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Einleitunc

1 Einleitung

Bakterien sind mit wenigen Ausnahmen Einzeller und besitzen Kkein extrazellulares
Abwehrsystem. Alle Reaktionen auf Anderungen innerhalb ihrer Umwelt erfolgen daher
intrazellular. So muss auch die Abwehr von in die Zelle eindringender HpdNAd z.B.
Baktetophagen oder Plasmiden, innerhalb der Zelle erfolgen. Das bedeutet, Bakterienzellen
missen in der Lage sein, fremde und eigene DNA zu unterscheiden.

Nachdem zunéchdturiA und HUMAN (1952) undBERTANI und WEIGLE (1953) beschrieben
haben, dass Bakterieremnde DNA abbauen kdnnen, wurde dufetBER und DussoIX (1962) die
Modifizierung von DNA zum Schutz der wirtseigenen DNA entdeckt und als Wirtsspezifitat
bezeichnet. Der Bakteriophage &.colketwédertatfe m
E.coli K zuriick oder neu autE.coi C geset zt wur de. Dersel be
allerdings nur mit geringer Effizienz, wenn er vércoli C aufE.coli K gesetzt wurde. Dies zeigt,

dass nur der Bakterienstantfrcoli K ein Modifikationssystem besitzt.

Aus dise grundlegenden Beobachtungiurde klar, dass es ein Zusammenspiel von
modifizierenden, also schitzenden Enzymen, und Nukleasen gibt. Das war ein wesentlicher Schritt
auf dem Weg zur modernen Gentechnik. Damit war auch bald ein kommerzielles Interesse
vorhanden, weil man abhéngig von der Auswahl bekannter Nukleasen immer genauer DNA
Fragmente charakterisieren konnte. So wurde auch das wissenschaftliche Interesse an diese
Enzymen geweckt. Hier erwies es sich allerdingslasme als unmdglich, die Gene fiie
Nukleasen zu klonieren, als man nicht auch die zugehorigen modifizierenden Enzyme, die so
genannten Methyltransferasen, in die Klonierung einbezog. Diese so genannten Restriktions
Modifikationssysteme (RMbystemeoder abgekiirzt RM. vor dem Namesindregelmal3ig durch
benachbarte Gene kodiert. Erst durch die Verwendung von Stammen, die keine Abwehr gegen
Fremdmethylierung besitzen, gelang es, zahlreiche Systeme erfolgreich zu klonieren. Ungeklart ist
aber nach wie vor, warum gewisse FByisteme als un&hierbar gelten.

Fur die Wissenschatt stellt siclie Frage nach dem Ursprung dieser Systeme als schier unldsliches
Problem dar. Dabei sind zwei Fragen von besonderem wissenschaftlichem Interesse: Warum kant
man zwischen Methyltransferase und Endonukldasee strukturelle Gemeinsamkeitkennen

obwohl beide Proteine dieselben Erkennungsstellen an der DNA erkennen? Wie sind die
Veranderungen der Systeme in der Evolution entstanden? Die zweite Frage ist deshalb so wichtig
weil eine Veranderung der Erkammgssequenz immer zwei Enzyme gleichzeitig betreffen muss.
Will man nur die Erkennungsspezifitat der Endonuklease verdndern, so muss man darauf
verzichten, mit biologischen Systemen zu arbeiten. Will man jedoch die Vorteile der biologischen
Herstellung vonProteinen nutzen, muss man zuerst die Methyltransferase entsprechend andern.

Ohne ihren entsprechenden Schutz wird die Zelle durch die Endonuklease von innen angegriffen
1
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und kann selbst bei sehr guter Regulationhnsg viel Schaden anrichtedass keinaVirtszelle
Uberlebt. Umgekehrt muss die Natur einen Weg gefunden haben, um ne&ysiivhe zu
entwickeln. Um diesen Weg nachzuvollziehen, muss man zunachst den Aufbau und die
Organisation der R-Systemekennen. Diesesollen im Folgenden zunéchst vorgestelerden.
Danach sollen die Systeme, mit denen hier gearbeitet werden soll, im Detail besprochen werden
um schlie3lich eine Arbeitshypothese vorzustellen, wie die Evolution degy#me erfolgt sein

konnte. Diese Hypothese soll in dieser Arbeit bewiegemen.

1.1 Restriktions-Modifikationssysteme

JedesRM-System beinhaltet mindestens zwei Funktionen. Die Endonuklease (ENase, oder
abgekurzt miR. vor dem Namen des Enzyms) spaltet DNA. Die Methyltransferase (MTase, oder
mit dem Kiurzel M verdeutlicht) metyliert die wirtseigene DNA und schitzt diese so vor dem
Angriff der Endonuklease. Die beiden Funktionen kénnen auf getrennten Polypeptidketten liegen,
aber auch auf einer einzelnen vereint sein, wie im nachfolgenden Abschnitt beschrieben wird.

Bei den RMSystemen der Bakterien sind insgesamt vier grof3e Gruppen beschrieben, Typ I, I, 1l
und IV (BuiNnickl 2001). Sie sind nach der Reihenfolge der Entdeckung benannt und
unterscheiden sich im Aufbau und in der Nutzung von ATP und den Cofaktoren. Typ | sind ||
relativ ahnlich. Der neu gefundene Typ IV ist von grol3er Bedeutung fir die Klonideurfgiv

SystemeTyp II-Systeme sind von grofRer wirtschaftlicher Bedeutung.

Bei den Typ 1RM-Systemen NIURRAY 2000) besteht das System aus drei unterschiedlichen
Untereinheiten (Endonuklease, Methyltransferase und DNA erkennende Untereinheit).
Verschiedene Kombinationen der Untereinheiten fuhren entweder zur Methylierung der DNA oder
zum Schneiden derselben. Fdiie Methylierung der DNA wird nur der Komplex aus
Methyltransferase und DNA erkennender Untereinheit bendtigt, wahrend fir das Schneiden der
Zielsequenz ein Komplex aus allen drei Untereinheiten gebildet werden muss. Mechanistisch ist
dabei wichtig, dassielser Komplex weiterhin DNA methylieren kann. Ob die DNA durch diesen
Komplex methyliert oder geschnitten wird, hangt vom Methylierungszustand desefjelenz ab.

Fur die Spaltung werden die Cofaktoren ATRA&nosyiL-Methionin und MagnesiuAonen

(Mg®) benétigt, fir die Methylierung -8denosytL-Methionin und Mg'*-lonen. Die
Erkennungssequenz bei diesen Enzymen ist asymmetrisch und besteht aus zwei Teilen. Die
Schnittstelle liegt sehr weit von der Erkennungsstelle entfernt (um 21000bp). Eine DNA

Transbkation ist Voraussetzung fir das Schneiden. Das bedeutet, dass untely&DB/se die
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DNA-Struktur verandert wird. Der Schnitt ist unvollstdndig. Ein Beispiel fur diese Systeme ist
RM.EccE. Es wurde erstmals v&XRBER und WAUTER-WILLIAMS (1970) beschriedn.

Die RM-Systeme des Typ lll wirken wie die TyfRIM-Systeme als Komplexe. Im Gegensatz zu
diesen beinhalten sie aber nicht drei verschiedene Untereinheiten, sondern lediglich zwei, nadmlich
eine Endonuklease (genariResfur Restriktion) und eine Methlyhnsferase (genaniod fur
Modifikation). Die Methyltransferase kann, wenn sie einzeln vorliegt, DNA methylieren.
Ausschlie3lich die Methyltransferatitereinheit trégt eine sogenanntarget recognition
domain zur Erkennung der Zielsequenz. Treffen ewKomplexe aus jeweils zwei
Methyltransferaseund zwei Endonukleasdntereinheiten aufeinander, so kann die Spaltung der
DNA erfolgen. Die essentiellen Cofaktoren fiir die Spaltung sind ATP und'-Mgen. S
AdenosytL-Methionin wirkt dabei stimulierend.Uff die Methylierung werden wie bei den Typ |
RM-Systemen S\denosyiL-Methionin und Md*-lonen benétigt. Es erfolgt ebenso eine
Translokation der DNA. Die Erkennungssequenz dieser TyByisteme ist asymmetrisch. Der
Schnitt wird 25 bis 27bp entfernt vater Erkennungsstelle durchgefuhrt. Ein Beispiel fur diesen
Typ istRM.StyL TI (MURRAY 2000).

Die Typ IV-RM-Systeme enthalten lediglich eine EndonukleabBetzdem werden sie als
vollstandige RMSysteme klassifiziert, weil sie nurach Methylierung der DNAdurch eine
fremde Methyltransferasgirken. Sie benétigen fiir das Schneiden der DNA die Cofaktorefi-Mg
lonen und GTP. Sie erkennen wie die TYRM-Systeme eine Sequenz aus zwei Teilen. In diese
Klasse gehdren zum einen diecrAmcrBGSysteme(modified cytosin restrictior) von E.coli
(RALEIGH und WILSON 1986, NOYER-WEIDNER et al. 1986, RALEIGH et al. 1989, zum anderen
auchdasmrr-System fnethylated adenineecognition andestriction, WAITE-REES et al. 199J).

Diese Systemescheinemicht essentiell fudie Wirtszellezu sein Sie wurderoffenbar als Teile

von Bakteriophagemurch Transfektion erworben und dienals Teil von Prophagejetzt zur
Abwehrreaktion gegen Fremdmethylierung. Sie stellen daher ein grol3es Hindernis bei der
Klonierung von Methyltrasferasen dar, da diese die genomische DNA methylieren, so dass die
Zelle durch die Abwehr sys Dasoiehe Zelemioht Iébensféhiy i  a
sind, benutzt man zur Klonierung von R3§stemen Stamme, die in den genannten

Abwehrsystemen dekt sind

Quasi nur @& Typ II-RM-Systeme sind von groReretirtschaftlicher Bedeutung.i&stellendie
wesentlichen Engme in der Gentechnik daba die in dieser Arbeit bearbeiteten F3ysteme

diesem Typus angehdren, soll Fulgendemaher auf die Typl-Systemeesingegangen werden.
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1.2 Typll RM -Systeme

Zu den Typ # RM-Systemen gehdren sehr viele Siypen (TyplIA bis IIT, PINGOUD et al.
2005. Restriktionsenzym des Typll konnen sogar ‘erschiedenen Subtypen gleichzeitig
angehoren EISENSCHMIDT 2005). Das ihnen allen gemeinsame Merkmal ist, dass sie spezifisch

eine bestimmte Sequenz schneiden, und somipeirifssches Spaltmuster produzieren

Die bekanntestentypischen Typ HRM-Systeme gehdren dem Typ IIP an, sie erkennen
palindromischeSequenzen, d.h. solche Sequenzen, die auf dem oberen wie auch auf dem unterer
Strang gleich gelesen werden. Sie beinhalten separate Restriktionsenzyme und Methyltransferaser
die unabhangig voneinander wirken. Beide Enzyme besitzen eine-BMié&domane und
erkennen zumeist dieselbe Sequenz. Die Restriktionsenzyme binden als Dimer an die DNA, und
schneiden das Palindrom symmetrisch. Fir das Sdameidr DNA bendtigen die Typ-lI
Restriktionsenzyme Mg-lonen. Beispiele fiir die Klonierung der ersten RB§stene sind
RM.BstRI (Kiss et al. 1985) undRM.BanHI (BRookset al. 1989).Die DNA darf in den meisten

Fallen nicht modifiziert vorliegen. Es gibt wenige Ausnahmen bei den Typ Il Endonukleasen,
welche die DNA trotz Modifizierung schneiden (Typ 1IM). Ein Beispiel hierfurDghnl. Dieses

Enzym ist bekannt, weil es zur Eliminierurgn templateDNA aus PCRAnsatzen (z.B. nach

einer MutagenesBCR beschrieben bei de@uikChange Il Sitdirected Mutagenesis Kiton

Agilent) verwendet werden kann

1.2.1 Typll Restriktionsenzyme

Aufgrund der kommerziellen Bedeutung werden besondégs Tgp Il-Restriktionsengme
untersucht Die meisten dieser Restriktionsenzyme wirken als Dintes. gibt zahlreiche
Rontgenstrukturen AINGouD et al. 2005), auf deren Grundlagsehr viele Mutagenese
Experimente durchgefiihrt worden simdle erste Strukturiees Typ IFRestriktionsenzyms/urde

fur R.EcARI durchMcCLARIN et al. (1989) gel6stSie erwies sich jedoch schnell als unzureichend
interpretiert GEIGER et al. 1989) undwurde deshalbkurz daraufvon Kim et al. (1990)
UberarbeitetDie dort ermittelte 8quenz des HomodimersEORI gebunderan eine spezifische
DNA ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Darstellung des Homodimers von
R.EcoRlI mit spezifisch gebundener DNA. Diese
Abbildung wurde mittels Cn3D (Version 4.3
herunterzuladen bei MMDB MADEJ et al. 2012)aus der
von KiM et al. (1990) ermittelten Rontgenstruktur (bei
MMDB als 1ERIhinterleg) erstellt.In blau und griin sind
die beiden Molekiile von EBcoRI dargestellt, die DNAn
rosaund grau

Die Restriktionsenzyme werdemach ihren katalytischen Domanen in verschiedene Familien
eingeteilt(OrRLOWSKI und BuaNicki 2008) Die grofRte Familie ist die RID/E)XK-Familie. Diese
beinhaltet in der Kkatalytisch@ Domane eine besondere  Aminoséuresequenz
( ( P) 4D/ E)dxbKistehtX flr eine beliebige Aminosaw). Zu dieser Familie gehort
z.B. RBanHIl. Weitere Familien sind die HNiFamilie (z.B. R.Kpnl), die PLD-Familie (z.B.
R.Bfil), die GYI-IYG-Fanilie (z.B. R.Eca9kl) unddie HALFPIPE-Familie (z.B.R.Pahl). Die
Anzahl der Mitglieder dieser Familien sind @RrLowskI und BuJNICKI (2008) aufgefihrt, von
(damals) 289 experimentell charakterisierten Endonukleasen des Wgrelh 199 aus der RD
(D/E)XK-Familie, 24 aus der HN{Familie, sechs aus der GYYG-Familie, drei aus der PLD
Familie,eine aus der HALFPIREamilie und 56 nichklassifizierte.Wurden auctsolcheTyp II-
Endonukleasen mit in die Berechnungen eingebracht, die bis zu diesem Zditpuicht
charakterisiert warerveranderte sich zwatie Anzahl der Gruppenmitgliedeteutlich, aber das
Verhéltnis zwischen den Gruppen blieb fast gleich. Eine Ausnahme bildete hierbei die PLD

Familie, deren prozentualer Anteil im Vergleichr @Y 1-1YG-Famiie zunahm.

1.2.2 Typll -Methyltransferasen

Die Methyltransferasen des RWyps Il wirken im Gegensatz zu den Restriktionsenzymen
zumeistals Monomere. In der lebenden Zelle ist ihr nattrliches Substrat die hemimethylierte
DNA. Hemimethylierte DNA wird in der Rgel nicht geschnitten. Somit kann sie deutlich
langsamer ihr Substrat erkenndie Funktion der Methyltransferasen scheint in der Evolution
sehr frih entstanden zu seMan kann dieselbe Funktion z.B. auch bei der Thymidylatsynthase
finden JeLTscH2002) also bei einem monomeren Substfatenin-Methylierung ist offenbar ein

allgemein gultiges Prinzip zur Unterscheidung zwischen alter und neusyietietiDNA
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Typ I-RM-Systeme zeigen oftiel Methylierung des Adeningiie Methyltransferasen des RM

Typs 1l sind haufig CiBMethyltransferasen. Diese methylieren die DNA am Cytosin in Position
C5. Die in Eukaryonten vorkommen®&A-Methylierung ist die CBMethylierung und dient dort
vornehmlich der Abschaltung von PromotoreMethyltransferasen sind nicht nur fur
Polynukleotide bekannt, sondern auch in der Nukleotidsynthese und bei der Proteinreifung.
AulRerdem wirchaufigRNA-Methylierung an den Zucketlydroxyl-Gruppen gefunden.

Abbildung2 zeigt die drei bekannten Arteter BasenMethylierung

H H H CHz.
M S8 N Ny TR

¢l

N GH3

N / l \> j\/ l p: O)N\/ J

K\?\, N 0 N N
N6-methyladenine C5-methyicytosine N4-methylcytosine

Abbildung 2: Methylierungen der DNA (verandert nach CHENG, 1995), links N6Methyladenin, in der Mitte
C5-Methylcytosin, rechts N4Methylcytosin. Grau hinterlegt ist die Methylgruppe.

Da in dieser Arbeit mit CBlethyltransferasen gearbeitet wird, werden diese im Folgenden

genauer vorgestellt.

1.3 C5-Methyltransferasen

Die C5Methyltransferasen sind besonders gut wutehnt. [as charakteristische ProteBystein

Motiv fuhrt bei der DatenbanRecherche besonders schnell zu zahlreichen spezifischen Treffern.
Die Rongenstrukturereweier bakterieller C8Methyltransfeasensind bekannt (MHhal, CHENG

et al. 1993, MHadll, ReINISCH et al. 1995). Die erste Strukturanalyse wurde beiHNKH
durchgefihrt CHENG et al. 1993 mit Cofaktor SAdenosyiL-Methionin, KL I MA GA U set abk

1994 kovalent gebunden an ein mit AmiRloro-Cytosin an der Zielstelle markiertem
Oligonukleotid und mit dem Endprodukt-ARlenosytL-Homocystein), nachdem es zunachst
durchRoOBERTSet al. (1976) isoliert und durcAsSERTA et al. (1987),Wu und SaNT! et al. (1988)

und KL I MA GA U sat als(1991) in groReren Mengen exprintigvorden ist. InAbbildung 3 ist

die 1994 durchKL I MA GA U set ak erhaltene Rontgenstruktur der MethyltransferddéHhal

dargestellt.
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Abbildung 3: Abbildung der

Kristallstruktur der Methyltransferase

M .Hhal, kovalent mit einem mit
Fluorocytosin markierten Oligonukleotid
verbunden und dem Produkt der Reaktion,
S-AdenosytL -Homocystein.Die Abbildung

wurdeKUMAR et al.(1994) enthommen.

Das Enzym besteht aus zwei Domanen. Die gro3e Doméne bindet-Gasb§toat (SAdenosyiL-
Methionin). Die kleine Doméane erkennt die BMpezifisch und prasentiert die methylierende
Base Cytosin.Ein ahnlicher Aufbau ist auch bei .Madll zu finden. Es ist daher nicht
verwunderlich, dass man bei den-Mgthyltransferasen zahlreiche konservierte Aminoséurereste
findet. So besitzen alle @Hdethyltransferasen zehn spezifische MeBicke POsFAI et d.
1989. Von diesen zehn MotiBlocken sind sechs hoch konserviert, vier davon wersggnk
Jeder dieser Blocke besitzt eine definierte FunktkboMaR et al. 1994). Zwischen dem Block
acht und neun befindet siatie target recognition domainDieseist von Methyltransferase zu
Methyltransferasén der Aminosauresequenz und Langeerschiedlichweil sie der Erkennung
unterschiedlichster Sequenzen dient

Besonderes Merkmal der @Bethyltransferasn ist das oben erwahnteCMotiv (Prolin,
Cystein), welbes sich im MotivBlock vier befindet. Es bildet den Mittelpunkt des katalytischen
Zentrums. Ein zweites besonderes Merkmal derMethyltransferasen ist das ENMotiv
(Glutamat, Asparagin, Valin). Dieses dient der Erkennumd Aktivierungdes zu methylieenden
DesoxyCytidins.

Bereits vor dem Bekanntwerden der Rontgenstruktur ist der Mechanismus der Methylierung des
DesoxyCytidins in Position finf durch Mihal von Wu und SanTI (1985, 1987) vorgeschlagen
worden. Er wurde mehrmals leicht modifizieBaKER et al. 1988 SMITH et al. 1992, CHEN et al.
1991 und konnte durch die Strukturanalyse VBARENG et al. (1993) bestatigiwerden. Ein
Schema deReaktionist in Abbildung4 dargestellt
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Abbildung 4: Darstellung des Reaktionsmechanismus der Methylierung deSesoxyCytidins an der Position
funf. Die Abbildung ist dem Review voJELTSCH (2002) enthommen und basiert auf den Rontgenstrukturdaten des

M.Hhal-DNA-Komplexes. Der Cysteinrest entstammt demN®@aiv, der Glutaminsaurerest dem ENWotiv.

Das DesoxyCytidin ist einrelativ reaktionstrages Molekul, und muss, damit es amakiof (S
AdenosytL-Methionin) nukleophil angreifen kann, zunachst aktiviert werden. Hierbei greift das
Cystein aus dem RW@lotiv (bei M.Hhal ist das Cystein 81) zundchst am C6 des zu
modifizierendenDesoxyCytidins an. Gleichzeitig dient das Glutamat 118 alem ENVMotiv

unter Mitwirkung von Arginin 165 zur Protonierung von N4. Hiernach ist das CIDdsexy
Cytidins in der Lage, die Methylgruppe desA8enosytL-Methionins nukleophil anzugreifen.
Danach wird das C5 deprotoniert, hierbei 16st sich die Bigddes CysteiRestes zunDesoxy
Cytidin und der EnzyrDesoxyCytidin-Komplex wird aufgel0stJELTSCH2002).

Das DesoxyCytidin wird nicht innerhalb deBasenstapel deDNA-Helix modifiziert, sondern
aulBerhalb. Die zu modifizierende Base wird zunachsthdieine spezifische Aminosaure
herausgeklappt und kamnstdann modifiziert werden. Diesen Vorgang des Herausklappens nennt
manbase flipping Er wurde zum ersten Mal dur¢fL | MA GA U set alg1994) bei MHhal Uber
Rontgenstrukturanalyse entdeckt uddnn auch bei anderen Methyltransferasen gefunden.
Wahrend der Zeit, in der die Base methyliert wird, nimmt eine Aminosaure der Methyltransferase
den Platz der Base ein (in.Nhal ist dasGlutamin 237), und interagiegeinerseitamit dem
DesoxyGuanosin.

Wahrend die Bindung des Cofaktors und dasseflipping hoch konserviert sind, ist die
Erkennung derselben DN8equenz ganz offenbar nur mafkgnserviert. Allerdings kann man
durch Sequenzvergleiche die Methyltransferasen nach Erkennungssequenz sdlmbeER
unpubliziert,JELTSCH et al, 1995). Man erkennt auf diesem Weg jedoch bisher noch nicht die

Aminosauren, die fur die Spezifitat vetaortlich sind.
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1.4 Klonieren von Restriktionsmodifikations-Systemen

Das Klonieren von RMBystemen irkE.coli als witschaftlich interessantestewiirtsorganismus ist
direkt nicht mdglich RALEIGH und WiLSON 1986, NOYER-WEIDNER et al. 1986, WAITE-REES et

al. 1991). Um einkomplettess RM-System zu erhalten, wird zunachst ein Plasmid, welches die
Methyltransferase kodiert, in die Zelle eingefiihrt. Diesen Vorgang nennt man Vormethylierung
der Zellen Erwurde zum ersten Mal durdfuss et al. (1985) bei der Klonierung des RBlystems
RM.BauRI durchgefuihrt. Aufgrundder Nationalitdt des Autors wird das Verfahren als
Aungarische Tricki b e z e Nachhderevormethylierung sind alle Erkennungsstellen fir die
Methyltransferasanethyliert, sodass die Restriktionsendonukleaseder chromosomalaoch
PlasmidDNA schneiden kann. In einem zweiten Schritt wird das gesamtSRitem auf einem
zweiten Plasmid in die Zelle eingebrachtie heuenunmethyliertenErkennungsstellen fir die
Restriktionsendonuklease auf deaweiten Plasmid kdnnerjetzt offenbar ausreichend schnell
methyliert werden. Durch Selektidasst sich das System dauerhettiblierenDas erge Plasmid
geht haufig wahrend der Zellteilung verlor@esen Vorgang nennt mauring.

Die gesamte ®zedur ist aber nur in der Theoamfad. In der Praxis ishaufig genudoereits die
Klonierung von Methyltransferasen ein Problem. Wie oben beschrieben bésitoti
Abwehrsysteme gegen fremdmethylierte DNA, mierA-mcrBCund mrr-Systeme. Zellen, die das
mcrAmcrBC bzw. dasmrr-System besitzen, kénnen haufig nicht mit Methyltransfetzesgen
transformiert werden. Es Uberleben dann nur solche Zellen, die keine aktive Methyltransferase
exprimieren, alsa.B. ein mutiertes Gen der Methyltransferase tragen.

Aus diesem Grundnuss ma fur die Klonierung von Methyltransferag&enenE.coli- Stamme
benutzen, bei denen dasrA-mcrBCund dasmrr-System dauerhaft z.B. durch Deletion mutiert
sind Die heutzutage zumeist benutzten Stamme sind z.B. SIRBATAGENE) oder XL1-Blue
MRF® (STRATAGENE). Der Stamm SURE st nach den Ergebnissen dieser Arbeit fiir die
Klonierung von Methyltransferag@enen etwas weger geeignet als Xl-Blue MRF®. Der
Stamm HB101(BoYER und RoOULLAND-DuUssoIx, 1969, bei welchem lediglich dasncrBG
System deletiertst, wurde von Disterhoft (1990) und Erdmann (1991) erfolgreich fir die
Klonierung von RMSystemen auldlerpetosiphon giganteuserwendet, auf die im \&iteren naher

eingegangen wird.
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1.5 Regulationsmechanismen von RM5ystemen

Sowohl Restriktionsenzyme als autethyltrangerasen misserzur Etablierungn der Zelle af
der Ebene der Genexpression strezguliert werdenweil sie entweder die chromosomale DNA
angreifen, oder die Methylierungsprodukte abgebaut werddierbei sird verschiedene

Mechanismen bekannt.

1.5.1 Regulation Gber G-Proteine

Der erste bekannt®lechanismus ist die Regulation der Endonukleasen auf Transkriptionsebene
durch sogenannte-Broteine TAO et al. 1991, abgekirzt mit C. vor dem NameC-Proteinsteht

fur control protein Essind kleine Peptide, welche ein Hellxurn-Helix-Motiv besitzen Die C-
Proteine wurden voiSOROKIN et al. (2009 nach ihren vermuteteDNA-Erkennungssequenzen
und nach der Aminosauresequeizer bioinfornatische Methoden in zehanterschiedliche
Gruppen eingeteiltM CGEEHAN et al. 2011).

aary
( Py g

\y\ﬁ(‘rw

|Typica| Class | C-protein [ |Novel C-protein with C-terminal extensionsl

Abbildung 5: Darstellung zweier Klassen von CProteinen. In der linken Halfte der Abbildung ist die Bktur der
Klasse | GProteinezu finden, rechts diejenige, wie sie B@iICs®31l from Citrobacter sp. RFL231 beobachtet
worden istDiese Abbildung wurd® cGEEHAN (2011) entnommen.

C-Proteine sind in vielerTyp 1l RM-Systemenbeobachtet und experimentell nachgewiesen
worden, zB. bé RM.BanHl (Ives et al. 1992), RM.Bglll (ANTON et al. 1997), RM.Ecor2I
(RMGEL I Eat @l. 1995), RM.EcoRV (ZHELEZNAYA et al. 2003, RM.Pvul (VIJESURIEREt al.
2000),RM.Espl3961 (LESNAVIL | E retal.2003) undRM.Kpn2l (LuBys et al. 1997).Zurzeitgibt

es von vier @Proteinen eineKristall-Struktur, namlich vonC.Ahd, C.Bcll, C.Espl3961 und
C.Cs231I(MCcGEEHAN et al.2011).

Die Regulation mittel<C-Proteine wird Uber eine sogenannteBbx, die zum ersten Mal von
R MGE L I et RIQ1995) als solche bez#inet worden ist, gewahrleist&ntsprechendbbildung

6 gibt es zwei Operatoren (Ound (), deren palindromische Halbsequenzals GBox

10
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bezeichnet und auchA/1B und 2A/2B genannt werdefMRuUK et al. 2007). Die Autoren der
letztgenannten Arbeiformulieren fur insgesamB0 Systemedie Consenus$equenz GACTF-
AGTC---GACT---AGTC (vgl. Abbildung 6). Das hochkomplexe System nutzt die gerean
Sequenz gleichzeitig at40, bzw. als35 Region fur zwei Promotoren. Dieser Aufbau erinnert an
das hochkomplexe OperatBromotorSystem @-O,aus dem B a k tHenDRixcepah a g e n
1983)

Cc i C boxes + 20 downstream nucleotides Recognition
Protein Source 1A 1B 2A 2B i i
Pvull  Proteus vulgaris TGCTACTCATAGTCTGTAGATTC ARAGTCATC? GIHRTYIGS
BamHI| Bacillus amyloliquefaciens G DLHRTYISD
Bell Bacillus caldolyticus GLHRTYISE
Benl  Brevibacillus centrosporus TGT AT GT 3 A GLHRTYISS
BstILVI Geobacillus stearothermoph. LV TGC AAT, TGTC AT A AT GLHRTYIGA
Cqgl?  Corynebacterium glutamicum  TGA! CAT T T T GMHRTYVSS
Cef?  Corynebact. efficiens pCE3 TGTA T GLHRTYISL
Det?  Dehalococcoides ethenogenes GVHRTYLGG
Gur Geobacter uraniumreducens GLHRTYIGS

LaDl  Laclococcus lactis cremoris — ATATAATATCATARATS . - TTAG  DTHRTYLSE

Lsp? Lyngbya sp. PCC8106 DLHRTYIGA
Mgt? Magnelococcus sp. MC-1 GLHRTYIGG
NmeS| Neisseria meningitidis GLHRTYIGS
Npu?  Nostoc punctiforme ELHRTYISN
Sbal  Salmonella bareilly T GLHRTYIGS
SptAl  Salm. cholerasuis (paratyphi A) TGC GIHRTYIGS
Smal Serralia marcescens GLHRTYIGS
SnaB1 Sphaerotilus natans GIHRTYVSQ
Sse9l Sporosarcina species 9 GVHRTYMGG
Sonl? Shewanella oneidensis pMR-1 GFHRTYIGS
Vei?  Verminephrobacter eiseniae DLHRTYVSS
Ahdl  Aeromonas hydrophila GLDRSYVGG
Bglll  Bacillus globigii KLDRTYIGG
Esp1396| Enterobacter sp. RFL1396 T NLDRTYISG
Bma? Blastopirellula marina DSM3645 TGA! ELDRTYVGG
Munl  Mycoplasma sp. T! GMDRTYLSS

Rso? Railstonia solanacearum “ A GTC A ‘ AGGC TG G HVDRTYISS

SgrAl  Streplomyces griseus GLDRTYVSG
Ssp?  Shewanella sp. pMR-1 EIDRSYIGR
Lci22RP Leuconostoc citreum 22R GMDRSYFAS
Proposed symmetrical cores:
C.Pvull- C.Pvull-
independent dependent +1
-35 =10 I I
5 ' MTCAACATATCATTGCTACTIC TCATACCATICATTATICCCGTCTATG WT
5 'MTCAACATATCATTGCGACT TCATACCATICATTATICCCGTCTATG SC
1A
OL

Abbildung 6: Darstellung der Organisation der GBoxen am Beispiel von RMPvull und Ermittlung der
ConsensusSequenz aus 30 SystemeBiese Abbildung wurde voMRUK et al. 2007 leicht verandertibernommen.
WT= wildtypische Sequender GBoxen beiRM.Pvul, SC= Consensus aus allen 30 Systemen.

Der weiter vom Promotdtir C.Pvul und RPvul (genannt BvullCR entfernte Operator Qwird
bevorzugt mit einem Dimer von-Broteinen besetzt.r& bei einer sehr hohen Konzentration an
C-Proteinen wirdder Operator naher ampfullCR besetzt(Og). Die Anlagerung an den ersten

Operator fuhrt zu einer Translationsaktivierunglie Anlagerung an Operatorenu einer

11
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TransldionsrepressionNAGORNYKH et al. 2008).Eine anderd-unktion sbeint das GProtein aus
demRM-SystemRM.Kpn2l (LuBys et al. 1997) zu besitzen, dort reguliert es nicht die Expression
der Endonuklease (diese ist konstitutiv exprimiert), sondern die Expression der Methyltransferas
Ohre das GProtein ist die Kpresion der Methyltransferaseu hoch, also zu toxisch fir die
Wirtszelle, das RM5ystem kann dann nicht in der Zelle etabliert werden.

15.2 Regulation Uber dieExpressionsrate deMethyltransferase

Eine Regulation der RMbystemekann auch direkt durch die Methyltransferase ednldgHierbei

gilt prinzipiell, dassdie Methyltransferas&xpressiorzunachst nach Eintrides RMSystemsn

die Zelle hoch sein muss, um das Genom vor der Endonuklease zu schiitzen, danach abe
herunterregliert werden muss, um nicht frereihdringende DNA sofort zu methylieren und
somit dem Abbau deh Endonukleasen zu entziehdAGORNYKH et al. 2008). In dem RM
System RM.CfrBI wird die Expression der Methyltransters e nach Aget an
heruntereguliert, indem die Promotoren von Endonuklease und Methyltransfethgergent
Uberlappend angeordngihd Zuné&hst wird der Promotor der MethyltransferadgelesenSomit

wird die Transkription der Endonldase gehemmt. Im35 Bereich des Promotors der
Methyltransferase befinden sich zwei Erkennungssequeifizevl.CfrBl. Diese werderbei einer
hohenExpression deelben schnell methyliedDadurchist der Promotor fur die RNAolymerase

nicht mehr zuganglictso dassler Promotor fir die Endonuklease niahr blockiertwird. Jetzt

findet die Traskription des Endonukleasgers statt.Im RM-SystemRM.LIaDI findet man eine
ahnliche Situation vor (Promotor mit Meylierungsstellen fur die Methyltransferdsallerdings

ist in diesem Falle die Endonukleasghwach konstitutivexprimiert, d.h. es andert sich nur die
Expression deMethyltransfease und nichdie der Endonukleasd&inen derartigen Mechanismus

kennt man sonst nur aus Eukaryonten zur dauerhaften Abschaltung von friihen Promotoren.

Eine andere Regation auf Basis der Methyltransferase ist quasi eine Kombination -&rst€in
und Methyltransferase, wirkt aber negativ. Diese Regulation findet maRNb&icaRll (Som et
al. 1994), RM.Mspl (SoMm und FRIEDMAN 1997), RM.Ssoll (KARYAGINA et al. 1997) und
RM.SciFl (BUTLER und FITZGERALD 2001) Hierbei ist die Methyltransferase aM-Terminus
verlangert und trégt dort eine Helburn-Helix-Doméne (&hnelt also derC-Proteine,
NAGORNYKH et al. 2008). Diese HTHDoméane interagiert mit der Operat@egion des
MethyltransfeaseGensund stoppt demzufolge ihre eigene Expression. Gleichzeitig wird dadurch

der Uberlappende Prator des Endonukleaggens freiund somit startet dessen Transkription.

12
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1.5.3 Regulation durch Translationsstart-Maskierung

Ein ganz anderer Re@ilonsmechanismus wurde v8aRANY et al. (1992) undMEYER-ROGGE
(1993) am Beispiel des Ri8ystemeRRM.Tad gezeigt. Dessen Methyltransferase Uberlappt mit
dem Arfang des Endonukleaggenes unil3 Codons. Das Startcodon der Endonuklease befindet
sich in einem kleinen Hairpihoop, der in dieser Uberlappung gebildet wird, und kann erst dann

exprimiert werden, wenn die Methyltransferase komplett translatiert worden ist.

1.5.4 Regulation tGber direkte Interaktion mit Endonuklease

Bisher énzigartig ist ein Regulationsmechanismus, welcher bei dem-Syétem Rull
beshriebenworden ist. Zusatzlich zu der oben beschriebenen Regulation UberRtase® wird
die Dimerisierung der Endonukleaseind somit dé Bildung einer funktionellen Endonuklease

Einheit Uberein Protein namerBvulW verhindert(ADAMS und BLUMENTHAL 1995)

155 Regulation der MethyltransferasePromotoren Uber negative Regulatoren

Eine andere Art der Regulation der Methyltransfefismskrption ist bei demRM-System
RM.EcoRI gefunden wordenL(u et al. 2007). Hier wirken sich zweim mehr als 220bwom
Transkriptionsstart entfernteAT-reiche Bereiche negativ auf die Transkription des
Methyltransferas€ens aus.Als Mechanismus wird hier einntramolekularesDNA-looping
vermutet, welches auch als Regulationsmechanismuadeind gal-Operons beschrieben wurde
(MATTHEWS 1992).

1.5.6 Regulation Uberanti-senseRNAs

Zusatzlich zu denn diesem Abschnitt schogenannta Mechanismen ist kurzlich bei der
Regulation degplasmidcodierterRM-SystemsRM.EcaR| erkanntworden, dass die Regulation
auch mittels einer Kkleinen, in antisefRehtung zu der Endonuklease codierteiRNA
durchgefuhrt wird(MRUK et al. 2011) Bei gleichmé&Riger Zellteilungvird die Expression der
Endonukleasen beiden Tochterzellen heruntergefahi@ai ungleichmafiger Zellteilung verbleibt
nach Verlust des RMSygems RM.EcaR| die Antisense€RNA in der Wirtszelle und wirkt jetzt

toxisch

13
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1.6 Mutagenese von RMSystemen

Trotz intensiver Suche ist es nicht gelungen, fur alle theoretisch denkbaren Erkennungssequenzel
jeweils ein naturlich vorkommendes Enzym zu finden (vgl. Katalog der Biotechnologiefirma
AMw Engl and Bi ol ab,s ®eten A290s-g 308). eDas 2Ikekekse 1la@ neuen
Restriktionsenzymehat in den vergangenen Jahigemz offenbar nachgelassen, wellirch die
Entwicklung derLinker-PCR quasjede beliebige Sequenz nuktetyenau ausgeschnitten werden
kann Aus genau diesem Grundt auch das Interesse an der artifiziellen Herstellung neuer
Restriktiorsenzyme stark zurickgegangem&rdem war es nach der Veroffentlichungetsten
Rontgenstrukturanalyse REcoRI, McCLARIN et al. 1986) nicht gelungen die
Erkennungsspezifitat dunayezielte Anderung der Gensequenz zu veran@=IcER et al. 1989).

Dieses heuteational protein desigrmgenannte Verfahren hat auch spéter zu einer erweiterten,

nicht aber zu einer wirklich neuen Erkennungsspezifitat gefliani¢ et al.2000).

Dieser Weg muss als besonders schwierig angesehen werden, wéiralssetzundgur die
Herstellung veranderter Restriktionsenzyme ein wirksamer Schutz gegenndigs@ktivitat
innerhalb der Zelle gegeben sein muss. Dieses konnte durch Genregotigiomie in der Natur

durch dieMethyltransferasen erfolgen. Verschiedene Arbeitsgruppen haben versucht, den einen
oder anderen Weg zu beschreiten, ohne dass dabei eine generell anwendbare Methode gefunds
wurde. Versuche zur Genregulation haben versagt, eseflicht gelungen ist, die Genexpression
komplett reversibel zu unterbinden. Bereits kleinste Mengen an Restriktionsenzym greifen das
bakterielle Genom an und sind somit absolut letal. Alle Uberlebenden Zellen enthielten inaktive
Enzymvarianten.

Der einzg denkbare Weg ist also eine vorgeschaltete Methylierung, so wie aé=n natirlich
vorkommenden RMSystemenrealisiert ist. Die gleichzeitige Anwesenheit von schitzenden
Methyltransferasen und aggressivemdonukleasenwurde beeits von ARBER und DuUSSOIX
beschrieben (1962)nd ist seither bei allen natlrlichen Restriktionsenzymen beobachtet worden.
Will man dem Beispiel der Natur folgen, so muss man notgedrungen zwei Enzyme veréndern.
Gegensatz zum nachlassenttemmerziellen Interesse ist die damirlmendeng’roblematik aus
wissenschaftlicher Sicht auch heute noch entalektuelleHerausforderung.

Auf der Basis aller bekannten Erkennungssequenzen und der zugehérigen Aminosauresequenze
ist mehrfach versucht worden herauszufinden, ob und wie d&ilR®Nsenzyme miteinander
verwandt sindund wie sie wahrender Evolution auseinander hervorgegangemn konmen. Die
neueste Ubersicht dazu geb®rLowski und BUJNIcki (2008). Der erste Bericht zur Evolution

von RestriktionsModifikationssystemen stammt vVOKROGER et al. (1984) und bildet die
Grundlage dieser ArbeitAuffallig ist, dass man besonders bei den Methyltransferasen strukturelle
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Gemeinsamkeiten findet, diechi mit Gemeinsamkeiten in der Spezifitdt korrelieren lassen
(KROGERuUNpubl.,JELTSCHet al. 1995).

Die erste erfolgreiche Veranderung der Erkennungssequenz einer Methyltransferase nutzte eine
naturlich vorhandene Nebenaktivitat des Enzyms aus, indem dgHethylierung eines Adenin
Restes in die spezifische Methylierung eines Cyt&®stes umgewandelt wurd®dTH und
JELTSCH, 2001), ohne dass auf Rontgenstrukturdaten zurlickgegriffen werden Kookl et al.
(2004) konnte auf eine solche Struktur zigreifen. lhnen gelang unter Erhalt der
Methylierungsposition der Wechsel von einer GGBxRennung zu einer NGGErkennung.

Dem Postulat voiKROGERet al. (1984)entsprechen die Versuche vomvAR et al. (2004). Hier
gelang durch ungezielte Mutageneder MethyltransferaseM.Sin der Wechsel von der
Erkennung eines A bzw. T-A-Basenpaars zur Erkennung einesCGhzw. GG-Basenpaars.
Dieses ungezielte Vorgehen flhrte zu insgesamt acht Aminosaureaustauschen, von dener
mindestens zwei direkt an der Speziftitderungbeteiligt sind. e neue Spezifitatvar als
Nebenaktivitat in dewildtypischenMethyltransferasél.Sin bereits vorhanderso dass sie nicht
als wirklich neu bezeichnet werden kann

Analog zu den sog. multispezifischen Methyltransfergd&maUTNER et al. 1996) wurden auch
multispezifische Endonucleasen gefunden. Auf der Basis dieser Sondersituation gelang der
Austausch der ErkennungsdomandoRENAITE-URBANA VI L EE&.R007) zu einem Enzym
mit neuer Erkennungsspezifitdit. Wie bei den mulspezifischen phagencodierten
Methyltransferasen gehort zu jeder SpeziftiaieeigeneDoméane so dass die einzelnen Doméanen
nur in ihrer Anordnung, nicht aber ihrer Spezifitatverdndert werden mussteAus derselben
Arbeitsgruppe der Biotechnologiafia Fermentas in Litauen sind weitere ahnliche Berichte
veroffentlicht worden, bzw. zu erwarten.

Entsprechendé/ersuchesind auch fir die Endonukleas&Kpnl bekannt SARAVANAN et al.
(2008) ist es gelungen,die Nebenaktivitditen der Endonucleaspnl durch Punktmutationzu
eliminieren Derartige Nebenaktivitaten sind als Sfdtivitat (*-Aktivitat) relativ haufig Sie
werden nur beensprechenderSalzbedingungemeobachtetHier gebng das Experimemur,
weil die schitzende Methyltransferase die veranderte Spezifitat abdeckt.

Seit der Verdoffentlichung voiSARAVANAN et al. (2008)sind in der Literatukeine Versuche zur
Veranderung deiSpezifitat derTyp IIP-Endonukleasen mehr bekannt gewordétlerdings
wurden sehviele Mutagenesnmit den Typ I5-Endonukleasedurchgefuihrt, weil es sich erwies,
das dieser Typ teilweiséber Einzelmutationen relativ gut verandert werden k&uny et al.
2010).Da in dieser Arbeit niat mit den Typ IS-Endonukleasn gearbeitet wird, soll auf diese

Mutagenesen nicht genauer eingegangen werden.
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1.7 Vorarbeit zu RM-Systema ausHerpetosiphon giganteus

Im Jahre 1984 konnteROGER et al. siebenverschiedene RMBysteme au§iinf verschiedenen
Isolaten von Herpetosiphon giganteus (heute auch Herpetosiphon aurantiacusgenannt)
charakterisieren. Die unterschiedlichen Isolate enthielien zu drei unterschitiche RM
Systeme Sechsder beschriebenen sieb&ystemeaus Herpetosiphon giganteukonnten von
ERDMANN (ERDMANN 1991, ERDMANN et al. 1991,ERDMANN et al. 1992) undDUSTERHOFTet al.

(1991) kloniert undnindestens teilweise sequenziggrden (vglAbbildung7).

-2000 -1000 0 1000 2000 3000 4000 [bp]
EcoRI
5511 Clal Clal EcoRII C}aI HindIllI’ngal H AI
1 1 H
GWGCW/C E= i
hgiAIM ORF 9
Sml Hindl Nsil Xbal Bglll HgiBI Abbildung 7 Genomische
, , Organisation der in
ORFC hgiBIM hgiBIR . .
Herpetosiphon giganteusdurch
GIGWCC } Stul HindIII I\I‘Sll NSll' Xbal Bglll Hgi E I KrOg er et al . (1995)
Avall orFe hgiEIM hgiEIR charakterisierten  RM-Systeme.
S~ Hincll Nl ] Diese Abbildung wurde dort
— s HgiCll | entnommen. Mit einem Kasten
( . . . . . .
SREC z £ markiert sind die in dieser Arbeit
G/GYRCC Nhel EcoRV Clal  Nhel Xal HgiCl bearbeiteten RMysteme Das
" omFc  hgICIR hgiCIM System HgiAl wurde von New
England Biolabskloniert und von
HindIIl EcoRI HindIIl . d A b t K ..
—— E— = g Hgi DI er Arpeitsgruppe roger
GRICGYC hgiDIR hgiDIM ("met B") sequenziert, ohne das Gen fur die
Acy!l A seal sal_ ] Epdonuklease manifestieren  zu
Hindill Clal|  EcoRI Pstl | Hindlll Hg,Gl kénnen
 hgiGIR " (hgiGIM
Xbal
G/TCGAC Pwull Sspl BcoRl Sspl HindIll EeoRV Hindm& [ihel HaiDII
— r < ]
Sall S-ORF hgiDIM 3.ORF 9

Die in der Arbeit vorKROGERet al.(1984) vorgestellte Hypothese zur Evolution der{Sksteme
aus diesem Frischwasserbakterium geht von einerSRétem aus, das die Sequenz G/GWCC
erkennt. Entsprechend der internationalen Nomenklaturregeln werden ai@m&yslie diese
Sequenz erkenneAyal-Systeme genannhlle drei Aval-Systemedie vonKROGERet al. (1984)
charakterisiert wurdefRM.HgiBIl, RM.HgiCIll und RMHgIEI), gehéren dem Typ IIP aMNach
ihren katalytischenDoman@& gehoéren dieRestriktionsenzym dieser RMSystemeder PD-
(D/E)XK-Familiean Als die drei Systeme RMgiBl, RM.HgiCll und RMHGgIEI charakterisiert
werden sollten, stellte es sich heraus, dass sie sich gearzalmedlich klonieren lieR3en.

Das System RMHQiBI konnte ohne die sonéibliche Vormethylierung in HB10Zellen etabliert
werden. Die Systeme RMgIEI und RMHgICII liel3en sich nur in vormethylierten Zellen und nur

in Anwesenheit des kleinen Leserahmens OrfC (genarigiBl, C.HgiEI oder CHgiCll, vgl.
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Abbildung 7) in HB10XZellen etablierenDer OrfC aus RMdgIiEl und RMHgICIl war aus
klonierungstechnischen Grinden unvollstéandig, konnte aber alsyEasion erhalten wegsh.
Offenbar sind die ersten 12 Aminosauren fur die Funktion irreletangekehrt funktioniert der
vollstandige wildtypische OrfC nicht. So lie3 sich RMHgICII nicht klonieren, wenn alle 94
Aminosauren von CEigiCll im Vektor vorhanden warefERDMANN et al 1992) Erst Dorte
MOSTL (unpubl) undErwin BLum (1995 gelang es in unterschiedlichen Ansatzen, R§ICII zu
klonieren. MOSTL nutzte ein fremdes Expressssgstem mit einem komplett umgelagerten
RM.HgiClIl. BLum nutzte die oben beschriebene LagPusionvon CHgICIl. Die Grinde fur
dieses Verhalten sind bis jetzt unverstanden.

Diese Unterschiede im Klonierungsverhalten wurden beobachtet, obwohl die spatere

Sequenzierung einen extrem hohen Identitatsgrad ergab. DieseAhsilaolung8 dargestellt.

. Hgi BI MAINPITRNKIKDYLN SFIQQQLAVYSQBLRERQDVDSYLSLUSKDGDLKPFHASLIRA 60
.Hgi El MAINPITRNKIKDYLN SFIQQQLAVYSQBLRERQDVDSYLSLUSKDGDLKPFHASLIA 60
.Hgi Cll M SINPITRNKIKDYLNGFIDQQLAVYSQRLRERIDVDSYLAISSDGDLKPFHASIIES 60

*okkkkkkkkkkkkkk kk-kkkk *%k ok kkkkokkkkk ok kkkkkkkkkkokke

000

119

R. Hgi BI SIMRLNRFERSLSTGLGSTFEHR®LIALDHHAVALRYDI QAA DQAMVAID QLIS Tl 120
R. Hgi El SIMRLNRFERSLSTGLGSTFEHRLIALDHHAVALRIYDIQAADQAMAAID QLIS |1 120
R.Hgi Cll  AIMRLNRFERSLSTGLGSTFEBRLIALDHHAVAIRSYDIHTSLDQA/WAID LLIS NI 120
:**********************:***********:*.***:::**** **:** *%% %
176

.Hgi Bl DR GLKHIIPSENQMEQIQSIPLTGI LETH VRADLY QRHDGSELFFEIKSPKEKGQC 180
.Hgi EI DR GLKFHIIPSENQMEQIQSIPLTGI LETH VRADLY QRHDGSELFFEIKSPKRKGQC 180
.Hgi ClIl DR NNQRI PSITEMLEKLQSIALTGI AENHVVRADLWQRHDGSELFFEIKSPKIKGQC 180

kk  rek kke ckkkeokkk kkkk ok kekkkkkkokkkhhkhhhkkkkhhhkhkk kkkk

000

223
.Hgi BI LEVMQRLLRIY [TIKQQSAVPVKAFYAMAYNPVIESRASYRSSIRTKKYTDEBNAVVIGQEF 240
.Hgi EI LEVMQRLLRIWIKQQSAVPVKAFYAMAYNPVI&RASR KKYTDEBNAVVIGQEF 240
.Hgi Cll LEVMQRLLRIY AIKQNSTEPTHAFYAMAYNPVABRASYTYSRVKKYTDHNAVVIGQEF 240

kkkkkhkkhhkkokkkoke ok ckkkkkkkkkkk kkhkk ok dhkhkhkkokkkkkkkkk

000

R.Hgi Bl WSLIGE PSTYTELLEIYHEVGIAKSAEIT QKLLQ 274
R.Hgi EI WSLIGE PSTYTELLEIYHEVGIAKSAEIT QKLLQ 274
R. Hgi ClIl WSLIGE SSTYTELLEIYREVGISKSSEIT KKLL- 273

kkkkkhk hhkhkhkhkhkhkk-kkkkkkkkk-kkk

Abbildung 8: Seaquenzvergleich zwischen RHgiBI, R.HgiEl und R.HgiCll. Dieser Vergleich wurde mit dem
Programm ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw?2/) erstellt.Rot markiert sind die Positionen, an denen
R.HgiBl und RHgiCll Ubereinstimmen, blau markiert sind die Positionen, an denen alle drei Endonukleasen eine
andere Aminosaure besitzen. Grin markiert sind solche Positionen, amdefeHgiEl und RHgiBI identisch sind

und RHgiCll also von beidemabweicht.Gelb markert sinddie Positionenjn denen RHgIEl und RHgICll idertisch

sind.

17



Einleitunc

Der Unterschied in der Klonierung konnte auf unterschiedliche Griinde zurtckgefuhrt werden:

1. Der OrfC hat einen Hifluss auf die Expression von Methyltransferase und/oder

Endonuklase

2. Das RMSystemHgiBI beinhaltet eine schwache Endonuklease kombiniert mit einer

starken Methyltransferase

3. Die Methyltransferas&l.HgiBl wird hier als Monomer so ausreichend exprimigass
sie es schafft,das gesamte Genom zu methylierdrevor sich das Dimer der

Endonukleasbildet unddie zellulare DNAangreifen kann

Der erste dieser Punke sollte von SabineMEYER-ROGGE (1997) bearbeitet werdenDie
Klonierung von CHgICll gelang jedoch nicht optimarermutlich weil die dréhteExpression von
C.HgiCll fur die Zelleso schadlich ist,abs lediglich geringe Expresagraten beobachtet werden
konnen. Am Ende lagemu geringe Proteinkonm&rationen fir nachfolgend&lectrophoretic
Mobility Shift Assay§EMSA) vor.

Anschlie3end versinte JensKRIESE zu ermitteln (unveroéffentlichtes Promotionsprojekt 1996
1999), ob sich die Expression des kleinen Leserahmdndgi@l! auf die Expressionsrate von
R.HgiCll undbder MHgiClIl auswirkt wie dies in anderen Systemen gezeigt werden korme (
und BLUMENTHAL, 1992 LuBYs et al. 1997. Bei Verwendung vorb-Gal&ktosidaseAssays
konnteer aber keinen Unterschiedvischen dem Systemhneund mit C.HgiCll erkennen So
blieb die Funktion des kleinen Leserahmessterhinunklar.

Sequenzvergleiche @b BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blasgi) boten keinenneuen
Anhaltspunkt. B gibtauch heutén der gesamten Datenbank keirerdererkleinen Leserahmen,
der eineAhnlichkeit mit CHgiCll (und den beiden anderebgsitzt, lediglich in dem Stamm
Herpetosiphon aurantiacuBSM 785, also einem anderésolat des gleichen Stammes. Hier ist
derentsprechendeeseahmen mit5 zusatzlicherAminosaurerannotiert worden. Ansonsten gibt
BLAST stetsnur Bruchteile vorProteinSequenzen als Treffer. Es gil#ike Seqenzhomologie
zu den obenbeschriebenen Broteinenaus anderen SystemeAuffallig ist, dass sich die
genomische Organisation von RNgiBI, RM.HgiCll und RMHgIEI deutlich vonallen anderen
Systememnit regulatorischen @rotein@ untergheidet(vgl. Abbildung6 und Abbildung?7).

Die erste Vermutung bei der Suche nach dem Grund des unterschiedlichen Verhaltens der drei
RM-Systeme filhrte zu einer intensiven Untersuchung der spezifischen Aktivitat der
Endonukleasen durdBLum (1995) Der Austausch einer einzigéiminosaure an der PositidriY6
zwischen RHgiEl und RHgiBl fuhrte dazu, dass siclRM.HgiEl nun gleichfalls ohre
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Vormethylierung klonieren lieBLum Uberpriifte an diesem Beisp die zweite obengenannte
Hypothese.

Hierzu betrachteteer zunéchst diespezifischeAktivitat der Wildtypenzyme undiihrte gezielte
Mutagenes@an denGenen fir die RestriktionsenzyrReHgiBl, R.HgiCll und RHgIEI durch.

Hierfir wahlteBLum (1995) zwei Aminosaurepositionen aus, von denen sich eine relativ nahe
zum vermutetenaktiven Zentrum befah (Position 176) und eine zweiteei Position 223 die
beide beim Sequenzvergleich aufgefallen wdwgh Abbildung8).

BLuM (1995) beobachtete, dass sich die RestriktionsenzyniégiBl, R.HgiCll und RHgIEI in

ihrer spezifischenAktivitat unterscheiden und dass dieser Aktivitatsunterschieddigubeiden
oben genannteAminosauren zurickzufuhren ist (vglbbildung9). Er stellteVarianten er drei
Endonukleasen hedie sich vom Wildtyp in mindestensner der zweiAminosaurepositionen
unterschiederund bestimmte dann die spezifische Aktivitat nach photographischer Bestimmung
der relativerProteinkonzentrationen

10

Class A Class B Class C Class D
Ser Asn Serlle Asn Asn Asn lle

—
=]

Acticity [u]

0,1

0,0d

T S
'mBl mEl Cll
Abbildung 9: Enzymatische Aktivitat der durch BLum erhaltenen Mutanten von R.HgiBI (blau), R.HgiCll

(gelb) und R.HgiEI (rot). Als Einheit dienen sogenanntimits( Me n g e a n -DNA prad Zeiteinteeit),BLam
(1995).

Selbst wenn die gewahlte Methode nur semiquantitativ ist, lasst sich sambehedargestellte
Hypothesestiutzen dass die EndonukleaseHgiBI eine schwache Endaoklease istDeshalb ist
es Uberhaupt mdoglichdas komplette RM-System RMHQIBI in einem Schrittvormehylierten
Zellen zu etablierenVon 12 theoretisch moéglichen Mutant&onnte eine niemal®rhalten
werden. Es handelte sich wiie Mutante RdgiBl S176N, d.h. die Variast die in ihrenbeiden
Aminosauren an der Position 176 und 223 mHdRCIl identisch war. Die Konstruktion wurde
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von JensKRIESE (1996, unvertffentlichte®romotionsprojekt 1996999) erneutversucht.Auch

KRrRiEsekonnte diese Mutation nicht herstellen. Fir diesen Misserfolg kann es zwei Griinde geben:

1. Die spezifische Aktivitdt derentstehende Endonuklease ist zu haclim von einer
unveranderte.HgiBI kontrolliert zu werden. Die Wirtselle kann deswegen nicht durch
die Methylierung vorwildtypscherM.HgiBI geschiitzt werden und stirbt ab.

2. Die entstehende Endaklease kdnnte eine Nebenaktivitat erwerben, diiech die
wildtypischeM.HgiBI nichtabgedeckt walen kann.

Jens KRIESE fuhrte weitere Versuche durch und ermittelte, dasklg®l eine zusatzliche
Spezifitat besitzt. Er konnte die genaue Sequenz dieser Spezifitat nicht ermitteln. Zusatzlich
konnte er die bis dato bekannten sechs Sequenzabweichewigehen RHgiBl und RHgIEI auf

drei reduzieren (Positionen 119, 176 und 223), bei den drei anderen handelte es sich um bis dat
unentdeckte Sequenzierfehler.

1.8 Eigene Vorarbeiten

Keine der bisher hier vorgestellten Arbeitensadem Arbeitskreis ROGER hatte die Rolle der
Methyltransferasen bericksichtigt. Dies wurde erst in der Diplomarbeit der Verfasserin
thematisiertWie die Gruppe deHgi-Restriktionsenzyme zeigtuch dieGruppe der zugehorigen
Methyltransferasen eine hohe Sequenzahnlichkei¢renander. Sie iskwischen M.HgIiEI und
M.HgiBI groRer als zwischen MHgICll und M.HgiEIl bzw. M HgiBI (vgl. Abbildung10).
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VHgi Bl M  QQFRFIDLFAGIGGFRLGLEAVGIEVASAEIDQQAIKVYRQNWPT®/EHNLGDITAI 60
VHgi EI M QQFRFIDLFAGIGGFRLGLEAVGEVASAEIDQQAIKVYRQNWPT®/EHNLGDITAI 60
MHgi CII M KQFRFIDLFAGIGGFRLGLEAVG(Q\,GSAEIDQQ\IKVYRQNWPTI%EHNLGDITTL 60

* * * *- ** * * *% kkkkkk ******* .

------- Blockl ------- ------  Block Il --- -1 -

MHgi BI QQLPAHDV LVGGVPCQPWSIAGKNQAFDDPRGQLWADRIRDPKAFIFENVKGIVD 120
MHgi EI QQLPAHDV LVGGVPCQPWSIAGKNQAFDDPRGQLWADRIRQPKAFIFENVKGIVD 120
MHgi CIl QQLPAHDYVGGVPCQPWSIAGKNQAFDDPRGQLWADRIRDPKAFIFENVKGILD 120

kkkkkkkekkkkkkkkkkkkkkhhkkkhkkkhkkhhkkhkkkhkokkhkkkkhkkkkhkkkhkk-k

---  BlocklV - -- - BlockV - - Block VI ---

MHgi Bl PRNRLCLE ['ILDSFKDLGYSVEYKLLNSFIEGVAQNRDRVYNGIQQKLIDENG-SFPEYT 180
MHgi EI PRNRLCLE | ILDSFKDLGYSVEYKLLNSFIEGVAQNRDRVHMGIQQKLIDENG-SFPEYA 180
MHgi CIl PRNRLCLE SILDSFKAEGWWYYKLLNSFIXGVAQNRDRVEIGIQQKLGVPIFSFPEYS 180

kkkkkhkkk kkkkkk kk kokkkkkkkhkokkkkkhkkkkhkkokkkkhkk « kkkkkk

----- B = 1Y 74 1| E—

VHgi Bl ESEQRLY HILDNL EVPETKLESIPIQRNLFGERIDVGYNKLTPRGAFNDFFILNDIRNGP 240
VHgi EI ESDQRLY HILDNL EAPETKLESIPIQRNLFGERIEVGYNKLTPRGAFNDFFILNDIRNGP 240
VHgi Cll ESEQRLY DILDNL QTPSIIP ESLPIQRNLFGEREVG&NKLTPRGAFNDFFILNDIRNGP 240

*kokkkk kkhkkkk: % kkokkkkkkkkkkkokkokkkkkkkkkkkkkhhhhhhhix

MHgi Bl TSIHSWEIY PBTTEREHBIC MIIMRNRRNSRY@CDGNPMIBDIAELVAGLAEKELQILY 300
MHgi EI TSIHSWEIY BTTEREHBIC MIIMRNRRNSRYBCDGNPMSBDIA ELVVDLAENELQ LV 300
MHgi Cll  TSIHSWEIYATTEREHRIC TTIMRNRGNPRY@CDGNPMBDIA BLVVDLAESELQVLE 300

kkkkkhkkhkhk kkhkkkkekk khkkkk k kkkokkkhhhhk hhkkokk kkk kkk %

VHgi BI EKRILRQYPDGKYEFFNRRLSGGIDGTYHIPNARFF@LTARGMHDEIAEBVSGAA 360
VHgi El KKRILRQYPDGKYEFFNRRLSGGIDGTYR#WPNARFFALTARGMHDEIA SGANA 360
MHgi ClIl QKRILRQYEDGKYEFFNRRLSGGIDGTYRIPHARFF@®RLTARGMHDEIAERVSGAA 360

shkkkkkk kkkkkkkkkkkkkkkkkhhhhk-kkkk *kkkkkkkkk *kkk %

VHgi BI EEYKHNFIQQULIPKRYRKITV SEAARLQGFBSFQFHSNQSANFRLIGNSVAPPVAL 420
VHgi El YKYNFIQQVLIPKRYRPITV SEAARLQGFBTFKFHSNQSANFRLIGNSVAPPVAL 420
VHgi ClI YKONFIQQ LIPKRHRPITV NEAARIQGFI?\TFKFHSNQSANFRLIGNSVAPPVAL 420

** ***** ***** * *** **** **** * *kkkkkkkkkkhhkhhkx

B ) G i Block X -

MHgi Bl GK [BLQEGVKFEQELCEV 437
MHgi EI GK RLQCVKFEQELCEV 437
MHgi Cll GK [BLPNDH.FEPELCEV 437

Kk k kkk kkkkk

Abbildung 10: Vergleich der Primer-Sequenzen der verwandten Methyltransferase.HgiBl, M.HgiEl und

M.HgiCll. Dieser Vergleich wurde mit dem Programm ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Toolsleli2$) erstellt.

Rot markiert sind die Positionen, an denemdiyiBl und M.HgiCll Gbereinstimmen, blau markiert sind die Positionen,

an denen alle drei Methyltransferasen eine andere Aminoséure besitzen. Grin markiert sind solche Positionen, ar
denennur M.HgiEl und MHgiBI identisch sindgelb markiert sind Positionen, an denen nuH§IEI und MHgiCll

identisch sind Die Blécke | bis X kennzeichnen di@ C5Methyltransferasen konseevten MotivBlocke (bei

POsFal et al.(1989) postuliert, fur MHgiBI, M.HgiEl und MHgiCIl von ERDMANN (1992) ermittelt)

Bei einer genauen Betrachtung d8pezifitdt der Methyltransferasa wurde deutlich dass
M.HgiBlI und MHgIEl zuséatzlich zu der B@nnten Aval-Methylierungssequenz GGENC
(wobei mC das methyliert€ytosinkennzeichnet) eineveitere Sequenz methylier&onnten, und
zwar GGCmC. Diese Spezifitat wurdeusammen mit der urspringlich&pezifitatals GGNCC
zusammengefasstieBvar bereits friiher alSaw6l-Spezifitat bekanntAhnliche Beobachtungen
konntenTIMAR et al.(2004) fur daval-Isoschizomer SystefRM.Sin berichten.
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In der genanntenDiplomarbeit solltetiberpriift werden, ob didMethylierung an der Sequenz
Sa®6l mit derselben Effizienz erfolgt, wie die Methylierung an der Haupterkennungssequenz
Avdl. Dies wude mit wildtypischen Methyltransferasendurchgefiihrt. Zusatzlich wurden
Mutantenhergestelltum zu tberprifen, ob die ausgewéhlten Aminosaurepositionen einen Beitrag
zu der Methylierungsaktivitat leistenEs wurden drei Positionen awer pstulierten target
recognition domairfauch TRD gerant) derMethyltransferas@ausgewahltEs stellte sich herays

dass es entgegen der Erwartungen keinen Unterschied in der Methylierung der Sequenz GGWCC
zwischen M.HgiBl WT und MHgIElI WT gibt (vgl. Abbildung 11). Dieses Ergebnis war
uberraschendyeil die EndonukleasB.HgIiEl einestarkere spezifische Aktivitat im Vergleich mit
R.HgiBl besitzt. Ervartet wurde, das$/.HgiEl eine starkere Aktivitat hatum die starkere

Endonuklease zu kontrollieren
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Abbildung 11: Darstellung der relativen Aktivitat verschiedener Methyltransferaseran der Erkennungsstelle
GGWCC. Die Methylierungsaktivitat von MHgiBl WT wurde als 100% gesetzt (Daten aus der Diplomarbeit von
Falgenhauer (2008)

Bei der spezifischenAktivitdt an der Erkennungssquenz GGSCC zeigte sicdass bei dem
wildtypischen Enzym M.HgiBI die Aktivitat niedriger var, als bei dem widtypischen Enzym
M.HgiEI (vgl. Abbildung 12).
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Abbildung 12: Darstellung der relativen Aktivitat verschiedener Methyltransferasen aus der Diplomarbeit an
der Sequenz GGSCCDie Aktivitat wurde verglichen mit der Aktivitéat an derkennungssquenz GGWCC, jeweils
mit dem gleichen MethyltransferaSep (Daten aus ddbiplomarbeit von Falgenhauer (2008))
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1.9 Zielsetzung

Die Ergebnisse aus der Diplomarbeit waren in verschiedenen Féllen nicht reproduzierbar. Es
musste festgestellt werden, dass der verwendete Klon fhigiElL eine Abwéchung zu der
urspriunglicherbestimmtenSequenz aufwiePsition35,Mu t at i 9. SomiDdfen dieoben

in Abbildung 11 und Abbildung 12 dargestellten Ergebnis$gir M.HgiEIl) nur als relativ gesehen
werden.Sie sollen in diesekrbeit wiederholt werden.

AulRerdem soll die bisher unbericksichtiiethyltransferase MHgICIl in die Betrachtung der
Methylierungsaktivitdeinbezogen werden. Edtgiolgende Hypothesen zu prifen:

1. Die bisherigen Ergebnisse haben ein interessantes Phanomen aufgedeckt, das aber noc
nicht vollstandig reproduzierbar gelingt.

2. Zellphysiologie und zusaliche Faktoren sind noch nicht in die Untersuchung einbezogen
Das dritte RMSystem RMHgICIl konnte flr die Erklarung der Unterschiede in der
Klonierbarkeit hilfreiche Hinweise liefern.

4. Durch systematische Veranderung der einzelnen Amino$tas#éionensoll es gelingen,
die Unterschiede in der Klonierbarkeit uimdder DNA-Sequenzerkennung aefnzelne

Aminosaurepositionenuriickzufthren.

Um diese vier Annahmen zu stitzen, sollen prinzipiell alle Konstrukte auf der Basis einheitlicher
Plasmidvektoren neu aufgebaut und komplett neu charakterisiert werden. Die neuen
Plasmidvektoren sollen so aufgebaut sein, dass keine unnétigerAbDBbhnitte die Ergebnisse
beeinflussekonnen.

Auf diese Art und Weise sollte es gelingen, drei Positionen in den verschiedenen Endonukleasen
und drei Positionen in den zugehoérigen Methyltransferasen systematisch zu unteiSocwite

es vor allem auch gelingen, die durch JérsESE(unpubl) beolachtete zusatzliche Spezifitéin
R.HgiBI weiter zu bearbeiten und einzugrenzéherzu muss eine neue Methode entwickelt
werden, um dies schnell und einfach klaren zu kénnen. Zuséatzlich HgiBR.WT sollen
verschiedene Mutanten von HR)iBI, R.HgIEl und R.HgIiCll auf eine zusatzliche Spezifitat
Uberpruft werden, da es nicht auszuschliel3gndizss ds Problem der Klaoarung der S176N
Variante von RHgiBlI darauf beruht das die gebildete Mutante eine zusatzliche, von der

Methyltransferase nicht abgedecBpezifitatzeigt.
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2 Material

2.1 Enzyme

Die Enzyme wurden bis auf eine Ausnahme von kommerziellen Herstellaogdre Die

einzelnen verwendeten Typen werdenviaiterenaufgefuhrt.

2.1.1 Restriktionsenzyme

Bis auf dieselbst isolierterEnzyme RHQiBI, R.HgiEl und RHgiCll (Wildtyp und Mutanten)
wurden alle Restriktionsenzyme entweder Uber NEB (Bad Schwalbach) oder Fermentas (St. Leon
Rot) bezogenBei der weiteren Darstellung der kommerziellen Restriktionsenzyme wird auf das
Prafix R. verzichtet (ch. z.B. Sal96l statt RSaw®6l). Bei einigen Enzymen wird statt dem
tatsachlichen Namen der Name des Isoschizomere verweda@®6(= Cfrl3l von Ferments

Avdl= Eco47l von Fermentas).

2.1.2 DNA-Polymerasefur PCR
Tfl-Polymerase Epicentre (Uber Biozym, Hessh Oldendorf)

2.1.3 DNA-Modifizierende Enzyme

T4-Ligase Fermentas (St. LeeRot)

T4-PolynukleotidKinase (T4PNK) Fermentas (St. LeeRot)

Shrimp Alkaline Phospatase Roche (GrenzachVyhlen)

Klenow-Fragment Fermentas (St. LeeRot), Stratagene
(Heidelberg)

2.1.4 Andere Enzyme
RNase A Qiagen (Hilden)

2.2 Chemikalien
Die Chemikalien wurden von den kommerziellen Anbietern Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg),

Roche (Mannheim), Merck (Darmstadt), Aldri€themie (Steinheim), Sigraldrich (Steinheim)
und Fluka (Buchs) bezogen.
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2.3 Nahrmedien

231 LB-Medium

(Vollmedium nachLURrRIA und BERTANI, autoklaviert)
Natriumchlorid (10g/l)

Pepton (10g/l)
Hefeextrakt (5g/l)

Fur AgarPlatten werden vor dem Autoklavieren 15g Adaar pro Liter hinzugegeben. Die

Menge ist ausreichend fir 40 Agarplatten & 25ml.

2.3.2 Selektive Medien

Fur selektive Medien wurden folgende Antibiotika benudzé verwendete Endkonzentration in
LB-Medium ist in der Klammer angegeben.
Ampicillin
100mg/ml Stocklésung Ampicillin in HPLEI,O ( 100 ¢ g/ ml Endkonz
Tetrazyklin
10mg/ml Stocklésung in 70% Ethanol (10pg/ml Endkonzentration)
Chloramphenicol
17mg/ml Stocklésung in 70% Ethan@¥pug/ml Endkonzentration)

2.3.3 Blau-Weil-SelektioWGFP-Expression
Fur die BlauWeil>Selektionund Expression des GHRens (siehe Abschnidt5.2 wurden IPTG,
Xgal und das bendtigte Antibiotikum muLB-Medium hinzugeflgt.
IPTG
20mg/ml Stocklésung in ddi® (10pg/ml Endkonzentratioeentsprichéd2uM)
Xgal
20mg/ml Stocklésung in 70% Ethanol (40ug/ml Endkonzentration)

2.3.4 Induktionsmedium

Um Methyltransfeasen bzw. Restriktionsenzyme zu experan, wurden die Zellen mit 1M
IPTG-LOsung versetzt, wobei die Endkonzentration bei Methyltransferasen bei 1mM IPTG lag
(entsprcht 238ug/ml) bei Restriktionsenzymen bei 0,8mM IPT(G0ug/ml) Die 1M IPTG

Lésungwurde in ddHO angesetzt.
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2.4 Puffer und Losungen

Die Losungen wurden, wenn nicht anddesschrieben, mit Reinstwasser angesel2as

Reinstwasser wurde fur mikrobielleexsuche autoklaviert.

2.4.1 Puffer Bisulfit-Reaktion

10M Ammoniumacetat

2.3M Biallfit-Lésung (Natriumpyrosulfit, versetzt nfioM NaOH, Endkonzentration 0,4M)
10mM HydrochinonrLdsung

10M NaOHLGOsung

1M NaOHLGsung

2.4.2 DNA- Elektrophorese-Puffer

TBE-Laufpuffer:
0,089M Borsaure
0,089M Tris
2mM Ng&EDTA (mit NaOHeingestellt aupH8,0

Auftragspuffer fir DNA (6x):
50% (v/v) Glycerin
50mM NgEDTA (mit NaOHeingestellt aupH8,0
0,1M Tris (mit HCI eingestellt auf pH 8,0)
Bromphenolblau 0,1% (w/v)

Dieser Puffer wurde in autoklaviertem dgMHangesetzt, sterilfiltiert und be20°C aufbewabhrt.

EthidiumbromidFarbelésung fiir Agarosegele
1,69/l Ethidiumbromid (Stocklésung 10g/l)
Zugabe der Ethidiumbromiddsung zu Reinstwasser ergibt die Farbeldosung

2.4.3 Puffer fur Plasmid-Isolierung

LOosung Pi
50mM Tris (mit HCI eingestellt auf p8i0)

10mM N&EDTA (mit NaOH eingestellt aysH8,0)
L6ésung autoklavieren, vodem Benutzen mit 100ug/ml RNAse A versetzen, im Kihlschrank

aufbewahren.
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LAsung P2:

200mM NaOH
1% (w/v) SDS

LGsung P3:

3M Kaliumacetat pH 5,5

2.4.4 Puffer fur Proteinaufreinigung

Bei der Herstellung der Puffer fur die Aufreinigung der Endonukleasen bzw. Methyltransferasen

wurde zunéchst ein Basispuffer erstellt, welcher dann mit weiteren Komponenten versetzt wurde.

Alle Puffer bisauf den Basig?uffer wurden bei 4°C gelagert.

2.4.4.1 Puffer fur Aufreinigung von Endonukleasen

Basispuffer{5x)

250mM
1,5M
10mM
125mM

NaH,PO,

NacCl

b-Mercaptoethanol

Imidazol

C mit NaOH auf pH 8,0 einstellen

2,5M ImidazotLdsung

ohne pHEinsellung

Lysepuffer
1x

5% (v/v)
8mM

Waschpuffer 1
1x

8% (v/v)
5SmM
12,5mM

Waschpuffer 2
1x

25mM

Elutionspuffer 1
1x
100mM

Elutionspuffer 2
1x
600mM

Basispuffer
Glycerin
b-Mercaptoethanol

Basispuffer

Glycerin

b-Mercaptoethanol

Imidazol (hierfur die2,5M Imidazolldsungverwenden)

Basispuffer
Imidazol (hierfir die 2,5Mmidazollésungrerwendein

Basispuffer
Imidazol (hierfur die2,5M Imidazolldsung verwenden)

Basispuffer
Imidazol (hierfir die 2,5Mmidazollésung verwenden)
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2.4.4.2 Puffer fur die Aufreinigung von Methyltransferasen

Basispuffer 5x

250mM NaH,PO,
1,5M NacCl
C pH uneingestellt lassen

1M Imidazolldsung

mit HCI auf pH8,0 einstellen

Lysepuffer
1x Basispuffer
5% (V/v) Glycerin
10mM b-Mercaptoethanol

A Puffer mitNaOHauf pH8,0 einstellen

Waschpuffer 1

1x Basispuffer

8% (v/v) Glycerin

7mM b-Mercaptoethanol

5mM Imidazol (hierfir die 1IMmidazolldsung pH8,0verwenden!)

A Puffer mit NaOH auf pH8,0 einstellen

Waschpuffer 2

1x Basispuffer
2mM b-Mercaptoethanol
10mM Imidazol fierfir die 1M Imidazollésung, pH8,0 verwenden!

A Puffer mit NaOH auf pH8,0 einstellen

Elutionspuffer 1

1x Basispuffer
2mM b-Mercaptoethanol
40mM Imidazol hierfur die 1M Imidazollésung, pH8,0 verwendgn!

A Puffer mit NaOH aupH8,0 einstellen

Elutionspuffer 2
1x Basispuffer
240mM Imidazol hierfur die 1M Imidazollésung, pH8,0 verwenden!)

A Puffer mitNaOH auf pH8,0 einstellen

245 Puffer fur SDSPAGE

Trenngelpuffer(4x)
1,5M Tris
Mit konzentriertelauf pH8,8eingestellt Lagerung bei 4°C.
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Sammelgelpuffef4x)
0,5M Tris
Mit konzentrierter HChuf pH6,8eingestellt Lagerung bei 4°C.

10% APSLésung
10% (W/v)  APS

In autoklaviertem dH,O l6sen bei 4°C aufbewahren. Die Losung sollte nicht langer als einen

Monat nach Hetsllung verwendet werden.

5x SDSProbenpuffer

10% (v/v)  Glycerin
2% (W/v) SDS

0,5x Sammelgelpuffe(s.o.)
100mM b-Mercaptoethanol
0,1g/l Bromphenolblau

Die L6ésung wurde mit ddyD angesetztind bei RT gelagerDie entsprechendddroben wurden
trotz der 5x Konzentration des SBBrobepuffers nuim Verhaltnis1:1 damit versetzt (besseres

Einsinkender Proben die Auftragtascheh

SDSPAGE:-Laufpuffer (5x)
15g/l Tris
5qg/l SDS
729/l Glycin

In Reinstwasserlosen, bei Raumtengpatur aufbewahren. Bei Bedalff:5 verdinnen und

mindestens dreimaliedebenutzen.

Farbeldsung fur SD&ele CooMASSIEBIue)

25% (v/v) Isopropanol
10% (v/v) Essigsaure
0,44/l Brilliant Blau R 250

Mit Wasser auffullen und or dem ersten Benutzen Uber einen Faltenfilter filtrieren, mehrmals

verwenden.

Entfarbeldsung fur SD&ele

25% (viv) Isopropanol
10% (v/v) Essigsaure

Die Zusammensetzung der verwendeten Gele ist @thtleteil zu finden!
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2.5 Bakterienstamme

Die verwendeten Bakterienstamme sind in Tbelle1 dargestellt. SURE und XL1blueMR F 6
Zellen wurden freundlicherweise von Dr. WENDE (Institut fir Biochemie FB08, JLU Giessen)
zur Verfigung gestelltAlle anderen Stamme wurden der Stammsammlung des Institutes fur

Mikro-und Molekularbiologie enthommen.

Tabelle 1: Liste der verwendeten Bakterienstamme.

E.coli-Stamm Genotyp Naturliche Resistenz
SURFE® el4(McrA) (ngorCB-hsdSMRmrr)171 endAl Kanamycin
(Stratagene) gyrA96 thil supE44 relAl lac recB recJ sbhq Tetrazyklin
umuC:Tn5 (Kan') uvrC Nalidixinsaure
[F" proAB lackZgVi15 Tn10 (Tet)] Chloramphenicol in
geringenKonzentrationen
XL1-b 1 ue M g mErA183mp mErCBhsdSMRmMrr)173 Tetrazyklin
(Stratagene) endAl supE44 thl recAl gyrA96 relAl laf F | Nalidixinsaure
proAB laclqZgpM15Tn10 (Tet)] Chloramphenicol in
geringenKonzentrationen
BL21 (DES3) F-, omprl, hsdS(rg, mg), gal, dcm  a([2a&,3 | Laut Novagen
[weiter nur als| lacUV5-T7 gene 1lindl, san¥, nin5) keine Resistenz
BL21 bezeichnét
HB101 F mcrB mrr hsdS2@z” mg’) recA13 leuB6 Streptomycin
ara-14 proA2 lacYl galK2 xyp mttl
rpsL2QSnT) ginv44a
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2.6 Ausgangsplasmide

In Tabelle2 sind die verwendeten Ausgangsplasmide angegé&kerVektor pBluescript 1l SK+

i st weiter als ApBSSK+fiA gef¢chrt.
Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Ausgangsplasiide.
Plasmid Eigenschafteh Abbildung Herkunft
pQE30 amp* Kommerziell | STRATAGENE
pBluescript | SK+ amp* Kommerziell | STRATAGENE
pBCSK+ cant kommerziell | STRATAGENE
pHK662 hgiCll Fr. Pgicim, hgiCIIM, Abbildung | ERDMANN (1992)
lacl?, tef® 35
pKW3 Pac,0fp, lacz® lact, amp’, Abbildung KROGER&
rrnB 73 BARTH-WEBER
(NICHT PUBLIZIERT)
pKW6 Pac lacl’, amg®, rrnB Abbildung KROGER&
52 BARTH-WEBER
(NICHT PUBLIZIERT)
pBIM-5 und Pac hgiBIM*, amp® Abbildung FALGENHAUER
Mutantendavon 18 (2008)
pCIIM-5 P, hgiCIIM* amg® Abbildung | RICHTER (2008)
66
pEIM-5 und Pac hGiIEIM* amp Abbildung FALGENHAUER
Mutantendavon 21 (2008)
pBIl-His und Pac: hgiBIM (LacZr-Fusion) Abbildung BLUM (1995)
Mutantendavon Prgir, NQiBIR-Hisg, amp® 24
pEI-His undMutanten Pac hOiEIC (LacZrFusion) Abbildung BLuM (1995)
davon Prgiv hQIEIM, Rygir, hgiEIR-Hiss, 53
amp’
pEI-His NI Pac, NQIEIC (LacZg-Fusion) Abbildung | BLUM (1995)
Prgim, NQIEIM, Bygir, hgIiEIR-Hiss, 24
amg®
pClI-His Pac, hgiCIIC®, Pgimw hgiCIIM, Abbildung BLUM (1995)
Prgir, NGICIIR-Hiss, amg® 54

° nicht exprimiertes Gen, aber auf Plasmadiiert

*= MethyltransStoppKkoasestalukt ADiame K tTabBllBl7)angeha ngt

2Alle Plasmide ntzen als Vektor pBR328 bzw. pU@ (Y ANISCH-PERRONet al. 1985)
PHiss bedeutet, dass das zu exprimierende Proteir@inal eine Hexdlistidin-Sequenz besitzt.
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2.7 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden &digodesoxyibonukleotidevon der Firma Biomers
(UIm) bezogen. Sie wurdelyophilisiert geliefert und mit sovieddH,O gelést, dass eine
Konzentration von 1009 erreicht wurde In der PCR wurdestandardmaRigine 10pM LAsung

verwendet. Die Schmelztemperatur wurde nach dem zumk@aplementaren Anteil berechnet

undkann deshallon der zu erwartenden Schmelztemperatur abweichen.

In derTabelle3 sind die Oligonukleotide fur die Amplifikation défethyltransferasei.HgiBl/
M.HgIiEl/ M.HgIEI-Gene als ATGAKonstruktdargestellt

Tabelle 3: Oligonukleotide fur die Amplifizierung der M- HgiBIl/ M- HgiEl/ M- HgiEl TGene in der ATGA
Anhangung. Dick gedruckt sind die eingeflhrten Schnittstellen.

Bezeichnung Sequenz Richtung| Besonderhei{ Verwendung
BEILINK4 |56 forward | Kpnl-Linker | Amplifikation
GCOGGTACCGGGAAGACA M.HgiBI/M.HgiEl
ATTATGAAACAATTTCGC-3 § als ATGA
Konstrukt
BEILINKC |5 -&€GGCTGCAGCTAAA reverse | Psi-Linker | Gegenprimer zu
CCTCACACAACTCTTG3 o BEILINK 4
ATGA- 590 forward | Kpnl-Linker | Amplifikation
neu09 CGOGGTACCTGAAAGTCAG M.HgiCll als ATGA
CTATGAAACAATTTCGG i3 6 Konstrukt
C2-gegen 5 €€GCCTGCAGTTAAACCT | reverse | Pst-Linker | Gegenprimer zu
CACACAATTCAGGCTGC3 6 ATGA-neu09

In Tabelle4 sind die Oligonukleotide fir didmplifikation der dcm bzw. vsr i Geneausdem
Genom vorE.coli SURE® dargestellt.

Tabelle 4: Oligonukleotide fur die Amplifizierung der dcm bzw. vsr i Gene. Dick gedrucktist die eingefuhrte
Schnittstelle.

Bezeichnung Sequenz Richtung| Verwendung

Dcm vorne | 5 €GCGGGTACCTGTC | forward | Amplifikation vondcm
GGCCATCTCAGS3 6

Dcm hinten | 5 - @GOCCTGCAGTTATC | reverse | Gegenprimer von Dcm vorne
GTGAACGTCGGCEG3 0o

Vsr vorne 5 €GCOGGTACCGGTC | forward | Amplifikation vonvsr
TTTGCCGCGG3 6 Position fur Primer liegt ca. 100bp vor

Beginn des Stai€odons flr vsr

Vsr hinten |50 reverse | Amplifikation vonvsr,
GGCCTGCAGTCAAGC Gegenprimer von vsr vorne oder Dd
GAGTAAATGAATCC-3 0 vorne
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In Tabelle 5 sind die Oligonukleotide aufgefuhrt, welche fir die Mutagenese der

Methyltrarsferasen verwendet worden sind

Tabelle 5: Oligonukleotide fir die Mutagenese derMethyltransferase M- HgiEl an den Positionen 215, 289
und/oder 290

Bezeichnung Sequenz Richtung| Verwendung

EI215BIR 5 ACCAACATCAATCCGTTCACG3 6 reverse | Mutagenese MHQIEI an
der Position 215

EI215BIF 5 GATAATAAATTAACTCCTCGTGG-3 6 | forward | Mutagenese MHgIEI/
M-HgiBI an der Position 21

EI290BIR 5 &£TAAACCAACAACTAATTCAGC-3 6 |reverse | Mutagenese MHgIEI an
der Position 290

EI289BIF 5 &£TGAAAATGAATTACAAATTTTAG -3 { forward | Mutagenese MHgIEI an
der Position 289/290

In Tabelle 6 sind die Oligonukleotide aufgefiihrt, welche fir die Mutagenese vaigiBl

verwendet worden sind.

Tabelle 6: Oligonukleotide fur die Mutagenese von RHgiBI an den Positionen 119 und 176.

Bezeichnung Sequenz Richtung| Verwendung

RB119EM | 5 @CATTGATCGTGGT | reverse | Mutagenese an Position 149 R.HgIEl
CTGAAGCACGC3 6

RB119CM | 5 ATATTGATCGTGGT | reverse | Mutagenese an Position 149R.HgiCll
CTGAAGCACGC3 6

RB119EG | 5 -GAGAAATTAATTGA | forward | Gegenprimer zu RB119EM/CM
TCAATTGCTGCCG3 0

Richtig709 | 5 &GCCTTTATTAGGT | reverse | Mutagenese an Position 146 R.HgiCll
TTTGGCG3 6

RB176CIIF | 5 AATGCCTTGAGGT | forward | Gegenprimer zu richtig709
TATGCAACG-3 0

Um die Nebenaktivitatder Endonukleasen zu ermitteln, wumndeie in Abschnitt 4.5.2
dargestellta Methodan verwendet Die hierfir bendtigten Oligonukleotide sind ifabelle 7

aufgefuhrt
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Tabelle 7: Oligonukleotide fir die Bestimmung der Nebenaktivitat der Endonukleasen

Bezeichnung Sequenz Richtung| Verwendung

E-einsFW | 5 &GTTATTGTCTC forward | Amplifikation eines 439bp grof3en Fragmentes
ATGAGCGG3 6 auws pBSSK+ fur Nebenaktivitdt Endonuklease

E-einsRV; |5-&€TTTCGCTTTCT reverse | Amplifikation eines 439bp grofRen Fragmentes
TCCCTTCG3 06 auws pBSSK+ fur Nebenaktivitdt Endonuklease

startGFP2 | 5 ®GAATTGGGACA forward | Bestimmung deErkennungssequenz der
ACTCCAGTG 3 6 Nebenaktivitat der Endonukleasen

GFPstop 5 &GGATTACACAT reverse | Bestimmung der Erkennungssequenz der
GGCATGG3 & Nebenaktivitatler Endonukleasen

Die Methylierungsaktivitat von Methyltransferasen wurde zunéchst nach der ieigkren
Diplomarbeit verwendeteiMethode durchgefiihrt. Die Uberpriifung der Methylierungsaktivitat
erfolgt durch die sogenannte Bisulitethode (FROMMER et al. 1992) Nach der Bisulfit
Behandlung wurde zunéchst ein ca. 300bp grofl3es Fragment aus dem Ampicillinréaestader
jeweiligen fur dieMethyltransferasen kodierenden Plasmide amplifiziert, welches Awail-
Schnittstellen (naturliche Aktivitat voM.HgiEI, M.HgiBI und MHgiClIl) und eineGGSCG
ErkennungssequentNebenaktivitat der Mutante) aufwies. Die fur die Amplifikation und

darauffolgend&equenzierung verwendeten Oligonukleosdel inTabelle8 aufgefihrt.

Tabelle 8: Darstellung der Oligonukleotide fiir die Methylierungsanalyse der Methyltransferasen MHgiCll,
M.HgiBI und M. HgiEl.

Bezeichnung Sequenz Richtung| Eigenschaften bei Sequenzierung

Al 5 GAATAAATTA forward | Aval gut abgedeckiGGSCCnicht sichtbar
GTTAGTTGGAAG-3

Bl 5 GAACACTACA reverse | Avdl und GGSCQyut sichtbar
ACCAACTTAC-3 6

Die in Tabelle 8 gelistetenOligonukleotide reichten allerdings nicht aus, um eine genauere
Aussage uUber moglichreusétzliche Spezifitdten aulfger Methylierung der SequenaGSCCzu

treffen. Deshalb wurderdirekt in die Plasmide, welche fir die einzelnen Methyltransferasen
kodierten zwei Linker mit verschiedenen mlichen Sequenzen fir zusatzliche Spezifitaten

eingefligt. Diese wurden aus jeweils zwei Oligonukleotiden hybridisiert. Diese sifabelle9
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aufgefuhrt(urspriingliche Quelle der Plasmide: eig&iplomarbeitbzw. Masterarbeit von Denis
RICHTER (2008)

Tabelle 9: Oligonukleotide zur Herstellung der Linker fur die Bestimmung einer zusétzlichen Spezifitatder
Methyltransferasen

Bezeichnung Sequenz Verwendung
Meth-Baml | 5 -6GGACCATGGGCCGAACCGCACCG Primer ergeben hybridisiert
TACCGGATCCGCTCCGTTCCGG 3 0 den ABmknddd i

Meth-Bam2 | 5 €GCCGGAACGGAGCGGATCCGGTAC
GGTGCGGTTCGGCCCATGGTCCTGCAS3 0

Meth-Xbal |5 -0GGACCATGGGCCCGACCCGTCCTCT | Primer ergeben hybridisiert de
AGACCTGACCAGTCCTGTCCGG3 6 AXblailnker f

Meth-Xba2 | 5 - 0CGCCGGACAGGACTGGTCAGGTCTAG
AGGACGGGTCGGGCCCATGGTCCTGCAS ¢

Um nach der Bidlit-Reaktion das Ergebnis mittels DN#equenierung zu kontrollierenwurde
mit den Oligonukleotidefiir die Bestimmung zusatzlicher Spezifitatler Methyltransferaseaus
Tabelle 10 der komplette BamHI bzw. Xbdlinker fir die Analyse der Nebenaktivitat der
Methyltransferase zuziglich @&@m Anteil aus Methyltransferaséen und Vektoranteil
amplifiziert. Die Lange des arffizierten Fragmentes betragt bei NgiBl und MHgIEIl ca.
180bp, bei MHgICIl etwa 300bp lang. Fir MgiCll mussteein weiteredorward-Oligonukleotid
generiert werden, da ddsrward-Oligonukleotid, welchegir M.HgiBl und MHgIEIl abgeleitet

wurde aufgund vonzu grof3er Sequenzunterschigieht verwendet werden konnte.

Tabelle 10: Oligonukleotide fir die Bestimmung zusétzlicher Spezifitateder Methyltransferasen

Bezeichnung Sequenz Richtung| Verwendung

Methyl-X 5 dTAATGAAGTTGTGTGTATTTAAG-3 @ forward | Bisulfit-Analyse MHgiCll

MethylY |5 -0GGGTAAAGTGTTGTAATGTGTA 3 6 | forward | Bisulfit-Analyse ~ MHgiBI/
M.HgiEl

Methyl-Z 5 GATACTAAAAATACACCATATACAA - | reverse | ReversePrimer zu MethylX
360 oder MethytY
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Um zu Uberprifen, obdie jeweiligenKlonierungen gelungen warewurden die in deffabellell

aufgefuhrten Oligonukleotide verwendet.

Tabelle 11: Oligonukleotide fir die Uberprifende DNA-Sequenzierung

Bezeichnung Sequenz Richtung| Verwendung

BlEIseql 5 &AACGGTTTACC forward | Sequenzierprimer in der
ATATTTTAG-3 6 Mitte von M.HgiBIl/ M .HgiEl

B1lElseq2 |5 -AATCGGCGTTT forward | Sequenzierprimer am Ende vonHigiBI/
ATCTGGTGG3 6 M.HgiEl (geht in RHgiBI bzw. RHgIEI hinein)

RB1lseql 5 &GAAGCCGTTT forward | Sequenzierprimer RgiBI/R.HgIEl
CATGCATCAC3 6

C2seql 5 dTGCACAAAAT forward | Sequenzierprimer fur MigiCll (1)
CGTGATCGAG3 6

C2seq2 5-CGTATTTGCCAT forward | Sequenzierprimer fur MigiCll (2)
CTTCATATTG-3 6

M13 forward| 5 @@ TGCCAGCAG reverse | Standardsequenzierprimer
CCGCGGTA3 6

M13 reverse| 5 G TCACACAGGAAAC | forward | Standardsequenzierprimer
AGCTATGACC3 6

2.8 DNA-AufreinigungsKits
Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden)

Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden)

2.9 DNA-Marker

Es wurden zwei DNAViarker verwendet, und zwalie 1kb ladder von NEB (Bad Schwalbach)
und von Fermentas (St. Ledtot). Im Folgenden sind die einzelnen Markerbanden aufgefuhrt,
dick markiert sind im Gel besonders stark leuchtende Bardehabelle 12 sind die Marker

grapisch dargestellt.

1kbladdervon NEB
MarkerbandesGroRen: 10kb, 8kb, 6kb, 5kb, 4kkkb, 2kb, 1,5kb, 1kb, 0,5kb

Gene Rul er Eladtdovion Ferhdntas
MarkerbanderGroRen 10kb, 8kb,6kb, 5kb, 4kb, 3,5kb3kb, 2,5kb, 2kb, 1,5kblkb, 0,75kb,
0,5kb, 0,25kb
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Tabelle 12: Darstellung der verwendeten DNAMarker.

1kb ladder von NEB

1kb ladder von Fermentas

Kilobases Mass ing)
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1 kb DNA Ladder visualized
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ona 0.8% TAE agarose gel.
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2.10 Proteinaufreinigung

Qiaexpress Vector Kit Type IV Vector Kit (Qiagen, Hilden)

Ni-NTA-Agarose (Qiagen, Hilden)

2.11 Proteinmarker

Prestained Protein Molecular Weight Marker von Fermentas (St-Re9n
MarkergréR3en: 118kDa, 90kDa, 50kDa, 34kDa, 26kDa, 19kDa
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3 Methoden

3.1 PlasmidlIsolierung in kleinem Mal3stab (Minilysat)

Der jeweilige Bakterienstamm wird bei 37°C in dentsprechendeselektivenLB-Medium Uber

Nacht im Schittlerinkubiert. 1,5ml der Ubernachtkultur werden im Eppendtiifchen bei
6000rpm f¢r 5min in der Tischzentri f-ubgung zen
resuspendiert. Di es e Sus [P2duh vorsichtiges Ulnkrkapfdreher3 0 0
gemischt und fur l[angstens 5min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit
wird die L°sung durch Vortexen mi tdaadhdie | d
maximaler Umdrehungszahl 20min in dEischzentrifuge bei RT zentrifugiert. Der Uberstand
wird quantitativ, aber mdglichst ohne Schwebeteilchen abgenommen und in Eppéilidten

mi t  4sbpbopanoluberfihrt. Danach wird durch mehrfaches Uberkopfdrehen gemischt. Die
Losung wird fuar 20min n der Tischzentrifuge mit maximaler Umdrehungszahl bei RT
zentrifugiert. Der Uberstand wird mit einer ausgezogenen Pipette abgenommen und das Pellet mi
1ml 70% Ethanol gewaschedréimal UberkopfDrehen, Uberstandeitgehendabnehmen, 2min

bei voller Gesbwindigkeit in der Tischzentrifuge zentrifugiereRestiiberstand abnehmebas

Pellet wird bei 37°C oderinder Speeda ¢ g et r o ¢ k n e tO aufgedommennd4wdee | d
in Abschnitt3.2.1dargestellt, charakterisiert.

3.2 In vitro Neukombination von DNA

3.2.1 Verdau von Plasmiden

Abhéngig von der Menge an PlasnriddNA wird unterschiedlich vorgegangemornehmlich um

Kosten zu sparen:

Analytischer VerdaubDieser Verdaulient der Charakterisierung kleiner Mengen an PlagDiNé\
nach dem Minilysat. Fir einen analytischen Verdau werd8pl 3ler erhaltenen MinilyseéDNA

mit 5-10 Units des ausgewahlten Restriktionsenzyms versetzt und invdegeschriebenen Puffer
fur 90 bis 120minbei 37°C inkubiert. Das Ergebnis der Spaltung wird mit einer Agarose
Gelelektrophorese (vghbschnitt3.2.2 Uberprift.
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Praparativer VerdauPraparativ wird verdaut, wenn die entstehenden Fragnsaiiert und z.B.
fur eine Ligation weiter verwendet werdesollen. Die DNA wird dazu mit 10nits des Enzyms
entweder Uber Nacht (mindestens 15 Stunden) oderh wlee Gefahr einesogenannterstar
Aktivitat des Restriktionsenzymes vorhanden ist, nur vier Stunden verdaut. DieM&Ngeist

regelmafigieutlichhéheralsbei einem analytischen Verdau.

Nach der Klonierung bzw. nach der Konstruktion eines (neuesgnitis gibt eggerau drei

verschiedene Verdaustrategien, um das entstariRleamid zu charakterisieren:

Ruckspaltung:Wird ein neues Plasmid durch Ligation eines Fragmentes in einen rVekto
hergestellt, so wird mit deRilckspaltung ermittelt, ob sich di€lonierungsgrenzen richtig
ausgebildet haben. Hierzu wird das entstandene Plasmid mit genau denjenigen Enzymen
geschnitten, mit welchen zuvor der Vektor generiert worden ist, z.BKpmit und Psi. Diese
Spaltung ist bei Mischklonierungen (z.BanmHI mit Bglll) nicht méglich.

Orientierende SpaltungBesitzt das einzubauende Fragment identische Enden, so dsann
grundsatzlich in zwei Orientierungen in den Vektor eingebaut werden. Mithilfe einer
orientierenden Spaltungann marherausfinden, in welchérientierung das Fragment eingebaut
wurde. Dieser Verdau wird in aller Regel mit zwei Eneyndurchgefihrt. Ein Enzym darf nur

das Fragmenind zwarasymmetrisch schneiden, das andere marinnerhalb des Vektoranteiles

hier aber beliebig schneiden. Scentstehen orientierungsabhéngig unterschiedlich grof3e
Fragmente. Diese Spaltung entfallt, wenn das Fragment mit unterschiedlichen Enden kloniert

wurde.

Umgreifende Spaltundgvlan muss herausfinden, ob sich mehrere Kopien eines Fragmentes in dem
erhaltenerPlasmid befinden. Hierzu wird das erhaltene Plasmid nur mit Enzymen geschnitten, die
ausschlief3lich im Vektanteilvorkommen. Man kann die Gro3e des Hydfidhgmentes ermitteln
und daraus auf die Anzahl der Fragmente, die in den Vektor integriert wairdkrschliel3en. In

der Regel werden Plasmide mit mehr als einem eingebauten Fragment verworfen.

3.2.2 AgaroseGelelektrophorese

Analytische GeleFur analytische Zwecke werden die verdauten und mit Ladepuffer versetzten
DNA-Proben auf ein 1%iges TBEgaroseGel (Agarose NEEO Ultr&ualitat von Roth,

Karlsruhe)augetragen und mit 60 bis 140V eine halbe bis zwei Stunden, je nach Grol3e des Gels,
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elektrophoresiert. Analytisch@ele werden ca. 5min in der Ethidiumbrorudsung (1,6mg/ml)
gefarbt, dann mindestedmin in Wasser entfarbtnd schliel3lich unter Anregundurch U\
Licht 366nmfotografiert. Das Ergebnis wirdntwedemnittels eines Thermoprinters festgéba

oder digital auf Datentrager gespeichert.

Praparative Gele: Bei praparativenAgaroseGelen wird die Probe zunachst wie bei den
analytischen Gele mit EtBr gefarbt, in Wasser entfarbt und danach smutéiLicht der

Wel | enl 2 nngwasuadsrer® S® kann man Schaden an der DNAeugen, welche bei
hoheren Wellenlangen entstehen konnen (Thymineim et.). Dies ist eine Methode, um
bestimmte Fragmente von Begleitfragmenten zu reinigen und gleichzeitig die DNA sicher von

Restriktionsenzymen, welche eine nachfolgende Ligation verhindern wirden, zu befreien.

3.2.3 Isolierung von DNA ausAgarose Gelen

Aus einem praparativeAgaroseGel wird der Abschnitt, welcher die gewiinschte DNA enthalt,
mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten. Die Elution der DNA aus dem Gelstiick erfolgt mit einem
kommerziellen Gelextraktiorkit. In der vorliegenden Arbeit erfolgtdies mt einem Kit von
Qiagennach dem vorgegebenen Protokoll. Die DNA wird prazipitiert und anschlieend in 40ul
ddH,O eluiert. Zentrifugation fir 2min bei mittlerer Stufe in der Sp¥¢ad-Zentrifugebefreitdie

Probe vorEthanolresten.

3.2.4 Aufreinigung von DNA nach Verdau oder PCR

Alternativ zu einer Gelextraktion konnen die Restriktionsenzyme nach einem Verdau Uber eine
Saulchenaufreinigung mit dem Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen) entiesrdten, wenn die
unerwinschteffragmente eineeyvisse Langenterschreiten.

Die Aufreinigung wird nach Herstellervorschrift durchgefihrt, und die DNA in 40ul,@dH
eluiert. Die noch vorhadenen Ethanolreste werdemie in 3.2.3 beschrieben, entfernt. Ebenso
werden PCRFragmente nach der Biit-PCR mitdemselberKit von Primern, Nukleotiden und

der Polymerase gereinigt, so dass der Ansatz der normalend2§édenzierung unterworfen

werden kann.
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3.25 Dephosphorylierung der isolierten DNAFragmente

Wenn bei der Ligation von isolierten Fragmenten eine Selbstligatioeintzeinen Fragmente bei

der Herstellung der gewilnschten Plasmide hinderlich sein koénnte, so werden diese
dephosphoryliert. Hierzu wird dieShrimp Alkaline Phosphataseach Herstellervorschrift
verwendet Die Inkubationstemperatur ist hierbei von den zphdsphorykerenden Enden
abhangig. Werden@Jberhange dephosphoryliert, sord der Ansatz fiir 90min bei 3C und

dann fir20min bei 65°C inkubiertBei einem &Uberhang wird der Ansatz statt bei 37°C bei
55°C inkubiert.

3.26 Phosphorylierung von DNA mittels T4-Polynukleotid-Kinase (T4-PNK)

Um eineBlunt-End-Ligation vonunprozessierteRCRProdukten durchfiihren zu kénnen, missen

d i eEnd&en der PCHrodukte phosphoryliert sein; hieraird zunachst das Oligonukleofithit
welchem die PCHReaktion durchgéirt werden soll, phosphoryliert weil man dessen
Konzentration kennt und der Ansatz vorher nicht aufgereinigt werden ZwsBhosphorylierung
werden i n ei nQ@igonuldedtedin d&rrEedbotnz ent rati on von 26E
Units an T4PNK versett und fir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Daraufhin wird diePNK

durch eine Inkubation fur zehn Minuten bei 60°C inaktiviert. Die phosphorylierten
Oligonukleotidekbnnen ohne weitere Aufreinigungsschritte direkt fir die PCR verwendet werden.
Hierbei mwss darauf geachtet werden, dass die Konzentration der phosphorylierten
Oligonukleotide25pmol/ul betragt. Von dieser Vorgabe hangt ¥atumen derOligonukleotide

in Tabellel4 ab, um die gewtinschiendkonzentratiowler Oligonukleotideeinzuhalten.

3.2.7 Hybridisierung von Oligonukleotiden

Sollen Oligonukleotide hybridisiemwerden, so welen sie zunéchst einzeln phospfiert (vgl.
ober). Dann werdersie in einen PCRReaktionsgefal’ 1:1 gemiscBlie Oligonukleotide werden
daraufhin zunadchst fir 15min bei 70°C im Thermocyclgkubiert. Die Temperatur wird
anschliel3endir jeweils eine Stunde bei 60°C und 50j€haltenund dann fir zwei Stunden auf
37°C abgesenkt. Nach dieser Inkubatofolgt eine Ubenachtinkubatiorbei 4°C.
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3.2.8 Klenow-PolymeraseFill -In

We n n-Ub8rbange nach Verdaw glatten Endemufgefillt werden sollen, dann kann dies mit
der sogenannten KleneRolymerase durchgefuhrt werden. In dieser Arbeit wurde hierfur die

Klenow-Polymeras von Stratagene oder FermemntashHerstellervorschrift verwendet.

3.2.9 Ligation

Bei der Verknipfung von DNAragmenten macht man sich die Eigenschaften deDNA-
Ligase zu Nutze. Nur diesthagerligaseist in der Lage, die Verknupfung vamwei DNA-Enden

zu katalysierenwenn mindest ens e i n e sEndbr eine Phopshbtgmppésto In der
Praxis wird der Vektor dephosphoryliert (vgl. Abschrit2.5, um Vektorselbstligation zu
verhindern und damit die Isolierung der Klone aus der logatu vereinfacherBei der Ligation
wird die zu verknupfende DNAder ein Gemisch aus Vektor und Insert im Ansatz von 20 bzw.
40ul Gesamtvolumemit 5 Units T4-DNA-Ligase versetzt unéntweder fir mindestens eine
Stunde bei Raumtemperatur oder Uber NaohKihlschrank inkubiert. Sollen PCRrodukte mit
einem vorher geschnittenen Plasmid ligiert werden, so sollte das Verhahni®asmid zu PCR
Produkt ungefahr 1:3 betragen. Die Menge der Proben kann entweder mit einer
Absorptionsmessung der DNA bei @p bestimmt oder auf denfgaroseGel abgeschatzt
werden. Werden mit dieser Methode RERduktebluntend ligiert, so missen zuvor dig -6
Endender PCRProdukte mit der T4#NK (vgl. Abschnitt3.2. phosphoryliert werden. Als
Puffer wurde der von den kommerziellen Herstellern mitgelieferte Puffer nasitelEnangaben
benutzt. In dieser Arbeit wurd®€TP in dg Endkonzentration 10mM zugesetzt

3.3 Herstellung kompetenter Zellen in kleinem Mal3stab

Eine Ubernachtkultur von z.BSURE®-Zellen in nichtselektivem Medium wird mit nicht
selektivem Medium (s.0.) verdunnt (je nach Dichte und Wachstumsfahigkeit der Zellen z.B. 1:60,
1:100, 1:200) und bis zurrreichen der OBy von 0,30,6 bei 37°C inkubiert. Die Kultur wird
zunéchst fur 5min auf Eis inkubiert. Daraufhin werden 1,5ml der Kultur in EppeHdtchen
abgef ¢l |t und 4min bei 5000rpm in der Ti sch
einer eisgekihlten 70mM Caglosung aufgenommen und fir mindestens 15min auf Eis

i nkubi ert . Diese Zell suspension wird wie ob

CaCb-Lésung aufgenommen und mindestens 20min auf Eis inkubiert. Nach diesertiohkstoait
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sind die Zellen kompetent und kdnnen transformiert werden. Pro 100l kompetente Zellen kann
eine Transformation durchgeftihrt werden. Die Zellen bleiben bei 4°C auch bis zum nachsten Tag
kompetent.

Eine Ausnahme bildet die Herstellung der komptte Zellenzum Einbringen eines zweiten
Plasmides. BeE.coli 1 Stammen die bereits die Plasmide pHK662, pKF1, pKF2 und pKF26
enthaltenwird ein Medium verwendet, welches 1mM IPTG und 10uM Tatkén enthalt.

3.4 Transformation von E.coli T Zellen mit neukombinierter DNA

Die unter3.3 gewonnenen kompetenten Zellen werden entweder mit ringférmiger Piaddid

oder mit einem Ligationsansatz transforri@/olumen der hinzugefligten DNB3Gsungbetragt
zwischen 1 undlOpl). Die DNA wird zu den Zellen gegeben und die Suspension durch
Anschnippen vorsichtig gemischt. Die Zelleerden fir mindestens 15min auf Eis, dann 5min bei
37°Cinkubiert. Danacterfolgt eine weitere Inkubation der Zelledirfmindestens 5min auf Eis

Die Zellen werden dann mi O O ¢ {Mediu® ohne Antibiotikumgemischt und fur 45min bei

37°C im Heizblock inkubiert. Bei Verwendung von Platten mit Chloramphenicol werden die
Zellen satt 45min fur 90min bei 37°C inkubiert. Nach dieser Inkubation werden die Zellen auf
Platten mit Selektionsmedium ausgestrichen. Die Auswertung erfolgt nach Standardvorschriften
(MANIATIS 1982).

3.5 PolymeraseKetten-Reaktion (PCR)

3.5.1 PolymeraseKetten-Reaktion

Die Polymeras&ettenReaktion (PCRdient dazu, beliebige DNAbschnitte bis zu einer Grol3e
von 14&kb in vitro zu amplifizieren fMuLLis und FALOONA, 1987). Hierzu mussen durch zwei
Oligonukleotide, aucliPrimer genannt, die dul3eren Grenzen des zu armpliéinden Fragmentes
definiert ‘EmdenddeRrimerDlissen dab&i entgegengesetzt gerialmeltin einem
sehr hohen Uberschuss vorhandsein. Weiterhin benétigt man eine hitzestabile DNA
Polymerasel, dNTPs und Mg-lonen Die (blicherweise verendete DNAPolymerase | aus
Thermus aquaticugTagPolymerase) hat keine Reparaturfunktion. In dieser Arbeit wird
ausschlief3lich die Polymerase | allsermus flavugTfl) verwendet. Mit ihr gelingen gelmalig

Amplifikationen von &b und mehiohnenennenswerte Fehler.
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Es gibt verschiedene Phasen der PCR. Zunachst wird durch Erhitzen auf etwa S#i@pizs

also die DNA, aus welcher ein Abschnitt amplifiziert werden soll, denaturiert, d.h. zum
Einzelstrang aufgeschmolzen. Danach folgt das sogge@Annealing in der diePrimer an ihre
komplementare Sequenz binden. Diénnealing Temperatur ist abhangig von der
Basenzusammensetzung gner. Sie kann vereinfacht mit dgvallaceFormel(vgl. Formel1)
berechnet werden. In eckigen Klammern befindet sich die vereinfachte Formel fiir die Berechnung
der Schmelztemperatur, welche die Grundlage fur die BerechnundmseralingTemperatur

bildet.

T = [a(ADT)*2C+a(C@G)*4C|]-5C

Formel 1: Darstellung der Wallace-Formel fiir die Berechnung der Schmelztemperatur der Primer.

Nach demAnnealingwird die DNA durch die hitzestabile Polymerase bei derjenigen Temperatur
amplifiziert, bei welcher das Temperaturoptimun dmgesetzten Polymerase liegeiRBler hier
verwendetenTfl-Polymerase sind dies 72°C. Die Zeit der Amplifimieg ist abhangig vo der
Langeder zu amplifizierenden DNA. Man legt dabeigzunde, dass etwa 1000 Basenpaare
einer Minute polymerisiert werden.

Die drei Schritte (Denaturierungdnnealing Amplifikation) kénnen theoretisch beliebig oft
wiederholt werden. Bei jedem Zyld sollte die Anzahl der entstehenden Fragmente verdoppelt
werden. Das ist aber ein Wert, der in der Praxis kaum erreicht ®e@sonders im spéteren
Verlauf der PCR ist die Ausbeute niedriger. Dies kommt zum Teil daher, dass die entstehenden
Fragmente midem Primer um die Bindestelle an detemplatekonkurrieren. Je mehr Produkt,
desto mehr kénnen die amplifizierten Produkte zusatzlich zuRtemer an dasgemplatebinden

und desto weniger Produkt gibt es dann im Nachhinein.

Das verwendete Wasser wantklaviertes HPLEWasser(sehr reines Wasser!Ein typisches
Programm, welches verwendet worden ist, ist inTddyelle 13 dargestellt Fir die PCR wureh
Thermocyclerentweder vorder Firma Perkin Elmer (Gene Amp PCR SysiQ Rodgay oder

von der Firma Biorad (My CyclemMincher) verwendetDas Pipettierschema flr einen typischen

PCRAnNsatz ist in deffabellel4 angegeben.
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Tabelle 13: Typisches PCRProgramm Tabelle 14: Typisches Pipettierschema fiir eine PCR.
Anzahl Zyklen Temperatur, Chemikalie (Konzentration) | Volumen
Zeit der einzelnen Schritte DNA 5l
1x 94°C, 180s Denaturierung
- VorwartsPrimer (10pmol/pl 4ul
10x 94°C, 30s Denaturierung, W ! (10p H) H
54°C, 30sAnnealing 72°C, RuckwartsPrimer(10pmol/pl) 4ul
90s Polymerisierung dNTPs (10mM each) 4l
25x 94°C, 30s Denatierung,
_ MgCl; (25mM) 8ul
59°C, 30sAnnealing 72°C,
90s Po|ymerisierung 20x TfI—ReaktionSpuffer 5“'
1x 72°, 300s Komplettierung Tfl-Polymerase 1,2l
Schlusstemperatur 8°C
ddH,O 69pl
X 100,2ul

3.5.2 Zielgerichtete Mutagenese mit einem Primerpaargite directed mutagenegis

Mit Hilfe der sogenanntemversen PCR (zuerst beschrieben HmvsLEY et al, 1989, aufbauend

auf der Arbeit vorTRIGLIA et al. 1988) gelingt die Mutagenese Uber PCR mit nur Zvenern

Man bendtigt das Zielgen auf einem Plasmid, einen exakt passerider und einerPrimer mit

einer Sequenzabweichungbbildung 13 gibt ein Beispiel fir diezielgerichteteMutagenesenit

einem Primerpaar

Die zwei verwendeteRrimerwi r ken i n die entgegenges+ndet e |
di rekt anei nandendermguasi nach dulRee zeigen.iMit Hilée di8sér Anordnung
gelingt die Amplifikation eines gesamten Plasmides inklusive des Selektionsmarkers und des
Origin of replication(ori). In der Regel werden bis zkis amplifiziert. Wichtig ist die Tatsache,

dass nur eirPrimer eine Mutation innerhalb seiner Sequenz trégt,dass nach der PCR eine
veranderte Sequenz des Plasmides resultiert, die nach Transkription und Translation des Genes |
der gewiinschten Aminosauweranderung resultiert. Anders alsAbbildung 13 dargestellist es

von Vorteilb we n n sich di e e i n z u fEpde rder Aricher belhddt. ®ie i o n
Veréanderung kann eine einfache Punktmutation sein. Besser ist es allerdings, mehrere Basen z
andern, daeine Punktmutation in der Zelle lecht verandert werden kannwenn ein
Selektionsdruck ausgelbt wird. Der zweReimer, der entgegengesetzt zumsten Primer

gerichtet ist, sollte keine Mutation tragen.
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primer 1

lacZ

CTTAACACTCGCCTATTG TTAAAGT GTGTCC TTTGTCGAT ACTGGTACTAATECGTAAG

GAATTGTGAGCGGATAACAATTTCA CACAGGAAACAGCTATGACCATGATTA

GCATTC

Met Thr Met lle Thr

primer 2

pBSIISK+

2964 bp

first rounds of PCR
produce linear template

lacl

lacZ

—
primer 1

[a—
primer 2

Abbildung 13: Schematische Darstellung der inversen PCR, entnommen atdEMSLEY (1989).Die vergrol3erte

Sequenz zei gt ,

wi e-Enden eneifandernaaseflerm iUmrahmhteist die5 ndittels des Primers

eingefihrte Mutation. Nach der inversen PCR entsteht ein lineares Produkt, welcheBluittetnd-Ligation
verknUpft wird und dann fir eine Transformation verwendet werden kann.

Mit diesen beidenPrimern wird eine PCR durchgefiihrt. Bei der Auswahl dénnealing

Temperatur ist demismatchwelcher bei einem der benutzten Primer vorliegt, zu berclukgen.

So konnen z.B. zeh@Zyklen der PCR bei der erniedrigten Schmelztemperatur durchgefiihrt

werden, wie sie durch die Formel im Abschnitt 3.5.1 dargestellt ist. Danach wird die Temperatur

genau um die Bferenz angehoben, die fdenmismatcherrechnet wurde. Dieses fuhrt dazassl

die Primer besser an solche Sequenzen binden, die bereits verandert worden sind.

Wird ein Plasmid alsemplatefiir die inverse PCR genutzt, welches ein Gen kodiert, so entsteht im

PCR
Schri

ein

tt

Zuge der

ndchsten das

ver&dndertes

A R\lvarlieghiDa ifi demwe |
| ivgl.8.2.9 eirkuAarBieraveenmién anfiss, die r ¢

Primer abernach der Oligoukleotidsynthese&k e i APho$pbat besitzen, missen sie vor der

Mutagenesd’CR durch die T4olynukleotidKinase phosphoryliert werden (v@.2.6, um der

T4-Ligase fur die Katalyse der Verkniipfung von D¥An d e-RhodpliaEnden anzubieten

Besonders furdiese Methode darf dibekanntethermostabile Polymerase ad$iermophilus

agaticus(Tag) nicht eingesetzt wden. Sie fugt unspezifisch ebesoxyAdenosina n

d-Bmsle 5 0

an. DerGebrauchder Tfi-Polymeraseverhinderteffektiv diese uerwinschte Nebenreaktion. Da
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dies haufig nicht beachtet wird, haicls diese vereinfachte Mutagenddethode nicht

durchgesetzt.

3.5.3 Sequenzierung

Die Sequenzierung der erhaltenen Klone und der Mutanten erfolgte durch den institutseigenen
Sequenzierservice (Gerat ABrism Genetic AnalyzeB00). Die in der vorliegenden Arbeit
verwendete Sequenziermethode beruht auf dem Prinzip des KettenabbruclSneeh et al.

(1977). Es wurde dasyclesequencingbenutzt, die hierbei verwendeten Terminatoren waren
fluoreszenzanarkiert @ig Dye Terminator Technologie der Firma Applied Biosystems,
Darmstadt

3.6 Bisulfit-Reaktion

Die Bisulfit-Methode bietet eine Mjlichkeit zu ermitteln, an welcher Stelle eirDNA sichC5-
methylierte Cytosine befinden. Sie wurde in dieser Form eusten Mal vonFROMMER et al
(1992) beschriebenMan bedientsich der langer bekannten Tatsac dass Chbnethylierte
Cytosine relativ reaktionstrage gegeniber einem nukleophikemgriff am C4 sind. Natrium
Bisulfit (Natriumpyrosulfat, Summenformel B&Os) zerfallt in wassriger Losung zu zwei
Molekilen HSQ@ und greift in dieser Form bevaugt nicht methylierte Cytosindn
einzelstrangigeDNA an Das sulfonierte Cytosirkann leichtdurch Hydrolysedesufonisiert
werden, so dass in der Nettoreakthe Amino-Gruppe am C4 durch eine Hydroxylgruppe ersetzt
wird. Es entsteht Dexy-Uridin. C5methylierte Cytosinaverden nicht angegriffen, und werden
demzufolge nicht zu Dexy-Uridin deaminiert. Nach BisulfiBehandlung liegt die DNA
dauerhaft denaturiert vor. Man kann jetzt eine PCR durchfiihren, bei dezntiiprechend
synthetisierterPrimer selektivmur nochan einen der beiden DN&trange binden. Mittels dieser
sogenannten BisutfPCR kann man einFragment, welches mindestens eine veranderte
ErkennungsSequenz der zu untersuchenden Methyltransferase enthalten sollte, amplifizieren.
Vorteilhatt ist es, wenn dasesultierende~ragment etwa 300 Basenpadang ist, da die DNA
durch die BisulfitBehandlung zusétzlich zu der Veranderung der Basspezifiscifragmentiert
wird. Zusatzlich liefert dies optimalérgebnisse bei der nachfolgenden Sequenzienwved die
gesuchtePosition auf beiden Strangen optimal erkannt werden .k&sguenziert wird mit
denselben Primern, mit welchen disaminierteFragment amplifiziert worden ist. Befinden sich

in einer Sequenz nach der Bisuliehandlungweiterhin Cytosing so kannman den Sdhss
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ziehen, dass diese Cytosine an @bthyliert gewese sind Alle nicht methylierten Cytosine
erscheinen in der Sequenz als Thymidine, da in der PCR a#flexyp¥ridine durch Thymidine
ersetzt worden sind. Die Erkennungssequenz der Methgfarasen lasst sicdus diesen Daten

direkt zuordnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur praktischen Durchiiiy die Anleitung VOWARNECKE et

al. (2002) modifiziert. In der Reaktion werden 120ng der zu analysierenden DNA eingesetzt, da es
sich zeige, dass bei einer zu hohen Menge an Ausgangsmaterial mehr Nebenprodukte bei der
nachfolgenden BisuliPCR entstanden (vgeigeneDiplomarbeit)

Die DNA wird mit 1M frisch hergestellter NaOH (Endkonzentration 0,3M) versetzt, und fir
15min bei 37°C inkulart. Dieser Schritt dient der Einzelstrangherstellung, da das Bisulfit
Reagenz nur an einzelstrangiger DNA wirken kann. Die einzelstrangige DNA wird mit 2,3M
frisch hergestellter Bisulfitosung (Endkonzentration 2M) versetzt.

Beachtet werden muss, dads ®isulfit-Losung bei der Herstellung nicht gevortegth. nicht

stark geschuttelt werden darf. Molekularer Sauerstoff greift das Reagenz an und verhindert so die
Reaktion. Zur Losung des Bisulfits muss 400ul 10M NalGidung auf 10ml zugegeben werden,

da es sonst nicht zu einer vollstandigen Lésung des Pyrosulfates kommt. Die LOsung sollte
zusatzlich auf 37°C erwarmt werden, dies hilft beim Lésungsvorgang.

Zu der Lésung aus einzelstrangiger DNA und 2,0M Bisulfit wird frisch hergestellte Hydroehinon
Lésurg bis zu einer Endkonzentration von 0,5mM gegeben und gemischt, ohne dass zuviel
Sauerstoff aufgenommen werden kann. AnschlieRend wird diese Mischung nach Uberschichtung
mit Mineraldl fur 16 Stunden bei 55°C im Dunkeln im Heizblock inkubiert.

Das Reaktiosgemisch wird dann unter dem Ol abgenommen und mittels einer SeySidex
(Sephadex G500n SigmaAldrich, Saulchengerist von Qiagddye ExKit) entsalzt.

Die entsalzte Loésung wird mit 1M NaOH (Endkonzentration 0,33M) versetzt und fir 15min bei
37°C im Heizblock inkubiert. Danach wird eine am Tag zuvor hergestellten 10M
Ammoniumacetat 0sung (Endkonzentration 3M) hinzugegeben. Die Ammoniumatétaing

sollte zum Lésen ebenfalls auf 37°C erwarmt werden und darf kraftig gevortext werden.

Nach der Zugabgon Ammoniumacetatdsung wird die mit Bisulfit behandelte DNA mit 400l
2-Propanol versetzt und fir 20min in der Tischzentrifuge bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert. Das Pellet wird in 50 bis 100ul dgHaufgenommen und ein Aliquot (5ul) fur die
darauffolgende PCR alsemplate benutzt. In derTabelle 15 ist das bei der BisuliPCR

verwendete Program aufgefuhrt.
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Tabelle 15: Verwendetes PCRProgramm fir die Bisulfit -PCR. Leichte Variationen deAnnealingTemperatur bei
Verwendung anderer Primer kénnen die Ausbeute verbessern.

Anzahl Zyklen | Temperatur, Zeiten der einzelnenSchritte

1x 94°C, 180s Denaturierung

10x 94°C, 30s Denaturierung, 82, 30sAnnealing 72°, 45s Polymerisierun
25x 94°C, 30s Denaturierung, 88, 30sAnnealing 72°, 45s Polymerisierun
1x 72C°, 300s Komplettierung, Schlusstemper&t€

3.7 Expression,Aufreinigung und Analysevon ausgewahltenProteinen

3.7.1 Expression von Endonukleasen und Methyltransferasen

Um biotechnisch verandert®estriktionsenzyme oder Methyltransferasen charakterisieren zu
kénnen, mussen diese zunachst z.BEiooli Uberexprimiert werden. Hierzu werdém dieser
Arbeit mit IPTG induzierbare Systeme verwendebie Basis fur die Expression der
Endonukleasen RigiBI, RHgIiEl und RHgiCll wurde vonBLum et al. (1994) gelegt BLuM
klonierte als erster diese Endonukle&sme als CterminaleHexaHistidin-Fusionen und konnte

die Enzyme erfolgreich aufreinigen und charakterisiebda.Expression von Methyltransferasen
wurde hier analog auf Basis des Expressionsplasmp3E30 mit N-terminalem HisTag
durchgefuhrund wird imErgebnisteil ndher erlautert.

Es werden zwei unterschiedliche AnsatzgrofRen verwendet. Fir eine erste Testexpression wirc
zunéachst eine Ubernachtkultur im Volumen von 50ml aufdeiD, 15 fir Methyltransferasen oder
0,2 fur Restriktionsenzymeerdinnt Daraifhin wird die Kultur bei 37°C inkubiert, bigin
Mindestwert von ODgo=0,6 erreicht wird Die Induktion erfolgt mit IPTG, bei den
Restriktionsenzymen mit 0,8mM Endkonzentration, bei den Methyltransferasen mit 1mM
Endkonzentration. Diénduktion erfolgtfir vier Stunden bei 37°C, bei den Methyltransferasen
aufgrund mangelnder Loslichkeit der Proteine zusatziioch 16 Stundenbei 17°C. Fir ein
analytisches SD&el werden jeweils Proben vor der Induktion, und eine, zwei, drei und vier
Stunden nach der In#tion entnommen.Die restliche Kultur wirdbei 6500rpm bei 4°C
abzentrifugiert unekingefroren 20°C oder-80°C). Das exprimierte Protein kann dann tber His
Tag-Aufreinigung isoliert werden. Eine praparative Aufreinigung des Proteins wirdinem

Volumenvon 300ml unter sonst identischen Bedingungen durchgefihrt
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3.7.2 His-Tag-Aufreinigung von Proteinen

Die HisTagAufreinigung ist eine schnelle und effektive Methode zur Isolierumg Rroteinen.
Haufig ist keine weitere Aufreinigung dasolierten Proteinenehr notwendig Sie wurdevon
HocHuLl et al (1987)entwickelt und wird mittlerweise erfolgreickommerziell vertrieberiz.B.
von Qiagen)Mit dieser Methode kénnen Proteine entweder in denaturierter FbocHULI et al.
1988) oder nativer FOrmIANKNECHT et al. (1991) VAN DYKE et al. (1992)) isoliert werderDas
Prinzip basiert darauf, dass Proteine mit einem Hisfidig @uch HisTag genanntz.B. seck
Histidine entweder Merminal oder Gterminal) bevorzugt an eine imNi**-lonen beladene
Nitrilo-Tri-AcetatMatrix (auch NiNTA-Matrix genannt binden wohingegen Proteine ohne
diesen HisTag nichtbinden undleicht ausgewaschen werdekine schematische Darstellung
dieser Interaktion ist in dekbbildung 14 zu finden.Der Erfolg dieser Methode héngt naturgemaf
davon ab, ob die zusatzlighédminosaure mit der Faltung oder der enzymatischen Aktivitat des

Proteins interferieren. Bamuss von Fall zu Fall untersucht werden.

R Abbildung 14: Modell der
|NH Interaktion der
\ aufzureinigenden Proteine
/C:O i mit His-Tag (in blau) mit
—ch N\ - S £ der Ni-NTA-Matrix (in
\ AN i / OH 7 ) .
N. i N | 7 rot) Uber das komplexierte
NH R S _CHy _CHy, _NH _cCH s s )
o= c/ ~N_ CH, TCH “CH, “CH, “CH, “CH/~0 f Ni“-lon (in schwarz).
\ Vi NT C' "o C/ 2 Diese Abbildungvurde der
- =

CH— CH2—< N/ o™ Yo g 2 Anleitung zur Aufreinigung
LH 4 von His-Tag-Proteinen von
| Qiagen QlAexpressionist
R

entnommen.

Die gewlinschten Proteine kdnnen nach Waschen der @éuteidazol welches der Aminosaure
Histidin in der chemischenStruktur sehr &hneltyon dieser Mtrix abgelést werden. Die hier
verwendete NNTA-Matrix und die dazugehdrigen Séaulen wurden von Qiagen (Hilden) bezogen.
Das hier verwendete Protokoll folgt den Herstellerangaben undst optimiert nach dem
Praktikumsskript des #iituts fur Mikmo- und Molekularbiologie der Justtisiebig-Universitéat
Gielen

Das Zellpellet der kleinen oder grof3en Expression wird zunéchst in Lysepuffer aufgenommen
(Gesamtvolumen 2x 1ml). Dann wird 20ul einer 100mg/ml Lysozymlosung hinzugegeben
(20pug/ml Endkonzentration)Die Zellen werden nun fir 30min auf Eis inkubiert und

zwischendurch durch Uberkopfdrehen gemischt. Daraufhin erfolgt die Lyse der Zellen mit
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Ultraschallim Eppenddi-Gefal? Jede ZeHProbe wird dreimal 1min lysiert (40%, 40%, 50%
Intensitat). Nach der Ulischallbehandlung wird das Lysat durch Zentrifugation bei 11700rpm,
4°C in der Tischzentrifuge geklart. Der Uberstand der Zentrifugation wird auf die Saule tberfihrt,
welche zuvor mit 0,4ml NNTA-Agarose beladen, mit 4ml dB gewaschen und mit 1ml
Lysepufer equilibriert wurde. Die Saule wird dann verschlossen und fir mindestens eine Stunde
bei 4°C auf einem Taumelrollmischer inkubiert. Nach dieser Inkubation wer&alule geotffnet,

das Lysatausgelassen und noch zweimal tber die Saule geladen. Hidi@gt das Waschen.
Zunachst wird sechsmal mit 1ml Lysepuffer, dann sechsmal mit 1ml Waschpuffer 1, dann viermal
mit Waschpuffer 2. Die Elution erfolgt zunachst mit Elutionspuffer 1 (viermal 100ul, von welchen
die ersten 100ul verworfen werden, dann zweimat 100pul), woraufhin sich die Elution mit
Elutionspuffer 2 anschlief3t. Die ersten 100ul dieser Elution werden mit der zweiten Elution mit
Elutionspuffer vereinigt. Daraufhin wird noch zweimal eine Elution mit dreimal 100pl
Elutionspuffer durchgefihrt. Whtig ist es, zwischen den einzelnen Elutionsschrigesmils eine
Minute zu warten, damit es zu einer effektiven Ablésung der exprimierten Proteine von der Matrix
kommt. Bei den einzelnen Schritten (Gesatal-Extrakt, geklartes Lysat, Waschritte31urd
Lysate) werden Proben enthommen, um da<lirg der Aufreinigung auf einer SBRAGE

aufzutrennen

3.7.3 SDSPAGE

Mittels der von LAEMMLI erfundenenSDSGelelektrophores€LAEMMLI 1970, LAEMMLI und

FAVRE 1973)koénnen Proteine ddgBrdl3e nach aufgetrennt werd Dies beruht darauf, dassch
SDSrelativ gleichm&Rig an Proteine anlagert umesd mit einer negativen Ladungrsieht, die
proportional zu ihrer GroRe isRi e s o Aib ePlraodteenenre wandern i m C
vorliegenden Arbeit ist ein disktinuierliches SDS5el verwendet worden. Das Trenngel ist
immer 14%ig, das Sammelgehmer 4%ig. Das Pipettierschema flr die verwendeten Gele ist in
Tabellel6 dargestelltBeispiele fir SDSFPAGE-Gele finden sich im Kapitel 4 (Ergebnisse).

Tabelle 16: Mix von Trenn - und Sammelgel.

Trenngel 14% Sammelgel 4%

Losung Volumen| | LOsung Volumen
Acrylamid (30%, 37,5:1/4,67ml Acrylamid (30%, 37,5:1) 1,3 ml
4x Trenngelpuffer 2,5ml 4x Trenngelpuffer 2,5mi
10% SDS 0,1ml 10% SDS 0,1ml
10% APS 0,05ml 10% APS 0,05ml
TEMED 0,005ml | | TEMED 0,01ml
ddH,O 2,68ml ddHO 6,1ml
Summe 10ml Summe 10ml
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4 Ergebnisse

4.1 ATGA-Klone

Durch eigene Vorarbeiten wurden

unterschiedliche Konstrukte

zur Expresdemn

Methyltransferase.HgiBlI und MHgIEI hergestelltDiplomarbeit) Der Unterschied innerhalb

dieser Konstrukte lagin der Variation der Entfernung zwischen Stoppcoddes Lacg

Leserahmerund Startcodon deseserahmen der Methyltransfera&n Typ dieser Konstrukte

namlich der sogenannte ATGBbergang konnte nicht erhalten werderHierbei tberlappt das

Stoppcodon des Lagd eserahmemit dem Startcodon der Methyltransferésigendermalen:

ATGA

Hierbei ist das StarCodon der Methyltransferaskursiv geschriebenunterstrichenist das

Stoppcodon des Lagd eserahmengvgl. Tabelle17). Dieses Konstrukt konnte in dem Stamm

SURE®, derspeziellfir die Klonierungvon Methyltransferasen entwickeiturde nicht erhalten

werden.Dieses Ergebnis war tiberraschend, da in StiBiebekannte Abwehr ausgeschaltet ist.

Tabelle 17: Darstellung der Konstrukte aus der eigenenDiplomarbeit zur Variation der Entfernung zwischen
STOP- und START-Codon. Die Skalierung der einzelnen Gene ist schematisch dargestelntsricht nicht den

tatsachlichen Gengrofzen.

Beispiel
Beschreibung der Konstrukte Schematische Darstellung Bezeichnung der
Klone bei MHgiBI
LacZzrLeserahmen tberlapTART- | .. bacZy oa
Codon von Methyltransferagen 25 — _ pBIM-1
Codons Methyltransferase
La
STOPPdes LacgLeserahmens funf | .. CZ“TGA
CODONSvor dem Startcodon der | = pBIM-5
Methyltransferase = -
Methyltransferase
. La
LacZzrFusion (Methyltransferase . B . . OBIM-+21
verlangert den LagZLeserahmen) Methyltransforase
LacZ;-STOPP Uberlappt mit dem LacZ,
START-Codon der Methyltransferasq am TGA
—
um vier Nukleotide (ATGA TG . ATGABI
Konstrukt) Methyltransferase
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Das einzige erhaltenATGA-Konstrukt war eine Mutarg, welche eine verringerte GGWEC
Aktivitat und keine GGSCE\ktivitat zeigte. Entweder war also dietzt erreichteKonzentration
an Methyltransferase fiir die Zelle schadlichoder die bei den anderéfonstrukten giindene
Nebenaktivitatt GGSCC wagetzt fur die Zelle schadlichBeide Annahmen widersprechen den
beschriebenen Stammeigenschaften des kommerzigllesli- Stammes SURE bei dem alle

bekannten Abwehrmechanismen geschaltet sein sollten.

4.1.1 Klonierung der ATGA -Konstrukte in verschiedenenE.coli-Stammen

Das Problender Nichtklonierbarkeit des ATGKonstruktes im Stamm SURBEvurde in dieser
Arbeit weiter verfolgt. Ein Versuch im studentischen Praktikum tiefeelaiv schnell eine neue
Lésung. Es wurde beobachtdas das komplette System vdRM.HgiBI (mittels desPlasmids
pBI-His in die Zellen transformiert) bét.coli BL21-Zellen eine hohere Ausbeute ergab, ials
SURE®-Zellen. Daraufhin wurd tberpriift, ob sichias oben genanntaTGA-Konstrukt nicht

gleichfalls in BL21Zellen etablieren lassen kénnte.

Zu diesem Zweck wurden die Gene furHdiBI, M.HgiCll und MHgiEl mittels der inTabelle3
dargestellten Primer entweder ehereits vorhandenen Plasmid@.HgiEl, M.HgiBI) oder aus
dem Genom vonHerpetosiphon giganteudsolat Hpg9 (MHgICll) Uber Linker-PCR so
amplifiziert, dassachKpnl/Psti-Verdau der entstehenden Fragmaimed nachLigation mit dem
Vektoranteil des miKpnl/Pst geschnittenen Vektors pBilis die gewilnschte LagZAnbindung
entstehen konnte. Erstaunlicherweise konrgewohl M.HgiBI als auchM.HgiEl als ATGA-
Konstrukte in BL23Zellen hergestellt werdenDie erhaltenen Konstrukte wurde ATGA Bl und
ATGA EI genanntund zeigten bei einer Ubersequenzierung keine Abweichung zu der
OriginalsequenzDie Klonierung des ATGAKonstruktes von MHgICIl gelangsowohl n BL21-
Zellenals auch in SURE Beide zeigten einen gutekvall-Schuz. Die anschlieRende Kontrell
Sequenierung mitjeweils eirem Klon aus SURE und BL21 zeigte jedochjassder Klon aus
SURE® eine Phenylalanin nach AlanMutationan der Position 39frug. Diese Mutationwar in
dem fUr die Ligation vevendetenPCRFragmem nicht vorhanden, ist also nicht durch einen
friherenSequenzierfehlezu erklaren Deshalb muss angenommen werdeassneben MHgiBI
und MHgiEIl auch das ATGAKonstrukt von MHgiClIl fir SURE®-Zellen schadlich ist

DieseseinheitlicheErgetnis wurde nur fiir derSBURE®-Stamm erhaltenso dass sicllie Frage
stellt, warum die Klonierung der ATG&Konstrukte inBL21-Zellen mdglich ist obwohlin diesen

Zellen nur maA als Komponente der femdMethylierungsabwehr deletiert istin der
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Zwischenzeit ist das Genom vda.coli BL21 vollstandig sequenziert worden (Genbdk
AM946981 und CP001509e0NG et al.2009.

Tabelle18 gibt eine Ubersicht tiber die Abwehrsysteme in den hier verwenBeatel-Stammen.

Gene
. Tabelle 18: Anwesenheit
E.coli-Stamm | mcrA | merB | merC | mrr | dem | VSE | o < Chiedener Gene fiir die
= =~ | Fremdmethylierungsabwehr invier
SURE® X X X X a @ | verschiedenerE.coli-Stimmen.Neben
XL1blueeMR F X X X X ] 3 den vier bekannten Abwehrsystemen
wird auch dasdcm/vsr-System
HB101 F X X X F 3 | aufgefuhrt. Legended = Gen vor ha
X = Gen deletiert
BL21 X a a a X

Wahrend SURE und XL1-blue MRF  alle vier Gene fiir die Fremdmethylieruddgsvehr
verloren, dafur abedlcmundvsr behalten haben, hat HB101 nelsemund vsr auch nochmcrA
BL21 hat dagegen nuncrA aber aucldcmund vsrverloren.

Die zellulare Funktionder DesoxycytidirRMethyltransferasedgcm) ist nicht kekannt.Es ist nur
bekannt, dass sas C5-Methyltransferase die Sequenz CCWGG methylignd zwar am aufReren
DesoxyCytidin. MERKL et al. (1992) konnten auf Grund statistischer Untersuchungen belegen,
dass das Enzymeery shortpatch repair (Vsr) -Endonukleasadas HydrolyseProduktvon 5
Methyldesoxycytidin dasDesoxyThymidin, selektiv gegeesoxyCytidin austauscht, wenn es

in dem Kontext CTAGinem DesoxyGuanosin gegenlbersteht.

4.1.2 Effekt von Dcm und/oderVsr auf die Klonierung von ATGA-Klonen

Um den Effektvon Dcmund/oder \ér auf die Klonierung der ATGAonstruke in BL21 zu

Uberprifen, wurdeersuchtdrei verschiedene Kombinationeler firDcm bzw. Vsrkodierenden
Genein BL21 zu klonieren:

1. Dcm: Klonieren vondcm (keineLacZFusion, eigener Promotor)
2. Dcm + Vsr Klonieren vondcm(s.o.) undvsr (in einemOperon)

3. Vsr: Klonieren vonvsr, die Klonierung umfassvsr und einen ungefahr100bp langen
Bereich vorvsr.

Die Gene wurden Uber die ifabelle4 aufgefuhrten Primer aus dem Genom Hesli-Stammes

SURE® amplifiziert. Die PCR warerfolgreich Daten nicht gezeigt) Die erhaltenen PCR
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Fragmente wurden miKpnl/Pst geschnitten und in riKpnl/Pst geschnittenes pHK662
(Vektoranteil) ligiert. Der Vektor pHK662 tragt eine Taayklin-ResistenzZGenKassette statt wie

in den ATGAKIonen vorhandene AmpicilliResistenzGenKassette Somit konnen die BL21
Zellenmit beiden Vektorersequenzieltransformiert werden

Von den drei oben geplanten Konstrukten konnten lediglich ewwilten werderDieseswaren

die Konstruke ADcm + Vsii und Avsr alleindi. Das KonstruktADcm alleindgi konnte nicht
erhalten werderDie Uberexpression von Dcm ibwesenheit von Vsfiihrt zur unspezifischen
Methylierung und damit zu einer Erhohung voA T UbergangenBANDARU et al. 1996) Hier
konnte also bestatigt werden, da3sm ohne die dazugehdrige RepardEmdonuklease ein
starkes Mutageist, und zumAbsteben der Zellerfuhrt. Da BL21 fast alle Komponenten der
Methylierungsabwehrenthalt, ist die Etablierung vonADcm alleingi vermutl i ch y
erschwert

Die so erhaltenestammewurden beilDcm + Vsfi pKF1 (vgl. Abbildung 69), und beiAv/sr
alleindi pKF2 (vgl. Abbildung 70) genannt. Sievurden nun mit den ATGAConstruktenund als
Kontrolle mit pUC19DNA ringtransformiert(mit jeweils 100ng der DNA)Zusatzlich wurde eine
Ringtransformation der erhaltenen Konstrukte in BL21, HB101 und SUREhgefiihr(Tabelle

19). Die Transformationsansataeurdenim Falle von BL21, HB101 und SUREuf Ampicillin-
Platten ausgestrichemei pKF1 und pKF2 auAmpicillin/Tetrazyklin/IPTG-Platten (100ug/ml
Amp, 10ug/ml Tet, 1mM IPTG)Bei der Transformation der ATGKIlone in pKF1 und pKF2
wurden zweiverschiglene KoloniegrofRen beobachtédeine und grol3eDieses Problem wird
auch bei mit pHK662 vormethyliertenelflen gefunden. Bei den klein&Zellen handeltes sich
dabei meistens um Tetwddin-resistente Zellen (auch wenn sie auf Ampicillin ausplattiert
werden), bei den groRen um Zellen, die taiBéla Ampicillin-resistent sind.nh Falle von pKF1
und pKF2 tranrmiert mit den ATGAVektoren sind die groR3en Zellen deswegen (mit hoher
Wahrscheinlichkeit) die gesuchten Zelldei der Bestimmung der Transformationsausbeute in
Tabelle19werden daher nur die grol3en Zellen ausgezahilt.

Weiterhin ist zu beachten, dass es sichdesi Zahlen bei pKF1 und pKF2 um Werte handelt, die
bei der Ausplattierung des kompletten Transformationsansatzes erhalten wordarokingegen

bei denanderen Zellen immer nur 108&s Transformationsansatzessplattiert worden ist.
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Tabelle 19: Darstellung der Ergebnisseder Ringtransformation der erhaltenen ATGA-Varianten

Bakterienstamm
BL21° | HB101° | SURE®™ pKF1* pKF2*
DNA
/] (%] (/] @ grol3e Kolonier| @ grol3e Kolonier
K+ (pUC19)| 83 865 20 48 51
ATGA BI 483 907 46 67 94
ATGACII | 606 | (1140) | 283 145 92
ATGA EI 645 1895 284 173 148

° Mittelwert aus drei unterschiedlichen Ausplattierungen einer Ringtransformation (108ashges)
* Mittelwert aus drei unterschiedlichenmjtransformationen mit vollstdndigem Ansatz
Werte in Klammern sind Mittelwerte aus nur zwei Versuchen, wenn die dritte Bestimmung extrem

abweichende Werte ergab.

Wie in Tabelle19 damgestellt lassen sich pKF1 und pKF2 deutlich schlechter mit AM&Rtoren

transformiererals die anderen Stamm®&ies scheint ein typisches &fomen bei BL21 zu sein.

Wird dieser Stammzum Beispiel mit pHK662 transformiert, so lasst er sich im Gegensatz zu mit

pHK662 transformierten HB10Zellen sehr schlecht mit weiter&ektoren transformieren.

In Tabelle 20 ist die Transfamationseffizienz der ATGA/ektoren im Vergleich zu der

Positivkontrolle (pUC19) zu findelsie wurde folgendermalf3en berechnet:

Anzafhfl_ gr o

Transf or mat[i%

er

Kol oni en

bBVeeikrtSor iam sé iom en@a t $ O
100

"TAnzahl TK

C
Z

|l oni en bei

19rnadefnsembe='108tﬂmrr

Ein Wert von 100% bedeutet, dass die Zellen mit diesem Konstrukt genauso gut wie mit puC19

transformiert werden konnen, ein Wert Uber 100% bedeutet, dass die ZelleenmKahstukt

besser transformiert werdais mit pUC19.

Tabelle 20: Transformationseffizienz im Vergleich zu pUC19.Die Werte wurde as der mittleren Anzahl gro3er
Kolonien (vgl. Tabelle19) mithilfe der oben dargestadih Formel berechnet.

Bakterienstamm
DNA BL21 | HB101| SURE® | pKF1 | pKF2
ATGA Bl | 580%| 100% | 230% | 140% | 180%
ATGACIl | 730%| 130% | 1390% | 300% | 180%
ATGA El | 780%| 220% | 1400% | 360% | 290%
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Der Vergleich zeigtdass die Transformationseffizienon ATGA-Vektorenbei SURE-Zellen
und bei BL21h6her aldeiHB101-Zellenist. Zudem waren die Kolonieauf LB-Agar-Platten nur
sehr klein. Sievuchsen in LBMedium im Gegensatz zien Kolonien von BL21 und SURHur
sehr wenig anDie aus SURE und BL21isolierten Plasmide waren einheitlich. Dies deutatauf
hin, dass lediglich die Etablierung der AT&nstrukte als LigaseProduktein den zllen
schwierig ist. Eine nachfolgendBingtransformabn ist dagegen(zumindest bei BL21 und
SURE®) ohne Probleme

Vergleicht man die Transformationseffizienz der einzelnen ATW&ktoren in die verschiedenen
Stamme miteinander, dann findet man, dass sich der Vektor ATGA El in HB101, “SWRE
BL21 am besten von den drei ATG¥ektoren ringtransformieren lasst. Dies ist auch in pKF1 und
pKF2 zu finden. Am schlechtesten zu transformieren ist der Vektor ATGA BI. Der Vektor ATGA
Cll kann entweder gleich gut wie ATGA EI kloniert werden (BL21, SOREKF1) oder so gut
(oder schlecht) wie ATGA BI (HB101 und pKEZs scheint also, dassed{omplementation von
BL21 mit demvsr (=pKF1) kene Auswirkung auf die Ringtransformatiamon ATGA-Klonen
besitzt, die Komfemenation mit vsr (pKF2) aber sehr wohl In diesem Fh ist die

Ringtransformation von ATGA CIlI schlechter als in BL21.

4.1.3 Methylierungsaktivitat ATGA -Klone

Nachdem die Ativitat der Methyltransferasen MgiBl und MHgIEI grundsatzlich bereit® der
Diplomarbeit ermitté worden ist, sollterier die ATGAKonstrukte von MHgiBI, M.HgiClIl und
M.HgIEIl genausountersuchtwerden.Die entsprechenden Expressionsplasmide wurden isoliert
und mit Sa®6l verdaut. Das Ergebnis ist Abbildung 15 dargestellt Zu beachten ist, dassed
Sa®6l-Erkennung(GGNCC) die Aval-Erkennung(GGWCQ mit einschlie3t.Sobald die zu
untersuchende Methyltransferase auch die GGSE€quenz erkennt, st aus dem
Spaltungsmuster ableitbar sein, bis zu welchem Grad die Methylierung an der C8&§0€hz
stattfindet.
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pBIM-5  ATGABI pEIM-5 ATGAEI | pCIIM-3 ATGACII

4kb

kb
2,5kb
2kh

1,5kb

1kh
0,75kh

0,5kh

0,25kh

Abbildung 15: Einfluss der Kopplung der Methyltransferase an den vorlaufenden LacgLeserahmen.
Entsprechend abellel7 wird jeweils ein Expressionspaar derselben Methyltransferase verglichen. Dabei bégjeutet
dass das AT&tartcodonll Nukleotide (zwischefetzter Aminosaure LagZund ATG MTase sind 4 2/3 Codois
14 Nukl eot i )dhinterdemBtogp@odon des LacZLeserahmens liegt. U= Unverdaut, S= Nach Zugabe
von Sa96l, M= 1kb ladder von Fermentas.

Durch das Fehlen kleiner Banden zeigt sicAlobildung 15, dassdie ATGA-Klone von MHgiBI
und MHgiEl im Vergleich zu pBIM5 bzw. pEIM5 einen starkeren Schutz geg&al96l
gewahren Zwischen pCIM-5 und ATGA CIl kann man dieseUnterschied nicht feststellen.

Wenn uberhaupt, sschent, dass ATGA CII ein wenig haufigernit Sal®61 geschnitten wird.

4.2 Zuséatzliche Nebenaktivitaten Methyltransferasen

In der Diplomarbeit wurde ermittelt, dassHgiBl und MHGgIEI zusatzlich zu der wildtypischen
Spezifitat GGWCC auch eine GGSCEpezifitat besitzen. In dieser Arbeit sollte nammittelt
werden, @ diese Methyltransferasen weitere Spezifitdb@sitzen.Hinweise dazu kamen aus
Vorarbeiten von JensrRIESE Um das Problensystematisclanzugehen, wurde ein Vektorsystem,
entworfen, das alle denkbaren Varianten der wildtypischen Erkennungssequenzen GGACC und
GGTCC enthalten sollten. Entsprechend dem Schema Abbildung 16 wurden zwei
vergleichsweise lange Oligonukleotide entworfen und jeweils in ein Expressionsplasmid fur die zu
untersuchende Methyltransferase eingebracht. Auf Grund der Redundanz der theoretisch
moglichen Varianterverringert sich die Zahl der Kombinationedie in den Oligonukleotiden
beriicksichtigt werden mussen. Abbildung 16 sind die doppelten Sequenzen mit der gleichen

Farbe markiert.
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GGWCC

GGACC GGTCC

Erste Position Zweite Position Vierte Position Fiinfte Position Erste Position Zweite Position Vierte Position Fiinfte Position
verindern verindern veriandern verindern verindern verindern verindern verindern

— TGACC -— GGACT —H GITCC |4 GGTTC

Abbildung 16: Darstellung der moglichen Sequenzen nach Anderung der Sequenzen GGACC und GGTCC.
Die in gleichen Farben markierten Sequenzen sind identisch (z.B. Gegenstrang gleich wie die Sequenz).

—H GAACC |+ GGAAC

— AGTCC

H GGTCA

Auch nach systematischer Reduktion ergaben sich so viele Varianten, dass es aus praktische
Grunden geboten war, zwei Oligonukleotidpaare zu synthetisieren Tafelle 9). Die
Oligonukleotidewurden zunachst phosphoryliert und dapaarweisehybridisiert. Die beiden
entstehendedoppelstrangige®ligomere wurden entweder BamHinker (BarmHI-Schnittstelle

als Erkennungmerkma) oderXbal-Linker (Xba-Sahnittstelle als Erkennungsmerkmal) genannt
Siesind inAbbildung17 dargestellt

BamHI- Linker
Pst | K1 K2 BanHl Nar |
GGACBTGGGCC GCACGTACGGATCGCTCC GG
ACECCTGEACCCGG CGTGCGATGECTAGEGAGG CCGC
Xbal - Linker
Pst | K1 K2 Xbal Nar |
GGACBTGGGCCGACCGTCOCTAGAC TGTCGG
ACACCTGFACCCGGCTGGCAGAGA CTGG ACAGEGCGC

Abbildung 17: Oligomere fir die Bestimmung der MethyltransferaseSpezifitat. K1, K2 = Kontrolsequenzen
(K1= GGWCC=Avadl, K2= GGSCQ, BanHI/Xbd= Erkennungsmerkmal der einzelnen Linkier unterschiedlichen
Farben markiert sind die ausbbildung 16 Gbernommenen Sequenzen zur Bestimmung mdglicher zusatzlicher
Spezifitaten

Zusatzlich zu den moéghen NebenaktivitatSequenzesind in die Vektoren auch dieequenzen
fur die Wildtyp-Aktivitdt (GGWCC) und die gefundene Benaktivitat (GGSCE als
Kontrollsequenen eingebati (bezeichnet al&k1 im Falle von GGWCQind als K2 im Falle von
GGSCQ. Im Xbal-Linker tGberlapperewe GGSCGSequenzen. Dies filhrt wie spater beobachtet
zu einer schwéacheren Methyliegudieser Kontrollsequenz im Vergleich ziBamHL-Linker. Die

hybridisiertenOligomere besitzen an &m Ende einenPsti-Uberhang, an dem anderen Ende
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einenNarl-Uberhang Dies ermdgkht den gerichteten Einban Vektoren, welche einPst und
Narl Schnittstellebesitzen. AlleMethyltransferas&/ektoren, die bisdato von Denis RICHTER
(Masterarbeit 2008) bzw. in der eigenen Diplomarbédiiergestellt wurdenbesitzen diese
Schnittstellen Sie wurden stetsmit Pst und Narl préapariertund mit dem BamHF bzw. Xbal-

Linker ligiert. Der Vorgangder Ligation mit dem BamHLinker ist in Abbildung 18 fur pBIM-5
exemplarisch dargestellt.

Narl 3767
Pstl 3597

PstI K1 K2 BamHI NarI

GGACCATGGGCC GTACCGGATCOGCTCC GG
ACGTCCTGGTACCCGG CATGGCCTAGGCGAGG CCGC
BIM-5
o P 10~ + BamHI-Linker (Meth-Bam)
M.HgiBI 4006 bps

+Pst Z + T4-DNA-Ligase
+Narl + ATP

Narl 3645

BamHI 3629
Sau96! 3609
Ncol 3605
Avall 3602

Pstl 3597

Meth-Bam

Mval269I 3316

. 13000 pKF30
M.HgiBI 3884 bps

Hindlll 2877

2500
s

170bpPst/Narl-Fragment aus pBIM
Abbildung 18: Herstellung des Vektors pKF30. Meth-Bam= BamH¢{Linker
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4.2.1 Wildtyp -Methyltransferasen

Die Ligation mit den Linkernwar im Fall vonM.HgiBI relativ problemlos.Die resultierenden
Plasmide wurdempKF30 (vgl. Abbildung 18) und pKF31 (XbalLinker, vgl. Abbildung 59 auf
Seitel44) genannt.

Bei M.HgiEl und MHgiCll gelang die Herstellung der eptechendervVektoren allerdings nicht
auf Anhieb Entweder wurdegar kein Oligonukleoticeingebaut, oder es wurdegteich mehrere
eingebaut Deshalb wurdesine andere Strateggewahlt Zunachst solltewus pKF30 und pKF31
mit Pst und Ssp der Linker zusammen mit einem kurzarektor-Anteil augeschnitten welen
und dann in die Vektoren mil.HgIiEl und MHgiCll eingefligt werdenAuf diesem Wegsollte
das Problem der Ligation eines groRen Fragmentes mit einem kleinen Fragment umgangen
werden. Der Aufbaudes Linker verhinderte diese Strategie, wié Pst-Schnittstelle mit der
Kontroll-MethylierungsPosition GGWCC, Avdl) uberlappt. Aufgrund der Methylierung der
Aval-Sequenz konnte diésti-Schnittstelle nicht geschnitten werden.

FUr eine alternativeéstrategie wurde bei den beiden Plasmigéid30 und pKF3leweils das
Methyltransferas&en mit Hindlll aufgeschnitten und dann lber Klen®wlymerase aufgefillt
(vgl. Abbildung19). Dadurchwird das Leseraster des Mgltransferas&ens verschoben, slas
direkt neberder (ehemaligenHindlll -Schnittstelleein StoppCodon entstehivgl. Abbildung 19).
Die resultierenden Vektoren wurdgrKF30H und pKF31H benannind sind aufSeite 113 und
144 dargestellt

Hind 11l geschnitten und aufgefullt
Aminosauresequenz: e éééééPré@idhrL yslLeuGlu eéééeéééeceéééeecééé
pKF30/pKF31 AATCTTGAAGTACCAGAAACT AATCAATTCCAATTCAGCGCAATTTAT
LA R RS RRTAR
pKF30H/pKF31H AATCTTGAAGTACCAGAAACT  AAGCTAGCTGAATCAATTCCAATTCAGCGCAATTTAT

Aminosauresequenz: ProGluThrLysLeuSer***

Abbildung 19: Ergebnis des Schneidens von pKF30 bzw. pKF31 midindlll und nachfolgendes Auffiillen mit
Klenow-Polymerase ***= Stoppcodon dunkelgrau die urspringlichi¢indlll -Schnittstelle, hellgrau die aufgefillte
Schnittstelle.

Jetztsollte die Funktion der Methyltransferase zerstort und der VektoPstizu schneiden sein.
In einem weiteren Schritt sollte mit Hilfe voRst und EcoRl das defekteM.HgiBI-Gen

herausgeschnitten und durch die Methyltransfetzesee von MHQIEI oder M.HgIiCll ersetzt
werden.

Bei der Konstrukthn der Vektoren mit der defekteMethyltransferase zeigte sich, dadas

resultierendéMethyltransferaseFragmemnimmer noch als Methyltransferase aktiv ikbbildung

20 zeigt, dasspKF30 gar nicht unghKF30H nicht konplett mit Avall verdaut werderkann (vgl.

Tabelle 21). Zusatzlich zu den Banden, welche bei einem vollstandiyedl-Verdau von
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pKF30H zu erwarten sind, lassen sich zahlreiche Zwischenbdimdiem. Das bedeutet, dass die
entsprechend®lethyltransferase entwederdwziertexprimiert wird oder an spezifischer Aktivitat

verloren hatGrundsatzlich muss sie aber weiterhin funktionsfahig geblieben sein.

pKF30 pKF30H Abbildung 20: Vergleich der

] ] Methylierung saktivititen von pKF30 und
Unv Ava BP Hind M Unv Ava B/P Hind  ,KF30H. Abkirzungen: Unv= unvelaute Probe,
—_— e e == e g — Ava= mit Aval verdaute Probe, B/P= Verdau mit
BsrGl und Pst, Hind= Verdau mitHindlll. Mit
bod bl bl et - einem Stern mrkiert sind solche Banden, die fiir
g einen vollstandigen Verdau vonpKF30 bzw.
pKF30H erwartet wurden.

oo bamd o Tabelle 21: Darstellung der BandengroRen nach
:.22 Avall -Verdau von ungeschitztem pKF30 und
pKF30H

2kb
Erwartete Bandengrof3e

1,5kb

1ih pKF30 pKF30H
b 2151 2155
0,5kb
906 906
0.25kb 605 605
222 222

Bei pKF31H konnte daslgjiche Ergebnisbeobachtet werdeDaten nicht gezeigt)Diesem
Phanomerder Aktivitat vonFragmenten aull.HgiBl, wenn es in zwei Sticken exprimievird,
wird in Abschnitt4.6 gesonderhachgegangen.

Trotz dieser partielleAval-Aktivitat war es moglich, pKF30H bzw. pKF31H nitcoRl undPst
zu schneiden. Das grof3e Fragment wurde isoliait mit dem kleinerPst/EcarI-Fragment aus
pPEIM-5 und pCIIM5 kombiniert. Sowar es mdglich,BamHF und XbatLinker mit den
MethyltransferasenM.HgIiElI und MHgIiBlI zu kombinieren Die Benennung der hierbei

resultierenden Vektoren ist abelle22 zu finden.

Tabelle 22: Benennung deraus M.HgiEIl und M. HgiCll resultierenden Vektoren

Benennung | Methyltransferas¢ Linker | Darstellung

pEIM-5 Bam | M.HgiEI BamHI | Abbildung21
pEIM-5 Xba | M.HgIEI Xbal Abbildung 65
pClIM-5 Bam| M.HgiCllI BamHI | Abbildung67
pCIlIM-5 Xba | M.HgiCll Xbal | Abbildung68
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Mit den so erhalteneVektoren namlichpKF30, pKF31, pEIM5 Bam, pEIM5 Xba, pClIM5
Bam, pClIM-5 Xba pKF30H und pKF31Hwurde nun jeweils zweimal die BisuHReaktion
durchgefuhrtd.h.es wurderewei verschidene Minipreps desselben Klons untersuglis der so
behandelten DNA wurde entweder ein 180bp grofRes Fragment (im Falle wgBEVbzw.
M.HgiBl) oder ein 300bp grol3es Fragmdimh Falle von MHQgICIl) mit den in Tabelle 10
aufgefuhrten Primern amplifizier Die entstehenden Fragmente wurden mit beiden Primern

sequenziert.

Die aus der Verwendung des reversen Primers M&hysultierenderSequenzerwaren am
besten zu leserDeshab werdenin Tabelle 23 die Ergebnise uner Verwendung defrimers
Methyl-Z dargestellt.Es wird nureine der zwei Biulfit-Sequenzerdargestellt Sind allerdings
zwischen den beiden Sequenzen dusthiede zu beobachten, so werdside Sequenzen
dargestellt. Tabelle 23 belegt fur de Wildtyp-Methyltransferasen MHgiEl und MHgiBI eine
deutliche Methylierung an der Position GGGCC und GGAB&.M.HgiCll ist die Methylierung
an de PositionGGGCC nicht zu beobachten

Vergleicht man die Methylierungsaktivitat von NgiEl und MHgiBI miteinander, so stellt man
fest, dassM.HgiEl tatsachlich weitaus starker die Sequenz GGWCC (und auch GG&EC)
M.HgiBI methyliert Damit ist die Hypothese au€apitel 1.7 bestétigt, wahrend die Ergebnisse

aus der eigenen Diplomarbeit widerlegt sind.

Erstaunlicherweise konnten bei ddmdlll -DeletionsVarianten von MHgIBI an zwei Positionen
Nebenaktivitaten beobachtet werden, dieTabelle 23 jeweils mit einem blauen Pfeil markiert
sind. Die methyliertenSequenz ist an der ersten Position GA#WCund an der zweiten Position
CGCAmC. Bisher unverstanden ist die Beobachtung, dass dmnselben Vektor zwei
unterschiedliche Nebenaktivitadten gefundererden. Die mdglicherweise unterschiedliben

Wachstumsbedingungen der Zellgarden wie tblich nicht protokolliert.

Tabelle 23 (folgende Seite) Ergebnis der Bisulfit-Sequenzierung an den WildtypMethyltransferasen. Die
Sequenzen BamHI und Xbaind die Sequenzedter Linkervor der BisulfitReaktion BamHI Bs und Xbal Bsind
die Referenzsequenzen fiir dielgende Analyse nachBisulfit-Reaktion Blaue Pfeile deuten zusatzliche
Nebenaktivititen anDie Sequenzen sind zum besseren Verstdndnis umgedreht und komgteohamestellt
(Programm GENtle)Weitere Erlauterungen siehe Text.
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Vektor

SequenzierErgebnis mit dem Primer Methyl-Z

BamHlI

CTGCAGGACCATGGGCCGAACCGCACCGTACCGGATCCGLCTCCGTTC(Q

BamHI Bs

TTGTAGGATTATGGGTTEAAGTATTGTATTGGATTTGTTTTGTTTTGGTGT]

Xbal

CTGCAGGACCATGGGCCCGACCCGTCCTCTAGACCTGACCAGTCCTGT

Xbal Bs

TTGTAGGATTATGGGTTTGATTTGTTTTTTAGATTTGATTAGTTTTGTTTG(

pKF30 (2)
(pBIM-5  +
Bam-Linker)

TTGTAGGCAT CATGGGTCGAATTGTATTGTATTGG ATTTGTT TIGTT TTGGTGTT

pPKF31(2)
(pBIM-5  +
XbarLinker)

PEIM5 Bam| 7

)

pEIM-5 Xba
(2)

pCIlIM-5
Bam(2)

pCIIM-5 Xba
(2)

ool sl

pKF30H (1)

pKF30H(2)

pKF31H(2)

A A [\hs . - g
TTGT AGGCATCNTGGGTTTG ATTTGTTTTTTAG ATTTG ATTAGTTTTGTTTGG TGT T

.. \“ A%_ *‘ ‘A

il W NI
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4.2.2 Nebenaktivitat der Methyltransferase-Mutanten aus der Diplomarbeit

Zuséatzlich zu den Wildtyethyltransferasen wurden auch die der eigenen Diplomarbeit
dargestellten PunktMutanten und DoppelPunktMutanten auf eventuelle Nebenaktivitaten
Uberpruft. Die entsprechenden Vektoren wurden mit den jeweiligen Plasmiden per
Fragmentaustausch rekombiniert (vhbildung21 fir ein repr&entatives Beispiel)

I

Mval269l 3316

Meth-Bam
Mval269l 3316

I

+ Hindlll 2877

I AmpR
\

<« AMpR
__PEIM-5 Bam

M.HgiEl 3884 bps B

pM.HgiEl E215D
- 4006 bps

M.HgiEl
E215D

OriVv A LacZa Qoriv /
g VquaC ////
Wildtyp mit BamHELinker (Meth-Bam) Mutante MHgIEIl E215Dohne Linker
GroRRes Fragment Kleines Fragment

Mval269l 3316

\
3500

pEIM-5 Bam 215M

3884 bps
M.HgiEl .,

M.HgiEl-Mutante(E215D mit BamHLFLinker

Abbildung 21: Herstellung des Vektors pEIM-5 Bam 215M. Kombiniert wurde das groRHindIll/ Mval269}
Fragment aus pEINb Bam mit dem kleinenHindlll/ Mval269tFragment aus pMigiEl E215D So konnte die

Mutation Asparaginsaure in Position 215 nach Glutaminsaure erfolgreich in den BisalfitseVektor umgesetzt
werden.

Unter Verwendung dieser Fragmentaustauschtechnik wipK&80, pKF31, pEIM5 Bam und
pEIM-5 Xba mit den in der Diplomarbeit hergestellteRunktMutationen von MHgiBI bzw.

M.HgiEIl kombiniert(vgl. Anhang Seitdd45und 147). Die daraus resultierendéiasmidesind in
Tabelle24 aufgefuhrt.
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Tabelle 24: Benennung derBamHI/Xbal -Plasmide der Mutantenaus der Diplomarbeit.

MTase | Mutation Linker | Benennung

M.HgiBI | D215E BamHI | pKF30 215M
A289V G290D pKF30 289/290M
D215E Xbal pKF31 215M
A289V G290D pKF31 289/290M

M.HgiEIl | E215D BamHI | pEIM-5 Bam 215M
V289A pEIM-5 Bam 289M
D290G pEIM-5 Bam 290M
V289A D290G pPEIM-5 Bam 289/290M
E215D Xbal pEIM-5 Xba 215M
V289A pEIM-5 Xba 289M
D290G pEIM-5 Xba 290M

V289A D290G

pEIM-5 Xba 289/290M

Mit diesen zwoélfPlasmidenwurde wie oben beschrieben jeweils zweimal die Bis&&aktion

durchgefuhrt. Die entsprechenden Ergebnisse sind inTdbelle 25 bis Tabelle27 dargestellt

Wieder wird proPlasmidnur ein Ergebnis, bei Abweichung beide Ergebnisse dargestellt.
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Tabelle 25: Ergebnis der Bisulfit-Reaktion bei den Mutanten von M.HgiBl aus der Diplomarbeit Die
Sequenzen BamHI und Xbal sind die Sequenzen der Linker vor der Bigedfiition. BamHI Bs und Xbal Bs sind
die Referenzsequenzen fir die folgende #sal nach BisulfiReaktion. Die Sequenzen sind zum besseren
Verstandnis umgedreht und komplementér dargestellt (Programm GERilgdtzlich zu den Mutanten sind die
Wildtypen mit aufgefiihrtWeitere Erlauterungen siehe Texif Seite64.

Vektor SequenzierErgebnis mit Primer Methyl-Z
BamH]I CTGCAGGACCATGGGCCGAACCGCACCGTACCGGATCCGCTCCGTTCC
BamHI Bs TTGTAGGATTATGGGTTAA GTATTGTATTGGATTTGTTTTGTTTTGGTGT]
pKF30 WT TTGTAGGCAT CATGGGTCGAATTGTATTGTATTGG ATTTGTTTTIG TTTTG GTGTT
(2)

B ey Jﬂ iy
pKF30 GTTGTAGGCAT CNTGG GTTGA ANTTGTATTGTATIGG AT TTGTTTTIGTTTITG GTGTTT
215M (1)
pKF30
289/290M
@ l l . J A Ahl A

' 2\ ': LN VAN ‘ ‘ - - - A ‘ .
pKFSO TTGTAGG AT ATGGGTCG AATTGTATTGTATTGG ATTTGTTTTIGTTTTIG GTGT T
289/290M
(2) /\AM\NY\MMGM
Xbal CTGCAGGACCATGGGCCCGACCCGTCCTCTAGACCTGACCAGTCCTGT
Xbal Bs TTGTAGGATTATGGGTTTGATTTGTTTTTTAGATTTGATTAGTTTTGTTTG(
pKF31 WT TTGTAGG ATCATGGGTCTGATTTGTTTTTTAGATTTG ATTAGTTTTGTTTGGTGTT
(2)
pKF31 TTGT.-=.GGTCNTGGGTTG TTGTTTTT.G \TTTG ATTA GTTTTGTTTGTGTTT
215M (1)
pKF31 TTGTAGGATCATGGGTCTGATTTGTTTTTTAGAT TTIGATTAGTTT TGTTTGGTGTTTG
289/290M
(1)
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Tabelle 26: Ergebnis der Bisulfit-Reaktion bei den Mutanten von MHgIiEl aus der Diplomarbeit (1). Die
SequenzZBamHl ist die Sequenz ddsinkers vor der BisulfitReaktion. BamHI Bgst die Referenzsequerfiar die
folgende Analyse nach BisuHliReaktion. Die Sequenzen sind zum besseren Verstdndnis umgedreht und

komplementér dargestellt (Programm GENt&)séatzlich zu den Mutanten sind die Wildtypen mit aufgefieitere
Erlauterungn siehe Texauf Seite64.

Vektor SequenzierErgebnis mit Primer Methyl-Z
BamHI CTGCAGGACCATGGGCCGAACCGCACCGTACCGGATCCGCTCCGTT(C
BamHI Bs TTGTAGGATTATGGGTTEA GTATTGTATTGGATTTGTTTTGTTTTGGTG
TTGT AGGNATCCNTGG GTCGAATTGTATTGTATTIGG AT TTGTT TTGTTT TG GTGT T
pEIM-5 Bam
(2)
i TTGTAGGATC ATGGGTC GAA TTGTAT TGTATTGG AT TTG TT TTGTT TTG GTGT T
pEIM-5 Bam
215M (1 \ ‘
™ | i gl
TTGTAGG ATCATGG GTCGAA TTGTAT TGTATTGG AT TTGTT TTGTTTTG GTGT T
pEIM-5 Bam
289M : .. i . .- ‘_
o | ottt
[ TTGTAGG AT CATGG GTCGAA TTGTANTGTATTGG ATTTGTT TTGTTTTG GTGT T"
pEIM-5 Bam
290M (1 _.
O el W e Jﬂ A
TTGTAGGATC NTGGGTCGAA TTGTAT TGTATTGG ATTIGTTTTIGTTTTG GTGTT !
pEIM-5 Bam
ot AL il
LY VAN LAY YV A LAY A L NS . o YILY
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Tabelle 27: Ergebnis der Bisulfit-Reaktion bei den Mutanten von MHgiEl aus der Diplomarbeit (2). Die
SequenZXbalist die Sequenz ddsnkers vor der BisulfitReaktion. Xbal Bsst die Referenzsequeffiar die folgende
Analyse nach BisulfiReaktion. Die Sequenzen sind zum besseren Verstandnis umgedreht und komplementéar
dargestellt (Programm GENtle)Zusatzlich zu den Mutanten sind die Wildtypen mit aufgefiiieitere
Erlauterungen siehe Teatf Seite64.

Vektor SequenzierErgebnis mit Primer Methyl-Z

Xbal CTGCAGGACCATGGGCCCGACCCGTCCTCTAGACCTGACCAGTCCTGT
Xbal Bs TTGTAGGATTATGGGTTTGATTTGTTTTTTAGATTTGATTAGTTTTGTTTG(
pE|M_5 Xba TTGTAGGCAT CNTGGGTCNGATTITTGTTTTTTAGNATTTG ATTAGTT TIGTTTGGTGTT'
(2)

pEIM_5 Xba T TTGTAGG ATCNTGGGTCTGATTTGTTTTTTAG ATTTGATTAGTT TTGTTTG GTGTT®

215M (1)

PN L Al ‘AJ ) A A

pEIM_5 Xba sTTGTAGG ATCNTGGGTCTGATTTGTTTTTTAGATTTIG ATTAGTTTIGTTITGGTGT T

289M (1)

pElM_5 Xba ITTGTAGG ATCCNTGGGT CTGATTIGTTTTTTAG ATTTG ATTAGTTITIGTTIGGIGTT!

290M (1)

pEIM_5 Xba TTGTAGG ATCNTGGGTCTGATTTGTTTTTTAG ATTTG ATTAGTT TIGTTTIG GTIGTT
289/290M
(1)

Wie in den Tabelle 25 bis Tabelle 27 dargestellt konnte bei keiner delPunktMutanten von
M.HgiBl bzw. MHgIEI eine zusatzliche Nebenaktivit&ulRer GGSCC beobachtet werden.
Weiterhin konnten die in der Diplomarbeit erhaltefggebnisse wiederholt werdehabelle25
zeigt fur die Mutantevon MHgiBI an Position 215 keine GGSCAKktivitdt, was auch in der
Diplomarbeit der Fall gewesen idVeiterhin zeigen alle NHgiEl-Mutantenim Vergleich zum
Wildtyp eine geringere GGWC und GGSC&Methylierung Dies entspricht ebenfaltden in der
Diplomarbeit erhaltene&rgebnissen.
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4.2.3 Nebenaktivitat neuer MethyltransferaseMutanten

Zusatzlichzu den ind.2.2dargestellten Methyltransferaddutantensolten in dieser Arbeit einige
spater auch in Abschnitt 4.4.1 verwendetenMethyltransferas&/arianten hergestellund auf
Nebenaktivitat hin untersucht werdddei diesen neuen Mutanten handelt es sich um Deppél
Tripel-Mutanten, die mit Hilfe der sogenannten inversen R@R Abschnitt3.5.2 hergestellt

wurden. Sie sind ifabelle28 gelistet.

Tabelle 28: Doppel- und Tripel - Mutanten von M.HgiEl. Genannt sindlie verwendeten Ausgangsplasmidel die
bei der inversen PCR verwendeten Primer.

Ausgangplasmid Primer Methyltransferasé&lutante | Bezeichnundviutante
(vgl. Tabelle5)

PM.HgIEIl V289A EI215BIR, M.HgiEl E215DV289A | M.HgiEl E215DV289A
EI215BIF

pM.HgiEl E215D EI290BIR, M.HgiEl E215DD290G | M.HgiEl E215DD290G
EI289BIF

PM.HgIEI V289A EI215BIR, M.HgiEl E215DV289A | M.HgiEl E215DV289A

D290G EI215BIF D290G D290G

* Die hier vewendeten Ausgangsplasmildasieren auf dem in dieser Arbeit hergestellten Vektor p&IM

Die Herstellung der Mutanten wurde durch Mutagengser inverse PCR mit den ifabelle5
damestellten Primern erreithAls DNA-templates fir die PCR wurden die inTabelle 28
dargestelltenEinzel bzw. Doppelmutantervon MHgIEl verwendet Abbildung 22 zeigt die
erfolgreiche inverse PCR. Die P@®odukte wurdemit sich selbstigiert, undin SURE®-Zellen

transformiert.

Hierbei zeigte es sich, daster E.coli-Stamm SURE® nicht
zuverlassigeingesetzt werden kann. So konnte dietante
M.HgIiEl E215DV289A nur mit einer zusatzlichemngewollten
Mutationisoliert werden (Position 316, Y $

Diese veranderte Mutanteurde trotzdem mit dem Xbalund
dem BamHFLinker versehen Die resultierende Vektoren
wurden pEIM5 Xba 215/289M und pEIM» Bam 215/289M

genannund dann miSaw®6l verdaut.

1
)
R ]
e
—
e
ey
= ——
e
el

Abbildung 22: Ergebnis der inversen PCR fir die Herstellung der
Mutanten M.HgiEl E215D V289A (1), MHgiEl E215D D290G (2) und
M.HgiEl E215D V289A D290G (3).M= Marker
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Wie man inAbbildung 23 sehen kann, fuhrte die zusatzliche Mutation im Vergleich zu gkIM

Bam und pEIM5 Xba lediglich zu einer geringfligig reduziert8al®6l-Aktivitat. Der Einfluss

der ungewollten Mutation ist offenbar nicht erheblich, so dass auf die Herstellung der richtigen

Mutante an dieser Stelle verzichtet wurtfteTabelle29 sind die Fragmente, die ohne Schutz der

Plasmide vor Sau96l entstehen wirde, gelistet.

pKF30 pKF31

pEIM-5 Bam
215/289M

pEIM-5Xba

pEIM-5Bam 215/289M

pEIM-5XDba

Marker Unv Sau961 Unv

4Kkb
3,5kD
3KD
2,5kD

2Kkb

1,5kb

1kb &

0,75Kkb

0,5kb

0,25kb

Sau961

Unv Sau96l Unv  Sau96l Unv  Sau%6l Unv

[

e Rl ]

]
W— . . .
b

- ™ " -
*!ﬂ F bt
— ) ‘;- | S

Kl el
il Ciond

-

[==]

Sau961 Marker

KD
3,5kb
3kb
2,5kb
2kb

1,5kb

1kb

0,75Kkb

0,5Kkb

0,25kb

Abbildung 23: Verdau der erhaltenenM.HgiEl E215D V289A-Vektoren mit Saw6l (Bam/Xba). Im Vergleich
dazu ist der Verdau von pEIM-5 Bam, pEIM -5 Xba, pKF30 und pKF31 aufgefihrt. Mit einem Stern markiert
sind Banden die bei einemvollstandigen Verdau mitSal®6l und gleichzeitigem vollstandigeAvdl-Schutz
vorhanden sein sollteinv= Unverdaute Prob&a961= Verdau mitSaip6l, Marker: 1kb ladder von Fermentas

Tabelle 29: Liste der zu erwartende Banden bei einem Verdawon pKF30, pKF31, pEIM-5 Bam und pEIM-5
Xba mit Saw6l bei vollstindigem Avall -Schutz In Klammern sind die GesamtgroRen der verwendeten Plasmide
dargestelltDie Plasmide pEIM6 Bam und pEIM5 Xba unterscheiden sich v@iEIM-5 Bam 215/289Mund pEIM-5
Bam 215/289Mnicht in der GroRRe der entstehenden Fragmente.

PKF30 (3884bp) pKF31 (3886bp) pEIM-5 Bam(3884bp) | pEIM-5 Xba(3886bp)
2667 2667 2055 2055
© 855 855 855 855
T
T S | 285 284 612 612
S E
52|79 79 285 284
S
L 1 79 79
1
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Die Mutanten MHgIEI E215DD290G und MHgIEI E215DV289A D290G konnte ohne weitere
Mutationen aus SUREisoliert werden.Die resultierenden Mutati@m wurden dannwie in
Abbildung 21 dargestelltijn pEIM-5 Bam bzw. Xba eingefiigDie hierbei resultierenden Klone
wurdenentsprechendabelle30 benannt.

Tabelle 30: Benennung derPlasmidemit den neuen Mutanten

Quelle derMutation Linker | Benennung

M.HgiEl E215D 290G BamHI | pEIM-5 Bam 215/290M

M.HgiElI E215DV289A D290G pEIM-5 Bam 215/289/290M

M.HgiEl E215DD290G Xbal pEIM-5 Xba 215/290M

M.HgiElI E215DV289A D290G pEIM-5 Xba 215/289/290M

Die Bisulfit-Reaktion wurde lediglich von den richtigen Klonen, alstiyEI E215DD290G und
M.HgiEl E215D V289A D290G jeweils zweimal durchgefihrt. Jeweils esinder beiden
Ergebniseist in Tabelle31 dargestellt.
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Tabelle 31: Ergebnis der Bisulfit-Reaktion fur die Mutanten M.HgiEl E215D D290G und MHgiEl E215D
VV289A D290G.Die Sequenzen BamHI und Xbal sind die Sequenzen der Linker vor der Biedfition. BamHI| Bs
und Xbal Bs sind die Referenzsequenzen fur die folgende Analyse nachtBigalktion.Die Sequenzen sind zum
besseren Verstandnis umgedreht und komplementgestallt (Programm GENtleXusétzlich zu den Mutanten sind
die Wildtypen mit aufgefuhriVeitere Erlauterungen siehe Texif Seite64.

Vektor SequenzierErgebnis mit Primer Methyl-Z
BamHI CTGCAGGACCATGGGCCGAACCGCACCGTACCGGATCCGCTCCGTTCC
BamHI Bs TTGTAGGATTATGGGTTAAGTATTGTATTGGATTTGTTTTGTTTTGGTGT]
pElM_5 Bam TTGT AGGNATCCNTGGGTCGAATTGTATTGTATTGGATTTGTT TTGTTT TG GTGTT
(2)
pElM_S Bam TTG AGG (C 2 TG GTCG '. TTG-'A TTGTE TTGG-’xT TTTT TTGTTTTG GTGTT"
215/290M(1)
pEIM_5 Bam TTGT AG G "-.T CNTGGGTCGAATTGTAT TG.—'=.TTGG ATTTGTTTTGTTTTG GTGT T’
215/289/290M _
“ A Juuuu
LR PN SRR VN.TALVAN . PN Ao A 'A S, il “_

Xbal CTGCAGGACCATGGGCCCGACCCGTCCTCTAGACCTGACCAGTCCTGT
Xbal Bs TTGTAGGATTATGGGTTTGATTTGTTTTTTAGATTTGATTAGTTTTGTTTG(
pElM_5 Xba TTGT AGGCAT CNTGGGTCNGATTTGTTTTTTAGNATTTG ATTAGTT ITTGTTTGGTGTT!
(2)

pULAME N“A._U“Lh AR AR
pElM_SXba s TTGTAGG ATGGGTCTGNAT TTGTITTITAGATTIGATTAGTITTIGTTIGGTGT T

215/290M (1)

et

WA

PEIM-5 Xba
215/289/290M

(1)

TTGTAGGATCNTGGGTCTGATTTGTTTTTTAG ATTTG

ATTAGTTTTGTTTGGTGTT.

Wie man inTabelle31 erkennen kann, zeigen die MutanterHgiEl E215DD290G und MHgIEI
E215DV289A D290G keinerlei zuséatzliche Nebenaktivitaten. Sid sinder Lage, die Sequenzen
GGWCC und GGNCC zu nethylieren. Sie zeigen abewie die anderenjn Abschnitt 4.2.2

dargestellten Mutanten von MgIEl eine geringere Methylierungsaktivitat als die I&tip-

Methyltransferase NHgIEI.
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4.3 Mutante R.HgiBl S176N

Die Mutante RHgIBI S176N ist eineSchlisseMutante, die von anderehutorennicht erhalten
werden kante. Den ersten Versuch dazu macBteM (1995), denzweiten KRIESE (1996,
unpubl). BLum versuchtezunachstdie Endonuklease RgiBl S176Nunter der Kontrdé der
Methyltransferase NHgiBl zu klonieren Grundlagefiir diese Mutagenese wdas Plasmid pBI
His (vgl. Abbildung 24). Nachdem dies nicht gelangersuchteBLum die Endonukleas®.HgiBI
S176N wie RHgIEI N2231(Typ N undl an den Positioneh76 bzw.223 weiterdeshalbR.HgIEI

NI genannt zu generieren.Diese konnte dadurch erhaltemerden, dss ein umorganisiertes
Operon von RMHQIEI fur die Klonieung der Mutante verwendet wurde. Dieser Vektor wurde
nach Einfligen der Mutation N223I in BgiElI pEFHis NI genannt(vgl. Abbildung 24). Die
Endonuklease RIgiEl wurde zu den Genen von HZIEl und MHgIEl in umgedrehter
Orientierung klonierund somitnur vom eigenen Promotor exprimieYWahrend e Konstruktion
gelang, gelang di€enerierung der Mutant.HgiBl S176N so aber nichbbwohl die Zelledurch
die starkereheterologeMethyltransferase NHgIiEI geschiitzt wurdévgl. Tabelle23).

Kpnl 6024
ol s Sall 6003

Avall 624

Bglll 4071

Xbal 4047 Nsil 5528

Avall 846 BSIGl 5442 M-HgiEN
N
Xbal 5251 6000

R-HgiBI Bglll 5227

BsiGl 3856

~

00 .
pB1-His o0
4873 bps

Nsil 3770 R.HgIiEI NI

pEI-His NI

6681 bps L

Nsil 4843
Pstl 4834
Xbal 4717 »

3000
7

Xbal 4447 Xbal 2223
Smal 2241
Xmal 2241

Plac Plac
M.HgiBI
Pstl 2247

BsiGl 4256

2232 i
EcoRl Nsil 4170

Smal
Xmal
Banll Nsil 3728
Sacl

EcoRV

Sphl

Kpnl

Ncol

2278

4000 hog
/ 3000
\ LacZa-ORfC
[R.HgIEI]
M.HgiEl
Sphl 2306

HindlIl 2887 Ncol 2678

Abbildung 24: Darstellung der PlasmidepBI-His und pEI-His NI.

In dieser Arbeit sollteine andere Sitegie verwendet werdelm Gegensatzu der Mutagenese
Strategie von ErwiBLUM, der de Mutante RAgiBl S176N mittels Einfligen der Mutation S176N
Uber Restriktionsverdaberstellen wollte, sollten dieser Arbeit zunéchst die Mutagenese Uber
inverse PCRlirekt erfolgen Dazu wurden dien Tabelle6 dargestellten Primererwendet Das
templatewar pBFHis. Die inverse PCR warerfolgreich Daten nicht gezeigt). Die erhaltenen
PCRFragmentevurden ligiert,mit Dpnl zur Eliminierung desemplatesverdautundin SURE®,
HB101, und pHK662/HB101 transformiert. Hierbei konnten ledigliegh dem Stamm

pHK662/HB101drei Klone erhalten werden. Alle drei Klone besal@ierdings eine defekte
75



Ergebniss

EndonukleaseAufgrund einer Baseinsertion kommt es zeinem Frameshift undamitzu einem
internen StopgCodon

Aufgrund diesererneut negativertrgebnisse wurde eine weie Strategie entwickelEs sollte
zunachst ein kleines Fragment aus dem Gen vbigiRI subkloniert und dann Uber inverse PCR
mutiert werden. Nacterfolgreicler Mutagenesaollte das kleine Fragmemt dasursprtingliche
PlasmidpBI-His eingeflgt werden.

Die praktische Durchfiihrunigeginnt mitder Subklonierungeines 685bp groReNsil-Fragmentes
aus RHgiBI (kodiert im PlasmidpBI-His, vgl. Abbildung 24), welches die Aminosawfeosition

176 der Endonuklease HRiBl einschliel3t. Das Fragment wiid das mit Nsil linearisierten
Plasmid pKW6 (vgl. Abbildung 52) eingefugt. Hiermit entsteht daBlasmid pKF3. Da das
Fragment in zwei verschiedenen Orientierungen eingeflgt werden kann, wird die eine Richtung
als pKF3 bezeiclmet, die zweitals pKF3+. Beide Variantesind inAbbildung25 dargestelltDie

in beiden Plasmidemorhandeneverkirzte Version des Laromotorsist entweder hinter dem
eingesetzten Fragment-Qrientierung) angeordnet, oder zeigt in die umgekehrte Richtung (
Orientierung). Somit sollte dieses kleine Fragment weder exprimiert,sobéldlich fir die Zellen

sein.

Munl 606
R.HgiBI Fr.
Lacl \ |
4000

R.HgiBI Fr.
Lacl \ |
4000

Plac

EcoRV 3464

Xmal Narl 3273

Narl 3273 BamHI| Kasl 3273

Kasl 3273

pKF3 -

2000 4258 bps

pKF3 +

2000 4258 bps

1000~ 1000 "

2000
\

[
\\\ \\\
N\ O
\ N
R N
\\\ AmpR
QO

Pvul 1886
Bgll 2134 Pvul 1886

Sspl 1451 Spl 1451

Abbildung 25: Darstellung der PlasmidepKF3+ und pKF3-. Die Fragmente RigiBIl (abgekirzt mit RHgiBI Fr.)
wurden, obwohl sie nicht exprimiert werden, mit einé?feil dargestellt, um die andere EinféBé&htung
darzustellen.

Die erhaltenenPlasmide lassen sich mittels z.BMunl und Pst charakterisieren.Da die
Orientierungdes Insertsfir die weiteren Schrittaunwichtig war, wurde sie nicht bestimmt.
Deshalb wird der erstellte und fir die weitere Mutagenese eingesetzte MVektort e r Ap K
genannt. Die Ausbeute der Klone war md@ephosphorylierung von pKWRBAIl gut (von acht
charakterisierten Klonen waresieben richtig). pKF3vurde mit den Primern, die imabelle 6

aufgefuhrt sind, an der ehemaligen Position 178urch inverse PCRmutiert. Durch die
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Verwendung der unvollstdndigen Endonukleasetesblerbei das Problem der hdoheren Aktivitat
der Endonuklease umgangen werdeas kleine mtierte Nsil-Fragment aus pKF3 soll@ann in
dasmit Pst geschnittenéPlasmidpBI-His eingefliigtwerden um somit den Vektor pKF3mut zu
erzeugen.

Die Mutagenese des PlasmylsF3 gellte sichals zunachst schwierig heral®shalb wurde als
Kontrolle flr die Mutagenesd®CR deVektor pBIl-His mit denselben Primern invers amplifiziert
da dies bereits erfolgreich gewesen war (siehe ollatt war die Mutagenedar die beiden
Plasmideerfolgreich Es handelte sich vorhgermutlich um eirtechnische®roblem bei der PCR.
Nach Ligation der linearen PGRrodukte und nachfolgender Transformation in pHK662/HB101
konntenjeweils einige Klone bei der Mutagenese von pK3d von [BI-His erhalten werden.
Alle Klone aus pKF3wurdenals WildtypSequenzen ideniffiert. Die Sequenzierung der Klone
aus [Bl-His zeigte ein Uberraschendes ErgebRis: Klon enthieltdie gesuchte Mutant®.HgiBI
S176N!

Um zu Uberpiifen, warum jetztlie Mutagenese von RgiBI erfolgreich gewesen wawurde das
kompletteOperon aupBI-His sequenzierDie Methyltransferase MigiBI besitztdemnach einen
FrameShift nach der Aminosaureposition 4Es kommt daherelativ fruih zum Abbruch der
Synthese deMethyltransferasévl.HgiBIl. Diesesvollig unerwartete Ergebnis gibt Anlass zu der
Frage, warum die Endonuklease RgiBI S176N ohne den Schutz durch die zugehdrige
Methyltransferase klonieren werden konridéese Frage liel3 sich durch einen Restriktionsverdau
des Plasmides (weiterhin pKF3mut genarwdj. Abbildung 26) relativ schnell klarenBei
Linearisierungdes erhaltenen Plasmidest Pst konntenzwei Banden beobachtet werden. Dies
lie nun den Schluss zu, dass in dem neuen Stamm pKF3mut zwei unterschiedliche Plasmide
vorliegen. Ein Plasmid zeigte mit 5kb die Gréf3e des mutierten PlasmidésiBihd ein Plasmid
war mit 6kb etwas grof3er. Ein Verdait Nsil, der pKF3mut zweimal schneidet (resultierende
Fragmente 685bp und 4187bp) wies nicht nur die zwei genannten Banden auf, dentermem
Pst-Verdau ebenfalls beobachtete zusétzliche Bandékhit
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PstI Nsil E/M Uny M
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Abbildung 26: Darstellung des Plasmides pKF3mutE/M: Verdau
mit EcoRl undMval269I,unv= unverdaut, M= 1kb ladder von NEB.

Als zusatzliches Plasmid kam aufgrund der StaKonstruktion nur das HelfdPlasmid pHK662

in Frage.Durch denVerdau mit EcoRI/Mval269] konntedas zweitePlasmid als pHK662
identifiziert werden. Somitst die unerwartete Beobachturagklart: MHgiCll, die ad dem
PlasmidpHK662 kodiert ist, ist in der Lage, die Zellen vor der EndonukleablgiBL S176N

durch Mehylierung zu schitzen.ige weitere Methylierung durch MgiBI wird nicht bendtigt.

Das Gen fur MHgIB | konnte also Afolgenlosfi mutieren
unbekannter Selektionsdrudierrscht, B. weil die MHgiBI eine unbekannte,bar schadliche

Nebenaktivtat hat.
Um zu uberprifen, ob die nun erhaltene Mutante tatsachineh aktive Endonuklease kodigert

wurde die Endonuklease wie Abschnitt 3.7.1 dargestellt Uberexprimiert und wie in Abschnitt

3.7.2dargestellt aufgereinigDas Ergebnis der Aufreinigung ist Abbildung27 dargestt.
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Abbildung 27: Ergebnis der Aufreinigung der Mutante R.HgiBlI S176N (SDSPAGE). Mit schwarzem Pfeil
markiert sind die erwarteten ProteinbandAbkirzungen: G= Gesamt, L= Lysat, D= Durchfluss, W1= Wasch 1,
W2= Wasch 2, W32Wasch 3, E41= Eluat E11, E}2= Eluat E12, E21= Eluat E21, E22= Eluat E22. M=
Proteinmarker von Fermentas.

Das Protein, welches ein Molekulargewicht vangefahr 32kDa aufweist, konnte in der
Eluatfraktion E31 und E12 erhalten werderDassoisdlierte Proteinwurdeflr einen Testverdau
mit pUC19 eingesetzt (vglAbbildung 28). Als Kontrolle zu diesem Verdawurde pUC19 mit

kommerziellemAvall verdaut.

G L D W1 W2 W3 FEI1I1EI-2E2-1F2-2 A U M

ED T2 s dnh i e Bk ST BB N s e

Abbildung 28 Verdau von pUC19 mit den Fraktionen aus der HisTag-Aufreinigung von R.HgiBI S176N.Mit
weiRenPfeilen markiert sind die Banden, welche bei einfvall-Verdau von pUC19 entsteheAbkirzungen: G=
Gesamt, L= Lysat, D= Durchfluss, W1= Wasch 1, W2= Wasch 2, W3= WaschB; Eluat E11, E1-2= Eluat E1
2, E21= Eluat E21, E22= Eluat E22, A= Verdau von pUC19 mifval, U= unverdaute Kontrolle, M= 1kb ladder
von NEB.
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Wie in Abbildung 28 zu sehensind die Enzyme in den verschiedenen Fraktionen (besonders
natirlich die Eluate E1, ELX2, E21 und E22) in der Lage, pUC19 zu verdaueXlerdings ist
stetsein starker unsgzifischer Abbau zu beobachtddm auszuschlieRen, dass ein unglinstiges
Enzym/DNA-Verhaltnis verwendet worden ist, wurdger Verdau mit derselben Mend@NA,

aber weniger Enzynwiederholt (vgl. Abbildung 29). Gleichzeitigwurde tGberpriuft, ob dieses
Enzym bei 37°C der bei 47°C aktiver ist, ddRIESE (unpubl) ermittelt hatte, dasR.HgiBI WT

bei 47°C aktiver ist, als bei 37°C.

El-1 El1-2 Ava U M

37°C 47°C 37°C 47°C 37°C

Abbildung 29: Darstellung der Verdaue mit
4D Hilfe von R.HgiBI S176N.Verdaut wurde
kb pUC19 mit den Eluaten E1 und E12 bei
2Kb 37°C baw. 47°C. pUC19 wurde auf3erdemit
Aval verdaut(Spur Ava) dies wurdenur bei
37°C durchgefihr Mit weil3en Pfeilen markiert
sind die Banden, die beim Verdau von pUC19
mit Avall entstehenU= unverdautM= 1kb
ladder von NEB.

1,5kb

1Kkb

0.5Kkb

Abbildung 29 belegt furR.HgiBI S176N bei 37°C eine gute Aktivitdvahrendbei 47°C offenbar
sehr schnell unspezifische, sehr kleine Fragmente entstehen

Entgegen der Erwartung zeigt dieraktion E1-1 mit regelmaBig der hochsten Enzym
Konzentration nureinen uwollstandigen Aval-Verdau Deshalb wurde diese Expression
wiederholt Erneut zeigte sickin @hnlichesMuster (mehr Enzym = wenigéwall-Aktivitat, mehr
unspezifischer Verdau)

Nach Erhalt deMutante RHgiBI S176N als pKF3mutwurde das Projekt voseite 76 oben
wieder neu aufgenommen, um zu testen,d@b Methyltransferase MgiBI nicht doch fir die
Klonierungvon RHgiBI S176N auszichen wirde. Hierzu wurde aus dem Plaspi&3mutuber
Nsil das mutierte Fragment der EndonukleadddiBl S176N herausgeschnitten undnmit Pst
geschnittenepBI-His eingeflugt.

Das aus der Kombination von pBlis undpKF3mut resultierende Plasmicurde pKF4 genannt

Auch hier gibt es wie bei dem Vektor pKE®ei mogliche Orientierungewlie Uber eien Verdau
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mit Munl undPst gut zu charakterisieren sind. Trabelle32 sind die Schnittpositionen vdvunl
undPst fur die beiden Orientierungen (+) und dargestellt.
Tabelle 322 Charakteristischen BandengréfRen von pKF4+ und pKF4 bei einemVerdau mit Pst und Munl.

Die GesamtgolRe der beiden Plasmide betragt 5193k hinterlegt sind diBanden, durch die man die beiden
Plasmide eindeutig unterscheiden kann.

pKF4- pKF4+
Schnittpositionell BandengrofRen Schnittpositionel Bandengrol3en
2115 93bp 2115 93bp
2208 1375bp 2208 1375bp
3583 1031bp 3583 694bp
4614 181bp 4277 518bp
4795 2517bp 4795 2517bp

Das gewiinschte Resultat der Ligationdsis PlasmidpKF4+. Es ist deshalb inAbbildung 30
dargestellt. e entsprechend®lasmidkarte des Plasmidp&F4- befindet sich im Anhang auf
Seite 151 Bei pKF4+ befindersich in frame hintereinander die EndonukleaseHBiBI in der
nicht mutierten Forngefolgt von demnkleinen, mutierten R.HgiBI-Fragmentaus pKF3mut, das

keine eigene Ribosomenbindestelle besitzt und deshalb in dieser Form nichtiexpsierden

sollte.
Xbal 4741
R.HgiBI Fr. "S176N[
Nsil 4455 \
5000

pKF4+

R.HgiBl —*° 5558 bps
Xbal 4047
Nsil 3770

2232

EcoRI
M.HgiBI ‘ co

Smal
Xmal
Banll
Sacl
EcoRV

Hindlll 2887 Sphl
Kpnl

Ncol
2278

Abbildung 30: Darstellung des PlasmidpKF4+.

In dieser Orientierung sollten durch eine einfache Deletion Kbar die Wildtyp-Aminoséure
Position 176 herausfallen. Es solttier dieMutation S176N Ubrig bleiben
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Der Vektor pKF4+ konntelurch die oben geschilderte MethadgpHK662/HB101einem Schritt
erhalten werderDrei vonvier charakterisierten Klonen wiesen das richtige Spaltungsmuster mit
Munl/Pstl auf. Der vierte Klon konnte aldas Ursprugsplasmid pBiHis charakterisiert werden

Der Vektor pKF4+ wurdemit Xbal geschnitten, dagroRRe Fragmerisoliert, ligiert und in SURE,
HB101, BL21 und pHK662/HB10Zellen transformiert Durch dieseSelbstligation solltedas
PlasmidpKF5 entsteherfvgl. Abbildung 31). Dieses Konstrukéntspricht in der Art der NHgiBI-
Anbindung dem Vektor pBHis (LacZirFusion @&r Methyltransferase). & einzige Unteschied
besteht darin, dass keiriest-Schnittstelle mehr vorhanden igter fur die Aufreinigung wichtige
His-Tag ist weiterhin vorhanden.

Xbal 4047

R.HgiBI S176N

Nsil 3770

~
4000

pKF5 1000~

4864 bps

2232
EcoRI
Smal
Xmal
Banll
Sacl
EcoRV
Sphl
Kpnl
Ncol
2278

Abbildung 31: Darstellung des Vektors pKF5.

Das Ergebnis der Transformation zeigte, dass sich dieses Konstrukt weder in BL21 noch in
HB101-Zellen etablieren lie3. Bei den BLZellen konnten keine Klone erhalten werden, den
HB101-Zellen konnten nusolche Plasmide isoliewerden, die ein del&itesRM-System trugen.

Einige davon warewval-resistent. Sigrugenalso noch die MethyltransferaseeiBanderen war

nicht einmalmehrdie Methyltransferase im Plasmid vorhand&mes Plasmide warefolglich

nicht mehrAvall -resistent

Bei SURE® und HK662/HB10%tZellen schien es zunachst, dais Transformation erfolgreich
durchgefuhrt werden konnte (es konnte kein deutlicher Unterschied in der Grol3e beobachtet
werden).Bei SURE® konnte ein Klon, bei pHK662/HB101 drei Klorisoliert werden Nach
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Sequezierung zeigte sich, da zwar alle Klone diggesuchteMutation S176N\ aber auch
zusatzlitbe Mutationen trugerOffensichtlich fihren die zusatzlichen Mutationen dazu, dass keine
aktive Endonuklease gebildet wirBlei SURE® war nach der Position S176&ine Deletion von
55bp zu beobachten. Diefiihrte zu einem Fram8hift und dshalb zu einem internen
StoppcodonDie Klone aus pHK662/HB10ttugen alle eine EinzédasenDeletion, entweder vor
der S176N Mutation (ein Klon) oder nadbrMutation (zwei Klore).

Aus diesen Versuchen ist endgultideutlich geweoden, dass eine Methylierung durch die
wildtypische M.HgiBI keinen ausreichenden Schutz vor dertafion RHgiBl S176N darstellt.
M.HgiCll bietet dagegen einen ausreichenden ScHdémit musste eine Se von Konstrukten
entworfen werden, die klarewob sich die Mutant®.HgiBl S176N auchunterdem Schutz von
M.HgIiEl herstellen lasst. Zuséatzlicergibt sich die Fragepb eine Klonierung der Mutante
R.HgiBl S176Nvielleicht unter dem Einfluss des kleineeserahmens ElgiBl méglich ist.

4.4 Expression von RHgiBl S176N in Abhangigkeithomologer und
heterologer Methyltransferasen und Kontrollproteine

Nachdem es pmizipiell gelungen war, die Mutante S176N delgiBl-Restriktionsenzyms
herzustellen, eroffnete sictiie Mdglichkeit, das Phanomen der Nichtklonierbarkeit unter der
Kontrolle der homologen Methyltransferase HgiEl auf den Einfluss weniger Aminosauren
einzugrenzen. In einer Arbeitshypothese wurden wenige Aminosauren aasgaerecognition
domainder eng verwandten MethyltransferadédriHgiBl, M.HgiCIll und MHgiEIl als molekulare
Ursache angenommen. Hier konnten die Unterschiede bei der Methylierung der €88§@Gz
eine entscheidene Rolle spielen (vgbbildung 12). Aul3erdem soll der Einfluss der kleinen
Leserahmens OrfC in diese Untersuchungewohl zur homologen als auchkur heterologen

Expressiomit einbezogen welen.

4.4.1 M.HgiEl Varianten

Nachdem erkannt wurde, dassHdiBI nicht, MHgiCll aber sehr wohl in der Lage ist, die
Aktivitdt von RHgiBlI S176N zu kontrollieren, sollte untersucht werden, olH§EI oder
Varianten davon ebenfalls in der Lage sind, diéddivitdt zu kontrollieren. Anhand der
Ergetmisse vonBLum (1995) wurde spekuliertdass MHgIEI die Mutante RHQiBI S176N

kontrollieren kann. Deshalb wurdiée Methyltransferase MgIiEIl mit der Endonuklease RgiBI
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kombiniert, und zwar auf Basis von pBis (vgl. Abbildung 24). Die Rolle des @Proteins wurde
hierbei zunachstufder Acht gelassen, indetlie Methyltransferase MgiEl ohne OrfC in pBiHis
kloniert wurde Die Methyltransferase MIgIEI ist in dem neu hergestellten Vektor als LgcZ
Fusion vorhandenst alsogenau wialie Methyltransferase MgiBI in pBl-His angehangt

Hierzu wurden pBHis und pE{His mit Ncd/BsrGl verdaut, und dann d&deine Fragment aus
pEI-His (tragt MHgIEI und den Anfang der Endonukleas¢i&EI) und das grof3e Fragment aus
pBI-His (tragt den grol3ten Teil der Endonuklease und den Vektordigiei].

Die Nutzung desBsrGI-Schnitts am Anfarg der Endonukleasen ist aglich, weil sich die
Sequenen zwischen RHgIElI und RHgiBI erst distal zu diesem Schnitt unterscheidBas
resutierende Plasmidvurde pKF21 genannbie Plasmidkarte ist idbbildung 32 gegeben

Pstl 4464

Abbildung 32: Karte desPlasmids
pKF21. Blaue Kastchemmrahmerdie
fur die Veranderung der MTase
verwengten Schnittstellen, rote
Kéastchen die Schnittstellen, welche fur
die Kombination mit der Mutation
S176N in der Endonuklease verwendet
wurden.Das Gen fur MHgIEI liegt aus
klonierungstechnischen Griinden als
LacZzrFusionsprotein voMNach25
Aminosauren aus Lagbeginnt die
MTase mit der ersten Aminosaure.

BsrGl 3856 R.HgiBI

PKF21 o™

4873 bps

Mval269l 3326 |

M.HgiEl

Hindlll 2887

Um nun auchzu Uberprifen, ob Mutanten der MethyltransferaseldvEl einen Einfluss auf die
Klonierbarkeit von RdgiBlI S176Nhaben, sollten zum einehe in der Diplomarbeit hergestellten
Mutanten von MHGgIEI, zum anderen noch zusatzliche, in dieser Arbeit hergedwlitanten in
pKF21 eingefiigt werderHier wurde soweit wie moglich systematisch vorgegangen, indem die
zwischen MHgIEI und MHQiBI unterschiedlichen Aminosauren jeweils einzeln oder gemeinsam
ausgetauscht wurden.idfertig kombiniertenMutanten sind in Abbildung 33 dargestellt Bei
M.HgiEl handelt es siclhierbeium Mutationen an deAminosaurePositioren215( E Y D289

( VYAYnd 290 ( DY Gei RHgiBl um eine Mutation der Position176 (SY N). Die
Tripelmutante von MHgIEI entspricht weitestgehend dem Wildtyp vorHgiBl.
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M.HgiEl R.HgiBlI
o 215 289 290 119 176 223
Binzel- [ | > [ WSBIVallAspl | > B +
Mutanten
Fris +
> ETcummEAsIT])>
> cEvam)> +
Doppel- [ | - [ ASHMENAsl | > -
Mutanten =
> e +
1> e > ;
Tripek [ e A e -
Mutante B> L]

Abbildung 33: Systematik der zu erstellenden MethyltransferaseMutanten, mit welchen versucht werden soll,
die Mutante R.HgiBlI S176N ohne Einfluss des OrfC zu erhalterMit + gekennzeichnet sind die Mutantevelche
bereits in @r Diplomarbeit hergestellt worden sind, rmisolche, welchéiier noch hergestellt werden missgsgl.
Abschnitt4.2.3. Oberhalb der einzelneRroteine sind die Aminosaurepositionen, welche véeét werden sollen,
angegeben

4.4.1.1 Kombination von R.HgiBI S176N mitM.HgiEl-Mutanten aus Diplomarbeit

Die Kombination von KF21 mit denmutierten Methyltransfaserwurdedadurch bewerkstelligt
dass pKF2 und diefur die mutigten Methylltransfesisen kodierenden Plasmi@l. Anhang
Seite146) jeweilsmit Hindlll/ Mval269I geschnittemurden In den Grenzen dieser Schnitte
befinden sichalle in der Diplomarbeit eingefuhrten Mtitenen Es wurdenunstetsdas kleine
Fragment der mutierteM TasePlasmidmit dem grof3en Fragment des Plasnui&21

kombiniert Die mutierten Plasmide/urden wie in

Tabelle33 angegebebenanntSie wurden in pHK662/HB1GZellen in guter Ausbeute erhalten.

Quelle der M.HgiEI-Mutation | Benennung

M.HgiEl E215D pKF22 Tabelle 33: Benennung der aus dem PlasmigkF21
; durch  Kombination mit mutierten MTase-

M.Hg!EI V289A PKF23 Stiickchen entstandenen Plasmide

M.HgiElI D290G pKF24

M.HgiEl V289A D290G pKF25

Um die Mutation S176N in dieendonuklease RigiBl einzufuhren, wurd dasin Abschnitt4.3

hergestellte Plasmid pKF3mut und die Plasnp&21 bis pKF25 miBsrGl undPst verdaut und

das kleine Fragment aus pKF3mut mit dem grof3en Fragmemkdt&l bis pKF25 kombiniert.
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Die gro3en Fragmeaiaus pKF21 bis pKF25 wurden vor der Ligation dephosphoryliert, um die
Effizienz der Ligation zu erhéhemie Ligation wurde zunéchst imier verschiedenen Stamme
HB101, pHK662/HB101, SUREuUNd BL21transformiert. Das Ergebnis dieser Transformation ist
in denTabelle34 und Tabelle 35 aufgefiihrt.Nicht aufgenommen wurdesolche Klone, didei

der Analyseein falschesAval-Muster zeigten, um zu gewahrleisten, dass von vornherein nur
intakte Methyltransferasen untersucht werdéfie man inTabelle 34 sehen kann, fuhrte die
Transformation der Plasmide pKF21 bKF25 haufig zum Einfliigen eines gleich grofRen
Fragmentes aus deBcoli-Genom (genannk.coli- Sequenz). Hierbei handelt es siaim @inen
Klonierungsartefakt, da mit dem kleindsrGl/Psti-Fragment aus pKF3mut auch Spuren von
E.coli-DNA aus dem praparativen Gel isoliert werden. Auffallend haufig kommt es zur Bildung
einer 24bp Deletion (vgAbbildung 34).

Tabelle 34: Ergebnis der Kombination von pKF21 bis pKF25 mit RHgiBI S176Nin SURE®, HB101 und BL21.
Abkurzungen: X= Keine Klone erhalten, * = Klenerhalten, aber nicht sequenziert. In Klammern sind die
Laborbezeichnungen der Klone angegeben

Pl id Quelle der M.HgiEl- Mutationstypen im Bakterienstamm
asmi )
Mutation SURE HB101 BL21
1. E.coli-Sequenz
) 1. 24bp Deletion (21-3)
pKF21 LacZeWT X (21-9) 2.24bp Deletion
(21-2)
1. E.coli-Sequenz
LacZyM.HgiEl (22-1) 1. 24bp Deletion
pKF22 E215D 2. 24bp Deletion X (22-3)
(22-2)
DKF23 LacZyM.HgiEl X 1. 24bp Deletion 1. 24bp Deletion
V289A (23-2) (23-4)
KE24 LacZyM.HgiEl 1. E.coli-Sequenz N 1. E.coli-Sequenz
P D290G (247) (243)
LacZyM.HgiEl . .
PKF25 V289A D290G X

103 107 111 115 119
AlaAla LeuAspGIn AlaGInTrp AlaAla lle AspGin LeulleSer
WT seq GAAATTATGATATTCAAGCAGCACTTGATCBEACAATGEBCAGCAATTGATCABAATTTCT

TN LRHATRHRTRIAY
Mutante GAAATTATGATATTCAA GCAGCAATTGATCAATTAATTTCT

Abbildung 34: Darstellung der 24bp Deletionsmutante aus der Transformation von pKF2pKF25 und pKF42
kombiniert mit der Mutation S176N. Unterstrichen sindind fast identische Wiederholungen der Sequenzen.

Bei diesermehrfach erhalteneWariante sind 24bp relativ nahger AminosaurePosition 119
deletiert. Dies fuhrt nicht zu einem frihzeitigen Abbruch des Leserahmeosdern zu der
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Deletion von acht Aminoséuren ader sonst erhalteneR.HgiB | . Di es eDelatib 37 A2
bezeichnetdlutante wird im Abschnitd.4.2weiter behandelt.

Da BLum (1995) die EndonukleasR.HgiCIll nur aus vormethylierten Zellen erhalt&onnte,

wurde die entsprechende Transformation von numwnnoch in mit pHK662 vormethylierten
HB101-Zellen durtgefihrt (genannt pHK662/HB10I)ie bisdatoerhaltenen Klone aus HB101,

BL21 und SURE wurdenverworfen

Wie in Tabelle 35 gelistetfuhrte auchdie Transformation der Plasmid@KF21 bis pKF25 in
pHK662/HB101 zu unspezifischen Anderung@war konnte die Endonuklea R.HgiBl S176N
in mehreren Falleerhalten werdenaber es wurden etliche zusatzlidWeitationen entweder an
Position 97 (pKF23, pKF25) oder 189 (pKF22¢obachtetAuffallig ist, dassalle drei dieser
Mutationen eine Mutation von Arginin nach Glutanairslosten

Tabelle 35: Ergebnis der Kombination der PlasmidepKF21 bis pKF25 mit R.HgiBI S176Nin pHK662/HB101.
In Klammern sind did-aborbezeichnungen der Klone angegel@rsatzlicheMutation an Position X bedeutedass
nebender Aichtigen Mutation S176Neine weiteresingefligt wude.

Plasmid | Quelle der M.HgiEI-Mutation Mutationstyp in pHK662/HB101
pKF21 LacZyzWT 1.E.coli-Sequenz (2, 2112, 2113, 2114)
2. 24bpDeletion(21-6, 21-8)
pKF22 LacZrM.HgiEl 1. E.coli-SequenZ22-7, 229)
E219D 2. 24bpDeletion @2-4, 225)

3. bisher unerklarlict{22-6)
4. ZusatzlicheMutation( Po s i t i 0 n228)8

pKF23 LacZrM.HgiEl 1. E.coli-SequenZ23-9, 2311)

V289A 2. 24bpDeletion 35, 238)

3. Wildtyp (237)

4.Zusatt i che Mut ati on b 23P2)

pKF24 LacZyrM.HgIEIl D290G 1. E.col-SequenZ24-12)
2. 24bpDeletion (244, 245, 246)

pKF25 LacZrM.HgiEIl 1. E.coli-SequenZ25-1)°
V289A D290G 2. 24bpDeletion (254, 255)
3. Zuséatzliche MutatiorfPosition 97R Y ,Q5-3)

° bei der Transformation wurden deXlone auf LB-Platten mit 150pg/ml Amp ausgestrichen
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Diese Ergebnisse kénnten alréi unterschiedlichérten erklart werden:

1 Die verwendeteMethyltransferas®él.HgIEl ist als LacZrFusiorsprotein nicht in der Lage,
ihre Funktionvollstandigauszufillen

1 Durch die Nutzung des2Promotors kommt es zu einer starken Expression sowohl
von derMethyltransfeaseals auchvon derEndonuklease

1 Die Vormethylierung durch pHK662 reicht hicaus, um die Zellen vor der entstehenden

Endonuklease zu schitzen.

Die ersteHypothese solltelurch ein neues Plasmatbgeklart werden. Hierbei wurdeis demrmeu
erstelltenPlasmidpEIM-5 durch Fragmentierungnit EcoRl und Mval269I das klme Fragment
isoliert undmit demgrofRen Fragment aus deBtoRl/Mval269] geschnittenen Plasmid pKF21
kombiniert. Das Ergebnis der darauffolgenden Ligation ist eine Kombinatisn wildtypscher
M.HgiEl in einer DirektStoppAnbindung (d.h. erst 5 Codons vor dem ATG der
Methyltransferase bricht die Sequenz von Laal) mit derwildtypischenEndonuklease RigiBI
oder auch kurz pKF29 genanmie Karte dieses Plasmidst auf Seitel43 dargestellt.pKF29
konnte in pHK662/HB10XLellen erfolgreich hergestellt werden.

In das PlasmigpKF29wurden, wie bei der Herstellung der Plasmig&F22 bis pKF25 auchijber
einen Hindlll/ Mval269FVerdau die kleinen Fragmentaus den mutierte Methyltransferase

Genenreingefiigt. Savurden die inTabelle36 aufgelisteten Plasmiderstellt.

Tabelle 36: Benennung der aus dem Plasmid pKF29 durch Kombination mit mutierten MTaseStlickchen
entstandenen Plasmide.

Quelle derM.HgiEl-Mutation | Benennung

M.HgiEl E215D pKF32
M.HgiEl V289A pKF33
M.HgiEl D290G pKF34

M.HgiEl V289A D290G pKF35

Die vier Plasmide liel3en sich in pHK662/HB101 problemlos hersteéleEnwurdenanalog zum
Vorgehen bei den Plasmid@iKF21 bis pKF25mit der Mutation S176N kombiniert, und die

vier StammeSURE®, BL21, HB101 und pHK662/HB10fransformiert.

Wie in Tabelle 37 gezegt, bringt das Verwenden des Plasmids pKF29 keinen Vorteil fir die
Klonierbarkeit von RdgiBl S176N in SURE, HB101 und BL21. Dielransformationsausbeute
war geringer. In den untersuchten Klonen kam es zu kepusitiven Ergebnis, d.h. es wurkiein

EndorukleaseGen eingebaut.
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Tabelle 37: Ergebnis der Kombination der Plasmide pKF29, pKF32 bis pKF35 mit R.HgiBl S176Nin SURE®,
HB101 und BL21.Abkirzungen: X= Keine Klone erhalten, * = Klone erhalten, aber nicht sequenziert. In lélamm
sind dieLaborbezeichnungen der Kloaagegeben

Plasmid Quelle der MHIEI- Mutationstyp in dem Bakterienstamm

Mutation SURFE’ HB101 BL21
pKF29 Direkt-StopWT X X X

_ _ 1. E.coli-SequenZ 1. E.coli-Sequenz
pKF32 | Direkt-StopM.HgiEl E215D *
(32-3) (32-2)
pKF33 | Direkt-Stop MHgIEI V289A X * *
pKF34 | Direkt-StopM.HgIElI D290G X X X
Direkt-StopM.HgiEl

pKF35 X X X

V289A D290G

Bei der Transformation der Plasmide pKF29, pKHS32 pKF35 in pHK662 ist wie bei der
Transformationder Plasmide pKF21 bis pKF2&ine aktive EndonukleagsieheTabelle38) zu
beobachtelgewesen

Tabelle 38: Ergebnis der Kombination von pKF29, pKF32 bis pKF35mit R.HgiBl S176Nin pHK662/HB101.

In Klammern sind die Laboszeichnungen der Klone zu findefusatzliche Mutation an Position X bedeutdss
neben der Arichtigenfi Mutation S176N eine weitere ei

Plasmid | Quelle der M.HgIEI- | Mutationstyp in pHK662/HB101
Mutation

pKF29 Direkt-StopWT 1. E.coli-Sequenz (29)
2. Deletion von 351bp in der Mitte der Endonukleasel(@p

pKF32 | Direkt-StopM.HgiEIl | 1. E.coli-Sequenz (35, 32-10°, 3215)
E215D 2.Zusatzi che Mutation (E43i t i

pKF33 | Direkt-Stop MHgiEI | 1. E.coli-Sequenz (3%, 3310, 3311)
V289A 2. Richtiger Klon (338)
3. StoppcodonRosition 159Q Y Stopp,33-9°)

pKF34 | Direkt-StopM.HgiEI | 1. E.coli-Sequenz (34, 346°)
D290G

pKF35 | Direkt-StopM.HgIiEIl | Keine Klone erhalten!
V289 D290G

° bei der Transformation wurden deXlone auf LB-Platten mit 150ug/ml Amp ausgestrichen

Erneut wurdeentweder eineunspezifischeE.coli-Sequenz gefunden, oder es gab neblen

Mutation S176Neine weitere Mutation in der Sequenz (Position 18F3#. Einmal fuhrte eine
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Punktmutationzu einem internen Stoppcodon in der Endonuklease (pKF88}erordentlich
bemerkenswert ist dagegen, dass der Kloi8 3s einzjer Klon die richtige MutatiorS176N
besitzt. Aus diesem Klokonnte aber nur sehr wenig PlasAitllA isoliert werden so dass nur
ein Teil de Endonuklease inklusive der Position Is&juenziert werden konnt@er Klon konnte
weder Uberimpftnochdurch Ringtransformatiomeu erhalten werden. Das bedeutet, dass dieser
Klon zwar prinzipiell zu erhalten ist, abeaugenblicklichnicht weiter genutzt werden kanis
kann auch nicht ausgeschlossemrden, dass eine weitere Mutation im nishAtjuenzierten
Bereich zu finden gewesen meaDamit erwiesersich drittederdrei oben genannten Hypothesen
als richtig: Die Vormethylierung von pHK662 ist nicht ausreichend fur Kbenbination der
Plasmide pKF21 bis pKF25, pKF29, pKF32 pksF35 mit der Mutation RigiBl S176N.

4.4.1.2 Kombination von R.HgiBI S176N mitneuen MHgiEl-Mutanten

Entsprechend dem SchenmaAbbildung 33 solltenauch zweiweitere Doppel und eine Tripel
Mutante vonM.HgiEl mit R.HgiBI S176N kombiniertwerden Es handelt sich unM.HgiEIl
E215D V289A, M.HgiEl E215D D290G und MHgIEl E215D V289A D290G Die Hersellung
der dazu bendétigten Plasmideirdein Abschnitt4.2.3bereits beschrieben

Die Doppel und TripetMutantenwurden wie beider Herstellung von pKF2dis pKR25 bzw.
pKF32bis pKR35 (vgl. 4.4.1.) in die PlasmidggKF21 und pKF29 eingéfjt. Die resultierenden
PlasmidesolltennachTabelle39 benannt werden. i® Herstellung der PlasmideKF37 bispKF40
gelang nicht, wahrend die PlasmipléF41 und pKF42uf Anhieb erhalten erdenkonnten Das
Problem der Klonierung von pKF3dnd pKF40 kanndadurch erklartwerden, dass die hier
eingesetztdMutante MHgIEI E215DV289A eine weitere, ugewollte Mutation an Position 316
tragt Es muss angenommen werden, dass das empfindlichén@eicht bei der Transformation
durch diese weitere Mutation gestort wird. Esnmund dafir, dass aucpKF38 und pKF39m
Gegensatz zu pKF41 bzw. pKF#aitht hergestellt werden konnten, liegt vermutlaiichan der
Expressionsrate der Methymisferase.Hier konnte auch eine unterschiedliche Faltung des

Proteins ursachlich sein. Dem konnte aber an dieser Stelle nicht nachgegangen werden.
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Tabelle 39: Benennung der Plasmide mit Doppelund Tripelmutation

Ausgangsvektor Quelle der M.HgiEl- Benennung der
Mutation ) .
resultierenden Plasmids

pKF21 M.HgiEl E215DV289A pKF37

M.HgIEI E215DD290G pKF38

M.HgIEl E215DV289A D290G| pKF39
pKF29 M.HgIiEl E215DV289A pKF40

M.HgIiEI E215DD290G pKF41

M.HgIiEI E215DV289A D290G| pKF42

Die Plasmide pK41l und pKF42 wurdewie in 4.4.1.1 dargestellt, mit der Mutation S176N
kombiniert und lediglich in pHK662/HB101 transformiert. DErgebnis dieser Transformation ist
in Tabelle40 dargestelltAuch pKF41 und pKF4&ombiniertmit R.HgiBlI S176Nkoénnennichtin

mit pHK662 vormethylieten Zellentransformiertwerden.

Tabelle 40: Ergebnis der Kombination von pKF41 oderpKF42 mit R.HgiBl S176Nin pHK662/HB101. In
Klammern sind die Laborbezeichnungen der Klone zu finden. Zusatzliche Mutation an Position X bedssitet,
neben der Arichtigenfi Mutation S176N eine weitere ein

Plasmid | Quelle der M.HgIiEI- | Mutationstyp in pHK662/HB101
Mutation

pKF41 | Direkt-Stopp MHgIEI | 1. E.coli-Sequenz (4B, 417, 41-8)
E215DD290G 2.Zusatzl che Mutati on (4?)si

pKF42 | Direkt-Stopp MHgIEI | 1. E.coli-Sequenz (44, 422, 423, 424, 425)
E215DV289A D290G

Insgesamt muss festgehalten werden, dasgedsrmit den mutierten Methyltransferasen auf der
Basis von MHgIEI, noch mit der wildtypischerM.HgiEl gelungen ist, in mit pHK662
vormethylierten Zellerdie offenbar besonders aggresive MutantddiBl S176Nohne OrfCzu
klonieren. Ob die Positionen 215, 289 und 290 trotzdem eine Rolle bei der Erhéhung oder
Reduzierung der Methylierungseffeziz spielen, wird erst in Abschn#t4.1.3endgultig geklart.

Der Hypothese Nummer eins v@eite88, dass die LacZFusion von MHgIEI weniger aktiv als

das DirektStoppKonstrukt ist, wird in Abschnii.4.3weiter nachgegangen.
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4.4.1.3 Transformation in mit M. HgiBI vormethylierte Zellen

Well die Transformation der imen vorherigerAbschniten 4.4.1.1und 4.4.1.2 beschriebenen
Konstrukteauchin pHK662/HB101vormethyligten Zellen ntht erfolgreich warwurde Uberlegt,
ob dies evtl. daran liegen konnte, daB&HgiBlI eine zusatzliche, in den bisherigen
Nebenakvitatsassays nicht zu findende, Nebenaktivitat besitzt (vgl. Absehg@)itdie dann tber
eine Vormethylierung durch MgiCll nicht abgeleckt werden konnte. Aus dieser Uberlegung
herauswurde én neuesVormethylierungsPlasmid hergestellt, demun nicht mehr M.HgiCll,
soncern MHgiBI als Methyltransferase tragbDie Herstellung dieses Plasmidairde auf Basis
von pHK662 vorgenommen.dhier kein zusétzlicher Promotde.B. kein R,o) auf dem Plasmid
vorliegt, sollten Stéreffekte minimiert sein.

Der VektorpHK662 wurdemit Sma und Psti geschnitten, undie Gene fur dieMethyltransferase
M.HgiCll und einen Teil desC-Prokins C.HgIiCll herauszuschneidevgl. Abbildung 35).
Gleichzeitig wurde das Plasmid pBis + OrfC Beschreibung deHerstellung siehe Abschnitt
4.4.3 mit EcARV und Nsil geschnitten. Das Vektdfragment aus pHK66@&urde mitdem die
Methyltransferase enthaltendet®13bpgrol3enFragmentaus pBI-His + OrfC (von EcdRV zur
erstenNsil-Schnittstelle)ligiert und in HB101Zellen transformiertDas so hergestellte Plasmid
wurde pKF26 genannt und ist iAbbildung 35 dargestellt.Es enthalt die Methyltransfesa
M.HgiBI und CHgiEl, welches genauso viele Aminosauren enthalt widgCll in pHK662
(81AA). Die pKF26/HB101Zellen wurden wie pHK662/HB101-Zellen immer mit 1mM IPTG
und Tetragklin angezogenBei der Herstellung von kompetenten Zellen aus pKF26/HB101
wurde wie bei der Herstellung der kompetenten Zellen aus pHK662/HB101 vorgegangen (vgl.
Abschnitt3.3).
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Smal 5>€ %" Nsil 4834

C.HgiCll-Fr

\
v R.HgiBI 5000

6000
_ M.HgiCll
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pBI-His + OrfC™
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6220 bps 5252 bps
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Abbildung 35: Herstellung des Vektors pKF26 Die SchnittstellerEcaRrV, Smd, Pst und Nsil sind in pKF26 nicht
mehr zu finden, da sie entweder mit anderen bl@schnittenen Schnittstelldombiniert wurden $md, EcoRV),
oder weil sie zwar miteinander kombinierbar waren, aber die Schnittstelle durch Ligation aluhsechneidbar ist
(Pst, Nsil).

Die Plasmide pKF21 bis pKF25, pKF29, pKF32 bis pKE3 pKF4l und pKF42aus den
Abschnitten4.4.1.1 und 4.4.1.2 wurden mit der Mutaton S176N kombiniert(vgl. Abschnitt
4.4.1.0) und in pKF26/HB104Zellen transformiertDas Ergebnis dieser Transformationen ist in

Tabelle41 zusammengefasst.
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Tabelle 41: Ergebnis der Kombination von pKF21 bis pKF25, pKF29, pKF32 bis pKF35 mit RHgiBl S176N in
pKF26/HB101. In Klammern sind die Laborbezeichnungen der Klone zu finden. Zusatzliche MutatRwoséion X
bedeutetdasshneben der Ari cht i ge itefeeiMeftighviuiden S176N eine we

Plasmid Quelle der M.HgIEI- Mutationstyp in pKF26/HB101

Mutation

pKF21 | LacZyzWT Mut ation arm;B263)i t i on

pKF22 | LacZyrM.HgIiElI E215D . Mutationan Position 79 (R Q, B22-2°)
. Mutation an Position 175 {PY; B22-3)

. Wildtyp (B224)

pKF23 | LacZrM.HgiEl V289A . E.coltSequenz (B23°, B23-2)

. Stopodon (WY Stopp, Pos. 110, B24)

PKF25 | LacZyM.HgiEl
V289A D290G

. E.coliSequenz (B253, B257)
. Mutation an Position 189 {RQ, B25-1)

1
1
2
3
1
pKF24 | LacZyrM.HgiElI D290G 1. E.coltSequenz (B24°, B24-3)
2
1
2
3. bisher unerklarlicl{B25-5)

pKF29 | Direkt-StopWT Keine Klone erhalten

pKF32 | Direkt-StopM.HgIEI 1. E.coltSequenz (B324°, B32-3°)
E215D

pKF33 | Direkt-Stop MHgiEI 1. Stoppcodon (B33, Position 78, B33°, Position
V289A 101)

2. Deletion 4bp (B32)
3. E.coltSequenz (B33°, B33-7, B339)
4. Zuséatzache Mutation (Position 153,RC, B33-6)

PKF34 | Direkt-StopM.HgiEI 290G | 1. Zuséatzlibe Mutation(an Position 70, R H, 34-4)

pKF35 | Direkt-StopM.HgIEI Keine Klone erhalten
V289A D290G

pKF41 | Direkt-Stopp MHGgIEI 1. E.coltSequenz (B41, B412, B413, B415)
E215DD290G

pKF42 | Direkt-Stopp MHgIEI 1.E.coli-Sequenz (B42,B42-3, B424, B425)
E215DV289A D290G 2. Richtige Mutation (B42)

3. Deletion 6bp (B45)
4. Deletion 24bp (B4Z)

° bei der Transformation wurden deKlone auf LB-Platten mit 150ug/ml Amp ausgestrichen.

Wie man der Tabelle 41 entnehmenkann, ist das Ergebnis der Transformationen der
Kombinationen mit S178 nahezu identisch zwischen den Stammen pKF26 hptK662.
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Wahrend jedoch unter Verwendung von pHK662 ganédiorrekten Rekombinanten beobachtet
werden konnten, ergab die Transformation von pKF42 in pKF26 einen richtigen Klorl}B42
Diese Tripelmutante von MgiEl an den Position 215, 289 und 290 bildet die gesuchte
Ausnahme nachdem alle anderen Konstrukte zu falschen Produkten fuhrtenTalmglle 41).

Hier war eine Kombination mit der Endonukleddatante RHgIiBI S176N moglich Auch bei
pKF33 war ja ein richtiger Klon erhalten worden (vgl. S&®, der sich aber nicht weiter
kultivieren lie3. Das ist hier anders. Der Klon B#2weiter alppKF42M bezeichnet) konnte stabil
angezogen werdeieser Klon verliert das Plasmid pKF26, weil es offenbar nicht mehr bendtigt
wird (Daten nicht gezeigt).

4.4.2 Charakterisierung der 24bp-DeletionsMutante

Wie in Abschnitt 4.4.1 dargestellt, wurde bei dem Versuch, die MutantéigiBl S176N
darzustellen, offenbar durch Rekombination eine DeletMdutante hergestellt. Insgesamt sind
hier acht Aminosaan in den Positionen 103 bis 110 deletiert. Diese acht Aminosauren bilden mit
den Aminosauren 111 bis 118 Teil ain@/iederholung Uber finf Aminosauren, die unten
dargestellt ist. Die deletierten Aminosauren sind unterstrichen. Die funf sich wiederholenden
Aminosauren sind in Fettdruck hervorgehoben. Leucin (kursiv) wird hierbei Isoleucin
gleichgestellt. Das besonders wichtige Threonin in Position 119 ist grau hinterlegt. Dargestellt ist

ein Ausschnitt der Aminosauresequenz voRli§iBI von Position 90 bis20.

90 100 110 120
DHHAVALRNYDIQ AALDOQAQWAAIDQ LISTI

Da sich diese Fiinfaminosaur&Viederholung sehr nahe der Position 119 befindet, muss man
davon ausgehen, dass sie Teil @egetrecognition domairsind. Diese Wiederholung war friher
nicht aufgefallen, lasst sich aber besonders gut auf der Nukieotide erkennen (vghbbildung

34). Fur die weitere Charakterisierung der Deletionsmutante wurde der im Abse¢hnitt
hergestellte Klon 23 verwendet. Es handelt sich hierbei um die Kombination von pKF23 ¢tacZ
Fusion MHgIElI V289A) mit RHgiBl S176N in E.coli BL21. Dieser Klon wurde in pKF28
umbenannt. Di®eletionsmutante wurdegann wie in Abschnitt3.7 beschrieben, aufgereinigt und

auf ihre Aktivitdt hin untersucht. Die Aufreinigung gelabgim ergen Anlauf (Daten nicht
gezeigt). Das resultierende, verkirzte Enzym wurdéggl®81 S 176 N @24 genannt
und pKF10 unter verschiedenen Bedingungen (Hochsalz, Niedrigsalz, 37°C, 47°C) inkubiert. Das
beispielhafte Ergebnis mit pUC19 bei 37°C un@ditigsalzBedingungen [Puffer 1 von NEB] ist
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in Abbildung 36 dargestellt. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass diese Variante die naturliche
Avall-Aktivitat verloren hat. So zeigt sich bei pUC19 kéwall-Verdaumuster mehr (222bp +
2464bp). Es ist lediglich der Beginn einer Linearisierung des Plasmides vor einem zunehmenden

Schmier zu beobachten. Das ist typisch fir eine unspezifische Endonuklease.

RHgBISIT6ONA24 A U M
ffmin] 10 20 30 60 90 120 120 120

Abbildung 36: Verdau von

pUC19 mitRHgiBlI S176N @24
Dargestellt sind verschiedene

Zeitpunkte (von 10 bis 120min).

Verdaut wurde bei 37°C und im

" Puffer 1 von NEB. Als Vergleich

e e N T ) i dient pUC19 verdaut maval (A)

b ESES T e — und die unverdaute Probe (U). Als

Marker (M) wurde der Marker 1kb

ladder von Fermentas verwendet.

G ) Gl Sy o - .- ——

Auch bei dem Verdau von pKF10 mitHQiB | S176N ®24 war | ediglicl
Plasmides zu beobachten (Daten nicht gezeigt). DiesesteM wurde auch bei 47°C und
HochsalzBedingungen beobachtet (Daten nicht gezeigt

Trotzdem wurde fir dieses Enzym die Nebenaktivitat @¢l.2 untersucht. Hierzu wurde sowohl
pUC19, als auch pKF10 mit RgiB I S176N ®24 verdaut und eir
Bestimmung der Nebenaktivitat weiterverwendet. Dabei konnte keinerlei signifikante
Nebenaktivitat ermittelt werden. Damit ist aufgekld@fass bei R4giB | S176NAw2 4 di
Aktivitat verlorengegangen ist, ohne dass eine Nebenaktivitat entstanden ist.

Um jeglichen Einfluss der S176MNMutation auszuschlieRen, wurde die 24bp Deletion in den
wildtypischen pBiHis integriert (Verdau beider Fmide mitBsrGl/Bglil). Dieses Plasmid wurde
pBI-Hi s ®@24 genannt und wurde in pHK662/ HB1O0:
wurde als RHQgiB | P24 bezei c hhagAufremigudg isgliere Wie Bei BigiBI
S176N P2 daucle dieseg tErzym keineAval-Aktivitat mehr. Die Nebenaktivitats
Bestimmung mit pKF10lhrte zwar zu einerguten Linearisierung, aber anschlieend nur zu
einem grinen Klon. Die Sequenzierung ergab statt GAMAERL/itat eine unspezifische Aktivitat

(vgl. Ergebimsse R.HgiBlI WT inTabelle47).
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Insgesamt liel3 sicaus diesenegativen Ergebnisad ¢ r  d-Detetiogpgowonhl flr den Wildtyp

als auch fur die S176MNutante festsllen, dass der deletierte Bereich 103 bis 110 definitiv in die
spezifische DNAErkennung sowohl der Haupéls auch Nebenaktivitat involviert ist. Ob das
durch Anderung der Tertiarstruktur oder tatsachlich durch das Fehlen speeifische

Wechselwirkungen heorgerufen wird, 1asst sich an dieser Stelle nicht sagen.

4.4.3 OrfC Varianten, Mutante n M.HgiBI

Zusatzlich zu der Herstellgrvon RHgiBI S176N (vgl.Abschnitt4.3), sollte Uberprift werden, ob
diesdbe Mutante auch unter Schutz der homologen MethyltransfétdsgiBl hergestellt werden
kann Da dies nicht mit der LagZ-usion von MHgiBI mdglich gewese ist (vgl. 4.3), sollten
andereTranslationsvarianten d&¥ildtyps M.HgiBI und eineg Mutante von MHgiBI mit héherer
GGSCCNebenakvitat mit der Mutante RHgiBI S176N kombiniert werdenSchlie3lich sollte
auch der Einfluss des kleinen LeserahmendgEIl untersucht werden. Die Verwendung dieses
Leserahmengéasst Ruckschliisse fir den homologen LeserahmeangiBIl zu, da diese beiden
Leserahmen in dehkminosauresequenz identisch sind und auf DRl#ene lediglich einige stille
Mutationen als Abweichungen aufweis@&isher wurde der Effekt von BgiEl lediglich auf die
Wildtyp-Situation von RMHQgiBI Uberpruft (Plasmid pBHis + OrfC vgl. Abbildung 35). In
einem Restktionsverdau erwiesssich, dass die Methylierungsaktivitat vivhHgiBI in pBI-His

+ OrfC etwas hoher ist, als in piBlis. (Daten nichigezeigt).

In diesem Sinne wurdewlfjende Kombinationemit R.HgiBI S176Nuberpruft:

M.HgiBI als Direkt-Stogp-Konstrukt (/gl. Tabellel?)

M.HgiBI alsATGA-Konstrukt (/gl. Tabellel?)

M.HgiBI A289V G290DalsLacZzrFusion(vgl. Tabellel?)

M.HgiBI A289V G290Dals Direkt-StoppKonstrukt(vgl. Tabellel7)

C.HgiEl (82AA, alsLacZrFusion(+11AA)) + M.HgiBI

C.HgiEl (82AA, alsLacZrFusion(+11AA)) + M.HgIEI

C.HgiEl (82AA, als LacZrFusion (+11AA)) + M.HgiEl wt + RHgiEl 1119T
N223l (auch RHgIiEIl TNI genanntygl. Abschnitt4.5.])

N o gk~ w D PE

R.HgIiEl 1119T N223I ist die Mutante von RgiEl, die mit RHgiBI S176N an den Positionen
119, 176 und 223 identisch idDdie Herstellung dieser Kombinationen und die Quellen der

entsprecheden Ausgangsplasmidesind in Tabelle 42 angegebenDie Nutzung des kleinen
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Leserahmens EgiEl anstelle von GigiBI erweist sichals praktisch, da dentsprechende DNA

Abschnitt fur CHgIEI einfacher zu isolieren ist.

Tabelle 42: Herstellung weiterer Kombinationen mit R.HgiBl S176Ni Plasmid-Grundlagen.

Nummer | Ausgangsplasmide Verwendete Schnitte
GrolRRes Fragmer| KleinesFragment

1 pBI-His Dir 3 pKF3mut 3 BsIGl, Pst

2 pBI-His ATGA | /”# /A

3 pKF7 3 pKF3mut 3 BsIGl, Pst

4. pKF3mut3 pM.HgiBI A289V G290D 2| EcaRl, Mval269l

5 pBI-His + OrfC 3| pKF3mut 3 BsIGl, Pst

6 pKF19 pKF3mut BsIGl/Pst

7. pKF19 3 pEI-His NI * BsiGl, Pst

Abkirzungen:t= Plasmid wurde durclBLum (1995) hergestellt, 2= Plasmid wurde in deigenenDiplomarbeit
hergestellt, 3= Plasmid wurde in dieser Arbeit hergestellDieser Klon wurde durch inverse PCR mit der Mutation
S176Nversehen

In Tabelle 43 sind die fur die inTabelle 42 verwendeten Ausgangssmidedargestlit. Die
Herstellung des PlasmigdKF3mut ist in Abschnitét.3dargestellt, und wird daher hier nicht ndher
erlautert. Die Herstellung derfliinf anderen Ausgangsplasmide gelang nur teilweise ohne
Probleme. Das Konstrukt pBHis + OrfC konnte sowohl in BLRZellen, als auch in
pHK662/HB101-Zellen erhalten werderBei pKF7 war die Etablierung lediglich in BLZellen
erfolgreich. pBl-His ATGA wurde nach den Ergebnissen afisschnitt 4.1.1 nur in BL21
transformiert. Das Plasmid pBI-His Dir konnte nur nach Vormethylierung der Zellen mit
pHK662/HB101 hergestellt werden. In SUREellen war dieses Konstrukt nicht zu erhalten.
pKF19 wurde aufgrund der Ergebse vonBrLum (1995) nur in pHK662/HB10tZellen
transformiert Die Methylierungsaktivitat an der Position GGSCC wurde bei vier
Ausgangsplasmiden tber einen Verdau3aitd61 bestimmit.

98



Ergebniss

Tabelle 43: Ausgangglasmidefir pBl -His Dir, pBI-His + OrfC, pKF7 und pKF19.

Name | Ausgangsvektoren Verwendete | MTase GGSCC Abbildung
GroRRes | Kleines Schnitte Methylierung
Fragment | Fragment °
pBI- pBI-His® | pBIM-52 EcoRl, M.HgiBl | n.d. Abbildung56
His Dir Mval269Il
pBlI- pBl-His! | pEl-His? EcaRl, Ncd | M.HgiBl | (+) Abbildung 35
His +
OorfC
pBI- pBl-His® | ATGA BI* | EcQRI, M.HgiBl | ++ Abbildung55
His Hindlll
ATGA
pKF7 | pBI-His* | pM.HgiBI | Hindlll, M.HgiBI | + Wie pBI-His
A289V Mval269Il A289V (Abbildung24),
G290D2 G290D nur Mutation
M.HgiBlI
A289V G290D
pKF19 | pBI-His + | pEI-His? Ncd, BsrGl | M.HgiEl | n.d. Abbildung57
OorfCs3

Abkurzungen: = Plasmid wurde durch Erwin Blum hergestellt, 2= Plasmid wurde in der Diplomarbeit hergestellt, 3=

Plasmid wurde in dieser Arbeit hergestefitDie Methylierungsaktivitat der Seque@sSCC wurde durch einen
Verdau mitSa96l bestimmiund immer mit pBiHis verglichenn.d. =nicht bestimmtt++= Methylierung der Sequenz
GGSCC sehr viel hoher als bei pBis, += Methylierung der Sequenz GGSCC hola¢s bei pBiHis, (+)=
Methylierung der Sequenz GGSCC nur etwas starker als bdilisBI

Die laut Tabelle42 hemgestelltea Kombinationen wurde in pkb62/HB10XZellen transformiert.
Die Kombinaion mit pBFHis Dir wurdezusatzlich inpKF26/HB1Q.-Zellenohne Erfolg versucht.
Von den sieben Kombinationen aliabelle42 konntenur vier erhalterund etabliert werderNur
die Etablierung von RIgIiEl TNI gestaltete sichier als etwas schwieriger (vgi.5.1). Diese vier
Alassifiziert. Die Plasmide von drei dier
Kombinationen (pKF43, pKF20 und RgiEl TNI) wurden komplett Ubersequenziert, um

Kombinationen sind inTabelle 44 mi t

zuséatzliche Mutationen in Endonuklease bzw. Methyltransferase ausschlieRen zu konnen.

wurden keine weitereNutationen gefunden.
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Tabelle 44: Liste der Kombinationen von R.HgiBI S176N mit M.HgiBI, M.HgiBl A289V D290G und Einfligen
von C.HgiEl. Die Nummerierung der einzelnen Kombinationen folgt der auf S&itlargestellten.

MTase Anschluss Klonierbar
Nummer | C.HgiEl (Mutation) MTase mit Vormethyliert? | Stamm?®
S176N?
1. X M.HgiBI Direkt-Stop NEIN ??? /
2. X M.HgiBI ATGA NEIN ??? /
M.HgiBI )
3. X (A289V IL:i‘;ZS’n NEIN 227 /
G290D)
M.HgiBlI
4, X (A289V Direkt-Stopp JA pHK662 pKF43
G290D)
~ , Eigener
5. a M.HqiBlI Promotor JA pHK662 pKF20
6 3 M.HgiEl Eigener JA n.d KF45
' g Promotor o P
N . Eigener R.HgiEl
7. a M.HgiEl Promotor JA NEIN NI

a4 =C.HgiEl vorhandenX= C.HgiEl nicht vorhanden,???= Benétigte VoMethylierung konnte aufgrund nicht
erhaltener Klone nicht ermittelt werdend.= nicht bestimmt= endgultige Stammbezeichnung

Diese Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen
1 RHgiBl S176N (oder RHgIiEl TNI) kann sowohl mit MHQiBI als auch mit
M.HgiEl kloniert werden, wenn der kleine LeserahmerdiEl vorhanden ist.
Offenbar wird dieLacZzyAnbindung andie 82 Aminosauren in der Funktiotes
orfC toleriert.

1 RHgiBl S176N kanmmit M.HgiBI A289V G290D kloniertverden, wenn eine
Direkt-StoppAnbindung der Mthyltransfease vorliegtin dieser Kombination ist

die Anwesenheit des kleinen Leserahmens nicht erforderlich.

M Alle anderen Konstrukte sind offenbar instabiler oder fir die Zellen toxisch.

Aus den in Tablle Tabelle 44 dargestellten Ergebnissen lasst sich dieAlsschnitt 4.4.1.1
gestellte Hypothese Nummer eins belegen: Die b&aision der Methyltransferadd.HgiBI
A289V G290D ist im Gegensatz gerselben Mutante als DireBtoppKonstrukt in der Lage,id
Mutante RHgiBl S176N zu kontrollierenAus diesem Grunde muss man sagen, dass derLacZ

Anhang fur die Funktion der Methyltransferagesintrachtigend ist.
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4.5 Nebenaktivitdt der Restriktionsenzyme

JensKRIESE (unpubl.)aus unserer Arbeitsgrupgennte ermitteln, dasselEndonukleas®.HgiBI

eine Nebenaktivitat hat. Bei allen Restriktionsverdaus migHBI traten sulstochiometrische
Zusatzbanden aubDie Bestimmung der Schnittsequenz wurde nicht abgeschld3abar sollte in
dieser Arbeit ermittelt werden, ob dieseNebenaktivitdit von RHQIBI eine spezifische
Erkennungssequenz zugrunde lidgtdiese Untersuchung sollt@uch bestimmte RigiBl- und.
R.HgiEl-Mutanten einbezogen werdeBei derentsprechenden Mutagenese lag der Schwerpunkt
wieder auf derPasitionen 119,176 und 223dennnur an diesen Positionen unterscheiden sich
R.HgiBl und RHgIiEIl voneinander. Einige diesdiutantenwurdenbereits durchBLum (1995
hergestellt. Die Herstellung dézhlendenMutanten ist in Abschni#.5.1dargestellt. In Abschnitt
4.5.2ist die Ermittlung deNebenaktivitéen und die dazu entwickelkdéethode dargestellt.

45.1 Herstellung von R.HgiBI/R.HgiEl-Mutanten

Die neuenMutanten von RHgiBl und RHgIEl wurden direkt aus den Plasmiden gfif und
pEI-His hergestdd. Hierflr wurden zwei Methoden verwendet. Zum eimenden die Mutationen
Uber inverse PCR eingefuhrtrgl. Abschnitt 3.5.2. Diese Methode wurdesowohl bei der
Herstellung der MutantenR.HgiBl T119N und RHgiBI T1191 (die dazugehorigen
Primersequenzekonnen derTabelle 6 enthommen werden) als audkei derHerstellung der
Mutante RHgiBl S176N vewendet (vgl Abschnitt4.3).

Wenn mdglichwurde zum andem die Tasache aussnutzt, dass die dreiodons, in denen sich
R.HgiBIl und RHgIEIl unterscheidergurch drei verscleidene Schnittstellen trennbar sind. So kann
man zumindest die Positi@m 119 bzw. 176/223 gegenseitig nach Restriktionsverdau
BsiGI/Bglll/ Pst umsetzenDetails dieses Vorgehens sind fir zahlreiche Konstrukte idengseh.

sind in der folgendemabelle45 aufgefiihrt.
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Tabelle 45: Details der systematischenDarstellung der Mutanten von R.HgiBl, R.HgiEl und R.HgiCll.
Aufgefuhrt sind @ erneut Uberpriften Wildtypen undlie diversen Mutanten zusammen miteren
Herstellungsmethode.

Position
Basis* Typ 119|176| 223| Herstellung Plasmid( Komplikation
R.HgiBI / Thr| Ser| lle | Wildtyp (BLum 1995 Nein
Wildtyp R.HgiCll / Asn|Asn| lle |Wildtyp (BLum 1995 Nein
R.HgiEl / lle | Asn|Asn| Wildtyp (BLum 1995 Nein
| Einzelmutation [RHgiCll| Y B1 [Asn[Ser| lle | Bium(1995) |  Nein
Y CI I|Asn|Ser| lle Inverse PCR Nein
Y EI [lle|Ser| lle Inverse PCR Nein
. . Y CI Asn .
Einzelmutationen R.HQIBI Thr lle Inverse PCR Mit
Y EI Asn
Y CI || Thr| Ser| lle |Wildtyp (BLum 1995 Nein
Y EI |Thr|Ser|Asn BLuM (1995) Mit
Y B [Thr|Asn|Asn| Restriktionsverdau Nein
Y C1 I|Asn[Asn|Asn| Restriktionsverdau Mit
Einzelmutationer Y BI | lle | Ser|Asn _ BLuM (1995) Ne?n
Y CI1 I lle | AsnfAsn Wildtyp (BLum 1999 Nein
RHgIEI J CBll i lle |Asn| lle BLum (1995) Mit
Y BI|lle |Ser| lle BLUM (1995) Nein
Doppelmutatione Y BI|Thr{Asn| lle | Restriktionsverdau Mit
Y B I|[Thr|Ser|Asn| Restriktionsverdau Nein
Tripelmutationen Y BI|Thr|Ser| lle | Restriktionsverdau Nein

Orangemarkiert sind Positionen, an denen diese Mutante der SequenzHNgICR entspricht, griin solche, an denen
die Mutante RHQiBI entspricht, blawsolche, an denen dies der Sequenz véigHEl entspricht.

Die Transformation wurde immer in pHK662/HBX@&llen durchgefuhrtWie in Tabelle 45
angegebenerlief die Herstellung der meistéutantenohne Komplikationenlm Rahmen dieser
Arbeit soll nur auf die Mutanten eingegangen werden, bei deren Herstellung Komplikationen
auftraten.

Zwei dieser Mutanten konnten erst dann stabil etablierterden, nachdendie Ampicillin-
Konzentration imLB-Medium von 100ug/ml auf 300pg/ml erhdht wurdgies gilt fir R.HgIEI
[119T N223I (weiterals RHgIEl TNI bezeichnetund R.HgIEI 1119N. Auf dasProblem bei der
Klonierung von RHgiBI S176Nwurde bereits irAbschnitt4.3 speziell eingegangen

Die Mutanten besal3en amatisch einen 148-Tag und konnten so leicht t.coli tberexprimiert

und aufgereinigt werderfvgl. Abschnitt 3.7). Die Expression gelang in allen Fallen ohne
Besmderheiten. Alle hergestellten Mutanten wurden zunéchst durch Inkubation mit dem

StandarePlasmid pUC19 auf ihre Aktivitat Uberpruft. Als Beispiel hierfur ist der Verdau von
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pUC19 mit RHgIEI TNI in Abbildung 37 illustriert. Dabei weist RAgIiEI TNI einen typischen
Aval-Verdau auf. Dies ist an dem Auftreten einer 22Bamde deutlich erkennbdbiese Bande
fehlt bei dem inAbbildung 37 dargestellten Verdau mit RgiBl S176N. Hier ist aufgrund der

geringen Proteinkonzentration nur linearisiertes Material zu finden.

R.HgiBI S176N R.HgiEI TNI

M I1-11-221221112 2-1 22 A U

Abbildung 37: Verdau von pUC19 mit R.HgiEl
TNI und R.HgiBI S176N Bei diesem Verdau
wurde pUC19 mit verschiedenen Eluaten der- His
TagAufreinigung der oben genannten Enzyme
verdaut.Die Bezeichnungen-1, 1-2, 21 und 22
stellen dabei die im Methienteil dargestellten
EluatFraktionender HisTagAufreinigung dar.In
allen Ansatzen wurde 1pl der Eluate verwendet. Die
Anséatze wurden fur 2h bei 47°C inkubiels
Vergleich dient ein Verdau von pUC19 nAval
(A), welcher fur 2h bei 37°C inkubiert wordert,is
auch hier wurde 1ul Enzym eingesetéts zweite
Kontrolle ist unverdautes pUC19 mit eingesetzt (U

R.HQIElI TNI konnte im Vergleh zu dem sequenzidentisch&mzym RHgiBl S176N besser
exprimiert werden. Dies liegt vermutlich daran, dassig®Bl S176N nur von demeigenen,
schwachen Promotor abgelesen wird (vgB), wohingegerR.HgiElI TNI auch vom Promotor der
Methyltransferase abgeleswaird. Im Falle von RHgIEI TNI ist der kleine Leserahmen KIJIEI

mit auf dem Plasmid kodiert und kdnnte somit ebenfalls eine Rolle bei der htéheren Expression
von RHgIEIl TNI spielen.

4.5.2 Ermittlung der Nebenaktivitat

Die Nebenaktivitat von RIgiBI wurde hier zundchst im Zusammenhang mit @0mlHis-Tag
Aufreinigung bei einem Testverdau mit pUC19 beobacBei.einem Testverdader Fraktionen
der HisTagAufreinigung waren bei zwei der Elutionsfraktionemmit der héchsten Enzym
Konzentration(Eluate E1-2, E2-1) eindeutig Nebenbanden zu beobachfeg. Abbildung 38).
DerselbeEffekt war bei der60Oml His-TagAufreinigungen nicht zu beobachten. Der Grund dafur

liegt vermutlich in der unterschikchen SalzlastlereinzelnerFraktionen.
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L D Wi W2 W3 E1-1 E1-2 E2-1 E2-2 U M ) .
Abbildung 38: Erster Hinweis

auf eine Nebenaktivitdit von
R.HgiBl in dieser Arbeit.
Dieser Verdau wurde mit
pUC19 und 2ul aller Fraktionen

einer 300ml HisTag
Aufreinigung  bis auf die
an Fraktion AGe s

skb durchgefihrt. Abkirzungen: L=
Lysat, D= Durchfluss, W1=
Wasch 1, W2= Wasch, 2/3=
LSkb - \Wasch 3, E41, E1-2, E2-1, E2
wy 2= Eluate Mit einem Stern

markiert  sind unerwartete

Produkte, mit weil3en Pfeildie

2Kb

.~
*

*

AR

0.5kb  gewdhnlichen Avall -
Verdauprodite. M= 1kb ladder
von NEB

Entsprechend wurde dé&ffekt zunachst imHochsalzpuffergesehenEr trat aber klarer auf, als
R.HgiBI in seinen physiologischen InkubatieRsiffer umgesetzt wurdd{edrigsalzpuffer Puffer

1 von NEB, BLum 1995). Offenbar spielt auch ditnkubationsTemperatur eine Rolle&KRIESE
(unpubl.)beobachtete ei@ptimum fir dieNebenaktivitditvon RHgIBI bei 47°C statt bei 37°C.
Deshalb wurde in dieser Arbeit bis auf wenige Ausnahmen durchgehend diese Temperatur

verwendet.

Die Nebenaktivitatwurde nicht nur in Verbindung mit pUC19 beobachtet, sondegab sich
noch ein@utiger beder Spaltung vopBSSK+ (vgl. Abbildung39). Auch dort konnten neben den
typischen Aval-Banden (222bp und 2464bp bei pUC19, 222bp und 2739bp fur pBSSK+)

zusatzliche Banden beobachtet werden.
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pUC19 pBSSK+

LS HS A U M LS HS A U M

4kb

3kb 4kb

3kb

2Kkb
2KkD
1,5kb
1,5kb

1kb kb

0.5kb 0,5kD

Abbildung 39: Nebenaktivitdt von RHgiBI bei Niedrigsalz (LS) und Hochsalzbedingungen (HS) mit pUC19
und pBSSK+. Verglichen wird der Verdau miginer unverdauter Probe (U) unahit der Aval-Spaltung(A) von

pUC19 und pBSSK+. Verwendet wurde daseElEX2 von einer 300mExpression undHis-Tag Aufreinigung von
R.HgiBI. Die Glycerinkonzentration betrug in diesem Ansatz 1RB4.1kb ladder von NEB.

Zunachstwurde vermutet, d& diese Nebenaktivitat eine GGSNebenaktivitat sein konntela
diese Nebenaktivitga zuvor bei da Methyltransferase beobachtet worden ist. Um die genaue
Positon dieser Nebenaktivitat auf dédasmicn pUC19 bzw. pBSSKiestzustellensolltendie
entsteheden Banderaus dem Gel isolieniverden. Nach Subklonierung sollte die Endsequenz
bestimmt werdenDieses Vorhabe scheiterte allerdings an der geringglenge, die aus dem Gel

isoliert wurde

Eine alternative Methode wurdeereits vonJenskRrIESE (unpubl.)durchgefihrt, indenaus dem
StandaredPlasmidpBSSK+ tber die Primer EFW und EXRV (Sequenen sieheTabelle7) ein
kleines Fragmenmit eing GGSCGCStelle per PCR amplifiziert wurdeDieses kleine PCR
Fragment solltedann mit den einzelnen Enzymegeschnittenwerden. Die resultierenden
Fragmentesollten aufgereinigt und direkt in der Sesprierung eingesetzt werdefensKRIESE
(unpubl.)konnte auf diesem Weg zwei Sequenzen erhaldegse Stregegie waraberhier nicht
erfolgreich. Bim Verdau deentsprechereh439bp grol3en Fragmentesirenzwar Fragnente zu
beobachteriDatennicht gezeigt) Der Hintergrund war aber so stadass diese Produkte nicht fur
die Sequenerung eingesetzt werden konnté&us diesem Grunde wurdgiese Strategie nicht

weiter verfolgt.
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Um diese Nebenaktivitat elegant greifbar zu machen, wurde eine ganz neue Methode entwickelt.
Hierzu wurde zunachstas StandariPlasmidpBCSK+ (Stratagene) aRlasmidohne jedeAvall-
Schnittstelleverwendet,um nichtdurch die Hauptaktivitdt von RigiBl bzw. von den anderen
Endonukleasen gestért zu werdeDa davon ausgegangen wurde, dass sich bei der
Nebenaktivitatvon RHgIBI um GGSCC handeltwurden lei diesem Plasmid die ursprunglich
funf GGSCGCSchnitstellen durch Verdau mitSa®6l (Erkennung GGNCE auf zwei
Schnittstellen reduzierDabei wurde ein 4thp Fragment deletierEiner der tbriggebliebenen
GGSCGSchnittewar bei der Verwendung von SURBRIs Transformationsstamm durch Dcm
methyliert undsollte fdglich nicht geschnitten werden. Damit kaeanm Prinzipein Plasmidmit
einer singularen GGSCS6chrittstelle erhalten werderfvgl. Abbildung 42, Spur 4) Das so
hergestellte Plasmiurde pKF10 genanr{t/gl. Abbildung40).

[f1 ori]
LacZa

Plac

A
3000

~
2500

s
500

pKF10
2959 bps

pBCSK+

__2500 Plac
3400 bps 1000 __

2000
/

2000
-

1000
~

CamR

1500

&%1994 am =

Abbildung 40: Herstellung des PlasmidspKF10. Die durchgestrichenesau96l-Erkennungssequenizann nicht
geschnitten werden, weil sie mit der Ddviethylierung Uberlappt.

Sau%SSS

Der PlasmidpKF10 konnte in SUREohne Problemerhalten werderDas weitere VVorgeherur
Bestimmung der Nebenaktivitdt der Endonukleasen igtoinildung 41 fur die singulareSa96l-

Schnittstelleexemplarisch dargestellt.
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+  pKF10 mit Sau96I schneiden, es entstehen 5‘-Uberhsinge:

5‘-...GGGCC...-3° _— 5-...G-OH P-GGCC...-3*
3‘-...CCCGG...-5' 3‘-...CCCG-P OH-G...-5'

+ Auffiillen der 5‘-Uberhiinge mit Klenow-Polymerase (rot: aufgefiillte Uberhiinge):

5‘-...G-OH P-GGCC...-3' 5'-..GGGC-OH P-GGCC...-3'
3‘-...CCCG-P HO-G...-5' 3'-...CCCG-P HO-CCGG...-5¢

* Ligieren mit blunt-end DNA-Fragment, welches GFP-Gen unter der Kontrolle des P,,-
Promotors enthiilt (GFP wird somit unabhiingig von anderen Promotoren exprimiert), es
entstehen zwei verschiedene Ligationsprodukte. Hier ist eine Orientierung des GFP-Gens gezeigt.

5-..GGGC-OH  P-GGCC..-3' 53 ‘Zggg GFP ‘gg;é-”
3-..CCCG-P  HO-CCGG..-5
GEP oder  GaGe-GGeC..
.CCCG- CCGG...

*  Transformieren der Ligationsprodukte ergibt wenige griine Klone:

- -
~ = = “ o

*  Griine Klone picken, Plasmid isolieren, und die zum GFP-Gen benachbarten Sequenzen mit
nach auflen hin weisenden Primern bestimmen:

5'-...GGGC- -GGCC...-3*
GFP

3‘...CCCG- ; -CCGG...-5°

Abbildung 41 Darstellung der Methode zur Bestimmung der Nebenaktivitat von RestriktionsenzymenDie
Methode ist hier am Beispiel voSal®6l dargestellt (Erkennungssequenz GGNCC), Legende: gelber Pfeil=
Sequenzierprimer ireverse Richtung, blauer Pfeil= Sequenzierprimefamvard-Richtung

Zunachst wird das PlasmaKF10 mit der entsprechendeBndonukleasgeschnittenDaraufhin
werden dievon der Endonukleas8a96! produzierten5 tJberhingemit Klenow-Polymerase
aufgeflllt. Die so entstehendepluntend PlasmidFragmente werden nun mit einem bhemid
GFRGenDNA-Fragment ligiert. Dieses in Zukunftals GFRFragment bezeichtee DNA-
Fragment wurde mit Smd und Pvul aus einem hier hergestellten Plasmid(pKF11)
herausgeschnitten und tber Gelextraktion isoliert. Die Henstedes PlasmidpKF11 istauf
Seite 152 genauer dargestellDie Besonderheit dieses GIHPagmentes ist, dass es einen-Lac
Promotor und La®©perator lesit2, so dass das GFBen unabhangig@xprimiert werden kann
Das PlasmidpKF10 enthalt zwargleichfalls einen Ladromotor mitOperator Aber die GFP
Expression ware bei der Nutzung dieses Promotors richtum@sgiy gewesen. Aul3erdem kann
das selbsthergestellte GIHPagment in jede beliebige Schnittstelle ligiert werden, ohne dass e
Verlust an Effektivitat eintreten kann.

Die Ligation einesbluntend Plasmidsmit dem bluntend GFRFragmentist ein kinetisch

benachteiligtelVorgang,da es wahrscheinlicher ist, dass d@ktor mit sich selbst ligiertBei
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hoheren Fragmet{onzentraibnen konntedie gesuchte Ligatioraberin ausreichendem Malf}
beobachtet werdenvon den so erhaltenen griinen Kloneird die DNA isoliert undjeweils in

beide Richtungen aus dem GE@n heraus sequenziert (mit den Primern GFPstop und StartGFP2
vgl. Tabelle7). Auf diese Art sollte es elegant gelingahe Schnittposition und sequenzvon
R.HgiBI in pKF10 (und somit hoffentlich auch die Nebenaktitjittu ermitteln Zur Etablierung
dieser Methde wurde pKF1Qunéchstmit RHgiBl und als Kontrolle mitSal®6l geschnitten.

Das Ergebnis dieses Verdaues istAbbildung 42 dargestellt. Man kann sofort eindeutige
Schnittmuster fur RigiBl sehen. Das Muster war in Spur 1 bei Verwendung der jingeren
Aufreinigung vermutlich wegen (noch) hoherer Aktivitat der Endonukleasen ausgepragter. Die
Anséatze (1) (RdgiBl ohne Glycerin) und (4)Sal®6l-Kontrolle) wurden weiterverwendet.

Abbildung 42: Erster Testverdau von pKF10 mit RHgiBl und SawQ6l..

Spur 1 und 2 stellen den Verdau von pKF10 mit dem Elual E&n zwei
unterschiedlicheis-Tag-Aufreinigungen dar. Das in Spur 1 eingesetzte Eluat
war nicht mit Glycerin versetdeine Woche nach Aufreinigungyvohingegen
das in Spur 2 eingesetzte Eluat @lycerin versetzt war (Endkonzentration im
Eluat 50% drei Monate nach AufreiniguhgSpur 3zeigt unverdates pKF10.
Spur 4 zeigt das mit Sa96l linearisieré pKF10. Es wurden 6,5ug DNA
eingesetzt wh ca. 17 Stunden verdaut, Sau®@ii 37°C, RHgiBI bei 47°C.

M= 1kbladdervon NEB.

Die komplettenRestriktionsansatze wurden zunachst 8 Kaliumacetat(pH5,5= Lésung P3
aus Plasmidisolierung)und Isopropanol gefallt (Endkonzentration Kaliumacetat 300mM
Isopropanol 50% v/v)Die entstandeneRragmentevurdenmit demKlenow-Fragmet ausk.coli
aufgefullt unddas Produktmit dem GFRPFragment aus pKF11l ligiertDie so hergestellten
Konstrukte wurden dann in SURE oder HB10%Zellen transformiert und auf
Chloramphenicol/IPTG/XgdPlatten ausgestrieh.

Bei RHgiBI konnten so vier, bei d&al®6l-Kontrolle 23 griin leuchtende Klone erhalten werden.
Die Ausbeute hierbei wawie erwartet relativ gering.tiva ein grtiner Klon auf mindestens 200
Klone. Drei der RHgiBI-Klone und sechsSaw®6l-Klone wurden wier bearbeitet. Zur
GroRRenbestimmung wurden die Klone {ibad verdaut Erwartet wurde eine Linearisierung, da

das GFPFFragment keineXba-Schnittstelle enthaltZu r Besti mmung der ARe
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