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Zusammenfassung

Fir die Untersuchung/Unterscheidung der verschiedenen Modelle der DNA-mismatch-
Reparatur sind geeignete, qualitativ hochwertige DNA-Substrate entscheidend. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass auch sehr kurze lineare mismatch-Substrate fiir die
Analyse des MMR geeignet sind, sofern sich die GATC-Erkennungssequenz in zentraler
Position befindet. Weiterhin spielt die lonenstirke wéhrend der mismatch und MutS, -L
abhingigen Aktivierung von MutH eine grofle Rolle. Bei physiologischer Ionenstdrke (130
und 150 mM KCl) ist eine mismatch-spezifische, MutS, -L-induzierte Spaltung von MutH an
der GATC-Erkennungssequenz gewihrleistet.

MutS ist das Schliissselprotein wihrend der mismatch-Reparatur, es muss den mismatch
erkennen und das Strangdiskriminierungssignal weiterleiten. Diverse Modelle zur
Kommunikation dieser beiden Prozesse und der Stochiometrie der beteiligten Proteine sind
seit Jahren in der Fachwelt umstritten. Innerhalb dieser Arbeit konnte, durch Analyse der
MutH-induzierten Spaltung an der GATC-Erkennungssequenz bestitigt werden, dass obwohl
MutS Tetramere bilden kann, diese nicht essentiell fiir seine in vivo- und in vitro-Aktivitat

sind. Eine Dimervariante (MutS?**}

) von MutS zeigte im Vergleich zum Wildtyp zwar eine
starkere Ionenstirke-Sensitivitdt, war aber in der Lage, die mismatch-induzierte Aktivierung
der MutH-Endonuklease zu bewirken. Dariiber hinaus wurde das MutS-Dimer mit Hilfe eines
crosslinkers zwischen den clamp-Doménen auf der DNA fixiert. Damit konnten in DNA-
Bindungs-Experimenten stabile MutS-DNA-Komplexe visualisiert werden. Hiermit wurde
eindeutig gezeigt, dass ein Offnen der clamp-Dominen notwendig ist, damit MutS durch
direkte Dissoziation DNA mit blockierten Enden verlassen kann. Trotzdem war das
quervernetzte Protein noch in der Lage, DNA {iber deren Enden nach Ausbildung einer sog.
sliding clamp zu verlassen (end-dependent dissociation) und mit Hilfe von MutL die
Endonuklease MutH zu aktivieren. Durch Verwendung verschieden langer crosslinker konnte
belegt werden, dass die clamp-Doménen von MutS eine gewisse Flexibilitdt bendtigen, um
die Umwandlung in eine sliding clamp zu ermoglichen.

Kernpunkt bestehender Diskussion iiber die Modelle, zur Kopplung der mismatch-Erkennung
mit der Strangdiskriminierung, ist dic Frage nach einem mobilen (sliding clamp) bzw.
stationdren (DNA-looping) MutS. Zur Unterscheidung dieser prinzipiell verschiedenen
Modelle wurden zwischen der Basenfehlpaarung und GATC-Erkennungssequenz diverse
Blockaden in die Substrate eingefiihrt und anschlielend untersucht, ob die Transduktion des
Signals zur Aktivierung der Endonuklease MutH durch MutS, noch mdglich ist. Eine

Blockade bestand dabei aus einem Biotin-Streptavidin-Komplex, der die Signalweiterleitung
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um ca. 60 % inhibierte, allerdings wurde das Substrat damit noch dreieinhalbmal besser
gespalten als der entsprechende Homoduplex. Dies ist nicht vereinbar mit einem einfachen
MutS-sliding clamp-Modell. Die zweite Blockade war ebenfalls ein Biotin-Streptavidin-
Komplex, der in diesem Fall zwei DNA-Striange verbriickt (Homoduplex-DNA mit GATC-
Erkennungssequenz und/oder Heteroduplex-DNA). Kontrollexperimente mit Typ-IIS- und
Typ-IIF-Restriktionsendonuklease zeigten, dass sich auf diesen Substraten DNA-loops
ausbilden konnen. Allerdings konnte auf diesen Substraten keine Aktivierung der MutH-
Endonuklease auf dem Homoduplex-Substrat detektiert werden, sodass ein einfaches,
passives DNA-looping-Modell fiir die mismatch-Reparatur unwahrscheinlich ist.

Im nédchsten Abschnitt wurde untersucht, inwiefern die Geometrie zwischen mismatch und
GATC-Sequenz einen Einfluss auf die Aktivierung von MutH hat. Hierzu wurden DNA-
Substrate mit zwei GATC-Erkennungssequenzen und einer Basenfehlpaarung eingesetzt. Die
Geometrien der Substrate wurden systematisch variiert, indem verschiedene Abstinde zum
DNA-Ende bzw. zwischen GATC-Sequenz und mismatch verwendet wurden. Dabei zeigte
sich, dass nicht der Abstand der GATC-Erkennungssequenz zum mismatch, sondern der
Abstand zum DNA-Ende fiir eine effiziente Aktivierung bedeutsam ist. Die GATC-
Erkennungssequenz, die am zentralsten lokalisiert ist, wird bevorzugt gespalten. Dies wurde
als weiteres Indiz fiir einen beweglichen Komplex, der iiber die DNA-Enden zerfallen kann,
interpretiert.

Um ein stationdres MutS-Modell (MutS am mismatch) endgiiltig zu widerlegen, wurden
DNA-Substrate eingesetzt, bei denen mismatch und GATC-Erkennungssequenz nur zwei
Basen auseinander liegen, und somit eine gleichzeitige Bindung von MutS an die Fehlpaarung
und MutH an die GATC-Erkennungssequenz nicht moglich ist. Dennoch erfolgte eine
mismatch-abhingige Akivierung von MutH, sodass der aktive Komplex bestehend aus MutS,

MutL und MutH beweglich sein muss.
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Einleitung 1

1 Einleitung

,cancer is a disease of our genes* (Hoeijmakers, 2001). Krebs entsteht durch Schiaden in den
Erbanlagen, Genen eines Organismus. Es sind vor allem drei Gruppen von Genen, die nach
threr Verdnderung Ausloser einer Krebserkrankung sein konnen: Protoonkogene,
Tumorsuppressor-Gene und Reparaturgene. Tumorsuppressor-Gene regulieren den
Zellzyklus; ein sehr bekanntes Beispiel ist das P53-Gen (TP 53). Protoonkogene sind normale
Gene, die bei ihrer Verdnderung zu Onkogenen werden konnen, diese wiederum fordern bei
ihrer Expression den Ubergang einer normalen Zelle zu einer Krebszelle. Protoonkogene
kodieren fiir Proteine, die Zellwachstum, Zellteilung und Zelldifferenzierung kontrollieren.
Reparaturgene kodieren fiir Proteine, die Komponenten verschiedener DNA-
Reparatursysteme sind. Verdnderungen bzw. Schdden in der Gensequenz koénnen durch
verschiedene Faktoren ausgelost werden. Sie entstehen auf natiirlichem Wege, z. B. durch
Fehler wihrend der Replikation oder der homologen Rekombination. Verdnderungen in der
Gensequenz treten aber auch auf, wenn DNA-Bindungen spontan zerfallen. Beispiele fiir
Verdanderungen an Basen, den Bausteinen der Gene, sind spontane oder induzierte
Desaminierung von Cytosin, Adenin, Guanin oder 5'-Methyl-Cytosin, wobei die Derivate
Uracil, Hypoxanthin, Xanthin oder Thymin entstehen (Hoeijmakers, 2001).

Schiaden in der Gensequenz eines Organismus konnen aber auch durch Umwelteinfliisse
verursacht werden. Beispiele solcher Umwelteinfliisse sind UV-Strahlung, radioaktive
Strahlung oder Chemikalien. Gesunde Organismen sind auf diese Arten von DNA-Schédden
vorbereitet und besitzen verschiedene hoch konservierte DNA-Reparatursysteme. Diese
DNA-Reparatursysteme konnen in fiinf verschiedene Mechanismus-Typen eingeteilt werden:
direct repair (damage reveral), nucleotide excision repair (NER), base excision repair
(BER), double strand break repair (DBR) und das mismatch-Reparatur-System (MMR)
(Yang, 2008).

1.1. Das mismatch-Reparatursystem

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Untersuchungen wurden am MMR aus
Escherichia coli (E. coli) durchgefiihrt. Das MMR repariert Basenfehlpaarungen und
insertion/deletion loops (IDLs), die wéihrend der Replikation auftreten. Es existiert in fast
allen Organismen, von Bakterien bis zu hoheren Eukaryoten. In E. coli trigt das MMR dazu
bei, dass die Fehlerrate wihrend der Replikation um das 1000-Fache auf ca. 10'° Fehler pro
eingebautes Nukleotid gesenkt wird (Modrich et al., 1996). Ist das MMR einer menschlichen

Zelle ausgefallen, z. B. weil eine Mutation in einem Gen der beteiligten Proteine
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stattgefunden hat, kann dies eine Ursache fiir das Auftreten einer speziellen Form des
Darmkrebses (hereditary nonpolyposis colorectal cancer, HNPCC) beim Menschen sein. Die
grundlegenden Mechanismen in diesem System scheinen bei Prokaryoten und Eukaryoten
gleich zu sein (Schofield et al., 2003.). Das E.-coli-MMR konnte in vitro durch aufgereinigte
Proteine rekonstituiert werden (Lahue et al., 1989). Durch das MMR werden insertionen,
deletionen und Basenfehlpaarungen mit Ausnahme von C/C-Fehlpaarungen erkannt und
repariert. Neben der Fehlererkennung ist bei der postreplikativen Reparatur wichtig, den
urspriinglichen (fehlerfreien) Mutterstrang vom fehlerhaften, neusynthetisierten Tochterstrang
zu unterscheiden (Strangdiskriminierung). Es sind mehrere Moglichkeiten fiir das
Reparatursystem vorstellbar, um die beiden Stringe voneinander unterscheiden zu kénnen. In
E. coli wird die Strangdiskriminierung durch den Methylierungsstatus der DNA erreicht. Die
DNA-Adenin-Methyltransferase =~ (DAM)  iibertrdgt eine  Methylgruppe von  S-
Adenosylmethionin (SAM) auf das N®Atom des Adenins innerhalb der GATC-
Erkennungssequenz. Nach der Replikation ist der neu synthetisierte Strang daher fiir eine
kurze Zeit nicht methyliert, wodurch er vom Mutterstrang unterschieden werden kann.
Insgesamt sind elf Proteinkomplexe an der mismatch-Reparatur beteiligt: MutS, MutL, MutH,
DNA-Helikase II, single-strand-binding-Protein (SSB), Exonuklease I, Exonuklease IV oder
Rec] Exonuklease, Exonuklease X, DNA-Polymerase IlI-Holoenzym und DNA-Ligase,
wobei MutS, MutLL und MutH die drei Komponenten sind, die flir die Erkennung einer
Fehlpaarung und die Strangdiskriminierung benétigt werden (siehe Abb.1-1). Zundchst
erkennt MutS den mismatch und bindet daran. Hierauf erfolgt in einem bislang nur
unvollstidndig verstandenen Prozess nach MutL-Bindung und ATP-Hydrolyse die Aktivierung
der Endonuklease MutH. Diese spaltet daraufhin den nichtmethylierten Strang direkt vor dem
Guanin der hemimethylierten GATC-Erkennungssequenz, wobei die Distanz zwischen
GATC-Erkennungssequenz und Basenfehlpaarung bis zu 1 kb betragen kann. Danach bindet
in einer wiederum von MutS und MutL-abhingigen Reaktion die Helikase II an den
Einzelstrangbruch und entwindet den DNA-Doppelstrang in Richtung der Basenfehlpaarung.
Der Einzelstrang wird anschlieBend von SSB-Proteinen stabilisiert, wahrend eine der vier
Exonukleasen den entwundenen Einzelstrang bis kurz hinter der falsch eingebauten Base
durch Hydrolyse entfernt. Danach synthetisiert die DNA-Polymerase III das fehlende Stiick
des Tochterstranges und die DNA-Ligase I schlie8t den verbleibenden Einzelstrangbruch. (Au
et al., 1992; Lahue et al., 1989; Modrich, 1996). Zum Abschluss der DNA-mismatch-
Reparatur wird die GATC-Erkennungssequenz des neu synthetisierten Stranges noch durch

die dam-Methylase methyliert (Friedberg et al., 1995).
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Abb. 1-1: Schematische Darstellung der mismatch-Reparatur in E. coli

Wann, ob und auf welche Weise der Initiationskomplex aus MutS, -L und -H nach der
Strangdiskriminierung von der DNA dissoziiert, ist nicht bekannt. Allerdings weill man, dass
zum Anlagern der Helicase Il sowie der Exonuklease an die DNA die Anwesenheit von MutS
und MutL notwendig ist (Viswanathan et al., 1998). Die Strukturen von funktionellen Teilen
der MutS, MutL oder MutH Proteine im Komplex mit DNA oder Nukleotiden wurden durch
Rontgenstrukturanalysen bestimmt. Allerdings ist weitgehend unklar, wie diese drei Proteine

miteinander interagieren, um die mismatch-Reparatur einzuleiten und sie zu vollenden.
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1.2. Komponenten des mismatch-Reparatursystems mit Fokus auf

mismatch-Erkennung und Strangdiskriminierung

1.2.1. MutS — der mismatch-Sensor

Einer der wichtigsten Schritte innerhalb der DNA-Reparatur ist die Fehlererkennung, d. h. die
Unterscheidung einer normalen Basenpaarung von Basenfehlpaarung bzw. von ungepaarten
Basen. MutS ist das Protein, das wihrend der MMR die DNA nach einem Fehler absucht,
diesen erkennt und an ihn binden kann. Die Bindungsaffinitidt von MutS ist bis zu 1500-Fach
hoher fiir DNA mit einer Fehlpaarung als fiir Homoduplex-DNA. Die Bindungsaffinitit von
MutS an Fehler variiert mit den unterschiedlichen Fehlern. Dabei ist die Affinitdt fir G/T-
Basenfehlpaarungen oder fiir IDLs sehr hoch, wihrend die fiir C/C-Basenfehlpaarungen etwas
niedriger ist. (Kunkel et al., 2005). Durch die Kristallstrukturen von MutS aus E. coli,
Thermus aquaticus (Taq) (Abbildung 1-2) und seit kurzem auch aus dem menschlichen
Organismus in verschiedenen Komplexen, mit und ohne Oligodesoxynukleotid mit
verschiedenen Fehlpaarungen, konnten viele neue Informationen gewonnen werden (Lamers

et al., 2000a; Obmolova et al., 2000a; Warren et al., 2007).

Basenfehl-
MutS Protein Eofaktor paaring FDE Code Referenz
E. coli (1-800) ADP, ng'+ G'T le3m (Lamers ef al. 2000b)
Tag (1-768) - Unpaired T lewq (Obmolova et al. 2000b)
Tag (1-782) - - lewr (Obmolova et al. 2000b)
Tag (1-768) 2 ADP, Mg"”+ Unpaired T 1fw6 (Junop et al. 2001)
E. coli R69TA (1-800) ADP, Mg"]‘+ G'T 1ng9 (Lamers er al. 2003)
Tag (1-768) ADP, BeF;y Unpaired T lnne (Alami ef al. 2003)
E. coli (1-800) ADP, ]ng'+ C/A loh5 (Natrajan at al. 2003)
E. coli (1-800) ADP, Mg"]‘+ AJA 1oh6 (Matrajan et al. 2003)
E. coli (1-800) ADP, Mg"]‘+ GIG loh7 (Matrajan et al. 2003)
E. coli (1-800) ADP, hu[g"]'+ Unpaired T 1oh8 (Matrajan at al. 2003)
E. coli (1-2800) ATP, Mg2+ GT 1lw7a (Lamers et al. 2004)

Abb. 1-2: Verfiigbare Kristallstrukturen von MutS (aus der Dissertation von Manelyte, 2006)

Allerdings bleiben trotz der Verfiigbarkeit der Kristallstrukturen drei wichtige Fragen zur
Funktion von MutS ungeklart. Erstens gibt es bisher noch keine Kristallstruktur von MutS mit
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Homoduplex-DNA, zweitens fehlt in allen Kristallstrukturen immer ein Teil des C-Terminus
(E. coli-MutS besitzt 853 aa und Tag-MutS 811 aa) und drittens bildet das bakterielle full-
length-MutS Tetramere. Allerdings wurde die Struktur nur fiir die homodimeren Deletions-

Varianten bestimmt.

Abb. 1-3: Drei verschiedene Kristallstrukturen von MutS
A) Tag-MutS, Frontansicht: (I, IV), DNA-Bindungsdoméne; (II, III), Verbindungsdoménen; V, ATPase-
Domine (Kunkel, 2005). B) E. coli-MutS (PDB: 1e3m), Frontansicht: Glutamine 38 in jedem Monomer gelb
und Phenylalanine 39 lila. C) Abbildung B als Seitenansicht

MutS formt in Prokaryoten Homodimere und in Eukaryoten Heterodimere (Yang, 2008).
Insgesamt wird das Protein aus fiinf Untereinheiten gebildet (Abbildung 1-3): zwei
Untereinheiten fiir die DNA-Bindung (I, IV), eine mit ATPase Aktivitit (V) und die anderen
zwel bilden Verbindungsdominen (II, III). In Anwesenheit von DNA formt MutS eine
Struktur, die einen oberen und einen unteren Kanal enthélt. Der obere Kanal, begrenzt durch
die Doménen I, IT und V, ist grol genug und hat das richtige elektrostatische Potential um
DNA aufzunehmen. Allerdings hatte ein Austausch der Aminoséuren, der das elektrostatische
Potential dieser Region verdndern sollte, keinen Einfluss auf die Aktivitdt des Proteins

wihrend der mismatch-Reparatur (Junop et al., 2003). Der C-terminale Abschnitt von MutS,
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gebildet aus den Aminosduren 801-853 des Proteins, scheint wichtig fiir die Tetramerisierung
zu sein. Die Deletionsvariante A800 von MutS liegt nur noch in einem Dimer-Monomer-
Equilibrium vor und schon die Mutation von Aspartat 835 zu Arginin verhindert, dass das
Protein weiter Tetramere bilden kann (Manelyte et al., 2006). Allerdings scheint die
Tetramerisierung fiir die Funktion des Proteins wiahrend der mismatch-Reparatur wichtig, aber
nicht essentiell zu sein (Manelyte, 2006; Urbanke & Mendillo 2007). In allen MutS-
mismatch—-DNA-Strukturen wird die gebundene DNA in einem Winkel von 45° - 60°
gebogen. Diese Biegung in der DNA erleichtert das Binden von MutS, die Bindungsaffinitit
wird um das 10- bis 30-Fache gegeniiber Homoduplex-DNA gesteigert (Schofield et al.,
2003). Die Kontakte von MutS mit der gebundenen DNA sind liberwiegend unspezifisch, nur
zwel Aminosdurereste der einen Untereinheit bilden spezifische Interaktionen mit der
Fehlpaarung aus. Diese Aminosduren gehdren zu einem hochkonservierten Sequenzmotiv
Phe-X-Glu im N-Terminus des Proteins. Das Phe-36 (E. coli-MutS) der mismatch-Bindungs-
Domine interkaliert in den DNA-Doppelstrang und tritt in Kontakt z. B. mit dem Thymin
eines fehlgepaarten G/T-Basenpaares (Lamers et al., 2000a). Glu-38 (E. coli-MutS) formt
eine Wasserstoffbriickenbindung mit dem N3-Atom des fehlgepaarten Thymins oder dem N7
eines fehlgepaarten Purins (Tessmer et al., 2008). Diese DNA-Interaktionen des konservierten
Phenylalanins konnten in der Vergangenheit bereits in photocrosslink-Experimenten fiir Tag-
MutS gezeigt werden (Malkov et al., 1997). Tessmer et al., 2008 schlagen dabei folgenden
Mechanismus zur Fehlererkennung vor (Abbildung 1-4): Wéhrend der Suche nach der
Basenfehlpaarung bindet MutS unspezifisch an die DNA und biegt diese, die negative Ladung
des Glutamats erleichtert dabei die DNA-Biegung. Das Phenylalanin scheint keine spezielle
Interaktion mit der Homoduplex-DNA einzugehen. Trifft MutS auf eine Basenfehlpaarung,
wird aus der Biegung ein Knick (engl: Kkink). Das Glutamat kann nun die
Wasserstoffbriickenbindung mit z. B. dem fehlgepaarten Thymin ausbilden und das
Phenylalanin interkaliert in den DNA-Doppelstrang und formt den initial recognition complex
(IRC). Die gespeicherte Energie aus diesem Komplex erleichtert das Ausbilden des ulitimate
recognition complex (URC), welcher die ATP-induzierte Konformationsidnderung von MutS

auslost, die zur Aktivierung des Reparatursystems fiihren soll (Tessmer et al., 2008).
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Abb. 1-4: Aktuelles Modell zur mismatch-Erkennung durch MutS (Tessmer et al., 2008)

Biochemische und Mutagenese-Studien des E. coli-MutS-Proteins zeigen, dass die zwei
Untereinheiten des Proteins unterschiedliche Affinitdten fiir ADP und ATP haben (Bjornson
et al., 2003). Die ATPase-Aktivitit {ibernimmt sehr wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei
der mismatch-Erkennung und der anschlieBenden Strangdiskriminierung. Der genaue
Mechanismus ist bis jetzt noch nicht geklért, jedoch wird vermutet, dass MutS nach der

Bindung von ATP wie ein Schalter aktiviert wird.

1.2.2. MutL — molecular matchmaker

MutL koppelt die Erkennung der Fehlpaarung mit dem Prozess der Reparatur. Biochemische
Analysen haben gezeigt, dass MutL mit MutH direkt interagiert (Ban et al., 1999; Hall &
Matson, 1999; Toedt et al., 2003). Die Kommunikation zwischen MutS und MutH wird
demnach durch MutL vermittelt. Das prokaryotische MutL ist wie MutS ein Homodimer. Im
eukaryotischen System kommt es als Heterodimer vor und setzt sich aus dem MutL-Homolog
MLHI1 und entweder PMSI1, PMS2 oder MLH3 zusammen. MutlL besitzt eine hoch
konservierte N-terminale ATPase-Doméne und eine weniger konservierte C-terminale
Dimerisierungsdomine. Beide Domédnen sind durch einen flexiblen Linker verbunden.
(Kosinski et al., 2005; Drotschmann et al., 1998; Guarne et al., 2004; Ban et al., 1999). Bis
jetzt existiert noch keine Kristallstruktur fiir das full-length-MutL. Allerdings wurden die
Kristallstrukturen der 40-kD-N-terminalen Doméne (LN-40) (Ban et al., 1998) und der 20-
kD-C-terminalen Doméne (LN-20) von E. coli-MutL entschliisselt (Guarne et al., 2004).
Mutl gehort zur GHKL-ATPase-Familie, der ebenfalls noch Gyrase (eine Typ-II-
Topoisomerase), Hsp90 und Histidinkinase angehoren. Bei allen Mitgliedern der GHKL-
Familie fiihrt die Bindung von ATP zu gréferen Konformationsdnderungen (Ban, 1999;
Sacho, 2008). Es hat sich gezeigt, dass MutL nach der Bindung von ATP eine geschlossene
dimere Form bildet, in der es MutH binden und aktivieren kann (Giron-Monzon et al., 2004;

Guarne et al., 2004; Sacho, 2008).
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Abb. 1-5: Kristallstruktur von MutL aus E. coli: NTD, N-terminaler Teil; CTD, C-terminaler Teil

1.2.3. MutH — Strangdiskriminierung

Im Rahmen der MMR {ibernimmt MutH die Aufgabe der Strangdiskriminierung. Es spaltet in
der hemimethylierten GATC-Erkennungssequenz den unmethylierten Strang vor dem G und
fithrt dadurch einen Einzelstrangbruch (nick) ein. Dieser kennzeichnet den Strang fiir den
nachfolgenden Reparatur-Mechanismus. Obwohl MutH an hemi- oder unmethylierte GATC-
Sequenzen oder sogar GGTC-Sequenzen binden kann (Lee et al., 2005), ist die
Endonuklease-Aktivitit von MutH spezifisch fiir GATC-Erkennungssequenzen in
unmethylierter oder hemimethylierter DNA (Welsh, 1987, MutH Endonukleaseaktivitit). Der
methylierte DNA-Strang wird mit einer um 200-400-fach schwécheren Rate gespalten als der
unmethylierte Strang (Friedhoff et al., 2003). In Anwesenheit von MutS, MutL und ATP wird
die eigentlich sehr geringe Endonukleaseaktivitit des MutH-Proteins um das ~ 50-Fache
stimuliert (Au et al., 1992; Yang 2000). Die Struktur von MutH ist sequenzell und strukturell
homolog zu Typ II Restriktionsendonukleasen (Ban, 1998). Wie die meisten
Restriktionsendonukleasen besitzt MutH ein DEK (Asp-X(n)-Glu-X-Lys)-Motif, welches fiir
die Koordination der Metall-Ionen und die DNA-Spaltung wichtig ist (Lee et al., 2005).
MutH kann in zwei Subdoménen unterteilt werden, einen N-terminalen und einen C-
terminalen Arm, die eine V-dhnliche Struktur formen. Der N-Arm trdgt den katalytischen Teil
mit dem DEK-Motif, der C-Arm ermdglicht die Basenerkennung und die DNA-Bindung (Lee
et al., 2005). Beide Teile sind iiber drei ,,Polypeptid-linker* miteinander verbunden (Ban &
Yang, 1998). MutH bindet spezifisch an die GATC-Sequenz und interagiert unspezifisch mit

zwei bis drei Basenpaaren jeweils seitlich davon. Nach der Bindung an die
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Erkennungssequenz bewegen sich die beiden Arme 6° - 18° zueinander und die DNA-
Bindungsfurche verengt sich. Tyr-212 {ibernimmt eine wichtige Rolle wihrend der Erkennung
des Methylierungsgrades der DNA (Friedhoff et al., 2003; Lee et al., 2005). Aulerdem sind
noch Arg-184 und Pro-185 an der DNA Interaktion beteiligt. Das aktive Zentrum von MutH
wird von den Aminosduren Glu-56, Asp-70, Glu-77 und Lys-79 gebildet. Glu-56, Asp-70 und
Glu-77 koordinieren dabei die zwei Metall-lonen. Wahrscheinlich ist die exakte Koordination
der Metall-Ionen im aktiven Zentrum ausschlaggebend fiir die substratspezifische Spaltung

von MutH (Lee et al., 2005).

Abb. 1-6: Kristallstruktur von MutH mit unmethylierter DNA (A) und hemimethylierter DNA (B) (Lee
et al., 2005)
22 bp lange hemimethylierte DNA, die zwei GATC-Sequenzen sind 8 bp voneinander entfernt. GATC-
Sequenz, orange; methylierte Adenin, rot; Ca*" Tonen, hellbraune Kugeln. Glutamat an der Position 56, gelb;
Aspartat 70, rosa; Glutamat 77, cyan; Lysin 79, braun; Arginin 184, hellblau; Prolin 185, lila; Tyrosin 212,
dunkelblau

1.3. Die verschiedenen Modelle zur Kopplung von mismatch-Erkennung

und Strangdiskriminierung

Grundlegend fiir die Reparatur einer Basenfehlpaarung oder IDLs in der DNA-Sequenz ist die
Fehlererkennung durch MutS, die dann allerdings an die nachfolgenden Schritte,
Strangdiskriminierung und Synthese des neuen DNA-Stranges gekoppelt sein muss. In E. coli
erfolgen diese Schritte ausgehend von hemimethylierten GATC-Sequenzen. Da die
Basenfehlpaarungen in DNA-Sequenzen zufillig auftreten, ist der Abstand zwischen der

GATC-Erkennungssequenz und der Basenfehlpaarung sehr variabel. GATC-Sequenzen gibt
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es alle 44 Basenpaare (= 256 bp), der mittlere Abstand zwischen einer Basenfehlpaarung und
einer GATC-Sequenz ist 64 bp. Eine wichtige Frage, auch bei Untersuchungen anderer
Systeme in der Biochemie, ist hdufig, wie die Aktivitit verschiedener Proteine an zwei
manchmal mehr als 1000 bp voneinander entfernte Erkennungssequenzen gekoppelt werden
kann. MutS beginnt die mismatch-Reparatur, indem es die Basenfehlpaarung in der DNA
erkennt und an sie bindet. Ob MutS wihrend der Einleitung des Reparaturprozesses am
mismatch bleibt oder diesen verldsst, ist nicht bekannt. Das Verhalten von MutS nach der
mismatch-Erkennung ist entscheidend fiir den Mechanismus. Prinzipiell lassen sich Modelle
unterscheiden, in denen MutS entweder an der Basenfehlpaarung bleibt und von dort aus die
Strangdiskriminierung aktiviert (trans-Aktivierung), oder Modelle, in denen es die
Basenfehlpaarung verldsst und sich zur GATC-Erkennungssequenz hin bewegt um dort,
gemeinsam mit MutL, MutH zu aktivieren (cis-Aktivierung) (Kolodner, 2007). In Anbetracht
des groen Abstands zwischen mismatch und GATC-Erkennungssequenz kommen
verschiedene Losungswege infrage. Um einen cis-Mechanismen mdéglich zu machen muss die
DNA-Helix intakt sein, damit die Proteine diffundieren/sliden, polymerisieren oder auf
andere Art entlang der DNA-Helix kommunizieren konnen. Beispiele fiir die Aktivierung mit
Hilfe von cis-Mechanismen gibt es bei Typ-I- und —III-Restriktionsendonukleasen, diese
zeigen ATP-abhéngige Translokation (Kolodner, 2007). Bei trans-Mechanismen werden die
zwei verschiedenen Erkennungssequenzen bzw. die Basenfehlpaarung und die GATC-
Erkennungssequenz zusammen gebracht, indem die DNA dazwischen gebogen wird
(looping). Trans- Mechanismen kdnnen auch zwischen Erkennungssequenzen stattfinden, die
auf verschiedenen DNA-Molekiilen lokalisiert sind (Kolodner, 2007). DNA-looping taucht
hdufig in zelluldren Prozessen, wie z. B. Transkription, Rekombination und Replikation auf
(Saiz et al., 2006).

Fiir den Mechanismus wihrend der MMR sind gegenwirtig drei Modelle in der kontroversen

Diskussion: MutS-nucleated polymerisation, DNA bending, ATP-dependent movement.

ATP-dependent movement MutS-nucleated polymerization DHA bending
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Abb.1-7: Die drei Modelle der mismatch-Reparatur (Modrich et al., 2006)
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1.3.1. ATP-dependent movement/sliding clamp-Modell

Das ATP-dependent movement oder auch sliding clamp-Modell beschreibt einen cis-
Mechanismus, MutS erkennt die Basenfehlpaarung und bindet daran, anschlieBend bewegt es
sich im Komplex mit MutL von der Basenfehlpaarung weg. Der Prozess ist an die GDP/GTP-
Umwandlung bei G-Proteinen angelehnt (Acharya et al., 2003; Gradia et al., 1999). Die
Bewegung wird erreicht durch eine ATP-abhingige Konformationsinderung von MutS. Der
mismatch initiiert dabei den Austausch von ADP zu ATP und damit die Umformung des
MutS-Molekiils (Gradia et al., 1999). MutL bindet an diese Form von MutS und nach
Erreichen der GATC-Erkennungssequenz aktivieren sie gemeinsam MutH. Das Signal wird
terminiert, sobald MutS ATP hydrolysiert hat. Die Bewegung kann in beide Richtungen der
DNA erfolgen, auBBerdem konnen auch mehrere MutS-Molekiile, die die Basenfehlpaarung
umgeben, auf die DNA aufgeladen werden (Acharya et al., 2003). MutL hat wihrend dieses
Prozesses zwei Aufgaben: erstens inhibiert es das neue Aufladen von MutS und zweitens
stellt es die physikalische Verbindung zwischen MutS und MutH her (Acharya et al., 2003).
Es gibt Beweise dafiir dass MutS sich auf der DNA-Helix ATP-abhéngig fortbewegt und auch
dafiir, dass der MutS-MutL-Komplex sich entlang der DNA Helix bewegen kann, aber es ist
noch nicht bekannt, ob und wenn ja, welche Rolle diese Art der Bewegung fiir den

Mechanismus wihrend der MMR hat (Pluciennik & Modrich, 2007).

1.3.2. MutS-Polymerisations-Modell

Das Polymerisations-Modell beschreibt einen zweiten Mechanismus der in CiS, entlang der
Helix-Kontur, erfolgt. Nach der Bindung von MutS werden nach und nach immer mehr
Molekiile eines zweiten Proteins auf die DNA aufgeladen, wahrscheinlich MutL-Molekiile.
Die Polymerisation erfolgt bidirektional und endet erst dann, wenn eine GATC-
Erkennungssequenz erreicht worden ist. Das letzte MutL bindet und aktiviert MutH, welches

anschliefend die DNA spaltet.

1.3.3. Bending/looping-Modell

Die Gruppen um Wei Yang und Titia Sixma schlagen, ausgehend von strukturellen
Informationen, das alternative looping-Modell (Guarne et al., 2004; Sixma, 2001) vor.
AuBerdem zeigen elektronenmikroskopischen (EM-) und atomic force mikroscopy (AFM-)
Studien, dass an die DNA gebundenes MutS loops ausbilden kann (Allen et al., 1997; Jia et
al., 2008). Die elektronenmikroskopischen Studien von D. J. Allen et al., 1997 lieferten
Ergebnisse, in denen MutS loop-Strukturen nur in Abhéngigkeit von einem mismatch und mit
ATP ausbildet. Die Studien von Y. Jia et al., 2008 zeigten allerdings mit Hilfe von AFM-
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Daten, dass MutS auch ohne Nukleotid und unabhingig von einem mismatch in der Lage ist
loops auszubilden. Deshalb ist nicht klar, ob die loops, die mit MutS gezeigt wurden konnten
ausschlaggebend fiir die Aktivierung des Reparatur-Mechanismus sind. Das looping-Modell
geht davon aus, dass MutS wihrend des Reparaturvorgangs am mismatch bleibt. Nach der
Erkennung der Basenfehlpaarung durch MutS wird MutL aktiviert und bindet an MutS.
Wihrend MutS und MutL an der Basenfehlpaarung gebunden sind, findet die Aktivierung von
MutH mit Hilfe einer Biegung der DNA durch den Raum statt. Es bildet sich somit induziert
durch MutS, MutL und MutH, ein DNA-loop zwischen der Basenfehlpaarung und der GATC-
Erkennungssequenz aus. Dieses Modell &dhnelt dem der trans-Aktivierung bei der

Genexpression zwischen dem Transkriptionsfaktor und der RNA-Polymerase.

1.4. Zielsetzung

Seit Studien zeigten, dass stabile Dimere von MutS schon ausreichend fiir eine Aktivierung
sind (Mendillo et al., 2007), stellt sich zum einen die Frage, welche Funktion das Tetramer
wihrend der Aktivierung von MutH iibernimmt, zum anderen ob auch ein Dimer von MutS
ausreichend wiére.

Erstes Ziel der dieser Arbeit zugrunde liegenden Versuche war es, MutS auf der DNA zu
fixieren. Dazu sollte die clamp-Domine des Proteins vernetzt und damit ein Offnen nach der
DNA-Bindung verhindert werden. Um die clamp-Doméne vernetzen zu konnen, sollte an der
Position 483 in die cysteinfreie-Variante von MutS ein Cystein eingefiihrt werden. Mit Hilfe
eines Methanthiosulfonat-crosslinkers konnten die beiden Cysteine eines jeweiligen
Monomers vernetzt werden. Die crosslink-Reaktion findet durch die Bildung von
Disulfidbriicken zwischen den Sulfhydrylgruppen statt. Weil MutS in Ldsung in einem
Dimer-Tetramer-Gleichgewicht vorliegt und bekannt ist, dass mit Hilfe einer zusdtzlichen
Punktmutation in der C-terminalen Doméne die Fahigkeit der Tetramerisierung von MutS
zerstort werden kann (Manelyte et al., 2006; Menillo et al., 2007), sollte zusétzlich die
Mutation D835R eingefiihrt werden. Damit konnte sichergestellt werden, dass die MutS-
DNA-Komplexe nur aus stabilen MutS-Dimeren bestehen. Ziel war es, stabile MutS-DNA-
Komplexe zu bilden und mdglichst die in diesem Komplex vorhandenen MutS-Molekiile zu
,zdhlen“. AuBerdem sollte untersucht werden, ob ein zwischen den clamp-Doménen
geschlossenes MutS-Molekiil endblockierte DNA nicht mehr verlassen kann und trotzdem
noch in der Lage ist, in Schritten des MMR zu wirken. DNA ohne offene Enden sollte

entweder durch die Bindung von Streptavidin an biotinylierte DNA-Enden oder in spéteren
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Experimenten, durch dass Einsetzten von zirkuliren DNA-Substraten erreicht werden. Unter
Verwendung verschieden langer crosslinker sollte ferner getestet werden, wie viel Flexibilitat
die clamp-Doménen bendtigen um ein sliding von MutS auf der DNA zu erméglichen.

Zum Zweiten stand der Mechanismus der Signalweiterleitung, nach der mismatch-Erkennung
bis zur Strangsdiskriminierung, im Mittelpunkt der hier beschriebenen Versuche. Dazu sollten
zwei kontrovers diskutierte Modelle zum Mechanismus des MMR bestitigt bzw. widerlegt
werden. Beim moving/sliding clamp-Modell verldsst MutS fiir die Aktivierung von MutH den
mismatch und bewegt sich tiber lineare Diffusion bis zur GATC-Erkennungssequenz. Beim
static/iooping-Modell bleibt MutS wihrend der Aktivierung der Strangdiskriminierung an der
Basenfehlpaarung gebunden und die DNA zwischen der Basenfehlpaarung und der GATC-
Erkennungssequenz bildet im Nukleoprotein-Komplex einen loop. Die Weiterleitung des
Strangdiskriminierungssignals sollte durch das Einsetzten von verschiedenen DNA-Substraten
getestet werden. Durch Setzten eines roadblocks zwischen der Basenfehlpaarung und der
GATC-Erkennungssequenz sollte ein sliding von MutS auf der DNA unterbunden werden.
Ferner wurden Substrate mit zwei GATC-Erkennungssequenzen hinter der Basenfehlpaarung
verwendet. Ein auf der DNA diffundierendes MutS, vom mismatch aktiviert, konnte zuerst
MutH an der GATC-Erkennungssequenz aktivieren, die der Basenfehlpaarung am nichsten
ist, was auf einen gerichteten Aktivierungsmechanismus hindeuten wiirde. SchlieBlich sollten
Substrate verwendet werden, bei denen eine gleichzeitige Bindung von MutS an die
Fehlpaarung und von MutH an die GATC-Erkennungssequenz nicht moglich ist, da beide nur
zwel Basenpaare auseinander liegen. MutS muss die Basenfehlpaarung verlassen, damit

MutH spalten kann.
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2 Material und Methoden

Gingige Standardverfahren wurden, sofern dies nicht anders vermerkt ist, nach den

Ausfiihrungen der Laborhandbiicher Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel, 1992-

2005) durchgefiihrt.

2.1 Material

2.1.1. Chemikalien

Acrylamid/BisAcrylamid 40 %, 29:1
ADP

Agar

Agarose (Ultra PURE™)
Aktivkohle

Ampicillin

ATP

Bromphenolblau

BSA

Coomassie Brilliant Blue
DNA-Léngenstandards
dNTPs

DTT

EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid
Glycerin

Glycin

HEPES

Imidazol

IPTG

Isopropanol
Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid
Methanol
Natriumchlorid
Ni-NTA-Agarose
Oligodesoxyribonukleotide
Phosphorséure

Salzsdure

SDS

TEMED

Tris

AppliChem
Sigma
AppliChem
AppliChem
Merk
AppliChem
Sigma
Merk

New England BioLabs
AppliChem
MBI-Fermentas
Fermentas
ApplChem
Roche
Merk

Merk
AppliChem
AppliChem
AppliChem
AppliChem
AppliChem
Roth

Merk

Merk

Merk

Merk
QIAGEN
Biomers
Merk

Merk
Sigma
Merk
AppliChem
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2.1.2. Enzyme und Proteine

Bshll Fermentas

Dpnl Fermentas

Nb.Btsl New England BioLabs

Nt.Alwl New England BioLabs

Exonuklease | New England BioLabs

Exonuklease III New England BioLabs

Fokl New England BioLabs

NgoMIV New England BioLabs

MutH eigene Herstellung

MutL eigene Herstellung

Cfr13I Fermentas

Pfu-DNA-Polymerase eigene Herstellung (I. Dern)

Single Strand Binding Protein (SSB) New England BioLabs

Streptavidin New England BioLabs

Tag-DNA-Polymerase eigene Herstellung (I. Dern)

A-Exonuclease New England BioLabs
2.1.3. Puffer

2.1.3.1. Gelelektrophorese und Substratherstellung
10x TPE-Elektrodenpuffer

800 mM Tris-Phosphat

20 mM EDTA

pH 8.2 mit konz. H3PO4
10x SDS-Elektrodenpuffer

25 mM Tris, pH 8.3

190 mM Glycin
0.1 % (w/v) SDS

10x Puffer gelb

100 mM Tris/HCL, pH 7.5
100 mM MgCl,
1 mg/ml BSA

5x Laemmli-Auftragspuffer (LAP)

160mM Tris/HCI, pH 6.8

5% (v/v) 2-Mercaptoethanol (BME)
2% (v/v) SDS

40% (v/v) Glycerin
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5x Agarose-Auftragspuffer (AAP)

250 mM EDTA

25 % (w/v)  Saccharose

1.2 % (w/v) SDS

0.1 % (w/v) Bromphenolblau
0.1 % (w/v) Xylencyanol FF
pH 8.0 mit NaOH

10x Pfu-Puffer

200 mM Tris/HCI, pH 9
100 mM (NH4)SO4

100 mM KCl

1 % Triton X-100

20 mM MgSO4

10x Tag-Puffer

100 mM Tris/HCI, pH 9
500 mM KCl

1 % Triton X-100

15 mM MgCl,

10x Ligase Puffer (Fermentas)

400 mM Tris-HC1

100 mM MgCl,

100 mM DTT

5 mM ATP (pH 7.8 bei 25°C)

10x Exonuklease I Puffer (Fermentas)

670 mM glycine-KOH (pH 9.5 bei 25°C)
67 mM MgCl,
10 mM DTT

10x Puffer R (Fermentas)

10 mM Tris-HCI (pH 8.5 bei 37°C),
10 mM MgCl,,

100 mM KCl,

0.1 mg/ml BSA

10x NEBuffer 3 (New England BioLabs)

1 M NaCl

500 mM Tris-HCI
100 mM MgCl,

10 mM Dithiothreitol
pH 7.9

10x NEBuffer 2 (New England BioLabs)

100 mM Tris-HC1
500 mM NaCl

100 mM MgCl,

10 mM Dithiothreitol
pH 7.9
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2.1.3.2. DNA-Bindungsexperimente

10x DNA Bindungspuffer
200 mM Hepes
50 mM MgCl,
0.1 mM EDTA
pH 7.5 mit NaOH
10x DNA Bindungs-Auftragspuffer
20 mM EDTA
50 % Glycerin

0.01 % (w/v) Bromphenolblau
50x TAE-Elektrodenpuffer

2M Tris

IM Na-Acetat

50 mM EDTA

pH 8.0 mit Eisessig eingestellt

2.1.3.3. Proteinreinigung

1x Bindungspuffer
20 mM Tris/HCI, pH 7.9
20 mM Imidazol
1M NaCl
1x Waschpuffer
20 mM Tris/HCI, pH 7.9
20 mM Imidazol
M NaCl
1x Elutionspuffer
20 mM Tris/HCI, pH 7.9
1M Imidazol
1M NaCl
1x Dialysepuffer
20 mM HEPES/KOH, pH 7.9

200 mM KCl
1 mM EDTA
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2.2. Mikrobiologisches Arbeiten

2.2.1. Bakterienstimme
Mit Hilfe von Escherichia coli HMS174(ADE3) wurden die Varianten von MutS exprimiert

(Feng & Winkler, 1995) und die Plasmide amplifiziert, diec als template fir diec DNA-
Substratherstellung dienten.

1. HMS174(ADE3)

Genotyp: F- recA hsdR (g1, mg;2 ) Rift (DE3).

Dieser Stamm eignet sich besonders gut fiir die Expression von Proteinen in groem Mafstab.
2. TX2929

(CC106 mutS 201:: Tn5; Kan') (Feng & Winkler, 1995)

Bei dem Mutatortest wurde dieser Stamm verwendet (siehe 2.4.8.).

2.2.2. Plasmide
pET-15b (His-tag Vektor, Ap" (Novagen)

pET15b-Xhol und pET15b-HindIII wurden fiir die Spaltkinetiken verwendet (Thomas et al.,
2002).

pTX412: pET-15b (E. coli K-12 ¢(hiss-tag-mutS")Hyb (Feng & Winkler 1995)

pTX412:CF: pTX412 (mutS [C93A/C23SS/C239A/C297S/C569S/C711V])

(freundlicherweise von Dr. L. Manelyte zur Verfiigung gestellt)

2.3. Molekularbiologische Methoden

2.3.1. Plasmid DNA-Priparationen
Die Isolierung von Plasmiden in kleinem Mafstab (3ml) wurde mit den entsprechenden

Aufreinigungs-Kits von Promega durchgefiihrt.

2.3.2. Bestimmung der Konzentration von Nukleinsiuren
Um die Konzentration von PCR-Produkten und Plasmiden zu bestimmen, wurde die

Absorption bei einer Wellenldinge von 260 nm gemessen. Dabei wurde davon ausgegangen,

260

dass bei doppelstrangiger DNA 1 OD”"nm = 50 pg/ml Desoxyribonukleinsdure gilt.

2.3.3. Gelelektrophoretische Analyse
Die Analyse von Proteinen und DNA-Fragmenten wurde mit elektrophoretischen Verfahren

durchgefiihrt (Ausubel, 1992-2005).
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Dabei diente die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAAG) zur Auftrennung von
Nukleinsduren mit einer Lange unter 1000 bp (Ausubel, 1992-2005). Als DNA-Léngenmarker
wurde der pUC Mix Marker 8 (Fermentas) verwendet. Die Agarosegelelektrophorese diente
zur Auftrennung von Nukleinsduren mit einer Lange iiber 1000bp, als Léngenmarker wurde
der 1 kb Ladder (Fermentas) verwendet, oder fiir einige Nukleinsdure Protein-Shift-
Experimente.

Die analytische SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde fiir die Analyse
von Proteinen eingesetzt. Als Proteinlingenmarker wurde die Page Ruler'™ Protein Ladder

(Fermentas) verwendet.

2.3.4. PCR-Reaktionen

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR; (Mullis & Faloona, 1987) wurde in dieser Arbeit fiir
unterschiedliche Zwecke ecingesetzt. Sie diente zur Herstellung der mismatch-Substrate, zur
zielgerichteten Mutagenese und zur Sequenzierung der mutierten mutS-Gene. Fiir analytische
Zwecke wurde die Tag-DNA-Polymerase verwendet, fiir die Mutagenese und die mismatch-
Substratsynthese die Pfu-DNA-Polymerase. Die Amplifikationen wurden in Thermocyclern
der Firma Whatman Biometra durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden aufgereinigt. Fiir alle
innerhalb der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten DNA-Aufreinigungen wurde das ,,Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System* der Firma Promega benutzt.

2.3.4.1. PCR fiir die mismatch-Substrate
Zwei Bedingungen wéhrend der PCR sind entscheidend, um die Fehlerrate in der

Basensequenz des PCR-Produktes mdglichst gering zu halten. Zum einen wird mit sehr
wenigen Zyklen gearbeitet (< 20), zum anderen wird die Pfu-DNA-Polymerase verwendet.
Die Pfu-DNA-Polymerase besitzt zwei Aktivititen, die 3'-5'-Exonuklease-Aktivitdt und die
5’-3’-proofreading-Aktivitit. Sie weist dadurch eine Fehlerrate bei der Replikation von 107
pro Basenpaar auf, im Gegensatz zur Tag-DNA-Polymerase, die eine Fehlerrate von 10™ pro
Basenpaar hat.

Wenn nicht anders im Text angegeben, wurden fiir eine 30 pl PCR-Reaktion 9 ng template
DNA, jeweils 400 nM des 5 (Hin-) und 3" (Riick-) primer, 200 uM dNTP’s und 1 U Pfu-
DNA-Polymerase eingesetzt und die Reaktion in 1x PCR-Puffer durchgefiihrt.

Das Temperaturprofil der PCR-Reaktion ist spezifisch fiir die jeweiligen primer und wird an
den entsprechenden Stellen im Text angegeben. Die erhaltenen PCR-Produkte werden

gelelektrophoretisch analysiert und aufgereinigt. Bei der Aufreinigung mit dem ,,Wizard® SV
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Gel and PCR Clean-UpSystem* der Firma Promega werden die PCR-primer, die ANTP’s und

die DNA-Polymerase von dem PCR-Produkt abgetrennt.

Temperaturprofil (mismatch-Substrat)

Phase 1 2 3 4
T (°C) 94 94 50-56 68 68 4
t (sec) 60 30 30 50 300 o0
Zyklen 1 20 1 0

Die annealing-Temperatur hangt von dem eingesetzten primer-Paar ab. Sie wird mit Hilfe des

Programms Vector NTI (Informaxx Inc.) berechnet.

2.3.4.2 Primer-Sequenzen

Sequenzen der fiir die Generierung des mismatch-Substrats verwendeten primer (Biomers):

Bezeichnung:
MutS _CTD

S_D835R_Cir13I

BBseqA
BBseqB

BBseqB111
BBseqB236
BBseqA302
Caro_34 Hin
GEX her lang

5-GTTATTAAGCGCGCACGGCAAAAGCTG-3’
5-GGTGAGTGATCTCGGGTCCAGATTTTCCA-3’
5-CCCGCGAAATTAATACGACTC-3’
5-CTTCCTTTCGGGCTTTGTTAG-3"

5-TCATCCTCGGCACCGTCAC-3"

5’-TAGAGGCCCCAAGGGGTTAT-3"
5-ATCTTCCCCATCGGTGATGTC-3’
5’- CGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACA-5’

5’- ATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCAC-3’

Alle oben genannten primer wurden unmodifiziert, aber auch 5’-phosphoryliert und 5°'-

biotinyliert eingesetzt.
Back 21-P
T-HindIII-biot

T-HindIII-6_42bp

Homo C Xhol-biot

Gap MM-A401
BBseqA401

35 Caro

5-TCCGGCGTAGAGGATGAAGCT-3'
5-TCCGGCGTAGAGGATGAAGCTTITC
GAGCCCGCGAAATTAATA-3’
5-TCCGGTGTAGAGGATGAAGCTC

TCGAGCCCGCGAAATTAATA-3’

S'-TCCGGCGTAGAGGATGAAGCTC

TCGAGCCCGCGAAATTAATA-3'

5-CGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGG-3’
5-CGACGACGGGTACCATATAGA-3’
5- CCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGG-5’
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Die folgenden primer wurden fiir die Herstellung der zirkuldren mismatch-Substrate

verwendet:

A-Adapter_HindIII Nb.BtsI B111 5-CTCAAGCTTCACTGCTCATCCTCGG
CACCGTCAC-3’

A-Adapter_Xho Nb.BtsI-B111 5’-CTCGAGCTTCACTGCTCATCCTCGG
CACCGTCAC-3’

A2-Xhol_Nb.BtsI-A302 5-AAGCTCGAGCACTGCATCTTCCCCATC

GGTGATGTC-3’
Forward_T bottom -2GATC_HindIll 5-ATCAAGCTTCACTGCGTCTCATGAG
CGGATACAT-3’
Reverse_A_top_-2GATC_HindIII 5"-AAGCTITGATCACTGCCGGCTGCTAACA
AAGCCCGAA-3’
Reverse G_top -2GATC_delta_HindIIl 5'-AAGCCTGATCACTGCCGGCTGCTAACA
AAGCCCGAA-3’
Forward_T_bottom-12GATC_HindIIl 5-CTCAAGCTTCACTGCCATGAGCGGA
TACATATTT-3’
Reverse_A_top_-12GATC_deltaHindIII 5-AAGCTTGAGCACTGCGGATCCGGCTGC
TAACAAAGC-3’
Reverse_G_top_-12GATC_deltaHindIII 5'-AAGCCTGAGCACTGCGGATCCGGCTGC
TAACAAAGC-3’

2.4. Zielgerichtete Mutagenese

Die zielgerichtete PCR-Mutagenese erfolgt nach einem Protokoll, das sich an die Methode
von (Kirsch & Joly, 1998) anlehnt. Der Basenaustausch innerhalb des zu mutierenden Gens
erfolgt dabei in zwei Schritten, die jeweils aus einer PCR bestehen. Die gewiinschte Mutation
wird durch Genamplifikation mit Hilfe eines PCR-primers eingefiihrt. Durch den
Mutagenese-primer wird zusitzlich durch eine stille Mutation noch eine Schnittstelle fiir ein
Restriktionsenzym als Marker in das mutS-Gen eingefiigt. Das Plasmid pTX412-CF dient als
template und wurde von Frau Laura Manelyte im Rahmen ihrer Doktorarbeit hergestellt und
mir freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Es wurde eine neue Einzelcystein Variante von
MutS hergestellt, MutSP# R H483€ 11y ersten Schritt wird ein sog. megaprimer hergestellt, der
eine Lange von 161 bp aufweist. Der megaprimer dient dann in der zweiten PCR als primer,
um den gesamten Plasmidvektor linear zu amplifizieren. Das Produkt ist in zirkuldrer Form

stabil, obwohl die Enden nicht kovalent durch Ligation verkniipft werden.
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Die Sequenzen der fiir die Mutagenese verwendeten primer:

MutS_CTD 5-GTTATTAAGCGCGCACGGCAAAAGCTG-3’
S _D835R_Cir13l 5-GGTGAGTGATCTCGGGTCCAGATTTTCCA-3’

2.4.1. Megaprimer-PCR

Ein 50 pl Ansatz enthélt folgende Reagenzien:

1x Pfu-Puffer

50-100ng template

0.2 mM dNTPs

0.4 uM sense primer

0.4 uM antisense primer

5U Pfu-DNA-Polymerase

Das Temperaturprofil der PCR kann der folgenden Tabelle entnommen werden.

Temperaturprofil megaprimer-PCR

Phase 1 2 3 4 5
T (°C) 95 95 56 68 56 68 4
t (sec) 120 30 60 60 60 660 )
Zyklen 1 20 1 1 1

2.4.2 Mutagenese-PCR

Aus der 1. Mutagenese-PCR werden in der Regel 1pug PCR-Produkt erhalten. Davon werden
ca. 200 ng fiir die ndchste PCR eingesetzt.
Ein 50pul Ansatz umfasst folgende Reagenzien:

100 ng Plasmid
ca. 200 ng megaprimer
0.4 mM dNTPs
3 U Pfu-DNA-Polymerase
1x Pfu-Puffer
Endvolumen 50 pl.
Das Temperaturprofil der PCR kann der folgenden Tabelle entnommen werden.

Temperaturprofil Mutagenese-PCR

Phase 1 2 3 4
T (°C) 95 95 55 68 95 55 68 68
t (sec) 120 50 55 | 1500 50 55 | 1500 660

Zyklen 1 8 8 1

88 ||w
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2.4.3. Restriktionsverdau mit Dpnl

Mit Hilfe von Dpnl kann das als template-DNA verwendete Plasmid vollstindig entfernt
werden, damit nur noch der mittels PCR synthetisierte offenzirkuldre Plasmidvektor in der
Probe vorhanden ist. Dpnl erkennt und spaltet spezifisch methylierte dam-Erkennungsstellen
(G™ATC). Das als template eingesetzte Plasmid stammt aus dam” Bakterienzellen und ist
daher dam-methyliert. Im Gegensatz dazu ist das in der PCR gebildete Produkt nicht
methyliert und wird deshalb nicht gespalten.

Fiir den Restriktionsverdau werden 50 pl des 2. Mutagenese PCR-Ansatzes mit 0.5 U Dpnl
fiir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert.

2.4.4. Ethanolfillung

Fiir eine Transformation von E. coli muss die DNA salz- und proteinfrei sein, weshalb eine
Ethanolfdllung durchgefiihrt wird. Die Plasmidlosung wird mit 1/10 Volumen 3 M
Natriumacetat (pH 4.6) und dem dreifachen Volumen Ethanol 96 % (v/v) versetzt. Durch die
hohe Konzentration an monovalenten Kationen und einem anschlielenden
Loésungsmittelentzug wird eine Féllung der DNA erreicht. Der Ansatz wird fiir 30 min bei
-4 °C inkubiert und dann 30 min bei 12000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und das Sediment mit 300 pl kaltem 70 % Ethanol (v/v)
gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren (20 min, 12.000 rpm bei 4 °C) wird wieder der
Uberstand verworfen. Das Sediment wird getrocknet (37 °C) und zuletzt in 5 ul Reinstwasser

aufgenommen.

2.4.5. Elektrotransformation

Damit die Plasmid-DNA mit der Mutation in die Bakterienzellen eingeschleust werden kann
muss die Zellmembran mit Hilfe von Elektrotransformation durchléssig gemacht werden.
Hierfiir wird ein Elektroporator der Firma Invitrogen (NV Keek, Niederlande) verwendet. Er
hat eine Kondensatorkapazitit von 50 pF bei einer Spannung von 1500 V. Spezielle Kiivetten
(Invitrogen) dienen als Reaktionsgefille, sie tragen auf zwei Seiten Metallelektroden. Die
Zellmembranen der elektrokompetenten Bakterien werden durch eine Entladung der
Elektroden tiber der mit Bakterien-/ Plasmidsuspension beladenen Kiivette durchléssig
gemacht. Die DNA mit der Mutation kann nun ins Zellinnere des Bakteriums eindringen. Die
Zelldichte sollte nicht mehr als 1-2 x10° Zellen/ml betragen, um eine Zellfusion zu
vermeiden. Die Kiivetten und auch die elektrokompetenten Zellen miissen vor der

Transformation auf Eis gekiihlt werden.
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2.4.6. Ausplattieren der transformierten Zellen

Um das auszuplattierende Fliissigkeitsvolumen gering zu halten, werden die transformierten
Zellen nach dem Inkubieren in LB-Medium kurz zentrifugiert und der Uberstand bis auf ein
Restvolumen von ca. 100 pl dekantiert. Das Pellet wird resuspendiert und der gesamte Ansatz
auf eine Agarplatte (LB-Medium) mit dem Antibiotikum Ampicilin (75 pg/ml) ausplattiert
und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.4.7. Screening markerpositiver Klone

Zur Kontrolle auf markerpositive Klone werden mit einem sterilen Zahnstocher Klone, die als
template dienen, der angewachsenen Bakterienkulturen von der Agarplatte entnommen und in
PCR-Reaktionsgefdllen abgestrichen. Hierauf wird dann der PCR-Reaktionsansatz gegeben.
AuBerdem werden mit demselben Zahnstocher die gewéhlten Klone auf einer Agarplatte mit
Ampicilin (75 pg/ml) ausgestrichen.

Bei der screening-PCR werden die gleichen primer sense primer BBseqB und antisense
primer A verwendet und so fiir jede generierte Mutante ein Fragment identischer Lénge
erzeugt. Anhand der GroBe des PCR-Produktes bzw. dem Auftauchen von spezifischen
Spaltfragmenten kann nun erkannt werden, ob der Klon das gewlinschte mutierte mutS-Gen
enthilt oder nicht.

Zu einem Reaktionsansatz von 20 pl werden 2.5 pl (ca. 200 ng DNA) vom screening-PCR
Ansatz zugegeben. Das PCR-Produkt wurde mit 8-12 U Restriktionsenzym (je nach Aktivitit)
in entsprechendem Puffer fiir 30 min bei fiir das Enzym optimaler Temperatur gespalten. Die
Reaktion wird durch Zugabe von 5x AAP gestoppt und die Spaltprodukte durch
Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert.

Das Temperaturprofil der screening-PCR kann der folgenden Tabelle entnommen werden.

Temperaturprofil der screening-PCR

Phase 1 2 3 4
T (°C) 94 94 62 72 72 4
t (sec) 300 30 30 180 300 0
Zyklen 1 30 1 o0

2.4.8. In vivo-Aktivitiatstest der Mutanten

Durch die Bestimmung von spontan auftretender Rifampicin-Resistenz kann die
Mutationsfrequenz ermittelt werden. Die Durchfiihrung erfolgt in Anlehnung an das Protokoll

von (Wu & Marinus, 1999).
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Die Bakterien des Stammes TX2929, deren mutS-Gen durch Deletion inaktiviert wurde,
werden nach der Transformation mit den entsprechenden Plasmiden in 3 ml LB-Medium mit
dem Antibiotikum Ampicilin (100 pg/ml) bei 37 °C fiir 15-17 h inkubiert. 50 pl Aliquots der
Kulturen werden auf LB-Platten mit Ampicilin (75 pg/ml) und Rifampicin (75 pg/ml)
ausplattiert und liber Nacht bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wird die Zahl der Klone
bestimmt. Die Rifampicinresistenz beruht auf Mutationen im rpoB-Gen, die durch DNA-
Polymerase-Synthesefehler entstehen. Bakterien, die das neue Gen aufgenommen haben,
besitzen ein intaktes MMR und sind deshalb kaum fahig, durch Mutation eine Rifampicin-
Resistenz zu entwickeln. Als Kontrolle dient hierbei eine LB-Platte mit dem
Wildtypbakterium. Bakterien mit einem pET-15b Plasmid, die kein neu eingefiihrtes Gen von
MutS besitzen, haben eine stark erhohte Mutationsrate und werden viel hiufiger eine

Resistenz gegen Rifampicin ausbilden.

2.4.9. Proteinexpression und Reinigung

2.4.9.1. Proteinexpression

Die Gene des verwendeten Plasmids stehen unter Kontrolle des T7-Promotors und kénnen
durch Zugabe von IPTG induziert werden. Die Induktion fiihrt zur Bildung der T7-RNA-
Polymerase, deren Gen unter lac-Promotor-Kontrolle steht.

Die gewdhlten Klone wurden auf Agarplatten mit Ampicilin (100 pg/ml) ausplattiert. Von
einzelnen Kolonien wurden Vorkulturen (25 ml) angeimpft und die Hauptkultur (500 ml) am
ndchsten Tag mit einem Teil (10 ml) der iiber Nacht inkubierten Vorkultur beimpft. Kurz vor
dem Animpfen wird das Antibiotikum Ampicilin (100 pg/ml) zugegeben. Bei einer optischen
Dichte (Extinktion) von 0.3-0.6 bei 600 nm erfolgt die Induktion mit 1 mM IPTG und
anschlieBend wird fiir 4 h bei 28 °C inkubuiert.

2.4.9.2. Protein-Aufreinigung iiber Ni2+-NTA-Afﬁnitéitschromatographie
Da die hier verwendeten Proteine einen N-terminalen Hisq-tag tragen, konnten sie iiber Ni*'-

NTA-Agarose IMAC (immobilized metal ion affinity chromatography) aufgereinigt werden.
Nach dem Zellaufschluss wurde der klare Uberstand mit 1.5 ml der Ni*-NTA-Agarose-beads
in einem 15 ml-Falcon"™-Réhrchen gemischt und zum Binden der Proteine an das
Nickelchelat-Material fiir 90 min bei 4 °C an die Sdulenmatrix gebunden. Nach dreimaligem
Waschen mit 20 ml Waschpuffer wurden die an Ni*"-NTA-Agarose-beads gebundenen
Proteine in eine Sdule iiberfiihrt. AnschlieBend wurden sie mit einem Elutionspuffer von dem
Sdulenmaterial eluiert. Zu den proteinhaltigen Fraktionen wurde 10 mM DTT zugegeben, um

die Bildung von Disulfidbriicken zu verhindern. AnschlieBend wurden die FEluate im
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Anschluss intensiv gegen Dialysepuffer dialysiert. Mit Hilfe der bei 280 nm bestimmten
Extinktion (E) und dem theoretischen molaren Extinktionskoeffizient (¢ = 69420 M'cm™) bei

280 nm von Hisg-MutS (Pace et al.,1995) wurde die Konzentration der Proteine bestimmt.

2.5. Substratherstellung

2.5.1. mismatch-Substrat-Synthese fiir lineare Substrate

Die Herstellung der mismatch-Substrate erfolgte in Anlehnung an ein in der Arbeitsgruppe
entwickeltes Protokoll (Thomas, 2002). Das Protokoll wurde getestet und an einigen Stellen
verbessert. Die PCR-Produkte sollten mdglichst fehlerfrei sein, um ungewollte Fehlpaarungen
zu vermeiden, deshalb wurde die Zyklenanzahl verringert und die eingesetzte template-Menge
erhoht. Alle Substrate wurden nach diesem, im folgenden Abschnitt beschriebenen Verfahren
hergestellt (siche Abb.2-1). Je nach gewiinschtem Substrat wurden die primer variiert. Zur
Herstellung der zwei PCR-Produkte wurde das Plasmid pET-15b verwendet. Eines der beiden
Plasmide enthélt eine Xhol-Schnittstelle und das andere eine HindIII-Schnittstelle, so dass

sich beide nur in einem Basenpaar unterscheiden.
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1. PCR mit den Plasmiden pET-15b -Xhol (G) und - HindIll (T)

51 ~ 3; P‘sr 3;
31 Sa\p 3’ ] 5,

!

2. Aufreinigen

!

3. Entfernung des phosphorylierten Stranges mit A—Exonuklease

5 3

=
~J B T

!

4, Aufreinigen

!

5. Mischen + hybridisieren der Einzelstrange

5 ~ 3’
I

3 5

Abb. 2-1: Schema fiir die Herstellung der mismatch-Substrate

Die Herstellung der mismatch-Substrate besteht aus fiinf Schritten: Im ersten Schritt wurden zwei PCR-
Reaktionen durchgefiihrt (template-Plasmide unterscheiden sich nur in einem Basenpaar); im zweiten Schritt
wurden die Produkte aufgereinigt, im dritten Schritt wurde jeweils der 5'-phosphorylierte Strang durch die A~
Exonuklease entfernt; im vierten Schritt wurden die Einzelstringe nochmals aufgereinigt. Zuletzt wurden

equimolare Mengen der Einzelstrdnge gemischt und hybridisiert.

Durch die Verwendung eines phosphorylierten primers bei der PCR-Reaktion erhdlt man ein
Produkt, das an einem Strang eine 5’-Phosphatgruppe trigt. Die PCR-Produkte werden
aufgereinigt. Um den phosphorylierten Strang zu entfernen, inkubiert man 1000 ng des
aufgereinigten PCR-Produkts mit 5 U A-Exonuklease. Diese entfernt Nukleotide von
doppelstringiger DNA in 5°-3-Richtung. Die Reaktion erfolgt fiir 1 h 20 min bei 37 °C und
wird auf Eis abgestoppt. Da sich die elektrophoretische Mobilitdt einzelstrdngiger DNA von
der doppelstrangiger DNA unterscheidet, kann auf einem 6 %-igen Polyacrylamidgel
analysiert werden, ob die Reaktion vollstindig stattgefunden hat. Nach dieser Kontrolle
wurden equimolare Mengen der beiden Einzelstringe gemischt und fiir 3 min auf 95 °C
erhitzt. Bei dem langsamen Abkiihlen (im ausgeschalteten Heizblock) hybridisieren die
komplementiren Einzelstringe und bilden den neuen Doppelstrang mit der gewiinschten
Basenfehlpaarung. Die so hybridisierten Doppelstringe werden noch einmal nach dem
»Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System* von Promega aufgereinigt und bei -20 °C
gelagert.
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2.5.2. Homoduplex-Substrat-Synthese fiir lineare Substrate

Alle hergestellten Homoduplex-Substrate dienten als Negativ-Kontrolle; sie wurden immer
nach dem gleichen in 2.5.1 beschriebenen Protokoll hergestellt, allerdings wurde in beiden
PCR-Reaktionen das gleiche Plasmid als template eingesetzt. In die Homoduplexe wird keine
Basenfehlpaarung eingefiihrt; idealer weise sollte bei Homoduplex-Substrat keine mismatch-
abhédngige Aktivierung der MutH-Endonuklease durch MutS zu beobachten sein. Wenn doch
eine geringe Aktivierung auftrat, beruht diese nicht auf einer definierten Basenfehlpaarung,
sondern vielmehr auf einer Fehlpaarung durch Fehler der Polymerase wihrend der PCR (vgl.

Smith & Modrich, 1996).

2.5.3. Unterschiedliche Lingen von D1

Im ersten Teil der Arbeit wurde nur die Léange D1 (209-84 bp) variiert, die beiden anderen
Parameter blieben gleich. D2 hatte eine konstante Lénge von 86 bp und D3 von 99 bp. Um die
unterschiedlichen Substrate herzustellen, wurden die primer in der PCR-Reaktion variiert

(siche primer-Sequenzen 2.3.4.2.).

D1 , D2 , D3
. 209b :
- b B S > 484bp
3 5
84bp
e 360bp
27b
s = 302bp

Abb. 2-2: Drei mismatch-Substrate mit unterschiedlicher Linge von D1
Die Abstéinde D2 (176 bp) und D3 (99 bp) sind in allen drei Substraten gleich grof3.

2.5.4. Lineare mismatch-Substrate mit zwei GATC-Erkennungssequenzen
Die Substrate mit zwei GATC-Erkennungssequenzen, besitzen eine Basenfehlpaarung, die

immer an der gleichen Position in der Sequenz liegt. Von den zwei GATC-
Erkennungssequenzen befindet sich eine der beiden immer an der gleichen Position innerhalb
der Sequenz, die zweite GATC-Erkennungssequenz kann an der Position -20 (d.h. das C der
GATC-Erkennungssequenz liegt 20 Basen entfernt von dem G der G/T Basenfehlpaarung), 40
oder 80 bp entfernt von der Basenfehlpaarung positioniert sein. Zum besseren Verstindnis
kann jedes dieser Substrate in drei Abschnitte unterteilt werden: D1, D2 und D3; DI
beschreibt den Abstand des Guanins der zweiten (bezogen auf die Basenfehlpaarung) GATC-
Erkennungssequenz zum 5°-Ende des oberen DNA-Strangs, D2 beschreibt den Abstand
zwischen dem Guanin der ersten GATC-Erkennungssequenz und dem der zweiten GATC-

Erkennungssequenz und D3 umfasst den Abstand von dem Guanin der ersten GATC-
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Erkennungssequenz bis zum 3’-Ende des oberen Strangs. Je nach gewiinschtem Substrat

wurden die primer variiert.

D1 D2a D2b

Abb. 2-3: Die drei Abschnitte des mismatch-Substrates
D1 = Abstand zwischen dem Ende der DNA und der zweiten GATC-Erkennungssequenz; D2a = Abstand
zwischen der ersten und der zweiten GATC-Erkennungssequenz; D2b = Abstand der ersten GATC-

Erkennungssequenz bis zum Ende der DNA

2.5.5. Bindung von Streptavidin an 5 -biotinylierte DNA-Substrate

Bio 5: - ‘ 3

3 5 Bio

Abb. 2-4: Mismatch-Substrat mit Biotin-Streptavidin-Blockaden an beiden Enden

Bio, Biotin; SA, Streptavidin

Fiir die Herstellung der an den Enden biotinylierten Substrate, wurden die gleichen primer
wie wihrend der mismatch-Substrat Synthese (siche 2.5.1) verwendet, nur war hier jeweils
der nicht phosphorylierte primer 5’-biotinyliert. Um die Enden zu blockieren, wurde
Streptavidin  mit der biotinylierten DNA inkubiert. Streptavidin besteht aus vier
Untereinheiten mit einem Molekulargewicht von 13 kDa pro Untereinheit. Streptavidin hat
eine hohe Bindungsaffinitit fiir Biotin (K, ~ 10> M™") (Freitag, et al. 1997). Jede Untereinheit
besitzt eine Biotinbindungsstelle.

Nach Variation der Konzentrationsverhéltnisse zwischen Streptavidin und biotinylierter-DNA
wurden gute Ergebnisse mit einem 20-fachen Uberschuss von Streptavidin (0.2 uM)
gegeniiber DNA (10 nM) erreicht. Die DNA als Spaltsubstrat wurde mit Streptavidin fiir 30
min bei RT inkubiert. Die weitere Reaktion und Analyse wurde dann wie in Abschnitt 2.6.
beschrieben, durchgefiihrt. Zu den Zeitpunkten 1, 2, 5, 10, 20, 60 min wurden gleiche
Volumina (10 pl) entnommen und die Reaktion mit 2.5 pl 5x AAP gestoppt.
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Bedingungen des Aktivitatstests:

1 uM MutL

0.5 uM MutH

0.5 uM MutS

10 nM DNA

0.2 uM Streptavidin
150 mM KCl

1 mM ATP

Ix Puffer gelb

2.5.6. Blockade zwischen Basenfehlpaarung und GATC-Erkennungssequenz

Als Blockade zwischen der GATC-Erkennungssequenz und dem mismatch wurden vier
verschiedene Substrate hergestellt 1) mit einer Liicke (73 bp) zwischen der Basenfehlpaarung
und der GATC-Erkennungssequenz, 2) mit einer Liicke (73 bp) und SSB gebunden, 3) mit
einer Liicke und einem Streptavidin an das Ende eines DNA Stranges innerhalb der Liicke
gebunden, 4) ein Doppelstrangbruch und ein Streptavidinmolekiil, das die zwei DNA-Stringe

miteinander verkniipft.

2.5.6.1. Blockade durch eine Liicke, gefiillt mit SSB
Das single strand binding protein (SSB) stammt aus dem E. coli Bakterium und besteht aus

177 Aminosduren. SSB bindet als Homotetramer an einzelstringige DNA, um diese zu
stabilisieren. In Bakterien hat es wichtige Aufgaben bei der Replikation, der Rekombination
und der Reparatur von DNA. Um SSB als Blockade zwischen der GATC-Erkennungssequenz
und der Basenfehlpaarung zu verwenden, wurden 30 nM des in 3.7.3.1. beschriebenen
Substrates mit 500 nM SSB fiir 1 min inkubiert. Das SSB setzte sich auf den aus
einzelstrangiger DNA bestehenden Liicke. Da ein Tetramer SSB ca. einen Umfang von 35 bp
einnimmt (Lohman & Ferrari, 1994), sollten zwei Tetramere in den 73 bp langen
Einzelstrangabschnitt passen. Wichtig fiir die Gelanalyse war, dass eine Konzentration von
SDS (0.25 % w/v) eingehalten wird. Bei zu hoher Konzentration an SDS wurde der Komplex
aus DNA und SSB nicht mehr im Gel beobachtet. Optimal war die Konzentration bei Zugabe
von 1.2 ul AAP zu 10 pl Spaltprodukt.

D1 =209bp | D2 =176bp =D3=21bp

o —SB8=F
CTAC — —= 406bp

Abb. 2-5: Mismatch-Substrat mit einer Liicke, gefiillt mit zwei Tetrameren SSB (griin)
Liicke = 73 bp.
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2.5.6.2. Erzeugung eines Substrates mit einem Streptavidin als Blockade zwischen
Basenfehlpaarung und GATC-Erkennungssequenz

1. PCR
5 3 p5 3
3’ 5P 3 5"Bio

!

2. Aufreinigen

!

3. Entfernung des phosphorylierten Stranges
mit A—Exonuklease

5 3
= @ 3, 5’\Bio
4. Aufreinigen
Oligo
40P Oligo 42
b (e

5. Hybridisieren der zwei PCR-Produkte + 2 Oligos

406bp

3
=

3 326 bp w o Oligo 'Oligo42bp5"
34

bp

Abb. 2-6: Synthese des Substrates mit Blockade (Biotin-Streptavidin-Komplex) zwischen der
Basenfehlpaarung und der GATC-Erkennungssequenz
Gesamtldnge des Substrates = 406 bp

Die Herstellung beginnt wie die Herstellung der Standard mismatch-Substrat mit zwei PCR-
Reaktionen. Ein PCR-Produkt wurde mit primer BBseqB111/Back 21-P (406 bp) und dem
template pET-15b-Xhol durchgefiihrt, wobei auch hier der Back 21-P primer ein Phosphat
am 5’-Ende tragt. Die zweite PCR wurde mit den primer BBseqB111-P/BBseqA401 (291 bp)
durchgefiihrt, der primer BBseqB111 trigt eine Phosphatgruppe am 5’-Ende und als template
diente wieder das Plasmid pET-15b-Xhol. Die beiden PCR-Produkte wurden gereinigt und
jeweils mit der A-Exonuklease inkubiert (siehe 2.5.1). AnschlieBend wurden beide
Einzelstringe gemischt und auBerdem zu dem Gemisch das Oligodesoxyribonukleotid T-
HindIII-biot in 1.2-facher Menge dazugegeben. Dieses Oligodesoxyribonukleotid ist zu den
letzten 42 Basen am 3’-Ende des oberen Stranges komplementér. Das Gemisch wurde fiir 3

min auf 95 °C erhitzt und langsam im ausgeschalteten Heizblock abgekiihlt (siche Abbildung.
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2-6). Vor dem Reinigen mit dem Promega-Kit wurde das Produkt auf einem 6 %-igen
Polyacrylamidgel analysiert.

Das Oligodesoxyribonukletid trigt das Thymin (T) der G/T-Basenfehlpaarung, der
Homoduplex mit einer Liicke wird demzufolge mit der gleichen Methode hergestellt, unter
Verwendung eines Oligodesoxyribonukletid mit einem Cytosin (C) an der Position der

Basenfehlpaarung.

2.5.6.3. Herstellung eines Substrates mit einem Doppelstrangbruch und einem
Streptavidinmolekiil als Blockade

Fiir die Herstellung wurden zwei nach dem in Abschnitt 2.5.1. beschriebenen Verfahren
hergestellte lineare DNA Substrate verwendet. Die Substrate waren jeweils an einem DNA-
Ende am 5’-Strang biotinyliert; das Biotin wurde mit Hilfe der primer eingefiihrt. Die
Substrate konnten beliebig ausgewéhlt werden. Eines der beiden biotinylierten Substrate
wurde mit der 1.2-fachen Menge an Streptavidin fiir 30 min bei RT inkubiert. AnschlieBend
wurde das zweite biotinylierte Substrat zu der Reaktion dazu gegeben und noch mal fiir 20

min bei RT inkubiert.
2.5.7. Herstellung von zirkuliren mismatch-Substraten

2.5.7.1. PCR fiir das zirkulire Substrat
Als template fiir die erste PCR-Reaktion diente das Plasmid pET-15b HindlIIIl. Durch variieren

der primer-Sequenzen konnen unterschiedlich grofle Zirkel hergestellt werden. Abbildung 2-7

zeigt die einzelnen Schritte der Herstellung.

Ein 100 pl Ansatz umfasst folgende Reagenzien:

30 ng Plasmid (pET-15b HindIII)
0.4 mM dNTPs

3 U Pfu-DNA-Polymerase

1x Pfu-Puffer

Endvolumen 100 pl.

Der Ansatz wurde 6-fach angesetzt.

Das Temperaturprofil der PCR kann der folgenden Tabelle entnommen werden.

Temperaturprofil der PCR fiir die zirkuliren Substrate

Phase 1 2 3 4
T (°O) 94 94 55 68 68 4
t (sec) 120 50 50 60 300 00
Zyklen 1 20 1 0
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Nach der PCR wurden die Proben aufgereinigt. AnschlieBend wurde die Konzentration mit

Hilfe des Nanotrop bestimmt.

2.5.7.2. Inkubation mit Nb.BtsI
Nach der Bestimmung der Konzentration wurde die DNA mit der Nickase Nb.BtsI inkubiert.

Ein 100ul Ansatz umfasst folgende Reagenzien:

lpng BSA
20 ul  PCR Produkt (ca. 4000 ng)
20U Nb.Btsl

10 ul NEBuffer 4 (10x)

Endvolumen 100 pl.
Der Ansatz wurde 6-mal angesetzt. Die Reaktion wurde {iber Nacht bei 37 °C inkubiert. Um
die Einzelstringe abzutrennen muss die Probe auf 65 °C erhitzt werden und direkt im
Anschluss gereinigt werden. Je 300 ul werden bei einem Aufreinigungsschritt mit 70 pl von

der Siule eluiert.

2.5.7.3. Ligation
Im nichsten Schritt musste die offen zirkuldre Form der DNA ligiert werden, damit der Zirkel

kovalent geschlossen wird.

Ein 200 ul Ansatz umfasst folgende Reagenzien:

30 ul genicktes PCR Produkt

4 Weiss Units T4 DNA Ligase

100 pl T4 Ligase Puffer (10x Fermentas)

0.5 mM ATP

Mit H,O auf ein Endvolumen von 1000 ul auffiillen.
Es werden vier Ansétze hergestellt. Die Ligation wird bei RT iiber Nacht inkubiert und
anschlieend gereinigt. Je 1000 pl werden tiber eine Sdule aufgereinigt. Pro Bindungsschritt
werden aber nur 250 ul der Probe auf die Sdule gegeben. AnschlieBend wird 1 min bei 13000
rpm zentrifugiert, der Uberstand wird verworfen. Danach werden noch mal 250 pl der Probe
auf die Sdule gegeben und 1 min bei 13 000 rpm zentrifugiert usw. Wenn alle 1000 pl der

Probe auf der Séule sind, wird nach dem Standard-Protokoll weitergearbeitet und im letzten

Schritt mit 70 pul H,O eluiert.
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2.5.7.4. Inkubation mit Exonuklease I und II1
Die Exonuklease I baut einzelstraingige DNA in 3’- 5'- Richtung ab. Exonuklease III

katalysiert die Entfernung einzelner Nukleotide vom 3’- Ende doppelstringiger DNA. Lineare

oder nicht ligierte offen zirkuldre DNA-Substrate werden damit entfernt.

30 ul Ligationsprodukt

10 ul Exonuklease I Puffer (10x Fermentas)

60 U Exonuklease I

Mit H,O auf ein Endvolumen von 100 pl auffiillen.

Der Ansatz wird viermal hergestellt.

Die Reaktion wird 30 min bei 37 °C inkubiert.

100 pl Exonuklease I Ansatz
240 U Exonuklease II1

15 pl Puffer R (10x Fermentas)
Mit H,O auf 150 pl auffiillen.

Der Ansatz wird 30 min bei 37 °C inkubiert und anschlieend aufgereinigt.
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1.PCR

Nb.Btsl

ﬂ

2.nicking, aufreinigen = Y 4
3 i A —
I,
. Y
3.Uberh@nge hybridisieren,
offen zirkulare Form
ﬂ T4 Ligase

4. Ligation,
geschlossen zirkuldre Form

5.Inkubation mit
Exonuklease | und Il

Abb. 2-7: Schema fiir die Herstellung von zirkuliren mismatch-Substraten

Die Herstellung der zirkuldren mismatch-Substrate besteht aus vier Schritten: Zuerst wird ein PCR-Reaktion

durchgefiihrt (14 Basen der primer-Sequenz paaren nicht mit dem template und fiihren so eine neue Sequenz

ein, die die Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Nb.BtsI enthélt). Das PCR-Produkt wird aufgereinigt und

anschlieBend mit Nb.BtsI genickt. Danach wird es fiir 20 min auf 65 °C erhitzt und direkt wieder aufgereingt.

Die Uberhiinge hybridisieren zur offen zirkuliren Form und werden anschlieBend ligiert.

2.6. MutH-Endonuklease-Aktivierungsassay
MutH (2.5 uM) und MutL (5 uM) wurden fiir 20 min auf Eis mit ATP (5 mM) in 1x Puffer
gelb und 150 mM KCl vorinkubiert. Durch Zugabe von MutS und der Substrat-DNA wird die

Reaktion 5-fach verdiinnt und gleichzeitig gestartet. MutH spaltet die Substrate an der nicht

methylierten GATC-Erkennungssequenz. Alle in dieser Arbeit verwendeten Substrate

enthalten nur eine GATC-Erkennungssequenz und anhand der Menge der zwei Spaltprodukte

kann die Spaltaktivitit des MutHLS-Systems ermittelt werden.

Im Folgenden werden die Bedingungen fiir die Aktivititstests beschrieben, sie wurden fiir alle

Aktivitatstests gleich gehalten. Bedingungen wihrend der Aktivititstests:

1 uM
0.5 uM
0.5 uM
10 nM
150 mM
1 mM
1x

MutL
MutH
MutS
DNA

KCl

ATP
Puffer gelb
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Nach 1, 2, 5, 10, 20 und 60 min wurden Aliquots (10 pl) entnommen und die Reaktion mit
2.5 ul 5x AAP abgestoppt. Die Proben wurden anschlieBend gelelektrophoretisch untersucht.
Jede Kinetik wurde mindestens dreimal wiederholt und mit dem Programm TotalLab
(Nonlinear Dynamics) ausgewertet. Die Geschwindigkeitskonstante (k) wurde mit der
folgenden Exponentialfunktion ermittelt:

%P =A-(1-e")+BL

%S =A-e™' +BL

%P = % Produkt, %S = % Substrat, BL = Basislinie, A = Amplitude, k = Geschwindigkeitskonstante

2.7. Bindungsexperimente (EMSA)

Die MutS-DNA-Bindungsexperimente wurden mit verschiedenen Konzentration von MutS,
45 nM 484 bp G/T mismatch-DNA, oder 506 bp zirkuldirer mismatch-DNA, wenn mit
Nukleotid dann wurde 1mM ADP/ATP eingesetzt, 50 mM KCI, in 1x Bindungspuffer fiir 10
min bei 4 °C durchgefiihrt. Gestoppt wurden 10 pl der Reaktion in 4 pl 10x DNA-Bindungs-
Auftragspuffer (50 % Glycerin, 20 mM EDTA, 0.01% (w/v) Bromphenolblau). Die
Ergebnisse wurde auf 2 %-igen Agarosegelen (1x TPE, bei 4 °C) analysiert.

2.8. Thiol-crosslink-Experimente

Die verwendeten Methanthiosulfonat (MTS) crosslinker stammen von der Firma Toronto
Research Chemicals, sic wurden in DMSO gelost und bei -20 C° aufbewahrt. Das folgende
Schema (Abbildung 2-8) zeigt die MTS-Reaktion.

S-(CH,) -S
SH SH & S"
— 0 0 o)
l Il Il
+  CHS-S(CH)-5S-CH, —* + 2 CHSH
l I S
0 0 0O
Protein MTS-Reagenz vernetztes Protein Sulfinsaure

Abb. 2-8: Schema fiir die MTS-Reaktion (aus der Dissertation von Manelyte, 2006).

Die crosslink-Reaktionen wurden mit 50 mM KClI in 1x Puffer gelb fiir 2 min bei 4 °C
durchgefiihrt. Die Protein und auch die DNA Konzentrationen wurden variiert siche jeweilige
Abbildung. Die Konzentration des crosslinkers gegeniiber der Protein Konzentration war
immer 5:1. In der folgenden Abbildung sind die verschieden langen crosslinker aufgefiihrt,

die in dieser Arbeit verwendet wurden.
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Abb. 2-9: Struktur der verschiedenen crosslinker (Loo & Clarke, 2001)
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3 Ergebnisse

3.1. Die mismatch-spezifische MutH-Aktivierungsreaktion ist salzabhiingig

Bei niedrigen KCl-Konzentrationen (< 100 mM) wird MutH durch MutL auch in
Abwesenheit von MutS, und damit auch unabhédngig von der Basenfehlpaarung aktiviert (Ban,
1998). Um sicherzustellen, dass bei den hier verwendeten Substraten die Spaltung mismatch-
und MutS-abhéngig ist, wurde in den folgenden Versuchen MutH-induzierte Homoduplex-
und Heteroduplex-Spaltung bei verschiedenen KCl-Konzentration getestet und verglichen.

Dazu wurden Reaktionen durchgefiihrt, in denen sowohl ein Substrat mit Basenfehlpaarung
(406 bp) als auch ein Homoduplex-Substrat (484 bp) eingesetzt und KCl-Konzentrationen von

50 mM und 150 mM verwendet wurden.

KCl [mM] so | 150
Zelt[min] 0 25 60|25 60 o, o2, D3
= [bp] 200bp 275bp
I HO 4840
SHO 484bp | = lod e == 501 P -
% HE 4Dﬁbp | - w— A HE 406bp 209bp - 197bp

— 1331
P HE 275bp —-——

PHE/HO 2000  pd e o b 242
P HE 197bp —190

Abb. 3-1: Spaltaktivitit einer Homoduplex-DNA (HO) mit einer Linge von 484 bp und einer
Heteroduplex-DNA (HE) mit einer Linge von 406 bp

Die Homoduplex-DNA liefert ein Spaltprodukt mit einer Lénge von 275 bp und ein zweites mit einer Linge
von 209 bp. Aus der Heteroduplex-DNA entstehen nach der Spaltung die Produkte mit einer Lénge von 209
bp und 197 bp. Die Reaktion wurde in 1x Puffer gelb mit MutS 500 nM, MutL 1 uM, MutH 500 nM, jeweils
10 nM DNA, ATP 1 mM und entweder 50 mM oder 150 mM KCI durchgefiihrt. Gestoppt wurden 10 pl der
Reaktion mit 2 pl 5x AAP.

S HO, Substrat Homoduplex; S HE, Substrat Heteroduplex; P HE, Produkt Heteroduplex; P HO, Produkt
Homoduplex. Polyacrylamidgel (6 %) mit Ethidiumbromid geférbt

Die Kinetik mit einer KCl-Konzentration von 50 mM zeigt, dass beide Substrate schnell
gespalten werden. Bei 150 mM KCl ist dagegen ein deutlicher Unterschied zu sehen: Das
Homoduplex-Substrat ist auch nach 60 min kaum gespalten worden, wihrend das
Heteroduplex-Substrat zu > 90 % gespalten wurde.

In Abbildung 3-2 sind die Geschwindigkeitskonstanten von Kinetiken mit Homoduplex- oder

Heteroduplex-DNA bei KCl-Konzentrationen von 70 mM bis 170 mM dargestellt.
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Abb. 3-2: Spaltaktivitit Homoduplex- (weif}) und Heteroduplex-DNA (schwarz) mit unterschiedlichen
KCl-Konzentrationen.

Bei 70 mM KCI wurde der Homoduplex mit einer k (Geschwindigkeitskonstante) = 0.036 s und der
Heteroduplex mit k = 0.034 s™' gespalten, bei 90 mM KCl wurde der HO mit k = 0.036 s und der HE mit k =
0.055 s™! gespalten, bei 110 mM KCI wurde der HO mit k = 0.011 s und der HE mit k = 0.054 s gespalten,
bei 130 mM KCI wurde der HO mit k = 0.002 s und der HE mit k 0.051 s gespalten, bei 150 mM KCI
wurde der HO mit k = 0.001 s™ und der HE mit k = 0.037 s”' gespalten und bei 170 mM KCl wurde der HO
mit 0 s™" und HE noch mit 0.015 s™' gespalten.

HE, Heteroduplex; HO, Homoduplex;

Der Unterschied der Geschwindigkeitskonstanten nimmt mit steigenden KCI-Konzentrationen
stetig zu; das Homoduplex-Substrat wird ab einer KCI-Konzentration von 110 mM nur noch
mit k = 0.011 s gespalten, wihrend die Spaltung an einem Heteroduplex-Substrat noch mit k
= 0.054 s-1 erfolgt. Das Diagramm zeigt, dass die Spezifitdit des MutHLS-Systems fiir
basenfehlpaarungs-induzierte Spaltung ab 130 mM KCIl, oder mehr, immer groBer wird. Mit
150 mM KCI in der Reaktion ist die Spaltung des MutHLS-Systems von der
Basenfehlpaarung abhéngig. Ohne eine Basenfehlpaarung wird die Spaltung an der GATC-
Erkennungssequenz nicht aktiviert (Abbildung 3-3).
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Abb. 3-3: MutHLS-Spaltkinetiken bei 150 mM KCl
Werte von jeweils drei verschiedenen Spaltungen; Weil, Homoduplex-DNA (HO); schwarz, Heteroduplex-

DNA (HE)

3.2. Kurze DNA-Substrate mit zentraler GATC-Erkennungssequenz sind
fiir den Mechanismus des MMR gut geeignet

Um fiir die Durchfiihrung der Spaltexperimente ein optimales, moglichst kurzes DNA-
Substrat zu haben, in einer zuvor durchgefiihrten Arbeit wurde getestet welchen Einfluss die
Lange der DNA von der GATC-Erkennungssequenz bis zum Ende (siche Abbildung 3-4, D1)
auf die Spaltreaktion von MutHLS hat. Lineare Heteroduplex-Substrate weisen im Gegensatz
zu zirkuldren Heteroduplex-Substraten zwei Enden auf. Bereits 1996 wurde gezeigt, dass der
Abstand einer GATC-Erkennungssequenz zum Rand eines PCR-Produktes einen
signifikanten Einfluss auf die Geschwindigkeit der Spaltung von Heteroduplex-Substraten hat
(Smith & Modrich, 1996). Bei Abstinden unter 150 bp zum DNA-Ende sank die beobachtete
Spaltaktivitdt stetig. Zum gleichen Schluss kam 2001 auch die Gruppe von Krontiris, die, bei
Abstinden von 30 und weniger Basenpaaren zum DNA-Ende, keine DNA-Spaltung durch
MutH detektieren konnte (Beaulieu et al., 2001). Die linearen mismatch-DNA-Substrate
konnen in drei Abschnitte aufgeteilt werden: D1 beschreibt den Abstand von der GATC-
Erkennungssequenz zum 5’-bzw. 3’-Ende des oberen bzw. unteren DNA-Stranges; D2 den
Abstand zwischen GATC-Erkennungssequenz und Basenfehlpaarung und D3 den Abstand
der G/T-Fehlpaarung zum 3’-bzw. 5'-Ende des oberen bzw. des unteren DNA-Stranges von

der Basenfehlpaarung zum Ende (siche Abbildung 3-4).
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D1 D2 D3

-H

Abb. 3-4: Mismatch-Substrat mit Kennzeichnung der Abschnitte D1, D2 und D3;
Blau, GATC-Erkennungssequenz; rot, Basenfehlpaarung

Fiir den Abstand D1 wurden in zuvor durchgefiihrten Arbeiten drei verschiedene Abstdnde
gewdhlt: 27 bp, 84 bp und 209 bp. Die Ergebnisse sind in dem folgenden Diagramm
(Abbildung 3-6) dargestellt. Um sicherzustellen, dass die Spaltung nur auf der spezifischen,
wihrend der Substrat-Synthese eingefiihrten G/T-Basenfehlpaarung beruht, wurden immer
Kontroll-Homoduplex-Substrate nach dem gleichen Verfahren hergestellt. Die Spaltung von
Homoduplex-Substraten war nie groBer als 30 %, wéhrend ein G/T-Heteroduplex-Substrat in

der Regel zu > 90 % gespalten wurde.

D1 , D2 . D3
- 209b '
- P - S > 484bp
3 5
84bp
G 360bp
27b
o = 302bp

Abb. 3-5: Modell fiir die drei mismatch-Substrate mit verschiedenen Lingen des Abschnitts D1



Ergebnisse 42

0.09 0.08
0.08 [
0.07 006 |
0.06 '
kK 005 k 004
[S‘]] 0.04 [S‘]]
' 002 |
0.03
0.02 0
0.01 - 0 50 100 150 200 250
0. m— Distanz (D1, bp)

HO 484 bp HE 302bp HE 360 bp HE 484 bp
D1=209bp D1=27bp D1=84bp D1=200 bp

Abb. 3-6: Spaltaktivitiit der unterschiedlichen mismatch-Substrate

Der Heteroduplex mit einer Gesamtlinge von 484 bp (D1 = 209 bp) wurde mit Kk
(Geschwindigkeitskonstante) = 0.073 s gespalten. Der Heteroduplex mit einer Gesamtlinge von 360 bp (D1
= 84 bp), wurde mit k = 0.018 s™! gespalten, der mit einer Gesamtlinge von 302 bp (D1 = 27 bp) wurde mit k
= 0.004 s’ gespalten und der Homoduplex mit einer Gesamtldnge von 484 bp mit k = 0.005 s'. HE,
Heteroduplex; HO, Homoduplex.

Die in Abbildung 3-6 dargestellten Ergebnisse machen deutlich, dass der Abstand der GATC-
Erkennungssequenz zum Ende der DNA einen grof3en Einfluss auf die Aktivitdt des MutHLS-
Systems hat. Bei einem Abstand von 27 bp sinkt die Spaltgeschwindigkeit auf das Niveau der
Geschwindigkeit mit einem 484 bp langen Homoduplex-Substrat. Der Abstand von der
GATC-Erkennungssequenz zum DNA-Ende darf demnach nicht viel kiirzer als 209 bp sein.

3.2.1. Verkiirzen des Abstands der Basenfehlpaarung zum DNA-Ende (D3)

Welchen Einfluss der Abstand der Basenfehlpaarung zum DNA-Ende auf die Spaltaktivitit
von MutHLS hat, ist weitgehend unbekannt. Frithere Arbeiten zeigen, dass Abstidnde von 21
bp und 99 bp nur einen geringen Einfluss auf die Effizienz der MutHLS-Reaktion haben
{Jung, 2005}. Ein Substrat mit einer Lange D3 von 99 bp wurde zu > 90 % gespalten, wenn
D3 auf eine Linge von 21 bp verkiirzt wird, sinkt die Aktivitét auf ca. 80 %.

Basierend auf der Ko-Kristallstruktur von MutS mit Heteroduplex-DNA wurde ein Substrat
generiert, bei dem die G/T-Fehlpaarung nur 6 bp vom DNA-Ende entfernt ist. In diesem
Substrat kann MutS noch alle Kontakte zur DNA ausbilden. In Abbildung 3-7 sind die

Langenverhéltnisse der drei verschiedenen DNA-Substrate dargestellt.
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D1 ‘ D2 | D3
5 209%bp 176bp - 99%bp 3
484bp - s
3’ 5
5 209bp 176bp _ 21bp 5
406bp i - -
D1 | D2 D|3
5 209bp 191bp 6bp ;-
406bp Ei oot
3’ .

Abb. 3-7: Modelle der drei mismatch-Substrate mit den unterschiedlich langen Abstinden D3, 99 bp,
21 bp und 6 bp

Abbildung 3-8 zeigt die Ergebnisse der MutHLS-Aktivitétstest im Vergleich mit den zwei
anderen Substraten (Abstand D3: 21 bp bzw. 99 bp).

0.09
0.08
0.07
0.06
51 505
0.04
0.03
0.02
0.01

406bp GIT ~ 406bp G/T  484bp GIT
6 21 99

Abb. 3-8: Spaltaktivitit der unterschiedlichen mismatch- und Homoduplex-Substrate

Der Abschnitt D3 des Substrates 406 bp G/T-6 ist 6 bp lang, das Substrat wurde mit einer
Geschwindigkeitskonstanten k = 0.044 s gespalten, der Abschnitt D3 des Substrates 406 bp G/T-21 hat eine
Linge von 21 bp und das Substrat wurde mit k = 0.054 s gespalten. In dem Substrat 484 G/T -99 hat der
Abschnitt eine Linge von 99 bp, die DNA wurde mit k = 0.068 s gespalten. Der Homoduplex wurde mit k
=0.002 s gespalten.

Auch ein weiteres Verkiirzen des Abstands D3 auf 6 bp stort das MMR in seiner Aktivierung
nur gering. Verglichen mit den Abstéinden D3 von 99 bp und 21 bp, sinkt die Spaltaktivitit
bei einem Abstand D3 von 6 bp nur gering auf 65 %.

Ein Abstand von 6 bp nach der Basenfehlpaarung bis zum Ende der DNA ist ausreichend zur
Aktivierung der Spaltaktivitidt von MutH.

3.2.2. Minimalsubstrate fiir die MutHLS-Reaktion

Das 302 bp lange Substrat, beschrieben in 3.2., mit einem Abstand der GATC-
Erkennungssequenz zum DNA-Ende (D1) von 27 bp wurde sehr viel schlechter gespalten als
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ein 484 bp langes Substrat mit einer Lédnge des Abstands D1 von 209 bp. Der Abstand der
GATC-Erkennungssequenz zum Ende eines Substrates scheint daher entscheidend fiir die
Aktivitdt des MutHLS-Systems zu sein. Im Folgenden sollte ein Substrat hergestellt werden,
das kiirzer als 302 bp war, jedoch eine ausreichende Aktivierung des MMR gewihrleistet. In
die Sequenz (siche Abbildung 3-9) wurde eine zusdtzliche GATC-Erkennungssequenz (1)

eingefiihrt, um so die Spaltung an den beiden Erkennungssequenzen vergleichen zu kénnen.

D1=27bp , D2a=9bp , D2b=80bp ,D3=21bp
| I I

.
—{ 2l

3

Fa
=
I

3
5
Abb. 3-9: Mismatch-Substrat mit einer Gesamtléinge von 224 bp

Die Position der GATC-Erkennungssequenz (1) wurde zur Mitte der DNA hin verschoben,
sodass der Abstand zum Ende (D1 = 123 bp; Abbildung 3-9 D1+D2a) ausreichend fiir eine
gute Spaltaktivitit war. Die Position der Basenfehlpaarung zum Ende des Substrates (D3)
betrug 21 bp. Das Substrat mit einer Gesamtlinge von 224 bp wurde in einem MutHLS-
Aktivitétstest eingesetzt (Abbildung 3-10).

Zeit [min] 0 5 60

—
[bp] =
242 v i bl 15 224bp
190 e
147%= P1123bp
11 7%- P2 101bp

Abb. 3-10: MutHLS-Spaltkinetik mit einem 224 bp langen mismatch-Substrat

Die Reaktion wurde mit 500 nM MutS, 500 nM MutL, 500 nM MutH, 1 mM ATP und 150 mM KCl in 1x
Puffer gelb bei 37 °C durchgefiihrt. 10 pl der Probe wurden mit 2 pl 5x AAP zu den angegeben Zeitpunkten
gestoppt. Polyacrylamidgel (6 %) mit Ethidiumbromid geférbt;

S, Substrat; P1, Produkt 1; P2, Produkt 2.

Im Gegensatz zum 302 bp langen Substrat mit einer endstdndigen GATC-Erkennungssequenz
wurde dieses kiirzere Substrat sehr schnell gespalten. Eine Gesamtlidnge von 224 bp ist also

ausreichend, um die Spaltaktivitit des MutHLS-Systems zu testen. Der Abstand der
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Basenfehlpaarung zum Ende der DNA (D3) konnte auch hier noch verkiirzt werden, um die

Gesamtldnge weiter zu minimieren, wie die Ergebnisse aus 3.2.1. zeigen.

3.3. Schnellere Kinetiken durch Einzelstrangspaltung

Analysiert man die Spaltung von MutH an linearer DNA, wie zuvor in 3.1. — 3.2., dann
werden die Spaltprodukte nur sichtbar, wenn die Endonuklease durch sequentielles Spalten
der beiden Strange an einer GATC-Erkennungssequenz einen Doppelstrangbruch in der DNA
einfiihrt. Es ist bekannt, dass der erste Strangbruch deutlich schneller erfolgt als die Spaltung
des zweiten Stranges (Thomas, Dissertation, 2006). In E. coli ist die DNA hemimethyliert und
die MutH-Endonuklease spaltet nur den unmethylierten Strang, danach kann die Helikase den
Doppelstrang entwinden. Wie kann ein Einzelstrangbruch an der GATC-Erkennungssequenz
auf einfache Weise im nativen Gel sichtbar gemacht werden? Zu einem spédteren Zeitpunkt
der hier beschriebenen Untersuchungen war es moglich, zirkuldire mismatch-Substrate
herzustellen (siehe 3.4.), bei denen die konvalent geschlossene, zirkuldre Form (CC) von der
in einem Strang gespaltenen, offenen Form (OC) im Agarosegel unterschieden werden kann.
Bei linearen Substraten wurde folgender ,,Trick® angewandt: Die Nickase Nt.Alwl spaltet
einen Strang der DNA vier Basen in 3 -Richtung nach dem Cytosin in GGATC-Sequenzen. In
palindromen GGATCC-Sequenzen entstechen so Substrate mit jeweils einem
Einzelstrangbruch oben und unten, im Abstand von 12 bp. Wenn MutH einen zweiten
Einzelstrangbruch nach dem Guanin der GATC-Erkennungssequenz setzt, entsteht ein
Doppelstrangbruch.

Zuerst wurde die Aktivitit der Nickase Nt.Alwl an einer 2665 bp langen zirkuliren DNA
(pUCSdam') getestet (siche Abbildung 3-11). AnschlieBend wurde ein 484 bp langes mismatch-
DNA-Substrat mit Nt.Alwl vorinkubiert und danach mit MutH, -L, -S behandelt. In
Abbildung 3-12 sind die Spaltkinetiken eines normalen DNA-Substrates und die eines, mit

Nt.Alwl vorbehandelten, Substrates nebeneinander aufgetragen.
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Abb. 3-11: Einzelstrangspaltung des Plasmids pUC8**™ mit Nt.AlwI
Die Reaktion wurde in 1x Puffer NEBuffer 2 bei 37 °C mit 11.2 ng/ul pUC8*™-Plasmid DNA und 2.8 units
Nt.Alwl durchgefiihrt. Agarosegel (0.8 %) mit Ethidiumbromid geférbt

M, Marker 1 kB Ladder Fermentas; OC, offen zirkuldre Form; CC, geschlossen zirkuldre Form
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Abb. 3-12: Spaltung eines 484 bp Heteroduplex-DNA-Substrates (S) und Einzelstrangspaltung eines,

mit Nt.Alwl vorbehandelten, 484 bp Heteroduplex-DNA-Substrates

Die Spaltprodukte (P) sind 275 bp und 209 bp lang, nach der nicking-Reaktion entsteht noch eine zusitzliche,
langsamer laufende Bande mit einzelstringiger 484 bp langer DNA. Die Reaktion wurde in 1x Puffer gelb
mit 150 mM KCIl, 500 nM MutS, 1 uM MutL, 500 nM MutH, 1 mM ATP durchgefiihrt.

Die vorgespaltene DNA wird mit einer Geschwindigkeitskonstanten (k) von 0.61 s in die

beiden linearen Produkte iiberfiihrt, die unbehandelte DNA dagegen wird mit einer sehr viel
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langsameren Geschwindigkeit k = 0.08 s in die Produkte iiberfiihrt. Die nicking-Reaktion ist

fast achtmal schneller als die Spaltreaktion.

3.4. Kurze, zirkuldre mismatch-Substrate

Der grofite Teil dieser Arbeit wurde mit linearen mismatch-Substraten durchgefiihrt. Diese
Substrate wurden benutzt, um die MutH-induzierte Spaltung an der GATC-
Erkennungssequenz zu untersuchen und damit Informationen iiber den Mechanismus der
Kopplung von mismatch-Erkennung und Strangdiskriminierung zu erhalten. Bisher wurden
nur lineare Substrate verwendet, weil kein geeignetes Verfahren zur Herstellung zirkulérer,
kurzer Substrate mit einer definierten Basenfehlpaarung zur Verfiigung stand. Lineare DNA
kann allerdings nur bedingt die Situation einer Zelle aus E. coli imitieren. Der wichtigste
Punkt dabei sind die DNA-Enden. MutS zeigt Bindung an DNA-Enden und die Abstéinde der
Basenfehlpaarung oder der GATC-Erkennungssequenz zum DNA-Ende haben Einfluss auf
die MutS und MutL aktivierte Spaltaktivitdt von MutH (siehe 3.2.). Deshalb wurde eine neue
Methode entwickelt, mit der es moglich ist, kleine, zirkuldare mismatch-Substrate herzustellen.
Die Methode beruht auf einer PCR-Reaktion und wird in 2.5.7. eingehender beschrieben.
Zusammen mit einem Masterstudenten, Yu Xiao, konnten diese Substrate in verschiedenen
Langen (1000 bp, 505 bp, 323 bp) hergestellt werden. Um die Qualitdt und Homogenitét der
mismatch-Substrate zu iberpriifen, wurden Rasterkraftmikroskopieaufnahmen von den
jeweiligen Zirkeln gemacht (die Aufnahmen konnten in Rotterdam im Erasmus Medical

Center zusammen mit Joyce Lebbink durchgefiihrt werden).

A

3.0nm

1.5 nm

0.0 nm

2 pm

Abb. 3-13: Rasterkraftmikroskopbilder von verschieden langen zirkuliiren DNAs
A, 1000 bp lange DNA; B, 505 bp lange DNA; C, 323 bp lange DNA; Puffer: 10 mM Hepes (pH 7.5) und
10 mM Mg Cl,
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Die Qualitdt und die Reinheit der hergestellt zirkuldiren DNAs war sehr gut, deshalb konnten
darauthin alle Substrate in Kinetiken auf ihre Spaltbarkeit durch das MutHLS-System getestet

werden.

1000 bp 505 bp
Zeit[min] M 0 03 1 2 10 20 60 M 0 03 1 2 10 20 60

P1 EOC) 1118bp

1118bp e === P2 (linear) 881bp
881bp . o 692bp P1 (oc)
692bp B S (D sotmp P2 (linear)
501bp ;g‘fg’; S (cc)
323 bp
Zeitmin] M 0 03 1 2 10 20 60

501bp

404bp P1 (oc)

331bp P2 (linear)

242bp S (cc)

190bp

Abb. 3-14: MutHLS-Spaltkinetiken mit den verschieden zirkuliren DNA-Substraten

Die Reaktion wurde mit 500 nM MutS, 500 nM MutL, 500 nM MutH, 20 nM DNA, 150 mM KCl, 1 mM
ATP in 1x Puffer gelb bei 37 °C durchgefiihrt. 10 pl der Proben wurden nach 30 sec, 1, 2, 10, 20 und 60 min
mit 2 pul 5x AAP gestoppt. Agarosegel (2 %) 1x TPE mit Ethidiumbromid vorgefarbt

S (cc), geschlossen zirkuldres DNA Substrat; P1 (oc), Produkt nach Spaltung eines DNA-Strangs durch
MutH; P2 (linear), Produkt nach der Spaltung von MutH; M, Marker pUC8 Mix Marker.

Alle drei verschieden langen zirkuldiren DNA-Substrate sind spaltbar, auch ein nur 323 bp
langer Zirkel wird von dem MutHLS-System gespalten. Homoduplex-Kontrollen (Daten nicht
gezeigt) zeigten, dass die Spaltung mismatch-spezifisch ist.
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3.5. MutS-Dimere sind ausreichend fiir die Aktivierung von MutH

In Losung befindet sich MutS in einem Dimer-Tetramer-Gleichgewicht. Werden die letzten
53 Aminoséduren des C-Terminus entfernt, dndert sich das Gleichgewicht in ein Monomer-
Dimer-Gleichgewicht (Bjornson et al., 2003; Lamers et al., 2004). Die Funktion des MutS-
Tetramers in vivo wird noch diskutiert (Iyer et al., 2006), allerdings ist ein Dimer fiir die
DNA-mismatch-Reparatur ausreichend, wihrend fiir die Funktion von MutS in der Anti-
Rekombination ein Tetramer benétigt wird (Calmann et al., 2005b; Calmann et al., 2005a;
Nowosielska et al., 2008). Schon eine Punktmutation an der Position 835 im C-Terminus (53
Aminosduren) von MutS verhindert, dass das Protein Tetramere bilden kann (Manelyte et al.,
2006; Mendillo et al., 2007). Die Dimer-Variante von MutS hat dhnliche Bindungsaffinititen
zu Heteroduplex-DNA wie der tetramerbildende MutS-Wildtyp. Im folgenden Abschnitt
wurde die Aktivitdt der cysteinfreien MutS-Variante (MutS") mit der cysteinfreien MutS-
Variante D835R (MutS“"/***?) in der mismatch-abhingigen MutH-Aktivierung verglichen.

3.5.1. Mismatch-abhéngige MutH-Aktivierung mit verschieden langen DNA-

Substraten

In den ersten Aktivitétstest mit einer 484 bp langen Heteroduplex-DNA unter den Standard-
bedingungen, allerdings mit 125 mM KCIl (siehe 2.6.), zeigte die Dimer-Variante von MutS
nahezu die gleiche Aktivitit wie die Tetramer-Variante. Wenn die Tetramerisierung von
MutS eine wichtige Rolle wihrend der mismatch-Reparatur spielt, dann wire es moglich, dass
sich ein Unterschied der beiden Varianten erst dann zeigt, wenn die Parameter des DNA-
Substrates variiert werden. Im folgenden Abschnitt sind Experimente beschrieben, in denen
zwei verschieden lange DNA-Substrate eingesetzt wurden. Der Abstand (D1) von der GATC-
Erkennungssequenz zum Ende der DNA wurde variiert und betrug fiir das 484 bp lange

Substrat 209 bp und fiir das 360 bp lange Substrat 84 bp.

D1 . D2 . D3
" 209bp 176bp 99bp |
484b &
P _— = =
5 84bp 176bp 9%bp .
360bp = %
¥ 5

Abb. 3-15: Modell der beiden DNA-Substrate 484 bp und 360 bp, mit Kennzeichnung der Abschnitte
D1, D2 und D3

Blau, Position der GATC-Erkennungssequenz; rot, Basenfehlpaarung
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Die Geschwindigkeitskonstante der Spaltaktivitdit wurde im mismatch-abhingigen MutH-
Aktivierungsassay ermittelt. Das Balkendiagramm in Abbildung 3-16 zeigt die verschiedenen

Geschwindigkeitskonstanten im Vergleich.

0.124
mSCF

0.1 DSD835R

« 008
-1
51 .06
0.04

0.02{

0 1
Linge DNA Substrat 484bp 360bp

Abb. 3-16: Geschwindigkeitskonstanten (k) der Spaltkinetiken fiir ein 484 bp und ein 360 bp langes

Substrat

SCF,

Schwarz, Geschwindigkeitskonstanten fiir das MutS™~"; weil}, Geschwindigkeitskonstanten fiir die Dimer-

Variante MutSP83}

Mit der 484 bp langen DNA wurde fiir MutS®" die Geschwindigkeitskonstante k = 0.1 s™ und
fiir die MutS“"P*R k = 0.098 s bestimmt. Das kiirzere, 360 bp lange Substrat wird von der
MutS“*-Variante mit einer Geschwindigkeitskonstante k = 0.069 s und von MutS“/P#}
mit k = 0.063 s™ gespalten. Zwischen beiden Substraten konnte in dieser Versuchsanordnung

kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

3.5.2. Die MutS-Dimer-Variante mit verschiedenen KCIl-Konzentrationen

Die KCl-Konzentration spielt bei der Untersuchung des mismatch-Reparatursystems eine
wesentliche Rolle. Bei niedriger KCl-Konzentration (50 mM), spaltet MutH im Komplex mit
MutL, unabhdngig von der Aktivierung durch MutS. Bei einer KCI-Konzentration zwischen
100 und 150 mM wird MutH nur nach der Erkennung der Basenfehlpaarung durch MutS und
MutL zum Spalten aktiviert. Bei einer KCI-Konzentration von iiber 150 mM nimmt die
Aktivierung von MutH durch MutS zunehmend ab. Bei einer Konzentration von 250 mM KCI
arbeitet das MutHLS-System nicht mehr, weil MutS nicht mehr an die DNA binden kann
(siehe 3.1.). Warum bei hohen KCI-Konzentrationen keine Bindung von MutS an die DNA
mehr stattfinden kann, ist unklar. Deshalb wurden die Geschwindigkeitskonstanten der

Dimer- und der Tetramer-Variante von MutS bei verschiedenen KCIl-Konzentrationen
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untersucht. Das folgende Gelbild zeigt MutHLS-Spaltkinetiken der beiden MutS-Varianten
bei einer KCI-Konzentration von 150 mM und 200 mM.

KCl [mM)] 150 200
Muts CF | CF/D835R CF | CF/D835R
Zeltfmin] 1 5 25[1 5 25 1 5 25[1 5 25
[bp] = =
o o
501 fug b= I -t Lad bt By 5 484bp
404 lous -
33T b - L ald b La = p275bp
242 bm Ll NeRA . ‘== P 200bp

Abb. 3-17: In der MutH-Spaltkinetik wurde die Aktivitit des MutS" Proteins mit der MutSP***R-
Variante verglichen Als Substrat (S) wurde eine 484 bp lange DNA mit einer Basenfehlpaarung verwendet,
nach der Spaltung von MutH entstehen ein 209 bp langes Spaltprodukt (P 209 bp) und ein 275 bp langes
Spaltprodukt (P275 bp). Die Reaktionen wurden mit 1uM MutL, 500 nM MutH, 500 nM MutS, 1 mM ATP
in 1x Puffer gelb bei 37 °C durchgefiihrt, 10 pl der Probe wurden in 2 pl AAP gestoppt und anschlieBend auf
ein Polyacrylamidgel (6%) aufgetragen. Marker pUC 8 Mix

Mit zunehmender KCI-Konzentration werden die Ergebnisse fiir die Kinetiken mit der Dimer-
und der Tetramer-Variante von MutS immer unterschiedlicher. Bei 150 mM KCI sind die
Kinetiken mit der Dimer-Variante und der Tetramer-Variante noch fast gleich. Nach 5 min
sind mit dem Dimer 80 % des Substrates gespalten, mit dem Tetramer hingegen 84 %. Nach
25 min sind mit der Dimer-Variante 93 % und mit der Tetramer-Variante von MutS schon
etwa 97 % des Substrates gespalten worden. Mit 200 mM KCl in der Reaktion vergroBert sich
der Unterschied in den Kinetiken extrem. Die Tetramer-Variante von MutS zeigt bei 200 mM
KCI noch gute Aktivitdt, nach 25 min waren 93 % des Substrates gespalten, wihrend die
Dimer-Variante von MutS bei 200 mM KCI nicht mehr aktivieren kann, nur ca. 1 % des
Ausgangssubstrates war gespalten.

Fiir eine weitere Auswertung wurden die KCl-Konzentrationen von 100-200 mM getestet und
die Geschwindigkeitskonstanten aus MutHLS-Spaltkinetiken von MutS®***® und MutS*

ermittelt. Das folgende Balkendiagramm zeigt die Ergebnisse.
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Abb. 3-18: Geschwindigkeitskonstanten (k) der MutHLS-Spaltkinetiken mit verschiedenen KCI-
Konzentrationen

Schwarz, Spaltaktivititen mit MutS®"; weiB, Spaltaktivitit mit MutSP#*®

Die Dimer-Variante von MutS ist empfindlicher gegeniiber hohen KCl-Konzentrationen als
die Tetramer-Variante. Schon bei einer KCI-Konzentration von 175 mM ist die Fiahigkeit der
Dimer-Variante, MutH zu aktivieren stark eingeschrédnkt, ab einer Konzentration von 200 mM

KCI aktiviert das MutS-Dimer nicht mehr.

3.5.3. Aktivitiat der MutS-Dimer-Variante mit einer roadblock-DNA

Derzeit ist unklar, mit welchem Mechanismus die Proteine MutH und MutL, nach der
Erkennung der Basenfehlpaarung durch MutS, aktiviert werden, um die
Strangdiskriminierung durchzufiihren. Es ist nicht sicher, wie viele und woran MutS-
Molekiile bei diesen Vorgingen beteiligt sind. Wenn MutS fiir die Ausbildung der DNA-
loops wihrend der Aktivierung von MutH verantwortlich ist, dann konnte die Aktivierung
von MutS iiber eine Blockade hinweg davon abhingig sein, ob MutS Tetramere ausbilden
kann (siche Abbildung 3-19). Der loop in der DNA koénnte gebildet werden, indem die
jeweilige DNA- Bindungsdoméne eines Dimers an verschiedenen Stellen der DNA bindet.
Die DNA wird dann von MutS ,,zusammengezogen®, sodass im loop die Basenfehlpaarung
und die GATC-Erkennungssequenz rdumlich zusammen kommen.

Ein loop-Mechanismus zeigt seine Vorteile erst, wenn die Aktivierung von MutH {iber
groBBere Distanzen bzw. iiber Hindernisse hinweg erfolgen muss. Deshalb zeigten sich in
Kinetiken mit 484 bp oder 360 bp langen, linearen mismatch-Substraten keine Auswirkungen,

auch wenn die MutS-Dimer-Variante eingesetzt wurde.



Ergebnisse

53

N-terminale-
Domaéne
DNA+ATP
—_—l—
C-terminale-
Domane ‘ \ / \ /

MutS-Dimer  MutS-Tetramer

Abb. 3-19: Modell fiir die Tetramerisierung von MutS

Hellblau, C-terminale Doméne, die fiir die Tetramerisierung von MutS vermittelt; schwarz, DNA

Um dieses Modell zu testen, wurden DNA-Substrate mit einem roadblock zwischen der

Basenfehlpaarung und der GATC-Erkennungssequenz in Aktivitdtstests mit der MutS

Tetramer-Variante und der Dimer-Variante eingesetzt. Folgende, in Abbildung 3-20

dargestellten, Substrate mit einer Einzelstrangliicke (Liicke) und einem ssDNA-SSB-Komplex

(Liicke mit SSB) wurden verwendet:

209bp . 176bp ,21bp
1 T
Kontinuiericher DNA- 5 GATC ¥
Doppelstrang (406 bp) ¥ CTAG 'g
Liicke GATC G

Liicke mit 888 ——X@@@ g’?;& #

0.08
0.07
0.06
x 005
s 0.04
0.03
0.02
0.01

Liicke Licke
mit SSB

406bp

mSCFwt
OSDE3sR
B HO Swit

Abb. 3-20: Die Geschwindigkeitskonstanten (k) der verschiedenen MutH-Aktivierungsreaktionen

Die schwarzen Balken zeigen k fiir die MutS" -Variante, die weiBen k fiir die MutS®***®Variante und der

graue Balken zeigt die Homoduplex-Spaltung mit MutS™.

Die Aktivierung von MutH durch das Dimer von MutS ist wie vermutet schlechter auf

Substraten mit einer Blockade zwischen dem mismatch und der GATC-Erkennungssequenz.

Dabei scheint eine Liicke aus ssDNA-SSB-Komplex mehr zu stéren als nur eine

Einzelstrangliicke. Wenn der Mechanismus der Aktivierung verlangt, dass ein MutS-Dimer
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am mismatch bindet und ein zweites Dimer die GATC-Erkennungssequenz erreicht, dann
verursacht die Blockade die Inhibition der Aktivierung, weil das erste mismatch-gebundene
Dimer den Kontakt zum zweiten Dimer nicht halten kann. Die Basenfehlpaarung sehr nah am
Ende der DNA bewirkt ein Diffundieren von MutS von den DNA-Enden (siche Abbildung 3-
21, A). Das Tetramer stabilisiert sich iiber die C-terminale Doméne, ein von den Enden
diffundiertes Dimer wird schneller wieder auf die DNA geladen (siehe Abbildung 3-21, B).

Um dieses ,.kritische® Phanomen besser zu charakterisieren, sind allerdings weitere Studien

A
0 ‘\V
D ¥ .

MutS-Dimer /

LY B O

MutS-Tetramer

notig.

Abb. 3-21: Das dimere und das tetramere MutS nach der mismatch-Erkennung auf einem Substrat mit
Blockade
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3.6. Fixieren von MutS auf der DNA

MutS ist das Schliisselprotein des mismatch-Reparatursystems in E. coli. Die Funktion von
MutS besteht darin, Basenfehlpaarungen oder IDLs (insertion/deletion loops) in
doppelstrangiger DNA zu finden und zu erkennen. Nach der Bindung des Proteins an die
DNA muss die weitere Aktivierung von MutL und MutH stattfinden, damit an der bis zu 1000
bp entfernten GATC-Erkennungssequenz gespalten werden kann und die fehlerhafte Stelle in
der DNA repariert wird. Es ist bekannt, dass MutS Dimere und auch Tetramere ausbildet.
Durch eine Punktmutation an der Position 835 von Aspartat zu Arginin wird die
Tetramerisierung des Proteins verhindert (Manelyte et al., 2006; Mendillo et al., 2007). In
Aktivitétstests zeigt die Dimer-Variante ein kaum verdndertes Verhalten gegeniiber der
Tetramer-Variante, allerdings zeigt die  Dimer-Variante eine stitke KCI-
Konzentrationsabhingigkeit (siche 3.5.). Es stellt sich nun die Frage, ob ein einzelnes MutS-
Dimer ausreicht, um MutL und MutH zu aktivieren. Unklar ist auch, auf welche Weise MutS
den Reparaturprozess initiiert. Vermutlich dndert MutS nach der erfolgreichen Erkennung der
Basenfehlpaarung mit Hilfe der ATP Bindung seine Konformation und kann dann MutL
rekrutieren und die nachgeschalteten Reparaturschritte initiieren. Dazu gibt es zwei
unterschiedliche Modelle (Iyer et al., 2006): Einerseits konnte MutS an der Basenfehlpaarung
bleiben und von dort aus weiter agieren (stationdres MutS-Modell), andererseits konnte MutS
auch die Basenfehlpaarung verlassen und zur MutH-Erkennungssequenz wandern, z. B. durch
Diffusion entlang der DNA-Helix (mobiles MutS-Modell). Dabei wiirde die Umwandlung
von der ,,scanning“-Form des MutS-Proteins in eine aktivierende Form mit Hilfe von ATP
stattfinden und sich in einer Konformationsinderung des Molekiils duBern. Es wird
angenommen, dass MutS nach der Basenfehlpaarungserkennung eine Ringstruktur bildet,
damit es entlang der DNA-Helixkontur diffundieren kann. Das Protein funktioniert demnach
in diesem Mechanismus wie ein molekularer Schalter (molecular switch), der durch die
Bindung an die Fehlpaarung und einen ADP/ATP-Austausch ,,angeschaltet” wird. Nach der
Umwandlung kénnte es MutL und MutH aktivieren und die DNA-Reparatur in Gang setzen
(Gradia et al., 1997; Acharya et al., 2003). Welche Bewegungen miissten dazu im Protein
stattfinden? Wie verldsst das Protein die DNA? Vielleicht muss es die Nukleotid-
Bindungsdoménen 6ffnen, um eine zirkuldire DNA ohne offene Enden verlassen zu konnen.
Ziel der im folgenden Abschnitt beschriebenen Experimente war es, MutS auf der DNA zu
fixieren, indem die DNA-Bindung des Proteins irreversibel gemacht wird. Die Idee bestand
darin, das Protein an die DNA zu binden und anschlieend beide clamp-Doménen um die

DNA herum mit Hilfe eines crosslinkers zu schlieB3en.
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Abb. 3-22: MutS mit DNA und vernetzten clamp-Domiinen (aus Manelyte, 2006, Dissertation)

Aus der Dissertation (Manelyte, 2006) gab es Ergebnisse, nach denen ein an der Position 483
mit dem crosslinker M4M vernetztes MutS noch lineare DNA, aber keine zirkuldre DNA
mehr binden kann (sieche Abbildung 3-23). Das Experiment wurde durchgefiihrt, indem zuerst
MutS an eine 42 bp lange DNA gebunden wurde und anschlielend die Plasmid-DNA (pUCS)

als Kompetitor in steigenden Mengen dazu gegeben wurde.

Abb. 3-23: Modell fiir die Bindung von MutS an lineare oder zirkulire DNA mit und ohne crosslink
(aus Manelyte, 2006, Dissertation)

Das vernetzte MutS ist nicht mehr in der Lage, an eine zirkuldre DNA zu binden. Durch den
crosslink wurde die DNA-Bindungsdomine geschlossen; eine lineare DNA kann noch in den

DNA-Bindungstunnel gelangen, aber fiir eine zirkuldre DNA gibt es keinen Zugang mehr.

3.6.1. Die crosslink-Ausbeute mit DNA liegt zwischen 60 % und 70 %

MutS aus E. coli besitzt sechs Cysteine, fiir die folgenden Reaktionen wurde die cysteinfreie
Variante von MutS (Manelyte et al., 2006) verwendet. An der Position 483 wurde ein Histidin
durch ein Cystein ersetzt, um crosslink-Experimente durchfiihren zu kénnen. Die Position 483

liegt oberhalb der DNA-Bindungssstelle in der clamp-Doméne von MutS und die Cysteine in
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den jeweiligen Monomeren liegen 18.2 A auseinander (Abb. 3-22). Fiir die crosslink-
Reaktionen wurden zwei Methan-Thiosulfonat-crosslinker (MTS) mit verschieden langen
Linkern eingesetzt. Die ,,Reichweite (von Schwefel- zu Schwefelatom) dieser Reagenzien
betriigt 24.7 A (MTS M17M) bzw. 20.8 A (MTS M14M) (Loo et al., 2001) .

Zuerst wurde getestet, wie hoch die Ausbeute des vernetzten Proteins ist, wenn das Protein
vor der crosslink-Reaktion an DNA (42 bp mit G/T-Fehlpaarung) gebunden hat. Vor der
crosslink-Reaktion wurde MutS™*“P#R fizr 10 min bei 4 °C an die DNA gebunden.

nur nur

DNA Muts
Temp. 4C° 20C°
Zeit 2min | 20min | 2 min | 20 min
DNA + - |+ -+ - 14+ -1+ -
Spur 1 213 4|5 6|7 8|9 10

"A“A“MWMH S-S

Abb. 3-24: Protein-Protein-crosslink (mit dem MTS-crosslinker, M14M) der Variante MutS"3CP835R
nach Bindung an mismatch-DNA

Die Reaktion wurde mit 2 pM MutS H483P85R 110 yM DNA (42 bp G/T), 50 mM KCl in 1x Puffer gelb
durchgefiihrt. 10 pl der Probe wurden mit 4 pl Sx LAP gestoppt und auf ein SDS-Gel (6 % Sammelgel, 6 %

Trenngel) aufgetragen. Spur 1, nur DNA; Spur 2, nur MutS"83P835R ‘Dag Gel wurde mit Coomassie gefirbt

Es konnte kein Einfluss durch einzelne Parameter, wie Temperatur, Reaktionszeit oder
Zugabe von DNA, beobachtet werden. Die crosslink-Ausbeute lag bei 60-70 %. Fiir die
weiteren crosslink-Reaktionen wurde eine Reaktionszeit von 2 min und eine Temperatur von

4 °C gewdhlt.

3.6.2. Der crosslink stabilisiert den DNA-Protein-Komplex

Um das Bindungsereignis von MutS an die Basenfehlpaarung besser zu analysieren, wurden
zuerst Elektrophoretic Mobiliy Shift Assays (EMSA) mit nativen Gelen durchgefiihrt. Ziel
war es, den Bindungskomplex einer 484 bp langen DNA mit MutS im Gel als klare Bande
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festzuhalten und auflerdem die verschiedenen Komplexe aus DNA mit einem MutS, DNA mit
zwel MutS-Molekiilen usw. aufzutrennen. Da diese Experimente zu Beginn der Studien mit
der 483-Variante von MutS entstanden, wurde hier noch die Variante ohne die Mutation an
der Position 835 verwendet. Die Bindungsexperimente wurden mit und ohne crosslinker
durchgefiihrt. Das Protein, dessen clamp-Doménen nach der DNA-Bindung vernetzt wurden,
sollte stabilere Komplexe bilden als das nicht vernetzte Protein. In den EMSA-Experimenten
wurden verschiedene Konzentrationen des MutS™**“-Proteins mit 484 bp langer linearer

DNA inkubiert.

M17M - +
MutsH483C [iM] M 0 0203040506081 0 0203040506081

[bp]

2000

o ‘N DNA+25
750 em  MMGEN - DNA+S
500 t-.-.-i. R i DNA

Abb. 3-25: Shift-Experiment mit MutS"™**“ und DNA 484 bp (HE)

Die Bindung wurde mit 25 nM DNA, 125 mM KCI, ADP 1 mM und M17M 5 uM
in 1x DNA-Bindungspuffer fiir 10 min bei 4 °C durchgefiihrt. 10 pl der Probe
wurden mit 4 pl Bindungs-Auftragspuffer gestoppt und auf ein Agarosegel (1.5
%) in 1x TAE aufgetragen, das Gel wurde mit Ethidiumbromid gefarbt. M,
Marker pUC8 Mix Marker; x, crosslinker M17M

Die Agarosegele zeigen, dass MutS an die DNA gebunden hat und verschiedene Komplexe
nachweisbar sind (Abbildung 3-25). Bei steigenden Konzentrationen entstehen weitere
Komplexe mit zunehmend abnehmender -elektrophoretischer Mobilitdt, was in erster
Naherung als Komplexe mit mehr als einem MutS-Dimer interpretiert wurde. Die Gelbilder
mit crosslinker zeigen definiertere Banden und bei einer Konzentration von 800 nM des
Proteins ist kaum noch freie DNA detektierbar. In der Tat scheint der crosslink den Protein-

DNA-Komplex zu stabilisieren.
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3.6.3. MutS dissoziiert nicht von DNA mit geschlossenen Enden

MutS hat die Moglichkeit, iiber verschiedene Mechanismen von der DNA zu dissoziieren:
Zum einen kann es von der DNA durch Offnen der clamp-Doméne direkt (ATP-unabhiingig),
zum anderen, nach Ausbildung der sliding clamp, iiber die Enden (ATP-abhingig)
dissoziieren (Blackwell et al., 2001). Die folgenden Experimente zeigen die Bindung von
MutS an eine 484 bp lange Heteroduplex-DNA, deren Enden entweder frei oder mit
Streptavidin (SA) blockiert waren, sodass MutS im letzteren Fall nur noch direkt von der

DNA dissoziieren konnte.

)

Bles,

GATC x N

3 5'Bio

Abb. 3-26: 484 bp langes, doppelt endblockiertes, lineares mismatch-Substrat

Das DNA-Substrat wurde an beiden Enden mit Hilfe eines primer biotinyliert und anschliefend mit
Streptavidin (SA, gelb) inkubiert.

Rot, Basenfehlpaarung; blau, GATC-Erkennungssequenz

Dabei wurden die Reaktionen sowohl mit ADP als auch mit ATP durchgefiihrt und nach dem
Binden von MutS an die DNA wurde eine 42 bp lange mismatch-DNA zum Abfangen aller
freien Proteine der Reaktion beigefiigt. Wie verhilt sich ein kovalent gebundenes (+M14M)

MutS-Protein, kann es die DNA nur noch iiber deren Enden verlassen?
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-M14M +M14M
MutS - -+ + + + |+ + + 4+
DTT - -1- - - -1- - - -
SA - 4+l -+ + - -+ +
+ -]+ - + -

ATP -+ -

DNA+ SA multiple- AL ﬂ@' ' f
Komplexe - ﬁ - DNA mit MutS

DNA-SA -
DNA (505 bp) [ g S -

Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Abb. 3-27: Bindung von MutS"*3P85R 5 eine 484b lange DNA

Die DNA besitzt eine Basenfehlpaarung und tragt an beiden Enden ein Biotin. Die Reaktion wurde mit 560
nM MutS™®CEPER 144 35 nM DNA durchgefiihrt. Spur 2, DNA alleine; Spur 3, DNA mit Streptavidin. Spur
4-7, ohne crosslinker; Spur 8-11, mit crosslinker M14M; Spur 6, 7, 10, 11, mit Streptavidin (DNA mit
blockierten Enden); Spur 4, 6, 8, 10 mit ATP; Um freie Proteine nach der Bindungsphase zu stoppen, wurde
zu allen Proben nach der Bindungs- und crosslink-Reaktion 1 pM Kompetitor-DNA (G/T 42 bp)
dazugegeben. Agarosegel (1.5 %) mit 1x TAE, mit Ehtidiumbromid gefarbt

Die DNA in Spur 3 (Abbildung 3-27) ist nicht homogen, nach der Zugabe von Streptavidin
(SA) bilden sich Komplexe aus einem DNA-Molekiil mit einem SA-Molekiil, Komplexe aus
einem DNA-Molekiil mit zwei SA-Molekiilen und Komplexe aus mehreren DNA-Molekiilen,
die mit Hilfe des SA vernetzt wurden. Um die Diffusion von MutS von den DNA-Enden
beobachten zu konnen, muss die DNA, die mit einem bzw. zwei SA-Molekiilen gebunden hat,
betrachtet werden. Spur 4 und 5 zeigen MutS gebunden an DNA mit offenen Enden, mit ATP
diffundieren alle MutS-Molekiile von den Enden der DNA, ohne ATP bleibt zumindest ein
Teil der Proteine an der DNA. Spur 6 und 7 zeigen kaum einen Unterschied in der Menge an
freier DNA, nur ein Teil der freien DNA wird im Gel sichtbar, einige der MutS-Molekiile
diffundieren nicht iiber die Enden der DNA. Die Proben aus Spur 10 und 11, MutS mit
crosslinker und endblockierter DNA, verdeutlichen, dass MutS auf der DNA fixiert werden
kann, wenn die clamp-Doménen eines Dimers mit Hilfe einer Disulfidbriicke geschlossen
werden und keine Enden zum Herunterdiffundieren vorhanden sind. Das Protein kann nicht
mehr direkt durch Offnen der clamp-Dominen von der DNA diffundieren und durch die
blockierten Enden bleibt auch das ATP gebundene MutS in Form der sliding clamp auf der
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DNA. Ein kleiner Anteil, der, nur an einem Ende mit SA blockierten DNA, taucht im Gel auf,
denn dort kann MutS die DNA iiber das offene Ende verlassen.

3.6.4. Fiir die Diffusion auf der DNA bendtigt MutS ausreichend Flexibilitit

innerhalb der clamp-Doméne

Fiir die vorherigen Ergebnisse wurde ein crosslinker mit einer Linge von 20.8 A verwendet,
der Abstand zwischen den Cysteinen an der Position 483 im MutS Protein betréigt 18.2 A. Die
Lénge des crosslinkers sollte das Protein in seiner natiirlichen Konformation nicht behindern,
die clamp-Dominen haben mit diesem 20.8 A langen crosslinker sogar noch einen gewissen
Bewegungsspielraum. Im néchsten Abschnitt wurden kiirzere crosslinker verwendet, um zu
testen, ob das Protein in seinem Dissoziationsverhalten eingeschrankt sein wiirde. Mit einem
kiirzeren crosslinker hat das Protein einen geringen Bewegungsspielraum zwischen den
clamp-Doménen.

Es wurden drei verschiedene crosslinker getestet. M4M mit einer Linge von 7.8 A, M8M mit

einer Linge von 13 A und M11M mit einer Linge von 16.9 A.

Crosslinker -1-14 8 11|14 8 1
SA - |+ - +
Muts - - + +

?

DNA mit MutS

DNA+SA multiple-
Komplexe

A C A

DNA+SA
DNA

Kompetitor

Spur

Abb. 3-28: Bindung von MutS an lineare, 484 bp lange DNA

45 nM DNA wurden fiir 10 min bei 4 °C mit 720 nM MutS™® P8R iy 1x Puffer gelb mit 50 mM KCI
inkubiert, die anschliefende crosslink—Reaktion, mit 3.6 uM crosslinker, inkubierte fiir 2 min bei 4 °C.
Danach wurden 1 mM ATP und 1uM Kompetitor-DNA (G/T 42 bp) zugegeben und nach 1 min wurde die
Reaktion in 4 pl Bindungs-Auftragspuffer gestoppt. Alle Proben wurden mit und ohne Streptavidin (SA)
angesetzt. Agarosegel (1.5 %), 1x TAE mit Ethidiumbromid gefarbt

MutSH#IEPEIR Gorlisst die DNA sehr langsam, wenn die clamp-Doménen mit dem M4M

crosslinker verbunden sind. Auch von der DNA mit offenen Enden und ATP dissoziiert das
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mit dem M4M vernetzte Protein nur sehr langsam, im Gel zeigt sich keine Bande mit freier

DNA (vgl. Abb. 3-28, Spuren 4 und 7 mit Spuren 5-6 bzw. 8-9).

3.6.5. Bindung eines Dimers an 505 bp lange, zirkulidre mismatch-DNA

Im Laufe der hier durchgefiihrten Arbeiten wurde in der Arbeitsgruppe (Prof. P. FriedhofY)
ein Verfahren zur Herstellung 505 bp langer zirkuldrer DNA-Substrate mit einer definierten
Basenfehlpaarung entwickelt. Diese zirkuldren Substrate wurden im ndchsten Abschnitt in
DNA-Protein-Bindungsexperimenten eingesetzt. Kurze Plasmide haben den Vorteil, dass sie
gut fiir Gelanalysen verwendet werden konnen. Gegeniiber linearen Substraten haben sie den
Vorteil, dass sie keine Enden besitzen, mit denen MutS interagiert oder von denen es

dissoziieren kann.

220bp
284bp

Abb. 3-29: Schema fiir ein 505 bp langes zirkulidres DNA—Substrat
Der Abstand von der Basenfehlpaarung betragt in Richtung des Uhrzeigersinns 220 bp und entgegengesetzt
284 bp.

Rot, Basenfehlpaarung; blau, Position der GATC-Erkennungssequenz

Auch mit der zirkuliren DNA wurden EMSA-Experimente durchgefiihrt, dabei sollten

Bedingungen geschaffen werden, die es nur einem Molekiil MutS™#¢/P$R

ermoglichen, an
die DNA zu binden. Ziel war es, mit nur einem Dimer von MutS einen Aktivitétstest
durchzufithren um zu sehen, ob ein Dimer fiir die Aktivierung ausreicht. Die Experimente

wurden mit und ohne zusétzlichen crosslinker (M14M) durchgefiihrt.
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Abb. 3-30: Bindung von MutS an zirkulire DNA
10 pl der Probe wurden in 4 pl Bindungs-Auftragspuffer gestoppt und aufgetragen. Die Bindungsreaktion
wurde mit unterschiedlichen Mengen von MutS™P#5R ynd 45 nM 505 bp langer zirkulidrer DNA, mit 50

mM KCIl durchgefiihrt. Agarosegel (2 %), 1x TPE, mit Ethidumbromid gefarbt

Mit der zirkuliren DNA und den in Abbildung 3-30 verwendeten MutS™#3C/P8IR.
Konzentrationen scheint es mdglich zu sein, bevorzugt ein Dimer des Proteins an die DNA zu
binden, und mit Hilfe des crosslinkers kann der Komplex stabilisiert werden. Allerdings
wurde noch nicht versucht mit denselben Konzentrationen einen MutH Aktivierungstest
durchzufiihren, weil erhebliche Schwankungen in den Anteilen der gebundenen Komplexe

auftraten.

3.6.7. Ein an der Position 483 vernetztes MutS kann MutH aktivieren

Mit Hilfe von Aktivitétstests sollte im nichsten Abschnitt gezeigt werden, dass das an der
Position 483 vernetzte MutS eine zirkuldre DNA ohne Enden nicht mehr verlassen kann, weil
es zum Verlassen der DNA die clamp-Doménen 6ffnen miisste. Das Protein behilt seine
Aktivitdt bzw. bildet wegen der Vernetzung einen stabileren Komplex mit der DNA aus und
zeigt dadurch sogar mehr Aktivitét als das nicht vernetzte Protein. Die Daten aus 3.5.2. dieser
Arbeit zeigen, dass die MutS-Dimer-Varianten mit der Mutation D835R gegeniiber den
Tetramer-Varianten stirkere Sensibilitdt fiir Salzkonzentrationen besitzen. Das heifit, die
Proteine, die keine Tetramere mehr bilden konnen, verlieren ihre Aktivitit bei einer KCI-
Konzentration von > 180 mM. Durch die Vernetzung der clamp-Doménen konnte der Dimer-
DNA-Komplex stabilisiert werden, wie die Ergebnisse aus 3.6.2. zeigen. Bei vergleichender
Messung der Aktivitit von MutS"*“P¥® yemetzt und unvernetzt, mit hohen KCI-
Konzentrationen sollte sich ein Unterschied zeigen.

Die folgenden Aktivitétstests wurden so durchgefiihrt, dass die Bindung von MutS an die
DNA bei 50 mM KCI und ohne Nukleotid stattfand. AnschlieBend wurde die KCI-
Konzentration mit Zugabe der Proteine MutL, MutH und ATP auf 250 mM erhoht und damit

freie Proteine aus der Losung nicht erneut an die DNA binden konnten, wurde eine 42 bp
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Kompetitor-DNA dazugegeben. Die zu spaltende DNA hatte eine Lange von 505 bp und war
zirkuldr. Unter genau gleichen Bedingungen wurden parallel MutHLS-Spaltkinetiken mit und

ohne vernetztes MutS durchgefiihrt. Das Gel in Abbildung 3-31 zeigt vier Spaltkinetiken, die

Kinetiken wurden einmal mit 350 nM MutSH83P83R ind einmal mit 200 nM MutSH*83¢/D835R
durchgefiihrt.
cc
284bp 22ﬂlbp
Mut5s [nM] 350 200
M14M + - + -
Zeit [min] 5 30| 5 30 5 30 _5 30
op) 55 ——
692-4_ — -_'-“"—CC
501 gup W - — — linear
— ——
: e e

Abb. 3-31: MutHLS-Reaktion mit vernetztem und nicht vernetztem MutS und 505 bp langer,
zirkuliirer mismatch-DNA

Die Reaktion wurde mit 350 nM und 200 nM MutS™#P835R ' mit 500 nM MutL®¥, 500 nM MutH ", 1 mM
ATP, jeweils der 5-Fachen MutS Konzentration des M14M-crosslinkers in 1x Puffer gelb durchgefiihrt.
Zuerst wurde MutS mit der DNA mit 50 mM KCl fiir 10 min bei 4 °C vorinkubiert. Danach wurde die KCI-
Konzentration auf 250 mM erhoht und 2 pM Kompetitor-DNA (G/T 42 bp) zu der Reaktion dazugegeben.
MutL wurde mit ATP fiir 20 min vorinkubiert, anschlieBend wurden MutL und MutH zusammengegeben.
Die Reaktion wurde gestartet mit dem Zusammenbringen von MutS, MutL und MutH und mit 2.5 pl 5x AAP
gestoppt. Der geschlossene Zirkel wird nach Doppelstrangspaltung durch MutH zu einem 505 bp langen
linearen Produkt. Zwei Agarosegele (2 %), in 1x TPE mit Ethidiumbromid gefarbt

Die MutHLS-Reaktionen (Abbildung 3-31) zeigen unterschiedlich gute Aktivitit, die
Kinetiken mit vernetztem MutS sind schneller. Mit einer Konzentration von 200 nM MutS
ohne crosslinker entsteht auch nach 30 min fast kein Produkt. Offensichtlich beeinflussen die
hohen KCl-Konzentrationen die Aktivitdt der MutS-Dimer-Variante nicht mehr, wenn die
clamp-Dominen des Proteins vernetzt worden sind. Anscheinend ist ein Offnen der clamp-
Dominen nach der DNA-Bindung nicht mehr nétig. Uberraschenderweise zeigt auch die
Reaktionen ohne crosslinker Spaltung. Offensichtlich kdnnen durch die DNA-Bindung bei 50
mM KCI und eine erst anschlieBende Erhohung der KCI-Konzentration auf 250 mM schon
stabile Komplexe gebildet werden, auch ohne dass die Proteine mit einem crosslinker vernetzt

wurden.
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3.6.8. Kompetitionsversuche mit zwei verschiedenen DNA-Substraten

Was passiert mit MutS, nachdem es die Basenfehlpaarung erkannt und die Aktivierung von
MutL und MutH ausgeldst hat?

In den folgenden Experimenten wurden zwei verschiedene DNA-Substrate in einer Reaktion
eingesetzt. Eine der beiden DNAs war eine 505 bp lange zirkuldre DNA, die zweite war eine
360 bp lange lineare DNA. MutS wurde zuerst, bei 50 mM KCI, an die zirkuldire DNA
gebunden. Anschliefend wurde die KCl-Konzentration mit der Zugabe der zweiten DNA auf
125 mM erhdht. Bei 125 mM KCI sollte MutS eigentlich in der Lage sein, von einer DNA zu
dissoziieren und erneut an eine weitere DNA zu binden. Mit beiden DNAs in der Losung

wurde die Reaktion dann mit MutL, MutH und ATP gestartet.

cc
KCl [mM] 125 . Iine:r
MutS [nM] 100 150

Zeit [min]
[bp] = ey = =
84bp
692 cc _
501 linear
404 3 S (360 bp)
' P (275 bp)

Abb. 3-32: MutHLS-Spaltkinetiken mit zirkulirer und linearer DNA

Die Reaktion wurde in 1x Puffer gelb mit 125 mM KCl bei 37 °C durchgefiihrt. Von MutH und MutL wurden
0.5 pM eingesetzt, von MutS™BIP8R 100 nM oder 150 nM und 18 nM der jeweiligen DNA. Nach den
angegeben Zeiten (5, 60 min) wurden jeweils 10 pl-Aliquots mit 2.5 pl 5x AAP abgestoppt. Agarosegel
(2 %), Farbung mit Ethidiumbromid,

M, Marker (pUC Mix Marker 8); cc, geschlossener Zirkel; S, Substrat; P, Spaltprodukt.

Aus Abbildung 3-32 wird anhand des Bandenmusters im Gel deutlich, dass nur die zirkulére,
zuerst gebundene DNA gespalten wurde. MutS scheint nicht in der Lage zu sein, nach dem
Aktivieren von MutL und MutH auf einer anderen DNA neu zu aktivieren. Ein Molekiil MutS

wird scheinbar nicht direkt ,,recycelt”, sondern bleibt auf der DNA.
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3.7. Blockade zwischen der Basenfehlpaarung und der GATC-
Erkennungssequenz

Entscheidend fiir die mismatch-Reparatur ist das Zusammenspiel der Proteine MutS, MutL
und MutH, trotz einer Distanz von bis zu 1000 bp zwischen der Basenfehlpaarung und der
GATC-Erkennungssequenz wird die Strangdiskriminierung erst nach der Erkennung einer
Basenfehlpaarung initiiert. Die Reaktion von zwei unterschiedlichen Proteinen an zwei weit
voneinander entfernten Positionen kann generell in Cis oder in trans stattfinden, fiir einen
Mechanismus in cis wird eine intakte DNA-Helix bendtigt, damit die Proteinmolekiile
diffundieren (mit oder ohne ATP) oder polymerisieren konnen. Bei trans-Mechanismen
werden die zwei Positionen mit Hilfe einer Schleifenbildung in der DNA zusammengebracht
(looping), diese Reaktion kann innerhalb eines DNA-Molekiils, aber auch zwischen zwei
DNA-Molekiilen stattfinden (sieche Abbildung 3-33) (Kolodner, 2007).

Fiir den Mechanismus der mismatch-Reparatur werden dazu verschiedene Modelle diskutiert.
Eines dieser Modelle stellt MutS als eine sliding clamp dar. Nach der Bindung von ATP
andert MutS seine Konformation in eine Art Ring, die Ring-Struktur ermoglicht dem Protein
die Diffusion entlang der DNA-Helix-Struktur. MutS verldsst die Basenfehlpaarung und
bewegt sich bis zu einer GATC-Erkennungssequenz, dort aktiviert es zusammen mit MutL die
Endonuklease MutH. Ein anderes Modell geht von einer loop-Bildung in der DNA aus, bei
der Basenfehlpaarung und GATC-Erkennungssequenz zusammengebracht werden. Der loop
kann dabei gebildet werden, indem MutS oder MutL durch den Raum nach einem zweiten
Ende der DNA greifen, moglich wére aber auch, dass die DNA durch ein MutS-
Dimermolekiil hindurchgefddelt wird und sich so ein loop bildet (Translokation). Bislang
konnte gezeigt werden, dass MutS sich auf der DNA bewegen kann, und dass es, nach der
Bindung von ATP, von einer DNA mit offenen Enden sehr schnell herunter dissoziiert, was
fiir das Modell einer MutS-sliding clamp spricht. Um in Form eines ,,sliding“-Mechanismus
zu aktivieren, braucht MutS einen intakten kontinuierlichen DNA-Strang. (Pluciennik &
Modrich, 2007) haben in ihrer Arbeit die hydrolysedefekte Variante von EcoRI eingesetzt, um
auf einer DNA-Doppelhelix eine Blockade zu schaffen. Die Blockade inhibierte die MutH-
Aktivierung um 70-80 %. In einer weiteren Arbeit iiber das humane MMR konnte gezeigt
werden, dass die Aktivierung der humanen Exonuklease durch die humanen Homologe von
MutS und MutL trotz Blockaden, bestehend aus DNA-hairpin-Strukturen bzw. Biotin-
Streptavidin-Komplexen, zwischen der Fehlpaarung und dem Einzelstrangbruch (engl. nick)

stattfindet (Wang & Hays, 2003; Wang & Hays, 2004). Die beiden Arbeiten liefern
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unterschiedliche  Ergebnisse, allerdings konnte das daran liegen, dass der
Aktivierungsmechanismus im bakteriellen System sich von dem des humanen Systems
unterscheidet. Hinzu kommt, dass die Geometrien der DNA-Substrate unterschiedlich gewéhlt
wurden, bei Pluciennik & Modrich, 2007 betrdgt der kiirzere Abstand zwischen der Blockade
und der GATC-Erkennungssequenz z. B. 715 bp und der lingere 5.231 kbp. Bei Wang &
Hays, 2004 betrégt der kiirzere Abstand der Blockade zur GATC-Erkennungssequenz 150 bp
und der langere Abstand umfasst 1.730 kbp.

Fig. 1. Cis and trans models for mismatch repair.

Abb. 3-33: Cis- und trans-Modelle fiir die mismatch-Reparatur (Kolodner, 2007)

Nach der Bindung von MutS an die Basenfehlpaarung werden zwei verschiedene Mechanismen fiir die
nachfolgende Strangdiskriminierung vorgeschlagen: Der Erste erfolgt in cis, das heiit MutS bewegt sich auf
der DNA durch Diffusion. Der zweite Mechanismus beschreibt eine Reaktion in trans, dabei findet eine
Schleifenbildung der DNA-Helix statt, bei welcher die Basenfehlpaarung mit der GATC-Erkennungssequenz

zusammengefiihrt wird.

In einer vorausgegangenen Arbeit wurden schon zwei verschiedene Substrate mit einer
Blockade zwischen der Basenfehlpaarung und der GATC-Erkennungssequenz hergestellt. Mit
den unterschiedlichen Substraten wurde die Aktivierung der MutH-Endonuklease durch
MutS, MutlL getestet und die verschiedenen Geschwindigkeitskonstanten ermittelt. In
Abbildung 3-34 sind die Modelle dieser DNA-Substrate dargestellt. Beide Substrate haben

eine Gesamtlinge von 406 bp. Die Blockade wird einmal durch eine Liicke, d. h. einen
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einzelstrangigen Bereich, oder im zweiten Fall in Form einer Liicke gefiillt mit single strand

binding protein (SSB) gebildet.

D1=209bp D2=176bp D3=21bp
Kontinuierlicher 5 GATC c
DNA-Doppelstrang 3 CTAG s
Einzelstrangiger GATC G
Bereich als Liicke CTAG 73bp T

Einzelstrangiger Bereich

mit SSB (single strand ?_—?Xg :“__?__

binding protein) gebunden SSB

Abb. 3-34: Modelle fiir die unterschiedlichen mismatch-DNA-Substrate

Die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Spaltkinetiken mit den unterschiedlichen Substraten

sind in Abbildung 3-35 in einem Balkendiagramm dargestellt.
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Abb.3-35: Geschwindigkeitskonstanten fiir die Aktivierung der MutH-Endonuklease durch MutS, -L
Substrate mit und ohne Blockade. Der blaue und der hellblaue Balken zeigen die Geschwindigkeitskonstanten

fiir das 406 bp lange Substrat ohne Blockade als Heteroduplex (HE) und als Homoduplex (HO).

Alle Kinetiken wurden als Kontrolle zusétzlich fiir die entsprechenden Homoduplex-Substrate
durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass die Spaltung durch die Basenfehlpaarung induziert
wurde. Die Geschwindigkeitskonstante (k) fiir die Reaktion mit einem 406 bp langen Substrat
ohne Blockade war mit 0.044 s am hochsten. Im Falle einer Liicke sank sie auf k= 0.011 s™.
Das Vorhandensein einer Liicke inhibiert demnach die Aktivierung um 75 % und fiihrt zu
einer vierfach geringeren Geschwindigkeitskonstante (Abbildung 3-35). Verglichen mit der
Spaltung an einem Homoduplex (k = 0.004 s™) erfolgt aber trotz der DNA-Liicke immer noch
eine fehlpaarungsabhédngige Aktivierung der MutH-Endonuklease durch MutS,-L. Die Liicke
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stort die Aktivierung der Endonuklease MutH, stellt aber keine 100%-ige Inhibition dar. Bei
Zugabe von SSB stieg die Geschwindigkeitskonstante unerwartet wieder an (k = 0.021 s™).
Die Inhibition der Aktivierung von MutH sank auf ca. 50 %.

Die Ergebnisse dieser Vorarbeiten zeigen damit, dass die MutH-Endonuklease in einem
Substrat mit einem SSB-DNA-Komplex zwischen der Fehlpaarung und der GATC-
Erkennungssequenz aktivierbar ist. Die Aktivierung erfolgt iiber diese Art der Blockaden
hinweg. Die hier dargestellten Ergebnisse sind daher nur bedingt mit einem einfachen sliding

clamp-Modell, wie es bislang in der Literatur beschrieben worden ist, zu vereinbaren.

3.7.1. Ein Substrat mit Blockade aber einem kontinuierlichen DNA-Strang
inhibiert die Aktivierung von MutH

Moglicherweise waren die Blockaden Liicke oder Liicke gefiillt mit SSB keine wirklichen
Blockaden, die MutS wihrend seiner Bewegung auf der DNA stoppen konnen. Der eine
kontinuierliche DNA-Strang zwischen dem mismatch und der GATC-Erkennungssequenz
konnte ausreichend sein, um ein Diffundieren von MutS {iiber die Liicke hinweg zu
ermoglichen. Das zugegebene SSB ist gegebenenfalls nicht kontinuierlich an der DNA
gebunden, sondern bewegt sich in einem Gleichgewicht zwischen Bindung und Diffusion,
oder MutS schiebt den SSB-Komplex wihrend des sliding-Mechanismus von der DNA
runter, danach konnte der Komplex wieder an den Einzelstrang binden. Eine andere Erklarung
wire, dass der MutHLS-Mechanismus in der Lage ist, eine physikalische Blockade auf der
DNA zwischen der Basenfehlpaarung und der GATC-Erkennungssequenz mit Hilfe eines
looping-Mechanismus zu iiberwinden, dass allerdings bedingt durch die Geometrien des
Substrates die loop-Bildung gestort wird und deshalb kein optimales Ergebnis zu beobachten
ist. In den folgenden Experimenten sollte mit einer stabileren Blockade auf der DNA
gearbeitet werden. Mit Hilfe eines Primers wurden in das Substrat zwischen der
Basenfehlpaarung und der GATC-Erkennungssequenz zwei Biotine eingebracht. Die
Blockade bildet dann ein gebundenes Streptavidinmolekiil (Herstellung siehe 2.5.6.2.). Die
Bindung zwischen Biotin und Streptavidin ist eine der stdrksten bekannten nicht kovalenten
Bindungen mit einer Dissoziationskonstanten von K4 = 4x10™* M, der Komplex (Biotin-
Streptavidin) bildet sich sehr schnell aus und ist in einem groen pH- und Temperaturbereich
stabil (Holmberg, 2005). Die Blockade sollte also sehr stabil sein. Durch die Modifikation der
DNA mit einem 3 oder 5'-Biotin wird das Laufverhalten im Gel nicht gravierend verdndert.
Die Bindung des Streptavidinmolekiils an das Biotin verlangsamt allerdings durch seine

Masse das Laufverhalten der DNA. Durch das verdnderte Laufverhalten ergibt sich eine gute
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Kontrolle, um sicherzustellen, dass die Blockaden auch nach der Spaltung noch an den
richtigen Positionen sitzen. Das Substrat hat eine Gesamtldnge von 406 bp, der Abstand
zwischen der GATC-Erkennungssequenz und der Basenfehlpaarung (D2) betrdgt 176 bp und
die GATC-Erkennungssequenz ist 117 bp von der Blockade entfernt. Die Herstellung des
Substrates wurde durch die Hybridisierung von vier verschiedenen DNA-Stiicken erreicht: ein
PCR-Produkt fiir den oberen Strang, ein PCR-Produkt und zwei Oligonukleotide (34 nt und

42 nt) fiir den unteren Strang des Substrates.

D1=209bp D2=176bp D3=21bp
1 1 1 ]
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Abb. 3-36: DNA-Substrat mit Streptavidin zwischen Basenfehlpaarung und GATC-
Erkennungssequenz

D1 bezeichnet den DNA-Abschnitt vom 5’-Ende des oberen Strangs bis zum G der GATC-
Erkennungssequenz, D2 ist der Abschnitt zwischen der GATC-Erkennungssequenz und der
Basenfehlpaarung und D3 bezeichnet den Abschnitt von der Basenfehlpaarung bis zum 3’-Ende des oberen
DNA-Strangs. Die GATC-Erkennungssequenz ist als blaues Quadrat dargestellt. Der Abstand vom G der
GATC-Erkennungssequenz bis zu der Blockade betrigt 117 bp. Die Blockade besteht aus einer 4 bp-Liicke
und einem Streptavidinmolekiil (SA). Von der Blockade bis zur Basenfehlpaarung sind es 54 bp. Von der

Basenfehlpaarung bis zum 3’-Ende des oberen Strangs sind es 21 bp.

Abbildung 3-37 zeigt die MutS, -L-induzierte Spaltaktivitit der MutH-Endonuklease, jeweils
am Homo- und Heteroduplex, mit und ohne Streptavidin. Das Substrat mit der Blockade zeigt
bessere Spaltung als das dazugehorige Homoduplex-Substrat. Die MutH-Endonuklease wird
trotz der Blockade von MutS, -L aktiviert.
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Abb. 3-37: Spaltung eines DNA-Substrates mit und ohne Streptavidin-Blockade

Die Reaktion wurde in 1x Puffer gelb, mit 125 mM KCI bei 37 °C durchgefiihrt. Von MutH und MutS
wurden jeweils 0.5 uM, 1 pM MutL und 10 nM DNA eingesetzt. Nach den angegeben Zeiten (1, 5, 25, 60
min) wurden jeweils 10 pl-Aliquots mit 2.5 ul 5x AAP abgestoppt. Polyacrylamidgel (6 %), mit
Ethidiumbromid geférbt.

M, Marker (pUC Mix Marker 8); S, Substrat; P, Spaltprodukt; SA, Streptavidin.

Die Geschwindigkeitskonstante der Kinetik liegt bei 0.017 s, das Substrat ohne Blockade
wurde mit einer Geschwindigkeit von 0.044 s gespalten. Damit wird die Spaltung durch die
Blockade um ca. 60 % inhibiert. Das Diagramm in Abbildung 3-38 zeigt den Vergleich der
verschiedenen Blockaden. Die Blockade in Form einer Liicke inhibiert die Aktivierung der
MutH-Endonuklease am stirksten, am schwéchsten inhibiert die Liicke mit gebundenem SSB.
Trotz der Inhibition war die Spaltaktivitit mit den Blockaden Liicke und Liicke gefiillt mit
SSB dreimal oder bei Einsetzen einer Blockade aus Streptavidin sogar dreieinhalbmal hoher,

als die Spaltaktivitit bei dem Einsetzen der entsprechenden Homoduplices.
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Abb. 3-38: Die Geschwindigkeitskonstanten der verschiedenen MutH-Spaltkinetiken

Der Heteroduplex, ohne Blockade (dunkelblau) mit einer Gesamtlinge von 406 bp, wurde mit der
Geschwindigkeitskonstante (k) = 0.044 s™ gespalten. Der Homoduplex ohne Blockade (hellblau), mit einer
Gesamtlinge von 406 bp, wurde mit k = 0.007 s™ gespalten. Der Heteroduplex mit einer Blockade Liicke
(lila) wurde mit k = 0.012 s und der Homoduplex mit einer Blockade Liicke (rosa) mit k = 0.004 st
gespalten. Der Heteroduplex mit einer Blockade Liicke gefiillt mit SSB (griin) wurde mit k = 0.021 s und
der passende Homoduplex (hellgriin) mit k = 0.006 s gespalten. Das Substrat mit der Blockade aus
Streptavidin (gelb) wurde mit k = 0.017 s und der zugehérige Homoduplex (hellgelb) mit k = 0.006 s

gespalten.

Alle in Abbildung 3-38 dargestellten Geschwindigkeitskonstanten zeigen eine Inhibition der
Aktivierung von MutH durch Blockaden, ein Teil des Signals wird allerdings trotz der
Blockade weitergeleitet. Ist es der eine kontinuierliche DNA-Strang, der eine Aktivierung
trotz der Blockaden ermdglicht? Sind die Blockaden ausreichend, um die Diffusion von MutS

entlang der DNA-Helix-Struktur zu verhindern?

3.7.2. Blockade aus einem Doppelstrangbruch und einem Streptavidin

unterbricht die Kopplung von mismatch-Erkennung und Strangdiskriminierung

Alle Blockaden, die bisher getestet wurden, hatten die Gemeinsamkeit, dass sie einen
kontinuierlichen DNA-Strang besitzen. Verglichen mit anderen Arbeiten (Pluciennik, 2007,
Wang, 2004) waren die Abstinde zwischen der Basenfehlpaarung und der GATC-
Erkennungssequenz (D2) recht kurz (176 bp), wenn man von einem looping-Mechanismus
und von einem moglichen Abstand zwischen der Basenfehlpaarung und der GATC-
Erkennungssequenz von 1000 bp ausgeht. In der Folge wurde getestet, ob ein Substrat mit
einem  Doppelstrangbruch  zwischen der Basenfehlpaarung und der GATC-
Erkennungssequenz gespalten werden kann. Das Substrat setzt sich aus zwei verschiedenen
DNA-Molekiilen zusammen, eines tragt den mismatch und eine GATC-Erkennungssequenz,
das andere DNA-Stiick hat eine andere Lénge und die Sequenz besitzt keinen mismatch. Es

wurden zwei unterschiedlich lange DNA-Substrate verwendet, die jeweils an einem 5’-Ende
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eine, iiber Primer eingefiihrte, Biotinylierung tragen. Bei der Zugabe von Streptavidin findet
die Bindung zwischen Biotin und Streptavidin statt. Streptavidin besitzt zwar vier
Bindungsstellen fiir Biotin, aber aufgrund der sterischen Anordnung binden iiberwiegend nur
zwel biotinylierte DNAs an ein Streptavidin-Molekiil. Gebunden werden entweder zwei lange
DNAs, zwei der kurzen oder das gewiinschte Produkt, ein kurzes und ein langes DNA-Stiick
(Abbildung 3-39). Um herauszufinden, welche Konzentrationsverhéltnisse von DNA zu
Streptavidin eingesetzt werden miissen, um die beste Ausbeute des Produktes, zwei
unterschiedlich lange DNA-Molekiile tiberbriickt mit einem Streptavidin, zu erhalten, wurden
mehrere Bindungsexperimente mit unterschiedlichen Konzentrationen von Streptavidin
durchgefiihrt. Die kurze DNA wurde zuerst mit Streptavidin fiir 30 min bei RT inkubiert,
damit mdglichst kein freies Streptavidin mehr in der Losung war, anschlieBend wurde die
zweite DNA dazu gegeben. In allen Ansdtzen befanden sich zusitzlich zu dem gewiinschten
DNA-Produkt noch zwei gleiche DNAs, gekoppelt iiber ein Streptavidin oder eine DNA mit

einem Molekiil Streptavidin.
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Abb. 3-39: DNA-Streptavidin-Bindungsexperiment

Die Proben enthalten zwei unterschiedlich lange DNAs (484 bp und 302 bp), die jeweils an ihrem 5°-Ende
eine Biotinmodifikation tragen. Es wurden jeweils 15 nM pro DNA, 1x Puffer gelb und verschiedene
Konzentrationen von Streptavidin eingesetzt.

M, Marker (pUC 8 Mix Marker); SA, Streptavidin; Polyacrylamidgel (5 %) mit Ethidiumbromid gefarbt

Das erste Substrat setzt sich zusammen aus einer 484 bp langen DNA ohne eine

Basenfehlpaarung mit einer GATC-Erkennungssequenz (HO) sowie einem 302 bp langen
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Substrat mit Basenfehlpaarung (HE) und einer zweiten internen Kontroll-GATC-
Erkennungssequenz, an der die direkte Aktivierung von MutH, nicht iiber die Blockade,
stattfinden kann. Allerdings wird die Spaltaktivitét in diesem Fall, aus Griinden der Geometrie
des 302 bp langen DNA-Substrates, eher gering sein, was auf den sehr kurzen Abstand D1 (=
27 bp) zuriickzufiihren ist (sieche 3.2.). Der Abstand zwischen mismatch und der
Erkennungssequenz hinter der Blockade betrigt 374 bp plus die Groe des
Streptavidinmolekiils (siche Abbildung 3-40). Zum direkten Vergleich wurde eine Kinetik mit
einem Substrat gemacht, auf dem beide DNA-Stiicke eine Basenfehlpaarung tragen (HE/HE)
(rechte Kinetik), sodass die Aktivierung von MutH an beiden Erkennungssequenzen nicht
iber die Blockade hinweg stattfinden muss. Fiir das DNA-Substrat HO/HE zeigt das
Entstehen des 209 bp langen Spaltproduktes (schwarz eingerahmt) die Aktivierung von MutH

iiber die Blockade hinweg an.
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Abb. 3-40: Zwei Spaltkinetiken der verschiedenen iiber Streptavidin vernetzten Substrate

Das Gel zeigt die Spaltkinetik mit den Substraten 484 bp als Homoduplex (HO) oder Heteroduplex (HE) und
der zweiten DNA, die 302 bp lang ist. Es wurden 500 nM MutS, 1 uM MutL, 0.5 uM MutH, 140 mM KCl,
24 nM Streptavidin (SA) und von beiden DNA-Substraten jeweils 10 nM eingesetzt. Die Reaktion wurde in
1x Puffer gelb durchgefiihrt. MutL und MutH wurden vor Beginn der Reaktion mit 1| mM ATP inkubiert.
Nach 1, 2, 5 und 25 min wurden 10 pl der Probe mit 2 pl 5x AAP gestoppt. Agarosegel (2 %), 1x TPE, mit
Ethidiumbromid gefarbt

Mit diesem Substrat findet keine Aktivierung iiber die Blockade hinweg statt. Erst nach 25

min entsteht eine schwache Bande des 209 bp langen Produktes, diese geringe Spaltung ist
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auf mismatch-unabhingige Homoduplex-Spaltung zuriickzufiihren. Auf dem rechten Gel
entsteht die gleiche Produktbande schon nach 5 min, was zeigt, dass die Aktivierung von
MutH ohne Uberbriickung der Blockade deutlich effektiver ist.

Fiir die folgenden Experimente wurde die Position der Basenfehlpaarung und damit die
Distanz, liber die die Aktivierung stattfinden muss, von 374 bp auf 478 bp verlidngert. Ziel
war es, die eventuelle Ausbildung eines loops fiir den MutHLS-Mechanismus noch zu
verbessern. Dafiir wurde die Position des Biotins verdndert, wodurch sich nach Zugabe von
Streptavidin die Geometrie des Substrates (Abbildung 3-41) dndert. AuBerdem wurde die
GATC-Erkennungssequenz hinter der Blockade (hellblau) schon durch die Nickase Nt.Alwl
in einem Strang vorgespalten (siche 3.3.), so dass schon ein zweiter nick durch MutH
ausreichend war, um einen Doppelstrangbruch zu erzeugen (siche 3.3.). Das gewlinschte

Substrat mit dem zugehorigen Spaltprodukt wurde im Gelbild markiert.
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Abb. 3-41: Zwei Spaltkinetiken mit den iiber Streptavidin vernetzten Substraten

Die beiden DNA-Substrate in dieser Reaktion sind 484 bp und 302 bp lang, das 484 bp lange Substrat wurde
mit der Nickase Nt.Alwl vorbehandelt. Die Reaktion wurde in 1x Puffer gelb mit 0.5 pM MutS, 1 pM MutL,
0.5 pym MutH, 140 mM KCl, 1 mM ATP, jeweils 20 nM DNA und 24 nM Streptavidin (SA) durchgefiihrt, 10
pl der Reaktion wurden nach den jeweiligen Zeitwerten in 2 pul 5x AAP gestoppt.

M, Marker pUCS8 Mix Marker. Agarosegel (2 %) mit Ethidiumbromid geférbt

Auch bei diesem Substrat findet keine MutS, -L aktivierte Spaltung von MutH iiber die
Blockade hinweg statt. Das 209 bp-Produkt entsteht erst nach 25 min und wieder kann nur
Homoduplex-Spaltung detektiert werden.
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Fir die Ausbildung von DNA-loops spielt die Beweglichkeit/Elastizitit der DNA eine
wichtige Rolle. DNA-loops konnen in zwei Kategorien aufgeteilt werden: ,short and
energetic, and long or entropic* (Saiz & Vilar, 2006). Das Streptavidinmolekiil zwischen
mismatch und GATC-Erkennungssequenz kann die Beweglichkeit der DNA und damit die
Maoglichkeit, einen loop auszubilden, erheblich beeinflussen, innerhalb einer kurzen Sequenz
(entsprechend der Persistenzlinge ~150 bp) ist der Einfluss wahrscheinlich gréBer, als
innerhalb einer sehr langen Sequenz (~ 1000 bp). Da bekannt ist, dass das MMR am besten
zwischen Entfernungen von bis zu 1000 bp arbeitet, wurde fiir das ndchste DNA-Substrat ein
Abstand von etwas weniger als 1000 bp zwischen Fehlpaarung und Erkennungssequenz
gewdhlt. Um diesen Abstand zu erreichen und keine zweite spaltbare GATC-
Erkennungssequenz mehr auf der DNA zu haben, wurde die GATC-Erkennungssequenz auf
dem DNA-Molekiil mit der Basenfehlpaarung methyliert. Damit wird nur Spaltung detektiert,
wenn MutH von MutS, -L iiber die Blockade hinweg aktiviert wird. Die Distanz zwischen der
Basenfehlpaarung und der GATC-Erkennungssequenz betrug 829 bp plus die GroBe des
Streptavidinmolekiils und die Gesamtldnge des Substrates wurde auf 1203 bp vergroBert.
Diese Distanzen sollten fiir die Ausbildung eines loops optimal sein. Das Spaltprodukt hatte

eine Lénge von 275 bp.
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Abb. 3-42: Spaltkinetiken mit dem methylierten DNA-Substrat
Reaktion durchgefiihrt in 1x Puffer gelb mit 1 mM ATP, 140 mM KCI, 0.5 uM MutS 1 uM MutL, 0.5 uM
MutH, 24 nM Streptavidin (SA) und jeweils 20 nM der DNA. 10 pl der Reaktion wurden in 2 pl 5x AAP

gestoppt.
M, Marker pUC 8 Mix Marker; Agarosegel (2 %), 1x TPE, mit Ethidiumbromid gefarbt

Das rechte Gelbild in Abbildung 3-42 zeigt, dass auch nach 60 min nur sehr wenig Produkt
(275 bp) vorhanden ist. Die Kontrolle auf dem linken Gelbild mit zwei verkniipften
Homoduplexen zeigt die gleiche Intensitdt des 275 bp-Produktes. Das beweist, dass die
Spaltprodukte durch mismatch-unabhéngige-Spaltung von MutH entstanden sind.
Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass eine Aktivierung der MutH-Endonuklease durch
MutS iiber diese Form einer Blockade nicht mdglich ist. Mdoglicherweise wird flir die

Aktivierung iiber eine Blockade hinweg ein kontinuierlicher DNA-Strang benétigt.

3.7.3. Uber Streptavidin verbriickte Substrate sind fiir einen looping-

Mechanismus geeignet

Konnen auf den Substraten aus dem vorherigen Abschnitt DNA-loops ausgebildet werden?
Oder behindert die Verkniipfung der DNA-Molekiile {iber ein Streptavidinmolekiil die fiir den
loop benétigte Biegung der DNA?

Um zu zeigen, dass die DNA aus 3.7.2. ein geeignetes Substrat fiir eine looping-Reaktion sein
kann, wurde ein Spaltungstest mit den Typ-II-Restriktionsenzymen Fokl und NgoMIV
durchgefiihrt.
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Abb.3-43: Abbildung a) und b) aus Catto, 2006, Kurvendiagram aus Halford, 2004

Die Abbildungen a) und b) zeigen schematisch die Spaltung von Fokl auf DNA-Substraten mit einer
Erkennungssequenz (a) und mit zwei Erkennungssequenzen (b). Blaues Oval, N-terminale DNA-
Bindungsdoméne von Fokl; roter Zirkel, C-terminale, katalytische Dimerisierungs-Doméne; schwarz, Linker
zwischen den beiden Doménen; In (a): ein Monomer von Fokl bindet an die Erkennungssequenz und
assoziiert nur schwach mit einem zweiten Monomer. In (b): die DNA mit einem gebundenen Monomer FokI
besitzt noch eine zweite Erkennungssequenz, auf der ein zweites Monomer binden kann. Die zwei FoklI-
Monomere verbinden sich zu einem Dimer und die dazwischenliegende DNA wird zu einem loop geformt.
Das rechte Kurvendiagram zeigt die Spaltung von FokI auf einem Plasmid mit einer (gefiillte, schwarze

Kreise) oder zwei Erkennungssequenzen (weile Quadrate).

FokI ist ein Typ-IIS-Restriktionenzym, welches das Substrat in cis, also mit zwei
Erkennungssequenzen auf demselben Molekiil, schneller spaltet als eines mit nur einer
Erkennungssequenz (Halford et al., 2004). Die Ausbildung eines loops der DNA zwischen
den beiden Erkennungssequenzen macht dabei die Spaltung deutlich schneller (Halford,

2000).



Ergebnisse 79

5 360bp

27%p 81bp Bio

Zeitmin] 0 1 2 5 10 20 60

[— . 52 -@-

81bp 279bp

b o e bl b bl bl 51 —@=(5n)

P2+P1 (279bp) oder 81“’

® =Erkennungssequenz Fokl

Abb. 3-44: Spaltung eins 360 bp langen Substrates mit dem Restriktionsenzym FoklI

In der Reaktion wurden 10 nM DNA, 12 nM Streptavidin (SA), 14 mU FokI (NEB) in 1x Puffer NEBuffer 3
bei 37 °C durchgefiihrt und auf einem Polyacrylamidgel (6 %) analysiert. Die Proben wurden mit 2 pl 5x
AAP nach den angegebenen Zeitwerten gestoppt.

S1, Substrat mit einer Fokl-Erkennungssequenz; S2, Substrat mit zwei Erkennungssequenzen; P2, 279 bp
langes Spaltprodukt nach Spaltung des Substrates S1; P2, 279 bp langes Spaltprodukt nach Spaltung des
Substrates S2

Das fiir die Spaltung verwendete Substrat (360 bp) besitzt eine FokI-Spaltstelle. Mit Hilfe
einer 5’-Biotinylierung an einem DNA-Ende kann bei Zugabe von Streptavidin ein Teil der
DNA-Molekiile gekoppelt werden, so dass Substrate mit zwei Erkennungssequenzen
entstehen. Die Konzentration von Streptavidin wurde so optimiert, dass ungefahr die Hilfte
der DNA einzeln mit einem Streptavidinmolekiil gebunden und die andere Hélfte aus zwei
DNA-Molekiilen iiber ein Streptavidin miteinander verbriickt vorlag. Abbildung 3-44 zeigt
das Ergebnis der Spaltung. Die Substratbande (S2) verschwindet schneller und schlie8lich
vollstindig, im Gegensatz zur Substratbande (S1); das Substrat mit zwei
Erkennungssequenzen wird schneller gespalten als das mit nur einer Erkennungssequenz. Die
Ergebnisse deuten daraufhin, dass die iiber Streptavidin verkniipfte DNA gut flir einen
looping-Mechanismus geeignet ist, obwohl die loop-Grofe in diesem Fall nur 162 bp plus das
Streptavidinmolekiil umfasst. Die gleiche Kontrolle wurde mit dem Typ-IIF-
Restriktionsenzym NgoMIV durchgefiihrt (Katiliene et al., 2003). Das Substrat hatte eine
Liange von 484 bp, im Komplex mit Streptavidin umfasst die Geometrie eines moglichen
loops 832 bp plus das Streptavidinmolekiil. Abbildung 3-45 zeigt das Ergebnis der
Spaltungen. Innerhalb der ersten Minute wurden bereits 60 % des Substrates mit zwei

NgoMIV-Erkennungssequenzen gespalten, nach 2 Minuten bereits 95 %. Durch Spaltung mit
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einer NgoMIV-Erkennungssequenz entstanden nach 1 min erst 10 % des Spaltproduktes und
nach 60 min wurden erst 60 % des Substrates gespalten.
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Abb. 3-45: Spaltung mit NgoMIV

Die Reaktion wurde mit 10 nM DNA, 12 nM Streptavidin (SA), NgoMIV (1.3 units) in 1x NEBuffer 3 bei
37 °C durchgefiihrt, nach den Zeitpunkten 1, 2, 5, 10, 20, 60 min 10ul in 2 pl AAP gestoppt und auf ein
Polyacrylamidgel (6 %) aufgetragen. S1, Substrat mit nur einer Erkennungssequenz fiir NgoMIV; S2,
Substrat mit zwei Erkennungssequenzen fiir NgoMIV; P1, Produkt nach der Spaltung von S1; P2, Produkt
nach der Spaltung von S2 an beiden Erkennungssequenzen; M, Marker pUC8 Mix Marker

Auch die Ergebnisse mit dem Restriktionsenzym NgoMIV deuten darauf hin, dass die

verwendeten DNA-Substrate fiir einen looping-Mechanismus gut geeignet sind.

3.8. Ein aktiviertes MutS ,,scannt* die DNA nicht systematisch nach
GATC-Erkennungssequenzen ab

Das sliding clamp-Modell schldgt vor, dass MutS nach der Erkennung der Basenfehlpaarung
diese zusammen mit MutL verldsst und entlang der DNA-Helix bis zur GATC-
Erkennungssequenz diffundiert, dort findet die Aktivierung der Endonuklease MutH statt. Bei
einem solchen Mechanismus hitte MutS wihrend der Bewegung in Richtung einer GATC-
Erkennungssequenz kontinuierlichen Kontakt zur DNA. Wenn auf der DNA mehrere GATC-
Erkennungssequenzen lokalisiert sind, dann sollte die Aktivierung an der Erkennungssequenz
stattfinden, die sich am nédchsten an der Basenfehlpaarung befindet. Erfolgt die Aktivierung
von MutH mit Hilfe eines looping-Mechanismus, dann spielen verschiedenen Faktoren wie
die Art des Substrates (linear oder zirkulédr), der Abstand der Fehlpaarung zur GATC-
Erkennungssequenz und die Gesamtlinge des Substrates eine Rolle. In den folgenden
Experimenten wurden lineare DNA- Substrate mit jeweils zwei GATC-Erkennungssequenzen

hergestellt und die Spaltgeschwindigkeit an den einzelnen Erkennungssequenzen mit Hilfe
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von Kinetiken analysiert. Die zusitzlichen GATC-Erkennungssequenzen wurden {iber
zielgerichtete Mutagenese eingefiihrt (Thomas, 2000). Die Positionen der neu eingefiihrten
GATC-Erkennungssequenzen befanden sich 20 bp, 40 bp und 80 bp von der
Basenfehlpaarung entfernt. Da flankierende Sequenzen einen Einfluss auf die Spaltaktivitit
von MutH haben konnen, wurden BamHI-Sequenzen (GGATCC) verwendet. Um zu testen,
ob die Position der Sequenz, bezogen auf die Gesamtlinge einer DNA, auch Effekte auf die
Spaltaktivitdt an der jeweiligen GATC-Erkennungssequenz zeigt, wurden verschieden lange
DNA-Substrate verwendet (484 bp, 406 bp und 302 bp). Wenn von einem einfachen looping-
Mechanismus ausgegangen wird, bei dem eine zweite Bindung eventuell mittels eines
,»Qreifens® nach der DNA hinter der GATC-Erkennungssequenz durch MutL oder MutS
stattfindet, sollte die Lidnge der DNA nach der GATC-Erkennungssequenz bis zum DNA-
Ende einen FEinfluss auf die Spaltaktivitit haben. DNAs die ldnger sind als ihre
Persistenzldnge (= 150 bp) konnen sich spontan biegen und brauchen dafiir relativ wenig
Kraft. Kiirzere DNAs liegen eher linear vor und ihre Biegung erfordert mehr Kraft (Cloutier
& Widom, 2005). Bewegt sich MutS bidirektional von der Basenfehlpaarung weg, dann
konnte auch die Lange der DNA-Sequenz hinter der Basenfehlpaarung einen Einfluss auf die
Spaltaktivitit an den verschiedenen GATC-Erkennungssequenzen haben. Es wurde in
vorangegangenen Experimenten bereits gezeigt, dass der Abstand D1 bei Substraten mit einer
GATC-Erkennungssequenz einen sehr groflen Einfluss auf die Spaltaktivitit hat. Verkiirzt
man hingegen den Abstand D3, ist die Inhibition auf die Spaltung von MutH wesentlich
geringer, aber eine Inhibition ist auch hier zu beobachten (siehe 3.2.). Bisher konnte allerdings
nicht gekliart werden, was genau ein zu nahes DNA-Ende bewirkt und warum es den
Mechanismus der Aktivierung stort. Deshalb wurden die Léngen von der GATC-
Erkennungssequenz bis zum DNA Ende (D1) und die Linge von der Basenfehlpaarung zum
Ende (D3) variiert. Der Vorteil von Substraten mit zwei GATC-Erkenungssequenzen ist, dass
immer die Maoglichkeit des direkten Vergleichs der Spaltungsintensititen an den

verschiedenen Positionen besteht.
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Abb. 3-46: 484 bp langes mismatch-Substrat mit zwei GATC-Erkennungssequenzen und

Kennzeichnung der einzelnen Abschnitte

D1, Abstand zwischen der zweiten GATC-Erkennungssequenz und der Basenfehlpaarung; D2a, Abstand
zwischen der ersten und zweiten GATC-Erkennungssequenz; D2b, Abstand zwischen der ersten GATC-
Erkennungssequenz und dem 3’-Ende des oberen Stranges; D3, Abstand von der Basenfehlpaarung bis zum

3’-Ende des oberen Stranges.

Durch das Einfiigen einer zweiten GATC-Erkennungssequenz in dem Substrat wird die
Anzahl der Spaltprodukte erhoht. Die Auswertung wird damit komplexer. Das Spaltprodukt
(D2a + DI) ist ein Indikator fiir die Spaltung an der ersten GATC-Erkennungssequenz
(hellblau), dieses Spaltprodukt kann nicht weiter gespalten werden, da es keine
Basenfehlpaarung trdgt, wodurch es eine interne Homoduplex-Kontrolle darstellt. Das
Spaltprodukt (D1) ist ein Indikator fiir die Spaltung an der zweiten GATC-
Erkennungssequenz (dunkelblau). Bei der Auswertung wurden die Intensititen dieser beiden

Banden verglichen (sieche Abbildung 3-47).
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—

A
2 1
- GATC GATO—

Spaltung an GATC- i/ \Spaltung an GATC-1
D2a+ D2b D1+ D2a D2b
GATC — & - GATC: GATC —h—

D2a D2b

GATC A—

Abb. 3-47: Spaltschema fiir Kinetiken mit zwei GATC-Erkennungssequenzen

D1 D2a D2b

Abbildung 3-48 zeigt die Spaltung einer mismatch-DNA mit einer GATC-Erkennungssequenz
und die Spaltung einer mismatch-DNA mit zwei GATC-Erkennungssequenzen, die Kinetiken

wurden vergleichend nebeneinander abgebildet.
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Abb. 3-48: MutS, -L induzierte Spaltung von MutH
Links, 484 bp langes Substrat mit einer GATC-Erkennungssequenz; rechts, 484 bp langes Substrat mit zwei

GATC-Erkennungssequenzen (176 bp und 80 bp von der Basenfehlpaarung entfernt)

Auf den ersten Blick sind die Intensitdten der, nach Spaltung an zwei Erkennungssequenzen

entstandenen, Produkte gleich. Fiir eine exakte Analyse wurde im Folgenden die Spaltung von

MutH systematisch mit verschiedenen Substratvariationen untersucht.

3.8.1. 484 bp langes Substrat mit zweiter GATC-Erkennungssequenz - 80, 40 oder
20 bp nach der Basenfehlpaarung

Bei allen fiir die folgenden Versuche verwendeten DNA-Substraten blieb die Position einer
der beiden GATC-Erkennungssequenzen immer gleich (176 bp vom G/T-mismatch), wahrend
die zweite Position variiert wurde (Abstand 80 bp, 40 bp oder 20 bp von der
Basenfehlpaarung). Die Langen der einzelnen Absténde sind in Abbildung 3-49 dargestellt.
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Abb. 3-49: Geometrien der 484 bp langen DNA-Substrate mit zwei GATC-Erkennungssequenzen
Griin, gelb, blau, nach der Spaltung entstehenden DNA-Fragmente; rot, Basenfehlpaarung; D3, Abstand der
Basenfehlpaarung vom 3’-DNA-Ende (99 bp)

Abbildung 3-50 zeigt die Ergebnisse der Spaltkinetiken. Die beiden Produkte, die fiir die
Auswertung verglichen wurden, sind jeweils mit Schwarz, Spaltung an der GATC-
Erkennungssequenz (1), oder mit Griin, Spaltung an der GATC-Erkennungssequenz (2),
gekennzeichnet (siche Abbildung 3-47).
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Abb. 3-50: MutHLS-Spaltkinetiken mit drei verschiedenen Substraten, die jeweils zwei GATC-

Erkennungssequenzen enthalten.
MutS 0.5 nM, MutL 1uM, MutH 0.5 nM, 150 mM KCl, 1 mM ATP in 1x Puffer gelb bei 37 °C. Die

Reaktion wurde mit 10 pl in 2 pl 5x AAP gestoppt. Polyacrylamidgel (6 %), mit Ethidiumbromid gefarbt

MaBgeblich fiir den Vergleich der Spaltgeschwindigkeiten an den beiden GATC-
Erkennungssequenzen ist das Verhidltnis der Spaltprodukte D1 und (D1+D2a). Die
Intensititen dieser Spaltprodukte wurden auf ihre spezifische Lénge genormt und die
prozentualen Intensitidten in Balkendiagrammen dargestellt (sieche Abbildung 3-51). Um zu
sehen, ob eine reine nicking-Reaktion von MutH einen Unterschied zur Doppelstrangspaltung
macht, wurden die gleichen Experimente zusétzlich mit schon in einem Strang gespaltenen
Substraten durchgefiihrt. Die Substrate zerfallen direkt, wenn MutH an der jeweiligen GATC-
Erkennungssequenz den zweiten nick setzt (siehe 3.3.). Die Diagramme aus Abbildung 3-51
zeigen allerdings keine Unterschiede im Spaltungsmuster von MutH. Bei allen Spaltungen
entsteht immer bevorzugt das 209 bp lange Produkt (griin). Ob Einzel- oder
Doppelstrangspaltung, die Spaltpriaferenz von MutHLS fokussiert sich immer mehr auf die
zweite GATC-Erkennungssequenz, je ndher die erste Erkennungssequenz an die

Basenfehlpaarung gebracht wird.
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Abb. 3-51: Intensitiit der markierten Gelbanden aus Abbildung 3-49 in Prozent
Orange Balken, Substrat (484 bp); griine Balken, 209 bp langes Produkt; schwarze Balken, Produkte 305 bp,

345 bp oder 365 bp lang. Die Intensitit der Banden wurde mit dem Programm Totallab bestimmt und die

Werte wurden auf die jeweiligen DNA Langen abgeglichen.

3.8.2. Verkiirzen von D1 zu einem 302 bp langen Substrat

Aus vorherigen Versuchen (siche 3.2.) ist bekannt, dass ein 302 bp langes DNA-Substrat mit

einer GATC-Erkennungssequenz, die 27 bp vom 5'-Ende des oberen Stranges positioniert ist,

nur noch mit einer Geschwindigkeitskonstanten k = 0.004 s™' gespalten wird, wihrend die

Geschwindigkeitskonstante bei einem Abstand zum Ende von 209 bp fast zwanzigmal hoher

war (k = 0.073 s™). In die Sequenz des 302 bp langen Substrates wurde eine zweite GATC-

Erkennungssequenz eingefithrt, um so die Spaltung an zwei Erkennungssequenzen

vergleichend messen zu konnen. Die Position der neuen Erkennungssequenz wurde zur Mitte

der DNA hin verschoben, sodass der Abstand zum Ende (D1 =123 bp) ausreichend fiir eine

gute Spaltaktivitat war. Der Abstand dieser Erkennungssequenz zum mismatch betrug 80 bp.
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Abb. 3-52: Spaltaktivitit mit 302 bp langer Heteroduplex-DNA mit einer oder zwei GATC-
Erkennungssequenzen

Die Reaktion wurde mit 500 nM MutS, 1puM MutL, 0.5 nM MutH, 1 mM ATP und mit 150 mM KCl, in 1x
Puffer gelb bei 37 °C durchgefiihrt. Jeweils 10 pl der Probe wurden zu den oben aufgefiihrten Zeitpunkten
mit 2 pl AAP gestoppt. Polyacrylamidgel (6 %) mit Ethidiumbromid gefarbt

Die Geschwindigkeitskonstanten fiir die beiden in Abbildung 3-52 dargestellten Kinetiken
betragen fiir das 302 bp lange Substrat mit einer GATC-Erkennungssequenz k = 0.03 s™ und
fir das Substrat mit zwei GATC-Erkennungssequenzen k = 0.19 s”'. Das Substrat (bei
gleicher Gesamtlange und gleichem Abstand vom mismatch zum Ende) wird damit durch die
zweite GATC-Erkennungssequenz um das ca. 7-Fache schneller gespalten. Nicht die Lénge
des Substrates, sondern die Position der GATC-Erkennungssequenz dominiert die

Spaltgeschwindigkeit.

3.8.3. Verkiirzen von D3 zu einem 406 bp langen Substrat

Geht man davon aus, dass sich MutS, ausgehend von einer Fehlpaarung nach der Bindung
von ATP, als sliding clamp auf der DNA bewegen und somit von den DNA-Enden
dissoziieren kann, dann ist zu vermuten, dass der Abstand der Fehlpaarung zum DNA-Ende
einen Einfluss auf die Effektivitit der nachfolgenden Reaktionen (hier die Aktivierung von
MutH) hat. Fiir Substrate mit einer GATC-Erkennungssequenz ist bekannt, dass ein
Verkiirzen des Abstands von der Erkennungssequenz bis zum Ende der DNA (D1) wesentlich
groBBere Auswirkung auf die Aktivierung von MutH hat als das Verkiirzen des Abstands von
der Fehlpaarung zum DNA-Ende (D3) (Jung, Diplomarbeit 2005). Fiir die folgenden
Experimente wurde der Abstand D3 von 99 bp auf 21 bp verkiirzt.
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Abb. 3-53: 406 bp lange DNA-Substrate mit zwei GATC-Erkennungssequenzen
Die nach der Spaltung durch MutH entstehenden DNA-Fragmente wurden mit verschiedenen Farben

dargestellt. Rot, Basenfehlpaarung (21 bp von dem DNA-Ende entfernt)

Die zusitzliche GATC-Erkennungssequenz (1) wurde 40 oder 80 bp von der
Basenfehlpaarung entfernt positioniert, damit befindet sie sich 101 bp bzw. 61 bp vom 3’-
Ende des oberen Stranges entfernt. In dieser Konstellation befinden sich mismatch und
GATC-Erkennungssequenz nah am DNA-Ende, der Abstand zum 5'-Ende des oberen
Stranges ist mit 305 bp bzw. 345 bp so groB3, dass er keinen Einfluss auf die Aktivierung der
Spaltaktivitit von MutH haben sollte.
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Abb. 3-54: Spaltung der 406 bp langen Substrate mit zwei GATC-Erkennungssequenzen durch MutH
Links aufgetragen, DNA-Substrat (-40) mit der ersten GATC-Erkennungssequenz 176 bp und mit der zweiten
40 bp von der Basenfehlpaarung entfernt; Rechts, DNA Substrat (-80) mit der ersten GATC-
Erkennungssequenz 176 bp und mit der zweiten 80 bp entfernt von der Basenfehlpaarung. Die Reaktion
wurde mit 500 nM MutS, 1 uM MutL, 500 nM MutH, 1 mM ATP, 150 mM KClI in 1x Puffer gelb bei 37 °C
durchgefiihrt. Gestoppt wurden 10 pl der Probe mit 2 ul 5x AAP. Polyacrylamidgel (6 %) mit
Ethidiumbromid gefarbt

Die Balkendiagramme zeigen, dass das 209 bp lange Produkt bei beiden Substraten bevorzugt
entsteht, was auf Spaltung an der zweiten, 176 bp von der Basenfehlpaarung entfernten

GATC-Erkennungssequenz hindeutet.
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Abb. 3-55: Intensititen zweier Spaltprodukte aus den Kinetiken in Abbildung 3-51
Weille Balken, Prozent des Ausgangssubstrates; griine Balken, Prozent fiir das 209 bp lange Produkt; orange
Balken, Prozent fiir das 345 bp oder 305 bp lange Produkt nach der Spaltung durch MutHLS

Auf einem 406 bp langen Substrat mit zwei GATC-Erkennungssequenzen wird diejenige
Erkennungssequenz besser gespalten, die sich ndher der Mitte des Substrates befindet. Die
Position der Basenfehlpaarung ist nicht ausschlaggebend fiir die Inhibition der Spaltung, das

beweist die Referenz GATC-Erkennungssequenz.

3.9. Unter ,,single turnover*“-Bedingungen spaltet das MMR nur an einer

GATC-Erkennungssequenz

Die folgenden Experimente wurden unter speziellen Reaktionsbedingungen durchgefiihrt, um
zu sehen wie hdufig ein aktiver MutSLH-Komplex die DNA spalten kann. Die Bindung von
MutS an die DNA wurde bei 50 mM KCIl durchgefiihrt, anschlieBend wurde die KCI-
Konzentration auf 250 mM erhoht. Die hohe KCl-Konzentration verhindert, dass MutS erneut
binden kann. Damit die MutS Molekiile nicht von den Enden der DNA dissoziieren wurden
die Enden mit Streptavidin blockiert. Auf der DNA befinden sich nur diejenigen MutS-
Molekiile, die wihrend der Reaktion bei 50 mM KCI gebunden haben.
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D1(209bp) D2b (119bp)
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Abb. 3-56: Drei MutHLS-Spaltkinetiken mit einem 484 bp langen DNA-Substrat mit zwei GATC-

Erkennungssequenzen

Die DNA wurde an beiden Enden biotinyliert, die Reaktion wurde einmal ohne Streptavidin (SA) bei 150
mM KCl und zweimal mit SA, bei 150 mM KCl und bei 250 mM KCI, durchgefiihrt. Die Reaktion wurde mit
500 nM MutS, 1uM MutL, 500 nM MutH, 10 nM DNA und 1 mM ATP durchgefiihrt. Polyacrylamidgel

(6 %), 1x TPE , mit Ethidiumbromid gefarbt

== SA 484bp

365bp
=k=SA 275bp
209bp

156bp
—k=SA 119bp

Interessanterweise kann das DNA-Substrat unter diesen Bedingungen nur einmal gespalten

werden, weil durch die Spaltreaktion offene DNA-Enden entstehen, von denen MutS oder die

Komplexe aus MutS, -L, -H von der DNA dissoziieren und nicht wieder neu binden kénnen

(3-56).

3.10. MutS muss nicht an der Basenfehlpaarung sein, wihrend MutH an

der GATC-Erkennungssequenz

spaltet

Die Experimente mit dem roadblock zeigten zwar eine Inhibition der Aktivierung von MutH,

allerdings weist die vorhandene Restaktivitdt darauf hin, dass MutS nicht in direkte Néhe (z.

B. als sliding clamp) der GATC-Erkennungssequenz gelangen muss. Mehrere Modelle

erkldren die durch die roadblocks verursachte Inhibition, Modelle, in denen MutS noch am

mismatch gebunden bleibt, wahrend eventuell MutL entlang der DNA Komplexe bildet

(Polymerisations-Modell), die durch die roadblocks gestort werden. In den im Folgenden

beschriebenen Experimenten sollte die Frage geklart werden, ob MutS wihrend der

Aktivierung an der Basenfehlpaarung gebunden bleibt oder ob es diese verldsst? Bleibt MutS
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wiahrend der Aktivierung an der Basenfehlpaarung sitzen, dann sollte ein Bereich von ca. 12-
15 bp auf beiden Seiten neben der Basenfehlpaarung von dem gebundenen Protein besetzt
sein (siche Abbildung 3-57). Liegt die GATC-Erkennungssequenz innerhalb dieses Bereiches,
sollte sie fiir MutH nicht zugénglich sein.

DNA

3"-NNNCTAGNNTNN-5"

Abb. 3-57: A-B: MutS im Komplex mit mismatch-DNA; C-E: MutS und MutH im Komplex mit
mismatch-DNA

A, Seitenansicht von MutS; B, A um 90° gedreht. C, MutS-DNA-Komplex mit MutH bei Spaltung des
unteren DNA-Strangs (Seitenansicht); D, C um 90° gedreht; E, MutS-DNA-Komplex mit MutH, bei Spaltung
des oberen DNA-Strangs. Rot, MutH; gelb, oberer DNA-Strang trégt das G der G/T-Basenfehlpaarung; rosa,
unterer DNA-Strang trdgt das T der G/T-Basenfehlpaarung

Anhand dieser These wurde ein zirkuldres DNA-Substrat konzipiert, innerhalb dessen
Sequenz die GATC-Erkennungssequenz und die Basenfehlpaarung nur 2 bzw. 12 bp
auseinander liegen. Als Kontrolle diente ein drittes zirkuldres Substrat, bei welchem die
kiirzere Entfernung zwischen der GATC-Erkennungssequenz und der Basenfehlpaarung

220 bp war.
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GATC-12

5’- aagtctgagcactgcggatccgg -3°
3’-ttcggactcgtgacgectaggcc -5°
GATC-2

5'- aagcttgatcactgccggct -3°

3’- ttcggactagtgacggccga -5°

DNA  GATC-2  GATC-12
Zeit[min] 0 5 25 0 5 25

_— § — __
3 : - P1 (nc)
(MO P e = - _
(linear) P2 o — = 22 (linear)
(cc) S . — . (cc)

Abb. 3-58: MutHLS-Spaltkinetiken mit zirkuliren DNA-Substraten, auf denen die GATC-
Erkennungssequenz an verschiedenen Positionen lokalisiert ist

Die Reaktion wurde mit 400 nM MutS, 1 uM MutL, 500 nM MutH, 1 mM ATP, 150 mM KCl in 1x Puffer
gelb bei 37 °C durchgefiihrt. 10 pl der Probe wurden nach den Zeitpunkten 5 und 25 min mit 2 pl 5x AAP
gestoppt. Die drei verschiedenen geschlossen zirkuldiren DNA-Substrate (cc) haben alle eine Lénge von 505
bp. Es entstehen zwei Produkte, der schon in einem Strang durch MutH gespaltene Zirkel (nc) und das 505 bp
lange lineare Produkt (linear), nachdem die Spaltung des zweiten DNA-Strangs erfolgt ist. HE, Substrat
indem der Abstand zwischen der Basenfehlpaarung und der GATC-Erkennungssequenz 220 bp betrigt;
GATC-2, Substrat indem das Cytosin der GATC-Erkennungssequenz zwei Basen 5" nach dem Guanin der
G/T Basenfehlpaarung (siche oben) positioniert ist; GATC-12, Substrat indem das Cytosin der GATC-
Erkennungssequenz -12 Basen 5" nach dem G der G/T-Basenfehlpaarung positioniert ist;

M, Marker pUC 8 Mix Marker; Mit Ethidumbromid vorgefarbtes Agarosegel (2 %)

Die Spaltkinetiken der drei Substrate wurden in Abbildung 3-59 zum Vergleich
nebeneinander aufgetragen. Das Substrat (GATC-12) und das Substrat (HE) werden gleich
gut gespalten, nach 60 min ist fast das gesamte Substrat linearisiert. Die Substrat-Bande der
DNA (GATC-2) verschwindet nach 5 min der Spaltreaktion komplett. MutH kann an der
GATC-Erkennungssequenz  einen Einzelstrangbruch induzieren, obwohl sich die
Basenfehlpaarung nur zwei Nukleotide davon entfernt befindet. Doppelstrangspaltung findet
an dieser Erkennungssequenz nicht statt, wahrscheinlich weil MutH durch die
Basenfehlpaarung, direkt an seiner Erkennungssequenz, gestort wird. In Spaltexperimenten
mit 50 mM KCI1 (mismatch-unabhingige Spaltung von MutH) sollte dies tiberpriift werden.
Die Spaltkinetiken wurden ohne MutS und, jeweils fiir eine Homoduplex- und eine

Heteroduplex-(GATC-2)-DNA, bei 50 mM und 150 mM KCI durchgefiihrt.
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DNA HO GATC-2 HE GATC-2
KCl [mM] 50 150 50 150
Zeitminl M O 2 25 2 25 0O 2 25 2 2

692bp 1[r.|c]
501bp P2 (linear)
4U4bp | S {CC}
331bp -

Abb. 3-59: MutHLS-Spaltkinetiken mit zirkuléirer Homoduplex- und Heteroduplex-DNA

Die Reaktion wurde mit 400 nM MutS, 1 pM MutL, 500 nM MutH und 1 mM ATP in 1x Puffer gelb mit
verschiedenen KCl-Konzentrationen durchgefiihrt. 10 pl der Reaktion wurden mit 2 pl 5x AAP gestoppt.

M, Marker pUC8 Mix Marker; Agarosegel (2 %), mit Ethidiumbromid vorgeféarbt

Auf dem Heteroduplex (GATC-2) findet mit 50 mM KCI Einzelstrangspaltung jedoch keine
Doppelstrangspaltung statt, obwohl kein MutS in der Reaktion ist. Offensichtlich stort die
Basenfehlpaarung die MutH-Spaltreaktion. Auf einem Homoduplex kann MutH unter den
gleichen Bedingungen beide DNA-Stringe spalten, das Substrat wird linearisiert. In der
Reaktion ohne MutS mit 150 mM KCI findet keine Einzelstrangspaltung und keine
Doppelstrangspaltung statt.
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4 Diskussion

4.1. Versuchsaufbau optimieren

4.1.1. Die mismatch-spezifische MutH-Aktivierungsreaktion ist salzabhingig

Verschiedene Untersuchungen am Mechanismus des MMR zeigen trotz gleicher
Proteinverhéltnisse unterschiedliche Ergebnisse. Ein Grund dafiir konnte sein, dass in den
jeweiligen Arbeiten nicht die gleichen Pufferbedingungen verwendet wurden. Die Puffer
unterschieden sich in ihrer lonenkonzentration (0-200 mM Salz) und viele Puffer enthielten
nicht-physiologische Salzkonzentration (< 50 mM) (Biswas et al., 2001; Acharya et al.,
2003). Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die Spezifitit der mismatch-Erkennung als
auch die ATPase-Aktivitdit von MutS bei lonenkonzentrationen zwischen 100 und 160 mM
am hochsten (Blackwell et al., 1998; Acharya, 2003) und bei Konzentrationen unter 50 mM
oder iiber 200 mM am niedrigsten ist. Bei Salzkonzentrationen unter < 100 mM wird MutH
durch MutL auch in Abwesenheit von MutS, unabhidngig von einer Basenfehlpaarung,
aktiviert (siehe 3.1., Abbildung 3-2). Die Untersuchung der MutH-induzierten Spaltung mit
Homo- und Heteroduplexen im Vergleich zeigte, dass die mismatch-spezifische Spaltung von
MutH bei einer lonenkonzentration von 130-150 mM am effektivsten ist. Fiir alle weiterhin
durchgefiihrten Experimente wurde dies beriicksichtigt. Gerade bei Untersuchungen des
Mechanismus der MutH-Aktivierung ist entscheidend, dass die Aktivierung von MutH von
der Erkennung der Basenfehlpaarung abhingig ist. Durch die Unterdriickung aller mismatch-
unabhingigen Reaktionen kann Energie gespart werden, lberfliissige Reparaturprozesse
werden  verhindert. AuBlerdem erhoht jeder zusdtzliche Reparaturprozess die
Wahrscheinlichkeit, dass neue Fehler in die DNA-Sequenz eingebaut werden und damit zu

Mutationen fiihren.
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4.1.2. Kurze DNA-Substrate mit zentraler GATC-Erkennungssequenz sind fiir
den Mechanismus des MMR gut geeignet

D1+ D2a=123bp

D1=27bp , D2a=9%bp , D2b=80bp ,D3=21bp
]

.
—

3

=)

3’
I 5’

Abb.4-1: Schematische Darstellung eines 224 bp langen mismatch-Substrats

Blau, GATC-Erkennungssequenzen

Fir die Untersuchungen der Kopplung von mismatch-Erkennung mit der
Strangdiskriminierung sind DNA-Substrate erforderlich, die den Mechanismus der MutH-
Aktivierung nicht beeinflussen und einfach sowie mit groBer Ausbeute und Reinheit
herzustellen sind. Dafiir eignen sich Substrate, die mittels PCR-Reaktionen hergestellt werden
(Thomas, 2000). Damit die Fehlerrate der PCR-Reaktion moglichst klein gehalten wird und
die Analyse der Ergebnisse klare Daten liefert, sollten die Substrate so kurz wie mdglich sein.
Das kiirzeste Substrat vorausgegangener Experimente hatte eine Gesamtlinge von 302 bp,
allerdings wurde die MutH-Endonuklease-Aktivierung durch MutS auf diesem Substrat stark
reduziert. Als Grund fiir die Inhibition wurde der Abstand D1 mit einer Lénge von nur 27 bp
angenommen, allerdings konnte auch die geringe Gesamtlange der DNA fiir die Inhibition der
MutH-Endonuklease-Aktivierung verantwortlich sein. Auch in der Literatur wird beschrieben,
dass der Abstand der GATC-Erkennungssequenz zum Ende der DNA (D1) grof3en Einfluss
auf die Aktivierung von MutH hat (Smith & Modrich, 1996; Beaulieu et al., 2001). Eigene
Ergebnisse zeigen, dass der Abstand D1 > 84 bp sein muss, damit die MutH induzierte
Spaltung stattfindet. In Ankniipfung an diese Ergebnisse wurde ein Substrat hergestellt,
dessen Gesamtlinge 224 bp betrug (siche Abbildung 4-1). In die Sequenz wurde eine
zusitzliche GATC-Erkennungssequenz (hellblau) eingefiihrt, um die Spaltung vergleichend
an zwei Erkennungssequenzen zu messen. Der Abstand der GATC-Erkennungssequenz (1)
zum DNA-Ende betrug 123 bp und der Abstand der GATC-Erkennungssequenz (2) zum
DNA-Ende 27 bp (siche Abbildung 4-1). An der GATC-Erkennungssequenz (1) konnte gute
Spaltaktivitit von MutH detektiert werden, die GATC-Erkennungssequenz (2) wurde
weiterhin nur sehr reduziert gespalten. Eine Gesamtlédnge von 224 bp ist ausreichend fiir eine
gute MutS, -L aktivierte MutH-Spaltung. Bei der Geometrie des Substrates muss allerdings
beachtet werden, dass der Abstand D1 nicht zu kurz gewédhlt wird bzw. dass die GATC-
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Erkennungssequenz moglichst in der Mitte des Substrates positioniert ist, wie die in Kapitel

3.8.2. beschriebenen Experimente zeigten.

4.1.3. Kurze zirkulidre mismatch-Substrate

Die beste Losung, um Effekte der DNA-Enden, zum Beispiel die verstirkte Bindung von
MutS an DNA-Enden (Yang et al., 2005), auf den Mechanismus des MMR zu eliminieren, ist
die Verwendung von DNA ohne Enden, also zirkulire DNA. In spéteren dieser Arbeit
zugrunde liegenden Experimenten wurde deshalb ein Verfahren entwickelt, um kurze
zirkuldre mismatch-Substrate herzustellen. Das Verfahren beruht auf einer PCR-Reaktion, die
Sequenz und die Lénge der DNA kann dadurch unendlich variiert werden. Mit Hilfe der
Rasterkraftmikroskopie (Auflosung 0.1-10 nm) wurde die Qualitdt der Substrate analysiert
und es zeigte sich, dass die Methode sehr gut geeignet ist um homogene mismatch-Substrate

herzustellen (siehe 3.4.).

4.2. MutS Dimere sind ausreichend fiir die Aktivierung von MutH

MutS bildet in Losung Komplexe aus Dimeren und Tetrameren (Bjornson et al., 2003;
Lamers et al., 2004). Die in vivo-Funktion des MutS-Tetramers ist noch nicht geklart (Iyer et
al., 2006), allerdings ist ein Dimer fiir die DNA-mismatch-Reparatur ausreichend, wahrend
fiir die Funktion von MutS in der Anti-Rekombination ein Tetramer bendtigt wird (Calmann
et al., 2005b; Calmann et al., 2005a; Nowosielska et al., 2008). Durch eine Punktmutation an
der Position 835 im C-Terminus (53 Aminosduren) von MutS kann verhindert werden, das
MutS Tetramere bildet (Manelyte et al., 2006; Mendillo et al., 2007). Diese Dimer-Variante
von MutS hat dhnliche Bindungsaffinititen zu Heteroduplex-DNA wie der tetramer-bildende
MutS-Wildtyp. In dieser Arbeit wurde die in vitro-Aktivitit der cysteinfreien MutS-Variante
(MutS") mit der cysteinfreien MutS-Variante D835R (MutS“"P¥®) in der mismatch-
abhingigen MutH-Aktivierung verglichen. Dazu wurden Substrate mit unterschiedlicher
Linge des Abstandes D1 (Abstand der GATC-Erkennungssequenz zum 5°-Ende des oberen
Stranges)getestet. Die Dimer-Variante zeigte gegeniiber der MutS-Tetramer-Variante keine
Unterschiede in der Féhigkeit, MutH zu aktivieren, was darauf hindeutet, dass die
Tetramerisierung fiir den Mechanismus des MMR nicht unbedingt notwendig ist. Dies stimmt
mit der Aussage von Mendillo et al., 2007 iiberein. Auf Substraten mit einer Blockade
zwischen der Basenfehlpaarung und der GATC-Erkennungssequenz zeigte die Dimer-
Variante von MutS gegeniiber dem Wildtyp (Tetramer) eine Inhibition der MutH-
Aktivierung. Die Inhibition kann dabei eventuell mit der Annahme begriindet werden, dass

ein MutS-Dimer am mismatch bindet und ein zweites Dimer die GATC-Erkennungssequenz



Diskussion 98

erreicht. Mit Blockade wiirde die Aktivierung von MutH inhibiert, weil das erste mismatch
gebundene Dimer den Kontakt zum zweiten MutS-Dimer nicht halten kann. Die
Tetramerisierung wiirde das Protein demnach stabilisieren. Hinzu kommt die sehr nah am
DNA-Ende positionierte Basenfehlpaarung, sie bewirkt ein Diffundieren von MutS von den
DNA-Enden. Die KCl-Konzentration wihrend der Reaktion hat allerdings einen groflen
Einfluss auf die Aktivitit des Dimers. Schon bei einer KCl-Konzentration von 150 mM
verliert die Dimer-Variante an Aktivitit, die Tetramer-Variante hingegen nicht. Ab einer KCI-
Konzentration von 200 mM KCIl kann die MutS-Dimer-Variante nicht mehr aktivieren,
wihrend die Tetramer-Variante noch Aktivitit zeigt. Dies konnte wiederum eine Folge der
mangelnden Stabilitdt des Dimer gegeniiber dem Tetramer sein. Bei hoher Salz-Konzentration
kann durch die Tetramerisierung ein DNA-gebundenes MutS-Dimer ein zweites MutS-Dimer
mit auf die DNA laden und erreicht dadurch leichter eine hohere Aktivitit. Diese Féahigkeit

fallt bei der reinen Dimer-Variante weg.

4.3. Fixieren von MutS auf der DNA

A Bﬁ(ﬁ_ c E D

Abb.4-2: Schematische Darstellung der Bewegung in der clamp-Domiine eines MutS-Dimers
A, B: Die DNA-Bindungs-Doménen sind flexibel und werden gedffnet um DNA zu binden; C, D: Nach dem

Binden der DNA werden die clamp-Doménen geschlossen, anschliefend werden die clamp-Doménen durch
die Bindung von ATP zueinander bewegt; die beiden mismatch-Doménen drehen sich nach auBien, um MutS

zu einer sliding clamp zu machen (Lamers, 2004).

MutS erkennt Fehlpaarungen in DNA-Sequenzen. Die mismatch-Erkennung unter
Anwesenheit von ATP wirkt auf MutS wie eine Art Schalter, der die Bindung von MutL und
die weiteren Schritte innerhalb der DNA-Reparatur ermdglicht. Der Mechanismus fiir diesen
Schalter ist noch unverstanden, wahrscheinlich wird das An- und Abschalten des Proteins
iiber Bewegungen innerhalb der Struktur von MutS erreicht. Welche Bewegungen innerhalb
der Proteinstruktur genau stattfinden ist noch nicht bekannt. Der Vergleich der Protein-
Strukturen von MutS mit und ohne DNA deutet auf mogliche Beweglichkeiten innerhalb der

einzelnen Doménen hin (Obmolova, Ban et al., 2000). Elektronenmikroskopische Aufnahmen
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des humanen MutS-Proteins lieferten Bilder von unterschiedlichen Konformationen von MutS
mit ADP oder ATPyS (Gradia, 1999). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass MutS sich auf
der DNA bewegen kann und bei Zugabe von ATP von einer linearen DNA dissoziiert
(Menillo, 2005). Ob und wie die Diffusion von MutS in den Mechanismus der
Strangdiskriminierung involviert ist, konnte allerdings noch nicht geklart werden. Auch die
Funktion der ATP-Hydrolyse von MutS wird noch kontrovers diskutiert. Abbildung 4-2 zeigt
ein mogliches Modell fiir die ATP-induzierte sliding clamp von MutS (Lamers, 2004). Um
mehr iiber die Bewegung von MutS auf der DNA zu erfahren, wurde betrachtet, wie das
Protein die DNA verlédsst. MutS hat zwei Moglichkeiten zum Verlassen einer DNA: Es kann
direkt iiber das Offnen der clamp-Dominen von der DNA dissoziieren oder es kann nach
ATP-Bindung durch eine Konformationsumwandlung als sliding clamp die DNA iiber die
Enden verlassen. Durch das Blockieren der DNA-Enden mit Streptavidin kann ein
Diffundieren von den Enden der DNA verhindert werden (Gradia, 1999; Blackwell et al.,
2001).

In dieser Arbeit wurde MutS auf einer DNA mit blockierten Enden fixiert, indem die clamp-
Doménen des Proteins mit einem crosslinker vernetzt wurden. In EMSA-Experimenten
konnten stabile Komplexe des MutS-Proteins mit linearer mismatch-DNA sichtbar gemacht
werden. Trotz vernetzter clamp-Doméne kann das Protein mit ATP die DNA iiber offene

Enden verlassen.

4.3.1. Fiir die Diffusion auf der DNA benotigt MutS ausreichende Flexibilit:it

innerhalb der clamp-Doméne

Dieser Mechanismus einer sliding clamp setzt eine gewisse Flexibilitdt der clamp-Doménen
von MutS voraus, durch den Einsatz kurzer crosslinker wurde diese Flexibilitéit eingeschrankt.
Der Abstand der vernetzten Basen an der Position 483 betrug 18.2 A. Bei Verwendung des
M4M crosslinkers, der eine Linge von 13 A hat, konnte mit Hilfe von EMSA-Experimenten
gezeigt werden, dass dieses Protein die DNA nicht mehr verlassen kann. Die DNA-Protein-
Komplexe blieben trotz Zugabe von ATP und offenen DNA-Enden stabil. Offensichtlich
miissen die clamp-Doménen eine gewisse Beweglichkeit haben, damit die Umwandlung von

MutS in eine sliding clamp méglich ist.

4.3.3. Das an der Position 483 vernetzte MutS kann MutH Aktivieren

Im néchsten Schritt wurde die Aktivitit des an der Position 483 vernetzten MutS-Dimers
(MutS™*€ mit der Mutation D835R) getestet. Da dieses vernetzte Protein eine DNA ohne

Enden nicht mehr verlassen kann und der crosslink zwischen den clamp-Doménen innerhalb
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eines Dimers von MutS den DNA-Protein-Komplex stabilisiert, zeigte das vernetzte MutS,
sogar mehr Aktivitdt als das nicht vernetzte. Fiir die Experimente wurde 505 bp lange,
zirkuldre mismatch-DNA verwendet. Die Tatsache, dass die MutS-Dimer-Variante verglichen
mit dem Wildtyp (Tetramer) anfdlliger gegeniiber Salz ist, wurde in den Versuchen
ausgenutzt (siche 3.5.2.). Die Bindung des Proteins an die DNA fand bei 50 mM KCI statt,
mit Zugabe der anderen Proteine und ATP wurde die KCI-Konzentration auf 250 mM erhoht.
Eine Kompetitor-DNA (42 bp G/T) sollte alle von der DNA diffundierten Proteinkomplexe
abfangen und ein erneutes Binden verhindern. Beide MutS-Proteine, das vernetzte und das
nicht vernetzte, waren trotz verénderter Versuchsbedingungen auch bei 250 mM KCI aktiv.
Allerdings zeigte das an der Position 483 vernetzte Protein deutlich bessere Aktivitdt als das
nicht vernetzte. Ein nicht vernetztes Dimer-MutS verliert seine Aktivitit bei hohen
Salzkonzentrationen, weil die Bindung an die DNA schwieriger wird. Die Vernetzung zweier
Monomere von MutS an der Position 483 scheint die Aktivitdt des Proteins nicht zu storen.
Das heift erstens, dass das Protein die clamp-Doménen wihrend der Aktivierung nicht weit
offnen muss und, zweitens, dass die einschrinkende Bewegungsfreiheit zwischen den clamp-
Dominen eines Dimers das Protein nicht behindert. Der Aktivitdtsunterschied zwischen dem
vernetzten und dem nicht vernetzten Protein deutet darauf hin, dass das Protein die clamp-

Doménen zum Verlassen der DNA 6ffnen muss.

4.3.4. Kompetitionsversuche mit zwei verschiedenen DNA-Substraten

Um herauszufinden, ob MutS nach der Aktivierung von MutH direkt auf einer zweiten DNA
aktivieren kann, wurden Experimente mit zwei verschiedenen DNAs durchgefiihrt. Die eine
DNA war 505 bp lang und zirkulér, die zweite war 360 bp lang und linear. Beide Reaktionen
wurden mit 125 mM KCI durchgefiihrt, bei dieser Salz-Konzentration sollte MutS in der Lage
sein, von einer DNA zu dissoziieren und erneut an eine weitere DNA zu binden. Die
Ergebnisse zeigten, dass nur die zuerst gebundene DNA (in diesem Fall die zirkuldre DNA)
gespalten wurde. MutS scheint demnach nicht in der Lage zu sein, nach dem Initiieren des
Strangdiskriminierungssignals auf einer anderen DNA neu zu aktivieren. Anscheinend bleibt
das Protein auf der DNA. Ein schnelles Umwandeln in die aktive Form und Bindung an eine

weitere DNA findet demnach nicht statt.
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4.4. Modelle ausschlief3en

4.4.1. Blockaden inhibieren bzw. stoppen die Weiterleitung der Aktivierung

5 37
A B Ep—
3’ 5'BioBio 3’ 57

5 BioS, 3
s —mm = ()
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Abb.: 4-3: Mismatch-Substrate mit Blockade zwischen der GATC-Erkennungssequenz und der
Fehlpaarung

Die Kopplung der mismatch-Erkennung mit der Spaltung an der GATC-Erkennungssequenz
bleibt, trotz vieler Modelle, letztlich unverstanden. Drei verschiedene Modelle werden zurzeit
in der Literatur diskutiert. Nach zweien davon wird bei der Aktivierung -eine
Signalweiterleitung entlang der DNA-Kontur, entweder mittels ATP-bindungsabhédngiger
Diffusion oder mit Hilfe eines Polymerisations-Mechanismus eines zweiten Proteins entlang
der DNA-Helix benutzt (Pluciennik & Modrich, 2007). Es gibt Beweise flir die ATP-
bindungsabhingige Diffusion von MutS und MutS, -L entlang der DNA-Helix, allerdings ist
die Funktion dieser Bewegung innerhalb des MMR noch nicht geklért (Allen, 1997; Acharya,
2003). In einem dritten Modell bleibt MutS, nach der Bindung von ATP, am mismatch fixiert
und aktiviert die MutH-Endonuklease durch das looping der DNA, mit dessen Hilfe MutS und
GATC-Erkennungssequenz zusammengefiihrt werden. Elektronenmikroskopische (EM-) und
atomic force microscopy (AFM-)Studien, in denen gezeigt werden konnte, dass an die DNA
gebundenes MutS loops ausbildet, unterstiitzen dieses dritte Modell (Allen et al., 1997; Jia et
al., 2008). In den dieser Arbeit zugrunde liegenden Versuchen wurden Barrieren zwischen
Basenfehlpaarung und GATC-Erkennungssequenz gesetzt, die ein mogliches Gleiten des
MutS-Molekiils nach der mismatch-Erkennung, wéahrend der mismatch-Reparatur, verhindern.
Die erste Blockade bestand aus einem gebunden Steptavidinmolekiil. Das Molekiil war an
einen DNA-Strang gebunden, dieser eine Strang wurde zusétzlich durch eine 4 bp grofle
Liicke unterbrochen, der zweite DNA-Strang innerhalb des Substrates war kontinuierlich
(siehe Abbildung 4-1). Die Spaltung der Endonuklease MutH wurde durch die Blockade um
60 % inhibiert, allerdings war die Aktivitit der Endonuklease damit drei einhalbmal besser als

auf einem Homoduplex-Substrat. Die Streptavidinblockade schlieBt ein Gleiten bzw.
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Diffundieren von MutS ab der Basenfehlpaarung bis zur GATC-Erkennungssequenz aus.
Vergleichend kann dazu die Tatsache herangezogen werden, dass Streptavidinmolekiile an
DNA-Enden ein Diffundieren des MutS-Molekiils von den Enden verhindern. Demnach kann
MutS die Aktivierung von MutH bewirken, ohne dass es sich in unmittelbarer Néhe der
Erkennungssequenz befindet. Dies schliefit ein einfaches sliding-Modell aus. Ein looping-
Mechanismus konnte durch den geringen Abstand von 176 bp zwischen Basenfehlpaarung
und Erkennungssequenz gestort worden sein, was die Inhibition um 60 % erkldren wiirde.

Das war der Grund fiir die Herstellung einer anderen Art von Blockade. Dazu wurden zwei
verschiedene lineare DNA-Doppelstringe iiber ein Streptavidin-Molekiil miteinander
verknlipft (sieche Abbildung 4-2). Der Unterschied zu den vorherigen Substraten war zum
einen die Tatsache, dass die Blockade aus einem Streptavidin-Molekiil und einem
Doppelstrangbruch bestand, zum anderen waren die Abstinde zwischen Basenfehlpaarung
und Erkennungssequenz wesentlich groBer als der zuvor gewdéhlte Abstand von 176 bp.
Allerdings konnte mit diesen Substraten keine Aktivierung von MutH detektiert werden. Die
Kontrollen mit den Typ-II-Restriktionsenzymen Fokl und NgoMIV zeigten, dass es moglich
ist, mit dieser Art eines DNA-Substrates loops auszubilden (Marshall et al., 2007; Catto et al.,
2008). Die Daten schlieBen damit auch ein einfaches looping-Modell aus. Wie schon in
Kapitel 3.7. beschrieben, gibt es noch weitere Arbeitsgruppen, die mit Blockaden auf der
DNA einen moglichen sliding-Mechanismus getestet haben. Wang & Hays, 2004
untersuchten die Kopplung von mismatch-Erkennung und Strangdiskriminierung im humanen
MMR. Sie setzten als Blockaden Stamm-loop-Strukturen bzw. Biotin-Streptavidin-Komplexe
in zirkuldre Heteroduplex-Substrate und stellten fest, dass {iber die Biotin-Streptavidin-
Komplexe hinweg aktiviert werden konnte. Parallel zur Entstehung dieser Arbeit
veroffentlichten Pluciennik & Modrich, 2007 eine Arbeit {iber das MMR in E. coli. Die
Gruppe verwendete in ihrer Arbeit als Blockade eine hydrolysedefekte Variante von EcoRI,
die die Signalweiterleitung um 70-80 % inhibierte. Dass die Inaktivierung nicht zu 100 %
stattfand, begriindeten Pluciennieck & Modrich damit, dass EcoRI zeitweise von seiner
Erkennungssequenz diffundiert (residency ty, < 40 min). Die Streptavidin-Biotin-Blockaden
die in den der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden Versuchen verwendet wurden,
schlieBen ein Diffundieren von MutS {iber die Blockade hinweg aus. Trotzdem kann ein Teil
der MutS-Proteine die Aktivierung von MutH weiterleiten. Allerdings findet keine
Aktivierung mehr statt, wenn der kontinuierliche DNA-Strang fehlt. Weiterhin konnte keine
trans-Reaktion beobachtet werden, wie in Kapitel 3.1. deutlich wird, wo Homoduplex- und

Heteroduplex-Substrat in einer Reaktion getestet wurden. Schofield, 2001 konnte eine trans-
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Reaktion von MutS auf der DNA zeigen, allerdings wurden die Versuche mit 50 mM KCl
durchgefiihrt, die Salzkonzentration ist zu niedrig, um MutS, -L-spezifische MutH-
Aktivierung zu detektieren.

Ein Grund fiir die unterschiedlichen Ergebnisse der verschiedenen Gruppen konnten die

unterschiedlichen Geometrien der jeweiligen Substrate sein (siche Tabelle 4-1).

Tabelle 4-1: Vergleich der Ergebnisse aus Versuchen mit Blockaden

Ergebnisse Inhibition um 60 %, 100 % Inhibition um 70 -80 % Keine Inhibition
Plucienniek, 2007 Wang, 2004
Eigene Arbeit . .
Arbeitsgruppe Zirkel (6640 bp) Zirkel (2200 bp)
(lineare Substrate) Blockade vor und nach Blockade vor und
dem mismatch nach dem mismatch
Abstand mismatch u. 176 bp
1024 bp und 5416 bp 310 bp und 1870 bp
GATC-Erkennungssequenz 374 bp, 478 bp, 829 bp
Abstand Blockade u. 55 bp,
715 bp und 5271 bp 150 bp und 1730 bp
GATC-Erkennungssequenz 275 bp, 444 bp

Betrachtet man die Abstinde von der Blockade zur GATC-Erkennungssequenz innerhalb der
verschiedenen Arbeiten, féllt auf, dass bei Abstinden > 150 bp die Aktivierung der MutH-
Endonuklease am stérksten inhibiert wurde. Ein beweglicher Komplex aus MutS, -L und
MutH wird durch eine Blockade gestoppt, die Grole des Komplexes bestimmt dabei die
Reichweite. MutL konnte fiir die Reichweite der Aktivierung eine wesentliche Rolle spielen,
eventuell verhilt es sich wie eine Art ,,flexibler Greifarm®, der iiber die Blockade hinweg
greift und dadurch MutH jenseits der Blockade auf der GATC-Sequenz platziert (siche
Abbildung 4-5).
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4.4.2. Ein aktiviertes MutS ,,scannt* die DNA nicht systematisch nach GATC-

Erkennungssequenzen ab

D3=99bp
—_
D1(209bp) D2b
484bp - 20 —— = o w—
-40 — —
-80 — —
302bp - 80 D1(27b£) D2b (179bp)
E':Zl bp
D1(209bp) D2b
406bp -40 —/—————— — i
-80 —

Abb. 4-4: Mismatch-Substrate mit zwei GATC-Erkennungssequenzen und deren einzelne Abschnitte

Mit Hilfe von Blockaden (siche 4.4.1.) sollte ein mdglicher Aktivierungsmechanismus, der
entlang der Helix-Kontur stattfindet, gestoppt werden und damit das sliding clamp-Modell
bestitigt oder bei guter Aktivierung, trotz Blockade, ein looping-Modell unterstiitzt werden.
Die Daten sprechen, wenn auch nicht ganz eindeutig, eher dafiir, dass eine kontinuierliche
DNA-Struktur zwischen mismatch und GATC-Erkennungssequenz fiir die Weiterleitung des
Aktivierungssignals benotigt wird. Bewegt sich MutS nach der Erkennung der
Basenfehlpaarung entlang der Helix-Struktur in Form von linearer Diffusion, dann hat das
Protein kontinuierlichen Kontakt zur DNA. Auf einem Substrat mit mehreren GATC-
Erkennungssequenzen konnte die Aktivierung an der Erkennungssequenz stattfinden, die sich
am ndchsten an der Basenfehlpaarung befindet, vorausgesetzt, MutS stoppt an der ersten
Erkennungssequenz und der Komplex aus MutS, -L und -H wurde schon gebildet oder bildet
sich dann. Auf der Basis dieser These wurde die Spaltpriaferenz des MutHLS-Systems auf
Substraten mit zwei GATC-Erkennungssequenzen analysiert. Eine der beiden Sequenzen
hatte einen konstanten Abstand zur Basenfehlpaarung von 176 bp, die zweite
Erkennungssequenz wurde entweder 80, 40 oder 20 Basenpaare von der Basenfehlpaarung
entfernt positioniert. Die ersten Ergebnisse mit einem 484 bp langen DNA-Substrat, auf dem
die zusitzliche Erkennungssequenz 80, 40 oder 20 bp von der Basenfehlpaarung positioniert
war, zeigten, dass die MutS, -L-induzierte Spaltung von MutH nicht immer bevorzugt an der
nichstgelegenen Erkennungssequenz stattfindet. Eine GATC-Erkennungssequenz, die sehr
nah am mismatch ist, wird wesentlich schlechter erkannt als die Referenzposition, 176 bp
entfernt. Wird allerdings der Abstand D1 (sieche Abbildung 4-4) verkiirzt (302 bp langes
Substrat), dndert sich die Priaferenz des Systems. Die GATC-Erkennungssequenz, die sehr nah

am DNA-Ende positioniert ist, wird schlechter gespalten als die zentraler positionierte
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Erkennungssequenz. Die Néhe der Erkennungssequenz zum mismatch wird dann zweitrangig.
Die Enden scheinen einen groBen Einfluss auf den Mechanismus zu haben, was sich durch
einen beweglichen Komplex in Form einer MutS-sliding clamp oder eines beweglichen
tertidren Komplexes aus MutS, -L, -H auf der DNA erkléren lieBe. Wenn MutS sich nach der
Erkennung der Basenfehlpaarung bidirektional auf der DNA bewegt (Iyer, 2006), dann
miisste der Abstand vom mismatch zum DNA-Ende einen Einfluss auf die Aktivierung von
MutH haben. Auf Substraten mit einer GATC-Erkennungssequenz und einer
Basenfehlpaarung 6 bp vom Ende konnte eine schwache Reduktion der MutH-Aktivierung
beobachtet werden (sieche 3.1.). Der Abstand D3 wurde in weiteren Substraten mit zwei
Erkennungssequenzen auf 21 bp verkiirzt. Die zusétzlichen GATC-Erkennungssequenzen
wurden 40 und 80 bp vom mismatch entfernt positioniert. Sowohl die 40 bp und die 80 bp
entfernte Erkennungssequenz wurden deutlich schlechter gespalten als die 176 bp entfernte
Referenzposition. Das macht deutlich, dass die Aktivitdt an den Erkennungssequenzen nahe
des mismatch nicht priméar abhingig von der Position der Basenfehlpaarung (D3), sondern
von der Entfernung der GATC-Erkennungssequenz zum DNA-Ende ist. Dadurch lésst sich
allerdings nicht ausschlieBen, dass MutS sich nach der Erkennung der Basenfehlpaarung auf
der DNA bewegt. Selbst wenn MutS von den Enden diffundiert, kann es direkt danach wieder
neu binden und wiirde so trotzdem MutH aktivieren. Die Ergebnisse zeigen, dass das
aktivierte MutS die DNA nicht kontinuierlich nach einer GATC-Erkennungssequenz scannt.
Allerdings zeigt sich auch, dass an einer GATC-Erkennungssequenz, die nur 20 bp von der
Fehlpaarung entfernt ist, gespalten werden kann. Bemerkenswert ist die Tatsache, dass eine
GATC-Erkennungssequenz moglichst in der Mitte eines linearen Substrates sein sollte. Ein
beweglicher Komplex aus MutS,-L und -H, der bei seinem Diffundieren von der DNA am

Ende dissoziiert scheint die vorhanden Daten daher am plausibelsten zu erkldren.

4.4.3. Unter ,,single turnover*“-Bedingungen spaltet das MMR nur an einer

GATC-Erkennungssequenz

Mit Hilfe von variierenden KCl-Konzentrationen, 50 mM wéhrend der DNA-Bindung von
MutS und 250 mM anschlieBend, wiahrend der Zugabe von MutlL, -H und ATP, wurden
Bedingungen geschaffen, unter denen sich der MutS-DNA-Komplex fiir die mismatch-
Reparatur nicht erneut bilden kann. Die Aktivierung von MutH wurde mit einem Substrat mit
zweli GATC-Erkennungssequenzen, dessen Enden mit Streptavidin blockiert waren,
durchgefiihrt. Das Streptavidin an den DNA-Enden sollte verhindern, dass die gebundenen,
ATP-aktivierten MutS-Molekiile von den DNA-Enden diffundieren. Der aktive Komplex aus
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MutS, -L und -H hatte damit die Mdglichkeit, entweder an einer oder aber auch an beiden
Erkennungssequenzen zu spalten. Ein zweites Spalten ist nur moglich, wenn der Komplex aus
MutS, -L und -H nach der ersten Spaltung als stabiler Komplex erhalten bleibt. Die
Ergebnisse zeigten, dass nur die Spaltung an einer der beiden GATC-Erkennungssequenzen
stattfindet. Nach der ersten Spaltung bilden sich offene DNA-Enden, von denen die
Komplexe oder MutS diffundiert und anschlieend, wegen der hohen KCI-Konzentrationen,
nicht erneut binden kann. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass der Komplex entweder
beweglich oder aber transienter Natur ist. Ein stationdrer, stabiler Komplex am mismatch

erscheint daher unwahrscheinlich.

4.4.4. Nach Erkennung der Fehlpaarung bewegt MutS sich von dieser weg

Die Ergebnisse aus den vorherigen Abschnitten weisen alle auf mobile Komponenten hin, in
jedem Fall MutS, aber wahrscheinlich auch der tertidare Komplex aus MutS, -L und -H auf der
DNA. Von entscheidender Bedeutung fiir die Entwicklung eines neuen Aktivierungs-Modells
ist die Kliarung, ob MutS wihrend der Weiterleitung des Aktivierungssignals an der
Basenfehlpaarung bleibt oder diese verldsst. Bei der Bindung an eine Basenfehlpaarung
besetzt das bakterielle MutS ca. 20 bp von der DNA, wie footprint-Experimente zeigen. Mit
MutL und ATP vergroBert sich dieser Bereich auf ca. 100 bp (Iyer, 2006; Grilley et al., 1989).
Allen et al., 1997 konnte zeigen, dass ein mismatch-gebundenes MutS eine 11 bp vom
mismatch entfernte Schnittstelle der Endonuklease Nhel schiitzt. Kurze Abstinde zwischen
Basenfehlpaarung und GATC-Erkennungssequenz (5, 12, 31 bp) waren aulerdem schon in in
vitro-Studien getestet worden und zeigten einen Anstieg der mismatch-Reparatur (Lu, 1987;
Bruni et al., 1988). In den dieser Arbeit zugrunde liegenden Versuche wurden fiir den
Abstand zwischen der Basenfehlpaarung und der GATC-Erkennungssequenz zwei
verschiedene Lingen gewdhlt: 2 und 12 bp. Die Experimente wurden mit zirkuldren 505 bp
langen mismatch-Substraten durchgefiihrt. Sie zeigten in beiden Féllen (Abstand 2 bp, 12 bp)
eine Aktivierung von MutH. An der zwei Basenpaare entfernten GATC-Erkennungssequenz
fand keine Doppelstrangspaltung, sondern nur noch Einzelstrangspaltung statt. MutS-
unabhingige Spaltung von MutH bei 50 mM KCl zeigte allerdings, dass MutH auch ohne
MutS, an einer GATC-Erkennungssequenz mit einem zwei Basen entfernten mismatch, nur
noch einen Einzelstrangbruch initiieren, aber nicht mehr spalten kann. Festzuhalten ist, dass
MutH auch aktiviert wird, wenn die Basenfehlpaarung nur zwei Basen von der GATC-
Erkennungssequenz entfernt lokalisiert ist. Das heiflt, MutS kann sich nach der Erkennung der

Basenfehlpaarung von dieser wegbewegen.
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4.5. Schlussfolgerung

Der Mechanismus der MutH-Aktivierung scheint komplexer zu sein als dass er durch eines
der drei, bisher in der Literatur beschriebenen Modelle (sliding, looping, Polymerisation),
erkldrbar wire. Es konnte bestétigt werden, dass MutS in der Lage ist sich auf der DNA zu
bewegen. Offensichtlich bewegt sich das nach der mismatch-Erkennung aktivierte MutS von
diesem weg und diffundiert entlang der DNA. Nur so ldsst sich erkldren, dass MutH, MutS-
abhéngig, in der Ndhe der Fehlpaarung spalten kann. Wie genau sich der Komplex aus MutS,
-L und -H ausbildet, ist nicht bekannt, allerdings storen nahe DNA-Enden, bezogen auf die
GATC-Erkennungssequenz, die Aktivierung von MutH. Da die Methode zur Herstellung
zirkuldrer mismatch-Substrate mittlerweile etabliert und die Qualitdt der Substrate liberpriift
wurde, stehen fiir zukiinftige Experimente Substrate ohne Enden zur Verfiigung. Auch wenn
die Ergebnisse dieser Arbeit gegen ein passives, dem Mechanismus der
Restriktionsendonukleasen angelehntes looping-Modell sprechen, kann eine 3-D-Komponente
wihrend des Mechanismus nicht ganz ausgeschlossen werden. Kurze definierte DNA-bending
oder looping-Strukturen zeigen andere Eigenschaften als Substrate fiir ein passives looping.
Strukturen, welche die natiirliche Beweglichkeit der DNA-Helix beeinflussen (Streptavidin,
einzelstrangiger Bereich, SSB) konnten die Bildung dieser definierten DNA-bending-/-
looping-Strukturen in stirkerem Mal} stéren als die der groBen passiv gebildeten loops.
Zudem wiirde eine Unterbrechung der Signalweiterleitung durch einfache Blockaden auf der
DNA sich im lebenden System als duBerst nachteilig erweisen, da ,,nackte” DNA fast nicht
vorkommt (Kolodner, 2007).

Deshalb wird das Modell aus Abbildung 4-5 vorgeschlagen. Es zeigt einen beweglichen
Komplex aus MutS, -L und —H, der zusétzlich zur Fortbewegung durch Diffusion noch die
Moglichkeit hat, durch den Raum zu agieren. Ermdglicht wird dies entweder nur durch den

Umfang des Komplexes aus MutS, -L und -H oder mit einer zusitzlichen Biegung der DNA.
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Abb. 4-5: Modell der Kopplung von der mismatch-Erkennung mit der Strangdiskriminierung

A: MutS bindet an die DNA; B: Nach der Erkennung der Fehlpaarung wird die DNA gebogen; C: Mit ATP
findet die Umwandlung von MutS in eine sliding clamp statt; MutS bewegt sich von der Fehlpaarung weg;
D1: Der aktive Komplex aus MutS, -L und -H bildet sich und MutH kann an der GATC-Erkennungssequenz
spalten; D2: Die DNA wird fiir die Spaltung gebogen; D1": Die Blockade stoppt den beweglichen Komplex;
D2": Durch die Blockade wird die DNA-Biegung erschwert
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6 Abkiirzungsverzeichnis

m Mikro- (10°)
% (v/v) Volumenprozent

% (w/v) Gewichtsprozent pro Volumen

A Alanin

AA Acrylamid

AAP Agaroseauftragspuffer
Abb. Abbildung

add auffiillen auf

Amp Ampicilin

APS Amoniumperoxosulfat
ATP Adenosin-5’-triphosphat
bp Basenpaar

Bsp. Beispiel

bzw. bezichungsweise

cm Zentimeter

D Aspartat

d desoxy-

Da Dalton

dd didesoxy

DMSO Dimethlsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
DTT 1, 4-Dithiothreitol

E Glutamat

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat
et al. und andere

EtBr Ethidiumbromid

F Farad

g Gramm

H Histidin
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h Stunde

IPTG Isopropyl-p-D-I-thiogalaktopyranosid
k Kilo- (10%)

K Lysin

Kan Kanamycin

L Leucin

1 Liter

LAP Laemmligel-Auftragspuffer

LB Luria-Bertani-

m Milli

M molar

min Minute

N Asparagin

n nano- (10)

NaAC Natriumacetat

NEM N-Ethylmaleimid

Ni-NTA Nickel-nitrilo-tri-accetic Acid
op™™ optische Dichte bei x nm Lichtwellenlédnge
PA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphated buffered saline)
PCR polymerase chain reaction

PEG Polyethylenglycol

Pen Penicillin

Pfu Pyrococcus furiosus

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
rpm revolutions per minute

RT Raumtemperatur

S Serin

SA Streptavidin

sc supercoiled

SDS sodium dodecylsulfate
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s€C

STE

Taq
TBE
TEMED
Tet

Tris

TSS

i.N.

uv

Vol.

WT
z. B.

Als Dezimalzeichen wird in dieser Arbeit ein Punkt verwendet.

Sekunde
NaCl/Tris/EDTA-Puffer

Zeit

Temperatur

Thermus aquaticus

Tris-Borat-EDTA

N, N, N', N',- Tetramethylethylendiamin
Tetracyclin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

transformation-storage-solution

units
iiber Nacht

Ultraviolett

Volt
Volumen
Watt
Wildtyp

zum Beispiel
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