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RecA-ahnlichen ,Kerne" eingezeichnet. In rot variable Strukturelemente in Doméanen mit
einem RecA-dhnlichen Kern. Grin und blau sind zusédtzliche strukturelle Doménen
gekennzeichnet. Das Schema oben links fasst die Positionen der sieben konservierten
Doménen nach Gorbalenya und Koonin, 1993, innerhalb der Topologie des RecA-ahnlichen
Kerns zusammen. Zusétzliche Motive, die helikasespezifisch sind, sind in Klammern gezeigt

(nach Caruthers und McKay, 2002). .......cocveiuieiieieeiecee et sre et sbeete e sraesrae e e sreesreennas

Schematische Darstellung der Helikase Motive in den Helikasen der Superfamilie 1 und 2. Es
sind die Interaktionen der Motive untereinander und mit ATP bzw. dem Oligonikleotid
gezeigt. Dicke Linien zeigen Interaktionen, die universell in diesen Familien sind. Die
gepunkteten Pfeile zeigen Interaktionen von bestimmten Proteinen, die aber auch spezifisch fur

bestimmte Helikase Familien sein kdnnten (nach Caruthers und McKay, 2002). ........ccccvereeerieneen

Mdogliche Modelle fur die Funktionsweise von Helikasen. Im ,rolling model” bindet eine
oligomere Helikase abwechselnd an die einzel- und doppelstrangige Nukleinsdure. Dabei
haben Proteine, an die ATP gebunden ist eine hohere Affinitat fir die doppelstrangige
Nukleinséure. Beim ,, snow-plough model” (Schneepflug-Modell) wandert die RNA Helikase
entlang der Gabel und benutzt dabei die Energie der NTP Hydrolyse, um die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Nukleinsduren aufzuschmelzen. Beim , passive
model“ kann die Denaturierung durch ein ssRNA bindendes Protein bewirkt werden, das die
thermale Fluktuation der RNA fixiert. Die Bewegung des ssRNA bindenden Proteins entlang
der einzelstréngigen Nukleinsdure wirde dann in einer ATP-abhangigen Reaktion verlaufen

(nach Linder und Daugeron, 2000). .......cccvieeieeeeerieeseesieeesae e seesreesaeeseeeeesaessaesseesreesreenreesesnnas

Detailliertere Darstellung der Beteiligung von RNA Helikasen (gelb) an Prozessen aus Abb. 1-
2. (a) Ribosomen Biogenese, (c) Splicing, (d) RNA Reifung, () RNA Export, (f) Trandation,
(g) RNA Abbau. Wichtige nicht Helikasen sind in griin oder blau dargestellt. MRP, RNase
MRP; snoRNP, small nucleolar ribonucleoprotein; U1-U6, small nuclear RNAs. (b) basiert auf

veralteten Daten (siehe Text) (nach delaCruz e al., 1999). .....ccccveeeeeeeienese e

Kompartimentaliserung der RNA Helikasen Doblp und Ski2p, die bei der 3'-
5" exonukleolytischen Aktivitét des Exosom-Komplexes im Kern bzw. Zytoplasma mitwirken.
Beim Fehlen von Doblp oder Ski2p akkumulieren die RNA Substrate, da der Exosom-

Komplex durch die Sekundarstrukturen blockiert wird (nach dela Cruz et al., 1999).........ccccueuee.

Schematische Darstellung der konservierten Aminoséure Regionen der DEAD Proteinfamilie
(Koonin, 1991; Schmid und Linder, 1992). Die hochkonservierten Regionen sind fett
dargestellt. Die romischen Zahlen unter den Késten geben die Nomenklatur nach Hodgman,

1988 an. X steht flr eine beliebige AMINOSAUIE. ........coooiiiriiirireeeree s
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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 RNA Helikasen im RNA Metabolismus

»RNA has a problem.” (Lorsch, 2002) Dieser Satz ist mittlerweile zum Mantra der stetig
wachsenden Gemeinschaft von Forschern geworden, die sich mit Sekundarstrukturen von
RNA beschéaftigen.

RNA Molekile haben informative, strukturelle und katalytische Funktionen. Abhéngig von
ihrer speziellen zellularen Aufgabe kénnen sie als langkettige Einzelstrange vorliegen oder
spezielle tertigre Strukturen annehmen. Darin liegt das oben genannte Problem. Aufgrund der
einfachen Zusammensetzung von RNA Molekllen ist es fur sie einfach, Strukturen auszubil-
den. Um eine doppelhelikale Region zu formen, ist lediglich eine kurze Abfolge von Basen,
die eine Watson-Crick Paarung eingehen kénnen nétig. Die einfache Zusammensetzung von
RNA erhoht die Chancen, bestimmte komplementére Bereiche zu einer gewissen Basenabfolge
zu finden. Diese steigen mit der Lange des RNA Molekdils.

Da RNA auch andere als Watson-Crick Paare ausbilden kann, besteht eine gewisse Wahr-
scheinlichkeit, stabile Strukturen auszubilden. Dies fuhrt zu einer strukturellen Verworrenheit
und dadurch sind RNA Molekile geneigt in kinetische Fallen zu tappen, wenn sie die Struktur
mit der niedrigsten Energie ausbilden (Treiber und Williamson, 2001). Diese kinetischen Fal-
len sind aternierende sekundér (oder tertidr) Strukturen, die, wegen der Energie die nétig ist,
die falschen (nicht-nativen) Basenpaare aufzubrechen, eine lange Lebenszeit haben (Abb. 1-1).
Diesen Effekt kann man sowohl bei kleinen RNA Molekilen wie tRNASs (Herschlag, 1995) als
auch bel gréferen RNAs wie z.B. Gruppe | Intron-RNASs beobachten (Treiber und Williamson,
2001; Woodson, 2000).

Damit RNASs nicht die thermodynamisch stabilste, sondern ihre native Struktur ausbilden kon-
nen, missen Proteine mitwirken. Proteine, kdnnen die RNA Strukturausbildung erleichtern,
indem sie falsche Strukturen verhindern oder umkehren (Lorsch, 2002) (Abb. 1-1). Karpel et
al. fuhrten (1982) Experimente durch, die zeigten, dass bestimmte Proteine in vitro RNAS, die
eine falsche Struktur ausgebildet hatten, entfalten konnten. Das aus Kalbsthymus gewonnene
UPL Protein, z.B. destabilisierte RNA Strukturen und induzierte die Bildung von einzelstran-
gigen Bereichen. Daher wurden Proteine dieser Art als Nukleinsdure-Helix destabilisierende
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Proteine bezeichnet. Wenn ein solches Protein die einzelstréngige Region wieder verlasst, hat
die RNA eine neue Mdglichkeit, sich in ihre native Struktur zu falten. Dieser Mechanismus ist

ahnlich dem der Protein Chaperone.

¥

Unfolded state

..fr‘P-__.\\ = 26
= ¥/ )
s B Tm

Misfolded state Chaperone-mediated
destabilization of helices

Abb. 1-1 RNA Chaperone destabilisieren Helices. Sie entfalten falsche RNA-Strukturen und geben der RNA
mehr Mdglichkeiten ihren nativen Zustand zu erreichen (nach Lorsch, 2002).

Neuere Ergebnisse, mit denen gezeigt wurde, dass Proteine, wie z.B. hnRNP Al in vivo as
RNA Chaperone fungieren bestétigen diese Annahme (Herschlag, 1995). Die Anaogie zwi-
schen putativen RNA Chaperonen und Protein Chaperonen ist erkennbar: Beide Klassen von
Chaperonen binden an das ungefaltete Molekil und verhindern dadurch eine falsche intra- o-
der intermol ekulare Strukturausbildung.

Spéter wurde die DEAD Box Familie der RNA abhéngigen ATPasen entdeckt, deren Mitglie-
der an fast jedem biologischen Prozessim RNA Metabolismus beteiligt sind (Staley und Guth-
rie, 1998; Tanner und Linder, 2001). Diese Proteine werden als RNA Helikasen bezeichnet,
obwohl nicht sicher ist, dass adle Mitglieder dieser Familie auch wirklich RNA Duplices
entwinden.

Die Proteinklasse der RNA Helikasen wird in alen zelluléren Organismen und viralen Geno-
men gefunden und Ubt essentielle Funktionen im RNA Metabolismus aus wie z.B. Transkrip-
tion, Splicing, Biogenese von Ribosomen, Kerntransport, Tranglation, RNA Abbau und Ge-

nexpression in Organellen (dela Cruz et al., 1999) (Abb. 1-2).
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Abb. 1-2  Zdluldre Prozesse (rot), in die RNA
Helikasen involviert sind (nach de la
Cruz et al., 1999).
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1.2 Strukturelle Eigenschaften von Helikasen

Auf Sequenzebene lassen sich RNA Helikasen aufgrund von sieben bis acht konservierten Mo-
tiven identifizieren. Diese Motive sind fur die Bindung von NTP, meistens ATP, und deren
Hydrolyse notwendig. Neuere Studien, besonders die Bestimmung der Kristallstrukturen ver-
schiedener DNA und RNA Helikasen, haben gezeigt, dass ein enger Zusammenhang zwischen
den konservierten Doméanen und der dreidimensionalen Struktur der enzymatischen Kernberei-
che besteht. Dies lasst annehmen, dass die Kernbereiche der Proteine funktionell und mecha-
nistisch gleichbedeutend sind, obwohl sie verschiedene biologische Aktivitéten und Substrate
haben.

Gorbalenya und Koonin (1993) waren die ersten, die systematisch die Beziehung zwischen
verschiedenen DNA und RNA Helikasen definiert haben. Aufgrund von Sequenzahnlichkeiten
einiger hundert Proteine, die zu dieser Zeit zuganglich waren, haben sie RNA und DNA Heli-
kasen in verschiedene Superfamilien unterteilt.

Sie entwickelten eine generelle Klassifikation von Helikasen in funf Hauptgruppen. Diese un-
terscheiden sich durch die Anzahl distinkter Motive, die innerhalb einer Gruppe gefunden
werden und aufgrund der Unterschiede in den konservierten Sequenzen der Motive, die von
mehr als einer Gruppe geteilt werden.

Die zwei grofiten Gruppen von DNA und RNA Helikasen werden als Superfamilie 1 und 2
bezeichnet. Diese beiden Superfamilien umfassen eine grof3e Anzahl von DNA und RNA He-
likasen von Viren, Archae Bakterien, Eubakterien, bis hin zu Eukaryonten. Die Motiv basierte

Unterteilung in diese beiden Superfamilien ist unabhéngig von der Art des Substrats (DNA
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oder RNA), des Stammbaumes oder der Entwindungsrichtung. Allerdings gehtren RNA Heli-
kasen meistens zur Superfamilie 2. In Abb. 1-3 ist die modulare Struktur der Kernbereiche von
RNA Helikasen gezeigt. DEAD- und DEAH-ahliche RNA Helikasen gehéren zur Superfami-
lie 2. Die Ski2p Familie stellt eine Subfamilie der Superfamilie 2 der RNA Helikasen dar,
wahrend die Upflp Familie eine Subfamilie der Superfamilie 1 reprasentiert. Das Upf1l Protein
besitzt 5'-3' Helikaseaktivitét sowohl auf DNA- as auch RNA-Substraten (Czaplinski et al.,
2000). Die E.coli DnaB und Rho Helikasen gehoren zur Superfamilie 4 bzw. 5. Viele virale
RNA Helikasen werden in die Superfamilie 1 eingeordnet. Alle Proteine binden ATP und be-
sitzen daher ein Walker A und B Motiv (Caruthers und McKay, 2002). Diese beiden Motive

sind nétig, aber nicht ausreichend fr eine Definition als Helikase (Tanner und Linder, 2001).

li ATPase —L RNA interaction

DEAD-box proteins
I

45-274 la Il i v v vl

ixDEaD

DEAH-box proteins
103-626

TNIAETSITI] ——

Ski2p family
19-520

i ] 236—-1296

Upfip family (SFI)
228-1356 41-411

GXPGTGKT IDExxQ g GORKOL g LxxQYRM o FYERTTCY e —

Abb. 1-3 Molekulare Struktur der Kernbereiche von RNA Helikasen. Die Konservierten Motive I, la, I, 11,
1V, V und VI und deren mégliche biologische Funktion sind in den farbigen Kasten dargestellt (abge-
leitet von Untersuchungen am trangdlation initiation factor elF4A). I dentische Reste sind durch Grof3-
buchstaben gekennzeichnet. Reste mit einer Konservierung von >50 % in Kleinbuchstaben. Variable
Langen der N- und C-Termini sind angegeben. Die grauen Kasten zeigen ein Motiv, das in DEAD
Box Proteinen konserviert, dessen biologische Funktion aber noch nicht geklért ist (nach dela Cruz et
al., 1999).

Der Kernbereich von RNA Helikasen zeichnet sich vor allem durch ein Merkmal aus: Er be-
steht aus zwei Doménen, die mit einem flexiblen Linker (Motiv I11) miteinander verbunden
sind. Es bildet sich eine Furche zwischen den beiden Doménen aus, in der das NTP binden
kann. Die konservierten Motive sind ale in diese Furche orientiert und sind beteiligt an Sub-
stratbindung, NTP-Bindung und Koordination zwischen NTP-Hydrolyse und Helikase- und
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Trans okationsaktivitdten. Anhand der Kristallstruktur des Hepatitis C Virus (HCV) NS3 Pro-
teins(Yao er al., 1997), einer RNA Helikase, 18sst sich dies sehr gut erkennen (Abb. 1-4)

@ Motif 11100 ) (b) (©
Motif IO AT Motit VO

APTGSGKS 5
H\AE\
- B ) ! / K 3

Motif la e
PSVAAT W s\iiZ )

Domain 1 Domain 2

NucleicDO g

y) d ;
{7~ T4 Motitvio agk ey

motit i €857 ¥ QRRGRTGR
s

Abb. 1-4  Kristallstruktur der HCV RNA Helikase NS3. (a)+(b) Frontansicht, (c) Seitenansicht. Die Doméne 1
ist in blau, Doméne 2 in griin dargestellt. Motiv 111, welches eine sog. Scharnierfunktion ausibt, ist in
orange dargestellt. Doméne 3, die vom Carboxy-Terminus des Proteins gebildet wird ist grau einge-
zeichnet (nach dela Cruz et al., 1999).

Die Mative la, Ib, IV und V sind wahrscheinlich an der Substratbindung beteiligt, wahrend die
Motive Il und VI die Bindung und Hydrolyse des NTPs mit Konformationsénderungen, die
notig sind fur die Helikaseaktivitét, verbinden. Mutationen in Motiv Il kénnen die NTP Hyd-
rolyse von der Helikaseaktivitdt entkoppeln (Pause und Sonenberg, 1992; Schwer und Mesza-
ros, 2000). Von Motiv VI wurde urspringlich vermutet, dass es die Bindestelle fur das Sub-
strat darstellt. Dies basierte auf Mutationsanalysen dieses Motivs, die die RNA Bindung beein-
flussten (Pause et al., 1993). Durch die Kristallstruktur von NS3 konnte dies mittlerweile
wiederlegt werden (Cho ef al., 1998; Yao et al., 1997).

Vielmehr scheint es Kontakt zu den Phosphaten des an Motiv | und Il gebundenen NTPs zu
haben. Aullerdem konnte gezeigt werden, dass Mutationen in Motiv VI in NPH-1I zwar die
ATP Hydrolyse beeinflussen, nicht aber die Bindung von RNA (Gross und Shuman, 1996).
NPH-II ist ein Protein des vaccinia Virus und wird vom 18R Gen des dsDNA Genoms dieses
Virus kodiert. Das NPH-II Protein ist sehr stark verwandt mit zellul&ren DEAH Box Proteinen
und es wurde gezeigt, dass es eine 3'-5° RNA Entwindungsaktivitét hat (Shuman, 1993).

Die starke strukturelle Konservierung impliziert auch eine starke funktionelle Konservierung.

Dass dies jedoch nicht der Fall ist, zeigt die Beteiligung von RNA Helikasen an vielen unter-
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schiedlichen Prozessen in der Zelle. Dies fihrt zu der Annahme, dass die Spezifitéat einzelner
Proteine vidleicht in den Eigenschaften zusétzlicher, eventuell familien-spezifischer Sequen-
zen (interne oder externe), zu suchen sind. Daher hat man eine Minimalstruktur gesucht, die
konsistent mit der Helikase Aktivitét aller DEAD Box Proteine ist.

1.3 Helikasen enthalten zusétzliche Strukturmerkmale zu den fiir die Cha-
rakterisierung nétigen Motiven
Die Datenbanksuche ergab, dass elF4A-ahnliche DEAD Box Proteine die kleinsten Proteine
sind, die alle Helikase Motive in sich vereinen. Sie enthalten nur ca 45 Aminosauren N-
termina des Motivs| und ca. 40 Aminosauren C-termina von Motiv VI.
Der eukaryontische Tranglations Initiations-Faktor elF4A ist momentan das kleinste Protein,
das in vitro RNA Entwindungsaktivitét zeigt und stellt somit den minimalen Helikase Kernbe-
reich dar (Rogers et al., 2001; Rozen et al., 1990). Daher wird es auch als der Prototyp der
DEAD Box Proteine bezeichnet. Esist von der Grof3e her dhnlich dem kirzlich kristallisierten
DEAD Box Protein aus M. jannaschii (MjDEAD) (Story et al., 2001), dessen biologische
Funktion jedoch noch nicht charakterisiert ist.
Die Annahme, dass elF4A-ghnliche DEAD Box Proteine eine Minimal struktur darstellen wird
unterstiitzt von der in vitro RNA Helikase Aktivitét von Prp22p. Das PRP22 Gen kodiert fur
eine DEAH Box RNA Helikase mit einer Lange von 1145 Aminoséuren. Im N-terminalen Be-
reich kdnnen grofere Deletionen vorgenommen werden, ohne die in vivo Aktivitét zu beein-
flussen. So zeigt die Deletion der Aminosduren 1-261 keinen Effekt auf die Funktion von
Prp22p in vivo. Eine Deletion von 350 Aminosauren ist nur noch bei Uberexpression in vivo
funktionell. In in vitro Studien konnte gezeigt werden, dass die Deletion von 465 Aminosauren
am N-Terminus, was einem Rest von 46 Aminosduren N-terminal von Motiv | entspricht,
RNA entwinden kann. Zwar ist Prp22p(466-1145) in vivo nicht funktionell, doch kann diese
Funktionalitét wieder hergestellt werden, wenn man den N-Terminus, Prp22p(1-465), separat
co-exprimiert. Dies zeigt, dass Protein-Doméanen in RNA-Helikasen trans fungieren kdnnen
(Schneider und Schwer, 2001).
RNA Helikasen zeichnen sich dadurch aus, dass sie, im Vergleich zu DNA Helikasen, sehr
stark verlangerte amino- oder carboxy-terminale Bereiche haben. Diese Extensionen kénnen

Uber 500 Aminosauren lang sein (Tanner und Linder, 2001).
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Rep-ahnliche und UvrD-8hnliche DNA Helikasen neigen im Gegensatz dazu, grof3ere Insertio-
nen in den Domanen 1 und 2 zu besitzen, welche dann as Doméanen 1b und 2b bezeichnet
werden (Abb. 1-5 und Abb. 1-6).

Domiine 1 Domiine 2
< : > < >
Nl e @ N v
N-Terminus ‘ Domiine 1b IV*i Domiine 2b {C—Terminus

Abb. 1-5 Rep-dhnliche und UvrD-&hnliche DNA Helikasen sind durch Insertionen charakterisiert, die als Do-
mane 1b und 2b bezeichnet werden. Zusétzlich findet sich das DNA Helikase spezifische Mativ 1V*
(Korolev et al., 1998).

Betrachtet man die Kristallstruktur der HCV NS3 RNA Helikase (Abb. 1-4), kann man erken-
nen, dass der Carboxy-Terminus eine Art Doméne 3 aushildet. Die bei DNA Helikasen beo-
bachteten Domanen 1b und 2b besetzen eine Position in der Struktur, die mehr oder weniger
identisch ist mit der vom NS3 Carboxy-Terminus gebildeten Doméne 3 (Tanner und Linder,
2001). Ein Beispiel dafir ist die Struktur von PcrA, einer DNA Helikase aus Bacillus stea-
rothermophilius. Die Struktur von PcrA war die erste Helikase-Struktur, die gelost wurde
(Subramanya et al., 1996). Das PcrA Protein ist eine DNA Helikase der Superfamilie 1. In
Abb. 1-6 ist die Topologie von PcrA im Vergleich zu elF4A und HCV NS3 gezeigt. Vergleicht
man die Topologie von elF4A mit der von PcrA oder HCV NS3, kann man deutlich die Inser-
tion zweier Sequenzen bei PcrA erkennen. Es ist auch gut zu erkennen, dass die Sequenz, die
bei HCV NS3 Domane 3 ausbildet, C-terminal ,,angehangt” und nicht inseriert ist. Aus der Po-
sition der beiden inserierten Doméanen im Topologie-Diagramm von PcrA kann man schlief3en,
dass diese eine Position dhnlich der der C-terminalen Doméane von NS3 besetzen. Man vermu-
tet, dass diese zusétzlichen Doméanen die Funktionalitét des Proteins dahingehend verdndern,
dass es mdglicherweise prozessiver wird oder die Denaturierung von doppel strangigen Regio-
nen vereinfacht wird (Soultanas und Wigley, 2000).
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Schematic
Wll: Sensar |

PcrA/Rep

Abb. 1-6 Topologische Diagramme von DNA und RNA Helikasen. In gelb sind die konservierten RecA-
dhnlichen ,Kerne" eingezeichnet. In rot variable Strukturelemente in Doménen mit einem RecA-
ahnlichen Kern. Griin und blau sind zusétzliche strukturelle Doménen gekennzeichnet. Das Schema
oben links fasst die Positionen der sieben konservierten Doménen nach Gorbalenya und Koonin,
1993, innerhalb der Topologie des RecA-dhnlichen Kerns zusammen. Zusétzliche Motive, die helika-
sespezifisch sind, sind in Klammern gezeigt (nach Caruthers und McKay, 2002).

Ein weiterer Hinweis dafir ist, dass in bestimmten Familien von RNA Helikasen Doméne 3
strukturell konserviert zu sein scheint und in einigen Féllen eine Deletion hierin grof3ere Aus-
wirkungen in vivo auf die Zellen zeigt, als Deletionen im Bereich des N-Terminus. Eine Dele-
tion von 87 Aminosauren des 334 Aminosauren langen C-Terminus von Prp22p hebt seine in
vivo Funktionalitdt auf (Schwer und Gross, 1998). Die Deletion von 461 Aminosauren des N-
Terminus beeinflusst die in vivo Funktionalitét kaum. Dies macht die Bedeutung der C-
terminal gelegenen Domane 3 in Prp22p deutlich.

Trotzdem gibt es viele DEAD Box Proteine aus Saccharomyces cerevisiae bel denen man den
C-Terminus entfernen kann, ohne die in vivo Aktivitét zu beeinflussen. Die Lange dieser Do-
mane variiert betrachtlich zwischen verschiedenen RNA Helikasen und ihre Funktion ist noch
spekulativ.

Proteine, die solche Doméanen nicht aufweisen, konnen moglicherweise ihre Aktivitat durch
Assoziation mit anderen Faktoren steigern. So steigt z.B. die Entwindungsaktivitét von elF4A
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durch Zugabe von elF4B (Rozen et al., 1990). elF4B konnte in diesem Falle als eine Art in-
termolekulare Domane 3 fungieren.

Den N-terminalen Bereichen von RNA Helikasen werden meist andere Aktivitdten wie Kern-
lokalisation oder Vermittlung von Spezifitét durch die Interaktion mit anderen Proteinen oder
Faktoren zugesprochen (Schneider und Schwer, 2001; Wang und Guthrie, 1998).

1.4 Mechanismen der Nukleinsiure-Entwindung

Die fir DEAD Box Helikasen charakteristischen Motive enthalten hoch konservierte Amino-
sauren. Einen Uberblick tber diese und deren Interaktionen gibt Abb. 1-7. Sie interkalieren
oder binden an die Basen des gebundenen Substrats und halten es fest in Position. Der Abstand
zwischen diesen Aminosiure-, Zahnen" kann mit dem NTP abhéngigen Schlieen und Offnen
der Furche zwischen Doméne 1 und 2 variieren und stellt somit ein interessantes Modell fur
die Helikase Aktivitét dar. Unterstitzt wird diese Annahme durch Untersuchungen, die zeig-
ten, dass die Hydrolyse von ATP zu ADP die Affinitdt des Proteins gegeniber ssRNA redu-
ziert (Jankowsky et al., 2000).

Abb. 1-7  Schematische Darstellung der Helikase Motive in den Helikasen der Superfamilie 1 und 2. Essind die
Interaktionen der Motive untereinander und mit ATP bzw. dem Oligonikleotid gezeigt. Dicke Linien
zeigen Interaktionen, die universell in diesen Familien sind. Die gepunkteten Pfeile zeigen I nteraktio-
nen von bestimmten Proteinen, die aber auch spezifisch fir bestimmte Helikase Familien sein konnten
(nach Caruthers und McKay, 2002).
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Die Aktivitat von Helikasen ist gekoppelt mit der Hydrolyse eines Nukleosid-Triphosphats
(NTP), in der Regel ATP. In den meisten Féllen ist die NTPase Aktivitét abhangig von bzw.
wird durch die Nukleinsaure stimuliert. Im Gegensatz zu DNA Helikasen, die lange dsDNA
Bereiche prozessiv entwinden (Lohman und Bjornson, 1996), kénnen die meisten RNA Heli-
kasen wahrscheinlich nur kurze Duplexregionen entwinden.

Fur die Entwindung langer Duplexregionen besteht in der Regel keine Notwendigkeit, da, an-
ders als z.B. wahrend der DNA-Replikation, RNA selten als kontinuierlicher Duplex vorliegt.
Eine mdgliche Ausnahme liegt in viralen Helikasen. Die sich bel der Transkription oder
Replikation viraler RNA bildenden dsRNA Zwischenprodukte miissen moglicherweise von
einer RNA Helikase entwunden werden (Kadare und Haenni, 1997).

Man nimmt an, dass die ATP Hydrolyse die Furche zwischen Doméne 1 und 2 6ffnet, ADP
dissoziiert und sich das Protein einige Basen auf der ssSRNA entlang bewegt. Enthélt die RNA
Sekundarstrukturen, wirde diese aktive, NTP-abhangige, Translokation zu einer Entwindung
dieser fuhren (Kim er al., 1998). Diese zyklischen Konformationsdnderungen kénnten ebenso
zu Umlagerungen von RNA-Protein oder sogar Protein-Protein Interaktionen fihren (Lorsch
und Herschlag, 1998). Verschiedene momentan diskutierte Modelle, wie RNA Helikasen
dsRNA entwinden kdnnten, sind in Abb. 1-8 gezeigt.
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Abb. 1-8 Madogliche Modelle fur die Funktionsweise von
Helikasen. Im ,rolling model* bindet eine oligo-
mere Helikase abwechselnd an die einzel- und
doppelstrangige Nukleinséure. Dabei haben Pro-
teine, an die ATP gebunden ist eine hohere Affi-
nitét fur die doppelstrangige Nukleinsdure. Beim
»Snow-plough model“  (Schneepflug-Modell)
wandert die RNA Helikase entlang der Gabel
und benutzt dabei die Energie der NTP Hydroly-
se, um die Wasserstoffbriickenbindungen zwi-
schen den Nukleinsduren aufzuschmelzen. Beim
»passive model“ kann die Denaturierung durch
ein ssRNA hindendes Protein bewirkt werden,
das die thermale Fluktuation der RNA fixiert.
Die Bewegung des ssRNA bindenden Proteins
entlang der einzelstrangigen Nukleinsdure wirde
dann in einer ATP-abhéngigen Reaktion verlau-
fen (nach Linder und Daugeron, 2000).
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Das Schneepflug-Modell wird durch neuere Untersuchungen von Jankowsky et al. (2000) un-
terstitzt, die intensive Studien mit dem oben erwahnten NPH-1l Protein durchgefihrt haben.
Sie konnten zeigen, dass die durchschnittliche Schrittweite bei der Entwindung von dsRNA
~6 bp betragt, was im Wert dhnlich dem der UvrD DNA Helikase ist. Sie stellten ebenso fest,
dass das NPH-II Protein prozessiv arbeitet und nicht schrittweise. Dies wurde untersucht durch
Zugabe eines hohen Uberschusses an unspezifischer RNA. Die Zugabe hatte jedoch keinen
Einfluss auf die Entwindungsraten. Lediglich bei wachsender Lange der dsRNA stieg die Dis-
soziationsrate des NPH-11 Proteins, was aber nach den oben erwadhnten Daten zu erwarten war.
Zusétzlich konnten Jankowsky er al zeigen, dass die Prozessivitat des NPH-I1 Proteins von der
Menge zur Verfligung stehendem ATPs abhangig war. Bei limitierenden Mengen an ATP hatte
das Protein die Tendenz, vom Substrat zu dissoziieren. Bei hohen ATP-Mengen arbeitete das
Protein bis zum Ende. Dies l&sst den Schluss zu, dass ATP einen regulatorischen Faktor fir
die RNA Helikase Aktivitét in der Zelle darstellen kénnte.

Neueste Studien dieser Gruppe haben gezeigt, dass NPH-1I in der Lage ist, Proteine von RNA
zu dissoziieren (Jankowsky et al., 2001). Dazu haben sie ein Substrat generiert, bei dem die
RNA eine Affinitatsregion fur das dsRNA bindende U1A Protein innerhalb eines Duplex ent-
hielt. NPH-II war in der Lage diesen Duplex zu entwinden, unabhéngig davon, ob Ul1A ge-
bunden war oder nicht. Kinetische Analysen zeigten, dass das NPH-II Protein zwar , ins Stot-
tern geriet”, wenn es auf das U1A Protein stief3, aber seine Prozessivitét beibehielt. Die Frage
ist, ob man aufgrund dieses in vitro Experimentes diese RNPase Aktivitéat dem funktionellen
Repertoire der DEAD Box Helikasen zuordnen kann, zumal dies fir noch kein weiteres
DEXH/D Box Protein gezeigt werden konnte. Diese RNPase Aktivitat konnte aber Hinweise
darauf geben, wie andere DExH/D Box Proteine beim Aufbau von Ribonukleoprotein Kom-

plexen wie z.B. dem Spliceosom wirken kdnnten.

1.5 Zelluldre Funktionen von RNA Helikasen

Die meisten Ergebnisse Uber die Beteiligung und Funktion von RNA Helikasen stammen aus
dem Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae. Daher beziehen sich die im Folgenden ge-
zeigten Ergebnisse auf Untersuchungen in S. cerevisiae. Ergebnisse aus anderen Organismen

werden entsprechend erwahnt. Das S. cerevisiae Genom kodiert fir 26 DEAD Box Proteine.
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Durch die stetig wachsende Wichtigkeit und universelle Verteilung von DEAD Box Proteinen
und ihren Verwandten sind mittlerweile schon viele Prozesse an denen RNA Helikasen betei -
ligt sind bekannt (Abb. 1-9).

(a) Ribosome biogenesis (b) (c) Pre-mRNA splicing
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Abb. 1-9 Detailliertere Darstellung der Beteiligung von RNA Helikasen (gelb) an Prozessen aus Abb. 1-2. (a)
Ribosomen Biogenese, (¢) Splicing, (d) RNA Reifung, (€) RNA Export, (f) Trandation, (g) RNA Ab-
bau. Wichtige nicht Helikasen sind in griin oder blau dargestellt. MRP, RNase MRP; snoRNP, small
nucleolar ribonucleoprotein; U1-U6, small nuclear RNAs. (b) basiert auf veralteten Daten (siehe
Text) (nach delaCruz et al., 1999).
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Im Folgenden werden die Prozesse, an denen RNA Helikasen im RNA Metabolismus beteiligt
sind, genauer dargestellt.

1.5.1 Ribosom-Biogenese

Aus der Familie der DEAH Box Proteine sind zwei, Dhrlp und Dhr2p, an der Biogenese von
Ribosomen beteiligt. Werden diese Proteine deletiert, werden frilhe Prozessierungsreaktionen
inhibiert und es kommt zu einem Mangel an 40S ribosomaen Untereinheiten. Fir Dhrlp ist
gezeigt, dass es mit U3 snoRNA (small nucleolar RNA) co-immunoprézipitiert und somit eine
physikalische Interaktion eingeht (Colley et al., 2000). Man geht momentan davon aus, dass
RNA Helikasen drei Rollen im Bereich der Ribosom-Biogenese spielen kdnnten. Einerseits
konnte die Entwindungsaktivitdt von RNA Helikasen fir die Bildung und/oder Dissoziation
von snoRNA-pre-rRNA Basenpaaren nétig sein. Zweitens konnten RNA Helikasen die Aktivi-
téten von Endo- und Exonukleasen unterstiitzen. Dies wird z.B. fiur Dbp3p und Doblp/Mtrdp
angenommen (Weaver et al., 1997). Drittens konnten RNA Helikasen trans-agierende Fakto-
ren und ribosomale Proteine innerhalb der pre-ribosomalen Partikel rekrutieren, re-arrangieren
oder separieren, indem sie wahrend der Prozessierung und Assemblierung Reaktionen spezifi-
scher intramolekularer rRNA, rRNA-Protein oder sogar Protein-Protein Interaktionen modu-

lieren.

1.5.2 Transkription

In Abb. 1-9 wird Dhhlp eine Rolle bel der Transkription zugeschrieben. Dies basiert auf Da-
ten, in denen Dhhlp, ein Mitglied der DEAD Box Superfamilie 2, genetisch und physikalisch
mit Pop2p, einer Komponente des transkriptionsregulierenden Komplexes Ccr4 interagiert
(Hata et al., 1998). Pop2p wird as genereller Transkriptionsfaktor angesehen. Diese Daten
wurden durch die Interaktion von Dhhlp mit dem N-Terminus von Notlp, dem einzigen es-
sentiellen Protein des Ccr4-Not Komplexes, bestarkt (Maillet und Collart, 2002). Laut Hefeda-
tenbanken (z.B. MIPS) ist Notlp kernlokalisiert. Allerdings haben neuere Studien gezeigt,
dass der Ccr4-Komplex der hauptséchliche Deadenylierungskomplex ist (Coller et al., 2001,
Fischer und Weis, 2002), was eine zytoplasmatische Lokalisation voraussetzt. Daher sind diese
Daten tber Dhhlp widersprichlich. In dieser Arbeit und in Fischer und Weis (2002) konnte
die zytoplasmatische Lokalisation des Dhhl Proteins gezeigt werden. Daher ist eine direkte
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Rolle von Dhhlp in der Transkription (Abb. 1-9) oder ihrer Aktivierung eher unwahrschein-
lich.

1.5.3 Pre-mRNA Splicing

Die bei der Transkription gebildete preemRNA wird in einem Reifeprozess an ihrem 5'-Ende
mit einer Cap-Struktur versehen, das 3'-Ende polyadenyliert und Introns durch Splicen ent-
fernt. Mittlerweile sind in der Backerhefe acht RNA Helikasen bekannt, die am Prozess des
pre-mRNA-Splicens beteiligt sind (Staley und Guthrie, 1998). Jedes dieser Proteine stellt ei-
nen essentiellen Faktor dar und fungiert bel einem anderen Schritt der Bildung und des Abbaus
des Spliceosoms. Die DEAD Box Proteine Prp5 und Prp28, sowie das DExH Box Protein Brr2
bringen die verschiedenen Komponenten des Spliceosoms zusammen. Prp5p aktiviert das U2
SnRNP in einem frihen Stadium. Es kénnte RNA Helikase Aktivitét und/oder Protein-RNA
trennende Aktivitét haben. Prp28p wird fur die ATP-abhéngige Dissoziation von U1snRNA
und die Substitution von U1l snRNA durch U6 snRNA an der 5'-Splicestelle benttigt (Staley
und Guthrie, 1999). Das Brr2 Protein ist an der Dissoziation der U4 snRNA von der U6
snRNA und dem Spliceosom, welches vor der ersten katalytischen Reaktion gebildet wird, be-
teiligt (Raghunathan und Guthrie, 1998). Man nimmt an, dass die anderen, hier nicht erwahn-
ten, DEAH Proteine an konformellen Umlagerungen der spliceosomalen RNAs (MRNA und
snRNAS) beteiligt sind.

154 RNA Export

Eine weitere wichtige Funktion der DEAD Box RNA Helikasen stellt ihre Beteilligung am
RNA Export dar. Nach der Prozessierung im Zellkern liegen reife mRNASs in Form von Ribo-
nukleotid-Proteinen (RNP) vor und werden zusammen mit tRNAs und Ribosomen durch den
Nuklearen Poren-Komplex (NPC) ins Zytoplasma transportiert. Eine mogliche Funktion fir
eine kernlokalisierte RNA Helikase kdnnte ihre Beteiligung an der Konformations- und/oder
Kompositionsverdnderung von RNPs fur ihren Transit durch den NPC sein. Eine zytoplasma-
tische RNA Helikase konnte dann fir die Restrukturierung oder Entpackung des RNP notwen-
dig sein. Ebenso konnte sie bei der Ablésung von Shuttle-Proteinen beteiligt sein, damit siein
den Kern zurtickkehren kdnnen. Genauso kénnte sie den RNA Export an die Trandations Ini-

tiation koppeln.
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Bis vor kurzem war das einzige DEAD Box Protein, von dem eine Funktion im Kerntransport
bekannt war, das Dbp5 Protein. Eine Deletion von DBP5 fuhrt zur Akkumulation von po-
ly(A)" mRNA im Kern. Dbp5p wird zur zytoplasmatischen Seite des NPC rekrutiert, wo es mit
Nupl59p interagiert. Man nimmt an, dass es in einem terminalen Schritt des Exports fungiert
(Schmitt et al., 1999; Snay-Hodge et al., 1998). Mittlerweile haben zusétzliche Studien in Xe-
nopus laevis, Drosophila melanogaster und Saugerzellen weitere Beispiele der Kopplung von
preemRNA Splicing und RNA Export aufgezeigt. Vom Sauger-Protein UAP56 und seinem
Hefehomologen Sub2p wurde gezeigt, dass sie in einem frilhen ATP-abhangigen Schritt des
pre-mRNA Splicens bendtigt werden (Fleckner ef al., 1997; Kistler und Guthrie, 2001; Libri ez
al., 2001; Zhang und Green, 2001). Fehlt das funktionelle UAP56/Sub2p ist der RNA Export
gravierend beeinflusst. Obwohl diese beiden Proteine fir das korrekte Splicen bendtigt wer-
den, ist bei einer Deletion von UAP56/Sub2p auch der Export von RNAS, die von intronfreien
Genen kodiert werden, betroffen. UAPS6/Sub2p ist ein Mitglied der DEAD Box Familie der
vermeintlichen RNA Helikasen (dela Cruz et al., 1999). Im Gegensatz zu anderen Mitgliedern
dieser Familie enthalten die Proteine UAP56/Sub2p aus anderen Organismen ein DECD Motiv
an Stelle des DEAD Moativs.

poly(A)" RNA akkumuliert auch im Zellkern von Stammen, bei denen Mutationen von Doblp
(auch as Mtrdp charakterisiert) exprimiert werden. Doblp wird als das Kernhomologe von
Ski2p, einer RNA Helikase der Ski2 Subfamilie, angesehen. Daher wird eine Beteiligung von
Doblp/Mtrdp am RNA Export angenommen.

15,5 Trandation

Der Prototyp der DEAD Box Proteine ist der Tranglations-initiations Faktor elF4A (eukaryotic
Initiation Factor 4A). In der Béckerhefe wird er von zwel fast identischen Genen, 7/F1 und
TIF2, die aus Genduplikation entstanden sind, kodiert. Das elF4A Protein stellt eine RNA-
abhangige ATPase dar, die zusammen mit elF4B as RNA Helikase fungiert. elF4A entwindet
Sekundarstrukturen im 5’ -untrangdlatierten Bereich von mRNAs. Dieser Vorgang ist nétig, da-
mit die kleine ribosomale Untereinheit binden und die RNA nach dem Initiations-Codon absu-
chen kann. In Eukaryonten wird die 40S ribosomale Untereinheit durch Interaktionen mit Initi-
ationsfaktoren an das 5'-Ende der mRNA rekrutiert. Danach scannt diese Untereinheit die
MRNA nach ihrem Initiations-Codon ab, dann wird die 60S ribosomale Untereinheit rekrutiert

und die Trandation beginnt. Aufgrund der ausgiebigen Sekundarstrukturen in dem 5'-
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untrandlatierten Bereich der mRNA ist eine Beteiligung von RNA Helikasen bei diesem Pro-
zess sehr wahrscheinlich (de la Cruz et al., 1999). Man nimmt an, dass sich diese Aktivitét im
eukaryontischen Initiationsfaktor 4A (elF4A) manifestiert.

Mittlerwelle weil3 man, dass elF4A wahrscheinlich nicht die einzige RNA Helikase ist, die fur
die Tranglations-Initiation benttigt wird. Bei einem Screening auf genetische Interaktoren von
elF4A konnte ein weiteres DEAD Box Protein isoliert werden, Ded1p. Kirzlich wurde ge-
zeigt, dass das DED1 Gen eine Rolle in der Translations-Initiation spielt (Chuang et al., 1997,
de la Cruz et al., 1997). Das Dedl Protein zeigt RNA-abhangige ATPase Aktivitét, ATP-
abhangige RNA Helikase Aktivitét und bindet ssRNA in An- und Abwesenheit von Nukleoti-
den. dsRNA wird von Ded1p aber nur in Anwesenheit von ATP (nicht ADP) gebunden (lost et
al., 1999). Analysen mit Deletionsmutanten und temperatursensitive Mutanten zeigten, dass
Ded1p einen generellen Trandations-Initiationsfaktor darstellt (Chuang et al., 1997; dela Cruz
et al., 1997). Weitergehende Experimente in Schizosaccharomyces pombe zeigten, dass ein
normaler Expressionslevel von Dedl1p fur die Trandation von einigen Zellzyklus regulieren-
den Proteinen notwendig ist (Grallert et al., 2000).

In der Tat sind die meisten Ergebnisse Uber den Aufbau und die Funktionsweise von DEAD
Box Proteinen durch Untersuchungen des elF4A bekannt geworden. Neuere Ergebnisse aus
dem Labor von N. Sonenberg bestdtigen die Theorie, dass die Sekundarstrukturen im 5'-
untrandlatierten Bereich die Bindung von Ribosomen beeinflussen. Dort verwendete man do-
minant-negative Mutanten von elF4A in einem zellfreien System. Die Untersuchungen erga-
ben, dass die Trandations-Initiation empfindlich auf den Grad der Sekundéarstrukturen inner-
halb der mRNA reagiert (Svitkin er al., 2001). Trotzdem gibt es noch keinen Beweis fur die
Entwindungsaktivitét von elF4A in vivo.

1.5.6 RNA Abbau

Der letzte Prozess im Lebenszyklus von RNA ist deren Abbau. Auch daran sind RNA Helika-
sen beteiligt. Der Abbau von RNA stellt einen wichtigen Prozess dar, da die Konzentration
von bestimmten Proteinen, z.B. Zellzyklus regulierenden Faktoren, genau reguliert werden
muss. Werden RNAs von solchen Genen nicht zu einem bestimmten Zeitpunkt abgebaut, kann
dies zu gravierenden Zellzyklusstorungen und eventuell zum Zelltod fuhren. Aul3erdem kon-

nen falsche RNAS, also solche mit nicht gespliceten Introns, oder internen Stopcodons die Ri-
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bosomen unndtig blockieren. Daher ist es notwendig, solche RNAs méglichst schnell zu ent-
fernen.

Den Prozess des RNA Abbaus kann man in zwel Bereiche unterteilen. Den einen Bereich stellt
der ,normale’ Abbau von mRNA nach der Trandation dar, den anderen die programmierte
Zerstorung von RNAS, die,,nonsense Codons* enthalten - der sogenannte ,, Nonsense mediated
Decay“ (NMD).

Beim ersteren beginnt der Abbau der mRNA prinzipiell mit der Entfernung des 3' poly(A) Be-
reiches. Dies ist der initiale Schritt sowohl in Hefe, as auch in hoheren Eukaryonten. Den
meisten Einblick in diesen Mechanismus haben Studien in S. cerevisiae erbracht. In der Hefe
wurden zwei unterschiedliche Deadenylierungsmechanismen identifiziert. Der eine wird durch
Pan2/Pan3-Komplex représentiert, der vom poly(A)-bindenden Protein (Pab)1 abhangt. Von
diesem Komplex nimmt man an, dass er nasciernde poly(A) Bereiche im Kern trimmt, bevor
die MmRNA exportiert wird. Er ist aber wahrscheinlich auch an der Deadenylierung im Zytop-
lasma beteiligt (Boeck et al., 1996; Brown und Sachs, 1998; Tucker et al., 2001).

Der zweite Deadenylierungsmechanismus besteht aus den zwei Transkriptionsregulatoren
Ccrd und Cafl. Der Ccrd/Cafl Komplex stellt in vivo und in vitro den vorrangigen Deadeny-
lierungskomplex dar. Allerdings muss man beide Komplexe, sowohl den Pan2/Pan3, a's auch
den Ccrd/Caf1 Komplex disruptieren, um einen Effekt auf die Deadenylierung in vivo zu sehen
(Tucker et al., 2001).

Die Deadenylierung induziert eine relativ schnelle Abspaltung der 5 Cap-Struktur durch das
decapping Enzym Dcplp (Beelman et al., 1996; LaGrandeur und Parker, 1998). Fischer und
Weis (2002) konnten zeigen, dass Dhhlp die decapping-Aktivitét von Dcplp in vitro stimu-
liert. Durch biochemische und genetische Studien wurden mittlerweile mehrere Faktoren iden-
tifiziert, die am Decapping beteiligt sind, wie z.B. Dcp2 (Dunckley und Parker, 1999), Vpsl6
(Zhang et al., 1999), Patl (Bonnerot et al., 2000; Hatfield er al., 1996) und die Lsm Proteine
(Bouveret et al., 2000; Tharun et al., 2000). Nach der Entfernung der Cap-Struktur wird der
verbleibende MRNA Rest durch die 5 Exonuklease Xrnlp abgebaut (Hsu und Stevens, 1993).
In der Hefe sind auch 3' Exonukleaseaktivitéten vorhanden, die aber bei dem normalen mRNA
Abbau eher eine untergeordnete Rolle spielen (Jacobs et al., 1998).

Nachdem die mRNA Synthese einen Multistep-Prozess darstellt, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass un- oder fehlgesplicete RNAs, RNAs mit unnaturlich langen 3'-untrandlatierten
Regionen oder RNAs mit falschen oder fehlenden Stopcodons entstehen. Diese sogenannten

»nhonsense® RNAs werden durch den NMD abgebaut. Neueste Studien haben gezeigt, dass
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auch innerhalb des NMD Unterschiede in der Art des Substarts gemacht werden. Kirzlich
wurde gezeigt, dass eukaryontische RNAs ohne Stopcodon, sogenannte ,,nonstop” RNAS sehr
schnell abgebaut werden (Frischmeyer et al., 2002).

In der Hefe sind drei trans-agierende Faktoren fir den NMD essentiell, Upflp, Upf2p und
Upf3p (Leeds er al., 1991). Upflp gehort zur Superfamilie 1 der RNA Helikasen und ist von
der Hefe bis zum Menschen konserviert. Das Upf1l Protein zeigt nukleinsdureabhéngige ATPa
se Aktivitédt und besitzt eine 5'-3' Helikase Aktivitat sowohl auf DNA wie RNA Substraten.
Interessanterweise wird ,,nonstop® RNA in upf1A-Stammen nicht stabilisiert, was eine Unter-
scheidung zwischen dem Abbau von RNA, die kein Terminations-Codon enth&lt und dem
NMD zeigt (Frischmeyer ef al., 2002). Wie oben beschrieben, bendtigt der normale Abbau von
RNA ene Deadenylierung gefolgt von einer Dcplp-vermittelten Entfernung der 5 Cap-
Struktur und dem 5'-3' Abbau durch Xrnlp. mRNA im NMD wird ohne vorherige Deadeny-
lierung abgebaut (Muhlrad und Parker, 1994). Nonstop Transkripte hingegen werden aber so-
wohl in xrnlA, depl und ccr4A Stdmmen abgebaut. Daraus lésst sich ableiten, dass nonstop
RNA weder durch den NMD noch durch den normalen Abbau von mRNA beseitigt wird.
Neue Studien haben gezeigt, dass nonstop RNA vom Exosom-Komplex in 3'-5" Richtung ab-
gebaut wird (van Hoof er al., 2002). Der Exosom-Komplex besteht aus den Proteinen Ski3p,
Ski8p und der putativen RNA Helikase Ski2p (Jacobs ef al., 1998). Ski2p stellt auch das zy-
toplasmatische Homologe von Doblp dar (siehe oben). Somit kann man @nliche Mechanis-
men bei der Rekrutierung und Funktion von Ski2p und Doblp/Mrt4p bei der Unterstiitzung
des Exosom-K omplexes annehmen. Esist anzunehmen, dass die oben erwdhnte Akkumulation
von poly(A)" RNA im Zellkern in dobl-Stammen eher eine Konsequenz der Effekte auf den
kernbasierten RNA Turnover as den RNA Export ist (Abb. 1-10).
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Abb. 1-10 Kompartimentaliserung der RNA Helikasen

Dob1
P Doblp und Ski2p, die bei der 3-
/ ’ 5 exonukleolytischen Aktivitst des Exosom-
Komplexes im Kern bzw. Zytoplasma mitwirken.
Pre-rRNA Beim Fehlen von Doblp oder Ski2p akkumulie-
Exosome ren die RNA Substrate, da der Exosom-Komplex
Nucleus durch die Sekundéarstrukturen blockiert wird (nach
3 ¢ 5 ¢ 5 ¢ delaCruz ef al., 1999).
Cytoplasm
Ski2p
e
O mRANA
Exosome

Aus dieser kurzen Einfiihrung in den Aufbau, die Funktion und die Beteiligung von RNA He-
likasen kann man erkennen, dass RNA Helikasen eine Gruppe von Proteinen darstellen, die
eine hohe biologisch Wichtigkeit besitzen. RNA Helikasen sind an vielen unterschiedlichen
Prozessen beteiligt, weshalb das Fehlen einer oder mehrerer dieser Proteine weitlaufige Aus-
wirkungen auf die Funktionen innerhalb der Zelle haben kann. Daher stellen diese Proteine,
ein hochinteressantes Forschungsgebiet dar, das gerade in jingerer Zeit immer mehr an Bedeu-

tung gewinnt.

1.6 Aufgabenstellung

In der vorliegenden Arbeit sollte zunéchst eine mogliche Beteiligung des Dhhl Proteins aus
Saccharomyces cerevisiae an DNA Reparatur VVorgéngen untersucht werden. Dazu sollten die
Auswirkungen einer Deletion von DHH1 in den Hefestdmmen W303-1A und CenPK?2 auf die
Sengitivitéten gegenuiber Bleomycin, MM S, UV-Strahlung und y-Strahlung untersucht werden.
AulRerdem sollte die Auswirkung einer DHH1 Deletion auf die Effizienz und Genauigkeit des
Non-homologous End-joining Reparaturwegs untersucht werden.

Im zweiten Tell der Arbeit sollten funktionelle Doménen des Dhhl Proteins in vivo charakteri-
siert werden. Dazu sollten N- und C-terminale V erkiirzungsmutanten hergestellt werden sowie
Mutationen in das ATPase Motiv und in das sogenannte SAT-Motiv eingefiihrt werden um
deren Wichtigkeit fUr die in vivo Funktion des Dhhl Proteins zu prifen. Die Funktionalitét der
verschiedenen Dhhl Mutanten sollte mit einem geeigneten Testsystem qualitativ untersucht

werden.
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2 MATERIAL

2.1 Bakterienstimme

Alle verwendeten Bakterienstdmme wurden aus der Stammsammlung der Abteilung Prof.

E.-L. Winnacker entnommen.

Stamm Genotyp Referenz

E.coli sure E14 (mcrA), A(mcrCB-hsdSMR-mrr)117, sbeC, Greener, 1990;
recB, recd, unuC::TnS(kanr), supE44, gyrA96, Doherty et al., 1993
relAl, lac, thi-1, endAl, uvrC[F proAB, la-
cl9ZAM15, Tn10(Tet)]

E.coli TOP10F F{lacl®Tet"}, mcrA, A(mrr-hsdRMS-merBC),  Invitrogen BV
080/acZAM 15, AlacX 74, deoR, recAl, a- Niederlande
raD139, A(ara-leu)7697, galU, galK rpsL, en-
dAl, nupG

E.coli XL1Blue Bullock et al., 1987

recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hstl?(rK',mK+),
supE4A4, relAl, lac, [F traD36, proAB,
lac’ZAM 15, Tn10(tet")]

2.2 Hefestimme

Stamm
W303-1A

W303-1B

W303 al

W303 aL

Genotyp Referenz Quelle
Mat a, ade2-1, ura3-1, his3-11, Thomas und Prof.
trpl-1, leu2-3,2-112, can1-100, Rothstein, Bandlow,
rads-535 1989 Minchen
Mat o, ade2-1, ura3-1, his3-11, Thomasund  Prof.
trpl1-1, leu2-3,2-112, can1-100, Rothstein, Bandlow,
rads-535 1989 Minchen
Mat g, yku70::LEU2, ade2-1, Feldmannund Arbeitskreis
ura3-1, his3-11, trp1-1, leu2-3,2- Winnacker,
112, can1-100, rad5-535 1993
Mat a, vku70::LEU2, ade2-1, Feldmannund Arbeitskreis

ura3-1, his3-11, trp1-1, leu2-3,2- Winnacker,

112, canl1-100, rad>-535 1993
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W303 aU Mat a, yku70.:URA3, ade2-1, Feldmannund Arbeitskreis
ura3-1, his3-11, trpl-1, leu2-3,2- Winnacker,
112, can1-100, rad5-535 1993
W303 ah2 Mat a, yku80.:KanMX, ade2-1, Feldmann ef al, | Arbeitskreis
ura3-1, his3-11, trpl-1, leu2-3,2- 1996
112, canl1-100, rad5-535
W303 aLh2 Mat a, yku70::LEU2, Feldmann et al, Arbeitskreis
vku80.: KanMX, ade2-1, ura3-1, 1996
his3-11, trp1-1, leu2-3,2-112, canl-
100, rad5-535
W303 ao Mat a, Mat o, ade2-1, ura3-1, his3- Arbeitskreis
11, trp1-1, leu2-3,2-112, canl-100,
rads-535
W303 aUolL W303 aU x W303 oL Driller et al, Arbeitskreis
1999
W303 aADH Mat a, DHHI::HIS3, ade2-1, ura3-  diese Arbeit Arbeitskreis
1, his3-11, trpl-1, leu2-3,2-112,
canl-100, rad5-535
W303 aADK Mat a, dhhl::KanMX, ade2-1, ura3- diese Arbeit Arbeitskreis
1, his3-11, trpl-1, leu2-3,2-112,
canl-100, rad5-535
W303 aADH Mat o, dhhl::HIS3, ade?-1, ura3-1, diese Arbeit Arbeitskreis
his3-11, trp1-1, leu2-3,2-112, canl-
100, rad5-535
W303 aLADH Mat a, yku70::LEU2, dhhl::HIS3, diese Arbeit Arbeitskreis
ade2-1, ura3-1, his3-11, trp1-1,
leu2-3,2-112, canl-100, rad5-535
IL993-5C Mat o, ilv5 Wolf et al., Prof.
1973 K. Wolf,
Mainz
KL114-4A Mat a, hisl, trp2 Wolf et al., Prof.
1973 K. Wolf,
Mainz
CenPK2a Mat a, leu2-3,112, ura3-52, trp1- Prof. K.-D. Prof. H.
289, his3-A1, MAL2-8¢, MAL3, Entian, Domdey,
SUC3, GAL Frankfurt/M Munchen
CenPK 2o Mat o, leu2-3,112, ura3-52, trp1- Prof. K.-D. Arbeitskreis
289, his3-A1, MAL2-8c, MAL3, Entian,
SUC3, GAL Frankfurt/M
CenPK 2aL Mat a, yku70::LEU2, leu2-3,112, Arbeitskreis
ura3-52, trp1-289, his3-A1, MAL2-
8c, MAL3, SUC3, GAL
CenPK 2oL Mat o, yku70::LEU2, leu2-3,112, Arbeitskreis

ura3-52, trp1-289, his3-A1, MAL2-
8c, MAL3, SUC3, GAL
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CenPK2aU Mat a, yku70.::URA3, leu2-3,112, Arbeitskreis
ura3-52, trp1-289, his3-Al, MAL2-
8c, MAL3, SUC3, GAL

CenPK2ah2 Mat a, yku80.:KanMX, leu2-3,112, Arbeitskrais
ura3-52, trp1-289, his3-Al, MAL2-
8c, MAL3, SUC3, GAL

CenPK2a0. Mat a, Mat o, leu2-3,112, ura3-52, | Prof. K.-D. Prof. H.
1rp1-289, his3-A1, MAL2-8¢, MAL3, Entian, Domdey,
SUC3, GAL Frankfurt/M Minchen

CenPK2aUaolL CenPK?2aU x CenPK 2oL Driller et al, Arbeitskreis

1999
CenPK 2ah2ath2 CenPK 2ah2 x CenPK20h2 Driller et al, Arbeitskreis
1999

CenPK 2aADH Mat a, dhhl::HIS3, leu2-3,112, diese Arbeit Arbeitskreis
ura3-52, trp1-289, his3-Al, MAL2-
8c, MAL3,SUC3, GAL

CenPK20ADH Mat o, dhhi::HIS3, leu2-3,112, diese Arbeit Arbeitskreis
ura3-52, trp1-289, his3-Al, MAL2-
8c, MAL3, SUC3, GAL

CenPK2a Mat a, leu2-3,112, ura3-52, trp1- diese Arbeit Prof. H.

DHH1 C-myc 289, his3-Al, MAL2-8¢, MAL3, Domdey,

Minchen

SUC3, GAL, DHHI C-myc HIS3MX

2.3 Plasmide

Beschreibungen und Ursprung der verwendeten Plasmide sind in nachfolgender Tabelle ange-

geben.

Plasmidbezeichnung

pGEM-4Z
pBluescript I1 KS(+)

pZero™-2

pRS313,
pRS314,
pRS315,
PRS316

Genbank Accession Referenz Quelle
Number

X65305 Promega Cooperation = Arbeitskreis
Technical Service

X52327 Alting-Mees und Prof. Lipp, Berlin
Short, 1989

kein Eintrag Invitrogen Cooperati- = Arbeitskreis
on, 1995
Sikorski und Hieter,  Prof Bandlow, MUn-

u03440 1989 chen

u03442
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pAU,
PAH,
PAT,
pAL

kein Eintrag

Mai, Bernd, Minchen

2.4 Enzyme

Amersham/Pharmacia

DuPont Glusulase

MBI Fermentas

Thermosequenase-Kit

Tag DNA-Polymerase

Restriktionsenzyme

New England Biolabs

Klenow-Fragment DNA-Polymerase | (E. coli)

Restriktionsenzyme

Roche Diagnostics GmbH

Pwo DNA-Polymerase

Shrimps Alkalische Phosphstase (SAP)

Lysozym

RNase A
Sigma Chemie Minchen  Lytikase
Biomol Feinchemikalien  Zymolyase

GmbH, Hamburg

2.5 Chemikalien

Acrylamid:Bisacrylamid (19:1) 20 % Biozym Accugel
Acrylamid:Bisacrylamid (30:0,8) 30 % Biozym Accugel
Agarose, LE" SeaKem
Ammoniumacetat (NH,OAC) Merck
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck
Ampicillin Sigma

Bacto Agar Difco

Bacto Trypton Difco

Bacto Peptone Difco

Bacto Hefe Extrakt Difco
Bromphenolblau Sigma
Chloroform Riedel de Haen
Dinatrium-hydrogenphosphat, p. a. (Na,HPO,) Merck
Essigsdure Roth

Ethanol >99,8 %, p.a. Roth

Seite 24



Material

Ethanol 99 %, vergdllt mit 1 % MEG. Graen

Ethidiumbromid (100 mg/ml) Roth
Ethylendinitrilotetraessigsaure (EDTA, TitriplexIll) Merck

Glycerinp.a Roth

Glycin >99,7 %, p.a. Roth

Harnstoff, p.a. Roth

Isopropanol >99,7 %, p.a. Roth

Magnesiumchlorid (MgCl5) Merck

Natriumacetat (NaOAC) Merck

Natriumchlorid (NaCl) Merck
Natrium-dihydrogenphosphat, p. a (NaH,PO,) Merck
Natriumdodecylsulfat (SDS) ICN Biomedicals GmbH
Natriumhydroxid-Pl&tzchen Roth
Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (25:24:1) Roth

Polyethylenglycol 8000 (PEG 8000) Roth
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20) Sigma

Salzsdure (HCI) 37 % Roth

TEMED Serva
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) Merck

Wasser (Reinstwasser), ultrafiltriert Millipore Reinstwasseranlage

2.6 Oligonukleotide

Diein dieser Arbeit verwendeten synthetischen Oligonukleotide wurden bei den Firmen Meta-

bion und MWG-Biotech bestellt.

2.7 Geriite
Filmentwicklermaschine Amersham, Hyperprocessor
Gelel ekrophorese-Apparaturen:
horizontal BioRad; Harnischmacher
Sequenzgele (vertikal) BioRad
Hybridisierungsofen Bachofer
PCR Thermocycler Biometra (Biometra Trio Thermobl ock)

Phosphor-Imager

Molecular Dynamics, Storm 860

Phosphor-Screen

Kodak Storage Phosphor Screen

Schiittelinkubatoren

Ikamag IKA-Vibrax-VXR,

Spannungsgerate

Consort E321, 433, 734

Thermomixer

Eppendorf-Thermomixer 5436

Tischzentrifuge

Eppendorf-Zentrifuge 5417

Ultraschall-Gerét

Branson Sonifier 250

UV-Crosslinker

Spectrolinker XL-1500 UV, Spectronics Cor-
poration
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UV -llluminatoren, 245 und 366 nm Bachofer
V akuum-K onzentrator (,, speed-vac”) Bachofer
V akuumofen Heraeus

Vortex

Vortex-Genie, Scientific Industries

Zentrifugen

Sorvall RMC 14, Rotor: Sorval FA-Micro
Centrifuge 5417, Eppendorf

GS-15 R, Beckmann

RC 26 Plus, Sorvall

2.8 Verbrauchsmaterialien

Blotting-Papiere

Schleicher & Schuell, GB 001 und GB 004

Kunststoffolie

Saran Wrap, Dow

Membranfilter, 0,2 um

Schleicher & Schuell NL 17

Nylonmembranen

Hybond N*, Amersham

Parafilm American National Can
Pipettenspitzen Eppendorf Crystal, Gilson
Reaktionsgefédlie 2ml, 1,5 ml, 0,5 ml Eppendorf Safe-Lock
Rontgenfilme Kodak X-omat

Spritzenaufsatzfilter, 0,22 pm

Millipore Millex-GP
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3 METHODEN

3.1 Kultivierung von Bakterien

3.1.1 Vermehrung in Flussigkultur

Die Aufzucht von Flissigkulturen erfolgte in sterilem LB-Medium zusammen mit dem ent-
sprechenden Antibiotikum, das entweder mit einer Impfose aus einer Glycerinkultur oder mit
einer Einzelkolonie von einer Platte beimpft wurde. Die Kulturen wurden mindestens 6 Stun-
den, meist aber Uber Nacht, bel 37°C in einem Schiittler (200 UPM) inkubiert. Die Bakterien-
dichte wurde photometrisch bei 600 nm bestimmt (1 ODego = 8 x 10° Zellen).

LB-Medium: 10g Bacto Trypton
59 Hefe Extract
5g NaCl
ad 1000 ml H,O bidest

Eingesetzte Antibiotika:

Ampicillin 100 pg/ml Stocklésung 100 mg/ml in H,O
Kanamycin 100 pg/ml Stocklésung 500 mg/ml in H,O

3.1.2 Anzucht auf Agarplatten

Bakterien aus einer Glycerin- oder Flissigkultur wurden mit einem Drygal ski-Spatel, Glasku-
geln oder einer Impfése auf sterile LB-Platten ausgestrichen und Uber Nacht im Brutschrank
bei 37°C inkubiert. Dem Medium war nach dem Autoklavieren und Abkihlen auf ca. 55°C das

jeweilige Antibiotikum zugesetzt worden.

LB-Agar: 159 Agar
10g Bacto Trypton
59 Hefe Extract
5g NaCl
ad 1000 ml H,0 bidest.
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3.1.3 Stammhaltung

Zur kurzfristigen Aufbewahrung wurden mit Parafilm verschlossene Platten mit dem Deckel
nach unten bei 4°C fiir mehrere Wochen gelagert. Fur Dauerkulturen wurden 5 ml einer Uber-
nachtkultur abzentrifugiert (5000 Upm/5 min, Heraeus) und in 1 ml 50 % LB/50 % Glycerin
aufgenommen und bei - 80°C gelagert.

3.2 Klonierung in E.coli

3.2.1 Herstellung transformationskompetenter E.coli-Zellen

3.2.1.1 Herstellung chemisch-kompetenter E.coli-Zellen

Nach einem unverdffentlichten Protokoll von M. Scott wurde der Stamm XL1 Blue transfor-
mationskompetent gemacht.

Die Bakterien wurden auf einer LB-Agarplatte vereinzelt und eine Koloniein 20 ml TYM bis
zu einer optischen Dichte von ODgo = 0,2 bis 0,8 vermehrt. Die Bakteriensuspension wurde
zu 100 ml TYM gegeben und erneut bis zu einem ODggo-Wert von 0,6 vermehrt. Man ver-
dunnte auf 500 ml mit TYM. Nachdem erneut eine ODgy von 0,6 erreicht war, wurde der
Kolben rasch in einem Eis’Kochsalz-Bad auf 0°C abgekihlt. Die Bakteriensuspension zentri-
fugierte man im GSA-Rotor 15 min bei 4000 Upm (4°C) ab. Das Pellet suspendierte man vor-
sichtig in 100 ml TfB | (gekuhlt) und lief3 es fur 15 min bei 0°C stehen. Danach zentrifugierte
man erneut ab (3800 Upm/5 min/4°C, GSA). Das Pellet wurde in 20 ml TfB Il (gekuhlt) re-
suspendiert, in vorgekihlte Eppendorfgefédl3e aliquotiert (je 200 pl) und sofort in flissigem
Stickstoff eingefroren. Die Aliquots konnten bel - 80°C mehrere Monate gelagert werden.

Die Kompetenz der Bakterien wurde durch Transformation mit einer bekannten Menge Plas-
mid getestet. 100 pl einer kompetenten Bakterien-Suspension wurden mit 10 ng pGEM4Z-
DNA transformiert. 1, 10, 25 und 50 pl des Transformationsansatzes wurden auf LBamp-
Platten ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Aus der Anzahl der erhaltenen Kolo-
nien pro ul des Transformationsansatzes lasst sich die Anzahl der Transformanden pro ug
DNA bestimmen.
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TYM: 20g Bacto Trypton
59 Hefe Extrakt

5,849 NaCl
2,46 g MgSO,
ad 1000 ml H,O bidest
TfB I: 30mM KOAc TfB I1 10mM MOPS/NaOH, pH 7.0
50 mM MnCl, 75mM CaCl,
100 mM CaCl, 10mM KCI
15% Glycerin 15% Glycerin

MnCl, wurde aus einer getrennt steril filtrierten Stockldsung (1 M) zu Puffer Tfbl gegeben, da
Mn(11) sonst beim Autoklavieren oxidiert wird.

3.2.1.2 Herstellung elektrokompetenter E.coli

10 ml LB-Medium wurden mit einer Einzelkolonie des E.coli-Stammes angeimpft und bei
37°C uber Nacht geschiittelt. Mit dieser Ubernachtkultur wurde 11 LB-Medium angeimpft und
bis zu einer ODgy VOn 0,7 bei 37°C geschittelt. Nach einer 30-minltigen Inkubation auf Eis
wurden die Bakterien abzentrifugiert (4500 Upm, 10 min, 4°C). Die folgenden 3 Waschschrit-
te wurden im Kihlraum auf Eis durchgefiihrt. Zuerst wurden die Bakterien mit 1 Volumen,
dann mit 0,5 Volumina und zuletzt mit 50 ml kaltem Wasser gewaschen. Dann wurde das Pel-
let in 2-3 ml 10 % Glycerin aufgenommen, zu 40 ul aiquotiert und in flissigem Stickstoff

eingefroren. Die elektrokompetenten Bakterien konnten bel —80°C aufbewahrt werden.

3.2.2 Transformation kompetenter E.coli

3.2.2.1 Transformation chemisch-kompetenter E.coli

Zur Transformation von 5 bis 20 ul eines Ligationsansatzes wurde ein 100 pl Aliquot kompe-
tenter Bakterien verwendet. Dazu wurden die kompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut (ca 10
Minuten) und dann zu dem entsprechenden Volumen des Ligationsansatzes hinzupipettiert.
Der Ansatz wurde 30 Minuten auf Eis inkubiert, 2 Minuten auf 42°C gestellt (Hitzeschock)
und anschlief3end sofort wieder 10 Minuten auf Eis gestellt. Dann wurden 800 ul LB-Medium
zugegeben und der Transformationsansatz 45 Minuten bei 37°C geschuittelt. Ein Aliquot des
Ansatzes (100-300 pl) wurde auf LBamp-Platten (100 pg/ml Ampicillin) ausplattiert (mit steri-
len Glasperlen) und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.
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3.2.2.2 Transformation el ektrokompetenter E.coli

Die Elektroporationen der Bakterien wurden in 0,1 mm Kivetten bel 1,25 kV in einem Gene
Pulser (Biorad) durchgefuhrt.

Zu den 40 pl Bakterien-Aliquots wurde 1 pl DNA pipettiert und dieser Ansatz in kalte Kivet-
ten Uberfuhrt. Nach dem erfolgten Puls wurde sofort 1 ml eiskaltes SOC-Medium (Sambrook
et al., 1989) zugegeben und der Ansatz wieder in Eppendorf-Gefalie Uberfihrt. Nach 1 Stunde
Inkubation bei 37°C wurden 10 pl und 100pl Aliquots auf LB Platten mit dem entsprechenden
Antibiotikum ausplattiert. Die Platten wurden Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

SOC-Medium: 2% Bacto Trypton/NaOH, pH 7,0
0,5% Bacto Hefe Extract
10mM NaCl
25mM KCI
10mM MqgCl,
10mM MgSO,
ad 980 ml mit H,Opjdest

nach dem Autoklavieren ad 1000 ml mit einer 20 %-igen Glukosel dsung.
Das SOC-Medium wurde aiquotiert bel -20°C aufbewahrt.

3.2.3 Ligation

3.2.3.1 Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren

Fur Klonierungen wurde ein DNA-Fragment in einen linearisierten und dephosphorylierten
Vektor (50-100 ng) ligiert. Dazu wurde in der Regel ein molares Verhdtnis von 1:3 von Vek-
tor zu Fragment gewéahit. Die Ligationen erfolgten in eéinem Gesamtvolumen von 20 pl unter
Zusatz von 1 ul T4-DNA-Ligase (4 Units) und 2 pl 10x Ligase-Puffer bei 16°C Uber Nacht.

10x Ligase-Puffer =~ 500 mM Tris/HCI (pH 7,6)
100 mM MgCl,
10mM ATP
10mM DTT
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3.2.3.2 Ligationen von PCR-Fragmenten in den Vektor pZErO™-2

DNA-Fragmente, die mit Hilfe einer PCR amplifiziert wurden, sind an ihrem 5’ -Ende nicht
phosphoryliert. Fur die Ligation in einen Vektor darf dieser nach der Linearisierung nicht
dephosphoryliert werden. Die Religation des Vektors wiirde gegentiber der Ligation des Frag-
mentes Uberwiegen.

Durch die Verwendung des Vektors pZErO™-2 wird bei der Religation des Vektors die Ex-
pression des letalen Gens ccdB induziert. Bel erfolgreicher Ligation des PCR-Produktes in den
Vektor wird der Leserahmen dieses Genes unterbrochen, so dass die transformierten Bakterien
Uberleben kdnnen.

Fur die Ligation wurde 1 pg Vektor mit maximal 10 Units EcoRV fur 10-30 min gespalten.
Die Reaktion wurde durch Hitzeinaktivierung (20 min, 80°C) des Enzyms gestoppt. Man setz-
te sofort 50 ng des linearisierten Vektors mit mindestens der aquimolaren Menge an PCR-
Produkt in die Ligation ein. Die Ligation erfolgte bei 16°C Uber Nacht. Der gesamte Ligation-
sansatz wurde in chemisch Kompetente TOP10F -Bakterien transformiert. Die Bakterien wur-
den auf LB-Platten, die Kanamycin und IPTG zur Selektion bzw. Induktion enthielten, ausplat-
tiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.2.4 Isolierung und Reinigung von Plasmiden aus E.coli

3.2.4.1 Alkalischer Schnellaufschluf3

Das Protokoll von Birnboim und Doly (1979) fur die Préparation von Plasmid-DNA im klei-
nen Mal3stab wurde folgendermal3en modifiziert.

5 ml einer Ubernachtkultur oder eine 1,5 ml Kultur der Bakterien die fiir 4-6 Stunden gewach-
sen war wurde abzentrifugiert (4000 Upm/10 min/RT, Heraeus). Das Bakterienpellet wurde in
300 pl Puffer P1 resuspendiert. Dann wurden 300 pl Puffer P2 zugegeben und die Mischung
vorsichtig geschwenkt (nicht vortexen !). Danach wurden 300 pl Puffer P3 zugegeben, ge-
mischt und der entstandene Niederschlag bei 14000 Upm (20 min/Raumtemperatur; Eppen-
dorf) abzentrifugiert. Der klare Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefaR tiberfihrt und
die Plasmid DNA mit Isopropanol (0,7 Volumen) geféllt. Das Pellet wurde mit 200 pl 70 %i-
gem Ethanol gewaschen und an Luft getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde in 20 pl TE-
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Puffer oder sterilem Wasser aufgenommen und in dieser Form fir Restriktionsspaltungen bzw.

zum Sequenzieren eingesetzt.

Puffer P1: 50mM TrisHCI pH 8.0 Puffer P1+RNase A: 100 pg/ml RNase A
10mM EDTA pH 8.0
Puffer P2 200 mM NaOH Puffer P3: 255M KOAcpH 4.8
1% SDS

RNase A-Stammlésung: 10 mg/ml RNase A
10mM Trig/HCI, pH 7,5
15mM NaCl

Die RNAse A Ldsung wurde 15 min aufgekocht, langsam abgekiihlt und aliquotiert aufbewahrt.

3.2.4.2 Schnellaufschlufs durch Aufkochen (Holmes und Quigley, 1981)

Plasmid DNA kann auch durch das Aufkochen der Bakterienzellen isoliert werden. Dazu wur-
den die geernteten Zellen einer 3 ml Ubernachtkultur in 350 pl STET Puffer resuspendiert und
mit 25 ul Lysozym (1 mg/ml in Tris-HCI pH 8,0) versetzt. Anschlief3end wurden die Zellen 40
sec in siedendes Wasser getaucht und der entstandene flockige Niederschlag bei 12.000 xg ab-
zentrifugiert. Das so entstandene Pellet konnte mit einer Impfose entfernt werden. Die DNA
wurde durch Zugabe von 400 ul Isopropanol bei 12.000 xg (Eppendorf, 4°C, 10 min) gefdlt.
Der Uberstand wurde abgegossen und das DNA Pellet in 20 pl Wasser gelst.

STET-Puffer 0,1M NaCl
10mM Tris-HCI pH 8,0
1mM EDTA pH 8,0
59% Triton X-100

3.2.4.3 Plasmidreinigung iiber Qiagen Plasmid Kits

Die Reinigung erfolgte Uber Anionenaustauschersaulen aus einem kommerziellen Plasmid-Kit
der Firma Qiagen. Es wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren. Je nach gewlnschter
DNA-Menge wurden Mini-, Midi- oder Maxi-Saulen verwendet.
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Préparation Menge an E.coli Maximale
Ubernachtkultur DNA-Ausbeute
\ Mini 3-5ml 10 pg
\ Midi 50-100 ml 50 ug
\ Maxi 100-300 m 500 pg

Fur die Qiagenminipréparation wurde zunachst analog dem akalischen Schnellaufschluf’ ver-
fahren, jedoch der klare Uberstand nach dem Aufschluss mit den Puffern P1-P3 und Zentrifu-
gation auf eine mit 1 ml Puffer QBT aquilibrierte Minisdule gegeben. Nach zweimaligem Wa-
schen mit je 1 ml QC-Waschpuffer, wurde die DNA mit 0,8 ml Puffer QF eluiert und mit
0,6 ml Isopropanol geféllt. Durch Zentrifugation (14.000 UPM, 20 min, RT) wurde ein DNA-
Pellet erhalten, das mit 70 %igem Ethanol gewaschen und an der Luft getrocknet wurde. Das
trockene Pellet wurde in 20 pl TE-Puffer oder sterilem Wasser aufgenommen.

Die Midi-, und Maxiprdparation erfolgte analog, jedoch in gréferen Puffermengen (siehe un-

ten).
Minipréparation: Midipréparation: M axipréparation
Puffer P1 300 pl 4ml 10 ml
Puffer P2 300 pl 4ml 10 ml
Puffer P3 300 ul 4ml 10 ml
Puffer QBT 1ml 10 ml 10 ml
Puffer QC 2x1ml 2x10ml 3x30ml
Puffer QF 0,8 ml 5ml 15 ml
Puffer QBT: 750 mM NaCl Puffer QC: 1M NaCl
50mM MOPSpH 7.0 50mM MOPSpH 7.0
15% EtOH 15% EtOH
0,15% Triton X 100
Puffer QF: 12M NaCl
50mM MOPSpH 8,5
15% EtOH

3.3 DNA-Reinigung und Analyse

3.3.1 Reinigung durch Phenolextraktion

Um DNA von Proteinen zu befreien wurde sie durch Phenol extraktion abgetrennt. Dazu wurde
die wassrige DNA-L6sung mit 1 Vol. Phenol/Chloroform/ Isoamylalkohol (25:24:1) (Phe-
nol/CIA) versetzt, gut gemischt und die Phasen durch Zentrifugation (14.000 UPM, 10 min,
RT) getrennt. Dabel sammeln sich die Proteine in der Interphase, wéhrend die obere wéssrige
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Phase die DNA enthdt. Diese wurde vorsichtig in ein neues Eppendorfgefald tberfuhrt und
erneut mit 1 Vol Phenol/CIA versetzt und die Prozedur wiederholt. Um das restliche Phenol zu
entfernen, wurde die wéssrige Phase zuletzt mit 1 Vol. Chloroform/Isoamylakohol (24:1,
CIA) vermischt und abzentrifugiert. Aus der oberen Phase wurde die DNA geféllt.

3.3.2 DNA-Prézipitation

3.3.2.1 Ethanolfillung

Aus wassrigen Losungen kann DNA zur Konzentrationserhohung prazipitiert, und in einem
kleineren Volumen sterilem Wasser oder TE-Puffer aufgenommen werden.

Die DNA-L6sung wurde mit 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat und 2,5 Vol. 100 %igem eiskaltem
Ethanol versetzt, gemischt und fir mindestens 30 min bei —80°C inkubiert. Danach wurde die
DNA durch Zentrifugation bel 4°C (14.000 UPM, 20 min) pelletiert. Das Pellet wurde mit
70 %igem Ethanol gewaschen und erneut bei RT zentrifugiert (14.000 UPM, 10 min). Danach
wurde die DNA an der Luft getrocknet und im gewilnschten Volumen sterilem Wasser oder

TE-Puffer aufgenommen.

3.3.2.2 Isopropanolfillung

Bei grof3en Volumina an DNA-LGsung bietet sich die DNA-Prézipitation mit I1sopropanol an.
Aulerdem konnen ale Schritte bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden und man spart sich
die Inkubationszeit bei —80°C und bendtigt keine Kuhlzentrifuge. Analog zur Ethanolfédlung
wurde die DNA-L6sung mit 0,1 Vol. 3M Natriumacetat und 0,7 Vol. Isopropanol versetzt,
gemischt und fir 20 Minuten bei 14.000 Upm geféllt. Das Pellet wurde mit 70 %igem Ethanol
gewaschen, erneut zentrifugiert (14.000 Upm, 10 min, RT) und an der Luft getrocknet. Die so
prézipitierte DNA wurde in Wasser oder TE-Puffer aufgenommen.
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3.3.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

Durch Messung der OD g konnte die Konzentration einer DNA-LAsung in TE bestimmt wer-
den. Es wurden Quarzklvetten verwendet, der Leerwert war reines TE. Dabei gilt folgende
Abschétzung:

1 OD26p = 50 pg/ml DNA.

Zur Bestimmung von Oligonikleotiden lasst sich die Konzentration tber eine Inkrementrech-

nung der molaren Absorptionskoeffizienten €250 genau bestimmen:

€260(A)=0,015 £260(C)=0,0074 €260(G)=0,0118 €260(T)=0,0088

(p,,w])_ gemessener OD,q, Wert

3 (X)) 50 (Y}

n(X) : Anzahl des Nukleotids X im Oligonukleotid

3.3.4 Auftrennung von DNA durch Agarose-Gelelekrophorese

Die DNA wurde durch horizontale Gelelektrophorese in 0,8 —2,0 %igen Agarosegelen der
Grof3e nach aufgetrennt.

Die Agarose wurde eingewogen, in 1x TBE-Puffer suspendiert und im Mikrowellenherd auf-
gekocht bis die Agarose vollsténdig gel0st war. Nach Abkihlen der Lésung auf ca. 60°C wur-
de Ethidiumbromid in einer Verdinnung von 1:20000 zugegeben und das Gel in eine Horizon-
talapparatur mit entsprechender Form gegossen. Die in TE oder Wasser geldste DNA wurde
mit 0.2 Vol. Auftragspuffer versetzt und aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei Spannun-
gen von 5-10 V/cm (Gellange) in TBE-Puffer (mit Zusatz einer 1:20000 Verdiinnung von E-
thidiumbromid) zusammen mit einem GrolRenstandard (£co1301 geschnittene A-DNA) durch-
gefuhrt. Die DNA konnte anschlief3end durch Fluoreszenzanregung des interkalierten Ethidi-

umbromids im UV-Durchlicht bel 254-366 nm sichtbar gemacht werden.

Seite 35




Methoden

1xTBE-Puffer: 100 mM  Tris DNA-Auftragspuffer: 10 mM TrisHCI pH 8.0
83mM Borsdure 50mM EDTA pH 8.0
1mM EDTA 10% Ficoll

10% Glycerin
0.01% Bromphenolblau
0,01 % Xylencyanol

3.3.5 Elution von DNA aus Agarosegelen

3.3.5.1 Zentrifugation durch Glaswolle

Zunéchst wurde ein Eppendorfgefald mit einer Kantile im Boden durchbohrt und dann mit sili-
konisierter Glaswolle etwa zu einem Drittel gefullt. Auf die Glaswolle wurde das Gelstiick-
chen, aus dem die DNA isoliert werden sollte, gelegt. Dieses Eppendorfgefald wurde dann auf
ein zweites gesteckt und zentrifugiert (6000 Upm, 5 min, RT). Im unteren Gefél3 befand sich
nach der Zentrifugation die wassrige DNA-L6sung, die dann zur weiteren Verwendung pheno-

lisiert und geféllt werden konnte.

3.3.5.2 Elution der DNA mit dem Qiagen Gel Extraction Kit

DNA konnte auch mit einem handelstiblichen Kit der Firma Qiagen aus Agarosegelen extra-
hiert werden. Dazu wurde das die DNA enthaltende Gelstiick ausgeschnitten und gewogen.
Dann wurden 3 Volumen Puffer QG hinzugegeben und das Gel bei 50°C geldst. Die Lésung
wurde auf Qiagen Spin Columns gegeben und zentrifugiert (14000 UPM/1 min/RT/ Eppen-
dorf). Uberstieg das Lsungsvolumen das Fassungsvolumen der Saule wurde mehrmals auf die
Saule aufgetragen (DNA-Binde-Kapazitét der Saulen: 10 pg). Das Zentrifugat wurde verwor-
fen. Die Saule wurde mit 750 pl Puffer PE gewaschen (14000 UPM/ RT/ 1 min/ Eppendorf).
Um Ethanolreste zu entfernen wurde noch einmal zentrifugiert (14000 UPM/ RT/ 1 min/ Ep-
pendorf). Zur Elution der DNA von der Séule wurden 30 ul Puffer EB in die Mitte der Saule
pipettiert und der Puffer 1 min einwirken gelassen. Die DNA wurde dann durch Zentrifugation
(14000 UPM/ RT/ 1 min/ Eppendorf) eluiert. Mit Hilfe dieses Kits konnten auch bei geringen
DNA-Mengen sehr gute Ausbeuten erzielt werden.
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3.3.6 Sequenzierung von doppelstrangiger DNA

Die Didesoxy-Sequenzierung doppelstréngiger DNA nach Sanger et al. (1977) beruht auf der
basenspezifischen Termination von enzymatisch katalysierter DNA-Verlangerung an spezifi-
schen Primern mit Hilfe von Thermo Sequenase™.

Es wurden vier verschiedene Reaktionen durchgefihrt, die jeweils ein unterschiedliches Dide-
soxynukleotid (ddATP, ddCTP, ddGTP und ddTTP) enthielten. Der Einbau des Didesoxy-
nukleotids fuhrt zum Abbruch der DNA-Polymerisation und reprasentiert das entsprechende
Desoxynukleotid in der Sequenz (durch ein Sequenzgel bestimmt). Hierzu wurde ein kommer-
zieller Sequenzkit (Thermo Sequenase™ Kit, usb) verwendet und nach den Angaben des Her-
stellers verfahren. Die Reaktion verl&uft in mehreren Schritten:

3.3.6.1 Durchfiihrung der Sequenzierungs-Reaktion

Der Kit enthielt einen sogenannten Terminations Master Mix. Von diesem wurden 2 ul pro

Reaktion vorgelegt und die finalen Terminationsmixe durch Zugabe von 0,5 ul des entspre-
chenden o-**P markierten Didesoxynukleotids ([o-=P]ddA TP, [a-*P]ddCTP, [a-*P]ddGTP,
[0-**P]ddTTP) hergestellt.

(Vol.inpl) Al C | G | T
Terminations Master-Mix 20 20 20 20
[0-®P|ddATP 0,5
[0-®P]ddCTP 0,5
[0-®P|ddGTP 05
[o-*P]ddTTP 0,5
Gesamtvolumen 2512525 25

Parallel dazu wurde der Reaktionsmix nach folgendem Schema hergestellt:

Reaktions Puffer 2ul

DNA X Wl (max. 10 pl)
Primer X Ml

Wasser X Ml

Thermo Sequenase™ DNA-Polymerase 2.l
Gesamtvolumen 20 pl
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Von dem Reaktionsmix wurden dann jewells 4,5ul zu dem entsprechenden Terminationsmix
pipettiert und in einem Thermocycler einer PCR-Reaktion unterzogen. Die Zyklen sind im

Folgenden angegeben:

30-60x  95°C,30sec 55°C,30sec 72°C,1min

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 4 ul Stop-L6sung gestoppt und wenn nicht gleich auf
das Sequenzgel aufgetragen, bei —20°C gelagert.

Vor dem Auftrag auf das Sequenzgel wurden die Proben fir 5 Minuten bel 98°C erhitzt und
anschlieffend sofort auf Eis abgeschreckt.

3.3.6.2 Polyacrylamid-Sequenzgel-Elektrophorese

Die Auftrennung der einzelnen Sequenzreaktionen erfolgte auf 0.2 mm dicken denaturierenden
Polyacrylamid(PAA)-Harnstoffgelen, wie bel Heinrich (1986) beschrieben. Beide Glasplatten
wurden griindlich gesaubert und mit Ethanol nachgereinigt. Auf die kleinere Glasplatte wurden
5 ml einer 5%igen Dichlordimethylsilanlésung in Chloroform verteilt und gleichméidig po-
liert. Nach 5 minttigem Trocknen wiederholte man die Behandlung. Die grofere Glasplatte
behandelte man einmal mit 5 ml Silliconldsung (Serva) in analoger Weise. Die 0.2 mm dicken
Spacer legte man zwischen die Glasplatten, die anschlief3end durch die Apparatur (BioRad)
zusammengehalten wurden. Die Gellésung wurde durch einen Membranfilter filtriert und mit
den Radikalstartern (TEMED und APS) versetzt. Dann wurde sie méglichst ohne Luftblasen
zwischen die Glasplatten gegossen, die Kamme gesteckt und mindestens 1 h bei Raumtempe-

ratur polymerisiert.

5 %ige PAA-Harnstoff-Losung: 42 g Harnstoff
10 ml Long Range Lésung
12ml 10x TBE
ad 100 ml HoOpjdest.

Das polymerisierte Gel wurde in die Apparatur eingespannt und bei 45 mA/80 Watt in 0,6 x
TBE e ektrophoretisiert, bis die Geltemperatur 45 - 50°C betrug. Vor dem Auftragen der Pro-
ben wurden die Kammtaschen gut mit 0,6 x TBE gespult, um den angesammelten Harnstoff zu

entfernen.
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Eswurden 1,5 bzw. 4,5 ul der Proben auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei
100 mA und 90-110 Watt ca. 3 h durchgefuhrt. Die Zeit wurde variiert, um unterschiedliche
Leseweiten zu erhalten.

Nach der Gelelektrophorese wurde die obere, kleinere Platte abgenommen. Anschlie3end U-
bertrug man das Gel vorsichtig auf ein, auf Gelgréf3e zugeschnittenes, 3 MM Whatman-Papier
und deckte das Gel mit Haushatsfolie ab. Das Gel trocknete man bei 80°C 1h auf dem
Geltrockner unter VVakuum und exponierte 1-2 Tage bel Raumtemperatur.

Im spéteren Verlauf dieser Arbeit etablierte sich ein von Dr. Helmut Blum geleiteter Sequen-
zierservice, bei dem fortan sequenziert wurde.

3.4 Enzymatische Reaktionen an DNA

3.4.1 Restriktionsspaltung von DNA

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen wird DNA an spezifischen Sequenzen gespalten. Ge-
reinigte DNA wurde mit kommerziell erhéltlichen Enzymen in ihrem Reaktionspuffer gespal-
ten, wobei die Enzymmenge héchstens 1/10 des Endvolumens betragen darf, um wegen des
Glyceringehaltes des Enzymaufbewahrungspuffers vollstandige Enzymaktivitét zu erhalten.
Hauptsachlich wurden die fir die entsprechenden Enzyme vom Hersteller mitgelieferten Re-
striktionspuffer verwendet. Gegebenenfalls wurde 0,1 Vol. einer BSA-Stammltsung (10
mg/ml) hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte meistens bei 37°C fir mindestens 2 Stunden.
Bel quantitativer Spaltung von grofReren DNA Mengen oder von genomischer DNA wurden
die Restriktionsansédtze Uber Nacht inkubiert. Die vollstandige Spaltung der DNA wurde auf
Agarosegelen Uberprift.

Im Falle von Doppelspaltungen wurden bei nicht kompatiblen Pufferbedingungen der beiden
verwendeten Enzyme Einzel spaltungen durchgefihrt. Zwischen den beiden Restriktionen wur-
de gof. das geschnittene Fragment aus einem Agarosegel isoliert oder die DNA durch Isopro-
panolfalung préazipitiert (3.3.2)

Ein Standardreaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 10 - 50 pl enthielt:

Xul DNA (in H,O oder TE-Puffer)
1/10 Volumen 10x Restriktionsenzympuffer
1/10 Volumen 10x BSA (vom Enzym abhéngig)

1-5 U/ug DNA Restriktionsenzym
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3.4.2 Auffullen5' Uberhangender Enden mit Klenow DNA-Polymerase

Durch die Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen konnen 5'-, 3'-Uberhangende oder
glatte Enden der DNA entstehen. Mit Hilfe des Klenow-Enzyms, das aus der grof3en Unterein-
heit der DNA-Polymerase | besteht, kdnnen 5’ -liberhéangende Enden aufgefillt werden. Die
DNA wurde dabei in Gegenwart von 500 uM Desoxynukleotidtriphosphaten (pH 7,0) mit 5
Units Enzym fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der grofe Uberschuss der Deso-
xynukleotidtriphosphate und das Arbeiten bei niedriger Temperatur ist notwendig, um die 3'-
5 Exonukleaseaktivitdt der Klenow Polymerase zu unterdriicken. Die Klenow DNA-

Polymerase wurde durch 20 minitiges Erhitzen auf 75°C inaktiviert.

5 x Klenow-Puffer: 250 MM Tris-HCI, pH7,5
50mM MgCl,
5mM DTT

3.4.3 Herstellung glatter Enden mit T4 DNA-Polymerase

Aufgrund ihrer starken Exonukleaseaktivitdt konnen mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase
3-uberhéngende Enden in glatte Enden Ubergefiihrt werden. Unter geeigneten Bedingungen
konnen 5'-Uberhangende Enden aufgefllt werden.

Maximal 2 ug DNA wurden in 1x T4-Puffer mit 500 uM dNTPs und 7 Units T4 DNA-
Polymerase bei Raumtemperatur fir 30 Minuten inkubiert. Die Polymerase wurde durch Erhit-
zen auf 65°C inaktiviert.

5x T4-Puffer: 250 mM  Tris-HCI, pH 8,8
250 mM NaCl
50 mM MqgCl,
5mM DTT
50 pg/ml BSA

3.4.4 Dephosphorylierung von DNA mit alkalischer Phosphatase

Die mit Restriktionsenzymen linearisierte Vektor-DNA wurde mit Shrimp Alkaline Phospha-
tase (SAP, Roche) behandelt, um bei Ligase-Reaktion unerwiinschte Rezirkulierungen des
Vektors zu verhindern. 1 ul linearisierte Plasmid-DNA (50 ng/ul) wurden mit 0,9 pl SAP-
Puffer, 1 pl SAP und 6,1 pl Wasser versetzt und bei 37°C inkubiert. Bei Giberhdngenden Enden

reichte eine Inkubationszeit von 10 min., bei glatten Enden musste eine Stunde inkubiert wer-
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den. Die SAP wurde durch Inkubation fur 20 min bei 65°C inaktiviert. Eine Phenolisierung
zum Entfernen der SAP war nicht nétig. Ein solcher Dephosphorylierungsansatz konnte direkt
in die Ligase-Reaktion (3.2.4) eingesetzt werden.

10 x SAP-Puffer: 100 mM Trig/HCI, pH8,5
50 mM MgCl,

345 PCR-Amplifizierung

Die Methode der enzymatischen Amplifikation von DNA-Abschnitten unter Verwendung spe-
zifischer Polymerisationsstarter (,, Primer) wurde von Saeki er al. (1985, 1988) entwickelt und
verbessert. Die PCR (Polymerase Chain Reaction) ermdglicht die selektive Anreicherung eines
DNA-Fragments unter Verwendung von zwei synthetischen Oligonukleotiden, die spezfisch
an je ein Ende der zu untersuchenden DNA-Region hybridisieren (, Annealing*) und as Pri-
mer fir die DNA-Synthese durch thermostabile Polymerase dienen.

Die PCR wurde angewendet, um DNA-Fragmente zu vervielfdtigen, Disruptionskonstrukte
oder Fragmente mit spezifischen Restriktions-Schnittstellen fur gerichtete Voll- oder Telldis-
ruptionen oder Klonierungen zu erhalten.

Als Polymerasen eignen sich Tag-, Vent- oder Pwo-Polymerase. Letztere garantiert eine nahe-
zu fehlerfreie Amplifikation des DNA-Fragmentes und erméglicht unter anderem die Anayse
von Punktmutationen.

Die PCR besteht aus drei Schritten, die as Zyklen 30-40 mal wiederholt werden.

Hitzedenaturierung der DNA fir 1 min bei 96°C.

Annealing der Primer fir 45 sec bei der berechneten Schmel ztemperatur der Oligo-
nukleotide, die gegebenenfalls variiert wurde (+/- 2°C).

3. Polymerisationsreaktion (,, Elongation”) fur 2 min bei 72°C.

NP

Nach dem letzte Zyklus wurde die Elongationszeit auf 10 min verlangert, um noch unvollstan-

dige DNA-Fragmente aufzuftllen.
Der 100 pl Reaktionsansatz enthielt 50 ng — 1 ug Template DNA, 20 pmol jedes Primers, 5

mM je dNTP, 1x Polymerase-Puffer mit MgSO, und 2,5 Units Polymerase. Die Polymerase
wurde erst nach 5 minttigem Aufkochen des Ansatzes bel 96°C zugegeben (, hot start*). Da
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der Thermocycler tiber eine beheizbare Deckelplatte verfligte musste der Ansatz nicht mit Mi-
neral 6l Uberschichtet werden.

Die Uberpriifung der PCR erfolgte durch Auftrennung der Ansétze in einem Agarosegel.

3.4.6 PCR basierte Mutagenese von DNA

Um Punktmutationen in Plasmid-DNA einzuftihren wurde der kommerziell erhaltliche Quick-
Change™ Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Stratagene verwendet. Dabei wurde laut
Herstellerangaben verfahren.

1ul Plasmid-DNA (50 ng/ul)
5l 10x Reaktionspuffer
1ul Primer 1 (125 ng/pl)
1ul Primer 2 (125 ng/pl)
1ul dNTP-Mix (10 mM)
1l Pfu-DNA-Polymerase
40 pl Wasser

PCR-Zyklen:
Wiederholungen Denaturierung Hybridisierung Elongation
1x 95°C 30 sec
16x 95°C 30 sec 55°C 1 min 68°C 18 min
1x 68°C 10 min
dann 4°C

Bei der PCR-Resktion handelt es sich um eine Standardreaktion, bel der immer die selbe
Hybridisierungstemperatur verwendet wird. Lediglich die Elongationszeit richtet sich nach der
Anzahl der zu amplifizierenden Basenpaare (2 min/kb Plasmidlange). Die Anzahl der Wieder-
holungen ist gegeben durch die Art der Mutagenese ( Punktmutationen 12, einfache Amino-
sdure Austausche 16, mehrere Aminosiure Deletionen oder Insertionen 18). Die Templat-
DNA wurde anschlief3end durch Zugabe von 1 pl Dpnl und Verdau bei 37°C fur eine Stunde
entfernt. Von diesem verdauten PCR-Ansatz wurden 20ul in chemisch kompetente E. coli wie
in 3.2.2.1 beschrieben transformiert und auf entsprechende Selektionsplatten ausplattiert. Die
M utagenese wurde durch Sequenzierung verifiziert.
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3.5 Radioaktive Markierung von DNA

3.5.1 Markierung doppelstrangiger DNA-Fragmente

Fur die Markierung linearer DNA-Fragmente (50 ng) wurde ein kommerzieller Kit der Firma
Gibco, BRL verwendet. Nach Denaturierung der doppelstrangigen DNA bei 98°C fir 10 min
wurden Hexanukleotide (,,random primer*) zugegeben, die durch ihre Zufallssequenzen an
einzelstrangige DNA hybridisieren und so als Primer fur die folgende Polymerisation dienen.
Die Polymerisation fand im speziellen Puffer fir 1 h bei 37°C unter Zugabe von je 1 mM
dNTPs, wovon eines mit [o-**P] markiert war, und 5 Units Klenow-Polymerase statt. Danach
wurde die markierte DNA sofort Uber Sephadex G50-Saulen (3.5.2) von nicht eingebauten
Nukleotiden abgetrennt.

Ansatz: 23 ul DNA in Wasser
15yl Random Primer Puffer-Mix (je 2 pl dCTP, dGTP, dTTP (0,5 mM)
5ul [a-*P]-dATP (3000 Ci/mmol)
1p Klenow-Polymerase (5 Units/pl)

3.5.2 Reinigung Uber Sephadex G50-Saulen

Um markierte DNA von freien [o-*2P]-dNTPs abzutrennen, wurde an die Polymerisationsreak-
tion eine Gelfiltration Uber Sephadex G50-Saulen angeschlossen. Der Markierungsansatz wur-
de auf die mit 1x TE-Puffer &quilibrierten Saulen (Pasteurpipetten, am unteren Ende mit einer
Glaskugd verschlossen und mit gequollenem Sephadex G50-Material gefillt) pipettiert und
mit 1-2 ml 1x TE-Puffer gewaschen. Sobald der erste Tropfen DNA-LOsung, der radioaktive
Strahlung emmitierte, eluierte, wurden 4-5 Fraktionen & 100 pul gesammelt. Der Rest wurde
verworfen. Die Fraktionen wurden mit einem Zahlrohr nachgemessen und die drel stérksten

Fraktionen vereinigt.

3.5.3 5-Endmarkierung mit T4-Polynukleotidkinase

Synthetische Oligonukleotide wurden durch 5'Phosphorylierung mit [y-*P]-dATP und
T4-Polynukleotidkinase endmarkiert. In einem Reaktionsvolumen von 20 pl wurden 10 pmol
Oligonuklotid in 1x Kinasepuffer mit 5 pl [y-2P]-dATP (3000 Ci/mmol) und 1 Unit
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T4-Polynukleotidkinase fur 1 h bei 37°C inkubiert. Die so markierten Oligonukleotide wurden
Uber Sephadex G50-Saulen gereinigt (3.5.2).

3.6 Blotting und Hybridisierungsverfahren fiir DNA

3.6.1 Transfer von DNA auf Tragermembranen

3.6.1.1 Kapillar Blot

Die Ubertragung von DNA aus Agarosegelen auf Hybond-N*-Nylonmembranen wurde nach
einem modifizierten Verfahren nach Reed und Mann (1985) durchgefihrt.

Das Gel wurde zunédchst zur Depurinierung fur 20 Minuten in 0,25 N HCl geschwenkt und
dann fur 20 Minuten mit 0,4 N NaOH denaturiert. Anschlief3end wurde das Gel auf zwel La-
gen 3 MM Whatmanpapier, die mit 0,4 N NaOH getrankt waren, gelegt. Diese befanden sich
auf einem Schwamm, der ebenfalls mit 0,4 N NaOH getrankt war. Auf das Gel wurde nun die
mit 5x SSC angefeuchtete, auf das Gel zugeschnittene Membran luftblasenfrei gelegt und nach
zwel weiteren Lagen Whatmanpapieren wurden ca. 10 cm hoch Papiertiicher aufgestapelt, die
gleichmé&f3ig beschwert wurden. Um einen Kurzschluss des Schwammes mit den Papiertiichern
zu vermeiden, wurde der Rand des Schwammes mit Parafilm abgedeckt.

Die Transferzeit betrug 12-16 Stunden (Uber Nacht). Danach wurde die Membran kurz in 5x
SSC geschwenkt, um eventuelle Gelrlickstande zu entfernen und dann an der Luft getrocknet.
Die DNA wurde an der Membran durch UV-Licht (,optimal crosslink”, Stratalinker) fixiert.
Die so geblottete DNA konnte anschliefiend mit einer spezifischen und markierten Sonde
durch Hybridisierung detektiert werden.

3.6.1.2 Vakuum-Blot

Eine kirzere Transferzeit (1-1,5 Stunden) fir DNA auf Nylonmembranen erzielt man mit dem
Vakuum-Blot.

Das Gel wurde wie unter 3.6.1.1 beschrieben depuriniert und denaturiert. Wahrend der Dena-
turierung wurde die Apparatur vorbereitet.

Die Hybond-N*-Nylonmembran wurde zugeschnitten, angefeuchtet und auf die Kunststoffun-

terlage der Vakuumkammer gelegt. Darlber kam eine Kunststoffmaske, die nur den Transfer
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auf die Membran erlaubte. Dann wurde das Gel |uftblasenfrei auf die Membran gelegt, die
Kammer geschlossen und das Gel vorsichtig mit dem Transferpuffer (0,4 N NaOH) Uber-
schichtet. Nach dem Anschaten der Vakuumpumpe und Einstellen des Unterdrucks auf 55
mbar wurde die DNA innerhalb von 90 Minuten auf die Nylonmembran transferiert. Zum Be-
enden des Blottens wurde zunéchst die Pumpe von der Kammer getrennt, bevor sie ausge-

schaltet wurde. Die Membran wurde weiter wie unter 3.6.1.1 beschrieben behandelt.

3.6.2 Telomerblots mit genomischer Hefe-DNA

Fur einen Telomerblot wurde die nach 3.11.2 hergestellte DNA Uber Nacht mit X#ol gespalten:

36 DNA
6 ul 10x Puffer R* (Fermentas)
6 Wl Rnase A
6ul Xhol
6ul H,0

Vom Spaltansatz wurde 1/10 Volumen auf einem Agarosegel aufgetrennt und quantifiziert.
Dann wurden aquivalente Mengen DNA auf ein 1 %iges Maxi-TAE-Agarosegel aufgetragen
und far 36 Std. im Kihlraum bei 75V mit umgepumpten Laufpuffer aufgetrennt. Danach wur-
de das Gel wie unter 3.6.1.1 beschrieben auf eine Nylonmembran geblottet und nach 3.6.3
hybridisiert. Das Oligonukleotid wurde fir die Hybridisierung folgendermal3en markiert:

1l TEL-Oligonukleotid (10 pmol/ul)
11pul HO

2 I T4-Polynukleotidkinase-Puffer

S5ul [y-*PIATP

1 T4-Polynukleotidkinase

Die Reaktion wurde fur eine Stunde bel 37°C inkubiert und das markierte Oligo nach 3.5.2
gereinigt. Die Visualisierung erfolgte mit einem Phosphorscreen oder durch Auflegen eines

Filmes.

3.6.3 Hybridisierung nach Church

Nach einem modifizierten Protokoll von Church und Gilbert (1984) wurden die angefeuchte-
ten Membranen (TE oder 5x SSC) 1h mit mindestens 150 ml Church-Puffer bei 65°C in Plas-
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tikwannen prdhybridisiert. Anschliefiend wurde der Puffer durch frischen vorgewdrmten
Church-Puffer ersetzt und die radioaktiv markierte Sonde nach 10-minitigem Aufkochen bei
95°C zugegeben. Die Hybridiserung erfolgte Uber Nacht bei 65°C. Ab hier wurde das Proto-
koll auf das in unserem Labor verwendete TEL-Oligonukleotid optimiert. Fir alle anderen O-
ligonukleotide muss das Protokoll entsprechend angepasst werden.

Am néchsten Tag wurden die Membranen bel Raumtemperatur 2x mit 0,2x SSC/ 0,1 % SDS
Puffer gewaschen. Dabei wurde zwischen jedem Waschschritt kurz mit obigem Puffer gesplilt.
Zur Autoradiographie wurden die Membranen auf PV C-Platten aufgespannt und luftblasenfrei
mit Frischhaltefolie abgedeckt. Die Exposition erfolgte Uber Nacht auf einen Film oder Phos-

phorscreen.
Church-Puffer 1mM EDTA 1 M NaHPO, 134g NaHPOX7H,0
05M NaHPO, (pH 7,2) 4ml 85% HsPO,
1% BSA ad 1000 ml
7% SDS
0,2 x SSC: 15mM NaCl

1,5mM Natriumcitrat

3.7 Analyse von Proteinen

3.7.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Der Proteingehalt von Lésungen wurde mit dem Biorad-Assay bestimmt. Dieser Test beruht
auf der Beobachtung von Bradford (1976), wonach das A bsorptionsmaximum einer sauren L6-
sung von Coomassie Brillant Blau G-250 nach Ausbildung von Proteinkomplexen von 465 nm
nach 595 nm verschoben wird. Zuerst wurde eine Eichkurve mit 1-20 pg Rinderserumalbumin
(BSA) erstellt, indem zu 800 pl Proteinlésung 200 ul der Biorad-Farbstofflésung zugegeben
wurden. Nach grundlichem Mischen wurde der Extinktionswert bei 595 nm gegen den Leer-
wert (800 pl Wasser + 200 pl Farbstoff) gemessen und die Absorptionswerte gegen die Prote-
inkonzentration aufgetragen. Aus der Eichgeraden konnte dann direkt aus den gemessenen

Werten bel 595 nm die Proteinkonzentration der Proben abgelesen werden.
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3.7.2 Auftrennung von Proteinen in denaturierenden SDS-Polyacrylamid-
Gelen
Mit dieser von Laemmli (1970) beschriebenen Methode lassen sich Proteine nach ihrem Mole-
kulargewicht auftrennen. Das negativ geladene SDS lagert sich in konstantem Gewichtsver-
haltnis an die Proteine an und kompensiert dadurch die Oberflachenladungen des Proteins, d.h.
die Wanderungsgeschwindigkeit ist nur noch von der Grof3e des Proteins abhangig.
Die Verwendung eines zweigeteilten Gels in Sammelgel zur Probenaufkonzentration und
Trenngel zur Probenauftrennung ergibt schéarfere Proteinbanden.
Es wurden die Miniprotean I1-Gelkammern von Biorad verwendet. Zuerst wurde ein 12 %iges
Trenngel gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet, um eine gerade Kante zum Sammelgel
zu erhalten. Nachdem das Trenngel vollstandig auspolymerisiert war, wurde das Isopropanol
abgegossen und mit Wasser nachgespllt. Dann wurde das 4 %ige Sammelgel darlber ge-
schichtet und der Kamm gesteckt.
Das nach 1 h vollstandig polymerisierte Gel wurde in die Gelkammer eingespannt und mit
SDS-Laufpuffer Gberschichtet. Die Proben wurden mit 1/5 Vol. 5x SDS-Auftragspuffer ver-
setzt, vor dem Auftragen 5 min auf 95°C erhitzt und in die gespllten Taschen des Gels pipet-
tiert. die Elektrophorese wurde bei 200 V durchgefiihrt, bis der Blaumarker die untere Kante
des Gels erreicht hatte.

Acrylamid-Lésung: 30% Acrylamid APS-Losung: 10 % Ammoniumperoxo-
0,8% N,N‘-Methylen-Bisacrylamid disulfat in H,O
in HO filtriert
Sammelgel: 1ml Acrylamidliésung (30:0,8) Laufpuffer: 25mM Tris
0,75ml 1M TrigHCI (pH 6,8) 192 mM Glycin
65 ul 10 % SDS 01% SDS
41m H,O
100 ul 10 % APS
7ul TEMED
Trenngel: 5ml  Acrylamidlésung (30:0,8) 5x Auftragspuffer: 10% SDS
475ml 1M TrigHCI (pH 8,8) 25 % [1-Mercaptoethanol
125l 10 % SDS 30% Glycerin
3ml HO 3125mM TrigHCI (pH 6,8)
150 I 10 % APS 0,01 % Bromphenolblau
15ul TEMED 0,01 % Xylencyanol
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3.7.3 Western-Blot

Zum Nachweis bestimmter Proteine durch Antikdrper wurden die Proteine auf SDS-
Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt und anschlief3end auf PV DF-Membranen transferiert, um sie
dann mit dem entsprechenden Antikorper zu inkubieren. Der entstandene Protein-Antikorper-
Komplex wurde dann mit eéinem zweiten Antikorper, an den akalische Phosphatase oder Pe-
roxidase gekoppelt war, inkubiert. Durch eine enzymatische Farbreaktion der alkalischen
Phosphatase bzw. Peroxidase konnten die Komplexe detektiert werden oder mittels Chemilu-
mineszenz auf ROntgenfilmen sichtbar gemacht werden.

0,005-25 ug Protein wurden im SDS-Gel (3.7.2) aufgetrennt und diese anschlief3end bis zu 60
min in Renaturierungspuffer geschwenkt. Wéahrenddessen wurde die PVDF-Membran zuge-
schnitten, in 100 % Ethanol befeuchtet, mit viel Wasser gespilt und fir ca. 45 min im Wes-
tern-Blot Puffer geschwenkt. Das Gel wurde auf zwel Lagen Whatman-Papier, die mit Blot-
Puffer getrénkt waren, gelegt. Danach wurde die befeuchtete Membran blasenfrei auf dem Gel
platziert und mit zwei weiteren Lagen getranktem Whatman-Papier bedeckt. Dieser Aufbau
wurde in der entsprechenden Biorad-Western-Blot Apparatur tUber Nacht bei 150 mA im Kuhl-
raum geblottet. Durch das Auftreten von hohen Stromen war eine Kihlung des Blottes not-
wendig. Am néchsten Tag wurde der Blot abgebaut und die Membran an der Luft getrocknet.
Die trockene Membran wurde in TBST-Puffer, dem 10 % fotales Kélberserum (FCS) zuge-
setzt war, fir 60 min geschwenkt, um unspezifische Bindungsstellen abzublocken. Danach
wurde die Membran dreimal fur je 10 min mit TBST gewaschen, bevor sie fir mindestens 1 h
(oder Uber Nacht) mit dem ersten, spezifischen Antikorper inkubiert wurde. Je nach Spezifitét,
Affinitdt und Konzentration des Antikorpers wurden Verdinnungen zwischen 1:100 und
1:10000 in TBST mit 10 % FCS verwendet. Vor Zugabe des zweiten Antikdrpers wurde er-
neut mindestens dreimal mit TBST gewaschen. Der Blot wurde dann mit dem zweiten Anti-
korper der gegen die konservierte Doméne des ersten Antikorpers gerichtet war in einer Ver-
dinnung von 1:3000 bzw. 1:10000 in TBST mit 10 % FCSfir 1 h inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen mit TBST wurde der Blot im Dunkeln mit alkalischem Phospha-
tase Puffer sowie 3 pl BCIP und 6 pl NBT entwickelt, sofern der sekundére Antikorper mit
alkalischer Phosphatase gekoppelt war.

Fur die Chemilumineszenz-Detektion wurde ein sekundérer Antikorper, an den Peroxidase ge-
koppelt war, verwendet. Zur Detektion wurden die beiden Reagenzien des Chemilumineszenz-

Kits (NEN) 1:1 gemischt und die Membran fur 1 min darin geschwenkt. Die Flussigkeit wurde
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mit Whatman-Papier abgetupft, die Membran in Folie eingepackt und zur Detektion auf Bio-

Max-Rontgenfilmen fir 5 sec bis 5 min exponiert.

Renaturierungspuffer: 50mM TrigHCI (pH 7,5) 10x Blotpuffer: 8,49 NaHCO;
20% Glycerin 3,29 NaCOs;
|6sen auf 1 Liter Volumen in H,O

TBST-Puffer: 10 mM Tris/HCI (pH 8,0)
150 mM NaCl
5mM MgCl,

NBT: Nitoblau-Tetrazolium
BCIP: 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-1-phosphat

3.8 Hefekulturen

3.8.1 Hefemedien

Vollmedium YPD (Sherman et al., 1986)

1 % Hefeextrakt

2 % Bactopepton

2 % Glucose (getrennt autoklaviert als 10x Stammldsung)
2 % Bacto-Agar (fur Platten)

Zur Selektion auf das Kanamycin-Gen as Selektionsmarker fur Plasmide und Disruptionen
wurden dem Vollmedium 300 pg/ml aktives Geneticin (G418) zugesetzt.

SC-Medium (Guthrie und Fink, 1991):

0,67 % Hefe Nitrogen Base w/o Aminoacids

2 % Glucose (getrennt autoklaviert)

2 % Bacto-Agar (bei Platten)

+ 2,0 g/l Aminosauren und Nukleoside, die eingewogen, gemérsert und als fertiges Pulver
aufbewahrt wurden:

Adeninsulfat* [0,59g L-Leucin* 4049
L-Alanin 209 L-Lysin 209
L-Arginin 2,09 L-Methionin 2049
L-Asparagin  [2,0g p-Aminobenzoesaure 0,29
L-Aspartat 209 L-Phenylalanin 2049
L-Cystein 209 L-Prolin 2049
L-Glutamin 209 L-Serin 2049
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L-Glutamat 2049 L-Threonin 2049
Glycin 209 L-Tryptophan* 209
L-Histidin* 209 L-Tyrosin 2049
myo-Inositol  [2,0g Uracil* 2049
L- Isoleucin 2,09 L-Vain 2049

*wurden je nach Transformationsansatz nicht zugegeben, um auf das ent-
sprechende Plasmid selektionieren zu konnen

3.8.2 Anzucht auf Agarplatten

Aus Glycerin- oder Flussigkulturen wurden mit einer sterilen Impfose die Hefen auf den ent-
sprechenden Agarplatten ausgestrichen. Flussigkulturen konnten nach geeigneter Verdinnung
auch direkt ausplattiert werden. Die Platten wurden bel 30°C fur 2-10 Tage inkubiert. Fir die
Bestimmung der Temperatursensitivitét wurden die Platten 2-3 Tage bei 37°C inkubiert.

3.8.3 Vermehrung in Flussigkultur

5-20 ml des entsprechenden Mediums wurden mit einer Einzelkolonie von einer Kulturplatte
angeimpft und Uber Nacht bei 30°C unter Schiitteln inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde in
frischem Medium auf eine ODgy < 0,2 verdiinnt und unter Schiitteln (~ 200 Upm, aerobe Be-
dingungen) weiter bei 30°C inkubiert. Entsprechend der weiteren Verwendung der Hefen wur-
den sie bei unterschiedlichen OD-Werten geerntet. Fir Transformationen sollten sich die
Stamme in der frihen logarithmischen Wachstumsphase befinden, d.h. sie wurden bei einer
ODgoo zwischen 0,6 und 0,8 geerntet. Fur Proteinextrakte konnten sie bis zu einer ODgyo Von 3

wachsen.

3.8.4 Stammhaltung

Ubernachtkulturen der verschiedenen Stamme wurden mit einem Volumen 50 %igem Glycerin
vermischt und bei -80°C eingefroren. Glycerinkulturen kénnen auch von Plattenkulturen ange-
legt werden. Dazu wurden die Hefen auf einer Y PD-Platte dicht ausgestrichen. Nach 2-3 Ta-
gen Inkubation bel 30°C wurde der Zellrasen abgeschabt, in 50 % Glycerin suspendiert und bei
-80°C eingefroren. Glycerinkulturen sind bel -80°C fur mehrere Jahre haltbar.

Plattenkulturen konnten, mit Parafilm umwickelt, bel 4°C fur mehrere Wochen gelagert wer-

den.
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3.8.5 Tropftitertest

Eine Einzelkolonie von einer frisch inkubierten Kulturplatte (nach ca. 2-3 Tagen) wurde mit
einer Impfése abgenommen und in 100 pl Wasser resuspendiert. Um die Bildung von Zell-
klumpen zu vermeiden, wurde die Hefesuspension intensiv durch Vortexen gemischt. Von die-
ser Suspension wurde eine Verdiinnungsreihe bis 10™ angelegt; dazu wurden 10 pl der Zell-
suspension entnommen und zu 90 pl Wasser pipettiert. Jede Verdinnungsstufe wurde gut ge-
mischt bevor fir die néchste Verdinnungsstufe 10 ul der Zellsuspension entnommen wurden.
Von den Verdiunnungsstufen wurden je 5 pl auf markierte Stellen einer Wachstumsplatte auf-
getropft. Nachdem die Zellsuspension eingetrocknet war wurden die Platten bei der gewiinsch-
ten Temperatur (30 oder 37°C) fur 2-3 Tage inkubiert.

3.9 Genetische Methoden zur Kreuzung und Charakterisierung von Hefe-
zellen

3.9.1 Kreuzung haploider Hefezellen

Haploide Hefen unterscheiden sich in ihrem Paarungstyp, d.h. in MATa und MATo-Zellen.

Nur Zellen entgegengesetzten Paarungstyps kdnnen zu einer Zygote fusionieren, aus der eine
diploide Hefezelle hervorgeht. Wie haploide konnen sich diese diploiden Hefezellen mitotisch
teilen und vermehren. Unter Stickstoffmangelbedingungen kénnen sich diploide Zellen auch
meiotisch teilen und bringen dann vier haploide Sporen hervor, die wiederum zu vegetativ
wachsenden haploiden Hefezellen auskeimen konnen. Die Diploidisierung leitet damit die se-
xuelle Fortpflanzung ein und ist bei gezielter Kreuzung zweier haploider Stamme das Mittel
zur Generierung von Nachkommen mit einer neuen Kombination der Gene aus beiden Eltern-
stammen.

Zur Kreuzung werden Suspensionen aus logarithmischen Kulturen auf Selektionsplatten, auf
denen die haploiden Ausgangsstémme nicht wachsen kdnnen, aufeinander getropft. Dies setzt
voraus, dass sich die beiden Stamme in jeweils einem Selektionsmarker unterscheiden, der
durch die Diploidisierung vom jeweiligen Allel des Partners komplementiert wird. Zur Kon-
trolle werden die haploiden Stamme ebenfalls auf die gleichen Selektionsplatten getropft.
Diploidisierung wird durch das Wachsen kleiner Einzelkolonien im Bereich der eingetrockne-

ten Suspensionstropfen angezeigt.
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Die Kreuzungen lassen sich auch in YPD-Medium durchfihren. Dazu werden die beiden
haploiden Stamme in Y PD-Flissigmedium tbereinander geschichtet und fir einen Tag bei RT
oder 30°C inkubiert. Dann werden Verdiunnungen auf Y PD ausplattiert und bei 30°C fur 2 Ta-
ge inkubiert. Die ersten gréferen Einzelkolonien missen dann auf Einzelkoloniedichte Ver-
dunnt und auf Sporulationsfahigkeit getestet werden.

3.9.2 Sporulation diploider Zellen

Die Sporulation diploider Hefestamme wurde in Flissig- oder auf Festmedium durchgefihrt.
Eine diploide Hefekultur wurde Uber Nacht in Flissigkultur bei 30°C angezogen, dann ab-
zentrifugiert und einmal mit Wasser gewaschen. Die Zellen wurden dann in 200 pl Mini-
mal-Sporulationsmedium aufgenommen und entweder direkt auf ene Minimal-
Sporulationsplatte getropft oder in 20 ml Medium im Schittler bei 30°C fur 5 Tage inkubiert.
Danach konnte die Bildung von Asci unter dem Mikroskop Uberprift werden.

Bel Hefestdmmen, die schwer sporulierten, wurden die Hefen zunéchst fur 1-2 Tage in Praspo-
rulationsmedium inkubiert und dann entweder in Sporulationsmedium oder auf Mini-
mal-Sporulationsplatten transferiert. Zusétzlich wurden dann zu allen Medien die Aminosau-
ren der nicht komplementierten Auxotrophiemarker des Stammes zugesetzt (25 % der

empfohlenen Menge fir Minimalmedium (3.8.1)).

Minimal-Sporulationsmedium: 1% KOAc (pH 7,6) Prisporulationsmedium: 0,8 % Hefeextrakt
0,3% Bacto-Pepton
0,1% Glucose

Sporulationsmedium: 1% KOAc (pH 7,6)
0,1 % Hefeextrakt
0,05% Glucose oder Galactose

3.9.3 Sporenfreisetzung

Nach der Sporulation von diploiden Hefezellen liegen die Sporen nicht frel vor, sondern als
Viererverbande (Tetraden), die von einer Ascuswand umschlossen sind. Die Ascuswand wird
zur Freisetzung der Sporen enzymatisch mit Glusulase oder Zymolyase behandelt. Zur geziel-
ten Analyse der Sporen konnen Tetraden gelegt werden.
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3.9.3.1 Tetradenanalyse

Fur die Tetradenanalyse wurden die Sporen von einer Platte in 100 pl Wasser resuspendiert
und fur 5 min mit 5-10 pl Glusulase bei RT inkubiert. Nach der enzymatischen Reaktion wur-
den die Sporen zweimal gewaschen und dann auf einer Y PD-Platte ausgestrichen. Am Mikro-
manipulator wurde eine einzelne Tetrade mit der Nadel aufgenommen und auf eine bestimmte
Stelle auf der Platte gelegt. Dort wurde der Ascusverband aufgebrochen und jede der vier Spo-
ren auf einen Punkt in einem Raster, das der Mikromanipulator vorgab, gelegt. Die Platte wur-
de markiert, so dass nachvollziehbar war, wie sie in den Mikromanipulator eingespannt war.
Nach einigen Tagen Inkubation bei 30°C konnte das Keimen der Sporen und die Ausbildung

von Zellverbanden beobachtet werden.

3.9.4 Parungstypbestimmung

Jeder haploide Hefeklon, der durch Kreuzung erzeugt wurde, muss neben seinen phanotypisch
erfassbaren genetischen Markern auch hinsichtlich seines Paarungstyps charakterisiert werden.

Fur diese Analyse stehen Testerstdmme zur Verfiigung, die die Detektion des Paarungstyps auf
Platten ohne Zusatz jeglicher Aminosauren oder Nukleoside ermoglichen. Ublicherweise wur-
den die Stamme KL14-4: MATaund IL993-5C: MATa als Testerstamme verwendet.

Zur Paarungstyp Bestimmung wurden logarithmisch wachsende Kulturen der Testerstamme
auf OM-Medium ausplattiert. Frische Einzelkolonie-Ausstriche der zu definierenden Stamme
wurden mittels Replikaplattierung auf beide Teststamme tberstempelt und die Platten fir 3—5
Tage bel 30°C inkubiert. Die Diploidisierung sollte nur mit einem der beiden Teststdmme er-
folgt sein, d.h. der zu definierende Stamm hat dann den entgegengesetzten Paarungstyp.

OM-Medium: 0,67 % Y east Nitrogen Base w/o Aminoacids
2% Glucose (getrennt autoklaviert)
2% Bacto-Agar

3.9.5 Sengitivitatsbestimmungen

Um den Phanotyp verschiedener Hefestdmme zu bestimmen, wurden sie auf ihre Sensitivitét
gegenuber UV-Strahlung, dem akylierenden Agens Methansulfonsduremethylester (MMYS),
dem Radiomimetikum Bleomycin und erhthter Temperatur getestet.
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Die Tests wurden auf YPD-Platten durchgeftihrt, die fir den MM S-Test zwischen 0,005 und
0,040 % und fir den Bleomycin Test zwischen 0,5 und 4,0 pg pro ml enthielten. Die Hefen
wurden in Verdinnungsreihen aufgetropft.

Die MMS- und Bleomycin-haltigen Platten wurden bei 30°C inkubiert, fir den Temperaturtest
wurde eine Referenzplatte bei 30°C und die andere bei 37°C inkubiert.

Fur den Test gegentiber UV-Strahlung wurden die Platten zunachst fur 1 h bei 30°C inkubiert

und dann mit verschiedenen Dosen UV-Strahlung im Bereich von 0 — 30 mJ/cm? (Stratalinker)
bestrahlt. Nach der Bestrahlung wurden die Platten im Dunkeln weitere 2-3 Tage bei 30°C in-
kubiert.

3.10 Transformation von DNA in Hefezellen

3.10.1 Transformation mit Lithiumacetat

Nach einer von Ito er al. (1983) beschrieben Methode lassen sich Hefezellen durch die Be-
handlung mit Lithium-lonen besonders gut transformations-kompetent machen. Es wurde ein
modifiziertes Protokoll von Schiestl und Gietz (1992) angewendet.

Die Hefen wurden in ihrem Selektionsmedium angeimpft und tber Nacht bei 30°C inkubiert.
Diese Vorkultur wurde am néchsten Tag in 50 ml YPD-Medium auf eine ODggo von 0,1 bis
0,2 eingestellt und fur 4 -5 h bei 30°C bis zu einer ODggo Von 0,6-0,7 vermehrt.

Die Zellen wurden in sterilen Falcon-Réhrchen abzentrifugiert (Heraeus, RS 5315, 3500 Upm,
20 °C, 10 min) in 10 ml sterilem Wasser durch schwenken gewaschen und erneut wie zuvor
zentrifugiert. Das so erhatene Zdlpellet wurde in 1 ml Lithiumacetat Ldsung aufgenommen
und in Eppendorf-Gefal3e tberfihrt. Die Zellen wurden pelletiert (14000 Upm, RT, 15 sec,
Eppendorf). Der Uberstand wurde abgenommen und die Zellen in 400 pl Lithiumacetat Lo-
sung resuspendiert (vorsichtiges Auf- und Abpipettieren). Pro Transformationsansatz wurden
je 100 pl Zellsuspension in sterilen Eppendorfgeféal3en mit 1-5 ug DNA, sowie 10 ug Carrier-
DNA (maximales Volumen 15 ul) vermischt und 750 ul PEG-L6sung zugegeben. Die Suspen-
sion wurde durch Vortexen gemischt und 30 min bei 30°C inkubiert. Nach einem 20 min(ti-
gem Hitzeschock bei 42 °C wurden die Zellen abzentrifugiert (4000 Upm, RT, 15 sec, Eppen-
dorf), der Transformationsmix vollstandig entfernt und die Zellen in 1 ml 1M Sorbitol aufge-

nommen. Es wurden je 200 pl und der Rest eines Transformationsansatzes auf entsprechende
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Selektionsplatten ausplattiert. Die Platten wurden fir 3-5 Tage bei 30 °C inkubiert. Esist ent-
scheidend, dal3 absolut steril gearbeitet wird, da ohne Antibiotika-Selektion Bakterien sehr
leicht anwachsen. Die Zugabe der Carrier-DNA ist nur fur sehr hohe Transformationseffizien-

zen nétig.
TE (autoklaviert): 10mM Tris/HCI, pH 7,5 PEG Losung: 100 mM  Lithiumacetat
1mM EDTA 10mM Tris/HCI, pH 7,5
1mM EDTA

40 % PEG 3500

Lithiumacetat-Losung 100 mM  Lithiumacetat

(autoklaviert): 10mM TrigHCI, pH 7,5
1mM EDTA
Lithiumacetat- 1M Lithiumacetat, pH PEG-Stammlésung: 50 % PEG 3500
Stamml6sung: 7,2 in H,O (w/iv)
10 x TE: 100 mM Tris, pH 7,5
10mM EDTA

Die Lithiumacetat-L 6sung sowie die PEG-L6sung wurden jeweils frisch aus den Stammlésun-
gen hergestellt.

Carrier-DNA: 200 mg hochmolekularer Lachs-Sperma DNA (Deoxyribonukleotidséure Natrium Salz Type I11
aus Lachshoden, Sigma D1626) werden in 100 ml TE Puffer (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1.0 mM
EDTA) entweder durch auf und ab Pipettieren oder durch Ruhren auf einem Magnetrihrer (2-3
Std.) vollsténdig gelost. Anschlief3end wird die DNA in Eppendorfgeféiie aliquotiert und bei —
20°C weggefrohren. Vor der Benutzung muss die Carrier-DNA fur 5 Min. in einem kochenden
Wasserbad denaturiert und anschlief3end auf Eis abgeschreckt werden. Die so denaturierte
DNA kann 3-4 mal verwendet werden.

3.10.2 Hoch-€effiziente Transformationsmethode nach Gietz

1996 wurde von Gietz und Schiestl auf ihrer Homepage eine modifizierte Methode der Li-
thiumacetat-Transformation (Gietz und Schiestl, 1995) prasentiert, die eine sehr hohe Effi-

zienz ermdglicht (http://www.umanitoba.ca/academi c/facul ti es/medi cine/biochenvgietz/Trafo.html).

Die Hefen werden Uber Nacht in Voll- oder Selektionsmedium bei 30°C angeimpft und am
néchsten Tag in 50 ml YPD auf eine ODggo Von 0,2 eingestellt. Nach ca. 4h Inkubation wurden
die Hefen bei einer ODggo = 0,6-0,7 abzentrifugiert, einmal mit sterilem Wasser gewaschen, in
1 ml 100 mM Lithiumacetat pH 8,0 resuspendiert und in ein Eppendorf-Gefal3 tberfihrt. Nach
kurzer Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet in einem Endvolumen

von 500 pl 100 mM Lithiumacetat resuspendiert. Die Hefesuspension wurde zu 50 pl aliquo-
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tiert und beo 14000 Upm fur 15 Sek. abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 240 ul 50 % PEG
Uberschichtet. Darauf wurden 36 pl 1M Lithiumacetat, 50 pl Carrier-DNA und 34 pl DNA-
Losung (2-5 pg DNA in Wasser) pipettiert. Das Pellet wurde auf dem Vortexer fir ca. 1 min
resuspendiert und die Suspension fir 30 min bei 30°C inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte fur
30 min bei 42°C im Wasserbad. Anschlief3end wurden die Hefen bei nicht mehr als 8000 Upm
in der Eppendorfzentrifuge pelletiert, der Transformationsmix grindlich entfernt und die Zel-
len in 500 pl 1M Sorbitol oder Wasser aufgenommen. Es wurden jeweils 100 pl und 400 pl
auf entsprechende Selektionsplatten ausplattiert. Nach 2 — 4 Tagen Inkubation bel 30°C konn-
ten Einzelkolonien von den Platten umgestrichen oder verwendet werden.

3.11 DNA-Isolation aus Hefen

3.11.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefen

Aus 10 ml Ubernachtkultur transformierter Hefen konnte gentigend Plsmid-DNA isoliert wer-
den, um sie fir weitere Analysen in Bakterien zu retransformieren.

Die Hefezellen wurden abzentrifugiert (4000 Upm, 10 min), mit Wasser gewaschen und in 5
Vol. des Pdllets in Lysispuffer resuspendiert. Es wurde eine Konzentration von 100 pM
[3-Mercaptoethanol eingestellt und 30 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden erneut pelle-
tiert und in 2 Vol. Lysispuffer resuspendiert. Nach Zugabe von 100 Units Lytikase wurden die
Zéllen fur 45-60 min bel 37°C inkubiert. Zwischendurch wurden die Zellen immer wieder ge-
mischt. Sobald die Suspension durch die Lyse der Zellen viskos wurde, wurde der Ansatz mit
1/10 Vol. 10 % SDS versetzt, gemischt und fir 15 min bel 65°C inkubiert. Mit 3 Vol. 5 M
KOACc pH 4,8 wurden die Proteine aus dem Ansatz geféllt und fir 30 min auf Eis inkubiert.
Die Suspension wurde abzentrifugiert (14.000 Upm, 15 min, RT) und aus dem klaren Uber-
stand die DNA mit 0,7 Vol. Isopropanol gefélt (14.000 Upm, 20 min, RT).

Die DNA wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und in 30 pl 1x TE ge-
|Ost.

Lysis-Puffer: 100mM  TrigHCl pH 7,5
10mM EDTA
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3.11.2 Isolierung von genomischer DNA aus Hefen

Von einer Ubernachtkultur wird die genomische DNA mit Hilfe eines DNA Preparationskits
(Nucleon Y east Extraction Kit, Amersham) isoliert. Dazu wurden 10 ml der Kultur abzentrifu-
giert (4000 Upm/ RT/ 10 min/ Hettich) und anschlief?end in 5 ml Wasser gewaschen. Vom er-
haltenen Zellpellet wurden jeweils 50 ul in Eppendorf Gefaie Uberfuhrt und kurz abzentrifu-
giert (14000 Upm/ RT/ 15 sec/ Eppendorf). Das Uberstehende Wasser wurde entfernt. Das
Zellpellet wurde in 540 pl der in dem Kit enthaltenen Losung A resuspendiert und mit 60 pl
LAsung B versetzt. Danach wurde das Gemisch fir 30 Sekunden gevortext und anschlief3end
10 Minuten bel 70°C inkubiert. Dann wurden 300 ul Lésung C zugegeben, vorsichtig gemischt
(nicht mehr vortexen) und die Proteine bei 14.000 Upm fur 10 Minuten abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde auf 600 pl Isopropanol gegeben. Die DNA wurde dann bei 14.000 Upm fiir
10 Minuten gefdllt und der Uberstand verworfen. Zuletzt wurde die DNA mit 200
70 %igem Ethanol gewaschen und an Luft getrocknet. Am Ende wurde die DNA in 20 ul
Wasser bei 70°C gelost und weiter verwendet. Um gentigend DNA fir Telomerblots zu erhal-
ten wurden Doppel proben angefertigt.

3.12 Proteinextrakte aus Saccharomyces cerevisiae

Um Proteine aus Hefezellen aufzureinigen, wurden aus 50 ml [ogarithmisch wachsender Hefe-
kulturen bei einer ODgpo von 0,7-1,2 durch mechanischen Aufschluss mit Glasperlen vom
Durchmesser 0,5-0,7 mm Rohextrakte hergestellt.

Die Zellen wurden abzentrifugiert (4500 Upm, 10 min) und mit Wasser gewaschen. Das erhal-
tene Pellet wurde in 1 Volumen eiskaltem Aufschlusspuffer aufgenommen. In einem 2 ml Ep-
pendorf-Gefald wurden ca. 2 ml Glasperlen vorgelegt und 200 ul Zellsuspension sowie 200 pl
Aufschlusspuffer zugegeben. Das Gefal3 wurde in die Schwingmuhle eingespannt und bel vol-
ler Leistung 20 min geschittelt. AnschliefRend wurde das Eppendorf-Gefal am Boden mit ei-
ner Kanile angestochen und in ein 15 ml Rundboden-Roéhrchen eingesetzt. Der Proteinextrakt
wurde durch Zentrifugation bel 1500 Upm fir 1 min aus den Glasperlen eluiert. Die Glasper-
len wurden einmal mit 200 pl Aufschlusspuffer gewaschen, das Eluat vereinigt und bei 20.000
Upm fur 20 min (4°C) abzentrifugiert. Der klare Uberstand wurde als Rohextrakt abgenom-
men und bei —-80°C gelagert.
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Aufschlusspuffer (Schwingmiihle): 500 MM NaCl
50 mM HEPES/NaOH pH 7,9
5mM DTT
1mM EDTA
10% Glycerin

3.13 Proteinaufreinigung von Dhhlp

3.13.1 Aufreinigung mit dem IMPACT-System von NEB

Das IMPACT (Intein Mediated Purification with an Affinity Chitin-binding Tag) System ist
eine einfache Methode um rekombinante Proteine aus E. coli mit einem chromatografischen
Schritt aufzureinigen. Das System benutzt ein Protein-Splicing Element, Intein, aus dem S. ce-
revisiae VMA1 Gen, das dahingehend modifiziert wurde, dass es ein Selbstsplicing an seinem
N-terminus bei niedrigen Temperaturen und in Anwesenheit von Thiolen, wie z.B. DTT,
durchfihrt. Das Ziel-Protein wird in die Multiple Kloning Site eines pCY B Vektors kloniert,
um eine Fusion zwischen dem C-Terminus des Ziel-Proteins und dem N-Terminus des Inteins
herzustellen. An den C-Terminus des Inteinsist eine kleine 5 kDa Chitin Bindedoméne (CBD)
aus Bacillus circulans fur die Affinitatsreinigung kloniert. Wenn man Zellrohextrakte aus ei-
nem induzierbaren E. coli Stamm auf eine Chitin-Saule gibt, bindet das Fusionsprotein an die
Chitin-Saule, wahrend alle anderen Verunreinigungen durch die Saule gewaschen werden. Das
Fusionsprotein wird dann bei 4°C tUber Nacht mit DTT inkubiert und vollzieht eine Intein-
vermittelte Selbstspaltung. Das Ziel-Protein wird eluiert, wahrend die Intein-CBD Fusion an
der Saule gebunden bleibt.

Das System birgt drei Vortelle:

l. Einfache und schnelle Reinigung eines nativen Proteins,, ohne Affinitéts-Tag, der die
Eigenschaften des Proteins verandern konnte

II.  Abspaltung vom Fusionspartner am C-Terminus ohne die Verwendung von teueren
Proteasen

[1l. DieMadoglichkeit, den C-Terminus des Ziel-Proteins zu markieren

Der DHHI ORF wurde in den mit dem Kit mitgelieferten Vektor pCYB2 Uber eine 5 Ndel
und 3 Smal Schnittstelle kloniert und in E. coli transformiert. Von dem so erhatenen E. coli
Stamm wurde eine Ubernachtkultur in 20 ml LBamp Medium angeimpft und bei 37°C geschit-

telt. Am néachsten Tag wurde die Kultur in 1 | LBamp Medium tUberimpft und bis zu einer
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ODgo von ~0,6 inkubiert. Dann wurde die Kultur mit 0,5 mM IPTG induziert und fir 3 Stun-
den bel 30°C inkubiert. AnschliefRend wurden die Zellen geerntet und in 10 ml Saulen-Puffer
aufgenommen. Die Zellen wurden in flissigem Stickstoff schockgefrohren und anschlief3end
im Wasserbad bei RT wieder aufgetaut. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. Danach
wurden die Zellen mit dem Sonifier (20 Pulse, Cycle 30, Output 7) aufgeschlossen. Die unlds-
lichen Proteine und Zellfragmente wurden bei 10.000 Upm (4°C, 15 min, SS-34 Rotor) ab-
zentrifugiert. Wahrenddessen wurden 2 ml Chitin-Sepharose dreimal mit 10 ml S&ulen-Puffer
gewaschen indem sie resuspendiert und dann bei 1000 Upm (4°C) abzentrifugiert wurde. Der
aus der Zentrifugation erhaltene Proteinrohextrakt wurde auf die Chitin-Sepharose gegeben
und 1 Stunde im Kihlraum (Uberkopf-Schiittler) inkubiert. Danach wurde die Chitin-
Sepharose erneut dreimal mit 10 ml Saulen-Puffer gewaschen (wie oben) und mit dem letzten
Waschschritt in Plastik Saulchen tUberfihrt. Zur Abtrennung eventueller unspezifischer Bin-
dungen von Proteinen wurde die S&ule einmal mit 10 ml Waschpuffer gewaschen, mit 1 Vol.
Cleavage-Puffer gesptilt und dann mit 1 Vol. Cleavage-Puffer Uberschichtet. Die Sdulen wur-
den im Kuhlraum tber Nacht inkubiert um eine méglichst vollstandige Spaltung zu erzielen.
Am néchsten Tag wurden die Saulen eluiert, wobei der Auslauf das erste Eluat darstellte und
in der Regel dreimal mit 1 Vol. Cleavage-Puffer eluiert wurde.

Die einzelnen Eluate wurden auf einem SDS-Polyacrylamid Gel Uberprift.

Sidulen-Puffer: 20mM Na-HepespH 7,5 Cleavage-Puffer: 20mM Tris/HCI pH 8,0
500 mM NaCl 0,1mM EDTA
0,1mM EDTA 500 mM NaCl
0,1% Triton X-100 50mM DTT

Waschpuffer: 20mM Na-HepespH 7,5
1M NaCl
0,1mM EDTA
0,5% Triton X-100
0,5% NP40

3.13.1.1 Gelfiltration

Um das Protein in einem mdglichst hohen Reinheitsgrad zu erhalten, wurde das mit dem
INTEIN-System gereinigte Protein anschlief3end noch tber eine Gelfiltrations-Saule (Super-
dex 75) von Verunreinigungen befreit. Alle Schritte wurden im Kihlraum bei 4°C an einer
FPLC durchgefihrt.
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Die Saule wurde mit Laufpuffer equilibriert, bis sich eine stabile Basislinie ergab und dann das
Protein aufgetragen. Der Lauf erfolgte bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 0,5 mi/min. Es
wurden einzelne Fraktionen a 250 pl gesammelt. Ein an die FPLC angeschl ossenes Photome-
ter zeigte bei proteinhaltigen Fraktionen einen Ausschlag an. Die Fraktionen vor, in und nach
dem Peak wurden auf einem SDS-Gel analysiert.

Von den saubersten Fraktionen wurde der Proteingehalt bestimmt und die entsprechende Men-
ge Protein in den verschiedenen Assays eingesetzt.

Laufpuffer 20mM HEPESPpH 7,5
1mM EDTA
iImM DTT
200mM  NaCl
10% Glycerin

3.13.2 Aufreinigung durch Immunoprazipitation

Bel einer Immunoprézipitation wird das gewiinschte Protein aus dem Rohextrakt eines Zell-
aufschlusses mit Hilfe von spezifischen Antikorpern isoliert. Nachdem es nicht fir alle Prote-
ine bereits spezifische Antikdrper gibt, kann man sich auch durch einen sogenannten Tag be-
helfen, der an das Protein entweder C- oder N-terminal angehangt werden kann. Im Falle von
Dhhlp wurde ein 13myc-Tag chromosomal C-terminal integriert.

Der Proteinextrakt wurde, wie unter 3.12 beschrieben, angefertigt. Die bendtigte Menge Prote-
in-A Sepharose wurde in ein Eppendorf-Gefal pipettiert und 5 sec. bei 1000 Upm zentrifugiert
(Eppendorf, RT). Der Uberstand wurde abgenommen, 1 ml 1x PBS zugegeben und erneut wie
oben zentrifugiert. Der Vorgang wurde dreimal wiederholt. Am Ende wurde die Protein-A
Sepharose in 1 Volumen 1x PBS resuspendiert. In einem 1,5 ml Eppendorf-Gefald wurden 50
ul 1x PBS vorgelegt und dann 30 ul der vorbehandelten Protein-A Sepharose hinzupipettiert.
Anschlieflend wurden 5 pg Antikorper zugegeben und eine Stunde auf dem Vortex inkubiert.
Danach wurde 4x mit 1 ml 1x PBS/BSA (5mg/ml) gewaschen (1000 UPM, RT, 1 Min.), wo-
bei nach dem letzten Waschschritt der Uberstand vollstandig abgesaugt wurde. Das Eppen-
dorf-Gefald wurde ca. 5 Min. auf Eis gestellt und dann der Proteinextrakt (500 g Protein) zu-
gegeben. Anschlieffend wurde eine Stunde auf dem Vortex im Kihlraum inkubiert. Danach
wurde zweima mit 1ml NP40-Puffer und dreimal mit 1ml 1x PBS wie oben gewaschen. Fur
den Western-Blot wurden zu der Protein-A Sepharose 20 ul SDS-Auftragspuffer gegeben und
die Proben 10 Min. bei 98°C aufgekocht, fir die ATPase- und Helikase-A ssays wurden 35 pl

Seite 60



Methoden

ATPase-Puffer bzw. Helikase-Puffer zugegeben und jeweils 10 pl Sepharose in den Versuch
eingesetzt.

NP40-Puffer: 1M NaCl
1% NP40
1% Triton X-100

3.14 Helikase-Assays mit Dhhlp

3.14.1 DNA Helikase-Assay

Fir den DNA Helikase Assay wurde ein zur Phagen-DNA M13mp19 komplementares, 3P-
markiertes, 17-mer Oligonukleotid (Hel1) an diese hybridisiert, um einen partiellen Duplex zu
generieren. Dazu wurden 10 pmol des Hel1 Oligonukleotids in einer T4-Polynukleotid Kinase-
Reaktion (3.5.3) am 5'-Ende mit [y-?P]ATP markiert. Nach einer Reaktionszeit von 1 h bei

37°C wurde der Ansatz fur 20 min auf 95°C erhitzt, um die Reaktion zu stoppen. Zum Ansatz
wurden 7,5 pl M13mp19 DNA und 3 pl Annealing-Puffer gegeben und die Mischung fur 5
min auf 95°C erhitzt. Anschlief3end wurde der Ansatz in ein 60°C Wasserbad gestellt und Uber
Nacht langsam auf Raumtemperatur abgekihlt. Nicht hybridisiertes Oligonukleotid wurde
durch Gefiltration durch Sepharose 4B Saulen mit Elutions-Puffer abgetrennt

Annealing-Puffer: 400mM  Tris, pH 7,5 Elutions-Puffer : 10 mM Hepes, pH7,4
100 mM MgCl, 100 MM NaCl
1000 MM NaCl 1mM EDTA
10mM DTT
10x Helikase-Puffer : 250 mM HepespH 7,5 Stopp-Puffer: 30% Glycerin
500 mM NaCl 150 mM EDTA
10mM DTT 0,01% Brompehnolblau
20mM MgCl,

Fur die Untersuchungen mit verschiedenen MgCl,-K onzentrationen wurde ein Helikase-Puffer
ohne MgCl, angesetzt. Ein typischer Ansatz fir den Helikase-Assay enthielt folgende Zusam-

mensetzung:

2 pl 10x Helikase-Puffer

2ul 20 mM ATP

2l 10x BSA

1l Substrat (Menge nicht definiert)

2 pl Protein (in verschiedenen Konzentrationen)
11 pl Wasser
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Die Reaktion erfolgte bei 30°C fur 30 min und wurde durch Zugabe von 2 pl Stop-Puffer ge-
stoppt. Die Auftrennung erfolgte auf einem 8 %igen Polyacrylamid-Gel (Vorlauf: 30 min,
80V, Einlauf: 100V, Hauptlauf: ~130V, 1,5-2 h). Als Kontrolle wurde jeweils eine Probe ohne
Zugabe von Protein und eine Probe, die vor dem Auftrag 5 min bel 95°C aufgekocht wurde,
aufgetragen. Die Visualisierung erfolgte durch Exposition auf einen Phosphorscreen.

3.14.2 RNA-Helikase Assay

Als Substrat fur den RNA-Helikase Assay wurde ein SRNA Duplex verwendet (mit freundli-
cher Unterstiitzung von B. Kellersch, AG Kolanus). Dieser bestand aus einem sense- und ei-
nem antisense-Strang, von denen der antisense-Strang mit [y-P]JATP in einer Polynukleotid-

kinase-Reaktion (3.5.3) radioaktiv markiert wurde und die beiden RNA-Molekiile anschlie-
Rend hybridisiert wurden (Sequenz im Anhang). Die Konzentration des Duplex wurde auf
2 pmol/pl eingestellt.

Kinasierung: 1l AS-Oligonukleotid (10 pmol/pl)
2l 10x PNK-Puffer
S5ul [y-*PIATP
1yl T4-Polynukleotidkinase
11yl Wasser
1 Std. bei 37°C, dann Reinigung Uber G50-Sepharose Spincolumns

Annealing-Reaktion: 20 pl  AS-Oligonukleotid (**P-markiert) (500 fmol/pl)
10 ul S-Oligonukleotid (10 pmol/pl)
10 ul 5x Annealing-Puffer
10 ul Wasser

1 Min. bei 95°C, dann 1 Std. bei 37°C

Fur den Helikase-Assay wurde 1 pg Dhhlp mit einem Mikroliter RNA-Substat (2 pmol/pl),
1/10 Vol. 10x RNA-Helikase Puffer und 1 mM ATP in einem Reaktionsvolumen von 40 pl fur
30 Min. bei 30°C inkubiert. Zum Schutz vor RNA Degradation wurden jeweils 40 U RNAse
Inhibitor zugegeben. Die Reaktion wurde gestoppt durch Zugabe von 1/8 Vol. Stopp-Puffer
und auf einem 15 % PAA-TBE Gel analysiert.

10x RNA-Helikase Puffer 200 mM Tris-HCl pH 7,5 Stopp-Puffer 30% Glycerin
700mM KCl 150 mM EDTA
5mM Magnesiumacetat 0,01% Brompehnolblau
15mM DTT
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3.15 ATPase-Assay mit Dhhlp

Um die Aktivitat des Dhhl Proteins im Bezug auf die Fahigkeit der ATP Hydrolyse zu unter-
suchen, wurden ATPase-Assays durchgefihrt. In diesem Versuch wird P markiertes y-ATP
als Substrat fur das Protein eingesetzt und durch Dinnschichtchromatographie getestet, ob das
v-Phosphat abgespalten wird. Dies ist leicht daran zu erkennen, dass es im Dunnschichtchro-
matogramm wesentlich schneller, bzw. ndher an der Lauffront, lauft, als das an das ATP ge-
bundene Phosphat. Fir den Versuch wurden 200 ng Protein mit 1x ATPase-Puffer und 1,1 pl
ATP-Mix unter Zugabe von 4 pg/ml Nukleinsdure bei 30°C fur zwei Stunden inkubiert. Von
diesem Ansatz wurden 2 pl auf einemit 0,5 M LiCl/1 M Ameisensiure equilibrierte 20x20 cm
PEI-Cellulose DC Platte aufgetropft. Als Laufmittel diente ebenfalls 0,5M LiCl/1M Amei-
sensaure. Die Platte wurde so lange laufen gelassen, bis die Lauffront die obere Kante erreicht
hatte. Nachdem die DC Platte getrocknet war, wurde sie autoradiographiert.

10x ATPase-Puffer 75mM TrissHCI pH 7,5 ATP-Mix 10mM ATP
750 MM KCI 20mM MgCl,
75mM R-Mercaptoethanol 01l [y-2PIATP
15ug/ul BSA

3.16 Immunofluoreszenz

Fur die zelluldre Lokalisation von Dhhlp wurde das Protein genomisch C-terminal mit einem
13myc-Tag versehen, um es mit einem Antikorper detektieren zu kénnen.

Die Zellen wurden Uber Nacht bei 30°C in 10 ml YPD-Medium inkubiert, am néchsten Mor-
gen auf eine ODgy von 0,2 in 20 ml Y PD-Medium verdinnt und bis zu einer ODggo von 0,6
inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 1/10 Volumen 37 % Formal dehyd| 6sung versetzt und
fur eine weitere Stunde bel 30°C inkubiert. Anschlief3end wurden 5 ml der Zellen geerntet
(Heraeus, 4500 Upm, 10 min). Das Zdlpellet wurde mit einem Milliliter Spheroblasting-
Puffer in ein Eppendorf-Gefal? tberfuhrt und noch zweimal mit diesem Puffer gewaschen (Ep-
pendorf, 14.000 Upm, 10 sec). Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand komplett
entfernt und das Zellpellet auf Eis gestellt. In der Zwischenzeit wurden 100 g Lytikase (ge-
friergetrocknet) in 1 ml Spheroblasting-Puffer geldst und mit 2 pl B-Mercaptoethanol versetzt.
Das Zéellpellet wurde in 300 ul dieser Lytikasel sung resuspendiert und 17 min bei 30°C inku-
biert. Danach wurden die Zellen abzentrifugiert (Eppendorf, 3000 Upm, 3 min) und einmal mit
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Spherablasting-Puffer nachgewaschen. Am Ende wurde das Zellpellet in 100-500 pl Sphe-
roblasting-Puffer aufgenommen, je nach Menge der Zellen, so dass eine nicht zu dichte Sus-
pension entstand.

Ein Multiwell-Objekttrager wurde mit 0,02 % Poly-L-Lysine beschichtet, indem 10 ul der
0,02 %igen Poly-L-Lysine Losung aufgetropft und fir ca. 5 min inkubiert wurden. Danach
wurde einmal kurz mit Wasser abgewaschen und der Vorgang einmal wiederholt. Dann wurde
ein Tropfen der Zellsuspension auf den Objekttrager aufgebracht und fur 10 min inkubiert. Um
nicht gebundene Zelen zu entfernen wurde der Objekttrager anschliefend einma mit
PBS/BSA/Na-Azid Puffer gewaschen.

Auf die so fixierten Zellen wurde der erste Antikorper in einer Verdiinnung von 1:500 bis
1:2000 in PBS/BSA/Na-Azid Puffer aufgebracht und fir 2 Stunden inkubiert. Dabei wurde der
Objekttrager auf einem feuchten Kichentuch gelagert und abgedeckt, damit die Lésungen
nicht eintrockneten. Nach Ablauf der Zeit wurde der Objekttréger dreimal mit PBS/BSA/Na-
Azid/Triton Puffer gewaschen und dann der zweite Antikorper in einer Verdinnung von 1:500
in PBS/BSA/Na-Azid Puffer appliziert und fir eine Stunde inkubiert. Dabei wurde darauf ge-
achtet, dass der Antikérper keinem Licht ausgesetzt war, um das Flourophor nicht zu zersto-
ren. Danach wurde erneut dreima mit PBS/BSA/Na-Azid/Triton Puffer gewaschen. Dann
wurde mit je einem Tropfen 1xPBS+50 pug/ml Propidiumjodid fur 5 min inkubiert, um die
DNA im Mikroskop sichtbar zu machen und einma mit 1xPBS nachgewaschen. Die Zellen
wurden in 90 % Glycerin/0,1x PBS gemountet und mit einem Deckglas abgedeckt. Die Visua-
lisierung erfolgte in einem konvokalen Lasermikroskop.

Spheroblasting-Puffer: 1,2M Sorbitol PBS/BSA/Na-Azid-Puffer: 0,04 M K,HPO,
0,1 M KPO,-Puffer pH 7,5 0,01M KH,PO,

0,5mM MgCl, 1% BSA

0,15M NaCl

0,05% NaNj;
Mounting-Puffer: 80 % Glycerin PBS/BSA/Na-Azid/Triton-Puffer: 0,04 M K,HPO,
1x PBS 001M KH,PO,

1% BSA

0,15M NaCl

0,05% NaNj

0,1% Triton X-100
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3.17 End-Joining Assay

Hefezellen reparieren DNA-Doppel strangbriiche normalerweise durch homologe Rekombina-
tion. Zusétzlich dazu ist die Hefe auch in der Lage, nichthomologe kohesive DNA-Enden ohne
Verlust an Nukleotiden exakt wieder zu verbinden, ein Prozess, der as , Non-homologous
End-joining“ (NHEJ) bezeichnet wird.

Um den Einfluss des Dhhl Proteins auf das NHEJ zu untersuchen, wurde ein pRS314-ura
Plasmid generiert, bel dem ein Ura-Gen aus Candita albigans in das CEN/IARS Plasmid
pRS314 kloniert wurde. Das Plasmid wurde mir EcoRI linearisiert, welches einmal im Ura
Gen schneidet und kohesive Enden produziert. Hefezellen kdnnen solche linearisierten Plas-
mide nicht replizieren, wodurch die Rezirkularisierung des Plasmids notwendig wird, damit
sich Kolonien formen konnen. Das linearisierte Plasmid wurde parallel zum ungeschnittenen
»supercoiled“-Plasmid transformiert. Die transformierten Stamme wurden auf Trp und Ura
/Trp” Platten ausplattiert. Zellen, die in der Lage sind, die Enden korrekt zu religieren, kdnnen
auf beiden Platten wachsen. Sind die Zellen defizient im NHEJ, verlieren sie meistens bel der
Religation genetische Information an den DNA-Enden, was in diesem Falle in einem funkti-
onsunféhigen Ura-Gen resultieren wirde. Dadurch kdnnen solche Zellen nicht mehr auf Ura
/Trp” Platten wachsen. Die Transformationen wurden fir finf Tage bei 30°C inkubiert und
dann ausgezéhlt. Die Verhdtnisse wurden an dem parald transformierten Wildtyp-Stamm
bemessen.

Von den auf Trp gewachsenen Kolonien wurden jeweils 50 noch einmal auf Ura/Trp” Platten

umgestrichen, um einen Uberblick iiber die Genauigkeit der Reparatur zu erhalten.
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4 ERGEBNISSE

Das Dhhl Protein wurde in unserem Arbeitskreis in einem Screen auf Komplementation der
Temperatursensitivitét von yku70 defizienten Hefestammen isoliert. W303yku-Stéamme sind
temperatursensitiv, sie wachsen nicht bei 37°C. Um zu untersuchen, welche Proteine bei Uber-
expression diese Sensitivitét komplementieren kdnnen, wurden W303yku-Stdmme mit einer
»multi-copy” Genbank aus S. cerevisiae transformiert und die Plasmide aus den Klonen iso-
liert, die bel 37°C Wachstum zeigten. Dabei wurden zwei verschiedene Klone identifiziert.
Einer kodierte fur die katalytische Untereinheit der Telomerase, Est2p, der Zweite fir das
Dhhl Protein.

Das Yku Protein ist charakterisiert als dSDNA-Enden bindendes Protein. Es ist am Erhalt der
Telomere beteiligt und ein essentieller Faktor fur das Nicht-homologe End-Joining (NHEJ).
Wahrend die Isolierung der katalytischen Untereinheit der Telomerase, EST2, als ein die Tem-
peratursensitivitdt komplementierender Faktor nicht unerwartet war, stellte Dhhlp, as Protein,
das von seiner Sequenz her keinerlei Beziehung zu bekannten DNA-Reparatur oder telomer-
bindenden Proteinen aufweist, einen interessanten Faktor dar, der vielleicht einen weiteren
Einblick in diese Thematik geben konnte.

Das DHHI Gen wurde 1993 von Strahl-Bolsinger und Tanner isoliert und sequenziert. Der
DHHI ORF ist 1521 bp lang und kodiert fur ein 57 kDa Protein. Aufgrund seiner Sequenzho-
mologie wurde das Protein in die Klasse der ATP abhéngigen RNA-Helikasen eingeordnet.
Der Name DHHI1 leitet sich von ,,DEAD Box Helicase Homolog“ ab. Mittlerwelle wird das
Protein aufgrund seiner Sequenzhomologien in die DEAD Box Protein Familie (DEAD = Asp-
Glu-Ala-Asp) eingeordnet.

In der Literatur werden verschiedene Phanotypen fir dhhl Mutanten beschrieben, unter ande-
rem sind dhhlA Zellen sporulationsdefizient (Moriya und Isono, 1999), zeigen eine Verénde-
rung der Zellmorphologie, die aus einer moglichen Beteiligung von Dhhlp an der Zellwand-
Integritét resultieren konnte (Moriya und Isono, 1999) und eine Verringerung der zellulédren
Lebensfahigkeit. Betrachtet man dhiiA Zellen unter dem Mikroskop kann man verstérkt elon-
gierte Zellen, Zellen mit unnatirlich langgezogener Knospe oder Zellen mit einer Granulat
ahnlichen Struktur beobachten. Ebenso ist die Bildung des roten Pigments, das aus dem ade?
Defekt im Stamm W303-1A resultiert, gestort (Hata et al., 1998).
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4.1 Sequenzihnlichkeit des Dhh1 Proteins zu seinen Homologen in ande-
ren Organismen

Das Dhhl Protein wird aufgrund von acht hoch konservierten Sequenzmotiven der Superfami-
lie Il der RNA Helikasen oder RCK/p54 Familie, benannt nach dem menschlichen Protein
(Akao et al., 1992; Lu und Yunis, 1992) zugeordnet (Abb. 4-1). Von vier dieser konservierten
Elemente (I, I1, 111 und V1) ist die biologische Funktion bekannt. Dies ist zum einen ein im N-
terminalen Bereich liegendes ATPase A Motiv (PAKNGTGKT?Y"; Walker er al., 1982), dasin
vielen Nukleotid bindenden Proteinen zu finden ist und laut Rontgen-Strukturanalyse einen
Phosphat bindenden Loop (P-loop) ausbildet (Fry et al., 1986; Saraste et al., 1990; Story und
Steitz, 1992). Das Motiv |l ist ein ATPase B Motiv (DEAD). In anderen Helikase Familien
findet man auch die Sequenzen DEAH oder DEXH. Das DEAD Motiv wird auch als Variante
des Walker ATPase B Motivs (Linder er al., 1989) gefuhrt. Rontgen-Strukturanalyse zeigte,
dass der erste Aspartat Rest strukturell nahe beim Walker A Motiv liegt und Mg”* Uber ein
Wassermol ekl bindet.

Im C-terminalen Bereich des Proteins befindet sich ein SAT-Motiv. Urspringlich wurde dieses
Motiv als ein RNA Entwindungsmotiv charakterisiert (Pause und Sonenberg, 1992). Mittler-
weile wird dem Bereich um das SAT-Motiv eine Art Scharnierfunktion fur die Doménen 1
und 2 zugewiesen (siehe Einleitung 1.2, de la Cruz et al., 1999). Ebenso ist im C-terminalen
Bereich ein RNA Bindemotiv (HRIGRSGR) (Pause et al., 1993) zu finden. Das DEAD Motiv
findet sich immer in Verbindung mit HRIGRSGR, wahrend die Sequenz QRXGRSGR mit
dem DEAH/DEXH Motiv zu finden ist (Pause und Sonenberg, 1992).

ATPase A Motiv ATPase B Motiv
NH; AKNGTGKT PTRELA TPGR DEAD SAT LIFTS ARGID HRIGRSGR COOH
1 Ia b 11 111 v A\ VI

Abb. 4-1 Schematische Darstellung der konservierten Aminosdure Regionen der DEAD Proteinfamilie
(Koonin, 1991; Schmid und Linder, 1992). Die hochkonservierten Regionen sind fett dargestellt. Die
rémischen Zahlen unter den Kéasten geben die Nomenklatur nach Hodgman, 1988 an. X steht fur eine
beliebige Aminosaure.

Der nicht konservierte N-Terminus (AS 1-16) von Dhhlp ist reich an Asparaginen (50 %). Der
ebenfalls nicht konservierte C-Terminus (AS 427-506) ist Prolin und Glutamin reich (Prolin

22 %, Glutamin 29 %). Asparagin reiche bzw. Prolin/Glutamin reiche Doménen werden oft in
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Transkriptionsfaktoren gefunden. Einen Uberblick tber die in der Aminosiuresequenz enthal-
tenen Motive gibt Abb. 4-2.

) N-Terminus (N60)
L) 1
* 20 * 40 * 60
DHH1 : WKTALNIPKKDTRPQTDDVLNTKGNTFEDEFYLKRELLMG : 60
* 80 * 100 * 120
DHH1 : IFEAGFEKPSPIQEEAIPVAITGRDILARAKNGTGKTAAFVIPTLEKVKPKLNKIQALIM : 120
I
= 140 e 160 = 180
DHH1 : VPTRELALQTSQVVRTLGKHCGISCMVTTGGTNLRDDILRLNETVHILVGTPGRVLDLAS : 180
Ia Ib
# 200 ‘ 220 s 240
DHH1 : RKVADLSDCSLFIMDEADKMLSRDFKTIIEQILSFLPPTHQSLLFSATFPLTVKEFMVKH : 240
I
* 260 e 280 * 300

DHH1 : LHKPYEINLMEELTLKGITQYYAFVEERQKLHCLNTLFSKLQINQAIIFCNSTNRVELLA : 300
v

* 320 % 340 * 360
DHH1 : KKITDLGYSCYYSHARMKQQERNKVFHEFRQGKVRTLVCSDLLTRGIDIQAVNVVINFDE : 360
v
A 380 * 400 * 420
DHH1 : PKTAETYLHRIGRSGRFGHLGLAINLINWNDRENLYKIEQELGTEIAAIPATIDKSLYVA : 420
Vi C-Terminus (C244
.
b
B 440 * 460 * 480
DHH1 : ENDETV : 480
1
i
* 500 * 5.2 0
DHHY : MPSQOQGYPPOQEHFEMAMPPGQOS QPQY —r——r—imimimsmuri s, = : 506

Abb. 4-2  Aminosauresequenz des Dhhl Proteins. Der hoch konservierte Kernbereich des Proteins ist in blau
dargestellt. In rot sind die hochkonservierten RNA Helikase Motive gezeigt. Zur besseren Orientie-
rung wurden die rémischen Zahlen von Abb. 4-1 untergelegt. Die sich zu den Homologen aus Xerno-
pus laevis, Mus musculus und Homo sapiens N-terminal und C-terminal unterscheidenden Aminosau-
resequenzen sind in grin dargestellt.

In den letzten Jahren konnte wiederholt gezeigt werden, dass Proteine evolutionér zwischen
Saugern und der Hefe Saccharomyces cerevisiae konserviert sind. Durch Datenbankrecherche
mit dem BLASTP-Algorithmus wurden Aminosauresequenzen gefunden, die eine starke Se-
guenzahnlichkeit zu dem zu untersuchenden Dhhlp aus S. cerevisiae aufweisen.

Dhhlp ist ein sehr stark konserviertes DEAD Box Protein (Fischer und Weis, 2002). Es
wurden Sequenzomologe in S. pombe (Stel3p, ldentitét 73 %, Homologie 83 %; Maekawa et
al., 1994), Drosophila melanogaster (ME31B, Identitét 69 %, Homologie 82 ; de Valoir et al.,
1991), Xenopus laevis (DDX6, Identitét 68 %, Homologie 82 %; Ladomery et al., 1997), Mus
musculus (RCK/p54, Identitét 68 %, Homologie 82 %; Seto et al., 1995) und Homo sapiens
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(RCK/p54, Identitdt 68 %, Homologie 82 %; Akao et al., 1992) identifiziert. Ein Alignment

der Aminosauresegquenzen der verschiedenen Dhhlp homologen RNA-Helikasen aus den oben

angefuhrten Organismen ist in Abb. 4-3 wiedergegeben.

eIF4A
DHH1
gtell
ME31E
Hp54
mmRCK/ p54
hRCE/ p54

elF4A
DHH1
Stell
ME31E
Xxp54
mmRCK/ p54
hRCE/p54

elF4A
DHH1
gtel3
ME31E
¥p54
mmRCK/ p54
hRCE/p54

eIF4A
DHH1
gts13
ME31E
®Xp54
mmRCK/p54
hRCE/p54

eIF4A
DHH1
gtell
ME31E
Hp54
mmRCK/ p54
hRCE/ p54

elF4A
DHH1
Stell
ME31E
Xxp54
mmRCK/ p54
hRCE/p54

* 20 * 40 * a0 * 80 * 100

——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— MSEGITDIEESQIQENYDKVVYEED

IPREDTREQTIDDVLNTEGH---TFE
KAQPVDMRPRTEDVTETRGT -——-EFE
CRORTTRFETTDVIDIRGN-—--EFE
———-METARTENPVLMGMEEONGOLRGPLEP S AGPGEGETOTQOINQLENASTINEGEQQOADEME S ITKPGDDIMMKTIEKLPPEDLRIET SDVT 2 TECGH - —-EFE
—-METARTENPVIMGLESQNGQLEGPVEASAGPGGEGTQPQPQLNQLENT STINNGT PQQAQEMAAT IKPGDDIMMK T KLPPEDLRIET SDVT S TEGH - ——-EFE
—--METARTENPVIMGLESQNGOLRGPVKEPTGGPGGGGETOTQOOMNOQLENTNTINNGTQOQAQSMTT T IK PGDDIMK T KLPPEDLRIET SDVT STEGH - —-EFE
k r tde t g Fe

* 1z0 * 140 * 1a0 * 180 * 200
ELDENLLEGVE GYGFEE PSATIQORATIMPI-TEGHDVLAQAQSGTETGTE STAALD IﬂTSVKAPQELMLAPTRELALQIQKVVMALAEHHD*IHW

LERELLMGIFEAGFE{PSPIQEEAL- PVATUGHDILARARNGT CETAAFVIPTLE ALIMVEPTRELALDT BQWVVRTLGEHCG-I ST
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Abb. 4-3  Alignment der Proteinsequenz von Dhhlp zu seinen homologen in S. pombe (Stel3p), Drosophila
melanogaster (Me31B), Xenopus laevis (Xp54), Mus musculus (MMRCK) und Homo sapiens
(hRCK). Das as Prototyp der DEAD Box Helikasen klassifizierte el F4A ist mit aufgefthrt. Mit blau-
em Hintergrund markiert sind die konservierten, in grau die homologen Motive dargestellt. Die fir die
Klassifikation als DEAD Box Helikase ausschlaggebenden Motive (rot) sind in allen Proteinen im

Kernbereich gelegen.

Betrachtet man den Kernbereich der Proteine, so ist deutlich zu erkennen, dass alle acht DEAD

Box Helikase Mative vollstandig konserviert sind. Daneben ist aber auch eine sehr hohe Kon-

servierung der Ubrigen Aminoséauren im Kernbereich der Proteine zu erkennen. Auffallend ist,

dass Dhhlp gegentiber dem menschlichen Homologen einen verkirzten N-Terminus aufweist,
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hingegen der C-Terminus langer ist. Analog verhélt sich dies im S. pombe Protein. Das die
Klassifikation als Prototyp der DEAD Box Helikasen von elF4A eine gute Anndherung ist,
lasst sich aus dem Alignment gut erkennen, da er den Kernbereich aller aufgelisteten Proteine

reprasentiert.

4.2 Herstellung von DHH1 Deletionsmutanten

Zur Analyse der Phanotypen von DHH1 wurde eine Deletion des DHHI ORFs in den Stam-
men W303 1A und CenPK2 durchgefiihrt. Dabel wurde die Methode von (Longtine et al.,
1998) angewendet, die auf einer PCR-basierten Gendeletion beruht. Longtine et a/ haben hier-
fUr einen Satz an Plasmiden hergestellt, der es ermdglicht mit vier verschiedenen Primersétzen
sowohl Konstrukte fur die Gendisruption, as auch Konstrukte fir C- oder N-terminale Tags
herzustellen. Diese kénnen durch homologe Rekombination in das Hefegenom integriert wer-
den.

Fur die Herstellung des DHH1-Deletionskonstruktes wurde von dem Plasmid pFA6a His3M X
mit den Primern DHH1-AHis-FOR1 und DHH1-AHis-REV1 das Marker-Gen amplifiziert

(Abb. 4-4).

1. PCR
DHH1-delta-FOR1
—_—
— His3MX —
-
DHH1-delta-REV1
40 bp 40 bp
T His3MX \\
1. PCR Produkt
2.PCR

DHH1-delta-FOR2
—_—

T His3MX ]

-—
DHHI1-delta-REV2

80 bp 80 bp

I His3MX [

2. PCR Produkt

Homologe Rekombination

o

p

80 bp 80

I His3MX | [
Bl | pHHIGe  [[[HH

Seite 71



Ergebnisse

Abb. 4-4 PCR gerichtete Gendeletion. Vom Plasmid wird das Marker-Gen mit zwei Primern, deren 3' Bereich
homolog zum Plasmid und deren 5’-Bereich homolog zum Genom ist amplifiziert. Um die zum Hefe-
genom homologen Bereiche zu verlangern, wird das 1. PCR Produkt einer weiteren PCR unterzogen.

Dabel wurden die Primer so gewdahlt, dass sie an ihrem 3'-Ende jeweils sequenzhomolog zu
dem entsprechenden Bereich am Plasmid waren und am 5'-Ende Homologie zu dem Bereich
im Hefegenom aufwiesen, zwischen den das Marker-Gen positioniert werden sollte. So wurde
ein Konstrukt erzeugt, das aufgrund homologer Rekombination nach Transformation selbst-
sténdig und ohne Subklonierung von einer Hefezelle in ihr Genom eingebaut werden kann und
dabel den entsprechenden Bereich zwischen den homologen Enden deletiert. Da der Stamm
W303 1A fiur eine optimale Integration eine Homologie von mindestens 50-60 Basenpaaren
benttigte, wurden die bei der ersten PCR gebildeten homologen Bereiche (40 bp) generell
durch eine zweite PCR mit den Primern DHH1-AHis-FOR2 und DHH1-AHis-REV 2 auf 80 bp

verlangert.

Die PCR-Produkte wurden jeweils Uber ein Agarosegel gereinigt. Das Produkt der zweiten
PCR wurde mit der , High-Efficiency* Methode (Gietz et al., 1992) in verschiedene Hefe-
stdmme transformiert. Durch Plattieren der Hefen unter Selektionsdruck auf den entsprechen-
den Marker wurde auf digjenigen Hefenzellen selektiert, die die homologe Rekombination er-
folgreich durchgefihrt hatten. Nach einem Umstrich auf die entsprechende Selektionsplatte
wurde der Einbau des Marker-Gens an der richtigen Stelle durch analytische PCR verifiziert
(Abb. 4-5).
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DHH1-AHis-Kontrolle PCR-Kontrolle His3MX
—>
Promotorbereich DHH1 -
\ |
463 1 1521
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DHH1-AHis-Kontrolle PCR-Kontrolle His3MX
_> 4—
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| \ \
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Abb. 4-5 Analytische PCR von dhhlA-Stdmmen. A: Schematische Darstellung der Primer DHH1-AHis
Kontrolle und PCR-Kontrolle His3MX und deren Bindungsstellen in den jeweiligen Promotor- bzw.
Markergenbereichen. Die zu erwartenden FragmentgrofRen des PCR-Produktes betragen im Falle des
Wildtypstammes O Basenpaare, respektive 551 Basenpaare im Falle des deletierten Stammes dhhl A-
His3MX. B: 1-8 Analyse der vier Sporen zweier Tetraden von CenPK 2ao. bei denen jeweils ein Allel
von DHHI mit HisSMX deletiert wurde. 9-16 Analyse der vier Sporen zweier Tetraden von

CenPK2aUolL.

Nach dieser Methode wurden dhhlA Einzelmutanten in verschiedenen Wildtyp-Stammen und

vku70ldhh1A Doppelmutanten hergestellt.

chende Mata und Mato, Stdmme gekreuzt.

Fir die Analyse diploider Stamme wurden entspre-
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4.3 Phianotypen von dhhiA-Mutanten

4.3.1 Wachstumsphénotypen

Haploide dhhlA Mutanten zeigen ein verlangsamtes Wachstum bel 30°C (Strahl-Bolsinger
und Tanner, 1993), was auch bei den in dieser Arbeit hergestellten Stammen erkennbar war. In
Abb. 4-6 ist eine Tetradenanalyse diploider Stdmme gezeigt, die nach 4.2 erzeugt wurden. Da
bei dieser Methode jeweils nur ein Allel deletiert wird, waren die in die Sporulation eingesetz-
ten Stdmme heterozygot fur DHHI. Bei der Tetradenanalyse werden die durch Ausbringen der
Stamme auf Sporulationsmedium entstandenen Asci, die vier haploide Sporen enthalten, mit
Glusulase angedaut, auf eine Y PD-Vollmedium Platte ausgebracht, mit einer feinen Glasnadel
aufgebrochen und die vier Sporen auf einem vom Mikromanipulator vorgegeben Raster ausge-
legt. Die Platten wurden dann 3-5 Tage bei 30°C inkubiert. Es ist deutlich zu erkennen, dass
dhhlA Stdmme unter gleichen Bedingungen gegenuber dem Wildtyp ein verlangsamtes

Wachstum zeigten, was sich in der Ausbildung kleinerer Kolonien manifestierte.

1 2 345 6 7 8 9 1 2 345 6 7 8 9

Sporel e ®o o o . ® o ® ¢ @ o @O ¢ o o o

Spore2 (& & & @& s « o 0 O ® » ® & - & o -

Spore3 & ® & @ ® o o O c @ ¢« 0 ¢+ ¢+ 0 00O

Spore4d &« ® ® @ @ « @ o ® o ¢ 0000 -
CenPK2 acc DHH1/dhhiA W303 ao DHH1/dhhIA

Abb. 4-6 Tetradenanalyse von heterozygoten dhhiA Stdmmen. Das linke Bild zeigt dhhlA Mutanten, die im
Stamm CenPK 2, das rechte dhhlA Mutanten, die im Stamm W303 generiert wurden. Die haploiden
dhhlA Mutanten sind deutlich durch die Ausbildung kleinerer Kolonien zu erkennen.

4.3.2 Temperatursensitivitét

Ebenfalls in der Literatur beschrieben wurde ein Temperatur sensitiver Wachstumsphanotyp
fur dhhiA Mutanten (Hata et al., 1998). Plattiert man dhhlA-Stdmme in Einzelkoloniedichte
auf YPD Platten und inkubiert sie bei 37°C wachsen auch nach mehren Tagen keine Kolonien
auf der Platte. Um zu untersuchen, ob die dhhiA Mutanten diesen Phanotyp auch in den von

uns verwendeten Stammen zeigen, wurden Tropftitertests durchgeftihrt. Dazu wurden Verdin-

nungsreihen einer Suspension der zu untersuchenden Hefen auf Y PD-Platten aufgetropft und
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bei 30°C und 37°C fur 3-5 Tage inkubiert. Nach diesem Zeitraum konnte man bei normalem
Zellwachstum an den Auftropfstellen je nach Verdinnungsstufe die Hefen a's dichten Zellra-

sen oder als Einzelkolonie erkennen.

Es wurden zwei unabhéngig generierte haploide dhhiA-Stdmme mit dem haploiden Wildtyp-
Stamm W303a verglichen. Um zu untersuchen, ob die DHHI Deletion einen zusétzlichen Ef-
fekt auf den Phénotypen von yku70 defiziente Zellen hat, wurden auf3erdem zwel unabhéngige
dhhlAlyku70 Stamme und der als ts charakterisierte yku70 defiziente Stamm W303alL
(Feldmann und Winnacker, 1993) aufgetropft (Abb. 4-7). Bei allen Stémmen ist bei 30°C Ko-
lonienbildung bis zu einer Verdiinnungsstufe von 10 zu erkennen. Wahrend der Wildtyp auch
bei 37°C bis zu einer Verdiinnungsstufe von 10 Kolonien bildet, wachst der dhhlA-Stamm
selbst bei einer Verdiinnung von 102 nur noch sehr schwach. Der yku-Stamm zeigte bei 37°C
erwartungsgemald kein Wachstum, ebenso ist fur die Doppelmutanten kein Wachstum mehr
erkennbar. Esist gut zu erkennen, dass die Doppel mutanten, wie die yku Einzelmutante, nicht
mehr wachsen. Transformiert man einen dhhlA-Stamm mit einem DHH-Expressionsplasmid

PRS-DHH1 wird die Temperatursensitivitét komplementiert und die Hefen wachsen wieder
bei 37°C.

Verdiinnungsstufe ~ 10° 10" 10* 10° 10" 10° 10° 10" 10° 10° 10* 10°
wt

vku70

dhhlIA

dhhIA

dhhIAyku70
dhhIANyku70

dhh1A+pRS-DHH]
dhh1A+pRS-DHH]

30°C 37°C

Abb. 4-7 Temperatursensitivitét von dhhlA Mutanten. Das linke Bild zeigt Verdinnungsreihen der angezeich-
neten Stdmme, die bei 30°C fur 3-5 Tage inkubiert wurden. Das rechte Bild zeigt die selben Stémme
bei einer Inkubationstemperatur von 37°C.
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4.3.3 Einflussder DHH1 Deletion auf die Telomerlange

Eine wichtige Funktion des Y ku Heterodimers liegt in der Aufrechterhaltung der Telomerlan-
ge. Yku defiziente Zellen haben bei normalen Wachstumstemperaturen (30°C) stabil verklrzte
Telomere (=30 % der Wildtyplange) (Boulton und Jackson, 1998). Wachstum bel erhdhten
Temperaturen (37°C) fuhrt zu einer weiteren, letalen Verkiirzung der Telomere. Durch Ampli-
fikation der subtelomeren Y’-Elemente Uber einen homologen Rekombinationsmechanismus
konnen einige yku defiziente Zellen ihre Telomerléange stabilisieren und bei 37°C Uberleben
(Fellerhoff er al., 2000). Dieser sogenannte , Survivor®-Phanotyp ist auch fur Telomerase
defiziente Hefen beobachtet worden.

Um zu untersuchen, inwieweit die DHHI Déeletion die Telomerlange beeinflusst, wurden Te-
lomerblots angefertigt. Hierzu wurden die dhhIA Stdmme Gber 375 Generationen (15 Umstri-
che) auf Y PD-Platten umgestrichen und bel 30°C inkubiert. Als Vergleich wurden der entspre-
chende Wildtyp-Stamm und der yku Stamm mitgefuhrt. Der Versuch erfolgte in zwel Stamm-
hintergriinden, CenPK 2 und W303-1A. Nach dem letzten Umstrich wurden Ubernachtkulturen
angefertigt und die genomische DNA nach (3.11.2) isoliert. Die gereinigte DNA wurde mit
Xhol quantitativ gespalten, quantifiziert und identische Mengen an DNA auf einem 1 %igen
TBE-Agarosegel aufgetrennt. Das Gel wurde auf eine Nylonmembran geblottet und die
Membran mit einer **P-markierten oligo(GT)2 Sonde hybridisiert. Die Autoradiographie der
Hybridisierung ist in Abb. 4-8 gezeigt. Die Deletion von DHHI hat keinen Einfluss auf die
Telomerlange des entsprechenden Stammes bei 30°C (Spur 2 und Spur 8).

AulRerdem wurde untersucht, ob Wachstum bei 37°C die Telomerlénge in dhhlA Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp beeinflusst. Dazu wurden die Stdmme fur 750 Generationen auf Y PD-
Platten bei 37°C umgestrichen. Die DNA wurde analog isoliert, gespalten, geblottet und die
Hybridisierung mit einer **P-markierten oligo(GT)20 Sonde autoradiographiert. Die Autora-
diographie ist in Abb. 4-8 gezeigt. Auch hier ist kein Unterschied zwischen der Telomerlénge
des dhhiA Stammes und des Wildtyps zu erkennen.

Zu beobachten ist, dass bei 30°C die Telomerlénge des dhhiA Stammes im CenPK2 Hinter-
grund langer zu sein scheint, als die des Wildtyps (Spur 2). Nachdem dies aber im W303 Hin-

tergrund nicht zu beobachten ist, und sich auch nicht in weiteren Experimenten zeigte, wird
davon ausgegangen, dass es sich dabei um ein Artefakt handelt. Bei 37°C ist eine deutliche
Verklrzung der Telomerlange im Wildtyp zu beobachten, es zeigt sich aber kein Unterschied

zwischen Wildtyp und dhhiA Stamm. Der CenPK2yku70 Stamm zeigt eine weitere Verkir-
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zung der Telomerlange und eine Y’-Amplifikation bei 37°C. Im W303yku70 Stamm ist nur
noch die Y’ -Amplifikation zu erkennen, da die weitere Verkirzung der Telomere nicht mehr
detektierbar ist. Aus den gezeigten Daten ist deutlich zu erkennen, dass die Deletion von
DHH1 keinen Einfluss auf die Telomerlange hat.

AV
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F&FFTST ST S LSS P o3
SN G S A G G @ U SRS SRS S SR <[
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30°C 700 30°C 37°C
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Abb. 4-8 Telomerblot von dhhlA-Stéammen. Alle Stdmme wurden 15x umgestrichen, was einer Generations-
zahl von ~375 entspricht. Die dhhiA-Stémme sind mit Pfeilen am unteren Rand gekennzeichnet. Man
kann deutlich erkennen, dass dhhiA-Stémme keine Verklrzung der Telomere zeigen. Am linken Rand
sind sog. Y'-Elemente, ein repetetiver Bereich in der subtelomeren Region, mit einem Pfeil markiert.
Links unten sind die GT-Repeats markiert, die ein Mal3 fur die Lange der Telomere darstellen. Am
Beispiel des W303yku-Stammesist die Y’ -Amplifikation sehr gut zu erkennen.

4.3.4 DNA-Reparatur Phanotypen von dhhlA Stammen

Durch auf¥ere Einflisse sind Organismen einer permanenten Schadigung ihrer Erbsubstanz
ausgesetzt. Da solche Schaden zum Zelltod, oder bei mehrzelligen Organismen auch zu Krebs
fuhren kénnen, bedirfen sie einer effizienten und genauen Kontrolle und Reparatur. Eine sehr
schwerwiegende Schédigung der DNA sind Doppelstrangbriiche (DSBS). In Saccharomyces
cerevisiae werden solche DSBs vorwiegend Uber homologe Rekombination mit einem
Schwester Chromosom repariert. In humanen Zellen Uberwiegt ein zweiter Mechanismus
DSBs zu reparieren: Dieser Mechanismus wird als ,, Non-homologous End-joining” (NHEJ)
bezeichnet und das hKu Protein spielt in diesem Reparaturweg eine essentielle Rolle. Bel der
Reparatur von DSBs durch NHEJ werden die DNA Enden in der Regel ohne Verlust an gene-
tischer Information religiert. Der NHEJ-Mechanismus ist von der Hefe bis zum Menschen
hoch konserviert und das Yku Protein spielt beim NHEJ in der Hefe eine @hnlich essentielle
Rolle, wie das hKu Protein in menschlichen Zellen. Yku Mutanten sind NHEJ defizient und
sensitiv gegenliber Bleomycin und Methansulfonsduremethylester (MMS). MMS ist ein stark
alkylierendes Agens, das aber auch zu DNA DSBs fihrt. Neben ionisiernder Strahlung kdnnen
Doppelstrangbriiche auch durch Behandlung mit dem Radiomimetikum Bleomycin (BLM) in
DNA eingefuhrt werden (Steighner und Povirk, 1990; Ward, 1990). Obwohl yku Mutanten

sensitiv gegentiber Bleomycin sind, zeigen sie kaum Sensitivitdt gegentiber y-Strahlung.

4.3.4.1 MMS und Bleomycin Sensitivitdit von dhhlA Mutanten

Es sollte untersucht werden, inwieweit sich die DHH1 Deletion auf die Sensitivitét von Hefe-
zellen gegentiber MM S und BLM auswirkt. Dazu wurden zwei unabhangig generierte haploide
dhh1A-Stémme mit dem haploiden Wildtyp-Stamm W303a, dem yku-Stamm und zwei unab-
hangig generierten Doppelmutanten dhhlAlyku verglichen. Die Ergebnisse sind in Abb. 4-9

gezeigt. Der yku70-Stamm zeigt bel den verwendeten Mengen von BLM und MMS keine bzw.
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kaum Sensitivitét. Der dhhiA-Stamm zeigt eine signifikant hthere Sensitivitét gegentiber den
DNA schadigenden Substanzen als der Wildtyp-Stamm. Er wéchst um den Faktor 100-
1000fach schlechter. Zwischen der dhhlA-Einzel- und der dhhilAlyku70 Doppelmutante ist

kein Unterschied zu erkennen. Analoge Anaysen wurden auch im CenPK2 Hintergrund
durchgefthrt (ohne Abbildung). Nachdem die Sensitivitéten im CenPK 2 Hintergrund zwar ge-

ringer, die Tendenzen aber identisch waren, wurde wenn nicht anders erwdhnt im weiteren

Verlauf der Arbeit nur noch mit den im W303 Hintergrund generierten Stammen gearbeitet.

.‘:
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yhu70 p

dhh1A

dhhiIA . "'J-, R
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[ X b )

dhh1Alyku70
30°C 2,0 pg/ml Bleomycin 0,015% MMS

dhhi1Alyku70

Abb. 4-9  Tropftitertest von dhhi1A-Stémmen auf Y PD-Platten, die die DNA schédigenden Substanzen Bleomy-
cinund MMS in den angegeben K onzentrationen enthielten.

Um genauere Aussagen Uber die Sensitivitdten von dhhl A-Stdmmen treffen zu kdnnen, wurde
eine Quantifizierung der MMS- und Bleomycin-Sensitivitét durchgefuhrt (Abb. 4-10). Fur die
Quantifizierung wurden die entsprechenden Stamme frisch aus einer Glycerinkultur auf Y PD-
Platten ausgestrichen und eine Ubernachtkultur angeimpft. Am néchsten Tag wurden die Zel-
len verdiinnt und bei einer ODgy Von 0,8-1,0 auf Y PD-Platten mit steigenden Konzentrationen
an Bleomycin und MMS ausplattiert. Als Vergleich diente jeweils eine Y PD-Platte ohne Zu-
sdtze. Es wurden drel unabhangige V ersuchsreihen durchgefiihrt.

Bel der Quantifizierung der Bleomycin-Sensitivitét zeigte der yku70-Stamm kaum eine erhéhte
Sensitivitét, erst bei 2,0 ug/ml wird eine schwache Sensitivitét sichtbar. Der dhiilA-Stamm
zeigte bel 2,0 ug/ml eine um den Faktor 5000 erhohte Sensitivitét gegentber dem Wildtyp-
Stamm. Die dhhiAlyku70 Doppelmutante zeigte bei 2,0 pg/ml keine messbare Uberlebensrate
mehr, bel 1,5 pg/ml war die Sensitivitdt schon um den Faktor 100 000 hoher, als beim Wild-
typ-Stamm. Es hat den Anschein, dass die Deletion von DHHI im yku70 Hintergrund einen
synergistischen Effekt zeigt.
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Bel der Quantifizierung der MM S-Sensitivitdt war auch eine erhohte Sensitivitét des yku70-
Stammes zu beobachten. Bel 0,02 % MMS (v/v) zeigte er eine Erhdhung der Sensitivitét um
den Faktor 50. Auch hier war der dhhiA-Stamm deutlich sensitiver, als der yku70-Stamm
(Faktor 100 im Vergleich mit dem Wildtyp-Stamm). Die dhhiAlyku70 Doppelmutante zeigt
bei der Sengitivitét gegentiber MM S eher einen additiven, als synergistischen Effekt.

Sensitivitit von dhhl A-Stimmen
gegeniiber MMS
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100,00%!

10,00% \

1,00%

Sensitivitit von dhhl A-Stimmen
gegeniiber Bleomycin

0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500
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Abb. 4-10 Quantifizierung der Sensitivitaten von dhhlA-Stdmmen gegeniiber Bleomycin und MMS. Die dhhiA-
Stdmme zeigen eine erhthte Sensitivitét gegeniiber Bleomycin und MM S verglichen mit dem Wildtyp
und dem yku70-Stamm. Bei der dhhiAlyku70 Doppelmutante ist ein additiver Effekt zu beobachten.

Durch den synergistischen Effekt der dhhiAlyku70 Mutante bei der Quantifizierung der Bleo-
mycin-Sensitivitdt kdnnte man annehmen, dass durch die Deletion von DHHI im yku70 Hin-
tergrund ein zusétzlicher Reparaturweg ausgeschaltet wurde.

Aufgrund der oben erwahnten moglichen Beteiligung von Dhhlp an der Integritét der Zell-
wande, konnte die erhthte Sensitivitét von dhhlA-Stdmmen auch aufgrund einer erhohten
Aufnahme der Chemikalien bedingt sein. Man spricht in diesem Falle von einem sogenannten
»uptake"-Phanotyp. Um dieser Frage nachzugehen, wurden dhh1A-Stamme mit UV-Strahlung
behandelt und diese Sensitivitét analog der gegenuber Bleomycin und MMS quantifiziert
(Abb. 4-11).
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UV-Strahlung erzeugt keine Doppelstrangbriiche, sondern fihrt zur Bildung von Thymidin-
Dimeren in der DNA. Diese Schaden werden durch den sogenannten ,, Nucleotide-Excision-
Pathway*“ repariert. Es kann aber auch zu einer Dimerisierung von Thyminen in zwei verschie-
denen Strangen kommen. Dies kommt einem cross-linking der DNA-Strénge gleich und kann
unter Umstanden zu DSBs fuhren. Als Strahlung stellt sie aber eine Schadigung dar, die unab-
hangig von der Beschaffenheit der Zellmembranen stattfindet, somit sollte eine UV-
Sensitivitét unabhangig von der Integritdt der Zellmembranen sein. Fur die Quantifizierung der
UV-Sensitivitdt wurde eine Ubernachtkultur in YPD-Medium verdinnt und bei einer ODgo
von 0,8-1,0 100 pl Aliquots auf Y PD-Platten ausplattiert. Die Zellen wurden eine Stunde bei
30°C inkubiert und dann in einem Crosslinker mit der entsprechenden Dosis an UV-Strahlung
behandelt. Als Vergleich diente jewells eine Y PD-Platte, die nicht bestrahlt wurde. Auch hier
wurden drei unabhangige Experimente durchgefihrt. Bei diesem Versuch zeigte der yku70-
Stamm erwartungsgemal? keine Sensitivitdt gegentber UV-Strahlung. Der dhhlA-Stamm zeigt
eine leicht erhdhte Sensitivitat gegentber dem Wildtyp-Stamm. Es sind aber keine additiven

Effekte bel der dhhlAlyku70 Doppelmutante zu beobachten.

UV Sensitivitit von dhhl A-
Stimmen

0 20 40 60

100,00%

10,00% 1—

1,00%

% Uberlebende

0,10%

0,01%

UV Intensitit in 0,1 mJ/cm?
—— wt —W—yku70 —— dhhiN —H— dhhINyku70

Abb. 4-11 Quantifizierung der Sensitivitéten von dhhiA-Stédmmen gegentiber UV -Strahlung. Die dhhlA-Stémme
zeigen eine erhdhte Sensitivitét gegentber UV-Strahlung verglichen mit dem Wildtyp und dem
vku70-Stamm. Bei der dhhlAlyku70 Doppelmutante ist hier kein additiver Effekt zu beobachten.
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4.3.4.2 Sensitivitdt von dhhlA-Stiimmen gegeniiber y-Strahlung

Bei der Quantifizierung der Sensitivitéten von dhhlA-Stammen gegentiber Bleomycin und
MMS falt auf, dass diese Stdmme fast so sensitiv gegenlber diesen Substanzen sind, wie eine
rad52 Mutante (Mages et al., 1996). RADS?2 ist ein essentielles Gen fur die homologe Rekom-
bination in Saccharomyces cerevisiae. Man vermutet, dass das R4D52 Genprodukt fir nahezu
alle DSB-Reparatur Vorgange bendtigt wird. rad52 Zellen haben Defekte in der korrekten
Verteilung von Chromosomen in der Meiose und sind defizient in alen mitotischen Rekombi-
nationsvorgangen.

Wenn das Dhhl Protein einen wichtigen Faktor fur die Doppelstrangbruch-Reparatur durch
homologe Rekombination darstellt, dann sollten dhhi1A-Stdmme gegenliber y-Strahlung sensi-
tiv sein. Daher wurde die Strahlungssensitivitét von dhhil A-Stémmen gegentber y-Strahlung
an der GSF Neuherberg unter Anleitung von Frau Dr. Anna Friedl bestimmt. Es wurden so-
wohl logarithmisch wachsende, wie auch stationére Zellen bestrahlt. Logarithmische Zellen
wurden verwendet, da sich bei teilungsaktiven Kulturen die meisten Zellen in der S- oder G2-
Phase befinden. Das bedeutet, dass die Zellen durch die gerade replizierte DNA in einer Art
pseudodiploidem Zustand vorliegen. Es liegt ein homologes Allel fir die Reparatur vor und
die Zellen kénnen Doppel strangbriiche durch homologe Rekombination reparieren. Stationére
Z€llen befinden sich primér in der GO-Phase mit einem haploiden Chromosomensatz, weshalb
ihnen die M 6glichkeit zur homologen Rekombination fehlt.

In Abb. 4-12 sind die bestrahlten Stéamme in Verdinnungsreihen auf Y PD-Platten aufgetropft
gezeigt. Man kann erkennen, dass weder der stationdre noch der logarithmisch wachsende
Stamm eine Sensitivitét gegenuber y-Strahlung zeigen. Daraus kann man folgern, dass es sich
bei den Sensitivitéten gegentiber Bleomycin und MM S wahrscheinlich doch um den schon er-
wahnten ,, uptake" -Phanotyp handelt.

0 Gy 500 Gy

logarithmisch

3 .. Wt
stationir

CenPK2 dhhiA::His
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Abb. 4-12 Bestrahlung von dhhiIA Mutanten mit y-Strahlung. Die obere Reihe zeigt logarithmisch wachsende
Ausgangsstamme, die untere Reihe zeigt Stdmme, die bis zur stationdren Phase wachsen gelassen
wurden, bevor sie bestrahlt wurden. Die linke Spalte ist die unbestrahite Kontrolle, die rechte zeigt
Stdmme, die mit 500 Gy bestrahlt wurden. dhhIA Stdmme zeigen keine Sensitivitdt gegentber
v-Strahlung.

4.3.4.3 NHEJ Kapaczitdt von dhhl A-Mutanten

Wie schon erwahnt, ist die Hefe Saccharomyces cerevisiae in der Lage, Doppel strangbriiche in
ihrer DNA auf mindestens zwei verschieden Arten zu reparieren. Der in der Hefe dominante
Weg der DNA-Reparatur ist die homologe Rekombination. Eine Wildtyp-Hefe repariert ihre
DNA zu nahezu 100 % auf diese Weise. Dies steht im Gegensatz zu humanen Zellen, bel de-
nen die homologe Rekombination eine untergeordnete Rolle spielt. Sie reparieren ihre DNA
durch das nicht homologe End-joining (NHEJ). Das NHEJ kann in der Backerhefe induziert
werden, vor alem, wenn die Zelle keine Moglichkeit hat, einen homologen Partner fir das de-
fekte DNA-Fragment zu finden. Wenn Proteine, die essentiell fir homologe Rekombination
sind, deletiert werden (z.B. RADS52), ist ebenfalls der homologe Rekombinationsmechanismus
ausgeschaltet und die Hefe kann nur noch Uber das NHEJ Doppel strangbriiche reparieren.
Boulton und Jackson haben 1996 eine Methode vorgestellt, wie man den Einfluss von Protei-
nen auf das NHEJ in Hefe untersuchen kann (Boulton und Jackson, 1996). In dieser Arbeit
wurde eine abgewandelte Form des publizierten Plasmids verwendet, das erlaubt, gleichzeitig
auf Effizienz und Genauigkeit der Doppel strangbruch-Reparatur zu untersuchen (Abb. 4-13).
Bel dieser Methode wurde ein Hefeselektionsplasmid verwendet, in das ein heterologes Mar-
ker-Gen kloniert war. Das Plasmid wurde in diesem heterologen Marker-Gen linearisiert.
Nachdem fiur diesen heterologen Marker kein Pendant im Hefegenom existiert, kann dieser
Doppelstrangbruch nicht Uber homologe Rekombination repariert werden. Das verwendete
Plasmid enthdlt in seinem Vektorriickrad zusétzlich einen homologen Hefemarker, auf den e-
benfalls selektiert werden kann. Die Selektion auf den homologen Marker im Vektorriickrad
stellt ein Mald fir die Rezirkularisierung des Vektors dar und korreliert somit direkt mit der
NHEJ-Effizienz. Die Selektion auf das heterologe Marker-Gen, in dem linearisiert wurde, er-
laubt nur Zellen Kolonien zu bilden, die den Doppel strangbruch exakt repariert haben, so dass
das heterologe Marker-Gen auch exprimiert werden kann.

Um die NHEJ Kapazitdt in dhhlA-Stdmmen zu untersuchen, wurde der dhhlA-Stamm zu-

sammen mit dem entsprechenden Wildtyp-Stamm mit einem pRS314-Plasmid, in das ein hete-
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rologes Ura3-Gen aus Candita albigans Kloniert war, transformiert. Das Plasmid wurde in i-
dentischen Mengen einmal ungeschnitten (supercoiled) und einma mit EcoRI im Ura3-Gen
linearisiert transformiert. Als Vergleich wurde in diesem Versuch eine yku70-Mutante mitge-
fahrt, von der publiziert ist, dass die NHEJ Effizienz auf 1 % reduziert ist und diese Rezirkula-
risierung zu nahezu 100 % nach einem , error-prone” Mechanismus unter Verlust genetischer
Information verlauft (Boulton und Jackson, 1996).

pRS314
NNNNHNHN NNNN
NNNN NNNNNNNN

C.a. Ura3
5’- oder 3’-Uberhang

Yku Heterodimer Deletion von Yku oder
SIR2, SIR3, SIR4 SIR2, SIR3, SIR4
MREI11, RADS0, XRS2 MRE11, RADS0, XRS2
LIG4, DHHI(?) « LIG4, DHHI(?)
Trp Trp
pRS314 pRS314

NNNNNNNNNNNN|

NNNNNNNNNNNNI

C.a. Ura3

Akkurate Reparatur Error prone Reparatur

Abb. 4-13 Schematische Darstellung der Vorgange beim NHEJ. In das Plasmid pRS314 wurde ein Ura3-Gen
aus Candida albigans Kloniert und mit EcoRl im Ura3-Gen linearisiert. Durch die Wahl dieses Mar-
ker-Gens kann die Hefe das Plasmid nicht Uber homologe Rekombination reparieren. Ist der NHEJ-
Apparat intakt, wird ein solches linearisiertes Plasmid fehlerfrel und mit nahezu 100 % Effizienz re-
pariert. Ist der NHEJ-Apparat defekt, findet ein sogenannter ,error-prone” Reparaturweg statt. Mit
Hilfe dieses Systems kann man die Auswirkungen einer Deletions- oder Punktmutante auf das NHEJ
untersuchen.

Die Transformationen wurden in verschiedenen Verdinnungen auf Trp™ Platten in Sdtzen zu
drel Platten plattiert. Nachdem die Platten fur 5 Tage bel 30°C inkubiert waren, wurden die
gewachsenen Kolonien ausgezahit. Die NHEJ-Effizienz wurde aus dem Verhdltnis von ge-

wachsenen Kolonien der mit dem supercoiled Plasmid transformierten Stdmme und gewach-
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senen Kolonien der mit dem linearisierten Plasmid transformierten Stamme berechnet. Dabei
wurde das Ergebnis auf den Wildtyp normalisiert. Zeigte der Wildtyp-Stamm eine Reparatur-
effizienz von <80 %, wurde der Versuch wiederholt. Von den auf Trp-Medium gewachsenen
Kolonien wurden jewells 50 auf Trp/Ura Platten umgestrichen um neben der Effizienz auch
die Genauigkeit der Reparatur zu bestimmen. Eine graphische Darstellung der Ergebnisse ist
in (Abb. 4-14) gegeben.

End-joining Assay mit dhhlA-Stimmen

100,00
,/'
90,00

80,00

7000-f*

60,00

50,00 |

4000 |

Reparatureffizienz [%)]

30,00 |

20,00

10,00

0,00

m\W303 wt OW303 dhh1A  BW303 yku70 mCenPK2 wt @CenPK2 dhh1A

Abb. 4-14 Ergebnis des End-joining Assays. dhhlA-Mutanten zeigen eine deutliche Reduktion in der Effizienz
der Rezirkularisierung eines linearisierten Plasmids. Im Vergleich zum Wildtyp-Stamm betragt die
Effizienz bei der W303dhhiA Mutante nur 19,2 %. Beim CenPK2dhhiIA Stamm betrégt sie 17,1 %.
Die as Vergleich mitgefuhrte W303yku 70 Mutante zeigt nur eine Effizienz von 6,4 %.

Es konnte gezeigt werden, dass die Effizienzen der dhhlA-Mutanten sowohl im W303
Stammhintergrund (19,2 %) als auch im CenPK2 Stammhintergrund (17,1 %) um den Faktor
funf herabgesetzt waren, jewells verglichen mit dem auf 100 % normierten, korrespondieren-
den Wildtyp. Die as Kontrolle mitgefuhrte yku70-Mutante zeigte nur eine Reparatureffizienz
von 6,4 %. Zwar war die Effizienz des NHEJ in den dhhlA-Mutanten herabgesetzt, das Um-

streichen auf Trp/Ura Platten zeigte aber, dass der Anteil an Plasmiden, die repariert wurden,
genau repariert wurde.
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4.4 Komplementationsstudien von dhhIA-Stimmen mit dem Mrell-
Komplex

Der Mrell-Komplex besteht aus den Proteinen Mrellp und Rad50p und ist unter anderem an
der Reparatur von DNA DSBs beteiligt. Homologe von Mrellp und Rad50p wurden in nahe-
zu alen Organismen gefunden. Daher nimmt man an, dass der Mrell-Komplex eine funda-
mentale Rolle bel der Aufrechterhaltung genomischer Stabilitét spielt (Aravind ef al., 1999). In
eukaryontischen Zellen enthdt der Mrell-Komplex eine weitere, weniger konservierte Kom-
ponente. In S. cerevisiae wird diese als Xrs2p, in hoheren Eukaryonten als Nbslp bezeichnet
(Carney et al., 1998; Tauchi et al., 2001; Varon et al., 1998). Genetische Studien haben ge-
zeigt, dass der Mrell-Komplex eine Vielzahl von Funktionen als Antwort auf DSBs austibt
(Haber, 1998). So spielt der Mrell-Komplex sowohl eine Rolle bei der meiotischen
Doppelstrangbruch-Bildung und Prozessierung (Ogawa et al., 1995; Tsubouchi und Ogawa,
1998), als auch bei der Erkennung von DNA-Schéden (D'Amours und Jackson, 2001; Grenon
et al., 2001). AulBerdem ist der Mrell-Komplex an der Aufrechterhaltung der Telomere
(Chamankhah er al., 2000; Kironmai und Muniyappa, 1997), der homologen Rekombination
und dem NHEJ in Saccharomyces cerevisiae beteiligt (Moore und Haber, 1996).

Wie in Abb. 4-13 gezeigt, stellt neben dem Mrell-Komplex auch das Yku Protein einen es-
sentiellen Faktor fir das NHEJ in der Béckerhefe dar. Beide Proteine zeigen bei der Disruption
eine verringerte Effizienz beim NHEJ (Boulton und Jackson, 1998; Boulton und Jackson,
1996). Der wesentliche Unterschied liegt aber darin, dass die Disruption von YKU zu Nukleo-
tidverlust oder —addition fuihrt (,, error-prone*), die Disruption von einem der drei Gene, die fir
den Mrell-Komplex kodieren jedoch nicht (Boulton und Jackson, 1998). Im letzteren Fall
werden die Plasmide mit geringerer Effizienz, aber akkurat ligiert.

Ein analoger Phénotyp, reduzierte Effizienz des NHEJ, aber genaue Reparatur der rezirkulari-
sierten Plasmide, konnte auch bei der Deletion von DHHI beobachtet werden. Dies kdnnte
darauf hinweisen, dass Dhhlp einen &@hnlichen Einfluss auf das NHEJ hat, wie der Mrell-
Komplex. Sollten der Mrell-Komplex und Dhhlp redundant in ihrer Funktion beim NHEJ
sein, oder gemeinsam an einem Schritt wahrend des NHEJ Prozesses wirken, konnte die Uber-
expression des Mrell-Komplexes in dhh1A-Stdmmen deren Phanotypen im Bezug auf DNA-
Reparatur eventuell komplementieren. Um dies ndher zu untersuchen wurden die einzelnen
Untereinheiten des Mrell-Komplexes in die Uberexpressions-Plasmide pAL, pAU und pAT

kloniert. Dies erlaubte die Uberexpression des ganzen Komplexes, sowie die der einzelnen
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Komponenten. Auf3erdem wurden noch die Paare Mrell/Rad50, Mrell/Xrs2 und Rad50/Xrs2
getestet.
Die transformierten dhhiA-Stamme wurden in Verdinnungsreihen auf YPD Platten, die Ble-

omycin und MMS in verschiedenen Konzentrationen enthielten aufgetropft und fur drei Tage
bei 30°C inkubiert (Abb. 4-15).

2.0 pg/ml Bleomycin 0,010% MMS
W303 awt

W303 dhhiA
W303 dhhIA MRX
W303 dhhIAM
W303 dhhIA R
W303 dhhIA X
W303 dhhIA MR
W303 dhhIA RX

W303 dhhIA MX
W303 awt MRX

Abb. 4-15 Uberexpression des Mrel1-Komplexes und seiner Untereinheiten in dhhl A-Stammen. Die verwende-
ten Abkirzungen sind wie folgt: M: pAU Mrell, R: pAT Rad50, X: pAL Xrs2 und ihre Kombinatio-
nen. Die Uberexpression von Rad50 und Xrs2 hat einen negativen Effekt auf die Sensitivitdten von
dhhlA-Stdmmen gegenliber den DNA-schadigenden Substanzen Bleomycin und MMS. Exprimiert
man Rad50 zusammen mit Mrell, ist die Sensitivitét &hnlich der alleinigen Rad50 Uberexpression.
Wird Rad50 zusammen mit Xrs2 Uberexprimiert, heben sich die Effekte wieder auf. Alle anderen
K ombinationen haben keinen Einfluss auf die Sensitivitét des dhhlA-Stammes.

Uberraschenderweise wurde die Sensitivitat der dhhlA-Stamme gegeniiber Bleomycin und
MMS durch die Uberexpression einiger Komponenten des Mrell-Komplexes verstarkt. Die
Uberexpression von Rad50p bzw. Xrs2p aleine fuhrt zu einer deutlich hoheren Sensitivitét
gegeniiber Bleomycin und MMS. Auch die Uberexpression von Mrellp und Rad50p zusam-
men erhoht die Sensitivitat. Alle anderen moglichen Kombinationen und auch die Uberexpres-
sion des gesamten Mrell-Komplexes zeigen keine Auswirkungen.

Der Wildtyp-Stamm zeigt eine leichte Erhdhung der Sensitivitét gegentiber Bleomycin und
MMS bei der Uberexpression des Mrell-Komplexes. Dies wurde in unserem Labor schon
mehrfach beobachtet. Die Ursache dafiir ist allerdings noch nicht geklart.
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4.5 Lokalisation des Dhh1 Proteins

Die Lokalisation eines Proteins innerhalb der Zelle kann hilfreiche Information beziglich sei-
ner Funktion geben. So sind Proteine, die an der DNA-Reparatur beteiligt sind wie z.B. das
Yku-Heterodimer im Zellkern angesiedelt (Martin er al,, 1999). Um die Lokalisation von
Dhhlp in der Zelle zu untersuchen, wurde an das Protein C-terminal ein 13myc-Tag fusioniert.
Die Sequenz fur den Tag wurde mit Hilfe der unter 4.2 beschriebenen Methode chromosomal
in das Hefegenom eingefiihrt. Ob das Fusionsprotein in der Zelle exprimiert wird, wurde durch
Western-Blot Analyse von vier unabhangigen Klonen, die in der analytischem PCR positiv
waren, untersucht (Abb. 4-16). Als Kontrollen diente ein bereits charakterisierter Y ku80-
13myc Stamm, sowie der Wildtyp-Stamm

Abb. 4-16 Western-Blot Analyse des Dhh1-13myc Fusionsproteins. Es wurden vier unabhangige Klone unter-
sucht. Als Kontrolle diente der Yku80-13myc Stamm, sowie ein Wildtyp-Stamm. Das Y ku80-13myc
Protein und das Dhh1-13myc Protein sind mit einem Pfeil markiert. Der Blot wurde mit dem anti-myc
Antikorper 910 inkubiert und die Banden durch Chemilumineszenz sichtbar gemacht.

Durch die Fusion eines Proteins mit einem 13-myc Tag kann man die Lokalisation innerhab
der Zelle durch Immunofluoreszenz nachweisen. Dazu werden die Zellen permeabilisert und
mit dem Antikorper 9E10 (Maus) inkubiert (siehe 3.16). Durch die Inkubation mit einem zwei-
ten Antikorper, der gegen die schwere und |eichte Kette von 9E10 gerichtet ist und einen Fluo-
reszenz-Marker tragt (Alexa Fluor® 488, Molecular Probes) kann die Lokalisation des Proteins
in der Zelle in einem Fluoreszenz- bzw. Konfokalen-Mikroskop sichtbar gemacht werden. Mit
einem im Western-Blot positiven Stamm wurde die Dhhlp Lokalisation durch Immunofluo-

reszenz untersucht. Die Zellen wurden in einem konfokalen Lasermikroskop betrachtet (Abb.
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4-17). Es ist deutlich zu erkennen, dass das Dhhl Protein zytoplasmatisch lokalisiert ist. Dies
bedeutet, dass Dhhlp auf keinen Fall direkt an DNA-Reparatur Prozessen beteiligt sein kann.

anti myc

Propidiumiodid Overlay

Dhh1 C13mye

4.00 pm 4.00 pm

4.00 pm

Abb. 4-17 Immunofloureszenz von 13-myc getagtem Dhhlp. In der oberen Reihe sind Zellen, in denen chromo-
somal mit einem am C-Terminus fusionierten 13-myc Tag versehenes Dhhlp exprimiert wurde. Das
erste Bild zeigt die Zellen mit einem anti-myc Antikorper (9E10) abgegriffen. Im zweiten Bild ist die
DNA mit Propidiumjodid angeférbt. Das dritte Bild zeigt die Uberlagerung der beiden ersten. In der
zweiten Reihe ist die selbe Anordnung fir den Wildtyp-Stamm ohne getagtes Dhhlp gezeigt. Man
kann erkennen, dass Dhhlp nicht im Zellkern lokalisiert ist.

4.6 Analyse der funktionellen Dominen von Dhhlp

Wie bereits unter 4.1 beschrieben, 18sst sich das Dhhl Protein in verschiedene Bereiche unter-
teilen. Die fur die Charakterisierung entscheidenden Motive befinden sich alleim sog. Kernbe-
reich des Proteins. Aufgrund der unter Kap. 1.1 beschriebenen mdglichen Funktionen des N-
und C-Terminus konnte man diese jeweils as eigenen Bereich des Proteins ansehen. Daher
wurde das Protein in drei Bereiche unterteilt: N-Terminus, Kernbereich, C-Terminus. Inwie-
weit diese drei Bereiche des Dhhl Proteins fir seine zelluldre Funktion relevant sind, wurde in
Mutagenesestudien, bel denen der N-, der C-Terminus bzw. beide deletiert wurden getestet.
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Zusétzlich wurde das Walker A Motiv (AXXGTGKT) zu AXXGTGRT bzw. AXXGTGNT
und das SAT-Motiv in AAA mutiert. Mit diesen Mutanten wurde in Komplementationsstudien
untersucht, ob sie noch in der Lage sind, den Null Phénotyp des Proteins aufzuheben. Die in

dieser Arbeit generierten Verkirzungen und Mutationen sind in Abb. 4-18 gezeigt.
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Abb. 4-18 Schematische Darstellung der verschiedenen Deletionen und Punktmutationen, die von Dhhlp gene-
riert wurden. N60: N-terminale Verkirzung um 60bp, entspricht 20 AA, C244: C-terminale Verkr-
zung um 244bp, entspricht 80 AA, N60 C244: Kombination aus beiden, K96R: Mutation des Lys96 in
Arg96, K96N: Mutation des Lys96 in Asn96, A4AA: Mutation des SAT-Motivsin AAA. Alle Mutan-
ten wurden sowohl single-copy in den pRS315 Vektor unter eigenem Promotor, als auch Uberexpri-
miert in den pAL Vektor unter Kontrolle des ADH-Promotors kloniert.

Nachdem der Kernbereich des Proteins eine starke Konservierung zu den Homologen aus an-
deren Organismen aufweist (siehe Abb. 4-3) wurde zuerst untersucht, ob der N- oder C-
Teminus einen Einfluss auf die Funktion des Proteins haben. Dazu wurden Mutanten generiert,
bei denen am N-Terminus 20 Aminosauren, am C-Terminus 80 Aminosauren und beide Ter-
mini deletiert wurden. Diese Mutanten wurden sowohl in den single-copy Vektor pRS315 un-

ter Kontrolle des DHHI Promotors, als auch in den Uberexpressions-Vektor pAL unter Kon-
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trolle des ADH-Promotors kloniert und die so generierten Transformanden in Tropftitertests
auf ihre Sensitivitéten gegentiber Bleomycin und MMS getestet (Abb. 4-19).

2,0 pg/ml Bleomycin 0,012% MMS

Abb. 4-19 Komplementation der Sensitivitéten von dhhlA-Stdmmen mit N-, C- und N-C-terminal trankiertem
Dhhip. A: Komplementation mit dem Wildtyp-Gen, sc: single-copy, UE: Uberexpression, B: Expres-
sion der Trankierungen unter DHH1 eigenem Promotor. C: Uberexpression der Trankierungen unter
dem ADH-Promotor.

Die single-copy Expression der N60 Mutante ist in der Lage die Bleomycin Sensitivitét von
dhhl A-Mutanten nahezu auf Wildtyp Niveau zu reduzieren. Die C244 Mutante ist dazu nicht

mehr in der Lage. Bei der N60/C244 Doppeltrankierung befindet sich der dhhlA-Stamm im
Bezug auf die Sensitivitét gegentber Bleomycin fast auf dhhiA-Niveau. Die MMS Sensitivité

ten werden sowohl von der N60 als auch der C244-Mutante auf Wildtyp-Niveau komplemen-
tiert, lediglich die N60/C244 Doppel mutante wéchst etwas schlechter.

Bei den Uberexpressionen verhalt sich dies anders. Hier werden die Sensitivititen des dhhlA-
Stammes von allen Konstrukten komplementiert, was sowohl fir Bleomycin als auch MMS
gilt.

Pause und Sonenberg (1992) haben durch Mutationsanalysen gezeigt, dass im eukaryontischen
Elongationsfaktor elF-4A eine Mutation von Lys82 zu Asparagin einen totalen Verlust der
ATP-Bindungsaktivitét und damit der Helikaseaktivitét bewirkt. Die Aminosduresequenz des
elF4A ist stark homolog zum Kernbereich des Dhhl Proteins. Deshalb wurde untersucht, ob
die selbe Mutation in Dhhlp einen Einfluss auf die DNA-Reparatur Sengitivitaten hat. Von
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Sung et al. (1988) wurde publiziert, dass eine Mutation von Lysin zu Arginin im ATPase Mo-
tiv A im Rad3 Protein von Saccharomyces cerevisiae nicht die ATP-Bindung verhindert, wohl
aber die ATP Hydrolyse. Dies fuhrt ebenfalls zu einem Verlust der Helikase-Aktivitét des Pro-
teins. Auch diese Mutation wurde in Dhhlp eingefihrt und mit der K96N Mutation in Tropfti-
tertests verglichen (Abb. 4-20).

2,0 pg/ml Bleomycin 0,012% MMS

wt Rolelel F- 3 2v " 1 000B%
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Abb. 4-20 Komplementation der Sensitivitaten von dhhilA-Stémmen mit ATPase A-Mutanten. A: Komplementa-
tion mit dem Wildtyp-Gen, sc: single-copy, UE: Uberexpression, B: Expression der K96N (gelb) und
K96R (rot) Punktmutation unter DHH1 eigenem Promotor. C: Uberexpression der K96R Punktmuta-
tion unter dem ADH-Promotor.

Die single-copy Expression der K96N Mutante ist nicht in der Lage die Bleomycin Sensitivitét
von dhhlA-Stammen zu komplementieren. Die mit der K96N Mutante transformierten Stam-
me wachsen lediglich zwei Verdinnungsstufen besser, als der mit dem Leerplasmid transfor-
mierte Deletionsstamm. Ahnlich verhalt es sich mit der K96R Mutante. Diese wachst nur eine
Verdinnungsstufe besser as der dhhlA-Stamm. Dies éndert sich auch nicht, wenn man die
K96R Mutante Uberexprimiert. Anders ist es bei den Sensitivitéten gegentber MMS. Diese
werden sowohl von der K96N als auch der K96R Mutante als single-copy und Uberexpression
auf Wildtyp-Niveau komplementiert.

Nachdem die Trankierungen einen anderen Phanotyp zeigten as die ATPase A-Mutanten,
wurde untersucht, inwieweit sich eine Kombination dieser beiden Mutationen verhélt. Es wur-
den N-terminale, C-terminale und NC-terminale Deletionen der K96R Mutante hergestellt und
in dhhlA-Stdmmen single-copy und Uberexprimiert. Die so generierten Transformanden wur-

den ebenfallsin Tropftitertests auf die Sensitivitdt gegentiber Bleomycin und MM S untersucht.
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2,0 pg/ml Bleomycin 0,012% MMS
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Abb. 4-21 Komplementation der Sensitivitéten von dhhl A-Stdmmen mit N, C, NC- und ATPase A-Mutanten. A:
Komplementation mit dem Wildtyp-Gen, sc: single-copy, UE: Uberexpression, B: Expression der
DHH1 N60K96R, K96RC244 und N60K 96RC244 Doppel mutationen unter DHH1 eigenem Promo-
tor. C: Uberexpression der unter B erwahnten Doppel mutationen unter dem ADH-Promotor.

Die Doppelmutanten zeigen sowohl in der single-copy als auch in der Uberexpression keinen
additiven Effekt bei der Sensitivitdt von dhhlA-Stdmmen gegentiber Bleomycin. Doch zeigen
sich hier Effekte bei der Sensitivitdt gegenliber MMS. Wahrend die jeweilige Einzelmutanten
die MMS Sensitivitdt von dhhlA-Stdmmen komplementieren, zeigt die N60O/K96R Mutante
eine um fast zwel Verdinnungsstufen hthere Sensitivitét als die korrespondierenden Einzel-
mutanten. Auch die K96R/C244 und N60/K96R/C244 Doppelmutanten wachsen etwas
schlechter als ihre entsprechenden Einzelmutanten. Dies ist sowohl bei der single-copy als
auch bei der Uberexpression der Fall.

Es hat den Anschein, dass die ATPase-Funktion im Vergleich mit der Funktion der Termini
die dominantere ist. Dies ist sehr deutlich bel der Sensitivitét gegentiber Bleomycin zu erken-
nen. Im Gegensatz zu den einzelnen Mutationen, zeigt aber die N60/K96R Mutante auch einen
deutlichen Effekt im Bezug auf die MM S Sensitivitét und dies sowohl fir die single-copy as
auch fur die Uberexpression.

Nachdem die ATPase-Funktion eine dominantere Rolle zu spielen scheint, als die Termini,
wurde noch eine vierte Mutante (AAA) erzeugt. Alteren Untersuchungen nach wurde das
SAT-Mativ aufgrund von Experimenten mit elF4A als RNA-Entwindungsmotiv charakteri-
siert (Pause und Sonenberg, 1992). Durch den Austausch von Ser226 und Thr228 zu Alaninin
elF4A wird die Fahigkeit des Proteins zur Entwindung von RNA komplett aufgehoben (Pause
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und Sonenberg, 1992). Nach neuerer Literatur bildet der Bereich um das SAT-Motiv eine Art
Scharnier zwischen den Doméanen 1 und 2, das es erlaubt, dass sich diese beiden Doménen re-
lativ zueinander bewegen konnen (de la Cruz er al., 1999). Die eigentliche Funktion dieses
Motivs ist alerdings bislang noch nicht verstanden (Caruthers und McKay, 2002). Um den
Einfluss einer Mutation in diesem Bereich auf die Funktionalitét des Dhhl Proteins zu unter-
suchen wurden mit den AAA-Mutanten Tropftitertests auf Bleomycin und MMS Platten
durchgefihrt.

2,0 pg/ml Bleomycin 0,012% MMS

sc

A N I Ia  Ib I I IV v VI c
BNINIINNIn »

UE

Abb. 4-22 Komplementation der Sensitivitdten von dhhilA-Stémmen mit der AAA-Mutante. A: Komplementati-
on mit dem Wildtyp-Gen, sc: single-copy, UE: Uberexpression, B: Expression der DHH1 AAA Mut-
ante unter DHH1 eigenem Promotor.

Die AAA-Mutante hat den selben Einfluss auf die Sensitivitéat der dhhilA-Stdmme gegenlber
Bleomycin wie die C244-Mutante. Die Zellen wachsen ungefahr zwel Verdinnungsstufen bes-
ser, as der mit dem Leerplasmid transformierte dhhlA-Stamm. Bel der Sensitivitéat gegentber
MMS wird der dhhiA-Phanotyp wieder komplementiert. Nachdem die Mutation des ATPase

Motiv A bel der Sensitivitdt gegentiber Bleomycin die Deletionen der Termini dominiert und
die AAA-Mutante einen Effekt dhnlich der Deletion des C-Terminus zeigt, kann man anneh-
men, dass fur die Funktionalitét des Dhhl Proteins bei Effekten, die durch Bleomycin hervor-
gerufen werden die ATPase Funktion den wichtigsten Faktor darstellt.

4.6.1 Sporulationsfahigkeit verschiedener Dhhlp-Mutanten

Der Literatur nach zeigen homozygote diploide dhhilA-Stamme einen Sporulationsdefekt
(Moriya und Isono, 1999). Daher wurde zusétzlich zu den oben beschriebenen Sensitivitéts-

tests untersucht, inwieweit die verschiedenen Dhhl-Mutanten die Sporulationsfahigkeit
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diploider homozygoter dhhlA-Stamme wieder herstellen kdnnen. Es wurden die in Abb. 4-18
gezeigten Konstrukte in dhhilAldhhlA-Stdmmen sowohl single-copy als auch Uberexprimiert.

Die so transformierten Stdmme wurden auf Sporulations-Medium ausgebracht und nach vier
Tagen unter dem Lichtmikroskop die Sporulation qualitativ Uberprift. Das Ergebnis ist in
Abb. 4-23 dargestellt.

Mutation Konstrukt single-copy multi-copy
N I Ia Ib IT III v vV VI C
i BRI + +
I Ta Ib I TII 1A% V._VI C
Neo ol HrnrIn e + +
N I Ia Ib I TII v vV V1
Qua g 1Lt il + +
N60 C244 IRiIlREl + +
N I Ia Ib IT III v vV VI C
K6RE 111111 11 N - -
I Ta Ib I TII 1A% V._VI C
NeokSeR L] LT 1 11 [ - -
N I Ia Ib I TII v vV V1
koerczs B L HET 1T - -
I Ta Ib I TIT v vV Vi
N60 K96R C244 | | | | | | - -
N l Ta Ib IT III v vV VI C
KeNg [T T 11 1l - -
N I Ia Ib IT III v vV VI C
asa g 11 | 11 + +

Abb. 4-23 Analyse der Auswirkung einer Mutation im Dhhl Protein auf die Fahigkeit zur Sporulation diploider
homozygoter dhhlA-Stdmme.

Die Effekte der verschiedenen Mutationen des Dhhl Proteins im Bezug auf die Sporulations-
fahigkeit diploider homozygoter dhhlA-Stamme korreliert mit den Effekten dieser Konstrukte

im Bezug auf die Funktionalitét des Proteins bei der Komplementation der Sensitivitdt gegen-
Uber Bleomycin. So zeigen die terminalen Trankierungen (N60, C244 und N60/C244) keinen
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Einfluss auf die Sporulationsféhigkeit. Sobald alerdings das ATPase A-Motiv mutiert wird, ist
das Konstrukt nicht mehr in der Lage die Sporulationsdefizienz der dhhi1A-Stdmme zu kom-
plementieren. Die AAA-Mutante verhalt sich bel diesem Versuch analog der C244 Mutante
und ermdglicht die Sporulation. Man muss allerdings berticksichtigen, dass es sich bel diesen
Untersuchungen um einen rein qualitativen Versuch gehandelt hat und somit partielle Effekte

eventuell nicht beobachtet werden konnten.

4.7 In vitro Analysen des Dhh1 Proteins

4.7.1 Aufreinigung des Dhhl Proteins

Das Dhhl Protein wurde mit dem IMPACT-System der Firma NEB aufgereinigt (siehe 3.13.1)
Wiein Abb. 4-24 gezeigt, wurde der Intein-Tag C-terminal an das Dhh1l Protein durch Klonie-
rung des DHHI ORF in den Vektor pCYB2 fusioniert. Der pCY B2 Vektor ist ein E.coli Plas-
mid, das eine IPTG induzierbaren Promotor enthélt. Durch die Transformation des Fusions-
konstruktes in E.coli und anschlief3ende Induktion der Expression durch IPTG kdnnen relativ
hohe Mengen an Fusionsprotein exprimiert werden. Aus dem durch Lyse der Zellen gewonne-
nen Rohextrakt kann man das Fusionsprotein durch Affinitdtschromatographie mit Chitin-
Sepharose in einem Reinigungsschritt gewinnen. Die an den Intein-Tag fusionierte Chitin Bin-
dedoméne (CBD) bindet spezifisch an die Chitin-Sepharose. Durch Waschen wird das Fusi-
onsprotein von Verunreinigungen gereinigt. Intein zeichnet sich dadurch aus, dass es bei der
Behandlung mit reduzierenden Substanzen eine Intein-vermittlete proteolytische Spaltung
durchfuhrt. Dabel werden spezifische Aminosauresequenzen vom Intein erkannt und innerhalb
dieser gespalten. Eine solche Erkennungssequenz ist in der MCS des pCY B2 Vektors bereits
vorgegeben, so dass das Zielprotein durch Inkubation mit 50 mM DTT bel 4°C Uber Nacht
vom Intein-Tag abgespalten werden konnte. Das Zielprotein kann dann eluiert werden, wah-

rend das Intein Uber die CBD auf der Sepharose verweilt.
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C-terminal Fusion N-terminal Fusion

Abb. 4-24 Schematische Darstellung der Aufreinigung mit dem IMPACT-System. In dieser Arbeit wurde nur die
C-terminale Fusion verwendet. (Quelle: www.neb.com)

Um moglichst viel Protein von der Chitin-Sepharose zu eluieren, wurde die Sepharose drei bis
funf Mal mit 1 Vol. Cleavage-Puffer eluiert (Abb. 4-25A).

Bei dieser Art der Aufreinigung war immer eine zweite, kleinere Protein-Bande im SDS-Gel
zu beobachten, bei der es sich mit grofRer Wahrscheinlichkeit um ein spezifisches Abbaupro-
dukt des Dhh1 Proteins handelt (Abb. 4-25A). Dies wurde angenommen, da beim Auftrag der
Chitin-Sepharose vor der Elution zwei distinkte Banden beobachtet werden konnten, die nach
Abspaltung des Intein-Tags wahrscheinlich in die Banden, die bei den Eluaten beobachtet
wurden aufspalten. Die ersten in vitro Analysen wurden mit den unbehandelten Fraktionen der
IMPACT-Reinigung durchgefihrt. Aufgrund der unten aufgefihrten Effekte im Helikase As-
say wurden spéter die Fraktionen aus der IMPACT-Reinigung von Dhhlp vereint und Uber
eine Gelfiltration (siehe 3.13.1.1) weiter aufgereinigt. Auf diese Weise konnte Dhhlp von dem
kleineren Protein abgetrennt werden (Abb. 4-25B).
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Abb. 4-25 A: 12 %iges Polyacrylamidgel zur Analyse der Aufreinigung von rekombinantem Dhhlp mit dem
IMPACT-System aus einer mit 0,5 mM IPTG induzierten E.coli TOP10F -Kultur. Es wurden 20 pl
der Fraktionen von der Chitin-Sepharose aufgetragen. M: GrofRenmarker, die Gréf3en sind links ange-
geben, S: Auftrag der Chitin-Sepharose vor der Elution. B: 12 %iges Polyacrylamidgel der Gelfiltra-
tion der vereinten Fraktionen von Dhhlp aus A. Es wurden jeweils 20 ul der angegebenen Fraktion
aufgetragen. Die Gele wurden mit Coomassie gefarbt.

4.7.2 Helikase-Aktivitdat des Dhhl Proteins

Aufgrund der Klassifizierung von Dhhlp as ATP abhangige RNA-Helikase wurde getestet, ob
das mit Hilfe des IMPACT-Systems aufgereinigte Protein in der Lage ist, Nukleinsduren in
vitro zu entwinden. Dabei wurde zuerst auf eine weitere Reinigung des aus der Intein-Spaltung
erhaltenen Dhhl Proteins verzichtet.

In einem ersten Ansatz wurde getestet, ob das Dhhl Protein in der Lage ist, einen DNA
Duplex zu entwinden. Um dies zu testen, wurde ein DNA Helikase Assay durchgefiihrt. Das
Substrat fur diesen Versuch besteht aus einem DNA Duplex, der durch Hybridisierung eines
am 5'-Ende mit **P markierten 17-mer Oligonukleotids (Hel1) an M13-DNA (ssDNA) herge-
stellt wurde (siehe 3.14.1). Wenn das Protein in der Lage ist, diesen Duplex zu entwinden,
kann man dies durch PAA-Gelelektrophorese und anschlief3ende Autoradiographie sichtbar
machen, da das einzelstrangige Oligonukleotid niedriger l&uft, als der DNA Duplex (Abb.
4-26).

5% - M
Enzym
*,
_ D g
[30°C, Mg™, ATP]
- <17
17-mer/M13 MI13-DNA 17-mer

Substrat

Seite 98



Ergebnisse

Abb. 4-26 Schematische Darstellung der Substratentwindung beim DNA Helikase Assay. Durch die Zugabe der
Helikase wird das am 5'-Ende mit *P markierte 17-mer von der M13-ssDNA entwunden. Dies kann
durch PAA-Gelelektrophorese und anschlief3ende Autoradiographie (rechts) sichtbar gemacht werden.

Das so hergestellte DNA Substrat wurde mit dem Dhhl Protein inkubiert. Dabel wurden Ver-
suchsbedingungen gewahlt, die aus verschiedenen Laborprotokollen abgeleitet wurden. Die
Reaktion erfolgte bei einem physiologischen pH-Wert von 7,5. Es wurde darauf geachtet, dass
eine niedrige Salzkonzentration vorhanden war, da sich eine hohe Salzkonzentration negativ
auf die Helikase Aktivitét eines Proteins auswirken kann. Bei der Elution von der Chitin-
Sepharose wurden hohe Salzkonzentrationen (500 mM NaCl) verwendet, deshalb wurde das
Protein vor Einsatz im Helikase Assay dialysiert (25 mM Hepes pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1 mM DTT, 10 % Glycerin). Um die optimalen Versuchsbedingungen fir das Dhhl
Protein zu finden, wurden die Magnesium-lonen (Abb. 4-27A) und ATP-Konzentrationen (oh-
ne Abbildung) variiert. Dabei konnte eine scheinbare Entwindungsaktivitdat von Dhhlp beo-
bachtet werden. Nachdem aber diese Aktivitét bei nahezu alen ATP-Konzentrationen und
auch bel Verwendung verschiedener Nukleoside als Energiequelle auftrat, konnte es sich bel
der beobachteten Entwindungsaktivitdt auch um eine Nukleaseaktivitat handeln.

Um auszuschlief3en, dass die beobachtete Aktivitét aufgrund von Verunreinigungen aufgetre-
ten ist, wurde eine IMPACT-Reinigung mit dem Leervektor durchgefiihrt. Bel den so erhalte-
nen Fraktionen konnte im Coomassie-Gel kein Protein detektiert werden (Abb. 4-25A).

Wurde das DNA Substrat mit steigenden Volumina der Leervektor Reinigung inkubiert, konn-
te eine ahnliche Entwindungsaktivitdt beobachtet werden, wie beim IMPACT-gereinigten
Dhhl Protein (Abb. 4-27B).

Aufgrund dieser Daten wurde das IMPACT-gereinigte Dhhl Protein weiter Uber eine Gelfiltra-
tion gereinigt. Danach zeigte es keine Aktivitéa mehr (Abb. 4-27C).

(=3 =3 S S [—3 (=3 [—3 > (=3 ] =)
Dhhilpng] 0 & S S 3 £ S S5 3 S g Leervektor [ng] 0 3 § § 3 § o
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Abb. 4-27 Helikase-Aktivitét von Dhhlp auf dsDNA. A: Bestimmung der Protein- und Magnesiumchlorid Men-
gen. B: Helikase Assay mit dem Leervektor (*: nachdem kein Protein nachweisbar war, wurden in den
Versuch die gleichen Volumina eingesetzt, wie bel der das Protein enthaltenden Fraktion). C: Helika-
se Assay mit durch Gelfiltration gereinigtem Dhhlp.

Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dass die beobachtete Helikase-Aktivitét des Dhhl
Proteins durch Verunreinigungen verursacht wurde. Diese Verunreinigungen scheinen durch
das IMPACT-System an sich bedingt zu sein, da sie auch bei der Reinigung mit dem Leervek-
tor auftraten. Da nicht auszuschlief3en war, dass diese Verunreinigung DNA spezifisch war
und fur Dhhlp eher eine RNA Helikase Aktivité angenommen werden muss, wurde der Ver-
such mit doppelstrangiger RNA wiederholt.

Es wurde eine sSIRNA (short interfering RNA)verwendet (mit freundlicher Unterstiitzung von
B. Kéllersch, AG Kolanus) (Sequenz im Anhang). SsSRNAs sind kurze RNA Duplices von 21-
23 Nukleotiden Lange. RNA interference (RNAI) stellt ein antivirales System von Pflanzen
und Tieren dar und basiert auf langen doppelstrangigen RNA Molekilen. Mittlerweile konnte
gezeigt werden, dass , interference” RNA in der Zelle in 21-23 Nukleotide grof3e Stiicke ge-
gpalten wird, die dann mit der mRNA interagieren und deren Spaltung bewirken. Diese Inter-
aktion basiert auf Sequenzhomologien. Diese 21-23 Nukleotide grof3en Stiicke werden dann
als ,short interfering” RNASs bezeichnet. SRNA kann mittlerwelle auch synthetisch hergestellt
werden. Sie besteht aus einem sense (S) und einem anti-sense (AS) Strang, an denen sich je-
weils am 3’ -Ende Deoxynukleotide befinden.

Fur die Herstellung des Substrats fur den RNA Helikase Assay wurde der anti-sense (AS,
21 nt) Strang mit P markiert und anschlieBend an den sense (S, 21 nt) Strang hybridisiert.
Zuerst wurde kontrolliert, ob die Hybridisierung vollsténdig war (Abb. 4-28A). Die so erzeug-
te SsSRNA wurde dann in den Helikase Assay eingesetzt und mit steigenden Mengen an Protein
inkubiert (Abb. 4-28B). Es ist zu erkennen, dass Dhhlp bei diesem Substrat keine Helikase-
Aktivitét zeigt.

Wahrscheinlich stellt SRNA kein geeignetes Substrat fur eine RNA-Helikase dar. Dies kann
daran liegen, dass SSRNA eine Struktur besitzt, die keinen Einzelstrang-Uberhang aufweist.
Vielleicht benttigt eine RNA-Helikase einen gewissen einzelstrangigen Bereich, um an die
RNA zu binden. Hinzu kommt, dass die Enden des Substrats je zwei Deoxynukleotide (dTTP)
aufweisen. Moglicherwelise ist das Substrat deshalb nicht zugénglich fir eine RNA-Helikase.

Seite 100



Ergebnisse

Dhhlp

KO K98 2pg 4pg  8pg

Abb. 4-28 Analyse der RNA-Helikase Aktivitét von Dhhlp. A: Untersuchung des SSRNA Substrats auf Vollstén-
digkeit der Hybridisierung. (AS: *P-markiertes anti-sense Oligonukleotid alleine (500 fmol), AS-S:
Mit dem sense Oligonukleotid hybridisiertes AS Oligonukleotid (2 pmol), AS-S 90°C: AS-S Duplex
vor dem Auftrag 5 min bei 90° denaturiert (2 pmol)) B: RNA-Helikase Assay mit steigenden Mengen
an Dhhlp aus der IMPACT-Reinigung. KO: Kontrolle ohne Protein, K98: Hitze denaturierte SRNA.
Es wurden jeweils 2 pmol Substrat eingesetzt.

4.7.3 ATP-Hydrolyse

Wie unter 4.1 beschrieben enthdlt das Dhhl Protein die stark konservierten Motive
GXXGXGKT/S (ATPase Motiv A) und DXXD (ATPase Motiv B). Daher wurde untersucht,
ob Dhhlp in vitro in der Lage ist, ATP zu hydrolysieren. Die Motive SAT und KRIGRXXR
(RNA Bindung) kénnten auf eine RNA Abhéangigkeit der ATP Hydrolyse hinweisen. Aller-
dings wurde das Dhh1 Protein nur aufgrund seiner Sequenzhomologie als RNA-abhéngig klas-
sifiziert. Neben RNA as moglichem Cofaktor wurde zusétzlich getestet, ob Dhhlp ATP in
Anwesenheit von doppelstrangiger DNA (dsDNA) und einzelstréngiger DNA (ssDNA) ATP
hydrolysieren kann. Als Kontrolle diente der humane Swi/Snf-Komplex (auch als BAF-
Komplex bekannt) von dem bekannt war, dass er ATP hydrolysiert (mit freundlicher Unter-
stitzung von G. Mittler, AG Meisterernst). Als negativ Kontrolle wurde jeweils die K96R
Mutante eingesetzt, bei der die ATP-Hydrolyse durch den Austausch von Lys96 durch Arginin
inhibiert sein sollte. In einem ersten Ansatz wurden 200 ng mit dem IMPACT-System aufge-
reinigtes Dhhlp mit [y—"2P]ATP 2 Std. bei 30°C inkubiert und anschlieend 2 pl dieses Ansat-

zes auf einer PEI-Cellulose DC Platte analysiert. Dabei konnte keine ATPase Aktivitét nach-
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gewiesen werden (Abb. 4-30A). Die Positiv Kontrolle (K+) zeigte unter den gewahlten Ver-
suchsbedingungen Aktivitét.

Laut verschiedener Publikationen (Fischer und Weis, 2002; Maillet und Collart, 2002; Coller
et al., 2001; Hata et al., 1998) interagiert das Dhhl Protein mit unterschiedlichen Proteinen. Es
ist moglich, dass diese Interaktion(en) fir die enzymatische Aktivitét von Dhhlp notwendig
sind. Daher wurde das Dhhl Protein durch Immunoprézipitation aus Heferohextrakten aufge-
reinigt, um zu versuchen, einen aktiven Dhhlp-Komplex zu erhalten. Fur die Immunoprazipi-
tation wurde an das Dhhl Protein C-terminal chromosomal ein 13-myc Tag fusioniert. Aus
einer Ubernachtkultur wurden Proteinrohextrakte angefertigt. Aus diesen Rohextrakten wurde
das Dhhl 13-myc Protein mit Hilfe von an Sepharose-Beads gekoppelten anti-myc Antikor-
pern immunoprazipitiert (Abb. 4-29).

kDa
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Abb. 4-29 Western-Blot der Immunopréazipitation von 13-myc getagtem Dhhlp. Es wurden jeweils 20 pl der
Sepharose-Beads auf ein 12 %iges Polyacrylamidgel aufgetragen, das Gel geblottet und die Membran
mit einem anti-myc Antikdrper inkubiert. Die Visuaisierung erfolgte mit Hilfe eines Chemilumines-
zenz-Kits von NEB. -AK Dhhlp C-13myc: 13-myc getagter Dhhlp Rohextrakt mit Sepharose-Beads
ohne Antikorper inkubiert, -AK Dhhlp wt: Wildtyp Rohextrakt mit Sepharose-Beads ohne Antikdrper
inkubiert, +AK —Rohextrakt: Mit Antikorper beladene Sepharose-Beads alleine.

Parallel wurde als Kontrolle der Rohextrakt von ungetagtem Protein verwendet. Von dem
Immunoprézipitat wurden 10 pl der Sepharose-Beads in den ATPase Assay eingesetzt und 2
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Stunden bei 30°C inkubiert (siehe 3.15). Davon wurden 2 pl auf einer PEI-Cellulose DC Platte
analysiert (Abb. 4-30). Als Laufmittel diente 0,5 M LiCl/1 M Ameisensaure.
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Abb. 4-30 ATPase-Assays. A: FPLC gereinigte Proteine, KO: Kontrolle ohne Protein, Kontrolle Dhhlp C-
13myc: Kontrolle mit Protein ohne Nukleinsdure, KdsDNA, KssDNA, KRNA: Kontrollen ohne Pro-
tein nur mit den entsprechenden Nukleinsduren, K+: Kontrolle mit dem Transkriptionsfaktor. B:
Durch Immunoprézipitation aufgereinigte Proteine, die Kontrollen sind identisch zu A, -AK Dhhlp
wt: Wildtyp Rohextrakt mit Sepharose-Beads ohne Antikorper inkubiert, -AK Dhhlp C-13myc: 13-
myc getagter Dhhlp Rohextrakt mit Sepharose-Beads ohne Antikorper inkubiert. Es wurden jeweils
2 ul des Reaktionsansatzes auf die DC Platte aufgetropft. In keinem der beiden Versuche konnte eine
ATPase Aktivitdt des Dhhl Proteins festgestellt werden.

Sowohl bel dem FPLC, als auch bei dem durch Immunoprézipitation gereinigten Protein konn-
te keine ATPase Aktivitét beobachtet werden. Die in vivo Untersuchungen mit der K96R bzw.
K96N Mutation weisen aber mit Sicherheit auf eine ATPase Aktivitdt von Dhhlp hin. Wahr-
scheinlich konnten jedoch in diesem Versuch die Reaktionsbedingungen fir eine ATPase Ak-
tivitdt von Dhhlp nicht hinreichend hergestellt werden (siehe Diskussion). Es konnte gut mog-
lich sein, dass das Dhhl Protein einen bestimmten Co-Faktor bendtigt, der nicht mit gereinigt
werden konnte, um funktionell zu sein. Die Frage, ob es sich bel Dhhlp wirklich um eine
RNA Helikase handelt kann durch diese Ergebnisse nicht zufriedenstellend geklart werden.
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S DISKUSSION

Die DNA Reparatur stellt einen wichtigen Vorgang in lebenden Zellen dar. Da die DNA der
Tréger der Erbsubstanz ist, konnen Schaden in diesem Molekdl nicht nur direkte Auswirkun-
gen auf die Zelle, sondern auch auf jede nachfolgende Generationen haben. Dies ist zwar ein
Prinzip der Evolution, doch kann es auch zur Entstehung von Erbkrankheiten oder zu Krebs
fahren.

Nachdem wir auch durch die steigende Umweltverschmutzung in zunehmendem Mal3e Erbgut
schadigenden Substanzen ausgesetzt sind (z.B. erhdhte UV-Strahlung durch Verringerung der
schitzenden Ozon Schicht, erhéhten Schadstoffausstol? durch Verkehr und Industrie, Rauchen,
etc.), steigen die Risiken, die zelleigenen Reparaturmechanismen zu Uberfordern und z.B. an
Krebs zu erkranken. Neben &uferen Einfliissen kdnnen auch vom Korper selbst produzierte
Stoffe, wie z.B. freie Radikale zu DNA Schéden fihren. Daher haben alle Organismen kom-
plexe und effektive Mechanismen entwickelt, die sicherstellen, dass die DNA moglichst feh-
lerfrei an die néchste Generation weitergegeben wird.

Fur die Reparatur von DNA Doppelstrangbrtichen (DSB), einer der schwerwiegendsten For-
men der DNA Schéadigung, stehen eukaryontischen Zellen mindestens zwei Mechanismen zur
Verfigung, die homologe Rekombination und das Nicht-Homologe End-Joining (non-
homologous end-joining, NHEJ). Beide Mechanismen sind von der Backerhefe Saccharomy-

ces cerevisiae bis hin zum Menschen hoch konserviert.

Das Dhhl Protein wurde in unserem Labor in einem Screen identifiziert, der nach komplemen-
tierenden Faktoren fir die Temperatursensitivitét von yku-Stémmen suchte. Das Ergebnis die-
ses Screens war sehr spezifisch; es wurden nur zwel Faktoren identifiziert, £ES72 und DHHI.
Die Isolation des EST2 Gens in diesem Screen war nicht unerwartet, da die Temperatursensiti-
vitét von yku-Stdmmen eine Folge der starken Verkirzung ihrer Telomere darstellt und das
Est2 Protein als katalytische Untereinheit der Telomerase einen naheliegenden Faktor darstellt,
um diesen Effekt umzukehren.

Die Isolation von DHHI war eher erstaunlich, da das Protein eine hohe Homologie zu der

DEAD Box Familie der RNA Helikasen aufweist, einer Gruppe von Proteinen, denen weder
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beim Erhalt der Telomere, noch in der DNA-Reparatur bisher eine Funktion zugewiesen wer-
den konnte.

In spédteren Experimenten zeigte sich, dass die Isolation von DHHI als komplementierender
Faktor der Temperatursensitivitét von yku-Mutanten ein Artefakt darstellte. Da die dhhlA-
Mutanten aber eine extreme Sensitivitét gegentiber den DNA schadigenden Chemikalien Ble-
omycin und Methyl-Methan-Sulfonat (MMYS) zeigten, wurde in weiteren Versuchen unter-
sucht, ob Dhhlp tats&chlich direkt an der Reparatur von DNA Schéden beteiligt ist.

5.1 Dhhlp, ein Reparaturprotein?

In qualitativen Tropf-Titer Experimenten zeigten dhhiA-Stamme eine ungewohnlich hohe
Sensitivitét gegentiber den DNA schadigenden Chemikalien Bleomycin und MMS. Bleomycin
ist ein sogenanntes Radiomimetikum, das Doppelstrangbriiche in der DNA durch einen kon-
zertieren Angriff von frelen Radikalen, meist an benachbarten Zuckerresten, bewirkt
(Schwartz, 1989). MM S ist ein methylierendes Agens, das Addukte an der DNA bildet und zu
Depurinierung dieser fuhrt. Dies kann zur Bildung von DNA Einzelstrang und Doppel strang-
brichen fuhren (Martin et al., 1999; Schwartz, 1989). Die Sengitivitét von dhhiA-Stédmmen
gegenuber Bleomycin und MMS ist in Tropf-Titer Tests um den Faktor 1000 héher, als die
von yku-Stammen, bei denen der NHEJ Reparaturmechanismus von DNA Doppel strangbri-
chen defekt ist (siehe Abb. 4-13). Die Sensitivitét der dhhiilA-Stamme konnte in quantitativen
Experimenten bestétigt werden. Dabei zeigten dhh1A-Stdmme eine um den Faktor 5000 héhe-
re Sengitivitét gegentiber Bleomycin, verglichen mit dem Wildtyp-Stamm (siehe Abb. 4-10).
Verglichen mit friheren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe sind dhhlA-Stamme nahezu so

sensitiv gegeniiber Bleomycin wie ein isogener rad52-Stamm (Mages et al., 1996). In rad52-
Stadmmen ist der Hauptmechanismus der DNA Reparatur in Hefen, die homologe Rekombina-
tion, ausgeschaltet (Mages et al., 1996). Die extreme Hypersensitivitét von yku70/dhhi A Dop-
pelmutanten gegentiber Bleomycin (siehe Abb. 4-10) ist ebenfalls mit der von yku70/rads?2
Stdmmen zu vergleichen (Mages et al.,, 1996). Daher konnte die Sensitivitdt von dhhliA-

Stammen gegeniiber dem Radiomimetikum Bleomycin ein Hinweis darauf sein, dass das Dhhl
Protein an der Reparatur von DNA Doppel strangbrtichen beteiligt ist. Wenn das Dhhl Protein
wirklich an der DNA Doppelstrangbruch Reparatur beteiligt sein sollte, weist der synergisti-
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sche Anstieg der Sensitivitdt bel der yku70/dhhlA Doppelmutante darauf hin, dass Dhhlp
nicht am NHEJ Reparaturweg beteiligt ist. Wirden beide Proteine am selben Reparaturweg
beteiligt sein, sollte die Deletion beider keinen Effekt zeigen (Epistasie), da nur ein Repara-
turweg ausgeschaltet ist. Synergistische Effekte ergeben sich nur dann, wenn in Doppel mutan-
ten zwei unabhéngige oder teilweise redundante Reparaturwege gleichzeitig ausgeschaltet
werden. Dies wirde aber bedeuten, dass das Dhhl Protein am homologen Rekombinations
Mechanismus der DNA Doppelstrangbruch Reparatur beteiligt ist. Diploide homozygote
dhhlA Zellen sind sporulationsdefizient (siehe 4.6.1 und Moriya und Isono, 1999). Diese Spo-
rulationsdefizienz konnte bei der Einschatzung der Ergebnisse as Hinweis auf eine mogliche
Beteiligung von Dhhlp an der homologen Rekombination gedeutet werden, da Hefen, die de-
fizient in Rekombinations-Prozessen sind auch sporulationsdefizient sind. Es wére allerdings
erstaunlich, wenn ein Protein mit einem scheinbar so hohen Einfluss auf die DNA Doppel-
strangbruch Reparatur nicht schon in friiheren Screenings gefunden worden wére.

Die extreme Sensitivitdt von dhhiA-Stdmmen gegentber DNA schadigenden Chemikalien
lasst sich aber auch unabhéngig von Reparatur-Effekten erklaren. Durch Defekte im Aufbau
der Zellmembran konnte eine deutlich hthere Aufnahme der Chemikalien stattfinden. Ein sol-
cher sogenannter ,, uptake® Phanotyp wirde, bedingt durch die erhthte Konzentration der die
DNA schadigenden Chemikalien in der Zelle, eine erhdhte Sensitivitdt bzw. einen DNA Repa-
ratur Defekt nur vortéuschen. In der Literatur zu Dhhlp gibt es einige Hinweise, die auf einen
solchen Membrandefekt hinweisen. Demnach zeigen dhhl A-Stdmme auch eine erhdhte Sensi-
tivitdt gegentiber Chemikalien, die nicht DNA-schédigend sind, wie z.B. Staurosporin (Hata et
al., 1998), einem Inhibitor der Hefe PKC und SDS (Moriya und Isono, 1999).

dhhlA-Stdmme zeigen nur schwache Sensitivitét gegentiber UV -Strahlung. Dies deutet darauf
hin, dass die Sensitivitét gegentiber Bleomycin eher durch Defekte der Membran, as durch
einen Ausfall eines DNA Reparaturmechanismus bedingt sein kdnnte. UV-Strahlung bedingt
eine direkte Schadigung der DNA und sollte daher unabhangig von der Beschaffenheit der
Zellmembran wirken. UV-Strahlung erzeugt, anders als Bleomycin und MMS, keine Doppel-
strangbriiche in der DNA sondern fihrt primér zur Bildung von Pyrimidin-Dimeren. In man-
chen Falen kann es zu einer Dimerisierung von Thyminen in zwei verschiedenen Strangen
kommen, was unter Umstanden zu DNA Doppelstrangbrtichen fuhren kann. Schaden durch
UV-Strahlung werden vor allem durch den sogenannten ,, Nucleotide-Excision-Pathway” repa-

riert.
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Bei der Bestrahlung mit y-Strahlung zeigen dhhiA-Stéamme Wildtyp Verhaten. Dies zeigt ein-
deutig, dass dhhlA Zellen keinen signifikanten Defekt in der DNA Doppel strangbruch Repara-
tur aufweisen. y-Strahlung fuhrt primér zu Doppelstrangbriichen in der DNA. Durch die hohe
Energie dieser Strahlung sollte ihr Effekt nahezu unabhangig von der Beschaffenheit der Zell-
membran sein.

Einen weiteren Hinweis, dass Dhhlp nicht direkt an der Reparatur von DNA Schéden beteiligt
ist, gab die gegen Ende dieser Arbeit gelungene intrazellulére Lokalisation des Dhhl Proteins.
Demnach ist Dhhlp eindeutig im Zytoplasma lokalisiert (siehe Abb. 4-17), was durch die vor
kurzen erschienen Publikation von Fischer und Weis (2002) bestétigt wird. Fir Proteine, die
an der DNA Reparatur direkt beteiligt sind ist es aber eine Notwendigkeit, dass sie kernlokali-
siert vorliegen.

Obwohl die schwache Sensitivitét von dhhlA-Stdmmen gegeniber UV-Strahlung und das
Wildtyp-Verhalten gegenliber y-Strahlung einen deutlichen Hinweis darauf geben, dass die
Bleomycinsensitivitét auf einem ,, uptake® Phéanotyp beruht, wurde noch ein drittes, von der
Membranbeschaffenheit unabhéngiges, System zur Untersuchung moglicher Reparaturdefekte
verwendet. Im sogenannten ,,End-joining Assay* werden Plasmide, die mit einem Restrikti-
onsenzym linearisiert wurden, in die Hefe transformiert und die Fahigkeit der Zellen, dieses
lineare Plasmid zu rezirkularisieren durch die Anzahl gewachsener Kolonien bestimmt. Durch
die Verwendung geeigneter Plasmide kann man mit dieser Methode direkt die Funktionalitat
des sogenannten Non-homologous End-joining Reparaturwegs testen. Da die Rezirkularisie-
rungseffizienz gegen die Transformations-Effizienz mit einem zirkuléren Plasmid normiert
wird, kommen mogliche ,, uptake* Effekte bei der Auswertung nicht zum Tragen.
Interessanterweise zeigten dhhlA Mutanten in diesem ,, End-joining Assay* eine deutlich Ver-
ringerung der Rezirkularisierungseffizienz auf 20 % des Wildtyp Niveaus. Durch die Lokalisa-
tion des Dhhl Proteins im Zytoplasma kann diese Verringerung der End-joining Effizienz aber
nicht direkter Natur sein, sondern muss auf Sekundéareffekten beruhen.

Neuere Untersuchungen weisen darauf hin, dass das Dhhl Protein am mRNA , turnover” be-
teiligt ist. Dabei scheint es eine wichtige Rolle bei der Abspaltung der 5 Cap-Struktur zu spie-
len. Die Deletion von Dhhlp fuhrt zur Stabilisierung und Akkumulation von deadenylierter
Reporter-RNA, die aber eine noch intakte 5 Cap-Struktur besitzt (Coller et al., 2001; Fischer
und Weis, 2002). Das Decapping stellt aber einen wichtigen Schritt fir den endgiltigen Abbau
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der mRNA dar (Larimer und Stevens, 1990). Als mogliche Folge eines gestérten mRNA Ab-
baus in dhhIA Zellen kénnte man ein Ungleichgewicht in der Expression verschiedenster,
auch am NHEJ Reparaturweg beteiligter, Proteine annehmen. Die Untersuchung der Protein-
konzentration des Y ku Heterodimers, eines der fir den NHEJ Reparaturweg essentiellen Prote-
ine, zeigte keine Veranderung im Vergleich von Wildtyp Zellen mit dhhiIA Zellen (ohne Ab-
bildung). Am End-joining sind aber eine Reihe weiterer Proteine beteiligt (wie z.B. Mrellp,
Rad50p, Xrs2p, Ligdp und Liflp; Schiestl ef al., 1993; Schiestl und Petes, 1991; Schiestl et
al., 1994; Tsukamoto et al., 1997; Herrmann et al., 1998; Wilson et al., 1997), deren Protein-
konzentrationen im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht werden konnten. Daher ist zur Zeit
nicht auszuschlief3en, dass eine V erschiebung von Proteinkonzentrationen, bedingt durch einen
gestérten mRNA Abbau, der Grund fir die verringerte End-joining Effizienz in dhhiIA Z€ellen
ist. Dieser Effekt konnte sich auch auf Proteine auswirken, die die am End-joining beteiligten
Protein modifizieren und/oder aktivieren. In diesem Fall wére der Einfluss einer Deletion des
Dhhl Proteins tertigrer Natur. Um diese Theorie zu verifizieren, missen aber noch weitere

Experimente, die diese Vorgange naher untersuchen, durchgefihrt werden.

5.2 Funktionelle Kartierung von Dhhlp

Dhhlp ist ein hoch konserviertes DEAD Box Protein. Diese Konservierung beschrankt sich
nicht nur auf die acht charakteristischen RNA Helikase Motive. Die Homologie zwischen
Dhhlp und seinen moglichen Orthologen aus S. pombe (Stel3p), Drosophila melanogaster
(ME31B), Xenopus laevis (DDX6), Mus musculus (RCK/p54) und Homo sapiens (RCK/p54)
liegt fur den Kernbereich der Proteine bei ca. 83 %. Lediglich die N- und C-terminalen Berei-
che der Proteine unterschieden sich deutlich (siehe 4.1).

Dies weist darauf hin, dass der hoch homologe Kernbereich eine konservierte Funktion ausiibt.
Die Funktion der nicht konservierten Termini kénnte in der Vermittlung der Speziesspezifitét
liegen. Moglicherweise werden durch die Termini spezifische Protein-Protein Interaktionen
vermittelt, die es Dhhlp als vermeintliche RNA Helikase erlauben ihre Aufgabe in genau ei-
nem bestimmten Prozess auszutiben.

Um die Wichtigkeit von N- und C-Terminus fur die Funktionalitdt des Dhh1 Proteins zu unter-
suchen wurden N- und C-terminale Deletionen hergestellt und in dhhi A-Stadmmen exprimiert.

Aullerdem wurden Mutationen in der ATP Bindestelle (Motiv 1) eingefiihrt und das SAT-
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Motiv zwischen Doméne 1 und 2 (siehe 1.2) mutiert. Dadurch sollten Hinwelse auf die Wich-
tigkeit der postulierten enzymatischen Aktivitdten von Dhhlp — ATP Bindung/Hydrolyse und
RNA Entwindung — erhaten werden. Die Konstrukte wurden alle als single-copy Plasmide,
von denen Dhhlp unter Kontrolle des eigenen Promotors exprimiert wurde, transformiert. Au-
Rerdem wurden die meisten DHH1 Mutanten auch unter Kontrolle des starken, konstitutiven
ADH1 Promotors kloniert, um eine Uberexpression zu ermdglichen. Die extreme Sensitivitat
von dhhlA-Stdmmen gegentber Bleomycin und MMS wurde als sensitives Testsystem fur die

Untersuchung der verschiedenen Mutanten verwendet.

5.2.1 Deletionen des N- und C-Terminus

Die Deletion der nicht konservierten N-terminalen Aminosauren 1-20 hat fast keinen Einfluss
auf die Funktion des Proteins. Wird ein dhhlA-Stamm mit der N-terminalen Deletion in einem
single-copy Plasmid transformiert, wachst er auf Bleomycin fast bis auf Wildtyp Niveau. Die
Deletion des C-Terminus fuhrt dagegen zu einer deutlichen Sensitivitdt der Zellen gegentber
Bleomycin. Allerdings ist der Effekt nicht so stark ausgepragt, wie bei den dhhl A Mutanten.
Erstaunlicherweise zeigen weder die N- noch C-terminal verkirzten Mutanten einen Wachs-
tumsdefekt auf MMS-haltigem Medium. Erst die gleichzeitige Deletion von N- und C-
Terminus fuhrt zu einem schwach ausgepragten Wachstumsdefekt auf MMS. Bei Wachstum
auf Bleomycin zeigt sich die N60/C244 Doppelverkirzung fast so sensitiv, wie der Deleti-
onsstamm (siehe Abb. 4-19).

Bei Uberexpression durch den ADH-Promotor konnen alle drei Deletionsmutanten den dhhl A-
Phanotyp sowohl auf Bleomycin, als auch auf MMS bis auf Wildtyp-Niveau komplementieren.
Dies unterstiitzt die Annahme, dass der N- und C-Terminus eventuell wichtige Protein-Protein
Interaktionen vermitteln. Der Literatur nach interagiert Dhhlp mit verschiedenen Proteinen der
MRNA Degradations-Maschinerie. Dazu zahlen sowohl Dcplp, neben Dcp2p das einzige
Protein, das fir das Decapping bendtigt wird (Coller er al., 2001; Dunckley und Parker, 1999),
Lsmlp und Patlp, den Decapping Aktivatoren (Bouveret et al., 2000; Tharun et al., 2000), und
Xrnlp, der hauptséchlichen 5'-3' RNA-Exonuklease der Hefe (Fischer und Weis, 2002; Hsu
und Stevens, 1993; Larimer und Stevens, 1990). AulRerdem wurde fir Dhhlp eine Interaktion
mit Pop2p, einem Protein des Deadenylierungskomplexes gezeigt (Hata et al., 1998; Tucker et
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al., 2001). Mdglicherweise wird durch die Deletion des N- oder C-Terminus die Interaktion
mit einem oder mehreren dieser Proteine gestort.

Dass die Deletion des N-Terminus keinen Einfluss hat, konnte ein Hinweis darauf sein, dass
Interaktionen, die direkt Uber den N-Terminus vermittelt werden eher eine sekundére Rolle
spielen. Dhhlp co-immunoprézipitiert mit den Decapping Aktivatoren Patlp und Lsmlp.
Moglicherweise ist diese Interaktion Uber den N-Terminus vermittelt und nicht essentiell fur
die Funktion des Komplexes, da die Interaktion von Patlp oder Lsmlp nur in trans mit Dcplp
und Dcp2p stattfindet (Coller et al., 2001).

Die Deletion des C-Terminus wirkt sich entschieden schwerwiegender auf die Funktionalitét
von Dhhlp aus. Es wurde gezeigt, dass Dhhlp sowohl mit dem Deadenylierungs-, as auch
dem Decapping-Komplex physikalisch interagiert (Coller er al., 2001). Moglicherweise ist
diese Interaktion Uber den C-Terminus vermittelt, weshalb eine Deletion des C-Terminus einen
grofReren Einfluss auf den mRNA ,turnover* hat. Dies konnte bedeuten, dass Dhhlp an der
Vermittlung zwischen mehr als zwei Komplexen beteiligt sein kdnnte, denen jedoch eine un-
terschiedliche Wertigkeit zukommt. Bel der Deletion beider Termini ist diese Vermittlerrolle
komplett aufgehoben und die Zellen wachsen @hnlich wie die Deletionsmutante. Die Interakti-
onen konnten dann durch die Uberexpression des Proteins durch Titrationseffekte moglicher-
weise wieder hergestellt werden.

Aus der Struktur bekannter, zu Dhhlp homologer RNA Helikasen l&sst sich eine weitere mog-
liche Erklarung fur die Effekte der Deletionen ableiten. Der C-Terminus von Dhhlp kénnte
eventuell eine Domane 3 bilden, wie man sie auch in NS3 findet (Yao et al., 1997). Diese
Domane 3 konnte die Aktivitat oder Prozessivitét von Dhhlp steigern. Durch Uberexpression
konnte der durch die Deletion des C-Terminus verursachte Aktivitétsverlust durch die hthere
Proteinkonzentration ausgeglichen werden.

Eine eindeutige Aussage, auf welche Weise die verschiedenen Deletionen die Funktionalitét
des Dhhl Proteins beeinflussen, ist mit den vorliegenden Daten nicht méglich. Weitere Expe-
rimente, wie z.B. Co-Immunoprazipitationen mit potentiellen Interaktoren von Dhhlp kdnnten

aber weitere Aufschliisse liefern.

5.2.2 Mutationen der ATP-Bindestelle

Die Funktion von RNA Helikasen ist im algemeinen abhangig von der Hydrolyse eines

Nukleosid-triphosphates. Wie wichtig die Bindung bzw. Hydrolyse von ATP fur die Funktio-
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nalitdt von Dhhlp ist, sollte durch Mutationen in der ATP Bindestelle (Motiv 1) untersucht
werden. Es wurden zwel verschiedene Mutationen in die ATP-Bindestelle eingefiihrt: Zu-
néchst wurde Lys96 in Asparagin (K96N) mutiert. Diese Mutation sollte zu einer Inhibition
der ATP-Bindung fuhren (Pause und Sonenberg, 1992). Es ist allerdings nicht bekannt, ob die
ATP Bindung an sich, oder die ATP Hydrolyse wichtig fur die Funktionalitét des Dhhl Prote-
ins ist. Mdglicherweise fuhrt die ATP Bindung alleine, unabhangig von der Hydrolyse schon
zu konformellen Anderungen im Dhh1 Protein, die die Interaktion mit anderen Proteinen oder
die Bindung an RNA und somit die Funktionalitét von Dhhlp erst ermdglicht. Deshalb wurde
aul3erdem eine Lys96 zu Arginin (K96R) Mutante hergestellt. Diese Mutation sollte lediglich
die ATP-Hydrolyse, aber nicht die Bindung von ATP verhindern (Sung et al., 1988) und daher
zwar eine mogliche enzymatische Aktivitét inhibieren, aber nicht zu einschneidenden Kon-
formationsanderungen fuhren.

Bei endogener Expression (single-copy Plasmid, DHHI Promotor) der K96R bzw. K96N Mut-
ante zeigen sich die Zellen auf Bleomycin nahezu so sensitiv wie dhhiIA Zélen. Auf MM S
haltigen Platten zeigen beide Mutationen keinen Phénotyp. Die Uberexpression der K96R
Mutante fUhrte nicht zu einer Verringerung der Sensitivitét gegentber Bleomycin.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die ATP Hydrolyse ein essentieller Schritt fur die
Funktion des DHH1 Proteins ist. Aus diesen Daten kann man aber nicht ableiten, ob es sich
bei Dhhlp wirklich um eine RNA Helikase handelt, dadie ATP Hydrolyse zwar notwendig fur
eine RNA Helikase ist, aber nicht hinreichend fir ihre Charakterisierung. Dafir ist die Hydro-
lyse von ATP in zelluldren Vorgangen zu ubiquitér.

5.2.3 Mutation des SAT-Motives

Alteren Untersuchungen nach wurde das SAT-Motiv als RNA Entwindemotiv charakterisiert
(Pause und Sonenberg, 1992). Durch Experimente mit dem elF4A Protein wurde gezeigt, dass
Mutationen in diesem Motiv die Fahigkeit von elF4Ap, RNA in vitro zu entwinden, aufheben.
Pause und Sonenberg (1992) haben auch gezeigt, dass die ATP Hydrolyse durch Mutationen in
Motiv Il (SAT-Motiv) von der RNA Entwindung entkoppelt werden kann. Eine AAA-
Mutation in elF4A ist zwar nicht mehr in der Lage, RNA in vitro zu entwinden, doch ist ihre
Fahigkeit ATP zu hydrolysieren um den Faktor zwei héher, als beim Wildtyp Protein. Diese
Ergebnisse wurden durch Untersuchungen der DExH Box Helikase Prp22p bestétigt (Schwer
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und Meszaros, 2000). Neuere Literatur weist der Region um das SAT-Motiv eher eine struktu-
relle Funktion zu. Demnach scheint ihre Aufgabe darin zu liegen, eine Bewegung der Domé-
nen 1 und 2 relativ zueinander zu ermdglichen (de la Cruz et al., 1999). M6glicherweise dient
die SAT-Region dazu, die Bindung und Hydrolyse eines NTPs mit konformellen Anderungen,
die fur die Helikase Aktivitét n6tig sind zu koppeln (Tanner und Linder, 2001). Die eigentliche
Funktion dieser Region ist aber bislang noch nicht geklart (Caruthers und McKay, 2002).
Daher konnte die Untersuchung des SAT-Motivs in Dhhlp eventuell einen Hinweis liefern, ob
Dhhlp eine RNA Helikase Funktion ausiibt. Es wurden Ser226 und Thr228 in Maotiv Il zu
Alanin mutiert. Bel der Expression von einem single-copy Plasmid unter DHH1 eigenem Pro-
motor der AAA Mutante zeigen sich die Zellen auf Bleomycin so sensitiv wie die C244 Mut-
ante. Auf MM S-haltigen Platten zeigt die Mutation keinen Phanotyp.

Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die SAT Region eher eine strukturelle Funktion ausiibt,
als eine enzymatische Funktion. Wenn die essentielle Funktion der SAT Region die enzymati-
sche RNA Entwindung darstellt, dann sollte sich eine AAA-Mutante wie eine K96R bzw.
K96N Mutante verhalten. Ein struktureller Effekt hétte keinen so schwerwiegenden Einfluss,
da durch die Mutationen S226A und T228A die Funktion nur eingeschrankt sein kdnnte. Die
Bewegung der Doménen 1 und 2 relativ zueinander wére noch moglich. Daher konnten sie
noch - wenn vermutlich auch eingeschrankt - ihre Funktion austiben. Wahrscheinlich ist diese
eingeschrankte Funktion der Grund fur das schlechtere Wachstum der AAA Mutanten auf
Bleomycin. Unter Umstéanden muss die chemische Energie durch Hydrolyse eines NTPs nutz-
bar gemacht werden. Die SAT Region konnte eine essentielle Rolle bei der Kopplung der NTP
Hydrolyse mit der Helikase Aktivitéat spielen. Daher ist die Wahrscheinlichkeit, dass es sich
bei Dhhlp wirklich um eine RNA Helikase handelt relativ hoch.

5.2.4 Mutation der ATP-Bindestelle in N- und C-terminalen Deletionen

In die N- und C-terminalen Deletionsmutanten wurde zusétzlich die K96R Mutation einge-
fuhrt, um eine mogliche , Separation of Function“ zu untersuchen. Méglicherweise kdnnte
durch die zusétzliche Deletion eines oder mehrer Termini und die damit verbundene fehlende
Interaktion mit moglichen anderen Proteinen, die ATP Hydrolyse von der Interaktion entkop-
pelt werden.

Die Sensitivitdt der K96R Mutante wird jedoch durch die zusétzliche Deletion de N- oder C-
Terminus bzw. beider nicht verstarkt. Dies weil3t darauf hin, dass durch die Inhibition der ATP
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Hydrolyse eine wichtige Funktion des Dhh1 Proteins vollstandig ausgeschaltet ist. Allerdings
zeigt keine der Einzel- bzw. Mehrfachmutanten die Stérke in der Sensitivitét gegentiber Bleo-
mycin, wie der Deletionsstamm. Moglicherweise hat das Dhhl Protein neben einer enzymati-
schen Funktion, welche mit der Inhibition der ATP Hydrolyse ausgeschaltet wird, auch eine
rein strukturelle Funktion. Eine solche strukturelle Funktion kdnnte z.B. in der Stabilisierung
oder im Zusammenbau eines Proteinkomplexes liegen. Die geringe Sensitivitdt der Mutanten
gegenuber MM S im Vergleich mit dem Deletionsstamm gibt Anlass zu der Annahme, dass der
konservierte Kernbereich neben enzymatischen Funktionen weitere, nicht unwesentliche,

strukturelle Funktionen ausiiben konnte.

5.2.5 Sporulationsfahigkeit der verschiedenen Mutanten

Nachdem bekannt ist, dass homozygote diploide dhi1A-Stdmme einen Sporulationsdefekt auf-
weisen (Moriya und Isono, 1999), wurde untersucht, inwieweit die verschiedenen Mutanten in
der Lage sind, diesen zu komplementieren. Es zeigte sich, dass alle Mutanten, bei denen die
ATP Hydrolyse durch die Mutation von Lys96 zu Arginin inhibiert wurde, nicht mehr in der
Lage sind zu sporulieren.

Durch die Untersuchungen der DNA Reparatur Phanotypen von dhhilA-Stammen konnte fest-
gestellt werden, dass es sich sehr wahrscheinlich nicht um einen Reparatur-, sondern um einen
auf Membran Defekten basierten ,, uptake”-Phanotyp handelt. Dies war durch die Bestrahlung
von dhhlA-Stdmmen mit y-Strahlung (Abb. 4-12) deutlich zu erkennen. Bel der Sporulation
von diploiden Hefezellen stellt die Bildung und der Aufbau der Sporenwande einen wichtigen
Schritt dar.

Die reife Sporenwand besteht aus vier Membranschichten, von denen der Aufbau der beiden
innersten sich nicht von der normalen vegetativen Zellwand unterscheidet (Briza er al., 1988).
Die auRerste Membranschicht besteht aus einer unléslichen vernetzten Dityrosin-Schicht, die
die Sporen resistent gegeniiber degradierenden Enzymen und organischen Lésungsmitteln
macht (Briza et al., 1990; Brizaet al., 1994, Briza et al., 1990). Die Bildung der Sporenwande
vollzieht sich erst nach erfolgreicher Meiose. Wéahrenddessen bleibt die Kernmembran intakt.
Die haploiden Kerne werden dann in die Presporen-Membran verpackt, die als Gerlst fur die

eigentliche Sporenhille dient. Es ist nicht unwahrscheinlich, dass durch Membrandefekte in
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dhhiA-Stémmen auch die Bildung oder Zusammensetzung dieser Membranen beeinflusst sein
konnte.

Verschiedene Studien haben aber ergeben, dass zwischen 1000 und 1600 verschiedene Gene
Anderungen in ihrem Expressionsmuster wahrend der Sporulation durchlaufen, auch wenn
nicht ale davon essentiell fur die Sporulation sind (Burns et al., 1994; Nag et al., 1997; Ross-
Macdonald et al., 1999).

Wenn Dhhlp wie unter 5.4 beschrieben zu einem gestorten Abbau von mRNA fihrt und da-
durch, als sekundarem Effekt, zu Veranderungen in der Expression von verschiedenen Protei-
nen, dann konnten die Effekte sich auf jedes dieser Proteine auswirken. Das wirde bedeuten,
dass neben dem geordneten Aufbau der Sporenwande auch das damit verbundene Signalling,
Phosphorylierungen, Transportmechanismen, etc. betroffen sein konnten und sich die Sporula-

tionsdefizienz nicht nur auf einen reinen Membrandefekt beschranken miisste.

Warum sich die verschiedenen Mutanten unterschiedlich in der Sensitivitét gegeniber Bleo-
mycin und MMS verhalten, kann hier noch nicht befriedigend erklért werden. Moglicherweise
werden von den einzelnen Mutanten unterschiedliche Membrandefekte komplementiert. Dabel
konnte sich die Permeabilitét der Zellmembran verandern und die Aufnahme von MMS beein-
flusst werden. Mit hoher Wahrscheinlichkeit ist aber auszuschlief3en, dass die Sensitivitéten
gegenuiber Bleomycin und die Sporulationsdefizienz auf einem Defekt in der homologen Re-

kombination von dhhilA-Stdmmen beruhen.

5.3 in vitro Analysen von Dhhlp

Die Untersuchungen der verschiedenen DHHI1 Mutanten weist darauf hin, dass ATP Bindung
und Hydrolyse wichtig fur die Funktionalitét des Dhhl Proteins ist. Allerdings lasst sich aus
diesen Daten nicht die Frage beantworten, ob Dhhlp in der Zelle wirklich eine Helikase Funk-
tion austbt.

Um eine mogliche ATPase bzw. Helikase Aktivitét von Dhhlp zu untersuchen, wurde das
IMPACT Expressions- und Reinigungssystem (NEB) in der Gruppe etabliert. Dieses System
ermdglichte es, Dhhlp in grofReren Mengen und ohne Fusionsanteil aus E.coli zu reinigen. In
den in vitro Analysen mit E.coli exprimiertem Protein konnte allerdings keine enzymatische

Aktivitét nachgewiesen werden. Als mdgliche Ursachen hierfir konnten vor allem fehlende
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posttranslationale Modifikationen, wie z.B. Phosphorylierung und das Fehlen von méglichen
Interaktionen mit anderen Proteinen in Frage kommen. Ebenso kann nicht ausgeschlossen
werden, dass das in E.coli exprimierte Protein trotz seiner guten Expression und Loslichkeit
nicht in seiner nativen, funktionellen Form aufgereinigt werden konnte.

Eine weitere Ursache fir die fehlende in vitro Aktivité von Dhhlp kdnnte in den Versuchsbe-
dingungen an sich liegen. Moglicherweise bendtigt das Dhhl Protein ein spezielles Kation
(z.B. Mn*" oder Co*"), ein spezifisches Substrat oder einen bestimmten Co-Faktor fiir seine
ATPase bzw. mdgliche RNA Helikase Funktion.

Der Literatur nach ist Dhhlp an verschiedenen Protein-Protein Wechselwirkungen beteiligt.
Dies weist darauf hin, dass Dhhlp in der Zelle innerhalb eines groReren Protein Komplexes
wirkt. Aus diesem Grund wurden die ATPase Experimente auch mit immunoprazipitiertem
Dhhl Protein aus Heferohextrakten durchgefihrt. Hierbel konnte ebenfalls keine enzymatische
Aktivitét von Dhhlp festgestellt werden, obwohl die in vivo Experimente einen eindeutigen
Hinwels auf die ATPase Aktivitét gaben. Die Ursachen hierfir konnten dhnlich den oben ge-
nannten sein. Moglicherweise waren die Assay Bedingungen nicht optimal, um eine Aktivitét
des Dhhl Proteins zu zeigen. Es kann aber auch sein, dass die Bedingungen fir die Immu-
noprézipitation von Dhhlp nicht optimal fur die Isolation eines funktionellen Komplexes ge-

wesen sind.

5.4 Eine mogliche Funktion von Dhhlp

Es wurde gezeigt, dass Dhhlp physikalisch und genetisch mit Pop2p, einem Mitglied des Ccr4
Komplexes, interagiert (Hata er al.,, 1998). Der Pop2-Ccr4 Komplex wurde urspriinglich als
Transkriptionsfaktor identifiziert (Liu et al., 1998). Mittlerweile wurde gezeigt, dass Pop2p
und Ccrdp Teil des Deadenylierungskomplexes im Zytoplasmasind (Tucker et al., 2001).

In Co-immunoprezipitationsanalysen wurde gezeigt, dass Dhhlp physikalisch mit dem am De-
capping beteiligten Enzym Dcplp interagiert (Coller et al., 2001). In der Hefe sind nur zwei
Proteine, Dcplp und Dcp2p, am Decapping von mRNA beteiligt (Dunckley und Parker, 1999).
Deren Funktion wird durch mehrere trans-agierende Faktoren beeinflusst. Diese Faktoren
beinhalten Patlp/Mrtlp, den Lsm-Komplex (bestehend aus Lsmlp-Lsm7p), Vpsl6p, Edclp
und Edc2p (Hatfield er al., 1996; Zhang ef al., 1999). Es gibt neun Lsm Proteine in der Hefe,
die zwei bestimmte, aus sieben Proteinen bestehende, Ringstrukturen ausbilden. Diese beiden
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Strukturen haben verschiedene Funktionen. Die Lsm2-Lsm8 Proteine assoziieren im Zellkern
und sind im U6 snRNA Metabolismus beteiligt. Lsm1p-Lsm7p assoziieren im Zytoplasma und
beeinflussen das Decapping (Bouveret ef al., 2000; Mayes et al., 1999).

Dhhlp ist in seiner Funktion bislang insofern einzigartig, da es sowohl mit dem Deadenylie-
rungskomplex, as auch mit Komponenten des Decapping-Komplexes interagiert. (Coller et
al., 2001). Zusétzlich interagiert Dhhlp mit den rrans agierenden, das Decapping aktivieren-
den Faktoren Patlp und Lsmlp. Daher kénnte man annehmen, dass Dhhlp eine Art Vermitt-
lerrolle zwischen der Deadenylierung und dem Decapping hat. Das Decapping erfolgt erst nach
abgeschlossener Deadenylierung. Die Deadenylierung ist aber in dhhlA-Stdmmen nicht beein-
trachtigt. Daher akkumuliert in dhhlA-Stammen deadenylierte mRNA (Fischer und Wels,
2002). Maglicherweise bindet Dhhlp tber Pop2p an den Deadenylierungskomplex und akti-
viert nach erfolgreicher Deadenylierung das Decapping Enzym Dcplp. Diese Aktivierung
koénnte von Dhhlp aleine, oder durch die Interaktion mit Patlp und/oder Lsmlp vermittelt
sein. Nachdem die Interaktion von Dhhlp mit den Proteinen des Deadenylierungs- und Decap-
ping-Komplexes nicht durch RNA vermittelt wird (Coller et al., 2001), kann man annehmen,
dass Dhhlp eine Art Sensor-Funktion ausiibt.

Aus den vorhandenen Daten lassen sich zwei Modelle ableiten: Im ersten wére das Dhhl Pro-
tein an den Deadenylierungskomplex Uber Pop2p gebunden. Wenn der Deadenylie-
rungskomplex das Ende des Poly(A)-Tails erreicht hat, konnte es sein, dass eine Konformati-
onsanderung stattfindet, die das Dhhl Protein fir andere Interaktionen zuganglich macht.
Durch ein Ausloopen der RNA kdnnte dann die Interaktion mit Dcplp stattfinden und das De-
capping initiiert werden (Abb. 5-1A).

Beim zweiten Modell ware Dhhlp ebenfalls Uber Pop2p an den Deadenylierungskomplex ge-
bunden, nur dass Dhhlp bei Beendigung der Deadenylierung von Pop2p dissoziiert und dann
unabhangig vom Deadenylierungskomplex mit Dcplp interagiert (Abb. 5-1B).
Moglicherweise findet die entscheidende Interaktion mit Pop2p und/oder Dcplp Uber den C-
Terminus von Dhhlp statt, da bei der Deletion des C-Terminus ein deutlicherer Phanotyp zu
beobachten war, als bei der Deletion des N-Terminus (siehe Abb. 4-19).

Die Mutation von Lys96 zu Arginin bzw. Asparagin zeigt einen wesentlich stérkeren Einfluss
auf die Funktionsweise von Dhhlp, as die Deletion des C-Terminus. Es ist unwahrscheinlich,
dass durch die Mutation einer einzelnen Aminosaure die strukturellen Eigenschaften des Prote-

ins so gravierend beeinflusst werden, wie es z.B. bei der Deletion eines grofieren Bereiches
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wie des C-Terminus zu erwarten ist. Dies ist ein Hinweis darauf, dass neben der strukturellen
Funktion von Dhhlp auch die enzymatische Aktivitét eine wesentliche Bedeutung hat. Die of -
fensichtlich durch ATP Hydrolyse vermittelte enzymatische Aktivitét von Dhhlp kénnte dazu
dienen, Sekundéarstrukturen im Bereich der 5'-Cap-Struktur der RNA zu entwinden. Dadurch
konnte der Angriff fir Dcplp und somit das Decapping initiiert werden.

Damit hétte Dhhlp beim Abbau von mRNA nicht nur eine strukturelle, sondern auch eine en-

zymatische Funktion.

Pat1p

> @ Not1p(?)
: = Pop2p
r‘Cap"\

A B

Pop2p

Ccrdp
Not1p(?)

Abb. 5-1 Eine mdgliche Funktion von Dhhlp. Dhhlp als Bestandteil des Deadenylierungskomplexes interagiert
nach Beendigung der Deadenylierung mit dem Decapping Protein Dcplp und aktiviert dadurch die
Abspaltung der 5 Cap-Struktur. A: Durch réaumliche Interaktion B: Durch einen Dissoziations-
Assoziations-Mechanismus. Méglicherweise wird die Aktivierung durch die Interaktion mit den trans
agierenden Aktivatoren Patlp und Lsmlp-Lsm7p verstéarkt (grine Pfeile). Néhere Erlauterungen siehe
Text.

Mit der Deregulation des mRNA Abbaus lief3e sich der eher unspezifische Phanotyp von
dhhiA Mutanten erkl &ren:

Da erst das Decapping den Abbau der mRNA initiiert, besteht die Mdglichkeit, dass deadeny-
lierte mRNA immer noch von den Ribosomen trandatiert wird, insbesondere da die 5'-Cap
Struktur, die fir eine korrekte Bindung der ribosomalen Untereinheiten nétig ist, noch in Takt
ist.

Dies wiirde aber zwangslaufig zu zwei Effekten fuhren. Der erstere wére eine Uberproduktion
von Proteinen, deren Synthese vielleicht schon langst hétte eingestellt werden sollen und der
zweite wére eine Blockade der Ribosomen fir andere, neu synthetisierte mRNAS. Auch konnte

sich durch die verlangerte Halbwertszeit der mRNA das Gleichgewicht zugunsten von sonst
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nur schwach transkribierten Genen verschieben. Dadurch wirden ansonsten nur wenig in der
Zelle exprimierte Proteine vermehrt gebildet. Dies konnten Faktoren sein, die den Protein-

haushalt der Zelle stéren und dadurch einen ,, multi Phanotyp® induzieren.

Die bislang publizierten Daten tGber Dhhlp weisen darauf hin, dass die Membrandefekte in
dhhlA-Stdmmen sich in einem ,multi Phanotyp* auf3ern. Die erhdhten Sensitivitéten gegen-
Uber SDS, Staurosporin, Glycerin, sowie die verdnderte Morphologie der Zellen (Hata ef al.,
1998; Moriya und Isono, 1999), aber auch die in dieser Arbeit beobachteten erhthten
Sensitivitéten gegeniiber Bleomycin und MMS sind ein deutlicher Hinwels dafUr.

Die Defizite im End-joining oder die Temperatursensitivitét lassen sich alerdings nicht mit
Membrandefekten erklaren. Obwohl offensichtlich durch die Deletion von DHHI der Aufbau
der Zellwand bzw. der Zellmembran am stérksten betroffen ist, kann man nicht auszuschlie-
[3en, dass durch eine DHH1 Deletion und die durch das fehlende Decapping von mRNAS re-
sultierende gestorte Expression von Proteinen weitaus mehr Prozesse in der Zelle betroffen

sain konnten, als nur die, die zu einem Defekt der Zellmembranen fihren.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Das Dhhl Protein aus Saccharomyces cerevisiae ist aufgrund von acht hoch konservierten
Aminosaure-Motiven als putative RNA Helikase klassifiziert. In S. pombe (Stel3p), Drosophi-
la melanogaster (ME31B), Xenopus laevis (Xp54), Mus musculus (mMMRCK) und Homo sa-
piens (hRCK/p54) findet man Proteine, die zu Dhhlp eine sehr hohe Konservierung von bis zu
83 % aufweisen. Lediglich der N- und C-Terminus dieser Proteingruppe ist nicht konserviert.
In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung der Deletion von DHH1 in Saccharomyces
cerevisiae auf verschiedene Aspekte der DNA Schadigung und Reparatur, sowie die Funktio-
nalitdt verschiedener Doméanen von Dhhlp durch Mutationsanalysen untersucht.

Im ersten Teil der Arbeit wurde das DHHI Gen in verschiedenen Hefestdmmen deletiert und
die Auswirkungen von DNA schadigenden Substanzen auf diese Mutanten untersucht. Die De-

letion von DHH1 flhrte zu einer starken Erhohung der Sensitivitét von Hefezellen sowohl ge-
genuber Bleomycin as auch gegentber MMS. Allerdings zeigten dhhlIA-Zellen nur eine
schwache Sensitivitét gegentiber UV-Strahlung und keine Sensitivitét gegentber y-Strahlung.
Dies weist sehr stark darauf hin, dass die beobachteten Sensitivitéten auf einem eventuell
durch Membrandefekte verursachten, sogenannten , uptake”-Phénotyp beruhen. In , uptake"
unabhéngigen Experimenten wurde die Funktionalitdt des Non-homol ogous End-joining Repa-
raturweges der Hefe untersucht. Dabel konnte gezeigt werden, dass dhhlA-Stdmme eine um
den Faktor funf reduzierte Effizienz in der Rezirkularisierung linearisierter Plasmide zeigen.
Allerdingsist nur die Effizienz, nicht die Genauigkeit des End-joining in dhhlA-Stdmmen be-

troffen — die rezirkularisierten Plasmide wurden zu 100 % genau repariert.
Dies weist darauf hin, dass die Deletion sich auf mehr als nur einen einzelnen Aspekt zellul&

rer VVorgange auswirkt.

Im zweiten Tell der Arbeit wurde die extreme Sensitivitdt der dhhlA-Stamme gegeniiber Ble-
omycin und MMS as Testsystem fur die funktionelle Charakterisierung verschiedener Dhhlp
Domaénen verwendet. Dabei zeigte sich, dass eine Deletion des N-Terminus von Dhhlp kaum
Einfluss auf die Funktionalitét des Proteins hat. Die Deletion des C-Terminus fuhrt zu einer

deutlichen Sensitivitét der Zellen gegentiber Bleomycin. Bei Deletion beider Termini wachsen
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die Zellen auf Bleomycin nur noch geringfigig besser as der dhhlA-Stamm. Diese Effekte
werden durch Uberexpression der verkiirzten Proteine aufgehoben. Keine der drei Verkiirzun-
gen hat Einfluss auf das Wachstum auf MM S-haltigen Platten.

Die Mutation der ATPase Domane (Walker A Motiv) hebt die Funktion des Proteins fast voll-
sténdig auf. Diese Mutanten sind nahezu so sensitiv gegentiber Bleomycin, wie dhhilA Zellen.
Die Uberexpression der ATPase Mutante fiihrt im Gegensatz zu den Verkiirzungen zu keiner
Verringerung der Sensitivitét gegentiber Bleomycin. Die zusétzliche Entfernung der Termini in
der ATPase Mutante fuhrt nicht zu einer Erhdhung der Bleomycin-Sensitivitét. Allerdings
zeigt die Dreifachmutante deutlich schlechteres Wachstum auf MMS-haltigen Platten. Die
Mutation des SAT-Motivesin AAA fihrt ebenfalls zu einer deutlichen Bleomycin-Sensitivitét.
Der Phéanotyp ist vergleichbar mit den Auswirkungen der Deletion des C-Terminus. Das ur-
springlich als RNA Entwindemotiv charakterisierte SAT-Motiv wind mittlerweile eher as
eine Art , Scharnier* angesehen, das eine Bewegung der Doméanen 1 und 2 im Dhhl Protein
relativ zueinander ermdglicht. Die Auswirkung der Mutation des SAT-Motivs in AAA im
Vergleich zu den Verkirzungen und den ATPase Mutanten weist auf eine eher strukturelle
Rolle des SAT-Matives in Dhhlp hin. Aus diesen Daten liefd sich ein vorlaufiges Modell Uber
die Funktionsweise des Dhh1 Proteins ableiten.

In in vitro Experimenten wurde mit dem IMPACT-System aufgereinigtes Dhhl Protein auf
seine Fahigkeit hin untersucht, DNA und RNA zu entwinden. Fur die verwendeten Substrate
konnte keine in vitro Helikase Aktivitét festgestellt werden. Zur Analyse der ATPase Aktivitat
wurde IMPACT-gereinigtes Dhhlp und durch Immunoprézipitation aus Heferohextrakten ge-
wonnenes Protein eingesetzt. In beiden Fallen konnte keine ATP Hydrolyse beobachtet wer-
den, obwohl die Mutationsanalyse eindeutig darauf hinweist, dass die ATPase Aktivitat essen-
tiell fir die Funktion des Dhhl Proteinsist.
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7 ANHANG

7.1 Accession Numbers:

Genbank Accession Number
GenBank CAA98734.1
SWISS-PROT | P39517

SGD S0002319
MIPS(PIR) S31229

7.2 Verwendete Oligonukleotide

Oligonukleotide fiir die PCR-basierte Gendisruption:

DHH1-AHis-FOR1: 5-TTAGCCCTTTTATTT CTT CAT AACCGCATCGCCATT
CGC ATA CGCTGC AGG TCG ACG GAT C-3

DHH1-AHis-FOR2: 5-TTA TTC CTA ATA GAA AGA TAGACG CAGAAAATTCTT
ACTTTTAGCCCT TTT ATT TCT TCA TAA CCG-3

DHH1-AHis-REV1: 5-CACAAA AAA AGC GTA TCT CACCACAGT AGT TATTTT
TTCTTA GCC GCA TAG GCCACT AGT GGA TC-3

DHH1-AHis-REV2: 5-TGG AGA TTT GAA AAA AGA TAA AAATAATCGACGATT
AGA TCA CAA AAA AAG CGT ATCTCA CC-3

Oligonukleotide fiir die Kontrolle der Gendisruption:

DHH1-AHis-Kontrolle-FOR: 5 -CAT TAT TGC CCA CAT CTG GGT GC-3
pFA6a-Kan-Kontrolle-REV: 5 -TAT ATT TCT CTA CAG GGG CGC GG-3
pFA6a-Trp-Kontrolle-REV: 5-TCT GCA AGC CGC AAA CTT TCA CC-3

Oligonukleotide fiir die Insertion eines C-terminalen 13-mvc Tags:

DHH1-C-myc-FOR1:5-AGG AAC ATT TCA TGG CGA TGC CACCTG GTCAGT CAC
AAC CCCAGT ATCGGA TCCCCG GGT TAATTA A-3

DHH1-C-myc-FOR2:5'-CCA CCG CAA ATG CCA TCG CAG CAG GGG TAT CCT CCA

Seite 123



Anhang

CAGCAGGAA CATTTCATG GCGATGCC-3
DHH1-C-myc-Kontrolle: 5-GAG CTA TCA TCA ACA AGC GAT ACC-3

Oligonukleotide fiir die Mutation der ATP-Bindestelle:

K96R:

DHH1-Lys-Arg-FOR: 5-GCA AAG AAT GGT ACA GGT AGG ACA GCC GCA
TTT GTT ATT CC-3

DHH1-Lys-Arg-REV: 5-GGA ATA ACA AAT GCG GCT GTC CTA CCT GTA CCA
TTCTTT GC-3

K96N:

DHH1-Lys-Asn-FOR: 5 -GCA AAG AAT GGT ACA GGT AAC ACA GCC GCA
TTT GTT ATT CC-3

DHH1-Lys-Asn-FOR: 5-GGA ATA ACA AATGCGGCT GTG TTA CCT GTA CCA
TTCTTT GC-3

Oligonukleotide fiir die Mutation des SAT-Motivs:

DHH1-SAT-AAT-FOR: 5-CACCAATCTTTATTATTT GCG GCT ACT TTC CCA
CTAACGG-3

DHH1-SAT-AAT-REV: 5-CCGTTA GTG GGA AAG TAG CCG CAA ATA ATA
AAGATT GGT G-3

DHH1-AAT-AAA-FOR: 5-CACCAATCTTTATTATTT GCG GCT GCC TTC CCA
CTAACGG-3

DHH1-AAT-AAA-REV: 5-CCGTTA GTG GGA AGG CAG CCG CAA ATA ATA
AAGATT GGT G-3

Oligonukleotide fiir die Amplifikation des DHHI-Promotors:
DHH1/1: 5-ACG TCT CGA GAGATC TGC TGC GGC TGG CG-3
DHH1/2: 5-ACG CCGGGT TTCTTTCTT GTCGTA TTT TAG GCC TGG G-3

Oligonukleotide fiir die Amplifikation der Verkiirzungen:

DHH1-N60-FOR: 5 -ACGTCGAGCTCCATA TGT GGA AAA CTG CAT TGA ATA
TTCCC-3

DHH1-C244-Smal-REV: 5 -TCC CCC GGG TACCGT TTCGTCATT TTCAGCC-3

DHH1-C244-PstI-REV: 5-AAA ACT GCA GTT ATACCGTTT CGT CAT TTT CAG
CC-3

DHH1/4-Xbal: 5-CTA GTCTAGACGAAA GTGTCG ATG AAA CTG GGC-3
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DHH1-C244-Sacl: 5-ACGTCGAGCTCT TATACCGTTTCGTCA TTT TCA GCC-3

Oligonukleotide fiir die Klonierung von DHH]1 in den Vektor pCYB2:

DHH1-Ndel-FOR: 5-GGA ATT CCA TAT GGG TTC CAT CAA TAA TAA CTT CAA
C-3

DHH1-Smal-REV: 5 -TCC CCC GGG ATA CTG GGG TTG TGA CTGACC-3

siRNA Oligonukleotide:
AS. 5-UGU CAG CCA GCA GCU CCU GdTdT
S 5 -CAG GAG CUG CUG GCU GAC AdTdT
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7.3 Klonierung der single-copy Expressionen der Verkiirzungen von
Dhhlp

Xhol Smal

DHI1Promotor

(1077 bp)

Leu

pRS315

(6018 bp)

Xhol/Smal

Xhol'sall Hindlll Smal BamHI Sacl Xhol/Smal

Leu

pRS315-DHH1 Promotor

(7038 bp)

DHH]1 Promotor

Ndel Sacl

DHHI1 C244
(140 ep) 1. Ndel

2. Klenow
3. Sacl

Smal/Sacl

pRS315-DHH1 C244

(8307 bp)

DHI1 Promotor

DHH1 C244
Sacl

Smal

Abb. 7-1  Klonierung der single-copy Trankierungen am Beispiel von C244. Der DHH1-Promotor (blau) wurde
mit den Primern Dhh1/1 und DHH1/2 amplifiziert, die eine 5’ -X%ol und 3'-Smal Schnittstelle anhéang-
ten. Dieses Fragment wurde Uber die X#ol und Smal Schnittstellen des pRS315 Vektors kloniert. Die
DHH1 C244 Trankierung (grin) wurde durch die Primer DHH1-Ndel-FOR und DHH1C244-Xbal -
REV amplifiziert und dann in die Smal und Xbal Schnittstellen des pRS315 DHH1 Promotor Plas-

mids kloniert.
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7.4 Klonierung der C-terminalen Intein Fusion von Dhhlp mit dem
IMPACT-System (NEB)

Ndel Smal

DHH1 ORF
(1537 bp)

Ndel/Smal

Ndel

pCYB2-DHH1
(8322%p)

DHH1-Intein Fusion

Hindlil
BamHI

Abb. 7-2 Der DHH1 ORF (blau) wurde mit den Primern DHH1-Ndel-FOR und DHH1-Smal-Rev in einer PCR
amplifiziert, wobei die Ndel und Smal Schnittstelle angehdngt wurden. Dieses Fragment wurde Uber
die Ndel und Smal Schnittstelle in den Vektor pCYB2 (NEB) kloniert, woraus eine in frame Fusion

mit dem Intein (rot) entstand.
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