Wildtyp-Nuklease sowie einiger
Mutanten den Schluf3 zu, dal His89 unprotoniert vorliegen muf3, um die Katalyse zu unterstiitzen
(Friedhoff et al., 1996b). In einem alternativen, jedoch wenig favorisierten Modell fungiert
His89 als allgemeine Sédure und Glul27 als allgemeine Base (Miller et al., 1994; Antosiewicz et
al., 1997; Lunin et al., 1997), was jedoch aufgrund der relativ hohen Restaktiviidt bei Fehlen
dieser Aminosduren unwahrscheinlich ist.
Aufgrund der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten kinetischen Untersuchungen der
Spaltung des kiinstlichen Substrates Desoxythymidin-di-3’-5’-(p-nitrophenyl)-phosphat kann
eine Rolle des Histidin 89 als allgemeine Siure weitgehend ausgeschlossen werden: Wegen des
niedrigen pK,-Wertes der konjugierten Sédure der p-Nitrophenolat-Abgangsgruppe von 7.14
(Fickling et al., 1959) ist, im Gegensatz zur Spaltung von DNA oder RNA, deren
Abgangsgruppen einen pK,-Wert von etwa 16 besitzen, eine allgemeine Sdure bei der Spaltung
von npdTpn entbehrlich. Wiirde dem Histidin 89 bei der Katalyse die Rolle der allgemeinen
Séure zukommen, so diirfte ein Austausch dieser Aminoséure gegen ein Alanin bei der Spaltung
des Minimalsubstrates nicht zu einer so drastischen Reduzierung der Aktivitit fithren, wie sie in
dieser Arbeit gezeigt wurde (s. Kap. 3.1.2).
Umgekehrt zeigt die durch den Austausch der Aminosdure Glul27 gegen Alanin nicht
beeintrichtigte Aktivitit des Enzyms gegeniiber Desoxythymidin-di-3’-5"-(p-nitrophenyl)-
phosphat, dafl dieser Aminosdurerest nicht als allgemeine Base fungieren kann.
In dhnlicher Weise wurde fiir die Bovine Ribonuklease A analysiert, welches der beiden im
aktiven Zentrum sich befindenden Histidine wéhrend der Katalysereaktion als allgemeine Base
bzw. allgemeine Sédure fungiert: Die Mutante H119A spaltete in diesen Untersuchungen die
Verbindung Uridin-3" -p-nitrophenyl)-phosphat mit Wildtyp-Aktivitit in p-Nitrophenol und
Uridinphosphat (Thompson & Raines, 1994); das Histidin ist also an dieser Stelle fiir die

Hydrolyse dieser Verbindung abkémmlich. Es ist daher wahrscheinlich, da3 die Aminosdure
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His119 in diesem Enzym nicht als allgemeine Base, sondern vielmehr als allgemeine Siure
agiert.

Fiir den Mechanismus der Phosphodiesterspaltung durch die Serratia Nuklease ergibt sich somit
folgendes Modell (Abb. 4-2): His 89 abstrahiert als allgemeine Base ein Proton eines
Wassermolekiils und aktiviert es. Dabei kann es sich um ein freies Wassermolekiil handeln oder
um eines aus der Hydrathiille des Magnesiumions. Das auf diese Weise entstehende Hydroxyl-
Ion greift als Nukleophil die Phosphatgruppe eines Substrates an, so da} ein pentakovalenter
Ubergangszustand entsteht. Dieser wird wahrscheinlich durch das als Cofaktor dienende Mg2+—
Ion stabilisiert. Letzteres wird oktaedrisch umgeben von 5 Wassermolekiilen und der Seitenkette
des Asnl19 (Miller et al., 1999). Die zunichst als Metallionen-Liganden favorisierten sauren
Aminosduren Asp86 und Glul27 sind dagegen lediglich indirekt iiber Asnl19 bzw. ein
Wassermolekiil an der Magnesiumbindung beteiligt (Miller et al., 1999).

\
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Abb. 4-2: Moglicher Katalysemechanismus der Substratspaltung durch die Serratia Nuklease
(verdndert nach Miller et al., 1999).
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Auch der basischen Aminosdure Arg57 wird eine Beteiligung an der Stabilisierung des
Ubergangszustandes zugeschrieben, wihrend Arg87 und Argl31 durch einen Kontakt mit den
Phosphatgruppen 3" bzw. 5" von der zu spaltenden Phosphodiesterbindung maBgeblich an der
Bindung eines Substrates beteiligt sind (Friedhoff et al., 1996b) (s. Kap. 4.3). Wie die
Protonierung der Abgangsgruppe verwirklicht wird, ist zur Zeit noch unbekannt; in Frage dafiir
kommt ein durch Glul27 aktiviertes Wassermolekiil des Losungsmittels oder auch eines, das
sich in der Hydratationssphire des Mg** befindet, wie es fiir die Restriktionsenzyme EcoRI und
EcoRV angenommen wird (Jeltsch et al., 1993). Alternativ hierzu kann auch die Assoziation des
Metallions an die negativ geladene Abgangsgruppe deren Ablosung erleichtern, wie es fiir die

3’—5” Exonuklease der Klenow-Polymerase diskutiert wurde (Beese & Steitz, 1991).

4.3 Die Substratbindungsstelle der Serratia Nuklease

Grundsitzlich gibt es mehrere Moglichkeiten der Bindung eines Substrates an ein Protein: Fiir
nukleinsdurebindende Proteine wie Nukleasen ist die elektrostatische Wechselwirkung zwischen
den positiv geladenen Seitenketten der Aminosduren Arginin und Lysin und dem negativ
geladenen Phosphatriickgrat von besonderer Bedeutung. Kontakte dieser Art sind hdufig beim
Aufbau multipler Bindungsstellen fiir das Substrat beteiligt (als Beispiel sieche RNase A, Kap.
4.3.2.1). Ferner konnen die Seitenketten von Asparaginen, Serinen und Threoninen bzw. die
Peptidgruppen anderer Aminosduren iiber Wasserstoffbriickenbindungen die Phosphate
kontaktieren. Als Beispiele hierzu seien die unspezifische DNase I (Evans et al., 1999) und die
Restriktionsendonuklease EcoRV (Wenz et al., 1996) genannt.

Neben diesen, indirect read out genannten Kontakten zum Phosphatriickgrat haben,
insbesondere bei spezifischen Enzymen wie den Restriktionsendonukleasen mit definierten
Erkennungssequenzen, auch die Kontakte zu den Basen einer Nukleinsdure (direct read out)
eine groBe Bedeutung fiir die Bindung eines Substrates. Uber die Ausbildung von
Wasserstoffbriicken und die sterische Begrenzung einer Basenbindungsstelle kann eine
ausgepragte Spezifitit fiir bestimmte Basen bzw. fiir entweder Purine oder Pyrimidine
verwirklicht werden. Diese Art der Kontakte sind bei unspezifischen Nukleasen wie der Serratia

Nuklease nicht zu erwarten.
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Weiterhin  besteht die  Moglichkeit, iiber die Interkalation von aromatischen
Aminosdureseitenketten zwischen die Basen einer Nukleinsdure (stacking) ein Substrat zu
binden. Dies ist beispielsweise bei der Ribonuklease T; verwirklicht, bei der die Seitenketten
zweier Tyrosine iiber ein ,,sandwich-stacking* ein Guanin des Substrates binden (Steyaert,
1997). Bei der verwandten Barnase interkaliert die Erkennungsbase Guanin zwischen die
aromatischen Ringsysteme eines Phenylalanin- und eines Tyrosinrestes (Buckle & Fersht, 1994).
Bei der unspezifischen Bovinen Desoxyribonuklease I ragt neben einem Arginin eine
Tyrosinseitenkette in die kleine Grube einer gebundenen DNA hinein und bildet hier eine
ungewOhnliche stacking-Wechselwirkung mit einer Desoxyribose aus (Suck & Oefner, 1986).
Allgemein ist die Bindung von Substraten iiber die Ausbildung von stacking-Interaktionen
besonders ausgeprigt bei vielen RNA-bindenden Proteinen wie z.B. bei dem UlA-splicing
Protein (Oubridge et al., 1994).

In dieser Arbeit wurden beide Moglichkeiten der Substratbindung, iiber elektrostatische und iiber

stacking-Wechselwirkungen, ndher untersucht.

4.3.1 An der Substratbindung beteiligte Aminosiduren der Serratia

Nuklease

Die Charakterisierung der Substratbindungsstelle der Serratia Nuklease wird dadurch erschwert,
daB3 es sich bei diesem Enzym um eine unspezifische Nuklease handelt, die keine klare
Erkennungssequenz bendtigt, sondern unabhéngig von der Art des Zuckerrestes sowie der Basen
nahezu jede Nukleinsdure als Substrat akzeptiert und hydrolysiert. Hinzu kommt die grofle
Umsatzgeschwindigkeit, die die einer diffusionskontrollierten Reaktion (10° M sec™)
(Fersht, 1985) nahezu erreicht.

Dies sind Griinde fiir die Schwierigkeit, Bedingungen zu finden, unter denen die Nuklease
zusammen mit einem Substrat kristallisiert, ohne dafl Spaltung stattfindet. Infolgedessen liegen
bis heute von der Serratia Nuklease lediglich Daten der Kristallstruktur des Apoenzyms (Miller
et al., 1991, 1994; Miller & Krause, 1996; Lunin et al., 1997) bzw. des Enzyms mit dem
Cofaktor (Miller et al., 1999) vor, jedoch keine Struktur eines Cokristalls, aus der Kontakte
zwischen Protein und Substrat direkt erschlossen werden konnten. Ausgangspunkt fiir diese

Arbeit konnte daher lediglich die Struktur des Apoenzyms sein.



4 DISKUSSION 78

Betrachtet man die Oberflachenladung der Nuklease, so fillt ein Bereich positiver Ladung auf,

der sich entlang einer Grube iiber das Protein erstreckt (Abb. 4-3).

Abb. 4-3: Elektrostatisches Oberflichenpotential der Nuklease aus Serratia marcescens.
Dargestellt ist das Enzym in seiner dimeren Form. Rote Bereiche zeigen negative
Ladungen an, positiv geladene Bereiche sind blau gefarbt. Die Berechnung der
Oberflachenladung beruht auf den Strukturdaten der Nuklease (Miller & Krause,
1996) und erfolgte mit Hilfe des Swiss-PdbViewers v3.5.

Diese wird von insgesamt 11 basischen Aminosduren flankiert und wurde als vermutliche
Substratbindungsregion angesehen, die mit einer Nukleinsdure nicht-kovalente, ionische
Wechselwirkungen eingehen konnte (Miller et al., 1994) (Abb. 4-4). Wird in diese
Bindungstasche eine Desoxyribonukleinsdure in B-DNA-Form hineinmodelliert, so ergibt sich
eine mogliche Bedeckungsldnge von etwa 12 Nukleotiden (Miller et al., 1994). Die 6 Lysine und
5 Arginine dieser Region sind z.T. in der Familie der unspezifischen Nukleasen des Serratia-
Typs konserviert (Friedhoff et al., 1996b; s. Abb. 4-7). Neben den Aminosiduren Arg57, Arg87
und Argl31, die schon in fritheren Arbeiten untersucht worden waren (Friedhoff 1995, Friedhoff
et al., 1996b), wurden diese basischen Reste hinsichtlich ihrer moglichen Beteiligung an der
Substratbindung niher charakterisiert.

Bei der Etablierung eines Bindungs-Assays ergibt sich eine Schwierigkeit aus der fehlenden
Spezifitait der Serratia Nuklease, weil bei unspezifischen Enzymen lediglich inaktive
Enzymvarianten bzw. artifizielle Substrate eingesetzt werden konnen, die von der Nuklease nicht

hydrolysiert werden (Friedhoff et al., 1994b, Kolmes, 1995). Da dies jedoch artifizielle
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Bedingungen sind, die der natiirlichen Situation keineswegs entsprechen, wurde in dieser Arbeit
zur Charakterisierung von Aminosiuren, die an der Substratbindung beteiligt sein konnen, die
Methode der ortsgerichteten Mutagenese gewihlt, bei der jede der elf basischen Aminosduren
durch Alanin ausgetauscht und die so generierten Mutanten einer anschlieBenden kinetischen

Analyse unterzogen wurden.

Abb. 4-4: Darstellung einer Untereinheit der Serratia Nuklease mit o-Helices (rot), B-
Faltblittern (griin) und loops (grau). Auf der linken Seite sind die 11 basischen
Aminosduren, die eine Grube an der Oberfliche des Enzyms flankieren und die
vermutliche Substratbindungsstelle bilden, blau markiert. Zur Orientierung ist das
Histidin 89 des aktiven Zentrums gelb hervorgehoben.

Alle Varianten konnten als rekombinante Proteine sauber aufgereinigt werden und weisen CD-
Spektren auf, die sich nicht oder nur geringfiigig von dem der Wildtyp-Nuklease unterscheiden
(Kap. 3.1). Dies und die Tatsache, daf} alle neu generierten Bindungsmutanten das artifizielle

Minimalsubstrat Desoxythymidin-di-3’-5’-(p-nitrophenyl)-phosphat mit Wildtyp-Aktivitit
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umsetzen (Kap. 3.2.1.2), zeigt, dal die Proteine in gro3en Teilen korrekt gefaltet vorliegen und

das aktive Zentrum intakt ist.

4.3.1.1 Ky-Mutanten

Zur Beurteilung einer moglichen Beteiligung der jeweiligen Aminosdurereste an der
Substratbindung wurden zunichst die kinetischen Parameter k., und Ky; der neu generierten
Nuklease-Varianten bestimmt (Kap. 3.2.1.1), da die Michaelis-Konstante Ky; unter Michaelis-
Menten-Bedingungen ein MaB fiir die Affinitdt zwischen Enzym und Substrat ist (Fersht, 1985).
Die Bedeutung der Arginine an der Position 57, 87 und 131 ist schon in fritheren Arbeiten
herausgestellt worden (Friedhoff 1995, Friedhoff et al., 1996b): Wihrend die Funktion der
Aminosdure Arg57, deren Austausch gegen Alanin zu einer Mutante mit stark reduziertem K-
Wert fiihrt, eher in der Stabilisierung des Ubergangszustandes wihrend der Hydrolysereaktion
bestehen konnte, wurde fiir die Aminosduren Arg87 und Argl31 eine klare Beteiligung an der
Substratbindung postuliert. Deren Austausch durch ein neutrales Alanin fithrt zu Enzymvarianten
mit deutlich erhohten Ky-Werten von 111 bzw. 35 relativ zum Wildtyp, wihrend ein
konservativer Austausch des Arg87 gegen ein Lysin, bei dem die positive Ladung erhalten
bleibt, die Aktivitét lediglich um die Hilfte reduziert (Friedhoff et al., 1996b).

Neben diesen wurden in dieser Arbeit die Aminosduren Lys60, Lys132 und in geringerem Malle
Lys55, Argl25 und Lys196 als an der Substratbindung beteiligte Reste herausgestellt, da die
Wegnahme der positiven Ladungen an diesen Stellen zu Enzymvarianten fiihrt, die offensichtlich
eine geringere Substrataffinitit besitzen. Dabei sind die Effekte eines Aminosdureaustausches an
einer einzelnen Position mit einer 2-10fachen Erhohung des Ky-Wertes relativ zum
Wildtypenzym nicht sehr grof3. Dies ist jedoch bei einem unspezifischen Enzym auch nicht zu
erwarten, da es offensichtlich neben der Substratbindung im aktiven Zentrum weitere
Kontaktpositionen gibt, deren Bindungsbeitriage insgesamt in additiver Art zu einer effektiven

Wechselwirkung zwischen Enzym und Substrat fiihren.

4.3.1.2 Makroskopischer Spaltmechanismus der Bindungsmutanten

Eine Relevanz der genannten Aminosiduren fiir die Substratbindung wird auch in der verianderten
Verteilung der Produktspezies bei der Spaltung iiberspiralisierter Plasmid-DNA deutlich
(Kap. 3.2.2): Der grofite Effekt trat hierbei wiederum bei der stirksten Bindungsmutante R87A
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auf, bei der wihrend des Reaktionsverlaufs bis zu 60 % mehr offen zirkuldres (oc) Produkt
gebildet wurde als lineare (lin) DNA. Dies steht in deutlichem Gegensatz zu der
Hydrolysereaktion des Wildtyp-Enzyms, bei der oc- und lin-Produkt etwa gleich stark populiert
sind. Eine dhnliche, wenn auch weniger ausgeprigte Akkumulation von oc-Plasmid tritt auch
wihrend der Reaktion mit den Bindungsmutanten R131A, K60A und K196A auf, wohingegen
mit der Mutante H89N ein Beispiel fiir eine Variante einer Aminosdure aufgezeigt wurde, die
nicht an der Bindung des Substrates, sondern an der Katalysereaktion selbst beteiligt ist, und die
im Plasmid-Spaltassay ein dem Wildtyp entsprechendes Verhalten aufweist.

Die verstirkte Akkumulation offen zirkuldrer Plasmid-DNA korreliert also mit der geringeren
Substrataffinitit der untersuchten Bindungsmutanten. Der Wildtyp der Serratia Nuklease
degradiert iiberspiralisierte Plasmid-DNA, indem statistisch verteilt Einzelstrangbriiche (nicks)
eingefiigt werden, die jedoch aufgrund der relativ festen Bindung des Substrates und aufgrund
des dimeren Charakters der Nuklease, der ein prozessives nicking begiinstigt, schnell zu
Doppelstrangbriichen und somit zur Lineariserung der DNA fiihren (Franke et al., 1999b). Ein
solcher Mechanismus wird ,diplotomisch® genannt und ist charakteristisch fiir viele
unspezifische Nukleasen (Boyer, 1971; Schumaker et al., 1960). Ist die Bindung zwischen
Nuklease und Substrat durch das Fehlen einer basischen Aminosdure in einer Bindungsstelle
geschwicht, so werden aufgrund einer kiirzeren Verweildauer der Mutante an ihrem Substrat
bevorzugt Einzelstrangbriiche eingefiigt, was eine Anhdufung von oc-DNA zur Folge hat
(,haplotomischer* Mechanismus). Erst im weiteren Verlauf der Reaktion kommt es durch eine
Reihe weiterer Einzelstrangspaltungen zu einer Linearisierung und zum weiteren Abbau der

DNA.

Analoge Experimente - wenn auch in umgekehrter Richtung - wurden fiir die ebenfalls
unspezifische humane DNase I durchgefiihrt (Pan & Lazarus, 1997, 1998). Hier wurde durch die
Einfilhrung von insgesamt 6 basischen Aminosduren im Enzym/Substrat-Interface eine
hyperaktive Nuklease-Variante geschaffen, die, vorwiegend aufgrund eines stark reduzierten
Ky-Wertes, unter bestimmten Bedingungen eine gegeniiber dem Wildtyp mehr als 10 000fach
erhohte Aktivitdt aufwies. Im Plasmid-Spaltassay zeigte diese Mutante ein verdndertes Verhalten
gegeniiber der Wildtyp-Nuklease, so dal sehr viel schneller und in groBerem Malle lineares
Produkt gebildet wurde, was auf eine durch die Einfiihrung positiver Ladungen deutlich
verbesserte Affinitit des Enzyms gegeniiber hochmolekularer DNA und eine dadurch erzielte

groBere Prozessivitit zuriickgefiihrt wurde.
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Ein Zusammenhang zwischen der Affinitit der Nuklease zu einem Substrat und den
Spalteigenschaften gegeniiber hochmolekularer DNA konnte zuvor schon dadurch gezeigt
werden, da} nach der Zugabe von Salz eine durch einen Crosslink vernetzte dimere Variante der
Serratia Nuklease ebenso einem haplotomischen Mechanismus der Plasmidspaltung folgt wie
eine obligat monomere Variante des Enzyms (Franke et al., 1999b). Demgegeniiber entspricht
der Spaltmechanismus des Nuklease-Wildtyps, der in seiner Bindung nicht beeintrachtigt wird,

eher einem diplotomischen Typ.

4.3.1.3 Ionische Wechselwirkungen als Grundlage der Substratbindung

Ebenso wie in dieser Arbeit fiir die Serratia Nuklease wurde bei den oben beschriebenen
DNase I-Varianten die Salzabhingigkeit untersucht (Pan & Lazarus, 1997). Dabei ergab sich,
daB3 die fiir die Aktivitit optimale Salzkonzentration mit zunehmender Anzahl eingefiigter
positiver Aminosaurereste ansteigt. Der Grund hierfiir ist, da3 eine zu starke Bindung zwischen
Enzym und Substrat eine langsamere Dissoziation des Produktes und somit eine verminderte
Aktivitdt zur Folge haben kann. Dies kann durch eine erhohte lonenstéirke ausgeglichen werden.
Ein umgekehrter Zusammenhang ergibt sich fiir die Salzabhéngigkeit der untersuchten Varianten
der Serratia Nuklease (Kap. 3.2.3): Die Ky-Mutanten R87A, R131A, K60A, K132A und K196A
zeigen schon bei geringen Salzkonzentrationen einen starken Abfall ihrer Aktivitit, wihrend die
Wildtyp-Nuklease bei 0 bis 50 mM NaCl ihre maximale Aktivitit entfaltet und erst bei hoherer
Ionenstiarke schwicher wird. Wiederum ist der Effekt am stirksten ausgepridgt bei der
Mutante R87A. Der Grund fiir diese stiarkere Sensibilitdt der generierten Bindungsmutanten
gegeniiber Salz ist wiederum der ionische Charakter der Wechselwirkung zwischen Protein und
Substrat. Ist diese Wechselwirkung durch den Verlust einer positiven Ladung in der
Substratbindungsstelle gestort, so wirkt sich die Zugabe von Salzionen sehr viel negativer aus als
bei der intakten Bindungsregion des Wildtyp-Enzyms.

Die beschriebenen Experimente dokumentieren die Bedeutung des elektrostatischen Potentials
fiir die Interaktionen zwischen Makromolekiilen, das bei Nukleasen hauptsichlich durch positive

Aminosduren in der Substratbindungsstelle aufgebaut wird (Honig & Nicholls, 1995).
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4.3.1.4 Die Bedeutung der aromatischen Aminosiauren Tyr76 und Trp123 fiir die
Substratbindung
Da die Aminosduren Tyr76 und Trpl23 in der Familie der unspezifischen Nukleasen des
Serratia-Typs streng konserviert vorliegen (s.u. Abb. 4-7) und sich aulerdem in unmittelbarer
Nédhe des aktiven Zentrums befinden, waren diese bereits Gegenstand fritherer
Mutagenesestudien und kinetischer Untersuchungen. Dabei fiihrte der Austausch des Tyr76
gegen Phenylalanin zu einer Nuklease-Variante mit nur geringfiigig reduzierter Aktivitit
(Friedhoff et al., 1996b), wihrend das Enzym durch einen Austausch gegen Alanin nahezu
vollstindig inaktiviert wird (Meiss et al., 1999). Dies verdeutlicht die Bedeutung des
aromatischen Ringes dieser Aminosédure, die entweder eine wichtige strukturelle Aufgabe hat
oder an der Substratbindung beteiligt sein konnte. Die Mutante W123A wies in steady state-
Kinetiken einen stark erhohten Ky-Wert auf, wihrend der konservative Austausch gegen
Phenylalanin zu einer Nuklease-Variante mit Wildtyp-Aktivitdt und einem nur leicht erhohten
Ky-Wert fiihrt (Meiss et al., 1999). Diese Ergebnisse deuten auf eine mogliche Beteiligung der
aromatischen Seitenkette dieses Tryptophanrestes an der Substratbindung hin. Eine Relevanz
beider Aminosdurereste zeigt sich auch in der Unfihigkeit der jeweiligen Alanin-Mutanten, die
Spaltung des artifiziellen Minimalsubstrates Desoxythymidin-di-3’-5"-(p-nitrophenyl)-phosphat
zu katalysieren (Meiss et al., 1999). Die Vermutung, die genannten aromatischen Aminosduren
konnten iiber direkte Wechselwirkungen mit dem Substrat fiir eine nachgewiesene Priferenz der
Serratia Nuklease fiir bestimmte Substrate in A-Form verantwortlich sein, hatte sich in fritheren
Untersuchungen mit unterschiedlichen Substraten, die von den Alanin-Mutanten dieser Reste mit
Wildtyp-Priferenz gespalten worden waren, nicht bestitigt (Meiss et al., 1999).
Beide Aminosdurereste konnten jedoch iiber stacking-Wechselwirkungen Interaktionen mit den
Basen eines gebundenen Substrates eingehen. Diese Moglichkeit wurde im Rahmen dieser
Arbeit durch Spaltexperimente mit Oligonukleotiden untersucht, die jeweils eine abasische
Position besitzen (Kap. 3.3).
Dabei wurde ein unmodifiziertes Pentamer sowie ein Oligonukleotid, welches in der dritten
Position eine abasische site aufweist, an der zweiten Phosphodiesterbindung stark bevorzugt
gespalten, wihrend bei einer Verschiebung der abasischen Position in 5’-Richtung die dritte
Phosphodiesterbindung bevorzugt wurde. Ahnliches wurde bereits in friitheren Untersuchungen
bei der Spaltung von Posphorothioaten beobachtet, wo eine Veridnderung an der zu spaltenden

Bindung bzw. am 5° benachbarten Phosphat zu einer Verschiebung der bevorzugten
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Spaltposition nach rechts fiihrte (Friedhoff et al., 1996a). Dies verdeutlicht die Bedeutung des
Phosphatrestes und, wie das Experiment mit abasischen Substraten in dieser Arbeit zeigt, auch
die Bedeutung der Base, die sich 5" von der zu spaltenden Bindung befindet, fiir eine effektive
Katalysereaktion.

Die Ergebnisse der Spaltexperimente mit den abasischen Pentameren deuten auf eine mogliche
Beteiligung des Aminosiurerestes Trp123 an der Erkennung einer Base 5" von der zu spaltenden
Bindung hin: Wird diese Aminosédure gegen ein Alanin ausgetauscht, so fiihrt dies zu einem
deutlich verringerten Umsatz eines Substrates, das 5° von der Spaltstelle eine fehlende Base
aufweist, wihrend eine abasische sife in 3’-Richtung keine Auswirkungen hat. Die aromatische
Seitenkette des Trp123 konnte demnach, moglicherweise durch stacking-Wechselwirkungen, mit
einer Base des Substates interagieren und somit an der Bindung beteiligt sein. Ein solcher
Kontakt wére unabhingig von der Art der Base, was dem unspezifischen Charakter der Nuklease
entspriche.

Die Mutante Y76A setzt beide eingesetzten abasischen Pentamer-Varianten mit der gleichen
reduzierten Geschwindigkeit um, was auf eine mogliche Interaktion dieser Aminosdure an
zentraler Position mit der zu spaltenden Phosphodiesterbindung schlieBen 143t. Andererseits ist
jedoch auch eine strukturelle Funktion des Tyrosins innerhalb des Netzwerkes, das das aktive
Zentrum der Serratia Nuklease aufbaut, nicht auszuschlieBen.

Die fiir die abasischen Pentamere beschriebenen Effekte lieBen sich bei den untersuchten
Dodekameren mit jeweils einer abasischen Position nicht beobachten. Dies liegt offenbar an der
grofleren Zahl alternativer Phosphodiesterbindungen, die im Laufe der Reaktion gespalten
werden konnen und die einen moglicherweise kleinen Effekt einer fehlenden Base auf die

Gesamtgeschwindigkeit der Hydrolysereaktion iiberdecken.

4.3.2 Definition einzelner Bindungsstellen in der Bindungsregion

der Serratia Nuklease

4.3.2.1 RNase A als Beispiel eines Enzyms mit multiplen Substratbindungsstellen
Bei der bovinen pankreatischen Ribonuklease A (RNase A), einem Enzym, das RNA an der 3°-

Seite von Pyrimidinen hydrolysiert, sind mit Hilfe zahlreicher Mutagenesestudien insgesamt 12



4 DISKUSSION 85

Aminosdurereste charakterisiert worden, die an der Substratbindung und/oder an der Katalyse
beteiligt sind (Raines, 1998). Diese sind bestimmten Basen- bzw. Phosphatgruppen-
Bindungsstellen (B bzw. P subsites) (Pares et al., 1991; Nogues et al., 1995) zugeordnet worden,
deren Anordnung in Abb. 4-5 gezeigt ist.

PO subsite: O—P=—0 B1 subsite:
Lys66 | Cyt Thr45
0 Ura Asp83
P1 subsite:
Gin11
His12
0—P=0
Lys41 B2 subsite:
H|s1 19 de Asn71
Asp121 o Glui11
P2 subsite:
Lys7 —P= B3 subsite:
Arg10 | Ade ?
0O Gua

L

Abb. 4-5: Schematische Darstellung der Bindung einer RNA an Ribonuklease A. Die zu
spaltende Phosphodiesterbindung ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. B und P

subsites bezeichnen die Basen- bzw. Phosphatgruppen-Bindungsstellen (nach Raines,
1998).

Die Bindungsstellen B1, B2 und B3, die von unterschiedlichen Aminosduren gebildet werden,
interagieren mit den Basen eines gebundenen Substrates und bestimmen durch die Ausbildung
definierter Wasserstoffbriicken und durch sterische Anforderungen die Spezifitit bzw. Priferenz
der einzelnen Bindungsstellen fiir spezielle Basen. Demgegeniiber werden die
Phosphatbindungsstellen PO, P1 und P2 iiberwiegend von den basischen Aminosduren Lysin und
Arginin aufgebaut, die mit den negativ geladenen Phosphatgruppen der Nukleinsidure iiber
elektrostatische Wechselwirkungen interagieren. Die P1 subsite, die dem aktiven Zentrum des

Enzyms entspricht, umfafit weiterhin die Reste GInll, His12, His119 und Aspl21. Bei der
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RNase A erstrecken sich also die Interaktionen zwischen Enzym und Substrat weit iiber das
aktive Zentrum hinaus, was einerseits eine stirkere Bindung, andererseits jedoch auch eine

deutlichere Spezifitit gegeniiber dem Substrat ermoglicht.

Eine dhnliche Zuordnung verschiedener Aminosduren zu bestimmten Basen- und
Phosphatgruppen-Bindungsstellen wurde, hauptsédchlich aufgrund von Mutagenesestudien und
anschlieBenden kinetischen Untersuchungen, fiir eine Vielzahl unspezifischer und spezifischer
Nukleasen vorgenommen. Als Beispiele seien hier die ebenfalls einzelstrangspaltende, jedoch
fir Guanine spezifische Ribonuklease T1 (Steyaert, 1997), die hiermit verwandte Barnase

(Buckle et al., 1994) sowie die Restriktionsendonuklease EcoRV (Wenz et al., 1996) genannt.

4.3.2.2 Substratbindungsstellen der Serratia Nuklease

Spaltexperimente an unterschiedlich langen Substraten konnen bei einer unspezifischen
Nuklease eine Mboglichkeit bieten, die Position potentieller Substratbindungsstellen zu
bestimmen. Dazu wird durch Mutation eine positive Interaktion zwischen Enzym und
Nukleinsdure entfernt und der Effekt auf die Hydrolyse der verschiedenen Substrate untersucht.
Hierbei wird eine Reihe von Substraten bendtigt, welche moglichst nur eine definierte Spaltstelle
besitzen, damit eine vergleichbare Bindung der Substrate im aktiven Zentrum der Nuklease
selbst und an den unterschiedlich langen Flanken angenommen werden kann. Fiir die Serratia
Nuklease bot sich die Reihe d(pA)s;, d(pA)s und d(pA)s an, wobei das Trinukleotid aufgrund
einer sehr geringen Spaltgeschwindigkeit nicht weiter untersucht wurde. Bei diesen Substraten
besteht eine ausgeprigte Spaltpriferenz zwischen den Positionen 2 und 3 (Friedhoff et al.,
1996a). Bei einigen Mutanten wurde zusitzlich die Reihe d(A,GCT,) eingesetzt, wobei n fiir 2
bis 6 steht. Zu Beginn der Hydrolysereaktion werden diese Oligonukleotide préferentiell
zwischen dem zentralen Guanin und Cytosin gespalten, in geringerem Malle auch zwischen den
Basen A und G (Kolmes, 1995). Erst nach nahezu vollstindiger Hydrolyse dieser
Phosphodiesterbindungen werden im weiteren Verlauf der Reaktion kiirzere Produkte gebildet.
Bei diesen Substraten ist also keine absolut definierte spezifische Spaltstelle vorhanden, doch ist
bei Betrachtung der Anfangsgeschwindigkeit der Reaktionen dennoch eine relative Aussage iiber
die Hydrolysegeschwindigkeiten zuléssig.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollten idealerweise mit den Strukturdaten fiir die

Serratia Nuklease verglichen werden. Obwohl bis heute keine Cokristallisation des Enzyms mit
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einem Substrat gelungen ist und es also keine Strukturdaten fiir einen Komplex gibt, 146t sich
dennoch die Tatsache nutzen, dafl die aktiven Zentren der Serratia Nuklease und der Homing-
Endonuklease I-Ppo 1 eine starke strukturelle Ahnlichkeit besitzen (Friedhoff et al., 1999a)
(s. Kap. 1.1.3) und von I-Ppo I die Cokristallstruktur aufgeklart wurde (Flick et al., 1997, 1998).
Uberlagert man die aktiven Zentren beider Enzyme, so kann man die Strukturdaten des
Substrates der Homing-Endonuklease fiir die Serratia Nuklease iibernehmen und erhélt so ein
Modell fiir die Bindung einer doppelstringigen Nukleinsdure, das zumindest im Bereich des
aktiven Zentrums durchaus ein realistisches Bild der tatsidchlichen Protein/Substrat-Interaktionen
aufzeichnen kann, da die an I-Ppo I gebundene DNA sich in einem solchen Modell nicht mit der
Struktur der Serratia Nuklease iiberschneidet, sondern sich in das aktive Zentrum einfiigt (Abb.
4-6) (Srivastava et al., 1999). Gestiitzt wird das Modell durch die Tatsache, daf3 in der
Kristallstruktur der I-Ppol Homing-Endonuklease mit ihrem kognaten Substrat die DNA im
aktiven Zentrum eine Konformation einnimmt, die in ihren Zucker- und Basenausrichtungen
deutlich einer A-Form entspricht (Flick et al., 1998), also eine Konformation, die auch von der
Serratia Nuklease bevorzugt gebunden und gespalten wird (Meiss et al., 1999).

Fiir die Nuklease-Varianten R57A, R87A und RI31A ergab die Untersuchung der Spaltung
kurzer Substrate sowie der Vergleich mit der Spaltgeschwindigkeit von einerseits
hochmolekularer DNA und andererseits vom Minimalsubstrat Thymidin-di-3’-5"-(p-
nitrophenyl)-phosphat (npdTpn) (s. Tab. 3-4), dal} letzteres von diesen drei Mutanten mit
Wildtyp-Aktivitdt umgesetzt wird, die Spaltung ldngerer Substrate jedoch durch den Verlust
eines dieser Arginine stark eingeschrinkt bzw. sogar ganz verhindert wird. Dies bestitigt frithere
Untersuchungen, die gezeigt hatten, daBl die genannten Aminosdurereste Teil des aktiven
Zentrums und fiir eine effektive Katalysereaktion essentiell sind (Friedhoff er al., 1996). Die
Umsetzung des Minimalsubstrates wird durch die Mutationen jedoch nicht beeinfluflt, da bei
diesem extrem kurzen Substrat mit nur zwei Phosphodiestergruppen die Bindung gegeniiber der
eigentlichen Katalyse eine untergeordnete Rolle spielt und lediglich Mutationen, die das
essentielle Histidin 89 und Asparagin 119 betreffen, zu einer verminderten Umsetzung fiihren

(s. Kap. 3.1.2).
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Im Bindungsmodell der Serratia Nuklease (Abb. 4-6) weist Arg57 einen Abstand von etwa 4 A
zu der zu spaltenden Phosphodiesterbindung auf. Aufgrund fritherer Mutagenesestudien, die die
Variante R57A als sehr starke k.,-Mutante herausgestellt hatten (Friedhoff et al., 1996), wurde

dieser Aminosiure die Funktion der Stabilisierung des Ubergangszustandes zugeschrieben.

&

Abb. 4-6: Modell der Bindung einer DNA (blau) an die Serratia Nuklease (griin). Die 11
untersuchten basischen Aminosiuren (rot) sowie deren Abstand zum nichstgelegenen
Phosphat sind dargestellt. Das Histidin 89 des aktiven Zentrums ist gelb
hervorgehoben. Das Modell entstand, indem die aktiven Zentren der Serratia
Nuklease und der Homing-Endonuklease I-Ppol iiberlagert wurden und die DNA der
I-Ppol-Cokristallstruktur fiir die Serratia- Nuklease iibernommen wurde.

R87A und R131A sind die Varianten mit den deutlichsten Ky-Effekten. Nach dem

Bindungsmodell konnten die Aminoseitenketten dieser Aminosduren mit einem Abstand von
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etwa 4 A einen Kontakt zu den Phosphatgruppen 3’ bzw. 5" von der zu spaltenden Bindung
ausbilden. Diese Nihe zum aktiven Zentrum sowie die Ergebnisse dieser Arbeit beziiglich der
Plasmidspaltung und Salzabhingigkeit der Mutanten verdeutlichen die Bedeutung der positiven
Ladung dieser beiden Aminosduren fiir die Bindung eines Substrates. Fiir Arg87 wird dies auch
dadurch bestitigt, da ein konservativer Austausch des Arginins gegen ein Lysin zu einer
Variante fiihrt, deren Aktivitét lediglich um 50 % eingeschrinkt ist (Friedhoff ef al., 1996b). Die
groB3e Bedeutung des Arg87 spiegelt sich auch in der Tatsache wider, dal durch Untersuchungen
mit Oligonukleotiden, die an einer Position Phosphorothioatgruppen enthalten, sowie mit Hilfe
kurzer Substrate ermittelt wurde, daB die Phosphatgruppe 3° von der zu spaltenden
Phosphodiesterbindung essentiell fiir eine effiziente Spaltung ist (Friedhoff, 1995; Friedhoff et
al., 1996a). Dieser Kontakt zwischen Arg87 und dem 3’-Phosphat scheint demnach fiir eine
korrekte Positionierung einer Nukleinsdure und damit auch fiir eine effektive Katalyse
unerldBlich zu sein.

Bei der Ky-Mutante K60A tritt der Ubergang zwischen reduzierter Spaltgeschwindigkeit und
Wildtyp-Aktivitdt erst bei einer Substratlinge von etwa 12 bis 14 Nukleotiden auf (Kap. 3.2.1.2).
Im Modell (Abb. 4-6) kann diese Aminosdure mit einem Abstand von etwa 12 A mit dem
Phosphatriickgrat des DNA-Gegenstranges etwa 6 Nukleotide 3° von der zu spaltenden
Phosphodiesterbindung in Kontakt treten. In diesem Bereich ist das Modell sicherlich sehr
spekulativ, doch das Ergebnis der Spaltexperimente an kurzen Substraten 148t einen solchen
Kontakt und die dargestellte Art der Substratbindung zumindest moglich erscheinen.

K132A als weitere Mutante mit Ky-Effekt spaltet langere Oligonukleotidsubstrate bis zu einer
Linge von 6 Nukleotiden mit halbmaximaler Geschwindigkeit relativ zum Wildtyp, wéhrend bei
der Hydrolyse kiirzerer Substrate die Mutation an Bedeutung verliert. Dies impliziert einen
Substratkontakt, der etwa 3 Nukleotide von der zu spaltenden Phosphodiesterbindung entfernt
sein konnte, und entspricht dem Modell, in dem die nidchste Phosphatgruppe, zu der die
Aminogruppe des Lysin 132 einen Kontakt herstellen konnte, die zweite 5° von der zu
spaltenden Bindung ist.

Ebensoweit entfernt oder etwas niher an der Spaltstelle konnte sich das von der Aminosiure
Lys196 kontaktierte Phosphat befinden, da der Verlust dieser positiven Ladung bei der
Hydrolyse von Substraten, die kiirzer sind als Pentanukleotide, keine Rolle mehr spielt. Zugleich

legt die Situation im Bindungsmodell einen Kontakt zu einem Phosphatrest nahe, der sich in
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einer Entfernung von etwa zwei Nukleotiden von der zu spaltenden Bindung, bei einem
Doppelstrang moglicherweise auf dem Gegenstrang, befindet.

Zusitzlich zu den genannten Aminosiduren konnten auch Lys55 und Argl25 am Aufbau einer
Substratbindungsstelle beteiligt sein. Die Mutanten K55A und R125A sind in ihrer Aktivitit
zwar eingeschrinkt, weisen jedoch keinen signifikanten Ky;-Effekt auf. Bei der Spaltung kurzer
Substrate ist ein Ubergang von reduzierter Aktivitit zu Wildtyp-Aktivitiit bei der Variante K55A
erst bei sehr kurzen Substraten, bei R125A bei einer Linge von 6 bis 8 Nukleotiden zu
beobachten, was auf einen moglichen Kontakt zu einem 3 bis 4 Nukleotide entfernten Phosphat
hindeutet. Die Aminosédure Lys55 scheint jedoch, wenn man von dem Bindungsmodell in
Abb. 4-6 ausgeht, zu weit entfernt zu sein, um einen Beitrag zur Bindung eines Substrates leisten
zu kOnnen.

Auch fiir die tibrigen untersuchten Nuklease-Varianten K48A, K84A und R136A, die weder bei
kinetischen Experimenten noch bei der Untersuchung des makroskopischen Spaltverhaltens im
Plasmidspalt-Assay aufgefallen waren, und die auch bei der Spaltung kurzer
Oligonukleotidsubstrate eine dem Wildtyp-Enzym entsprechende Aktivitidt zeigen, ist die
Beteiligung an der Substratbindung unwahrscheinlich, da diese Aminosdurereste sich in zu
groBler Entfernung von der vermutlichen Substratbindungsstelle befinden. Die Funktion des
Argl36 liegt eher in der Beteiligung am Aufbau der Dimerisierungsflache der Serratia Nuklease,
wo die Guanidinium-Gruppe des Arginins mit der Carboxylgruppe eines Aspartats eine der
insgesamt 4 intermolekularen Salzbriicken des Dimer-interfaces bildet (Miller & Krause, 1996).
Dies mag auch der Grund fiir die um 60 % reduzierte Aktivitit der Alanin-Mutante
(s. Kap. 3.2.1.1) sowie das leicht veranderte CD-Spektrum dieser Variante (s. Kap. 3.1.2) sein.
Zusitzlich zu den genannten basischen Aminosduren konnte die aromatische Seitenkette des
Trp123, moglicherweise durch stacking-Wechselwirkungen, mit einem gebundenen Substrat der
Serratia Nuklease interagieren. Ein Kontakt zu einer Base, die 1 oder 2 Positionen 5" von der zu

spaltenden Phosphodiesterbindung entfernt liegt, ist dabei am wahrscheinlichsten.

Die Bedeutung der untersuchten basischen Aminosiduren wird auch im Grad der Konservierung

dieser Reste innerhalb der Gruppe homologer Nukleasen des Serratia-Typs deutlich (Abb. 4-7).
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Lys48 Lys55 Lys60 Tyr76 Lys84
Arg57

S.marcescens HITKDT PASGKTR-—-NWKTDPALNPADTL——————, -APADYTGANAA---L
H.sapiens QLRPER: LRGDGDRRECDFREDDSVHAYHRA—————— TNVDYRG——————— SGF|
B.taurus QLRPEG LRGDGNRSSCDFHEDDSVHAYHRA-————— TNADYRG——————— SGF
M.musculus QLRPER: LRGDGDRSACDFREDDSVHAYHRA—————— TNADYRG——————— SGF|
C.elegans HLTPER-————————————— LKHAEGVDRKLCEFKPDITFPQKFLS—————— ONTDYKC——————— SGF'
D.melanogaster HLQADS THPNRGRRGRNPYQPDLSVPSNFRS—————- ELSDYRR——————— SGF|
C.echinulata HLTADS-————————————— LKTGDGVDRDHSKFKEDPDVPSLFRS—————-— TLADYSG——————— SGF|
S.cerevisiae HITPES—-————————————- LAARN-ADRKNSFFKEDEVIPEKFRG—————— KLRDYFR——————— SG
S.pombe TITQES—————————————— LNQRK-GNRRYSEFVPDDNIPEMFQA—————~ KLGDYRG——————— SG
T.brucei YIPGTTTAADSVVTADNDLVNASAAEAQRDGMRFFADMTVPQLFRV—————— QPGDYIGGGRGQDSRGLS
B.burgdorferi LLKSKK IKRST-KFFEDTNIKGAFP——————— KLEDYFK——————— SG
C.jejuni -MKDRQIK KRP--RFEDDTNIPKKYRT—————— TWSNYKN-—————— SGYT
Anabaena_sp. QLNSSW LGNAERQ-DNFRPDKTLPAGWVRV————— TPSMYSG——————— SG
Rhizobium_sp. LNANPKRKMA--FYTAVNIDGARWTNLERGNDVWFYDPRIPEELQON—-————— GDELYGDEPVPSK-NYF]
G.gallus QLMGLSY PKTME-RE---WTLSKYYSVTSEQLGKSQAILQDYKNL—-————— TGL

Argl25 Lys132
Trp123 Argl31 Argl36

S.marcescens = ————- VSDWESLNYL—SNITPQKSD—LTQ——GAWARLEDQERKLIDRADISSVYTVTGPLYERDMF
H.sapiens = = ————- QKAMDDTFYL—SKVAPQVTH—LNQ——NAWNNLEKYSRSLTRSYQN——VYVCTGPLFLPRTEADG ——————————————
B.taurus = -———- QKAMDDTFYL—SNVAPQVPH—LNQ——NAWNNLEKYSRSLTRTYQN——VYVCTGPLFLPRTEADG ——————————————
M.musculus = -————-— QRAMDDTFYL—SNVAPQVPH—LNQ——NAWNNLERYSRSLTRTYQN——VYVCTGPLFLPRTEADG ——————————————
C.elegans = ————- QLAVDQTFYL—-SNMSPQVGRGFRR——DKWNDLEMHCRRVAKKMIN--SYIITGPLYLPKLEGDG——————————————
D.melanogaster ———-- QNHCEDTFFL—TNIAPQVGQGFNR——SAWNNLEQYVRNLVHRFGS——VFVCTGPLYKPNQRPGG ——————————————
C.echinulata ————- QPAMDQTFYL—SNMSPQVGIGFNR——HYWAYLEGFCRSLTKKFSD——VYVFTGPLFLPTKGSDG ——————————————
S.cerevisiae W ————-— QOAMDDTFYL—-SNMCPQVGEGFRNR—-—DYWAHLEYFCRGLTKKYKS—-VRIVTGPLYLPKKDPIDN—————————————
S.pombe @ 0————— QEAMNETFYL-SNMCPQVGDGFNR—--NYWAYFEDWCRRLTSKYGS—-VTIMTGPLYLPKKNERG-—————————————
T.brucei  ———- TVELAQTFNMNANTVPQDMT—M&A——VDWLRLENLTRKLRRYYERG—LWVVTGPVFHPRLVDGDVRTWRWAEPSQCPS
B.burgdorferi ————- ENAMKDTYFL-SNMSPQKSE-FIS——GIWLKLEKLVREWAISKGY--IYIISAGILTENK-——-G——————————————
C.jejuni = ————- KAAQNSVFLM-SNITPONAQ-INX-—KIWNXIEQRERNLALEFQS——IEVLNLVLYDKEP
Anabaena_sp. ————- TEDNAATFLM—TNMMPQTPD—NER——NTWGNLEDYCRELVSQGKE——LYIVAGPNGSLGKPLKG ——————————————
Rhizobium_sp. EIRVAKQANDDTFQW—TNCSPQYWGF—NQGADLWQGLENFLLYNTDDENVQ—ASVFSGPLFRADDEEHR ——————————————
G.gallus = = —————— SSRAATFSL-TNIVPONEK-LRG-—-GAWNNYEQQTMMRRTVGCN-TTYIVVGAVPGNN

Lys196
S.marcescens KLPGTQKAHTIPSAYWKVIFINN-——-SP——AVNHYAAFLFDQ--NTPKG—
H.sapiens KSYVKYQVIGKN-HVAVPTHFFKVLILEA--—-AG—-—-GQIELRTYVMPN--APVDEA
B.taurus KSYVKYQVIGKN-HVAVPTHFFKVLILEA-——AG—--GQIELRSYVMPN--APVDEA
M.musculus KSYVKYQVIGKN-HVAVPTHFFKVLILEA---AG--GQIELRSYVMPN—--APVDET
C.elegans KKYIKYQVIGDN-NVAVPTHFFKVALFEV———-TP-—-GKFELESYILPN--AVIEDT
D.melanogaster KWAVEYEMIGLN-MVAVPTHFFKVIMVES——-KLHLGKPYMEGYVLPN--APIPDG
C.echinulata KYTVTYNVLOGN--VAVPTHFYKVILVPQG————-— DNKYAYGAFILPN--QAIDTK
S.cerevisiae KFRVNYEVIGNPPSIAVPTHFFKLIVAEAPTANPAREDIAVAAFVLPN--EPISNE
S.pombe QWEVQYRVIGNPPNVAVPTHFFKVIIAEK-SGEPT-SSPSVAAFVLPN-—-KPIADN
T.brucei PVKPVSSGVLASGEHCHCGNDKAAVHLRKIVCYELVGKR-DVAVPTHLFKVILGER-——-AD——-GAHEAAAFIMPN--EPIAVE
B.burgdorferi FIGKN-KILIPKNFYKIVLAIN-—-NN--NYYDIISFIIPN--EKAKD-
C.jejuni QYIKNR--IAIPSFYVKIIKTPK-———————— F-KECYQAPN——-HEVND-
Anabaena_sp. KVTVPKSTWKIVVVLDSPGSGLEGITANT————————— R-VIAVNIPN--DPELN-
Rhizobium_sp. GILIPQFFWKVIAVTDKNDRLYTSGYMVS————————— QODYALDIPFERLPVGPN
G.gallus YIAKG-RVNKPSHIWSSACCEV-DKN—-———HREAWGVIAEN--DKNEVQ

Abb. 4-7: Vergleich eines Teils der Aminoséduresequenzen homologer Vertreter von DNA/RNA
unspezifischen Nukleasen aus der Serratia Nuklease-Familie. Die in dieser Arbeit
untersuchten 11 basischen und 2 aromatischen Aminosduren der Serratia Nuklease
und entsprechende Reste in den Homologen sind rot gekennzeichnet. Dunkel
unterlegt sind jeweils die Reste des DRGH-Motivs (PROSITE-Motiv PDOCO00821)
sowie das fiir die Metallbindung essentielle Asparagin (nach Meiss et al., 1999).

Wihrend die fiir die Bindung bzw. Katalyse essentiellen Arginine an den Positionen 57, 87 und

131 innerhalb der Nuklease-Familie streng konserviert sind (Friedhoff et al., 1996b), befindet
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sich an der dem Lys60 entsprechenden Position in den homologen Proteinen immerhin zu 50 %
ebenfalls ein Lysin bzw. ein Arginin.

Die teilweise Konservierung einer basischen Aminosdure an der dem Argl36 der Serratia
Nuklease entsprechenden Stelle konnte in der Beteiligung dieses Restes an der Bildung der
Dimerisierungsfliche begriindet sein. Auch fiir einige andere Vertreter dieser Familie ist
bekannt, dafl sie Homodimere bilden, z.B. fiir die Hefe-Nuklease NUC1 (Vincent et al., 1988).
So konnte auch bei diesen Nukleasen ein basischer Rest eine dem Argl36 analoge Rolle
spielen.Basische Aminosduren an den Positionen 132 und 125 sind lediglich zu 25 bzw. 20 %
konserviert, wihrend die Aminosdurereste Lys48, Lys55, Lys84 und Lys196 innerhalb der
Serratia Nuklease-Familie keine Entsprechung finden. Dagegen sind die aromatischen

Aminosduren Tyr76 und Trp123 wiederum sehr streng konserviert (Meiss et al., 1999).

Der Grad der Konservierung der genannten Aminosdurereste nimmt also mit zunehmendem
Abstand vom aktiven Zentrum der Nukleasen ab, was auf einen dhnlichen Bindungsmodus der
jeweiligen Nukleinsdure in den aktiven Zentren hindeutet, wihrend die flankierenden
Phosphatreste offensichtlich von unterschiedlichen Regionen der Nukleasen gebunden werden.
Eine Ausnahme stellt die Aminosdure Lys60 dar, die trotz ihrer groBeren Entfernung vom
aktiven Zentrum der Serratia Nuklease erstaunlich konserviert vorliegt. Dies unterstreicht die
schon aufgezeigte mogliche Bedeutung dieses Restes fiir die Ausbildung eines Enzym-Substrat-

Kontaktes weit iiber die Interaktionen in unmittelbarer Ndhe des aktiven Zentrums hinaus.

Insgesamt 146t sich aus den Ergebnissen der Experimente zur Substratbindung der Serratia
Nuklease ein Modell der moglichen Protein-DNA-Kontakte erstellen, das mehrere
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen basischen Aminoséduren und dem Phosphatriickgrat
einer gebundenen Nukleinsdure und einen moglichen Basenkontakt einschlieft (Abb. 4-8).
Dabei spielt es keine Rolle, ob das jeweilige Substrat doppel- oder einzelstringig vorliegt, da
eine Nukleinsdure, zumal in den duleren Bindungsregionen, so flexibel ist, dal bei ldngeren
Substraten in beiden Fillen auch duflere Kontaktpositionen erreicht werden konnten, die zu einer
effektiven Bindung beitragen konnen.

In fritheren Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, daf} die Aktivitéit der Serratia Nuklease mit
zunehmender Linge der Nukleinsidure ansteigt (Kolmes, 1995; Friedhoff, 1995), was

hauptsichlich auf die Besetzung zusitzlicher Bindungsstellen zuriickzufiihren sein diirfte. Bei
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vielen anderen Nukleasen ist der gleiche Effekt zu beobachten, wobei sich jedoch die Besetzung
von subsites bzw. die Mutation daran beteiligter Aminosduren z.B. bei einigen Ribonukleasen
eher auf den k.,~-Wert als auf den Ky-Wert auswirkt (Fersht, 1985; Steyaert & Engelborghs,
1995). Dies kann durch die groBere Spezifitit dieser Enzyme begriindet werden, die sich
beispielsweise bei der RNase T1 nicht nur auf die wichtigste Bindungsstelle bezieht, die
spezifisch fiir Guanine ist, sondern bei denen dariiberhinaus z. T. auch die iibrigen Basen-

subsites starke Priaferenzen fiir bestimmte Nukleobasen besitzen (Steyaert, 1997).

Argl3l1 Arg87
Lys132 l Arg57 l

—|;|—P —|;|—P—|;|—P —E—TIZ—E—P —|;|—P—|;|—P —E]—P—E—P —E—P—E—P —E—P 3
gpgpgpgpgpgpgpﬁpﬁpﬁp 7 pﬁ‘p_ 5

Abb. 4-8: Modell moglicher Interaktionen zwischen Aminosédureresten der Serratia Nuklease
und einem  doppelstringigen  Nukleinsduresubstrat. Die zu  spaltende
Phosphodiesterbindung ist rot gekennzeichnet (P: Phosphat; B: Base).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die extrazellulire Endonuklease aus Serratia marcescens ist aufgrund der Tatsache, dal} ihre
strukturellen und funktionellen Eigenschaften in den letzten Jahren intensiv erforscht worden
sind, zu einem Leitenzym fiir eine grole Gruppe ebenfalls unspezifischer Nukleasen geworden.
Daneben existiert vermutlich ein vergleichbarer Katalysemechanismus bei einer Familie von
hochspezifischen Homing-Endonukleasen, deren aktive Zentren eine groBe strukturelle

Ahnlichkeit zu dem der Serratia Nuklease aufweisen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitergehende biochemische Untersuchungen zur
Charakterisierung der Serratia Nuklease durchgefiihrt, wobei der Schwerpunkt auf der Analyse
des Katalysemechanismus sowie der Substratbindung lag. Dazu wurden durch gezielte
Aminosdureaustausche Mutanten des Enzyms generiert, als rekombinante Proteine aus E. coli-
Kulturen aufgereinigt und anschlieend biochemisch untersucht.

Anhand der Analyse des pH-Profils und der Metallionenabhingigkeit von Varianten mit
Mutationen an der Position 119 wurde bereits vor Bekanntwerden der genauen Struktur der
Metall-Koordinationssphire die essentielle Funktion des Asparagin 119 fiir die Bindung des
Cofaktors herausgestellt. Diese Aminosdure bildet iiber seine Amidgruppe den einzigen direkten
Proteinkontakt zu dem Magnesiumion aus, was eine fiir Proteine sehr ungewo6hnliche Form der
Metallionen-Koordinierung darstellt.

Die Verbindung Desoxythymidin-di-3’-5"-(p-nitrophenyl)-phosphat wurde als neues artifizielles
Minimalsubstrat der Serratia Nuklease etabliert, nachdem die genaue Spaltposition innerhalb
dieser Verbindung bestimmt worden war. Mit diesem Substrat kann unter anderem die
strukturelle Integritit der aktiven Zentren neu generierter Nuklease-Varianten iiberpriift werden,
da herausgestellt wurde, dal Mutationen an Aminosduren, die nicht direkt das aktive Zentrum
bzw. die essentiellen Aminosduren His89 und Asnl19 betreffen, auf die Umsetzung von
Desoxythymidin-di-3’-5’-(p-nitrophenyl)-phosphat keine Auswirkungen haben. Weiterhin wurde
mit Hilfe dieses Substrates das lange Zeit umstrittene Modell gestiitzt, bei dem das Histidin 89
wihrend der Katalyse die Funktion der allgemeinen Base iibernimmt, da aufgrund eines sehr
niedrigen pK,-Wertes der Abgangsgruppe eine Siure fiir die Hydrolyse von Desoxythymidin-di-
3’-5’-(p-nitrophenyl)-phosphat entbehrlich ist, die Mutante H89A dieses Substrat jedoch nicht

spaltet.
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Bis heute liegt keine Kristallstrukturanalyse fiir die Serratia Nuklease im Komplex mit einem
Substrat vor, so dal wenig iiber die Art der Bindung einer Nukleinsdure bekannt ist. In der
vorliegenden Arbeit wurde deshalb die mogliche Beteiligung von 11 basischen und 2
aromatischen Aminoséduren, die die vermutete Substratbindungstasche des Enzyms bilden
sollten, untersucht. Dazu wurden mittels PCR-Mutagenese Alaninmutanten dieser
Aminosdurereste generiert, die hinsichtlich ihrer Fidhigkeit, hochmolekulare DNA sowie
verschiedene kurze Substrate zu hydrolysieren, und in bezug auf die Spaltung iiberspiralisierter
Plasmid-DNA analysiert wurden. Substrate mit einer abasichen site wurden eingesetzt, um die
Mutanten der aromatischen Aminosduren Tyr76 und Trp123 zu untersuchen.

Ausgehend von den genannten Experimenten wurde ein Modell der Nukleinsdure-Bindung der
Serratia Nuklease iiber multiple Substratbindungsstellen erarbeitet, bei dem sieben basische
Aminosduren an der Ausbildung von Phosphatbindungsstellen beteiligt sind, und aromatische

Reste moglicherweise mit den Basen einer gebundenen Nukleinsdure in Kontakt treten.
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7 ANHANG

7.1 Protein- und Gensequenz der Serratia Nuklease

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Met His His His His His His Gly Ser Asp Thr Leu Glu Ser Ile Asp Asn Cys Ala
ATG CAT CAT CAT CAC CAT CAC GGA TCC GAC ACG CTC GAA TCC ATC GAC AAC TGC GCG

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Val Gly Cys Pro Thr Gly Gly Ser Ser Asn Val Ser Ile Val Arg His Ala Tyr Thr
GTIC GGC TGC CCG ACC GGC GGC AGC AGC AAC GTG TCT ATC GTG CGT CAT GCT TAT ACG

30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48
Leu Asn Asn Asn Ser Thr Thr Lys Phe Ala Asn Trp Val Ala Tyr His Ile Thr Lys
TTG AAC AAC AAC AGC ACC ACC AAG TTC GCC AAC TGG GTG GCT TAT CAC ATC ACC AAA

49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67
Asp Thr Pro Ala Ser Gly Lys Thr Arg Asn Trp Lys Thr Asp Pro Ala Leu Asn Pro
GAC ACA CCG GCC AGC GGC AAG ACG CGC AAC TGG AAA ACC GAT CCG GCG CTC AAC CCG

68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86
Ala Asp Thr Leu Ala Pro Ala Asp Tyr Thr Gly Ala Asn Ala Ala Leu Lys Val Asp
GCG GAC ACG TTG GCG CCC GCC GAT TAC ACT GGC GCC AAC GCG GCG CIG AAG GTIC GAT

87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105
Arg Gly His Gln Ala Pro Leu Ala Ser Leu Ala Gly Val Ser Asp Trp Glu Ser Leu
CGC GGT CAT CAG GCG CCG CTG GCC TCG CTG GCG GGC GTC TCC GAC TGG GAA TCG CTG

106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124
Asn Tyr Leu Ser Asn Ile Thr Pro Gln Lys Ser Asp Leu Asn Gln Gly Ala Trp Ala
AAT TAC CTG TCC AAC ATC ACG CCG CAA AAG TCC GAT CTT AAC CAG GGC GCC TGG GCG

125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143
Arg Leu Glu Asp Gln Glu Arg Lys Leu Ile Asp Arg Ala Asp Ile Ser Ser Val Tyr
CGG CTG GAA GAT CAG GAA CGC AAG CTG ATC GAT CGC GCC GAT ATC TCC TCG GTC TAT

144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162
Thr Val Thr Gly Pro Leu Tyr Glu Arg Asp Met Gly Lys Leu Pro Gly Thr Gln Lys
ACC GTG ACC GGG CCG CTIG TAT GAA CGC GAT ATG GGC AAA CTG CCG GGC ACC CAG AAA

163 164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181
Ala His Thr Ile Pro Ser Ala Tyr Trp Lys Val Ile Phe Ile Asn Asn Ser Pro Ala
GCG CAC ACC ATC CCC AGC GCC TAC TGG AAG GTIG ATT TTC ATC AAC AAC AGC CCG GCG

182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195 196 197 198 199 200
Val Asn His Tyr Ala Ala Phe Leu Phe Asp Gln Asn Thr Pro Lys Gly Ala Asp Phe
GTG AAC CAC TAT GCT GCT TTC CTG TTIC GAT CAG AAC ACG CCG AAG GGC GCC GAT TTC

201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219
Cys Gln Phe Arg Val Thr Val Asp Glu Ile Glu Lys Arg Thr Gly Leu Ile Ile Trp
TGC CAA TTC CGC GTG ACG GTG GAC GAG ATC GAG AAA CGC ACC GGC CTG ATC ATC TGG

220 221 222 223 224 225 226 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238
Ala Gly Leu Pro Asp Asp Val Gln Ala Ser Leu Lys Ser Lys Pro Gly Val Leu Pro
GCC GGT CTIG CCG GAC GAC GTG CAG GCT TCG CTG AAG AGC AAA CCG GGC GTT CTG CCG

239 240 241 242 243 244 245
Lys Leu Met Gly Cys Lys Asn **¥*
AAG TTG ATG GGC TGC AAA AAC TGA
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7.2 Sequenzen der verwendeten PCR-Primer

Die Sequenzen der Desoxyribonukleotide sind in 5'— 3’-Richtung angegeben. Bei den
Mutagenese-Primern sind Nukleotidaustausche durch Kleinbuchstaben gekennzeichnet.

Markerschnittstellen wurden unterstrichen, das jeweilige Markerenzym ist aufgefiihrt.

7.2.1 PCR-Primer

(forward und reverse gibt die Orientierung auf dem Plasmid pHisNuc an):

1602(forward) 5'-GGCATGCATGGATCCGACACGCTCGAATCCATC-3’

LLE (reverse) 5’-GGACGGTGCCGCAACAGGGGTCGACGTCAGTTTTTGCAG-3’
LSE (reverse) 5"-GGACGGTGCCGCAACAGGG-3’(bindet am 5’-Uberhang von LLE)
LS (reverse) 5’-CGCTCGAGGTCAGTTTTTGCAGCCCATGAG-3’

67 (forward) 5-TGGGGTGTGTGATACGAAACGAAGC-3’

66 (reverse) 5'-CAGGATGGTGTGCGCTTTCTGGGT-3’

65 (forward) 5'-CAGGACTGGGAATCGCTGAATTACCT-3’

7.2.2 Mutagenese-Primer

K48A 5’-ATCACATCACtgcAGACACACCGGCCAG-3’ Pstl
K55A 5-GGCCAGCGGCgcGACGCGtAACTGGAAAA-3’ Mlul
K60A 5-GCAACTGGgcAACgGAccCGGCGCT-3’ Avall
K84A 5-CAACGCGGCGCTagcaGTCGATCGC-3’ Nhel
R125A 5’-GCGCCTGGGCGgcctTGGAAGATCAG-3’ Styl
K132A 5-ATCAGGAACGagcGCTGATCGATC-3’ Eco47111
R136A 5-CTGATCGATgcaGCtGATATCTCCT-3’ Pvull

K196A 5'-CAGAACACGCCGgccGGCGCCGATTTCT-3’ Nael
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7.3 Michaelis-Menten-Diagramme der Bindungsmutanten
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7.4 Plasmidspaltungen

7.4.1 Agarosegele

RS7A R131A
0 1 2 5 10 20 30 60 90 0 1 2 5 10 20 30 60 90

K60A K196A
51020 30 60 90 1020 30 60 9

K132A
0 1 2 5 10 20 30 60 90

H89N

0O 1 2 5 10 20 30 60 90
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7.4.2 Agarosegele und quantitative Auswertungen ausgewihlter

Mutanten
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R136A
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