Untersuchung der Beziehung zwischen Struktur und
Aktivitat der Dam DNA-Methyltransferase aus
Escherichia coli mit Hilfe von biochemischen und

biophysikalischen Methoden

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

des Fachbereichs Chemie der Universitit Dortmund

angefertigt am Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie in Dortmund

vorgelegt von
Dipl.-Chem. Lilianna Wielitzek

aus Gleiwitz

Dortmund, im November 2002



Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von August 1999 bis November 2002 am Max-
Planck-Institut fiir molekulare Physiologie in Dortmund unter der Anleitung von Prof. Dr.
Elmar Weinhold und Prof. Dr. Axel J. Scheidig in der Abteilung Physikalische Biochemie
von Prof. Dr. Roger S. Goody durchgefiihrt.

1. Gutachter: Prof. Dr. R.S. Goody
2. Gutachter: Prof. Dr. W. Kreiser

Hiermit versichere ich an Eides Statt, dass ich die vorliegende Arbeit selbstindig und nur mit

den angegebenen Hilfsmitteln angefertigt habe.

Dortmund, den 13.11.2002



Inhaltsverzeichnis Seite |

INHALTSVERZEICHNIS

1

2

3

INhaltSVETZEICHNS ..ottt ettt ettt et e et e e eas I
F N ) U 7721011V F USSP Vv
Symbole flir AMINOSAUTEI .....ccccuviiiiiieiiiieeiie ettt eee et e e st e e saeeesabeeenaeeenenes VII
EINLEITUNG. ...ttt e e e e rrar e e e e e e e e e 1
1.1 Struktur der DINA ..ot s 1
1.2 DNA-MEethylIertung ..........cccooooiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt e e e e 4
1.3 Klassifizierung von DNA-Methyltransferasen (MTasen) ...........c..ccocccevviniiennnn. 5
1.4 Die Dam DNA-MTase aus Escherichia coli.....................c.ccccooeuivviiiinieinniiannnnenn, 7
AUFGABENSTELLUNG UND ZIELSETZUNG .......cccococvviviiiiiiieeeee, 9
ERGEBNISSE ... e e e e e 11

3.1 Untersuchungen zum Basenausklapp-Mechanismus der Dam DNA-MTase

AUS EL COli ... 11
3.1.1 2-Aminopurin als ReZeptorgruppe ..........cccereereerierieniiiienieneeeeseeeeeeeeenes 12
3.1.2 Fluoreszenztitration mit 2-Ap haltigem Duplex-Oligodesoxynukleotid.......... 13
3.2 Untersuchungen zur Dimerisierung der Dam DNA-MTase auf der DNA.......... 16
3.2.1 Protein-Crosslinking zur Analyse von Protein-DNA-Wechselwirkungen....... 16

3.2.2 Analyse der Crosslinking-Reaktion von Hairpin-DNA mit Dam DNA-MTase
unter denaturierenden Bedingungen..........c.ccocevvueriiiiniininienieneeeee 18
3.2.3 Analyse der Crosslinking-Reaktion von Hairpin-DNA mit Dam DNA-MTase
unter nativen Bedingungen............coccuveeiiiieiiiieiiieeie e 20
3.2.4 Aufreinigung und Analyse der Crosslinking-Produkte aus Dam DNA-MTase
und Hairpin-DINA ..o 23
3.2.5 Analytische Ultrazentrifugation ............cccccveevieeeiieeeiiiieniie e 26



Inhaltsverzeichnis Seite 11

4

5

6

3.3 DNA-Bindung der Dam DNA-MTase..........c.ccoceriiiniiiiiiniiiincceeeceeeee 31
3.3.1 Fluoreszenztitrationen mit 2-Ap haltigen Duplex-ODN und der Dam DNA-
IMITASE ..ttt e sttt et e 31
3.3.2 Bindung des Cofaktors AdoMet an die Dam DNA-MTase in Gegenwart von
2-Ap-markiertem Duplex-ODN .........ccccoociriiniiiiiniinienieneeeeeeeeee e 40
3.4 Transientenkinetik der DNA-Bindung der Dam DNA-MTase...............ccc.ee.... 44
3.4.1 Kinetische Untersuchung der DNA-Bindung der Dam DNA-MTase.............. 45
3.4.2 Kinetische Untersuchung der DNA-Bindung von der Dam DNA-MTase in
Gegenwart des Cofaktors AAOMEt .........occueeiiiiiiiiiienieiie e 51
3.5 Kiristallisation der Dam DNA-MTase ...........c.ccoceriiiniiiiiiniiiieeceeee 54
3.5.1 DatensammIUNG.........cccvieiiiiieiiieeiieeecieeertee et e eeeeseeeesreeesaeeeeeseeesnseeennreeenns 57
3.5.2 Das Phasenproblem ..........cccueeiiiiiiiieeiiiecieecee ettt 57
3.6 Charakterisierung der DNA-Bindungsstelle der Dam DNA-MTase................... 65
DISKUSSION. ..o e e e e e e e e aa e e e e e e e e e eaanes 70
4.1 Basenausklapp-Mechanismus der Dam DNA-MTase...........c.ccccccoeevviieniennnnnne 70
4.2 Stochiometrie des Dam-DNA-Komplexes............ccccoooiiiiniiniiininiiiiiecneee 72
4.3 Bindung der Dam DNA-MTase an DNA ... 74
4.4 Kinetik der DNA-Bindung der Dam DNA-MTase ..........c...cccceeviiiiniiieinieeeienns 77
4.5 Kiristallisation der Dam DNA-MTase .............coooeiiiiiiiiiiiniiieeeee 80
4.6 DNA-Bingungstelle der Dam DNA-MTase.............ccoociiiiiiiiniiiiniieiiee e 84
ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK ..........oooooiiiiieeeeeeee, 87
MATERIAL UND METHODEN..........cooiiiiiieee e 89
6.1 Verwendete Materiallen ................coccooiiiiiiiiiiiiiinccceeee e 89
6.1.1 ChemiKallen........cooiiiiiiiiiiiiiiee e 89
6.1.2 PrOTEING. ..ottt ettt sttt 90
6.1.3 Zellen und Plasmide .............ooouieiiiiiiiiiiiiiieeee e 90
6.1.4 Sdulen und Sdulenmaterialien ..........c.ccooeeieriiiiniiinienien 90
0.1.5 PUTTET ..t 91
6.1.0 MEAICTI......eeiiiiiiiiieee ettt 92

0.1.7 GEIALE e e e e e e a e 92



Inhaltsverzeichnis Seite 111

6.2

6.3

6.4

6.5

Verwendete ODN ...t 94
6.2.1 ODN und ihre ABKUGIZUNZEN .....cc.eviiriiiiiiiiniiiienieeetcteeese e 94
Chromatographische Methoden....................cccoooiiiiiiiiniii e 95
6.3.1 Anionenaustauscher-Chromatographie ..........cccceeeuvveviieeniiieinieeeieceiee e 95
6.3.2 Analytische Gelfiltrations-Chromatographie ............cccceeeeeriieiieniieiienieeene 95
6.3.3 HPLC-BediN@UNEEN ....cccueiiiiiiiieiieiie ettt ettt s 96
6.3.4 FPLC-BediNGUNEEN.......cooiiiieiiieeiieeciie ettt aee e e e e 96
Molekularbiologische und proteinchemische Arbeiten.....................c.cocceeeien. 97
6.4.1 AgarosegeleleKtrophOTeSe .........cccuiiiieriiiiiieiie ettt 97
6.4.2 Ausplattieren rekombinanter E. coli-Zellen ...........cccoeceeeieiiiieiiiniieiienieeienns 97
6.4.3 Expression der Dam DNA-MTase in E. COli.......ccceevueeviiieniiieniieeniieeeieeene, 97
6.4.4 Reinigung der Dam DNA-MTASE ......cceeevrvieriiieeiiieeiie et 98
6.4.5 Aktivititstest fiir die Dam DNA-MTaS€ .........ccccueevieriieniiieiienieeieeee e 100
6.4.6 AdOMEt-DEtEKIION. ......eeiuiiiiieiieeiieiie ettt et ettt 100

6.4.7 Konzentrationsbestimmung von Proteinen mit der Methode nach Bradford. 100

6.4.8 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)......c.cccccveeviviiniieinnnns 101
6.4.9 Schigger-Jagow-Polyacrylamidgelelektrophorese (SJ-PAGE) ..................... 101
6.4.10 Coomassie-FArDUNG .........cceeiiiiiiiiieiee e 101
6.4.11 Hybridisierung von komplementdren ODN...........cccccoeeviiiiiiieniiiiniieeiee 102
6.4.12 Darstellung der Dam DNA-MTase-Vernetzungs-Produkte ......................... 102
6.4.13 Analyse der Vernetzungs-Experimente mittels Gelfiltrations-
Chromatographie ........ccc.eeiiieiiieiieeieeciee ettt 103
6.4.14 Aufreinigung der Vernetzungs-Produkte mittels Anionenaustauscher-
Chromatographie.........ccveeeiuiieeiiieeie ettt et eaee e eree e 103
6.4.15 Proteolytische Fragmentierung des Vernetzungs-Produkts.......................... 104
6.4.16 Radioaktive DNA-Marki€rung ...........ccceccueeiieniieiieniieeie e 104
6.4.17 ProteinSEqUENZICTUNE ........vveererreerireeerreeetreesseeesaeeessreeensseessseessseeesseesssseesns 105
Biophysikalische Methoden ..., 105
6.5.1 Fluoreszenzspektrometrische Methoden .............coocoeviiiiiiiiiiiiiiiincee, 105
6.5.2 UV-VIS-SpeKtroSKOPIC ........eeruieiiieiieeiiieiie ettt 105
6.5.3 Stopped-FIow MESSUNZEN ........ceeevuiieeiieeeiieeeieeesreeeireeesereesaeeesseeenseesnsseeens 106
6.5.4 Analytische Ultrazentrifugation ............cccceeevieeeiieeeiiieeniie e eee e 107

6.5.5 MALDI-MassensSpektrometri€ .........c.eeviereeriiieniieeieeniieeieeiee e eieeseeeneee e 107



Inhaltsverzeichnis Seite IV

6.6 Kristallographische Arbeiten................ccoccoiiiiiiiiiiiieccce 108
6.6.1 Silanisieren der Deck@IASer.........c.covuiiiiiiiiieiiiiiiee e 108

6.6.2 Kristallisationsansétze und Kristallisationsbedingungen ............c.cccccveeenneennn. 108

6.6.3 KristallmOntage .........cccueeeiuiieeiiieeiieeeie ettt e e s eas 109

6.6.4 Aufnahme von Rontgendiffraktionsdaten ............coocoevieniiiiiiniiiiiineee, 110

T ANHANG ...ttt 111

7.1 Auswertung der Bindung der Dam DNA-MTase an DNA mit einer

Global-fit-PrOzZedUr ..................cooiiiiiiiiiiiiiiiiee et 111
7.1.1 Gleichungsdatei fiir die schrittweise Bindung der Dam DNA-MTase an die
DINA ettt 111

7.1.2 Gleichungsdatei fiir die Bindung der Dam DNA-MTase an die DNA mit

vorgelagerter DIMETISIEIUNG. ...c..ceverierieeieriienieete ettt 114
7.2 Gleichungsdatei zur Auswertung von Verdringungstitrationen...................... 116
7.2.1 Gleichungsdatei fiir kompetitive Titrationen mit der Dam DNA-MTase....... 116

7.2.2 Gleichungsdatei fiir direkte Verdringungstitrationen mit der Dam

DN A T ASE e e e e e e e e e e e e e e e e eeaaeeeeans 118

8 LITERATURVERZEICHNIS ...t 120



Abkiirzungen Seite V

Abkiirzungen

2-Ap 2-Aminopurin

A Adenin

Abb. Abbildung

AdoMet S-Adenosyl-L-methionin

AETA 5’-[2-(Amino)ethylthio]-5"-desoxyadenosin
APS Ammoniumperoxodisulfat

BSA Rinderserumalbumin

bzgl. beziiglich

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

Da Dalton

DNA Desoxyribonukleinsdure (Deoxyribonucleic acid)
DTT 1,4-Dithio-D,L-threitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsidure

Fiax maximale Fluoreszenz

Fiin minimale Fluoreszenz

G Guanin

h Stunde(n)

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsiure
HPLC Hochleistungsfliissigkeits-Chromatographie
Kp Dissoziationskonstante fiir Gesamtgleichgewicht
Kq Dissoziationskonstante filir Teilgleichgewicht
Kobs beobachtete Geschwindigkeitskonstante

Aem Emissionswellenldnge

Aex Excitationswellenlidnge

m4C N4-Methylcytosin

m5C 5-Methylcytosin

mo6A N6-Methyladenin

Mes 2-Morpholinoethansulfonsiure

M:-Haelll DNA-Methyltransferase aus Haemophilus aegypticus
M:-Hhal DNA-Methyltransferase aus Haemophilus haemolyticus



Abkiirzungen Seite VI

M:Taql DNA-Methyltransferase aus Thermus aquaticus
min Minute(n)

MME Monomethylether

MTase Methyltransferase

OD optische Dichte

ODN Oligodesoxynukleotid

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PEG Polyethylenglykol

PNK Polynukleotidkinase aus dem T4 Phagen
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

quant. Quantitativ

rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
RT Raumtemperatur

S Sekunde(n)

SAH S-Adenosyl-L-homocystein

SDS Sodiumdodecylsulfat

SJ-Gel Schégger und von Jagow-Gel

SV Séulenvolumen

T Thymin

t Zeit

Tab. Tabelle

TEA Triethylamin

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tricin N-Tris-(hydroxymethyl)-methylglycin
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TFA Trifluoressigsiure

vgl. vergleiche

XL Vernetzungsprodukt



Abkiirzungen Seite VII
Symbole fiir Aminosauren

Ala A Alanin Leu L Leucin

Arg R Arginin Lys K Lysin

Asn N Asparagin Met M Methionin
Asp D Asparaginsdure Phe F Phenylalanin
Cys C Cystein Pro P Prolin

Glu E Glutaminséure Ser S Serin

Gln Q Glutamin Thr T Threonin
Gly G Glycin Trp W Tryptophan
His H Histidin Tyr Y Tyrosin

Ile I Isoleucin Val A" Valin



Einleitung Seite 1

1 EINLEITUNG

Alle Lebewesen haben einen gemeinsamen Stammbaum und man glaubt, dass sie von einem
Organismus abstammen. Am deutlichsten wird dieses gemeinsame Erbe der Evolution am
Trager der genetischen Information, die in den Zellen aller Lebewesen in dem gleichen
Makromolekiil gespeichert ist. Bei diesem Makromolekiil handelt es sich um die
Desoxyribonukleinsdure (DNA). Die DNA ermoglicht es die genetische Information iiber
einen ldngeren Zeitraum in jeder Zelle eines Lebewesens zu speichern. Doch kommt es nicht
nur darauf an, diesen Informationsgehalt zu speichern, sondern er muf3 auch an die néchste
Zellgeneration weitergegeben werden. Die DNA besitzt somit zwei wichtige Funktionen.
Neben der Speicherung der genetischen Informationen dient sie gleichzeitig als ihre eigene

Vorlage bei ihrer Vervielfdltigung (Replikation).

1.1 Struktur der DNA

Lebewesen weisen einen hohen Grad an Ordnung und Komplexizitit auf. Zur
Aufrechterhaltung und Ausbildung dieser Ordnung ist Information nétig, die in lebenden
Systemen in Form von DNA gespeichert ist. Die DNA ist ein lineares Biopolymer, das
gewohnlich aus vier verschiedenen Nukleotiden aufgebaut ist. Diese bestehen jeweils aus
einer der vier Basen Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) und Thymin (T), die -glykosidisch
am C1’-Atom einer 2 ’-Desoxyribose-Einheit gebunden sind. Die 2 -Desoxyribose-Reste sind
wiederum iiber 3'-5"-Phosphodiester-Bindungen miteinander verkniipft. Durch die definierte
Abfolge (Sequenz) der Basen ist der Informationsgehalt der DNA festgelegt. Die Basen A
und T sowie G und C sind jeweils zueinander komplementér und bilden Basenpaare aus, die
durch Wasserstoffbriickenbindungen zusammengehalten werden. Die Ausbildung von
komplementidren Basenpaaren iiber Wasserstoffbriicken ermdglicht die spezifische
Dimerisierung von zwei DNA-Ketten zur DNA-Doppelhelix (Watson & Crick, 1953).

Mittelerweile sind mindestens drei Formen der DNA bekannt. Aus Rontgenbeugungsmustern
und Rontgenstrukturuntersuchungen kann man ableiten, dass die beiden DNA-Stringe die
sogenannte B-Konformation einnehmen, wenn das Gegenion ein Alkalimetall ist und die
relative Feuchtigkeit ca. 92 % betrigt. Die sogenannte B-DNA wird als die native Form

betrachtet. Die Watson-Crick-Struktur der B-DNA besteht aus zwei Polynukleotidketten, die
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sich rechtsgingig um eine gemeinsame Achse winden und eine Doppelhelix mit einem
Durchmesser von ca. 2 nm bilden. Die beiden Stringe sind antiparallel orientiert. Die Basen
sind im Zentrum der Helix angeordnet, wihrend sich das Zucker-Phosphat Riickgrat der
beiden Stringe an der Helixperipherie befindet. Durch diese Anordnung wird die AbstoBung
der geladenen Phosphatgruppen minimiert. Die Ebenen der Basenpaare sind anndhernd

senkrecht zur Liangsachse der Helix angeordnet. In Abb. 1 sind die Watson-Crick-Basenpaare

dargestellt.
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Abb. 1: Die Watson-Crick-Basenpaare. Dargestellt sind das A-T-Basenpaar mit zwei Wasserstoffbriicken-
bindungen (oben) und das G-C-Basenpaar mit drei Wasserstoftbriickenbindungen (unten).

Eine gedachte Verbindungslinie zwischen den C1’-Atomen ist in den beiden Basenpaaren
gleich lang und ergibt gleiche Winkel zu den glykosidischen Bindungen und der Base. Dies
verleiht der DNA eine ganze Serie von zweizihlig pseudo-symmetrischen Achsen, die durch
das Zentrum eines jeden Basenpaares verlaufen und senkrecht zur Helixachse stehen. Die
»ideale® B-DNA hat 10 Basenpaare pro Windung, was einer helikalen Drehung von 36° pro
Basenpaar entspricht. Da die aromatischen Basen einen van-der-Waals-Durchmesser von
0,34 nm besitzen und versetzt aufeinandergestapelt sind, hat die Helix eine Ganghohe, also
einen Anstieg pro Windung, von 3,4 nm. Die bemerkenswerteste Eigenschaft der Watson-

Crick-Struktur ist, dass sie nur zwei Typen von Basenpaarungen zuldf3t. Die Geometrie dieser
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Watson-Crick-Basenpaare 148t erkennen, dass beide Basenpaare gegeneinander austauschbar
sind. Das heifit sie konnen sich wechselseitig ersetzen, ohne dass dabei die Positionen der
Cl’-Atome des Zucker-Phosphat-Geriistes verdndert werden. Bei jeder anderen
Basenkombination dagegen entstiinde eine signifikante Verzerrung der Doppelhelix-Struktur,
da die Bildung eines nichtklassischen Watson-Crick-Basenpaares eine erhebliche
Reorientierung der Zucker-Phosphat-Kette erfordert. Durch die helikale Form der B-DNA
bilden sich an der Auflenseite zwei Furchen zwischen den Zucker-Phosphat-Ketten aus. Diese
sind von unterschiedlicher Grofe, da sich die Oberkante eines jeden Basenpaares von seiner
Unterkante unterscheidet und die Desoxyribosereste asymmetrisch sind. In der sogenannten
kleinen Furche betrdgt der Winkel C1 -Helixachse-C1~ innerhalb eines Basenpaares weniger
als 180°, wihrend sich die grole Furche zur entgegengesetzten Seite eines jeden Basenpaares
offnet. Die Watson-Crick-Struktur 148t jede Basensequenz auf einem der
Polynukleotidstringe zu, solange der andere Strang die komplementire Basensequenz
aufweist (Voet, 1994). Die beschriebene Form der DNA-Struktur ist eine Idealform, die
allerdings der Struktur von wahrscheinlich 99 % der zelluliren DNA nahekommt. Insgesamt
ist die DNA kein starres Gebilde sondern weist eine relativ hohe Flexibilitdt auf. Allgemein
nehmen die Basen ihre Positionen unter Ausbildung optimaler hydrophober
Wechselwirkungen zwischen benachbarten Basenpaaren und unter Vermeidung -einer
sterischen Uberlappung funktioneller Seitengruppen in benachbarten Nukleotiden ein.

Bei drastischer Abnahme des Wassergehaltes geht die B-Form der DNA in die starre A-Form
tiber. Dadurch wird die Konformation der Desoxyribose gedndert. In beiden DNA-Formen
verlduft die Doppelhelix rechtsgingig, doch es bestehen einige strukturelle Unterschiede. In
der A-Form stehen die Basenpaare, im Gegensatz zur B-Form, nicht senkrecht zur
Zentralachse, sondern sind in einem Winkel von etwas mehr als 20° zu ihr gekippt und von
der Helixachse zur grofen Furche hin verschoben. Dadurch kommt es zu einem offenen
Raum im Innern des Molekiils und zur Ausbildung einer tiefen aber engen grof8en Furche. In
der A-Form liegt das C3’-Atom und in der B-Form das C2’-Atom oberhalb der Ebene, die
von den C1'-O4’-C4’-Atomen aufgespannt wird. Es findet ein Ubergang von der C2 -endo
zur C3’-endo Konformation statt (Saenger, 1984).

Die dritte Form der DNA ist die sogenannte Z-Form. Die Bezeichnung stammt von dem Zick-
Zack-Verlauf des Zucker-Phosphodiester-Bandes. Eine andere Bezeichnung ist Links-DNA,
weil die Helix im Gegensatz zur B- oder A-Form der DNA, linksgingig verlduft. Zuerst
wurde die Z-DNA bei der Untersuchung von DNA-Molekiilen mit der Nukleotid-Folge
GCGCGCGC in Losungen mit hohem Salzgehalt gefunden. Unter gewohnlichen
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Losungsbedingungen konnen GC-Folgen jedoch auch trotz Torsionsspannungen in der
B-Konformation auftreten. Ursache fiir die Ausbildung der Z-Form ist die Umorientierung der
glykosidischen Bindung zwischen der Guaninbase und der Desoxyribose. In der Standard-
DNA-Form liegen Zucker und Base in einer anti-Konformation vor. In der Z-Form trifft dies
nur fiir das Cytosin-Nukleotid, aber nicht fiir das Guanin-Nukleotid zu, das in der
ungewohnlichen syn-Konformation vorliegt. Der Zick-Zack-Verlauf des Zucker-
Phosphodiester-Bandes erklart sich durch das Abwechseln von syn- und anti-Konformation in
benachbarten Nukleotiden.

Die klassische B-Form der DNA stellt eine Idealform dar. Die chemischen Bausteine der
DNA ermoglichen jedoch eine grofe Flexibilitidt. Die Z-Form zeigt eindriicklich, dass die
Struktur nicht zuletzt durch die Art und Folge der Nukleotid-Bausteine bestimmt wird. Ob A-
oder Z-Form allerdings in der Zelle vorkommen und physiologische Relevanz besitzen, bleibt

trotz vieler Untersuchungen ungeklart.

1.2 DNA-Methylierung

Durch chemische Modifikation der Basen kann der Informationsgehalt der DNA zusétzlich
erhoht werden. So tlibertrdgt der Phage T4 Glukosylgruppen auf 5-Hydroxymethylcytosin und
schiitzt auf diese Weise sein Genom vor dem Abbau durch Wirts-Endonukleasen (Revel,
1983). Die am hiufigsten anzutreffende Modifikation des Genoms ist jedoch die
Methylierung von Basen innerhalb definierter Sequenzen. So findet man in nahezu allen
Lebewesen neben den natiirlich vorkommenden Nukleobasen A, C, G und T, auch die
methylierten Basen N6-Methyladenin, N4-Methylcytosin und C5-Methylcytosin (Cheng,
1995). Die Methylierung von Nukleobasen wird durch DNA-Methyltransferasen (MTasen)
katalysiert. MTasen iibertragen die aktivierte Methylgruppe vom Cofaktor S-Adenosyl-L-
methionin (AdoMet) auf den N6-Stickstoff von Adenin, den C5-Kohlenstoff von Cytosin oder
den N4-Stickstoff von Cytosin innerhalb der spezifischen DNA-Erkennungssequenz (Cheng,
1995). Eine bemerkenswerte, den Mechanismus der Methylierung betreffende Beobachtung,
wurde erstmals von Klimasauskas et al. (1994) bei der C5-Cytosin DNA MTase aus
Haemophilus haemolyticus (M-Hhal) gemacht. Danach verlduft die enzymkatalysierte
Methylierung des Cytosins iiber einen DNA-Basenausklapp-Mechanismus, und es wird
angenommen, dass alle DNA-MTasen einen dhnlichen Mechanismus zur DNA-Methylierung

besitzen. Da eine Nukleotidsequenz methyliert oder nicht-methyliert vorliegen kann, wird ihr
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Informationsgehalt durch Methylierung erhoht. Die DNA-Methylierung spielt bei einer
Vielfalt von biologischen Prozessen eine wichtige Rolle. In Prokaryonten dient die
Methylierung  oft dem  Schutz des eigenen Genoms  gegen  endogene
Restriktionsendonukleasen. Desweiteren dient sie der Reparatur von Basenfehlpaarungen,
reguliert die Genexpression und die DNA-Replikation. Bei den Eukaryonten hat sie einen
EinfluB auf regulatorische Prozesse, wie die Regulation der Genexpression,
Zelldifferenzierung wihrend der embryonalen Entwicklung von Sidugetieren und die
X-Chromosomenverteilung. Im Zusammenhang mit der Genexpression hat die DNA-
Methylierung einen Einflufl auf die Krebsentstehung. Man hat in Tumorzellen ein verdndertes
Methylierungsmuster gefunden. Doch ist bisher ungeklart, ob es sich dabei um eine Ursache
oder eine Folge der Krebsentstehung handelt (Doerfler, 1983; Fujioka, 1992; Gonzalgo und
Jones, 1997).

1.3 Klassifizierung von DNA-Methyltransferasen (MTasen)

DNA-MTasen konnen nach der Position, auf die die Methylgruppe iibertragen wird,
klassifiziert werden. Man unterscheidet somit C-MTasen, die den C5-Kohlenstoff von
Cytosin methylieren, und N-MTasen, die den N6-Stickstoff von Adenin bzw. den N4-
Stickstoff von Cytosin methylieren (Malone et al., 1995).

Eine andere Einteilung der DNA-MTasen basiert auf der sequenziellen Abfolge von Motiven
(Lauster, 1989; Klimasauskas et al., 1989). Man hat in C-MTasen zehn konservierte Motive
(I bis X) gefunden, die sich mit weniger konservierten Abschnitten abwechseln. N-MTasen
sind dagegen weniger homogen und besitzen nur vier hochkonservierte Motive. Gemeinsam
haben alle MTasen die konservierten Motive 1 und 2 (Klimasauskas et al., 1989). Das
konservierte Motiv 1 stellt eine Region aus 15 Aminosduren dar. Es enthélt die fiir N-MTasen
wichtige Aminosduresequenz FxGxG, wobei x fiir einen beliebigen Aminosdurerest steht. Die
umgebenden Aminosiuren sind nicht ganz so hochkonserviert (Timinskas et al., 1995). Das
Motiv 2 gehort zu dem am starksten konservierten Motiv in N-MTasen. Es umfaft eine Folge
von zehn Aminosdureresten an deren Ende das (D, N, S)PPY-Motiv steht. Die Natur des
Aminoséurerestes, das dem PPY-Motiv vorausgeht, ist charakteristisch fiir unterschiedliche
Klassen von N-MTasen (Timinskas et al., 1995). Dieses Motiv ist auch fiir die Basenspezifitit
der Methylierungsreaktion zustindig, d.h. es tritt in Wechselwirkung mit der zu
methylierenden Base (Holz ef al., 1999). Beiden konservierten Motiven wird eine Funktion

bei der Methylgruppeniibertragung und der Cofaktorbindung zugesprochen. Aufgrund der
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Funktion von Motiv 1 und 2 miissen beide Motive innerhalb der Tertidrstruktur des Proteins
in rdumlicher Nachbarschaft sein, denn nur dann konnen einzelne Aminosiuren direkt oder
indirekt (iiber AdoMet, DNA, Wasser) in Wechselwirkung miteinander treten. In der Struktur
der N6-Adenin DNA MTase aus Thermus aquaticus (M-Taql) (Labahn et al., 1994) und der
C5-Cytosin DNA MTase M-Hhal (Cheng, 1994) hat man parallele 3-Faltblitter gefunden, an
deren Enden jeweils die beiden konservierten Motive liegen. Dadurch kénnen die beiden
Motive Wechselwirkungen zueinander ausbilden. Eine weitere Klassifikation der MTasen
beruht auf der relativen Position der beiden konservierten Motive innerhalb der MTasen und
der Natur des Aminoséiurerestes, das dem PPY-Motiv vorausgeht.

Neben diesen hochkonservierten Motiven hat man zwei weitere Motive gefunden, die als
Motiv 1s und 3 bezeichnet werden (Timinskas et al., 1995). Das Motiv 1s ist ein Untermotiv
von Motiv 1. Es umfat 17 Aminosédurereste und ist in nahezu allen N-MTasen zu finden. Der
konservierten Komponente PxxL gehen fiinf nicht konservierte Aminosédurereste voraus. Wie
der Name vermuten 1463t, befindet sich dieses Motiv in der Ndahe von Motiv 1. Es ist nur 8 - 17
Aminosdurereste davon entfernt.

Das Motiv 3 umfaft eine Sequenz aus 19 Aminosdureresten. Nach sieben Aminosdureresten
findet man die Komponente LxxxG. Dieses Motiv ist wie die anderen Motive auch in nahezu
allen MTasen zu finden. Es liegt zwischen 16 und 75 Aminosédurereste von Motiv 2 entfernt
(Timinskas et al., 1995).

Die Klassifikation von MTasen kann somit nach der Art des methylierten Atoms (N oder C),
nach der Natur des Reaktionsproduktes (m6A, m4C oder m5C) oder nach der Beschaffenheit
der Primérstrukur, also nach der Natur des PPY-Motivs oder nach der relativen Position der
konservierten Motive 1 und 2 innerhalb der MTase erfolgen (Klimasauskas, 1989).

Vergleicht man die zehn in C-MTasen konservierten Motive (I bis X) mit der sequenziellen
Abfolge der Aminosédurereste in N-MTasen, so kann man diese durchaus iibertragen (Malone
et al., 1995). Aufgrund der Abfolge dieser konservierten Motive unterscheidet man drei
Gruppen von MTasen, die als a-Gruppe, B-Gruppe und y-Gruppe bezeichnet werden (Wilson
et al., 1991). Allgemein 146t sich sagen, daB3 sich die drei Gruppen von MTasen aufgrund der
linearen Anordnung dreier Regionen ndmlich der AdoMet-Bindungs-Region, der
katalytischen Region und der Erkennungs-Region unterscheiden. Die AdoMet-Bindungs-
Region setzt sich aus den Motiven I, II, IIIl und X zusammen. Dabei ist das Motiv X im
Gegensatz zu den C-MTasen bei den N-MTasen immer dem Motiv I vorgelagert also am
N-Terminus des Motivs zu finden. In dieser Region wird der Methioninrest des Cofaktors

durch Wechselwirkungen mit einzelnen Aminoséureresten fixiert. Die katalytische Region
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setzt sich aus den Motiven IV bis VIII zusammen. Dabei ist das Motiv IV das am hochsten
konservierte Motiv. Es enthélt die hoch konservierte Abfolge N/DPPY. Diese Abfolge ist Teil
einer Schleife, die das aktive Zentrum bildet und sich iiber die Motive VI bis VIII erstreckt.
Die Erkennungs-Region erstreckt sich iiber einen Teil der Aminosdurekette, die keine
konservierten Motive besitzt. Bei den C-MTasen entspricht diese Region der spezifischen
DNA Erkennungs-Region.

Die a-Gruppe, zu der die in dieser Arbeit untersuchte Dam DNA-MTase aus Escherichia coli
(E. coli) gehort, hat die folgende Anordnung: AdoMet-Bindungs-Region, Erkennungs-Region
und katalytische Region. In der B-Gruppe findet man die Abfolge katalytische Region,
Erkennungs-Region, AdoMet-Bindungs-Region und in der y-Gruppe ist die Reihenfolge
AdoMet-Bindungs-Region, katalytische Region und Erkennungs-Region.

1.4 Die Dam DNA-MTase aus Escherichia coli

Im E. coli Bakterium tiibertrigt die Dam DNA-MTase die aktivierte Methylgruppe des
Cofaktors S-Adenosyl-L-methionin (AdoMet) auf die exocyclische Aminogruppe des
Adenins in hemimethylierter DNA mit der Sequenz 5-GATC-3" (siche Schema 1) (Herman
und Modrich, 1982). Sie besitzt eine Molmasse von 32 kDa und es wurde bisher
angenommen, dass das Enzym als Monomer fungiert (Wenzel et al., 1991).

CH,

W NH, 'T*”"r“ NH
CG CG
l N— AN | </N Z N

‘ O NS Oj NS +

T o N H3Nr“.. COO" NH; T o N H3;N COO NH,

‘ . <N AN _Dam DNA- ‘ o (r </N //IIV

i + < N J MTase | + S N b+ H'
H“Cll* T HyC o N H3C1|4 |T o N

G C G C

HO OH HO OH

Schema 1: Von der Dam DNA-MTase katalysierte Reaktion.

Bei der Methylierungsreaktion werden S-Adenosyl-L-homocystein (AdoHcy) und ein Proton
freigesetzt. Der Cofaktor dient hier zum einen als Methylgruppendonor und moglicherweise

als allosterischer Effektor, wodurch die Affinitit des Enzyms zur Erkennungssequenz
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5’-GATC-3" durch Bindung des Cofaktors erhoht wird (Bergerat und Guschlbauer, 1990).
Doch ist bislang noch keine Struktur der Dam DNA-MTase bekannt und somit noch kein
wirklicher Nachweis fiir zwei Cofaktorbindungsstellen erbracht worden. Der Mechanismus
der Methylgruppeniibertragung kann in drei Schritte unterteilt werden. Spezifische Erkennung
der 5'-GATC-3"-Sequenz in Gegenwart des Co-Substrates AdoMet, Methylgruppentransfer
und Freisetzung der methylierten DNA und AdoHcy (Bergerat und Guschlbauer, 1990;
Bergerat et al.,, 1991). Desweiteren wirkt der Cofaktor stabilisierend auf die Dam DNA-
MTase, die eine hohe Temperaturempfindlichkeit besitzt (Bergerat et al., 1989; Bergerat und
Guschlbauer, 1990). Die Methylgruppeniibertragung findet zeitlich verzogert nach der DNA-
Replikation statt, so dass die DNA zunéchst im hemimethylierten Zustand vorliegt (Ogden et
al., 1988). Der Methylierungsgrad der DNA innerhalb der Erkennungssequenz (hemi- oder
doppelt-methyliert) dient als Signal, das durch viele Systeme in der Zelle erkannt wird. Ein
Beispiel hierfiir sind post-replikative Reparatur-Systeme (Radman und Wagner, 1986).
Zudem hat die Dam DNA-MTase einen Einfluf3 auf die DNA-Replikation, Transkription von
Genen und auf die Segregation von Chromosomen (Messer und Noyer-Weidner, 1988; Barras
und Marinus, 1989). Im Gegensatz zu anderen DNA-MTasen ist die Dam DNA-MTase nicht
Teil eines Restriktions- und Modifikationssystems sondern alleinstdndig (Wilson und Murray,
1991; Modrich 1991). Die Dam DNA-MTase gehort aufgrund ihrer konservierten Motive zu
der a-Gruppe der DNA-MTasen. Neben der Dam DNA-MTase aus E.coli erkennen und
methylieren noch andere Enzyme die 5'-GATC-3’-Sequenz. Zu ihnen gehoren z.B. die Dam
DNA-MTase aus dem Bakteriophagen T4 (Mac Donald und Mosig, 1984) und die DpnM aus
dem Dpnll Restriktions-Modifikations-System von Streptococcus pneumoniae (Mannarelli et

al., 1985).
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2 AUFGABENSTELLUNG UND ZIELSETZUNG

Die DNA MTasen erhdhen durch Methylierung bestimmter Basen innerhalb spezifischer
DNA-Sequenzen den Informationsgehalt der DNA und es stellt sich die Frage nach dem
enzymatischen Mechanismus dieser DNA-Modifikation. Durch Bindung von Proteinen an die
DNA kann es zu drastischen Konformationsanderungen in der DNA-Struktur kommen. So hat
man in der Kristallstruktur der C5-Cytosin DNA MTase M-Hhal im Komplex mit DNA
erstmals beobachtet, dass die Zielbase vollstindig aus der DNA herausgeklappt wird
(Klimasauskas et al., 1994). Dadurch ist die Zielbase gut zuginglich und die Ubertragung der
Methylgruppe durch das Enzym wird ermdglicht. Dieser Basenausklapp-Mechanismus konnte
fiir eine weitere C5-Cytosin DNA-MTase ndmlich fiir M-Haelll aus Haemophilus aegypticus
durch Rontgenstrukturanalyse bestitigt werden (Reinisch et al., 1995). Durch Bestimmung
der Struktur des terndren Komplexes aus M-7Tagl, DNA und einem Cofaktoranalogon ist ein
solcher Mechanismus auch fiir eine N6-Adenin DNA MTase nachgewiesen worden
(Goedecke et al, 2001). Zuvor wurde aufgrund von fluoreszenzspektroskopischen
Untersuchungen von Holz et al. (1998) ein Herausklappen der Zielbase durch M-Tagl
vermutet. Es stellt sich nun die Frage, ob dieser Basenausklapp-Mechanismus eine
allgemeingiiltige Bedeutung fiir DNA MTasen hat. Aus diesem Grund soll im Rahmen der
vorliegenden Arbeit die Methylgruppeniibertragung der N6-Adenin Dam DNA-MTase aus E.
coli beziiglich eines moglichen Basenausklapp-Mechanismus untersucht werden. Weiterhin
soll die Bindung der Dam DNA-MTase an die DNA fluoreszenzspektroskopisch
charakterisiert werden und der Einflu des Cofaktors auf die DNA-Bindung untersucht
werden.

Das Wissen um den katalytischen Mechanismus der Dam DNA-MTase konnte ein wichtiges
Kriterium fiir die Synthese neuer Antibiotika sein. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass ein
Salmonella typhimurium Bakterienstamm ohne Dam DNA-MTase Aktivitit seine Virulenz
und somit die Fahigkeit zur Infektion verliert (Heithoff ef al., 1999, Garcia-del Portillo et al.,
1999). Da die Dam DNA-MTase in vielen pathogenen Bakterienstimmen wie Yersinia pestis,
Haemophilus influenzae und Treponema pallidum hoch konserviert ist, konnten spezifische
Inhibitoren der Dam DNA-MTase ein breites Anwendungsspektrum als Antibiotikum finden.
Fir diese Anwendung ist neben dem Wissen liber den Reaktionsmechanismus auch das
Wissen iiber die Struktur entscheidend. Deshalb sollen Kristallisationsexperimente als

Voraussetzung fiir eine Strukturbestimmung mit der Dam DNA-MTase durchgefiihrt werden.
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Bislang erwiesen sich diese Experimente aufgrund der Instabilitit des Enzyms als schwierig,
so dass in dieser Arbeit Bedingungen gefunden werden sollen, die es ermoglichen Kristalle
der Dam DNA-MTase zu ziichten.

Neben der Kristallisation sollen im Rahmen dieser Arbeit Informationen {iber die an der
DNA-Bindung beteiligten Aminosdurereste erhalten werden. Durch eine lichtinduzierte
Vernetzungsreaktion mit modifizierter DNA sollen entsprechende Aminosdurereste mit der
DNA kovalent verkniipft und durch Edman-Sequenzierung bestimmt werden. Durch die
Bestimmung der an der DNA-Bindung beteiligten Aminosaurereste ist es moglich die DNA-

Bindungstasche zu lokalisieren und mit anderen DNA-MTasen zu vergleichen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Untersuchungen zum Basenausklapp-Mechanismus der Dam

DNA-MTase aus E. coli

Die Bindung von Proteinen an DNA fiihrt oft zu drastischen Konformationsédnderungen in der
DNA-Struktur. Die Proteine konnen die DNA biegen, aufwinden, schmelzen oder sogar ein
Nukleotid aus der DNA-Doppelhelix herausklappen. Ein solches Herausklappen einer Base
aus der DNA wurde erstmals in der Kristallstruktur der C5-Cytosin DNA-MTase aus
Haemophilus haemolyticus (M-Hhal) beobachtet (Klimasauskas et al., 1994). In dieser
Struktur wird die DNA nicht gebogen oder in den Furchen aufgeweitet, sondern das
Zielcytosin aus der DNA-Doppelhelix herausgedreht und in das aktive Zentrum des Enzyms
plaziert. An dieser sequenzspezifischen Wechselwirkung zwischen der DNA-MTase und
seinem Substrat sind im wesentlichen zwei Protein-Schleifen beteiligt. Eine Schleife bildet
iiber eine Glutaminseitengruppe spezifische Kontakte zu dem Guaninrest (Roberts, 1995).
Eine zweite Erkennungsschleife wechselwirkt hauptsidchlich mit dem DNA-Strang, der das
Zielcytosin enthdlt. Das Enzym ,umarmt“ mit diesen beiden Schleifen die DNA und
stabilisiert das ausgeklappte Cytosin, indem es mit einer der beiden Schleifen in die
entstehende Liicke der DNA hineinragt. Durch dieses Ausklappen wird das Zielcytosin im
aktiven Zentrum plaziert und fiir die Katalyse zuganglich gemacht (Cheng, 1995). Ein solcher
Basenausklapp-Mechanismus konnte auch fiir die C5-Cytosin DNA-MTase aus Haemophilus
aegypticus (M-Haelll) gefunden werden (Reinisch ef al., 1995). Neben diesen C5-Cytosin
DNA-MTasen wurde weiterhin fiir die N6-Adenin DNA-MTase aus Thermus aquaticus
(M:Tagql) ein solcher Basenausklapp-Mechanismus impliziert (Holz et al, 1998). Es ist
gelungen, die terndre Kristallstruktur von M:Tagl im Komplex mit DNA und dem
Cofaktoranalogon AETA zu bestimmen (Goedecke et. al., 2001). Das Enzym besteht aus
zwel Dominen, die iiber eine kurze Schleife miteinander verbunden sind. Diese Doménen
spannen eine positiv geladene Furche auf, in der die DNA bindet. Dabei kommt es zu starken
Konformationsdnderungen der DNA, mit dem Ergebnis, dass das Zieladenin in einer
extrahelikalen Position zu finden ist. Die Zielbase wird zusammen mit den benachbarten
Phosphatgruppen aus der DNA herausgeklappt. Das ausgeklappte Adenin wird dabei durch
spezifische Wechselwirkungen mit Aminosdureresten der Bindungstasche stabilisiert. Neben
dem Ausklappen der Base wird die DNA im Bereich der Erkennungssequenz derart verzerrt,

dass die DNA in diesem Bereich um ca. 3 A breiter als gewodhnlich ist, wodurch das
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Ausklappen begiinstigt wird. AuBlerdem ist das DNA-Riickgrat an der Position des
Partnerthymins durch Wechselwirkungen mit dem Protein um ca. 2 A senkrecht zur
Helixachse komprimiert, wodurch die Partnerbase in Richtung des Zentrums der Doppelhelix
verschoben wird.

In dieser Arbeit soll die Dam DNA-MTase im Hinblick auf einen moglichen Basenausklapp-

Mechanismus untersucht werden.

3.1.1 2-Aminopurin als Rezeptorgruppe

Neben dem  direkten @ Nachweis eines  Basenausklapp-Mechanismus  mittels
Strukturbestimmung kann man durch fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen Hinweise
auf einen solchen Mechanismus erhalten. Dabei wird die jeweilige Zielbase durch einen
geeigneten Fluorophor ersetzt. Dieses wurde vor der Bestimmung des ternidren Komplexes
aus M-Taql mit DNA und AETA bereits erfolgreich mit 2-Aminopurin (2-Ap) als Fluorophor
fiir die N6-Adenin DNA-MTase M-Tagl (Holz et al., 1998a) durchgefiihrt. Weitere DNA-
MTasen, die mit 2-Ap an der Zielposition hinsichtlich eines Basenausklapp-Mechanismus
untersucht wurden, sind EcoRI (Allan, 1996) sowie die C5-Cytosin DNA-MTase M-Hhal
(Holz et al., 1998a).

2-Ap eignet sich gut fiir diese Untersuchungen, da es eine grof3e strukturelle Verwandtschaft

sowohl mit Adenin als auch mit Guanin besitzt (vgl. Abbildung 2).

NH, O
3 (A, (L
E SN IEI SN NH, E SN NH,

Adenin 2-Aminopurin Guanin

Abb. 2: Struktur von Adenin, 2-Aminopurin und Guanin
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Desweiteren 1st 2-Ap genau wie Adenin in der Lage in doppelstringiger DNA
Wasserstoffbriickenbindungen zu Thymin auszubilden (Sowers et al., 1986, Fagan et al.,
1996). In Abb. 3 ist ein 2-Ap:T-Basenpaar dargestellt, dass wie ein A:T-Basenpaar zwei

Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden kann.
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Abb. 3: Struktur eines 2-Ap:T-Basenpaares

Untersuchungen zur Stabilitit eines 2-Ap:T-Basenpaares, die zum einen auf
Schmelztemperaturuntersuchungen (Eritja ef al., 1986) und zum anderen auf kalorimetrischen
Messungen beruhen (Law et al., 1996), haben gezeigt, dass dieses Basenpaar eine etwas
geringere Stabilitit als ein A:T-Basenpaar besitzt. Neben diesen strukturellen Eigenschaften
sind die fluoreszierenden Eigenschaften von 2-Ap interessant (Ward et al., 1969). 2-Ap kann
unter physiologischen Bedingungen selektiv angeregt werden, da die Absorptionsbande im
Vergleich zur DNA bei ldngeren Wellenldngen liegt. Wird 2-Ap in ein Ribocopolymer
eingebaut, so wird die Quantenausbeute aufgrund der Basenstapelung um den Faktor 100
reduziert. Durch thermales Denaturieren der helikalen Struktur wird aber ein 3- bis 10-facher
Anstieg der Quantenausbeute beobachtet. Mittels Festphasen DNA-Synthese ist ein relativ
einfacher Einbau von 2-Ap in DNA moglich (Connolly, 1991), so dass man diese
fluoreszierenden Eigenschaften des 2-Ap zur Untersuchung eines mdglichen Basenausklapp-

Mechanismus nutzen kann.

3.1.2 Fluoreszenztitration mit 2-Ap haltigem Duplex-Oligodesoxynukleotid

Die Fluoreszenzeigenschaften von 2-Ap sollten zur Untersuchung eines moglichen
Basenausklapp-Mechanismus der Dam DNA-MTase benutzt werden. Wird das Zieladenin
innerhalb der Erkennungssequenz 5-GATC-3" gegen 2-Ap ersetzt, so sollte zu Beginn der

Titration die Fluoreszenz aufgrund der Basenstapelungswechselwirkungen stark herabgesetzt
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sein und im Falle eines Ausklappens der Zielbase beim Binden der Dam DNA-MTase
zunehmen. Im ausgeklappten Zustand sollten die Eigenschaften des 2-Ap mehr denen des
freien Desoxyribosids entsprechen. Die Titration eines hemimethylierten Duplex-
Oligodesoxynukleotids (ODN) mit 2-Ap an der Zielposition (DamP(A2Ap)18h) mit der Dam
DNA-MTase ist in Abb. 4 dargestellt. Dabei wurde das Duplex DamP(A2Ap)18h (2 uM)
vorgelegt und die Dam DNA-MTase sukzessive hinzugefiigt.

2100 //‘/./f»—‘— ;
NE 1800
8% .
28 1500
g||E ]
25 1200
|E ]
<< 900 ]
N O N
. AN -
T O 600
mllx :
< 300
OT—T—T T T 1T T 1T T 17 T T T
0O 2 4 6 8 10 12 14

[Dam] / uM

Abb. 4: Fluoreszenztitration von 2 uM DamP(A2Ap)18h mit Dam DNA-MTase.

Im Einklang mit den vorhergehenden Uberlegungen steigt die Fluoreszenz von 2-Ap im
Duplex-ODN DamP(A2Ap)18h bei Wechselwirkung mit der Dam DNA-MTase stark an (vgl.
Abb. 5). Insgesamt nimmt die 2-Ap-Fluoreszenz im Protein-DNA-Komplex um das

Sechzehnfache zu.

2500

N .
N .
gA 2000
o g ]
@] ]
S& 1500
L ™ -
2. I, ]
&< 1000
o -
500 -

0 I I I I I |

350 360 370 380 390 400 410
Wellenldnge / nm

Abb. 5: Fluoreszenzemissionsspektrum von DamP(A2Ap)18h (2 uM) ohne Enzym (blau) und in Gegenwart von
Dam DNA-MTase (13 pM, rot).
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Dieser Fluoreszenzanstieg verlduft bis zu einer Dam DNA-MTase-Konzentration von ca.
3 uM linear und erreicht eine Sattigung ab einer Dam-DNA-Konzentration von ca. 8 uM. Der
Verlauf der Kurve entspricht einer ,,active-site“-Titration. Dies bedeutet, dass der eigentliche
Kp sehr viel kleiner als 2 uM ist und wahrscheinlich im nano-molaren Bereich liegt. Daher
wird am Anfang der Titration die hinzugefiigte Dam DNA-MTase beinahe quantitativ
gebunden und es resultiert ein linearer Anstieg der 2-Ap-Fluoreszenz. Ab einer bestimmten
Konzentration nimmt die 2-Ap-Fluoreszenz nicht mehr zu, da die Bindungskapazitit des
Duplex-ODN erschopft ist. Verbindet man nun beide lineare Bereiche miteinander und
extrapoliert den Schnittpunkt der beiden Geraden auf die x-Achse, so erhédlt man eine
Bindungsstochiometrie von 4 uM (vgl. Abb. 4). Dieses Ergebnis ist sehr erstaunlich, denn es
bedeutet, dass zwei Dam DNA-MTase Molekiile an ein Molekiil Duplex binden, d.h. das
Enzym bindet als Dimer und nicht wie bisher angenommen als Monomer an die DNA. Eine
alternative Erklarung wire, dass nur 50 % der Dam DNA-MTase aktiv sind. Da jedoch bei
verschiedenen Titrationen und auch bei Titrationen mit Enzym aus élteren Priparationen das
gleiche Ergebnis erhalten wurde, erscheint diese Erkldrung als wenig wahrscheinlich. Eine
weitere Erkldrung fiir die Bindung mit 2:1-Stochiometrie konnte in einer fehlerhaften
Bestimmung der Enzymkonzentration liegen. Bereits in meiner Diplomarbeit (Wilczek, 1999)
bin ich dieser Frage nachgegangen. Damals wurde die Dam DNA-MTase Konzentration
mittels verschiedener Methoden bestimmt. Die Unterschiede der Enzymkonzentrationen
waren aber kleiner, so dass eine deutlich geringere Proteinkonzentration als mogliche
Erklarung ausgeschlossen werden konnte.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit werden zusitzliche Methoden herangezogen, um eine 2:1-
Bindungsstochiometrie zu bestitigen. Die beobachtete sechzehnfache Erhéhung der 2-Ap-
Fluoreszenz im Protein-DNA-Komplex deutet aulerdem daraufhin, dass auch die Dam DNA-

MTase einen Basenausklapp-Mechanismus zur Ubertragung der Methylgruppe verwendet.
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3.2 Untersuchungen zur Dimerisierung der Dam DNA-MTase auf

der DNA

3.2.1 Protein-Crosslinking zur Analyse von Protein-DNA-Wechselwirkungen

Eine hdufig verwendete Methode, um Wechselwirkungen zwischen Proteinen und anderen
Proteinen, Nukleinsiduren oder Lipiden zu untersuchen, ist die Ausbildung einer kovalenten
Bindung zwischen beiden Bindungspartnern. Dieses sogenannte Crosslinking wird entweder
durch bifunktionelle chemische Reagenzien bewirkt oder durch Anregung einer
photoreaktiven Gruppe.

Die eingesetzten chemischen Reagenzien, sogenannte bifunktionelle Crosslinker, konnen in
drei Gruppen eingeteilt werden: homobifunktionelle und heterobifunktionelle Reagenzien
sowie Reagenzien ohne ,eigene Linge“. Homobifunktionelle Reagenzien haben zwei
identische reaktive Gruppen, die durch einen Spacer mit variabler Ldnge voneinander
getrennt sind. Zu ihnen gehdren 1,5-Difluor-2,4-dinitrobenzol, Glutaraldehyd,
N-Hydroxysuccinimidester und Imidate. Homobifunktionelle Reagenzien eignen sich z.B. zur
Bestimmung von Molekulargewichten von Proteinen mit Quartdrstrukturen. Durch die
kovalente Verkniipfung wird verhindert, dass der Komplex bei weiterer Analyse in mehrere
Polypeptidketten zerfdllt. In giinstigen Fillen kann man dariiberhinaus die vernetzten
Aminosdurereste in den beteiligten Polypeptidketten lokalisieren. Dadurch werden wichtige
Struktur- und Nachbarschaftsinformationen gewonnen.

Heterobifunktionelle Reagenzien besitzen zwei verschiedene reaktive Gruppen, z.B. eine
Maleinimido-Gruppe fiir die Reaktion mit Thiolgruppen und einen aktivierten Ester fiir die
Reaktion mit Aminogruppen des Proteins.

Ein Beispiel fiir Reagenzien ohne ,eigene Lange* ist die Bildung von Amidbindungen
zwischen Amino- und Carboxygruppen eines Proteins unter Verwendung von Carbodiimiden

oder die Bildung von Disulfidbriicken aus zwei Thiolgruppen (Lottspeich, 1998).

Die Photocrosslinking-Reaktion, bei der die Ausbildung der kovalenten Bindung nach
Anregung mit Licht erfolgt, ist eine gute Methode, um kovalente Komplexe aus
Nukleinsduren und Proteinen herzustellen. Die Identifizierung dieser kovalenten Bindung
kann Informationen zu den spezifischen Wechselwirkungen zwischen dem Protein und der
Nukleinsdure liefern. Die eigentliche Crosslinking-Reaktion kann zum einen durch
Bestrahlung unmodifizierter Nukleinsdure oder zum anderen durch Bestrahlung einer in die

Nukleindure oder in das Protein eingebrachten photoreaktiven Gruppe erfolgen. Damit sicher
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gestellt werden kann, dass es sich bei den beobachteten Kontaktstellen auch tatsdchlich um
spezifische Wechselwirkungen handelt, sollte die Ausbeute der Crosslinking-Reaktion {iber
10 % betragen. Photocrosslinking-Reaktionen mit nicht modifizierten Nukleinsduren wurden
beispielsweise mit DNA und Rinderserumalbumin (Smith, 1964) oder DNA und E. coli RNA-
Polymerase (Harrison et al., 1982) erfolgreich durchgefiihrt. Die Vorteile dieser Methode
liegen darin, dass kein unnatiirliches Nukleotid oder Aminoséurerest eingebaut werden muf3
und somit keine strukturellen Stérungen verursacht werden konnen. Die Ausbeuten liegen
allerdings tiblicherweise nur zwischen 5 % bis 20 % , so dass man nicht unbedingt davon
ausgehen kann, dass es sich um spezifische Wechselwirkungen handelt. Desweiteren wird die
Bestrahlung in der Regel mit Wellenldangen kleiner als 300 nm durchgefiihrt. Dieses hat
Photoschiddigungen der DNA zur Folge, die eine geringere Ausbeute erkldren.

Die am hiufigsten als Photocrosslinking-Reagenzien verwendeten Chromophore in
Nukleinsduren sind Arylazide, 5-Azidouracil, 8-Azidoadenin, 8-Azidoguanin, 4-Thiouracil,
5-Bromuracil, 5-loduracil und 5-lodcytosin. Diese werden mittels Festphasensynthese in
DNA oder RNA eingebaut. In dieser Arbeit wird als synthetisch eingefiihrter Chromophor
5-loduracil verwendet. Da Iod nur geringfiigig groBer ist als eine Methylgruppe, sollte ein
Austausch der Methylgruppe gegen lod im 5-loduracil keine wesentliche strukturelle
Verianderung in der DNA verursachen. In analogen Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass eine Einzelsubstitution sowohl in DNA als auch in RNA die Bindungskonstante zu
Proteinen nicht stort (Willis er al, 1993). Weitere Vorteile liegen darin, dass ein
Phosphoramidit von 5-lIoduracil kommerziell erhéltlich ist, leicht in ODN eingebaut und mit
Wellenldngen grofBer als 300 nm angeregt werden kann, wodurch eine Photoschddigung des
Proteins und der DNA minimiert wird. Der einfachste Mechanismus zur Beschreibung der
Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen DNA mit 5-Ioduracil und einem Protein geht
von einer homolytischen Spaltung der Kohlenstoff-lod-Bindung unter Bildung eines Uridin-
S-ylradikals aus (Rahn, 1992). Untersuchungen mit Tyrosin-Derivaten zeigten eine
Adduktbildung wobei die Adduktbildung das Ergebnis der Addition des Radikals an das
T-System von Tyrosin und anschlieBender Abspaltung eines Wasserstoffatoms ist (Norris et
al., 1996). Ein weiterer Vorschlag fiir den Mechanismus geht von T=Stapelwechselwirkungen
zwischen dem Pyrimidinrest und dem aromatischen Aminosdurerest aus. Eine solche
Anordnung ist ideal fiir lichtinduzierte Elektronentransferprozesse, die sich ereignen kénnen,
wenn eine oxidierbare Aminosdure mit einer halogensubstituierten Pyrimidinbase in

Stapelwechselwirkung tritt. Das nach HI-Abspaltung resultierende Radikalanionen-
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Radikalkationenpaar kann dann durch Rekombination eine kovalente Bindung ausbilden

(Meisenheimer et al., 1996; Stump und Hall, 1995).

3.2.2 Analyse der Crosslinking-Reaktion von Hairpin-DNA mit Dam DNA-MTase

unter denaturierenden Bedingungen

In den Untersuchungen zum Basenausklapp-Mechanismus der Dam DNA-MTase hat sich
gezeigt, dass scheinbar zwei Dam DNA-MTase Molekiile an die DNA binden. Nun gilt es,
diese Beobachtung zu bestétigen bzw. zu verifizieren. Fiir weitere Untersuchungen zu diesem
Thema wird die Photocrosslinking-Reaktion mit 5-loduracil als Chromophor in DNA
herangezogen.

Bereits in fritheren Arbeiten wurde diese Methode angewandt, um kovalente Komplexe
zwischen DNA und der EcoRI DNA-MTase (Wong et al., 1998) und den DNA-MTasen
M:-Taql und M-CviBIII (Holz et al., 1999a) darzustellen. Da im Falle der Dam DNA-MTase
jedoch zwei Proteinmolekiile an die DNA binden sollten, muss eine Doppelsubstitution
innerhalb der Erkennungssequenz durchgefiihrt werden. In beiden DNA Strangen wird das
Zieladenin gegen S5-loduracil ersetzt. Fiir die Crosslinking-Reaktion wird jedoch keine
doppelstrangige DNA verwendet, sondern eine Hairpin-DNA eingesetzt. Dies ist notwendig,
da man andernfalls jeweils einen Komplex aus einzelstringiger DNA und der Dam DNA-
MTase erhalten wiirde. Damit es zu keinen Wechselwirkungen zwischen der Schleife und der
Dam DNA-MTase kommt, wird ein Hexaethylenlinker eingesetzt, der eine Riickfaltung der
DNA ermoglicht.

Wird das Hairpin-ODN Dam18HP (2 uM), das anstelle von den beiden Zieladeninen jeweils
5-loduracil enthilt, in Anwesenheit von Dam DNA-MTase und AdoMet (100 pM) mit einer
Hg-Dampflampe bestrahlt, so bilden sich zwei Photocrosslink-Produkte. Diese besitzen unter

denaturierenden Bedingungen eine geringere Mobilitdt als die Hairpin-DNA alleine.



Ergebnisse Seite 19

Bestrahlungszeit
Daml8HP - 0 2 5 10 15 30 45 60 90 120
min

dXL-Dam18HP

- SR X Dunis?

- A——— Damisii?

Abb. 6: Autoradiodiagramm (DNA-Detektion) des zeitlichen Reaktionsverlaufs der Bestrahlung von 2 uM
Dam18HP mit Dam DNA-MTase in Gegenwart von 100 pM AdoMet.

In Abb. 6 ist der zeitliche Reaktionsverlauf unter Benutzung des radioaktiv markierten
Haipin-ODN Dam18HP gezeigt. Um die Lebensdauer und somit auch die Ausbeute an den
beiden Crosslinking-Produkten zu erhéhen, wird zu Beginn der Bestrahlung eine 4 uM Dam
DNA-MTase Losung vorgelegt. Nach 30, 60 und 90 min wird jeweils weitere Dam DNA-
MTase Losung zugegeben, so dass nach 30 min ein vierfacher Uberschuf3, nach 60 min ein
sechsfacher und nach 90 min ein achtfacher Uberschul an Dam DNA-MTase in bezug auf das
Hairpin-ODN vorliegt.

In dem Autoradiodiagramm erkennt man, dass bereits nach 2 min ein erster Komplex aus
Dam DNA-MTase und Hairpin-ODN (XL-Dam18HP) gebildet wird. Mit zunehmender
Bestrahlungsdauer und auch zunehmendem Dam DNA-MTase UberschuB nimmt die
Ausbeute zu und es wird nach 45 min eine nahezu quantitative Umsetzung der Hairpin-DNA
erreicht. Nach 45 min Bestrahlung erkennt man neben dem ersten Crosslinking-Produkt ein
weiteres  Produkt  (dXL-Daml18HP), dessen  Mobilitit unter  denaturierender
Polyacrylamidgelelektrophorese kleiner ist als die des ersten Produktes. Dieses deutet darauf
hin, dass ein moglicher 2:1-Komplex aus zwei Molekiilen Dam DNA-MTase und einem
Molekiil Hairpin-DNA gebildet wurde. Die geringe Ausbeute an 2:1-Komplex, die nach etwa

90 min ihren Maximalwert erreicht, 1463t sich damit erkldren, dass bereits in den ersten 90 min
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nahezu alle Kohlenstoff-lod-Bindungen photolytisch gespalten wurden, die entweder mit der
Dam DNA-MTase oder aber mit einem benachbarten Wassermolekiil reagiert haben. Da sich
laut des Autoradiodiagramms aber bevorzugt erst der 1:1-Komplex bildet, steht fiir die
Bildung des zweiten Komplexes nur noch eine geringe Menge an nicht abreagierten Uridin-
5-ylradikalen zu Verfiigung.

In diesem Crosslinking-Experiment hat sich ein zweiter Komplex gebildet bei dem es sich
moglicherweise um einen 2:1-Komplex aus Dam DNA-MTase und Hairpin-ODN handelt. Da
jedoch die Ausbeute an diesem Produkt sehr gering ist, bedarf es noch weiterer

Untersuchungen des Crosslinking-Produktes.

3.2.3 Analyse der Crosslinking-Reaktion von Hairpin-DNA mit Dam DNA-MTase

unter nativen Bedingungen

Nachdem unter denaturierenden Bedingungen im Schigger-Jagow-Gel zwei Produkte mit
einer geringeren Mobilitét als die Hairpin-DNA zu sehen sind, stellt sich die Frage, wie das
Laufverhalten des Produktes der Bestrahlungsreaktion unter nativen gelelektrophoretischen
Bedingungen aussieht. Um nahezu native Bedingungen =zu erhalten, wird der
Reaktionsfortschritt der Crosslinking-Reaktion mittels Gelfiltrations-Chromatographie
verfolgt. Erneut wird das Hairpin-ODN (Dam18HP, 25 uM) in Gegenwart von Dam DNA-
MTase und AdoMet (100 pM) mit einer Hg-Dampflampe bestrahlt. Nach jeweils
30 miniitiger Bestrahlung wird eine Probe entnommen, mittels Gelfiltrations-
Chromatographie die Produktzusammensetzung und damit der Reaktionsfortschritt analysiert
und fiir die weitere Bestrahlung erneut Dam DNA-MTase zugegeben. Zu Beginn der
Bestrahlung wird ein dquimolares Verhéltnis an Dam DNA-MTase in bezug auf die Hairpin-
DNA vorgelegt. Durch weitere Zugaben an Dam DNA-MTase in 30 miniitigen Abstinden
(jeweils zwei Dam-Aquivalente), wird das Verhiltnis auf einen 9fachen UberschuB3 der Dam
DNA-MTase nach 120 Minuten erhoht. In Abb. 7 sind die Chromatogramme nach

verschiedenen Bestrahlungszeiten dargestellt.
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Abb. 7: Gelfiltrationsanalyse der Bestrahlung von 25 puM Dam18HP mit Dam DNA-MTase in Gegenwart von
100 uM AdoMet (Verhiltnis Hairpin-ODN zu Dam DNA-MTase: 30 min 1:1, 60 min 1:3, 90 min 1:5).

Betrachtet man das Chromatogramm nach 30 miniitiger Bestrahlung, so erkennt man ein
Hauptsignal bei 77,9 min, bei dem es sich um die Hairpin-DNA handelt. Die Dam DNA-
MTase ist im Chromatogramm nicht zu erkennen, da sie sehr instabil ist und bereits auf dem
dem Sédulenmaterial vorgelagerten Filter ausfdllt. Ein weiteres Signal bei 71,7 min zeigt bei
30 miniitiger Bestrahlung eine geringere Absorption bei 280 nm, die jedoch nach 60 min
Bestrahlung zunimmt und zum Hauptsignal wird. Auch nach 90 min Bestrahlung findet man
dieses Signal bei 70,7 min, welches dem Komplex aus einem Molekiil Dam DNA-MTase und
einem Molekiil Hairpin-DNA zugeordnet wird. Neben diesem Produkt erkennt man nach
90 miniitiger Bestrahlung bei 65,8 min ein weiteres Produkt. Dieses neue Produkt wird dem
Komplex aus zwei Molekiilen Dam DNA-MTase und einem Molekiil Hairpin-DNA
zugeordnet.

Parallel zu den Gelfiltrationsldufen wurde der Reaktionsverlauf durch denaturierende

Polyacrylamidgelelektrophorese analysiert. Das Gel ist in Abb. 8 dargestellt.
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Abb. 8: Denaturierende PAGE (Protein-Detektion) der Crosslinking-Reaktion von Hairpin-ODN (25 pM) mit
Dam DNA-MTase in Gegenwart von AdoMet (100 pM).

Bei Betrachtung des entsprechenden SDS-Gels wird diese Zuordung der Signale bestitigt.
Nach 30 min Bestrahlung findet man neben der Dam DNA-MTase Bande eine Doppelbande
mit geringerer Mobilitdt. Diese hat ein scheinbares Molekulargewicht von weniger als
45 kDa. Fiir den XL-Dam18HP Komplex wird eine Masse von 44 kDa erwartet. Dass dieser
Komplex als Doppelbande im denaturierenden Gel erscheint, liegt vermutlich an der bei der
Crosslinking-Reaktion eingesetzten Haipin-DNA begriindet. Es handelt sich um eine nicht
palindromische Sequenz, die je nachdem an welcher Seite die erste Dam DNA-MTase
kovalent gebunden wird, ein unterschiedliches Laufverhalten in einem denaturierenden Gel
hat. Da der Dam DNA-MTase keine Position an der sie zuerst binden soll, vorgegeben wird,
liegt die Wahrscheinlichkeit bei 50 % das sie an eine der beiden Seiten bindet. Deshalb sind
beide Banden der Doppelbande in ihrer Intensitdt gleich stark. Nach 90 min Bestrahlung
erkennt man deutlich den 2:1-Komplex (dXL-Dam18HP), der im SDS PAGE eine noch
geringere Mobilitdt als der 1:1-Komplex (XL-Dam18HP) hat. Die zugeordnete Masse von
97 kDa ist hoher als die erwartete Masse von 76 kDa. Eine Erkldrung hierfiir wére, dass es
sich nicht mehr um einen globulidren Komplex handelt und dieser infolgedessen auch ein

anderes Laufverhalten hat als die eingesetzten Markerproteine.
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3.2.4  Aufreinigung und Analyse der Crosslinking-Produkte aus Dam DNA-MTase
und Hairpin-DNA

Bislang ist gezeigt worden, dass bei der Bestrahlung von Hairpin-DNA in Gegenwart von
Dam DNA-MTase zwei Produkte entstehen. Es deutet einiges darauf hin, dass es sich bei den
Produkten zum einen um einen 1:1-Komplex und zum anderen um einen 2:1-Komplex
handelt. Um diesen 2:1-Komplex genauer zu untersuchen, mufl er von den Edukten und
weiteren Produkten getrennt werden. Die Reinigung erfolgt mittels Anionenaustauscher-
Chromatographie. Zunichst wird eine Losung aus Hairpin-DNA (40 pM) in Gegenwart von
Dam DNA-MTase (400 uM) und AdoMet (100 uM) mit einer Hg-Dampflampe bestrahlt.
Nach 75 min Bestrahlung wird die Reaktion beendet, denn mit zunehmender Bestrahlungszeit
nimmt die Photoschiddigung zu und infolge dessen sinkt die Ausbeute. AnschlieBend wird der
2:1-Komplex durch Anionenaustauscher-Chromatographie gereinigt. Das entsprechende

Chromatogramm ist in Abb. 9 dargestellt.
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Abb. 9: Anionenaustauscher-Chromatogramm der Aufreinigung von dXL-Dam18HP.

Da die negative Ladung der Hairpin-DNA durch die kovalent gebundene Dam DNA-MTase
zunehmend stirker abgeschirmt wird, eluiert dXL-Daml18HP (16,5 min) bei geringerer
Salzkonzentration als XL-Dam18HP (19,9 min) und als die Hairpin-DNA (24,1 min). Die
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durch Anionenaustauscher-Chromatographie isolierten Produkte wurden von Salz befreit und
gelelektrophoretisch untersucht (sieche Abb. 10). Um sicher zu stellen, dass es sich bei den
Komplexen um kovalent verkniipfte Produkte handelt, wird als Vergleich eine Probe vor der

Bestrahlung aufgetragen.

1 2 3 4 5 6 7 8
97 kDa s — 1: Marker
66 kDa = 2: Dam DNA-MTase
3: Dam DNA-MTase +
#kba .. Dam18HP v.B.
30 kD -— 4: Dam DNA-MTase +
@ Dam18HP n.B.
5: Dam18HP
20.1 kDa - - 6: XL-Dam18HP
- - 7: dXL-Dam18HP
8: Dam DNA-MTase
14,4 kDa —

Abb. 10: SDS PAGE von gereinigtem XL-Dam18HP, dXL-Dam18HP und nicht gereinigtem Crosslinking-
Ansatz (v.B. = vor Bestrahlung, n.B. = nach Bestrahlung).

Das SDS-Gel =zeigt, dass die mittels Anionenaustauscher-Chromatographie gereinigten
Produkte tatsdchlich auch die Komplexe sind, die eine geringere Mobilitit im Gel besitzen als
die Dam DNA-MTase.

Von den beiden gereinigten Komplexen wurden UV-Spektren gemessen und mit iiberlagerten

Spektren verglichen. Die Spektren sind in Abb. 11 dargestellt.
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Abb. 11: A. UV-Spektrum von Dam18HP, Uberlagerung vom Dam18HP und Dam (1:1-Stdchiometrie) und
Uberlagerung von Dam18HP und Dam (1:2-Stéchiometrie).
B. UV-Spektren von Dam18HP, XL-Dam18HP und dXL-Dam18HP.

Die iiberlagerten Spektren werden durch Addition des UV-Spektrums von Dam18HP und der
Dam DNA-MTase (1:1-Stochiometrie) bzw. mit dem mit dem Faktor zwei multiplizierte Dam
DNA-MTase Spektrum erhalten. Wie bei dem iiberlagerten Spektrum vorausgesagt, nimmt
die Absorption bei 280 nm relativ zu 260 nm im XL-Dam18HP-Spektrum zu und wird im
dXL-Dam18HP-Spektrum noch iibertroffen (siehe Tab. 1).

Tab. 1. Vergleich der iiberlagerten mit den gemessenen Absorptionsverhéltnissen bei 260 nm und 280 nm.

260 nm / 280 nm ‘ Dam18HP XL-Dam18HP dXL-Dam18HP
Uberlagerte Spektren 1.72 1.49 1.35
Gemessene Spektren 1.72 1.47 1.30

Das UV-Verhiltnis (260 nm / 280 nm) sollte aufgrund der zusétzlichen Absorption durch das
Protein im XL-Dam18HP Komplex gegeniiber dem Dam18HP kleiner werden. Noch kleiner
sollte es im dXL-Dam18HP werden. Dieser durch die iiberlagerten Spektren vorausgesagte
Trend wird in den gemessenen UV-Spektren bestétigt und das Verhiltnis nimmt von 1,72 im
Daml18HP iiber 1,47 im XL-Dam18HP bis zu 1,30 im dXL-Dam18HP stetig ab. Somit ist

eindeutig gezeigt, dass der Proteingehalt stetig zunimmt.
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Weiterhin wird dXL-Dam18HP massenspektrometrisch untersucht, um einen letzten
Nachweis fiir die Existenz eines 2:1-Komplexes aus Dam DNA-MTase und Dam18HP zu
erhalten. Fiir den Komplex wird eine Masse von 75868 Da bestimmt. Die berechnete Masse
betrdgt 76311 Da und weicht damit um nur 0,6 % vom theoretisch berechneten Wert ab.

Mit Hilfe der Crosslinking-Reaktion ist es somit gelungen, die Ergebisse aus den Fluoreszenz-
Titrationen zu bestdtigen und einen kovalenten Komplex aus zwei Molekiilen Dam DNA-
MTase und einem Molekiil Hairpin-DNA herzustellen. In natiirlichen Systemen findet jedoch
keine kovalente Verkniipfung zwischen dem Enzym und der DNA statt und es bleibt somit
die Frage offen, ob es wirklich zur Ausbildung eines stabilen nicht-kovalenten 2:1-Komplexes

kommt.

3.2.5 Analytische Ultrazentrifugation

Mittels analytischer Ultrazentrifugation wird die Bewegung oder Konzentrationsverteilung
von biologischen oder synthetischen Makromolekiilen in Losung untersucht. Die Methode hat
wesentliche Beitrdge zu den Kenntnissen iiber Biomakromolekiile geliefert. So sind mit dieser
Methode die Bestimmung der Molekulargewichte vieler Proteine, Nukleinsduren und
supramolekularer Aggregate gelungen. Die Entwicklung der Computertechnik machte es
moglich mittels analytischer Ultrazentrifugation komplexe Assoziationen zwischen
Makromolekiilen zu untersuchen. Die Besonderheit dieser Methode ist, dass sie im Gegensatz
zu praktisch allen anderen Techniken, auch die Analyse kurzlebiger Komplexe erlaubt. Damit
werden Untersuchungen von Assoziationsgleichgewichten moglich. Typische Fragestellungen
betreffen die Art der Selbstassoziation eines Proteins, die Stochiometrie eines Protein-Protein-
Komplexes aus zwei verschiedenen Untereinheiten oder die Stochiometrie von Protein-
Nukleinsdure-Komplexen.

Eine analytische Ultrazentrifuge ist eine Kombination aus einer Zentrifuge und einem
Spektralphotometer bzw. einem Diffraktometer. Die Zentrifugenrohrchen sind gleichzeitig die
Kiivetten fiir die optische Messung. Die Zellen einer analytischen Ultrazentrifuge sind
sektorenférmig und radial im Rotor angeordnet (siche Abb. 12), so dass jegliche Wanderung
von Teilchen gegen eine seitliche Zellwand vermieden wird. Ublicherweise werden die Zellen
zu Beginn des Experiments homogen mit der zu untersuchenden Losung gefiillt.
Grundsédtzlich kann man analytische Ultrazentrifugationen nach Gleichgewichts-und Nicht-

Gleichgewichtsexperimenten einteilen (Byron, 1996).
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Abb. 12: Sektorférmige Zellen einer analytischen Ultrazentrifuge. Die Zellen werden mit dicken Quarzglas-
scheiben abgeschlossen und stellen so eine Absorptionskiivette dar. Zur besseren Ubersicht sind der
Zellen- und die Fensterhalter weggelassen.

Die Bestimmung eines Sedimentationskoeffizienten ist ein Nicht-Gleichgewichtsexperiment.
Dabei wird eine anfanglich homogene Losung bei hohen Drehzahlen zentrifugiert und es
bildet sich mit der Zeit eine Grenzschicht zwischen der Losung der sedimentierenden Partikel
und dem Losungsmittel aus. Aus der Wanderungsgeschwindigkeit der Grenzschicht kann der

Sedimentationskoeffizient der Teilchen ermittelt werden nach

dinx )
=sw
dt

mit
X = Entfernung der wandernden Grenzschicht vom Rotormittelpunkt
« = Winkelgeschwindigkeit des Rotors

s = Sedimentationskoeffizient des Teilchens.

Bei der Bestimmung der Position der wandernden Grenzschicht treten jedoch haufig
Probleme auf. Selbst bei einer einheitlich sedimentierenden Substanz wird die Grenzschicht
durch Diffusion verbreitert und damit die Bestimmung der Position erschwert sein. In guter
Néherung gilt jedoch, dass der Wendepunkt einer Auftragung der Konzentration gegen die
Entfernung vom Rotormittelpunkt die Positon der Grenzschicht wiedergibt (vgl. Abb. 13).
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Abb. 13:  Sedimentationslauf in der analytischen Ultrazentrifuge (Nicht-Gleichgewichtsexperiment). Die
Grenzschicht in der anfanglich homogen gefiillten Zelle wandert von links nach rechts. Wegen der
Diffusion verbreitert sie sich dabei. Aufgrund der Sektorform der Zelle und der mit der Entfernung
vom Rotormittelpunkt zunehmenden Wanderungsgeschwindigkeit der Teilchen nimmt die
Konzentration im Plateaubereich wahrend der Zentrifugation ab.

Bei der Gleichgewichtszentrifugation kommt es nicht mehr auf die Beobachtung der
Wanderung der Teilchen im Schwerefeld an. Vielmehr wird bei relativ geringen Drehzahlen
so lange zentrifugiert, bis sich ein Gleichgewicht zwischen der Sedimentation der Teilchen

zum Boden und ihrer Diffusion zum Meniskus hin einstellt (vgl. Abb. 14).
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Abb. 14: Sedimentations-Diffusions-Gleichgewichtszentrifugation. Das Signal links stellt den Meniskus der
Losung und der steile Absorptionsabfall rechts den Boden des Zentrifugenréhrchens dar. Aus dem
gleichmiBigen Anstieg der Absoption bzw. Konzentration zwischen Meniskus und Boden bei
gegebener Winkelgeschwindigkeit des Rotors kann die Molmasse bestimmt werden.

Der Konzentrationsgradient, der sich in einem solchen Gleichgewicht einstellt, ist ein Maf fiir

die Molmasse der sedimentierenden Teilchen:
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Olnc(x) _Md -ve) o

0x” 2RT
mit
c(x) =Konzentration am Ort x
M =Molmasse
v = partielles spezifisches Volumen des sedimentierenden Teilchens
[ = Dichte der Losung, in der das Teilchen sedimentiert
R = Gaskonstante

Um mit diesem Verfahren die Molmasse bestimmen zu konnen, ist eine genaue Kenntnis des
partiellen spezifischen Volumens notwendig. Fiir Proteine und Nucleinsduren ist V'
unabhingig von der Konformation und daher aus der Aminosdurezusammensetzung bzw. den

Nukleotidanteilen berechenbar (Laue ef al, 1992). In erster Ndherung gilt fiir Proteine
vV =0,73500"m’kg™" . Mit der Gleichgewichtszentrifugation kénnen auch Mischungen und

miteinander Komplexe bildende Teilchen analysiert werden (Pingoud und Urbanke, 1997).

Somit ist die Gleichgewichtszentrifugation eine gute Mdglichkeit die Stochiometrie der
Bindung der Dam DNA-MTase an doppelstringige DNA zu untersuchen. Fiir diese
Untersuchung werden insgesamt 21 Proben mit verschiedenen Stochiometrien zwischen der
Dam DNA-MTase und DamP(A2Ap)18h (1:0,7 bis 1:10) in Gegenwart von AdoMet (5 uM)
und in Abwesenheit von AdoMet hergestellt und die Konzentrationsgradienten bei 22000 rpm
gemessen. In Abb. 15 ist der gemessene Konzentrationsverlauf einer Losung aus Dam DNA-

MTase (4,3 puM) in Gegenwart von DamP(A2Ap)18h (0,87 uM) dargestellt.
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Abb. 15: Konzentrationsverteilung eines Gleichgewichtsexperimentes mit Dam DNA-MTase (4,3 uM) und
DamP(A2Ap)18h (0,87 uM) bei 22000 rpm. Die einzelnen Messpunkte (+) werden am besten durch
die blaue Kurve beschrieben, die die theoretische Konzentrationsverteilung der unabhidngigen
Bindung von zwei Dam DNA-MTase Molekiilen mit einer Bindungskonstante kp von 1 pM an die
DNA reprisentiert. Die rote Linie gibt die berechnete Verteilung bei der Bindung eines Dam DNA-
MTase Molekiils an die DNA wieder.

Fir die Auswertung der einzelnen Konzentrationsverteilungen werden zwei Modelle
herangezogen. Im ersten Modell bindet ein Molekiil Dam DNA-MTase an die DNA. In
Abb. 15 ist der berechnete Konzentrationsverlauf fiir dieses Modell in rot eingezeichnet. Die
Abweichung vom gemessenen Verlauf ist signifikant, so dass unter diesen Bedingungen
ausgeschlossen werden kann, dass nur ein Dam DNA-MTase Molekiil an die DNA bindet.
Die Kurvenanpassung an die gemessenen Daten ist fiir die unabhingige Bindung von zwei
Molekiilen Dam DNA-MTase an die DNA wesentlich besser. Dabei wurde eine
Dissoziationskonstante kp fiir die Bindung der Dam DNA-MTase an die DNA von 1 uM
angenommen.

Bei den Messungen in Anwesenheit und ohne AdoMet wurde kein signifikanter Unterschied
festgestellt. Der Cofaktor scheint lediglich bei dieser Messung einen Einfluf} auf die Stabilitit
der Dam DNA-MTase zu haben. Die Anwesenheit von AdoMet scheint die
Aggregationstendenz der Dam DNA-MTase zu verringern.

Es ist somit gezeigt, dass die Dam DNA-MTase auch unter nativen Bedingungen als Dimer an
die DNA bindet. Mit der analytischen Gleichgewichtsultrazentrifugation kann allerdings nicht
eindeutig gekldrt werden, ob sich ausschlieBlich ein 2:1-Komplex bildet oder ob bei

geringeren Konzentrationen auch ein 1:1-Komplex vorliegen kann.
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3.3 DNA-Bindung der Dam DNA-MTase

DNA-Bindungsstudien werden zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten Kp zwischen
dem Protein und der DNA durchgefiihrt. Da die Affinititen zwischen den Proteinen und der
DNA im allgemeinen sehr hoch sind und die Dissoziationskonstanten im nanomolaren
Bereich zu finden sind, miissen sehr empfindliche und moglichst stérungsfreie Methoden
eingesetzt werden.

Fir die Bestimmung der Bindungskonstanten in Losung wird héiufig die
Fluoreszenzspektroskopie verwendet. Prinzipiell kann man eine intrinsische und oder eine
extrinsische Fluoreszenz fiir diese Messungen verwenden. Bei Proteinen wird die
Tryptophanfluoreszenz als intrinsische Fluoreszenz gemessen. Die Verwendung der
Tryptophanfluoreszenz erlaubt die Beobachtung eines Protein-Substrat-Systems, ohne dass
das Protein oder sein Substrat chemisch modifiziert werden miissen. Somit kommt es auch zu
keinerlei Artefakten, die moglicherweise durch eine chemische Modifikation verursacht
werden. Mit dieser Methode wurden bereits verschiedene Proteine aus Restriktions-
Modifikations-Systemen nédher charakterisiert (Baldwin, 1995; Reich, 1991). Bei Messung der
extrinsischen Fluoreszenz wird der Fluorophor durch eine chemische Reaktion entweder mit
dem Protein oder mit dem Substrat gekuppelt.

In dieser Arbeit wird ausschlieBlich der extrinsische Fluorophor 2-Aminopurin (2-Ap)
verwendet, dessen Eigenschaften bereits beschrieben wurden. Zwangsldaufig muflte dieser
Fluorophor verwendet werden, da innerhalb der Aminoséuresequenz der Dam DNA-MTase
lediglich zwei Tryptophanreste vorhanden sind und diese keine Signaldnderung bei der
Bindung an die DNA aufweisen.

Nachdem eindeutig gezeigt werden konnte, dass die Dam DNA-MTase tatsdchlich als Dimer
an die DNA binden kann, gilt es nun in direkten Titrationen die Kp-Werte fiir diese Bindung

zu bestimmen.

3.3.1 Fluoreszenztitrationen mit 2-Ap haltigen Duplex-ODN und der Dam DNA-
MTase

Die Bestimmung der Dissoziationskonstanten Kp von Dam DNA-MTase und

DamP(A2Ap)18h wird durch Beobachtung der 2-Ap-Fluoreszenz durchgefiihrt. Fiir die
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Auswertung der Daten werden insgesamt fiinf verschiedene Konzentrationen von
DamP(A2Ap)18h im Bereich von 0,2 pM bis 1 uM vorgelegt und jeweils sukzessive Dam
DNA-MTase hinzutitriert. Das Ergebnis dieser Titrationen ist in Abb. 16 dargestellt.

2.0 4 » x X 1,0uM
] %
o % 0,8 uM
8/5\ N %/’h
8(: 15_
8"5 |
@2 - X < 0,6 M
S g
EC 0,4 uM
) M— X X
o
<&
N
2d
x 0,2 uM
0.0 T T T I T T T I T T T I T T T I T T T I
0 2 4 6 8 10

[Dam DNA-MTase] / yM

Abb. 16: Global-Fit Analyse der 2-Ap-Fluoreszenz Titrationen von verschiedenen Konzentrationen an
DamP(A2Ap)18h mit Dam DNA-MTase. Zugrunde gelegt wird ein Modell A, in dem die Bindung
beider Dam DNA-MTase Molekiile einen Beitrag zur 2-Ap-Fluoreszenz hat.

In die Auswertung gehen alle gemessenen Konzentrationen gleichzeitig ein. Da nicht klar ist,
welches Dam DNA-MTase Molekiil bei seiner Bindung die Fluoreszenzinderung verursacht,
miissen drei Mdglichkeiten gepriift werden. Theoretisch kann schon die Bindung der ersten
Dam DNA-MTase die gesamte Fluoreszenzinderung verursachen. Es ist allerdings auch
denkbar, dass erst die Bindung der zweiten Dam DNA-MTase an die DNA zum
Fluoreszenzanstieg fiihrt. Als dritte Moglichkeit konnen beide Bindungen Beitrdge zum
Anstieg der 2-Ap-Fluoreszenz liefern. Die beste Ubereinstimmung der gemessenen Daten
liefert das Modell A, bei dem die Signalinderung der 2-Ap-Fluoreszenz sowohl durch
Bindung der ersten Dam DNA-MTase als auch durch Bindung der zweiten Dam DNA-MTase
verursacht wird (vgl. Abb. 16). Aus diesen Fluoreszenztitrationen resultiert ein Kp; fiir die

Bindung der ersten Dam DNA-MTase von 112 + 26 nM und ein Kp; fiir die Bindung der
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zweiten Dam DNA-MTase von 224 *+ 33 nM. Fiir die beiden anderen Modelle waren die
Abweichungen von den gemessenen Daten wesentlich grofler. Die Dissoziationskonstanten
fiir die Bindungen der ersten und der zweiten Dam DNA-MTase unterscheiden sich nur
geringfligig, so dass bei geringeren Konzentrationen ein Gemisch aus 1:1- und 2:1-Komplex
vorliegen sollte.

Prinzipiell stellt sich die Frage, ob die Dam DNA-MTase Molekiile nacheinander an die DNA
binden oder sich auch ein Dimer in Losung bildet, der dann anschlieBend an die DNA binden
kann (Modell B). Da beide Wege moglich erscheinen, werden die Daten auch mit diesem

Modell B ausgewertet. Das Ergebnis ist in Abb. 17 dargestellt.
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Abb. 17: Global-Fit Analyse der 2-Ap-Fluoreszenz Titrationen von verschiedenen Konzentrationen an
DamP(A2Ap)18h mit Dam DNA-MTase. Die Auswertung erfolgt mit dem Modell B, bei dem sich
erst ein Dam DNA-MTase Dimer bildet und dieser dann anschlieBend an die DNA bindet.

Aus den Daten der 2-Ap-Fluoreszenztitrationen ergibt sich eine Dissoziationskonstante Kp;s
fiir eine vorgelagerte Dimerisierung der Dam DNA-MTase von 25 uM und ein Kpy fiir die
anschliefende Bindung an die DNA von 2,8 + 0,8 nM. Betrachtet man Abb. 17, so erkennt
man, dass die berechneten Daten bei 0,8 uM und 1 uM DamP(A2Ap)18h mit den gemessenen

Daten schlecht iibereinstimmen. Aulerdem wurde in Gelfiltrationsexperimenten niemals ein
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Dam DNA-MTase-Dimer beobachtet. Doch zeigt die Auswertung, dass auch dieses Modell
denkbar ist.

Mit den erhaltenen Ergebnissen kann folgendes Gleichgewichtsschema aufgestellt werden.

Modell A
Kpi = 112 nM Kpp = 224 nM
Dam =< =~ [Dam:-DNA] =< ~ [Dam.-DNA.Dam]
Modell B
KD3: 25 I.LM KD4: 2,8 nM
Dam =< > [Dam.-Dam] =< > [Dam-DNA.Dam]

Abb. 18: Schema der moglichen Interaktionen zwischen Dam DNA-MTase und DNA (DamP(A2Ap)18h).
Die eingetragenen Dissoziationskonstanten sind mittels Fluoreszenztitrationen ermittelt worden.

Vergleicht man den Kp-Wert der ersten Dam-Bindung an DamP(A2Ap)18h mit dem der
Dimerisierung, so stellt man fest, dass der Wert fiir die Dimerisierung um etwa einen Faktor
von 100 schlechter ist. Es wird somit die direkte Bindung einer Dam DNA-MTase an
DamP(A2Ap)18h gegeniiber der Dimerisierung bevorzugt. Hat sich jedoch das Dimer in der
Losung gebildet, so bindet es sehr stark direkt an die DNA. Gleichzeitig erkennt man auch,
dass es sehr schwierig ist, ein Dam DNA-MTase Dimer in der Losung nachzuweisen. Doch
ist nicht auszuschlielen, dass es sich bildet. Begiinstigt wird jedoch die schrittweise Bindung
der Dam DNA-MTase an die DNA.

Mittels der 2-Ap-Fluoreszenz ist es nicht nur moglich den Basenausklapp-Mechanismus zu
untersuchen und die Kp-Werte fiir die Bindung an DamP(A2Ap)18h zu bestimmen, sondern
auch die Bindung der Dam DNA-MTase an natiirliche DNA zu charakterisieren. Diese
Charakterisierung wird entweder tliber eine direkte Verdringung des markierten Duplex-ODN
aus dem Komplex mit der Dam DNA-MTase durch das unmarkierte Duplex-ODN erreicht
oder aber indem man eine kompetitive Titration der beiden Duplexe durchfiihrt. Fiir die Dam
DNA-MTase werden beide Moglichkeiten zur Bestimmung der Kp-Werte von

unmodifizierter DNA verwendet.
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Zunichst wird die Bindung der Dam DNA-MTase an DamP18h, also an die DNA, die das
natiirliche Substrat darstellt, charakterisiert. Fiir die kompetitive Bestimmung wird zu einem
Gemisch aus 200 nM 2-Ap-markiertem Duplex-ODN (DamP(A2Ap)18h) und 400 nM
unmarkiertem Duplex-ODN (DamP18h) sukzessive Dam DNA-MTase hinzugegeben und die

Zunahme der 2-Ap-Fluoreszenz verfolgt. Die daraus resultierende Titrationskurve ist in Abb.
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Abb. 19: Kompetitive Titration von DamP(A2Ap)18h (200 nM) und DamP18h (400 nM) mit Dam DNA-
MTase.

Damit die kompetitive Titration ausgewertet werden kann, wird angenommen, dass die Dam
DNA-MTase als Dimer bindet. Um diesem Sachverhalt Rechnung zu tragen, wird die Dam
DNA-MTase Konzentration, die hinzutitriert wird, durch zwei dividiert. Man erhlt aus dieser
Titration die Dissoziationskonstante Kp, fiir die Bindung von Dam DNA-MTase an das 2-Ap-
Duplex-ODN (DamP(A2AP)18h) von 112 + 4 nM und fiir die Bindung an das unmarkierte
Duplex-ODN (DamP18h) von 142 = 9 nM. Die Titrationskurve der Verdringung des
markierten Duplex-ODN (200 nM) aus dem Komplex mit der Dam DNA-MTase (2 pM)
durch das unmarkierte Duplex-ODN (DamP18h) ist in Abb. 20 dargestellt.
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Abb. 20: Direkte Verdringung von DamP(A2Ap)18h (200 nM) aus dem Komplex mit Dam DNA-MTase
(2 uM) durch DamP18h.

Auch fiir die Auswertung der Verdringungstitration von DamP(A2Ap)18h (200 nM) aus dem
Komplex mit der Dam DNA-MTase (2 pM) durch das unmarkierte Duplex-ODN (DamP18h)
wird die Dam DNA-MTase als Dimer betrachtet und die Konzentration der DNA-MTase
halbiert. Damit ergibt sich fiir die Dissoziationskonstante Kp der Bindung der Dam DNA-
MTase an das markierte Duplex-ODN ein Wert von 298 %= 137 nM und fiir die
Dissoziationskonstante der Bindung der Dam DNA-MTase an das unmarkierte Duplex-ODN
(DamP18h) ein Kp-Wert von 111 + 18 nM. Auffillig bei dieser Titration ist, dass das
markierte Duplex-ODN durch das unmarkierte Duplex-ODN nicht vollstindig aus dem
Komplex mit der Dam DNA-MTase verdringt wird. Erkennbar ist dieses daran, dass der
Anfangswert der rel. 2-Ap-Fluoreszenz (vgl. Abb. 19) aus der kompetitiven Titration nicht
erreicht wird. Deshalb stimmen auch die Kp-Werte fiir die Bindung der Dam DNA-MTase an
DamP(A2Ap)18h mit 112 nM und 289 nM weniger gut {iberein, als die Kp-Werte fiir die
Bindung an das unmarkierte Duplex-ODN mit 142 nM und 111 nM.
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Weitere Verdrangungstitrationen werden mit einem anderen unmarkierten Duplex-ODN
durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um ein hemimethyliertes Duplex-ODN, in dem das
Zieladenin fehlt und durch eine abasische Stelle (1,2-Didesoxy-D-ribose) ersetzt wird
(DamP(A2delta)18h). In vergleichbaren Titrationen mit den N6-Adenin-DNA-MTasen
M:-Tagql (Holz et al., 1999), M:EcoRV (Cal und Connolly, 1997) und M-EcoRI (Allan ef al.,
1998) konnte gezeigt werden, dass die Affinitdt dieser DNA-MTasen zu Duplex-ODN mit
einer abasischen Stelle an der Zielposition um den Faktor vier bis sogar 200 hdher ist.
Zunichst wird eine kompetitive Titration von markiertem Duplex-ODN DamP(A2Ap)18h
(200 nM) und nicht markiertem Duplex-ODN DamP(A2delta)18h (300 nM) mit der Dam
DNA-MTase durchgefiihrt. Das Ergebnis dieser Titration ist in Abbildung 21 dargestellt.

Rel. 2-Ap-Fluoreszenz
(Aex = 320 nm, Ag, = 381 Nm)
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[Dam DNA-MTase / 2] / uM

Abb. 21: Kompetitive Titration von DamP(A2Ap)18h (200 nM) und DamP(A2delta)18h (300 nM) mit Dam
DNA-MTase.

Auch bei der Auswertung dieser kompetitiven Titration wird die hinzutitrierte Dam DNA-
MTase Konzentration halbiert, da fiir die Auswertung angenommen wird, dass die Dam
DNA-MTase als Dimer an die DNA bindet. Man erhidlt aus dieser Titration eine
Dissoziationskonstante Kp, fiir die Bindung von Dam DNA-MTase an das 2-Ap-Duplex-ODN
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(DamP(A2AP)18h) von 69 = 6 nM und fiir die Bindung an das unmarkierte Duplex-ODN
(DamP(A2delta)18h) von 0,5 = 0,1 nM. Die Dam DNA-MTase bindet somit um den Faktor
100 besser an ein Duplex-ODN mit einer abasischen Stelle an der Zielposition als an ein
2-Ap-haltiges oder ein natiirliches Duplex-ODN. Dieses Ergebnis entspricht den oben
genannten Beobachtungen mit anderen DNA-Mtasen. Betrachtet man den Verlauf der 2-Ap-
Fluoreszenz, so erkennt man, dass der Anstieg deutlich verzdgert wird. Da die Bindung der
Dam DNA-MTase an das nicht markierte Duplex-ODN sehr viel besser ist als an das
markierte, bindet die DNA-MTase zundchst nur an das nicht markierte Duplex-ODN und man
erhilt keine Anderung der 2-Ap-Fluoreszenz. Erst wenn so gut wie alle Bindungstellen am
nicht markierten Duplex-ODN abgesittigt sind, bindet die Dam DNA-MTase an das
markierte Duplex-ODN und man beobachtet die erwartete Fluoreszenzzunahme. Mit dieser
Titration wird auch die Dissoziationskonstante fiir die Bindung der Dam DNA-MTase an das
2-Ap-haltige Duplex-ODN mit 69 nM erneut bestatigt.

Auch mittels einer direkten Verdringung von DamP(A2Ap)18h (150 nM) und Dam DNA-
MTase (2 pM) mit DamP(A2delta)18h wird dieses Ergebnis bestitigt. Die Titrationskurve ist
in Abb. 22 dargestellt.

Rel. 2-Ap-Fluoreszenz
(Aex = 320 nm, Ag, = 381 Nm)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
[DamP(A2delta)18h] / uM

Abb. 22: Direkte Verdringung von DamP(A2Ap)18h (150 nM) aus dem Komplex mit Dam DNA-MTase
(2 uM) durch DamP(A2delta)18h.
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Fiir die Auswertung der direkten Verdringungstitration wird erneut die Dam DNA-MTase
Konzentration halbiert, da angenommen wird, dass die Dam DNA-MTase als Dimer an die
DNA bindet. Man erhélt aus der direkten Verdrangungstitration eine Dissoziationskonstante
Kp fiir die Bindung der Dam DNA-MTase an das 2-Ap-markierte Duplex-ODN
DamP(A2Ap)18h von 62 + 0,1 nM und fiir die Bindung an das nicht markierte Duplex-ODN
einen Wert von 0,6 nM. Die Kp-Werte aus der direkten Verdringungstitration stimmnen
somit sehr gut mit den Kp-Werten aus der kompetitiven Titration iiberein. Zusammenfassend
148t sich feststellen, dass die Dissoziationskonstante fiir die Bindung der Dam DNA-MTase
an ein 2-Ap-haltiges Duplex-ODN, die durch direkte Titration wund durch
Verdrangungstitration erhalten wurde, bei ca. 100 nM liegt und die Dissoziationskonstante fiir
das natiirliche Duplex-ODN DamP18h in der selben Grofenordnung liegt. Die
Dissoziationskonstante des Duplex-ODN mit einer abasischen Stelle an der Zielposition
DamP(A2delta)18h ist dagegen mindestens um den Faktor 100 kleiner und somit im Bereich
< 1 nM. Wie konnte man diese bessere Bindung an das Duplex-ODN mit einer abasischen
Stelle erklaren?

Fiir eine Erkldrung betrachtet man die Energien, die iiberwunden werden miissen, um die
Zielbase aus der DNA herauszuklappen. Zunichst miissen fiir das Herausklappen des Adenins
die Wasserstoffbriickenbindungen zu der Partnerbase Thymin aufgehoben werden. Weiterhin
miissen auch die Basenstapelwechselwirkungen zu den Nachbarbasen Guanin und Thymin
aufgebrochen werden. Bei beiden Vorgingen wird Energie verbraucht. Im ausgeklappten
Zustand wird Energie gewonnen, wenn das Zieladenin Stapelwechselwirkungen bzw.
Wasserstoffbriickenbindungen mit dem aktiven Zentrum der Dam DNA-MTase ausbildet. Im
Fall der C5-Cytosin DNA-MTasen M-Hhal (Klimasauskas et al., 1994) und M-Haelll
(Reinisch ef al., 1995) kann zudem eine Proteinschleife in das innerhalb der DNA entstandene
Loch schwenken und dort hydrophobe oder hydrophile Wechselwirkungen mit den
umgebenden DNA-Basen aufnehmen. Ist jedoch die Zielbase erst garnicht vorhanden, so
konnen diese Wechselwirkungen aufgenommen werden, ohne das Energie fiir das
Herausklappen der Zielbase aufgebracht werden muf. Die Folge dessen ist eine bessere
Bindung und damit eine kleinere Dissoziationskonstante fiir die Bindung der Dam DNA-

MTase an ein Duplex-ODN mit einer abasischen Stelle.
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3.3.2 Bindung des Cofaktors AdoMet an die Dam DNA-MTase in Gegenwart von
2-Ap-markiertem Duplex-ODN

Die 2-Ap Fluoreszenz von Duplex-ODN kann nicht nur zum Nachweis eines Basenausklapp-
Mechanismus und zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten kp der Bindung der Dam
DNA-MTase an nicht fluoreszierende Duplex-ODN sondern auch zur Untersuchung der
Bindung des Cofaktors AdoMet an die Dam DNA-MTase genutzt werden. Bei Titrationen
von 2-Ap-haltiger Duplex-ODN mit der Dam DNA-MTase aus dem Bakteriophagen T4
wurde zunichst ein 50-facher Anstieg der 2-Ap-Fluoreszenz beobachtet. Bei Zugabe von
AdoMet zu dieser Losung nahm die Fluoreszenz jedoch um die Hélfte ab (Malygin ef al.,
2001). Eine vergleichbare Titration wird mit der Dam DNA-MTase aus E. coli durchgefiihrt.
Im ersten Teil der Titration wird eine 200 nM DamP(A2Ap)18h Losung vorgelegt und
sukzessive Dam DNA-MTase zugegeben. Dabei wird die Zunahme der 2-Ap-Fluoreszenz
verfolgt. Bei einer Konzentration von 2,6 uM Dam DNA-MTase in der Losung wird im
zweiten Teil der Titration AdoMet sukzessive zugegeben. Die Ergebnisse dieser Titration sind

in Abb. 23 A und B dargestellt.
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Abb. 23: A. Direkte 2-Ap-Fluoreszenztitration von 200 nM DamP(A2Ap)18h mit Dam DNA-MTase.
B. Nach Erreichen der 2-Ap-Fluoreszenzsittigung bei 2,6 pM Dam DNA-MTase wird AdoMet
sukzessive zugegeben.

Betrachtet man das Ergebnis dieser Titration, so sicht man im ersten Teil eine Zunahme der
2-Ap-Fluoreszenz infolge des Ausklappens der Zielbase. Gibt man nun zu dieser Losung den

Cofaktor AdoMet, so beobachtet man einen starken konzentrationsabhdngigen Abfall der
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2-Ap-Fluoreszenz um 83 % bezogen auf den Gesamtanstieg. Aus den beiden Titrationen
erhilt man unter der Annahme, dass die Dam DNA-MTase als Dimer an die DNA bindet eine
Dissoziationskonstante Kp, fiir die Bindung des Dimers an das 2-Ap-haltige Duplex-ODN von
66 + 8 nM. Dieses ist in guter Ubereinstimmung mit den bisherigen Titrationen. Wertet man
den zweiten Teil der Titration, also die Zugabe des Cofaktors AdoMet aus, so erhélt man eine
Dissoziationskonstante Kp, fiir die Bindung des Cofaktors an die DNA-gebundene Dam DNA-
MTase von 3,6 = 0,7 nM. Bei Zugabe des Cofaktors AdoMet wird die 2-Ap Fluoreszenz stark
herabgesetzt. Eine mogliche Erklarung fiir die Abnahme der 2-Ap-Fluoreszenz konnte ein
teilweises Zuriickklappen des Basenanalogons sein. Eine weitere mogliche Erklarung dafiir
ist, dass der Komplex aus DNA und Dam DNA-MTase durch das Binden von AdoMet eine
Konformationsédnderung erfahrt. Als Folge dessen konnte die Umgebung des ausgeklappten
2-Ap-Fluorophors hydrophober werden und daraus eine Fluoreszenzabnahme resultieren.

Des weiteren wird untersucht, ob sich die Dissoziationskonstante fiir die Bindung der Dam
DNA-MTase an das 2-Ap-haltige Duplex-ODN in Gegenwart des Cofaktors dndert. Fiir diese
Untersuchung wird eine direkte Titration von 200 nM DamP(A2Ap)18h mit Dam DNA-
MTase in Gegenwart von 50 pM AdoMet durchgefiihrt. Das Ergebnis dieser

Fluoreszenztitration ist in Abb. 24 dargestellt.
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Abb. 24: Direkte Titration von 200 nM DamP(A2Ap)18h mit Dam DNA-MTase in Gegenwart von 50 pM
AdoMet.
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Aus der Titration erhélt man als Dissoziationskonstante Kp fiir die Bindung der Dam DNA-
MTase an das 2-Ap-haltige Duplex-ODN DamP(A2Ap)18h in Gegenwart von AdoMet einen
Wert von 53 *+ 23 nM. Dieser Kp-Wert stimmt gut mit einem in der Literatur angegebenen
Wert von 60 — 70 nM iiberein (Bergerat ef al., 1990). In dieser Verdffentlichung wurde die
Dissoziationskonstante der Bindung der Dam DNA-MTase an 14 Basenpaare-lange Duplex-
ODN in Gegenwart von AdoMet durch Gelshiftexperimente bestimmt. Sowohl in den in
dieser Arbeit durchgefiihrten Titrationen mit 2-Ap als auch in den in der Literatur
beschriebenen Gelshiftexperimenten scheint die Anwesenheit des Cofaktors keinen deutlichen
EinfluB3 auf die DNA-Bindung der Dam DNA-MTase zu haben. Vergleicht man allerdings die
beiden Titrationskurven (Abb. 23a und Abb. 24) miteinander, so stellt man einen deutlichen
Unterschied fest. So ist die Amplitude der Titration in Gegenwart von AdoMet mit lediglich
35 % Fluoreszenzzunahme bezogen auf die Fluoreszenzinderung ohne Cofaktor sehr viel
geringer. Dieses ist auf den bereits beschriebenen Einflufl des Cofaktors beziiglich der 2-Ap-
Fluoreszenz zuriickzufiihren. Wertet man die Titration (Abb. 24) in Gegenwart von AdoMet
unter Beachtung der 2:1-Stochiometrie mit dem Modell A aus, bei dem die Signaldnderung
der 2-Ap-Fluoreszenz sowohl durch Bindung der ersten Dam DNA-MTase als auch durch
Bindung der zweiten Dam DNA-MTase verursacht wird, so wird der Kp, fiir die Bindung der
ersten Dam DNA-MTase kleiner und der Kp; fiir die Bindung der zweiten Dam DNA-MTase
erhoht. Der Einflul des Cofaktors auf die beiden Dissoziationskonstanten wird aufgrund der
geringen Amplitude nur qualitativ beschrieben.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wird die Dissoziationskonstante Ky fiir die Bindung des
Cofaktor-Produktes AdoHcy an DNA-gebundene Dam DNA-MTase bestimmt. Dafiir wird
eine Losung von 200 nM 2-Ap-haltigem Duplex-ODN (DamP(A2Ap)18h) mit 2 uM Dam
DNA-MTase vorgelegt und AdoHcy sukzessive hinzugegeben. Das Ergebnis dieser Titration
ist in Abb. 25 dargestellt.
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Abb. 25: Titration von 200 nM DamP(A2Ap)18h und 2 uM Dam DNA-MTase mit AdoHcy.

Aus der direkten Fluoreszenztitration erhédlt man fiir die Dissoziationskonstante Kp der
Bindung von AdoHcy an die Dam DNA-MTase in Gegenwart von Duplex-ODN einen Wert
von 753 + 79 nM. Vergleicht man das Ergebnis mit dem Kp-Wert von AdoMet, so bindet
AdoHcy in Gegenwart von Duplex-ODN rund 200 mal schlechter an die Dam DNA-MTase.
Dieses Ergebnis ist hinsichtlich der Enzymkatalyse verstidndlich, denn die Aufgabe der DNA-
MTase ist es, die Methylgruppe von AdoMet auf das Zieladenin zu {ibertragen, und somit ist

es sinnvoll, dass das Cofaktor-Substrat besser bindet als das Cofaktor-Produkt.



Ergebnisse Seite 44

3.4 Transientenkinetik der DNA-Bindung der Dam DNA-MTase

In den letzten Jahrzehnten wurde eine grofle Zahl von Methoden zur Erfassung schneller
Reaktionen entwickelt. Die teilweise sehr verschiedenartigen Verfahren lassen sich
weitgehend auf ein iibereinstimmendes Grundschema zuriickfiihren. Charakteristisch fiir eine
Methode ist ein Bauteil, das der Auslosung der schnellen Reaktion dient. Die Art dieses
Bauteils bestimmt den durch die jeweilige Methode erfaBbaren Zeitbereich, wie auch den Typ
der zu untersuchenden Reaktionen. Zur Auswahl einer geeigneten Methode ist daher nicht nur
die Zeitauflosung, sondern auch die Anwendbarkeit fiir eine spezielle Reaktion entscheidend.
Das Prinzip der FluB3- oder Stromungsmethoden beruht auf einer raschen Durchmischung der
Reaktanden. Sie eignen sich daher besonders zur Verfolgung schneller enzymatischer
Reaktionen und zum Studium enzymatischer Mechanismen. Mit einer zeitlichen Auflsung
im Millisekundenbereich sind sie in der Skala schneller Reaktionen jedoch vergleichsweise
langsam. Bis zu tausendfach schnellere Reaktionen sind mit den Relaxationsmethoden
meflbar, deren Prinzip auf einer kurzzeitigen Storung des Gleichgewichts einer Reaktion
beruht. Entsprechend lassen sich nur Reaktionen nahe am Gleichgewicht verfolgen. Zu
solchen Reaktionen zdhlen Ligandenbindungen, Isomerisierungen oder spontane und
induzierte Konformationsinderungen bei Makromolekiilen. Die noch schnelleren
Bestrahlungsmethoden setzen die Sensitivitdt des Systems gegeniiber Lichtimpulsen voraus.
Allen diesen Methoden gemeinsam sind die Verfahren zur Erfassung des Reaktionsverlaufes
nach dessen Initiierung, die sich nach der Art der Reaktion und weniger nach der zeitlichen
Auflosung richten. Fiir Enzymreaktionen eignen sich vor allem optische Verfahren wie
UV/VIS-, Fluoreszenz-, CD-, ESR- und NMR-Spektroskopie. Das dritte wichtige Bauteil bei
der Erfassung schneller Reaktionen ist eine Vorrichtung zur raschen Registrierung der
Mel3signale, wobei auch weitgehend tibereinstimmend entweder Speicheroszillographen oder
computergesteuerte schnelle Speicher zum Einsatz kommen. Letztere ermoglichen eine
unmittelbare Auswertung und Verarbeitung der MeB3daten.

In dieser Arbeit werden schnelle Prozesse, wie z.B. die Substratbindung, mit Hilfe der
Stopped-Flow-Technik verfolgt. Dabei werden die Reaktionspartner getrennt in Spritzen
gefiillt und durch einen schnellen Stof iiber eine Mischzelle in die Beobachtungskammer
entleert. In dieser wird, nach dem der Flufl zum Stillstand gekommen ist, der Reaktionsverlauf
verfolgt. Bei dieser Beobachtungskammer handelt es sich um eine photometrische Kiivette,
die so angeordnet ist, dass der optische Strahl fiir Absorptionsmessungen senkrecht zur

Stromungsrichtung durchfillt. Bei fluorimetrischen Messungen wird das Fluoreszenzlicht
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senkrecht zur Anregung beobachtet. Auf diese Weise kann man die zu einzelnen Schritten
einer Reaktion gehdrigen Geschwindigkeitskonstanten analysieren und so detaillierte

Informationen tiber den Ablauf einer enzymkatalysierten Reaktion erhalten.

3.4.1 Kinetische Untersuchung der DNA-Bindung der Dam DNA-MTase

Mit dem Adeninanalog 2-Ap steht eine Fluoreszenzsonde zur Verfiigung, die es erlaubt, die
schnelle DNA-Bindungskinetik der Dam DNA-MTase zu untersuchen. Wie bereits
beschrieben, kommt es durch Zugabe von Dam DNA-MTase zu DamP(A2Ap)18h zu einem
Anstieg der 2-Ap-Fluoreszenz. Zur kinetischen Analyse dieser Fluoreszenzinderung werden
Losungen von 20 nM Duplex-ODN mit UberschuBmengen an Dam DNA-MTase am
Stopped-Flow-Gerit untersucht. In Abb. 26 ist die Assoziation von Dam DNA-MTase und
DamP(A2Ap)18h dargestellt.

Rel. 2-Ap Fluoreszenz
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Abb. 26: Assoziation von 300 nM Dam DNA-MTase und 20 nM DamP(A2Ap)18h. Die erhaltene
Bindungskinetik kann durch eine einfach-exponentielle Gleichung (rot) beschrieben werden.

Man erkennt, dass die Assoziation der Dam DNA-MTase an Duplex-ODN durch eine einfach
exponentielle Gleichung beschrieben werden kann. Wie bereits geschildert wird die
Assoziation in Abhdngigkeit von der Dam DNA-MTase Konzentration gemessen. Da die
Dam DNA-MTase Konzentration dabei sehr viel grofler als die Konzentration des Duplex-

ODN ist, kann man in guter Ndherung annehmen, dass die DNA-MTase Konzentration
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wiéhrend der Reaktion konstant ist und somit Bedingungen pseudo erster Ordnung vorliegen.
Eine Auftragung der beobachteten Geschwindigkeitskonstanten kops der Assoziation gegen die
Dam DNA-MTase Konzentration zeigt eine hyperbolische Abhédngigkeit. Diese ist in Abb. 27
dargestellt.
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Abb. 27: Auftragung der beobachteten Geschwindigkeitskonstanten ks der Assoziation von Dam DNA-MTase
und Dam(A2Ap)18h (20 nM) gegen die Dam DNA-MTase-Konzentration. Aufgrund der 2:1-
Bindungsstdchiometrie der Dam DNA-MTase und dem Duplex ODN wurde zur Auftragung die Dam-
Konzentration halbiert.

Die hyperbolische Abhiangigkeit der beobachteten Geschwindigkeitskonstanten kq,s von der
Dam DNA-MTase Konzentration zeigt, dass es sich bei der Assoziation der Dam DNA-
MTase an die DNA mindestens um einen zwei Schritt-Mechanismus handelt. Der erste Schritt
wird der initialen Bindung der Dam DNA-MTase an die DNA zugeordnet und der zweite
Schritt dem Herausklappen des 2-Ap-Rests aus der DNA. Es kann folgendes Schema

aufgestellt werden.

ky ky
2 Dam + DNA =<———=— [Dam,;-DNA] ————= [Dam,-DNA]flip
k-l k-2

Dabei wird angenommen, dass die Dam DNA-MTase als Dimer an die DNA bindet. Bei
kleinen Dam DNA-MTase-Konzentrationen ist die initiale Bindung an die DNA
geschwindigkeitsbestimmend. Sie erfolgt unter Diffusionskontrolle mit einer initialen

bimolekularen Geschwindigkeitskonstante von 1,0-109 Mg (Creighton, 1993; Berg et al.,
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1985). Mit zunehmenden Konzentrationen an Dam DNA-MTase wird die DNA-Bindung
schneller und das Herausklappen des 2-Ap-Rests wird geschwindigkeitsbestimmend. Deshalb
lduft die Funktion einem maximalen Wert fiir ks entgegen.

Unter der Annahme, dass k.; viel groBer ist als kj, erfolgt die Einstellung des initialen
Bindungsgleichgewichts schneller als das Herausklappen des 2-Ap-Rests. Deshalb kann die
Bindung mit einem schnellen Gleichgewichtsreaktionsmechanismus beschrieben werden und

das Reaktionsschema vereinfacht sich zu:

K, k,
2 Dam + DNA =——= [Dam-DNA] ———= [Dam,-DNA]flp
k.,

Die Konzentrationsabhingigkeit der beobachteten Geschwindigkeitskonstanten ko, der
Bindung folgt einer Hyperbel, die eine Funktion der Sattigung der ersten Teilreaktion, also
der Bildung des initialen Dam DNA-MTase-DNA-Komplexes, ist und beschrieben wird
durch:

= K, k,[Dam] Tk
K [Dam]+1

-2

Die maximale beobachtete Geschwindigkeitskonstante setzt sich aus der Summe der
Geschwindigkeitskonstanten k; + k., zusammen und der Achsenabschnitt entspricht k_,, also
der Geschwindigkeitskonstante fiir das Zuriickklappen der Zielbase im Dam-DNA-Komplex.
Durch die Auswertung der hyperbolischen Funktion, die die Konzentrationsabhéngigkeit der
beobachteten Geschwindigkeitskonstante kq,s beschreibt, ergeben sich folgende Werte. Der
Wert fiir die initiale Bindung 1/K; der Dam DNA-MTase an die DNA ist 247 + 75 nM. Das
Ausklappen des 2-Ap-Rests erfolgt mit einer Geschwindigkeitskonstante ki, von 188 + 15 s™
und das Zuriickklappen mit k, von 24 + 7 5. Daraus ergibt sich ein Kq-Wert fiir das
Ausklapp-Gleichgewicht (k,/ki;) von 0,13. Mit Kp = KgKg ergibt sich fiir die
Gesamtbindung (Kp) ein Wert von 32 nM. Dieser ist etwas kleiner als der durch
Gleichgewichtstitrationen bestimmte Wert (vgl. 3.3).

Zusatzlich wurde die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante ko fiir die Gesamtbindung
bestimmt. Dabei wird der Komplex aus DamP(A2Ap)I8h und Dam DNA-MTase mit
verschiedenen Konzentrationen an DamP(A2delta)18h verdringt und parallel dazu der
Komplex aus DamP(A2Ap)18h und Dam DNA-MTase mit zunehmenden Konzentrationen an
DamP18h verdriangt. In Abb. 28 sind Beispiele fiir diese Verdriangungsexperimente gezeigt.
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In Abb. 28 A ist die Verdrangungskinetik von 50 nM DamP(A2Ap)18h aus dem Komplex mit
250 nM Dam DNA-MTase durch 500 nM DamP(A2delta)18h dargestellt und in Abb. 28 B
die Verdrangungskinetik von 100 nM DamP(A2Ap)18h aus dem Komplex mit 500 nM Dam
DNA-MTase durch 300 nM DamP18h dargestellt. Wie erwartet nimmt bei beiden

Verdrangungsexperimenten die 2-Ap-Fluoreszenz ab.
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Abb. 28:  Verdringung von DamP(A2Ap)18h aus seinem Komplex mit der Dam DNA-MTase durch A:
DamP(A2delta)18h und B: DamP18h. Beide Verdringungskurven sind einphasig und kdnnen mit
einer einfach-exponentiellen Gleichung ausgewertet werden.

Die einzelnen Verdrangungskurven sind einphasig und kdnnen somit einfach-exponentiell
ausgewertet werden. Da diese Experimente in Abhéngigkeit von der Konzentration des
jeweils verdringenden Duplex-ODN durchgefiihrt werden, ist in Abb. 29 das Ergebnis der

Konzentrationsabhiangigkeit von k¢ dargestellt.
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Abb. 29: Konzentrationsabhingigkeit der beobachteten Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten kg fiir die
Verdrangung von DamP(A2Ap)18h aus dem Komplex mit der Dam DNA-MTase durch DamP18h
(blau) und DamP(A2delta)18h (rot).

In den Auftragungen der beobachteten Geschwindigkeitskonstanten k¢ gegen die jeweiligen
Duplex-ODN Konzentrationen spiegeln sich die unterschiedlichen Kp-Werte der beiden
Duplex-ODN wieder. Fiihrt man das Verdringungsexperiment mit DamP(A2delta)18h durch,
an das die Dam DNA-MTase um den Faktor 100 besser bindet als an das 2-Ap-haltige
Duplex-ODN, so erkennt man, dass die beobachtete Geschwindigkeitskonstante kg
konzentrationsunabhdngig ist. Dieses spiegelt sich auch in den Amplituden der einzelnen
Experimente wieder, denn diese bleiben bei den unterschiedlichen Konzentrationen nahezu
unverdndert. Dies zeigt, dass aufgrund der viel besseren Bindung der Dam DNA-MTase an
das unmarkierte Duplex-ODN mit der abasischen Stelle das 2-Ap-markierte Duplex-ODN
vollstindig aus dem Komplex mit der Dam DNA-MTase verdriangt wird. Der Prozess ist
somit irreversibel. Man erhilt fiir ko einen Wert in der GroBBenordnung von 30 st

Betrachtet man  dagegen die  Konzentrationsabhingigkeit der  beobachteten
Geschwindigkeitskonstante kg flir die Verdraingung mit DamP18h, so findet man eine
exponentielle Abhingigkeit. Dieses liegt daran, dass aufgrund der nahezu identischen kg4-
Werte fiir die beiden Duplex-ODNs dieser Prozess reversibel ist. Der beobachtete kop-Wert
setzt sich in diesem Fall aus mehreren Geschwindigkeitskonstanten zusammen und zeigt bei
geringen Dam DNA-MTase-Konzentrationen eine exponentielle Abnahme. Diese
Konzentrationsabhingigkeit spiegelt sich auch in den jeweiligen Amplituden wieder. Mit

zunehmender Menge an nicht markiertem Duplex-ODN nimmt die Amplitude zu und ndhert
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sich bei groen Konzentrationen einem Grenzwert. Dieses Verhalten zeigt, dass aufgrund der
dhnlichen Bindung der Dam DNA-MTase sowohl zu unmarkierter DNA als auch zum
Kompetitor, das Substrat durch den Kompetitor nicht vollstindig aus dem Komplex verdringt
werden kann. Erst bei groBem Uberschuss an Kompetitor wird dieser Prozess irreversibel und
der beobachtete k,pWert wird konzentrationsunabhingig.

Aus diesem Verdringungsexperiment erhilt man fiir kog einen Wert von 32,1 = 7.9 s, der
sehr gut mit dem aus den Verdrangungsexperimenten mit DamP(A2delta)18h {ibereinstimmt.
Unter der Annahme einer diffusionskontrollierten ersten Bindung der Dam DNA-MTase an

die DNA 146t sich folgendes Schema aufstellen:

1,0 - 109 M1 sl 188 s-1
2 - Dam + DNA << = [Dam; - DNA] << > [Dam, - DNA]flip
247 s-1 24 sl
Kd1= 247 nM Kd2= 0,13
Kp=32 M

Somit ist es gelungen, die Bindung der Dam DNA-MTase an DNA in guter Niherung
vollstindig zu charakterisieren. Aus dem Schema geht hervor, dass die zuvor gemachte
Annahme ki, << k.;, die zur Auswertung der Daten verwendet wurde, nicht ganz erfiillt ist.
Vielmehr liegen beide Werte in der selben Groenordnung. Da der Kp mit 32 nM sich nicht
wesentlich von dem Wert aus den direkten Titrationen unterscheidet, wird dieses
vernachlissigt und die Ergebnisse als Niaherung angenommen.

Von groflem Interesse ist es die Transientenkinetik in Gegenwart des Cofaktors zu betrachten.
Dieses ist mdglich, da in den direkten Titrationen auch die Cofaktorbindung in Gegenwart

von DNA beobachtet werden kann.
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3.4.2 Kinetische Untersuchung der DNA-Bindung von der Dam DNA-MTase in
Gegenwart des Cofaktors AdoMet

In den direkten Titrationen des 2-Ap-haltigen Duplex-ODNs mit der Dam DNA-MTase in
Gegenwart des Cofaktors AdoMet ist ein starker EinfluB des Cofaktors auf die 2-Ap-
Fluoreszenz im Protein-DNA-Komplex beobachtet worden. Damit war es mdglich nicht nur
die DNA-Bindung in Gegenwart des Cofaktors zu untersuchen, sondern auch die
Cofaktorbindung in Gegenwart von DNA zu charakterisieren. Nun stellt sich die Frage, ob die
Anwesenheit des Cofaktors einen Einflufl auf die Transientenkinetik der DNA-Bindung der
Dam DNA-MTase hat. Um dieses zu untersuchen, werden 2-Ap-markierte Duplex-ODN mit
UberschuBmengen an Dam DNA-MTase, die zuvor mit 10 uM AdoMet vorinkubiert wurde,
am Stopped-Flow-Geriét untersucht. In Abb. 30 ist als Beispiel die Assoziation von 100 nM
Dam DNA-MTase, vorinkubiert mit 10 uM AdoMet, an 20 nM DamP(A2Ap)18h dargestellt.

Rel. 2-Ap-Fluoreszenz
(Ag, =312 nm, A, > 360 nm)
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Abb. 30:  Assoziation von 100 nM Dam DNA-MTase, vorinkubiert mit 10 uM AdoMet, und 20 nM
DamP(A2Ap)18h. Die Bindungskurve ist zweiphasig und wird doppelt-exponentiell ausgewertet.

Bei der Assoziation von mit AdoMet vorinkubierter Dam DNA-MTase an 2-Ap-haltiges
Duplex-ODN sind in den Bindungskurven deutlich zwei Phasen zu erkennen. Die erste Phase
ist sehr schnell und die 2-Ap-Fluoreszenz nimmt zu. Dagegen ist die zweite Phase wesentlich
langsamer und geht mit einer Abnahme der 2-ApFluoreszenz einher. Im Vergleich dazu tritt
bei vergleichbaren Experimenten jedoch ohne AdoMet nur eine sehr schnelle Phase auf. Diese

Tatsache und die Tatsache, dass es sich bei der zweiten Phase um eine Signalabnahme
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handelt, 148t darauf schlie8en, dass die erste Phase in diesem Experiment mit der Phase bei
den Messungen ohne Cofaktor identisch ist. Die zweite Phase wird folglich von der
Anwesenheit des Cofaktors bestimmt. Die Assoziationsgeschwindigkeit der Dam DNA-
MTase an DNA in Gegenwart von AdoMet wird in Abhdngigkeit von der Dam DNA-MTase-
Konzentration gemessen. In Abb. 31 sind die beobachteten Geschwindigkeitskonstanten kjgps

und kyops gegen die Dam DNA-MTase Konzentration aufgetragen.
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Abb. 31: Auftragung der beobachteten ersten (A) und zweiten (B) Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation
von, mit 10 pM AdoMet vorinkubierter, Dam DNA-MTase an DNA gegen die Dam DNA-MTase-
Konzentration. Die erste Phase kann hyperbolisch ausgewertet werden, wogegen die zweite Phase
konzentrationsunabhéingig ist.

In Abb. 31 A erkennt man, dass diese beobachtete Geschwindigkeitskonstante kjqns der
beobachteten Geschwindigkeitskonstante aus den Experimenten in Abwesenheit von AdoMet
entspricht. In den Experimenten, bei denen die Dam DNA-MTase zundchst mit AdoMet
vorinkubiert wurde, kann die Konzentrationsabhingigkeit von kjos wie auch ohne
Vorinkubation mit AdoMet mit einer hyperbolischen Funktion beschrieben werden. Die
daraus erhaltenen Konstanten unterscheiden sich mit Kg;= 130 £ 31 nM und ks, = 161 £ 6 5™
nicht wesentlich von den Ergebnissen ohne AdoMet. Auf die Assoziation der Dam DNA-
MTase an die DNA folgt das Herausklappen des 2-Ap-Rests und in Gegenwart von Cofaktor
schlieBt sich ein dritter Schritt an. Dieser dritte Schritt ist von der Dam DNA-MTase-
Konzentration unabhingig und hat einen Wert von 4 s (Abb. 31 B). Bei diesem dritten

Schritt handelt es sich wahrscheinlich um eine AdoMet-abhingige Konformationséinderung
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des Enzyms, die zu einer Abnahme der Fluoreszenz des herausgeklappten 2-Ap-Rests fiihrt.
Dieses Experiment wird mit einem noch groBeren Uberschufl an AdoMet wiederholt, um zu
iiberpriifen, ob die Menge an Cofaktor einen EinfluB auf die Reaktion hat. Es werden
Losungen von 20 nM 2-Ap-markiertem Duplex-ODN mit UberschuBmengen an Dam DNA-
MTase, die zuvor mit 50 uM AdoMet vorinkubiert wurde, am Stopped-Flow-Gerit
untersucht. Bei den einzelnen Messungen sind erneut zwei Phasen zu beobachten, die in

Abb. 32 in Abhdngigkeit von der Dam DNA-MTase Konzentration dargestellt sind.
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Abb. 32: Auftragung der beobachteten ersten (A) und zweiten (B) Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation
von mit 50 uM AdoMet vorinkubierter Dam DNA-MTase an DNA gegen die Dam DNA-MTase-
Konzentration. Die erste Phase kann hyperbolisch ausgewertet werden, wogegen die zweite Phase
auch in Gegenwart von 50 uM AdoMet relativ unabhingig von der Dam DNA-MTase Konzentration
zu sein scheint.

In Abb. 32 A ist die Konzentrationsabhiangigkeit von k;s in Gegenwart von 50 pM AdoMet
dargestellt. Sie kann mit einer hyperbolischen Funktion beschrieben werden. Die daraus
erhaltenen Konstanten unterscheiden sich mit K4 = 140 £ 27 nM und ki, = 146 £ 5 s nicht
wesentlich von den Ergebnissen ohne AdoMet. Auch k., mit 25 + 7 s™ ist in Gegenwart von
50 uM AdoMet erneut in der GroBenordnung wie bei den Experimenten ohne AdoMet.
Betrachtet man die Konzentrationsabhingigkeit von kjqs, so ist keine eindeutige lineare
Abhidngigkeit wie in Abb. 31 B erkennbar. Ein moglicher hyperbolische Verlauf der
Konzentrationsabhédngigkeit in Gegenwart von 50 uM AdoMet scheint denkbar, ist jedoch
nicht sehr ausgeprigt. Somit wird dieser vernachldssigt und es wird angenommen, dass eine
Erhohung der AdoMet-Konzentration keinen weiteren Einflul auf die Kinetik der DNA-
Bindung hat.
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3.5 Kristallisation der Dam DNA-MTase

Die dreidimensionale Struktur von Proteinen kann mit rontgenkristallographischen Methoden
bei atomarer Auflésung bestimmt werden. Dabei erhdlt man ein Strukturmodell mit den
Positionen der einzelnen Atome. Neben der Kenntnis der Faltung der Polypeptidkette
ermOglicht die Untersuchung einer Proteinstruktur auch das Verstindnis der Proteinfunktion
auf molekularer Ebene, z.B. den katalytischen Mechanismus eines Enzyms oder die
spezifische Interaktion eines Rezeptors mit seinem Liganden. Prinzipiell kdnnen biologische
Makromolekiile jeder Art und Grofe mit kristallographischen Methoden untersucht werden,

vorausgesetzt es gelingt, diese zu kristallisieren.

Obwohl es eine groBe Fiille von verschiedenen DNA-MTasen gibt, ist es erst bei drei DNA-
MTasen gelungen, deren Struktur im Komplex mit DNA zu bestimmen. Dazu gehoéren die
beiden C5-Cytosin DNA-MTasen M-Hhal (Klimasausakas et al., 1994) und M-Haelll
(Reinisch et al., 1995) sowie die N6-Adenin DNA MTase M-Tagl (Goedecke et al., 2001).
Ohne DNA sind bislang erst vier Strukturen von den N-DNA-MTasen bekannt. Dazu gehoren
die DNA-MTasen M-Tagql (Labahn et al., 1994), M-Pvull (Gong et al., 1997), M-Rsrl
(Scavetta et al., 2000) und die DpnM (Tran et al., 1998). Aufgrund der Tatsache, dass die
Dam DNA-MTase alleinstindig ist und insbesondere der Beobachtung, dass sie als Dimer an
DNA bindet, sind im Rahmen dieser Arbeit Kristallisationsexperimente durchgefiihrt worden.
Die Herstellung von qualitativ hochwertigen Kristallen ist eine entscheidende Voraussetzung
fiir die Strukturbestimmung. In Anlehnung an die Kristallisationsbedingungen von M-7agl
und aus der Tatsache heraus, das die Dam DNA-MTase in Abwesenheit von DNA sehr
instabil ist, sind erste Ansétze in Gegenwart von DNA durchgefiihrt worden. Dabei stellte sich
heraus, dass die Linge der verwendeten DNA entscheidend fiir eine Kristallisation ist. Die
Linge der eingesetzten Duplex-ODN, die alle mittig die Dam DNA-MTase
Erkennungssequenz 5°-GATC-3 enthielten, variierte zwischen zehn und 13 Basenpaaren.
Aufgrund der Erfahrungen mit M-Tagl beziiglich des Methylierungsgrades der DNA wurde
ausschlieBlich hemimethylierte DNA verwendet. Fiir die Kristallisation wurde die Methode
des hiangenden Tropfens gewihlt. Dabei wird ein kleines Volumen (2 pl) einer konzentrierten
Losung von Fallungsmittel und Puffer auf ein kleines Deckglas pipettiert. Anschliefend wird
das gleiche Volumen Proteinlosung, die sich aus der Dam DNA-MTase und der DNA
zusammensetzt, hinzugefligt. Das Deckglas wird umgedreht, auf einer Zellkulturplatte liber

einer Vertiefung aufgesetzt und durch einen Film von Silikonfett abgedichtet, wodurch sich
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der Tropfen in einem abgeschlossenen System befindet. In die Vertiefungen wurde zuvor 1 ml
der unverdiinnten Losung von Féllungsmittel und Puffer gegeben. Da in dem hédngenden
Tropfen die Féallungsmittelkonzentration nur halb so grof3 ist wie im Reservoir, verringert sich
das Volumen des Tropfens durch Dampfdiffusion von Wasser. Dadurch erhdhen sich langsam
die Konzentrationen im Tropfen, bis eine Ubersittigung und unter Umstiinden Kristallisation
des Proteins eintritt. In den ersten Ansétzen sind kommerziell erhéltliche Losungen fiir die
Kristallisation zum Einsatz gekommen und innerhalb von drei Tagen sind erste
Kristallbiischel gewachsen. Diese konnten nur mit dem 12 Basenpaare-langen Duplex-ODN

DamP12h erhalten werden. In Abb. 33 sind die ersten erhaltenen Kristallbiischel abgebildet.

,

k

Abb. 33: Erste erhaltene Kristallbiischel der Dam DNA-MTase in Gegenwart von DamP12h.

Die Bedingungen aus denen die ersten Kristallbiischel gewachsen sind, wurden anschlieend
durch Variation des pH-Wertes, der PEG Konzentration und des PEG Molekulargewichtes
verbessert, so dass groflere Kristalle erhalten wurden. Durch Animpfen der neu erstellten
Tropfen mit Keimen von vorher gewachsenen Kristallen mit Hilfe eines Katzenhaares konnte
das Kristallwachstum beeiflult werden. Bei dieser Methode wuchsen die Kristalle sehr dicht
entlang der Keimlinie und konnten somit nicht verwendet werden. In Abb. 34 ist ein mit

Katzenhaar angeimpfter Tropfen abgebildet.
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Abb. 34: Kristallisation der Dam DNA-MTase in Gegenwart von DamP12h nach Animpfen mit Hilfe eines
Katzenhaares.

Ansétze mit kommerziell erhiltlichen Additiven oder in Gegenwart von SAH oder 5'-AETA
filhrten zu keiner Verbesserung der Kristallqualitiat. Gute Kristalle wurden erst durch das so
genannte Makroseeding erhalten. Dabei werden einzelne kleine Kristalle in einen frisch
angesetzten Tropfen iiberfiihrt. Diese Kristalle wachsen dann im neuen Tropfen weiter und
dienen gleichzeitig als Kristallisationskeime fiir neue Kristalle. In Abb. 35 sind Beispiele

abgebildet.

Abb. 35: Kristalle der Dam DNA-MTase in Gegenwart von DamP 12h nach Makroseeding.

Die besten Kristalle, die erhalten wurden, hatten eine Grofle von 100 pm X 20 pm X 20 um

und wurden zur Datensammlung verwendet.
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3.5.1 Datensammlung

Fiir eine erste Qualitdtseinschitzung der Kristalle wurden diese im Haus vorgetestet. Die
Datensammlung erfolgte mit Hilfe einer rotierenden Kupferanode an einem Phosphor-
Bildplatten-Detektor bei 100 K. Ein kompletter Datensatz der gut streuenden Einkristalle
wurden anschlieBend am europidischen Elektronensynchrotron (ESRF) in Grenoble,
Frankreich, aufgenommen. Ein Diffraktionsbild ist exemplarisch in Abb. 36 wiedergegeben.

Wihrend die Kristalle im Haus maximal bis 3.0 A Bragg-Abstand streuten, konnte mit Hilfe
der hochbrillianten Synchrotronstrahlung des ESRF Réntgendaten bis 2.1 A Auflsung
gemessen werden. Die Kristalle wachsen in einer orthorhombischen Raumgruppe (alle
Winkel 90°) mit einem Molekiil Dam DNA-MTase pro asymmetrischer Einheit (basierend
auf einem Mathews-Paramter von 2.3 A3 / Da) und Elementarzellkonstanten von a = 35,7

+0,1A,b=63,4+0,1 Aundc=1472+0,2 A.

3.5.2 Das Phasenproblem

Die an einem Kristall gebeugten Rontgenstrahlen enthalten die komplette Information iiber
die dreidimensionale Anordnung der Atome in dem Kristall. Diese Information ist in der
Amplitude und der Phase der gebeugten elektromagnetischen Welle enthalten. Die
Wellenldnge des Primirstrahls wird durch die Beugung am Kristallgitter nicht verdndert und
ist somit bekannt. Werden die gebeugten Rontgenstrahlen detektiert, so kann die Amplitude
durch die relative Intensitit gemessen werden. Eine Messung der Phase ist prinzipiell nicht
moglich, wodurch ein entscheidender Teil der notwendigen Information fiir die Berechnung
der Elektronendichte im Kristall verlorengeht. Da die Rontgenstrahlen an der Elektronenhiille
der Atome gestreut werden, ergibt die Rontgenstrukturanalyse nicht sofort die exakten
Atomkoordinaten wieder, sondern die dreidimensionale Verteilung der Elektronen der Atome,
die als Elektronendichte bezeichnet wird. Die Elektronendichte an jedem Punkt im Kristall
1aBt sich aus der Strukturfaktoramplitude, der dazugehdrigen Phase und den Dimensionen der
Elementarzelle berechnen. Fiir die Bestimmung der Molekiilstruktur sind demnach beide

Werte, die Amplitude und die Phase erforderlich.



Ergebnisse Seite 58

Abb. 36: Rotations-Diffraktionsbild eines Kristalles der Dam DNA-MTase in Komplex mit DNA. Die
Aufnahme dieser Rontgendiffraktionsdaten erfolgte an der Mess-Station ID14-2
(Réntgenwellenlinge 0.934 A) am ESRF in Grenoble. Der Oszillationswinkel der Aufnahme
betrug 1,0°, die Daten wurden mit Hilfe eines ADSC Q4 CCD-Detektors bei 100 K
aufgenommen. Die einzelnen Kreise kennzeichnen die Auflosungsgrenzen 8,7 A, 4,4 A, 2,8 A
und 2,2 A (von innen nach auBen). Die duBeren Reflexe sind innerhalb der dargestellten Kontour
mit dem Auge nicht mehr zu sehen, konnten aber von der Software bis 2,1 A erkannt werden.
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Es gibt verschiedene Moglichkeiten, die fehlenden Phaseninformationen zu erhalten. Eine
davon ist der molekulare Ersatz (MR), falls bereits ein dreidimensionales Strukturmodell
vorhanden ist. Der Finsatz des MR reicht von sehr einfachen Problemen, wie die
Untersuchung einer neuen Kristallform einer bereits aufgeklarten Proteinstruktur oder die
Analyse von Mutanten eines Proteins mit bekannter Struktur bis hin zu Proteinen, die nur eine
gewisse Sequenzidentitdt zu einem Protein mit bereits bekannter Struktur zeigen. Aus den
Koordinaten der bekannten Proteinstruktur kénnen die Strukturfaktoramplituden und die
Phasen fiir das Modell berechnet werden. Mit den Modellphasen und den gemessenen
Strukturfaktoramplituden wird eine Elektronendichtekarte fiir die neue Kristallstruktur
erhalten. Normalerweise unterscheiden sich sowohl die Raumgruppen als auch die
Orientierung des Proteinmolekiils in der bekannten und der neuen Struktur. Daher muf3 das
bekannte Strukturmodell erst korrekt in der neuen Kristallzelle plaziert werden. Dieses
sechsdimensionale Suchproblem wird in zwei Schritte aufgeteilt. Zuerst wird die
Rotationsorientierung mit Hilfe einer Patterson-Funktion ermittelt. Dabei werden zwei
Patterson-Funktionen berechnet, die eine mit den Strukturfaktoramplituden aus den
gemessenen Beugungsintensititen, die andere mit den Strukturfaktoramplituden, die aus den
Atomkoordinaten des Suchmodells berechnet werden. Die zwei Sétze von Patterson-Vektoren
werden dann durch eine Produktfunktion miteinander korreliert, wobei der eine Vektorensatz
gegen den anderen in kleinen Winkelschritten um alle drei Achsen gedreht wird. Bei einer
guten Ubereinstimmung gibt die daraus erhaltene Rotationsfunktion einen hohen Wert, der
eine mogliche Rotationslosung anzeigt. AnschlieBend wird das rotierte Suchmodell
entsprechend in alle drei Raumrichtungen translatiert und eine sogenannte
Translationsfunktion optimiert, wobei nach jedem Schritt eine Korrelation zu den
experimentellen Strukturfaktoramplituden berechnet wird. Nachdem das Suchmodell in der
neuen Kristallzelle plaziert wurde, kann eine Elektronendichte berechnet und mit der
Korrektur und Verfeinerung der Struktur begonnen werden.

Die Methode des molekularen Ersatzes wurde auch fiir den Datensatz der mit der Dam DNA-
MTase erhaltenen Kristalle eingesetzt. Als Modellstruktur wurde die kiirzlich geldste
Kristallstrukur der DpnM DNA-Adenin-Methyltransferase aus dem Dpnll Restriktions-
Modifikations-System von Streptococcus pneumoniae (Tran et al., 1998) verwendet. Wie die
Dam DNA-MTase gehort auch die DpnM DNA-MTase zur a-Gruppe der DNA-MTasen
(Malone ef al., 1995). In Abb. 37 ist die Struktur abgebildet.
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Abb. 37: Kiristallstruktur der DpnM DNA-MTase im Komplex mit Cofaktor AdoMet (magenta).
Hervorgehoben ist das konservierte Motiv DPPY (griin).

Das Protein besitzt eine C-formige Struktur. Es ist aus einer grolen Doméine, zu der die
Aminosédurereste 10 - 76 und 169 - 284 zdhlen und einer kleinen Doméne mit den
Aminoséureresten 77 - 168 aufgebaut. Die gro3e Domine, die etwa 2/3 des gesamten Proteins
ausmacht, besteht aus sieben [B-Faltbldttern, die von a-Helices umgeben sind. Aufler im
siebten Faltblatt gehen allen anderen [3-Faltblittern a-Helices voraus, die parallel zu diesen
orientiert sind. Diese Doméne bindet auch den Cofaktor AdoMet. Er wird in einer Tasche an
der Oberflidche des Enzyms gebunden. In die Furche, die durch die beiden Domédnen gebildet
wird, wiirde die DNA hineinpassen. Doch ist bislang die Struktur in Gegenwart von DNA
nicht aufgeklért, so dass dieses nur eine Modellvorstellung ist.

Der molekulare Ersatz wurde mit dem Programm AMoRe (Navaza, 1994) aus dem CCP4
Programmpaket (CCP4, 1994) durchgefiihrt. Doch ist es nicht gelungen mit der DpnM DNA-
MTase die Phasierung erfolgreich abzuschlieBen. Ein Grund dafiir kdnnte in der geringen

Aminosduresequenzidentitit zwischen der DpnM und der Dam DNA-MTase von 27 % liegen.

Eine weitere Methode zur Bestimmung der fehlenden Phaseninformation ist die Methode des

isomorphen Ersatzes. Hierbei werden die Proteinkristalle in Losungen von Salzen oder
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Verbindungen transferiert, die ein Atom oder Ion mit hoher Massenzahl enthalten. Die
Schweratomverbindungen diffundieren in den Kristall und binden an das Protein. Je nach den
chemischen Eigenschaften des Metallions oder der Metallverbindung bilden sie mit dem
Protein eine kovalente Bindung, z.B. Hg*"-Ionen mit der Thiolgruppe eine Cysteinrestes oder
eine koordinative Bindung wie [PtC14]2' mit der Seitenkette eines Histidinrestes. Durch ihre
groBBere Zahl an Elektronen beugen die Schweratome Rontgenstrahlen viel starker als die in
den Aminosduren enthaltenen Atome. Fiir diese Methode ist es wichtig, dass das Schweratom
keine Veridnderung an der Proteinstruktur oder der Packung der Proteinmolekiile im Kristall
bewirkt. Das heif3t, dass der Schweratom-modifizierte Kristall isomorph zu dem nativen
Kristall sein muf}. Die Reflexe eines isomorphen Derivatkristalls liegen somit an identischen
Positionen auf sich entsprechenden Beugungsaufnahmen, die relativen Intensititen
unterscheiden sich aber. Durch die Intensititsunterschiede der Reflexe zwischen dem nativen
und dem isomorphen Derivatkristall kann die Position der Schweratome in der Kristallzelle
berechnet werden. Hierzu wird ebenfalls eine Patterson-Funktion verwendet. Diese stellt
einen Satz von Vektoren dar, deren Betrige und Richtungen den Abstinden und
Orientierungen zwischen den Atomen in der Kristallzelle entsprechen. Dabei haben alle
Vektoren thren Anfangspunkt im Koordinatenursprung. Die Patterson-Funktion wird mit den
Differenzen zwischen den Strukturfaktoramplituden von nativen und derivatisierten Kristallen
berechnet, das hei3t man erhdlt die Vektoren, diec den Abstinden und den relativen
Orientierungen zwischen den Schweratomen entsprechen. Es wird somit zuerst die Lage des
an das Protein gebundenen Schweratoms im Kristall bestimmt. Die durch diese
Schweratomposition erhaltene Phaseninformation erlaubt eine grobe Abschédtzung der Phasen
fiir die Proteinstruktur. Um eine bessere Bestimmung zu erhalten, werden unterschiedliche
Metallverbindungen der Reihe nach getestet und somit auch eine Bindung an verschiedenen
Stellen des Proteins erreicht. Die Kombination der Phaseninformation der verschiedenen
Derivatkristalle wird daher multiple isomorphous replacement (MIR) genannt.

Eine dritte Methode zur Bestimmung von Proteinkristallstrukturen beruht auf der anomalen
Streuung von Rontgenstrahlen. Normalerweise sind die Intensititen der zwei Reflexe, die
durch Inversionssymmetrie miteinander verkniipft sind identisch. Die Anwesenheit
bestimmter Atome im Kristall kann jedoch dazu fiihren, dass sich die Intensititen
unterscheiden. Dieses wird als anomale Dispersion bezeichnet. Die GroBe dieser
Intensitdtsunterschiede hingt zum einen von dem Atom ab, das fiir die anomale Dispersion
verantwortlich ist, und zum anderen von der Wellenldnge des Rontgenstrahls. Bei den in den

Aminosduren enthaltenen Atomen ist der Effekt der anomalen Dispersion sehr gering und
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kann mefitechnisch kaum erfasst werden. Anders verhilt sich dies bei vielen Schwermetallen,
die zur MIR-Phasenbestimmung an das Protein gebunden werden. Liegt eine
Rontgenabsorptionskante des Metalls in der Ndhe der Wellenldnge des Rontgenstrahls,
kommt es zur Mitwirkung der inneren Elektronen am Streuvorgang und so zur anomalen
Dispersion durch eine Phasenverschiebung. Aus den auftretenden Intensititsunterschieden
1aBt sich die Position des anomalen Streuers und daraus die Phaseninformation ableiten. Bei
einem MAD-Experiment (multiple wavelength anomalous dispersion) werden bei drei
verschiedenen Wellenldngen jeweils komplette Datensitze von einem Kristall gesammelt. Bei
der Wellenldnge direkt am Absorptionsmaximum wird ein starkes anomales Signal gemessen,
bei einer Wellenldnge knapp neben dem Absorptionsmaximum wird ein Datensatz erhalten,
der isomorphe Differenzen zu dem dritten Datensatz ergibt. Dieser dritte Datensatz ist der
native Datensatz, der bei einer Wellenlinge ohne signifikanter anomaler Beugung
aufgenommen wird. Die Kombination der anomalen und isomorphen Phasen aus einem

erfolgreichen MAD-Experiment fiihrt meist zu einer interpretierbaren Elektronendichte.

Damit entweder MIR- oder MAD-Experimente mit der Dam DNA-MTase zur Losung des
Phasenproblems durchgefiihrt werden konnen, miissen Kristalle geziichtet werden die
zusitzlich weitere Atome enthalten als der native Datensatz. Da die Kristallisation in
Gegenwart von DNA durchgefiihrt wurde, lag es Nahe iiber die DNA zusitzliche Atome in
den Kristall einzufiihren. Dafiir wurde jeder Thyminrest innerhalb des doppelstringigen 12
Basenpaare langen Duplex-ODNs gegen 5-loduracil ausgetauscht. Da im ersten Strang zwei,
im Gegenstrang drei 5-loduracilnukleotide eingebaut wurden, konnten insgesamt drei
unterschiedliche Duplex-ODN, nidmlich mit zwei, drei oder fiinf Iodatomen nach
Hybridisierung erhalten werden. Jedoch zeigte die Dam DNA-MTase in Gegenwart von
5-loduracil-haltiger DNA ein sehr viel schlechteres Kristallisationsverhalten als in Gegenwart
von nativer DNA. Es wurde mit diesen Kristallen kein eindeutiges Signal und nur ein
Datensatz mit niedriger Auflosung und schlechter Statistik erhalten. Zudem tauchte das
Problem auf, dass durch die Tatsache das kein hemimethylierter Gegenstrang fiir die
Kiristallisation verwendet wurde, der Dam DNA-MTase keine Richtung der DNA-Bindung
vorgegeben wurde. Dieses mogliche Problem wurde bei vergleichbaren Ansdtzen, bei denen
jeder Thyminrest innerhalb der doppelstringigen DNA gegen 5-Bromuracil ausgetauscht
wurde, beachtet. Es wurden folglich Ansétze in Gegenwart von doppeltmodifizierter DNA
durchgefiihrt. Die erste Modifikation beinhaltete das Einbringen von 5-Bromuracil und die

zweite Modifikation die Verwendung von N6-Methyladenin im Gegenstrang. Doch auch der
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Komplex aus Dam DNA-MTase und hemimethylierter DNA, die insgesamt finf Br-Atome
enthielt, kristallisierte wesentlich schlechter als der native Komplex. Es ist jedoch gelungen
ein anomales Signal zu messen. Bei einem Fluoreszenzscan konnte auch gezeigt werden, dass
Br in dem Kristall enthalten war, doch hat das Signal nicht ausgereicht, um die Br-Atome zu
lokalisieren. Bei diesem Kristall sind 360° gemessen worden, dennoch besall er bei einer
Auflésung von 3,2 A eine zu schlechte Statistik, um weiter ausgewertet werden zu kdnnen.
Betrachtet man die Sequenz der verwendeten DNA und schaut sich den Abstand zwischen
den einzelnen Br-Atomen innerhalb dieser an, so stellt man fest, dass jeweils zwei Paare (blau
und griin dargestellt) rdumlich nah zueinander sind und mdglicherweise aufgrund der
niedrigen Auflésung nur jeweils ein Signal ergeben.

A G -3

A G G A Br C
C C G C -5

C C

G Br Br AY™G A
Ein weiteres Problem, das besonders bei dem verwendeten 5-loduracil aber auch bei dem
5-Bromuracil auftreten kann, ist eine durch die Bestrahlung des Kristalls induzierte
Abspaltung des lod- bzw. Br-Atoms. Dieser Effekt wird durch zunehmende Bestrahlungszeit
und Intensitdt verstarkt. Dadurch ist das jeweilige Atom nicht mehr kovalent gebunden und
kann infolge dessen nicht lokalisiert vorliegen.

Es wurde auch versucht die MAD-Methode durch Einbau von Seleno-Methionin in die Dam
DNA-MTase durchzufiihren. Doch scheiterte dieses Experiment an der Expression der
Seleno-Methionin-modifizierten Dam DNA-MTase. Die Zellanzucht und Expression der Dam
DNA-MTase in Gegenwart von Seleno-Methionin-haltigem Medium war sehr schlecht und
lieferte keine zufriedenstellend saubere modifizierte Dam DNA-MTase. Auflerdem war die
erhaltene Menge an Protein zu gering, um damit Kristallisationsansdtze durchfiihren zu
konnen.

Somit blieb nur die Moglichkeit native Kristalle mit Schwermetallsalz-Losungen zu tranken.
Doch konnten mit dieser Methode bislang keine Kristalle erhalten werden, die einen
geeigneten Datensatz liefern.

Das grofite Problem bei der Kristallisation der Dam DNA-MTase besteht darin, ausreichend
grofe und einzelne Kristalle herzustellen. Insgesamt sind rund 95 % aller Kristalle in
irgendeiner Form miteinander verwachsen. Am haufigsten treten ganze Kristallbiischel auf.
Aus den bisherigen Daten geht hervor, dass der Kristall eine zweizdhlige Achse hat.
Wabhrscheinlich liegt diese zwischen den beiden DNA-Strangen. Doch genau darin liegt das

Problem. Da die DNA nicht palindromisch ist, muBl es zwangslidufig zu einem
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Symmetriebruch kommen. Wahrscheinlich liegt jeweils ein DNA-Strang mit der daran
gebundenen Dam DNA-MTase in einer Einheitszelle und der Gegenstrang mit der daran
gebundenen Dam DNA-MTase in einer anderen Einheitszelle, die jedoch aufgrund der DNA
nicht identisch sein kann. Somit ist auch keine Raumgruppensicherheit gegeben und die

Phasierung der Daten wird zusitzlich erschwert.
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3.6 Charakterisierung der DNA-Bindungsstelle der Dam DNA-
MTase

Da es bislang noch nicht gelungen ist die Kristallstruktur der Dam DNA-MTase zu
bestimmen, wird die Photocrosslinking-Reaktion mit 5-loduracil-haltigem Duplex-ODN
benutzt, um Auskunft iiber Aminoséurereste zu erhalten, die an der Wechselwirkung mit der
extrahelikalen Zielbase beteiligt sind. Diese Methode ist schon mehrfach zum Erwerb von
Informationen iiber Protein-DNA Wechselwirkung verwendet worden. Beispielsweise wurde
mittels der Photocrosslinking-Reaktion der an der DNA-Bindung beteiligte Aminosdurerest
bei der Endonuklease PI-Scel (Pingoud et al., 1999) und der Restriktionsendonuklease Ssoll
(Kubareva et al., 2000) charakterisiert. Auch fiir DNA-MTasen wie M-EcoRI (Wong et al.,
2000) und M-CviBIII (Holz et al., 1999a) ist diese Methode angewandt worden.

Fiir die Photocrosslinking-Reaktion wird Dam DNA-MTase in Gegenwart von DamP(A21)18
und AdoMet mit einer Hg-Dampflampe bestrahlt. Bei dieser Reaktion wird auf die Synthese
eines  hemimethylierten = Duplex-ODNs  verzichtet und  statt  dessen  die
Methylierungseigenschaften der DNA-MTase ausgenutzt. Nach 70 min Bestrahlung wird die
Reaktion beendet und das Crosslinking-Produkt  mittels  Anionenaustauscher-
Chromatographie gereinigt. In Abb. 38 ist ein Chromatogramm der Reinigung des Komplexes
aus Dam DNA-MTase und DNA dargestellt. Die Ausbeute an Protein-DNA-Komplex lag bei
lediglich 29 %, was auf die geringe Leistung der fiir die Bestrahlung verwendeten

Hg-Dampflampe zuriickzufiihren ist.
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Abb. 38: Chromatogramm der Reinigung der Crosslinking-Reaktion von Dam DNA-MTase mit DamP(A21)18.
In blau ist die Absorption bei 260 nm und in rot die Absorption bei 280 nm dargestellt. Der Komplex
eluiert aufgrund der stirkeren Abschirmung der negativen Ladung der DNA durch das Protein bei
geringerem Salzgehalt (14,5 min) als die freie DNA (17,4 min).

Im AnschluB an die Aufreinigung und Entsalzung wird der Protein-DNA-Komplex
proteolytisch fragmentiert. In fritheren Arbeiten mit M-CviBIII (Holz ef al., 1999a) konnte
gezeigt werden, dass das Tyrosin 122 innerhalb der Peptidsequenz NPPY des konservierten
Motivs IV die kovalente Bindung zur DNA ausbildet. Da auch die Dam DNA-MTase dieses
konservierte Motiv mit der Peptidsequenz DPPY enthélt, war anzunehmen, dass auch hier der
Tyrosinrest an der DNA-Bindung beteiligt ist. Um ein moglichst kleines Peptidfragment nach
der proteolytischen Fragmentierung zu erhalten, wurde deshalb eine zweifache
Fragmentierung des gereinigten Komplexes durchgefiihrt. Dieser wurde zunichst iiber Nacht
bei Raumtemperatur mit 1/20-Gewichtsanteilen an Trypsin inkubiert und anschlieBend mit
der entsprechenden Menge an Chymotrypsin innerhalb von 4,5 h bei Raumtemperatur
behandelt.  AnschlieBend  wurde das  Peptid-DNA-Fragment  erneut  mittels
Anionenaustauscher-Chromatographie gereinigt. Das Chromatogramm ist in Abb. 39

dargestellt.
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Abb. 39: Chromatogramm des mit Trypsin und Chymotrypsin fragmentierten, kovalenten Komplexes aus Dam
DNA-MTase und DNA. Die Absorption bei 260 nm ist in blau und die Absorption bei 280 nm ist in
rot dargestellt. Das Peptid-DNA-Fragment eluiert bei dem selben Salzgehalt (17,4 min) wie freie
DNA.

Deutlich erkennt man, dass das Peptid-DNA-Fragment bei dem selben Salzgehalt eluiert wie
die freie DNA. Die negative Ladung der DNA wird durch das kovalent gebundene
Peptidfragment nicht signifikant abgeschirmt, so dass bei dem Peptid-DNA-Fragment im
Gegensatz zum Protein-DNA-Komplex die Eigenschaften der DNA bei der
Anionenaustauscher-Chromatographie iiberwiegen. Damit sichergestellt werden konnte, dass
es sich bei dem mittels Anionenaustauscher-Chromatographie gereinigten Produkt tatsidchlich
um ein kovalentes Peptid-DNA-Fragment handelt, wurde das Produkt mit Hilfe der PNK
radioaktiv markiert und mittels Schigger-Jagow Gelelektrophorese analysiert. In Abb. 40 ist

das erhaltene Autoradiogramm abgebildet.
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Abb. 40: Autoradiogramm des fragmentierten, kovalenten Komplexes aus Dam DNA-MTase und DNA. Neben
einzelstringiger DNA (ss DNA), doppelstrangiger DNA (ds DNA) und dem Komplex (XL) ist der
fragmentierte Komplex (Fragmentierung) aufgetragen. Deutlich erkennt man, dass es sich um ein
Peptid-DNA-Fragment handelt, da dieses eine geringere Mobilitdt als ds DNA im Schigger-Jagow-
Gel besitzt.

Nach der anionenaustauscher-chromatographischen Aufreinigung wurde das DNA-haltige
Peptidfragment in Wasser iiberfiihrt und eine N-terminale Peptidsequenzierung durchgefiihrt.
Die Ansequenzierung dieses Fragments durch Edman-Abbau zeigte folgende

Aminosduresequenz:

Da die Probe nicht ganz homogen war, waren mehrere parallele Sequenzen vorhanden. Doch

konnte eine Hauptsequenz iiber die Zyklen 2-6 gut gelesen werden. Die Zyklen 2-4 sind trotz
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Hintergrund aussagekriftig und zeigen als Hauptsignale die Aminosduren D, P, P des
erwarteten proteolytischen Fragments der Dam DNA-MTase. Somit leitet sich das
modifizierte Peptid von den Aminosdren 180 — 185 (CDPPYA) der Dam DNA-MTase ab. Die
Abwesenheit des erwarteten Cysteins im ersten Zyklus ist kein Widerspruch, da sich diese
Aminosdure im Edman-Abbau nur schwer detektieren 1df3t. Das fehlende Tyrosinsignal im
fiinften Zyklus bestitigt die Vermutung, dass dieser Aminoséurerest bei der lichtinduzierten
Crosslinking-Reaktion eine kovalente Bindung mit der DNA ausbildet. Der daran
anschlieBende Zyklus zeigt ein Signal fiir A bevor die Sequenz abbricht und die Signale vor

dem heterogenen Hintergrund nicht mehr lesbar sind.
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4 DISKUSSION

Die DNA ist der Trager der Erbinformation in allen zelluldren Lebensformen sowie in vielen
Viren. Zum Ablesen dieser Information bedarf es einer Vielzahl von Proteinen. Proteine, die
an die DNA binden, kénnen diese biegen, knicken oder sogar eine ganze Base aus der
doppelstrangigen a-Helix herausklappen. Neben diesen Deformationen in den Protein-DNA-
Komplexen kann die DNA als solche auch kovalent verdndert werden, indem bestimmte
Basen modifiziert werden. Eine solche Modifikation wird beispielsweise durch DNA-MTasen
verursacht. Diese Enzyme erkennen bestimmte Sequenzen innerhalb der doppelstringigen
DNA und katalysieren die Ubertragung der aktivierten Methylgruppe des Cofaktors AdoMet
auf ithre Zielbase innerhalb der Erkennungssequenz. In der hier vorliegenden Arbeit sollte die
Funktionsweise der N6-Adenin Dam DNA-MTase aus E. coli untersucht werden. Der
Mechanismus der Enzymkatalyse sollte biophysikalisch ndher charakterisiert werden. Aus
diesen = dynamischen = Prozessen @ kann man  die  Bindungsreaktion = und
Methylgruppeniibertragung beschreiben. Zusétzlich zu diesen funktionellen Untersuchungen
sind strukturelle Untersuchungen von grofem Interesse. Mit ihnen erhidlt man direkte
Informationen iiber Wechselwirkungen zwischen dem Protein, DNA und dem Cofaktor.

Beide Aspekte sollten in dieser Arbeit berticksichtigt werden.

4.1 Basenausklapp-Mechanismus der Dam DNA-MTase

Betrachtet man die DNA mit ihrer doppelt-helikalen Struktur, so erscheint es schwierig sich
eine enzymkatalysierte Methylgruppeniibertragung von AdoMet auf die DNA ohne
Deformation der DNA Struktur vorzustellen. Dieses Problem wird besonders deutlich bei den
C5-Cytosin-DNA-MTasen, die zur Methylierung eine kovalente Enzym-Substrat
Zwischenstufe ausbilden (Wu et al., 1987). Die Arbeiten von Smith (Baker ez al., 1988, Smith
et al., 1987) an menschlicher DNA-MTase, die eine groBe Ahnlichkeit zu den bakteriellen
C5-Cytosin DNA MTasen besitzt, zeigen, dass die Identitdt der Zielbase nicht entscheidend
fiir die Erkennung durch das Substrat ist. Weiterhin wurde vorgeschlagen, dass die
Methylierungsreaktion der Base einen nicht-planaren Ubergangszustand passiert, der die
natiirliche Basenstapelung der DNA storen sollte. In dem Reaktionsmechanismus sollten sich

folglich die Thiolgruppe des konservierten Cysteinrestes und die Methylgruppe des Cofaktors
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AdoMet von entgegengesetzten Seiten der Ebene des Cytosinringes ndhern. Doch wird dieser
Platz ober- und unterhalb der Nukleobase gewo6hnlich von den Nachbarbasen eingenommen,
so dass fiir das Cytosin eine extrahelikale Position vorgeschlagen wurde. Die Existenz von
extrahelikalen Basen in der DNA-Struktur in Abwesenheit von DNA-bindenden Proteinen
wurde bereits bei Untersuchungen der Lebensdauer von Basenpaaren vorgeschlagen und bei
NMR-Untersuchungen an DNA mit Basenfehlpaarungen oder abasischen Stellen bestétigt
(Guest et al., 1991; Kao et al., 1993; Lin et al, 1998). Die ganze Reichweite dieser
Uberlegungen wurde jedoch erst mit der Aufklirung der ersten Kristallstruktur einer
C5-Cytosin-DNA-MTase im Komplex mit DNA und dem Cofaktor deutlich (Klimasauskas ef
al., 1994). Die Kristallstruktur des ternidren Komplexes von M-Hhal zeigt deutlich ein
extrahelikales Zielcytosin. Dabei wird die Zielbase um ca. 180° aus der DNA-Helix
herausgedreht und in dem katalytischen Zentrum positioniert. Ein solcher Basenausklapp-
Mechanismus konnte auch fiir eine weitere C5-Cytosin-DNA-MTase (M-Haelll) durch
Rontgenstrukturanalyse bestdtigt werden (Reinisch et al., 1995). Neben diesen beiden
C5-Cytosin-DNA-MTasen ist auch fiir die N6-Adenin-DNA-MTase M:Tagl ein solcher
Basenausklapp-Mechanismus beobachtet worden (Goedecke et. al., 2001). Folglich liegt es
nahe, den Basenausklapp-Mechanismus als allgemeingiiltigen Mechanismus fiir DNA-
MTasen anzunehmen. Um diese Allgemeingiiltigkeit zu verifizieren, wurden Untersuchungen
an der Dam DNA-MTase diesbeziiglich durchgefiihrt. Fiir diese Untersuchung wurde das 2-
Ap als Fluoreszenzsonde in die DNA eingebaut. Innerhalb der helikalen Struktur der DNA ist
die  2-Ap-Fluoreszenz aufgrund von Basenstapelungswechselwirkungen stark herabgesetzt.
Fluoreszenztitrationen eines Duplex-ODNs, in dem das Zieladenin durch 2-Ap ersetzt ist,
mit der Dam DNA-MTase zeigten einen sechzehnfachen Anstieg der 2-Ap Fluoreszenz.
Dieser sehr starke Fluoreszenzanstieg ist im Einklang mit einem Herausklappen des 2-Ap-
Restes aus der DNA durch das Enzym. Somit kann auch fiir die Dam DNA-MTase ein
Basenausklapp-Mechanismus angenommen werden, der die Allgemeingiiltigkeit fiir DNA-
Mtasen unterstiitzt.

Verbunden mit dieser Fluoreszenztitration konnte eine weitere sehr interessante Beobachtung
gemacht werden. Bei dieser Titration handelte es sich um eine sogenannte active-site-
Titration, mit der die Stochiometrie des gebildeten Komplexes bestimmt werden kann. Es war
deutlich eine 2:1-Stochiometrie erkennbar. Demnach sollten zwei Dam DNA-MTase
Molekiile an ein Molekiil DNA binden. Diese Beobachtung ist neu und es wird allgemein

davon ausgegangen, dass DNA-Mtasen als Monomer an ihre Erkennungssequenz binden.
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4.2 Stochiometrie des Dam-DNA-Komplexes

Die Dam DNA-MTase liegt in Losung als Monomer vor. In den Fluoreszenztitrationen von
2-Ap-haltigem Duplex-ODN mit der Dam DNA-MTase zeigte sich aber, dass die Dam DNA-
MTase als Dimer an die DNA bindet. Bislang wurde bei keiner anderen DNA-MTase ein
vergleichbares Verhalten mittels Fluoreszenztitrationen beschrieben, so dass weitere
Untersuchungsmethoden gefunden werden sollten, die diese Dimerisierung bei der DNA-
Bindung bestdtigen. Fiir diese Untersuchungen wurde die Photocrosslinking-Reaktion mit
5-loduracil als Chromophor in der DNA verwendet. Die Bestrahlung von 5-loduracil-haltiger
DNA in Gegenwart DNA-bindender Proteine ist eine bekannte Methode, um kovalente
Komplexe zwischen beiden Bindungspartnern darzustellen. In dieser Arbeit ist es gelungen
einen Komplex aus Hairpin-DNA und zwei daran kovalent gebundenen Dam DNA-MTasen
zu 1isolieren und massenspektroskopisch nachzuweisen. Die beobachtete Masse von
75868 g/mol steht im Einklang mit einer berechneten Masse von 76311 g/mol und weicht
lediglich um 0,6 % von der berechneten Masse ab. Da eine solche kovalente Bindung nicht
zwangsliufig etwas liber das Verhalten der Dam DNA-MTase in Losung aussagt, wurden
weitere Experimente bezliglich der Dimerisierung unter nativen Bedingungen durchgefiihrt.
Zur Bestimmung von Bindungsstochiometrien unter nativen Bedingungen eignet sich die
analytische  Ultazentrifugation. In Gleichgewichtsexperimenten mit verschiedenen
Verhiltnissen von Dam DNA-MTase und DNA konnten die experimentellen Daten am besten
mit einem Modell erklart werden, bei dem zwei Dam DNA-MTase-Molekiile an die DNA
binden. Damit ist es erstmalig bei der Dam DNA-MTase gelungen eine 2:1-Stochiometrie
direkt nachzuweisen. Dieses ist zwar ungewohnlich, doch gibt es schon seit lingerem
Anbhaltspunkte fiir eine Funktion der Dam DNA-MTase als Dimer. So wurde bereits die Dam
DNA-MTase aus dem T4-Phagen beziiglich ihrer Stochiometrie untersucht (Zinovev et al.,
1996). Die T4-Phagen Dam DNA-MTase besitzt die gleiche Erkennungssequenz wie das
Enzym aus E. coli und methyliert ebenfalls die N6-Position des Adenins. Die Stochiometrie
der Bindung der T4-Dam DNA-MTase an spezifische DNA wurde mittels Gelfiltration und
Succrose-Gradienten-Ultrazentrifugation untersucht. Dabei zeigte sich in beiden Methoden,
dass jeweils zwei DNA-MTase-Molekiile sowohl an 32 Basenpaare lange Duplex-ODN wie
auch an 20 Basenpaare lange DNA binden. Lediglich an der 12 Basenpaare langen DNA
konnte nur eine 1:1-Bindungsstochiometrie nachgewiesen werden. Das Nicht-Vorhandensein

des Dimers bei der kurzen DNA kann an einer ungeniigenden Affinitdt bzw. Stabilitdt des
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Komplexes liegen. Es ist natiirlich auch denkbar, dass die zweite T4-DNA-MTase nicht
spezifisch an die ldngeren Duplexe bindet.

In weiteren Untersuchungen beziiglich der AdoMet-Bindung der Dam DNA-MTase aus
E. coli wurde gezeigt, dass der Cofaktor zwei Funktionen ausiibt. Zum einen wirkt er als
allosterischer Effektor und zum anderen als Methylgruppendonor (Bergerat et al., 1990). Zur
Erklarung dieser Beobachtung konnen mehrere Modelle aufgestellt werden. Ein Modell
beinhaltet eine Bindungsstelle fiir AdoMet pro Dam DNA-MTase Molekiil. Die Bindung von
AdoMet an das Enzym iniziiert den allosterischen Effekt. Das zweite Modell impliziert die
Existenz von zwei unterschiedlichen Bindungsstellen fiir AdoMet. Bei einem 32 kDa grof3en
Protein wire es jedoch unwahrscheinlich zwei Bindungstaschen fiir den Cofaktor zu finden.
Deshalb erscheint ein drittes Modell, in dem jedem Enzym eine AdoMet Bindungstelle
zugesprochen wird und dafiir zwei DNA-MTase-Molekiile nicht symmetrisch an die DNA
binden, wahrscheinlicher.

Wie bereits beschrieben gehort die Dam DNA-MTase nicht zu einem Restriktions-
Modifikations-System und genau darin konnte auch ein moglicher Grund fiir das
iberraschende DNA-Bindungsverhalten der Dam DNA-MTase liegen.

Ein Restriktions-Modifikations-System setzt sich aus einer Restriktions-Endonuklease und
einer DNA-MTase zusammen. Das Substrat fiir das Restriktionsenzym ist Fremd-DNA, die
an definierten Erkennungsstellen geschnitten wird. Das Substrat flir das Modifikationsenzym
ist die zelleigene DNA, die innerhalb der Erkennungssequenzen der Endonuklease methyliert
wird und dadurch vor dem Verdau durch das Restriktionsenzym geschiitzt wird. Die
Restriktions-Modifikations-Systeme werden in drei groBe Gruppen unterteilt (Bickle, 1987).
Es sind mittelerweile iiber 3000 Typ II Restriktionsendonukleasen bekannt. Diese erkennen
kurze fiir gewohnlich palindromische Sequenzen von 4-8 Basenpaaren und spalten die DNA
in Gegenwart von Mg”" innerhalb dieser Sequenzen oder in nichster Nihe (Pingoud ef al.,
2001). Fir gewdhnlich wird diese Funktion durch ein Homodimer aus zwei
Restriktionsenzymen durchgefiihrt. Da die Dam DNA-MTase aber kein entsprechendes
Restriktionsenzym besitzt, ist es durchaus moglich, dass gerade aufgrund ihrer
Alleinstindigkeit die Dam DNA-MTase ihre Methylierungsfunktion als Dimer erfiillt.
Kiirzlich ist eine weitere DNA-MTase entdeckt worden, die eine ungewdhnliche
Funktionsweise besitzt. Es handelt sich um die Typ IC DNA-MTase M-EcoR124l. Diese
DNA-MTase ist ein trimeres Enzym mit einer molekularen Masse von 162 Da (Smith ef al.,
2001). Dieses Enzym setzt sich aus zwei Molekiilen der Untereinheit HsdM und einem
Molekiil der Untereinheit HsdS zusammen und folgt der Stochiometrie M,S; (Taylor et al.,
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1992). Somit binden zwei katalytische Untereinheiten an die DNA. Dieses dhnelt dem
beschriebenen Verhalten der Dam DNA-MTase. Es wird damit deutlich, dass DNA-MTasen
durchaus auch eine andere Bindungsstochiometrie zur DNA haben kénnen und im Laufe der

Evolution auf ihre jeweilige Funktion optimiert wurden.

4.3 Bindung der Dam DNA-MTase an DNA

Die Wechselwirkung von der Dam DNA-MTase mit spezifischer 2-Ap haltiger DNA fiihrte
zu einer Erhohung der 2-Ap-Fluoreszenz. Nachdem bestitigt werden konnte, dass die Dam
DNA-MTase als Dimer an diese DNA bindet, wurden Titrationen mit verschiedenen DNA
Konzentrationen durchgefiihrt. Diese Daten konnten anschlieBend mittels zweier denkbarer
Modelle ausgewertet werden. Das erste Modell geht davon aus, dass die Dam DNA-MTase
Molekiile nacheinander an die DNA binden. Die gemessene Signalzunahme wurde dabei am
besten durch die Annahme beschrieben, dass beide Bindungsereignisse jeweils einen Teil zur
Fluoreszenzzunahme beitragen. Die erhaltenen Kp-Werte liegen bei 112 nM fiir die Bindung
der ersten Dam DNA-MTase und 224 nM fiir die zweite Bindung. Es konnte in allen
durchgefiihrten Titrationen kein kooperatives Verhalten festgestellt werden. Das zweite
Modell geht davon aus, dass sich in der Losung zunédchst das Dimer ausbildet und dieses
schlieBlich an die DNA bindet. Auch mit diesem zweiten denkbaren Modell war es moglich
die erhaltenen Daten auszuwerten. Fiir die Dimerisierung ergab sich ein Kp-Wert von 25 uM
und fiir die anschlieBende Bindung an DNA ein Wert von 2,8 nM. Prinzipiell sind beide
Modelle zur Bindung der Dam DNA-MTase an die DNA mdglich. Da aber ein Dimer der
Dam DNA-MTase in Abwesenheit von DNA nicht nachgewiesen werden konnte, erscheint es
wahrscheinlicher, dass die Dam DNA-MTase Molekiile nacheinander an die DNA binden.
Interessanterweise liegen die beiden erhaltenen Kp-Werte in der selben Gréfenordnung wie
der Kp-Wert der monomeren Bindung von M-Tagl an DNA (Holz et al., 1998D).

Mittels Verdrangungs- und kompetitiven Titrationen konnten auch die Kp-Werte fiir
spezifische hemimethylierte DNA und fiir DNA mit einer abasischen Stelle an der
Zielposition bestimmt werden. Die Kp-Werte wurden entweder direkt durch Verdringung des
2-Ap-haltigen Duplex-ODNs aus dem Komplex mit der Dam DNA-MTase oder durch eine
kompetitive Titration in Gegenwart des 2-Ap-haltigen Duplexes erhalten. Dabei stellte sich
heraus, dass das natiirliche Substrat etwa die gleiche Affinitdt zur Dam DNA-MTase besitzt
wie die 2-Ap-haltige DNA. Bei der Auswertung dieser Daten wurde der Einfachheit halber
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angenommen, dass die Dam DNA-MTase direkt als Dimer an DNA bindet. Die aus der
kompetitiven Titration erhaltenen Kp-Werte liegen fiir das 2-Ap-haltige Duplex-ODN bei
112 nM und fiir die hemimethylierte DNA bei 142 nM. Aus der direkten Titration ergab sich
fiir 2-Ap-haltige DNA 298 nM und fiir hemimethylierte DNA 111 nM.

Vergleichbare Titrationen mit dem Duplex-ODN, das eine abasische Stelle enthielt, lieferten
in der kompetitiven Titration eine Dissoziationskonstante von 69 nM fiir die 2-Ap-haltige
DNA und einen Kp-Wert von 0,5 nM fiir die DNA mit der abasischen Stelle. Diese Werte
stimmten mit denen aus der direkten Titration sehr gut iiberein. Diese Titrationen zeigen, dass
die Dam DNA-MTase um einen Faktor von ca. 100 besser an spezifische DNA bindet, der die
Zielbase fehlt. Dieses Verhalten wurde ebenfalls durch vergleichbare Titrationen bei den
N6-Adenin-DNA-MTasen M:Tagl (Holz et al., 1999), M-EcoRV (Cal et al.,1997) und
M:-EcoRI (Allan et al., 1998) gefunden. Mit diesen Enzymen wurde beobachtet, dass die
Affinitdt der MTasen zu Duplex-ODN mit einer abasischen Stelle um den Faktor vier bis
sogar 200 hoher ist als die Bindung an das natiirliche Substrat. Diese Beobachtungen stehen
im Einklang mit einem Basenausklapp-Mechanismus. Betrachtet man die Energien, die
iiberwunden werden miissen, um die Zielbase aus der DNA herauszuklappen, so stellt man
fest, dass fiir das Herausklappen der Base zunichst die Wasserstoftbriickenbindungen zu der
Partnerbase Thymin aufgebrochen werden miissen. Weiterhin miissen auch die
T-Basenstapelwechselwirkungen zu den Nachbarbasen iiberwunden werden. Bei beiden
Vorgingen wird Energie verbraucht. Im ausgeklappten Zustand wird dagegen Energie
gewonnen, da das Zieladenin TeStapelwechselwirkungen bzw. Wasserstoftbriickenbindungen
mit dem aktiven Zentrum der DNA-MTasen ausbilden kann. Im Fall der C5-Cytosin-DNA-
MTasen M-Hhal (Klimasauskas et al., 1994) und M-Haelll (Reinisch et al., 1995) kann
zudem eine Proteinschleife in das innerhalb der DNA entstandene Loch schwenken und dort
hydrophobe oder hydrophile Wechselwirkungen mit den umgebenden DNA-Basen
aufnehmen. Ist jedoch die Zielbase erst garnicht vorhanden, so konnen diese
Wechselwirkungen direkt ausgebildet werden, ohne dass vorher Energie fiir das
Herausklappen der Zielbase aufgebracht werden mufl. Die Folge dessen ist eine kleinere
Dissoziationskonstante flir die Bindung der DNA-MTase an Duplex-ODN mit einer
abasischen Stelle.

Die vergleichbaren Dissoziationskonstanten von 2-Ap-haltiger DNA und hemimethylierter
DNA konnen durch die strukturelle Verwandschaft von 2-Ap und Adenin erklirt werden.
Adenin als natiirliches Substrat und 2-Ap unterscheiden sich nicht wesentlich in ihrer Struktur

und  GréBe  voneinander.  Weiterhin  bildet 2-Ap  Watson-Crick  &hnliche
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Wasserstoffbriickenbindungen zu Thymin aus und folglich ist die Struktur der DNA durch
dessen Einbau nicht gestort.

Im Zuge dieser Titrationen mit 2-Ap-haltiger DNA zeigte sich, dass die Anwesenheit des
Cofaktors einen starken Einfluf3 auf das Fluoreszenzverhalten des 2-Ap hat. Fiigt man zu einer
Losung aus Cofaktor-freier Dam DNA-MTase und 2-Ap-haltiger DNA AdoMet hinzu, so
nimmt die Fluoreszenz um 83 % ab. Die Auswertung dieser Fluoreszenzabnahme ergab einen
Kp-Wert fiir die Bindung des Cofaktors AdoMet an den Dam-DNA-Komplex von 3,6 nM.
Vergleichbare Titrationen mit AdoHcy lieferten einen Kp-Wert von 753 nM. AdoHcy bindet
um einen Faktor von rund 200 schlechter an den Dam-DNA-Komplex als AdoMet. Dieses ist
aufgrund der Enzymkatalyse verstindlich, da die Methylgruppe von AdoMet auf die Zielbase
iibertragen wird und deshalb die Bindung von AdoMet besser sein sollte als die Bindung des
Produkts der Methylgruppeniibertragung. Es stellt sich natiirlich in diesem Zusammenhang
die Frage, wodurch die Fluoreszenz derart stark herabgesetzt wird. Moglicherweise wird das
2-Ap durch die Bindung von AdoMet teilweise wieder in die DNA-Helix zuriickgeklappt.
Doch erscheint diese Moglichkeit als unwahrscheinlich, denn durch das Herausklappen wird
bei den DNA-MTasen die Ubertragung der Methylgruppe erst ermdglicht. Eine
wahrscheinlichere Erklarung fiir die Fluoreszenzabnahme ist, dass der Komplex aus Dam
DNA-MTase und DNA durch das Binden des Cofaktors eine Konformationsédnderung erfihrt.
Durch diese Konformationsidnderung konnte sich die direkte Umgebung des ausgeklappten
2-Aps im aktiven Zentrum dndern. Sie kénnte hydrophober werden und somit eine Abnahme
der Fluoreszenz zur Folge haben (Ward et al., 1969). Diese Fluoreszenzabnahme durch
Zugabe von AdoMet wurde auch bei vergleichbaren Titrationen mit der Dam DNA-MTase
aus dem Bakteriophagen T4 beobachtet (Malygin et al., 2001). In Titrationen von 2-Ap-
haltigem Duplex-ODN mit der Dam DNA-MTase aus dem T4 Bakteriophagen nimmt die
Fluoreszenz um den Faktor 50 zu. Gibt man am Ende der Titration den Cofaktor AdoMet
hinzu, so nimmt die Fluoreszenz um ca. 60 % ab. Beide Dam DNA-MTasen zeigen ein
vergleichbares Verhalten. Dieses Verhalten wurde fiir die T4 Dam DNA-MTase
folgendermal3en interpretiert (Malygin ef al., 2001): in Abwesenheit von AdoMet bindet die
T4 Dam DNA-MTase an die Erkennungssequenz und klappt die Zielbase aus der DNA
heraus. Es wird zur Hélfte das 2-Ap und zur anderen Hilfte die Zielbase am Gegenstrang
herausgeklappt. Die Zugabe von AdoMet bewirkt eine allosterische Konformationsdnderung
in der T4 Dam DNA-MTase, die eine Reorientierung des Enzyms zu dem nicht markierten
Strang bewirkt. Dieses fiihrt zum bevorzugten Herausklappen der nicht markierten Zielbase

im Gegenstrang und das zuvor herausgeklappte 2-Ap wird wieder zuriickgeklappt, wodurch
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die Fluoreszenz abnimmt. Diese Umorientierung der DNA-MTase geschieht durch ein
Dissoziations-Reassoziations-Gleichgewicht oder durch eine Reorientierung ohne
Dissoziation von der DNA. Dieses wire ein denkbarer Mechanismus auch fiir die Dam DNA-
MTase aus E. coli. Im Falle der Dam DNA-MTase aus E. coli erscheint eine derartige
Umorientierung aber eher unwahrscheinlich, da das Enzym bereits als Dimer an die

palindromische Erkennungssequenz bindet.

4.4 Kinetik der DNA-Bindung der Dam DNA-MTase

Zunichst wurde die Assoziation der Dam DNA-MTase an die DNA untersucht. Erneut wurde
ein Duplex-ODN mit 2-Ap an der Zielposition als Fluoreszenz-Sonde verwendet. Die
einzelnen Bindungskinetiken bei unterschiedlichen Dam DNA-MTase-Konzentrationen
konnten einfach-exponentiell —ausgewertet werden. Die erhaltenen beobachteten
Geschwindigkeitskonstanten ks zeigten eine hyperbolische Abhédngigkeit von der Dam
DNA-MTase Konzentration. Dies zeigt, dass es sich bei der Assoziation der Dam DNA-
MTase an die DNA um mindestens einen Zwei-Schritt-Mechanismus handelt. Der erste
Schritt wird der initialen Bindung der Dam DNA-MTase an die DNA zugeordnet und der
zweite Schritt dem Herausklappen des 2-Ap-Rests aus der DNA. Bei geringem Uberschuf der
Dam DNA-MTase gegeniiber der DNA ist die Bindung diffusionskontrolliert und die
Assoziation bestimmt die beobachtete Geschwindigkeitskonstante kyps. Mit zunehmendem
UberschuB an Dam DNA-MTase wird die bimolekulare Assoziation immer schneller und das
Herausklappen des 2-Ap-Rests wird geschwindigkeitsbestimmend. Die Dissoziation der Dam
DNA-MTase von der DNA ist durch Verdringungsexperimente bestimmt worden. Die
Dissoziationskinetiken waren einphasig und konnten mit einer einfach-exponentiellen
Gleichung ausgewertet werden. Da die Dam DNA-MTase zu DNA mit einer abasischen Stelle
eine sehr viel hohere Affinitdt besitzt als zu mit 2-Ap-markierter DNA, wurde bei allen
verwendeten  Konzentrationen eine vollstindige =~ Verdringung  mit  einer
Geschwindigkeitskonstanten ko von ca. 30 s' beobachtet. Die Experimente mit
unmodifizierter hemimethylierter DNA zeigten dagegen bei den beobachteten
Geschwindigkeitskonstanten eine exponentielle Konzentrationsabhdngigkeit. Dieses liegt
daran, dass aufgrund der nahezu identischen ky4-Werte fiir die beiden Duplex-ODNs dieser
Prozess reversibel ist. Der beobachtete k,;-Wert setzt sich in diesem Fall aus mehreren

Geschwindigkeitskonstanten zusammen und zeigt bei geringen Dam DNA-MTase-
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Konzentrationen eine exponentielle Abnahme. Mit zunehmender Menge an nicht markiertem
Duplex-ODN nimmt die Amplitude zu und ndhert sich bei groen Konzentrationen einem
Grenzwert. Dieses Verhalten zeigt, dass aufgrund der dhnlichen Bindung der Dam DNA-
MTase sowohl zu unmarkierter DNA als auch zum Kompetitor, das Substrat durch den
Kompetitor nicht vollstindig aus dem Komplex verdringt werden kann. Erst bei groBem
Uberschuss an Kompetitor wird dieser Prozess irreversibel und der beobachtete kog-Wert wird
konzentrationsunabhingig. Aus diesem Verdringungsexperiment erhdlt man fiir kg einen
Wert von 32 s”, der sehr gut mit dem aus den Verdringungsexperimenten mit 2-Ap-
markierter DNA iibereinstimmt. Ausgehend von diesen Experimenten kann folgendes Schema

aufgestellt werden:

1,0 - 109 M1 sl 188 s-1
2 - Dam + DNA << = [Dam; - DNA] << > [Dam, - DNA]flip
247 s-1 24 sl
Kd1= 247 nM Kd2= 0,13
Kp=32 M

Es kann fiir die Dam DNA-MTase mittels Stopped-Flow Experimenten sowohl die Bindung
an die DNA als auch das Herausklappen der Zielbase aus der DNA beobachtet werden. Bei
der N6-Adenin DNA-MTase M-Tagl konnte in vergleichbaren Experimenten nur das
Herausklappen der Zielbase mit einer beobachteten Geschwindigkeitskonstante von 20 s~
gemessen werden (Holz, 1998). Das erste Gleichgewicht, die Bindung von M-7agl an die
DNA konnte nicht beobachtet werden, da sich dieses initiale in diesem Fall zu schnell
einstellt. Doch neben diesen beiden Gleichgewichten konnte ein zusitzliches drittes
Gleichgewicht mittels Tryptophan-Fluoreszenz-Messungen beobachtet werden. Es schlief3t
sich mit einer Geschwindigkeitskonstanten kops von 2 s dem Herausklappen der Zielbase an
und wird einer Konformationsinderung des Komplexes zugeordnet. Fiir die DNA-MTase
M-Taql wurde vermutet, dass diese dritte Phase mit einer Schleifenbewegung der sehr
flexiblen Aminosédurereste 110-120 einhergeht (Friederich, 2001). Die Schleifenbewegung,
die nach Fluoreszenzmarkierung durch Beobachtung der Dansylfluoreszenzénderung
untersucht wurde, lieferte jedoch zwei Geschwindigkeitskonstanten kops. Wahrscheinlich fiihrt

der erste Schritt der Schleifenbewegung, der mit einer Geschwindigkeitskonstanten von 86 s™
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ablduft, nicht zu der in der Struktur des terndren Komplexes beobachteten Konformation
(Goedecke et al., 2001). Erst nach dem Herausklappen der Zielbase nimmt die Schleife mit
einer Geschwingigkeitskonstanten kq,s von 2 s die endgiiltige Konformation ein. Somit muf3
fiir M-Tagql ein vierstufiger Bindungsmechanismus angenommen werden. Zunédchst kommt es
zu einer schnellen Assoziation des Proteins mit der DNA, welche die nachfolgenden
Gleichgewichte nicht beeinfluft und die mittels Stopped-Flow-Technik nicht messbar ist.
Danach  bildet die Schleife mit den Aminosduren 110-120 und einer
Geschwindigkeitskonstanten kg,s von 86 s erste Kontakte zur Erkennungssequenz aus.
AnschlieBend wird die Zielbase mit einer Geschwindigkeitskonstanten kqps von 20 s aus der
DNA herausgeklappt. Der letzte Schritt in diesem Mechanismus ist eine weitere
Konformationsinderung des Proteins mit einer Geschwindigkeitskonstanten kops von 2 s™.
Diese Konformationsidnderung geht mit der endgiiltigen Fixierung der Schleife einher.

Fiir die C5-Cytosin DNA-MTase M-Hhal ist ebenfalls ein Mehrstufen-Bindungsmechanismus
beobachtet worden (Vilkaitis et al., 2000). Der erste Schritt ist eine Kombination aus
diffusionskontrollierter Bindung der DNA-MTase an die Erkennungssequenz mit einer
bimolekularen Geschwindigkeitskonstanten von ca. 10° M's' gefolgt von nahenzu
gleichzeitigem Herausklappen der Zielbase mit einer Geschwindigkeitskonstanten ks grofer
als 2000 s™'. Doch anders als bei der Dam DNA-MTase konnen diese beiden Schritte durch
Stopped-Flow-Experimente nicht getrennt voneinander beobachtet und deshalb auch nicht
explizit bestimmt werden. Der nachfolgende Schritt in diesem Mechanismus wird
vergleichbar zu M-Tagql einer Konformationsdnderung des Komplexes aus M-Hhal und DNA
mit herausgeklappter Zielbase zugeordnet. Ein solcher Mechanismus ist auch bei
vergleichbaren Messungen fiir die DNA-MTase EcoRI bestitigt worden (Allan ef al., 1998).
Da bei der Dam DNA-MTase nur ein Fluorophor als Sonde, ndmlich das 2-Ap, zur Verfligung
stand, kann nicht ausgeschlossen werden, ob sich der Assoziation an die DNA und dem
Herausklappen der Zielbase nicht noch weitere Gleichgewichte anschlieBen. Die
Konformationsdnderungen in dem Protein miissen nicht zwangsldufig die 2-Ap-Fluoreszenz
beeinflussen, so dass dariiber keine Aussage gemacht werden kann.

Bei weiteren Untersuchungen zum Bindungsmechanismus der Dam DNA-MTase an die DNA
wurde der EinfluB3 des Cofaktors auf diese Gleichgewichte untersucht. Wird die Dam DNA-
MTase mit AdoMet vorinkubiert, so hat dieses keinen deutlichen Einfluf} auf die Assoziation
der Dam DNA-MTase an die DNA und auf das Herausklappen der Zielbase. Es schlief3t sich
allerdings ein weiteres Gleichgewicht an diese beiden Schritte an. Dieser dritte Schritt ist

nahezu unabhdngig von der Dam-DNA-MTase-Konzentration und hat eine beobachtete
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Geschwindigkeitskonstante von 4 s'. Da dieser dritte Schritt abhingig ist von der
Anwesenheit des Cofaktors AdoMet, handelt es sich um eine Konformationsdnderung des
terndren Komplexes aus Dam DNA-MTase, AdoMet und DNA mit herausgeklappter
Zielbase. Auffillig ist, dass die Geschwindigkeitskonstante kg,s von 4 st gut mit der
Geschwindigkeitskonstante kq,s von 2 s iibereinstimmt, die bei der DNA-MTase M-Tagql fiir
den letzten Schritt beobachtet wurde. Dieser geht mit einer Konformationsidnderung, die zur
endgiiltigen Fixierung der DNA-bindenden Schleife fiihrt, einher. Mdglicherweise liegt auch
bei der Dam DNA-MTase eine vergleichbare Schleifenbewegung vor, die aber im Gegensatz
zu M-Tagql AdoMet-abhingig ist und die Fluoreszenz des extrahelikalen 2-Ap-Restes

herabsetzt.

4.5 Kristallisation der Dam DNA-MTase

Die Voraussetzung zur Losung der Kristallstruktur eines Proteins ist es, Kristalle zu ziichten.
Dieses wurde in dieser Arbeit erfolgreich mit der Dam DNA-MTase in Gegenwart von 12-
Basenpaare-langer DNA durchgefiihrt. Fiir die Kristallisation ist die Methode des hidngenden
Tropfens verwendet worden. Nachdem erste kleine Kristallbiischel gewachsen sind, wurden
die Bedingungen durch Variation der Zusammensetzung der Protein- und Reservoirlosung
optimiert. Animpfen der Proteinlosung mit Seedldsungen fiihrte zu deutlich groferen und
teilweise auch einzelnen Kristallen, die anschlieend zur Datensammlung verwendet wurden.
Die Daten konnten bis zu einer Auflosungsgrenze von 2,1 A gesammelt werden.

Allerdings ist es bislang noch nicht gelungen aus diesen Daten die Kristallstruktur der Dam
DNA-MTase im Komplex mit DNA zu losen. Eine groBe Herausforderung bei der
Kristallstrukturanalyse stellt das Losen des Phasenproblems dar. Eine héufig verwendete
Methode zur Losung dieses Problems ist die Methode des molekularen Ersatzes. Diese
Methode wurde auch fiir die Phasierung der Daten der Dam DNA-MTase eingesetzt. Als
Modellstruktur wurde die Kristallstruktur der DpnM DNA-Adenin-Methyltransferase aus dem
Dpnll Restriktions-Modifikations-System verwendet (Tran ef al., 1998), da dieses Enzym wie
die Dam DNA-MTase die gleiche Erkennungssequenz besitzt und auch die exocyklische
Aminogruppe des Adenis methyliert. In Abb. 41 ist eine vergleichende Gegeniiberstellung der
Dam DNA-MTase Sequenz mit der DpnM DNA-MTase-Sequenz gezeigt. Dabei sind neben
den beiden Aminosduresequenzen die Sekundérstrukturelemente der DpnM DNA-MTase mit

eingezeichnet.
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Deutlich erkennt man, dass beide DNA-MTasen nur eine geringe Sequenzidentitit von 27 %
besitzen. Es fillt jedoch stark auf, dass beide DNA-MTasen hoch konservierte Bereiche
besitzen. Diese hoch konservierten Bereiche finden sich in bestimmten Motiven wieder. Dazu
gehoren die Motive X, I und IV. Neben diesen konservierten Motiven findet man eine
homologe Region, die zwischen den Aminosiureresten 128-155 liegt. Die Motive X und I
werden der AdoMet-Bindungsstelle zugeordnet und das Motiv IV ist Teil der katalytischen
Region.
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Abb. 41: Sequenzvergleich der DpnM DNA-MTase und der Dam DNA-MTase. Neben der Aminoséuresequenz
sind die Sekundarstrukturelemente der DpnM DNA-MTase mit eingezeichnet. Rot hinterlegt sind die
identischen Aminoséurereste und in roten Buchstaben sind homologe Aminosiurereste dargestellt.
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Der Cofaktor AdoMet wird in einer Tasche an der Oberfliche der DpnM DNA-MTase
gebunden und wird durch mehrere Wasserstoftbriickenbindungen mit dem Enzym fixiert. Die
Aminoséurereste Phe43, Phe63, Phel78 und Phe214 bilden eine hydrophobe Umgebung aus,
die den Adeninring umgibt. Die konservierten Reste Gly45 und Gly47 ermoéglichen eine
Anndherung der Methionin Seitenkette an das Enzym. Die hdufigsten Wechselwirkungen
zwischen der DpnM DNA-MTase und ihrem Cofaktor finden in den konservierten Motiven I,
IT und III statt. Einige wenige Wasserstoffbriickenbindungen werden zwischen den Motiven X
und IV und dem Cofaktor ausgebildet. In Abb. 42 ist die Kristallstruktur der DpnM DNA-
MTase in Gegenwart des Cofaktors AdoMet dargestellt.

Abb. 42:  Kiristallstruktur der DpnM DNA-MTase in Gegenwart von AdoMet (Magenta). In griin ist das
konservierte DPPY-Motiv dargestellt. Die linke Abbildung zeigt deutlich die C-formige Struktur der
DpnM DNA-MTase in deren Furche DNA binden konnte (vgl. Abb. 38). Die rechte Abbildung ist
gedreht und man richtet seinen Blick in die AdoMet-Bindungstasche.
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Die Struktur ist in Abwesenheit von DNA bestimmt worden, doch kann man in die C-formige
Struktur des Enzyms DNA gut hineinmodellieren. Der Abstand zwischen der Zielbase in der
DNA und dem Cofaktor AdoMet konnte minimiert werden, wenn die DNA mit ihrer
helikalen Form durch die Furche, die das C-formige Protein ausbildet, ragen wiirde. In dieser
Position wiirden die Basenpaare der Erkennungssequenz 5-GATC-3" in unmittelbarer Nihe
zu einer Schleife liegen, die sich aus den Aminosduren 130-150 zusammensetzt. Aus Abb. 42
geht deutlich hervor, dass dieser Bereich zwischen der Dam DNA-MTase und der DpnM
DNA-MTase sehr konserviert ist, so dass die Bindungstasche fiir die DNA wahrscheinlich
dhnlich aufgebaut ist. Doch reichte diese Ahnlichkeit der beiden Enzyme nicht aus, um den
Datensatz der Dam DNA-MTase zu phasieren. Ein entscheidender Punkt, der bislang in den
Vergleich der beiden DNA-MTasen noch nicht eingeflossen ist, ist die Tatsache, dass die
Dam DNA-MTase als Dimer an die DNA bindet. Dadurch konnten Wechselwirkungen
zwischen den Enzymmolekiilen und der DNA aber auch zwischen den beiden
Enzymmolekiilen untereinander zu Konformationsidnderungen fiihren, die derartig drastisch
sind, dass die gesamte Struktur des Komplexes nicht mehr homolog zu der Struktur der
ungebundenen DpnM DNA-MTase ist.

Weitere Moglichkeiten zur Losung des Phasenproblems sind MIR- und MAD-Experimente.
Fir diese Methoden wurde in die DNA 5-loduracil bzw. 5-Bromuracil eingefiihrt.
Grundsdtzlich wurde bei der Kristallisation der Dam DNA-MTase in Gegenwart dieser
modifizierten DNA festgestellt, dass die Qualitdt der Kristalle sehr viel schlechter ist als in
Gegenwart der nativen DNA. Die Kristalle waren sehr viel kleiner und stark verwachsen. Mit
der 5-Bromuracil-modifizierten, hemimethylierten DNA ist es zwar gelungen einen Datensatz
aufzunehmen, doch hatte er eine sehr schlechte Daten-Statistik. In diesem Datensatz konnten
die Bromatome nicht lokalisiert werden. Zum einen kann dafiir die rdumliche Néahe der
einzelnen Atome zueinander verantwortlich gemacht werden. Diese fiihrt dazu, dass das
Signal fiir jedes einzelne Atom bei der erhaltenen Auflésung von 3.5 A nicht aufgeldst
dargestellt wird. Wihrend der Bestrahlung der einzelnen Kristalle kann es durch
Strahlenschidden auch zur Abspaltung der Brom- und besonders der lodatome kommen, so
dass diese bei der Datensammlung im Kiristall nicht mehr gebunden und somit auch nicht
lokalisiert vorliegen miissen. Interessant an den Kristallen mit 5-Bromuracil-haltiger DNA ist
aber, dass Bromatome im Kristall vorhanden waren und somit die Dam DNA-MTase in der
Tat im Komplex mit DNA kristallisiert wurde.

Als bisher giinstigste Methode zur Einfilhrung von Schwermetallen in den Kristall hat sich

das Eindiffundieren erwiesen. Da die Kristalle sehr stabil sind, werden sie bei diesem
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Verfahren scheinbar nicht verdndert. Dadurch ist es moglich, gezielt einzelne und relative
groBBe Kristalle zu behandeln und auf diese Weise die Metalle in den Kristall einzufiihren.
Doch 146t sich zusammenfassend sagen, dass das grofite Problem im Herstellen einzelner und
ausreichend groBer Kristalle liegt. Rund 95 % aller Kristalle sind verwachsen und somit fiir

ein anschlieBendes Derivatisieren nicht geeignet.

4.6 DNA-Bingungstelle der Dam DNA-MTase

Durch Verwendung der lichtinduzierten Vernetzungsreaktion zwischen der Dam DNA-MTase
und DNA mit 5-Ioduracil in der Zielposition, ist es gelungen, einen kovalenten Komplex aus
DNA und Protein darzustellen. Dieser wurde anschlieBend proteolytisch fragmentiert und das
erhaltene Peptid-DNA-Fragment mittels Anionenaustauscher-Chromatographie gereinigt.
Durch Edman-Abbau konnte gezeigt werden, dass das Tyrosin 184, welches Bestandteil des
konservierten DPPY-Motivs ist, die kovalente Bindung zur DNA ausbildet. Da sich diese
konservierten Aminosduren innerhalb des Motivs IV befinden, kann die allgemeine Theorie,
dass dieses Motiv an der Bindung der Zielbase beteiligt ist, fiir die Dam DNA-MTase
bestdtigt werden (Malone et al., 1995).

Die Beteiligung des konservierten D/NPPY-Motivs konnte mittels vergleichbarer
Experimente fiir die N6-Adenin DNA-MTase CviBIII ebenfalls bestitigt werden (Holz ef al.,
1999a). Diese DNA-MTase gehort wie auch M-Tagl zu der y-Gruppe der DNA-MTasen und
besitzt innerhalb des Motivs IV die hoch-konservierte Sequenz NPPY. In der Arbeit von Holz
konnte ein Komplex aus M-CviBIII und DNA dargestellt und proteolytisch fragmentiert
werden. Durch einen nachfolgenden Edman-Abbau und massenspektrometrischer Analyse
konnte der Tyrosinrest des konservierten NPPY-Motivs als der an der kovalenten Bindung
beteiligte Aminosaurereste identifiziert werden.

Betrachtet man in der Kristallstruktur von M-7agl im Komplex mit DNA und einem
Cofaktoranalogon die Wechselwirkungen zwischen dem Protein und der DNA, so stellt man
fest, dass dieses konservierte Motiv durch Wechselwirkungen mit dem Zieladenin dessen
extrahelikale Position stabilisiert (Goedecke et al., 2001). In Abb. 43 sind die
Wechselwirkungen zwischen M-:Tagql und der DNA-Erkennungssequenz schematisch

dargestellt.
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Abb. 43:  Schematische Darstellung der Wechselwirkungen zwischen M-Tagl und seiner DNA-
Erkennungssequenz. In rot sind die Wechselwirkungen zwischen dem konservierten Motiv NPPY
und dem extrahelikalen Zieladenin dargestellt.

Insgesamt sind acht Aminosdurereste an der sequenzspezifischen Erkennung beteiligt und 13
Aminosédurereste interagieren iiber Wasserstoffbriickenbindungen und Salzbriicken mit den
Phosphat- oder Desoxyribosesauerstoffatomen. Unter den acht Aminosduren, die
sequenzspezifisch mit der DNA interagieren, sind drei, die nur mit dem extrahelikalen Adenin
wechselwirken. Diese sind N105, P106 und Y108, welche alle zu dem fiir N-DNA-MTasen
konservierten Motiv IV (N/DPPY) gehoren.

Somit konnte mit dieser Struktur gezeigt werden, dass das N/DPPY-Motiv mit der Zielbase
wechselwirkt und ihre extrahelikale Positon stabilisiert. Die Identifizierung von Y184 in der

Dam DNA-MTase deutet auf eine vergleichbare Funktion des DPPY-Motivs hin. Neben dem
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Tyrosinrest, der kovalent an die DNA gebunden werden konnte und somit mit der Zielbase
direkt wechselwirkt, werden wahrscheinlich auch die anderen Aminosdurereste des Motivs

zur Stabilisierung der extrahelikalen Konformation des Zieladenins beitragen.
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S ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, den Mechanismus der DNA-Bindung der Dam
DNA-MTase aus E. coli zu charakterisieren. Dabei zeigte sich in direkten
Fluoreszenztitrationen von 2-Ap markierter DNA mit der DNA MTase, da3 dieses Enzym
einen Basenausklapp-Mechanismus verwendet und als Dimer an die DNA bindet. Dieses
Dimer-Verhalten konnte mit weiteren Methoden sowohl unter denaturierenden als auch unter
nativen Bedingungen bestitigt werden.

Die Bindung der Dam DNA-MTase an DNA konnte in dieser Arbeit funktionell beschrieben
werden. Ebenso wurde der EinfluB des Cofaktors auf die DNA-Bindung untersucht. Beide
Charakterisierungen wurden mit nur einem Fluorophor, ndmlich mit der Fluoreszenzsonde
2-Ap in DNA durchgefiihrt. Es stellt sich somit die Frage, ob mit dieser Sonde alle Schritte
der DNA-Bindung beschrieben werden kénnen. Damit dieses tiberpriift werden kann, miisste
man weitere Sonden einsetzen. Doch genau darin liegt eine gro3e Herausforderung. Denn das
Einfiihren neuer Sonden innerhalb des Proteins setzt die Kenntnis der dreidimensionalen
Struktur der Dam DNA-MTase voraus.

Es ist gelungen, einen Datensatz flir die Dam DNA-MTase aufzunehmen, doch fehlt bislang
noch die Phaseninformation, um letzlich auch die Struktur bestimmen zu koénnen. Somit
miissen weitere Kristalle mit verschiedenen Derivaten geziichtet werden.

Die Kenntnis der dreidimensionalen Struktur der Dam DNA-MTase konnte nicht nur dazu
beitragen, neue Sonden fiir funktionelle Untersuchungen in das Protein einzufiihren, sondern
auch Aufschluf} tiber die Bindung des Cofaktors AdoMet geben.

Die Kristallstruktur ist somit die Voraussetzung fiir weitere Untersuchungen an der Dam
DNA-MTase. Dadurch wiirde man zum einen wichtige Informationen iiber den katalytischen
Mechansimus erhalten, der sich aufgrund der 2:1-Bindungsstochiometrie von dem anderer
DNA-MTasen unterscheiden sollte. Zum anderen kdnnten neue Sonden entweder in das

Protein oder den Cofaktor AdoMet gezielt eingefiihrt werden.

Weiterhin ist es in dieser Arbeit gelungen, unter Verwendung der lichtinduzierten
Vernetzungsreaktion zwischen der Dam DNA-MTase und 5-loduracil enthaltender DNA
einen kovalenten Komplex aus Protein und DNA darzustellen. Durch proteolytische
Fragmentierung mit anschlieBender Sequenzierung konnte die DNA-Bindungsstelle bestimmt
werden. Wie schon bei anderen DNA Mtasen ist auch bei der Dam DNA-MTase der
Tyrosinrest des hoch konservierten NPPY-Motivs an der Ausbildung der kovalenten Bindung
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beteiligt. Die Identifizierung des Y184 deutet darauf hin, dal dieses konservierte Motiv mit

der Zielbase wechselwirkt und ihre extrahelikale Position dadurch stabilisiert wird.

Die genaue Kenntnis sowohl {iber den Mechanismus der Dam DNA-MTase als auch {iber ihre
Struktur ist von grolem Interesse. Die Dam DNA-MTase findet man in zahlreichen
pathogenen Bakterien, und kiirzlich konnte gezeigt werden, dass Salmonella thyphimurium
bei Abwesenheit der Dam DNA-MTase seine Virulenz verliert. Somit konnte die Kenntnis
der Dam DNA-MTase-Struktur die Entwicklung neuer Inhibitoren fiir Dam DNA-MTasen

mit breitem Anwendungsspektrum als Antibiotika erheblich unterstiitzen.



Material und Methoden

Seite 89

6 MATERIAL UND METHODEN

6.1 Verwendete Materialien

6.1.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien sind vom Reinheitsgrad puriss. p.a bzw. p.a und wurden von

folgenden Firmen bezogen:
A-DNA (dam'dcm’)
Acetonitril fiir die HPLC
Acrylamid
S-Adenosyl-L-homocystein

MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
Baker (Deventer, Niederlande)
Serva (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Miinchen)

S-Adenosyl-L-methionin (p-Toluolsulfonat) Sigma-Aldrich (Miinchen)

S-Adenosyl-L-methionin (1,4-Butan-

disulfonat)

Bisacrylamid
Bradford-Reagenz (Pierce)
Bromphenolblau

BSA-Eichlosung (Pierce)

Coomassie Brilliant Blau R250

Dikaliumhydrogenphosphat
DTT

EDTA

Essigsédure

Ethanol

Ethidiumbromid

Glycerin

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
LMW-Standard
Magnesiumchlorid
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydroxid

Phenol

Knoll Bioresearch SA (S. Antonio, Schweiz)
Serva (Heidelberg)

KMF Laborchemie HandelsGmbH (St. Augustin)
Serva (Heidelberg)

KMF Laborchemie HandelsGmbH
Serva (Heidelberg)

Merck (Darmstadt)

Gerbu (Gaiberg)

Fluka (Neu-Ulm)

Baker (Deventer, Niederlande)
Riedel-de Haén (Seelze)

Serva (Heidelberg)

Fluka (Neu-Ulm)

Baker (Deventer, Niederlande)
Roth (Karlsruhe)

Amersham Biosciences (Freiburg)
Baker (Deventer, Niederlande)
Baker (Deventer, Niederlande)
Gerbu (Gaiberg)

Baker (Deventer, Niederlande)
Roth (Karlsruhe)
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Phenylmethylsulfonylfluorid
Polyethylenimin
Seleno-Methionin

Salzsdure

Trishydroxymethylamin

6.1.2 Proteine

Albumin aus Rinderserum (BSA)
Chymotrypsin Sequencing Grade
DNase

R-Mbol

Polynukleotidkinase (T4 Phage)
Trypsin Sequencing Grade

6.1.3 Zellen und Plasmide
pDOX1

HB101

6.1.4 Séulen und Siulenmaterialien
Heparin Sepharose CL-6B

Mono Q HR 5/5

NAP"-5 (Sephadex G-25M)

Poros HS 50

Prontosil Reversed Phase C18
Superdex 75

Superdex 200 HR 10/30

Serva (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Baker (Deventer, Niederlande)
Fluka (Neu-Ulm)

Boehringer (Mannheim)

Roche (Mannheim)

Roche (Mannheim)

MBI Fermentas (Vilnius, Litauen)
New England Biolabs (Beverly, USA)
Roche (Mannheim)

Prof. Wilhelm Guschlbauer (Centre
d’Etudes de Saclay, Frankreich)
Promega (Mannheim)

Amersham Biosciences (Freiburg)
Amersham Biosciences (Freiburg)
Amersham Biosciences (Freiburg)
Perseptive Biosystems (USA)
Bischoff (Leonberg)

Amersham Biosciences (Freiburg)

Amersham Biosciences (Freiburg)
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6.1.5 Puffer
AufschluB3-Puffer

Coomassie-Losung

Dam-Reaktionspuffer
Dam-Lagerpuffer

Entfarbelosung
FPLC-Puffer A

FPLC-Puffer B
FPLC-Puffer C

FPLC-Puffer D
FPLC-Puffer E

FPLC-Puffer F

HPLC-Puffer A
HPLC-Puffer B

HPLC-Puffer C
HPLC-Puffer D
HPLC-Puffer E
R-Mbol-Reaktionspuffer

PNK-Puffer
Probenpuffer fiir Agarosegel
Proteaseverdau-Puffer

SDS-Probenpuffer

100 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 10 % Glycerin,

0,5 M NaCl (pH =7,6), 5 mM DTT, 2 mM PMSF

0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blau R250 in

45 % (v/v) Methanol

150 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA (pH =8), 2 mM DTT
50 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 10 mM EDTA
(pH=7.,5), l mM DTT, 52,5 % (v/v) Glycerin

5 % (v/v) Methanol und 10 % (v/v) Essigsédure

50 mM K,HPO, / KH,PO4, 5 % (v/v) Glycerin,

1 mM EDTA (pH =7,6), 2 mM DTT, 1 mM PMSF
FPLC-Puffer A, 1 M KCI

100 mM Tris-HCI, 20 mM EDTA, 5 % (v/v) Glycerin
(pH=17,5),2 mM DTT

FPLC-Puffer C, 1 M KCl

100 mM Tris-HCI, 100 mM KCI, 20 mM EDTA,

5 % (v/v) Glycerin (pH = 7,5), 2 mM DTT

6,7 mM Mes, 6,7 mM NaOAc, 6,7 mM HEPES (pH = 6),
10 % (v/v) Glycerin, 300 mM KCl, 0,2 mM DTT

0,1 M TEAAc (pH=7)

70 % (v/v) Acetonitril, 30 % (v/v) HPLC-Puffer A
(pPH=7)

10 mM Tris-HCI (pH = 7,8)

10 mM Tris-HCL, 1 M KCI (pH =7,8)

10 mM Tris-HCI, 200 mM KCI (pH = 7,8)

10 mM Tris-HCI (pH = 8,5), 10 mM MgCl,,

100 mM KCI, 0,1 mg/ml BSA

70 mM Tris-HCI (pH = 7,6), 10 mM MgCl,, 5 mM DTT
0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 30 % (v/v) Glycerin

100 mM Tris-HCI (pH = 8,5)

50 mM Tris-HCI (pH = 8,9), 2 mM EDTA, 20 mM DTT,
4 % SDS (w/v), 0,25 % (w/v) Bromphenolblau,

20 % (v/v) Glycerin
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SDS-Puffer 25 mM Tris-HCI (pH = 8,3), 192 mM Glycin,
0,1 % (v/v) SDS
SJ-Anodenpuffer 20 mM Tris-HCI (pH = 8,9)
SJ-Kathodenpuffer 10 mM Tris-HCI (pH = 8,25), 10 mM Tricin,
0,1 % (v/v) SDS
TAE 200 mM TrisOAc, 5 mM EDTA
6.1.6 Medien
AM; (Antibiotika Medium 3) Becton-Dickinson GmbH (Heidelberg)
LB-Agar 1 % (w/v) Bactotrypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt,
1 % (w/v) NaCl 1,5 % (w/v) Agar-Agar
LeMaster Medium nach LeMaster und Richards (1985)

LeMaster B Medium (500 ml) 50 g Glucose; 1,25 g MgSOy; 21 mg FeSOy; 41,5 pl

konz. Hz SO4

6.1.7 Gerite

Agarose Minigelkammer

Analysenwaage Sartorius Basic

Analytische Ultrazentrifuge Optima' XL-A
mit scannendem Absorptionsphotometer
Bestrahlungsapparatur:
Quecksilberdampflampe, Basic Power Supply
68806 (50 - 200 Watt),

Filter Typ DUG 11(Dicke 2 mm, [J 50 mm)
Haake C und F3 Kryostat

Centricon 10K

Centriprep 10K
Fluoreszenzspektrophotometer Aminco SLM
8100 und Aminco AB2
Gelelektrophoreseapparatur Mini Protean2

Heizblock Dri-Block DB2A

MWG Biotech (Ebersberg)
Sartorius (Gottingen)
Beckman Instruments (Palo Alto, USA)

Oriel (Stratford, USA)

Schott Glaswerke

Milipore Amicon (Witten)
Milipore Amicon (Witten)

Sopra GmbH (Biittelborn)
BioRad (Miinchen)
Techne (Cambridge)
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High-Load-System LKB GP-10 mit Pumpe P-50,
LKB-UV-M-2-Detektor, Konduktivitdtsmonitor,

Fraktionssammler Super Frac und LKB-Rec 102

Schreiber

HPLC-System Gold, Pumpensystem 125, Dioden-

Array-Detector-Modul 168, Analog-Interface-
Modul 406

Jumbo Sep

Microcon 10K und 3K

Microfluidizer

Minioven MK 11

Netzgerit BioRad Power Pac 300
Netzgerdt BioRad Power Pac 3000
Netzgerat Pharmacia LKB ECPS 3000/150
pH-Meter 761 Calimatic

Polaroid Kamera MP4+

Schiittler KS 250 basic

Speed Vac SC 110-A

Stopped Flow Mulit-Mixing Spectrofluorimeter
SF-61MX mit IS-2 Rapid Kinetics

Software (V 2.3b6)

Ultraschallbad Sonorex Super RK 103 H
UV-Visible-Spectrophotometer Cary 3E
UV-Visible-Spectrophotometer DU 650

Waage: Mettler P1200

Voyager-DE Pro, BioSpectrometry Workstation
Zentrifuge 5415 C

Zentrifuge J2-HC, J2-HS und L8-70 mit Rotoren
JS-4.3,JA-10, JA-17, TI-45 und TI-70

Amersham Biosciences (Freiburg)

Beckmann (Miinchen)

Pall Filtron

Microfluidics Coorporation
(Newton, USA)

Hybaid (Teddington, UK)

BioRad

BioRad

Amersham Biosciences (Freiburg)
Knick (Berlin)

Hoefer Scientific Instruments (San
Francisco, USA)

IKA Labrotechnik (Staufen)

Faust (Bochum)

High Tech Scientific (Salisbury, USA)
Bandelin (Berlin)

Varian (Darmstadt)

Beckman

Mettler (Giellen)

Perseptive Biosystems (Weiterstadt)
Eppendorf (Koln)

Beckmann (Miinchen)
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6.2 Verwendete ODN

6.2.1 ODN und ihre Abkiirzungen

Die verwendeten unmodifizierten ODN wurden von der Firma MWG Biotech (Ebersberg)
und die modifizierten von der Firma IBA GmbH (Gottingen) bezogen. Sofern sie nicht
lyophylisiert waren, wurde dieses mittels Speed Vac durchgefiihrt. Bei Bedarf wurden sie

tiber eine NAPS5-Siule entsalzt und in H,O bei -20°C gelagert.

a) Fiir biophysikalische Arbeiten verwendete ODN

Tabelle 2: Fiir biophysikalische Arbeiten verwendete ODN und ihre Abkiirzungen

Abkiirzung Sequenz®
DamP18 5"-GCT CAC GGA TCT AAG ACG-3’
DamP(A2Ap)18 5"-GCT CAC GGAp TCT AAG ACG-3’
DamP(A2delta)18 5"-GCT CAC GGA TCT AAG ACG-3’
DamP(A21)18 5"-GCT CAC GGI TCT AAG ACG-3
DamM18 5"-CGT CTT AGA TCC GTC AGC-3’
DamM(A2M)18 5"-CGT CTT AGAM* TCC GTC AGC-3’
Dam18HP 5"-GCT CAC GGI TCT AAG ACG
3"-CGA GTG CCT IGA TTC TGC j

“ Die folgenden Abkiirzungen werden fiir die modifizierten Nukleotide verwendet:
AMe= 6-Methyl-2"-desoxyadenosin, 2-Ap = 2-Aminopurin-2’-desoxyribosid , I = 5-Iod-2'-
desoxyuridin, A = 1,2-Didesoxyribose.
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b) Fiir kristallographische Arbeiten verwendete ODN

Tabelle 3: Fiir kristallographische Arbeiten verwendete ODN und ihre Abkiirzungen

Abkiirzung Sequenz®

DamP12 5'-GCA GGA TCT ACG-3’
DamP12Br 5’-GCA GGA BrCBr ACG-3’
DamP121 5’-GCA GGA ICI ACG-3’
DamM12 5-CGT AGA TCC TGC-3’
DamM(A2M)12 5"-CGT AGAM® TCC TGC-3’
DamM12Br 5’-CGBr AGA BrCC BrGC-3’
DamM(A2M)12Br 5"-CGBr AGA™* BrCC BrGC-3’
DamM121 5’-CGI AGA ICC IGC-3’

* Die folgenden Abkiirzungen werden fiir die modifizierten Nukleotide verwendet:
AMe = 6-Methyl-2"-desoxyadenosin, I = 5-Iod-2"-desoxyuridin, Br = 5-Brom-2"-desoxyuridin
A = 1,2-Didesoxyribose.

6.3 Chromatographische Methoden

6.3.1 Anionenaustauscher-Chromatographie

Die Anionenaustauscher-Chromatographie wird mit dem Beckmann System Gold
durchgefiihrt. Fiir die Anionenaustauscher-Chromatographie wird eine Mono Q-Séule
verwendet. Die Pufferlosungen werden vor Gebrauch filtriert und zusétzlich iiber einen
Zeitraum von 15 min im Ultraschallbad entgast. Die auf die Sdule aufgetragene Probe wird im

verwendeten HPLC-Startpuffer aufgenommen.

6.3.2 Analytische Gelfiltrations-Chromatographie

Die analytische Gelfiltrations-Chromatographie wird an dem Beckmann System Gold
durchgefiihrt. Das System besteht aus dem programmierbaren Losungsmittel-Modul 125
(Pumpensystem), einem Dioden-Array-Detektor Modul 168 (UV-Detektor) und einem
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Shimadzu RF-535 Fluoreszenzdetektor. Als Interface fiir den Fluoreszenzdetektor dient das
Analog-Interface-Modul 406. Fiir die Gelfiltrations-Chromatographie wird eine analytische
Gelfiltrationssdule (Superdex 200 HR 10/30) verwendet. Die Pufferlosungen werden vor
Gebrauch filtriert und zusitzlich iiber einen Zeitraum von 15 min im Ultraschallbad entgast.
Die auf die Sdule aufgetragene Probe wird im verwendeten HPLC-Startpuffer aufgenommen.

Gemessen wird die Absorption der Probe bei 260 nm und 280 nm.

6.3.3 HPLC-Bedingungen

Die Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeits-Chromatographie (reversed phase HPLC) wird
mit dem Beckmann System Gold durchgefiihrt. Die HPLC-Anlage besteht aus dem
programmierbaren Losungsmittel-Modul 125 (Pumpensystem), einem Dioden-Array-Detektor
Modul 168 (UV-Detektor) und einem Shimadzu RF-535 Fluoreszenzdetektor. Als Interface
fiir den Fluoreszenzdetektor dient das Analog-Interface-Modul 406. Die fiir die Reinigung
verwendeten Sdulentypen sind im Text aufgefiihrt. Generell wird fiir analytische Léaufe eine
Prontosil Reversed-Phase-Sdule der Firma Bischoff verwendet. Die HPLC-Pufferlosungen
werden vor Gebrauch filtriert und zusétzlich liber einen Zeitraum von 15 min im
Ultraschallbad entgast. Die auf die Sédule aufgetragene Probe wird im verwendeten HPLC-
Startpuffer aufgenommen und vor der Auftragung auf die Sdule mikrofiltriert. Detektion

erfolgt UV-spektroskopisch bei 260 nm und 280 nm.

6.3.4 FPLC-Bedingungen

Fiir die Fast-Protein-Liquid-Chromatographie (FPLC) wird das High-Load-System LKB GP-
10 mit der Pumpe P-50, dem LKB-UV-M-2-Detektor, einem LeitfdhigkeitsmefBgerit und dem
LKB-Rec 102 Schreiber der Firma Amersham Biosciences (ehemals Pharmacia Biotech)
verwendet. Samtliche Aufreinigungen mit diesem System werden bei 4°C durchgefiihrt. Die
eingesetzten Sdulen sind zum einen eine Kationenaustauscheradule (Poros HS 50) der Firma
Perseptive Biosystems, eine Heparinsdule (Heparin Sepharose CL-6B) und eine
Gelfiltrationssdule (Superdex 75) der Firma Amersham Biosciences (ehemals Pharmacia
Biotech). Die FPLC-Pufferlosungen werden vor Gebrauch filtriert und zusétzlich iiber einen

Zeitraum von 15 min im Ultraschallbad entgast.
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6.4 Molekularbiologische und proteinchemische Arbeiten

6.4.1 Agarosegelelektrophorese

Zur Trennung von ldngeren DNA-Fragmenten wird eine Elektrophorese in 1 %-igen
Agarosegelen in TAE-Puffer unter Zugabe von 0,5 pg/ml Ethidiumbromid durchgefiihrt. Es
werden 1 pg einer DNA-Losung mit 1/6 Volumenédquivalenten Agaroseprobenpuffer gemischt
und in die Geltaschen gefiillt. Die Elektrophorese erfolgt bei 90 V fiir 60 min. Die DNA wird
anschliefend mittels eines UV-Transilluminators bei 312 nm sichtbar gemacht und das Gel
mit einer Polaroidkamera dokumentiert. Als Léingenstandard dienen 0,5 pg mit Bs/E

fragmentierter A-DNA.

6.4.2 Ausplattieren rekombinanter E. coli-Zellen

Jeweils 10 pl und 50 pl eines Glycerinstocks von HB101/pDOX1 werden auf einer mit
Ampicillin (100 mg/l) versehenen LB-Agarplatte ausplattiert und iiber Nacht bei 30°C
inkubiert.

6.4.3 Expression der Dam DNA-MTase in E. coli

Zur Vermehrung der rekombinanten E. coli-Zellen HB101/pDOX1 werden 2 ml 2 x AM;-
Medium mit 2 pl Ampicillin (100 mg/ml) versetzt, mit einer Bakterienkolonie angeimpft und
als Tageskultur bei 30°C geschiittelt. Mit der gewachsenen Tageskultur werden anschlieBend
200 ml 2 x AM3-Medium mit 20 pl Ampicillin (100 mg/ml) angeimpft und iiber Nacht bei
30°C geschiittelt.

Fiinf vorgewiarmte 5 1-Kolben mit jeweils 1000 ml 2 x AM3;-Medium und 1 ml Ampicillin
(100 mg/ml) werden mit jeweils 40 ml der Vorkultur versetzt und bei 30°C geschiittelt. In der
Zwischenzeit werden die restlichen 5000 ml 2 x AMj3-Medium auf 60°C vorgewédrmt. Zur
Induktion der Expression der Dam DNA-MTase wird die Kultur bei einer ODgop nm von 1,2
mit jeweils 1000 ml des vorgewarmten 2 x AM3;-Mediums versetzt, zuziiglich 1 ml Ampicillin
(100 mg/ml), und fiir 1 h bei 42°C geschiittelt. Danach wird auf 37°C abgekiihlt und fiir 2 h
geschiittelt. AnschlieBend werden die Zellen bei 5000 g innerhalb von 30 min abzentrifugiert.
Der Uberstand wird entfernt und die Zellen werden bei -20°C gelagert.
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6.4.4 Reinigung der Dam DNA-MTase

Die Reinigung der Dam DNA-MTase wird aufgrund der Temperaturempfindlichkeit des
Proteins vollstindig bei 4°C durchgefiihrt. Die bei -20°C gelagerten Zellen (ca. 50 g aus 10 1
Schiittelkultur) werden aufgetaut und in insgesamt 250 ml AufschluBB-Puffer suspendiert. Zu
dieser Suspension fiigt man eine Spatelspitze DNase hinzu und inkubiert sie unter Riihren
einige Minuten. Mittels eines Microfluidizers werden die Zellen gedffnet, wobei dieser
Vorgang dreimal wiederholt wird. Anschlieend wird die Suspension 30 min bei 10000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wird tropfenweise mit insgesamt 1/100 Volumeniquivalenten
einer Polyethylenimin-Losung (10 %) versetzt und die DNA durch 15-miniitiges Riihren
gefdllt. Nach der Féllung wird die Suspension innerhalb von 30 min bei 10000 g zentrifugiert.
Der Uberstand wird 1:5 mit FPLC-Puffer A verdiinnt und auf eine Kationenaustauschersiule

aufgetragen. Die erste Reinigung erfolgt mittels FPLC unter folgenden Bedingungen:

Séule: Poros HS 50
(1,8 x 8 cm, 20 ml)
Laufmittel: Puffer A: FPLC-Puffer A
Puffer B: FPLC-Puffer B
Gradient: 5 SV mit 10 % B waschen

von 10 % B auf 100 % B in 5 SV

FluBrate: 10 ml/min
Detektion: UV-Absorption bei 280 nm
Konduktivitit

Von ausgewéhlten Fraktionen wird die Proteinkonzentration dirch Bradford-Test bestimmt
und die Fraktionen zusétzlich mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) unter
denaturierenden Bedingungen nach Laemmli (1970) tiberpriift. Die Dam DNA-MTase
enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und mit FPLC-Puffer C 7-fach verdiinnt und auf

eine Heparin Sdule aufgetragen. Die Reinigung erfolgt unter folgenden Bedingungen:

Séule: Heparin Sepharose CL-6B
(1,8x 7,3 cm, 15 ml)

Laufmittel: Puffer A: FPLC-Puffer C
Puffer B: FPLC-Puffer D

Gradient: 5 SV mit 0 % B waschen

von 0 % B auf 100 % B in 10 SV
2 SV mit 100 % B waschen
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von 100 % Bauf0% Bin1 SV
4 SV mit 0 % B waschen

FluBrate: 1 ml/min
Detektion: UV-Absorption bei 280 nm
Konduktivitit

Von ausgewihlten Fraktionen wird die Proteinkonzentration durch Bradford-Test bestimmt
und der Gehalt an Dam DNA-MTase zusétzlich durch SDS-PAGE unter denaturierenden
Bedingungen nach Laemmli (1970) iiberpriift. Die Produkt enthaltenden Fraktionen werden
vereinigt und mittels Ultrazentrifugation (Centriprep 10 K) auf ein Volumen von 5 ml
aufkonzentriert. Das Konzentrat wird anschlieBend einer Gelfiltration (Superdex 75, 2,6 x 60
cm, 320 ml, FPLC-Puffer E; FluBrate 1 ml/min) unterzogen. Von ausgewihlten Fraktionen
wird erneut die Proteinkonzentration bestimmt und die Fraktionen zusétzlich durch SDS-
PAGE unter denaturierenden Bedingungen nach Laemmli (1970) iiberpriift. Die Dam DNA-
MTase enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und zur Cofaktorentfernung erneut auf eine
Kationenaustauschersiule (Poros HS 50, 1,8 x 8 cm, 20 ml, Flul 10 ml/min) aufgetragen und
mit 9000 ml FPLC-Puffer F gewaschen. Die Elution der Dam DNA-MTase erfolgt unter

folgenden Bedingungen:

Séule: Poros HS 50
(1,8 x 8 cm, 20 ml)
Laufmittel: Puffer A: FPLC-Puffer C
Puffer B: FPLC-Puffer D
Gradient: 3,75 SV mit 10 % B waschen

von 10 % B auf 100 % B in 3,75 SV
4 SV mit 100 % B waschen

FluBrate: 10 ml/min
Detektion: UV-Absorption bei 280 nm
Konduktivitit

Mittels Bradford-Test und SDS-PAGE werden die Dam DNA-MTase enthaltenden
Fraktionen ermittelt und vereinigt. Die Dam DNA-MTase wird durch Ultrazentrifugation
(Centriprep 10 K) aufkonzentriert. Die aufkonzentrierte Protein-Losung wird mit dem

gleichen Volumen Glycerin (100 %) versetzt und bei -20°C gelagert.
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6.4.5 Aktivitaitstest fiir die Dam DNA-MTase

Zur Bestimmung der Enzymaktivitit werden jeweils 20 pl einer Losung aus 0,1 mg/ml
A-DNA (dam” dem’) und 80 uM AdoMet mit 2, 3,9, 7,8, 15,6, 31,3, 62,5, 125, 250, 500 und
1100 ng/ml Dam DNA-MTase in Dam-Reaktionspuffer hergestellt und 60 min bei 37°C
inkubiert. Die Losungen werden dann mit jeweils 30 pl einer Losung aus 4,5 U cMbol und
10 mM MgCl, in R-Mbol-Reaktionspuffer innerhalb von 1 h bei 37°C inkubiert und
anschlieend mit 10 pul Agaroseprobenpuffer versetzt. Je 12 pl der einzelnen Proben werden
auf ein Agarosegel aufgetragen und gelelektrophoretisch analysiert. Im allgemeinen ist die
DNA ab einer Enzym-Konzentration von 62,5 ng/ml vor der Fragmentierung durch R-Mbol

vollstandig geschiitzt.

6.4.6 AdoMet-Detektion

Zur Bestimmung der Menge an AdoMet, die an der Dam DNA-MTase gebunden ist, werden
jeweils 10 pl einer Losung aus 0,1 mg/ml A-DNA (dam™ dem’) in Dam-Reaktionspuffer mit
einem, zwel, u.s.w. bis zehn Aquivalenten Dam DNA-MTase bezogen auf die Anzahl an
Dam-Erkennungssequenzen in A-DNA (dam™ decm’) fiir 60 min bei 37°C inkubiert. Die
Losungen werden anschliefend analog zum Aktivitétstest mit R-Mbol behandelt. Der Gehalt
an AdoMet wird durch Bestimmung des stochiometrischen Uberschusses an Dam DNA-
MTase, bei der die A-DNA nicht mehr geschnitten wird, ermittelt. Die gereinigte Dam DNA-

MTase enthilt im allgemeinen kein AdoMet.

6.4.7 Konzentrationsbestimmung von Proteinen mit der Methode nach Bradford

Die Proteinkonzentrationen werden im allgemeinen nach der von Bradford (1976)
beschriebenen Methode bestimmt. Je nach Proteinkonzentration (1 - 10 pg/ml) werden
1 — 10 pl Proteinlosung mit Dam-Reaktionspuffer auf 100 pl aufgefiillt und mit 900 pl
Bradford-Reagenz gemischt. Nach 10 min Inkubation bei RT wird die Absorption bei 595 nm

gemessen und die Proteinkonzentration mit Hilfe einer BSA-Eichgerade berechnet.
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6.4.8 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteingemischen erfolgte mit Hilfe eines
denaturierenden Gelsystems nach Laemmli (1970). Die Polymerisation der aus 15 %
Acrylamid / Bisacrylamid (37,5:1), 0,1 % SDS und 375 mM Tris-HCI (pH = 8,8) bestehenden
Losung wird unter Zugabe von 14 pmol TEMED und 0,5 mg APS pro ml gestartet und die
Losung in eine Gelkammer gegossen. Nach Uberschichten dieses Trenngels mit Isopropanol
und vollstindiger Polymerisation wird das Isopropanol entfernt und das Sammelgel bestehend
aus 7,5 % Acrylamid / Bisacrylamid (37,5:1), 0,1 % SDS, 125 mM Tris-HCI (pH = 6.,8),
14 pmol TEMED und 0,8 mg APS pro ml iiberschichtet und in Gegenwart eines Kammes, der
in die Gelkammer geschoben wird, polymerisiert. Die Proteinlosung wird im Verhéltnis 1:1
mit SDS-Probenpuffer gemischt, fiir 5 min auf 95°C erhitzt und nach Abkiihlen in die
Taschen des Gels aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgt bei 40 mA in SDS-Puffer.

6.4.9 Schigger-Jagow-Polyacrylamidgelelektrophorese (SJ-PAGE)

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleopeptidgemischen bis zu einer Gréflie von
20 kDa wird in einem Gelsystem nach Schigger und von Jagow (1987) durchgefiihrt. Eine
Losung aus 16 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1), 300 mM Tris-HCI (pH = 8.,45), 0,03 %
SDS, 14 umol TEMED und 0,5 mg APS pro ml wird in eine Novex-Gelkammer gefiillt und
mit Isopropanol {iberschichtet. Nach vollstindiger Polymerisation und Entfernen des
Isopropanols wird das Trenngel mit einem Sammelgel, das aus 4 % Acrylamid / Bisacrylamid
(37,5:1), 300 mM Tris-HCI (pH = 8,45), 0,03 % SDS, 14 pmol TEMED und 0,8 mg APS pro
ml besteht, iiberschichtet und die Polymerisation in Gegenwart eines in die Gelkammer
eingesetzten Kamms durchgefiihrt. Die Protein-DNA-Losung wird mit SDS-Probenpuffer
gemischt und in die Taschen des Gels gefiillt. Die Gelelektrophorese wird bei 100 V in SJ-
Kathodenpuffer und SJ-Anodenpuffer durchgefiihrt.

6.4.10 Coomassie-Farbung

In einem Gel getrennte Proteine werden mit Coomassie-Blau-Reagenz angefirbt. Dazu wird
das Gel ca. 30 min in einer Coomassie-Losung angefirbt und anschlieBend der nicht an

Proteine gebundene Farbstoff durch Schiitteln in 10 %-iger Essigsdure entfernt. Die Gele
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werden anschlieBend auf Whatmanpapier gelegt und mit einem Geltrockner im Vakuum

getrocknet.

6.4.11 Hybridisierung von komplementiren ODN

Aquimolare Mengen an komplementiren ODN werden in Dam-Reaktionspuffer
aufgenommen. Die verwendeten Konzentrationen liegen zwischen 20 uM und 1500 pM.

Fiir Fluoreszenztitrationen wird das entsprechende ODN mit einem 1,1-fachen Uberschuf an
komplementidrem methyliertem Gegenstrang in Dam-Reaktionspuffer aufgenommen.

Die Hybridisierung erfolgt durch Erwédrmen der Losungen fiir 2 min im Heizblock auf 95°C

und anschlieBendes langsames Abkiihlen des Heizblocks auf RT.

6.4.12 Darstellung der Dam DNA-MTase-Vernetzungs-Produkte

Fir die Vernetzungs-Experimente zwischen Dam DNA-MTase und der Hairpin DNA
Dam18HP im analytischen Malistab wird eine Losung aus 2 uM radioaktiv markiertem
Hairpin mit 4 uM Dam DNA-MTase in Gegenwart von 100 pM AdoMet in 500 pl Dam-
Reaktionspuffer aufgenommen. Die Bestrahlung wird bei 3°C in einer QS Quarzkiivette
(1 cm) mit einer Quecksilber-Dampflampe durchgefiihrt. Zur Minimierung von
lichtinduzierten Schiadigungen des Enzyms und der DNA wird ein Interferenzfilter
(Bandbreite 300 - 380 nm) verwendet. In Abstinden von 30 min wird jeweils weitere Dam
DNA-MTase zusdtzlich zu der Losung hinzugegeben, so dass nach 90 min ein 8-facher
Uberschul an Dam DNA-MTase vorliegt. Zur Verfolgung des Reaktionsfortschritts werden
jeweils 20 pl Proben nach bestimmten Bestrahlungszeiten entnommen, SJ-PAGE aufgetrennt
und mit einem Phosphoimager analysiert.

Vernetzungs-Experimente im priparativen Mafstab werden in einer Ldsung aus Dam-
Reaktionspuffer (500 pl) mit 50 uM Dam18HP und einem 1- bis 10-fachen Uberschuf3 an
Dam DNA-MTase (50 uM bis 500 uM) in Gegenwart von 100 uM AdoMet durchgefiihrt.
Der Reaktionsfortschritt der Bestrahlung wird mittels Gelfiltrations-Chromatographie oder
SDS-PAGE analysiert und die Produkte durch Anionenaustauscher-Chromatographie

gereinigt.
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Vernetzungs-Experimente zwischen Duplex-ODN DamP18h (60 uM) und 2-fachem
UberschuB an Dam DNA-MTase werden in 700 pl Dam Reaktionspuffer in Gegenwart von
350 uM AdoMet durchgefiihrt. Nach 100 min Bestrahlung wird das Produkt mittels
Anionenaustauscher-Chromatographie gereinigt. Die Vernetzungs-Produkte werden bei 4°C

gelagert.

6.4.13 Analyse der Vernetzungs-Experimente mittels Gelfiltrations-Chromatographie

Der Reaktionsfortschritt der Bestrahlung von Hairpin DNA Dam18HP mit Dam DNA-MTase
wird unter nativen Bedingungen mittels Gelfiltrations-Chromatographie analysiert. Dafiir
werden zu bestimmten Zeiten jeweils 50 ul Proben entnommen, auf die Gelfitrationssdule

aufgetragen und unter folgenden Bedingungen analysiert:

Séule: Superdex 200 HR10/30
(1 x 30 cm, 24 ml)
Laufmittel: HPLC-Puffer E
Gradient: isokratisch 1 SV
FluBrate: 0,2 ml/min
Detektion: UV-Absorption bei 260 nm und 280 nm

6.4.14 Aufreinigung der Vernetzungs-Produkte mittels Anionenaustauscher-

Chromatographie

Die Aufreinigung der durch die Bestrahlung von Hairpin DNA oder Duplex-ODN und Dam
DNA-MTase dargestellten Produkte wird mittels Anionenaustauscher-Chromatographie

durchgefiihrt. Dazu werden folgende Bedingungen verwendet:

Saule: Mono Q HR 5/5
(0,5x 5 cm, 1 ml)
Laufmittel: Puffer A: HPLC-Puffer C
Puffer B: HPLC-Puffer D
Gradient: 5 SV mit 20 % B waschen

von 20 % B auf 100 % B in 25 SV
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15 SV mit 100 % B waschen
von 100 % B auf20 % B in 2 SV
FluBrate: 1 ml/min

Detektion: UV-Absorption bei 260 nm und 280 nm

Die gereinigten Vernetzungs-Produkte werden anschlieBend mittels Microcon 10K

aufkonzentriert, in 10 mM Tris-HCI (pH = 7,8) umgepuffert und bei 4°C gelagert.

6.4.15 Proteolytische Fragmentierung des Vernetzungs-Produkts

Durch enzymatischen Abbau des Proteins im kovalenten Komplex aus Duplex-ODN
DamP18h und Dam DNA-MTase mit Proteasen sollen an die DNA gebundene Peptide
identifiziert und durch deren Sequenzierung die Aminosdure, die die kovalente Bindung zur
DNA ausbildet, bestimmt werden. Aus Uberlegungen beziiglich der jeweiligen Schnittstellen
im Protein, wurden Trypsin und Chymotrypsin als Proteasen gewdhlt. Die lyophylisierten
Proteasen werden unmittelbar vor dem Ansetzten der Fragmentierung in 1 mM HCI-Losung
mit einer Konzentration von 0,1 mg/ml geldst und bei 4°C gelagert. Fiir die Fragmentierung
werden 54 nug des Vernetzungs-Produkts zundchst mit 2,6 ug Trypsin Sequencing Grade in
100 pl Proteaseverdau-Puffer gelost und iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend werden zu dieser Losung 2,6 pg Chymotrypsin Sequencing Grade und 10 pl
CaCl, (100 mM) hinzugefiigt und weitere 5 h bei RT inkubiert. Zur Analyse der
Fragmentierung werden 10 pl der Losung radioaktiv markiert. Mittels SJ-PAGE werden die
Nukleopeptidkonjugate aufgetrennt und mit einem Phosphoimager visualisiert.

Die restliche Menge wird mittels Anionenaustauscher-Chromatographie gereinigt (siehe
6.4.14). Das gereinigte Peptid-DNA-Fragment wird anschlieBend mittels eines Microcons 3 K
aufkonzentriert und in 10 mM Tris-HCI (pH = 7,8) umgepuffert.

6.4.16 Radioaktive DNA-Markierung

Zur Analyse der lichtinduzierten Vernetzungs-Reaktion und proteolytischen Fragmentierung
des Vernetzungs-Produkts durch SJ-PAGE wird das 5-Ende der Hairpin-DNA bzw. des

kovalent gebundenen ODNs mit radioaktivem Phosphat markiert. Fiir die Markierung des
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gebundenen ODNs werden 170 pmol Fragmentierungsprodukt bzw. als Kontrolle das
entsprechende ODN DamP(A2I1)18 und unbehandelter DNA-Dam-Komplex in jeweils 15 pl
PNK-Puffer mit 2 pl [y-"°P]-ATP (2 pmol, 3000 Ci/mmol) und 1,5 pul T4 Polynukleotid
Kinase (15 U) versetzt. Die Losungen werden 2 h bei 37°C inkubiert und anschlieBend fiir 10

min auf 65°C erwarmt.

6.4.17 Proteinsequenzierung

Die Proteinsequenzierung erfolgt durch Edman-Abbau und wurde am Zentrum fiir molekulare

Medizin in K6ln durchgefiihrt.

6.5 Biophysikalische Methoden

6.5.1 Fluoreszenzspektrometrische Methoden

Fluoreszenzmessungen werden mit dem Aminco AB2 Fluoreszenzspektrometer mit Hilfe
eines thermostatisierbaren Kiivettenhalters bei einer Temperatur von 3°C durchgefiihrt.
Anregungs- und Emissionsspektren sowie Titrationen werden bei Agxcitation= 320 nm und
AEmission= 381 nm mit einer Bandbreite von 1 nm fiir die Anregungsstrahlung und 16 nm fiir

die Emissionsstrahlung aufgenommen.

6.5.2 UV-VIS-Spektroskopie

Die Messung der OD von ODN oder Proteinen erfolgt in einer Quarzkiivette QS
(Schichtdicke d = 1 cm) mit dem UV-VIS-Spektralphotometer Cary 3E der Firma Varian oder
mit dem UV-VIS-Spektralphotometer DU 650 der Firma Beckman. Im allgemeinen wird fiir
ODN bei A = 260 nm und fiir Proteine bei A = 280 nm gemessen. Die verwendeten
Extinktionskoeffizienten der ODN sind in Tabelle 3 aufgefiihrt und wurden mit Hilfe der
nearest-neighbour Methode (Cantor et al., 1970) berechnet. Dazu wurde das im Internet
vorliegende Programm Oligo Analyzer 2.5 der Firma Integrated DNA Technologies Inc.,

Coralville, USA, verwendet (www.idtdna.com).
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Tabelle 4: Berechnete molare Extinktionskoeffizienten der verwendeten ODN

Oligodesoxynukleotid €/10°1 mol'cm™
DamP18 1,760
DamP(A2Ap)18 1,644
DamP(A2delta)18 1,634
DamP(A21)18 1,640
DamP12 1,186
DamP12Br 1,176
DamP121 1,030
Dam18HP 3,232
DamM18 1,688
DamM(A2M)18 1,519
DamM12 1,108
DamM(A2M)12 1,108
DamM12Br 0,935
DamM(A2M)12Br 0,919
DamM121 0,854

Fir die Dam DNA-MTase wird ein Extinktionskoeffizient von €350 nm= 37400 1 mol'cm’!

(Marzabal et al., 1995) verwendet.

6.5.3 Stopped-Flow Messungen

Die Stopped-Flow Messungen werden am SF-61MX Multi-Mixing-Spectrofluorimeter der
Firma High Tech Scientific in Dam-Reaktionspuffer bei 5°C durchgefiihrt. Die Anregung
erfolgt mit einer Hg-Xe-Lampe bei 312 nm und fiir die Emission wird ein Cut-Off-Filter WG
360 (2 mm Schichtdicke), der im wesentlichen nur Licht der Wellenlinge groBer 360 nm
durchldsst, verwendet. Die Verstdrkerleistung durch den Photomultiplier wird nach
mehrmaligem Spiilen der Reaktionskammer mit Fluorophorlosung und durch drei

Blindschiisse auf eine Signalstirke von ca. -1 Volt eingestellt.
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6.5.4 Analytische Ultrazentrifugation

Die analytischen Ultrazentrifugationsexperimente werden unter Gleichgewichtsbedingungen
an der Medizinischen Hochschule Hannover von Prof. Dr. Claus Urbanke durchgefiihrt.
Hierfiir wird eine analytische Ultrazentrifuge (Optima™ XL-A, Beckman Instruments)
verwendet, die mit einem scannenden, ortsauflosenden Absorptionsphotometer ausgestattet
ist. Da die Experimente bei 3°C durchgefiihrt werden, werden Rotor und Kiivetten zuvor
gekiihlt.

Fir die einzelnen Messungen werden jeweils 120 pl Losungen von verschiedenen
Stochiometrien (bis zu einem 10-fachen Dam DNA-MTase UberschuB) von Duplex-ODN
DamP(A2Ap)18h und Dam DNA-MTase in Dam-Reaktionspuffer mit nur 0,1 mM DTT
angesetzt und bei 22000 rpm zentrifugiert.

Die Auswertung der Daten erfolgt mit dem Programm AKKUPROG bzw. seinem Nachfolger
BPCFIT. Die Grundlage einer Auswertung ist die Berechnung der Daten durch ein
mathematisches Modell und die Anpassung der Parameter des Modells mit dem Ziel einer

moglichst guten Ubereinstimmung von Modellrechnung und Messung.

6.5.5 MALDI-Massenspektrometrie

Die gereinigten und in 10 mM Tris-HCI, pH = 7.8, umgepufferten Vernetzungs-Produkte
werden fiir die massenspektrometrische Analyse auf Sinapinsidure-Matrix aufgetragen (jeweils
1 pl) oder 10-fach bzw. 100-fach mit Sinapinsdure-Matrix verdiinnt. Als Matrix wird eine
gesittigte Losung von Sinapinsiure in 50 % (v/v) Acetonitril mit 0,1 % (v/v) TFA verwendet.
Die Messungen werden an einer MALDI-TOF VoyagerTM-DE PRO Biospectrometry
Workstation durchgefiihrt. Die erhaltenen Massen werden anschlieBend durch Kalibrierung

mit einer Standardprobe korrigiert.
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6.6 Kristallographische Arbeiten

6.6.1 Silanisieren der Deckgliser

Die zu silanisierenden Deckgldser werden in einem Teflonhalter fixiert und anschlieBend
zweimal abwechselnd mit Wasser (400 ml, 20 min) und Ethanol (technisch, 400 ml, 20 min)
gewaschen. Danach werden die Deckgldser bei 60°C getrocknet und mit einer
Dichlordimethylsilan-Losung (2 %-ig in Toluol, 500 ml, 20 min) behandelt. Im Anschluf}
wird erneut mit Wasser (400 ml, 20 min) und Ethanol (technisch, 400 ml, 20 min) gewaschen.
Die erneut bei 60°C getrockneten Deckgldser werden anschlieBend in eine Metallhiilse

iberfiihrt und tiber Nacht im Ofen (150°C, 18 h) erhitzt.

6.6.2 Kristallisationsansiitze und Kristallisationsbedingungen

Fiir die Kristallisation wird ausschlielich die Methode des hidngenden Tropfens in Linbro
Zellkulturschalen verwendet. Zunichst werden die Ridnder der Vertiefungen in den Schalen
mit Silikon (Baysilone-Paste, mittelviskos, Bayer AG) eingefettet. In die Vertiefungen
werden dann jeweils 1 ml der zuvor angesetzten Reservoirldsung pipettiert. Auf jedes
einzelne Deckgldschen gibt man anschlieBend zundchst 2 pl Reservoirldsung bzw.
Seedlosung und pipettiert dann dazu 2 pl Proteinlosung. Nach mehrmaligen Auf- und
Abpipettieren des Tropfens wird das Deckgldschen mit dem Tropfen nach innen liegend auf
den Rand der Vertiefung gesetzt und vorsichtig angedriickt, so dass der Gasraum
abgeschlossen ist. Fiir die Herstellung von Kristallen der Dam DNA-MTase in Gegenwart
von DNA werden die in Tabelle 2 aufgelisteten Oligodesoxynukleotide getestet. Zusdtzlich
werden die einzelnen Kristallisationsbedingungen getestet. Basierend auf den Analysen von
Jancarik & Kim (1991) wurden von der Firma Hampton Research verschiedene crystal
screens entwickelt, die sich in Gehalt und Konzentration an verschiedenen Fillungsmitteln,
Salzen, Additiven und Puffersystemen sowie auch pH-Werten unterscheiden. Die ersten
Kristalle des Komplexes aus DNA und Dam DNA-MTase wurden mit dem Hampton Screen
II, Losung Nr. 26 erhalten. Diese Losung besteht aus 30 % PEG 5000 Monomethylether, 0,1
M Mes, pH 6,5 und 0,2 M (NH4),SO4.

Ausgehend von den Kristallisationsbedingungen bei denen die ersten Kristalle erhalten

wurden, wurden die Bedingungen weiter optimiert, indem folgende Parameter variiert
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wurden: pH-Wert, Fallungsmittel-, Salz-, Pufferkonzentrationen, Temperatur und Animpfen.
Desweiteren wurden auch verschiedene Cofaktoranaloga getestet. Insgesamt wurden ca. 3000
Kristallisationsansitzte durchgefiihrt.

Fiir die Herstellung des bindren Kristalls aus Dam DNA-MTase und DamP12h sind folgende

Losungen eingesetzt worden:

Proteinlosung: Dam DNA-MTase (375 uM)
DamP12h (900 uM)
Tris-HCI pH 8 (150 mM)
EDTA (10 mM)
DTT (2 mM)
Reservoirlosung: PEG 5000 MME (verschiedene Konzentrationen
von 10 % bis 35 %)
Mes (100 mM, pH-Werte von 4,5 bis 7,5)
(NH4)2SO4 (200 mM)

Die Kristalle wuchsen innerhalb von 2-3 Tagen bei 20°C. Grofe einzelne Kristalle konnten

nur durch Animpfen mit bereits vorhandenen Kristallen geziichtet werden.

6.6.3 Kristallmontage

Der Einzelkristall des Komplexes aus Dam DNA-MTase und doppelstringiger DNA wird mit
Hilfe einer kleinen Nylonschleife aus dem Ansatztropfen gefischt und blitzartig in fliissigen
Stickstoff schockgefroren. Fiir ein homogenes und glasartiges Gefrieren der den Kristall
umgebenden Mutterlauge werden zu dem Ansatztropfen (ca. 4 pl) zundchst 10 pl
Stabilisierungslosung bestehend aus 31 % (w/v) PEG 5000 MME, 100 mM Mes-NaOH
(pH = 6,2), 200 mM (NH4),SO4) zupipettiert. Zur Bestimmung des Phasendatensatzes werden
verschiedene  Einkristalle vor dem  Einfrieren in  Losungen  verschiedener
Schwermetallverbindungen (geldst in Stabilisierungspuffer) {iberfiihrt und fiir 90 min bis zu

24 h darin gelagert.
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6.6.4 Aufnahme von Rontgendiffraktionsdaten

Die Aufnahme der Rontgendiffraktionsdaten erfolgt unter Cryobedingungen bei 10 0K. Diese
Aufnahmen wurden von Prof. Dr. Axel Scheidig durchgefiihrt.

Fiir eine erste Qualitdtseinschdtzung der Kristalle werden diese vorgetestet. Hierfiir wird die
Rontgenstrahlung mit Hilfe einer Kupferdrehanode (Enraf-Nonius) erzeugt, mit einem Osmic-
Spiegel (OSMIC) auf den Kristall fokusiert und das Beugungsbild mit einem MAR345
Phosphor-Bildplatten-Detektor (MarResearch, Hamburg) aufgenommen. Ein kompletter
Datensatz der gut streuenden Einkristalle wurde anschlieBend am europidischen Elektronen-
synchrotron (ESRF) in Grenoble, Frankreich, an den Mess-Stationen ID14 oder ID29

aufgenommen.



Anhang Seite 111

7 ANHANG

7.1 Auswertung der Bindung der Dam DNA-MTase an DNA mit
einer Global-fit-Prozedur

Bei der Bindung von zwei Molekiilen Dam DNA-MTase an die DNA kdnnen entweder die
beiden Dam DNA-MTase Molekiile auf der DNA dimerisieren oder zunichst in Lésung ein
Dimer bilden, welches dann an die DNA bindet. Zur Auswertung der Fluoreszenztitrationen
werden daher beide Modelle getestet. Die Auswertung dieser Daten erfolgt mit der Global-fit-

Prozedur.

7.1.1 Gleichungsdatei fiir die schrittweise Bindung der Dam DNA-MTase an die DNA

Die Anderungen der 2-Ap-Fluoreszenz wird in Abhiingigkeit von der Dam DNA-MTase-
Konzentration fiir alle fiinf verwendeten ODN-Konzentrationen in einer Gleichungsdatei
beschrieben. Dabei wird dem Modell die schrittweise Bindung zweier Molekiile Dam DNA-
MTase an die DNA zugrundegelegt. Die Datei enthilt auBBerdem die Anfangsbedingungen,
wie z.B. Konzentrationen, Anfangsfluoreszenzen und Amplitudenwerte, sowie Schétzwerte
fiir zu berechnende Parameter. Nach Festlegung der Parameter kann jeder Parameter wihrend
der Abweichungsminimierung variiert werden oder konstant gehalten werden. Die Daten der
Fluoreszenztitrationen werden mit dem Programm Scientist ausgewertet. Im folgenden ist die

verwendete Gleichungsdatei dargestellt:

// Global Fit von 2-Ap-Titration mit Dam

/I' A (fluoreszierendes Substrat)

/I Reaktion E+A <> EA : KdA - 2-Ap-Fluoreszenz
// EA + E <> EEA : KdAA

// Signal auf EA und EEA

/I Markiertes Oligo: A0

/I Zutitrieren von Enzym E

IndVars: EO
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DepVars: Al, A2, A3, A4, AS, Fl1, F2, F3, F4, F5, EA1, EA2, EA3, EA4, EAS, EEAL, EEA2,
EEA3, EEA4, EEAS, El, E2, E3, E4, ES

Params: KdA, KdAA, offset], offset2, offset3, offsetd, offset5, A0O1, A02, A03, A04, A05,
yieldX, yieldY

// Gleichungen

// Gleichgewicht

EAl =(A1*E1)/KdA
EEA1=(E1*EA1)/KdAA
EA2 =(A2*E2)/KdA
EEA2=(E2*EA2)/KdAA
EA3 =(A3*E3)/KdA
EEA3=(E3*EA3)/KdAA
EA4 =(A4*E4)/KdA
EEA4=(E4*EA4)/KdAA
EAS =(A5*E5)/KdA
EEAS5=(E5*EAS)/KJAA

/I Massenerhaltung

AO01=A1+EAI+EEA1
EO=EI+EAI1+2*EEA1
A02=A2+EA2+EEA2
EO=E2+EA2+2*EEA1
A03=A3+EA3+EEA3
EO=E3+EA3+2*EEA3
A04=A4+EA4+EEA4
EO=E4+EA4+2*EEA4
A05=A5+EAS+EEAS
EO=E5+EAS5+2*EEAS

/I Signal

Fl=offsetl+yieldx*EA1+yieldy*EEA1
F2=offset2+yieldx*EA2+yieldy*EEA2
F3=offset3+yieldx*EA3+yieldy*EEA3
F4=offset4+yieldx *EA4+yieldy*EEA4
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F5=offset5+yieldx *EAS5+yieldy*EEAS

// Startbedingungen
KdA=...
KdAA=...
A01=1
A02=0.8
A03=0.6
A04=0.4
A05=0.2
offsetl=...
offset2=...
offset3=...
offsetd=...
offset5=...
yieldX=...
yieldY=...

// Grenzen
0<A1<AO01
0<A2<A02
0<A3<A03
0<A4<A04
0<AS5<AO05
0<E1<EO0
0<E2<E0
0<E3<EO0
0<E4<E0
0<E5<EO
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7.1.2 Gleichungsdatei fiir die Bindung der Dam DNA-MTase an die DNA mit

vorgelagerter Dimerisierung

Bei der Auswertung der Titrationskurven zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten der
Dam DNA-MTase an DNA ist auch das Modell einer vorgelagerten Dimerisierung der Dam
DNA-MTase verwendet worden. Bei diesem Modell bildet sich in der Losung zunédchst das
Dimer aus, dass anschliefend an die DNA bindet und die Fluoreszenzzunahme bewirkt. Fiir

die Auswertung mit diesem Modell ist die nachfolgende Gleichungsdatei verwendet worden:

/I Global Fit von 2-Ap-Titration mit Dam

/I A (fluoreszierendes Substrat)

// Reaktion E+E <> EE : KdA - 2-Ap-Fluoreszenz
/l EE + A <> EEA : KdAA

// Signal auf EEA

// Markiertes Oligo: A0

// Zutitrieren von Enzym (E)

IndVars: EO

DepVars: Al, A2, A3, A4, A5, F1, F2, F3, F4, F5, EE1, EE2, EE3, EE4, EES, EEA1, EEA2,
EEA3, EEA4, EEAS, El, E2, E3, E4, ES

Params: KdA, KdAA, offsetl, offset2, offset3, offsetd, offsetS, A01, A02, A03, A04, A0S,
yieldY

/I Gleichungen

EE1 =(ET*E1)/KdA
EEA1=(EE1*A1)/KdAA
EE2 =(E2*E2)/KdA
EEA2=(EE2*A2)/KdAA
EE3 =(E3*E3)/KdA
EEA3=(EE3*A3)/KdAA
EE4 =(E4*E4)/KdA
EEA4=(EE4*A4)/KdAA
EES =(ES*ES5)/KdA
EEAS=(EE5*A5)/KdAA
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// Massenerhaltung
AOI=AI1+EEA1
EO=EI1+EE1+2*EEA1
A02=A2+EEA2
EO=E2+EE2+2*EEA1
A03=A3+EEA3
EO=E3+EE3+2*EEA3
A04=A4+EEA4
EO=E4+EE4+2*EEA4
A05=AS5+EEAS5
EO=E5+EE5+2*EEAS

/I Signal

Fl=offsetl+yieldy*EEA1
F2=offset2+yieldy*EEA2
F3=offset3+yieldy*EEA3
F4=offsetd+yieldy*EEA4
F5=offset5+yieldy*EEAS

// Startbedingungen
KdA=...
KdAA=...
A01=1
A02=0.8
A03=0.6
A04=0.4
A05=0.2
offsetl=...
offset2=...
offset3=...
offset4=...
offset5=...
yieldY=...
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// Grenzen
0<A1<AO01
0<A2<A02
0<A3<A03
0<A4<A04
0<A5<A05
0<E1<EO0
0<E2<E0
0<E3<EO0
0<E4<E0
0<ES5S<EO0

7.2 Gleichungsdatei zur Auswertung von Verdrangungs-

titrationen

Verdringungstitrationen erlauben die Bestimmung der Affinitét eines nicht fluoreszierenden
Liganden an ein Enzym, wenn dieser Ligand mit einem fluoreszierenden Liganden um die
gleiche Bindungsstelle konkurriert. Die Auswertung dieser Titrationen erfolgte mit dem

Programm Scientist.

7.2.1 Gleichungsdatei fiir kompetitive Titrationen mit der Dam DNA-MTase

Zur Auswertung der Titrationen eines fluoreszierenden Duplex-ODN in Gegenwart eines
nicht fluoreszierenden Duplex-ODN mit der Dam DNA-MTase wurde angenommen, dass die
Dam DNA-MTase als Dimer an die jeweilige DNA bindet. Dadurch vereinfacht sich die

verwendete Gleichungsdatei zu folgender Form:

// Kompetitive Titration von DamP(A2Ap)18h (A) mit unmarkierter DNA (C)
// Fluoreszierendes Substrat: DamP(A2Ap)18h
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// Reaktion ~ A+B<>AB : KA-2-Ap Fluoreszenz
// B+C<>BC: KB

// Signal auf AB

/I Markiertes Oligo A

// Zutitrieren von Dam (B)

IndVars: Bo
DepVars: A, B, AB,CB, C, F
Params: KA, KB, Ao, Co, Ya, Yab

// Gleichungen
// Gleichgewicht
AB=(A*B)/KA
CB=(C*B)/KB

/I Massenerhaltung
Ao=A+AB
Bo=B+AB+CB
Co=C+CB

/I Signal
F=A*Ya+AB*Yab

// Startbedingungen
KA=...

Ao0=0.2

Bo=0

Co=0.4

Ya=...

Yab=...

KB=...

//Grenzen
0<A<Ao
0<B<Bo
0<C<Co
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7.2.2 Gleichungsdatei fiir direkte Verdringungstitrationen mit der Dam DNA-MTase

Zur Auswertung der Titrationen von Dam DNA-MTase in Gegenwart eines fluoreszierenden
Duplex-ODN mit einem nicht fluoreszierenden Duplex-ODN wurde ebenfalls angenommen,
dass die Dam DNA-MTase als Dimer an die DNA bindet. Man erhélt die folgende
Gleichungsdatei:

/I Verdrangungstitration von DamP(A2Ap)18h (A)/ Dam DNA-MTase (B) mit unmarkierter
DNA (C)

// Fluoreszierendes Substrat: DamP(A2Ap)18h

// Reaktion ~ A+B<>AB : KA-2-Ap Fluoreszenz

// B+C<>BC : KB

// Signal auf AB

// Markiertes Oligo A

// Zutitrieren von unmarkierter DNA (C)

IndVars: Co
DepVars: A, B, AB,CB, C, F
Params: KA, KB, Ao, Bo, Ya, Yab

// Gleichungen
// Gleichgewicht
AB=(A*B)/KA
CB=(C*B)/KB

// Massenerhaltung
Ao=A+AB
Bo=B+AB+CB
Co=C+CB

// Signal
F=A*YatAB*Yab

// Startbedingungen
KA=0.1
Ao0=0.2
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Bo=1
Co=0
Ya=1300
Yab=2405
KB=0.1

// Grenzen
0<A<Ao
0<B<Bo
0<C<Co
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