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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Replikationsinitiation

Die Reproduktion aller Organismen schlief3t eine Verdopplung der Erbinformation mit méglichst hoher
Genauigkeit mit ein. Diesen fundamentalen Prozess bezeichnet man als Replikation. Die
grundlegenden Prinzipien der chromosomalen Replikation sind bei Bakterien, Eukaryoten und
Archaea sehr dhnlich. Die Replikation lasst sich in drei Phasen gliedern: Initiations-, Elongations- und
Terminationsphase. Dabei kann man die Replikationsinitiation nochmals in drei Schritte unterteilen
(Abbildung 1-1).

Im ersten Schritt erkennen und binden eines oder mehrere Proteine den Replikationsursprung und
schmelzen die DNA lokal, an in der Regel AT-reichen Sequenzen, auf. Bakterien besitzen nur einen,
aber genau definierten, Replikationsursprung (oriC), der sich durch eine AT-reiche Region mit
mehreren DnaA-Boxen auszeichnet (Marians, 1992). Diese DnaA-Boxen werden spezifisch durch
DnaA erkannt und gebunden (Erzberger et al., 2002; Skarstad & Boye, 1994). Eukaryotische
Chromosomen haben mehrere Replikationsurspringe und diese sind auch nicht so genau definiert
wie bei Bakterien. Eine wichtige Ausnahme bildet S. cerevisiae. Hier findet man sogenannte ARS
(autonom replizierende Sequenzen), die ahnlich wie oriC konservierte Sequenzmotive tragen (Newlon
& Theis, 1993). Bei Eukaryoten bindet in allen Fallen der ORC (QOrigin Recognition Complex) aus den
Proteinen Orc1-6 an den Replikationsursprung (Bell, 2002). Bei den Archaea findet man eine ahnliche
Situation wie bei den Eukaryoten vor. Auch hier kbnnen mehrere Replikationsurspriinge auf den
Chromosomen gefunden werden, wobei auch diese nicht einheitlich strukturiert sind (Lundgren et al.,
2004; Robinson et al., 2004). Die Bindung erfolgt hier Uber das Orc1/Cdc6-Protein (Matsunaga et al.,
2001). Fur dieses Protein ist jedoch noch nicht endglltig geklart, ob es sich um ein funktionell
homologes von Orc1 oder Cdc6 handelt (Myllykallio & Forterre, 2000).

Im zweiten Schritt wird der Replikationsursprung mit der replikativen Helikase beladen und eine
sogenannte Replikationsblase ausgebildet. Bei den Bakterien beladt das Helikaseladeprotein DnaC
den DnaA-Replikationsursprungskomplex mit der Helikase DnaB (Davey et al., 2002b; Davey et al.,
2002a). Erst durch die Hydrolyse von ATP I8st sich DnaC von DnaB ab (Davey et al., 2002a) und
ermdglicht die Bindung der Primase DnaG an DnaB. Diese stimuliert letztlich die ATP-abhangige
Entwindung der Strdnge am Replikationsursprung durch DnaB (Bird et al., 2000). Um eine
Rehybridisierung der freiwerdenden Einzelstrdnge zu verhindern, bindet das Einzelstrangbindeprotein
SSB. Bei den Eukaryoten belddt das  Helikaseladeprotein Cdc6 den  ORC-
Replikationsursprungskomplex mit dem MCM-Komplex (Mini Chromosome Maintenance), der aus den
Proteinen MCM2-7 besteht. Es wird angenommen, dass es sich bei dem Komplex aus MCM4,6,7 um
die replikative Helikase handelt, die moglicherweise auch am Aufschmelzen des
Replikationsursprungs beteiligt ist (Costa & Onesti, 2008), wahrend MCM2, 3 und 5 vermutlich
regulative Funktionen erfillen (Tye & Sawyer, 2000). Erst nachdem Cdc6 ATP hydrolysiert hat, 16st
sich dieses aus dem Komplex und ermdglicht der MCM-Helikase die Entwindung der DNA. Die
Reassoziation der Einzelstrange wird hier durch das Replikationsprotein A (RPA) verhindert. In allen
heute sequenzierten archaealen Genomen findet man mindestens ein MCM-Homolog (Barry & Bell,

2006). Jedoch haben viele Archaea nur ein MCM-Gen und das Protein bildet im Gegensatz zum
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eukaryotischen heterohnexameren MCM Homohexamere aus. Man weild nur wenig Uber die Beladung
des Replikationsursprungs mit dem MCM-Komplex. Es wurden jedoch sowohl Modelle vorgeschlagen,
bei denen die Beladung durch andere Proteine erfolgt (z.B. Cdc6 mit Homologie zu DnaC), als auch
Modelle, bei denen das MCM selbstandig an den Replikationsursprung bindet (Sakakibara et al.,
2009). Damit das archaeale MCM die DNA entwinden kann, muss sich aber vermutlich Cdc6/Orc1
unter ATP-Hydrolyse aus dem Komplex I6sen (Kelman & Kelman, 2003). Wie bei den Eukaryoten
verhindert ein RPA-Homolog die Rehybridisierung der freiwerdenden Einzelstréange.

Im dritten Schritt wird die Replikationsblase mit der replikativen Polymerase beladen und fiir die
Elongationsphase vorbereitet. Bei den Bakterien bindet das Polymerase-lll-Holoenzym (Kelman &
O'Donnell, 1995b) Gber seine B-Untereinheit an die DNA am aufgeschmolzenen Replikationsursprung,
wahrend bei den Eukaryoten die Bindung der Polymerasen & und ¢ Uber das ringférmige Protein
PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) (Kelman & O'Donnell, 1995a) erfolgt. Bei den Archaea
vermittelt ein PCNA-Homolg den Kontakt einer B- oder D-Typ-Polymerase zur DNA (Hopfner et al.,
1999; Tang et al.,, 2004). Da diese als Ringklemmen bezeichneten Proteine nicht selbstandig die
Bindung der Polymerase an die DNA vermitteln kdnnen, bendtigen sie sogenannte clamp loader, die
sie bei dieser Aufgabe unterstiitzen. Bei den Bakterien stellt der y-Komplex des Polymerase-lll-
Holoenzyms diesen clamp loader dar. Eukaryoten bzw. Archaea besitzen den RFC
(ReplikationsFaktor C) bzw. ein RFC-Homolog, das diese Aufgabe Gbernimmt (Kelman & O'Donnell,
1994; Stillman, 1994).

Bakterien Eukaryoten Archaea
. CdcB/Orct
ATP DnaA ORC
ATP ATP
‘-—¢I+ATP ,,/."_"-’ + ATP
Cdch Cdc6/Ore
B *”.MCM
MCM

Abbildung 1-1: Vereinfachtes Modell fir die Replikationsinitiation in den drei Reichen der
Bakterien, Eukaryoten und Archaea (adaptiert von Kelman & Kelman, 2003).
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Die Replikation der Bakterien wird heute bereits sehr gut verstanden, wahrend bei der Replikation von
Eukaryoten und Archaea noch vieles ungeklart ist. In den letzten Jahren hat man verstarkt die
Replikation archaealer Organismen untersucht, da diese mit derjenigen eukaryotischer Organismen
viele Ahnlichkeiten aufweist und es eine groBe Zahl an Proteinen gibt, die einen gemeinsamen
evolutiven Ursprung haben. Mit den Archaea als Modellorganismus ist man in der Lage, an Hand
eines weniger komplexen Systems die eukaryotische Replikation nachzuvollziehen. Tabelle 1-1 zeigt
einige homologe Replikationsproteine von Eukaryoten und Archaea. Zum Vergleich ist das
entsprechende Funktionshomolog aus Bakterien ebenfalls aufgefihrt.

In allen der hier beschriebenen Prozesse der Replikationsinitiation spielen NTP-hydrolysierende
Proteine eine entscheidende Rolle. Bei diesen Proteinen handelt es sich um NTPasen, von denen die

meisten der Gruppe der AAA-ATPasen zuzurechnen sind.

Tabelle 1-1: Replikationsproteine in Bakterien (E. coli), Eukaryoten (Mensch und Hefe) und Archaea.
Die Tabelle wurde nach (Kelman, 2000) abgewandelt.

Proteinfunktion Bakterien Eukaryoten Archaea
Erkennung des DnaA ORC-Komplex ORC1-Homolog
Replikationsursprungs (1 UE) (6 UE, ORC1-6) (nicht in allen Archaea)

. DnaC Cdc6 Cdc6-Homolog
Ladung der Helikase (1 UE) (1 UE) (O bis mehrere Homologe)

I : DnaB MCM MCM-Homolog
Replikative Helikase (1 UE) 6 UE)1 (1 bis 4 Homologe)

. Typ lund Il Typ lund Il
Topoisomerase Reverse Gyrase® Typ lund |l Reverse Gyrase®
Einzelstrang-DNA- SSB RPA RPA-Homolog
Bindeprotein (1 UE) (3 UE) (1UE)

Pola/Primase-
Primase (E;njg) Komplex Primase-Homolog
(4 UE)

Polymerase/
Exonuklease

Pol Ill Kernbereich
(BUE, a, €, 6)

Pold (3 oder 4 UE)°
Pole (mind. 5 UE)°

Familie B DNA-Polymerase
DP2-ahnliche Polymerase4

Ladung der sliding
clamp

y-Komplex
(5UEVY, 6,0.x w)

RFC
(5 UE, RFC1-5)

RFC-Homolog
(2 UE, RFC1, RFC3)

Sliding clamp B PCNA PCNA-Homolog
Primerentfernun Pol | FEN-1 FEN-1-Homolog

9 RNase H RNase H RNase H-Homolog
Reifung des DNA-Ligase | DNA-Ligase | DNA-Ligase I-Homolog
Gegenstrangs (NAD-abhéangig) (ATP-abhangig) (ATP-abhangig)

' Es ist noch nicht endgultig geklart, ob es sich beim MCM um die replikative Polymerase handelt.
% Nur bei thermophilen Organismen.

% Im Menschen und S. cerevisiae besteht pold aus 3 UE, in S. pombe aus 4 UE.

* Es ist noch nicht bewiesen, dass DP2-ahnliche Polymerasen replikative Polymerasen sind.

® Es wurden noch nicht alle UE von Pole identifiziert.
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1.2 AAA*-ATPasen

Unter den Proteinen, die Nukleosidtriphosphate binden und diese als Substrate fiir unterschiedlichste
Reaktionen nutzen, zahlen die Walker-type-NTPasen mit 10-18% zu den starksten Vertretern (lyer et
al., 2004). Die meisten Mitglieder der Walker-type-NTPasen hydrolysieren die y-B-Phosphatbindung
eines Nukleosidtriphosphats, meist ATP oder GTP, um mit der freien Energie aus der Hydrolyse
chemische Arbeit zu leisten. In der Regel werden dabei Konformationsanderungen in anderen
Proteinen induziert. Die Walker-type-NTPasen sind durch ihr konserviertes Walker A Motiv, welches
auch als P-Loop bezeichnet wird, und das Walker B Motiv charakterisiert (Ogura & Wilkinson, 2001).
Hierbei binden das Walker A Motiv mit der konservierten Sequenz GXXXXGKI[ST] (X kann jede
beliebige AS sein) das B- und y-Phosphat des NTPs und das typische Walker B Motiv mit der
Sequenz hhhh[DE][DE] (h sollte eine hydrophobe AS sein) ein Mg**-Kation (Vetter & Wittinghofer,
1999).

Prinzipiell unterscheidet man bei den Walker-type-NTPasen zwei Klassen (Abbildung 1-2). Bei der
ersten handelt es sich um die sogenannte KG-Klasse (Kinase-GTPase), bei der die beiden
charakteristischen Motive nebeneinander liegen. Bei der zweiten, der ASCE-Klasse (Additional
Strand, Catalytic E), sind die beiden Motive in der B-Faltblattkernstruktur durch einen zusatzlichen 3-
Strang getrennt (Leipe et al., 2002; Leipe et al., 2003). In der ASCE-Klasse stellt die AAA™ (ATPases

Asssociated With Diverse Cellular Activities)-Familie eine besonders interessante Gruppe dar.

SF3 SF6 ‘ HsIU/CplX/Lon/ClpAB-C

Cdc6/DnaA/ORC klassische AAA ‘ PS1BH (Pre-Sensor-1 S-Hairpin) clamp loader
AAA ABC PilT/VirD4 | SF1/2 RecA/SF4 F- & V-type/SF5
| KG (Kinase-GTPase) ] I ASCE (Additional Strand, Catalytic E)

Walker-type-NTPasen

Abbildung 1-2: Phylogenetische Klassifizierung der Walker-type-NTPasen auf der Basis
von Sequenz- und Strukturdhnlichkeiten. Die AAA'-Familie ist grun, die
Helikasesuperfamilien sind rot gekennzeichnet. Die Grafik wurde nach lyer et al. (2004)
und Lupas & Martin (2002) abgewandelt.
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Proteine, die der AAA’-Familie angehéren, findet man in allen drei Reichen der Bakterien, Eukaryoten
und Archaea. Sie sind an einer Vielzahl zellularer Aktivitdten beteiligt, zu denen Membranfusion,
Proteolyse, Assemblierung und Abbau von Proteinkomplexen, transkriptionale Regulation,
Rekombination und DNA-Replikation gehéren (Neuwald et al., 1999; Ogura & Wilkinson, 2001). Die
Mehrheit der AAA'-ATPasen bilden oligomere Ringstrukturen, die symmetrische bzw. quasi-
symmetrische Oberflachen fir die Interaktion mit anderen Molekilen bieten oder deren Transport
durch ihre zentrale Pore ermdglichen (Neuwald et al., 1999; Neuwald, 1999).

Sie besitzen sowohl Ahnlichkeiten in ihren Sequenzen wie auch ihren dreidimensionalen Strukturen
(Ogura et al., 2004). Generell lassen sich die AAA™-Proteine einem von sechs Stidmmen zuordnen
(lyer et al., 2004). Abbildung 1-3 verdeutlicht nochmals die strukturellen Gemeinsamkeiten und
Unterschiede der sechs AAA™-Stamme. Bei Betrachtung der Kernstruktur von AAA™-ATPasen féllt auf,
dass es sich bei ihren ATPase-Domanen um eine parallel angeordnete Faltblattstruktur handelt. Diese
nimmt eine 51432-Topologie ein, wobei Strang 1 das Walker A Motiv und Strang 3 das Walker B Motiv
einschlielt (Guenther et al., 1997; Lenzen et al.,, 1998; Neuwald et al., 1999). Der Kernbereich der
AAA"-ATPasen unterscheidet sich stark von den meisten anderen Proteinen der ASCE-Klassse durch
das Vorhandensein einer a-Helix, N-terminal zum Walker A Motiv, das Fehlen von 3-Strangen ,rechts”
von Strang 2, und das Vorliegen eines weiteren Motivs in Strang 4. Dieses als Sensor-1 oder Motiv C
bezeichnete Motiv beinhaltet einen konservierten polaren Aminosaurerest, von dem angenommen
wird, dass er weniger fur die ATP-Bindung als vielmehr fur die ATP-Hydrolyse eine wichtige Rolle
spielt (Guenther et al., 1997; Putnam et al., 2001). Darlber hinaus ist C-terminal von Strang 5 ein
Blndel aus vier Helices gelegen, welches das Sensor-2 Motiv mit einem konservierten Argininrest
tragt. Dieser ist in den klassischen AAA-Proteinen oft durch ein Alanin ersetzt. Das Sensor-2 Motiv
scheint fur die Ubertragung der freien Energie der ATP-Hydrolyse auf das entsprechende Substrat des
AAA*-Proteins verantwortlich zu sein (Ogura & Wilkinson, 2001). SchlieRlich ist der sogenannte
Argininfinger als letztes wichtiges Element zu nennen. Dieser ist am C-Terminus der Helix
stromaufwarts von Strang 5 gelegen und wirkt bei der ATP-Hydrolyse in einer benachbarten
Untereinheit mit (Putnam et al., 2001; Zhang et al., 2002).

Fir diese Arbeit war besonders der PS1BH-Superstamm (Pre-Sensor-1 S—Hairpin) von Interesse, da
dieser Superstamm sowohl die Superfamilie 3- als auch die Superfamilie 6-Helikasen mit einschlief3t.
Der Unterschied zu den anderen AAA'-Stdmmen liegt in einer Insertion zwischen dem Strang 4
(Sensor-1) und der vorangehenden Helix. Diese Insertion bildet einen sogenannten §-Hairpin, der aus
der AAA"-Kernstruktur herausragt (Bochtler et al., 2000; Fodje et al., 2001; Li et al., 2003; Putnam et
al., 2001; Yamada et al., 2002).
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E. coli E. coli
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AAA’-ATPasen
Cdc6/DnaA Stamm PS1BH Superstamm
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Abbildung 1-3: Topologiediagramme von ausgewahlten AAA™-ATPasen und anderen
Walker-type-NTPasen. Angegeben ist jeweils der Proteinname, der PDB-Kode in
Klammern, sowie der zugehdrige Organismusname. In Blau sind die AAA’-Superstamme,
in Rot die AAA"™-Stamme und in Griin HslU und CIpAB-C markiert, die mit weiteren
Proteinen den Stamm Hsl|U/ClpX/Lon/CIpAB-C bilden. In Lila ist RuvB gekennzeichnet,
da es sich innerhalb des PS1BH-Superstamms keinem Stamm zuordnen lasst. Die
Strénge sind als Pfeile dargestellt, mit der Pfeilspitze als C-Terminus und von 1 bis 5
durchnummeriert. Strang 1 mit dem konservierten Walker A Motiv (GXXXXGK[ST]) und
Strang 3 mit dem typischen Walker B Motiv (hhhh[DE][DE]) sind in Orange markiert. Die
anderen Strange (2, 4, 5) des Kernbereichs sind in Gelb dargestellt. Nicht konservierte
Strange sind grau. Helices, die oberhalb der Ebene der 3-Faltblattstruktur verlaufen, sind
als blaue Rechtecke gekennzeichnet. Wenn sie unterhalb der Ebene verlaufen, sind sie
hellblau markiert. Der P-Loop (Walker A Motiv) ist als rote Linie zu erkennen. Eine griine
Pfeilspitze markiert den N-Terminus der ATPase-Domane. Der Loop, der Uber den
Kernbereich der B-Faltblattstruktur verlauft und sich vor der Helix von Strang 1 befindet,
also das charakteristiscne Merkmal der AAA'-ATPasen, ist in Dunkelblau
gekennzeichnet. Der B-Hairpin, der das Hauptmerkmal der Mitglieder des PS1BH-
Superstamms darstellt, ist lila markiert. Unterbrochene Linien stellen Sekundarstrukturen
dar, die entweder nicht in den PDB-Dateien enthalten waren oder aus Grinden der
Ubersichtlichkeit weggelassen wurden. Uber der Tabelle sind zum Vergleich zwei
Strukturen von Walker-type-NTPasen (RecA, ASCE Klasse und TMP Kinase, KG Klasse)
angegeben die nicht zu den AAA™-ATPasen gehéren. Die Grafik wurde nach lyer et al.
(2004) abgewandelt.
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1.3 Helikasen

Helikasen sind nukleinsdureabhanigige ATPasen, die in der Lage sind, DNA-, RNA- oder DNA/RNA-
Doppelstrange zu entwinden (Shin & Kelman, 2006b). Sie spielen in nahezu allen Prozessen, an
denen Nukleinsauren beteiligt sind, eine Rolle. So sind sie an der DNA-Replikation (Kaplan et al.,
2003), DNA-Reparatur (Donaldson et al., 2006), Transkription (Timmins & McSweeney, 2006),
Translation (Hartman et al., 2006), Ribosomensynthese (Daugeron et al., 2001), RNA-Reifung (Jain,
2008), RNA-Spleifen (Molnar et al., 1997) und Kernexportprozessen (Ishaq et al., 2008) beteiligt.

Auf der Basis von Sequenzvergleichen wurden die Helikasen in sechs Superfamilien gegliedert (llyina
et al., 1992; Gorbalenya & Koonin, 1993). Superfamilie 1 (SF1), mit E. coli PcrA als renommiertestem
Vertreter (Velankar et al., 1999), und Superfamilie 2 (SF2), mit z.B. HCV NS3 (Kim et al., 1998), sind
weit verbreitete Helikasen, die generell ihre Funktion als Monomer oder Dimer ausfiihren. Die
Helikasen der Superfamilie 3 (SF3), z.B. BPV E1 (Auster & Joshua-Tor, 2004; Enemark et al., 2000;
Enemark et al., 2002; Singleton et al., 2007; Abbate et al., 2004), Superfamilie 4 (SF4), z.B. T7gp4
(Sawaya et al., 1999; Singleton et al., 2000; Toth et al., 2003), Superfamilie 5 (SF5), z.B. E. coli Rho
(Allison et al., 1998), und Superfamilie 6 (SF6), z.B. S. solfataricus MCM (Brewster et al., 2008)
hingegen bilden hexamere Ringstrukturen aus und sind oft an der Replikationsgabel vorzufinden
(Donmez & Patel, 2006).

Allen Helikasen gemein ist, dass sie mehrere RecA-dhnliche Tertidrstrukturen innerhalb einer
Polypeptidkette (SF1 und SF2) oder zwischen Untereinheiten (SF3-6) einnehmen (Abbildungen 1-4
(a) und (b)). Diese wandeln in einem NTP-Hydrolyse-abhangigen Prozess chemische in mechanische
Energie um, was letztlich in Konformationsanderungen resultiert (Ye et al., 2004). AuRerdem besitzen
sie alle ein Walker A Motiv und ein Walker B Motiv (Walker et al., 1982), die an der NTP-Bindung und
Hydrolyse beteiligt sind, sowie einen Argininfinger, der die ATP-Hydrolyse mit
Konformationsdnderungen im Protein koppelt (Scheffzek et al., 1997). Die meisten Helikasen
bendtigen eine Nukleinsaureeinzelstrangregion, um an die DNA zu binden und die Entwindung des
Doppelstrangs einzuleiten.

Fir die Polaritat der Helikasen gilt, dass sie grundsatzlich 3'-5’ oder 5’-3’ sein kann, abhangig davon,
in welcher Richtung sich die Helikase auf dem Nukleinsaurestrang bewegt. Fir diesen als
Translokation bezeichneten Prozess wird die Energie aus der NTP-Hydrolyse benétigt (Gaur, 2007).
Man hat festgestellt, dass bei den SF1-, SF2- und SF6-Helikasen beide Polaritaten vorzufinden sind,
wahrend man fur SF4- und SF5-Helikasen nur 5-3’-Polaritat und fur SF3-Helikasen ausschlie3lich
3’-5’-Polaritat findet (Singleton et al, 2007). Interessanterweise sind die einzigen beiden
Helikasesuperfamilien, die den AAA’-ATPasen zuzurechnen sind, die Superfamilie-3- und
Superfamilie-6-Helikasen (Neuwald et al., 1999).

Abbildung 1-4 (c) gibt einen Uberblick Uber die Anordnung genereller sowie superfamilienspezifischer

Helikasemotive.
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(a) N C (Peray) (c) Superfamilie 1 (PcrA)

11aTxGx 23 4 da 5 6IR
Kemdomane
Zusatzdomdéne

DMNA-Bindung DNA-Bindung Unbekannt
Superfamilie 2 (NS3A)

1 1a TwGx 2 3 4 ] B(R)

)
Protease Protein/Protein

Superfamilie 3 (BPV E1)

A B BCR

I

Crigin-Bindung
Superfamilie 4 (T7gp4)

HiH1a H2 HiH4R

o]
=
3
i

Superfamilie 5 (Rho)

11a 2 R
OB-Domana

Superfamilie 6 (MCM)

AB 51R 82

|

Zn-Bindung

Abbildung 1-4: (a,b) RecA-ahnliche Tertiarstrukturen der Helikasen. (a) Reprasentative
Struktur von PcrA fur SF1- und SF2-Helikasen. Diese besitzen einen monomeren
Kernbereich, der sich aus einem Tandem-Repeat einer RecA-ahnlichen Tertiarstruktur
ableitet. Die N- bzw. C-terminalen RecA-&hnlichen Doméanen sind blau bzw. rot markiert.
Daruber hinaus sind das Walker A Motiv (1), das Walker B Motiv (2) und das Motiv 6 (6),
welches den Argininfinger mit einschlielt, gekennzeichnet. Die abgebildete Struktur stellt
den minimalen Translokationsmotor dar. (b) Reprasentative Struktur von T7gp4 fiir SF3,
4, 5 und 6-Helikasen. Diese besitzen einen Kernbereich, der sich aus sechs individuellen
RecA-ahnlichen bzw. AAA™-ahnlichen Doménen (rot) zusammensetzt, welche einen
hexameren Ring bilden. Es sind sechs Nukleotidbindetaschen an den Grenzflachen der
Untereinheiten zu erkennen. Vier davon sind mit dem ATP-Analogon AMP-PnP (schwarz)
besetzt. Zu sehen sind auch das Walker A Motiv (H1), das Walker B Motiv (H2) und der
Argininfinger (R). (c) Domanenorganisation der Helikasesuperfamilien. Der Name des
Proteins von jeder der sechs Helikasesuperfamilien, der als Beispiel fur die
Charakterisierung herangezogen wurde, ist in Klammern angegeben. Dargestellt sind der
Kernbereich und die Signaturmotive jeder Helikasesuperfamilie. Die genaue Lage der
Motive ist von dem Protein abhangig, das als Beispiel gewahlt wurde, ist aber fiir die
entsprechende Familie reprasentativ. In Gelb sind die in allen Helikasen universell
vorkommenden strukturellen Motive markiert. Die Position und Funktion zuséatzlicher
Domanen sind auch angegeben. Diese sind jedoch selbst fiir Proteine derselben Familie
verschieden. 1, A oder H1 steht fir das Walker A Motiv (GXXXXGK[ST]); 2, B oder H2
steht fur das Walker B Motiv (hhhh[DE][DE]); R oder (R) steht fur das Motiv, welches den
Argininfinger mit einschliet. Bei den anderen Motiven handelt es sich um fir jede
Helikasesuperfamilie spezifische Signaturen (Hall & Matson, 1999). Die Grafik wurde
nach Singleton et al. (2007) abgewandelt.
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1.4 SF3-Helikasen

Urspringlich wurden die SF3-Helikasen in kleinen RNA-Viren wie z.B. den Picornaviren, DNA-Viren
wie z.B. den Baculoviren und Phagen wie z.B P4 entdeckt (Gorbalenya et al., 1990; Koonin, 1993).
Bemerkenswerterweise findet man SF3-Helikasen auRer als Uberreste von Prophagen innerhalb
zellularer Genome nicht. Es scheint so, als ob sich die SF3-Helikasen in kleinen primitiven Replikons
entwickelt haben, die jetzt nur noch in Viren zu finden sind. Das Aufkommen komplexerer DNA-
Replikationssysteme innerhalb des archaealen-eukaryotischen und des bakteriellen Zweigs haben
wahrscheinlich diese einfacheren Helikasen in zellularen Systemen verdrangt (lyer et al., 2004).

Trotz ihrer Gemeinsamkeiten mit den Helikasen anderer Superfamilien sind sie ebenso wie die
Helikasen der Superfamilie 6 strukturell ndher mit den AAA’-Proteinen als mit RecA verwandt. Sie
weisen somit alle AAA*-spezifischen Sequenzmotive und Strukturelemente sowie den fiir Mitglieder
des PS1BH-Superstamms typischen B-Hairpin auf (siehe Abbildung 1-3).

Die Anordnung der fliir SF3-Helikasen spezifischen Sequenzmotive ist in Abbildung 1-4 (c) dargestellt.
Zu ihnen zahlen das Walker A Motiv (GXXXXGK[ST]), das Walker B Motiv (hhhh[DE][DE]),
das B’ Motiv (SV40 L Tag; RDYLDGSVKVNLEKK (Yoon-Robarts et al., 2004)) und das Motiv C
(xxxx[TS][TSIN) (Gorbalenya et al., 1989). SF3-Helikasen bilden generell hexamere Ringstrukturen
aus. Dabei ragen die B-Hairpins der 6 Untereinheiten der SF3-Helikasen in die zentrale Pore des
Hexamers. Positive Aminosauren an der Spitze der §-Hairpins sind fir die Bindung und den Transport
der DNA durch die zentrale Pore verantwortlich (Enemark & Joshua-Tor, 2006). Dabei bewegt sich die
Helikase ausschliefllich in 3’-5-Richtung. Aulerdem besitzen alle SF3-Helikasen eine a-helikale
Domane, die N-terminal zur Helikasedomane gelegen ist. Diese scheint eine entscheidende Rolle bei
der Hexamerisierung zu spielen, da die isolierten AAA™-Domanen nicht mehr in der Lage sind, zu
multimerisieren (Li et al., 2003).

Alle bis heute bekannten SF3-Helikasen stellen Domanen von grolReren Replikationsursprungsbinde-
oder Initiatorproteinen dar. Abbildung 1-5 zeigt die Domé&nenorganisation der SF3-Helikasen SV40
L Tag (Li et al., 2003; Stewart et al., 1996), HBV18 E1 (Abbate et al., 2004; Titolo et al., 2003a) und
AAV2 Rep (James et al., 2003; James et al., 2004) fir die bereits Kristallstrukturen vorliegen.

A B C
1 130 2560 357 627 708
@ O
J DomaEne  Ori-Bindung  Zn-Bindung Haliicase Variable Domane
1 197 358 428 631 G557
o) [ | AN
Ori-binde

Doméne Helikase

1 225 278 480 621

(c) B TTT1 1

Endonuklease
und Cri-Bindung

Helikasa

Abbildung 1-5: Domanenorganisation von (a) SV40 L Tag, (b) HPV18 E1 und (c) AAV2
Rep. Die Angabe der Aminosaurepositionen ist nur ungefahr. Die SF3-Helikase ist grin
dargestellt, die dazugehdrige AAA*-Doméne in Dunkelgriin und die a-helikale Domane in
Hellgriin. Die drei dunklen Balken innerhalb der AAA'-Doméne stellen das Walker A
Motiv (A), das Walker B Motiv (B) und das Motiv C (C) dar. Die Grafik wurde nach
Hickman & Dyda (2005) abgewandelt.
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Die Assoziation mit Replikationsursprungsbindedomanen erklart die Funktion der Helikasen bei der
Replikation die DNA am Replikationsursprung aufzuschmelzen, bevor sich die Replikationsgabel
ausbilden kann. An der Replikationsgabel ibernehmen sie dann die Rolle von replikativen Helikasen.
Das Aufschmelzen der DNA am Replikationsursprung bzw. die Translokation und Entwindung von
DNA oder RNA setzt die NTP-Hydrolyse voraus.

Fir hexamere Helikasen wie die SF3-Helikasen wurden unterschiedliche Mechanismen der NTP-
Hydrolyse skizziert (Abbildung 1-6). In den drei Modellen zeigen alle Untereinheiten katalytische
Aktivitat und durchlaufen die NTP- (N), NDP- (D) und E-Zustande (Empty/Leer).

Im all sequential model wird die NTP-Hydrolyse zwischen benachbarten Untereinheiten koordiniert
und die N-, D- und E-Zustande liegen in drei aufeinanderfolgenden Untereinheiten.

Eine Variation dieses Modells stellt das sequential block model dar. Hier bilden mehrere
nebeneinanderliegende Untereinheiten, die sich im selben Hydrolysezustand befinden, Blocke, die in
einem tretmihlenartigen Mechanismus rotieren. Dieser Mechanismus wird unter anderem fir BPV E1
(SF3) und T7gp4 (SF4) angenommen (Crampton et al., 2006; Dillingham, 2006; Enemark & Joshua-
Tor, 2006).

Im concerted model befinden sich alle Untereinheiten im selben Zustand und wechseln gleichzeitig in
den nachsten. Dieses Modell wird unter anderem flir SV40 L Tag angenommen (Gai et al., 2004).
Welcher dieser Mechanismen flir welche der SF3-Helikasen gilt, ist noch offen und Modifikationen

dieser Mechanismen sind vorstellbar.
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Abbildung 1-6: Modelle fir die NTP-Hydrolyse. Die unterschiedlichen Farben
kennzeichnen die verschiedenen Untereinheiten. Die verschiedenen NTP-Zustande sind
durch die entsprechenden Buchstaben abgekiirzt: T (NTP), D (NDP) und E (Empty/Leer).
Bei den Mechanismen, bei welchen nur 3 Schritte zu erwarten sind, markiert der
durchgangig schwarze Pfeil den Start eines neuen Zyklus. Der gestrichelte Pfeil deutet
an, dass mehr als drei Schritte pro Zyklus zu erwarten sind. Die Grafik wurde nach
Singleton et al. (2007) abgewandelt.
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Um eine Strangentwindung einzuleiten, bevorzugen hexamere Ringhelikasen wie die SF3-Helikasen,
DNA-Doppelstrangsubstrate mit 3'- und 5-Uberhang (Jezewska et al., 1998; Venkatesan & Nossal,
1982). Diese sind unter anderem an der Replikationsgabel zu finden. Es wurden verschiedene
Mechanismen vorgeschlagen, um einen DNA-Doppelstrang zu entwinden (Abbildung 1-7).

Bei dem sogenannten strand exclusion model transloziert die Ringhelikase auf dem einen Strang,
wahrend der andere sterisch ausgeschlossen wird. Dieses Modell bietet den Vorteil, dass eine
Reassoziation der entwundenen Strange verhindert wird. Man unterscheidet hierbei drei Typen des
strand exclusion model, wobei es bei allen drei Typen zu einer Wechselwirkung zwischen Helikase
und dem in der zentralen Pore befindlichen Strang kommt. Beim wegde type kommt es kaum oder gar
nicht zu spezifischen Wechselwirkungen zwischen der Helikase und dem ausgeschlossenen Strang.
Im torsional type hingegen gibt es noch zusatzliche Wechselwirkungen zwischen der &uferen
Oberflache der Helikase und dem ausgeschlossenen Strang. Im helix destabilizing type kommt es
zusatzlich zu Interaktionen zwischen der duReren Helikaseoberflache und dem DNA-Doppelstrang
(Patel & Picha, 2000). Das strand exclusion model wird unter anderem fir AAV2 Rep angenommen
(Meinke et al., 2007) und konnte fir BPV E1 weitestgehend bestatigt werden (Enemark & Joshua-Tor,
2006).

Im DNA pump model, wie es z.B. fir MCM (SF6) vorgeschlagen wird, (Takahashi et al., 2005), liegen
zwei hexamere Helikasen Kopf an Kopf und bilden ein Doppelhexamer aus. Der DNA-Doppelstrang
wird hierbei von beiden Seiten an die Grenzflache der beiden Hexamere gepumpt, wo die Entwindung
des Dopplestrangs erfolgt. Fir SV40 L Tag wurde ein Mechanismus vorgeschlagen, bei dem die
Helikase den DNA-Doppelstrang bindet und die Strdnge trennt, indem sie diese durch separate
Seitenkanéle zwingt.

Beim ploughshare model hingegen transloziert die Helikase auf dem DNA-Doppelstrang und
entwindet diesen, ahnlich einem Pflug, durch das Platzieren eines Elements zwischen den beiden
Strangen. Modelle, bei denen der DNA-Doppelstrang gebunden wird, haben den Nachteil, dass es zu
einer Reassoziation der Einzelstrange kommen kann. Deswegen muss fiir diese Mechanismen das
Vorhandensein von weiteren Proteinen angenommen werden, die ein unverzugliches Reassoziieren

der Einzelstrange verhindern.

Abbildung 1-7: Mechanismen fir die DNA-Doppelstrang-Entwindung. (a) Strand
exclusion model; (b) DNA pump model; (c) SV40 L Tag model; (d) ploughshare model.
Die Grafik wurde nach Patel & Donmez (2006) abgewandelt.
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1.5 Archaeale Plasmide

Plasmide und andere mobile genetische Elemente wie Bakteriophagen und Viren haben sich als
exzellente Modellsysteme, zur Untersuchung der fundamentalen Informationsprozesse wie der
Replikation in Bakterien und Eukaryoten, herausgestellt. So wurden anhand des temperenten Phagen
A grundlegende Konzepte fiir die Genregulation entwickelt. Uberwiegend wurde die eukaryotische und
bakterielle Replikation mit Hilfe von Bakteriophagen (z.B. T7), Plasmiden (z.B. ColE1) und Viren (z.B.
SV40) aufgeklart (Kornberg & Baker, 1992).

Im Gegensatz hierzu sind archaeale Plasmide und Viren vergleichsweise wenig untersucht (Garrett et
al., 2005). Die Sequenzierung der Plasmidgenome erlaubte es dennoch, Vorhersagen Uber die
Regulation und Replikation einiger dieser Plasmide zu treffen. Sequenziert wurden unter anderem aus
den drei groRen Zweigen der Euryarchaeoten die archaealen Plasmide pC2A aus Methanosarcina
acetivorans (Metcalf et al., 1997), pNRC100 aus Halobacterium sp. NRC-1 (Ng et al., 1998) und pGT5
aus Pyrococcus abyssi (Erauso et al., 1996). Unter den Crenarchaeota sind fiir die Gattungen
Sulfolobus (Keeling et al., 1996), Acidianus (Kletzin et al., 1999) und Thermofilum Plasmide
sequenziert worden. Die Gattung Sulfolobus schliefl3t zwei Gruppen von Plasmiden ein (Lipps, 2006),
namlich konjugative Plasmide mit einer GenomgréfRe zwischen 25 und 42 kb, die ein Cluster
konservierter Gene zu kodieren scheinen, welche moglicherweise fur den konjugativen DNA-Transport
verantwortlich sind (Greve et al., 2004), und kleinere kryptische Plasmide mit einer GenomgréfRe
zwischen 5 und 14 kb. Einige der kryptischen Plasmide wurden aus Isolaten von Island gewonnen und
gehdren der Plasmidfamilie pRN an. Bei Plasmiden, die aus Isolaten aus Italien und Neuseeland
stammen (Greve et al., 2005), ist noch nicht geklart, ob sie auch der pRN-Familie angehéren, da sie
nicht alle offenen Leseraster der pRN-Familie teilen. Die biochemisch am besten untersuchten
archaealen Plasmide sind das Plasmid pGT5 aus Pyrococcus abyssi und pRN1 aus Sulfolobus
islandicus. Das Plasmid pGT5 (3444 bp) kodiert flr ein Protein mit Sequenzahnlichkeit zum
bakteriellen Initiationsprotein des Rolling-Circle-Replikationsmechanismus, von dem gezeigt werden
konnte, dass es Nicking- und Closing-Aktivitat am vorhergesagten doppelstrangigen
Replikationsursprung besitzt (Marsin & Forterre, 1998). Das Plasmid pRN1 soll im folgenden Kapitel

genauer beschrieben werden.

1.6 Das archaeale Plasmid pRN1

Das Plasmid pRN1 (Abbildung 1-8) ist ein 5320 bp langes zirkulares Plasmid des Crenarchaeoten
Sulfolobus islandicus (Keeling et al., 1996) welches der pRN-Familie zuzuordnen ist (Peng et al.,
2000) und nach heutigem Stand zu keinem bekannten bakteriellen Plasmid in Verwandtschaft zu
stehen scheint (Lipps, 2009). Das Plasmid pRN1 teilt mit den anderen Plasmiden der pRN-Familie drei

hoch konservierte offene Leseraster, deren Genprodukte biochemisch genauer analysiert wurden.



Einleitung 13

Abbildung 1-8: Plasmidkarte von pRN1. In der pRN-Familie konservierte offene
Leseraster sind dunkelgrau markiert, der variable Anteil von pRN1 ist weil} dargestelit. In
Grau sind die Bereiche, die in allen Plasmiden der pRN-Familie konserviert sind
gekennzeichnet. Die Grafik wurde nach Berkner & Lipps (2007) abgewandelt.

Das erste, ORF56, ist ein 6,5 kDa groRes, DNA-bindendes Protein, welches in Losung als Dimer
vorliegt. Die Bindung an die DNA erfolgt dabei als Tetramer stromaufwarts seines eigenen Gens an
einen inverted repeat. Es scheint an der Regulation der Expression des Co-Transkripts orf56/0rf904
beteiligt zu sein. ORF56 scheint als Repressor zu agieren und so Einfluss auf die Kontrolle der
Kopienzahl des Plasmids zu nehmen (Berkner & Lipps, 2007; Lipps et al., 2001b).

Das zweite, ORF80, mit einem Molekulargewicht von 9,5 kDa, ist ebenfalls ein DNA-bindendes
Protein, welches nicht nur auf die pRN-Familie beschréankt ist (Lipps et al., 2001a). ORF80 bindet an
zwei hoch symmetrische Bindestellen stromaufwarts seines eigenen Gens. Dabei bilden mehrere
Proteine mit der DNA einen gro3en Komplex aus. Die genaue Funktion dieses Proteins ist nicht
bekannt, es stand aber unter dem Verdacht, den Replikationsursprung zu erkennen (Lipps et al.,
2001a). Eine Unterbrechung des Gens verhindert nicht die Replikation (Berkner et al., 2007). Ebenso
wird der Verlust der Bindungsstellen und des kompletten Gens toleriert. Es scheint, dass ORF80 keine
fir die Replikation essentielle Rolle spielt. Auf der anderen Seite konnte aber gezeigt werden, dass
bei Deletion von ORF80 das Plasmid unter nicht selektiven Bedingungen schneller verloren geht
(Berkner et al., 2007), was dafir spricht, dass ORF80 fur die Stabilitdt von pRN1 eine wichtige Rolle
zu spielen scheint.

Bei dem dritten Protein handelt es sich um das 106 kDa groRRe Replikationsprotein ORF904. Sein Gen
umfasst nahezu die Halfte des Plasmids pRN1. Es weillt ATPase-, Primase- und DNA-
Polymeraseaktivitat auf (Lipps et al., 2003). Das Vorfinden dieser drei, fur die Replikation essentiellen
Aktivitdten in einem Protein machen es einzigartig. ORF904 besteht aus mindestens zwei Domanen.
Bei der ersten handelt es sich um die N-terminale Prim/Pol-Doméane, die sowohl Primase- als auch
Polymeraseaktivitat aufweist (Lipps et al., 2004). Die Primase erkennt spezifisch ein GTG-Motiv in der
Template-DNA und synthetisiert daraufhin einen Primer, beginnend mit einem Ribonukleotid, auf das

ausschlieRlich Desoxynukleotide folgen (Beck & Lipps, 2007). Bei dem durch die Primase von
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ORF904 synthetisierten Primer handelt es sich womdglich um den ersten Primer der
Plasmidreplikationsinitiation. Vor der Primersynthese muss jedoch die Doppelstrang-DNA am
Replikationsursprug entwunden werden, um dem katalytischen Zentrum der Primase Einzelstrang-
DNA zur Verfigung zu stellen.

Bei der zweiten Domane handelt es sich um die C-terminale ATPase/SF3-Helikasedomane. Diese soll
in dieser Arbeit genauer charakterisiert werden, da sie moglicherweise an der Replikationsinitiation

beteiligt und in der Lage ist, den Replikationsursprung zu erkennen und aufzuschmelzen.

1.7 Die Replikationsinitiation von pRN1

Generell ist der Replikationsursprung von pRN1 und anderer crenarchaealer Plasmide nicht bekannt.
Es konnten bioinformatische Hinweise fiir die Existenz eines doppelstrangigen und einzelstrangigen
Replikationsursprung gefunden werden, die eine Replikation von pRN1 nach dem Rolling-Circle-
Mechanismus vermuten lassen (Kletzin et al., 1999). Es gibt jedoch keinerlei experimentelle oder
bioinformatische Informationen Uber die notwendige Existenz einer Endonuklease als Initiatorprotein
fur die Rolling-Circle-Replikation am doppelstrédngigen Replikationsursprung (Kahn, 1997). Auch
spricht die Tatsache, dass ORF904 einen Primer synthetisieren kann, gegen eine Rolling-Circle-
Replikation (Lipps, 2004). AT-reiche Regionen und lterons, die potentielle Bindungsstellen fir an der
Replikation beteiligte Proteine darstellen, sind gute Hinweise auf einen typischen
Replikationsursprung (Del et al., 1998). AT-reiche Regionen sind jedoch auf pRN1 mit einem GC-
Gehalt von 37%, nahezu nicht zu identifizieren. So konnte auch der Replikationsursprung nicht alleine
anhand von Sequenzanalysen bestimmt werden. Es gelang jedoch, durch die Deletion verschiedener
Bereiche von pRN1 eine Region stromabwarts von orf904 als fur die Replikation notwendig zu
identifizieren (Berkner & Lipps, unverdffentlicht). Dieser Bereich bildet eine ausgepragte Stemloop-
Struktur aus und war bereits bei der Sequenzierung des Plasmids aufgefallen (Keeling et al., 1996).
Médglicherweise dient dieser nicht codierende Bereich des Plasmids als Replikationsursprung. Das
Vorliegen von lterons in dieser Region konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Welches Protein
bzw. welche Proteine letztendlich den Replikationsursprung erkennen und aufschmelzen, ist noch
nicht bekannt.

Generell ist der Prozess des Aufschmelzens des Replikationsursprungs nicht einmal fir
chromosomale DNA richtig verstanden. Bei Bakterien wie auch fiur Archaea und Eukaryoten wird die
Bildung grofRer Nukleoproteinkomplexe fur die Destabilisierung der Doppelstrang-DNA verantwortlich
gemacht, was letztlich zur Offnung des Replikationsursprungs und zur Bildung des Replisoms fiihrt
(Clarey et al., 2006; Dueber et al., 2007; Mott & Berger, 2007). An diesem Prozess sind die bereits
erwdhnten AAA’-ATPasen wie z.B. Orc1, Cdc6 und DnaA beteiligt, aber auch die ebenfalls
dazugehdorigen Superfamilie-3-Helikasen, die fir die DNA-Replikationsinitiation bei Viren und anderen
genetischen Elementen verantwortlich sind. Die SF3-Helikasen stehen im Verdacht, den
Replikationsursprung aufzuschmelzen und auch als replikative Helikasen zu fungieren. Zu den am
besten untersuchten Superfamilie-3-Helikasen zahlen das Large T Antigen des Simianvirus 40 und die
homologen Proteine des Adeno-assoziierten Virus 2 und des Papillomavirus. Die Kristallstrukturen
dieser Proteine zeigen, dass die Helikasen hexamere Ringe um die DNA bilden. Durch ATP-Hydrolyse

hervorgerufene Konformationsanderungen der in der zentralen Pore befindlichen §-Hairpins fiihren zu
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einem gerichteten Transport der DNA durch die zentrale Pore (Enemark & Joshua-Tor, 2006; Gai et
al., 2004). Der molekulare Offnungsmechanismus der Doppelstrang-DNA am Replikationsursprung
durch Superfamilie-3-Helikasen ist bis heute noch nicht geklart.

Sequenzstudien und Strukturmodelle des Helikasekernbereichs von ORF904 deuten darauf hin, dass
es sich bei dem Protein ebenfalls um eine SF3-Helikase handeln koénnte. Fir diese wirde
moglicherweise ein ahnlicher Mechanismus bei der Replikationsinitiation wie fur andere SF3-

Helikasen gelten.

1.8 Problemstellung

Da die Funktion der Primase/Polymerasedoméne von ORF904 bereits eingehend biochemisch und
strukturell untersucht worden ist, war es von Interesse, auch die ATPase/Helikasedomane genauer zu
charakterisieren und ihre Rolle fiir die Replikation aufzuklaren.

Es war bereits bekannt, dass die ATPase-Aktivitit von ORF904 durch RNA gar nicht, durch
Einzelstrang-DNA nur schwach und durch Doppelstrang-DNA sehr stark stimuliert wird. Eine
spezifische Zunahme der ATPase-Aktivitat in Gegenwart von pRN1 konnte genausowenig beobachtet
werden wie die Entwindung von komplett doppelstrangigen Helikasesubstraten oder Substraten mit 5’-
oder 3’-Uberhang auf der Basis von M13-DNA.

Daher wurden fir weitere Untersuchungen kurze Helikasesubstrate auf der Basis von
Oligodesoxynukleotiden verwendet. Mit diesen Substraten sollte es dann maoglich sein, die
Anforderungen von ORF904 an das Substrat sowie die ATPase-, DNA-Bindungs-, Translokations- und
Entwindungsaktivitat eingehend zu untersuchen.

Um letztlich Aufschluss Uber den Replikationsursprung von pRN1 zu erhalten, sollten Footprint-
Analysen durchgefiihrt werden. Zusammen mit den Ergebnissen aus der Charakterisierung von

ORF904 sollte es so moglich sein, ein Modell fur die Replikationsinitiation von pRN1 aufzustellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Haufig verwendete Chemikalien sind in Tabelle 2-1 aufgefiihrt. Alle weiteren hier nicht aufgefihrten
Chemikalien wurden in per analysis Qualitdt von Merck (Darmstadt) bezogen und
Oligodesoxynukleotide ausschlief3lich von Metabion (Planegg-Martinsried). In den folgenden Tabellen
sind verwendete Chromatographiematerialien (Tabelle 2-2), Hilfsmittel (Tabelle 2-3), Gerate (Tabelle
2-4), verwendete Computerprogramme (Tabelle 2-5), kommerziell erhaltliche Systeme (Tabelle 2-6),
Enzyme und Proteine (Tabelle 2-7), Langenstandards (Tabelle 2-8), Antikérper (Tabelle 2-9),
Oligodesoxynukleotide (Tabelle 2-10), Bakterien- und Phagenstamme (Tabelle 2-11) und Plasmide

(Tabelle 2-12) aufgelistet.

Tabelle 2-1: Chemikalien

Chemikalie

Bezugsquelle

2-Mercaptoethanol

a-[**P]-ATP (3000 Ci/mmol)
v-[**P]-ATP (3000 Ci/mmol)

y-S-ATP

Acrylamid: Bisacrylamid (19:1), 25 %
Acrylamid: Bisacrylamid (29:1), 40 %
ADP

Agar

Agarose (NEEO, GTQ)

AMP

Ampicillin

AMP-PnP

APS (Ammonium-Peroxodisulfat)
Biotin

Borsaure

Chloramphenicol

Complete EDTA-free Protease Inhibitor Mix

DTT (Dithiothreitol)

EDTA

Essigsaure

Ethidiumbromid

Harnstoff

Hefeextrakt

IPTG

Kanamycin

Phenol (TE-gesattigt)
Phenylmethylsulfonylfluorid

Fluka BioChemika, Neu Ulm

Hartmann Analytic, Braunschweig
Hartmann Analytic, Braunschweig

Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Gerbu, Gaiberg
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Gerbu, Gaiberg

Roth, Karlsruhe

Gerbu, Gaiberg

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Gerbu, Gaiberg

Gerbu, Gaiberg

Gerbu, Gaiberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Pepton

Ribonukleotide

Roti®Nanoquant

Sequenziergel Puffer Konzentrat
Sequenziergel Verdinner

Temed (N,N,N",N’, Tetramethylethylendiamin)

Tris

Tricin

Gerbu, Gaiberg
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Tabelle 2-2: Chromatographiematerialien

Chromatographiematerial

Bezugsquelle

Talon™

Fractogel EMD SOj3
Fractogel EMD DEAE
Fractogel EMD TMAE
Fractogel EMD Propyl
TSK-gel G3000SW
Hydroxylapatit

Clontech, Saint-Germain-en-Laye (F)
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Tosoh Bioscience, Stuttgart

Merck, Darmstadt

Tabelle 2-3: Hilfsmittel

Hilfsmittel

Bezugsquelle

Chromatographiesaulchen Mobicols
DC-Platten Cellulose MN 300 PEI
Einmalspritzen (2,5/20 ml)
Eppendorfgefale (1,5/2,0 ml)
Glaspipetten

Kunststoffpetrischalen

Kavetten (10x4x45 mm)
Mikroliterpipetten (10/100/1000 pl)
Nitrocellulosemembran (0,2 pm)
PCR-Reaktionsgefalie (0,2 ml)
Pipettenspitzen, Kunststoff

Platte F. Suspensionskultur, 48 Well, steril
Polyethylenréhrchen (10/50 ml)
Quarzkuvetten (0,1/1 cm Schichtdicke)
Spritzenfilter steril (Porengrofie 0,22 um)
Ultrafiltrationsaule Vivaspin 500
Ultrazentrifugationsréhrchen (12 ml)
UV-Star. Platte, 96 Well

Mo Bi Tec GmbH, Géttingen

Machery Nagel GmbH & Co. KG, Diiren
Dispomed, Geinhausen

Sarstedt, Nirmbrecht

Brand, Wertheim

Sarstedt, NUrmbrecht

Sarstedt, NUurmbrecht

Eppendorf, Hamburg

Kisker Biotech, Steinfurt

Sarstedt, Nirmbrecht

Sarstedt, Nirmbrecht

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Sarstedt, NUurmbrecht

Hellma, Mullheim

Roth, Karlsruhe

Sartorius Stedim Biotech, Aubagne (F)

Herolab, Wiesloch

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
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Tabelle 2-4: Gerate

Gerat

Bezugsquelle

Autoklav

Blot-Apparatur Panther™Semidry Electroblotter
HEP-1

Brutschrank

Elektrophoreseapparaturen fiir
Agarose- und PAA-Gele

Elektrophoreseapparaturen mighty small
Eismaschine

Feinwaage 1201 MP2
Fluoreszenz-Spektrometer LS-50B

FPLC LKB Gradient Pump 2249/LKB 2238
Uvicord SII/LKB 2210 Recorder

Geldokumentation UV-Transilluminator

Geltrockenapparatur Minidry D61

Geltrockenapparatur Dual Temperature
SLAB Gel Dryer Modul SE 1125 B

HPLC System Gold 125P
Solvent Module/168 detector

Instantimager 2024

Kontaminationsmonitor LB 122
Kontaminationsmonitor LB 145
Magnet-Heizruhrer RETbasic

Peristaltikpumpe Pump P-1

pH-Meter MP220

Plattenlesegerat
(Universal Microplate Spectralphotometer)

Réntgenfilme Kodak® BioMax MR Film
Spannungsquelle EV 243
Speed-Vac-Konzentrator BA-VC-300H
Spektralphotometer DU640
Spektropolarimeter Jasco J-600
Thermocycler Tpersonal

Thermomixer comfort
Thermoschuttler Thermoshake
Tischzentrifuge 5415 R

Ultraschallbad Sonorex Super RK106
Ultraschallstab Sonifier B15

Webeco, Selmsdorf

Thermo Scientific Owl Separation Systems,
Rochester NY (USA)

Memmert, Schwabach
Technik, Universitat Bayreuth

Hoefer, Holliston MA (USA)
ZIEGRA, Isernhagen

Sartorius, Goéttingen

Perkin Elmer, Waltham MA (USA)

GE Healthcare, Miinchen (ehem. Pharmacia)

Intas, Gottingen

Biometra, Géttingen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Beckman, Krefeld

Perkin Elmer, Waltham MA (USA)
(ehem.Canberra Packard, Schwadorf,
Osterreich)

Berthold GmbH & Co. KG, Bad Wildbad
Berthold GmbH & Co. KG, Bad Wildbad
IKA Laborbedarf, Staufen

GE Healthcare, Miinchen
(ehem. Pharmacia)

Mettler Toledo, Greifensee (CH)
MWG-Biotech, Ebersberg

Sigma-Aldrich, Minchen
Consort, Turnhout (B)

H. Saur Laborbedarf, Reutlingen
Beckman, Krefeld

JASCO GmbH, GroR-Umstadt
Biometra, Géttingen
Eppendorf, Hamburg
Gerhardt, Kénigswinter
Eppendorf, Hamburg
Bandelin, Berlin

Branson, Danbury CT (USA)
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Ultrazentrifuge Centrikon T-1055
Vortexer REAX 2000

Waage TE 1502 S

Wasserbad

Zentrifuge Sorvall RC6 Plus

Kontronlnstruments, Neufahrn
Heidolph, Schwabach
Sartorius, Goéttingen
Kottermann, Uetze/Hanigsen
Thermo, Waltham MA (USA)

Tabelle 2-5: Computerprogramme

Programm

Bezugsquelle

Chimera

Expasy Proteomic Server
KC4

Mfold

MS Office

NCBI

Origin 7.5

VectorNTI Suite7

http://www.cgl.ucsf.edu/chimera

http://www.expasy.ch/

BioTek, Bad Friedrichshall
http://mfold.biocinfo.rpi.edu/

Microsoft GmbH (D), UnterschleilReim
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Originlab, Northhampton MA (USA)
InforMax, Bethesda MD (USA)

Tabelle 2-6: Kommerziell erhaltliche Systeme (Kits)

Reagenziensatz

Bezugsquelle

Anwendung

GeneJET™PCR Cloning Kit

peqGold Plasmid MidiprepKit |
peqGold Plasmid MiniprepKit |

QIAEX Il Gel Extraction Kit

Sequenase Version 2.0
DNA Sequencing Kit

Fermentas GmbH,
St. Leon-Rot

peqlab, Erlangen
peqlab, Erlangen

Qiagen, Hilden

USB Europe GmbH,

Staufen

Klonierung

Plasmidpraparation

Plasmidpraparation

DNA-Elution aus Agarose,
Aufreinigung von PCR-Produkten

Sequenzierung von DNA

Tabelle 2-7: Enzyme und Proteine

Enzym / Protein

Hersteller

Antarctic Phosphatase (AP)
Chymotrypsin

DNase |

Mung Bean Nuclease

Pfu DNA-Polymerase
Proteinase K
Restriktionsendonukleasen
Rinderserumalbumin (BSA)
RNase A
RNase-free-DNase (DNase |)
S1 Nuklease

New England Biolabs, Frankfurt am Main
Sigma-Aldrich, Miinchen

GE Healthcare, Minchen

New England Biolabs, Frankfurt am Main
Promega GmbH, Mannheim

Merck, Darmstadt

New England Biolabs, Frankfurt am Main
New England Biolabs, Frankfurt am Main
New England Biolabs, Frankfurt am Main
New England Biolabs, Frankfurt am Main
Promega GmbH, Mannheim
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Streptavidin

T4 DNA-Ligase

T4 Polynukleotidkinase (PNK)
Tagq DNA-Polymerase
Trypsin

Iba, Géttingen

New England Biolabs, Frankfurt am Main
New England Biolabs, Frankfurt am Main
peqglab, Erlangen

Sigma-Aldrich, Miinchen

Tabelle 2-8: Langenstandards

Langenstandard

Bezugsquelle

10 bp Ladder

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder
Peqgold Protein Marker |

Protein Molecular Weight Marker
SmartLadder DNA Standard

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
peqlab, Erlangen

Jena Bioscience, Jena
Eurogentec, Koln

Tabelle 2-9: Antikorper

Antikorper

Bezugsquelle

a-His6-Antikdrper aus Maus

Kaninchen-a-Maus-alkalische Phosphatase Konjugat

Sigma-Aldrich, Minchen

Jackson Immunoresearch Europe Ltd.,
Suffolk (UK)

Tabelle 2-10: Oligodesoxynukleotide

Oligodesoxynukleotide zur Klonierung der Punkt- und Deletionsmutanten von ORF904

Bezeichnung

Sequenz (5’ — 3’) Klonierung von

K574A for

K574A rev

K656A _for

KB656A rev

K657A _for

KB57A _rev

K656/57_for

K656/57A_rev

R659A for

GTACATCTTTAATGCGGCTATACTTCTCAC
CGGTGCTGGGGCAAACGGG

pET28c_H6_ORF04_K574A
CCCGTTTGCCCCAGCACCGGTGAGAAGTA
TAGCCGCATTAAAGATGTAC

GGAAGACTACATAGAGGGACAGGCGAAGT
TCAGGGATCCCATATAC
pET28c_H6_ORF04_K656A
GTATATGGGATCCCTGAACTTCGCCTGTCC
CTCTATGTAGTCTTCC

GGAAGACTACATAGAGGGACAGAAGGCGT
TCAGGGATCCCATATAC
pET28c_H6_ORF04_KB57A
GTATATGGGATCCCTGAACGCCTTCTGTCC
CTCTATGTAGTCTTCC

GGAAGACTACATAGAGGGACAGGCGGCGT
TCAGGGATCCCATATAC
pET28c_H6_ORF04_K656/57A
GTATATGGGATCCCTGAACGCCGCCTGTC
CCTCTATGTAGTCTTCC

GGAAGACTACATAGAGGGACAGAAGAAGT

TCGCGGATCCCATATAC PET28c_HB_ORF04_R659A
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R659A rev

R689A for

R689A rev

R690A for

R690A rev

R689/90A_for

R689/90A_rev

N371_for

T7 term

N527 for

T7_term

N475 for

T7 _term

N450_for

T7 term

D737 _for

T7_term

D737 _for

G844 rev

K752_for

T7 term

GTATATGGGATCCGCGAACTTCTTCTGTCC
CTCTATGTAGTCTTCC

GGATTCTGGGCAAGATGGATTGTGATAGAA
TTCCCACACCAATTCC

GGAATTGGTGTGGGAATTCTATCACAATCC
ATCTTGCCCAGAATCC

GGATTCTGGAGAGCATGGATTGTGATAGAA
TTCCCACACCAATTCC

GGAATTGGTGTGGGAATTCTATCACAATCC
ATGCTCTCCAGAATCC

GGATTCTGGGCAGCATGGATTGTGATAGA
ATTCCCACACCAATTCC

GGAATTGGTGTGGGAATTCTATCACAATCC
ATGCTGCCCAGAATCC

TATATACCATGGGCAAAAGGAAAGCACAAA
AAGAC

GCTAGTTATTGCTCAGCGG

TATATACCATGGGCATAACAGTTGAAGATA
TAGAG

GCTAGTTATTGCTCAGCGG

GCCATGGGCTCACTTAGAATTGCGTTTCG

GCTAGTTATTGCTCAGCGG

GCCATGGGTTCTGATAAATCACGTGTG

GCTAGTTATTGCTCAGCGG

CCATGGACTTTGAGGATAGCAGTGCTAATG
TC

GCTAGTTATTGCTCAGCGG

CCATGGACTTTGAGGATAGCAGTGCTAATG
TC

CTCGAGTTACCCCGTACTTATATTGTTATTC
TTCAATC

CCATGGGCAAAAACAGACAGTGTTTACGCA
TTCGTG

GCTAGTTATTGCTCAGCGG

pET28c_H6_ORF04_R689A

pET28c_H6_ORF04_ R690A

pET28c_H6_ORF04_R689/90A

pET28¢c_N371

pET28¢c_N371_H6
pET22b_N371_H6

pET28c_N527
pET28c_N527 H6

pET28¢c_N475_H6

pET28c_N450 H6

pET28¢c_D737

pET28c_D737G844

pET28¢c_K752
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K752 for CCATGGGCAAAAACAGACAGTGTTTACGCA
- TTCGTG
pET28c_K752G844
CTCGAGTTACCCCGTACTTATATTGTTATTC

G844 _rev TTCAATC

Oligodesoxynukleotide fiir die Sequenzierungen

Bezeichnung Sequenz (5’ — 3’)

T7_prom TAATACGACTCACTATAG GG
T7_term GCTAGTTATTGCTCAGCG

Oligodesoxynukleotide fiir die Helikaseaktivititsexperimente

Bezeichnung Sequenz (5’ — 3’)

P25_3 CCGTCGTGCCAGGCCGACGCGTCCC

P25_5 CCATCGGGTGCCTGGCCGCAGCGGC

Pseudo_25 CTTGCATGCCTGCAGGTCGACCAGG

Flap25 GAAGAAGAGTGCACAGAAGAAGAGG

TFO TTCTTTTCTTTCTTCTTTCTTT

P49 GGGACGCGTCGGCCTGGCACGACGGCCGCTGCGGCCAGGCACCCGATGG
P49 rev CCATCGGGTGCCTGGCCGCAGCGGCCGTCGTGCCAGGCCGACGCGTCCC
P49Y_rev TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGCCGTCGTGCCAGGCCGACGCGTCCC
50_b CCTCTTCTTCTGTGCACTCTTCTTCTCCCCAGGAATTCGGTCATAGCTGT
HJ_u CTTGCATGCCTGCAGGTCGACCAGGCCACCCTGGCGCCCTCGAGCAGGAA
HJ_b TTCCTGCTCGAGGGCGCCAGGGTGGGAAGAAGAGTGCACAGAAGAAGAGG

Pseudo_Y ACAGCTATGACCGAATTCCTGGGGACCTGGTCGACCTGCAGGCATGCAAG
TP42_revbio_5 CG[Bio-dTJAACCCGTTCTCGGAGCACTGCAGAACCGCTTTGTGCAGAA

. GCI[BioTEG]JCATCGGGTGCCTGGCCGCAGCGGCCGACGTGCCAGGCCGAC
P50 bio 5

- = GCGTCCC
GGGACGCGTCGGCCTGGCACGTCGGCCGCTGCGGCCAGGCACCCGA [Bio-

P50_bio_3 4TIGGC

Oligodesoxynukleotide fiir die Anisotropiemessungen

Bezeichnung Sequenz (5’ — 3’)

minimumF CTTCTTCTGTGC-Fluo

minimum_rev GCACAGAAGAAG

motiv10Ain17ntF TCTTCTGTGCACTCTTC-Fluo
Motiv10Ain17nt_kompl GAAGAGTGCACAGAAGA
Motiv10Ain17nt4gedAF TCTTCTGAGCACTCTTC-Fluo
orf80duo_rev_F Fluo-AGCTTTTCCTTCAGATCAC
orf80duo_for_F GTGATCTGAAGGAAAAGCT

rand_dir_f3 TTGCCATTGGAATCGGTCCAATGTA-Fluo

rand_rev TACATTGGACCGATTCCAATGGCAA
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80profor_f AAACAGTATTAATAAAGCGTTAATCCTACCT-Fluo
80prorev AGGTAGGATTAACGCTTTATTAATACTGTTT

Oligodesoxynukleotide fiir die Herstellung der Stemloop-Region

Bezeichnung Sequenz (5’ — 3’)

stem_for CAAGTTTTCAATTTTTTAAATTGAATTTTTC

stem_rev GAAAAACGCCATTACTATACAAATATTATC

ORF56_for (Kontrolle) GGAATTCCATATGGCCATGGGTAGACCATAC

ORF56_rev (Kontrolle) CGGGATCCCTCGAGTTACTTCTTTTGTTTATC

stem100_rev TGTATCAAAATAATAGAAAAAAAGTTGG

stem55/100 TTGAGTCCTTCAAGTTTTCAATTTTTTAAATTGAATTTTTCATC
TGTAATGACCA

TGGTCATTACAGATGAAAAATTCAATTTAAAAAATTGAAAACT

stemd5_rev TGAAGGACTCAA

Oligodesoxynukleotide, die als Einzel- und Doppelstrangsubstrat verwendet wurden

Bezeichnung Sequenz (5° — 3’)
K574A for GTACATCTTTAATGCGGCTATACTTCTCACCGGTGCTGGGG
— CAAACGGG

CCCGTTTGCCCCAGCACCGGTGAGAAGTATAGCCGCATTAA

KS74A_rev AGATGTAC

Tabelle 2-11: Bakterien- und Phagenstamme

Stamm Genetische Marker Referenz

E. coli BL21-CodonPlus E. coli B F~ ompT hsdS(rs" mg") dem” Tet' gal Stratagene,
(DE3)-RIL strain N(DE3) endA Hte [argU ileY leuW Cam'] La Jolla CA (USA)

E coli XL1-Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 Stratagene,
' relA1 lac [F’ proAB lacl’Z.M15 Tn10 (Tef)]  La Jolla CA (USA)
Promega,

R408 helper phage Madison WI (USA)

Tabelle 2-12: Plasmide

Plasmid Referenz

pBluescript Il (SK+) Stratagene, La Jolla CA (USA)
pET22b Novagen, Darmstadt

pET28c Novagen, Darmstadt

pGEM-T Promega GmbH, Mannheim
pJET1.2/blunt Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
pMJ5 Prof. Dr. Hopfner, LMU Miinchen

pUC_pRN1 (Keeling et al., 1996)
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2.2 Puffer, Losungen und Medien

Puffer und Medien wurden mit VE-Wasser (voll entsalzt; Hausanlage) angesetzt und autoklaviert.
Komponenten, welche thermolabil waren, wurden mit Sterilfiltern der PorengréfRe 0,22 um sterilfiltriert
und nachtraglich zugegeben. Die Einstellung des pH-Werts erfolgte mit dem pH-Meter (Mettler Toledo,
Greifensee (CH)).

2.2.1 Bakterienndhrmedien

2x YT-Medium LB-Medium Psi-Medium

54g/l NaCl 10 g/l NaCl 54g/l MgCl,

16 g/l Trypton 10 g/l Trypton 20 g/l Trypton

10 g/l Hefeextrakt 54l Hefeextrakt 54l Hefeextrakt
pH 7,0 pH 7,0 pH 7,6 mit NaOH eingestellt
5x M9 Minimal Salts M9-Medium

33,9 g/l Na,HPo, 200 ml/l 5x minimal Salts

15 g/l KH,PO, 20 mi/ 1 M Glucose (steril filtriert)

2,549l NaCl 20 ml/l 1 M MgSO, (steril filtriert)

54l NH,CI 1 mi/l 1M CaCl, (steril filtriert)

sterilfiltriert sterilfiltriert

Alle Medien wurden, soweit nicht anders angegeben, vor dem Gebrauch autoklaviert.

2.2.1.1 Medienzusiatze

2.21.1.1 Agar
Die Herstellung von Festmedien erfolgte durch Zugabe von 1,2% (w/v) Agar zu den jeweiligen Medien.

Im Anschluss daran wurden die Medien autoklaviert.

2.2.1.1.2 Antibiotika

Zur Herstellung einer Stammlésung mit der Konzentration 100 mg/ml wurde das Antibiotikum in
70%-igem Ethanol (Chloramphenicol) bzw. H,O (Ampicillin, Kanamycin) geldst, sterilfiltriert und bei
-20°C gelagert. Die Zugabe des Antibiotikums erfolgte nach dem Abkihlen der autoklavierten Medien
auf ca. 50°C. Die Medien wurden auf eine Ampicillin-Endkonzentration von 100 pjg/ml,
Chloramphenicol-Endkonzentration von 34 pg/ml und Kanamycin-Endkonzentration von 50 ug/ml

eingestellt.
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2.2.2 Puffer fiir die Herstellung chemisch kompetenter E.coli-Zellen

1x Tfb | 1x Tfb 1l

30 mM KOAc 10 mM NaMOPS
50 mM MnCl, 75 mM CaCl,

100 mM RbCI 10 mM RbCl

10 mM CaCl, 15% (viv) Glycerin
15% (v/iv) Glycerin pH 6,5 mit NaOH eingestellt

pH 5,8 mit HAc eingestellt

2.2.3 Losung fiir die Gewinnung einzelstrangiger DNA aus Phagen

1x Prazipitationspuffer
20% (v/v) PEG8000
25M NaCl

2.2.4 Puffer fiir die Phenol/Chloroformextraktion

1x TE-Puffer mit RNase A

10 mM Tris-Base
0,1 mM EDTA
10 pg/mi RNase A

pH 8,0 mit HCI eingestellt

2.2.5 Puffer fir die Polymerasekettenreaktion (PCR)

1x PCR-Reaktionspuffer

20 mM Tris-Base
10 mM KCI

10 mM (NH4),SO,
2mM MgSO,
0,1% Triton X-100
0,1 mg/ml BSA

pH 8,8 mit HCI eingestellt
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2.2.6 Puffer fiir enzymatische Reaktionen mit DNA

1x Ligase-Puffer 1x T4 PNK-Puffer

50 mM Tris-Base 70 mM Tris-Base
10 mM MgCl, 10 mM MgCl,

10 mM DTT 5 mM DTT

1 mM ATP pH 7,6 mit HCI eingestellt

pH 7,5 mit HCI eingestellt

2.2.7 Puffer fiir die Agarosegelelektrophorese
Agarosegel (0,7-2,0%)
0,7-2,0% Agarose (w/v) in 0,5 x TBE

1x AP-Puffer

50 mM Bis-Tris-Propan
1 mM MgCl,

0,1 mM ZnCl,

pH 6,0 mit HCI eingestellt

DD (Denaturierender DNA)-Puffer ND (Nativer DNA)-Puffer

0,1% (wlv) Bromphenolblau 0,1% (w/v) Bromphenolblau
0,1% (w/v) Xylencyanol 0,1% (w/v) Xylencyanol
80% (v/v) Formamid 75% (viv) Glycerin

10 mM EDTA 0,1 mM EDTA

1x TBE (Tris/Borat/EDTA)
90 mM Tris-Base

1 mM EDTA

pH 8,3 mit H3BO; eingestellt

2.2.8 Puffer fiir die Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

2.2.8.1 Denaturierende PAGE

Denaturierendes PAA-Gel

6-10% (v/v) Acrylamid:Bisacrylamid (19:1)
0,56% (v/v) 10% APS

0,1% (v/v) TEMED

0,83 M Urea

1x TBE

2.2.8.2 Native PAGE
PAA-Gel (6-15%)
6-15% (v/v) Acrylamid:Bisacrylamid (29:1) in 0,5 x TBE
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2.2.8.3 Diskontinuierliche SDS-PAGE nach Schagger und von Jagow
Trenngel 9-17% (v/v) Acrylamid:Bisacrylamid (29:1) in 1x Gelpuffer und 15% Glycerin
Sammelgel 6% (v/v) Acrylamid:Bisacrylamid (29:1) in 1x Gelpuffer

1x SDS-Probenauftragspuffer 1x Kathodenpuffer 1x Gelpuffer

0,056 M Tris-Base 0,1M Tris 1™ Tris-Base

4% (wiv) SDS 0,1M Tricin 0,1% SDS

12% (viv) Glycerin 0,1% (w/v) SDS pH 8,45 mit HCI eingestellt
2% (viv) 2-Mercaptoethanol pH 8,25 mit HCI eingestellt

0,025% (v/v) Coomassie 250 G
pH 6,8 mit HCI eingestellt

Farbelosung Entfarbelésung 1x Anodenpuffer
10%  Essigsaure 10%  Essigsaure 0,2M Tris
30%  Ethanol 30%  Ethanol pH 8,9 mit HCI eingestellt

0,2% Coomassie 250 G

2.2.9 Puffer fiir den Westernblot

1x PBS-T 1x AP-Puffer 1x Transferpuffer

138 mM NaCl 100 mM Tris-Base 25 mM Tris-Base
2,7 mM KCI 100 mM NaCl 192 mM Glycin
4,7 mM Na,HPO, 5mM MgCl, pH 8,6 mit HCI eingestellt
1,4 mM KH,PO, pH 9,5 mit HCI eingestellt

0,02% Tween 20

pH 7,5

1x Blocking-Puffer
5% (w/v) Milchpulver in 1x PBS-T

2.2.10 Puffer fur die Chromatographie

2.2.10.1 Talon

1x Puffer A 1x Puffer B

25 mM Na-Phosphat 25 mM Na-Phosphat
300 mM NaCl 300 mM NaCl

2M Urea 2M Urea

6 mM Imidazol 150 mM Imidazol

pH 5-9 mit H;PO,4bzw. NaOH eingestellt pH 5-9 mit H;PO,4 bzw. NaOH eingestellt
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2.2.10.2 EMD SO;/EMD DEAE/EMD TMAE

1x Puffer A
25 mM Na-Phosphat
pH 5-9 mit H;PO,4 bzw. NaOH eingestellt

2.2.10.3 Hydroxylapatit

1x Puffer A
10 mM Na-Phosphat
pH 5-9 mit H;PO, bzw. NaOH eingestellt

2.2.10.4 EMD Propy!l

1x Puffer A
20 mM Na-Phosphat
4,1 M NH;SO,

pH 5-9 mit H;PO, bzw. NaOH eingestellt

2.2.10.5 Gelfiltration (TSK-gel G3000SW)

1x Puffer A

25 mM K-Phosphat
150 mM KCI

pH 7,0

2.2.11 Puffer fiir die Dialyse von Proteinen

1x Dialysepuffer 1

25 mM Na-Phosphat
100 mM NaCl

40% (viv) Glycerin
0,01% (v/v)
pH 7,0

2-Mercaptoethanol

1x Puffer B
25 mM Na-Phosphat
1M NaCl

pH 5-9 mit H;PO,4 bzw. NaOH eingestellt

1x Puffer B
300 mM Na-Phosphat
pH 5-9 mit H;PO, bzw. NaOH eingestellt

1x Puffer B
H,O

GF6-Standard

0,1 mg/ml Thyreoglobulin (670 kDa)
0,1 mg/ml Amylase (200 kDa)

0,1 mg/ml Ovalbumin (43 kDa)

0,1 mg/ml Ribonuklease (13,7 kDa)
0,1 mg/ml Aprotinin (6,5 kDa)

0,01 mg/ml PABA

1x Dialysepuffer 2

25 mM Na-Phosphat
100 mM NaCl

pH 7,0
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2.2.12 Puffer fiir die Untersuchung der Proteinaktivitaten

2.2.12.1 ATPase-, Translokations- und Entwindungsaktivitat

1x Reaktionspuffer

25 mM Tris-Base
1mM DTT
10 mM MgCl,

pH 7,5 mit HCI eingestellt

2.2.12.2 Triple-Helix-Entwindung

1x Triple-Helix-Stoppuffer 5x Triple-Helix-Laufpuffer 5x MM-Puffer

75% (wiv) Glucose 200 mM Tris-Base 125 mM MES
15% (wiv) SDS 25mM NaOAc 50 mM MgCl,
250 mM MOPS 5mM MgCl, pH 5,5

2 mg/mi Bromphenolbla  pH 5,5 mit HAc eingestellt

1 mg/ml Proteinase K

2.2.12.3 dsPlasmid-Entwindung

10x S1 Nukleasereaktionspuffer

500 mM NaAc
28M NaCl
45 mM ZnS0O,
pH 4,5

2.2.12.4 Fluoreszenzanisotropie

5x Fluoreszenzanisotropiepuffer

100 mM Tris-Base
500 mM KCI

50 mM MgCl,
0,05% Tween 20

pH 7,5 mit HCI eingestellt

2.2.12.5 CD-Spektroskopie

1x PBS

138 mM NaCl

2,7 mM KCI

4,7 mM Na,HPO4

1,4 mM KH,PO4
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2.2.12.6 Limitierende Proteolyse

1x Proteolysepuffer

25 mM Tris-Base
1 mM DTT

10 mM MgCl,

10 mM CaCl,

pH 7,5 mit HCI eingestellt

2.2.12.7 Glyceringradientenzentrifugation

1x Puffer A 1x Puffer B
17% (vIv) Glycerin 34% (viv)
2mM MgCl, 2mM

1x PBS-Puffer 1x

0,15% (v/v)

2.2.12.8 DNase-l-Nuklease-Footprint

10x DNase-I-Nukleasereaktionspuffer

100 mM Tris-Base
25mM MgCl,
5mM CaCl,

pH 7,6 mit HCI eingestellt

2.2.12.9 KMnO4-Footprint

10x Footprint-Stoppuffer

500 pg/ml Proteinase K
100 mM EDTA
10 % SDS

10 mM 2-Mercaptoethanol

Glycerin
MgCl,
PBS-Puffer
Glutaraldehyd
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2.2.13 GroRenstandards fiir die Gelelektrophorese
Bei Gelelektrophoresen wurde zur GréRenbestimmung doppelstrangiger DNA-Fragmente sowie von
Proteinen ein Molekulargewichtsstandard aufgetragen.

2.2.13.1 DNA-Standards

Eurogentec SmartLadder DNA Standard
Fragmentgrofien: 200/400/600/800/1000/1500/2000/2500/3000/4000/5000/6000/8000/10000 bp

Invitrogen 10 bp DNA Ladder
FragmentgroRen: 10-330 bp in 10 bp Schritten

2.2.13.2 Proteinstandards

Fermentas PageRuler™ Prestained Protein Ladder
MarkergréfRen: 11/17/26/34/43/56/72/95/130/170 kDa

Fermentas PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus
MarkergroRen: 11/17/28/36/55/72/95/130/250 kDa

Jena Bioscience Protein Molecular Weight Marker

Markergrélen: 14,0/18,4/28,5/37,6/66,2/97,4/116,0 kDa
Laborstandard
Markergréfen: 14,4/ 20/ 30/ 43/ 67/ 116/ 170/ 212

peqlab Peqgold Protein Marker |
Markergréen: 14,4/18,4/25,0/35,0/45,0/66,2/116,0 kDa
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2.3 Methoden

Bei allen Konzentrationsangaben handelt es sich um die Endkonzentration im entsprechenden

Ansatz.

2.3.1 Anzucht von Bakterien

Es wurden Volumina von 1 ml bis 4000 ml Medium (LB, 2x YT, Psi, M9) in Schikanekolben bzw.
Glasfermentern mit E. coli XL1-Blue bzw. E. coli BL21-CodonPlus beimpft, welche von frischen
Vereinzelungsplatten oder Ubernachtkulturen (UNK) stammten. Die Bakterien wurden bei RT bzw.
37°C auf einem Rundschittler (160 rpm) bzw. in einem Glasfermenter bei ausreichender Luftzufuhr
entweder bis zur gewiinschten Zelldichte (ODgo) angezogen oder, falls es sich um UNK handelte,
12 bis 18 h inkubiert.

2.3.2 Herstellung kompetenter E. coli und Transformation

2.3.2.1 Rubidiumchloridmethode zur Herstellung kompetenter E. coli

Es wurden 100 ml Psi-Medium (37°C) mit entsprechendem Antibiotikum in einem Schikanekolben mit
1 ml einer UNK beimpft und auf einem Rundschittler (160 rpm) bei 37°C inkubiert. Nachdem die
Kultur eine ODgyp von 0,5 erreicht hatte, wurde die Kultur 15 min auf Eis inkubiert. Die
Bakteriensuspension wurde anschlieRend fir 5 min bei 4°C mit 5000 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet wurde in 40 ml (2/5 des Originalvolumens) kaltem Tfb |
resuspendiert. Es folgte eine Inkubation von 15 min auf Eis. Im Anschluss daran wurde die
Suspension fiir 5 min bei 4°C mit 5000 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet wurde in 4 ml (1/25 des Originalvolumens) kaltem Tfb Il resuspendiert. Es folgte eine
Inkubation von 15 min auf Eis. Anschlie®end wurden 100 pl Aliquots in flissigem Stickstoff

eingefroren. Die Aliquots wurden bei -70°C gelagert.

2.3.2.2 Transformation von E. coli

Kompetente E. coli wurden auf Eis aufgetaut. 100 yl kompetente Bakterien wurden mit 50-100 ng der
zu transformierenden DNA bzw. 15 pl Ligationsansatz gemischt. Nachdem der Ansatz 15 min auf Eis
inkubiert wurde, erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir 45 s. Im Anschluss daran wurde der Ansatz
weitere 2 min auf Eis abgekihlt und nach Zugabe von 1 ml LB-Medium (RT) 1 h bei 37°C unter
Schitteln im Heizblock inkubiert. Nach Zentrifugation fir 5 min mit 2000 g wurde der
Transformationsansatz dekantiert, das Zellpellet im Ruicklauf (ca. 100 ul) resuspendiert und auf LB-
Selektivplatten (mit dem entsprechendem Antibiotikum) ausplattiert.

Auf diesen Platten wachsen spezifisch nur die Klone, welche das Plasmid aufgenommen haben.
2.3.3 Praparation und Nachweis von Nukleinsauren
2.3.3.1 Schnellpraparation von Plasmid-DNA

Nach der Transformation von E. coli XL1-Blue mit dem gewiinschten Plasmid, wurden jeweils 750 pl

LB-Medium (mit dem entsprechenden Antibiotikum) mit jeweils einer Kolonie beimpft und tber Nacht
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(G.N.) bei 37°C geschiittelt. AnschlieRend wurden 500 pl der Kultur entnommen und mit 500 pl
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1) 1 min auf dem Vortexer gemischt. Zur Phasentrennung
wurden die Proben dann fir 5 min mit 13000 g zentrifugiert.

Die obere, wassrige Phase, welche die DNA enthalt, wurde abgenommen und mit 500 pl Isopropanol
gefallt. Nach einer Zentrifugation fiir 10 min bei 13000 g wurden die Pellets mit 200 ul 70%-igem (v/v)
Ethanol zwei Mal gewaschen und anschlieBend getrocknet. Danach wurden sie in 20 pl TE-Puffer mit

10 pg/ml RNase A resuspendiert und mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten.

2.3.3.2 Mini- und Midipraparation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde entweder mittels Mini- oder Midipraparation in Abhangigkeit von der gewlnschten
Ausbeute von Plasmid-DNA isoliert. Die Isolierung der niedermolekularen DNA erfolgte mittels
alkalischer Lyse, bei welcher sowohl die chromosomale als auch die Plasmid-DNA sowie bakterielle
Proteine aufgrund des stark alkalischen pH-Werts denaturiert werden. Nach der alkalischen Lyse
erfolgte eine Neutralisierung der Reaktion mit saurem Puffer.

Die Plasmidmolekiile wurden mittels Zentrifugation gewonnen, da die bakteriellen Proteine,
Membranen sowie die chromosomale DNA denaturiert vorlagen und abzentrifugiert wurden, wahrend
die Plasmidmolekiile gelést im Uberstand erhalten blieben. Die Plasmid-DNA wurde aus diesem dann
mit Hilfe kommerzieller Silica-basierter Sdulchen nach Anleitung des Herstellers (peqglab bzw. Qiagen)
isoliert und aufgereinigt.

Wahrend der Lyse war darauf zu achten, dass diese nicht zu lange gewahlt wurde, weil einerseits die
Gefahr bestand, dass ebenfalls chromosomale DNA geschert und freigesetzt und andererseits die

Plasmid-DNA irreversibel denaturiert werden konnte.

2.3.3.3 Praparation einzelstrangiger Plasmid-DNA

Um einzelstrangige Plasmid-DNA zu gewinnen, wurde der pBluescript Il (SK+) Vektor (Stratagene, La
Jolla CA (USA)) verwendet. Die gewlinschte DNA-Sequenz kann in die multiple cloning site dieses
Vektors kloniert werden. Nach Infektion der E. coli-Kultur mit einem Helferphagen wird verpackte
einzelstrangige DNA sekretiert. Zuerst wurden kompetente E. coli XL1-Blue-Zellen mit dem
gewinschten Plasmid transformiert. Anschlieend wurden 100 ml LB-Medium mit einem
entsprechendem Klon sowie 10° pfu/ml (MOI=10) des Helferphagen R408 (Promega, Madison WI
(USA)) angeimpft. Daraufhin erfolgte eine ca. 20-stiindige Inkubation bei 37°C, bis die Kultur die
stationare Phase erreicht hatte. Im Anschluss wurden die Zellen durch Zentrifugation fir 20 min bei
4°C mit 4000 g abgetrennt und die einzelstrangige pBluescript-DNA aus dem Uberstand mittels
Prazipitationspuffer (1/6,5 des Originalvolumens) gewonnen.

Zur Erhéhung der Ausbeute erfolgte die Fallung der DNA (iber Nacht bei 4°C. Danach wurde die DNA
fur 20 min bei 21500 g zentrifugiert und in 0,3 M NaOAc, pH 6.0 gel6st. Abschliel3end erfolgte eine
Phenol/Chloroformextraktion und eine Ethanolféllung, um vorhandene Verunreinigungen zu entfernen.

Danach konnte die DNA in 500 yl TE-Puffer geldst und verwendet werden.
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2.3.3.4 Phenol/Chloroformextraktion

Die Nukleinsaurelésung wurde im ersten Schritt mit 1 Volumen Phenol (pH 8,0) und im zweiten Schritt
mit 1 Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (25:1, v/v) versetzt. Nach jedem der Schritte wurde der
Ansatz fir 1 min gevortext und fir 10 min bei 4°C mit 15000 g zentrifugiert, um die Phasentrennung
der wassrigen und organischen Phase zu beschleunigen. Die wassrige Phase wurde vorsichtig
abgezogen und in ein neues Eppendorfgefal} tberfuhrt.

Der Phenol-Chloroformextraktion schloss sich eine Ethanolprazipitation an. Das Nukleinsaure-

sediment wurde im gewulnschten Volumen VE-Wasser resuspendiert.

2.3.3.5 Ethanolprazipitation

Zur Prazipitation der DNA wurde der Ansatz mit 1/10 Volumen 3 M NaAc versetzt, da Nukleinsauren in
Gegenwart monovalenter Kationen in Ethanol einen unldslichen Niederschlag bilden, welcher
abzentrifugiert werden kann. Zur wassrigen Nukleinsaurelésung wurde das 2,5- bis 3-fache Volumen
Ethanol (99,8 Vol-% p.a.) zugegeben. Der Ansatz wurde fir mindestens 1 h bzw. tUber Nacht bei
-20°C oder in flissigem Stickstoff fir 10 min inkubiert. Die Prazipitation der Nukleinsduren erfolgte
durch anschlieRende Zentrifugation far 25 min bei 4°C mit 13000 rpm. Zur Beseitigung mitgefallter
Salze wurde das Sediment mit 70%-igem Ethanol gewaschen, bei RT getrocknet und in VE-Wasser

aufgenommen.

2.3.3.6 Bestimmung der Konzentration von DNA

Die Konzentration ¢ der DNA wurde spektrophotometrisch bestimmt. Dazu wurde die DNA
entsprechend verdinnt. Mit einem Beckman DU640-Spektrophotometer wurde die UV-Absorption bei
260 und 280 nm gemessen. Die Messung erfolgte in Quarzkivetten mit einer Schichtdicke von
10 mm. Als Referenz diente der entsprechende Puffer. Die Konzentration wurde aus der OD,g9 nach

folgenden Formeln fur einzelstrangige (Gleichung 2-1) und doppelstrangige (Gleichung 2-2) DNA

berechnet:
¢ [ug/ml] = OD,g * Verdiinnungsfaktor x 33 ug/ml Gleichung 2-1
¢ [ug/ml] = OD,g * Verdiinnungsfaktor x 50 ug/ml Gleichung 2-2

Zusatzlich wurde das Verhaltnis OD,g/OD,gy berechnet, welches idealerweise einen Wert von 2,0

annehmen sollte.

2.3.4 Klonierung von DNA-Fragmenten

2.3.4.1 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Die PCR wurde im Jahr 1986 von dem Kalifornier Karry B. Mullis entwickelt (Mullis et al., 1986). Die
PCR ist ein Verfahren, bei welchem Nukleinsdureabschnitte exponentiell bzw. linear amplifiziert, aber
auch mutagenisiert werden kénnen. Bei diesem Verfahren wurde eine dreistufige, zyklische Reaktion
angewandt, die in folgende Schritte unterteilt ist: Denaturierung, Oligodesoxynukleotidanlagerung und
Verlangerung.

Fir die PCR wurden eine Ausgangs-DNA (Matrize), Oligodesoxynukleotide, Desoxyribonukleosid-5'-
Triphosphate (dNTPs), Puffer und zumindest eine thermostabile DNA-Polymerase bendtigt. Bei den
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durchgefiihrten PCR-Reaktionen wurde unter anderem ein Gemisch aus Taq und Pfu DNA-
Polymerase (25 U:1 U) verwendet, da die 3’-5 Exonucleaseaktivitat der Pfu Polymerase zu einer

verminderten Fehleranzahl gegentiber der Taq Polymerase alleine fiihrt.

10 pl PCR-Reaktionsansatz:

ca.2ng Matrizen-DNA

1 uM Vorwarts-Oligodesoxynukleotid

1 uM Ruckwarts-Oligodesoxynukleotid
06U Thermostabile DNA-Polymerasen
1x Polymerasepuffer

200 uM dNTPs

Die Reaktionen im Thermocycler wurden nach folgendem Temperatur-Zeit-Profil durchgefihrt:

Bedingungen:

Denaturierung 95°C 30s

Anlagerung 40-60°C 30s 30 Zyklen
Verlangerung 72°C 30s
AbschlielRende Verlangerung 72°C 2,5 min

Die Anlagerungstemperatur sollte 5°C unter der Schmelztemperatur (T,) desjenigen
Oligodesoxynukleotids liegen, welches die geringere T,, besitzt. Die T, eines Oligodesoxynukleotids

l&sst sich nach folgender Gleichung abschatzen:

Tm=4*(Anzahl G bzw. C)+2*(Anzahl A bzw. T) Gleichung 2-3

Bei G, C, A sowie T handelt es sich um die entsprechenden Nukleotide.
Alle mit PCR generierten DNA-Fragmente wurden durch die Firma MWG (Ebersberg) mittels
Sequenzierung auf ihre Richtigkeit Uberpruft.

2.3.4.2 Verwendung von Klonierungsvektoren

2.3.4.2.1 pGEMT

Der lineare Klonierungsvektor pGEM-T (Promega GmbH, Mannheim) besitzt an beiden Enden einen
einfachen T-Uberhang. Da durch die PCR-Reaktion mit Taq und Pfu Polymerase PCR-Fragmente mit
A-Uberhangen resultieren, kdénnen diese mit dem Klonierungsvektor direkt ligiert werden. Es wurde
dabei nach den Vorschriften des Herstellers verfahren. Allerdings wurde nur 1/5 der angegebenen
Plasmidmenge (10 ng) eingesetzt.

Die Plasmide wurden durch die Firma MWG (Ebersberg) mittels Sequenzierung auf ihre Richtigkeit

Uberprift und dann fir die weitere Klonierung verwendet.
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2.3.4.2.2 pJET1.2/blunt

Nach der PCR-Reaktion mit der Pfu Polymerase wurden die PCR-Fragmente mit dem Blunting
Enzyme (GeneJET™ PCR Kit, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) behandelt und anschlieliend mit dem
linearen Klonierungsvektor pJET1.2/blunt, welcher ebenfalls glatte Enden besitzt, mittels T4 Ligase
ligiert. Es wurde dabei nach den Vorschriften des Herstellers verfahren.

Auch hier wurden die Plasmide durch die Firma MWG (Ebersberg) mittels Sequenzierung auf ihre

Richtigkeit Gberprift und dann fir die weitere Klonierung verwendet.

2.3.4.3 Quickchange-Mutagenese

Die Quickchange-Mutagenese wurde nach Vorgabe des Herstellers Stratagene (La Jolla, USA)
durchgefiuihrt. Um spezifische Mutationen in das Gen von ORF904 einzufiihren, wurden
2 komplementare Primer eingesetzt, welche beide die gewiinschte Modifikation der Sequenz
enthielten (siehe 2.1, Tabelle 2-10). Zur Verlangerung der Primer wurde Pfu Polymerase in PCR-
Reaktionspuffer mit ca. 25 ng Matrizen-DNA eingesetzt. Es wurden 16 Zyklen durchgefihrt, was
zusammen mit der Verwendung der Pfu Polymerase zu einer Verringerung von Fehlern bei der PCR
fuhrte. AnschlieRend wurde die Matrizen-DNA mittels Dpnl verdaut, welches seine
Erkennungssequenz GATC nur schneidet, wenn das Adenosin methyliert vorliegt. Die verbleibende
neu synthetisiete DNA wurde in E. coli XL1Blue transformiert, anschlieRend prapariert und

sequenziert.

2.3.4.4 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Die Sequenzierung von DNA wurde von MWG (Ebersberg) nach der Didesoxykettenabbruchmethode
(Sanger et al., 1977) durchgefuhrt. Bei dem hier angewandten PCR-Verfahren, der zyklischen
Sequenzierung, werden die Nukleinsduren nicht exponentiell, sondern linear amplifiziert, da nur ein
Oligodesoxynukleotid zur Komplementierung des DNA-Stranges eingesetzt wird.

Dieses PCR-Verfahren wird verwendet, um die Sequenz eines PCR-Produktes direkt analysieren zu
kénnen. Die Sequenzierung erfolgt wahrend des Amplifikationsschritts und wird durch
fluoreszenzmarkierte 2’,3’-Didesoxynukleotide (ddNTPs) terminiert. Bei den ddNTPs handelt es sich
um Nukleotidanaloga, die zwar von der DNA-Polymerase akzeptiert und in den Strang eingebaut
werden, aber keine 3’-Hydroxylgruppe besitzen, was zum Strangabbruch fuhrt.

Hierzu wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefal® 0,6 ug der zu sequenzierenden DNA mit 15 pmol

Sequenzierprimer in einem Gesamtvolumen von 15 ul an das Sequenzierlabor verschickt.

2.3.5 Enzymatische Reaktionen mit DNA

2.3.5.1 Restriktionsanalysen

Restriktionsanalysen von DNA-Molekilen wurden mit Restriktionsendonukleasen (NEB, Frankfurt am
Main) durchgefiihrt. Diese sind bakteriellen Ursprungs und spalten die Phosphodiesterbindungen an
den Erkennungsstellen der doppelstrangigen Nukleinsduren hydrolytisch.

Restriktionsenzyme wurden eingesetzt, um DNA-Fragmente fir Klonierungen zu isolieren und um die

gespaltenen DNA-Molekile mit Hilfe elektrophoretischer Auftrennung charakterisieren zu kénnen.



Material und Methoden 37

Definition von Unit (U):
1 U Enzym entspricht der Menge eines Restriktionsenzyms, mit welcher 1 ug Referenz-DNA in 1 h

vollstandig gespalten wird.

Der flir die Restriktion verwendete Reaktionsansatz enthielt die entsprechenden
Restriktionsendonukleasen, die zu spaltende Nukleinsdure, 1x NEB-Puffer und wenn nétig BSA
(Bovine Serum Albumin). Nach der Restriktion wurden die Enzyme, wenn maglich, fir 20 min bei 65°C

hitzeinaktiviert und die DNA anschlief3end aufgereinigt.

Ein analytischer Restriktionsansatz (8ul) setzte sich wie folgt zusammen:
0,4 ug DNA, 2 U Restriktionsenzym, 1x BSA (falls nétig), 1x NEB-Puffer (enzymspezifisch) und H,O.

Ein praparativer Restriktionsansatz (50 pl) setzte sich wie folgt zusammen:
3 pg DNA, 7 U Restriktionsenzym, 1x BSA (falls nétig), 1x NEB-Puffer (enzymspezifisch) und H,O.

2.3.5.2 Enzymatische Phosphorylierung

Um DNA zu phosphorylieren, wurde mittels der T4 Polynukleotidkinase das y-Phosphat von ATP auf
das 5-Ende der DNA (bertragen. Die fir die Helikaseaktivitdtsexperimente verwendeten
Oligodesoxynukleotide wurden mit v-[*?P]-ATP radioaktiv markiert. In einem 10 pl Ansatz wurden 1uM
Oligodesoxynukleotide, 1x PNK-Puffer, 200 nM v-[**P]-ATP und 5 U T4 Polynukleotidkinase fir 1,5 h
bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die T4 Polynukleotidkinase fir 20 min bei 65°C
hitzeinaktiviert.

2.3.5.2.1 Hybridisierung

Die Hybridisierung komplementarer Oligodesoxynukleotide erfolgte im Heizblock. Ein &quimolares
Gemisch der zu hybridisierenden Oligodesoxynukleotide wurde zunachst 5 min auf 95°C erhitzt, um
alle Sekundarstrukturen zu l6sen. AnschlieRend wurde der Heizblock ausgeschaltet, um die Probe
langsam auf RT abkihlen zu lassen. Dies gewahrleistete eine vollstandige Hybridisierung der

komplementaren Oligodesoxynukleotide.

2.3.5.3 Enzymatische Dephosphorylierung

Der 5-Terminus von DNA-Molekilen wurde mit der antarktischen Phosphatase (AP, New England
Biolabs) dephosphoryliert. Dabei wurde nach Vorschrift des Herstellers verfahren. Nach der
Dephosphorylierung wurde das Enzym fiir 15 min bei 60°C hitzeinaktiviert.

Vor dem Einsatz in Ligationen wurden Plasmide stets dephosphoryliert, um die Moglichkeit einer

Ruckligation zu verringern.
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2.3.5.4 Ligation

Ligationen wurden mit der T4 DNA Ligase in 1x Ligasepuffer durchgefihrt. Dabei erfolgt eine
kovalente Verknupfung zwischen Vektor-DNA und einzufigendem DNA-Fragment (Insert).
Voraussetzung fur die kovalente Verknupfung sind kompatible Enden. Daher wurden in das Insert
mittels PCR-Mutagenese die im Vektor enthaltenen Schnittstellen eingefiihrt, um kompatible Enden zu
schaffen. Die Ligationsansatze wurden U.N. bei 16°C inkubiert. AnschlieRend wurde E. coli XL1-Blue

mit dem gesamten Ligationsansatz (15 pl) transformiert.

2.3.5.5 Herstellung eines radioaktiv markierten DNA-Standards

Zuerst wurde der 10bp-Standard (Invitrogen, Karlsruhe) dephosphoryliert. In einem 10 yl Ansatz
wurden 5 ug Standard mit 1x AP-Puffer und 2,5 U Antarktischephosphatase fiir 30 min bei 37°C
inkubiert. Danach wurde die Phosphatase fiir 15 min bei 60°C hitzeinaktiviert. Fir die radioaktive
Markierung wurden in einem 10 ul Ansatz 2 pl des dephosphorylierten Standards, 1x PNK-Puffer,
150 nM y-[*P]-ATP und 5 U T4 Polynukleotidkinase fiir 1,5 h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde
der Ansatz mit 35 pl DD-Puffer (siehe 2.2.7) versetzt und 5 min bei 95°C inkubiert. Auf einem Gel
dienten dann 2-3 pl als Standard.

2.3.6 Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese handelt es sich um eine Auftrennung von Nukleinsauren oder Proteinen im
elektrischen Feld innerhalb eines festen Tragermaterials. Bei diesem Tragermaterial kann es sich um
Agarose oder Polyacrylamid handeln. Die Auftrennung der Nukleinsduren und Proteine ermdglicht

eine Konzentrations- und Gré3enbestimmung.

2.3.6.1 Agarosegelelektrophorese

Die Agarose wurde in 0,5x TBE (Tris/Borat/EDTA, pH 8,3) gelost und in eine GelgieRapparatur
(Technik, Universitat Bayreuth) gegossen. Zur GroRenbestimmung der DNA-Fragmente wurde ein
Molekulargewichtsstandard (Eurogentec, KéIn) mit den Proben aufgetragen. Als Elektrophoresepuffer
wurden 0,5x TBE verwendet. Die angelegte Spannung lag zwischen 80 und 130 Volt. Zur Detektion
der Nukleinsduren erfolgte eine Farbung mit Ethidiumbromid (3,8-Diamino-5-Ethyl-6-
Phenylphenanthridiniumbromid, EtBr). Die Gele wurden fur ca. 10 min in Wasser mit 0,5 pug/ml EtBr
gefarbt und anschlieflend in Wasser entfarbt, um den Kontrast zu verstarken.

Der Farbstoff EtBr interkaliert in die DNA und wird durch UV-Licht (254-366 nm) angeregt, wodurch
die Nukleinsauren sichtbar werden.

2.3.6.2 Denaturierende PAGE (PolyAcrylamidGelElektrophorese)

Zur Darstellung kurzer (2-200 bp), am 5-Ende radioaktiv markierter DNA-Fragmente wurden
Polyacrylamidgele (PAA-Gele), welche Harnstoff zur Denaturierung der DNA bzw. der DNA-
Proteinkomplexe enthielten, verwendet.

Zur Herstellung der Gele wurde das Sequenziergelsystem von Roth (Karlsruhe) benutzt, welches zur
Herstellung der Acrylamidldsungen in 1XTBE und 8,3 M Harnstoff diente. Es wurden 6%-ige Gele

(0,3 mm Schichtdicke) horizontal zwischen zwei Glasplatten (33 x 40 cm) gegossen.
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Der Lauf erfolgte in der Vertikalgellaufapparatur Modul S2 von Gibco. Nach der Polymerisation wurde
eine Vorelektrophorese fiir 30 min bei 50 W durchgefiihrt.

Die Proben wurden mit 1/3 Volumen denaturierendem Auftragspuffer versetzt und 5 min bei 75°C
erhitzt. Die Elektrophorese wurde fir 1-2 h bei 50°C und mit 70 W in 1x TBE durchgefihrt.

Zur Grolenbestimmung diente ein mit ¥p am 5-Ende markierter 10 bp Standard (Invitrogen,
Karlsruhe).

Nach der Elektrophorese wurden die Gele fir 2 h bei 80°C mit Hilfe der Geltrockenapparatur Dual
Temperature SLAB Gel Dryer (Bio-Rad, Miinchen) getrocknet und auf einem R&ntgenfilm exponiert
oder autoradiographisch im Instantimager analysiert. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe der

Geratesoftware.

2.3.6.3 Native PAGE

Mit nativen PAA-Gelen lassen sich sowohl einzelstrangige als auch doppelstrangige DNA-Substrate
darstellen. Fir die Auftrennung kurzer (25-50 bp), am 5’-Ende radioaktiv markierter DNA-Substrate in
einem Reaktionsansatz wurden 6-15%-ige PAA-Gele angefertigt. Hierzu wurde eine 40%-ige
Acrylamid:Bisacrylamid (29:1)-Stammldsung (Roth, Karlsruhe) in 0,5x TBE verwendet. Die Gele
(1,2 mm Schichtdicke) wurden zwischen einer Glasplatte und einer notched silica Platte horizontal in
einer mighty small Apparatur (10 x 12 cm, Hoefer, Halliston MA (USA)) gegossen.

Der Lauf erfolgte in einer Vertikalgellaufapparatur (Technik, Universitdt Bayreuth). Nach der
Polymerisation wurde eine Vorelektrophorese fir 30 min bei 4°C und mit 10 W durchgefiihrt.

Die Proben wurden mit 1/3 Volumen des nativen Auftragspuffers versetzt und bis zur Beladung des
Gels auf Eis gehalten. Die Elektrophorese wurde fir 30 min bei 4°C und mit 10 W in 0,5x TBE
durchgefiihrt. Zur GréRenbestimmung dienten die entsprechenden mit *P am 5-Ende markierten
Oligodesoxynukleotide (Metabion, Planegg-Martinsried).

Nach der Elektrophorese wurden die Gele autoradiographisch im Instantimager analysiert. Die

Quantifizierung erfolgte mit Hilfe der Geratesoftware.

2.3.6.4 Diskontinuierliche SDS-PAGE nach Schagger und von Jagow

Die SDS-Gelelektrophorese nach Schagger und von Jagow (1987) dient der Analyse von Proteinen
nach deren Aufreinigung und nach deren Crosslinking.

Die Auftrennung erfolgte mit Hilfe eines 6%-igen Sammelgels und 6-17%-igen
Acrylamid/Bisacrylamid-Trenngelen (in Abhangigkeit von der erwarteten Proteingréfle). Die Gele
wurden in einer mighty small Apparatur (10 x 7,5 cm, Hoefer, Halliston MA (USA)) angefertigt.

Der Lauf erfolgte in einer Vertikalgellaufapparatur (Technik, Universitat Bayreuth) fir 45 min mit 15 W.
Die Proben wurden mit 1 Volumen Probenauftragspuffer fir 5 min bei 95°C inkubiert. Anschlielend
wurde das Gel mit den Proben beladen. Als GréRenstandards dienten verschiedene Proteinmarker
(2.2.13.2).

Die Gele wurden nach dem Lauf fur 20 min in der Farbeldsung angefarbt. Anschlielend wurden sie in
der Entfarbelésung unter mehrmaligem Austausch entfarbt, bis der Hintergrund fast farblos war.

Zuletzt wurden sie mittels der Geltrockenapparatur Minidry D61 (Biometra, Gottingen) getrocknet.
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2.3.7 Westernblot

Westernblots wurden durchgefiihrt, um das Vorhandensein von Tags an rekombinanten Proteinen

nachzuweisen.

2.3.7.1 Transfer mittels semi-dry blotting

Proteine wurden mit verschiedenen prestained Markern (2.2.13.2) auf ein PAA-Gel aufgetragen und
getrennt. AnschlieRend wurde auf das Gel eine mit Transferpuffer (siehe 2.2.9) getrankte
Nitrozellulosemembran gelegt. Das Gel und die Membran (auf dem Gel) wurden zwischen je zwei mit
Transferpuffer getrankten Filterpapieren angeordnet und auf einen Panther™Semidry Electroblotter
HEP-1 (Thermo Scientific Owl Separation Systems, Rochester NY (USA)) aufgelegt. Das Blotten

erfolgte bei 1-2 mA/cm? fir mindestens 1,5 h.

2.3.7.2 Antikorperreaktion

Nach dem Transfer wurde die Membran aus der Apparatur entnommen und in 5%-igem (w/v)
Milchpulver in 1x PBS-T inkubiert, um alle noch vorhandenen Proteinbindungsstellen auf der Membran
zu blockieren. Danach wurde die Membran dreimal fur 10 min mit 1x PBS-T gewaschen.
Anschliefend wurde die Membran mit dem a-His6-Antikérper aus Maus (1/3000 in PBS-T) fur
mindestens 2 h inkubiert. Nach der ersten Antikdrperreaktion wurde die Membran dreimal fir je 10 min
mit PBS-T gewaschen.

Danach wurde die Membran mit dem Kaninchen-a-Maus-alkalischen Phosphatasekonjugat (1/3000 in
PBS-T) fir 1 h inkubiert. Nach der zweiten Antikérperreaktion wurde die Membran dreimal fir je
10 min mit 1x PBS-T gewaschen. AnschlieRend wurde die Membran in 20 ml AP-Puffer transferiert.
Fiar die Farbreaktion wurden 100 pl 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxylphosphat (15 mg/ml in DMF) und
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (30 mg/ml in 70% (v/v) DMF) zugegeben. Unter Lichtausschluss wurde
die Membran far mindestens 10 min inkubiert, bis deutliche Banden zu erkennen waren. Abschlielend

wurde die Farbreaktion durch Waschen mit H,O gestoppt und die Membran bei RT getrocknet.

2.3.8 Expression von Proteinen

Fir die Uberexpression aller Proteine wurde der Stamm E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-Ril benutzt.
Dieser Stamm wurde fliir die Expression heterologer Proteine entwickelt. Er enthalt ein pACYC-
basiertes, CoLE1-kompatibles Plasmid (pRARE, cam’) welches tRNAs fiir folgende, in E. coli selten
genutzte Codons kodiert: AUA (ileY), AGG, AGA (beide argl), CUA (leuW). Aulterdem fehlen ihm die
Lon und OmpT Proteasen, welche rekombinante Proteine lysieren kdnnten. Darlber hinaus ist er ein
Lysogen des Phagen ADE3 und enthalt somit eine Kopie der T7 RNA-Polymerase unter der Kontrolle
des lacUV5-Promotors. Das ermoglicht eine Nutzung des pET-Systems (Studier & Moffatt, 1986) zur

Uberexpression von Proteinen nach Induktion mit IPTG.

2.3.8.1 Test auf Uberexpression
Um die Uberexpression der verschiedenen Proteine zu (iberprifen, wurde E. coli CodonPlus(DE3)-Ril
mit den entsprechenden Plasmiden transformiert. Anschlieend wurden Kulturen von je 750 pl

angesetzt und bis zu einer ODgy= 0,5 bei 37°C geschittelt. Dann wurden 200 pl der Kultur
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abgenommen, mit 20 pl sterilem 80%-igem Glycerin versetzt und bei -70°C gelagert. Zu den restlichen
550 pl wurde 1 mM IPTG gegeben, um die Proteinexpression zu induzieren. Nach 4 h wurden 200 pl
jeder Kultur flr 1 min bei 4°C mit 15000 g abzentrifugiert und das Pellet in 20 ul H,O resuspendiert.
Der Aufschluss der Zellen erfolgte durch 10-minitige Inkubation bei 95°C und 10 min im
Ultraschallbad (Sonorex Super RK 106, Bandelin). Daraufhin wurden die Proben mit 20 uyl SDS-
Probenauftragspuffer und 6 M Harnstoff versetzt und mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt. Als
Kontrolle diente eine nicht induzierte Kultur, mit der ebenso verfahren wurde.

Die Uberexpression lieB sich durch das Auftreten einer starkeren Bande nach der Induktion auf Héhe
des entsprechenden Molekulargewichts nachweisen. Die bei -70°C gelagerten Glycerinkulturen

wurden als Ausgangskultur flr die folgenden Fermentationen genutzt.

2.3.8.2 Fermentation und Aufschluss von Zellen

Die Fermentation der Zellen erfolgte fir alle Proteinvarianten von ORF904 bei RT, da hier die Menge
und die Qualitat der exprimierten Proteine optimal waren. Die Fermentation erfolgte in 4 | LB-Medium.
welches mit den notwendigen Antibiotika versetzt wurde. Zur Inokulation wurden 5 ml einer bei 37°C
gewachsenen UNK verwendet. Nach ca. 8 h bei einer ODgyo= 0,5 wurde durch Zugabe von 1 mM
IPTG die Proteinexpression induziert. Nach ca. 26 h bei RT wurden die Zellen durch Zentrifugation fur
8 min bei 4°C mit 8000 g geerntet und bei -20°C gelagert.

Fir die weitere Aufreinigung wurden die Zellen in 40 ml EMD-SO;-Puffer A aufgetaut und
resuspendiert. Um einen moglichen proteolytischen Abbau des Proteins zu verhindern, wurde
Y2 Tablette Complete EDTA-free Protease Inhibitor Mix (Roche, Mannheim) zugesetzt und alle
folgenden Schritte bei 4 °C durchgefiihrt.

Die Zellen wurden mittels Ultraschallstab (Sonifier B15, Branson) fir 5 min bei Ultraschallstufe 4,5 mit
50% Leistung (pulsed) aufgeschlossen. AnschlieRend wurde der Zellaufschluss fir 20 min bei 4°C mit

20000 g abzentrifugiert. Das Protein befand sich dann im Uberstand.

2.3.9 Aufreinigung und Nachweis von Proteinen

2.3.9.1 Analytische Chromatographie

Um zu untersuchen, welches Saulenmaterial (Fractogel EMD SO;, Fractogel EMD DEAE, Fractogel
EMD TMAE, Fractogel EMD Propyl, Hydroxylapatit) flr die Aufreinigung nach der Talonsdule am
besten geeignet ist, wurden Mobicols mit 500 yl Saulenmaterial gepackt und mit 5 ml Puffer A
aquilibriert. AnschlieRend wurden 500 pl der Peakfraktion nach der Talonaufreinigung 1:1 in H,O
verdiinnt (bzw. 1:3 in 4,1 M (NH4),SO,-Lsg. fir EMD Propyl) und mit einer Flussrate von ca. 1 ml/min
auf die Saule aufgetragen.

Der Durchbruch wurde als Fraktion D (Durchbruch) aufgefangen. Danach wurde die Saule mit 1,5 ml
Puffer A (2.2.10) gewaschen und der Durchfluss als Fraktion W (Waschschritt) gesammelt. Das
Protein wurde zweimal mit 200 ul Puffer B (2.2.10) von der Saule eluiert und die Fraktionen als E1
bzw. E2 (Eluat 1 bzw. Eluat 2) gesammelt. Samtliche Fraktionen wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen

und analysiert.
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2.3.9.2 Affinitatschromatographie (Talon)

His-getaggte Varianten von ORF904 wurden in E. coli CodonPlus(DE3)-Ril exprimiert und mittels
IMAC (Immobilized Metal lon Affinity Chromatography) Uber eine Talonsaule aufgereinigt.

Der Rohextrakt wurde auf 450 mM NaCl, 6,25 mM Imidazol, 3 M Harnstoff und pH 7,0 eingestellt.
AnschlieRend wurde fiir 20 min bei 4°C mit 20000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit Hilfe eines
Filters (0,22 pm) filtriert und auf eine mit Talon-Puffer A &quilibrierte Talontropfsaule
(4 ml Saulenvolumen) mit einer Flussgeschwindigkeit von 1ml/min aufgetragen. Mit Hilfe eines
Durchflussspektrometers (LKB 2238 Uvicord Sll, Pharmacia) wurde die Absorption der aufgetragenen
Probe bei 280 nm gemessen und aufgezeichnet.

Der Durchbruch wurde als Fraktion D (Durchbruch) gesammelt. Danach wurde die Sdule mit ca. 5-10
Saulenvolumen Puffer A gewaschen, wobei der hier resultierende Durchfluss als Fraktion W
(Waschschritt) gesammelt wurde. Die Elution erfolgte mit Talon-Puffer B. Es wurden 4 ml Fraktionen

gesammelt. Samtliche Fraktionen wurden auf einem Proteingel analysiert.

2.3.9.3 FPLC-gestiitzte Kationenaustauschchromatographie

Alle Varianten von ORF904 wurden nach der Affinitdtschromatographie mittels EMD SO; Kationen-
austauschchromatographie gereinigt und aufkonzentriert. Dabei wurde der pH-Wert der Puffer fir jede
Proteinvariante auf 1 pH-Einheit unter dem theoretisch ermittelten pl (bestimmt mit VectorNTI)
eingestellt, um die Bindung des Proteins an die Saulenmatrix aufgrund seiner positiven Ladung zu
gewahrleisten. Die Chromatographie wurde an einem FPLC-Gerdt (Pharmacia, Freiburg)
durchgefiihrt. Die proteinhaltigen Fraktionen nach der Talonsaule wurden vereinigt und mit H,O 1:1
verdinnt. Die EMD SOj; Saule (Merck, Darmstadt) wurde mit 10% Puffer B aquilibriert. Das Protein
wurde mit einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min auf die Saule geladen. Mit Hilfe eines
Durchflussspektrometers (LKB 2238 Uvicord Sll, Pharmacia) wurde die Absorption der aufgetragenen
Probe bei 280 nm gemessen und aufgezeichnet.

Der Drurchbruch wurde als Fraktion D (Druchbruch) gesammelt. AnschlieRend wurde die Saule mit
5 Saulenvolumen Auftragspuffer gewaschen und der resultierende Durchfluss als Fraktion W
(Waschschritt) gesammelt. Die Elution der Varianten von ORF904 erfolgte Uber einen Gradienten von
100 bis 1000 mM NaCl mit einer Flussgeschwindigkeit von 1ml/min. Es wurden 1 ml Fraktionen

gesammelt. Samtliche Fraktionen wurden auf einem Proteingel analysiert.

2.3.9.4 Dialyse von Proteinen

Zur langeren Aufbewahrung wurden die Proteine nach der Aufreinigung gegen den Dialysepuffer
dialysiert. Hierzu wurden Dialysemembranen mit einem MWCO (Molecular Weight Cut Off) von
6 bzw. 12 kDa verwendet. Danach wurden die Proben in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-70°C aufbewahrt.

2.3.9.5 Ultrafiltration zur Konzentrierung von Proteinen
Zur Ultrafiltration der aufgereinigten und vereinigten proteinhaltigen Fraktionen wurden
Ultrafiltrationssaulen (Vivaspin 500, Sartorius Stedim Biotech) mit einem MWCO von 3 bzw. 10 kDa

verwendet. Dabei wurde nach Angabe des Herstellers verfahren.
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2.3.9.6 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Konzentrationen aller Proteine wurden spektrophotometrisch bestimmt. Dazu wurden die
Proteinproben entsprechend verdinnt. Mit einem Beckman DU640-Spektrophotometer wurde das UV-
Absorptionsspektrum von 220 bis 320 nm aufgenommen. Die Messung erfolgte in Quarzkuvetten mit
einer Schichtdicke von 10 mm. Als Referenz diente der entsprechende Puffer.

Anhand des Lambert-Beerschen Gesetzes konnte die Proteinkonzentration berechnet werden. Die
notwendigen molaren Extinktionskoeffizienten wurden fiir jedes Protein mit dem Programm VectorNTI
ermittelt.

Da die Mehrheit der untersuchten Proteine mit DNA interagieren kann, wurde aullerdem das
Verhaltnis ODy0/OD,gp bestimmt. Wenn dieses unterhalb von 0,6 lag, wurden die Proteine ohne

weitere Aufreinigung verwendet.

2.3.9.7 Bradford-Test mittels Plattenlesegerat

Zum Screening der Proteinkonzentration in einer grofReren Anzahl von Proben, z.B. Fraktionen einer
Ultrazentrifugation, wurde die kolorimetrische Proteinbestimmung nach Bradford (Neuwald et al.,
1999) im Mikrotiterplattenformat eingesetzt.

Die Proben wurden mittels VIS-Spektroskopie auf einem Plattenlesegerat Universal Microplate
Spectralphotometer (MWG-Biotech, Ebersberg) quantifiziert. Als Blank diente der Puffer, in dem die
Proteinproben verdinnt wurden (in der Regel 1x PBS-Puffer). Als Referenz wurden BSA-Lésungen
definierter Konzentration (0, 2, 5, 10, 15, 30, 50 ng/ul) verwendet. Es wurden zu jeweils 50 yl Standard
bzw. Probe je 150 pl Roti®Nanoquant (Roth, Karlsruhe) in eine UV-Star Platte, 96 Well (Greiner Bio-
One GmbH, Frickenhausen) pipettiert. Die Absorption der Proben wurde bei 590 nm und 450 nm
gemessen.

Aus den ermittelten Absorptionswerten der Referenzldsungen wurde der Quotient aus Asgy und Aysg
gebildet, der zur Erstellung einer Eichgeraden diente. Die Kalkulation der Proteinmenge in den Proben

erfolgte mittels der gerateeigenen Software KC4 (Bio Tek Instruments, Neufahrn).

2.3.9.8 HPLC-gestiitzte Gelfiltration

Um das Vorhandensein des Dimers von K752G844 zu Uberprifen, wurde das aufgereinigte Protein
mittels Gelfiltration analysiert. Hierzu wurden 10 ug des Proteins in 100 ul Puffer A auf eine Bio-Sil
TSK250 G3000SW Saule (~26,5 ml Gesamtvolumen) aufgetragen. Die Chromatographie wurde an
einem HPLC System Gold (Beckman, Krefeld) mit einer Flussrate von 0,5 ml/min aufgezeichnet. Zur
GroéRenbestimmung wurde der GF6-Standard (2.2.10.5) verwendet.
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2.3.10 Untersuchung der Proteinaktivitat

2.3.10.1 ATPase-Aktivitat

Um die enzymatische ATP-Hydrolyse durch ORF904 und seine Mutanten zu untersuchen, wurden in
einem 10 pl Reaktionsansatz 1x Reaktionspuffer, 0,2 mM ATP, 2,0 nM [y-32P] ATP (3000 Ci/mmol)
und 0,5 uM Protein fiir 20 min bei 80°C inkubiert. Um die Induzierbarkeit der ATPase-Aktivitat durch
DNA zu untersuchen, waren im Reaktionsansatz zuséatzlich noch 0,001-0,04 g/l ss- bzw. dsPlasmid-
DNA (pBLue pRN1) oder Oligodesoxynukleotid-DNA (49 bp) enthalten. Danach wurden 2 pul des
Reaktionsansatzes auf eine PEI Cellulose Dinnschichtchromatographieplatte (Machery Nagel GmbH
& Co. KG, Diren) aufgetragen. Die Trennung von *p. und y—[32P]—ATP erfolgte fir ca. 20 min mit
0,8 M LiCl in 1 M Formiat. AnschlieRend wurden die DC-Platten autoradiographisch im Instantimager

analysiert. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe der Geratesoftware.

2.3.10.1.1 Bestimmung von Ky, und k.,

Um die Michaelis-Menten-Konstante (Ky Jund die Wechselzahl (k..t) der Reaktion fir ATP im ATPase-
Aktivitatsexperiment zu bestimmen, wurde bei konstanter DNA-Konzentration (1,2 uM) die ATP-
Konzentration im Bereich von 0 bis 2 mM variiert.

Die apparente Michaelis-Menten-Konstante flir das DNA-Substrat (49 bp) wurde bestimmt, indem bei
konstanter ATP-Konzentration (0,16 mM) die DNA-Konzentration im Bereich von 0 bis 125 nM variiert
wurde. Die Durchfihrung des Experiments erfolgte wie oben beschrieben. Anschliefend konnte mit
Hilfe der Geratesoftware des Instantimagers das Verhaltnis von freiem 2p. zu y-[*P]-ATP bestimmt
werden, woraus die Geschwindigkeit der ATPase-Reaktion berechnet wurde. Fiir jeden Parameter der
ATPase-Reaktion wurde die Bestimmung dreimal vorgenommen.

Km und ke wurden mit Hilfe von Origin (OriginLab, Northampton, USA) berechnet, indem die Werte
mittels nichtlinearer Regression an die Michaelis-Menten-Gleichung angepasst wurden.

2.3.10.2 Translokationsaktivitat

Um die Translokation von ORF904 und seinen Mutanten auf ss- bzw. dsDNA zu untersuchen, wurden
biotinylierte Oligodesoxynukleotide am 5-Ende mit y-[32P]-ATP und T4 Polynukleotidkinase radioaktiv
markiert. Die Sequenzen der als Substrate verwendeten Oligodesoxynukleotide sind in Tabelle 2-10
aufgefiihrt. Die Hybridisierung von Oligodesoxynukleotiden zu doppelstrangigen Substraten erfolgte
wie unter 2.3.5.2.1 beschrieben.

Die Reaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 10 ul durchgefiihrt. 10 nM des ss- bzw. dsSubstrats
wurden mit 180 nM Streptavidin (Tetramer) in 1x Reaktionspuffer fir 30 min bei 50°C inkubiert. Dies
sollte sicherstellen, dass an das gesamte DNA-Substrat Streptavidin gebunden war. Anschlief3end
wurden 6,5 UM freies Biotin, 0,5 uM Protein und 2 mM ATP zugegeben. Es folgte eine weitere
Inkubation fur 30 min bei 50°C. Danach wurden zu jedem Ansatz 3 ul ND-Puffer gegeben. Die Proben
wurden dann auf ein 8%-iges natives PAA-Gel in 0,5x TBE aufgetragen.

Nach der Elektrophorese wurden die Gele autoradiographisch im Instantimager analysiert.

Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe der Geratesoftware.
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2.3.10.2.1 Bestimmung der Translokationsgeschwindigkeit

Um die Translokationsgeschwindigkeit zu bestimmen, wurden mit dem am 5’-Ende biotinylierten
Substrat mindestens drei Kinetiken gemessen. Hierzu wurden die Ansatze wie unter 2.3.10.2
beschrieben vorbereitet und anschlieRend fur 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25 und 30 min bei 50°C in
Gegenwart bzw. Abwesenheit von ATP inkubiert, um den =zeitlichen Verlauf der Reaktion zu
dokumentieren. Die Proben wurden auf Eis inkubiert, bis sie auf das PAA-Gel aufgetragen wurden.
Nach dem Gellauf konnte mit Hilfe der Geratesoftware des Instantimagers das Verhaltnis von
radioaktiv markiertem Oligodesoxynukleotid, an das Streptavidin gebunden war, zu radioaktiv
markiertem Oligodesoxynukleotid, an das kein Streptavidin gebunden war, bestimmt werden.

Im Graphen wurde der Prozentsatz an freiem Oligodesoxynukleotid gegen die Zeit aufgetragen. Die
Translokation (in Prozent min'1) wurde mit Hilfe von Origin (OriginLab, Northampton, USA) durch
lineare Regression im linearen Bereich des Graphen ermittelt. Die ermittelten Werte wurden beziiglich
der Hintergrundaktivitat korrigiert.

Die Nettotranslokation ergibt sich aus der Differenz der ermittelten Werte fir die Translokation mit und
ohne ATP, stellt also die ATP-abhangige Translokation dar. Unter Bertcksichtigung der Protein- und
DNA-Substratkonzentrationen sowie der Lange des DNA-Substrats kann aus der Nettotranslokation

die Translokationsgeschwindigkeit berechnet werden (siehe Gleichung 2-4).

v _ [T1ISI L]

= Gleichung 2-4
100-60-[P]

V=Translokationsgeschwindigkeit (in Basen 3'1); [T]= Translokation (in Prozent min'1);
[S]= DNA-Substratkonzentration (in nM); [P]= Proteinkonzentration (in nM); [L]= L&nge
des DNA-Substrats (in Basen)

2.3.10.3 Entwindungsaktivitat

Das Potential von ORF904 und seinen Mutanten unterschiedliche DNA Substrate zu entwinden,
wurde anhand von Helikasesubstraten analysiert. Hierbei erfolgte die radioaktive Markierung und
Hybridisierung der verwendeten Oligodesoxynukleotide analog zur Bestimmung der
Translokationsaktivitat. Die Sequenzen der als Substrate verwendeten Oligodesoxynukleotide sind in
Tabelle 2-10 aufgefiihrt. Ein 10 pl Reaktionsansatz enthielt 1x Helikasereaktionspuffer, 2 mM ATP,
10 nM *P-markiertes Substrat, 0,5 MM Protein und 100 nM unmarkiertes Oligodesoxynukleotid, um
eine Rehybridisierung des verdrangten und radioaktiv markierten DNA-Strangs zu verhindern. Die
Reaktionsansatze wurden fur 30 min bei 60°C inkubiert und nach Zugabe von 3 pl nativem
Auftragspuffer unverzuglich auf ein 8%-iges natives PAA-Gel in 0,5x TBE aufgetragen.

Nach der Elektrophorese wurden die Gele autoradiographisch im Instantimager analysiert.

Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe der Geratesoftware.

2.3.10.3.1 Bestimmung der Entwindungsgeschwindigkeit fiir die Helikasesubstrate

Um die Entwindungsgeschwindigkeit zu bestimmen, wurden mit jedem Substrat mindestens drei
Kinetiken gemessen. Hierzu wurden die Ansatze wie unter 2.3.10.3 beschrieben vorbereitet und
anschlieBend fur 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25 und 30 min bei 60°C in Gegenwart bzw. Abwesenheit von ATP
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inkubiert, um den zeitlichen Verlauf der Reaktion zu dokumentieren. Die Proben wurden auf Eis
inkubiert, bis sie auf das PAA-Gel aufgetragen wurden.

Nach dem Gellauf konnte mit Hilfe der Geratesoftware des Instantimagers das Verhalinis von
radioaktiv. markiertem hybridisiertem Oligodesoxynukleotid zu radioaktiv markiertem freien
Oligodesoxynukleotid bestimmt werden. Die Bestimmung der Entwindungsgeschwindigkeiten fir die
DNA-Substrate wurde analog zur Bestimmung der Translokationsgeschwindigkeit durchgefihrt
(2.3.10.2.1).

2.3.10.4 Triple-Helix-Aktivitat

Das Experiment diente als weiterer Nachweis flr die Translokations- und Helikaseaktivitat von
ORF904 und seinen Mutanten auf doppelstrangiger DNA.

Die radioaktive Markierung des hier verwendeten Oligodesoxynukleotids TFO erfolgte analog zur
Bestimmung der Translokationsaktivitdt. Um das Triple-Helix-Substrat zu gewinnen, wurde ein
aquimolares Gemisch aus radioaktiv markiertem Oligodesoxynukleotid TFO und Sspl linearisiertem
Plasmid pMJ5 (Prof. Dr. Hopfner, LMU Miinchen) fir 15 min bei 57°C in 1x MM-Puffer inkubiert.
Anschlielend erfolgte ein langsames abkuhlen auf RT im Heizblock. Ein 10 pyl Reaktionsansatz
enthielt 1x Reaktionspuffer, 2 mM ATP, 5 nM *P-markiertes Triple-Helix-Substrat und 0,5 uM Protein.
Die Reaktionsanséatze wurden fir 30 min bei 45°C inkubiert und nach Zugabe von 3 pl 1x Triple-Helix-
Stoppuffer unverzuglich auf ein 8%-iges natives PAA-Gel in 1x Triple-Helix-DNA-Puffer aufgetragen.
Nach der Elektrophorese wurden die Gele autoradiographisch im Instantimager analysiert.

Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe der Geratesoftware.

2.3.10.4.1 Bestimmung der Entwindungsgeschwindigkeit fiir die Triple-Helix

Um die Entwindungsgeschwindigkeit zu bestimmen, wurden mit dem Triple-Helix-Substrat mindestens
drei Kinetiken gemessen. Hierfir wurden die Ansatze wie unter 2.3.10.4 beschrieben vorbereitet.
Anstelle von 0,5 yM wurden jedoch nur 50 nM Protein eingesetzt. AnschlieRend wurden die Proben
fur 1, 5, 10, 15, 30, 60, 90 und 120 min bei 45°C in Gegenwart bzw. Abwesenheit von ATP inkubiert.
Die Proben wurden auf Eis inkubiert, bis sie auf das PAA-Gel aufgetragen wurden.

Nach dem Gellauf konnte mit Hilfe der Geratesoftware des Instantimagers das Verhaltnis von
radioaktiv markiertem hybridisiertem TFO zu radioaktiv markiertem freiem TFO bestimmt werden.
Die Bestimmung der Entwindungsgeschwindigkeit fir die DNA-Triple-Helix wurde analog zur

Bestimmung der Translokationsgeschwindigkeit durchgefihrt (2.3.10.2.1).

2.3.10.5 Verwertbarkeit von rNTPs und dNTPs

Um zu Uberprifen, welche rNTPs bzw. dNTPs von ORF904 und seinen Mutanten fiur die
Translokations- und Helikaseaktivitdt genutzt werden koénnen, wurden die Bestimmung der
Translokationsaktivitat und die Entwindung des Triple-Helix-Substrats auch in Gegenwart von 2 mM
UTP, GTP, CTP bzw. dATP, dTTP, dCTP und dGTP durchgefiihrt.
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2.3.10.6 Entwindungsaktivitét fir dsPlasmid-DNA

Um das Entwindungspotential doppelstrangiger Plasmid-DNA von ORF904 zu untersuchen, wurde
dsPlasmid-DNA in Gegenwart von ORF904 inkubiert. Bei ausreichender Helikaseaktivitdt wirden
freiliegende ssBereiche durch Zugabe von S1 Nuklease bzw. Mung Bean Nuklease geschnitten, was
zu einer Verschiebung von ccc (covalently closed circle) zu oc (open circle) bzw. linearisierter
Plasmid-DNA fiihren wirde.

Der Reaktionsansatz enthielt 1x NEB-Puffer 1, 2 mM ATP, 10, 100 bzw. 500 nM Protein, 10 nM
pUC_pRN1 und wurde fiir 5 bzw. 10 min bei 60°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Ansatze nach
Zugabe von 1, 0,5, 0,04, 0,004 U/ul Mung Bean Nuklease bzw. 0,5, 0,04, 0,02, 0,004, 0,002 U/ul S1
Nuklease fiir 5, 10, 30 oder 60 min bei 60°C inkubiert. Die Ansatze wurden mit 2 yl ND-Puffer auf ein

1%-iges Agarosegel geladen und anschlieRend mit Ethidiumbromid gefarbt.

2.3.10.7 EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)

Um die Bindung von ORF904 und seinen Mutanten an doppelstrangige DNA zu untersuchen, wurde
ein Gel-Shift-Experiment durchgefihrt.

In einem 4 yl Reaktionsansatz wurden 2ul PCR-Produkt (200 bp) bzw. 55 nM Rsal verdautes Plasmid
pUC_pRN1 (8036 bp) in 1x Reaktionspuffer mit 2 uM Protein fiir 5 min bei RT inkubiert. AnschlieRend
wurde der Ansatz mit 2 yl Nativen-DNA-Puffer auf ein 1%-iges Agarosegel in 0,5x TBE aufgetragen
und fiir 0,06 kVh mit 10 W laufen gelassen.

Nach dem Anfarben des Gels mit Ethidiumbromid konnte der Shift des PCR-Produkts bzw. der Shift
der DNA-Fragmente (2x 100-200bp, 4x 200-300bp, 1x 300-400 bp, 2x 400-500bp, 2x 600-700bp,
1x700-800bp, 1x 1400-1500bp 1x 1900-2000bp) sichtbar gemacht werden.

2.3.10.8 Fluoreszenzanisotropietitration zur Bestimmung von Kg s
Fluoreszenzanisotropiemessungen wurden genutzt, um die Affinitat eines Proteins fur ein einzel- bzw.
doppelstrangiges Oligodesoxynukleotid zu bestimmen (Heyduk et al., 1996).

Regt man einen Fluoreszenzfarbstoff mit polarisiertem Licht an, so emittiert er meist Licht der gleichen
Polarisationsebene. Da kleine Molekile aber wahrend der Lebensdauer des angeregten Zustands
schnelle Rotations- und Translationsbewegungen vollfiihren, erfolgt eine Depolarisation des
emittierten Lichts. Wird jedoch die Mobilitdt des Fluorophors eingeschrankt, indem man es z.B. an ein
Oligodesoxynukleotid koppelt, nimmt der Anteil des emittierten Lichts, welches in der gleichen
Polarisationsebene wie das Anregungslicht schwingt, wieder zu. Die Fluoreszenz des Molekiils wird
anisotrop. Erfolgt noch zusatzlich die Bindung eines Makromolekiils, z.B. eines Proteins, an das
fluoreszenzmarkierte Oligodesoxynukleotid, verursacht dies einen weiteren Anstieg der Anisotropie.
Man kann also den Anstieg der Anisotropie nutzen, um einen DNA-Protein-Komplex zu

charakterisieren.
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Die Anisotropie (r) wurde bestimmt, indem die emittierte Fluoreszenz parallel (/) und senkrecht (/,) zu

Polarisationsebene des eingestrahlten Lichts gemessen wurde.

r= ﬁ Gleichung 2-5
Die Fluoreszenzanisotropiemessungen wurden mit einem Fluoreszenzspektrometer LS-50B (Perkin
Elmer, Waltham MA USA) in einer 1 ml Quarzkuvette (Hellma, Millheim) bei 25°C durchgefihrt. Das
Reaktionsvolumen betrug 120 pl. Als Substrate dienten 20 nM der in Tabelle 2-10 aufgefihrten
Fluorescein markierten Oligodesoxynukleotide. Als Pufferzusatz wurden unter anderem 1 mM ATP,
ADP, AMP-PnP, y-S-ATP und 10 mM MgCl, verwendet. Die Proteinkonzentration (zu Beginn
max. 10 uyM) wurde mittels reverser Titration graduell um jeweils 30% auf eine Endkonzentration von
bis zu 13 nM verdinnt, indem Aliquots der Protein/DNA/Fluoreszenz-anisotropiepufferlésung in der
Kivette durch 20 nM DNA in 1x Fluoreszenzanisotropiepuffer ersetzt wurden.
Die Probe wurde mit 495 nm angeregt. Die vertikale und horizontale Emission wurde bei 526 nm
gemessen. Emissionsstrahlung unter 515 nm wurde mittels eines Filters blockiert. Aulerdem wurde
noch ein geratespezifischer Korrekturfaktor (grating factor) eingerechnet, der durch den Abgleich der
Anisotropie des freien Fluorophors im entsprechenden Messpuffer auf den Wert 0 erhalten wurde.
Far jeden Titrationspunkt wurden mindestens drei Messpunkte aufgenommen. Die Integrationszeit fur
jeden Messpunkt betrug 10 s.
Zur Auswertung wurden die Anisotropiewerte gegen die Proteinkonzentration aufgetragen. Zur
Charakterisierung der Bildung des Protein-DNA-Komplexes wurde ein einfaches 1:1 Bindungsmodell
angenommen, wobei [A] und [B] die Konzentrationen des freien Proteins und der freien DNA sind und
[AB] die Konzentration des Protein-DNA-Komplexes ist.

A+B=—=AB mt K=+—"- Gleichung 2-6

Setzt man nun [Ag] und [By], die Ausgangskonzentrationen von Protein und DNA ein und formt um, so

erhalt man die Konzentration des Komplexes [AB].

[A;]"‘ [Bo]+ K~ \/([Ab]"' [BO]+ K)2 - 4[A][B] Gleichung 2-7
2 2

[AB]=

Die Konzentration des Komplexes [AB] ist mit der Anisotropie (r) Uber eine lineare Beziehung
verknipft, wobei rg und rag die Anisotropiewerte der freien DNA und des Protein-DNA-Komplexes
darstellen.

r= [[';I?]] Mg + [Bo][go[f‘B] M Gleichung 2-8
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Unterscheiden sich freier und gebundener Zustand des Fluorophors jedoch in ihrer
Fluoreszenzgesamtintensitat, missen die fraktionalen Fluoreszenzintensitaten der freien DNA (fg) und
des DNA-Proteinkomplexes  (f4g) bericksichtigt werden. Unter Berlicksichtigung der
Intensitatsdnderung s, welche das Verhaltnis der Intensitat der freien gegeniber der gebundenen

DNA ist, berechnet sich die Anisotropie dann wie folgt:

r="fpulwt+ sl Gleichung 2-9

C_ [B)-[ng]
® [B,]-[AB]+[AB]s

Gleichung 2-10

fre = Gleichung 2-11

Unter Annahme kooperativer Bindung gilt fir die Bestimmung der Proteinkonzentration Kgs, die fir

halbmaximale Bindung erforderlich ist, folgendes Reaktionsgleichgewicht:

: n Al"[B
nNA+B =——> C mit (Ko,s) =% Gleichung 2-12

Dabei ist [A] die Protein-, [B] die DNA- und [AB] die Konzentration des Komplexes. n stellt den Hill-

Koeffizienten dar.

Far die Anisotropie ergibt sich hier unter Beruicksichtigung der Proteinkonzentration [A]:

(rAB s )[A]n
=——-"———+47 i -
Ko,sn N [A]n B Gleichung 2-13

Die aus den Messungen erhaltenen Datenpunkte wurden mit Origin (Originlab) durch nicht lineare

Regression an die Gleichungen 2-8, 2-9 und 2-13 angepasst.
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2.3.10.9 CD (Circular Dichroism)-Spektroskopie

Um die native Faltung der Proteine ORF904, N371, N371K752, K752G844 und N40C370 zu
Uberprifen und um den a-helikalen Sekundarstrukturanteil zu bestimmen, wurden CD-Spektren im
fernen UV-Bereich (200-260 nm) in einem Temperaturbereich von 20-105°C mit einem Jasco J-600
Spektropolarimeter (JASCO GmbH, GroR-Umstadt) aufgezeichnet.

Die Messungen wurden in einer 0,1 cm Quarzkivette (Hellma, Millheim) mit 1,5, 3, 4, 16 bzw. 5 yM
Protein in CD-Puffer ohne bzw. mit ss- oder dsDNA in einem Volumen von 300 ul durchgefiihrt. Die
Scangeschwindigkeit betrug 100 nm/min, die Bandbreite 1,0 nm, die Auflésung 0,2 nm, die Sensitivitat
20 mdeg und die Dampfung 1 s. Die Temperatur betrug 20°C bzw. der Temperaturanstieg bei den
thermischen Ubergangen 60°C/h. Es wurden 5 Messwiederholungen durchgefiihrt.

Die Spektren wurden bezlglich des Pufferhintergrundsignals korrigiert und die Werte in MRW (Mean
Residue Weight) Elliptizitatseinheiten (deg-cm?®-dmol™') umgerechnet (siehe Gleichung 2-14).

©®-100

® - =
[Ohe = g N

Gleichung 2-14

[Olmrw: molare Elliptizitat pro Aminosaurerest (in Grad-cm2-dmol'1); ®: gemessene
Elliptizitat (in Grad); c: Konzentration des Proteins (in M); d: Schichtdicke (in cm);
Nas: Anzahl der Aminosaurereste des Proteins

2.3.10.10 Glyceringradientenzentrifugation

Uber die Ultrazentrifugation im Glyceringradienten wurde versucht, die Multimerisierung des Proteins
nachzuweisen. Der Gradient (34-17% Glycerin/max. 0,15% Glutaraldehyd) mit einem Volumen von
11 ml wurde mit einer FPLC LKB Gradient Pump 2249 (Pharmacia) unter Verwendung der Puffer A
und B in Ultrazentrifugationsréhrchen (Herolab, Wiesloch) angesetzt. Das Reaktionsvolumen betrug
150 pl. Im Ansatz waren 11 uM Protein, 1x PBS-Puffer und 10 mM MgCl,. Der Reaktionsansatz wurde
fir 30 min bei 60°C inkubiert.

Bevor er auf den Glyceringradienten geladen wurde, fungierten 0,15% (v/v) Glutaraldeyhd als
Crosslinker. Der Crosslink wurde 5 min bei RT, auch in Gegenwart von 2 pM ss- bzw.
dsOligodesoxynukleotid (49 bp) sowie 2 mM ATP durchgefiihrt. Als Referenz diente ein Ansatz mit je
50 ug BSA, B-Amylase und Thyreoglobulin ohne Glutaraldehyd.

Die Zentrifugation wurde in der Ultrazentrifuge Centrikon T-1055 (KontronIinstruments, Neufahrn) mit
einem TST 41.14 Rotor fur 16 h bei 10°C mit 40000 Umdrehungen pro Minute durchgefihrt.
Anschliefiend wurden 500 pl Fraktionen gesammelt.

Die Crosslink-Reaktion wurde durch Zugabe von 140 mM Glycin gestoppt. Die Fraktionen wurden
mittels Bradford-Test im Plattenlesegerat Universal Microplate Spectralphotometer (MWG-Biotech,
Ebersberg) auf ihren Proteingehalt untersucht. Die Auswertung erfolgte mittels der gerateeigenen
Sofware KC4 (BioTek, Bad Friedrichshall). Der Vergleich mit dem Standard erlaubte eine Aussage

Uber die Molekilmasse in den einzelnen Fraktionen.
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2.3.10.11 Glutaraldehyd-Crosslink

In diesem Experiment wurde die Eigenschaft des Monomers von N371H6 untersucht, in Gegenwart
eines Crosslinkers stabile Multimere zu bilden.

Als chemischer Crosslinker diente Glutaraldehyd, welches in limitierenden Konzentrationen eingesetzt
wurde. Dies gewahrleistete eine kovalente Verkniipfung zwischen raumlich nahe gelegen
Untereinheiten. Hierbei wurden die beiden reaktiven Aldehydgruppen spezifisch mit je einer primaren
Aminogruppe des Enzyms verknupft.

Im 20 ul Reaktionsansatz waren 12 yM Protein, 1x PBS-Puffer und 2 mM MgCl, enthalten. In
manchen Proben wurden als Zusatz 2 yM ss- bzw. dsOligodesoxynukleotid (49bp) und 1 mM ATP
verwendet. Die Proben wurden fur 30 min bei 60°C inkubiert. Anschliel3end wurden 0,2% (v/v) frisches
Glutaraldehyd in 1x PBS-Puffer zugegeben. Danach wurde fir weitere 5 min bei RT inkubiert. Die
Crosslink-Reaktion wurde durch Zugabe von 140 mM Glycin gestoppt. Samtliche Proben wurden auf

ein 6%-iges SDS-Gel geladen und analysiert.

2.3.10.12 Limitierende Proteolyse

10 uM Protein ORF904 wurden in 1x Proteolysepuffer in Abwesenheit bzw. Gegenwart von 5uM
dsDNA (49 bp) und 5 mM ATP fir 30 min bei 50°C inkubiert. Anschlielend wurde der Ansatz mit
Trypsin in einem Verhaltnis von 50:1 [Protein:Trypsin (w/w)] bzw. mit Chymotrypsin in einem
Verhaltnis von 500:1 [Protein:Chymotrypsin (w/w)] flir 30 min bei 50°C bzw. 37°C verdaut. Die Proben

wurden mit 1x SDS-Probenauftragspuffer versetzt, auf ein 9%-iges SDS-Gel geladen und analysiert.

2.3.10.13 Cryo-TEM (Cryo-TransmissionsElektronenMikroskopie)

Um die Multimerisierung nachzuweisen wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen von ORF904
und den Deletionsmutanten N371 und N527 angefertigt. In den Proben waren 0,5 uM Protein, 0,5 uM
ss- bzw. dsOligodesoxynukleotid (49 bp), 1 mM AMP-PnP, 10 mM MgCl, 25 mM K-Phosphat und
150 mM KCI enthalten. Fur die Cryo-TEM Untersuchung wurden je 2pl der Proben auf ein
hydrophilisiertes, mit Kohlenstoff spitzenartig Uberzogenes Kupfer-TEM-Gitternetz (200 mesh, Science
Services, Munchen), aufgebracht. Der grote Teil der Flussigkeit wurde mit Filterpapier entfernt, wobei
ein dinner Film auf dem Kohlenstoffgerist zuriickblieb.

Die Proben wurden durch schnelles Eintauchen in flissiges Ethan (mit Hilfe von flissigem Stickstoff)
auf etwa 90 Grad Kelvin in einer Kihlapparatur (Zeiss Cryobox, Zeiss NTS GmbH, Oberkochen)
heruntergekihlt. Nachdem die Proben eingefroren waren, wurde das restliche Ethan mittels
Filterpapier entfernt. Die Proben wurden dann Uber einen Cryo-transfer holder (CT3500, Gatan,
Munchen), in ein Zeiss EM922 EFTEM Instrument Gberfuhrt.

Die TEM wurde bei ca. 90 Grad Kelvin mit einer Beschleunigungsspannung von 200 kV durchgefuhrt.
Um den Qualitatsverlust der Bilder zu reduzieren (AE = 0 eV) wurden diese mit einer Elektronendosis
von 100-1000 e/nm® aufgenommen. Alle Bilder wurden mit einem digitalen CCD-Kamerasystem
(Ultrascan 1000, Gatan, Miinchen) aufgenommen und mit einem digitalen Bildverarbeitungssystem
(Gatan Digital Micrograph 3.10 for GMS 1.5) bearbeitet.
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2.3.10.14 TEM (TransmissionsElektronenMikroskopie)

Der Komplex aus Protein und DNA fir die Elektronenmikroskopie wurde mittels der GraFix Methode,
die eine Gradientenzentrifugation mit einem milden chemischen Crosslink (Glutaraldehyd, ~0,1%)
kombiniert (Kastner et al., 2008), vorbereitet. Nach der Fraktionierung wurde die Probe auf einem
diinnen Kohlenstofffilm adsorbiert, mit Uranylformiat (2% wi/v) kontrastiert (Golas et al., 2003) und
luftgetrocknet.

Die Bilder wurden mit einer F415 slow-scan CCD Kamera (TVIPS GmbH, Gauting, Germany) mit einer
90000fachen VergréRerung in einem Philips CM200 FEG mit einer Beschleunigungsspannung von
160 kV aufgenommen. Davon wurden 2351 Einzelbilder ausgesucht, die zur Deckung gebracht und
einer statistischen Analyse (van Heel & Frank, 1981) und Klassifikation (van Heel & Stoffler-Meilicke,
1985) unterzogen wurden. Die Symmetrie der eigenimages wurde anhand mehrfacher Multireferenz-
Alignments (Sander et al., 2003), MSA-basierter Klassifikation und subsequenter Mittelwertbildung
errechnet. Die Bildbearbeitung wurde mit dem IMAGIC-V Software Package (IMAGE Science GmbH,
Berlin) (van Heel et al., 1996) durchgefihrt.

2.3.11 Bestimmung des Replikationsursprungs von pRN1

Footprint-Experimente ermdglichen es, die Bereiche einer DNA-Sequenz zu bestimmen, mit denen ein
Protein Wechselwirkungen eingeht. Die DNA wird hierzu in An- und Abwesenheit des Proteins mit
einem Spaltungsreagenz (enzymatisch oder chemisch) limitierend hydrolysiert. Der Vergleich der
beiden Reaktionen erlaubt es, die Regionen auf der DNA zu identifizieren, welche durch die

Komplexbildung mit dem Protein fiir das Spaltungsreagenz leichter oder schwerer zuganglich sind.

2.3.11.1 DNase-I-Nuklease-Footprint

Uber PCR wurden mit pUC pRN1 als DNA-Matrize und den in Tabelle 2-10 aufgefiihrten
Oligodesoxynukleotiden die PCR-Produkte stem (191 bp) bzw. stem100 (100 bp) als Substrate fiir die
Footprint-Experimente synthetisiert. Hierzu wurde der forward Primer am 5-Ende radioaktiv markiert.
Aus friiheren Experimenten war ein Bereich mit einem Stemloop direkt stromabwérts von orf904 als
fur die Replikation essenziell identifiziert worden (Berkner & Lipps, unveréffentlicht ).

Das resultierende PCR-Produkt stem100 reprasentiert die Sequenz direkt stromabwarts von orf904,
wahrend das PCR-Produkt stem die Sequenz mit dem kompletten Stemloop stromabwarts von orf904
reprasentiert. Die Stemloop-Sekundarstruktur des PCR-Produkts wurde mit Hilfe des Programms

Mfold (http://www.mfold.burnet.edu.au/) bestatigt, welches anhand von Energieminima die

wahrscheinlichsten und stabilsten Sekundarstrukturen berechnet.

Ein 20 upl Reaktionsansatz enthielt 1 pl radioaktiv markiertes PCR-Produkt, 1x Helikasereaktionspuffer
und 2; 1; 0,5; 0,25; 0,1 bzw. 0,05 uM Protein (ORF904, N371 bzw. K752G844). Manche der Ansatze
enthielten zusatzlich noch 1 mM ATP, ADP, AMP-PnP bzw. y-S-ATP. Die Ansatze wurden fir
5 bis 10 min bei RT bzw. 60°C inkubiert. Dann wurden 1, 0,2, 0,1 bzw. 0,01 U DNase | und 1x DNase-
I-Puffer zugegeben und fiir 1 bis 2 min bei RT inkubiert. Die Spaltungsreaktion wurde durch Zugabe
von 5 ul DD-Puffer gestoppt. Die Proben wurden anschlielend fir 10 min bei 75°C inkubiert und auf
ein 6%-iges denaturierendes PAA-Gel geladen. Nach dem Lauf wurde das Gel getrocknet und ein

Roéntgenfilm aufgelegt, der fir mehrere Tage exponiert wurde.
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2.3.11.2 KMnO4-Footprint

Mit Hilfe des Oxidationsmittels KMnQ, ist es mdéglich, Thymidinreste in der DNA in Thyminglykol zu
Uberfihren. Die DNA ist dann nach der Modifikation an dieser Stelle mit Piperidin spaltbar.
Voraussetzung flr eine effiziente Oxidationsreaktion ist allerdings eine gute Zuganglichkeit der
Thyminbasen. Dies ist der Fall, wenn z.B. einzelstrangige Bereiche in der DNA vorliegen.

Die Ansatze wurden analog zu 2.3.11.1 vorbereitet. Nach der Inkubation fiir 5 bis 10 min bei RT
erfolgte die Zugabe von 1 pl einer 120 mM KMnQO,4-Lésung (6 mM Endkonzentration) und eine weitere
Inkubation fir 30 bis 120 s bei RT. Die Oxidationsreaktion wurde durch Zugabe von 2 ul
2-Mercaptoethanol gestoppt und das Protein durch Zugabe von 25 mM EDTA, 1% SDS und 50 pg/ml
Proteinase K fur 20 min bei 30°C verdaut. Der Ansatz wurde anschliefend mit Phenol extrahiert
(2.3.3.4) und mit Ethanol (2.3.3.5) gefallt.

Das getrocknete Pellet wurde in 70 pl einer frisch verdiinnten 1 M Piperidinldsung resuspendiert. Fir
die Spaltungsreaktion an der DNA wurde fiir 25 min bei 90°C inkubiert. Danach wurde der Ansatz in
flissigem N, tiefgefroren und durch Lyophilisieren im Speed-Vac-Konzentrator BA-VC-300H (H. Saur
Laborbedarf, Reutlingen) zum Pellet getrocknet. Das Pellet wurde anschlieflend in 5 pl DD-Puffer
resuspendiert. Die Proben wurden dann flir 10 min bei 75°C inkubiert und auf ein 6%-iges
denaturierendes PAA-Gel geladen.

Nach dem Lauf wurde das Gel getrocknet und ein Roéntgenfilm aufgelegt, der fir mehrere Tage

exponiert wurde.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Strukturinformationen zur Helikase von ORF904

3.1.1 Identifikation relevanter Domanen und Aminosaurereste
3.1.1.1 Die Helikasedomane

3.1.1.1.1 Sequenzstudie und Homologiemodell

Die Sequenzanalyse der Aminosauren von ORF904 offenbarte zwei konservierte Domanen:
Eine N-terminale Prim/Pol-Domane (Aminosauren 47 bis 247, pfam09250) und eine C-terminale
ATPase-Domane (Aminosauren 408 bis 827, COG3378) (Lipps et al., 2003). Dazwischen befindet
sich ein Bereich von ca. 160 Aminosauren, dessen Funktion nicht bekannt war. Die Prim/Pol-Domane
wurde biochemisch eingehend untersucht (Beck & Lipps, 2007) und auch kristallisiert (Lipps et al.,
2004) (Beck, unveroffentlicht). Die ATPase-Doméne schliet die konservierte Domane D5 _N
(Aminosauren 417 bis 509, pfam08706) ein. Die Sequenzanalyse mit ClustalWW ergab, dass der
zentrale Bereich der ATPase-Domane (Aminosauren ~550 bis ~800) mit einigen Superfamilie-3-
(SF3)-Helikasen, so z.B. dem Bakteriophagen P4 a-Protein (Aminosauren 411-708) und dem Poxvirus
D5-Protein (22-280) verwandt ist (Abbildung 3-1).

ORF904 481 RNGTLEWDSKGVIWYDVEERTPEVYISFNYV i (IEE NMEEITVEDIENLARRVC 540
P4 o-Protein 411 RRLIGFRNGVLDTONG- - TFHPHSPS h ILCDVDFTPEVDGETLETHAP - - -AF 461
D5-Protein 22 S PNFYSIFTG YKYEQVEKENI IE KEIICNGNE 66
Walker A
ORF904 541 PESLETFEOWVDDEWVLLFEVIGY TFYPKYIFNKATLLTELCANBESTFLNLLLEILGY - 599
P4 o-Protein 462 WIWLDRAAGGRAI ERDVILA.&LF::.'_..'NE YDWQLFLEV EZ'GG NSTMAETATLLAGE - 520
D5-Protein 67 gm WEAN HPSA ALTIIEKDG TFFTDILCKLLEG 115
ORF904 600 -EQVSAMPLKRIMESDRFASIELFHKLANVSSELFAFFITNTD F‘E: LTGEDY IEGQHEF 658
P4 a-Protein 521 w SATIETLESPRERAALTGFSLIRLPDQEKWSG - - -DGA .u‘t..:m DAVSVDEY 576
D5-Protein 116 YSRPNMTNLENICGKFNSSIENMKLIVCNELQSIDTTIVLNSDALYSLITDKVGVVEREY 175
Arg-Finger
ORF904 659 REPIVFINYEL: __.A.t.: BV sn-..'ﬂnﬁ.rvr-rp:g: EP- - -BPNFEEKTFTVE 714
P4 u-Protein 577 RMA II vw MRFT - DE "EVSF"E-VII'FPE QIAPQERBNP ITR- - 633
D5-Protein 176 EKBORVCEN g MV SRV PMELESE va TSDSHMQ - - - INTEYFN 224
ORF904 715 EVEGVITVAVIAFARVIBOQKKIDFE AFVEELLE PA 774
P4 a-Protein 634 ELAVIVRHMOKESD] MLARSLL AL 666
D5-Protein 225 AETWTSDFYN: LESYFMT] PR 252
ORF904 7758 NGDLFM.PTEDFYQAELE-- EENDTEAESKAVVTORLOSKFET 819
P4 g-Protein 667 NIKRDADPTFDFIGHLETLPQTSGMYMGNASIIPRNYRKYLYHAY T08
D5-Protein 253 @ IPHTEERQTLLEANKSVYELFIDETDFVS - 280

Abbildung 3-1: Sequenzvergleich des Poxvirus D5-Proteins und des P4 a-Proteins mit
ORF904. In Dunkelgrau sind konservierte Aminosaurereste, in Weil und Schwarz
untermalt sind komplett konservierte Aminosaurereste markiert. Das Walker A Motiv und
die potentiellen Argininfinger sind an entsprechender Stelle im Sequenzvergleich
gekennzeichnet.
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AuRerdem ermdglichte sie die eindeutige Identifizierung des fur die ATP-Bindung essentiellen Walker
A Motivs mit der Sequenz GXXXXGK][ST], wobei X jede beliebige Aminosaure sein kann (siehe 1.2 u.
1.3). Es konnten auch zwei konservierte Argininreste identifiziert werden, von denen einer ein
potentieller Argininfinger sein kénnte, der die ATP-Hydrolyse mit konformationellen Anderungen im
Protein koppelt. Ein komplett konserviertes Walker B Motiv konnte jedoch nicht identifiziert werden.

Es ware sehr schwierig gewesen, alleine anhand des Sequenzvergleichs weitere fur die
Helikasefunktion von ORF904 essentielle Sequenzmotive eindeutig zu bestimmen. Um diese
Schwierigkeit zu umgehen, wurde ein profile-profile alignment (Edgar & Sjolander, 2004) mit ORF904
und den SF3-Helikasen von AAV2 und SV40 durchegfiihrt (Abbildung 3-2). Dabei werden die
Proteinsequenzen nicht direkt miteinander verglichen, sondern jeweils durch ein Haufigkeitsprofil,
welches die  entsprechende  Proteinfamile  reprasentiert, ersetzt. Dadurch  werden
Sequenzinformationen ausgeschlossen, die nicht in der Proteinfamilie konserviert sind. Das Profil
reprasentiert somit besser stark konservierte Eigenschaften, wie die Tertiarstruktur des Proteins, als
die Sequenz an sich (von Ohsen et al., 2003).

L—Finger Walker A

ORF904 537 ~~~~~~RRVCPRSLETFKQWVDDKWVLLFEVIGYTFYPKY IFNG ILLTEE}\G SSTFL 590
ARVZ 292 - -  SNRIYKILELNGYDPQYAASVEFLGWATKEFGWINTIWLFePATTSWTNIA 344
sV40 377 GS D IEEWMAGVAWLHCLLPEMD SVVYDFLECMVYNIPIQKRYWLFKEPIDSEWTTLA 436
Walker B
ORF904 591 NLLLKILGOKNVSAMELE ESD IELFHKLANVSSELFAFK- ITH 639
AAVZ2 345 EATAHTVEFYGCVNW INENIQPFNDCVDEMV T KMT L KV 386
SV40 437 AALLELCG-GKALNVNL-~~FPLDR LGVAIDQFL SVKGTGGESRDLPSGOGINN 493
E-HaiEEin
Walker B’ Walker C R—E‘i_nger
ORF904 640 TDLEEKLTGEDYIEG.JE:-EDPI YFINYAKLFNATNELPVS! -QSYGFWIEW 691
AAVZ 387 VESAMAILGGSKVRVDORCIASSA-~QIDPTEVIVTSNTN! IDGHNSTTFEHQQPLODGM 445
SV40 494 LDNLZDYLDGSVEVNLERGHLNFRTQIFPPGIVIMNEY - - SfPK TLQAR-~FV 542
ORF904 692 IVIEFPHQFPPDPL FFDKTFTVEEVEGVITVAVIAFARVL 733
AAVZ 446 FKFELTRRLD! FGKVTKQEVEDF FRWAKDHVVEVEHEFYVEKKGH 490
SV40 543 KQIDFRPKDYLKHCLERSEFLLEKRIIQSGIALLLMLIWYREVAEFAQSIQSRIVEWKER 602
ORF904
ARVZ
EV40 603 LDKEFSLSVYQOKMKFNVAMGIGVLD 627

Abbildung 3-2: Strukturbasierter Sequenzvergleich von SV40 L Tag und der Adeno-
assoziierter-Virus-2-Helikase mit ORF904. In Dunkelgrau sind die Aminosdurereste
markiert, die sich strukturell Uberlagern lassen. In Weil3 und Schwarz sind komplett
konservierte Aminosaurereste oder positiv geladene Aminosaurereste an der Spitze des
B-Hairpins sowie vermutete ,Lysin-“ und Argininfinger markiert. Das Walker A und B
Motiv, sowie Motiv C, der pB-Hairpin und die vermuteten Argininfinger sind an
entsprechender Stelle Gber dem strukturbasierten Sequenzvergleich gekennzeichnet.

Anhand des strukturbasierten Sequenzvergleichs konnten fiir ORF904 strukturell wichtige
Eigenschaften fir die Helikaseaktivitat als Mitglied der SF3-Helikasen nachgewiesen werden. Dabei
sind besonders hervorzuheben: ein potentieller ,Lysinfinger®, der die Nukleotidbindetasche in frans
kontaktiert, das bereits erwadhnte Walker A Motiv, das fir die Bindung bivalenter Kationen
verantwortliche Walker B Motiv, das fur die Verknipfung von DNA-Bindung und ATP-Hydrolyse
verantwortliche Walker B’ Motiv, das vermutlich an der ATP-Hydrolyse beteiligte Motiv C,

der B-Hairpin, der in die zentrale Pore des hexameren Rings ragt und den Kontakt zur
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transportierenden DNA herstellt, sowie der bereits erwadhnte Argininfinger, der an der ATP-Hydrolyse
in einer benachbarten Untereinheit beteiligt ist.

Der strukturbasierte Sequenzvergleich erlaubte es auch ein Homologiemodell von ORF904 zu
erstellen (Abbildung 3-3). Dazu wurden die bereits aufgeklarten Strukturen der viralen SF3-Helikasen
des Papillomavirus Typ 18 (PDB 1TUE), des Adeno-assoziierten Virus 2 (PDB 1S9H) und des
Simianvirus 40 (PDB: 1SVL) verwendet. Da ORF904 keine signifikante Sequenzahnlichkeit aulerhalb
des AAA*-ATPase-Kernbereichs zu einer der drei Helikasen aufweist, und da sich die drei Helikasen
aulerhalb des Kernbereiches strukturell stark unterscheiden, wurde das Modellieren auf den
Helikasekernbereich (Aminosaure 554 bis 695 von ORF904) beschrankt.

Abbildung 3-3: Homologiemodell von ORF904. (a) Draufsicht und (b) Seitenansicht des
SV40 L Tag Hexamers (PDB 1SVM). Der Kernbereich der Helikasedomane mit seiner
AAA’-ATPase-Region ist in Griin (B-Faltblatter) und Rot (a-Helices), die ATP-Molekiile
sind als Kugelmodelle dargestellt. Der S-Hairpin (Aminosauren 507-520) ist gelb markiert.
(c) Uberlagerung der AAA’-ATPase-Domane der drei Helikasekernbereiche des:
Papillomavirus Typ 18 (PDB 1TUE, Aminosauren 460-595, gelb), des Adeno-assoziierten
Virus 2 (PDB 1S9H, Aminosauren 309-450, hellgrau) und des Simianvirus 40 (PDB
1SVM, Aminosauren 400-546, cyan). Zwei Modelle des Helikasekernbereichs von
ORF904 (Aminosauren 554-695) sind in Rot bzw. Blau dargestellt. (d) Auf der
Quartarstruktur von SV40 L Tag basiertes hexameres Modell der Struktur des
Helikasekernbereichs von ORF904 (Farbkode wie in a). Das Modell wurde von G. Lipps
erstellt.
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Das Modell hat rms-Werte von ungefahr 1,8 A fiir die Helikase des Papillomavirus (PV) und des
Adeno-assoziierten Virus (AAV) und 0,9 A fiir die des Simianvirus 40 (SV40). Die Struktur des SV40 L
Tag (Large T antigen) erlaubte es, ein hexameres Modell des Kernbereichs von ORF904 zu
konstruieren, in welchem auch die Bindung von Nukleotiden an die Struktur dargestellt ist.

Das Homologiemodell und der Sequenzvergleich von ORF904 verdeutlicht nochmals die
Verwandtschaft von ORF904 zu den SF3-Helikasen (siehe 1.4). Dariber hinaus ermdglichten sie,
neue, fur die Helikaseaktivitdt von ORF904 relevante Sequenzmotive zu finden und bereits bekannte

zu bestatigen.

3.1.1.1.2 Deletions- und Punktmutanten

Auf der Basis des Sequenzvergleichs und des Homologiemodells von ORF904 konnten Deletions-
und Punktmutanten entworfen werden, die eine biochemische Charakterisierung der fur die
Helikaseaktivitdt von ORF904 essentiellen Bereiche und Aminosaurereste ermdglichte. Anhand der
Deletionsmutanten konnte durch sukzessives Verkirzen der Helikasedomane das Minimalmotiv, der
kleinste noch aktive Bereich mit Helikaseaktivitadt, eingegrenzt werden. Abbildung 3-4 zeigt eine
schematische Darstellung der Domanenorganisation von ORF904 und die Positionen und relativen

Langen der entworfenen Deletionsmutanten.

Prim/Pol ATPase
— I G S — ORF904
a2 ABC
D5 N

Homologie-Modell

N371

N450

N475

N527

N371K752

N40C370

Abbildung 3-4: Schematische Darstellung der Domanenorganisation von ORF904. Das
904 Aminosauren lange Replikationsprotein von pRN1 besitzt eine N-terminale Prim/Pol-
Domaéne (pfam09250) und eine C-terminale ATPase-Doméane (COG3378), welche die
konservierte D5_N-Domane (pfam08706) mit einschlie3t. Das Walker A und B Motiv,
sowie Motiv C (gelb) innerhalb der ATPase-Domane und die Region, die zur
Ausarbeitung eines Homologiemodells der SF3-Helikasedomane herangezogen wurde,
sind markiert. Die Positionen und relativen Langen der Deletionsmutanten der
Helikasedomane sowie der Prim/Pol-Domane sind ebenfalls der Abbildung zu
entnehmen.

Um das Minimalmotiv fir die ATPase/Helikaseaktivitdt einzugrenzen, wurden von ORF904 finf
Deletionsmutanten konstruiert. ORF904 enthalt wie bereits erwahnt zwei bekannte Domanen, namlich
eine N-terminale Prim/Pol-Doméane (Aminosauren 47 bis 247, pfam09250) und eine C-terminale
ATPase-Domane (Aminosauren 408 bis 827, COG3378). Da die Deletionsmutante N40C370 das

Minimalmotiv der N-terminalen Prim/Pol-Doméne mit Primase- und Polymeraseaktivitat darstellt (Beck
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& Lipps, 2007) wurde die erste Deletionsmutante der ATPase/Helikasedomane ab Aminosaure 371
(N371) konstruiert. Wie unter 3.1.1.1.1 gezeigt, weist der zentrale Bereich der ATPase-Domane
zwischen Aminosaure 550 und Aminosaure 800 Verwandtschaft zu SF3-Helikasen auf. Aus diesem
Grund wurde eine zweite Deletionsmutante ab Aminosaure 527 (N527) konstruiert. Wie sich im Laufe
der Untersuchungen herausstellte (3.2), war diese Deletionsmutante inaktiv, weshalb die beiden
Mutanten N450 und N475 konstruiert wurden, um den Bereich zwischen N371 und N527 genauer zu
charakterisieren. Die Deletionsmutante N371K752 wurde konstruiert, weil im Laufe der Arbeit eine
C-terminale Winged-Helix-DNA-Bindedomane (3.1.1.2) identifiziert wurde und es von Interesse war,
deren Einfluss auf die Helikaseaktivitdt zu untersuchen. In Tabelle 3-1 sind samtliche
Deletionsmutanten der Helikasedomane von ORF904 mit ihrem entsprechenden Molekulargewicht
(MW) aufgelistet. Die Punktmutanten von ORF904 lassen sich beziglich ihres MW nicht vom Wt
unterscheiden und sind daher nicht separat aufgefuhrt.

Tabelle 3-1: Ubersicht tber die Deletionsmutanten der Helikasedomane von OFR904 und ihren
Molekulargewichten. H6 zeigt den Ort eines 6x Histidin-Tags an. N gibt die erste Aminosaure der
Deletionsmutante an und C oder K die letzte. Die Zahl gibt die Aminosaureposition relativ zum N-
Terminus des Wt an.

Protein MW [kDa]
ORF904H6 107,1
N371H6 64,4
N450H6 55,1
N475H6 52,0
N527H6 457
N371K752H6 46,2
N40C370H6 39,7

Die Punktmutanten von ORF904 ermdglichten eine Uberpriifung der Sequenzmotive und
konservierten Aminosauren auf ihre Relevanz bezlglich der ATPase- und Helikaseaktivitat. Die
Walker A Mutante K586E war bereits untersucht worden und zeigte wie erwartet keinerlei ATPase-
Aktivitat (Lipps et al., 2003). Dies war fur die weitere Charakterisierung von ORF904 von Interesse, da
samtliche Varianten des Wt identisch aufgereinigt wurden und so ausgeschlossen werden konnte,
dass eine Verunreinigung durch eine E. coli ATPase vorlag.

Bei samtlichen Punktmutanten der konservierten Sequenzmotive sowie der konservierten
Aminosauren handelt es sich um Alaninmutanten. Zu diesen zahlen die Mutante des potentiellen
,Lysinfingers® K574A, die Mutanten der positiv geladenen Aminosdurereste K656A, K657A und
R659A des B-Hairpins sowie die Punktmutanten R689A und R690A des potentiellen Argininfingers.
Fir die Lysine 656/657 und die Arginine 689/690 wurden darlUber hinaus auch Alanindoppelmutanten
hergestellt.

Die Aufreinigung des Wildtyps und seiner Varianten erfolgte im ersten Schritt Gber einen C-terminalen
His-Tag mittels Affinitatschromatographie. AnschlieBend wurde in einem zweiten Schritt mittels
Kationenaustauschchromatographie weiter gereinigt und aufkonzentriert (2.3.9). Abbildung 3-5, zeigt

die Proteingele von ORF904 und seinen Deletionsmutanten.
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Abbildung 3-5: Proteingele der Deletionsmutanten der Helikasedomane von ORF904.
Spur P1: ORF904; Spur P2: N371; Spur P3: N475; Spur P4: N527; Spur P5: N371K752;
Spur P6: N40C370; Spur M1: Fermentas PageRuler™ Prestained Protein Ladder; Spur
M2: Jena Bioscience Protein Molecular Weight Marker; Spur M3: Laborstandard und
Spur M4: Fermentas PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus.

3.1.1.2 Die Winged-Helix-DNA-Bindedomane

Es wurde ein Sequenzvergleich des C-terminalen Bereichs von ORF904 (Aminosauren 752 bis 844)

mit den Replikationsproteinen der Plasmide pRN1, pRN2, pDL10, pSSVx und pHEN7, mit integrierten

Plasmiden in den Genomen von Sulfolobus tokodaii und Sulfolobus solfataricus sowie den DNA-

Bindedomanen des P4 a-Proteins (PDB

regulationsfaktors Rfx (PDB 1DP7) durchgefihrt (Abbildung 3-6).

Der Sequenzvergleich zeigt, dass die untersuchte Region innerhalb der pRN-Plasmidfamilie hoch

1KA8) und des eukaryotischen Transkriptions-

konserviert ist und mit der Sequenz der Winged-Helix-DNA-Bindedomane des P4 o-Proteins

weitestgehend Ubereinstimmt.
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Abbildung 3-6: Sequenzvergleich der Replikationsproteine von pRN1, pRN2, pDL10,
pSSVx und pHEN7 mit integrierten Plasmiden in den Genomen von Sulfolobus tokodaii
und Sulfolobus solfataricus sowie den DNA-Bindedomanen des P4 a-Proteins und Rfx.
Die beiden Winged-Helix-DNA-Bindedomanen stammen von dem eukaryotischen
Transkriptionsregulator Rfx (PDB 1DP7) und von dem Bakteriophagen P4 a-Protein
(PDB 1KA8). In Dunkelgrau sind konservierte Aminosaurereste, in Wei3 und Schwarz
sind komplett konservierte Aminosaurereste markiert. Die mit HHpred an ORF904
angepassten Sekundarstrukturelemente des P4 o-Proteins und von Rfx sind Uber dem
Sequenzvergleich abgebildet.
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Darlber hinaus kommt es nach der vorhergesagten Winged-Helix-DNA-Bindedomane zu einem
abrupten Abbruch der Sequenzibereinstimmungen. Interessanterweise besitzt das Bakteriophage P4
a-Protein seine Winged-Helix-DNA-Bindedomane C-terminal von seiner SF3-Helikasedomane
(Ziegelin et al., 1995); eine Situation, wie sie auch in ORF904 vorzufinden ist. Die Sekundarstruktur
dieser Domane und die von Rfx wurden mit Hilfe des HHpred Algorithmus (Soding et al., 2005;
Soding, 2005) an das Replikationsprotein angepasst. Zwei Tyrosine in der Mitte der Helix a2 sind in
ORF904, sowie in den beiden Winged-Helix-DNA-Bindedomanen absolut konserviert. Die spezifische
Funktion dieser beiden Aminosaurenreste ist nicht bekannt. Die Erkennungshelix a3 und der darauf
folgende Fligel W1 bilden dabei die meisten DNA-Kontakte, wie man dem Rfx-DNA-CoKristall
entnehmen kann (Gajiwala et al., 2000).

Um herauszufinden, ob sich dieser Teil des Replikationsproteins in eine unabhangige Domane mit
DNA-Bindeaktivitat faltet und um das Minimalmotiv zu bestimmen, wurden vier Deletionsmutanten fir
diese Region konstruiert. Die Mutanten begannen bei Aminosdure D737 oder K752 und endeten

entweder bei Aminosédure G844 oder am nativen C-Terminus (Abbildung 3-7).

Prim/Pol ATPase
—i i N W _-— ORF904
ABC
whDBD

— D737

— D737G844

P K752

— K752G844

N371KT752

N40C370

Abbildung 3-7: Schematische Darstellung der Doméanenorganisation von ORF904. Am
C-Terminus des Proteins befindet sich eine Winged-Helix-DNA-Bindedoméane
(whDBD/pfam03288 und pfam02257). Das Walker A und B Motiv, sowie Motiv C (gelb)
innerhalb der ATPase-Doméne sind markiert. Die Positionen und relativen Langen der
Deletionsmutanten der Winged-Helix-DNA-Bindedomane sowie der Prim/Pol-Doméane
(N40C370) und des Helikaseminimalmotivs (N371K752) sind ebenfalls der Abbildung zu
entnehmen.
Die Aufreinigung der Deletionsmutanten erfolgte in einem ersten Schritt durch einen 10-minitigen
Hitzeschock bei 70°C und anschlieRende Zentrifugation flir 20 min bei 4°C mit 20000 g. In einem
zweiten Schritt wurde der gefilterte Uberstand der Zentrifugation Uber
Kationenaustauschchromatographie weiter gereinigt und aufkonzentriert. Mit Ausnahme von
D737G844 waren alle Deletionsmutanten I6slich. In Tabelle 3-2 sind die Deletionsmutanten der
Winged-Helix-DNA-Bindedomane von ORF904 mit ihrem entsprechenden Molekulargewicht
aufgefiihrt. Abbildung 3-8 zeigt die Proteingele der Deletionsmutanten. K752G844 wurde zum Teil

auch als Dimer aufgereinigt, welches sich jedoch durch 8 M Urea komplett denaturieren liel3.
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Tabelle 3-2: Ubersicht Uber die Deletionsmutanten der Winged-Helix-DNA-Bindedomane von OFR904
und ihren Molekulargewichten. D und K geben jeweils die erste Aminosaure der Deletionsmutante an
und G die letzte. Die Zahl gibt die Aminosaureposition relativ zum N-Terminus des Wt an.

Protein MW [kDa]
D737 19,9
K752 18,2
D737G844 12,8
K752G844 11,1
[m1P1]  [M1P2] [ M1P3P4

Abbildung 3-8: Proteingele der Deletionsmutanten der Winged-Helix-DNA-Bindedomane
von ORF904. Spur P1: D737; Spur P2: K752; Spur P3: K752G844; Spur P4: K752G844
mit 8 M Urea und Spur M1: Laborstandard.

3.1.2 Die Sekundarstruktur

3.1.2.1 CD-Spektren

Die CD-Spektroskopie wurde im Fern-UV-Bereich (170-250 nm) durchgefiihrt, da hier das CD-Signal
vom Sekundarstrukturgehalt eines Proteins bestimmt wird (Schmid, 1997). In den Spektren ist der
Bereich von 200-260 nm angegeben. Auferhalb dieses Bereichs Uberlagerte die Absorption des
Probenpuffers das CD-Signal des Proteins (HT-Wert von Uber 600 V), so dass es nicht fir eine
Auswertung herangezogen werden konnte.

Der B-Faltblattanteil eines Proteins lasst sich deutlich durch das Vorhandensein zweier negativer
Peaks bei 217 nm und 180 nm und einen positiven Peak bei 195 nm bestimmen (Woody, 1995).

Im Gegensatz hierzu lassen sich a-Helices durch zwei negative Peaks bei 208 nm und 222 nm und
einen positiven Peak bei 190 nm erkennen und im angegebenen Bereich bestimmen (Johnson, 1990).
Die beiden negativen Peaks sind fir ORF904, N371 und N40C370 deutlich ausgepragt, wahrend fur
N371K752 der Peak bei 222 nm und fiir K752G844 der Peak bei 208 nm nur schwer zu erkennen sind
(Abbildung 3-9). Der positive Peak bei 190 nm konnte aus dem oben genannten Grund nicht
dargestellt werden. Jedoch zeigten ORF904, N371 und N40C370 im Bereich um 200 nm ein deutlich
positives CD-Signal mit der Tendenz, im niedrigerwelligen Bereich weiter anzusteigen. N371K752 und
K752G844 lassen sich in diesem Bereich nur negative CD-Signale zuordnen. Diese zeigen jedoch die

Tendenz, positivere Werte anzunehmen.
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Die ermittelten CD-Spektren des Wt und der vermessenen Deletionsmutanten zeigten nicht nur, dass

die untersuchten Proteine strukturiert vorlagen, sondern gaben auch Aufschluss U(ber deren

a-helikalen Anteil.
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Abbildung 3-9: Fern-UV-CD-Spektren von (a) ORF904, (b) N371, (c) N371K752, (d)
K752G844 und (e) N40C370. Aufgetragen ist die molare Elliptizitat pro Aminosaurerest in
deg x cm® x dmol™ in Abhangigkeit von der Wellenlange in nm. Die Spektren wurden bei
20°C mit 1,5; 3,0; 4,0; 16,0 bzw. 5,0 uM Protein in 1x PBS bei einer Schichtdicke von 0,1

mm und einer Bandbreite von 1,0 nm (Dampfung 1 s) gemessen. Die aus den Spektren
ermittelten a-helikalen Anteile der Proteine sind in Tabelle 3-3 aufgefiihrt.
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3.1.2.1.1 Abschétzung des a-helikalen Anteils

Der a-helikale Anteil des Wt und der Deletionsmutanten wurde anhand des Spektrums einer rein
a-helikalen Struktur (poly-(Glu)) abgeschatzt (Woody, 1995). Hierzu wurden die CD-Signale bei 208
nm der untersuchten Proteine herangezogen und deren prozentualer Anteil im Vergleich zur rein
a-helikalen Struktur berechnet (Tabelle 3-3).

Tabelle 3-3: Ermittelter a-helikaler Anteil* von ORF904, N371, N371K752, N4A0C370 und K752G844.

Protein a-helikaler Anteil [%]
ORF904 33
N371 17
N371K752 17
N40C370 72
K752G844 19

*Fir das CD-Signal bei 208 nm

Die Summe der a-helikalen Anteile von K752G844 und N371K753 missten unter Berlicksichtigung
der Aminosaurezahl anndhernd dem a-helikalen Anteil von N371 entsprechen. Fir N371 ergibt sich so
rechnerisch ein a-helikaler Anteil von ca. 16%. Dieser stimmt mit den aus der Messung ermittelten
17% gut Uberein. Die Abweichung um 1% lasst sich damit erklaren, dass wahrscheinlich der
C-terminale Teil von N371 zum a-helikalen Anteil des Proteins beitragt, der bei der Berechnung der
Summe von K752G844 und N371K753 jedoch unbericksichtigt bleibt. Ebenso misste unter
Berucksichtigung der Aminosaurezahl die Summe der a-helikalen Anteile von N40OC370 und N371 mit
dem a-helikalen Anteil von ORF904 Ubereinstimmen.

Fir ORF904 ergibt sich rechnerisch ein a-helikaler Anteil von 37%. Dieser stimmt anndhernd mit den
gemessenen 33% fir ORF904 Uberein. Die Abweichung von etwa 4% ist vermutlich auf ein Fehlen
von N-terminal und C-terminal gelegenen a-helikalen Strukturen in den isolierten Domanen
zurlickzufihren, die im Volllangenprotein aber ausgebildet werden kénnen. Es sei erwahnt, dass der
aus der Messung von N40C370 erhaltene Wert des o-helikalen Anteils auch gut mit dem aus der
Struktur von N40C370 abgeschatzten Wert Ubereinstimmt (Beck, unverdffentlicht).

Im Vergleich zu ORF904 besitzt die SF6-Helikase MCM einen a-helikalen Anteil von etwa 40% und
14% B-Faltblatt (Haugland et al., 2008) und die SF3-Helikase E1 von HPV einen a-helikalen Anteil von
etwa 36%, 24% B-Faltblatt, 9% turns und 31% random coil (Rocque et al., 2000; Ziegelin et al., 1995).
SV40 L Tag (P03070) besitzt einen a-helikalen Anteil von etwa 46%. Wie unter 1.2 bereits
beschrieben, besitzen alle SF3-Helikasen in ihrem Kernbereich dieselbe Topologie, und unter
3.1.1.1.1 konnte anhand des Homologiemodells gezeigt werden, dass die Strukturen im Kernbereich
der Helikasen L Tag (SV40), Rep (AAV2), E1 (BPV) und ORF904 (pRN1) tatsachlich sehr gut
Ubereinstimmen. Der Unterschied in der Sekundarstruktur zwischen veschiedenen SF3-Helikasen

ergibt sich also letztlich durch die auerhalb des Kernbereichs gelegenen Strukturen.
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3.1.2.2 Thermische Denaturierung
Da es sich bei ORF904 um ein archaeales Protein aus dem thermophilen Sulfolobus islandicus

handelt, war es von Interesse, Aufschluss tUber dessen Thermostabilitat zu erhalten. Die thermische
Entfaltung des Proteins und seiner Deletionsmutanten wurde durch eine Temperaturerhbhung um
1°C/min in einem Bereich von 20-105°C bei einer Wellenlange von 218 nm gemessen
(Abbildung 3-10). In den Spektren ist der Bereich zwischen 70 und 100°C bzw. zwischen 70 und

105°C dargestellt, da unter 70°C das Spektrum nahezu ohne Signaldanderung verlauft.
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Abbildung 3-10: Thermische Entfaltung von (a) ORF904, (b) N371, (c) N371K752, (d)
K752G844 und (e) N40C370. Aufgetragen ist die molare Elliptizitat pro Aminosaurerest in
deg x cm® x dmol™ in Abhangigkeit von der Temperatur in °C. Die Ubergange wurden
anhand der Anderung des CD-Signals bei 218 nm mit einer Heizrate von 1°C min™
gemessen. Die Spektren wurden mit 1,5; 3,0; 4,0; 16,0 bzw. 5,0 yM Protein in 1x PBS bei
einer Schichtdicke von 0,1 mm und einer Bandbreite von 1,0 nm (Dampfung 1 s)
gemessen. Die aus den Spektren erhaltenen Schmelzpunkte sind in Tabelle 3-4

aufgefihrt.
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In Tabelle 3-4 sind die ermittelten apparenten Schmelzpunkte des Wt und der Deletionsmutanten
aufgelistet. Hierbei wurde der Temperaturwert bestimmt, der bei 50% zwischen niedrigstem (0%) und
héchstem (100%) Wert der molaren Elliptizitdt pro Aminosaurerest lag. NA0C370 weist mit ~98°C den
héchsten Schmelzpunkt auf. Es folgen der Wt mit ~90°C, K752G844 mit ~89°C, N371 mit ~84°C und
N371K752 mit ~85°C. Die Schmelztemperaturen von ORF904 und seinen Varianten liegen mit etwa
84-90°C relativ nahe beieinander. Die Ausnahme bildet die isolierte Primasedomane mit einem
Schmelzpunkt von etwa 100°C. Dies ist moglicherweise darin begrindet, dass die isolierte
Primasedomane kompakter vorliegt als in Verbindung mit den anderen Domanen zusammen und

dadurch ihre Oberflache verkleinert ist, wodurch ihre Thermostabilitat erhoht ware.

Tabelle 3-4: Ermittelte apparente Schmelzpunkte von ORF904, N371, N371K752, N40C370 und
K752G844.

Protein Tu-Wert [°C]
ORF904 90
N371 84
N371K752 85
N40C370 98
K752G844 89

Die Schmelzpunkte von Proteinen einer Vielzahl thermophiler Organismen liegen zwischen etwa 70
und 180°C (Kumar & Nussinov, 2001). Die hier ermittelten Werte lassen sich gut in diesen Bereich
einordnen. Die Tolerierung hoher Temperaturen durch diese Proteine ist auf eine Vielzahl von
Eigenschaften wie hdéhere Hydrophibizitat, kompaktere Packung, kirzere Loops mit hdherem Anteil
Prolin (Haney et al., 1997), kleinere und weniger Kavitaten, geschuitzte Oberflachenvergréung durch
Multimerisierung (Salminen et al., 1996), Reduzierung thermolabiler Aminosaurereste (Russell et al.,
1997), einen erhohten Anteil helikaler Strukturen, mehr Wasserstoffbriickenbindungen und mehr
Salzbriicken durch polare Aminosaurereste an der Oberflache (Kumar et al., 2000) zurlickzufihren.

Der Unterschied in den Schmelzpunkten der untersuchten Proteine ergibt sich durch ein Wegfallen,
eine Akkumulation und/oder eine gegenseitige Verstarkung dieser Eigenschaften. Die hohen
Schmelzpunkte unterstreichen den thermophilen Charakter der untersuchten Proteine und deuten mit
den CD-Spektren zusammen darauf hin, dass die Deletionsmutanten sich in eigenstandige, stabile

Domanen falten.

3.1.3 Die Quartarstruktur

3.1.3.1 Sedimentationsanalysen

Es wurden Sedimentationsanalysen und Gelfiltrationschromatographie durchgefiihrt, um den
Oligomerisierungszustand von ORF904 aufzuklaren (Lipps, unverdffentlicht). Von der
Gelfiltrationssaule eluierte das Protein als Monomer. Fir die SF3-Helikase BPV E1 konnte in
Gegenwart von DNA die hexamere Form des Proteins im Glyceringradienten nachgewiesen werden
(Fouts et al., 1999). Die Sedimentationsanalyse von ORF904 mit dem Glyceringradienten zeigt

deutlich, dass das Protein in Lésung ein Monomer ist. Selbst wenn die Ultrazentrifugation (UZ) in
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Gegenwart von ATP oder AMP-PnP und Einzel- oder Doppelstrang-DNA durchgefiihrt wurde, war es
nicht moglich, ein multimeres Protein zu identifizieren.

Um zu Uberprifen ob die Prim/Pol-Domane eine Multimerisierung des Wt auf dem Gradienten
moglicherweise erschwert oder verhindert, wurde die Helikasedomane N371 ebenfalls einer
Ultrazentrifugation unterzogen (Abbildung 3-11). Da mdglicherweise die Bindung zwischen den
Monomeren zu schwach war, um einer UZ standzuhalten, wurden die Proben mittels 0,15%
Glutaraldehyd einem chemischen Crosslink unter limitierenden Bedingungen unterzogen (2.3.10.10).
Um die Bildung eines Multimers zu stabilisieren war auch im Glyceringradienten Glutaraldehyd
enthalten (Kastner et al., 2008). Es konnte aber auch hier nur das Monomer nachgewiesen werden.
Fir die Untersuchung von BPV E1 wurde im Gegensatz zur Untersuchung von ORF904, fir das der
Replikationsursprung noch nicht bekannt ist, DNA verwendet, die Sequenzbestandieile des
Replikationsursprungs enthielt (Fouts et al.,, 1999). An dieser Stelle sei jedoch erwéahnt, dass fiur E1
auch eine sequenzunspezifische Multimerisierung nachgewiesen wurde (Sedman & Stenlund, 1998).
Es kann jedoch sein, dass fur ORF904 und N371 erst ein DNA-Substrat mit der
Replikationsursprungssequenz von pRN1 eine spezifische, stabile Bindung an die DNA gewahrleistet,
die ein Nachweis des Multimers im Gradienten moglich machen wiirde, wie es auch firr die SF3-
Helikase AAV Rep68 der Fall ist (Mansilla-Soto et al., 2009).
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Abbildung 3-11: Glyceringradientenzentrifugation von N371. (a) Graphische Darstellung der
Proteinkonzentration in mg/l in Abhangigkeit der relativen Gradientenkonzentration. Der Ansatz mit 11
MM Protein in 1x PBS, 10 mM MgCl, und 2 pM dsOligodesoxynukleotid (49 bp) wurde fir 30 min bei
60°C inkubiert. Als Crosslinker wurden 0,15% (v/v) Glutaraldehyd verwendet. Als Referenz diente ein
Ansatz mit 50 uyg BSA, B-Amylase und Thyreoglobulin ohne Glutaraldehyd. Die Zentrifugation im
Glyceringradienten (17-34%) wurde fur 16 h bei 10°C und 40000 rpm/min durchgefuhrt.

3.1.3.2 Crosslink

Um zu Uberprifen ob der Crosslink vor der Glyceringradientenzentrifugation zur Bildung hoherer
Oligomerisierungszustande von N371 fihrte, wurden die Proben von N371 nach dem Crosslink mit
0,2% Glutaraldehyd unter limitierenden Bedingungen direkt auf ein 9%-iges PAA-Gel geladen. Eine
Multimerisierung von N371, wie sie fir SF3-Helikasen typisch ist (Hickman & Dyda, 2005), liel sich
jedoch nur bedingt nachweisen.

In Abbildung 3-12 ist in den Spuren 3-5 zwischen 116 kDa und 170 kDa eine Bande zu erkennen, die
der Grolde eines Dimers (128,8 kDa) entsprechen kénnte. Zwischen 170 kDa und 212 kDa ist in den
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Spuren 1, 2, 4 und 5 deutlich und in Spur 3 weniger deutlich eine Bande zu sehen, die von ihrem
Molekulargewicht einem Trimer (193,2 kDa) entsprechen kénnte. Uber 212 kDa, in den Geltaschen,
sind in allen 5 Spuren ebenfalls Banden zu erkennen, die vermutlich hohere
Oligomerisierungszustéande darstellen. Eine spezifische von ssDNA, dsDNA, ATP oder AMP-PnP
abhangige Oligomerisierung lie® sich jedoch nicht zeigen.

Bei vergleichbaren Untersuchungen mit BPV E1 konnten hdéhere Multimerisierungszustadnde nur in
Gegenwart eines DNA-Substrats mit Replikationsursprungssequenz nachgewiesen werden (Fouts et
al., 1999). Und auch in Crosslink-Experimenten mit Rep78 konnten nur in Gegenwart spezifischer
Replikationsursprungs-DNA Oligomere nachgewiesen werden (Smith et al., 1997). Moglicherweise
lieR® sich die Oligomerisierung fur N371 auf Grund des Fehlens der Replikationsursprungssequenz von
pRN1 im verwendeten DNA-Substrat, wie im Fall der Sedimentationsanalyse, nicht eindeutig
nachweisen. Dennoch lasst sich anhand des Crosslinks unter limitierenden Bedingungen erahnen,

dass N371 das Potential besitzt, hdhere Oligomerisierungszustadnde anzunehmen.
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Abbildung 3-12: Glutaraldehyd-Crosslink mit N371 (64,4 kDa). 12 uM Protein in 1x PBS-
Puffer mit 2 mM MgCl, wurden in Abwesenheit bzw. Gegenwart von 2 yM ss- bzw.
dsOligodesoxynukleotid (49bp) und 1 mM ATP fur 30 min bei 60°C inkubiert. Durch
Zugabe von 0,2% (v/v) Glutaraldehyd (GA) wurde der Crosslink fir 5 min bei RT
durchgefiihrt. Als Kontrollen dienten N371 und mit GA gecrosslinktes N371. Zu sehen
sind in Spur M: Laborstandard; Spur -: Protein; Spur 1: Protein + GA; Spur 2: Protein +
ssDNA + GA; Spur 3: Protein + dsDNA + GA; Spur 4: Protein + ssDNA + ATP + GA und
Spur 5: Protein + dsDNA + ATP + GA.

3.1.3.3 Elektronenmikroskopie

Da Gelffiltrationsanalysen, Sedimentationsanalysen und Crosslink-Experimente keinen eindeutigen
Aufschluss Uber die Multimerisierung von ORF904 lieferten, wurde das Protein mittels Cryo-TEM und
TEM in Gegenwart von dsDNA und AMP-PnP untersucht. Wie in Abbildung 3-13 (a) zu sehen ist,
lassen sich etwa 15 nm grofle Partikel identifizieren. Ebenso konnten diese Partikel fir die
Deletionsmutante N371 (Abbildung 3-13 (b)) nachgewiesen werden, jedoch nicht fir N527 oder wenn
DNA oder AMP-PnP im Ansatz fehlten. Dies deutet darauf hin, dass der Bereich zwischen
Aminosadure 371 und Aminosaure 527 nicht nur fur die Verlangerung eines Primers (Beck & Lipps,
2007) sondern auch wie fur andere SF3-Helikasen fur die Multimerisierung von zentraler Bedeutung
zu sein scheint (Hickman & Dyda, 2005) und dass diese vermutlich fir ORF904 nur in Gegenwart von
DNA und ATP bzw. einem ATP-Analogon stattfindet. SV40 L Tag hingegen bendétigt nur ATP bzw. ein
ATP-Analogon, um in Abwesenheit von DNA zu hexamerisieren (San Martin et al., 1997) und BPV E1
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hexamersiert in Gegenwart von DNA, aber nicht wenn nur ATP im Ansatz enthalten ist (Fouts ef al.,
1999).

Die Uberlagerung einzelner mit Uranylformiat kontrastierter Partikel (Abbildung 3-13 (c)-(e)) ergab,
dass es sich dabei um ringférmige Strukturen mit einer Sechsfachsymmetrie handelt. Vermutlich
handelt es sich bei diesen Partikeln um ORF904 und N371, die mit Hilfe des nicht hydrolysierbaren
ATP-Analogons AMP-PnP Hexamere um die DNA ausgebildet haben. Da sich diese Komplexe weder
in dem Gelfiltrations- noch in dem Sedimentationsexperiment nachweisen lassen, ist diese
Wechselwirkung zwischen den Untereinheiten vermutlich ziemlich schwach.

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnten letztlich Aufschluss Uber die Quartarstruktur
von ORF904 und N371 geben, welche mit der anderer SF3-Helikasen wie z.B. BPV E1 und SV40 L
Tag ubereinstimmt (Fouts et al., 1999; San Martin et al., 1997).

5 i
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Abbildung 3-13: Cryo-TEM-Aufnahmen von ORF904 und N371. (a) In den Proben
waren 0,5 yM ORF904, 0,5 uM dsOligodesoxynukleotid (49 bp), 1 mM AMP-PnP, 10 mM
MgCl,, 25 mM K-Phosphat und 150 mM KCI enthalten. Zu erkennen sind Partikel von
etwa 15 nm Durchmesser. (b) wie (a), aber mit 05 upM N371. (c)-(e)
Einzelpartikelanalysen der negativ gefarbten Protein-DNA-Komplexe. Zu sehen sind (c)
das eigenimage, (d) das first classum und (e) das first classum unter der Annahme einer
Sechsfachsymmetrie.
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3.2 Enzymatische Aktivitiaten der Helikasedomane

3.2.1 Die ATPase-Aktivitat

3.2.1.1 ATPase-Aktivitat fiir unterschiedliche DNA-Substrate

Um die ATPase-Aktivitdt von ORF904 zu uberprifen, wurde das Protein in Gegenwart von
radioaktivem y-[32P]-ATP inkubiert. Das durch die ATP-Hydrolyse freiwerdende radioaktive
anorganische Phosphat wurde mittels Dinnschichtchromatographie (DC) vom restlichen y-[32P]-ATP
getrennt und mit dem Instantimager autoradiographisch analysiert (Abbildung 3-14).

Es war bereits bekannt, dass die ATPase-Aktivitdt von ORF904 durch Doppelstrang-DNA stark
(10fach), durch Einzelstrang-DNA nur schwach (2-3fach) und durch RNA gar nicht stimuliert wird
(Lipps et al., 2003). Die SF3-Helikase Rep40 von AAV2 zeigt ahnlich wie ORF904 eine 8fach erhdhte
ATPase-Aktivitat in Gegenwart von dsDNA, die fir Rep40, aber auch fir ssDNA gezeigt werden
konnte (Yoon-Robarts et al., 2004). Die SF3-Helikase E1 aus BPV wird durch ssDNA stimuliert
(2,5fach), durch dsDNA aber gar nicht (Santucci et al., 1995). Ebenso wird die SF3-Helikase des P4
a-Proteins durch ssDNA stimuliert (Ziegelin et al., 1993), und auch die NTPase-Aktivitat der
hexameren Helikasedomane des T7Gen4-Proteins (SF4-Helikase) ist in Gegenwart von ssDNA 10mal
hoher als ohne oder mit dsDNA (Bernstein & Richardson, 1989). Die Aktivitat von E. coli RuvB (SF6-
Helikase) wird durch ssDNA und lineare dsDNA kaum, jedoch durch zirkulare dsDNA extrem stimuliert
(Marrione & Cox, 1995). MCM aus M. thermautotrophicus zeigt in Gegenwart von ®X174-ssDNA eine
etwa 13fach erhdéhte und in Gegenwart von kurzer ssDNA und dsDNA eine etwa 11fach erhdhte
ATPase-Aktivitdt (Kelman et al., 1999). Das eukaryotische MCM4,6,7 zeigt hingegen in Gegenwart
von dsDNA so gut wie keine Erhdhung seiner ATPase-Aktivitat (Ishimi, 1997). Diese Ergebnisse
veranschaulichen, dass die ATPase-Aktivitat stimulierenden Nukleinsduresubstrate von Helikasen,
selbst wenn sie derselben Superfamilie angehdren, ganz unterschiedlich sein kénnen.

Alle hier genannten Helikasen bilden hexamere Ringstrukturen aus, welche die DNA umschlielen.
Diese Ringstrukturen sind aber auch bei anderen an der Replikation beteiligten Proteinen zu finden
und bieten den Vorteil, dass das Protein mit der DNA einen geschlossenen Komplex bildet, was die
Dissoziation des Proteins von der DNA erschwert. In Wechselwirkung mit der entsprechenden
Polymerase kann der Protein-DNA-Komplex die Prozessivitat der Polymerase erhdhen. Eine hohe
Prozessivitat ist gerade bei der Replikation von entscheidender Bedeutung.

Da SF3-Helikasen hexamere Ringe ausbilden (Hickman & Dyda, 2005), war es von Interesse
herauszufinden, ob ORF904 lange zirkulare oder kurze lineare DNA als Substrat bevorzugt. Das lange
Substrat ermdglicht es, die Prozessivitat des Enzyms im Vergleich zum kurzen Substrat zu erforschen,
auf dem sich die Helikase nur ein kurzes Stiick fortbewegen kann, dann abfallen muss und eine
erneute Bindung und Assemblierung an die DNA erfolgen muss. Beide Substrate stimulierten die
ATPase-Aktivitat von ORF904 gleich stark. Selbst unter limitierenden DNA-Konzentrationen
(Abbildung 3-14 (b), hellgrau), unter denen die erneute Bindung an die DNA vermutlich der
langsamste Schritt ist, wurde die langere Plasmid-DNA nicht bevorzugt. Unter diesen Bedingungen
wirde eine Helikase mit hoher Prozessivitat in Gegenwart eines Plasmids eine hdohere ATPase-

Aktivitat zeigen als mit kurzer linearer DNA. Im Vergleich hierzu zeigen die Helikasen MCM von M.
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thermautotrophicus, SV40 L Tag und AAV Rep68 fir die Entwindung von Substraten mit einer Lange
von 500, 1200 und 1371 Basenpaaren sehr hohe Prozessivitaten (Shechter et al., 2000; Wiekowski et
al., 1988; Zhou et al., 1999). Es ist also davon auszugehen, dass ORF904 keine hohe Prozessivitat

besitzt, wie man sie fir eine replikative Helikase erwarten wirde.
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Abbildung 3-14: ATPase-Aktivitat von ORF904 in Gegenwart unterschiedlicher DNA-
Substrate. (a) Reprasentative DC der ATPase-Reaktionen von ORF904, die sich aus
0,5 uM Protein, 0,2 mM ATP, 2,0 nM y-[32P]-ATP und 0,04 g/l ss- bzw. dsPlasmid-
(8311 bp) oder Oligodesoxynukleotid-DNA (49 bp) zusammensetzten. Die Ansatze
wurden fur 20 min bei 80°C inkubiert. Als Kontrollen dienten reines y—[32P]-ATP (Spur
ATP) und y-[*°P]-ATP in Gegenwart von Protein (Spur ATP + Prot.). (b) Graphische
Darstellung der ATPase-Aktivitat k in s™ in Gegenwart von 0,04 g/l DNA (dunkelgrau),
0,01 g/l DNA (grau) und 0,001 g/l DNA (hellgrau). Zu sehen sind die Mittelwerte aus
mindestens zwei unabhangigen Messungen mit den dazugehdrigen
Standardabweichungen.

3.2.1.2 Bestimmung von Ky und k¢ fiir ATP und DNA

Die ATPase-Aktivitdt wurde in Gegenwart von definierten kurzen Einzel- und Doppelstrang-DNA-
Substraten, mit variierenden DNA- und ATP-Konzentrationen quantifiziert (Abbildung 3-15 und 3-16).
Far die Stimulierung mit Doppelstrang-DNA ergab sich fiir die ATPase-Aktivitat ein 10x héherer Wert
im Vergleich zur Einzelstrang-DNA. Die halbmaximale Konzentration konnte mit etwa 70 nM fir
dsDNA und 0,4 mM fir ATP bestimmt werden. Die Wechselzahl fur ATP ergab sich zu 0,7 s
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Abbildung 3-15: Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante von ORF904 fiir dsDNA
(49 bp) (a) Reprasentative DC der ATPase-Reaktion von ORF904 mit abnehmenden
dsDNA-Konzentrationen (0,0046-0 g/l), 0,5 pyM Protein, 0,16 mM ATP und 2,0 nM
y-[32P]-ATP. Die Ansatze wurden fiir 20 min bei 80°C inkubiert. Als Kontrollen dienten
reines y-[*°P]-ATP (Spur ATP) und y-[**P]-ATP in Gegenwart von Protein (Spur ATP +
Prot.). (b) Graphische Darstellung der ATPase-Aktivitdt in Abhangigkeit der DNA-
Konzentration flir ssDNA (weile Kreise) und fiir dsDNA (schwarze Kreise). Zu sehen sind
die Mittelwerte aus drei unabhangigen Messungen mit den dazugehdrigen
Standardabweichungen. Die Linie reprasentiert den Angleich der experimentellen Daten
an die Michaelis-Menten-Gleichung. Aus diesen Daten wurde der Ky, ermittelt.
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Abbildung 3-16: Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante und der Wechselzahl von
ORF904 fir ATP. (a) Reprasentative DC der ATPase-Reaktion von ORF904, mit
abnehmenden ATP-Konzentrationen (2-0 mM), 0,5 uM Protein, 0,04 g/l DNA (49 bp) und
2,0 nM y—[32P]—ATP. Die Ansatze wurden fur 20 min bei 80°C inkubiert. Als Kontrollen
dienten reines y-[**P]-ATP (Spur ATP) und y-[*P]-ATP in Gegenwart von Protein und
dsDNA (Spur ATP + Prot.). (b) Graphische Darstellung der ATPase-Aktivitat in
Abhangigkeit der ATP-Konzentration. Zu sehen sind die Mittelwerte aus drei
unabhangigen Messungen mit den dazugehoérigen Standardabweichungen. Die Linie
reprasentiet den Angleich der experimentellen Daten an die Michaelis-Menten-
Gleichung. Aus diesen Daten wurden der Ky und kgt ermittelt.
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In Tabelle 3-5 sind die Ky- und ke-Werte von ORF904 und einigen hexameren Helikasen in
Gegenwart der entsprechenden DNA-Substrate aufgelistet. Es ist nur bedingt moglich, die Werte
miteinander zu vergleichen. Dies ist unter anderem auf die Bedingungen, unter denen diese Werte
ermittelt wurden, zurlickzufihren, die stark von denen fur ORF904 abweichen, so dass selbst fir ein
und dieselbe Helikase sehr unterschiedliche Werte ermittelt wurden. Dennoch ist festzuhalten, dass

der Ky- und kq-Wert von ORF904 in der GréRenordnung anderer hexamerer Helikasen liegt.

Tabelle 3-5: Ky- und k-Werte flir ATP von ORF904 und anderen hexameren Helikasen in
Gegenwart des entsprechenden Substrats.

Protein Kn [MM] Keat [s7] Substrat Referenz
ORF904 400 0,7 dsDNA /

BPV E1 750 0,05 ohne (Santucci et al., 1995)
BPV E1 375 0,05 ssDNA (Santucci et al., 1995)
BPV E1 200 / ohne (Yang et al., 1993)
BPV E1 1100 / ohne (MacPherson et al., 1994)
$:rVn1Fn1us(‘.C3-00 AS) 30 0,16 ohne (Castella et al., 2006b)
S o - 30 0,28 sSDNA (Castella et al., 2006b)
SV40 L Tag 270 0,3 ohne (Greenleaf et al., 2008)
SV40 L Tag 270 2,4 ssDNA (Greenleaf et al., 2008)
Sso MCM 50-60 0,22 ohne (Pucci et al., 2007)
Sso MCM 0,28 0,051 ohne (Brewster et al., 2008)
Sso MCM 1,9+1,2 0,068 3'und 5’ (Brewster et al., 2008)

3.2.1.3 ATPase-Aktivitiat der Deletionsmutanten

In Abbildung 3-17 sind die ATPase-Aktivitat der Deletionsmutanten fir ein ss- bzw.
dsOligodesoxynukleotid (49 bp) und deren relative Aktivitat zum Wildtyp zu sehen.

Die Helikasedomane N371, die Deletionsmutante, die ORF904 ohne Prim/Pol-Domane darstellt,
zeigte gegenuber dem Wt eine leicht erhdhte Aktivitat fur dsDNA und eine etwa 11fach erhdhte
Aktivitat fir ssDNA. Die erhdhte ATPase-Aktivitat von N371 fur ssDNA ist vermutlich im Verlust der
Prim/Pol-Domane zu suchen. Diese bindet beim Wt die ssDNA und behindert so die ATPase-Aktivitat
der Helikasedomane auf ssDNA. Dies ist mit der ATPase-Aktivitat der SF3-Helikase des P4 a-Proteins
zu vergleichen, bei der trotz Verlust der Primasedomane die ATPase-Aktivitat erhalten bleibt (Ziegelin
et al., 1995; Ziegelin et al., 1997). Fehlt die Prim/Pol-Domane, wie bei N371 und den anderen
Deletionsmutanten, so scheint die Helikasedomane auch in Gegenwart von ssDNA starker ATPase-
aktiv zu sein.

N371K752, die Helikasedomane ohne vermeintliche Winged-Helix-DNA-Bindedoméane, besitzt eine
stark reduzierte ATPase-Aktivitat, die fir ssDNA starker ausgepragt ist als fur dsDNA. Diese ist
vermutlich auf das Fehlen der Winged-Helix-DNA-Bindedomane zurlckzuflhren, die einen grofien
Beitrag zur DNA-Bindung leistet (3.2.4.2.2)- also dhnlich wie beim P4 a-Protein, wo die C-terminale

Replikationsursprungsbindedomane zu einem Verlust der ATPase-Aktivitat fuhrt (Ziegelin et al., 1997).
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N450 zeigte fir dsDNA eine um etwa den Faktor 5 niedrigere Aktivitat und fir ssDNA eine ca. doppelt
so hohe Aktivitdt. Bei N475 war die Aktivitat fur die dsDNA um einen Faktor 10 zurlickgegangen,
wahrend die Aktivitat fur die ssDNA leicht erhéht war.

N527 zeigte fur die dsDNA etwa ein 20stel der Aktivitat des Wt, wahrend die Aktivitat fur die ssDNA
leicht erhéht war. Es ist deutlich zu erkennen, dass mit der Verkirzung des Bereichs zwischen
Aminoséaure 371 und Aminosaure 527 ein starker Verlust der ATPase-Aktivitat fur dsDNA einherging.
Wie bei der Elektronenmikroskopie der Probe von N527, bei der sich keine Partikel finden lief3en,
fihrte der Verlust der wahrscheinlichen Multimerisierungsdomane, die bei SF3-Helikasen in diesem
Bereich liegt (Hickman & Dyda, 2005), zu dem starken Riickgang der ATPase-Aktivitat. Dies wiirde im
Einklang mit dem Mechanismus von SF3-Helikasen stehen, bei denen die Hexamerisierung die
Voraussetzung fir die Argininfinger bildet, entscheidend an der ATP-Hydrolyse in benachbarten
Untereinheiten mitzuwirken (Enemark & Joshua-Tor, 2008; Ogura et al., 2004).
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Abbildung 3-17: ATPase-Aktivitat der Deletionsmutanten von ORF904. (a und b)
Reprasentative DC der ATPase-Reaktionen der Deletionsmutanten, die sich aus 0,5 uyM
Protein, 0,2 mM ATP, 2,0 nM y-[**P]-ATP und 0,04 g/l ss- bzw. dsOligodesoxynukleotid-
DNA (49 bp) zusammensetzten. Die Ansatze wurden fiir 20 min bei 80°C inkubiert. Als
Kontrollen dienten reines y-[**P]-ATP (Spur ATP) und y-[*’P]-ATP in Gegenwart von
Protein (Spur ATP + Prot.). (c) Graphische Darstellung der ATPase-Aktivitat der
Deletionsmutanten in Gegenwart von dsDNA (dunkelgrau) und ssDNA (grau). Die
Aktivitat ist relativ zur ATPase-Aktivitat des Wt mit dsDNA angegeben. Zu sehen sind die
Mittelwerte aus mindestens zwei unabhangigen Messungen mit den dazugehorigen
Standardabweichungen.
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3.2.1.4 ATPase-Aktivitat der Punktmutanten

Um die ATPase-Aktivitat der Punktmutanten von ORF904 zu untersuchen, wurden wie zuvor schon fiir
den Wt und die Deletionsmutanten radioaktive Dunnschichtchromatographien durchgefiihrt
(Abbildung 3-18 (a)).
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Abbildung 3-18: ATPase-Aktivitdt der Punktmutanten von ORF904. (a und b) DC der
ATPase-Reaktionen der Punktmutanten, die sich aus 0,5 uyM Protein, 0,2 mM ATP,
2,0 nM y-[**P]-ATP und 0,01 g/l ss- bzw. dsOligodesoxynukleotid-DNA (49 bp)
zusammensetzten. Die Ansatze wurden fur 20 min bei 80°C inkubiert. Als Kontrollen
dienten reines y-[**P]-ATP (Spur ATP) und y-[**P]-ATP in Gegenwart von Protein (Spur
ATP + Prot.). (c) Graphische Darstellung der ATPase-Aktivitdt der Punktmutanten in
Gegenwart von dsDNA (dunkelgrau) und ssDNA (grau). Die Aktivitat ist relativ zur
ATPase-Aktivitat des Wt angegeben. Zu sehen sind die Mittelwerte aus bis zu 5
unabhangigen Messungen mit den dazugehdérigen Standardabweichungen.
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Die Alaninpunktmutante des vermeintlichen ,Lysinfingers“ K574 zeigte einen starken Riickgang in der
ATPase-Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp (3-18 (b)). Dies liel3 vermuten, dass dieser Aminosaurerest
tatsachlich die Nukleotidbindetasche in frans kontaktiert und so entscheidend zur Funktion der
Helikase beitragt. Es stellte sich jedoch heraus, dass diese Punktmutante nur eine verminderte
Translokationsaktivitat im Vergleich zum Wt aufwies (3.2.2.2) und somit ihre Rolle fur die Funktion der
Helikase nicht kritisch scheint.

Die Punktmutanten des B-Hairpin K656A, K657A, K656/657A und R659A zeigten nur eine relativ
geringe Abnahme der ATPase-Aktivitat im Vergleich zum Wt. Dies lasst sich durch ihre rdumliche
Entfernung zur Nukleotidbindetasche erklaren. Uberraschend war aber die Tatsache, dass die
Punktmutanten des (-Hairpin eine deutlich erhdhte ATPase-Aktivitat fir ssDNA im Vergleich zum Wt
zeigten. Wie bereits erwahnt bildet die Hexamerisierung um die DNA die Voraussetzung fir die
Argininfinger, mit dem ATP einer benachbarten Untereinheit in Kontakt zu treten, um die ATP-
Hydrolyse zu ermdglichen. Offensichtlich kann bereits der Austausch einer einzigen Aminosaure im (-
Hairpin die Hexamerisierung in Gegenwart von ssDNA und die daraus folgende ATP-Hydrolyse
bedeutend beeinflussen. Der kumulative Effekt des Austauschs von sechs Aminosauren im Bereich
der zentralen Pore scheint fiir dieses Phanomen verantwortlich zu sein.

Die Punktmutanten der vermeintlichen Argininfinger R689A, R690A und R689/690A zeigten
gegeniber dem Wt eine stark reduzierte ATPase-Aktivitdt. R690A und die Doppelmutante waren
nahezu nicht in der Lage, ATP zu hydrolysieren, wohingegen R689 ein wenig Restaktivitat aufwies. Es
scheint so, dass es sich bei R690 um den tatsachlichen Argininfinger handelt, wahrend eine Mutation
von R689 durch ihre rdumliche Nahe zu R690 indirekt die ATP-Hydrolyse stort.

Ahnliche Ergebnisse wie fur ORF904 und seine Punktmutanten wurden auch fiir SV40 L Tag
gefunden. Die Mutation des homologen ,Lysin-“ und des Argininfingers fiihrten auch hier zu einer
starken Abnahme der ATPase-Aktivitdt, wahrend Mutationen im B-Hairpin keinen grof’en Einfluss
darauf hatten (Greenleaf et al., 2008; Shen et al., 2005; Wang et al., 2007).

3.2.1.4.1 Komplementationsanalyse der Punktmutante R690A mit ORF904

Um zu untersuchen, welchen Effekt die Mutation des Argininfingers auf die Kooperativitat zwischen
den Untereinheiten von ORF904 hat, wurde im ATPase-Experiment ein Mix aus Wildtypprotein und
Punktmutante im Konzentrationsverhaltnis 5 zu 6 bis 1 zu 6 eingesetzt (Abbildung 3-19).

Wie dem Graphen zu entnehmen ist, nimmt die ATPase-Aktivitat des Wildtyps bei Zunahme des
Anteils der ATPase-defekten Punktmutante im Ansatz linear ab. Bei vollstandiger Kooperativitat
zwischen den Wt-Untereinheiten und den Untereinheiten der Punktmutante wirde man eine
exponentielle Abnahme der ATPase-Aktivitat erwarten. Der lineare Kurvenverlauf deutet auf eine
fehlende oder reduzierte Kooperativitat zwischen den Wt-Untereinheiten und
Punktmutanteuntereinheiten hin (Moreau et al., 2007). Dabei sind zwei Mdglichkeiten denkbar.

Bei der ersten Moglichkeit beeinflussen die Punktmutanteuntereinheiten, bei Ausbildung eines
Heterohexamers aus Punktmutante- und Wt-Untereinheiten, die Aktivitat der Wt-Untereinheiten nicht
in dem Male, dass die Aktivitdt des Enzyms komplett verloren geht. Vielmehr behalten die
Untereinheiten des Wt im Heterohexamer ihre ATPase-Aktivitat bei, wobei vermutlich die Position der

Wit-Untereinheiten zu den anderen Untereinheiten im Multimer einen Einfluss auf ihre Aktivitat hat. Ein
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sequential model der ATP-Hydrolyse wie es fiir viele SF3-Helikasen angenommen wird (1.4), in
welchem eine Untereinheit den ATP-Hydrolysezustand einer benachbarten Untereinheit reguliert,
kommt hier nicht in Frage. Vielmehr muss hier ein probabilistic model angenommen werden, bei dem
trotz Vorliegen defekter Untereinheiten im Multimer auf Grund eines hohen Males an Flexibilitdt des
Enzyms seine Funktion, wenn auch mit geringerer Umsatzrate, weiterhin gewahrleistet ist, wie man
z.B. fiir die hexamere AAA"-Protease ClpX zeigen konnte (Martin et al., 2005).

Bei der anderen Mdglichkeit ist davon auszugehen, dass sich nur die Wildtypproteinmonomere zu
Hexameren zusammenlagern kdnnen. Dies steht mit Ergebnissen aus Gelfiltrationschromatographie-
experimenten der SF3-Helikase E1 im Einklang. Hier konnte gezeigt werden, dass der Austausch
einer einzigen Aminosaure im Kernbereich der Helikasedomane das Hexamerisierungsverhalten der
Helikase empfindlich stéren kann (Castella et al., 2006a).

Vermutlich gilt nicht eine der beiden Mdglichkeiten strikt, sondern es kommen ein reduziertes
Hexamerisierungsverhalten der Punktmutante und eine reduzierte ATPase-Aktivitdt des Hexamers,
bei Einbau von Punktmutanteuntereinheiten, gleichzeitig zum Tragen.
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Abbildung 3-19: Mutantdoping-Experiment mit der Argininfingermutante R690A.

(a) Reprasentative DC der ATPase-Reaktionen, bei denen 0,5 uM der angegebenen
Verhaltnisse von Wt zur Punktmutante, 0,01 g/l dsDNA (49 bp), 0,2 mM ATP und 2,0 nM
y-[**P]-ATP eingesetzt wurden. Die Ansatze wurden fiir 20 min bei 80°C inkubiert. Als
Kontrollen diente reines y-[*>P]-ATP (Spur ATP). (b) Graphische Darstellung der ATPase-
Aktivitat in  Abhangigkeit des Proteinanteils der Punktmutante an der
Proteingesamtkonzentration. Die Aktivitdt ist relativ zur ATPase-Aktivitdt des Wt
angegeben. Zu sehen sind die Mittelwerte aus 3 unabhangigen Messungen mit den
dazugehdrigen Standardabweichungen.

3.2.2 Die Translokationsaktivitat

3.2.2.1 Translokationsaktivitit von ORF904 und den Deletionsmutanten

Um die Polaritdt von ORF904 zu bestimmen, wurden Biotin-Streptavidin-Verdrangungsversuche
durchgefiihrt (Morris & Raney, 1999; Morris et al., 2001; Shin & Kelman, 2006a). Als Substrat dienten
Oligodesoxynukleotide, die am 3’- oder am 5’-Ende einen Biotinrest trugen und am 5’-Ende radioaktiv
markiert waren. Die Substrate wurden erst mit Streptavidin und anschlieRend mit einem Uberschuss
Biotin inkubiert. Bei anschlieBender Inkubation mit einer ringférmigen Helikase wie ORF904 in
Gegenwart von ATP sollte die Translokation der Helikase auf dem Substrat zu einem Verdrangen des

Streptavidintetramers und zu einer Zunahme des Signals des freien radioaktiv markierten
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Oligodesoxynukleotids fiihren. Mittels PAA-Gel wurden Substrat und freies Oligodesoxynukleotid
voneinander getrennt und mit Hilfe des Instantimagers analysiert. Die Translokation stellt den
Prozentsatz an freiem Oligodesoxynukleotid im Ansatz dar. Die Nettotranslokation errechnete sich aus
der Differenz der Translokation in Gegenwart und in Abwesenheit von ATP.

Wie in Abbildung 3-20 zu sehen, ist das Volllangenprotein in der Lage, das Streptavidin vom 5’-Ende,
jedoch nicht vom 3’-Ende, zu verdrangen -und das auch nur auf ssDNA. Daraus folgt, dass das
Protein in 3’-5’-Richtung auf Einzelstrang-DNA transloziert. Die Ergebnisse sind mit denen von SV40 L
Tag vergleichbar, dessen 3’-5-Translokationsaktivitdt ebenfalls mit dem Biotin-Streptavidin-
Verdrangungsexperiment bestatigt wurde (Morris et al., 2002). Somit konnte gezeigt werden, dass

ORF904 die gleiche Polaritat besitzt wie andere Superfamilie-3-Helikasen (Singleton et al., 2007).
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Abbildung 3-20: Translokationsaktivitdt von ORF904 und den Deletionsmutanten N371
und N527 auf unterschiedlichen DNA-Substraten. (a) Reprasentatives 8%-iges PAA-Gel
der Translokationsreaktionen des Wt und der Deletionsmutanten in Abwesenheit (Spur -)
und in Gegenwart von 2 mM ATP (Spur +). In den Ansatzen waren 0,5 pM Protein und
6,5 UM freies Biotin enthalten. Als Substrat wurden 10 nM eines am 5’-Ende biotinylierten
Oligodesoxynukleotids (50 b) verwendet, das mit **P markiert und mit Streptavidin
abgesattigt war. Die Ansatze wurden fur 30 min bei 50°C inkubiert. Als Kontrolle diente
das bei 95°C bzw. bei 50°C inkubierte Substrat. (b) wie (a), aber Oligodesoxynukleotid
am 3’-Ende biotinyliert. (c) wie (a), aber Oligodesoxynukleotid mit Komplementarstrang
zu Doppelstrang hybridisiert. (d) Graphische Darstellung der Translokationsaktivitat vom
Wt und den Deletionsmutanten N371 und N527 fir das am 5-Ende biotinylierte
Oligodesoxynukleotid (dunkelgrau), das am 3’-Ende biotinylierte Oligodesoxynukleotid
(grau) und das biotinylierte dsOligodesoxynukleotid (hellgrau). Die Aktivitat ist relativ zur
Nettotranslokationsaktivitat des Wt angegeben. Zu sehen sind die Mittelwerte aus
mindestens zwei unabhangigen Messungen mit den dazugehdrigen
Standardabweichungen.
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Die Deletionsmutante N371 zeigt beziiglich allen drei Substraten eine leicht erhdhte Aktivitat
gegeniber dem Wi, Die erhdhte Translokationsaktivitat steht wahrscheinlich in  direktem
Zusammenhang mit der erhdhten ATPase-Aktivitat (3.2.1.3) und ist wie auch diese moglicherweise
auf das Fehlen der Prim/Pol-Doméne zurtckzufiihren.

N527 zeigt nur eine Restaktivitat fir das am 5-Ende biotinylierte Oligodesoxynukleotid, was

wahrscheinlich auf seine fehlende Eigenschaft, zu hexamerisieren zurtckzufuhren ist (3.1.3.2).

3.2.2.2 Translokationsaktivitat der Punktmutanten

Als nachstes wurde die Translokationsaktivitat der Punktmutanten untersucht (Abbildung 3-21).
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Abbildung 3-21: Translokationsaktivitdt der Punktmutanten von ORF904. (a-c) 8%-ige
PAA-Gele von Translokationsreaktionen der Punktmutanten in Abwesenheit (Spur -) und
in Gegenwart von 2 mM ATP (Spur +). In den Ansatzen waren 0,5 uM Protein und 6,5 pM
freies Biotin enthalten. Als Substrat wurden 10 nM eines am 5-Ende biotinylierten
Oligodesoxynukleotids (50 b) verwendet, das mit P markiert und mit Streptavidin
abgesattigt war. Die Ansatze wurden fir 30 min bei 50°C inkubiert. Als Kontrolle diente
das bei 95°C bzw. bei 50°C inkubierte Substrat. (d) Graphische Darstellung der
Translokationsaktivitat vom Wt und den Punktmutanten fiir das am 5’-Ende biotinylierte
Oligodesoxynukleotid. Die Aktivitat ist relativ zur netto Nettotranslokationsaktivitat des Wt
angegeben. Zu sehen sind die Mittelwerte aus mindestens 3 unabhangigen Messungen
mit den dazugehdrigen Standardabweichungen.

Es zeigte sich, dass die Alaninmutation des potentiellen ,Lysinfingers® K574 nur einen geringen
Einfluss auf die Translokationsaktivitat ausibt, so dass davon ausgegangen werden kann, dass es

sich beim Lysin K574 nicht um den vermeintlichen ,Lysinfinger handelt.
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Bei der Punktmutante K656A im (-Hairpin war ein deutlicher Riickgang in der Translokationsaktivitat
im Vergleich zum Wt zu sehen, der bei KB657A noch starker ausgepragt war und bei der
Doppelmutante K656/657A gegen Null ging. Dies deutet darauf hin, dass K657 die Spitze des
B-Hairpins ausbildet und den Kontakt zur DNA herstellt, wahrend eine Mutation von K656, durch ihre
raumliche Nahe zu K657, diese Interaktion direkt oder indirekt stért. Der kumulative Effekt der beiden
Mutationen spiegelt sich in der Doppelmutante K656/657A wider, bei der die Translokationsaktivitat
gegen Null geht. Die Ergebnisse lassen sich mit denen der SF3-Helikase AAV Rep40 vergleichen, bei
der Mutationen von basischen Aminosaureresten im S-Hairpin zu einem Verlust der DNA-Bindung
fihren (Yoon-Robarts et al., 2004).

Die Punktmutante R659A lie3 nur eine geringe Abnahme der Aktivitat erkennen. Dieser Rickgang ist
vermutlich wie bei K656A auf die raumliche Nahe des Aminosaurerests zu K657 zu erklaren.

Bei den Punktmutanten des Argininfingers R690A und des angrenzenden Arginins R689A sowie der
Doppelmutante R689/690A ging die Translokationsaktivitat gegen Null. Dies steht mit der Rolle dieser
Aminosaurereste in der ATP-Hydrolyse im Einklang, welche die Voraussetzung fur die Translokation
bildet.

3.2.2.3 Bestimmung der Translokationsgeschwindigkeit

Um die Translokationsgeschwindigkeit von ORF904 zu bestimmen, wurden fir den Biotin-
Streptavidin-Verdrangungsversuch die Kinetiken im Bereich von 0 bis 30 min aufgenommen und
ausgewertet (Abbildung 3-22).

Fir das Hintergrundsignal war nur eine leichte Zunahme der Aktivitat im zeitlichen Verlauf zu
erkennen. Diese ist vermutlich auf eine nicht vollstindige Thermostabilitat des Substrats bei 50°C
zurlickzuflihren, was modglicherweise an einer nicht absolut homogenen Population von
Streptavidinmolekilen lag, die unterschiedlich stabil an die biotinylierte DNA banden.

Fir die Kinetik mit Protein aber ohne ATP ergab sich nahezu ein identischer Verlauf. Unter
Bertcksichtigung des Hintergrundsignals zeigt das Protein ohne ATP keine Translokationsaktivitat,
wahrend in Gegenwart von ATP die Aktivitat von ORF904 deutlich zunahm. Dies macht deutlich, dass
ORF904 eine durch ATP induzierbare Translokase ist, die 3’-5’-Polaritat aufweist.

Die Werte fur die Translokation in Abwesenheit bzw. Gegenwart von ATP wurden durch Ermitteln der
Steigung im linearen Bereich des Graphen zwischen 1 und 10 min mittels linearer Regression
bestimmt. Dabei wurden die Werte um die Hintergrundaktivitdt korrigiert. Die Nettotranslokation
errechnet sich aus der Differenz der ermittelten Werte, stellt also die ATP-abhangige Translokation
dar. Die Translokationsgeschwindigkeit errechnet sich aus der Nettotranslokation, wobei die
Konzentrationen von Protein, DNA-Substrat sowie die Lange des DNA-Substrats bericksichtigt
wurden (2.3.10.2.1).

Die Translokationsgeschwindigkeit lasst sich fiir ein 50 Basen langes Substrat anhand der ermittelten
Werte zu etwa 6,2*10* b s bestimmen (Tabelle 3-6). Der Wert stimmt gut mit den Werten fir die
Entwindungsaktivitat von ORF904 (berein (3.2.3.2.4). Es ist darauf hinzuweisen, dass unter den
experimentellen Bedingungen das Protein gegeniiber dem Substrat im Uberschuss vorlag. AuRerdem
konnten die Translokationsexperimente fir ORF904 auf Grund der Thermoinstabilitdt des Biotin-

Streptavidin-Substrats nur bei 50°C, also unter suboptimalen Bedingungen, durchgefiihrt werden.
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Der tatsachliche Wert der Translokationsgeschwindigkeit von ORF904 liegt vermutlich héher. Der
ermittelte Wert lasst aber auch vermuten, dass es sich bei der Translokation vermutlich um eine

Hintergrundaktivitat handelt.
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Abbildung 3-22: Bestimmung der Translokationsgeschwindigkeit von ORF904. (a)
Reprasentatives 8%-iges PAA-Gel, das den zeitlichen Verlauf (1-30 min) der
Translokationsreaktion von ORF904 in Abwesenheit von Protein und ATP, (b) in
Gegenwart von 0,5 uyM Protein ohne ATP und (c) in Gegenwart von 0,5 uM Protein und
2 mM ATP zeigt. In den Ansatzen waren 6,5 UM freies Biotin enthalten. Als Substrat
wurden 10 nM eines am 5’-Ende biotinylierten Oligodesoxynukleotids (50 b) verwendet,
das mit *P markiert und mit Streptavidin abgesattigt war. Die Ansatze wurden bei 50°C
inkubiert. Als Kontrolle diente das bei 95°C bzw. bei 50°C inkubierte Substrat.
(d) Graphische Darstellung der Translokationsaktivitdt in Abhangigkeit von der Zeit fir
das Substrat (weilde Kreise), flr das Substrat mit Protein (halbgefiillte Kreise) und fir das
Substrat mit Protein und ATP (schwarze Kreise). Die flr dieses Substrat ermittelte
Translokationsgeschwindigkeit von ORF904 ist in Tabelle 3-6 aufgeflihrt.

Tabelle 3-6: Ermittelte Translokationsgeschwindigkeit von ORF904 fur das am 5’-Ende biotinylierte
ssSubstrat. Die Translokation stellt den Prozentsatz an verdrangtem Streptavidin vom Substrat pro
Zeiteinheit dar*. Die Nettotranslokation ergibt sich aus der Differenz der Translokation mit und ohne
ATP. Bei der Bestimmung der Translokationsgeschwindigkeit aus der Nettotranslokation wurden die
Konzentrationen von Protein, DNA-Substrat sowie die Lange des DNA-Substrats bericksichtigt.

ATP % Translokation % Nettotranslokation Translokations-

Substrat Protein . . geschwmdl keit
[mM] Imin Imin bs 1%4 0%
ss 3 — 5 ORF904 0
2 3,4;4,1 4.1;4,7 5,6; 6,8

*Durch lineare Regression im linearen Bereich des Graphen (1-10 min) ermittelt. Angegeben sind der
um die Hintergrundaktivitat korrigierte Minimal- und Maximalwert aus zwei unabhangigen Messungen.
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3.2.3 Die Entwindungsaktivitat

3.2.3.1 Entwindungsaktivitét fur unterschiedliche DNA-Substrate

3.2.3.1.1 Entwindungsaktivitat fiir dsPlasmid-DNA

Um zu Uberprifen, ob die Helikase von ORF904 selbstandig in der Lage ist an die dsPlasmid-DNA
von pRN1 zu binden, diese aufzuschmelzen und zu entwinden, wurde das Plasmid pUC_pRN1,
welches die vollstandige Sequenz von pRN1 tragt, in Gegenwart von Protein, ATP und S1-Nuklease
inkubiert. Sollte das Protein die dsPlasmid-DNA entwinden, wirden die dabei freiwerdenden
Einzelstrangbereiche der einzelstrangverdauenden Nuklease S1 zuganglich werden. Dies wurde auf
einem analytischen Agarosegel durch eine Zunahme des Signals der linearisierten Plasmid-DNA
sichtbar werden.

Wie in Abbildung 3-23, Spur 1, zu sehen ist, zeigt die Kontrolle, in der das Plasmid in Abwesenheit
von Protein verdaut wurde, das starkste Signal fir linearisierte Plasmid-DNA.

Die Zunahme ist wahrscheinlich durch eine thermische Entfaltung der dsPlasmid-DNA bei der
Inkubationstemperatur von 60°C zu erklaren, die ein lokales Aufschmelzen der dsPlasmid-DNA
bewirkte, so dass dabei freiwerdende Einzelstrangbereiche durch S1 abgebaut werden konnten. Die
Probe, in der kein Verdau stattfand, Spur - und die Proben mit ORF904, Spuren 2 und 3 zeigen
hingegen die gleiche Signalstarke fur ssPlasmid-DNA.

Dies zeigt, dass ORF904 die Plasmid-DNA zwar nicht entwunden hat, aber sehr wohl in der Lage war,
diese zu binden und somit einen Verdau durch S1 zu verhindern. Ob ORF904 jedoch hierbei die
thermisch freigewordenen Einzelstrangbereiche gebunden hat oder die dsPlasmid-DNA von
vornherein vor einem S1-Verdau geschitzt hat, Iasst sich nicht eindeutig sagen. Die Gegenwart von

ATP scheint jedoch hier keinen Einfluss zu haben.

CcCc, oC
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Abbildung 3-23: Reprasentatives 1,0%-iges Agarosegel eines S1-Plasmidverdaus in
Gegenwart von ORF904. 10 nM pUC_pRN1 (8036 bp) in 1x NEB 1 wurden flir 5 min bei
60°C in Gegenwart bzw. Abwesenheit von 0,5 yM ORF904 und 1 mM ATP mit 0,04 U/ul
S1-Nuklease verdaut. Als Kontrollen dienten Plasmid und S1-Nuklease-verdautes
Plasmid in Abwesenheit von Protein. Zu sehen sind in Spur M: der Eurogentec DNA
Standard; Spur -: pUC_pRN1; Spur 1: pUC_pRN1 + S1; Spur 2: pUC_pRN1 + Protein +
S1; Spur 3: pUC_pRN1 + Protein + ATP + S1. ccc: covalently closed circle; oc: open
circle
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3.2.3.1.2 Entwindungsaktivitat fiir kurze lineare DNA-Substrate

Fir die Helikase konnte unter Verwendung von Substraten mit 3’- bzw. 5-Uberhang, die aus
Oligodesoxynukleotiden die an ein virales, einzelstrangiges M13-Plasmid hybridisiert waren, keine
Aktivitat gezeigt werden (Lipps et al., 2003). Deswegen wurde die Helikaseakivitdt von ORF904 in
Abwesenheit und Gegenwart von ATP fur unterschiedliche, kurze DNA-Substrate untersucht, wie sie
auch von Gupta et al. (2005) oder Shin et al. (2003) verwendet wurden. Bei den Substraten handelte
es sich um Oligodesoxynukleotide, die miteinander hybridisiert waren und von denen eines am 5’-
Ende radioaktiv markiert war. Zeigte das Protein Helikaseaktivitat, kam es auf Grund der Entwindung
des Substrats zu einem Freisetzen des radioaktiven Oligodesoxynukleotids aus dem Substrat. Mittels
PAA-Gel wurden Substrat und freies Oligodesoxynukleotid voneinander getrennt und mit Hilfe des
Instantimagers analysiert (Abbildung 3-24).
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Abbildung 3-24: Entwindungsaktivitdt von ORF904 flur unterschiedliche DNA-Substrate.
(a) Reprasentative 8%-ige PAA-Gele der Entwindungsreaktion von ORF904 in
Abwesenheit (Spur -) und in Gegenwart von 2 mM ATP (Spur +). In den Ansatzen waren
0,5 uM Protein und 100 nM unmarkiertes Oligodesoxynukleotid enthalten. Als Substrat
wurden 10 nM eines am 5-Ende mit P markierten und zum perfekten Doppelstrang
hybridisierten Oligodesoxynukleotids (49 bp) verwendet. Die Ansatze wurden fir 30 min
bei 60°C inkubiert. Als Kontrolle diente das auf Eis bzw. bei 95°C oder bei 60°C
inkubierte Substrat. (b) wie (a), aber Substrat besitzt einen 5-Uberhang. (c) wie (a), aber
Substrat besitzt einen 3-Uberhang. (d) wie (a), aber Substrat besitzt einen 3'- und einen
5-Uberhang. (e) wie (a), aber Substrat besitzt einen internen 3-Uberhang. (f) wie (a),
aber als Substrat wurde eine Holliday-Struktur verwendet. (g) wie (a), aber in den
Ansatzen waren 5 nM einer DNA-Triple-Helix und 50 nM Protein enthalten.
Die Inkubation der Ansatze und der Kontrolle wurde bei 45°C statt bei 60°C durchgefihrt.
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Unter Verwendung eines Substrats mit einem 25 Basen langen 3'- und 5-Uberhang und einer 25
Basen langen Duplexregion konnte fir ORF904 Entwindungsaktivitdt nachgewiesen werden. Ebenso
wie flr SV40 L Tag (Wang et al., 2007), BPV E1 (Sedman & Stenlund, 1998), P4 a-Protein (Ziegelin et
al., 1993), AAV Rep (Zhou et al., 1999) und MCM aus M. thermautotrophicus (Sakakibara et al.,
2008). Dieses Substrat stellt das bevorzugte Substrat ringférmiger Helikasen, wie den SF3-Helikasen,
dar (Jezewska et al., 1998; Matson & Richardson, 1983; Seo et al., 1993). Dies untermauert nochmals
die Zugehorigkeit der Helikase von ORF904 zu den SF3-Helikasen. SF3-Helikasen wie BPV E1
kénnen an eine der Einzelstrangregionen des Substrates binden und dann die Einzelstrang-DNA aktiv
durch die zentrale Pore transportieren (Enemark & Joshua-Tor, 2006). Der andere Strang der DNA
wird sterisch ausgeschlossen, was zu einer Entwindung des Doppelstrangbereichs des Substrats
fuhrt.

Eine mdgliche Ursache der Destabilisierung des Substrats in Gegenwart von ORF904 ohne ATP ist
mitunter im multidomanen Charakter des Proteins zu suchen. Die N-terminale Prim/ Pol-Doméane ist in
der Lage, Einzelstrang-DNA zu binden. Es ist mdglich, dass unter den experimentellen Bedingungen
(Uberschuss von Protein gegeniiber DNA) ORF904 die Duplex-DNA destabilisiert hat, indem es
bevorzugt an Einzelstrang-DNA bindet.

Fir ORF904 konnten weder fiir ein DNA-Doppelstrangsubstrat mit glatten Enden noch fiir Substrate
mit 3’- oder 5-Uberhang Entwindungsaktivitdt nachgewiesen werden. Der Grund hierfiir ist vermutlich
ebenfalls im méglichen Mechanismus der Helikase zu suchen. Fiir das Doppelstrangsubstrat und das
Substrat mit dem 5’-Uberhang ist ein sterischer Ausschluss nicht méglich. Auf Grund der Polaritat der
Helikase wird diese auf dem Substrat mit dem 5’-Uberhang wahrscheinlich an die Doppelstrangregion
binden und dann im Zuge der Translokation auf die Einzelstrangregion wechseln. Bei dem Substrat
mit dem 3’-Uberhang ist vermutlich das Gegenteil der Fall, wie es fiir die Ringhelikase MCM4,6,7
bereits gezeigt wurde (Kaplan et al,, 2003). Auch diese Befunde stehen im Einklang mit dem
beschriebenen Mechanismus.

Ganz anders bei SV40 L Tag bzw. AAV Rep, wo fiir ein dsDNA-Substrat mit glatten Enden, das die
Replikationsursprungssequenz tragt (Wang et al., 2007) bzw. die RBE-Sequenz (Rep Binding
Element) (Zhou et al., 1999) enthielt, Entwindungsaktivitdt nachgewiesen werden konnte. Flr ein
dsSubstrat ohne Erkennungssequenz hingegen konnte keine Aktivitat gezeigt werden. Moglicherweise
verhalt es sich bei ORF904 &hnlich, und eine Aktivitat fur dsDNA mit glatten Enden konnte nur auf
Grund des Fehlens der Replikationsursprungssequenz im Substrat nicht nachgewiesen werden. Fir
BPV E1 (Castella et al., 2006a), SV40 L Tag (Wiekowski et al., 1988), AAV Rep (Zhou et al., 1999)
und MCM aus M. thermautotrophicus (Shin & Kelman, 2006b) wurde fir ein dsDNA-Substrat mit
3-Uberhang ebenfalls Entwindungsaktivitat nachgewiesen. Von allen Helikasen war keine in der
Lage, das dsDNA-Substrat mit dem 5-Uberhang zu entwinden. Dies zeigt, dass ORF904 eine
ahnliche Praferenz bei der Entwindung von DNA-Substraten wie die SF3-Helikase besitzt und die
Entwindung nach dem strand exclusion model zu erfolgen scheint.

Die Analyse der ATPase-Aktivitdt zeigte, dass Doppelstrang-DNA das bevorzugte Substrat von
ORF904 ist. Deswegen scheint es unwahrscheinlich, dass ORF904 bevorzugt auf Einzelstrang-DNA
transloziert. Um zu untersuchen, ob das Protein auch auf Doppelstrang-DNA transloziert, wurde fir

das Helikaseexperiment ein Substrat verwendet, welches einen internen 5-Uberhang besitzt. Dabei
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muss die Helikase auf Grund ihrer 3’-5’-Polaritat erst auf dem Doppelstrang translozieren, bevor sie
den internen einzelstrangigen 5-Uberhang sterisch ausschlieBen kann. Dabei wechselt die Helikase
vermutlich am ,Verzweigungspunkt‘ auf den Einzelstrang, auf dem sie in 3’-5’-Richtung translozieren
kann. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit dem fur MCM aus M. thermautotrophicus (Shin & Kelman,
2006b). Wie fiir das Substrat mit 3'- und 5-Uberhang zeigte ORF904 auch fiir dieses Substart eine
Aktivitdt in Abwesenheit von ATP, die vermutlich auf den Multidomanencharakter des Proteins
zurtckzufGhren ist.

Zur weiteren Untersuchung der Aktivitat auf Doppelstrang-DNA wurde ein Substrat verwendet, das
einer Holliday-Struktur nachempfunden war. Dieses Substrat stellt fiir die initiale Bindung an die DNA
keine Einzelstrangregionen zur Verfiigung. Es zeigte sich, dass die Holliday-Struktur nur in Gegenwart
von ATP entwunden wird. Mdéglicherweise bindet das ORF904 einen der vier Arme des Substrats,
Uber welchen es transloziert und dabei den Verzweigungspunkt auflést, was zum Freisetzen von zwei
gegabelten Strukturen fiihrt, die anschlieend auch entwunden werden. Da wahrend dieses Versuchs
keinerlei Intermediate zu beobachten waren, scheint es, dass die Entwindung der gegabelten
Strukturen schneller verlauft als die der Holliday-Struktur. Die Entwindung des Substrates deutet stark
darauf hin, dass ORF904 auf dsDNA tranlozieren kann, was auch mit den Ergebnissen der ATPase-
Aktivitat fir dsDNA Ubereinstimmt. Fir MCM4,6,7 konnte ebenfalls eine Entwindung von Holliday-
Strukturen gezeigt werden (Kaplan et al., 2003; Kaplan & O'Donnell, 2004). MCM4,6,7 bendétigt aber
im Gegensatz zu ORF904 einen 3’-Uberhang fir die initiale Bindung. ORF904 verhalt sich fiir dieses
Substrat also eher wie UvrD (SF1-Helikase) oder RuvAB (SF6-Helikase), die keinen Uberhang fiir die
initiale Bindung bendtigen.

Um letztlich die Translokations- und Helikaseaktivitat fur dsDNA zu klaren, wurde als Substrat der
linearisierte dsPlasmid pMJ5 mit dem Oligodesoxynukleotid TFO zu einer DNA-Triple-Helix hybridisiert
(Firman & Szczelkun, 2000; Soyfer & Potaman, 1996). Wie die Holliday-Struktur stellt auch die Triple-
Helix fur die initiale Bindung an die DNA keine Einzelstrangregionen zur Verfigung. ORF904 war in
der Lage, die Triple-Helix in Gegenwart von ATP zu entwinden. Dies macht deutlich, dass ORF904
tatsachlich auf dsDNA translozieren kann. Dabei bildet das Protein wahrscheinlich um den
Plasmiddoppelstrang ein Hexamer und schliel3t wahrend der Translokation das Oligodesoxynukleotid
sterisch aus. Dass nur etwa 50% des Substrats entwunden wurden, liegt vermutlich daran, dass es bei
der Hybridisierung auch zur Bildung von Aggregaten aus zwei oder mehreren Plasmiden mit einem

Oligodesoxynukleotid kommt (Kopel et al., 1996), die von ORF904 nicht aufgeldst werden kdnnen.

3.2.3.2 Bestimmung der Entwindungsgeschwindigkeiten fiir die Helikasesubstrate

3.2.3.2.1 Das Substrat mit 3’- und 5’-Uberhang

Die Bestimmung der Entwindungsgeschwindigkeit fir die unterschiedlichen DNA-Substrate wurde
analog zur Bestimmung der Translokationsgeschwindigkeit (3.2.2.3) durchgefiihrt.

Wie man in Abbildung 3-25 erkennen kann, nimmt das Hintergrundsignal fir das Substrat mit 3’- und
5-Uberhang nahezu nicht zu. Die leichte Zunahme ist wahrscheinlich auf eine unvollstiandige

Oligodesoxynukleotidsynthese zurlickzufiihren, so dass in der Substratpopulation auch solche
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Oligodesoxynukleotide enthalten waren, die nicht die fir dieses Experiment gewiinschte
Thermostabilitat aufwiesen.

Fir die Kinetik von ORF904 ohne ATP zeigte sich im zeitlichen Verlauf eine deutliche Zunahme der
Entwindung des Substrats. Vermutlich lasst sich dies auf die Prasenz der Prim/Pol-Doméane
zuruckfihren, die in der Lage ist, Einzelstrang-DNA zu binden (3.2.3.1.2). Sie kdnnte die Duplex-DNA
destabilisieren, indem sie bevorzugt an die Einzelstrangregionen bindet.

Das Signal fur die Entwindung des Substrats nahm in Gegenwart von ATP starker zu als ohne ATP.
Dies macht deutlich, dass fur ORF904 eine ATP-abhangige Induzierbarkeit der Entwindungsaktivitat
vorliegen muss. Die Entwindungsgeschwindigkeit von ORF904 fir dieses Substrat liegt
zwischen 6,0 und 7,2*10* bp s'. Die Entwindungsgeschwindigkeit wurde analog zur
Translokationsgeschwindigkeit berechnet (2.3.10.2.1).
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Abbildung 3-25: Bestimmung der Entwindungsgeschwindigkeit von ORF904 fir das
Substrat mit 3'-und 5'-Uberhang. (a) Reprasentative 8%-ige PAA-Gele, die den zeitlichen
Verlauf (1-30 min) der Entwindungsreaktion von ORF904 in Abwesenheit von Protein und
ATP, (b) in Gegenwart von 0,5 uM Protein ohne ATP und (c) in Gegenwart von 0,5 uM
Protein und 2 mM ATP zeigen. In den Ansatzen waren 10 nM *P markiertes Substrat
und 100 nM unmarkiertes Oligodesoxynukleotid enthalten. Die Ansatze wurden bei 60°C
inkubiert. Als Kontrolle diente das auf Eis bzw. bei 95°C inkubierte Substrat. (d)
Graphische Darstellung der Entwindungsaktivitadt in Abhangigkeit von der Zeit fur das
Substrat (weille Kreise), fur das Substrat mit Protein (halbgefiillte Kreise) und fir das
Substrat mit  Protein und ATP  (schwarze Kreise). Die  ermittelte
Entwindungsgeschwindigkeit von ORF904 fiir das Substrat mit 3'- und 5’-Uberhang ist in
Tabelle 3-7 aufgefihrt.
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Wie man fir die Kinetik von N371 ohne ATP erkennen kann (Abbildung 3-26), nimmt das Signal fir
das Substrat mit 3- und 5-Uberhang mit der Zeit nahezu nicht zu und ist mit der Zunahme des
Hintergrundsignals (Abbildung 3-25) vergleichbar. Dieses Protein zeigt im Vergleich zum Wildtyp nur
eine sehr schwache Destabilisierung des Substrats in Abwesenheit von ATP. Es scheint tatsachlich
so, dass die Prim/Pol-Doméane fir die bei ORF904 beobachtete Substratdestabilisierung
verantwortlich ist (siehe oben). In Gegenwart von ATP hingegen nimmt das Signal mit der Zeit deutlich
zu. Dies macht klar, dass N371 eine durch ATP induzierbare Entwindungsaktivitat besitzt.

Seine Entwindungsgeschwindigkeit liegt zwischen 4,9 und 5,4*10* bp s'. In Tabelle 3-7 sind
nochmals die Entwindungsgeschwindigkeiten von ORF904 und N371 fiir alle Substrate aufgefiihrt.
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Abbildung 3-26: Bestimmung der Entwindungsgeschwindigkeit von N371 fir das
Substrat mit 3'-und 5'-Uberhang. (a) Reprasentative 8%-ige PAA-Gele, die den zeitlichen
Verlauf (1-30 min) der Entwindungsreaktion von N371 in Gegenwart von 0,5 yM Protein
ohne ATP und (b) in Gegenwart von 0,5 pM Protein und 2 mM ATP zeigen. In den
Ansitzen waren 10 nM *P  markiertes Substrat und 100 nM unmarkiertes
Oligodesoxynukleotid enthalten. Die Ansatze wurden bei 60°C inkubiert. Als Kontrolle
diente das auf Eis bzw. bei 95°C inkubierte Substrat. (c) Graphische Darstellung der
Entwindungsaktivitat in Abhangigkeit von der Zeit flir das Substrat (weile Kreise) (siehe
Abb. 3-11), fur das Substrat mit Protein (halbgefiillte Kreise) und fir das Substrat mit
Protein und ATP (schwarze Kreise). Die ermittelte Entwindungsgeschwindigkeit von N371
fiir das Substrat mit 3'- und 5’-Uberhang ist in Tabelle 3-7 aufgefiihrt.

3.2.3.2.2 Die Holliday-Struktur

In Abbildung 3-27 ist zu erkennen, dass flur die Holliday-Struktur das Hintergrundsignal Uber die Zeit
konstant blieb. Weshalb man Uberhaupt ein Hintergrundsignal messen konnte, liegt vermutlich daran,
dass sich nicht alle Oligodesoxynukleotide zu der Holliday-Struktur hybridisieren lieRen. Dies ist

wahrscheinlich auf eine unvollstandige Oligodesoxynukleotidsynthese zurtickzufiihren.
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ORF904 zeigt in Abwesenheit von ATP nur eine schwache Signalzunahme im zeitlichen Verlauf des
Experiments. Dies lasst sich damit erklaren, dass fir die Prim/Pol-Doméane bei der Holliday-Struktur
keine Einzelstrang-Bereiche vorliegen, die von dieser gebunden werden kénnen. Moglicherweise flhrt
die

Verzweigungspunkt der Holliday-Struktur. Dadurch wirden sich fir die Prim/Pol-Domane zugangliche

aber relativ. hohe Temperatur von 60°C zu einem tempordren Aufschmelzen im
Einzelstrangregionen ausbilden. Dies wirde eine Destabilisierung des Substrats durch die Prim/Pol-
Domaéne erklaren, wenn auch weniger stark als bei Vorliegen von Einzelstrangbereichen wie bei dem
Substrat mit 3'- und 5-Uberhang.

Bei Betrachtung der Kinetik von ORF904 mit ATP ist zu erkennen, dass das Signal fiir die Entwindung

mit der Zeit deutlich zunimmt. Auch hier wird nochmals klar, dass ORF904 eine ATP-abhangige

Entwindungsaktivitdit besitzt und in der Lage ist, auf dsDNA zu translozieren.
Die Entwindungsgeschwindigkeit von ORF904 fir die Holliday-Struktur liegt zwischen
1,0 und 1,510 bp s™.
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Abbildung 3-27: Bestimmung der Entwindungsgeschwindigkeit von ORF904 fir die
Holliday-Struktur. (a) Reprasentative 8%-ige PAA-Gele, die den zeitlichen Verlauf (1-30
min) der Helikasereaktion von ORF904 in Abwesenheit von Protein und ATP, (b) in
Gegenwart von 0,5 uM Protein ohne ATP und (c) in Gegenwart von 0,5 yM Protein und 2
mM ATP zeigen. In den Ansatzen waren 10 nM **P markiertes Substrat und 100 nM
unmarkiertes Oligodesoxynukleotid enthalten. Die Ansatze wurden bei 60°C inkubiert. Als
Kontrolle diente das auf Eis bzw. bei 95°C inkubierte Substrat. (d) Graphische
Darstellung der Entwindungsaktivitat in Abhangigkeit von der Zeit fiir das Substrat (weil3e
Kreise), fur das Substrat mit Protein (halbgefiillte Kreise) und fiir das Substrat mit Protein
und ATP (schwarze Kreise). Die ermittelte Entwindungsgeschwindigkeit von ORF904 fir
die Holliday-Struktur ist in Tabelle 3-7 aufgefiihrt.
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Fir die Holliday-Struktur zeigt N371 ohne ATP ein nahezu konstantes Signal, das mit dem
Hintergrundsignal fast identisch ist (Abbildung 3-28). Dies ist wie bereits beschrieben auf das Fehlen
der Prim/Pol-Domane bei N371 zuriickzuflihren (siehe oben).

Wie fiir das Substrat mit dem 3’- und 5’-Uberhang nimmt in Gegenwart von ATP auch das Signal fiir
die Holliday-Struktur mit der Zeit deutlich zu und belegt nochmals die Induzierbarkeit der
Entwindungsaktivitdt der Helikase durch ATP und ihre Fahigkeit, auf dsDNA zu translozieren.
Die Entwindungsgeschwindigkeit von N371 fur die Holliday-Struktur liegt zwischen
2,8und 3,3*10* bp s™.
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Abbildung 3-28: Bestimmung der Entwindungsgeschwindigkeit von N371 fir die
Holliday-Struktur. (a) Reprasentative 8%-ige PAA-Gele, die den zeitlichen Verlauf (1-30
min) der Entwindungsreaktion von N371 in Gegenwart von 0,5 uM Protein ohne ATP und
(b) in Gegenwart von 0,5 uM Protein und 2 mM ATP zeigen. In den Ansatzen waren 10
nM **P markiertes Substrat und 100 nM unmarkiertes Oligodesoxynukleotid enthalten.
Die Anséatze wurden bei 60°C inkubiert. Als Kontrolle diente das auf Eis bzw. bei 95°C
inkubierte Substrat. (c) Graphische Darstellung der Entwindungsaktivitat in Abhangigkeit
von der Zeit fur das Substrat (weil’e Kreise) (siehe Abb. 3-13), fir das Substrat mit
Protein (halbgefiillte Kreise) und fir das Substrat mit Protein und ATP (schwarze Kreise).
Die ermittelte Entwindungsgeschwindigkeit von N371 fir die Holliday-Struktur ist in
Tabelle 3-7 aufgefihrt.
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3.2.3.2.3 Die DNA-Triple-Helix

Das Hintergrundsignal der Triple-Helix zeigt in Abhangigkeit von der Zeit einen leicht hyperbolischen
Kurvenverlauf (Abbildung 3-29). Dieser ist moglicherweise in einer nicht ganz genauen Hybridisierung
begriindet, bei der die unter 3.2.3.1.2 beschriecbenen Aggregate entstehen koénnen, die
unterschiedliche Thermostabilitdten aufweisen. Zusatzlich kdnnen auf Grund einer nicht vollstdndigen
Oligodesoxynukleotidsynthese von TFO unterschiedliche Thermostabilititen des Triple-Helix-
Substrats resultieren.

Das Signal von ORF904 ohne ATP nimmt im Laufe der Zeit nicht starker zu als das Hintergrundsignal.
Dies war zu erwarten, da die DNA-Triple-Helix keinerlei Einzelstrangbereiche besitzt, die eine
Destabilisierung des Substrates durch die Prim/Pol-Domane zuliel3.

In Gegenwart von ATP ist eindeutig eine zeitabhangige Signalzunahme zu erkennen. Diese belegt
abermals die Fahigkeit von ORF904 auf dsDNA zu translozieren und diese auch zu entwinden.
Die Entwindungsgeschwindigkeit von ORF904, fiur die DNA-Triple-Helix liegt zwischen
3,3und 4,010 bp s™.
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Abbildung 3-29: Bestimmung der Entwindungsgeschwindigkeit von ORF904 fiir die
DNA-Triple-Helix. (a) Reprasentative 8%-ige PAA-Gele, die den zeitlichen Verlauf (1-120
min) der Entwindungsreaktion von ORF904 in Abwesenheit von Protein und ATP, (b) in
Gegenwart von 0,05 pM Protein ohne ATP und (c) in Gegenwart von 0,05 pM Protein und
2 mM ATP zeigen. In den Ansatzen waren 5 nM **P markiertes Substrat enthalten. Die
Ansatze wurden bei 45°C inkubiert. Als Kontrolle diente das auf Eis bzw. bei 95°C
inkubierte Substrat. (d) Graphische Darstellung der Entwindungsaktivitat in Abhangigkeit
von der Zeit fir das Substrat (weilRe Kreise), fur das Substrat mit Protein (halbgefllite
Kreise) und fir das Substrat mit Protein und ATP (schwarze Kreise). Die ermittelte
Entwindungsgeschwindigkeit von ORF904 fiir die DNA-Triple-Helix ist in Tabelle 3-7
aufgefihrt.
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Die Kinetiken von N371 fir die DNA-Triple-Helix verlaufen analog zu denen von ORF904

(Abbildung 3-30). Die Entwindungsgeschwindigkeit von N371 fir die DNA-Triple-Helix liegt zwischen
2,9und 4,4*10“ bp s™.
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Abbildung 3-30: Bestimmung der Entwindungsgeschwindigkeit von N371 fiir die DNA-
Triple-Helix. (a) Reprasentative 8%-iges PAA-Gel, die den zeitlichen Verlauf (1-120 min)
der Entwindungsreaktion von N371 in Gegenwart von 0,05 uM Protein ohne ATP und (b)
in Gegenwart von 0,05 pyM Protein und 2 mM ATP zeigen. In den Ansatzen waren 5 nM
%P markiertes Substrat enthalten. Die Ansitze wurden bei 45°C inkubiert. Als Kontrolle
diente das auf Eis bzw. bei 95°C inkubierte Substrat. (c) Graphische Darstellung der
Entwindungsaktivitat in Abhangigkeit von der Zeit fur das Substrat (weille Kreise) (siehe
Abb. 3-15), fir das Substrat mit Protein (halbgefiillte Kreise) und fir das Substrat mit
Protein und ATP (schwarze Kreise). Die ermittelte Entwindungsgeschwindigkeit von N371
fur die DNA-Triple-Helix ist in Tabelle 3-7 aufgefiihrt.

3.2.3.2.4 Vergleich der Entwindungsgeschwindigkeiten von ORF904 und N371

Die héchste Entwindungsgeschwindigkeit zeigen ORF904 und N371 fir das Substrat mit 3’- und 5'-
Uberhang (Tabelle 3-7), welches das bevorzugte Substrat von SF3-Helikasen ist. Hier zeigt ORF904
eine héhere Entwindungsgeschwindigkeit als N371.

Der leicht hdhere Wert fur die Entwindungsgeschwindigkeit von N371 fir die DNA-Triple-Helix
gegenliber ORF904 ist vermutlich durch die leicht hohere ATPase-Aktivitat von N371 fir dsDNA
gegenliber dem Wt zu erklaren (3.2.1.3).

Die Werte fir die Holliday-Struktur sind die niedrigsten von allen drei Substraten, was vermutlich
daran liegt, dass erst die Holliday-Struktur selbst und anschlieRend die zwei freigesetzten Substrate
mit 3’- und 5-Uberhang aufgeldst werden miissen (3.2.3.1.2). Fiir die Holliday-Struktur zeigte sich,

dass N371 gegenuber dem Wt eine leicht hohere Entwindungsgeschwindigkeit aufweist, die
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wahrscheinlich in der leicht hoheren ATPase-Aktivitdt von N371 fir dsDNA gegeniiber dem Wt
begriindet liegt.

Tabelle 3-7: Ermittelte Entwindungsgeschwindigkeiten von ORF904 und N371 fir unterschiedliche
DNA-Substrate. Die Entwindung stellt den Prozentsatz entwundenen Substrats pro Zeiteinheit dar*.
Die Nettoentwindung ergibt sich aus der Differenz der Entwindung mit und ohne ATP. Bei der
Bestimmung der Entwindungsgeschwindigkeit aus der Nettoentwindung wurden die Konzentrationen
von Protein, DNA-Substrat sowie die Ladnge des DNA-Substrats bertcksichtigt.

Entwindungs-

ATP % Entwindung % Nettoentwindung geschwindigkeit

Substrat Protein

[mM] / min / min [bp s”' *10%]
3-und 5-Uberhang ORF904 0 1,2;1,9
2 5,6 3,7, 44 6,0; 7,2
N371 0 0,1
2 3,1;3,4 3,0; 3,3 49;54
Holliday-Struktur ORF904 0 0,9; 11
2 1,7, 1,8 0,6; 0,9 1,0;1,5
N371 0 0
2 1,7; 2,0 1,7; 2,0 2,8;3,3
DNA-Triple-Helix ORF904 0 0,2;0,3
2 1,0; 1,2 0,7;1,0 2,6; 3,6
N371 0 0,1;0,3
2 1,1;1,3 0,8;1,2 29,44

*Durch lineare Regression im linearen Bereich des Graphen ermittelt. Linearer Bereich des Graphen
fur das Substrat mit 3'- und 5-Uberhang 2-10 min; fir die Holliday-Struktur 5-20 min; fiir die DNA-
Triple-Helix 0-15 min. Angeben sind der um die Hintergrundaktivitat korrigierte Minimal- und
Maximalwert aus drei unabhangigen Messungen.

Die Werte fir die Entwindungsgeschwindigkeit von ORF904 und N371 liegen abhangig vom Substrat
zwischen 1,0 und 7,2*10™ bp s’ Im Vergleich hierzu zeigt die SF3-Helikase SV40 L Tag eine
Entwindungsgeschwindigkeit von etwa 2,4 bp s™ (Wiekowski et al., 1988). Und fiir AAV Rep68 konnte
eine vergleichbare Entwindungsgeschwindigkeit von etwa 5,75 bp s™' gezeigt werden (Zhou et al.,
1999). Die hohen Werte spiegeln den viralen Charakter der Proteine wider, die eine schnelle
Replikation im Wirt ermoglichen.

Fir das archaeale MCM aus M. thermautotrophicus wurde eine Entwindungsgeschwindigkeit
zwischen 48*10™ bp s (Shechter et al., 2000) und 148 bp s™' (Sakakibara et al., 2008) bestimmt.

Man erkennt eine deutliche Diskrepanz zwischen den viralen und archaealen Proteinen, die unter
anderem auf die suboptimalen Temperaturbedingungen bei MCM und ORF904 zurlickzufiihren ist.
Wie bei den Translokationsexperimenten gilt es auch bei den Entwindungsexperimenten darauf
hinzuweisen, dass auf Grund der Thermoinstabilitdt der Substrate die Entwindungsgeschwindigkeiten
nur bei 60°C bzw. 45°C bestimmt werden konnten. Daher handelt es sich bei den ermittelten Werten
nur um Naherungen an die tatséchlichen Werte, die vermutlich héher liegen.

Obwohl fiir das archaeale MCM die Entwindungsraten auch relativ klein sind, kann im Gegensatz zu

ORF904 auf Grund der hohen Prozessivitat (Shechter et al., 2000) davon ausgegangen werden, dass
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es sich beim MCM um die replikative Helikase handelt. Die Ergebnisse der
Entwindungsgeschwindigkeiten von ORF904 und N371, zusammen mit denen fiir die Prozessivitat
und Translokation, lassen vermuten, dass die Entwindung wohl eher wie z.B. flir Orc1 (Dueber et al.,
2007; Gaudier et al., 2007) lokal begrenzt ist und ORF904 vornehmlich am Aufschmelzen des
Replikationsursprungs beteiligt ist.

3.2.3.3 Verwertbarkeit von rNTPs und dNTPs

Es war auch von Interesse 2zu untersuchen, welche Nukleosidtriphosphate bzw.
Desoxynukleosidtriphosphate ORF904 als Energiequelle fir die Translokation und die Entwindung
von DNA nutzen kann.

Wie Abbildung 3-31 zu entnehmen ist, kdnnen ATP, CTP sowie sédmtliche dNTPs mit etwa gleicher

Effizienz genutzt werden, wahrend UTP als auch GTP fiir ORF904 etwas weniger geeignet scheinen.
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Abbildung 3-31: Verwertbarkeit von rNTPs und dNTPs als Energiequelle fir ORF904.
(a) Reprasentative 8%-ige PAA-Gele der Entwindungsreaktion von ORF904 in
Abwesenheit (Spur -) und in Gegenwart von 2 mM rNTPs (Spur ATP, UTP, GTP, CTP).
In den Ansatzen waren 0,05 uyM Protein und 5 nM 2P markierte DNA-Triple-Helix
enthalten. Als Kontrolle diente das auf Eis bzw. bei 95°C oder 45°C inkubierte Substrat.
(b) wie (a) aber statt INTPs wurden dNTPs (Spur dATP, dTTP, dGTP, dCTP) verwendet.
Als zusatzliche Kontrolle diente ein Ansatz mit ATP. (c) Graphische Darstellung der
Entwindungsaktivitat in Gegenwart von NTPs und dNTPs. Die Aktivitat ist relativ zur
Entwindungsaktivitdt des Wt in Gegenwart von ATP angegeben. Zu sehen sind die
Mittelwerte aus mindestens zwei unabhangigen Messungen mit den dazugehorigen
Standardabweichungen.
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Fir SV40 L Tag wurde gezeigt, dass ATP = dATP > dTTP > UTP = CTP = dCTP > GTP = dGTP fur
die Helikaseaktivitat genutzt werden (Wiekowski et al., 1988). Fir BPV E1 war die Helikaseaktivitat fur
alle NTPs und dATP gleich stark (Yang et al., 1993). Fir AAV Rep68 wurde gezeigt, dass ATP = GTP
> CTP = dATP > UTP > dGTP die Helikaseaktivitat férdern, wahrend mit dCTP und dTTP keine
Helikaseaktivitdt nachgewiesen werden konnte (Zhou et al.,, 1999). Fiur das P4 a-Protein wurde
herausgefunden, dass CTP > ATP = dATP = dGTP > GTP > dCTP fur die Helikaseaktivitadt genutzt
werden. Fur UTP und dTTP konnte jedoch so gut wie keine Helikaseaktivitdt nachgewiesen werden
(Ziegelin et al., 1993). Und fir das MCM aus M. thermautotrophicus wurde fir ATP und dATP
Helikaseaktivitdt nachgewiesen, wahrend fiir alle anderen rNTPs und dNTPs keine Aktivitat
nachweisbar war (Kelman et al., 1999).

Dies zeigt, dass die hexameren Helikasen, selbst wenn sie der gleichen Superfamilie angehéren, ihre
eigenen Spezifitaten bezlglich der Nutzung von rNTPs bzw. dNTPs fiir die Helikaseaktivitat haben.
ATP scheint aber dennoch die bevorzugte Energiequelle zu sein oder zumindest immer unter den am

besten genutzten Nukleosidtriphosphaten und Desoxynukleosidtriphosphaten zu liegen.

3.2.4 DNA-Bindung

3.2.4.1 EMSA-Experimente

Um die grundlegende Eigenschaft von Helikasen DNA, zu binden, fir ORF904 und seine
Deletionsmutanten zu Uberprifen, wurden EMSA-Experimente durchgefuhrt. Hierzu wurden der Wt
und seine Varianten mit *’P-markierten, kurzen, einzelstrangigen bzw. doppelstrangigen
Oligodesoxynukleotiden (49 bp) inkubiert. Anschliellend erfolgte eine Trennung der Protein-DNA-
Komplexe und der freien DNA mittels nativer PAGE. Die Analyse mit dem Instantimager lie jedoch
keine Protein-DNA-Komplexe erkennen, selbst dann nicht, wenn ATP, ADP bzw. ATP-Analoga wie
AMP-PnP oder y-S-ATP im Ansatz enthalten waren. Ein mdéglicher Grund, warum die EMSA-
Experimente nicht funktioniert haben, ist vermutlich die Kirze der Oligodesoxynukleotide, die nur
relativ wenigen Proteinmolekilen eine Bindung ermdglichen. Ist diese Bindung an die DNA auch noch
relativ schwach kann sich wahrend des Gellaufs das Protein von der DNA |6sen.

Mittels Gelelektrophorese konnte fir das P4 a-Protein die Bindung an Restriktionsfragmente mit der
crr- (cis replication region) oder ori- (origin) Sequenz nachgewiesen werden (Ziegelin et al., 1993). Aus
diesem Grund diente in einem weiteren EMSA-Experiment ein pUC_pRN1-Restriktionsverdau mit
Rsal als Substrat, um die Bindekapazitat der Deletionsmutanten des C-Terminus von ORF904 zu
untersuchen. Das Plasmid enthielt die gesamte Sequenz von pRN1, und der Verdau mit Rsal ergibt
14 Fragmente mit GréRen zwischen 136 und 1917 Basenpaaren.

Es wurde erwartet, dass die Deletionsmutanten praferentiell an ein Restriktionsfragment binden
wirden, um so die native DNA-Bindungsstelle zu entschlisseln. Es zeigten jedoch alle
Restriktionsfragmente eine reduzierte Mobilitat. Das EMSA-Experiment in Abbildung 3-32 zeigt, dass
das Volllangenprotein relativ stark an die DNA band, was zu einer stark reduzierten Mobilitdt der DNA
im Gel flhrte. Unter den Deletionsmutanten zeigten K752 und K752G844, welches dem Minimalmotiv
der vermeintlichen Winged-Helix-DNA-Bindedomane entspricht, DNA-Bindung. Fir D738 konnte keine
Bindung gezeigt werden.
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Abbildung 3-32: EMSA mit ORF904, D738, K752 und K752G844. 2 yM Protein wurden
mit 50 nM Rsal verdautem pUC_pRN1 in 1 Reaktionspuffer fir 5 min bei RT inkubiert. Als
Kontrolle diente Rsal-verdautes pUC_pRN1. Zu sehen sind in Spur M: der Eurogentec
DNA-Standard; Spur 1: der Ansatz mit ORF904; Spur 2: der Ansatz mit D738; Spur 3: der
Ansatz mit K753; Spur 4: der Ansatz mit K753G844 und Spur -: Rsal-verdautes
pUC_pRN1.

Im Fall von BPV E1 konnte fir ssDNA eine schwache Bindung in Abwesenheit von ATP
nachgewiesen werden (Santucci et al., 1990). Fur Doppelstrang-DNA war diese Bindung ebenfalls
schwach (Hu et al., 2006), nahm aber bei Vorliegen der ori-Sequenz deutlich zu, wobei die spezifische
Bindung von E1 an die Replikationsursprungssequenz durch das E2-Protein noch erheblich verstarkt
wird (Sanders & Stenlund, 1998). Mdglicherweise verhalt es sich bei ORF904 ahnlich wie bei BPV E1,
bei dem fiir eine spezifische Bindung an den Replikationsursprung weitere Proteine notwendig sind.
Um letztlich die DNA-Bindung von ORF904, der Helikasedomane N371 und der vermeintlichen
Winged-Helix-DNA-Bindedomane K752G844 nochmals deutlich aufzuzeigen, wurde ein 200 bp
langes PCR-Produkt im EMSA-Experiment eingesetzt.

Wie in Abbildung 3-33 zu sehen ist, konnte in Gegenwart des Wt und seiner Deletionsmutanten ein
deutlich verzdgertes Laufverhalten des PCR-Produkts im Agarosegel beobachtet werden. Der Up-Shift
war fir ORF904 am gréften, dann folgte N371 und schlieBlich K752G844. Die Starke der Shifts
stimmt mit den Molekulargewichten der drei Proteine Uberein und macht deutlich, dass alle drei
Proteine in der Lage sind, ATP-unabhangig Doppelstrang-DNA zu binden. Das leichte Schmieren von

K752G844 liegt vermutlich an der nicht allzu starken Bindung des Proteins an die DNA.

1500 bp

200 bp

Abbildung 3-33: EMSA mit ORF904, N371 und K752G844. 2 uM Protein wurden mit 2 pl
PCR-Produkt (200 bp) in 1 Reaktionspuffer fir 5 min bei RT inkubiert. Als Kontrolle diente
das PCR-Produkt. Zu sehen sind in Spur M: der Eurogentec DNA Standard; Spur -: das
200 bp PCR-Produkt; Spur 1: der Ansatz mit K752G844; Spur 2: der Ansatz mit N371
und in Spur 3: der Ansatz mit ORF904.
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Vergleichbares wurde fir MCM aus M. thermautotrophicus gezeigt, das in Abwesenheit von ATP
Doppelstrang-DNA bindet, jedoch weniger stark als Einzelstrang-DNA (Sakakibara et al., 2008). Fur
die Bindung von Einzelstrang-DNA konnte gezeigt werden, dass sie in Gegenwart von ATP zunimmt
(Kelman et al., 1999). Es wurde zwar fir MCM aus M. thermautotrophicus auch gezeigt, dass ATP
keinen Einfluss auf die Bindung von ssDNA hat (Jenkinson & Chong, 2006), dies ist aber vermutlich
auf die Kirze des 12 Basen langen DNA-Substrats zurlickzufiihren, welches in der entsprechenden
Publikation verwendet wurde. Dieses erschwert auf Grund der Translokation in Gegenwart von ATP
die Ausbildung eines stabilen MCM-Komplexes auf der DNA. Wie fiir ORF904 wurde fir die C-
terminale Winged-Helix-DNA-Bindedomane von S. solfataricus MCM gezeigt, dass sie weniger stark
DNA bindet als das Volllangen-MCM oder die isolierte Helikasedomane alleine (Pucci et al., 2007).
Fir die SF3-Helikase SV40 L Tag (mit ATP) (Wang et al., 2007) und AAV Rep40 (ohne ATP) (Yoon-
Robarts et al., 2004) konnte mittels EMSA eine schwache Bindung an ssDNA gezeigt werden. Fir
dsDNA hingegen zeigte nur SV40 L Tag, ahnlich wie BPV E1, eine schwache Bindung. Wenn das
dsDNA-Substrat aber die ori-Sequenz trug, steigerte dies die Bindung erheblich (Kumar et al., 2007).
Fir AAV Rep68 wurde eine dsDNA-Entwindung nur bei Vorliegen der RBE- (Rep Binding Element)
Sequenz beobachtet, weswegen eine Bindung an dsDNA nur in Gegenwart der RBE-Sequenz
angenommen wird (Zhou et al., 1999).

Fir ORF904 konnte mittels der EMSA-Experimente eine deutliche Bindung an Doppelstrang-DNA
nachgewiesen werden. Mdglicherweise reichte fir ORF904, im Gegensatz zu SV40 L Tag und AAV
Rep68, fir eine spezifische Bindung an die DNA, das Vorliegen der ori-Sequenz alleine nicht aus.
ORF904 bendtigt unter Umstdnden die Anwesenheit weiterer Proteine, welche die Spezifitdt und
Affinitat der DNA-Bindung deutlich erhdhen sowie es auch fur BPV E1 der Fall ist.

3.2.4.2 Anisotropie

3.2.4.2.1 Bestimmung von K 5 fiir die Helikasedomé&ne N371

Um die DNA-Bindekapazitat von ORF904 und seinen Deletionsmutanten quantitativ zu bestimmen,
wurde die Bindungsaffinitat mittels Fluoreszenzanisotropie ermittelt. Als erstes wurde die
Helikasedomane beziglich ihrer Bindungsaffinitdt untersucht. Als Einzelstrangsubstrat diente ein 25
Basen langes Oligodesoxynukleotid, welches am 3’-Ende mit Fluorescein markiert war, und als
Doppelstrangsubstrat diente das mit seinem Komplementarstrang hybridsierte Oligodesoxynukleotid.
Die Fluoreszenzanisotropie fur N371 und das Substrat wurde in Abwesenheit und Gegenwart von
y-S-ATP, AMP-PnP, ADP und ATP gemessen.

Abbildung 3-34 zeigt die Graphen der Anisotropiemessungen mit den nach dem Hill-Bindungsmodell
angepassten Datenpunkten. In Tabelle 3-8 sind die aus den Graphen ermittelten Minimal- und
Maximalwerte der Dissoziationskonstanten fir halbmaximale Bindung (Kys) aus 3 unabhangigen

Messungen angegeben.
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Tabelle 3-8: Mit dem Hill-Bindungsmodell ermittelte Dissoziationskonstanten fir halbmaximale
Bindung (Ko s)* von N371 fir ein 25 Basen langes ss- bzw. dsOligodesoxynukleotid in Abwesenheit
bzw. Gegenwart unterschiedlicher ATP-Analoga.

Ko s [nM]/ Ko s [NM]/

ATP-Analogon ‘;f ([SS) ] ‘;’]5 ([ds) ]
e 800-920/ 590-660 /

1123 12-2.0
1400-1700/ 530-800 /

V-S-ATP 16-2.1 14-2.6
730-760 / 440-510 /

sl 1,4-1.6 1,4-2,5
450-750 / 390-480 /

ADP 1112 1013
270-390 290-300/

ATP 1218 1516

*Angegeben sind der Minimal- und Maximalwert aus drei unabhangigen Messungen mit den
dazugehdrigen Hill-Koeffizienten (n)

Es ist deutlich zu erkennen, dass der Doppelstrang generell besser gebunden wird als der
Einzelstrang und dass in Gegenwart der ATP-Analoga die Bindung an die DNA starker erfolgt. Fur
ATP, den natlrlich vorkommenden Energielieferanten, konnte die starkste Bindung nachgewiesen
werden. Dies steht im Einklang mit der etwas erhohten ATPase-Aktivitat fir dsDNA und die
Induzierbarkeit der Translokations- und Entwindungsaktivitat der Helikase durch ATP. Auch deutet der
Hill-Koeffizient, der generell zwischen 1 und 2 liegt, darauf hin, dass zwischen den Untereinheiten der
hexameren Helikase positive Kooperativitat fur die DNA-Bindung herrscht.

Bei der Bestimmung der Bindungskonstanten lag die Temperatur mit 25°C auch weit unter der
optimalen Reaktionstemperatur von ORF904 (80°C). Es ist anzumerken, dass fir das DNA-
Bindungsprotein ORF56 von pRN1 aus Sulfolobus islandicus die starkste Bindung bei 37°C
beobachtet wurde, und nicht wie zu erwarten war bei héheren Temperaturen (Lipps et al., 2001b).
Daher kann es sich bei den in dieser Arbeit ermittelten Werten nur um Na&herungen an die
tatsachlichen Dissoziationskonstanten handeln.

Far SV40 L Tag wurden Anisotropiemessungen mit einem 80 Basen langen Oligodesoxynukleotid
durchgefihrt (Greenleaf et al., 2008). Hier wurden in Abwesenheit von ATP ein Ky 5 von etwa 180 nM
fir ssDNA und ein K5 von etwa 110 nM fir dsDNA bestimmt. In Gegenwart des ATP-Analogons
y-S-ATP konnten die Werte fiir ssDNA zu etwa 65 nM und fiir dsDNA zu etwa 95 nM ermittelt werden.
Dies deutet wie bei N371 darauf hin, dass die DNA-Bindung durch ATP verstarkt wird. Der Hill-
Koeffizient war in allen Fallen fir SV40 L Tag groRer 1 und deutet auch hier auf eine Kooperativitat
zwischen den Untereinheiten hin. Der mittels Fluoreszenzanisotropie ermittelte Kp-Wert fur das MCM
aus M. thermautotrophicus betragt fir ein 50 Basen langes Oligodesoxynukleotid 132 nM in
Abwesenheit von ATP und 189 in Gegenwart von ATP (Sakakibara et al., 2008). Dies zeigt, dass die
ATP-Bindung einer hexameren Helikase nicht zwangslaufig zu einer Verstarkung der DNA-Bindung
fihren muss, wie es fur N371 und SV40 L Tag der Fall ist.



Ergebnisse und Diskussion

(a) o030 (b) 0,25+
0,25-
0,20- o
0,20
0,15+
« 0,154 -
0,10-
0,10-
0,05- 00518
T T 1 T T 1
100 1000 4000 100 1000 4000
N371 [nM] N371 [nM]
(c) o254 (d) 0,30
020 0,25-
0,20-
0,15+
- « 0,15
0,10+
0,10-
0,05- 0,05-
100 1000 4000 100 1000 4000
N371 [nM] N371 [nM]
(e) o030
0,25-
[)
0,20-
(0}
« 0,154
0,10- .
0,05-
100 1000 4000
N371 [nM]

Abbildung 3-34: DNA-Bindung der ORF904-Deletionsmutante N371. (a) Datenpunkte
der Fluoreszenzanisotropiemessung der reversen Titration von N371 mit einem 25 Basen
langen und am 3-Ende mit Fluorescein markierten Oligodesoxynukleotid. Die
Datenpunkte fiir die ssDNA sind als weilde Kreise, die fiir die dsDNA als schwarze Kreise
dargestellt. Die Linien reprasentieren den Angleich der experimentellen Daten an die Hill-
Gleichung. Zu sehen st die Fluoreszenzanisotropie (r) in Abhangigkeit der
Proteinkonzentration von N371 in nM. Die Proteinanfangskonzentration betrug 3 uM. Im
Ansatz waren 20 nM DNA, 20 mM Tris/HCI pH 7,5, 100 mM KCI, 0,01% TWEEN 20 und
10 mM MgCI2 enthalten. Die Messung wurde in einer 1-cm-Quarzkiivette bei 25°C
durchgefiihrt. Bei jedem Titrationsschritt erfolgte eine 30%-ige Verdinnung der
Proteinkonzentration. (b) wie (a), aber zusatzlich 1 mM y-S-ATP. (c) wie (a), aber
zusétzlich 1 mM AMP-PnP. (d) wie (a), aber zusatzlich 1 mM ADP. (e) wie (a), aber
zusatzlich 1 mM ATP. Die Dissoziationskonstanten wurden mit dem Hill-Bindungsmodell
ermittelt und sind in Tabelle 3-8 aufgefihrt.
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3.2.4.2.2 Bestimmung von K, 5 fiir ORF904 und seine Deletionsmutanten

Wie fir N371 wurden auch fir ORF904, N40C370, N371K752 und K752G844 die
Dissoziationskonstanten mittels Fluoreszenzanisotropie bestimmt. Um vergleichbare Werte zu
erhalten, wurde das gleiche 25 Basen lange Substrat wie fir N371 verwendet. Die Messungen
erfolgten fur ss- und dsDNA nur in Abwesenheit bzw. Gegenwart von ATP, da es im Vergleich zu den
ATP-Analoga die starkste Anderung in der DNA-Bindung hervorrief (3.2.4.2.1).

Abbildung 3-35 (ohne ATP) und Abbildung 3-36 (mit ATP) zeigen die Graphen der
Anisotropiemessungen mit den nach dem Hill-Bindungsmodell angepassten Datenpunkten.
In Tabelle 3-9 sind die aus den Graphen ermittelten Minimal- und Maximalwerte der
Dissoziationskonstanten fiir halbmaximale Bindung (Kos) aus 3 unabhangigen Messungen

angegeben.

Tabelle 3-9: Ermittelte Dissoziationskonstanten fur halbmaximale Bindung (Kg5)* fur ORF904 und die
Deletionsmutanten N40C370, N371, N371K752 und K752G844 fur ein 25 Basen langes ss- bzw.
dsOligodesoxynukleotid in Abwesenheit bzw. Gegenwart von ATP.

Protein Ko,s [NM)/ Ko,s [NM)/ Ko,s [NM)/ Ko.s [NM]/
n (ss) n (ds) n (ss, ATP) n (ds, ATP)
130-330/ 620-820/ 260-450/ 700-800/
ORI 1,0-1.1 1,0-1.1 15 1718
720780/  4270-4300/
N40C370 ” a0 5000-6500 >14000
N7+ 800-920/ 590-660/ 270-390/ 290-300/
1123 12-2.0 1218 1516
430-460/ 820-900/
N371K752 24002700  1700-1900 SR, o
K 750G844 1500-1600/  1700-2100/

1,5-2,4 1,0-2,0

*Angegeben sind der Minimal- und Maximalwert aus drei unabhangigen Messungen mit den
dazugehdrigen Hill-Koeffizienten (n).

Die DNA-Bindung von K752G844 ist fir ssDNA etwas starker als fir dsDNA. Man findet fur K752G844
sowohl fiir ss- als auch dsDNA positive Kooperativitat, was mit dem Vorfinden des Dimers im Protein-
Gel in Einklang steht (3.1.1.2). Wahrscheinlich war die Proteinprobe nicht ganz DNA-frei, was die
Bildung eines Dimers forderte. Interessanterweise hat man fir die isolierte DNA-Bindedoméane von
HPV E1 fir unspezifische dsDNA einen Kp von etwa 105 nM und fir dsDNA mit zwei E1BS (E1
Binding Site) der ori-Sequenz einen Kp von etwa 7 nM nachgewiesen. Fiir dsDNA mit einer E1BS liegt
der Kp bei etwa 95 nM. Kompetitor-DNA-Titrationen mit HPV E1 (Aminosauren 72 bis 649) und origin-
DNA erlaubten es, ein ICsq von etwa 50 nM fiir unspezifische dsDNA und von 13 nM fir dsDNA mit
einer oder zwei E1BS-origin-Sequenzen zu bestimmen (Titolo et al, 2003a). Es wird daher
angenommen, dass die DNA-Bindedoméane von E1 als Dimer an die origin-DNA bindet und diese
auch fir die hohe Affinitdt und Spezifitdt der Bindung verantwortlich ist. Auch wurde fir den

transkriptionalen Aktivator Rfx gezeigt, dass zwei Monomere eine einzige DNA-Bindestelle auf
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Doppelstrang-DNA binden (Gajiwala et al., 2000). Und auch fiir das P4 a-Protein wird ein ahnlicher
Mechanismus der DNA-Bindung Uber ein Dimer angenommen (Yeo et al., 2002). Mdglicherweise
erfolgt die Bindung der DNA und des Replikationsursprungs durch die Winged-Helix-DNA-
Bindedomane in vergleichbarer Weise wie fir E1, das P4 a-Protein oder Rfx (3.1.1.2). Ein eindeutiger
Beweis steht hier jedoch noch aus, da die Sequenz des Replikationsursprungs von pRN1 noch nicht
bekannt ist. An dieser Stelle sei aber auch angemerkt, dass bei der OBD (Origin Binding Domain) von
SV40 L Tag die Dimerisierung offensichtlich keine Rolle bei der Bindung des Replikationsursprungs
spielt (Titolo et al., 2003b).

Bei der Helikasedomane N371 sowie der Helikasedomane ohne Winged-Helix-DNA-Bindedomane
N371K752 ist zu erkennen, dass die DNA-Bindung fir dsDNA starker als fir ssDNA erfolgt. In
Gegenwart von ATP nimmt die DNA-Bindung deutlich zu und ist fir N371 fiir ds- und ssDNA nahezu
identisch, was gut mit den Ergebnissen der ATPase-Aktivitat Gbereinstimmt (3.2.1.3). N371K752 zeigt
mit ATP hingegen eine starkere Bindung fir ssDNA, wobei die Bindung an die DNA generell weniger
stark erfolgt als fur N371. Auch dies steht im Einklang mit den Ergebnissen der ATPase-Aktivitat
(3.2.1.3). Die Ursache hierfiir scheint das Fehlen der Winged-Helix-DNA-Bindedomane zu sein, die
einerseits die Bindung an die DNA verbessert und zum anderen einen Einfluss auf die ATPase-
Aktivitat besitzt (3.2.1.3).

In Abwesenheit von ATP zeigt die Prim/Pol-Domane N40C370 eine deutlich hdhere Affinitat fir ssDNA
im Vergleich zu dsDNA. Dies stimmt mit der Funktion dieser Domanen Uberein, in Gegenwart von
ssDNA einen Primer zu synthetisieren (Beck & Lipps, 2007). Die Zugabe von ATP flhrt zu einer stark
reduzierten DNA-Bindung, die fur den Doppelstrang im Vergleich zum Einzelstrang deutlich starker
ausfallt. Die Ursache hierfur ist nicht bekannt.

In Abwesenheit von ATP bindet ORF904 ssDNA starker als dsDNA. Aber auch in Gegenwart von ATP
bindet der Wt im Gegensatz zu N371 ssDNA starker als dsDNA, wobei der Wt im Vergleich zu N371 in
Gegenwart von ATP eine geringere Affinitat sowohl fir ds- als auch flir ssDNA besitzt. Es scheint,
dass bei Nichtvorliegen der Erkennungssequenz die Prim/Pol-Domane in der Lage ist, die DNA-
Bindungsstelle der Helikasedomane in Gegenwart von ATP zu verdecken; moéglicherweise, um eine
unspezifische Bindung an DNA zu erschweren. Dies lasst vermuten, dass die Bindung von ATP eine
Konformationsanderung in der Prim/Pol- oder Helikasedomane hervorruft. Eine Untersuchung der
ATP-induzierten Konformationsdnderung von ORF904 mittels limitierender Trypsin- und
Chymotrypsin-Proteolyse (Dokudovskaya et al., 2006) gab jedoch keinen Aufschluss.

Wie fir N371 lasst sich auch fir ORF904 und die ubrigen Deletionsmutanten ein Hill-Koeffizient
zwischen 1 und 2 finden. Dies lasst den Schluss zu, dass zwischen den Untereinheiten des Wt bzw.
der Deletionsmutanten positive Kooperativitat herrscht, wie sie auch fiir die SF3-Helikase SV40 L Tag
beobachtet wurde (Greenleaf et al., 2008). Eine Ausnahme bildet N40C370, bei der fir den
Doppelstrang bzw. in Gegenwart von ATP keine Kooperativitat gezeigt werden konnte. Dies lasst sich
mit groRer Wahrscheinlichkeit auf die einzelstrangabhéangige Funktion der Prim/Pol-Domane
zurickfihren (siehe oben).

Es ist gut zu erkennen, dass sich in Abwesenheit von ATP die Dissoziationskonstanten der
Deletionsmutanten in der Art und Weise erganzen, dass sie sich der Dissoziationskonstante des

Volllangenproteins annahern. Ein vergleichbares Ergebnis lieferten Anisotropiemessungen mit AAV
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Rep68, das sich aus der AAA"-Domane Rep40 und der OID (Origin Interaction Domain)
zusammensetzt und einen Kp von 23 nM fir ssDNA aufweist. Rep40, die isolierte Helikasedomane,
hat einen Kp von etwa 3,5 yM und OID einen Kp von etwa 130 nM (Mansilla-Soto et al., 2009). Auch
hier erganzen sich die Kps der isolierten Domanen bei Betrachtung der Dissoziationskonstante des

Volllangenproteins.
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Abbildung 3-35: DNA-Bindung von ORF904 und den Deletionsmutanten N371K752,
N40C370 und K752G844 in Abwesenheit von ATP. (a-d) Datenpunkte der
Fluoreszenzanisotropiemessung der reversen Titration des entsprechenden Proteins mit
einem 25 Basen langen und am 3-Ende mit Fluorescein markierten
Oligodesoxynukleotid. Die Datenpunkte fir die ssDNA sind als weil3e Kreise, die fir die
dsDNA als schwarze Kreise dargestellt. Die Linien reprasentieren den Angleich der
experimentellen Daten an die Hill-Gleichung. Zu sehen ist die Fluoreszenzanisotropie (r)
in Abhangigkeit von der Proteinkonzentration des entsprechenden Proteins in nM. Die
Proteinanfangskonzentration betrug fir ORF904 3 uM, flir N371K752 8 uM, fir N40C370
10 pM und fur K752G844 6 uM. Im Ansatz waren 20 nM DNA, 20 mM Tris/HCI pH 7,5,
100 mM KCI, 0,01% TWEEN 20 und 10 mM MgCI, enthalten. Die Messung wurde in
einer 1-cm-Quarzkivette bei 25°C durchgefihrt. Bei jedem Titrationsschritt erfolgte eine
30%-ige Verdinnung der Proteinkonzentration. Die Dissoziationskonstanten wurden
nach dem Hill-Bindungsmodell ermittelt und sind in Tabelle 3-9 aufgefiihrt.
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Abbildung 3-36: DNA-Bindung von ORF904 und den Deletionsmutanten N371K752 und
N40C370 in Gegenwart von ATP. (a-c) Datenpunkte der Fluoreszenz-
anisotropiemessung der reversen Titration des entsprechenden Proteins mit einem 25
Basen langen und am 3’-Ende mit Fluorescein markierten Oligodesoxynukleotid. Die
Datenpunkte fiir die ssDNA sind als weilde Kreise, die fiir die dsDNA als schwarze Kreise
dargestellt. Die Linien représentieren den Angleich der experimentellen Daten an die Hill-
Gleichung. Zu sehen ist die Fluoreszenzanisotropie (r) in Abhangigkeit von der
Proteinkonzentration des entsprechenden Proteins in nM. Die
Proteinanfangskonzentration betrug fur ORF904 3 pM, far N371K752 8 yM und far
N40C370 10 uM. Im Ansatz waren 20 nM DNA, 20 mM Tris/HCI pH 7,5, 100 mM KCI,
0,01% TWEEN 20, 10 mM MgCl, und 1 mM ATP enthalten. Die Messung wurde in einer
1-cm-Quarzkuvette bei 25°C durchgefiihrt. Bei jedem Titrationsschritt erfolgte eine 30%-
ige Verdunnung der Proteinkonzentration. Die Dissoziationskonstanten wurden nach dem
Hill-Bindungsmodell ermittelt und sind in Tabelle 3-9 aufgefiihrt.
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Fir N40C370 konnte gezeigt werden, dass die DNA-Bindung sequenzspezifisch erfolgt. Fir ein 17
Basen langes einzelstrangiges Oligodesoxynukleotid mit GTG-Bindemotiv konnte der Kgps zu
ca. 225 nM bestimmt werden. Ohne Bindemotiv sank die Affinitat auf etwa 1200 nM (Beck & Lipps,
2007). Fur das doppelstrangige 17 Basen lange Substrat ohne Bindemotiv wurde ein Kq5 von etwa
2100 nM ermittelt.

Es war von Interesse, zu Uberprifen, welchen Einfluss das GTG-Bindemotiv auf die Bindung der
Prim/Pol-Domane von dsDNA ohne und mit ATP hat. Abbildung 3-37 zeigt die Graphen der
Anisotropiemessungen mit den nach dem Hill-Bindungsmodell angepassten Datenpunkten fir das 17
Basen lange einzelstrangige bzw. doppelstrangige Oligodesoxynukleotid mit GTG-Bindemotiv in
Gegenwart bzw. Abwesenheit von ATP. In Tabelle 3-10 sind die aus den Graphen ermittelten Minimal-
und Maximalwerte der Dissoziationskonstanten fir halbmaximale Bindung aus 3 unabhangigen

Messungen angegeben.

Tabelle 3-10: Ermittelte Dissoziationskonstanten fur halbmaximale Bindung (Kg5)* von N40C370 fur
ein 17 Basen langes ss- bzw. dsOligodesoxynukleotid mit GTG-Sequenzmotiv in Abwesenheit bzw.
Gegenwart von ATP.

Protein Ko,s [nMY/ Kos [nM)/ Ko,s [nM)/ Kos [nM)/
n (ss) n (ds) n(ss, ATP)  n(ds, ATP)
90-110/ 2100-2500/
N40C370 225-230 950-1040 0,500 o2

*Angegeben sind der Minimal- und Maximalwert aus drei unabhangigen Messungen mit den
dazugehdrigen Hill-Koeffizienten (n).

Wie auch fir das 25 Basen lange Substrat ohne GTG zeigte sich, dass der Einzelstrang in
Abwesenheit wie auch in Gegenwart von ATP starker gebunden wird als der Doppelstrang. Fir den
Doppelstrang mit GTG-Motiv ging jedoch die DNA-Bindung mit ATP weniger stark zuriick als fir den
Doppelstrang ohne GTG-Motiv (Vergleich der Werte von N40C370 aus Tabelle 3-9 mit 3-10).
Wahrend bei dem Substrat ohne GTG-Bindemotiv die Affinitat fir den Einzelstrang in Gegenwart von
ATP zurtckging, nahm in Gegenwart von ATP der K 5 fir den Einzelstrang mit GTG-Motiv mit 90-110
nM einen halb so hohen Wert an.

Dies zeigt, dass das Vorliegen des GTG-Bindemotivs zum einen die DNA-Bindung der Prim/Pol-
Domane auch fir dsDNA erh6ht und zum anderen, dass ATP diesen Effekt fir den Einzelstrang bei
Vorliegen des GTG-Motivs noch weiter verstarkt. Dies steht im Einklang mit dem Befund, einen Primer
beginnend mit einem ATP zu synthetisieren (Beck & Lipps, 2007). Aulerdem besteht die Mdglichkeit,
dass bei Vorliegen der Erkennungssequenz die Prim/Pol-Domane die Helikasedomane bei der

Bindung an die Doppelstrang-DNA unterstutzt.
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Abbildung 3-37: Sequenzspezifische DNA-Bindung der ORF904-Deletionsmutante
N40C370. (a) Datenpunkte der Fluoreszenzanisotropiemessung der reversen Titration
von N40C370 mit einem 17 Basen langen und am 3’-Ende mit Fluorescein markierten
Oligodesoxynukleotid in Abwesenheit von ATP. Die Datenpunkte fir die ssDNA sind als
weille Kreise, die fir die dsDNA als schwarze Kreise dargestellt. Die Linien
reprasentieren den Angleich der experimentellen Daten an die Hill-Gleichung. Zu sehen
ist die Fluoreszenzanisotropie (r) in Abhangigkeit von der Proteinkonzentration von
N40C370 in nM. Die Proteinanfangskonzentration betrug 10 uM. Im Ansatz waren 20 nM
DNA, 20 mM Tris/HCI pH 7,5, 100 mM KCI, 0,01% TWEEN 20 und 10 mM MgCl,
enthalten. Die Messung wurde in einer 1-cm-Quarzkuvette bei 25°C durchgefihrt. Bei
jedem Titrationsschritt erfolgte eine 30%-ige Verdinnung der Proteinkonzentration. (b)
wie (a), aber zusétzlich war im Ansatz 1 mM ATP enthalten. Die Dissoziationskonstanten
wurden mit dem Hill-Bindungsmodell ermittelt und sind in Tabelle 3-10 aufgefuhrt.

3.3 Bestimmung des Replikationsursprungs von pRN1

3.3.1 DNase-I-Nuklease-Footprint

Aus Deletionsanalysen mit pRN1 war bereits bekannt, dass eine ca. 200 bp lange Region
stromabwarts von orf904 fur die Plasmidreplikation essentiell ist (Berkner & Lipps, unverdffentlicht).
Dieser Bereich bildet eine ausgepragte Stemloop-Struktur aus und war bereits bei der Sequenzierung
des Plasmids aufgefallen (Keeling et al., 1996). Um den Replikationsursprung von pRN1 zu
lokalisieren, wurden bereits LM-PCR und ein Primersynthese-Experiment mit einzelstrangiger pRN1-
Plasmid-DNA durchgefiihrt (Beck, 2008). Da die Experimente keine eindeutigen Ergebnisse lieferten,
wurden Footprint-Experimente mit der Stemloop-Region und ORF904 und seinen Deletionsmutanten
durchgefiihrt.

Zu diesem Zweck wurde ein PCR-Produkt generiert, das die Sequenz der Stemloop-Region tragt und
unter den experimentellen Bedingungen die gewlinschte Sekundarstruktur ausbildet (Abbildung 3-38).

Die Sekundarstrukturvorhersage wurde mit dem Programm Mfold (http://mfold.bioinfo.rpi.edu/)

durchgefiihrt. Dieses berechnet anhand von Energieminima optimale und suboptimale
Sekundarstrukturen, die das PCR-Produkt annehmen kann. Der Vergleich der Sekundarstruktur der
ausgewahlten Region im nativen Sequenzkontext und der isolierten Form verdeutlicht, dass in beiden

Fallen die Stemloop-Struktur ausgebildet wird.
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Abbildung 3-38 Der vermutete Replikationsursprung von pRN1. (a) Position der
essentiellen Stemloop-Region in pRN1. (b) Sekundarstruktur der Stemloop-Region im
Kontext von pRN1 (Kontext = + 100 bp 5’ und 3’ vom PCR-Produkt). (c) Sekundarstruktur
des fir die Footprint-Analysen verwendeten PCR-Produkts der Stemloop-Region (191
bp). Die Sekundarstruktur wurde mit Mfold (T= 60°C; 100 mM NaCl; 10 mM MgCl,)
bestimmt.

Unter der Voraussetzung, dass das Wt-Protein bzw. die Deletionsmutanten sequenzspezifisch an den
Replikationsursprung von pRN1 binden, sollte es durch limitierenden DNase-I-Verdau (Connaghan-
Jones et al., 2008) mdglich sein, etwaige Basen, die durch die Proteinbindung vor dem Verdau
geschiitzt waren, auf einem Sequenziergel zu identifizieren und so die Bindungsstelle des Proteins

und den moglichen Replikationsursprung aufzuklaren.
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Fir SV40 L Tag (ohne ATP) konnte die Bindung an den Replikationsursprung mittels DNase-I-
Footprint bestatigt und durch die SF3-Helikase-geschiitzten Basen identifiziert werden (DeLucia et al.,
1983; Sanders & Stenlund, 1998). In Abbildung 3-39 ((a) u. (b)) ist der DNase-I-Footprint fir den Wt,
die Helikasedomane N371 und die Winged-Helix-DNA-Bindedomane K752G844 mit dem 191 bp
langen PCR-Produkt der Stemloop-Region zu sehen.

AMP-PRP | 1SATR | ADP ATP
Mo [k M (¢ B (¢ M [« M [« M [ |
- . -

ot - -

o
=

Abbildung 3-39: DNase-I-Nuklease-Footprint-Experimente mit dem PCR-Produkt der
Stemloop-Region von pRN1. (a) Mit 2P markiertes PCR-Produkt wurde mit 500 bzw. 50
nM ORF904 bzw N371 in 1x Reaktionspuffer fur 10 min bei 60°C inkubiert. Durch Zugabe
von DNase-I-Puffer und 0,01 U/pl DNase | erfolgte der Nukleaseverdau fir 1,5 min bei
RT. Als Kontrollen dienten das PCR-Produkt und DNase-l-verdautes PCR-Produkt in
Abwesenheit von Protein. Zu sehen sind in Spur M: Invitrogen 10 bp DNA-Leiter; Spur -:
PCR-Produkt; Spur 1: PCR-Produkt + 1,5 min DNase I; Spur 2: PCR-Produkt + 50 nM
ORF904 + 1,5 min DNase [; Spur 3: PCR-Produkt + 500 nM ORF904 + 1,5 min DNase |;
Spur 4: PCR-Produkt + 50 nM N371 + 1,5 min DNase | und Spur 5: PCR-Produkt + 500
nM N371 + 1,5 min DNase I.

(b) wie (a) aber mit 50 nM K752G844. Der Verdau wurde mit 0,25 U/ul DNase | fir 1 bzw.
2 min durchgefiihrt. Zu sehen sind in Spur -: PCR-Produkt; Spur 1: PCR-Produkt + 1 min
DNase |; Spur 2: PCR-Produkt + 2 min DNase |; Spur 3: PCR-Produkt + Protein + 1 min
DNase I; Spur 4: PCR-Produkt + Protein + 2 min DNase |.

(c) DNase-I-Nuklease-Footprint mit dem PCR-Produkt der Stemloop-Region von pRN1
und N371 in Gegenwart unterschiedlicher ATP-Analoga. Mit %P markiertes PCR-Produkt
wurde mit 100, 200, 300 bzw. 400 nM Protein in 1x Reaktionspuffer mit 1 mM des
entsprechenden ATP-Analogons fur 10 min bei 60°C inkubiert. Durch Zugabe von
DNase-I-Puffer und 0,01 U/ul DNase | erfolgte der Nukleaseverdau fur 1,5 min bei RT.
Als Kontrollen dienten das PCR-Produkt und DNase-l-verdautes PCR-Produkt in
Abwesenheit von Protein. Zu sehen sind in Spur M: Invitrogen 10 bp DNA-Leiter; Spur -:
PCR-Produkt; Spur k: PCR-Produkt + 1 mM entsprechendes ATP-Analogon + 1,5 min
DNase | und Steigungsdreieck: sinkende Konzentration an N371 + 1mM entsprechendes
ATP-Analogon + 1,5 min DNase I.
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In den Gelen ist kein Unterschied zwischen der Kontrollspur (mit DNase | verdautes PCR-Produkt)
und den Probenspuren (mit DNase | verdautes PCR-Produkt in Gegenwart von Protein) zu erkennen.
Unter den experimentellen Bedingungen konnte keine sequenzspezifische Bindung fir das
Volllangenprotein oder die isolierten Domanen nachgewiesen werden.

Fir BPV E1 konnte eine deutliche Anderung des DNase-I-Verdaumusters in Gegenwart von E2 und
ATP aber nicht von ADP oder AMP-PnP festgestellt werden, weswegen davon ausgegangen wird,
dass die Aufschmelzung des Replikationsursprungs die Hydrolyse von ATP voraussetzt (Gillette et al.,
1994; Sanders & Stenlund, 1998). Abbildung 3-39 (c) zeigt das Footprint-Experiment fur die
Helikasedomane N371 in Gegenwart von ATP und ATP-Analoga. Aber auch in diesem Gel ist kein
Unterschied zwischen der Kontrollspur (mit DNase | verdautes PCR-Produkt) und den Probenspuren
(mit DNase | verdautes PCR-Produkt in Gegenwart von Protein) zu sehen. Mdéglicherweise scheiterte
ein Nachweis der Bindung an den vermeintlichen Replikationsursprung auf Grund des Fehlens von
weiteren fir die spezifische Erkennung und Bindung relevanten Proteinen.

Generell lie3 sich fur die beiden SV40 L Tag und BPV E1 zeigen, dass Wiederholungssequenzen im
Bereich des Replikationsursprungs als Erkennungsstelle dienen. Diese konnten im vermeintlichen

Replikationsursprung von pRN1 nicht ausgemacht werden.

3.3.2 KMnO,-Footprint

Fir E1 und SV40 L Tag konnten die aus den DNase-I-Footprints erhaltenen Daten durch KMnO,-
Footprints bestatigt werden (Schuck & Stenlund, 2007; Kumar et al, 2007). Mit Hilfe des
Oxidationsmittes] KMnO, ist es moglich, Thymidinreste in der DNA in Thyminglykol zu Uberflhren
(Spicuglia et al., 2004). Die DNA ist dann nach der Modifikation an dieser Stelle mit Piperidin spaltbar.
Voraussetzung fir eine effiziente Oxidationsreaktion ist allerdings eine gute Zuganglichkeit der
Thyminbasen. Sind diese durch die Bindung eines Proteins geschitzt, unterbleibt die
Oxidationsreaktion oder findet weniger ausgepragt statt. Bei anschlie3ender limitierender Hydrolyse
der modifizierten DNA mit Piperidin lassen sich die geschitzten Basen auf einem Sequenziergel
identifizieren. Mit Hilfe von Footprint-Experimenten konnte fir AAV Rep78 (ohne ATP) gezeigt werden,
dass die palindromische terminale Loop-Region fiir eine stabile Bindung an die ITR (Inverted Terminal
Repeats) -Sequenzen des Replikationsursprungs nicht notwendig ist (Chiorini et al., 1994). Fir den
KMnO4-Footprint wurde deshalb ein PCR-Produkt verwendet, das sich auf die 100 bp direkt
stromabwarts von orf904 ohne die Stemloop-Struktur beschrankte.

In Abbildung 3-40 ist das Ergebnis des KMnO4-Footprints fur den Wt, die Helikasedomane N371 und
die Winged-Helix-DNA-Bindedoméne K752G844 zu sehen. Es ist zu erkennen, dass die Signale in
den Kontrollspuren schwacher ausfallen als in den Probenspuren. Das liegt vermutlich daran, dass

sich beim Auftragen wahrscheinlich ein Teil der Proben nicht in den Taschen sammelte.
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Abbildung 3-40: KMnOg-Footprint mit dem PCR-Produkt der Sequenz direkt
stromabwérts von orf904, ORF904, N371 und K752G844. Mit *P markiertes PCR-
Produkt wurde mit 250 bzw. 500 nM Protein in 1x Reaktionspuffer fir 10 min bei 60°C
inkubiert. Danach erfolgte eine Inkubation mit 6 mM KMnO, fir 2 min bei RT,
anschlielend eine Inkubation mit KMnQ,4-Footprint-Stoppuffer fir 20 min bei 30°C. Nach
Extraktion der DNA wurde diese in einer 1 M Piperidinlésung fir 25 min bei 90°C
inkubiert. Als Kontrollen dienten das PCR-Produkt und mit KMnO, prozessiertes PCR-
Produkt in Abwesenheit von Protein. Zu sehen sind in Spur M: Invitrogen 10 bp DNA-
Leiter; Spur 1: prozessiertes PCR-Produkt; Spur 2: PCR-Produkt + 500 nM ORF904;
Spur 3: PCR-Produkt + 500 nM N371; Spur 4: PCR-Produkt + 500 nM K752G844; Spur
5: PCR-Produkt + 250 nM ORF904; Spur 6: PCR-Produkt + 250 nM N371; Spur 7: PCR-
Produkt + 250 nM K752G844; Spur 8: prozessiertes PCR-Produkt und Spur -: nicht
prozessiertes PCR-Produkt.

Die Spuren 2 und 3 mit den hohen Proteinkonzentrationen von ORF904 und N371 zeigen im
Vergleich zu den Spuren 5 und 6 mit den niedrigeren Proteinkonzentrationen generell fir alle Banden
ein etwas schwacheres Signal. Dies ist auf eine unspezifische DNA-Bindung von ORF904 und N371
in Gegenwart hoher Proteinkonzentrationen zuriickzufiihren.

Ganz anders bei den Spuren 4 und 7. Zwar sind auch hier die Signale bei hohen

Proteinkonzentrationen auf Grund unspezifischer DNA-Bindung von K752G844 generell etwas
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schwacher, darlber hinaus ist aber zwischen 80 und 90 bp zusatzlich ein deutlich schwacheres Signal
zu erkennen. Und auch zwischen 60 und 70 bp sind drei deutlich schwachere Signale und somit
geschiitzte Basen zu sehen. Um welche Basen es sich hier genau handelt, lasst sich anhand dieses
Gels nur sehr schwer sagen. Dazu waren weitere Footprint-Analysen notwendig. Die gefundenen
Signale liefern aber unter Umstanden erste Hinweise darauf, dass ORF904 den Replikationsursprung
mdglicherweise durch seine potentielle Winged-Helix-DNA-Bindedoméane eigenstandig erkennt. Dies
scheint plausibel, da Winged-Helix-DNA-Bindeproteine unter den plasmidaren, viralen und
chromosomalen Replikationsinitiatoren stark vertreten sind (Giraldo, 2003). AuRerdem ist interessant,
dass sich im Bereich der durch K752G844 geschiitzten Basen auch ein GTG-Motiv befindet, das als
Erkennungssequenz fir die Prim/Pol-Domane dienen koénnte, um die Bindung an dsDNA zu
verstarken. Dies wirde mit den Ergebnissen aus den Fluoreszenzanisotropiemessungen im Einklang
stehen.

Médglicherweise scheiterte die eindeutige Aufklarung des Replikationsurprungs daran, dass noch
weitere Proteine an seiner Erkennung beteiligt sind und erst durch ihr Wechselwirken mit ORF904
dessen spezifische Affinitat zur Doppelstrang-DNA gentigend erhdht wird, um ein Aufschmelzen des
Replikationsursprungs nachweislich zu gewahrleisten. So wie es fir das E1- und E2-Protein des
Papillomavirus oder bei der weitaus komplexeren eukaryotischen und archaealen chromosomalen
Replikationsinitiation der Fall ist, bei der die DNA-Beladung mit dem MCM-Protein mit Hilfe von z.B.
ORC und Cdcé erfolgt (Gaudier et al., 2007; Giraldo, 2003; Jenkinson & Chong, 2003; Liu et al., 2000)
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4 Zusammenfassende Diskussion

4.1 Strukturinformationen zur Helikase von ORF904

In dieser Arbeit wurde die Helikaseaktivitat von ORF904 genauer untersucht. Helikasen sind Proteine,
die unter NTP- oder dNTP-Verbrauch doppelstrangige DNA entwinden kénnen. Diese Enzyme sind in
den Reichen der Bakterien, Eukaryoten und Archaea fur die Replikationsinitiation sowie die
Replikation an sich essentiel. ORF904 ist den Superfamilie 3 (SF3)-Helikasen zuzuordnen. Bei
Mitgliedern dieser Superfamilie handelt es sich vor allem um virale Helikasen. Ebenso wie die SF4-, 5-
und 6-Helikasen bilden SF3-Helikasen hexamere Ringstrukturen aus, womit sie sich von den SF1-
und SF2-Helikasen unterscheiden, die als Monomere oder Dimere ihre Funktion erfiillen. Alle SF3-
Helikasen haben einen modifizierten AAA™-Kernbereich gemeinsam, der die Nukleotidbindemotive in
den zentralen B-Strangen tragt, sowie mehrere integrierte Loops, die an der DNA-Bindung oder
Protein-Protein-Wechselwirkungen beteiligt sind (Singleton et al., 2007).

Far alle Helikasen konnten das Walker A Motiv, Walker B Motiv und ein Argininfinger gefunden
werden, die an der Koordination und Hydrolyse von ATP beteiligt sind. Ein Sequenzvergleich mit dem
P4 a-Protein und dem Poxvirus D5-Protein lieRen auch fir ORF904 das Walker A Motiv und den
Argininfinger erkennen. Erst ein Homologiemodell von ORF904 mit den SF3-Helikasen des
Papillomavirus Typ 18, des Adeno-assoziierten Virus 2 und des Simianvirus 40 ermoglichte es,
weitere fur SF3-Helikasen spezifische Sequenzmotive zu identifizieren. Zu diesen zahlten das Motiv
C, welches vermutlich an der ATP-Hydrolyse beteiligt ist, ein potentieller ,Lysinfinger® der die
Nukleotidbindetasche in frans kontaktiert, das fir die Verknipfung von DNA-Bindung und ATP-
Hydrolyse verantwortliche Walker B’ Motiv und der B-Hairpin, der in die zentrale Pore des hexameren
Rings ragt und den Kontakt zur DNA herstellt. Der Sequenzvergleich des C-terminalen Bereichs von
ORF904 (Aminosauren 752-844) mit den Replikationsproteinen von Plasmiden der pRN-Familie, der
DNA-Bindedoméane des P4 a-Proteins und des eukaryotischen Transkriptionsregulators Rfx lief3en fir
ORF904 zusatzlich eine Winged-Helix-DNA-Bindedomane erkennen. Generell zeigt ORF904 in seiner
Domaénenorganisation grofe Ahnlichkeit zum P4 a-Protein, das auch eine N-terminale Primase-
Domane, eine zentrale AAA*-Helikasedoméne und eine C-terminale Winged-Helix-DNA-Bindedoméne
besitzt (Ziegelin et al., 1995). Und auch zum MCM, das den SF6-Helikasen zuzuordnen ist, und sich
von den SF3-Helikasen durch das Vorliegen eines B-a-f Inserts in Helix 2 zwischen Walker A Motiv
und Walker B Motiv unterscheidet sind Ahnlichkeiten zu erkennen. Hier folgt auf die AAA'-
Helikasedomane eine wHTH (winged Helix Turn Helix) DNA-Bindedomane (Jenkinson & Chong,
2006).

Wie fur andere SF3-Helikasen auch wurden in den Sequenzmotiven von ORF904 kritische
Aminosaurereste mutiert und deren Relevanz fir die Funktionen der Helikase untersucht sowie
Deletionsmutanten zur ldentifiaktion des Minimalmotivs der Helikase- und der Winged-Helix-DNA-
Bindedomane analysiert. Die Walker A-Mutante K586E war bereits untersucht worden und zeigte wie
erwartet keinerlei ATPase-Aktivitat (Lipps et al., 2003). Dies war fur die weitere Charakterisierung von
ORF904 von Interesse, da samtliche Varianten des Wt identisch aufgereinigt wurden und so

ausgeschlossen werden konnte, dass eine Verunreinigung durch eine E. coli-ATPase vorlag.
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Anhand von CD-Messungen und thermischen Denaturierungen konnte gezeigt werden, dass sich das
Volllangenprotein  und die Deletionsmutanten der Primase/Polymerasedomane N40C370
(Aminosauren 40-370), der Helikasedomane N371 (Aminosauren 371-904), der Helikasedomane
beginnend im Kernbereich N527 (Aminosduren 527-904), der Helikasedoméane ohne Winged-Helix-
DNA-Bindedoméane N371K752 (Aminosduren 371-752) und der Winged-Helix-DNA-Bindedomane
K752G844 (Aminosdauren 752-844) in eigensténdige stabile Domanen falten. Die Ermittlung des o-
helikalen Anteils von ORF904 mit etwa 33% stimmt gut mit dem aus der Summe der a-helikalen
Anteile der isolierten Domanen unter Berucksichtigung der Aminosaurezahl Uberein. Im Vergleich
hierzu, haben die SF3-Helikasen E1 aus BPV einen a-helikalen Anteil von 36% (Rocque et al., 2000)
und SV40 L Tag einen a-helikalen Anteil von etwa 46%. Die Unterschiede in der Sekundarstruktur
ergeben sich durch Regionen, die aulerhalb des Helikasekernbereichs liegen, der bei allen SF3-
Helikasen die gleiche Topologie aufweist. Die Schmelztemperaturen von ORF904 und seinen
Varianten liegen mit etwa 85-89°C recht dicht beieinander. Die Ausnahme bildet die isolierte
Primasedomane mit einem Schmelzpunkt von etwa 100°C. Dies ist moglicherweise darin begriindet,
dass die isolierte Primasedoméane vermutlich kompakter vorliegt als in Verbindung mit den anderen
Doménen zusammen und dadurch ihre Oberflache verkleinert ist. Die hohen Schmelztemperaturen
unterstreichen fir alle Proteine zweifellos deren thermophilen Charakter (Kumar & Nussinov, 2001)
und deuten mit den CD-Spektren darauf hin, dass sie sich in eigenstandige stabile Domanen falten.

Um Aufschluss Uber die Quartarstruktur von ORF904 zu erlangen, wurden Sedimentationsanalysen
durchgefiihrt. Im Glyceringradienten lag ORF904 selbst in Gegenwart von ATP und DNA in Ldsung als
Monomer vor (Lipps, unverdffentlicht). Fur die SF3-Helikase E1 konnte hingegen gezeigt werden,
dass sie in Gegenwart von unspezifischer DNA hexamerisiert (Sedman & Stenlund, 1998). Um
auszuschlieRen, dass die Prim/Pol-Doméane eine Hexameriserung im Gradienten erschwert oder
moglicherweise verhindert, wurde die Helikasedomane ohne Prim/Pol-Doméane (N371) einer
Ultrazentrifugation unterzogen. Zusatzlich sollte ein chemischer Crosslink mittels Glutaraldehyd
(0,15%) unter limitierenden Bedingungen die Hexamerisierung von N371 in Gegenwart von ATP und
DNA stabilisieren. Auch das Glutaraldehyd im Glyceringradienten sollte zu einer Stabilisierung des
Multimers beitragen. Fiir N371 konnte wie auch fir das Volllangenprotein nur das Monomer in Lésung
nachgewiesen werden. Fir die SF3-Helikase AAV Rep68 konnte erst in Gegenwart eines DNA-
Substrats, welches die Replikationsursprungssequenz tragt, ein Multimer im Gradienten
nachgewiesen werden (Mansilla-Soto et al., 2009). Moglicherweise verhalt es sich mit ORF904 und
N371 ahnlich, und erst ein DNA-Substrat mit der Replikationsursprungssequenz von pRN1
gewabhrleistet eine spezifische, stabile Bindung an die DNA. Um die Multimerisierung weiter zu
untersuchen, wurde ein Crosslink von N371 in Gegenwart von 0,2% Glutaraldehyd durchgefiihrt und
auf einem PAA-Gel analysiert. Das Vorhandensein von DNA, ATP oder ATP-Analoga in den Ansatzen
hatte keinen Einfluss auf die Bildung der nur schwach erkennbaren Dimere, Trimere und hdheren
Oligomerisierungszustande. Crosslink-Experimente mit den SF3-Helikasen BPV E1 und AAV Rep78
haben gezeigt, dass sie nur in Gegenwart von DNA-Substraten mit Replikationsursprungssequenz
deutlich sichtbare Oligomere ausbilden (Fouts ef al., 1999; Smith et al., 1997). Unter Umstanden bildet
das Vorliegen von Replikationsursprungs-DNA wie fir die Sedimentationsanalysen die Voraussetzung

fur die Ausbildung von Hexameren. Dies konnte jedoch nicht weiter untersucht werden, da der
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Replikationsursprung von pRN1 nicht bekannt ist. Einen deutlichen Hinweis fiir die Ausbildung von
hexameren Strukturen lieferten letztlich die TEM- und Cryo-TEM-Aufnahmen von ORF904 und N371.
In Gegenwart des ATP-Analogons AMP-PnP und dsDNA bildeten die beiden Proteine 15 nm grofie
Partikel aus. Diese waren flr N527 bzw. bei Fehlen von DNA im Ansatz nicht zu sehen. Dies deutet
darauf hin, dass die Region vor dem Kernbereich von ORF904, wie flr andere SF3-Helikasen auch
(Hickman & Dyda, 2005), bei der Multimerisierung eine wichtige Rolle zu spielen scheint. Fir HPV E1
und SV40 L Tag konnte gezeigt werden, dass der Verlust der Region vor dem AAA*-Kernbereich die
Ausbildung eines Hexamers verhindert (Abbate et al., 2004; Li et al., 2003).

Die Hexamerisierung von ORF904 erfolgt offensichtlich nur in Gegenwart von DNA und ATP bzw.
einem ATP-Analogon. Fir die SF3-Helikase SV40 L Tag wurde gezeigt, dass sie in Gegenwart von
ADP oder AMP-PnP (ohne DNA) 12 nm groBe Partikel bildet, die bei Uberlagerung einzelner mit
Uranylformiat kontrastierter Partikel, wie bei ORF904 und N371 auch, Sechsfachsymmetrie aufweisen
(San Martin et al., 1997). Fir die SF3-Helikase BPV E1 konnten mittels Elektronenmikroskopie 14,5
nm groRe Partikel mit einer Sechsfachsymmetrie gezeigt werden. Diese bildeten sich in Gegenwart
von DNA (ohne ATP) aus (Fouts et al., 1999). Die Ausbildung einer hexameren Struktur haben alle
SF3-Helikasen gemeinsam, die Voraussetzungen dafir sind aber flr jede Helikase individuell.

An dieser Stelle ist aber auch zu erwahnen, dass neueste Erkenntnisse aus Sedimentationsanalysen
und elektronenmikroskopischen Aufnahmen der SF3-Helikase AAV Rep68 darauf hinweisen, in
Gegenwart von ssDNA oder dsDNA mit 3-Uberhang doppeloktamere Strukturen auszubilden
(Mansilla-Soto et al., 2009).

4.2 Charakterisierung der enzymatischen Aktivitaten der Helikasedomane

4.2.1 ATPase-Aktivitat

Die ATP-Hydrolyse stellt die Grundvoraussetzung fur die Translokation der Helikasen und fir die
Entwindung der DNA dar. Mit y-[**P]-ATP wurde das Hydrolysevermdgen von ORF904 untersucht. Es
war bereits bekannt, dass die ATPase-Aktivitat von ORF904 durch Doppelstrang-DNA stark (10fach),
durch Einzelstrang-DNA nur schwach (2-3fach) und durch RNA gar nicht stimuliert wird (Lipps et al.,
2003). Die SF3-Helikase AAV Rep40 zeigt ahnlich wie ORF904 eine 8fach erhohte ATPase-Aktivitat in
Gegenwart von dsDNA, die fir Rep40, aber auch flir ssDNA, gezeigt werden konnte (Yoon-Robarts et
al., 2004). Die SF3-Helikase E1 aus BPV wird durch ssDNA stimuliert (2,5fach), durch dsDNA aber
gar nicht (Santucci et al., 1995). Die SF6-Helikase MCM aus M. thermautotrophicus zeigt in
Gegenwart von ®X174-ssDNA eine etwa 13fach erhdhte und in Gegenwart von kurzer ssDNA und
dsDNA eine etwa 11fach erhdhte ATPase-Aktivitdt (Kelman et al., 1999). Das eukaryotische
MCM4,6,7 zeigt hingegen in Gegenwart von dsDNA so gut wie keine Erhéhung seiner ATPase-
Aktivitat (Ishimi, 1997). Und die SF4-Helikase T7g4p ist in Gegenwart von ssDNA 10mal starker aktiv
als ohne oder mit dsDNA (Bernstein & Richardson, 1989).

Der Vergleich von ORF904 mit anderen SF3-Helikasen und Helikasen anderer Superfamilien
veranschaulicht, dass die ATPase-Aktivitdt stimulierenden Nukleinsduresubstrate von Helikasen,

selbst wenn sie derselben Superfamilie angehéren, ganz unterschiedlich sein kénnen.
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Alle diese Helikasen bilden hexamere Ringstrukturen um die DNA aus. Diese Ringstrukturen sind aber
auch bei anderen an der Replikation beteiligten Proteinen zu finden und bieten den Vorteil, dass das
Protein mit der DNA einen geschlossenen Komplex bildet, was die Dissoziation des Proteins von der
DNA erschwert. In Wechselwirkung mit der entsprechenden Polymerase kann der Protein-DNA-
Komplex die Prozessivitdt der Polymerase erhdhen. Eine hohe Prozessivitat ist gerade bei der
Replikation von entscheidender Bedeutung. Um die Prozessivitdt von ORF904 zu untersuchen, wurde
das ATP-Hydrolysevermdgen von ORF904 in Gegenwart langer (8311 bp) und kurzer (49 bp) linearer
und zirkularer DNA-Substrate unter limitierenden Bedingungen untersucht. Es stellte sich jedoch
heraus, dass unter den experimentellen Bedingungen, die langen Substrate, auf denen eine
prozessive Translokation mdglich ist, gegenliber den kurzen Substraten nicht bevorzugt wurden,
sondern beide Substrate die ATPase-Aktivitat gleichermalRen stimulierten. Dies legt nahe, dass es
sich bei ORF904 wahrscheinlich nicht um eine prozessive Helikase handelt, im Gegensatz zu MCM
und den SF3-Helikasen SV40 L Tag und AAV Rep68, die imstande sind, Substrate mit einer Lange
von 500, 1200 und 1371 Basenpaaren zu entwinden (Shechter et al., 2000; Wiekowski et al., 1988;
Zhou et al., 1999).

Die zeitabhangigen Untersuchungen der ATPase-Aktivitdt von ORF94 erlaubten es, die
biochemischen Parameter Ky und k¢, fir ATP und DNA zu ermitteln. In Gegenwart von dsDNA konnte
der Ky fur ATP zu 0,4 mM und der ke zu 0,7 s” bestimmt werden. Der Ku fir DNA betrug bei
konstanter ATP-Konzentration 70 nM.

Die Untersuchung der ATPase-Aktivitdt der Deletionsmutanten von ORF904 lie} Parallelen zur
Domanenorganisation des P4 a-Proteins und anderer SF3-Helikasen erkennen. Wie fur das P4 o-
Protein konnte fur N371 gezeigt werden, dass trotz Verlust der Primasedoméane die ATPase-Aktivitat
erhalten bleibt (Ziegelin et al., 1995; Ziegelin et al., 1997). Ebenso wie fiir N371K752, fir das ein sehr
starker Ruckgang der ATPase-Aktivitdt zu verzeichnen war, wurde bei der Untersuchung der
Deletionsmutanten des P4 a-Proteins ohne die C-terminalen ori-Bindedomane der Verlust der
ATPase-Aktivitat festgestellt (Ziegelin et al., 1997). Und auch der Verlust des Bereiches vor dem
Helikasekernbereich (N527) fihrt sowohl bei ORF904 als auch bei dem P4 a-Protein zu einem Verlust
der ATPase-Aktivitat (Ziegelin et al., 1997). Dies ist vermutlich auf das Fehlen der
Hexamerisierungsdomane zuriickzufiihren, die bei SF3-Helikasen in dieser Region liegt (Hickman &
Dyda, 2005). Die Ergebnisse stehen im Einklang mit dem Translokationsmechanismus von SF3-
Helikasen, bei denen die Hexamerisierung die Voraussetzung fir die Argininfinger bildet,
entscheidend an der ATP-Hydrolyse in benachbarten Untereinheiten mitzuwirken (Enemark & Joshua-
Tor, 2008; Ogura et al., 2004) um eine Translokation auf der DNA zu ermdglichen.

Die Untersuchung der Punktmutanten von ORF904 lieken weitere Parallen zu SF3-Helikasen
erkennen und bekraftigten die Ergebnisse aus den Deletionsmutantenanalysen. Wie fir ORF904 und
seine Punktmutanten des ,Lysinfingers® K674A und des Argininfingers R690A wurde auch fur die
Mutationen des homologen ,Lysin-“ und Argininfingers der SF3-Helikase SV40 L Tag eine starke
Abnahme der ATPse-Aktivitat gefunden (Greenleaf et al., 2008; Wang et al., 2007). Dies lasst sich
durch die Tatsache erklaren, dass die beiden Aminosdurereste die Nukleotidbindetasche in trans
kontaktieren. Bei der Alaninmutante der Aminosaure R689 von ORF904 wurde eine ATPase-

Restaktivitdt beobachtet. Der starke Rickgang der ATPase-Aktivitat ist hier vermutlich auf die
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raumliche Nahe zum tatsachlichen Argininfinger R690 zuriickzufihren. In Gegenwart von dsDNA
zeigten die Mutationen des B-Hairpins von ORF904 K656A, K657A, K656/657A und R659A sowie die
Mutationen im B-Hairpin von SV40 L Tag keinen groRen Einfluss auf die ATPase-Aktivitat (Greenleaf
et al., 2008; Shen et al., 2005; Wang et al., 2007). Dies lasst sich durch die raumliche Entfernung
dieser Aminosaurereste zur Nukleotidbindetasche erklaren.

Interessanterweise war jedoch die ATPase-Aktivitat der B-Hairpin-Mutanten in Gegenwart von ssDNA
deutlich erhdéht. Wie bereits erwahnt, bildet die Hexamerisierung um die DNA die Voraussetzung fur
die Argininfinger, mit dem ATP einer benachbarten Untereinheit in Kontakt zu treten, um die ATP-
Hydrolyse zu ermdglichen. Offensichtlich kann bereits der Austausch einer einzigen Aminosaure im (-
Hairpin die Hexamerisierung in Gegenwart von ssDNA und die daraus folgende ATP-Hydrolyse
bedeutend beeinflussen. Der kumulative Effekt des Austauschs von sechs Aminosauren im Bereich
der zentralen Pore scheint fur dieses Phdnomen verantwortlich zu sein.

Um zu untersuchen, welchen Effekt die Mutation des Argininfingers auf die Kooperativitat der
Untereinheiten von ORF904 bei der ATP-Hydrolyse hat, wurde die Komplementation des Wt-Proteins
durch die Argininfingermutante R690A analysiert. Dabei nahm die ATPase-Aktivitat des Wildtyps bei
Zunahme des Anteils der ATPase-defekten Punktmutante im Ansatz linear ab. Eine mdgliche
Erklarungen fir dieses Ergebnis liefert das probabilistic model, bei dem trotz Vorliegen defekter
Untereinheiten im Multimer auf Grund eines hohen Malies an Felxibilitat des Enzyms seine Funktion,
wenn auch mit einer geringeren Umsatzrate, weiterhin gewahrleistet ist, wie man z.B. fir die
hexamere AAA’-Protease ClpX zeigen konnte (Martin et al., 2005). Eine andere Erklarung liefern die
Beobachtungen die fur die SF3-Helikase E1 gemacht wurden. Hier konnten mittels
Gelfiltrationschromatographieexperimenten gezeigt werden, dass bereits die Mutation eines einzigen
Aminosaurerests im Kernbereich der Helikasedomane die Hexamerisierung der Helikase empfindlich

storen kann (Castella et al., 2006a).

4.2.2 Translokationsaktivitat

Anhand einzelstrangiger biotinylierter und radioaktiv markierter Oligodesoxynukleotide, die mit
Streptavidin abgesattigt waren, wurde das Vermdgen von ORF904 untersucht, das Streptavidin zu
verdrangen. Dies sollte Aufschluss Uber die Translokationsaktivitat und Polaritdt von ORF904 geben.
Generell kann eine Helikase 3'-5'- oder 5’-3’-Polaritat besitzen, abhangig davon, in welcher Richtung
sie sich auf dem Nukleinsaurestrang bewegt. Fur alle SF3-Helikasen, wie z.B. SV40 L Tag (Morris et
al., 2002) oder das P4 a-Protein (Ziegelin et al., 1993), wurde 3’-5’-Polaritat nachgewiesen. Auch
ORF904 und die isolierte Helikasedomane N371 weisen 3’-5’-Polaritat auf, was einen weiteren Beleg
fur die Zugehorigkeit zu den SF3-Helikasen liefert. Die hexamere SF6-Helikase MCM aus M.
thermautotrophicus zeigt ebenfalls 3’-5’-Polaritat (Kelman & Kelman, 2003).

Fir MCM konnte auch gezeigt werden, dass es auf dsDNA transloziert, jedoch die Beladung der DNA
mit MCM einen 3’-Uberhang voraussetzt (Shin et al., 2003). Auch fir ORF904 hatte man auf Grund
seiner hohen ATPase-Aktivitat in Gegenwart von dsDNA erwartet, dass es das Streptavidin auf einem
biotinylierten doppelstrangigen Oligodesoxynukleotiden verdrangt. Eine Translokation auf dsDNA
konnte mit diesem Experiment nicht, mit Entwindungsexperimenten jedoch schon nachgewiesen

werden. Bei Translokation von ORF904 auf dem Doppelstrang ist vermutlich die Bindung des
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Streptavidins an das Biotin zu stark (KD1O'14 M'1), als dass dieses verdrangt werden konnte.
Méglicherweise andert ORF904 auf dem Doppelstrang-Substrat seine Richtung, wenn es auf das
Streptavidin trifft, indem es Kontakt zum gegentiberliegenden DNA-Strang aufnimmt oder einfach
abdissoziiert. Dies wirde zumindest erklaren, warum man kein Signal fur die Translokation auf dsDNA
erhalt.

Eine 5-3’-Aktivitdt konnte fur ORF904 und N371 nur in geringem Mal} nachgewiesen werden. Dabei
handelt es sich vermutlich um eine unspezifische und spontane Aktivitat der beiden Proteine. Generell
ist die Aktivitdt von N371 hoher als vom Wi, was im Einklang mit seiner erhdhten ATPase-Aktivitat
steht. Die Verdrangung des Streptavidins konnte fiir beide Proteine nur in Gegenwart von ATP, jedoch
nicht in Abwesenheit von ATP nachgewiesen werden. Dies macht deutlich, dass die Translokation
ATP-abhangig ist. Die Helikase beginnend mit dem AAA'-Kernbereich N527 st
translokationsdefizient. Wie fur die fehlende ATPase-Aktivitat ist auch dies vermutlich auf das Fehlen
der vermeintlichen Hexamerisierungsdomane vor dem AAA"-Kernbereich zuriickzufiihren (Hickman &
Dyda, 2005).

Bei den Punktmutanten zeigte sich, dass der Aminosdurerest K574 trotz seines relativ starken
Einflusses auf die ATPase-Aktivitdt nur einen geringen Einfluss auf die Translokationsaktivitat hat. Es
ist daher anzunehmen, dass es sich bei K574 nicht um den eigentlichen ,Lysinfinger handelt.

Die Mutation von basischen Aminosaureresten im B-Hairpin fihrte bei der SF3-Helikase AAV Rep40
zu einem Verlust der DNA-Bindung (Yoon-Robarts et al., 2004). Ebenso flihrten bei ORF904 die
Mutationen von K656, K657 und K656/57 zu einem starken Rickgang der Translokationsaktivtat, der
fur K657A und K656/57A starker ausgepragt war. Dies lasst die Annahme zu, dass es sich bei K657A
um das Lysin im B-Hairpin handelt, welches den Kontakt zur DNA herstellt. Der Rickgang der
Translokationsaktivitat fir R659A lasst sich durch die raumliche Nahe zu K657 erklaren. Die Mutation
stort vermutlich direkt oder indirekt die Funktion von K657. Die Translokationsaktivitat der
Alaninpunktmutanten des Argininfingers R690, von R689 und der Doppelmutante R689/90 ging gegen
Null, was mit deren fehlender ATPase-Aktivitat im Einklang steht.

Anhand der zeitabhangigen Untersuchung der Translokationsaktivitdt wurde die Translokationsrate
von ORF904 zu etwa 6,2*10™ b s bestimmt. Die Translokationsrate von ORF904 konnte auf Grund
der Thermoinstabilitdt des Substrats nur bei 50°C statt optimalen 80°C gemessen werden. Es ist
anzunehmen, dass die Translokationsgeschwindigkeit von ORF904 hoéher liegt. Dennoch deuten die
niedrigen Werte zusammen mit den Ergebnissen der Prozessivitdt darauf hin, dass es sich bei der

Translokation vermutlich nur um eine Hintergrundaktivitat handeilt.

4.2.3 Entwindungsaktivitat

Wie bereits erwahnt, sind die Hauptaufgaben von SF3-Helikasen, den Replikationsursprung zu
erkennen, diesen aufzuschmelzen und die Entwindung der DNA einzuleiten. Um diese Aktivitdten von
ORF904 zu untersuchen, wurde das Protein mit und ohne ATP in Gegenwart des
replikationsursprungstragenden Plasmids pUC_pRN1 inkubiert. Die durch die Entwindung frei
werdenden Einzelstrangbereiche sollten dem einzelstrangverdauenden Enzym S1 Nuklease
zuganglich werden und so den Anteil an linearisierter Plasmid-DNA im Ansatz erhdhen. Eine

Zunahme linearisierter Plasmid-DNA konnte nicht beobachtet werden. Es konnte jedoch gezeigt
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werden, dass ORF904 die Plasmid-DNA vor dem Verdau schiitzt. Ob es zu einer Entwindung kam
und ORF904 die frei werdenden Einzelstrangbereiche gebunden oder die dsPlasmid-DNA von
vornherein der S1 Nuklease unzuganglich gemacht hat, lasst sich nicht sagen.

Die eigentliche Entwindungsaktivitdt von ORF904 wurde mit kurzen radioaktiv markierten
Oligodesoxynukleotiden nachgewiesen. Ein DNA-Substrat mit 3'- und 5-Uberhang stellt das
bevorzugte Substrat ringférmiger Helikasen wie der SF3-Helikasen dar. Dessen Entwindung wurde
unter anderem fur SV40 L Tag (Wang et al., 2007), BPV E1 (Sedman & Stenlund, 1998), P4 a-Protein
(Ziegelin et al., 1993), AAV Rep (Zhou et al., 1999) und auch MCM aus M. thermautotrophicus
(Sakakibara et al., 2008) nachgewiesen. ORF904 zeigt fiir dieses Substrat die hochste Aktivitat. Wie
die SF3-Helikase BPV E1 kénnte ORF904 an eine der Einzelstrangregionen des Substrates binden
und dann die Einzelstrang-DNA aktiv durch die zentrale Pore transportieren (Enemark & Joshua-Tor,
2006). Der andere Strang der DNA wirde dabei sterisch ausgeschlossen werden, was zu einer
Entwindung des Doppelstrangbereichs des Substrats fiihren wiirde.

Far ein dsSubstrat mit glatten Enden konnte ebensowenig eine Aktivitdt nachgewiesen werden wie fir
ein Substrat mit 3'- oder 5-Uberhang. Méglicherweise verhalt es sich bei ORF904 wie bei SV40 L Tag
oder AAV Rep, bei denen das dsSubstrat mit den glatten Enden nur bei Vorliegen der
Replikationsursprungssequenz gezeigt werden konnte (Wang et al., 2007). Bei dem Substrat mit dem
3-Uberhang transloziert die Helikase vermutlich erst auf dem Einzelstrangbereich, um dann auf den
Doppelstrang zu wechseln, wie es fur die Ringhelikase MCM4,6,7 bereits gezeigt wurde (Kaplan et al.,
2003). Das Unvermégen von ORF904, das Substrat mit dem 5-Uberhang zu entwinden, steht im
Zusammenhang mit seiner 3’-5’-Polaritat. Die Entwindung dieses Substrats konnte bis jetzt fir keine
SF3-Helikase gezeigt werden. Dies zeigt, dass ORF904 eine &hnliche Praferenz bei der Entwindung
von DNA-Substraten wie die SF3-Helikasen besitzt und die Entwindung wahrscheinlich nach dem
strand exclusion model erfolgt.

Um die Translokation auf dsDNA und deren Entwindung zu untersuchen, wurde ein dsSubstrat mit
internem 5’-Uberhang verwendet. Um den internen 5-Uberhang sterisch auszuschlieBen, musste
ORF904 erst auf dem Doppelstrang translozieren. Wie die hexamere Ringhelikase MCM aus M.
thermautotrophicus (Shin & Kelman, 2006b) konnte auch ORF904 dieses Substrat entwinden und
lieferte somit einen weiteren Hinweis fur seine Bevorzugung von dsDNA. Die Entwindungsaktivtat
konnte auch fur ein DNA-Substrat gezeigt werden, welches einer Holliday-Struktur nachempfunden
war. Dabei konnten keinerlei Intermediate gefunden werden, so dass anzunehmen ist, dass ORF904
auf der dsDNA transloziert, den Verzweigungspunkt auflést und die dabei frei werdenden Strukturen
mit 3’- und 5-Uberhang weiter entwindet. Fir MCM4,6,7 konnte ebenfalls eine Entwindung von
Holliday-Strukturen gezeigt werden (Kaplan et al., 2003; Kaplan & O'Donnell, 2004). MCM4,6,7
bendtigt aber im Gegensatz zu ORF904 einen 3’-Uberhang fiir die initiale Bindung. ORF904 verhalt
sich fur dieses Substrat also eher wie UvrD (SF1-Helikase) oder RuvAB (SF6-Helikase), die keinen
Uberhang fiir die initiale Bindung bendtigen. Die Translokation und Entwindung von dsDNA-
Substraten durch ORF904 wurde durch die Entwindung einer Triple-Helix, bestehend aus einem
Oligodesoxynukleotid und linearisierter pMJ5-Plasmid-DNA (Firman & Szczelkun, 2000) nochmals
bestatigt. Bei diesem Substrat musste die hexamere Helikase die dsPlasmid-DNA umschlieRen und

auf ihr translozieren, um das Oligodesoxynukleotid sterisch ausschlieRen zu kénnen. ORF904 zeigte
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fir samtliche DNA-Stubstrate mit Ausnahme des Triple-Helix-Substrats auch Entwindungsaktivitat in
Abwesenheit von ATP. Dies ist vermutlich auf die Prim/Pol-Doméne zurlckzufiihren, die unter
anderem durch Bindung an Einzelstrangbereiche die Substrate destabilisiert. Fiir die Helikasedomane
N371 konnte ausschliefllich in Gegenwart von ATP Entwindungsaktivitdt gezeigt werden. Die
Ergebnisse machen deutlich, dass die Entwindung der DNA durch die Helikase ein ATP-abhangiger
Prozess ist.

Zeitabhangige Untersuchungen der Entwindungsaktivitaten lieRen erkennen, dass das Substrat mit 3'-
und 5-Uberhang am schnellsten entwunden wird, gefolgt von der Triple-Helix- und der Holliday-
Struktur. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass das Substrat mit 3’- und 5-Uberhang das bevorzugte
Substrat von SF3-Helikasen darstellt. Hier zeigte ORF904 eine hdhere Aktivitat als N371, was
moglicherweise auf die substratdestabilisierende Prim/Pol-Domane zurlickzufiihren ist, die eine
scheinbar héhere Entwindung hervorruft. Die leicht héheren Werte von N371 fir die Holliday-Struktur
und die Triple-Helix gegeniiber dem Wt liegt vermutlich in der leicht hdheren ATPase-Aktivitat von
N371 begrindet. Die Entwindungsgeschwindigkeit fir die Holliday-Struktur ist die langsamste. Dies
liegt in der Tatsache begriindet, dass das Protein in zwei aufeinander folgenden Reaktionen an die
DNA bindet und diese entwinden muss. In der ersten Reaktion muss die Holliday-Struktur, in der
zweiten missen die daraus resultierenden Substrate mit 3- und 5-Uberhang aufgeldst werden.
Hierbei stellt die erste Reaktion vermutlich den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar, da im
Experiment keine Zwischenprodukte gefunden wurden.

Die Entwindungsgeschwindigkeiten liegen fir ORF904 und N371 je nach Substrat zwischen 1,0 und
7,2*10™ bp s”'. Die SF3-Helikasen SV40 L Tag bzw. AAV Rep68 weisen Entwindungsraten von 2,4 bp
s” (Wiekowski et al., 1988) bzw. 5,75 bp s™' (Zhou et al., 1999) auf. Die hohen Werte spiegeln den
viralen Charakter der Proteine wider, die eine schnelle Replikation im Wirt ermdglichen.

Fir MCM aus M. thermautotrophicus wurde eine Entwindungsgeschwindigkeit zwischen 48*10” bp s™
(Shechter et al., 2000) und 148 bp s’ (Sakakibara et al., 2008) ermittelt. Damit liegen die Werte der
archaealen Proteine von OR904 und MCM in der gleichen GréRenordnung. Der Unterschied zu den
SF3-Helikasen SV40 L Tag und AAV Rep68 ist mitunter in der Reaktionstemperatur zu suchen. Im
Gegensatz zu SV40 L Tag und AAV Rep68 lag diese fir ORF904 und MCM mit 60°C bzw. 45°C
deutlich unter dem Optimum von 80°C. Die Werte fur die archaealen Proteine liegen vermutlich héher.
Obwohl fir das archaeale MCM die Entwindungsraten auch relativ klein sind, kann im Gegensatz zu
ORF904 auf Grund der hohen Prozessivitat (Shechter et al., 2000) davon ausgegangen werden, dass
es sich beim MCM um die replikative Helikase handelt.

Zusammen mit den Ergebnissen der Translokation und der Prozessivitat von ORF904 ist es dennoch
wahrscheinlicher, dass die Helikase bei der Entwindung lokal beschrankt, und so wie das Orc1-Protein
(Dueber et al., 2007; Gaudier et al., 2007) vornehmlich am Aufschmelzen des Replikationsursprungs
beteiligt ist.

ORF904 ist in der Lage, verschiedene Nukleosidtriphosphate bzw. Desoxynukleosidtriphosphate als
Energiequelle fir die Translokation und Entwindung zu nutzen. ATP, CTP und alle dNTPs werden mit
etwa gleicher Effizienz genutzt. UTP und GTP scheinen hingegen fir ORF904 weniger geeignet zu
sein. Sowohl die SF3-Helikasen SV40 L Tag (Wiekowski et al., 1988), AAV Rep (Zhou et al., 1999)
und BPV E1 (Yang et al., 1993) als auch die hexamere Helikase MCM aus M. thermautotrophicus
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zeigen bezuglich rINTPs und dNTPs ganz unterschiedliche Praferenzen. Fir die Helikaseaktivitat
haben die hexameren Helikasen, selbst wenn sie der gleichen Superfamilie angehdren, ihre eigenen
Spezifitaten bezlglich der Nutzung von rNTPs bzw. dNTPs. ATP scheint aber dennoch die bevorzugte
Energiequelle zu sein oder zumindest immer unter den am besten genutzten Nukleosidtriphosphaten

und Desoxynukleosidtriphosphaten zu liegen.

4.2.4 DNA-Bindung

Unter Verwendung von kurzen (49 bp), radioaktiv markierten Oligodesoxynukleotiden wurde die DNA-
Bindung von ORF904 und seiner Deletionsmutanten in EMSA-Experimenten untersucht. Da auf Grund
der Kirze der DNA-Substrate nur wenige Proteinmolekiile binden konnten und bei schwacher
Bindung ein Abdissoziieren der Proteine wahrend des Gellaufs méglich ist, konnte keine Bindung an
die DNA nachgewiesen werden.

Mit einem pUC_pRN1-Rsal-Verdau konnte ein verzogertes Laufverhalten aller Fragmente im
Agarosegel und somit die unspezifische Bindung von ORF904, K752 und dem Minimalmotiv der
Winged-Helix-DNA-Bindedomane K752G844 gezeigt werden. Eine spezifische Bindung an das
Fragment mit der ori-Sequenz, wie sie fur das P4 a-Protein nachgewiesen wurde (Ziegelin et al.,
1993), blieb ohne Erfolg. Im Fall von BPV E1 wurde eine schwache Bindung an dsDNA nachgewiesen
(Hu et al., 2006), die in Gegenwart der ori-Sequenz deutlich zunahm und durch die Bindung des E2-
Proteins noch erheblich verstarkt wurde (Sanders & Stenlund, 1998). Moglicherweise verhalt es sich
bei ORF904 genauso, und weitere Proteine vermitteln erst die spezifische Bindung an den
Replikationsursprung.

Fir ein 200 bp langes DNA-Fragment konnte die Bindung von ORF904, N371 und K752G844
nochmals deutlich gezeigt werden. Die Verzégerung im Laufverhalten stimmte mit den
Molekulargewichten der Proteine Gberein, wobei die Bindung ebenso wie fur MCM aus S. solfataricus
(Pucci et al., 2007) fur das Volllangenprotein und die isolierte Helikasedomane starker war als fir die
Winged-Helix-DNA-Bindedomane, bei der ein leichter Schmier zu erkennen war, der vermutlich auf die
nicht allzu starke Bindung des Proteins zurlickzufiihren ist. Im Gegensatz zu SV40 L Tag und AAV
Rep68, bei denen das Vorliegen der ori-Sequenz flr eine spezifische Bindung ausreicht (Kumar et al.,
2007), konnte dies fur ORF904 nicht gezeigt werden, und wahrscheinlich sind weitere Proteine, wie es
bei BPV E1 der Fall ist, notwendig.

Anhand von Fluoreszenzanisotropiemessungen wurde flir N371 die DNA-Bindung fir einzelstrangige
und doppelstrangige DNA in Abhangigkeit von ATP und ATP-Analoga gemessen. Die Bindung war fir
dsDNA (Kp 590-660 nM) starker als fur Einzelstrang-DNA (Kp 800-920 nM) und nahm in Gegenwart
von ATP fir ssDNA (Kp 270-390 nM) und dsDNA (Kp 290-300 nM) am starksten zu. Dies steht im
Einklang mit den Ergebnissen der ATPase-Aktivitat, die fir dsDNA etwas starker ist als flir ssDNA,
und der Induzierbarkeit der Translokations- und Entwindungsaktivitat durch ATP. Parallelen sind hier
zur SF3-Heilkase SV40 L Tag zu finden, die ebenfalls dsDNA (Kp 110nM) starker bindet als ssDNA
(Kp 180nM). Und auch hier wird die Bindung durch ein ATP-Analogon (y-S-ATP) fur ssDNA (Kp 65nM)
und dsDNA (Kp 95nM) verstarkt (Greenleaf et al., 2008). Sowohl fiir ORF904 und als auch fur SV40 L
Tag wurden Hill-Koeffizienten zwischen 1 und 2 gefunden, was auf eine Kooperativitat der

Untereinheiten bei der Ausbildung des Hexamers um die DNA hindeutet. Obwohl es den Anschein
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hat, dass die DNA-Bindung hexamerer Helikasen generell durch ATP verstarkt wird, ist dies wie fur die
hexamere Helikase MCM aus M. thermautotrophicus fir ssDNA mit einem Kp von 132 nM in
Abwesenheit von ATP und einem Kp von 189 nM in Gegenwart von ATP nicht der Fall (Sakakibara et
al., 2008).

Far die Winged-Helix-DNA-Bindedomane wurde sowohl fir die Bindung an Einzelstrang- (Kp 1500-
1600 nM) als auch an Doppelstrang-DNA (Kp 1700-2100 nM) ein Hill-Koeffizient von 1-2 gefunden,
der auf eine Kooperativitdt zwischen den Monomeren des Proteins hindeutet. Dies steht im Einklang
mit dem Vorfinden des Dimers im Proteingel. Interessanterweise wird bei HPV E1 die Dimerisierung
der DNA-Bindedomane fir die spezifische Erkennung und Bindung des Replikationsursprungs
verantwortlich gemacht (Titolo et al, 2003a). Und auch flir den eukaryotischen transkriptionalen
Aktivator Rfx (Gajiwala et al., 2000) und die Origin-Bindedomane des P4 a-Proteins (Yeo et al., 2002)
wird ein ahnlicher Mechanismus der Replikationsursprungserkennung und -bindung durch ein Dimer
angenommen. Maoglicherweise erfolgt die Replikationsurspungserkennung und -bindung durch
ORF904 in analoger Weise zu der von E1, Rfx und dem P4 a-Protein.

Die Helikasedomane ohne Winged-Helix-DNA-Bindedomane N371K752 zeigt fir dsDNA (Kp1700-
1900 nm) eine starkere Bindung als fiir ssDNA (Kp 2400-2700 nM), die in Gegenwart von ATP fiir
ssDNA (Kp 430-460 nM) starker als fur dsDNA (Kp 820-900 nM) zunimmt. Dies steht im Einklang mit
der leicht erhdhten ATPase-Aktivitat fir ssDNA gegenliber dsDNA. Dass die Bindung generell weniger
stark erfolgt als flr die Helikasedomane N371, die auch eine hdhere ATPase-Aktivitat aufweist, ist
vermutlich auf das Fehlen der Winged-Helix-DNA-Bindedoméne zurtckzufihren. Somit verbessert
diese Doméane nicht nur die DNA-Bindung, sondern sie scheint auch einen positiven Einfluss auf die
ATP-Hydrolyse zu haben. Anhnliche Ergebnisse, wie man sie auch fir das P4 a-Protein findet, bei dem
eine Deletion der Winged-Helix-DNA-Bindedomane zu einem Verlust der ATPase- und
Helikaseaktivitdt fuhrt, weswegen angenommen wird, dass die Helikasedomane mit der DNA-
Bindedomane Uberlappt oder einen Teil der Helikasedomane darstellt (Ziegelin et al., 1997).

Die Prim/Pol-Domane N40C370 synthetisiert in Gegenwart von ssDNA einen Primer (Beck & Lipps,
2007), weswegen die starkere Bindung von ssDNA (Kp 720-780 nM) gegenuber dsDNA (Kp 4270-
4300 nM) mit der Funktion dieser Doméane gut Ubereinstimmt. ATP reduziert generell die DNA-
Bindung dieser Doméane extrem. Die Grunde hierfur sind jedoch nicht bekannt. Bei Vorliegen des
GTG-Bindemotivs der Prim/Pol-Doméane wurde die Bindung an ssDNA (Kp 225-230 nM) und dsDNA
(Kp 950-1040 nM) deutlicht verstarkt. In Gegenwart von ATP nahm die Bindung fiir ssDNA (Kp 90-
110) weiter zu, wahrend dsDNA (Kp 2100-2500) schlechter gebunden wurde. Dennoch fiel der Effekt
fir dsDNA nicht so stark aus wie ohne GTG-Bindemotiv. Dies zeigt, dass das Vorliegen des GTG-
Bindemotivs zum einen die DNA-Bindung der Prim/Pol-Doméane auch fir dsDNA erhéht und zum
anderen, dass ATP diesen Effekt fir den Einzelstrang bei Vorliegen des GTG-Motivs noch weiter
verstarkt. Dies steht im Einklang mit dem Befund, einen Primer beginnend mit einem ATP zu
synthetisieren (Beck & Lipps, 2007) und lasst vermuten, dass bei Vorliegen der Erkennungssequenz
die Prim/Pol-Domane die Helikasedomane bei der Bindung an die Doppelstrang-DNA unterstitzt.

In Gegenwart von ATP bindet ORF904 im Gegensatz zu N371 ssDNA besser als dsDNA, wobei der
Wt im Vergleich zu N371 eine geringere Affinitat fir dsDNA wie auch fir ssDNA besitzt. Es scheint,

dass bei Nichtvorliegen der Erkennungssequenz die Prim/Pol-Domane in der Lage ist, die DNA-
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Bindungsstelle der Helikasedomane in Gegenwart von ATP zu verdecken, um madglicherweise eine
unspezifische Bindung an die DNA zu erschweren. Wie fir N371 I&sst sich auch fir ORF904 und die
Ubrigen Deletionsmutanten ein Hill-Koeffizient zwischen 1 und 2 finden. Dies deutet darauf hin, dass
bei der DNA-Bindung und somit auch der Hexamerisierung zwischen den Untereinheiten des Wt bzw.
der Deletionsmutanten positive Kooperativitat herrscht, wie sie auch fir andere SF3-Helikasen gezeigt
wurde.

Wie bei Rep68 (Mansilla-Soto et al, 2009) erganzen sich auch bei ORF904 die
Dissoziationskonstanten der isolieten Domanen in der Art und Weise, dass sie sich der
Dissoziationskonstante des Volllangenproteins anndhern. Die Ergebnisse machen dariber hinaus
auch klar, dass DNA-Bindung, Translokation und DNA-Entwindung miteinander zusammenhangende

und ATP-abhangige Prozesse sind.

4.3 Bestimmung des Replikationsursprungs von pRN1

Um die Sequenz des Replikationsursprungs zu identifizieren, wurde ein 200 bp langes PCR-Fragment
in DNase-I-Footprint-Analysen mit ORF904, N371 und K752G844 eingesetzt. Von der Sequenz des
PCR-Produkts war bekannt, dass die Sequenz fir die Plasmidreplikation essentiell ist (Berkner &
Lipps, unverdffentlicht) und eine Stemloop-Struktur ausbildet (Keeling et al., 1996).

Fir die SF3-Helikasen SV40 L Tag (DelLucia et al., 1983), BPV E1 (Sanders & Stenlund, 1998) und
AAV Rep78 (Chiorini et al., 1994) sowie fur den Replikationsinitiator Orc1 (Gaudier et al., 2007)
konnte mittels DNase-I-Footprint-Experimenten die Bindung von Wiederholungssequenzen im Bereich
des Replikationsursprungs gezeigt werden. Dies gelang fir ORF904 und seine Varianten unter den
experimentellen Bedingungen jedoch nicht.

Da fur AAV Rep78 (ohne ATP) mittels KMnO,-Footprint gezeigt werden, konnte dass die
palindromische terminale Loop-Region fir eine stabile Bindung an die ITR-Sequenzen (/nverted
Terminal Repeats) des Replikationsursprungs nicht notwendig ist (Chiorini et al., 1994), wurde fir die
KMnO4-Footprints von ORF904, N371 und K752G844 ein PCR-Produkt verwendet, das sich auf die
100 bp direkt stromabwarts von o0rf904 ohne die Stemloop-Struktur beschrankte.

Footprints mit dem Oxidationsmittel KMnQO, erlaubten letztlich die Identifizierung von Nukleotiden, die
durch die Winged-Helix-DNA-Bindedomane geschiitzt werden. Hierbei handelt es sich um Nukleotide,
die etwa 60 bis 90 Nukleotide stromabwarts von orf904 liegen. Ebenso wie bei vielen plasmidaren,
viralen und chromosomalen Replikationsinitiatoren (Giraldo, 2003) scheint die Winged-Helix-DNA-
Bindedomane von ORF904 moglicherweise den Replikationsursprung von pRN1 eigenstdndig zu
erkennen.

Interessanterweise befindet sich in diesem Bereich auch ein GTG-Motiv, das als Erkennungssequenz
fir die Prim/Pol-Doméane dienen kénnte, um die Bindung an dsDNA zu verstarken, was im Einklang
mit den Ergebnissen aus den Fluoreszenzanisotropiemessungen stehen wiirde. Unter Umstanden
scheiterte die eindeutige Aufklarung des Replikationsursprungs daran, dass noch weitere Proteine an
seiner Erkennung beteiligt sind, so wie es fur das E1- und E2-Protein des Papillomavirus gezeigt

wurde.
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4.4 Moglicher Mechanismus der Replikationsinitiation durch ORF904

Wie bereits erwdhnt, ist das a-Protein des Bakteriophagen P4 funktionell dhnlich organisiert wie
ORF904. Beide Proteine besitzen N-terminal eine Domane mit Primaseaktivitdat. Das a-Protein hat
eine bakterielle Primasedomane (DnaG) und ORF904 eine Prim/Pol-Domane. Darauf folgen die
Superfamilie-3-Helikasedomane und eine Winged-Helix-DNA-Bindedomane. Die Organisation dieser
drei Funktionen in einer einzigen Polypeptidkette in zwei evolutiv entfernten Replikons ist
bemerkenswert und lasst vermuten, dass diese Organisation flir den konzertierten molekularen
Mechanismus der Replikationsinitiation von Vorteil ist. Mdglicherweise bilden diese Art Proteine mit
weiteren Wirtsproteinen, z.B. Einzelstrangbindeproteinen, eine vereinfachte Version eines Orisoms,
welches die DNA fir die Bildung der Replikationsgabel vorbereitet.

Jingst wurden die Strukturen zweier archaealer Replikationsinitiationsproteine Cdc6/Orc1 im Komplex
mit ihrer Replikationsursprungs-DNA aufgeklart (Dueber et al., 2007; Gaudier et al., 2007). Diese
Proteine besitzen eine AAA’-ATPase-Domane gefolgt von einer Winged-Helix-DNA-Bindedoméne.
Uberraschenderweise binden diese Proteine die DNA nicht nur Uber ihre Winged-Helix-DNA-
Bindedomane, sondern bilden (ber eine helikale Insertion in der AAA"-Doméne (steric wedge) einen
weiteren Kontakt zur DNA aus (Erzberger et al., 2006). Diese Insertion ist spezifisch flr die
chromosomalen Replikationsinitiationsproteine von Bakterien, Archaea und Eukaryoten und ist
zwischen dem Walker A und B Motiv der AAA*-Doméne lokalisiert. Im Gegensatz dazu besitzen die
Superfamilie-3-Helikasen diese Insertion zweier a-Helices nicht, daflir aber den bereits erwahnten 8-
Hairpin, der zwischen dem Walker B und C Motiv liegt (lyer et al., 2004). Dieser B-Hairpin ist in den
MCM-Proteinen und den SF3-Helikasen zu finden. Es wird angenommen, dass der (B-Hairpin am
gerichteten Transport der DNA durch die zentrale Pore der hexameren Proteine beteiligt ist.
Interessanterweise befinden sich die helikale Insertion der chromosomalen Initiatorproteine, z.B. DnaA
und Cdc6/Orc1, und der B-Hairpin der SF3- und MCM-Proteine auf derselben Seite des Proteins
(Abbildung 3-41).

Moglicherweise stellt das monomere Replikationsprotein ORF904 den ersten Kontakt zur DNA Uber
die Winged-Helix-DNA-Bindedomane und den B-Hairpin der AAA*-Domane her. Eine Unterstiitzung
der Bindung koénnte die Helikase durch die Bindung der Prim/Pol-Doméane an ein GTG-Motiv im
Bereich des Replikationsursprungs erfahren. Konformationséanderungen des Replikationsproteins,
mdglicherweise durch die ATP-Hydrolyse unterstiitzt, kdnnten zu einer Destabilisierung des DNA-
Duplex am Replikationsursprung fihren. In darauf folgenden Schritten kénnte das Replikationsprotein
um die DNA-Einzelstrdnge multimerisieren und so die Assemblierung der Replikationsgabel am
Replikationsursprung einleiten. Dieses Modell kénnte die hohe ATPase-Aktivitat des
Replikationsproteins in Gegenwart von Doppelstrang-DNA und seine langsame Translokationsrate auf
dieser erklaren.

In diesem Modell wird ATP nicht nur wahrend des DNA-Transports durch die zentrale Pore
hydrolysiert, sondern auch, wenn multimere Proteinverbande an Doppelstrang-DNA binden und die

chemische Energie zum Aufschmelzen der Doppelstrang-DNA nutzen.
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Abbildung 3-41: Uberlagerung von Orc1/Cdc6 aus Sulfolobus solfataricus mit dem
Replikationsprotein des Adeno-assoziierten Virus 2. Die Kernbereiche der AAA’-
Domaéanen der beiden Proteine wurden tberlagert. Das ADP-Molekil ist als Kugel-Modell
dargestellt. Das replikationsursprungsbindende Protein von Sulfolobus (PDB 2QBY, rot)
stellt den Kontakt zur DNA Uber die helikale Insertion und die C-terminale Winged-Helix-
DNA-Bindedoméane her. Der B-Hairpin der Superfamilie-3-Helikase (PDB 1S9H, blau)
besetzt raumlich eine sehr &hnliche Position wie die helikale Insertion. Das
Replikationsprotein ORF904 besitzt C-terminal zum Kernbereich der AAA™-Doméne eine
vermutete Winged-Helix-DNA-Bindedomane. Das Modell wurde von G. Lipps erstellt.
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5 Zusammenfassung
ORF904 ist ein multifunktionelles Enzym, welches durch das kryptische Plasmid pRN1 codiert wird.

Das Protein besitzt Primase-, DNA-Polymerase- und ATPase-Aktivitdt. Die Primase- und
Polymeraseaktivitdten lassen sich dem aminoterminalen Teil, die ATPase-Aktivitdt dem
carboxyterminalen Teil des Proteins zuordnen. Eine Linkerregion, vermutlich fur die Multimerisierung
verantwortlich, verbindet diese beiden Teile. Im Gegensatz zur Primase/Polymerase-Domane von
ORF904, die bereits eingehend biochemisch und strukturell charakterisiert worden ist, wurde die
molekulare Funktion der ATPase/Helikasedoméane noch nicht untersucht.

Sequenzanalysen der Helikasedomane ermdglichten ORF904 als eine Superfamilie-3-Helikase zu
klassifizieren, und fir die ATPase- und Translokationsaktivitdt relevante Sequenzmotive zu
identifizieren. DarGiberhinaus konnte zusatzlich eine Winged-Helix-DNA-Bindedomane am C-Terminus
der Helikasedomane identifiziert werden.

Im Laufe der Arbeit wurden verschiedene Deletions- und Punktmutanten des Replikationsproteins
konstruiert. Diese erlaubten es die Beteiligung der Proteindomanen an unterschiedlichen Funktionen
des Enzyms zu untersuchen. Anhand von CD-Messungen konnte gezeigt werden, dass die Winged-
Helix-DNA-Bindedomane sowie die anderen Deletionsmutanten strukturiert vorlagen. Die thermische
Denaturierung der Mutanten unterstreicht den thermophilen Charakter des Proteins (T~ 85-100°C).
Erste Hinweise auf eine Multimerisierung konnten anhand von Crosslink-Experimenten mit
Glutaraldehyd gefunden werden. Der endgtltige Nachweis flr eine Hexamerisierung des Proteins in
Gegenwart von DNA und AMP-PnP wurde schlieBlich mit der Cryo-Transmissionselektronen-
mikroskopie erbracht.

Es war bereits bekannt, dass die ATPase-Aktivitdt von ORF904 durch RNA gar nicht, durch
Einzelstrang-DNA nur schwach und durch Doppelstrang-DNA sehr stark stimuliert wird. Eine
spezifische Zunahme der ATPase-Aktivitat in Gegenwart von pRN1 konnte nicht beobachtet werden.
Es konnte jedoch gezeigt werden, dass doppelstrangige zirkulare Plasmid-DNA sowie kurze
doppelstrangige Substrate im Vergleich zu einzelstrangigen langen und einzelstrangigen kurzen DNA-
Substraten die ATPase-Aktivitdt um den Faktor 7 erhdhten. Eine Bevorzugung der langeren Plasmid-
DNA unter limitierenden Bedingungen konnte nicht beobachtet werden, weswegen von einer
wahrscheinlich niedrigen Prozessivitdt der Helikase auszugehen ist. Mit zeitabhangigen ATPase-
Experimenten konnten die Wechselzahl und der Ky, flr ATP zu 0,7 s und 0,4 mM bestimmt werden.
Die ATPase-Aktivitat der Deletionsmutanten von ORF904 gaben Hinweise auf die Wichtigkeit der
Region direkt N-ternminal vor dem Helikaskernbereich. Es wird angenommen, dass diese Region fir
die Hexamerisierung des Proteins von Bedeutung ist.

Die Analyse der Punktmutanten von ORF904 in den konservierten Bereichen gab Aufschluss Gber fir
die ATPase-Aktivitdt relevante Aminosaurereste. Der Argininrest R690 konnte als Argininfinger
identifiziert werden, der in trans an der ATP-Hydrolyse beteiligt ist. Der potentielle ,Lysinfinger® K574
konnte nicht als solcher identifiziert werden. Wie zu erwarten war, zeigten die Mutanten des B-Hairpins
eine vernachlassigbare Abnahme in Gegenwart von dsDNA.

Translokationsexperimente mit einem Biotin-Streptavidin-Verdrangungsversuch ermdglichten es, fir

die Helikase eine durch ATP induzierbare Translokation mit 3’-5-Polaitdt auf Einzelstrang-DNA
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nachzuweisen. Dariber hinaus erlaubten die Translokationsexperimente, K657 als das Lysin im
B-Hairpin zu identifizieren, welches vermutlich den direkten Kontakt zur DNA herstellt.

Anhand der zeitabhangigen Untersuchung der Translokationsaktivitdt wurde die Translokationsrate
von ORF904 zu etwa 6,2*10™ b s™ bestimmt. Da wahrend des Experiments die Reaktionstemperatur
weit unter der Optimaltemperatur der Helikase liegen musste, ist anzunehmen, dass der Wert fir die
Translokationsrate von ORF904 vermutlich héher liegt. Dennoch lasst der niedrige Wert zusammen
mit den Ergebnissen der Prozessivitédt vermuten, dass es sich bei OF904 nicht um eine prozessive
Helikase handelt. Vielmehr scheint ORF904 am Aufschmelzen des Replikationsursprungs beteiligt zu
sein.

In der Vergangenheit konnte keine Entwindung von komplett doppelstrangigen Helikasesubstraten
oder Substraten mit 5'- oder 3’-Uberhang auf der Basis von M13-DNA gezeigt werden. Fur weitere
Untersuchungen wurden deshalb kurze DNA-Substrate auf der Basis von Oligodesoxynukleotiden
verwendet. Auch hier konnte keine Entwindung fir komplett doppelstrangige Substrate oder Substrate
mit 3’ oder 5-Uberhang gezeigt werden. Die Helikase ist aber in der Lage, ein DNA-Substrat mit 3'-
und 5-Uberhang, ein Doppelstrangsubstrat mit internem 5-Uberhang, eine Holliday-Struktur sowie
eine Triple-Helix ATP-abhangig zu entwinden. Mittels der letzten drei Substrate wurde auch die
Translokation auf Doppelstrang-DNA nachgewiesen.

Die Entwindungsraten fir die Helikase liegen abhangig vom Substrat zwischen 1,0 und 7,2*10™ bp s
Die Werte fur die Entwindungsraten liegen vermutlich héher, da auch in diesem Experiment die
Reaktionstemperatur weit unter der Optimaltemperatur der Helikase liegen musste. Die Ergebnisse
der Entwindungsexperimente untermauern nochmals die Ergebnisse der Translokationsexperimente.
DNA-Bindungsexperimente auf der Basis von Fluoreszenzanisotropiemessungen bestatigten die
DNA-Bindung der carboxyterminalen DNA-Bindedomane und der Helikase. Die DNA-Bindung der
Helikasedomane nahm in Gegenwart von ATP zu. Darlber hinaus scheint es, dass die Prim/Pol-
Domane in der Lage ist, die Helikasedomane in Gegenwart von ATP und Abwesenheit des GTG-
Bindemotivs zu maskieren, um so unter Umstanden eine unspezifische DNA-Bindung zu erschweren.
In Gegenwart des GTG-Bindemotivs bindet die Prim/Pol-Doméne Einzelstrang-DNA sowie
Doppelstrang-DNA starker. Dieser Effekt wird flr Einzelstrang-DNA durch ATP weiter verstarkt.
Mdglicherweise unterstitzt die Prim/Pol-Doméane die DNA-Bindung der Helikase bei Vorliegen des
GTG-Bindemotivs im Bereich des Replikationsursprungs.

Um den Replikationsursprung zu bestimmen, wurden mit einem fir die Replikation essentiellen
Sequenzabschnitt stromabwarts von orf904 Footprint-Analysen durchgefiihrt. Diese erlaubten es,
Nukleotide in einer Region 60 bis 90 Nukleotide stromabwarts von orf904 zu identifizieren, die durch
die Winged-Helix-DNA-Bindedomane scheinbar geschiitzt werden. Interessanterweise befindet sich in
diesem Bereich auch ein GTG-Motiv, das als Erkennungssequenz fir die Prim/Pol-Doméane dienen
kénnte, um die Bindung des Proteins an den vermeintlichen Replikationsursprung zu verstarken.

Im Ganzen deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die Winged-Helix-DNA-Bindedomane zusammen
mit der Helikasedoméane den Replikationsursprung erkennt. Nach der initialen Bindung multimerisiert
ORF904 und destabilisiert, unter ATP-Verbrauch, den Replikationsursprung. Letztlich synthetisiert die
Prim/Pol-Doméne in einem hoch sequenzspezifischen Prozess den ersten Primer in der

Replikationsblase. In diesem Modell ist ORF904 nur an der Replikationsinitiation beteiligt.
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Teile der vorliegenden Arbeit wurden bereits publiziert:

Sanchez,M., Drechsler,M., Stark,H., Lipps,G. (2009) DNA translocation activity of the multifunctional
replication protein ORF904 from the archaeal plasmid pRN1. Nucleic Acids Res., 1-18.
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6 Summary
ORF904 is a multifunctional protein encoded by the cryptic plasmid pRN1. The protein has primase,

DNA polymerase and ATPase activites. The primase and polymerase activities are located in the
N-terminal half and the ATPase activity is located in the C-terminal half of the protein. A linker region,
probably responsible for multimerization, connects the C- and N-terminal halves of the protein. While
the primase/polymerase domain has already been characterized biochemically and structurally in
great detail, the molecular function of the ATPase/helicase domain in replication has not been
addressed yet.

Sequence analysis of the helicase domain allowed to classify ORF904 as a superfamily 3 helicase and
to identify critical residues for the ATPase and translocation activity. Furthermore, an additional winged
helix DNA binding domain at the C-terminus of the helicase domain could be delineated.

In the course of the work several deletion mutants and point mutants of the replication protein were
constructed, which allowed to investigate the participation of the protein domains at the various
functions of the enzyme. On the basis of CD-measurements it could be shown that the winged helix
DNA binding domain as well as the other deletion mutants of ORF904 were folded. The thermal
denaturation of the mutants underscores the protein’s thermophilic character (T~ 85-100°C).

First hints about the multimerization of the protein could be detected by crosslink experiments with
glutaraldehyde. The final proof for hexamerization of the protein in the presence of DNA and AMP-PnP
came from cryo-transmission electron microscopy experiments.

It was already known that the ATPase activity of ORF904 is not stimulated by RNA, only weakly by
single-stranded DNA and strongly by double-stranded DNA. No specific increase of the ATPase
activity in the presence of pRN1 could be observed, but it could be shown that double-stranded
circular plasmid DNA, as well as short double-stranded DNA substrates, increased ATPase activity
7-fold in comparison to single-stranded long or short DNA substrates. No preference for the longer
plasmid DNA under limiting conditions could be observed, suggesting that the processivity of the
helicase is probably very low. In kinetic experiments the turnover number and the Ky for ATP were
determined to be 0.7 s™ and 0.4 mM, respectively.

The ATPase activity of a deletion mutant of ORF904 gave hints about the importance of the region
located directly N-terminal to the core of the helicase domain. It is believed that this region is relevant
for the hexamerization of the protein.

The analysis of the point mutants of ORF904 in the conserved regions revealed relevant residues for
ATPase activity. The arginine residue R690 was identified to be the arginine finger which assists the
ATP hydrolysis in trans. The potential “lysine finger” K574 could not be identified as such. As expected
the mutants of the B-hairpin showed a negligible decrease in ATPase activity in the presence of
double-stranded DNA.

Translocation experiments with a streptavidin displacement assay allowed proving an ATP-inducible
translocation activity with 3’-5’ polarity on single-stranded DNA for the helicase. In addition, the
translocation experiments allowed the identification of K657 as the lysine in the B-hairpin which might
directly interact with DNA.

In kinectic experiments the translocation activity of ORF904 was determined to be 6.210* b s™.

During the experimental procedure the reaction temperature had to be far below the optimal
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temperature of the helicase. Therefore, the translocation rate is assumed to be higher. Nevertheless,
the low value of the translocation rate together with the results from the processivity experiments
suggest that ORF904 is not a processive helicase situated at the replication fork. Rather ORF904
might be involved in unwinding the replication origin.

In the past no unwinding could be shown for completely double-stranded helicase substrates or
substrates on the basis of M13 DNA with either a 3’- or 5’-overhang. Hence, for further investigations
short DNA substrates on the basis of oligodeoxynucleotides were used. No unwinding could be shown
for the completely double-stranded substrate or the substrates with either 3’- or 5’-overhang as well.
However the helicase is able to unwind a DNA substrate with 3’- and 5’-overhang, a double-strand
substrate with internal 5’-overhang, a substrate which resembles a Holliday junction as well as a DNA-
triple-helix in an ATP-dependent manner. The latter three substrates were used to demonstrate the
translocation on double-stranded DNA as well.

The unwinding rates of the helicase range from 1.0 to 7.2%10™ bp s, depending on the substrate. The
values of the unwinding rates are presumably higher, as the reaction temperature in the experiment
also had to be far below the optimal temperature of the helicase. The results reinforce the
translocation results.

DNA binding experiments based on fluorescence anisotropy measurements confirmed the DNA
binding activity of the carboxy-terminal winged helix DNA binding domain and of the helicase. The
DNA binding activity of the helicase increased in the prescence of ATP. Furthermore, it seems that the
prim/pol domain is capable of masking the helicase domain in the presence of ATP and the absence
of the GTG binding motif, probably to impede unspecific binding. In the presence of the GTG binding
motif the prim/pol domain binds single-stranded as well as double-stranded DNA more strongly. For
single-stranded DNA this effect is increased in the presence of ATP. Probably the prim/pol domain
facilitates the DNA binding of the helicase domain when a GTG binding motif is located close to the
origin of replication.

In order to identify the origin of replication, footprint analysis were carried out with a section of DNA
essential for replication located downstream of 0rf904. The footprints allowed the identification of
nucleotides in a region 60 to 90 nucleotides downstream of 0rf904, which appeared to be protected by
the winged helix DNA binding domain. Interestingly, a GTG motif which could be used by the prim/pol
domain as a recognition sequence and that enhances the binding of the protein to the putative origin
of replication was also found in this region.

In aggregate the data suggests that the winged-helix DNA binding domain recognizes together with
the helicase domain the replication origin. After this initial binding event ORF904 multimerizes and
destabilizes the origin of replication fuelled by ATP hydrolysis. Finally the prim/pol domain synthesized
in a highly sequence-specific manner the first primers in the replication bubble. According to this

model ORF904 only acts during the initiation of replication.
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7 Abkiurzungsverzeichnis

Allgemein

AAA* ATPases Associated With Diverse Cellular Activities

AAV Adeno-assoziierter Virus

Abb. Abbildung

AcOH, OAc Essigsaure bzw. ihre Salze

Amp Ampicillin

APS Ammoniumperoxydisulfat

AS Aminosaure(n)

ASCE Additional Strand Catalytic E

ATP Adenosintriphosphat

AXXX Alanin an Position XXX

Axxx Absorption bei xxx nm

b Basen (einzelstrangige DNA)

Bio-dT Thymin-Biotin-Derivat, welches anstelle von Thymin in ein
Oligodesoxynukleotid eingebaut ist

BioTEG Biotin-Derivat, welches Uber einen 15 Atome langen Abstandshalter
kovalent intern an das 3’- oder 5-Ende eines Oligodesoxynukleotids
gebunden ist

bp Basenpaare (doppelstrangige DNA)

BPV Bovines Papillomavirus

BSA Bovines Serumalbumin

cce covalently closed circle

CIP alkalische Phosphatase aus Kalberdarm (Calf Intestine Phosphatase)

Cm Chloramphenicol

cpm detektierte radioaktive Zerfalle pro Minute (counts per minute)

CTP Cytidintriphosphat

Da Dalton

dATP (A) Desoxyadenosintriphosphat

dCTP (C) Desoxycitidintriphosphat

dGTP (G) Desoxyguanosintriphosphat

dTTP (T) Desoxythymidintriphosphat

DC Dunnschichtchromatographie

DEAE Diethylaminoethyl

denat. unter denaturierenden Bedingungen

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNAse Desoxyribonuklease

dNTPs aquimolares Gemisch von dATP, dCTP, dGTP und dTTP

dsDNA doppelstrangige Desoxyribonukleinsdure

DTT 1,4-Dithiothreitol
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E. coli
EDTA
EMSA
Fa.
f.c.
Fluo
FPLC
g
GTP
HEPES
HPLC
HPV
IPTG
KXXX
kb

Kb

KG
Km
LB

L Tag
MCM
MM
M. thermautotrophicus
MOPS
MRV
MWCO
NaAc
NH4Ac
n.u.
oc
ODx
ORC
ori
p.a.
PAA
PAGE
PBS
PCNA
PCR
PEG
PMSF

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

Electrophoretic Mobiliy Shift Assay

Firma

Endkonzentration im Ansatz (final concentration)
Fluorescein

Fast Protein Liquid Chromatography

bei Zentrifugation: Schwerebeschleunigung der Erde
Guanosintriphosphat
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-(2-ethansulfonsaure)
High Performance Liquid Chromatography
Humanes Papillomavirus
Isopropyl-p-thiogalactopyranosid

Lysin an Positon XXX

Kilobasenpaare

Dissoziationskonstante

Kinase-GTPase

Kanamycin

Luria Bertani (Medium)

Large T antigen

Mini Chromosome Maintenance

Material und Methoden
Methanothermobacter thermautotrophicus
4-Morpholinopropansulfonsaure

Mean Residue Weight

Molecular Weight Cut Off

Natriumacetat

Ammoniumacetat

nicht untersucht

open circle

Optische Dichte bei A= xxx nm

Origin Recognition Complex
Replikationsursprung (origin of replication)
pro analysis

Polyacrylamid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
phosphatgepufferte Kochsalzlésung
Proliferating Cell Nuclear Antigen
Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
Polyethylenglycol
Phenylmethylsulfonylfluorid
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Pol

PS1BH

r

RFC

RNA

RNase
rNTPs

RT

RPA

RXXX

S

SAP

S. cerevisiae
SDS

SF

ssDNA

S. islandicus

S. solfataricus

Polymerase

Pre Sensor-1 B-Hairpin

Anisotropie; rekombinant

ReplikationsFaktor C

Ribonukleinsaure

Ribonuklease

aquimolares Gemisch von ATP, CTP, GTP und UTP
Raumtemperatur

ReplikationsProtein A

Arginin an Position XXX

Sedimentationskoeffizient

Phosphatase aus Pandalus borealis (Shrimp Alcaline Phosphatase)
Backerhefe: Saccharomyces cerevisiae
Natriumdodecylsulfat

SuperFamilie

einzelstrangige Desoxyribonukleinsaure

Sulfolobus islandicus

Sulfolobus solfataricus

SV Simianvirus

T4-PNK Polynukleotidkinase des Bakteriophagen T4
Tab. Tabelle

TAE Tris/Acetat/EDTA

TBE Tris/Borat/EDTA

Tc Tetracyclin

TE Tris-EDTA

TEM TransmissionsElektronenMikroskopie
TEMED N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin
TMAE Trimethylaminoethyl

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

U Einheit der enzymatischen Aktivitat (Unit)
UE Untereinheit

UN Uber Nacht

UNK Uber-Nacht-Kultur

UTpP Uridintriphosphat

uv Ultraviolettstrahlung

Einheiten

A Ampere

°C Grad Celsius

cal Kalorie

g Gramm
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h Stunde

I Liter

m Meter

M Molar (mol/l)

min Minute(n)

sec Sekunde(n)

rom Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
U Unit (Einheit)

\ Volt

w Watt

Vorsatze

k kilo 10°
m mill 10°
J mikro 10
n nano 10°
p pico 1072
Nukleotide

A Adenin

C Cytosin

G Guanin

T Thymin

U Uracil

N ACGT
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