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Zusammenfassung

DNA-Restriktions- und Modifikationssysteme sind in Prokaryoten weit verbreitet und
stellen einen wirksamen Schutz gegen das Eindringen mobiler genetischer Elemente
dar. Sie kodieren fur eine Restriktionsendonuklease (REase) und eine DNA-
Methyltransferase (MTase) gleicher Nukleotidsequenz Spezifitat. Die MTase methyl-
iert die zellulare DNA und schutzt sie durch diesen epigenetischen Marker vor der
Wirkung der REase. Die REase verhindert die Aufnahme fremder, unmethylierter
DNA durch sequenzspezifische Spaltung. EcoRlIl ist eine REase, die fur die effiziente
DNA-Spaltung mindestens zwei Kopien ihrer Erkennungssequenz bendtigt. Untersu-
chungen der EcoRII-Struktur und -Funktion offenbarten, dass das Protein aus zwei
stabilen Domanen aufgebaut ist, wobei die N-terminale Domane wie ein Repressor
die C-terminale Domane sterisch blockiert und deren katalytische Aktivitat verhindert.
Dieser als Autoinhibition bezeichnete und von eukaryotischen Proteinen gut bekann-
ter Regulationsmechanismus wurde erstmals flr eine REase vorgeschlagen. In die-
ser Arbeit konnten wir die Regulation der EcoRIl-Enzymaktivitat durch Autoinhibition
auf molekularer Ebene beweisen. Wir identifizierten 3-Strang 1 (B1: 18YFVYIKR24)
und a-Helix 2 (H2: 26SANDT30) als essenzielle inhibitorische Elemente der N-
terminalen Domane des EcoRII-Molekils. Die Deletion von B1 oder H2 flhrte zu ei-
ner vollstandigen Aufhebung der Autoinhibition. Dartber hinaus ist es uns gelungen,
die 3D-Réntgenkristallstruktur von EcoRIlI mit 1,9 A zu 16sen und mit Hilfe von Com-
putermodellen neue Interaktionen des Enzyms mit der DNA ,minor groove® zu be-
schreiben sowie eine Mg?*-Bindungstasche zu charakterisieren. Die Untersuchung
der EcoRII-MTase durch limitierte Proteolyse zeigte, dass das Enzym in Abhangigkeit
von der DNA-Sequenz und von seinen Kofaktoren, DNA auf unterschiedliche Weise
binden kann. Kristallisierungsversuche der EcoRIl-MTase in Anwesenheit der hemi-
methylierten DNA-Erkennungssequenz ergaben erste diffraktierende Kristalle, deren

Qualitat optimiert werden muss und zur Strukturlésung fuhren soll.

Schlagworter: Autoinhibition, EcoRIl, Kristallstruktur, Methyltransferase, Restriktions-

endonuklease



Abstract

Restriction and modification systems are wide spread among prokaryotes and pre-
sent an efficient protection against invasion of mobile genetic elements. In general,
they code for a restriction endonuclease (REase) and a DNA-methyltransferase
(MTase) of the same DNA specificity. The MTase methylates the cellular DNA and by
this epigenetic marker protects it against the action of the REase. The REase pre-
vents the entry of foreign unmethylated DNA by site-specific cleavage. EcoRIl is an
REase which needs at least two copies of the recognition sequence for efficient
cleavage. Investigations of the EcoRIl structure and function revealed that the protein
is composed of two stable domains: the N-terminal domain acts as a repressor by
sterically blocking the C-terminal domain and thereby inhibiting its catalytic activity.
This regulatory mechanism is known as autoinhibition and has been often described
for eukaryotic proteins, but for the first time was proposed for a REase. In this work,
we verified the regulation of the EcoRIl enzyme activity by autoinhibition at the mo-
lecular level. We identified B-strand 1 (B1: 18YFVYIKR24) and a-helix 2 (H2:
26SANDT30) as essential inhibitory elements of the N-terminal domain. Deletion of
B1 or H2 caused a complete abolishment of the autoinhibition. Furthermore, we were
able to solve the 3D-X-ray crystal structure of EcoRIl at 1.9 A. Based on computer
modelling we discovered new interactions between EcoRIl and the DNA minor
groove and defined the position of the Mg®" binding pocket. Investigations of the
EcoRIl MTase by limited proteolysis showed that the enzyme binds DNA depending
on DNA sequence and cofactors in different manners. Crystallography experiments
with EcoRIl MTase in the presence of hemimethylated recognition site DNA showed
for the first time diffracting crystals which need further optimisation to create high

quality crystals which allow structure solution.

Keywords: autoinhibition, crystal structure, EcoRIl, methyltransferase, restriction

enzyme
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1 Einleitung

Restriktions- und Modifikationssysteme (R/M-Systeme) bilden eine sehr interessante,
weit gefacherte und vielschichtige Enzymfamilie, die in viele Typen mit zahlreichen
Subgruppen unterteilt ist. Die R/M-Systeme bestehen dabei meist aus einer DNA-
Methyltransferase (MTase) und einer Restriktionsendonuklease (REase) mit gleicher
DNA-Sequenzspezifitat. Die Gene fur ein R/M-System befinden sich dabei in einem
Operon und werden oft auf Plasmiden, Prophagen und chromosomal kodiert. R/M-
Systeme sind unter diversen Bakterien und Archaea weit verbreitet. Dabei besitzen
beide Enzyme eines R/M-Systems die gleiche DNA-Sequenzspezifitat, so dass eine
zuvor erfolgte DNA-Methylierung der Erkennungssequenz durch die spezifische
DNA-Methyltransferase eine Spaltung durch die dazugehorige Restriktionsendonuk-
lease verhindert. Bereits 1979 wurden durch Werner Arber R/M-Systeme als ein bak-
terielles Abwehrsystem gegen Phagen entdeckt und charakterisiert [1]. Durch das
sequenzspezifische Schneiden ungeschutzter, zellfremder DNA verhindern die R/M-
Enzyme das unkontrollierte Eindringen von genetischem Material in die Zelle. Die
Einschrankung eines Eindringens und Austausches von DNA-Fragmenten wirkt dabei
auch als eine Art ,Evolutionsbremse®, die einen unkontrollierten Gentransfer verlang-

samt.

Die Rolle, als eine Art Immunsystem zu funktionieren, wird durch die Tatsache be-
kraftigt, dass Prokaryoten stédndigen Angriffen von Phagen ausgesetzt sind, gegen
die sie effiziente Abwehrmechanismen entwickelt haben. Man schatzt das globale
Vorkommen von prokaryotischen Zellen auf 10°°, denen etwa 10%' Phagen-Partikel
gegeniiberstehen. Dabei rechnet man weltweit mit 10?° stattfindenden Infektionen pro
Sekunde [2,3]. Die Tatsache, dass heute rund 4000 verschiedene REasen beschrie-
ben worden sind, die zudem etwa 300 unterschiedliche DNA-Sequenzen in nahezu
allen prokaryotischen Organismen reprasentieren, unterstreicht ihre wichtige Rolle
wahrend der Evolution der Organismen [4]. Dabei haben sich neben der allgemein
anerkannten Meinung, dass R/M-Systeme ein primitives Abwehrsystem gegen mobi-

le genetische Elemente darstellen, einige interessante neue Hypothesen etabliert.

Eine Theorie, welche das zahlreiche Auftreten der R/M-Systeme erklaren soll, be-
zieht sich dabei auf die Beobachtung, dass Zellen, die R/M-Gene bei der Teilung ver-
lieren, aufgrund von Doppelstrangbrichen zugrunde gehen [5]. Der Grund dafur ist,

dass bei der Zellteilung aulter den DNA-Molekilen auch alle anderen Zellkomponen-
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ten gleichermalen aufgeteilt werden, somit auch die REase- und MTase- Proteine.
Verliert eine der Zellen die R/M-Gene, so kann sie ihre eigene DNA vor Restriktion
nicht mehr effizient schitzen, da fur einen vollstdndigen Schutz alle genomischen
Erkennungsorte methyliert werden mussen; schon ein einziger Doppelstrangbruch
kann den Untergang der Zelle verursachen. Diese Eigenschaft der R/M-Systeme wird
dabei als egoistisch bezeichnet, da der Fortbestand der eigenen Gene und die Ver-

breitung der eigenen Erbinformation im Vordergrund stehen.

Aufgrund des standigen Selektionsdrucks, den die R/M-Systeme ausuben, stellen sie
aber gleichermalden sicher, dass fremde DNA nur eingeschrankt aufgenommen wer-
den kann. Die Beziehung der R/M-Gene zu ihrer Wirtszelle kann dabei als eine Art
,Symbiose“ betrachtet werden, da die Wirtszelle zwar gezwungen ist die Expression
der R/M-Gene um jeden Preis aufrecht zu halten, andererseits geniel3t sie den
Schutz vor fremder DNA. Diese Eigenschaften kdnnen den Siegeszug der R/M-
Systeme im Reich der Prokaryoten erklaren, da eine Zelle dem durch das R/M-
System auferlegten Selektionsdruck nur durch eine inaktivierende Mutation des Rest-
riktionsgens entfliehen kénnte. Eine vergleichende Analyse von bakteriellen Geno-
men unterstutzt diese Theorie und zeigt, dass Bakteriengenome statistisch betrachtet
nur Uber wenige palindromische Sequenzen verfugen und somit eine Kontraselektion
gegen mogliche Restriktionsstellen durchlaufen [6]. Diese Beobachtung kann
dadurch erklart werden, dass palindromische Sequenzen haufig von REasen erkannt

werden.

Diese Art eines Abhangigkeitssyndroms ist bei Bakterien weit verbreitet und im Falle
eines Toxin—Antitoxin-Systems (TA-System) fur den Wirtsorganismus oft von gro3em
Vorteil, da bei einer Ko-Lokalisation eines TA-Systems und eines Resistenzgens auf
demselben Plasmid, der Verbleib dieser Resistenzgene in einer Population gewahr-
leistet wird. So kdnnen Fahigkeiten Ubertragen werden, die die Bildung von 6kologi-
schen Nischen ermoglichen [7,8]. Ein klassisches Toxin-Antitoxin-System besteht aus
einem Toxin-Gen, das fur ein stabiles Protein kodiert, sowie einem Antitoxin-Gen, das
eine Toxin-neutralisierende, antisense RNA bildet oder fur ein labiles Antitoxin-Protein
kodiert. Das bekannteste TA-System bildet der hok-sok Locus des R1 Plasmids in
Escherichia coli (E.coli) [9,10,11]. Der Vergleich eines R/M- mit einem TA-System
zeigt, dass beide Systeme darauf gerichtet sind, den Verbleib der eigenen Gene in
der Population zu sichern. Beide Systeme nutzen dabei den Effekt des ,post-

segregational killing“, um einen starken Selektionsdruck auf den Verbleib der eigenen
8



Gene in der Zelle auszulben. Bei einer Gegenuberstellung von R/M- und TA-
Systemen entspricht die REase dem Toxin und die MTase dem Antitoxin. Die Be-
zeichnung von R/M-Systemen als egoistische Elemente ist durchaus berechtigt und
vergleichbar mit den ebenfalls egoistischen TA-Systemen, Homing Endonukleasen

und anderen mobilen genetischen Elementen.

Die Beobachtung, dass R/M-Gene oft von invertierten repetitiven Sequenzen flankiert
werden, unterstitzt die Theorie, dass R/M-Systeme durch Rekombinationsereignisse
zwischen unterschiedlichen genetischen Elementen ausgetauscht werden kdnnen
[7,12]. Sie dienen somit auch als treibende Kraft fur den horizontalen Gentransfer
[5,13,14]. R/M-Systeme kénnen ebenfalls eine wichtige Rolle bei dem Erwerb neuer
Fahigkeiten und der damit verbundenen VergréRerung des eigenen Genpools spie-
len. Dabei wird die ungeschutzte fremde DNA durch die Restriktionsendonukleasen
gespalten, so dass die entstehenden Fragmente Uber illegitime oder homologe Re-

kombination in das eigene Genom aufgenommen werden kénnen [15].

Durch die Fahigkeit der REasen, DNA zu spalten, mehrere DNA-Strange gleichzeitig
zu binden und auch DNA-Schlaufen ausbilden zu kdnnen, ist eine direkte Beteiligung
von REasen an Rekombinationsereignisse zwar durchaus denkbar, bis heute jedoch
nicht direkt bewiesen. Einen interessanten Mechanismus in einigen R/M-Systemen
stellt das Phanomen der ,Phasenvariation“ dar, bei dem durch Rekombinations- und
Inversionsereignisse innerhalb der R/M-Gene neue DNA-Substratspezifitaten entste-
hen [16]. Durch diesen Mechanismus sind die R/M-Systeme in der Lage, der Kontra-
selektion der Erkennungssequenzen in Phagengenomen entgegenzusteuern [17].
Grol3e Bedeutung in der Medizin haben die Ereignisse der ,Phasenvariation®, bei
denen Veranderungen der Genexpression zur Entstehung pathogener Bakterien-

stamme fuhren [18].

1.1 Klassifizierung von Restriktionsendonukleasen

REasen kdonnen aufgrund ihrer Untereinheiten, DNA-Sequenzspezifitat, Kofaktorab-
hangigkeit sowie ihres Reaktionsmechanismus in drei wichtige Typen unterteilt wer-
den (Typ I, Il und 1) [19,20,21]. Von rund 4000 charakterisierten REasen fallen 98%
auf den Typ Il, die verbleibenden 2% auf Typ | und Typ Il [4]. Typ II-REasen sind im
Allgemeinen als Homodimere organisiert, die in Anwesenheit von Mg?* beide Strange

der DNA in einer koordinierten Aktion innerhalb einer, meist palindromen DNA-
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Erkennungssequenz spezifisch spalten. Die Diversitat innerhalb der Typ [I-REasen
wurde durch zahlreiche biochemische und strukturelle Untersuchungen verschiede-
ner REasen des Typs Il in den letzten Jahren deutlich. Die als homogen vermutete
Gruppe der Typ lI-REasen stellte sich bei einer genauen Betrachtung als eine sehr
heterogene Population heraus, die eine zusatzliche Klassifizierung notwendig mach-
te (Abb. 1).

Die Gruppe der Typ II-REasen wird in mehrere Subtypen unterteilt. Der Subtyp A ist
durch eine asymmetrische Erkennungssequenz im DNA-Molekul charakterisiert. Zu
den Vertretern der A-Subtypen zahlt u.a. Fokl. Der Subtyp B zeichnet sich durch die
Spaltung auf beiden Seiten in jeweils beiden Strangen der Erkennungssequenz aus
(z.B. Bcgl). Der Subtyp C ist gekennzeichnet durch eine Lokalisation der beiden R/M-
Funktionsmodule auf demselben Polypeptid, beispielweise Gsul. Die Enzyme des
Subtyps E brauchen fur eine effiziente DNA-Spalten nur einen der beiden Erken-
nungsorte, wobei der andere als Effektor dient. Zu diesem Subtyp zahlt auch EcoRII.
Der Subtyp F weist eine konzertierte Spaltung der beiden Erkennungsorte auf (z.B.
Sfil). Die Enzyme des Subtyps G bendtigen den Kofaktor AdoMet zur
DNA-Spaltung (Bsgl und Eco571). Der Subtyp H wird durch eine zum Typ | identische
Genstruktur charakterisiert (z.B. Ahdl). Die Enzyme der Subgruppe M bilden eine

neue Gruppe, bei der eine Methylierung der Erkennungssequenz fur eine effiziente

Spalten auf beiden Seiten R/M-Untereinheiten
und in beiden Stréngen befinden sich im gleichem
der Erkennungssequenz Polypeptid (z.B.Gsul)
(z.B. Begl)

-‘ " Benotigen zwei Kopien der
| Erkennungssequenz.

Bendtigen asymmetrische Eine Kopie dient dabei als

Erkennungssequenzen Effektor, die andere .
. . ) Konzertierte Spaltung
{z.B. Acil) Subtyp A Subtyp B Subtyp C Subtyp E wird gespalten beider Erkennungsorte
(z.B. EcoRll) (z.B. Sfil)
Typ Il
, Restriktionsendonukleasen Eheid
Symmetrische oder —— SubtypT
asymmetrische Hemodimere die mit Mg"™
Erkennungssequenz. palindromische Erkennungsorte Subtyp G
Enzyme liegen als spalten R/M-Untereinheiten
Heterodimer vor befinden sich im gleichem
(z.B. Bsll) : Besitzen eine zum Typ | Polypeptid und werden
Subtyp S Subtyp P Subtyp M Subtyp H homologe Genstruktur durch AdoMet beeinflusst
(z.B. Ahdl) (z.B. Bsgl)
Besitzen asymmetrische
Erkennungs- und Spaltorte
und spalten auBerhalb der

Erkennungssequenz

(z.B. Fokl) Bendtigen eine methylierte

. I Erkennungssequenz
Eesu:z_en L fiir eine effiziente Spaltung
symmetrische B. I
Erkennungs- und (RB- Dol
Spaltstellen
(z.B. EcoRl)

Abbildung 1: Ubersicht iiber die unterschiedlichen Subtypen von Typ IlI-Restriktions-
endonukleasen und ihre Eigenschaften
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Spaltung Voraussetzung ist (Dpnl). Der Subtyp P zeichnet sich durch eine symmetri-
sche Erkennungs- und Spaltstelle aus (z.B. EcoRl). Die Enzyme des Subtyps S be-
sitzen einen asymmetrischen Erkennungs- und Spaltort. Zu diesem Subtyp zahlen
die meisten Typ IlI-Enzyme. Die bekanntesten Vertreter dieser Gruppe sind Aarl und
Mmel. Der Subtyp T wird von REasen gebildet, die eine symmetrische oder asym-
metrische DNA-Erkennungssequenz besitzen und deren REasen als Heterodimere
vorliegen (z.B. Bsll). Die Entdeckung, Charakterisierung und Nutzung von REasen
hat in den vergangenen Jahrzehnten viele Zweige der Naturwissenschaft und Medi-
zin vorangetrieben. lhre Nutzung als molekularbiologische Werkzeuge hat die Wis-
senschaft und Medizin der vergangenen Jahrzehnte gepragt und vielen Fachrichtun-
gen zum Durchbruch verholfen. Die kommerzielle Verfugbarkeit von REasen fur mehr
als 200 spezifische DNA-Sequenzen hat alle molekularbiologischen Fachrichtungen
geformt und das Verstandnis von vielen zellularen Prozessen verbessert. Zuneh-
mend wachst aber auch die Bedeutung von R/M-Systemen in der Medizin als Deter-
minante der bakteriellen Virulenz [22,23]. Die Verwendung von REasen zum Zweck

der Gentherapie wird ebenfalls seit mehreren Jahren untersucht [24,25].

Bei der Gentherapie konnten fehlerhafte Gene durch gezielt gesetzte Doppelstrang-
briiche ausgeschaltet oder durch die Zugabe einer korrekten Genkopie mittels homo-

loger Rekombination ausgetauscht werden [26].

Eine offene Frage besteht darin, wie REasen ihre hohe Genauigkeit in der sequenz-
spezifischen Erkennung erreichen. Bis jetzt sind bereits Kristallstrukturen von 36 Typ
[I-REasen geldst worden, welche einen Einblick in die funktionellen Mechanismen
der DNA-Erkennung und -Spaltung erlauben. In den vorhandenen Strukturen konnten
konservierte Sekundarstrukturen, wie das als ,Core“ bezeichnete katalytische Ele-
ment erkannt werden, welches aus 5-strangigen B-Faltblattern sowie flankierenden a-
Helices besteht [20]. Dieses endonukleolytische ,Core“-Element ist bei zahlreichen
Proteinen verschiedener Spezies identifiziert worden; zu diesen zahlen das Vsr-
Protein (very short patch repair), das MutH-Protein, Homing-Endonukleasen, die
~cap-snatching“- Endonuklease vom Influenzavirus sowie die Alkaline Exonuclease
des Herpesvirus [27,28,29,30,31,32]. Im Gegensatz dazu sind die an der DNA-
Bindung beteiligten Domanen unterschiedlich aufgebaut. Die DNA-Bindung erfolgt

bei vielen REasen auf einzigartige Weisen.
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1.2 EcoRlIl, eine ganz typische Restriktionsendonuklease?

Bei der Untersuchung klinischer Isolaten von E.coli in den Jahren 1968 bis 1972 ent-
deckten die Wissenschaftler D. Bannister und S.W.Glover ein Restriktionssystem,
das die Vermehrung des A-Phagen einschrankt [33,34] und das heute als EcoRII-R/M
System bezeichnet wird. Die EcoRII-Restriktionsendonuklease erkennt die unmethyl-
ierte DNA-Sequenz 5'CC(A/T)GG 3' und spaltet die Phosphodiesterbindung vor dem
ersten Cytidin der Sequenz [35]. Die Gene fur das EcoRII-R/M-System wurden 1980
kloniert [36]. Bereits 1982 wurden die Proteine isoliert und erstmals untersucht
[36,37]. Bei der Untersuchung der Genstruktur des EcoRII-R/M-Systems stellte sich
heraus, dass die R/M-Gene in einer konvergenten Orientierung von verschiedenen
Strangen transkribiert werden. Die beiden offenen Leserahmen werden dabei von
verschiedenen Promotoren kontrolliert. Das "ecoRI/I-Gen kodiert dabei fiir ein 45,6 kD

groRes Protein, wobei das "ecoRII-Gen fiir ein 58 kD groRes Protein kodiert [38,39].

Bei spateren biochemischen Untersuchungen in den folgenden Jahren sind weitere
interessante Details aufgedeckt worden. Es konnte gezeigt werden, dass T3 und T7
Phagen-DNA trotz vorhandener EcoRIl-Erkennungssequenzen nicht gespalten wer-
den konnte. Erst nach der Zugabe von DNA-Fragmenten mit der EcoRIl-
Erkennungssequenz in trans wurde EcoRIl aktiviert und die Phagen-DNA vollstandig
gespalten [40]. Es stellte sich heraus, dass die Distanz zwischen den Erkennungsor-
ten den limitierenden Faktor fir die EcoRIl vermittelte Spaltung darstellt. Diese Fest-
stellung gilt grundsatzlich bei EcoRlIl sofern sich die Erkennungsorte, die fir die Spal-

tung bendtigt werden auf einem DNA-Molekil befinden [41].

Bei einem Sequenzvergleich von EcoRIl und Rekombinasen zeigte sich eine evoluti-
onare Verwandtschaft. Die Substitution von Tyrosin 308 zu Phenylalanin in EcoRlI
schaltete das katalytische Zentrum vollstandig aus, ohne die DNA-Bindung dabei zu
beeinflussen. Da diese Position bei Rekombinasen eine hochkonservierte, funktionell
wichtige Position darstellt, wurde eine enge Verwandtschaft zwischen EcoRIl und

Rekombinasen postuliert [42].

Bei weiteren Untersuchungen des EcoRII-Reaktionsmechanismus ist festgestellt
worden, dass trotz einer eingeflgten Barriere (Lac-Repressor) zwischen den EcoRlII-
Erkennungsorten eine vollstandige DNA-Spaltung stattfindet. Diese Beobachtung
fUhrte zu der Annahme, dass EcoRIl mit zwei Erkennungsorten durch die Ausbindung
von DNA-Schlaufen interagiert [43]. Die Formation von DNA-Schlaufen durch EcoRli
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wurde mittels Transmissionselektronenmikroskopie bestatigt, wobei DNA-Schlaufen

sichtbar gemacht werden konnten [44].

Einen grol’en Schritt bei der Klarung des EcoRII-Reaktionsmechanismus lieferten
Experimente mit synthetischen, membrangebundenen Peptiden, die Uberlappend die
vollstandige EcoRIlI-Aminosaure Sequenz darstellten. Dabei wurden diese Membra-
nen mit kurzen synthetischen Oligonukleotiden inkubiert, die die EcoRlII-
Erkennungssequenz enthielten. Es zeigte sich dabei, dass die Aminosauren 88-102
und 256-273 an der DNA-Bindung beteiligt sind und somit zwei DNA-

Bindungsdomanen wahrscheinlich sind [45].

Einen Meilenstein bei der Untersuchung von EcoRlI lieferten die Ergebnisse der pro-
teolytischen Spaltexperimente. Dabei wurde bestatigt, dass EcoRIl aus zwei Doma-
nen besteht, die jeweils unabhangig voneinander spezifisch DNA binden kdnnen. Die
C-terminale Doméane (EcoRII-C) besitzt die katalytische Aktivitat, wohingegen die N-
terminale Domane (EcoRII-N) nur DNA binden kann. Die Abtrennung der N-
terminalen Domane von EcoRII fuhrte dabei zu einer Aktivierung der Spaltaktivitat,
bei der Substrate mit nur einem Erkennungsort effizient gespalten werden konnten
[46]. ,Photo-cross-linking“-Experimente identifizierten den direkten Kontakt von Ami-
nosaure Tyr41 in der N-terminalen Region mit dem 5°C der 5°CCA/TGG Erkennungs-

sequenz [47].

Einen grofen Erkenntniszugewinn brachte die Lésung der EcoRII-Mutantenstruktur
R88A, die vermuten liel3, dass EcoRII Uber einen Autoinhibitionsmechanismus, ,eine
Art molekularen Schalter®, reguliert wird. Dabei blockieren in Abwesenheit von spezi-
fischer DNA die N-terminalen EcoRII-Domanen sterisch das katalytische Zentrum,
das aus den beiden C-terminalen Domanen gebildet wird. In Abwesenheit von DNA
mussen zunachst die EcoRII-N Domanen durch eine Aktivator-DNA besetzt werden,
um dann nach Konformationsanderungen die EcoRII-C Domane fur ein zweites
DNA-Molekul zuganglich zu machen, das gespalten werden kann [48]. Autoinhibition
als Mechanismus der Regulation von Enzymaktivitat war bisher nur flr eukaryotische
Signaltransduktionsproteine und Transkriptionsfaktoren beschrieben worden, fur
Restriktionsendonukleasen war sie dagegen vollig unbekannt. Andere Autoren publi-
zierten ein Modell, das sogar die gleichzeitige Bindung von drei DNA-Molekulen fur
eine Spaltreaktion von EcoRIl voraussetzt [49]. Die Darstellung entsprechender drei-

facher synaptischer Komplexe mittels Transmissionselektronenmikroskopie gelang
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den Autoren allerdings nur in einem sehr geringen prozentualen Anteil innerhalb der
untersuchten Population [50]. Gegen die gleichzeitige Bindung von drei DNA-
Erkennungsorten durch EcoRII sprechen neuere FRET Untersuchungen mit Fluores-

zenz markierten linearen DNA-Molekulen [51].

Bei der Untersuchung des DNA-Bindungsmechanismus von EcoRII-C eréffnete sich
ein weiterer neuer Aspekt der DNA-Erkennung bei REasen. Interessanterweise er-
halten die Enzyme durch das ,Herausflippen® der zentralen Base aus der Erken-
nungssequenz zusatzliche Spezifitat, ein Mechanismus, der bis dahin nur fur DNA-
Methyltransferasen bekannt war [52]. EcoRIl gehdrt damit zu einer der ersten

REasen, bei der dieser Mechanismus nachgewiesen wurde [53].

Durch die kurzlich geldste Struktur der separaten N- und C- Domane von EcoRII im
Komplex mit DNA bieten sich zwar neue Einblicke in den DNA-
Bindungsmechanismus von EcoRlI, ein vollstandiges und belastbares Modell fir den

EcoRII-Reaktionsmechanismus fehlt jedoch [54].

EcoRII kann als ein Prototyp der REasen angesehen werden, der zahlreiche Eigen-
schaften verschiedener Enzyme in sich vereinigt und viele Fragen Uber seine evoluti-
ve Entstehung aufwirft. Interessanterweise ergab die NMR-Strukturanalyse des
pflanzlichen Transkriptionsfaktors RAV1 eine ausgepragte strukturelle Ahnlichkeit zu

der N-terminalen DNA-Bindungsdomane von EcoRlII [55].

1.3  Funktion und Struktur von DNA-Methyltransferasen

i AdoMet AdoHcy \
NS \ / NS
!:2 ) r!: mC5-Mtase .{Cz . E(-lj

DNA DNA

Abbildung 2: Reaktionsmechanismus der Methylierung am Beispiel der C5-Methylierung.
Position der Methylierung ist rot dargestelit.

DNA-Methyltransferasen katalysieren den Transfer einer Methylgruppe von S-
Adenosyl-L-Methionin (AdoMet) zur DNA und hinterlassen dabei S-Adenosyl-L-

Homocysteine (AdoHcy) und methylierte DNA (Abb. 2). Dabei kénnen die Positionen
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C5 und N4 in Cytosin und N6 in Adenin methyliert werden, wahrend bei Eukaryoten

nur die Methylierung der C5-Position weit verbreitet ist, wohingegen in Prokaryoten

alle drei Positionen methyliert werden (Abb. 3).
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Abbildung 3: Beispiel der verschiedenen Methylierungspositionen. Die Methylgruppen sind in der
Grafik jeweils rot dargestellt.

Im Allgemeinen bestehen MTasen aus zwei Doméanen, einer kleinen und einer gro-
Ren [56,57]. In der Kontaktstelle zwischen den beiden Domanen befindet sich die
DNA-Erkennungs- und Bindungsregion. Alle Typen von MTasen besitzen eine ge-
meinsame Struktur, den sogenannten ,AdoMet-dependent MTases fold“, der die
AdoMet-Binderegion darstellt. MTasen werden in zwei Klassen unterteilt. Die exozyk-
lischen MTasen Ubertragen die Methylgruppe auf die Position N4 im Cytosin oder N6
in Adenin, die endozyklischen MTasen, auf die Positionen C5 in Cytosin (Abb. 3).

Bei einer Untersuchung der Primarstruktur von C5-Cytosin MTasen sind konservierte
Motive (I-X) entdeckt worden, die in einer linearen Form vorliegen [58,59]. Die Motive
[, I und Ill sind bei allen Methyltransferasen eindeutig als AdoMet-Bindemotive cha-
rakterisiert worden, wobei die Motive Il und Il nicht so konserviert sind wie Motiv |
[57,60,61,62]. Das Motiv IV (Aminosaure Sequenz PCQ bei C5- und DPPY bei N6 -
Methyltransferasen) ist fir den Transfer der Methylgruppe essentiell. Mutationen die-
ser Region resultieren in einem vollstandigen Aktivitatsverlust [63,64]. Fur Motiv V
konnte ebenfalls eine Funktion in der AdoMet-Bindung gezeigt werden [65]. Fur die
Motive VI und VIl sind noch keine eindeutigen Funktionsvorhersagen getroffen wor-
den, wohingegen die Motive VIII und IX wegen einer hohen Variabilitat innerhalb der
Sequenz unter den Methyltransferasen als DNA-Erkennungsmotive (Target recogni-
tion domain) beschrieben werden konnten [66,67]. Motiv X Gbernimmt eine Rolle bei

der Ausbildung der AdoMet-Bindetasche [56]. Bei einem Vergleich von exo- und en-
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dozyklischen DNA-Methyltransferasen zeigte sich Uiberraschend eine hohe Uberein-
stimmung im Bereich des katalytischen Zentrums, was auf eine enge Verwandtschaft

dieser beiden Enzymgruppen hindeutet [65].

MTasen verfugen uber die Fahigkeit die zu methylierende Base aus dem DNA-Strang
um 180° ,herauszuflippen®, um dadurch ihre Spezifitdt zu erhdhen und den Transfer
der Methylgruppe zu ermaéglichen [52]. Der erste Schritt bei der Methylierungsreakti-
on ist die sequenzspezifische Bindung an die DNA. Nach Kofaktorbindung und dem

.Herausflippen® der zu methylierenden Base wird die Methylgruppe Ubertragen [68].

MTasen erflllen in pro- und eukaryotischen Zellen zahlreiche wichtige Funktionen.
Sie kontrollieren die Transkription, nehmen Einfluss auf die posttranslationalen Repa-
raturmechanismen, kontrollieren die DNA-Replikation und den Zellzyklus, Uberneh-
men in R/M-Systemen die Funktion der Antitoxine und schitzen den Organismus vor
dem Zelltod durch REasen [69,70]. Es sind derzeit rund 8000 eingetragene DNA-
MTase Gene in der REBASE Datenbank zu finden, die weit tber 300 verschiedene
DNA-Sequenzen erkennen [4]. |hre vielfaltigen Aufgaben und ihre hohe strukturelle
Diversitat machen sie sowohl zu interessanten Modellenzymen bei der Untersuchung
von molekularen DNA-Erkennungsprozessen, als auch zu einem biologischen Modell

bei der Untersuchung verschiedener zellularer Mechanismen [61,71].

1.4 M.EcoRll, die Charakterisierung einer DNA-Methyltransferase

M.EcoRII wurde bereits 1973 als Teil eines R/M-Systems beschrieben und 1980 klo-
niert [35,36]. Bei M.EcoRIl handelt es sich um eine endozyklische C5-Cytosin-
Methyltransferase, die das zweite Cytosin der C"CA/TGG- Erkennungssequenz als
Monomer methyliert. M.EcoRII verfugt tber ein fur DNA-MTasen ungewohnlich gro-
Res Molekulargewicht von 58 kD und ist damit rund 30% grol3er als vergleichbare
DNA-MTasen [72]. Als Komponente eines R/M-Systems bildet die DNA-MTase zu-
sammen mit der EcoRIlI-Endonuklease ein Zweikomponentensystem, das die Zelle
vor dem Eindringen fremder DNA schutzt. Dabei versieht die EcoRIl-MTase die zellu-
lare DNA mit einem epigenetischen Marker und ermdglicht damit die Unterscheidung

zwischen zellfremder und zelleigener DNA.

Wie bereits im Falle der EcoRII-REase diskutiert, verfugt die EcoRIl-MTase ebenfalls

uber besondere Eigenschaften. Eine der ersten biochemischen Untersuchungen
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zeigte, dass mit 5-Azacytidin modifizierte DNA zu einer irreversiblen Bindung von
M.EcoRII an DNA fuhrt. Ein im Anschluss an die irreversible Bindung durchgefuhrter
proteolytischer Verdau zeigte, dass das gesamte Enzym bis auf die ersten 85 N-
terminalen Aminosauren vor proteolytischem Verdau geschutzt wird. Es stellte sich
durch Deletionsmutagenese auRerdem heraus, dass die ersten 97 Aminosauren fur

die Methylierungsaktivitat von M.EcoRlII nicht essentiell sind [73].

Bei weitergehenden Untersuchungen wurde festgestellt, dass M.EcoRIl die eigene
Expression regulieren kann. Dies wurde klar, als man 5-Azacytidin zu einer wach-
senden Bakterienkultur gab und feststellte, dass durch die irreversible Bindung an die
DNA die Gesamtmenge an M.EcoRIl zuerst sank, sich anschliel3end schnell erholte
und letztlich zu einer deutlich erhéhten M.EcoRII-Expression fiuhrte. Dieser Effekt ist
abhangig vom M.EcoRII-Promotor. Der Austausch des M.EcoRlIl-eigenen Promotors
durch einen anderen Promotor fuhrte dazu, dass die Expression nicht mehr 5-
Azacytidin sensitiv war [74]. Diese Ergebnisse konnten auch auf der Transkriptionse-

bene bestatigt werden [75].

Weitere biochemische Untersuchungen zeigten, dass M.EcoRII direkt an die eigene
Promotorsequenz binden kann [74]. Durch DNasel-Footprinting wurde die fur die
Bindung notwendige Sequenz auf 47-49 Basenpaare eingeschrankt. Zusatzlich konn-
te gezeigt werden, dass die Repression der Transkription methylierungs-unabhangig
ist [76]. Die gezielte Insertion von vier Aminosauren an der Position 56 fihrte zu einer
Aufhebung der eigenen Transkriptionsinhibition [76,77]. Durch vergleichende Se-
quenzuntersuchungen mit anschlielender Computermodellierung von M.EcoRIl und
M.Hhal konnte ein erstes 3D-Modell von M.EcoRII erstellt werden, dass auf der
Struktur von M.Hhal basiert. Das erstellte M.EcoRII-Computermodell und die durch-
geflhrte Analyse zeigten, dass fur die ersten 90 Aminosauren keine Strukturvorher-

sagen moglich sind [72].

Bei weiteren Studien wurde der DNA-Bindungsmechanismus von M.EcoRIl an modi-
fizierten Oligonukleotiden untersucht. Dabei sind die an der Bindung beteiligten Re-
gionen charakterisiert worden und die Aminosauren Gly268 und Met391 als Interakti-
onspunkte zwischen M.EcoRIl und der DNA bestimmt worden [78,79,80,81].
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2 Methoden

2.1 Bakterienanzucht und Proteinreinigung liber Nickel-Nitrilotriacetic acid
(NI-NTA)-Affinitatschromatographie

Die Proteine mit N-terminalem 6xHis-Tag, EcoRII, EcoRII-N, EcoRII-C, sowie alle
anderen EcoRIl-Mutantenenzyme wurden in E. coli JM109 (pDK1recori Mecori”)
Uberexprimiert (Tab.1). Die Methyltransferasekonstrukte M.EcoRIl, M.EcoRIl 1-113,
M.EcoRIl 114-512 wurden dagegen in E. coli JM109 Uberexprimiert. Die Uberexpres-
sion wurde im LB-Medium durchgefuhrt. Die Induktion erfolgte nach dem Erreichen
der notwendigen Zelldichte mit IPTG. Die Zellen sind anschlief3end durch eine Ultra-
schallbehandlung aufgeschlossen und mittels (NI-NTA)-Affinitatschromatographie
und Heparinagarose gereinigt worden. Fur eine detaillierte Beschreibung der Reini-
gung verweise ich auf folgende Publikationen [43,46]. Fur die Kristallisation von
M.EcoRII wurde ein zusatzlicher Reinigungsschritt durchgefihrt. Die Proteine wurden
durch eine Gelffiltration mit der Superdex 200-Saule gereinigt. Bei dieser Gelfiltration
enthielt der Puffer 20 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
(HEPES) pH 7,6; 250 mM NaCly; 1 mM Dithiothreitol (DTT) und 5 mM Ethylendiamin-
tetraessigsaure (EDTA). Die Proteine wurden mittels SDS-Gel Elektrophorese analy-
siert und mit Coomassie gefarbt (Serva). Die Proteinkonzentration wurde durch Mes-
sung der Absorption bei 280 nm unter Einbeziehung des jeweiligen spezifischen

Extinktionskoeffizienten berechnet.

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Mutantenenzyme und Bakterienstamme

Mutantenenzyme Bakterienstdmme Herkunft
EcoRlI E. coli JM109 (pDK1recori Mecoril) [43]
EcoRII-N E. coli JIM109 (pDK1recori Mecoril) [46]
EcoRII-C E. coli JIM109 (pDK1recori Mecoril) [46]
EcoRII-E145A E. coli IM109 (pDK1recori Mecori’) diese Arbeit
EcoRII-S173A E. coli IM109 (pDK1recori Mecori’) diese Arbeit
EcoRII-E351A E. coli IM109 (pDK1recori Mecori’) diese Arbeit
EcoRII-S354A E. coli IM109 (pDK1recori Mecori’) diese Arbeit
EcoRII-DH1 E. coli IM109 (pDK1recori Mecori’) diese Arbeit
EcoRII-DB1 E. coli IM109 (pDK1recori Mecori’) diese Arbeit
EcoRII-DH2 E. coli IM109 (pDK1recori Mecori’) diese Arbeit
EcoRII-K376A-K377A E. coli IM109 (pDK1recori Mecori’) diese Arbeit
M.EcoRlI E. coli JIM109 diese Arbeit
M.EcoRII 1-113 E. coli JIM109 diese Arbeit
M.EcoRII 114-512 E. coli JM109 diese Arbeit
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2.2 Plasmid-DNA Reinigung

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide wurden mit Hilfe des ,Plasmid Maxi Kit"
bzw. ,Plasmid Miniprep Kit“ gereinigt (QIAGEN).

2.3 Ortsspezifische Mutagenese

FiUr die Herstellung der EcoRII-Konstrukte wurde das Plasmid pQE-RII, ein Derivat
des pQE-30 Expressionsvektors (Qiagen GmbH) als Template verwendet [43]. Fur
die Herstellung der M.EcoRII-Konstrukte wurde das pDK1 Plasmid verwendet, das
das M.EcoRII-Gen beinhaltet (NCBI Referenz Sequenz: YP_724464.1) [45]. Die Mu-
tagenese wurde mit Hilfe des ,QuikChange-Mutagenesis-Kit“ von Stratagene durch-
gefuhrt. Die EcoRII-Konstrukte wurden im Anschluss an die PCR-Produkte in kompe-
tente Escherichia coli JM109 Zellen (pDK1recori Mecori”) transformiert. Die EcoRlI-
Deletionsmutanten AH1, AB1, AH2 sowie M.EcoRII 1-113 und M.EcoRII 14-512 wur-
den durch eine PCR konstruiert, bei der die PCR-Primer die zu entfernende Region
aussparen und in entgegengesetzter Richtung von dieser Region amplifizieren. Diese
PCR-Produkte haben glatte Enden und wurden mit einer T4-Ligase zu zirkularen
Konstrukten ligiert. Anschlielend wurden Escherichia coli JM109 Zellen transformiert.
Alle DNA-Konstrukte wurden sequenziert. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 2

aufgelistet.

Tabelle 2: Oligonukleotide, die fiir die Herstellung der Mutanten verwendet wurden

Mutagenese-

Oligonukleotide Orientierung Sequenz Firma

EcoRIlI E145A vorwarts 5'-GCCAGCACTGATGAAGCGGACGTCATTGAGACC Sigma Aldrich
EcoRII E145A rickwarts 5-GGTCTCAATGACGTCCGCTTCATCAGTGCTGGC Sigma Aldrich
EcoRII S173A vorwarts 5'GATTCTAGGCGGACTAGCGCTACAGCAAGCGCCAG Sigma Aldrich
EcoRII S173A rickwarts 5-CTGGCGCTTGCTGTAGCGCTAGTCCGCCTAGAATC Sigma Aldrich
EcoRII E351A vorwarts 5-CTGTTTACACTCCAGGCGGGAGTTTCTCTGGCT Sigma Aldrich
EcoRII E351A rickwarts 5'-AGCCAGAGAAACTCCCGCCTGGAGTGTAAACAG Sigma Aldrich
EcoRIlI S354A vorwarts 5-GTTTACACTCCAGGAGGGAGTTGCTCTGGCTCAAT Sigma Aldrich
EcoRIlI S354A rickwarts 5'-ATTGAGCCAGAGCAACTCCCTCCTGGAGTGTAAAC Sigma Aldrich
EcoRII-DH1 vorwarts 5'-AATTACTTCGTCTACATCAAACGCC BioTezZ
EcoRII-DH1 rickwarts 5-GTGATGGTGATGGTGATGCGATC BioTeZ
EcoRII-DB1 vorwarts 5'-CTTTCCGCCAACGATACCG BioTezZ
EcoRII-DB1 rickwarts 5-ATTCTCACATGCGATCTCAAG BioTeZ
EcoRII-DH2 vorwarts 5-GGCGCAACAGGTGGTCACC BioTeZ
EcoRII-DH2 rlickwarts 5-AAGGCGTTTGATGTAGACGAAG BioTez
EcoRII K376A-K377A  vorwarts 5-ACGCAGCATACCCGGAGGCGGTGAGAG Sigma Aldrich
EcoRIlI K376A-K377A  rickwarts 5'-GCAGAGATGATGGCAACGACCAATCTGA Sigma Aldrich
M.EcoRlI vorwarts 5'-AAAAGTCGACGATTCGTTCAACCTTGCACGAATCGGC Sigma Aldrich
M.EcoRlI rickwarts 5-AAAAGGATCCATGAGTGATACAGTTTCACCCATAAGA Sigma Aldrich
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M.EcoRII 114-512 vorwarts 5'-ACGGATCCCCTGCACATCACCCTGACTATGCCTTCCGG Sigma Aldrich

M.EcoRII 114-512 rickwarts 5'-TCTATCAACAGGAGTCCAAGCTCAGCTAATTAAGCTTGGC Sigma Aldrich
M.EcoRIl 1-113 vorwarts 5'-AACAATTTCACACAGAATTCTTAAAGAGGAGAAATTAA Sigma Aldrich
M.EcoRII 1-113 rickwarts 5'-AAAAAGCTTCGCTTCCGGAAGCATTTTTCGTAGAAGTTCC  Sigma Aldrich

2.4 Titration von EcoRII-N in trans

Die 20 ul Ansatze wurden in 1X EcoRII-Reaktionspuffer mit 0,32 pmol EcoRII-C (oder
Mval) sowie EcoRII-N (0,32 pmol bis 32 pmol) auf Eis pipettiert und fur zehn Minuten
vorinkubiert [43]. Durch die Zugabe von 150 ng (0,32 pmol EcoRII Erkennungsorten)
von Hindlll-linearisierter pBR322 DNA (Dcm’) wurde die Reaktion gestartet. Die An-
satze wurden bei 37°C fur eine Stunde inkubiert. Die Spaltung von pBR322 DNA
durch BstNI wurde in 1X NEB2 Puffer mit 100 mg/ml Bovine serum albumin (BSA)
durchgefuhrt. Die Ansatze wurden anschlieRend in 1% Agarose-Gelen aufgetrennt

und mit Ethidiumbromid gefarbt.

2.5 DNA-Spaltaktivitat durch Substitutions- und Deletionsmutanten von
EcoRlI

Die DNA-Spaltexperimente mit den Substitutionsmutanten EcoRII-E145A,
-S173A, -E351A und -S354A wurden mit 300 ng (35,1 fmol EcoRII-Erkennungsorten),
die DNA-Spaltexperimente mit den Deletionsmutanten EcoRII-AH1, -AH2, -AB1 mit
400 ng T3 Phagen-DNA (46,8 fmol EcoRII-Erkennungsorten), in 1X EcoRII-
Reaktionspuffer durchgefiihrt. Die Enzyme wurden dabei im Uberschuss eingesetzt
(siehe jeweilige Abbildungslegende). Die 25 ul Ansatze wurden anschlieend fur zwei
Stunden bei 37° C inkubiert und hinterher durch 0.7% bzw. 0.8% Agarose-Gele ge-

trennt und mit Ethidiumbromid gefarbt.

2.6 DNA-Spaltaktivitat in Anwesenheit von synthetischen Peptiden

Die synthetischen Peptide wurden bei Genscript Corporation (Piscataway, NJ, USA;
http://www.genscript.com) hergestellt. Das Peptid 1 entspricht dabei den EcoRlII-
Aminosauren 4-33 Sequenz SVFHNWLLEIACENYFVYIKRLSANDTGAT und besitzt
ein Molekulargewicht von 3475,96 g/mol. Peptid 2 entspricht den EcoRII-
Aminosauren 144-173 Sequenz EEDVIETAIGEVIPGALISGPAGQILGGLS, mit ei-

nem Molekulargewicht von 2906,31 g/mol. Peptid 3 reprasentiert eine zufallige Ami-
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nosauresequenz AEYPAHGTRLVKRLQTFVPNKEILCSMDGS, mit einem Molekular-
gewicht von 3361,93 g/mol. Peptid 1 (0,533 mg) und Peptid 3 (0,631 mg) konnten
problemlos in Wasser gelost werden. Peptid 2 (0,660 mg) konnte nur durch eine
tropfchenweise Zugabe von 7% Ammoniumbikarbonat in Wasser, wie vom Hersteller
empfohlen, gelést werden. Die Peptide wurden auf die gewlinschten Konzentrationen
mit Wasser verdunnt. Die 20 uyl Ansatze wurden durch Zugabe von 1X Reaktionspuf-
fer, 0,64 pmol EcoRII-C (oder 0,07 pmol Mval) sowie der entsprechenden Menge der
jeweiligen Peptide auf Eis angesetzt und flr zehn Minuten vorinkubiert. Durch Zuga-
be von 150 ng pBR322 DNA (0,32 pmol EcoRIl-Erkennungsorten) wurde die Reakti-
on gestartet und die Ansatze bei 37°C flur eine Stunde inkubiert. Die Spaltprodukte
wurden anschliel3end in 1% Agarose-Gelen aufgetrennt und mit Ethidiumbromid ge-
farbt. Um Probleme durch Inkompatibilitat von Puffern auszuschlieRen, wurden alle
Experimente, die EcoRIl enthielten, ausschlieRlich im EcoRII-Reaktionspuffer durch-
gefuhrt [43]. Da flr das kommerzielle Mval keine Angaben Uber die Proteinkonzent-
ration verfugbar sind, haben wir durch vergleichende Analyse von Mval-
Proteinbanden mit bekannter Proteinmenge aus SDS-Polyacrylamid Gelen nach

Coomassie-Farbung die Proteinkonzentration von Mval visuell geschatzt.

2.7 Berechnungen der freien Energie mit FoldX

Fur die FoldX Analyse wurde jede Aminosaure innerhalb der Domanenschnittstelle
automatisch zu Alanin mutiert und die Anderung der ,freien Energie“ berechnet. Um
eine solche Analyse fur unsere Fragestellung durchfihren zu kdnnen, haben wir die
N-terminalen (1-173) und C-terminalen Aminosauren (174-402) als eigenstandige
Molekule betrachtet (PDB Eintrag 1NA6) und die Domanenzuordnung manuell gean-
dert. Die Berechnungen wurden schliefdlich mit FoldX Version 2.65
(http://foldx.embl.de) und dem “complex_alascan” durchgefuhrt [26]. Die Abbildungen
wurden mit der frei zuganglichen Software PyMOL Version 0.99rc6

(http://www.pymol.org/) erstellt.

2.8 Circular Dichroismus-Spektroskopie

Die Messung der CD-Spektren der Proteine wurde mit dem ,Applied Photophysics

PiStar Kinetic Circular Dichroism Spectrometer” im Institut fir Biophysikalische Che-
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mie an der Medizinischen Hochschule Hannover durchgefiihrt. Die Messungen wur-
den mit einer adaptiven Scan-Rate durchgeflhrt. Die Bandenbreite betrug dabei
5 nm. Durch die niedrige Proteinkonzentration der Proben (0,04 bis 0,1 mg ml™") wur-
de eine 3 mm dicke Kuvette verwendet. Fur die Auswertung der Ergebnisse wurden
jeweils finf Messungen fir jede Probe gemittelt und mit der Software K2D ausgewer-
tet.

29 Limitierte Proteolyse von M.EcoRlI

Bei der kinetischen Untersuchung der Proteolyse von M.EcoRIl wurde in jedem der
vier Ansatze 164 pg Protein (28 nmol) eingesetzt. Die Ansatze enthielten eine End-
konzentration von 100 mM Tris-HCI pH 7,6 sowie 5 mM S-Adenosyl-L-Homocysteine
(AdoHcy). Die jeweiligen DNA-Substrate wurden in einem leichten Uberschuss zu
M.EcoRII (1:1,2) eingesetzt (30 nmol) (Tab. 2). Die Ansatze wurden vor der Trypsin-
Zugabe fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde durch die
Zugabe von 3,48 ul einer frischen 0,1 pg/ul Trypsinlosung gestartet. Die Inkubation
der Proben erfolgte bei 37°C flr den Zeitraum von acht Stunden. Aus dem 120 ul An-
satz wurden anschlieRend zu definierten Zeitpunkten jeweils 10 pul enthommen. Die
Proteolysereaktion wurde mit 3X SDS Gelladepuffer [187,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 6 %
(m/v) SDS; 30 % Glycerin, 0,03 % Bromphenolblau, 120 mM DTT] gestoppt. Die pro-
teolytischen Ansatze wurden in einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt
und die Banden mit Coomassie gefarbt. Fir die massenspektroskopische Bestim-
mung der Fragmente wurden Ruckstellproben der kinetischen Experimente verwen-
det. Die Experimente mit den Additiven AdoMet, AdoHcy und Sinefungin wurden in
20 ul Ansatzen durchgefiihrt und enthielten dabei 100 mM Tris-HCI pH 7,6 sowie
entweder 3 mM AdoHcy, 3 mM AdoMet oder 3 mM Sinefungin. Bei diesen Experi-
menten wurden die verschiedenen DNA-Substrate in einen 1,6-fachen Uberschuss
zum Protein eingesetzt. Vor der Zugabe von Trypsin wurden die Ansatze fur 30 Minu-
ten bei Raumtemperatur inkubiert und nach der Zugabe von Trypsin bei 37°C fur drei
Stunden inkubiert. Diese Ansatze wurden anschlieBend in 12%igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und entweder mit Coomassie gefarbt oder fur den spe-

zifischen Antikdrpernachweis auf PVDF-Membranen (ROTH) transferiert.
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2.10 Western-Blot Experimente

Fir den Western-Blot wurden die in 12%ige SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten
Proteine mittels einer Semidry-Blotapparatur (Hoefer, Semiphor) bei 1 mA/cm? auf
eine PVDF-Membran Ubertragen und uber Nacht in 5% Trockenmilch geblockt. Fur
den spezifischen Antikorpernachweis wurde ein Tetra-His Antikorper (Qiagen) in ei-
nem Verhaltnis 1:500 in 5% Trockenmilch eingesetzt und flr eine Stunde inkubiert.
Anschlieflend wurde die Membran dreimal mit 1X PBS und 0,2 % (w/v) Tween gewa-
schen. Fur die Chemilumineszenz-Reaktion wurde das ECL-Reagenz verwendet
(Pierce). Die Aufnahme der Signale erfolgte mit einer CCD-Kamera bei 482 nm (Al-

pha Innotech Corporation).

2.11 Test der DNA-Methylierungsaktivitat

Die Methylierungsreaktion wurde in 1X EcoRIll-Reaktionspuffer in Anwesenheit von
0,5 uM AdoMet in einem Gesamtvolumen von 20 ul durchgefuhrt. Der Ansatz enthielt
aulRerdem 0,5-1,5 pmol M.EcoRII sowie 150 ng pBR322 DNA (0.32 pmol EcoRII Er-
kennungsorte). Die Inkubation erfolgte flur zwei Stunden bei 37°C. Durch anschlie-
Rende Phenol-Chloroform-Extraktion wurde M.EcoRII von der DNA getrennt. Die ge-
reinigte DNA wurde in 1X EcoRII-Reaktionspuffer mit 0,8 pmol EcoRII fur eine Stunde
bei 37°C inkubiert. Die elektrophoretische Trennung der Spaltprodukte erfolgte in 1%

Agarosegel mit anschlieRender Ethidiumbromid-Farbung.

2.12 Phenol-Chloroform-Extraktion von DNA

Bei der Phenol-Chloroform-Extraktion wurden die 20 yl Ansatze aus dem Methylie-
rungstest auf 300 ul mit Wasser aufgeflllt. Anschlie®end wurde 150 ul Phenol und
150 pl Chloroform grundlich vermischt und hinterher bei 14.000 rpm fur drei Minuten
in einer Tischzentrifuge zentrifugiert (Eppendorf Rotor F45-12-11). Der Uberstand
wurde vorsichtig abgenommen und mit 1 ml eiskaltem, absolutem Ethanol und 1 pl
20 mg/ml  Glycogen versetzt. Die Fallung der DNA erfolgte bei
-20°C Uber Nacht. Die DNA wurde anschlieend bei 14.000 rpm und 4°C fur 45 Mi-
nuten pelletiert (Eppendorf Rotor F45-12-11). Die Uberstande wurden verworfen und

das Pellet mit 750 pl 70% eiskaltem Ethanol gewaschen. Die Proben wurden erneut
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fur 15 Minuten bei 14.000 rpm zentrifugiert und die DNA-Pellets nach vollstandiger

Trocknung anschlieRfend in Wasser aufgenommen.

2.13 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Die DNA-Substrate fur die Gel-Shift Versuche sind in Tabelle 3 zusammengefasst.
Die Oligonukleotide wurden mit [y-*P]-ATP (Hartmann Analytic) markiert. Fiir Details
der Markierung verweise ich auf folgende Publikation [44]. DNA-Oligonukleotide wur-
den mit Hilfe der T4 DNA-Polynukleotidkinase (New England Biolabs) und [y->?P]-
ATP am 5°-Ende radioaktiv markiert und durch Gelfiltration mit G50-Saulen (Ame-
rsham Bioscience) gereinigt. Die DNA-Substrate wurden mit steigenden Mengen der
jeweiligen Proteine inkubiert. Die Experimente mit M.EcoRIl und den M.EcoRII-
Mutantenenzymen wurden jeweils in 10 pl Ansatzen mit 1X Puffer (7,5% Glycerol, 40
mM Tris-HCI pH 7,6, 5 mM DTT, 1 mM EDTA) sowie in einigen Experimenten zusatz-
lich mit 1 mM AdoHcy durchgefihrt (siehe jeweilige Abbildungslegende). Die Proben
wurden fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschliel3end in einem
5%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Der Gellauf wurde in einem 1X TRIS-Borat
EDTA-Puffer (TBE Puffer) bei 30 mA und 8°C fir 90 Minuten durchgeflihrt. Die Gele
wurden mit Hilfe eines Phosphorimagers ausgewertet (Amersham Biosciences). Die
Bestimmung der DNA-Bindungsaffinitat erfolgte dabei durch die Berechnung der pro-
teingebundenen und der Gesamtradioaktivitat in jedem einzelnen Ansatz mit der
Software ImageQuant (Amersham Bioscience). Die scheinbare Dissoziations-
konstante Kp@pp) Wurde als die Enzymkonzentration bestimmt, bei der 50 % der ge-

samten Radioaktivitat proteingebunden sind [44].

Tabelle 3: Oligonukleotide, die fiir EMSA-Experimente verwendet wurden

Name der Oligonukleotide Orientierung Sequenz Firma
M.EcoRII Promotor 38 vorwarts 5-AATCTGGGTCAAATGAGTGATACAGTTTCACCCATAAG BioTeZ
M.EcoRII Promotor 38 rickwarts 5-CTTATGGGTGAAACTGTATCACTCATTTGACCCAGATT BioTeZ
Unspezifische DNA 38 vorwarts 5-ATATAGCAGAGATGTGATAAGTCATCTGACTATCGCAC Sigma Aldrich
Unspezifische DNA 38 rickwarts 5-GTGCGATAGTCAGATGACTTATCACATCTCTGCTATAT Sigma Aldrich
M.EcoRII Promotor 15 vorwarts 5'-CATTTGACCCAGATT Sigma Aldrich
M.EcoRII Promotor 15 rickwarts 5'-AATCTGGGTCAAATG Sigma Aldrich
Erkennungssequenz 13 vorwarts 5'-CGATCCAGGTAGC BioTezZ
Erkennungssequenz 13 rickwarts 5'-GCTACCTGGATCG BioTezZ
PM40 30 vorwarts 5-CGTAACGAATATCCAGGGTTACGACGTCGA

PM41 30 riickwarts 5-TCGACGTCGTAACCCTGGATATTCGTTACG
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2.14 Praparation der proteolytischen M.EcoRIlI-Fragmente fiir die massen-

spektrometrische Analyse

Die Aufarbeitung und die massenspektrometrische Analyse der proteolytischen Pep-
tide erfolgten am Institut fur Chemie der Humboldt-Universitat zu Berlin. Die individu-
ellen Banden (Abb. 27 B) wurden mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten und in
etwa 1 cm® Wiirfel zerkleinert. Die Stiicke wurden anschlieRend mit 1 ml Acetonitril /
50 mM NHB4BHCOB3B (50 : 50) gewaschen, flir 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und die Uberstande verworfen. Diese Waschschritte wurden drei Mal wie-
derholt, bis die Gelstlickchen vollstandig entfarbt waren. Anschlielend erfolgte die
Zugabe von 100 ul Acetonitril und eine Inkubation flr 10 Minuten bei Raumtempera-
tur. Danach wurde das Uberschissige Acetonitril entnommen und die Gelstlickchen
wurden vollstandig getrocknet. Die Proben wurden anschlief3end in einem Eisbad mit
10-20 pl (12,5 ng/ml) Trypsin fur 30 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 100 pl 50
mM Ammoniumbikarbonat wurden die Proben fur 12-16 Stunden bei 37°C inkubiert.
Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf Gefal Uberfiihrt. Nach der Zugabe von
50 pl 5% Ameisensaure in 60% Acetonitril und einer Inkubationszeit von 30 Minuten
wurde der Uberstand entnommen und mit dem Uberstand aus dem vorherigen Schritt
vermischt. Diese Prozedur wurde zwei Mal wiederholt, danach wurden die Proben
vollstandig getrocknet und in 30 ul 0,5% Ameisensaure resuspendiert. Die Messung
wurden an einer 1100 nano-LC Apparatur (Agilent), ausgestattet mit Zorbax 300SB-
C18 3,5 ym, 150 mm x 75 ym, Zorbax 300 SB-C18 3,5 um, 0,3 x 5 mm Saule, durch
die Injektion von 10 pl der Probe durchgefuhrt. Die Auftrennung wurde mittels eines
Gradienten aus Wasser und Acetonitril und der maximalen Durchflussrate von 0,25
MI/Minute durchgeflihrt. Die massenspektrometrische Analyse wurde mit dem Gerat

Qstar XL (Applied Biosystems) durchgeflhrt.

2.15 Kristallisation der Restriktionsendonuklease EcoRIl

Die Kristallisation von EcoRIl wurde bei 18°C mit der ,“Dampfdiffusionsmethode® in
sitzenden Tropfen durchgefuhrt. Die besten Kristalle wuchsen innerhalb von drei Ta-
gen in Kristallisationstropfen mit 8,2 pg/ul (90 pmol/ul) EcoRII. Der Reservoir-Puffer
bestand dabei aus 5% Tacsimate pH 7,0; 100 mM HEPES pH 7,5 und 10% Polyethy-
lenglykol (PEG) 5000 und wurde 1:1 mit der Probe vermischt. Die Daten der

EcoRII-WT Kristalle wurden an der Synchrotron Beamline BL 14.2 in der Einrichtung
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der Freien Universitat Berlin, dem BESSY, gemessen. Die Kristalle gehdrten zur
Raumgruppe P21 mit zwei Monomeren in einer asymmetrischen Einheit. Die EcoRII-
Struktur wurde mit der ,Molekularen Ersatzes“-Methode [82,83] und der Mutanten-
struktur R88A (PDB Eintrag 1NAG6) sowie der Software ,Phaser” geldst [84]. Fir die
korrekte Losung der Struktur wurde die Strukturvorlage (PDB Eintrag 1NA6) in meh-
rere Einzeldomanen zerteilt und mit einer ,multi-copy“ Suche berechnet. Die vorlaufi-

gen Ergebnisse der Verfeinerung zeigen Rwork = 20% und Rfree = 25%.

2.16 Kristallisation der EcoRIl-Methyltransferase mit hemi-methylierter DNA

Die Ansatze enthielten jeweils 7,5 ug/ul Protein (130 pmol/ul), 3,5 mM AdoHcy und
hemimethylierte DNA (Tab. 4), in einem Verhaltnis Protein zu DNA von 1 : 1,2. Die
Proben wurden vor dem Ansetzen der Platten flr eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Kristalle vom M.EcoRII-Komplex wuchsen mit der ,vapor diffusion” Me-
thode innerhalb von drei Tagen bei 18°C mit 2% 2-Propanol, 20% PEG 4000 und 100
mM Natriumcitrat als Reservoir-Puffer. Die Probe wurde dabei im Verhaltnis von 1:1
mit dem Reservoir-Puffer vermischt. Die Daten der M.EcoRlII-Kristalle wurden an der
Synchrotron Beamline BL 14.2 in der Einrichtung der Freien Universitat Berlin, dem

BESSY, gemessen.

Tabelle 4: Oligonukleotide, die fiir Kristallisationsexperimente verwendet wurden

Kristallisationsoligonukleotide Orientierung  Sequenz Firma
M.EcoRII Promotor vorwarts 5-AATCTGGGTCAAATGAGTGATACAGTTTCACCCATAAG BioTezZ
M.EcoRII Promotor rickwarts 5-CTTATGGGTGAAACTGTATCACTCATTTGACCCAGATT BioTezZ
Erkennungssequenz vorwarts 5-CGATCCAGGTAGC BioTeZ
Erkennungssequenz rickwarts 5-GCTACCTGGATCG BioTeZ
Erkennungssequenz vorwarts 5'-CGATC[5-methyl Cytosine]AGGTAGC Sigma Aldrich

217 Herstellung des Computermodells von EcoRIl mit DNA

Zur Herstellung des EcoRIl-Modells im katalytisch aktiven Zustand wurde die neue
EcoRII-WT Struktur mit der Ko-Kristall Struktur von Ecl18kl (PDB Eintrag 2FQZ)
uberlagert. Fur die Modellierung wurde die N-terminale EcoRIl-Domane aus der
Struktur entfernt. Zur Berechnung des Modells wurde jeweils ein Monomer von
EcoRIl mit der Dimerstruktur von Ecl18kl Uberlagert und mit der Software ,Deep-
View" Version 4.01 optimiert [85]. Zur Herstellung des EcoRII-Modells mit DNA in der

katalytisch inaktiven Konformation wurde unsere EcoRII-WT Struktur und die Ko-
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Kristallstruktur der N-terminalen EcoRII-Doméane mit gebundener DNA (PDB Eintrag
3HQF) verwendet. Die Ko-Kristallstruktur wurde mit Hilfe von ,DeepView" in die
EcoRII-Dimerstruktur modelliert und optimiert. Fur die Herstellung der EcoRII-Mg2+
Modelle wurden die NgoMIV- (PDB Eintrag 1FIU) und unsere EcoRII-WT Struktur
verwendet. Die beiden Strukturen wurden mit Hilfe von ,DeepView" Uberlagert und
optimiert. Fiir alle Uberlagerungen wurden jeweils nur die C-a-Atome herangezogen.
Die Entfernungsmessungen und Abbildungen wurden mit der Software PyMOL

0.99rc6 durchgefuhrt (www.pymol.org).

2.18 Berechnung der strukturellen Standardabweichung zwischen der neuen
EcoRlII- ,R88A- und Ko-Kristallstruktur

Die Berechnung der strukturellen Standardabweichung ,root mean square deviation®
(RMS) wurde durch die Uberlagerung der ausgewahlten Bereiche mit der Software
,DeepView* Version 4.01 durchgeflhrt [85]. Fur die Uberlagerung wurden jeweils nur
die C-a-Atome herangezogen und die Standardabweichung zwischen den Bereichen

mit ,DeepView" berechnet.

2.19 Sequenzvergleich

Der Sequenzvergleich zwischen M.EcoRIl und anderen DNA-MTasen wurde mit Clu-
stalW2 durchgefihrt [86]. Dabei wurden die in der NCBI-Datenbank hinterlegten
FASTA Proteinsequenzen der Methyltransferasen mit der FASTA Sequenz unserer

klonierten EcoRII-Methyltransferase verglichen.

2.20 Strukturabbildungen

Fir die Erstellung der farbigen 3D-Strukturabbildungen wurde ausschliel3lich die
Software PyMOL 0.99rc6 verwendet. Dabei wurden die Abbildungen mindestens in
einer 1200X1200 dpi Auflosung erstellt.

27



3 Ergebnisse

3.1 Untersuchunqg des molekularen Mechanismus der Autoinhibition von
EcoRli

Die Zugabe von EcoRII-N in trans zeiqte einen starken inhibitorischen Effekt
auf die Aktivitat von EcoRII-C

Basierend auf der Analyse der EcoRlI-Kristallstruktur vermuteten wir, dass die kataly-
tisch inaktive N-terminale Domane mit der katalytisch aktiven C-Domane interagiert
und wie ein Repressor das katalytische Zentrum hemmt [48]. Um unsere Vermutung
zu Uberprifen, fihrten wir Titrationsexperimente durch, bei denen der Einfluss von
EcoRII-N in trans auf die Spaltaktivitat von EcoRII-C untersucht wurde. Wir inkubier-
ten Hindlll-linearisierte pBR322 DNA mit einer konstanten Menge EcoRII-C und stei-
genden Konzentrationen von EcoRII-N (Abb. 4A). Wir konnten beobachten, dass die
Erhéhung der EcoRII-N Konzentration zu einer Verringerung der EcoRII-C Spaltakti-
vitat fuhrt. Der inhibitorische Effekt von EcoRII-N auf die EcoRII-C Spaltaktivitat wur-
de bereits bei einem aquimolaren Verhaltnis von EcoRII-N und EcoRII-C sichtbar.
Eine starke Inhibition der Spaltaktivitdt wurde bei einem molaren Verhaltnis von 1:20
(EcoRII-C : EcoRII-N) beobachtet. Eine vollstandige Hemmung der DNA-Spaltung
durch EcoRII-N wurde bei einem molaren Verhaltnis von 1:50 erreicht. Um zu bewei-

sen, dass der inhibitorische Effekt von EcoRII-N nicht durch eine kompetitive Bindung
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Abbildung 4: Inhibition der DNA-Spaltung durch EcoRII-C nach Zugabe von EcoRII-N in trans.
150 ng pBR322 DNA (0,32 pmol EcoRIl Erkennungsorte) wurden mit 0,32 pmol EcoRII-C (A) bzw.
0,32 pmol Mval (B) inkubiert. In (A) und (B) wurden jeweils molare Uberschiisse von EcoRII-N (ber
EcoRII-C bzw. Mval, im Verhaltnis 1:1 bis 1:100 hinzugegeben. Die EcoRIl-Ansatze wurden bei 37°C,
die BstNI Ansatze bei 60°C inkubiert. Die Bezeichnung NK steht flir Negativkontrolle und enthalt nur
pR322 DNA. Der verwendete DNA-Marker war der ,Smart ladder” (Eurogentec).
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von EcoRII-N an den DNA-Erkennungsort hervorgerufen wurde, haben wir Mval, ein
EcoRllI-Isoschizomer, als Kontrolle verwendet [87]. Die Titrationsexprimente mit Mval
zeigten, dass EcoRII-N keinen Effekt auf die DNA-Spaltaktivitdt von Mval hat (Abb.
4B). Die schrittweise Erhéhung von 1:1 bis 1:20 hatte keinerlei Einfluss auf die Spal-
tung durch Mval. Bei einem molaren Verhaltnis von 1:50 und 1:100 war lediglich ein

schwacher inhibitorischer Effekt sichtbar.

Aus unseren Ergebnissen kdnnen wir schlussfolgern, dass EcoRII-N einen inhibitori-
schen Effekt auf die DNA-Spaltung durch EcoRII-C hat. Dieser Effekt beruht offenbar
auf der Interaktion zwischen den beiden Domanen. Eine kovalente Kopplung beider

Domanen scheint dabei nicht notwendig zu sein.

Substitutionen einzelner Aminosauren in den vorhergesagqgten Interdméanen-

Kontaktstellen fiihrten zu einer Abschwachung der Autoinhibition

Um die wichtigsten Aminosauren der Interdomanen-Kontaktstelle zu bestimmen, be-
rucksichtigten wir Aminosauren, die in der Kontaktregion der Domanen stabilisieren-
de Wasserstoffbriicken ausbilden sollten [48]. Zusatzlich analysierten wir die EcoRlI
3D-Kristallstruktur mit der Software FoldX, um die wichtigste Aminosauren der Inter-
domanen-Kontaktstelle vorherzusagen. FoldX ist eine bioinformatische Software, die
entwickelt wurde, um eine schnelle Evaluierung der Effekte von Mutationen in Protei-
nen durchzufihren. Dabei ermdéglicht die Software eine Vorhersage Uber die Stabilitat
von Proteinen sowie Proteinkomplexen. FoldX wurde durch experimentelle Untersu-
chungen von mehr als 1000 Punktmutationen kalibriert, wobei Anderungen der
,Freien Energie“ bestimmt wurden [88]. In unserer Anwendung haben wir die Soft-

ware flr die Analyse der Interdomaneninteraktion in EcoRII verwendet.

Die EcoRII-Struktur zeigt das Enzym als Homodimer, das von den Monomeren A und
B gebildet wird [48]. Die Untersuchung der beiden Monomere wies Unterschiede
zwischen dem Monomer A und B auf. Dieses Phanomen wird durch beide Analyse-
methoden gleichermalien beschrieben (Tab. 5). Aus diesem Grunde wahlten wir fur
die Substitutionsmutationen nur Aminosauren aus, die in beiden Monomeren entwe-
der durch die Kristallstrukturanalyse oder durch FoldX-Berechnung als Kontaktstellen
vorhergesagt wurden. Die wichtigsten Interaktionen wurden dabei durch Ala27/
Glu351, Glu112/Ser354, Glu145/Arg330 und Ser173/Arg262 gebildet (Abb. 5).
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Tabelle 5: Vergleichende Untersuchung der Inter-Domanen Kontakte mittels Kristallstruktur
und FoldX-Berechnungen

Inter-Domanen Wasserstoffbriicken aus Kristallstruktur ¥ Vorhersage durch FoldX b)
Wasserstoffbriicken Inter-Domanen Interaktion in AAG (kcal/mol)
N-Doméane C-Doméane Lange in [A]
Monomer A Monomer A AAG (kcal/mol)
Arg24 Thr326 3,3 Glu145 zu Ala 224,223
Ser26 Glu351 2,93 Gol149 zu Ala 132,054
Ala27 Glu351 3,25 Pro157 zu Ala 106,236
Pro111 Ser354 3,09 GIn175 zu Ala 133,009
Glu112 GIn357 3,09 Arg262 zu Ala 222,646
Glu145 Arg330 2,8 Lys263 zu Ala 182,097
Thr150 Lys263 2,68 Arg330 zu Ala 20,732
Ala151 Lys263 3,06 GIn350 zu Ala 100,204
Monomer B Monomer B AAG (kcal/mol)
Ala27 Glu351 2,94 Glu145 zu Ala 264,875
Glu112 Ser354 2,86 Glu149 zu Ala 117,803
Thr114 GIn357 3,17 Pro157 zu Ala 102,383
Glu145 Arg330 2,57 Leu172 zu Ala 208,699
Ala151 Lys263 3,06 Ser173 zu Ala 250,682
Arg330 zu Ala 262,872

3 \Wasserstoffbriicken wurden mit einer maximalen Lange von 3.3 A und einer minimalen Entfernung
von 1.2 A vorhergesagt (PDB Eintrag 1NAG) [48].b) Liste der Aminosauren, die wie durch FoldX 2.65
vorhergesagt, an der Ausbildung der Inter-Domanen Kontaktstelle zwischen der N-und C-terminalen
Domane beteiligt sind. Die in dieser Arbeit untersuchten Aminosduren sind fett hervorgehoben. Die
Anderung von (AAG) wurde durch in silico Mutation aller Positionen zu Alanin durchgefihrt [88].

Um unsere Vermutung zu prifen, welche der in der Interdomanen-Kontaktstelle vor-
hergesagten Aminosauren wichtig fur den Autoinhibitionsmechanismus sind, haben
wir die Aminosauren Glu145, Ser173, Glu351 und Ser354 durch Alanine substituiert
und die Spaltung von T3 Phagen-DNA durch diese Mutantenenzyme untersucht. Wir
verwendeten T3-DNA, da EcoRII-WT dieses Substrat nicht spalten kann, wohinge-
gen das trunkierte, dereprimierte Enzym EcoRII-C T3-DNA sehr effizient spaltet. Ab-
bildung 6 zeigt die vollstandige Spaltung von T3-DNA durch EcoRII-C und die Posi-
tivkontrolle BstNIl. Im Gegensatz dazu zeigte EcoRII-WT wie erwartet keine
Spaltaktivitat. Alle unsere Mutantenenzyme mit Ausnahme von S354A zeigten eine
partielle T3-DNA Spaltung. Die Herstellung von Doppelmutanten (E145A/S173A,
E145A/E351A, E145A/S354A, S173A/E351A, S173A/S354A) fiihrte zu keiner zu-

satzlichen Dereprimierung von EcoRIl (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 5: Darstellung der Aminoséauren aus der 3D-Proteinstruktur von EcoRIl (PDB Eintrag
1NAG6), die putativ an der Ausbildung der Interdoménen-Kontaktstellen zwischen der N- und C-
terminalen Domane beteiligt sind. Die N-terminale Domane ist blau, die C-terminale Domane grun
dargestellt, die mutierten Positionen Ser173, Glu145, Glu351 und Ser354 rot, ihre Interaktionspartner
Ala27, Glu112, Arg262 und Arg330 gelb. Die Wasserstoffbriicken sind jeweils durch gestrichelte Linien
dargestellt [48].
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Abbildung 6: Substitutionen einzelner Aminoséduren innerhalb der putativen Interdomanen-
Kontaktstellen zwischen der N- und C-Doméne. Die Anséatze enthielten 300 ng T3 Phagen-DNA
(31,1 fmol EcoRIl Erkennungsorte) und wurden mit EcoRII-C, EcoRIl, BstNI sowie den EcoRII-
Mutantenenzymen S173A, E351A, S354A und E145A gespalten. Um eine vollstidndige Spaltung zu
erreichen, wurde ein 50-facher molarer Uberschuss von EcoRIl und den EcoRIl-Mutantenenzymen
Uber die Anzahl der Erkennungsorte der DNA eingesetzt (1,76 pmol). NK zeigt die Negativkontrolle,
die nur T3 Phagen-DNA enthielt. Alle EcoRIl-Ansatze wurden bei 37°C, die Ansatze mit BstNI bei
60°C inkubiert. Der verwendete DNA-Marker war der ,Smart ladder” (Eurogentec).
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Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Substitution der als Interdomanen-
Kontaktstellen vorhergesagten Aminosauren Glu145, Ser173 und Glu351 durch Ala-

nine zu einer partiellen Dereprimierung des Enzyms flhrt.

Synthetische Peptide zeigten in frans einen starken inhibitorischen
Effekt auf die durch EcoRII-C vermittelte DNA-Spaltung

Der Versuch durch Substitution einzelner Aminosauren den Autoinhibitionsmecha-
nismus vollstandig aufzuheben war nicht erfolgreich. Deshalb entschlossen wir uns
30 Aminosauren lange synthetische Peptide zu verwenden, die Aminosaure-
Bereichen der N-terminalen Doméane entsprechen, um EcoRII-C zu inhibieren. Um
potenzielle autoinhibitorische Elemente zu finden, haben wir die gesamte N-terminale
Domane nach Sekundarstrukturmotiven durchsucht, die mit der C-terminalen Doma-
ne interagieren (Tab. 5). Peptid 1 beinhaltet die Aminosauren 4-33 und die Sekun-
darstrukturmotive [a-Helix (H1), B-Strang (B1) und a-Helix (H2)] (Abb. 7). Peptid 2
umfasst die Aminosauren 144-173 und enthalt die Sekundarstrukturmotive [a-Helix
(H6), B-Strang (B8) und a-Helix (H7)] (Abb. 7). Beide Regionen befinden sich in der
Interdomanen-Kontaktstelle zwischen der N- und C-terminalen Domane, wo sie stabi-
lisierende Wasserstoffbricken ausbilden [48]. Die Peptidsequenzen wurden mit der
Software ,globplot® analysiert, welche Uber EMBL erreichbar ist (http://glob-
plot.embl.de/). Diese Analyse ermoglicht eine Vorhersage von geordneten und unge-
ordneten Sekundarstrukturen. Die Ergebnisse der Analyse sagten eine geordnete
Struktur der synthetischen Peptide voraus, welche den Sekundarstrukturen der E-
coRII-Kristallstruktur entsprach (Daten nicht gezeigt). Um herauszufinden, ob die
synthetischen Peptide in der Lage sind, die DNA-Spaltaktivitat von EcoRII-C zu inhi-
bieren, haben wir Spaltexperimente mit Peptiden in trans durchgeflihrt. Um eine un-
spezifische Wirkung der Peptide ausschliellen zu kdnnen, benutzten wir fur Kontroll-
experimente ein randomisiertes Peptid (Peptid 3) und Mval, ein EcoRlIl-Isoschizomer.
Plasmid pBR322-DNA wurde mit EcoRII-C bzw. Mval in Anwesenheit steigender
Konzentrationen von Peptid 1, 2 und 3 inkubiert. Peptid 1 begann die DNA-Spaltung
durch EcoRII-C bereits bei einem 10-fachenmolaren Uberschuss zu hemmen (Abb.
8A). Die Verwendung von molaren Uberschiissen von 1:25 bis 1:50 hatte eine starke
inhibitorische Wirkung und flhrte zum vollstandigen Verlust der Spaltaktivitat von

EcoRII-C bei einem Verhaltnis von 1:50.
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Abbildung 7: Lokalisation der Peptide 1 und 2 in der 3D-Proteinstruktur von EcoRII.
Die N-terminale Domaéne ist blau, die C-terminale Doméne griin dargestellt. Das Peptid 1 ist
rot, das Peptid 2 gelb gefarbt (PDB Eintrag 1NAG).
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A) B)

Abbildung 8: Untersuchung der inhibitorischen Wirkung von synthetischen Peptiden aus der
inhibitorischen Doméne (EcoRII-N) auf die DNA-Spaltung durch EcoRII-C und Mval. A) Die Expe-
rimente wurden mit Peptid 1, 2 und dem Kontrollpeptid 3 durchgefiihrt. EcoRII-C wurde dabei in einem
molaren Verhaltnis von 2:1 zu den DNA-Erkennungsorten eingesetzt. Die synthetischen Peptide wur-
den in einem molaren Verhéltnis von 1:1 bis zu einem 100-fachen molaren Uberschuss iiber das En-
zym eingesetzt. B) Fur die Experimente mit Mval wurden 0.07 pmol pro Ansatz fiir eine optimale Spal-
tung verwendet. Alle Ansatze enthielten jeweils 150 ng pBR322 DNA. NK bezeichnet die
Negativkontrolle, die nur die DNA enthalt. Der Ansatz mit EcoRII-C+N (Inhibitionskontrolle) enthielt
EcoRII-C mit 20-fachem molaren Uberschuss an EcoRII-N. Alle Ansatze wurden bei 37°C inkubiert.
Der verwendete DNA-Marker war der ,Smart ladder” (Eurogentec).

Die Inhibition von EcoRII-C durch Peptid 1, bei einem Verhaltnis von 1:50 war mit der
durch EcoRII-N hervorgerufenen Inhibition vergleichbar (Abb. 4A). Peptid 3 hatte bei
keiner verwendeten Konzentration Wirkung auf EcoRII-C. Interessanterweise hatte
Peptid 2 weder auf EcoRII-C noch auf Mval eine Wirkung. Mval zeigte sich bei kei-
nem der von uns verwendeten Peptide in der Aktivitat inhibiert (Abb. 8B). Experimen-
te, bei denen Peptid 1 und 2 gleichzeitig zugegeben wurden, hatten keinen synergis-
tischen Effekt auf EcoRII-C (Daten nicht gezeigt). Um die Spezifitdt von Peptid 1 zu
uberprufen, benutzten wir ebenfalls Mval als Kontrolle. Es zeigte sich dabei deutlich,
dass Peptid 1 keinen Effekt auf die durch Mval vermittelte DNA-Spaltung ausibt. Das

Peptid 3 hatte erwartungsgemal ebenfalls keinen Effekt auf Mval.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass synthetische Peptide in der Lage sind, Sekun-
darstrukturen auszubilden. Peptid 1 imitiert offensichtlich das inhibitorische Motiv von

EcoRII-N und flhrt damit zur vollstandigen Hemmung von EcoRII-C.
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Identifizierung der minimalen inhibitorischen Region aus Peptid 1 zeigte, dass

B-Stranq B1 und a-Helix H2 fiir die Autoinhibition verantwortlich sind

Um die fur die Autoinhibition notwendige minimale Region herauszufinden, haben wir
EcoRII-Deletionsmutanten konstruiert, denen jeweils eines der Sekundarstrukturele-
mente aus Peptid 1, (H1, B1 oder H2) fehlte (Abb. 9). T3 DNA-Spaltexperimente
zeigten eindeutig, dass die Deletionsmutanten EcoRII-AB1 und EcoRII-AH2 einen
vollstandigen Verlust der Autoinhibition aufweisen. Die normalerweise durch den N-
Terminus vermittelte Autoinhibition war bei diesen Deletionsmutanten vollstandig auf-
gehoben, was sich durch eine mit EcoRII-C und BstNI vergleichbar effiziente T3-DNA
Spaltung aulerte. Die Deletionsmutante-AH1 zeigte dagegen nur eine partielle T3-
DNA Spaltung und verfligte Uber eine nur teilweise aufgehobene Autoinhibition (Abb.
10 A, B). Um ausschlie®en zu kdnnen, dass die Deletion von kurzen Bereichen in-
nerhalb von EcoRIl zu groRen strukturellen Storungen fuhrt, haben wir mit Hilfe der
Circulardichroismus-Spekroskopie sowohl den EcoRII-Wildtyp als auch die Deleti-
onsmutanten EcoRII-AH2 und EcoRII-AB1 untersucht (Abb. 11). Der Vergleich der
CD-Spektren zeigt, dass sich die Mutantenenzyme vom Wildtyp nur sehr geringfligig
unterscheiden. Die Werte der Dekonvolution zeigen bei allen gemessenen Enzymen
nahezu die gleichen Ergebnisse der Sekundarstrukturverteilung. Dabei fielen 26%
auf a-Helices, 17% B-Strange und 57% auf andere Sekundarstrukturen. Diese Er-
gebnisse sind mit friheren Circulardichroismus-Spekroskopien von EcoRIl Untersu-

chungen vergleichbar [44,89].
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Abbildung 9: Ubersichtsdarstellung der in EcoRII-N lokalisierten Peptide 1 und 2. Rechtecke
reprasentieren dabei die a-Helices, Pfeile die B-Faltblatter. Die Sekundarstrukturen aus dem Peptid 1,
(H1, B1 und H2) sind schwarz, die Sekundarstrukturen aus Peptid 2 (H6, B8 und H7) grau dargestellt.

Abbildung 10: EcoRIl-Mutantenenzyme, denen die Sekundarstrukturen g-Strang B1, a-Helix H1
und a-Helix H2 fehlen, zeigen vollstindige Aufhebung der Autoinhibition. Fir die Ansatze wur-
den 150 ng pBR322 DNA (A) und 400 ng T3 Phagen-DNA (B) verwendet. 150 ng pBR322-DNA ent-
sprechen 0,32 pmol EcoRIl Erkennungsorten, 400 ng T3-DNA entsprechen 46,8 fmol EcoRIl Erken-
nungsorten. Fur die T3-DNA Spaltung durch EcoRIl, EcoRII-C und EcoRIl-AH1 wurde ein 50-facher
Uberschuss an Enzym (iber Erkennungsorte eingesetzt. Fiir EcoRII-AH2 und EcoRII-AB1 reichte ein
20-facher molarer Uberschuss zur vollstandigen Spaltung. In den Experimenten mit pBR322 DNA
wurde ein molares Verhaltnis von 2:1 von Enzym zu Erkennungsorten eingesetzt. NK bezeichnet da-
bei die Negativkontrolle, die nur die T3 Phagen-DNA enthalt. Die Ansatze mit EcoRIl und den Mutan-
tenenzymen wurden bei 37°C, die Ansatze mit BstNI bei 60°C inkubiert. Der verwendete DNA-Marker
war der ,Smart ladder” (Eurogentec).
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Abbildung 11: Circulardichroismus-Spektren von EcoRIl, EcoRII-AB1 sowie EcoRII-AH2. EcoRlI

ist durch eine durchgezogene Linie, EcoRII-AB1 durch eine gepunktete Linie und EcoRII-AH2 durch
eine gestrichelte Linie dargestellt.

Unsere Ergebnisse lassen schlussfolgern, das B-Strang B1 (18YFVYIKR24) und
a-Helix H2 (26SANDT30) essentielle Sekundarstrukturen darstellen, die die Autoinhi-
bition vermitteln. Die Deletion einer dieser beiden Sekundarstrukturen flhrt zu einem

Verlust der Reprimierung und damit zu einer Aktivierung des EcoRIl Enzyms.
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3.2 Die Rontgenstruktur des nativen EcoRIl-Enzyms bei einer Auflosung von
1.9 A lieferte neue Erkenntnisse iiber die DNA- und Mg?*-Bindung

Vergleich der neuen EcoRII-WT mit der R88A-Mutantenstruktur zeigt Unter-

schiede in der Dimerkonformation

Da fur EcoRII nur die Struktur eines Mutantenenzyms bekannt ist, haben wir versucht
eine hoch aufgeldste Struktur des WT-Enzyms herzustellen. Die Kristallisation von
EcoRII-WT verlief mit Hilfe der “Dampfdiffusionsmethode® erfolgreich. Die besten
Kristalle wuchsen bei 18°C innerhalb von drei Tagen und wurden im Synchrotron

vermessen und analysiert (Abb. 12).

Die Kristalle diffraktierten bis zu einer Auflésung von 1,9 A (Tab. 6). Die Lésung der
Struktur erwies sich als schwierig, da die native EcoRII-Struktur nicht mit der gesam-
ten Struktur des Mutantenenzyms (PDB Eintrag 1NAG) gelost werden konnte. Abbil-
dung 13 zeigt die Uberlagerung der R88A- und der EcoRII-WT Struktur und verdeut-
licht die Unterschiede zwischen den beiden Strukturen. Eine geeignete Losung der
EcoRII-WT Struktur konnte durch Verwendung von einzelnen Domanenfragmenten
des Mutantenenzyms mit der Methode des ,Molekularen Ersatzes® gelost werden.
Die Berechnung der Strukturunterschiede mittels ,root mean square deviation“ (RMS)
beschreibt die Unterschiede zwischen den beiden Strukturen (Tab. 7). Die Berech-
nung der Strukturunterschiede beider Dimerstrukturen zeigte eine Abweichung zwi-
schen den Monomeren A von 3,75 A und 3,92 A fiir Monomer B (Tab. 7 A).

Tabelle 6: Daten der Kristallmessung und Ergebnisse der Strukturlésung

Raumgruppe P21

Auflésung (A) 50.0 - 1.90 (1.94-1.89)

Gitterkonstanten a=56A,b=130A,c=60A,
a=g=90°,b=91.6°

Rmerge 0.04 (0.58)

I /o] 20.8 (2.3)

Vollstandigkeit (%) 99.7 (99.9)

Redundanz 3.8 (3.8)

Vorlaufige 50 -1.9

Auflésungsgrenzen (A)

Rwork / Rfree (%) 20.1/25.0

Anzahl benutzter Reflexe 64.693

r.m.s.-Abweichung (r.m.s.-,root.mean.square*) fir | 0.010 A/1.30°

die Standardgeometrie SG der Bindungsdistanz

[A] und der Bindungswinkel [°]

Ramachandran-Statistik - Reste in am meist | 93.2/4.2/2.6

bevorzugten/erlaubten/verbotenen Regionen [%]
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Abbildung 12: EcoRII-WT Kiristall im Kristallisationstropfen

Die groflite Abweichung zwischen den beiden Strukturen konnte fir Monomer A zwi-
schen den Aminosauren 4-100 und im Monomer B zwischen den Aminosauren 300-
400 festgestellt werden (Tab. 7A). Die Berechnung der Strukturunterschiede zwi-
schen den einzelnen Monomeren in EcoRII-WT und R88A zeigte im Gegensatz dazu
nur geringe Unterschiede. Die Abweichung zwischen den WT- und der R88A-
Monomere betrug fiir Monomer A 1,18 A und fiir Monomer B 0,95 A (Tab. 7B).

N-Terminus

Abbildung 13: Darstellung der R88A-Mutanten- (PDB Eintrag 1NA6) und der EcoRII-WT Struk-
tur. Die Uberlagerung der Dimere wurde mit ,DeepView* durchgefiihrt, wobei alle Aminosauren fir die
Uberlagerung beriicksichtigt wurden. Der N- und C-Terminus des Monomer A werden durch Pfeile
angedeutet. Die EcoRII-WT Struktur ist blau und die R88A Mutante ist orange dargestellt.
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Tabelle 7: Berechnung der strukturellen Standardabweichung mittels ,,root mean square devia-
tion“ (RMS) zwischen EcoRIl und der R88A-Mutante (PDB Eintrag 1NA6) in [A]

RMS zwischen EcoRIl R88A- und
EcoRII-WT Dimeren in [A]

Beriicksichtigte ~ AS Positio-

AS Anzahl in nen RMS in [A]
Monomer A
364 Alle 3,75
94 4-100 4,33
100 100-200 3,57
88 201-300 3.1 RMS zwischen EcoRIl R88A- und
82 300-400 3:9 EcoRIl WT Monomeren in [A]
S leainhti AS Positio-
Beriicksichtigte Berticksichtigte nen RMS in [A]
AS Anzahl i AS Anzahl in
nzantin Monomer A
Monomer B 330 All 1,18
366 Alle 3,92 © '
74 4-100 3,99 Beriicksichtiat
eriicksichtigte
96 100-200 3,92 AS Anzahl in
100 200-300 3,19 Monomer B
99 300-400 4,51 333 Alle 0,95
A) B)

RMS zwischen EcoRIl und R88A-Mutante (PDB Eintrag 1NAG6). A) RMS-Berechnung fir beide Dimere
und B) fiir alle Monomere.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die R88A-Mutante eine andere Dimerkonformation
als der EcoRII-WT besitzt. Die einzelnen Monomere beider Enzyme unterscheiden

sich hingegen nur geringfugig voneinander.

Charakterisierung einer neuen Mq2+-Bindunqstasche

FUr eine exakte Beschreibung der neuen EcoRII-WT Kristallstruktur wurde eine ge-
naue Analyse der Messdaten durchgefuhrt. Das Strukturmodell offenbarte eine signi-
fikante Differenzelektronendichte in der C-terminalen Region von Monomer A und B.
Die Elektronendichte in Monomer B war dabei deutlicher als die in Monomer A und
wurde aufgrund ihrer Anordnung und Symmetrieparameter eindeutig als zweiwertiges
lon identifiziert [90]. Dabei handelt es sich vermutlich um M92+-Ion. Das M92+-Ion be-
findet sich im C-terminalen Bereich von Monomer B, zwischen den Aminosauren
Ala338 und lle341. Das lon wird in einer ausgepragten, elektronegativ geladenen
Bindungstasche festgehalten, wo es von den Aminosaurehauptketten der Aminosau-
ren Ala338 und lle341 sowie vier Wassermolekulen koordiniert wird (Abb. 14 A,B,C).
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Der Abstand zwischen Isoleucin und dem Magnesiumion betragt 2,35 A, der Abstand
zum Alanin 2,37 A. Die Wassermolekiile befinden sich im Abstand von 2,57 A, 2,17
A, 2,18 A und 2,44 A zum Mg*-lon und bilden dabei eine 90° Symmetrie. Die aus
der Literatur bekannten und als putative Mg**-lonenbindestelle beschriebenen Ami-

nosauren Asp299 und Glu337 befinden sich in unmittelbarer Nahe zu der von uns

identifizierten Position (Abb. 14 B, C) [48,91].
- - = \ R \

Abbildung 14: Darstellung der M92+-Bindungstasche in der EcoRII-WT Struktur. Abbildung A)
zeigt das gebundene Magnesiumion mit den interagierenden Wassermolekiilen in der Oberflachen- B)
und C) in einer schematischen Sekundarstrukturansicht. Die Aminosauren Ala338 und lle341 sind rot
dargestellt. Die Aminosauren Glu337 und Asp299 sind orange, Mg**-lonen rot und die Wassermolekii-
le blau dargestellt.

Die Analyse der EcoRII-WT Kristallstruktur zeigt eine neue Mg?*-Bindungstasche, die
in Monomer B vollstandig und Monomer A nur teilweise besetzt ist. Diese
Mg?*-Bindungstasche befindet sich dabei in unmittelbarer Nahe des putativen Mg**-

Bindungsortes.

Der Vergleich der Mq2+-Bindunqstasche von EcoRIl und NgoMIV

offenbart einen unterschiedlichen Mg**-Bindungsmechanismus

Da nur wenige Kristallstrukturen verfugbar sind die Restriktionsendonukleasen mit
gebundenem Mg2+ zeigen, haben wir die NgoMIV-Kristallstruktur mit gebundener
DNA und zwei Mg?*-lonen zum Vergleich mit EcoRII-WT herangezogen [92,93]. Die
strukturellen Ahnlichkeiten beider Enzyme ermdglichen eine prazise Gegenuberstel-
lung [48,91]. Der Vergleich der EcoRII- und NgoMIV-Struktur zeigt einige Gemein-

samkeiten im allgemeinen Aufbau. Die Mg?*-Bindungstaschen werden jeweils von
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einem B-Strang, einer Schlaufe und einer a-Helix gebildet [91].
— v

Lys324

Mg Glu337
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Glu70

Abbildung 15: Uberlagerung der putativen katalytischen Zentren von EcoRI-WT und
NgoMIV (PDB Eintrag 1FIU). Die Abbildung zeigt die fir die Magnesiumbindung putativ wichtigen
Positionen von EcoRIl (grin) und die der Kristallstruktur von NgoMIV mit gebundenen Magnesiumio-
nen (orange) in Anwesenheit von partiell gespaltener Substrat-DNA (rot).

. -
Glu271
Asngg /GIu337

Abbildung 16: Modell der Mg *.Bindungstasche von EcoRII-WT. Das Modell baS|ert auf der
NgoMIV Struktur (PDB Eintrag 1FIU) und der neuen EcoRII-WT Struktur. Die an der Mg *-Bindung
beteiligten Aminosauren Glu271, Asp299, Lys324, Glu337, Ala338 und lle341 sind blau, das Magnesi-
umion aus der EcoRII-WT Struktur griin, die Magnesiumionen aus der NgoMIV Struktur orange und
die DNA aus der NgoMIV Struktur [93] rot dargestellt.

42



Bei NgoMIV befinden sich zwei Magnesiumionen in der Bindungstasche, welche di-
rekt an der Spaltung des Phosphat-Ruckgrats der DNA beteiligt sind (Abb. 15). Die
beiden Mg®*-lonen werden dabei von den Aminosauren Glu201, Asp140, Glu70 und
Lys187 stabilisiert. Im Gegensatz zu NgoMIV befindet sich bei EcoRlIl ein einzelnes
Mg?*-lon zwischen den Aminosduren Ala338 und lle341. Das Mg?*-lon aus der
EcoRII-Struktur liegt zwischen 10,16 A und 11,6 A von dem putativen katalytischen
Zentrum (Asp299, Glu337, Glu271 und Lys324) und somit von dem Ort der DNA-
Spaltung entfernt (Abb. 16).

Unsere Ergebnisse zeigen eine von Ala338 wund [le341 gebildete
Mg?*-Bindungstasche, die sich von der bei NgoMIV gefundenen unterscheidet. Diese
Mg?-Bindungstasche stellt moglicherweise eine Art ,Depot” fiir Mg®*-lonen innerhalb
der EcoRII Struktur dar, die fur eine schnelle Spaltreaktion in Anwesenheit der DNA

notwendig ist.

Berechnung eines EcoRII-C/DNA-Modells in der katalytisch aktiven

Konformation

FiUr ein besseres Verstandnis der DNA-Bindung und -Spaltung durch EcoRIl haben
wir ein EcoRII-C/DNA-Modell erstellt, das das Enzym in der katalytisch aktiven Kon-
formation zeigt. Ecl18KI eignet sich aufgrund der hohen strukturellen und funktionel-
len Ahnlichkeit zur C-terminalen EcoRII-Domane besonders gut als Homologiemodell
und wurde deshalb als Grundlage fur unser Modell verwendet [53,94]. Fur die Erstel-
lung des Modells wurde die Ecl18KI-Struktur (PDB Eintrag 2FQZ) mit gebundener
DNA verwendet, wobei das zentrale Basenpaar A/T aus der Erkennungssequenz
(CCA/TGG) ,herausgeflippt® ist.

Das EcoRII-C/DNA-Modell zeigt das Enzym mit seiner natlrlichen Substrat-DNA mit
der Sequenz 5-CGCCAGGGC-3' (Abb. 17 links). Bei der katalytisch aktiven Konfor-
mation von EcoRII-C handelt es sich um ein Dimer, das aus den C-terminalen Do-
manen gebildet wird (Aminosaure 173-404). Unser Modell zeigt, dass die beiden
scherenformig angeordneten a-Helices H10 und H11 in Monomer A und B die DNA
vollstandig umschlieen. Die an der Stabilisierung der ,herausgeflippten* Base betei-
ligten Aminosauren befinden sich wie vorhergesagt an den Positionen Arg222,
Tyr226 sowie Glu225 und bilden dort eine Tasche [94]. Der Vergleich unseres theore-

tischen Modells mit einer kirzlich veroffentlichten EcoRII-C Struktur mit DNA zeigt
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groRe Ubereinstimmungen (Abb. 17 rechts): Die im Ko-Kristall beschriebenen Ami-
nosauren, die am ,Herausflippen® der zentralen A/T-Basen beteiligt sind, stimmen mit
unserem Modell Uberein [54]. Die grofdte Abweichung zwischen unserem Modell und
der Ko-Kristallstruktur liegt in der Anordnung der scherenférmigen a-Helices H10 und
H11 (Abb. 17). Diese Helices sind in der Ko-Kristallstruktur gekrimmt, was ein noch
engeres Anschmiegen des Enzyms an die DNA ermdglicht. Ein ebenfalls von unse-
rem Modell abweichender Bereich befindet sich in der Region von -Strang B11 und
a-Helix H14 (Abb. 17). Diese Region ist in unserem Modell als mégliche Dimerisie-
rungsregion zwischen den beiden Monomeren vorhergesagt worden und sollte zu
einer vollstandigen DNA-UmschlielBung fuhren. Der Vergleich unseres Modells mit

der Ko-Kristallstruktur zeigt allerdings, dass diese Region nicht dimerisiert (Abb. 17).

Abbildung 17: EcoRII-C Homologiemodell im Vergleich mit der Ko-Kristall Struktur. EcoRII-C/
DNA-Modell (links) und Ko-Kristallstruktur (PDB Eintrag 3HQG) (rechts) [54]. Die Strukturen zeigen
EcoRII-C (grin) mit der Substrat-DNA (rot). Die scherenférmigen, gestrichelten Pfeile (rechts oben)
zeigen auf die a-Helices H10 und H11 (Aminosaure 220-270 (Abb. 9)). Die aufeinander zulaufenden,
gestrichelten Pfeile (rechts unten) deuten auf B-Strang B11 und a-Helix H14 (Aminosauren 320-340
(Abb. 9)).

Unser theoretisches EcoRII-C/DNA-Modell zeigt EcoRII-C zum ersten Mal mit sei-
nem naturlichen Substrat und ermoglicht somit einen Einblick in den DNA-Bindungs-

und DNA-Spaltmechanismus. Der Vergleich unseres Homologiemodells mit der kirz-
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lich veroéffentlichten Ko-Kristallstruktur bestatigt die Richtigkeit unseres Modells und

offenbart nur geringe Abweichungen zwischen den beiden Strukturen.

Berechnung eines EcoRII/DNA-Modells in der katalytisch inaktiven

Konformation

Um einen Einblick in den EcoRIl Reaktionsmechanismus zu erhalten, haben wir ba-
sierend auf der neuen Ko-Kristallstruktur der N-terminalen EcoRIl Domane (PDB Ein-
trag 3HQF) [54] ein Modell erstellt, das das komplette Enzym mit DNA in der kataly-
tisch inaktiven Konformation zeigt. Dabei wurde die Struktur der N-terminalen
Domane mit gebundener DNA in unsere neue EcoRII-WT Struktur eingepasst (Abb.
18). Die Berechnung der strukturellen Standardabweichung zwischen den beiden
Strukturen zeigte dabei, dass sich beide nur geringflgig voneinander unterscheiden

und eine Modellerstellung maoglich ist (Tab. 8).

Tabelle 8: Berechnung der strukturellen Standardabweichung (RMS) zwischen EcoRIl und dem
Ko-Kristall EcoRII-N mit DNA (PDB Eintrag 3HQF)

Beriicksichtigte AS Anzahl AS Positionen RMS in [A]
139 4-174 0,9 Monomer A
153 4-174 0,92 Monomer B

In der katalytisch inaktiven Konformation befinden sich die beiden N-terminalen Do-
manen eng an der C-terminalen Domane, wodurch das putative katalytische Zentrum
(Glu271, Asp299, Lys324 und Glu337) verschlossen wird (Abb. 18) [48]. Unser Mo-
dell zeigt einen katalytisch inaktiven Zustand, bei dem beide N-terminalen Domanen
jeweils ein DNA-Molekul gebunden haben, das katalytische Zentrum flr eine Spaltre-
aktion aber noch nicht zuganglich ist (Abb. 18). Die beiden DNA-Molekile befinden
sich dabei in einer Entfernung von rund 74 A und sind in einer antiparallelen Orientie-

rung angeordnet.

Das von uns erstellte EcoRII/DNA-Modell in der katalytisch inaktiven Konformation
zeigt EcoRIl bei einer gleichzeitigen Bindung von zwei DNA-Molekulen. Diese Kon-
formation konnte einen Zwischenschritt im EcoRIl Reaktionsmechanismus darstellen,

der fr die simultane Bindung von zwei DNA-Molekillen notwendig ist.
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Abbildung 18: Modell von EcoRIl mit zwei gebundenen DNA-Molekiilen basierend auf der Ko-
Kristallstruktur von EcoRII-N (PDB Eintrag 3HQF) [54] und der neuen EcoRII-WT Struktur. Die N-
terminalen Doméanen beider Monomere sind blau, die C-terminalen Domanen sind griin und die Sub-
strat-DNA ist jeweils rot dargestellt. Die das putative katalytische Zentrum bildenden Aminosauren
(Asp299, Glu337, Glu271 und Lys324) sind in den vergrofRerten Bereichen beider Monomere violett
dargestellt.

Untersuchung der Interaktion von EcoRIl mit der ,.kleinen Furche* der DNA

Die Erstellung des EcoRII/DNA-Modells in der katalytisch inaktiven Konformation er-
moglichte uns einen ersten Einblick in den Reaktionsmechanismus des kompletten
Enzyms. Eine detaillierte Analyse unseres Modells offenbarte weitere interessante
Details. Unser Modell zeigte Einzelheiten der DNA-Bindung, die bei der Betrachtung
der Ko-Kristallstruktur (PDB Eintrag 3HQF) allein nicht sichtbar sind, da diese nur die
N-terminale EcoRIl-Domane mit DNA zeigt. Unser Modell hingegen, das die N- und
C-terminale Domane beinhaltet, zeigt das komplette Enzym in der naturlichen Kon-
formation, die die Situation in vivo widerspiegelt. Dieses Modell zeigt, dass zusatzlich
zu den eindeutigen Kontakistellen der DNA mit den Aminosauren im N-terminalen
Bereich des Enzyms auch Interaktionspunkte im C-terminalen Bereich vorhanden

sind.
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Lys376 | ys377

Abbildung 19: Modell von EcoRII-WT Monomer mit gebundener Substrat-DNA, basierend auf
der Ko-Kristallstruktur der N-terminalen EcoRIll-Domane (PDB Eintrag 3HQF) [54]. Die C-
terminale Domane ist griin, die N-terninale Domane blau und die DNA rot dargestellt. Die vergroRerten
Ausschnitte zeigen die uber die ,kleine Furche“ der DNA interagierenden, neu beschriebenen Amino-
sauren Lys376 und Lys377 (pink). Die Abbildung rechts zeigt die Simulation der Oberflachenbeschaf-
fenheit der DNA.

Es zeigte sich, dass die Aminosauren Lys376 und Lys377 mit der DNA Uber die ,klei-
ne Furche® der DNA interagieren (Abb. 19). Die Wechselwirkung zwischen diesen
beiden Aminosauren und der DNA befindet sich au3erhalb der eigentlichen EcoRlII-
Erkennungssequenz. Die Aminosauren stellen somit eine zusatzliche DNA-
Bindungsregion dar, die die benachbarten Basenpaare aul3erhalb der Erkennungs-
sequenz bindet (Abb. 20, 21). Die Berechnung der Interaktionspunkte zwischen En-
zym und DNA mittels FoldX ergab, dass Lys376 und Lys377 mit dem Basen CG an
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der Position drei und vier im T-Strang interagieren (Daten nicht gezeigt). Die Amino-
sauren Lys376 und Lys377 kdnnten dabei als eine Art Abstandshalter wirken, der die

Breite der ,kleinen Furche® determiniert.

4 -3 -2 -1 01 2 3 4
GCCCTGG T-Strang
CGGGACCGC A-Strang
4 3 2 1 0 -1 -2 -3 4

Abbildung 20: Schematische Darstellung der DNA-Sequenz aus dem Ko-Kristall (3HQF) [54]
bzw. dem katalytisch inaktiven EcoRII/DNA-Modell (Abb. 19). Die EcoRII-Erkennungssequenz ist
rot, die neuen Interaktionsstellen mit der ,kleinen Furche® der DNA sind tuirkis dargestellt.

Die Ergebnisse unserer Analyse zeigen, dass die Bindung durch die Aminosauren
Lys376 und Lys377 Uber die ,kleine Furche® der DNA eine zusatzliche DNA-
Bindungsregion in EcoRlI darstellen koénnten (Abb. 21).

Lys 377

Abbildung 21: Zusammenstellung aller Aminosauren, die an der EcoRIl vermittelten DNA-
Bindung in der katalytisch inaktiven Konformation beteiligt sind. Die durch das Ko-Kristall (PDB
Eintrag 3HQF) [54] identifizierten, an der DNA-Bindung beteiligten Aminosduren 28-41 und 81-101
sind gelb bzw. blau dargestellt [54]. Die durch das katalytisch inaktive Modell vorhergesagten Amino-

sauren sind pink, die Substrat-DNA ist rot dargestellt.
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Funktionelle Bedeutung des “minor qroove” Bindungsmotives in EcoRIl

Um die Bedeutung der von uns neu beschriebenen, an der DNA-Bindung beteiligten
Aminosauren zu untersuchen, wurde eine Mutante hergestellt, bei der die Positionen
Lys376 und Lys377 durch Alanine ersetzt wurden. Das Mutantenenzym
EcoRIl K376A-K377A wurde in DNA-Spaltexperimenten und EMSA-Experimenten
untersucht. Dabei zeigte sich, dass EcoRIl K376A-K377A pBR322 Plasmid-DNA effi-
zient schneiden kann. Die Ansatze mit T3 Phagen-DNA zeigten hingegen keine
Spaltaktivitat. EcoRIl K376A-K377A verflgte Uber die gleiche Spaltaktivitat wie EcoR-
II-'WT Enzym (Daten nicht gezeigt). Um die Bindungseigenschaften von EcoRlI
K376A-K377A zu untersuchen wurden EMSA-Experimente durchgefuhrt. Das Mutan-
tenenzym verfugte im Vergleich zu EcoRII-WT Uber eine zweifach schwachere DNA-
Bindung (Daten nicht gezeigt). Die durch EcoRIl K376A-K377A gebildeten Pro-
tein/DNA-Komplexe unterschieden sich ebenfalls von den durch das WT-Enzym ge-
bildeten Komplexen (Abb. 22). Die fir die EcoRII/DNA-Komplexe typische Doppel-
bande in EMSA-Experimenten ist im Fall des Mutantenenzyms nicht mehr zu

erkennen.

Die Substitution der Aminosauren Lys376 und Lys377 durch Alanine zeigte ein ver-
andertes Laufverhalten des Mutantenenzyms in EMSA-Experimenten, was auf eine

veranderte Protein-DNA-Komplexbildung schlie3en lasst.
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Abbildung 22: EMSA-Experimente mit EcoRIl sowie EcoRIl K376A-K377A. Die Ansatze wurden

mit radioaktiv markierter DNA (Tab. 3) und 50 nM Enzym fur 30 Minuten inkubiert und in einem nativen

1X TBE Gel aufgetrennt.
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3.3 Biochemische und strukturelle Untersuchung der EcoRIl DNA-

Methyltransferase

Klonierung, Uberexpression und Reiniqung der EcoRIl DNA-Methyltransferase

Um M.EcoRII untersuchen zu kénnen, klonierten wir die flr die Methyltransferase
kodierende Sequenz aus dem pDK1 Plasmid im Uberexpressionsvektor pQE-30 (Qi-
agen). Das auf diesem Weg hergestellte DNA-Konstrukt pQE30-M.EcoRIl verfugte
Uber einen N-terminalen 6xHis-Tag, der uns erlaubte, das Protein mittels Ni-NTA Affi-
nitdtschromatographie zu reinigen (Abb. 23). Die Uberexpression wurde durch die
Induktion mit IPTG erreicht. Das mit Ni-NTA vorgereinigte Protein wurde anschlie-

Rend mittels FPLC und Heparin-Agarose Saule bis zur Homogenitat gereinigt.

<
s &
&3

250 kDa o 70 kDa
130 kDa : = 55kDa “ww

S5kDa -

35kDa
i0e w 2508
it - = -
) ol

0k e T ~

Abbildung 23: Reinigung von M.EcoRIl aus E. coli JM109 (pQE-30 M.EcoRlIl) nach Induktion mit
IPTG. Das linke Gel zeigt die Proteine im Uberstand nach Aufschluss, im Bakterienpellet und den da-
rauffolgenden Reinigungsschritten. Fir die Waschschritte wurden jeweils 10 pl der Probe und 5 pul des
resuspendierten Pellets auf das Gel aufgetragen. Das rechte Bild zeigt die gereinigte Methyltransfera-
se nach der Elution. Dabei sind jeweils 10 pl fiir jede Fraktion auf das Gel aufgetragen worden. Als
Marker wurde der PageRuler™ Plus (Fermentas) verwendet.

Es ist uns gelungen, die EcoRIll DNA-Methyltransferase in einen Uberexpressions-
vektor zu klonieren und bis zur Homogenitat im Milligramm-MalRstab zu reinigen, eine

Voraussetzung fur eine strukturelle und funktionelle Untersuchung.
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Charakterisierung der Aktivitat von M.EcoRIl sowie der verkiirzten Mutan-
tenenzyme M.EcoRIl 1-113 und M.EcoRIl 114-512

Fir eine funktionelle und strukturelle Untersuchung von M.EcoRIl haben wir zwei
weitere Konstrukte hergestellt. Wir klonierten zwei verkurzte Konstrukte,
M.EcoRIl  1-113, dem die C-terminalen 399 Aminosduren fehlten und
M.EcoRII 114-512, dem die N-terminalen 113 Aminosauren fehlten. Die Reinigung
der verklrzten Proteine ist in Abbildung 24 dargestellt. Um zu Uberprufen, ob unsere
Konstrukte trotz N-terminalem 6xHis-Tag in der Lage sind DNA spezifisch zu methyl-
ieren, fihrten wir Methylierungsexperimente mit M.EcoRIl durch, die anschlielend
mit EcoRIl verdaut wurden. Es wurde dabei deutlich, dass der 6xHis-Tag keinen ne-
gativen Einfluss auf die Methylierungsaktivitat hatte. Zusatzlich konnte gezeigt wer-
den, das M.EcoRII 114-512 einen schwacheren Schutz vor Spaltung im Vergleich mit
M.EcoRII bietet und damit auf eine schlechtere Methylierungsaktivitat schliel3en lasst
(Abb. 25). M.EcoRII 1-113 zeigte keinerlei protektiven Schutz vor Spaltung mit EcoRII
und war somit nicht in der Lage DNA =zu methylieren (Abb. 25).
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Abbildung 24: 12% SDS-Gel mit M.EcoRIl und den verkiirzten Mutantenproteinen. Die Abbildung
zeigt die gereinigten, verkirzten Enzyme im Vergleich zu dem vollstandigen M.EcoRIl-Enzym. Die
theoretischen Molekulargewichte der Proteine betragen fiir M.EcoRlIl ca. 58 kD, fir M.EcoRIl 114-512
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ca. 46 kD und fiur M.EcoRIl 1-113 ca. 13 kD. Als Marker wurde der PageRuler™ Plus (Fermentas)
verwendet.
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Abbildung 25: DNA-Methylierungstest mit M.EcoRIl und den M.EcoRllI-Derivaten. Die Ansatze
wurden mit 150 ng pBR322-Plasmid-DNA, 0.5 mM AdoMet und steigenden Proteinmengen von
M.EcoRII, M.EcoRII 114-512 und M.EcoRIl 1-113 im 1X Reaktionspuffer fir zwei Stunden bei 37°C
inkubiert. Die Proben wurden danach mittels Phenol-Chloroform gereinigt und anschlieRend fiir eine
Stunde bei 37°C mit EcoRII verdaut. Die Proben wurden dann in einem 1% Agarosegel aufgetrennt.
PK bezeichnet die Positivkontrolle, bei der nichtmethylierte pBR322-DNA mit EcoRIl verdaut wurde.
NK bezeichnet die Negativkontrolle bei der pBR322-DNA unverdaut aufgetragen wurde. Das Gel wur-
de anschlieBend mit Ethidiumbromid gefarbt. Der verwendete Marker war dabei der ,Smart ladder*
(Eurogentec).

Unsere Experimente zeigen, dass der 6xHis-Tag keinen negativen Einfluss auf die
Methylierungsaktivitat austubt. Wir konnten zeigen, dass das N-terminal verklrzte
Enzym M.EcoRII 114-512 pBR322-DNA vollstandig methylieren kann. Das C-terminal
verkurzte Enzym M.EcoRIl 1-113 zeigte im Gegensatz dazu keine Methylierungsakti-
vitat an pBR322-DNA.
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Charakterisierung der DNA-Bindung von M.EcoRIl, M.EcoRIl 1-113 und
M.EcoRIl 114-512 mittels EMSA

Aus der Literatur war bereits bekannt, dass M.EcoRII in Anwesenheit von AdoHcy mit
hoher Affinitat an den eigenen Erkennungsort binden kann [78,79,80]. M.EcoRIl war
die erste Methyltransferase fur die gezeigt wurde, dass sie aulderdem an den eige-
nen Promotor binden und dabei die eigene Transkription regulieren kann [74,75,76].
Um die Bindung von M.EcoRIl an DNA besser analysieren zu kdnnen, haben wir
M.EcoRII sowie die Mutantenproteine M.EcoRIl 1-113 und M.EcoRIl 114-512 in
EMSA-Experimenten untersucht. Unsere Experimente zeigten, dass M.EcoRIl und

M.EcoRII 114-512 mit hoher Affinitdt in Anwesenheit von AdoHcy an den eigenen
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Abbildung 26: EMSA-Experimente mit M.EcoRIl und den verkiirzten Proteinen M.EcoRII
114-512 und M.EcoRIl 1-113. Die Ansatze mit spezifischer DNA enthielten radioaktiv markierte
13 bp lange Oligonukleotide mit dem EcoRII-Erkennungsort (0,01 pmol) und jeweils 100 nM der ent-
sprechenden Enzyme. Fir die Ansatze mit der Promotor DNA wurden 0,01 pmol der 38 bp langen
M.EcoRIl Promotor DNA und 500 nM der entsprechenden Enzyme verwendet. Die Proben mit der
unspezifischen DNA enthielten 0,01 pmol der unspezifischen 38 bp lange DNA und jeweils 1000 nM
der jeweiligen Enzyme. Alle Ansatze enthielten AdoHcy und wurden mit der jeweiligen DNA (Tab. 3) fur
30 Minuten inkubiert und in nativen Polyacrylamidgelen in 1XTBE aufgetrennt.

Erkennungsort binden kénnen, M.EcoRIl 1-113 dagegen nicht (Abb. 26).
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Die Bindung an die vollstandige Promotorsequenz ist im Gegensatz dazu kofak-
torunabhangig und findet mit und ohne Kofaktoren gleichermalen effizient statt (Da-
ten nicht gezeigt). Um zu Uberprifen, ob die gesamte Promotorsequenz fur die spezi-
fische Bindung notwendig ist, haben wir auch Experimente mit verklrzten
Promotorsequenzen durchgefuhrt. Tabelle 9 fasst die Ergebnisse der EMSA-
Experimente zusammen und zeigt, dass die Bindung von M.EcoRII an eine verkurzte
Promotorsequenz drastisch herabgesetzt war. Dabei verringerte sich die Affinitat um

das 15-fache, verglichen mit der ganzen Promotorsequenz.

Die EMSA-Experimente mit den verklrzten Mutanten zeigten, dass die N-terminal
verklrzte Mutante M.EcoRII 114-512 eine 9-fach schlechtere Bindung an den Erken-
nungsort aufwies. Die Bindung von M.EcoRII 114-512 an die vollstandige Promotor-
sequenz war dabei um das 6,6-fache schwacher. Die Affinitat von M.EcoRII 114-512

zur unspezifischen DNA blieb im Gegensatz dazu unverandert.

Die C-terminal verkurzte Mutante M.EcoRIl 1-113 zeigte im Gegensatz zu M.EcoRII
114-512 keinerlei DNA-Bindung. Wir konnten fur M.EcoRII 1-113 bei einer HAchst-
konzentration von 2,5 yM keine Bindung an Erkennungsort-, Promotor- oder an un-
spezifische DNA beobachten (Daten nicht dargestellt). Abbildung 26 stellt das unter-

schiedliche Laufverhalten aller untersuchten Mutanten dar.

Die EMSA-Experimente offenbarten, dass die N-terminal verkirzte Mutante
(M.EcoRIl 114-512) Erkennungsort- und Promotorsequenz-DNA abgeschwacht bin-
den kann. Die C-terminal verkirzte Mutante (M.EcoRIl 1-113) ist nicht in der Lage
DNA zu binden (Tab. 9).

Tabelle 9: Zusammenfassung der kp-Werte fiir M.EcoRIl, M.EcoRIl 1-113 und M.EcoRII 114-512

38 bp Promotor 15 bp Promotor DNA 38 bp unspezifische DNA Erkennungsort DNA

DNA [nM] [nM] [nM] [nM]
M.EcoRll 59,3 910 616,6 9,5
M.EcoRll 1-113 > 2500 nd. > 2500 > 2500
M.EcoRIl 114-512 400 n.d. 675 82,5

Die verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 3 aufgelistet. Fur die Berechnung der KD-Werte wur-
den mindestens drei unabhangige Experimente gemittelt. N.d. bezeichnet Experimente, die nicht
durchgefiihrt wurden.
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Proteolytische Spaltung von M.EcoRIl zur Bestimmung von stabilen Doméanen

in Anwesenheit von verschiedenen DNA-Sequenzen und unterschiedlichen

Kofaktoren

Zur ldentifizierung der Domanenarchitektur von M.EcoRII flhrten wir proteolytische
Spaltungen des Enzyms in Abhangigkeit verschiedener Kofaktoren sowie DNA-
Sequenzen durch. In den Experimenten zeigte sich dabei, dass M.EcoRIl in Abwe-
senheit von DNA im Verlauf von acht Stunden vollstandig verdaut wird. Bereits nach
einer Stunde ist der grofite Teil dieser Reaktion abgeschlossen (Abb. 27 A). Bei den
Experimenten mit M.EcoRIl und der Promotorsequenz-DNA zeigte sich eindrucksvoll,
dass zwei Fragmente vor proteolytischer Spaltung geschitzt wurden. Diese beiden
Fragmente entstanden ohne nennenswerte Zwischenprodukte bereits nach 30 Minu-
ten und blieben auch Uber den gesamten Zeitverlauf geschutzt (Abb. 27 B). Sie sind
im Vergleich zu den Markerbanden etwa 35 kD und 25 kD grof3. Die Experimente mit
unspezifischer DNA zeigten ebenfalls die Entstehung zweier ahnlich groRer Frag-
mente, die aber nicht Uber den gesamten Zeitverlauf geschitzt wurden und bereits
nach zwei Stunden fast vollstandig verdaut wurden (Abb. 27 C). Bei den Experimen-
ten mit der spezifischen Erkennungssequenz konnten wir beobachten, dass das
komplette Protein Uber den gesamten Zeitraum vor tryptischen Verdau geschutzt war
(Abb. 27 D). Wir konnten dabei eine kleine Population der bekannten 35 kD und
25 kD groRRen Fragmente sowie einen geringen Anteil eines um etwa 10 kD verkurz-

ten, ansonsten unverdauten Enzyms beobachten.

Um den Einfluss verschiedener Additive (AdoMet, AdoHcy und Sinefungin) auf die
Bildung der stabilen Fragmente zu untersuchen, haben wir weitere Proteolyse-
Experimente durchgefihrt. Die Additive AdoMet, AdoHcy und Sinefungin vermittelten
allein keinen Schutz vor proteolytischer Spaltung (Daten nicht gezeigt). Die Bildung
der stabilen Fragmente in Anwesenheit der Promotorsequenz-DNA war unabhangig
von den Additiven und erfolgte fur AdoHcy, AdoMet sowie Sinefungin gleichermalien
effizient (Abb. 28). Die Anwesenheit der unspezifischen DNA hatte in Kombination mit
allen drei verwendeten Additiven nur einen schwachen protektiven Effekt, wobei das
Fehlen eines der drei Additive das Protein besonders schlecht vor Spaltung schutzte
(Abb. 28). Bei den Experimenten mit spezifischer DNA zeigte sich, dass die Wahl des
Additives die Formation der spezifischen Fragmente beeinflusst. Die Ansatze mit

AdoHcy und spezifischer DNA zeigen die Bildung eines um etwa 10 kD verklrzten
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Proteins (Abb. 28). Im Gegensatz dazu entstanden bei Experimenten mit AdoMet und

Sinefungin zwei Fragmente, ein 35 kD und 25 kD grof3es Fragment (Abb. 28).

Proteolytische Experimente zeigten, dass M.EcoRII in Anwesenheit von AdoHcy und
der Erkennungsort-DNA vor tryptischen Verdau fast vollstandig geschutzt ist. Die In-
kubation von M.EcoRIl mit der Promotorsequenz fuhrt im Gegensatz dazu kofak-

torunabhangig zu der Bildung zweier stabiler Fragmente (35 kD und 25 kD).
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Abbildung 27: Proteolytische Spaltung von M.EcoRlIl in Anwesenheit von verschiedenen DNA-
Sequenzen. 3 mg M.EcoRII wurden jeweils in einem Volumen von 120 ul in 100 mM Tris-HCI pH 7,6
mit 0,03 pg/ul Trypsin bei 37°C inkubiert. Aus den 120 ul sind zu definierten Zeitpunkten 10 ul der
Probe entnommen worden. Gel A) zeigt M.EcoRIl ohne DNA. Gel B) zeigt M.EcoRIlI mit der 38 bp
langen Promotorsequenz DNA, C) zeigt M.EcoRIl mit 38 bp langer unspezifischer DNA. D) zeigt
M.EcoRII mit 13 bp langer Erkennungsort-DNA. Die Proben sind anschlielend auf 12%igen SDS-
Polyacrylamidgelen aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt worden. Als Marker wurde der
PageRuler™ Plus (Fermentas) verwendet. Die verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 3 aufge-

fuhrt.
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Abbildung 28: Proteolytische Spaltung von M.EcoRIl in Abhéngigkeit von verschiedenen DNAs
und Kofaktoren. Fir die Experimente wurden jeweils 18 ug M.EcoRIl mit 0,1ug Trypsin in 100 mM
HEPES pH 8,0 Puffer fir drei Stunden bei 37°C verdaut. Die Ansatze wurden mit den entsprechenden
Kofaktoren vor der Zugabe von Trypsin fir 30 Minuten vorinkubiert. Die Kofaktoren AdoHcy, AdoMet
und Sinefungin wurden jeweils in einer Konzentration von 3 mM eingesetzt. Die Proben sind anschlie-
Rend auf 12%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und mit Coomassie sichtbar gemacht wor-
den. NK bezeichnet jeweils das unverdaute Protein. Als Marker wurde der PageRuler™ Plus (Fermen-
tas) verwendet. Die verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Identifizierung der tryptischen Peptide mittels Massenspektrometrie und
Western-Blot

Fir die ldentifikation der durch proteolytische Spaltung entstandenen 35 kD und
25 kD grolden Fragmente wurden die Banden aus dem SDS-Polyacrylamidgel aus-
geschnitten, aufbereitet und erneut mit Trypsin in kurze Peptide verdaut. Mittels Mas-
senspektrometrie wurden diese Peptide analysiert und die theoretischen Massen mit
den gemessenen Daten verglichen. Bei dieser Analyse konnte die groRere der bei-
den Banden eindeutig als der C-terminale Bereich von M.EcoRII identifiziert werden:
Die theoretische Masse dieses Fragmentes betragt 30 kD und enthalt 249 C-
terminale Aminosauren (Aminosauren 263-512). Das erste identifizierte C-terminale
Peptid (249AKKPAIFVLENVKNLK265) befindet sich direkt vor einer Trypsin-
Spaltstelle und kann somit als urspranglicher Spaltort vermutet werden. Die 25 kD
grol’e Bande konnte mit dieser Methode nicht eindeutig bestimmt werden, da bei der
Messung Fragmente des gesamten Proteins gefunden wurden. Um diese Bande
dennoch zuordnen zu konnen, haben wir einen Western-Blot durchgefuhrt. Dabei
verwendeten wir einen Tetra-His Antikorper, der den N-terminalen 6xHis-Tag erken-
nen sollten. Der Western-Blot zeigte eindeutig, dass die 25 kD grof3e Banden spezi-

fisch nachgewiesen werden konnte (Abb. 29). Diese etwa 25 kD grof3e Bande ent-
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spricht den ersten 214 N-terminalen Aminosauren. Durch die Kombination dieser

beiden Methoden konnten wir die Trypsin-resistenten Fragmente eindeutig bestim-

men.
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Abbildung 29: Proteolytische Spaltung von M.EcoRlIl in Abhangigkeit von verschiedenen DNAs
und verschiedener Kofaktoren im Western-Blot. Fir die Experimente wurden jeweils 18 ug
M.EcoRII mit 0,1 pg Trypsin in 100 mM HEPES pH 8,0 Puffer fur drei Stunden bei 37°C verdaut. Die
Ansatze wurden mit den entsprechenden Kofaktoren vor der Zugabe von Trypsin fiur 30 Minuten vorin-
kubiert. Von den Kofaktoren AdoHcy, AdoMet und Sinefungin wurden jeweils 3 mM eingesetzt. Die
Proben sind anschliefend auf 12%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und mit Coomassie
(rechts) bzw. durch spezifischen Tetra-His Antikorper (links) sichtbar gemacht worden. NK bezeichnet
jeweils das unverdaute Protein. Als Marker wurde der PageRuler™ (Fermentas) verwendet. Die ver-
wendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Mit Hilfe von Massenspektrometrie konnte das 35 kD grof’e Fragment als der
C-terminale Bereich von M.EcoRIl (Aminosauren 263-512) identifiziert werden.
Das 25 kD groRe Fragment konnte mittels Western-Blot eindeutig als N-terminale

Region von M.EcoRIl bestimmt werden (Aminosauren 1-214).

Kristallisation von M.EcoRII

Da die 3D-Struktur von M.EcoRIl nicht bekannt ist, haben wir versucht mit
kristallographischen Methoden die Struktur zu l6sen. Die Methyltransferase EcoRII
besitzt in einigen Bereichen ausgepragte Homologien zu bereits kristallisierten DNA-
Methyltransferasen. |hre ungewdhnliche GréRe und ihre zusatzliche N-terminale Do-

mane machen M.EcoRIl besonders interessant.

Um die vorhandene Proteinmenge moglichst effizient einzusetzen, haben wir uns
entschlossen, die “Dampfdiffusionsmethode“ in sitzenden Tropfen durchzuflihren.

Diese Methode ermdglichte uns die Verwendung eines Pipettier-Roboters mit 96
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Well-Platten. Der Vorteil der robotergestutzten Arbeit ist dabei die Moglichkeit des
Ansetzens vieler Kristallisationsproben in kurzer Zeit und mit hoher Prazision. Bei
zahlreichen Versuchen M.EcoRIIl allein zu kristallisieren, haben wir verschiedene
Kristallisations-,Screens” unterschiedlicher Hersteller ohne Erfolg getestet. Als
nachste Strategie kombinierten wir unterschiedliche Additive wie AdoMet und AdoHcy
mit verschiedenen DNA-Konstrukten, die entweder die Erkennungssequenz oder den

Promotorbereich enthielten. Diese Strategie fuhrte ebenfalls zu keiner Kristallbildung.

Daraufhin entschlossen wir uns eine DNA zu verwenden, die einen hemi-methylierten
Erkennungsort enthalt, um somit die Bindung des Enzyms an einen bestimmten
DNA-Strang erzwingen zu kénnen. Diese Strategie blieb vorerst im Tris-HCI Puffer
wirkungslos. Bei der Wiederholung aller Experimente in einem HEPES-Probenpuffer
bildeten sich die ersten Protein-Kristalle. Die Kristalle bildeten sich innerhalb von drei
Tagen bei 18°C in Ansatzen, die M.EcoRII, AdoHcy und hemi-methylierte 13 bp lange
DNA enthielten (Abb. 30). Bei dem Versuch diese Kristalle im Synchrotron zu mes-
sen, stellte sich heraus, dass die Auflosung nur ca. 9 A betrug, was keine weitere
Analyse erlaubte (Abb. 30). Versuche durch Additive und verschiedene Optimie-
rungsmethoden, wie das ,crystal annealing”und ,crystal dehydration® [95], das Aufl6-

sungsvermogen dieser Kristalle zu verbessern, waren leider bisher nicht erfolgreich.

Die Versuche M.EcoRIl zu kristallisieren fihrten zu ersten streuenden Kristallen, de-

ren Aufldsung jedoch fur eine Losung der Struktur nicht ausreicht.

Abbildung 30: M.EcoRllI-Kristalle in Anwesenheit von hemi-methylierter DNA und AdoHcy. Die
Abbildung links zeigt ein Kristall in einem Kristallisationstropfen, die Abbildung rechts zeigt die Diffrak-
tion eines der M.EcoRlII-Kristalle.
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4 Diskussion

Diese Arbeit referiert die Untersuchung der Restriktionsendonuklease EcoRII und der
dazugehdrigen Methyltransferase M.EcoRIl. Im Verlauf dieser Untersuchungen konn-
ten neue Erkenntnisse uber den Mechanismus der Autoinhibition durch zahlreiche
biochemische Experimente von EcoRIl gewonnen werden. Aulderdem ist es gelun-
gen eine hochauflosende EcoRII-WT Kristallstruktur mit gebundenen Magnesiumio-
nen zu lésen, die neue Einblicke in den Spaltmechanismus erlaubt. Basierend auf
dieser Kristallstruktur konnten, mit Hilfe bioinformatischer Methoden, verschiedene
Enzym-DNA-Modelle erstellt werden. Diese zeigen das Enzym mit DNA im autoinhi-
bierten und katalytisch aktiven Zustand. Eines dieser Modelle ermdglichte die Vor-
hersage eines neuen DNA-Bindungsmotives, welches anschlieRend mit Hilfe von
molekularbiologischen Experimenten untersucht wurde. Bei der Untersuchung der
Methyltransferase M.EcoRII konnten neue Erkenntnisse Uber die Wirkungsweise der
transkriptionellen Regulation gewonnen werden. Zusatzlich konnten die an der DNA-
Bindung beteiligten Domanen in Abhangigkeit von Kofaktoren bestimmt werden. Au-
Rerdem konnten vielversprechende Kristallisationsexperimente mit M.EcoRII durch-

gefuhrt werden, die zu ersten streuenden Kristallen fuhrten.

41 Molekulare Charakterisierung der minimalen regulatorischen Einheiten

von EcoRll, die fiir die Autoinhibition verantwortlich sind

EcoRIl wurde durch zahlreiche Untersuchungen eingehend beschrieben. Dabei stell-
te sich heraus, dass zwei funktionell unterschiedliche Domanen, wie die N- und C-
terminale Domane von EcoRII, nur bei wenigen Typ lI-Restriktionsenzymen vorhan-
den sind [96]. Der modulare Aufbau des Enzyms flhrte zur Formulierung eines auf
Autoinhibition basierten Regulationsmechanismus [46,48]. EcoRIlI war damit das ers-
te Typ lI-Restriktionsenzym mit einer Regulation durch Autoinhibition. Mittlerweile
sind andere Restriktionsendonukleasen beschrieben worden, die ebenfalls Gber Au-
toinhibition reguliert werden [97,98]. Bei der Untersuchung des Autoinhibitionsme-
chanismus von EcoRIl ist es uns gelungen, die minimale regulatorische Region in
EcoRII zu bestimmen und zu charakterisieren [99]. Diese Region befindet sich im N-
terminalen Bereich des Enzyms und wird von den Sekundarstrukturen 3-Strang B1
und a-Helix H2 gebildet. Die N-terminale Domane blockiert dabei sterisch das kataly-

tische Zentrum und reguliert damit die Spaltung der DNA. Der Verlust einer dieser
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Sekundarstrukturen bewirkt eine vollstandige Aufhebung der Autoinhibition, die sich
durch eine vollstandige Spaltung von T3 Phagen-DNA beobachten lasst. Im Gegen-
satz dazu ist das EcoRII-WT Enzym nicht in der Lage, T3 Phagen-DNA zu spalten,
da diese nur drei EcoRIl-Erkennungsorte enthalt, die weit voneinander entfernt sind
[40,100,101,102,103].

Unsere Untersuchungen bestatigen den flr EcoRIl vorgeschlagenen Autoinhibiti-
onsmechanismus [48] und erklaren auf molekularer Ebene welche strukturellen Ele-

mente diesem zugrunde liegen [99].

Die Regulation von enzymatischen Prozessen gehort zu den wichtigsten zellularen
Aufgaben, die eine Zelle bewerkstelligen muss. Dabei ist die Regulation durch Auto-
inhibition ein sehr praziser und deshalb auch weitverbreiteter Regulationsmechanis-
mus bei diversen Proteinen verschiedener Organismen, z.B. bei dem menschlichen
Proto-Onkogen Vav, der Archaea Hel308 Reparatur-Helikase und vielen anderen
Proteinen bei verschiedenen Spezies [104,105,106,107,108]. Mittlerweile ist es ge-
lungen, auch andere Restriktionsendonukleasen zu charakterisieren, die Uber Auto-
inhibition reguliert werden. Zu diesen Endonukleasen zahlt Bse634I, das als Homo-
tetramer vorliegt und aus zwei Dimeren gebildet wird. Die Regulation der
Autoinhibition wird dabei durch intermolekulare Signaltransduktion zwischen den bei-
den Dimeren vermittelt [97]. Ein weiteres Beispiel fur ein autoinhibiertes Restriktions-
enzym ist Bfil, ein Mg?*-unabhiangiges Enzym [98]. Dabei verfiigt Bfil iiber eine
EcoRII-ahnliche Struktur, die der N-terminalen Domane von EcoRII entspricht. Die
Autoinhibition wird bei Bfil durch den Linker zwischen der N-terminalen Domane
(Aminosauren 1-170) und der C-terminalen Domane (Aminosauren 199-358) regu-
liert. Dieser Linker bindet in Abwesenheit des Substrates an den fur die DNA-
Bindung verantwortlichen Bereich und imitiert so die DNA, ahnlich dem Ocr Antirest-

riktionsprotein, das in seiner raumlichen Struktur DNA in der B-Form nachahmt [109].

Wie die aufgefuhrten Beispiele zeigen, verfugen die meisten Autoinhibitionsmodule
Uber intramolekulare Interaktionspunkte zwischen der inhibitorischen und der funkti-
onellen Domane [107]. Die Beobachtung, dass die Zugabe von EcoRII-N in trans die
Spaltung durch EcoRII-C inhibierte, die Spaltung durch das Isoschizomer Mval aber
nicht beeinflusste, lie® eine spezifische Protein-Protein-Interaktion zwischen der
N- und C-terminalen EcoRIl-Domane vermuten. Die Beobachtung, dass bei diesen

Titrationsexperimenten ein molarer Uberschuss der N-terminalen Domane zugege-
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ben werden musste um eine Inhibition von EcoRII-C zu erreichen, beruht vermutlich
auf dem Umstand, dass die Domanen nicht physisch verbunden sind. Die Experi-
mente mit dem Isoschizomer Mval und EcoRII-N zeigten dagegen, dass EcoRII-N
keine Inhibition von Mval verursacht. Die hochste EcoRII-N Konzentration zeigte nur
eine sehr geringe Hemmung der Mval-Spaltung. Diese Hemmung wird vermutlich
durch Kompetition von Mval und EcoRII-N um den DNA-Erkennungsort oder durch
unspezifische Protein-Protein-Wechselwirkungen verursacht, nicht aber durch spezi-

fische Interaktion.

Die Experimente, bei denen einzelne Aminosauren der Interdomanen-Kontaktstellen
substituiert wurden, zeigten eine teilweise Aufhebung der Autoinhibition. Die Mutan-
tenproteine E145A, S173A und E351A zeigten eindeutig, dass Substitutionen von
Aminosauren innerhalb der Interdomanen-Kontaktstellen zu einer partiellen Aufhe-
bung der Autoinhibition fuhrten, was durch eine partielle T3 Phagen-DNA Spaltung
durch diese Mutantenenzyme sichtbar wurde. Die unvollstandige Aufhebung der Au-
toinhibition wurde vermutlich durch eine partielle Stérung der Interdomanen-
Kontaktstellen hervorgerufen, bei der unter anderem die Ausbildung von stabilisie-
renden Wasserstoffbricken gestort wurde. Die Aufhebung der Repression im Fall
des Mutantenenzyms EcoRII-E351A kann interessanterweise nicht durch eine ver-
hinderte Ausbildung von Wasserstoffbricken zwischen Glu351 und Ala27 erklart
werden, da die Wasserstoffbriicken zwischen diesen Aminosauren am Aminosaure-
ruckgrat ausgebildet werden. Der beobachtete Effekt kdnnte deshalb vielmehr Uber
die Storung eines erweiterten Wassermolekullnetzwerks zwischen den Seitenketten
der Aminosauren Glu351, Arg24 und Gly158 erklart werden [110]. Die Kombination
verschiedener  Mutationen  (E145A/S173A, E145A/E351A, E145A/S354A,
S173A/E351A und S173A/S354A) hatte interessanterweise keinen verstarkenden
Effekt auf die Aufhebung der Autoinhibition. Die Ursache fur diese Beobachtung liegt
vermutlich im modularen Aufbau der Interdomanen-Kontaktstellen. Eine &hnliche Be-
obachtung konnte bei der Untersuchung der Interaktion zwischen der TEM1-3-
Laktamase und dem B-Laktamase-Inhibitor mittels Protein-Ballungsanalyse beobach-
tet werden, bei der die Protein-Protein-Interaktionsstellen mit Hilfe von biophysikali-
schen und bioinformatischen Methoden detailliert untersucht wurde. Dabei ist festge-
stellt worden, dass Einzelmutationen innerhalb desselben Interaktions-

Ballungszentrums nicht zwangslaufig additiv sind [111].
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Um die fur die Autoinhibition notwendige Region innerhalb von EcoRIl genauer ein-
zugrenzen, verwendeten wir synthetische Peptide. Diese Peptide entsprachen Berei-
chen der N-terminalen Doméane und wurden analog zu den Versuchen mit EcoRII-C
und -N durch Zugabe in trans auf ihr inhibitorisches Potential hin untersucht. Um
mdgliche autoinhibitorische Elemente zu identifizieren, haben wir die gesamte
N-terminale Domane nach Sekundarstrukturmotiven, die mit der C-terminalen Doma-
ne interagieren, durchsucht und dabei zwei jeweils 30 Aminosduren lange Peptide
ausgewahlt. Peptid 1 prasentierte die Aminosauresequenz 4SVFHNWLLEIACE-
NYFVYIKRLSANDTGATs3s und Peptid 2 die Sequenz 14EEDVIETAIGEVIP-
GALISGPAGQ-ILGGLS173. Diese loslichen Peptide enthalten die wichtigsten Interak-
tionspunkte zwischen der N- und C-terminalen Domane. Peptid 1 enthalt die Amino-
sauren Ser26 und Ala27, die mit Glu351 interagieren. Peptid 2 hingegen beinhaltet
die Aminosauren Glu145 und Ser173, die mit Arg330 und Arg262 wechselwirken. Es
zeigte sich, dass durch die Zugabe von Peptid 1 in trans die Spaltung durch EcoRII-C
vollstandig inhibiert werden konnte. Bei Kontrollexperimenten mit Peptid 1 und dem
Isoschizomer Mval konnte hingegen keinerlei Inhibition festgestellt werden.
Das Kontrollpeptid, das aus einer zufalligen Aminosauresequenz (AEYPAHG-
TRLVKRLQTFVPNKEILCSMDGS) besteht, zeigte ebenfalls keine inhibitorische Wir-
kung auf die durch EcoRII-C vermittelte DNA-Spaltung. Obwonhl die beiden Peptide 1
und 2 Bereiche der N-terminalen inhibitorischen Domane reprasentieren, hatte nur
Peptid 1 einen inhibitorischen Effekt auf die Spaltung. Peptid 2 enthalt also entweder
keine fur die Autoinhibition essentielle Region oder es verfugt in Losung nicht Uber
eine korrekte Sekundarstruktur. Unsere Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass
die durch Peptid 1 reprasentierten Aminosauren 4-33 der N-terminalen Domane das

autoinhibitorische Motiv enthalten.

Um dieses Motiv genauer zu lokalisieren haben wir die in Peptid 1 enthaltenen Se-
kundarstrukturen a-Helix H1, B-Strang B1 und a-Helix H2 sukzessiv deletiert. Durch
Spaltexperimente mit den entsprechenden Mutantenenzymen EcoRII-AH1, EcoRII-
AB1 und EcoRII-AH2 konnten wir die minimale regulatorische Region identifizieren.
Die Deletion sehr kurzer Bereiche innerhalb der N-terminalen Domane fuhrte zu ei-
ner vollstandigen Aufhebung der Autoinhibition. Wir konnten zeigen, dass die Mutan-
te EcoRII-AB1, welche eine Deletion zwischen den Aminosauren 18-24 aufweist, so-
wie EcoRII-AH2, der die Aminosauren 26-30 fehlen, vollstandig dereprimiert sind.

Diese regulatorischen Elemente stellen demnach die minimale regulatorische Einheit
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dar, die fur den Autoinhibitionsmechanismus in EcoRIl verantwortlich ist. Durch die
Deletion der a-Helix H1 konnte interessanterweise die Autoinhibition nur partiell auf-
gehoben werden. Die beiden Deletionsmutanten EcoRII-AB1 und EcoRII-AH2 zeig-
ten hingegen eine vollstandige Spaltung von T3 Phagen-DNA und waren wie
EcoRII-C vollstandig dereprimiert (Abb. 31). Aus der EcoRII-Kristallstruktur geht her-
vor, dass die Aminosauren Ser26 und Ala27, die in der a-Helix H2 der N-terminalen
Domane lokalisiert sind, mit der Aminosaure Glu351 der C-terminalen Domane Was-
serstoffbriicken ausbilden [48]. Sie sind damit mafldgeblich an der Bildung der mini-
malen inhibitorischen Einheit beteiligt. Die Substitution von Glutaminsaure durch Ala-
nin an der Position 351 zeigte nur eine partielle Aufhebung der Autoinhibition und
lasst vermuten, dass fur die Funktion der Autoinhibition ein Zusammenspiel ver-

schiedener Aminosauren in einem Interaktionsnetzwerk notwendig ist.

Die EcoRlI-Kristallstruktur zeigt, dass der 3-Strang B1 und die a-Helix H2 mit der an
der DNA-Bindung beteiligten Aminosaure Tyr41 interagieren [47]. Dabei formen die
Aminosauren Tyr21 und Lys23 im B-Strang B1 und Asp29 in der a-Helix H2 Wasser-
stoffbriicken mit Tyr41 aus [54]. Bei der Betrachtung der neuen Ko-Kristallstruktur
von EcoRII-N mit DNA wird deutlich, dass die DNA Uber den N-Arm (Aminosauren
27-42) und den C-Arm (Aminosauren 78-101) im N-Terminus von EcoRIlI gebunden
wird. Dabei ist B-Strang B1 und a-Helix H2 im N-Arm und die p-Strange B4 und B5 im
C-Arm fur die DNA-Bindung verantwortlich. Diese Ko-Kristallstruktur enthalt ebenfalls
die von uns fur EcoRII-R88A beschriebenen Wasserstoffbrucken zwischen Tyr21,
Asp29 und Tyr41, die vermutlich fur die Ausbildung der Autoinhibition notwendig sind
[54,99]. Die Autoinhibition bei EcoRIl wird vermutlich durch den Prozess der DNA-
Bindung reguliert. Dabei konnten die Aminosauren Tyr21, Asp29 und Tyr41 ein Inter-
aktionsnetzwerk ausbilden, das als eine Art Schllsselposition der Autoinhibition fun-
giert. Die Bindung der Effektor-DNA wurde dabei zu einer Konformationsanderung
innerhalb dieser inhibitorischen Einheit fihren [99]. Die Betrachtung der Ko-
Kristallstruktur von EcoRII-N ermoglicht uns einen Einblick in den DNA-
Bindungsprozess [54]. Die durch DNA-Bindung verursachte Konformationsanderung
der inhibitorischen Einheit fihrt interessanterweise nicht zu einer Stoérung der Interak-
tion zwischen Tyr21, Asp29 und Tyr41 sondern ermdglicht die Bildung einer zusatzli-
chen Interaktion [54]. Durch die Bindung von DNA kommen Asp28 und GIn37 in
raumliche Nahe, wobei Wasserstofforicken ausgebildet werden, die eine

Konformationsanderung der inhibitorischen Einheit bewirken. Diese Konformations-
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anderung flhrt letztendlich auch zu einer Stérung der Interaktion zwischen GIn351
und Ala27 und damit vermutlich zur Aufhebung der Autoinhibition [99].

Diese Hypothese ist ebenfalls mit unserer neuen EcoRII-WT Struktur (diese Arbeit)
konform. Interessanterweise fuhrt die Deletion des B-Stranges B1 zu einer Aufhe-
bung der Autoinhibition, obwohl keine der dort vertretenen Aminosauren 18-24 direkt
an der DNA-Bindung beteiligt ist, sondern lediglich mit Tyr41 interagiert. Diese Be-
obachtung verstarkt unsere Vermutung, dass durch die Deletion des
B-Stranges B1 und der a-Helix H2 der Autoinhibitionsmechanismus selektiv aufgeho-
ben werden kann ohne die DNA-Bindung vollstandig zu inhibieren. Daflr spricht
auch der Kp-Wert des Mutantenenzyms EcoRII-AH2, der bei Kp 10,5 nM liegt und nur
unwesentlich schlechter als der Kp-Wert des WT-Enzyms (Kp 1nM) ist [46].

Durch unsere Experimente konnten wir den fur EcoRII vorgeschlagenen Autoinhibiti-
onsmechanismus bestatigen. Es war uns ebenfalls mdglich, die inhibitorische Doma-
ne mit Hilfe von synthetischen Peptiden zu bestimmen und den Autoinhibitionsme-
chanismus mit Hilfe von Deletionsmutanten zu charakterisieren. Das Vorhandensein
der autoinhibitorischen Domane ermdglicht dem Enzym eine exakte Regulation der
Spaltung, die eine Interaktion mit zwei Erkennungsorten voraussetzt und damit einen
zusatzlichen Sicherheitsmechanismus darstellt, der den Organismus vor ungewollter
Spaltung schitzt. Dieser Sicherheitsmechanismus schitzt einerseits das bakterielle
Genom vor ungewollter Restriktion des eigenen Erbmaterials und verringert anderer-
seits die DNA-Spalteffizienz gegenlber eindringender DNA, indem es seine eigene

Substratauswahl einschrankt.

Die Fahigkeit, zwei DNA-Moleklle binden zu konnen, ist bei Enzymen, die an
Rekombinationsereignissen beteiligt sind, weit verbreitet. In friheren Arbeiten ist be-
reits gezeigt worden, dass EcoRIl Ahnlichkeiten zu Integrasen aufweist. Die Tatsa-
che, dass katalytisch relevante Aminosauren bei beiden Enzymen konserviert vorlie-
gen, lasst vermuten, dass EcoRII eine evolutive Zwischenstufe zwischen Integrasen
und Restriktionsenzymen darstellten kénnte [42,112]. Diese Ahnlichkeit bestatigt den
,egoistische Charakter von Restriktionsendonukleasen und zeigt eine evolutive Na-

he von EcoRlIl zu transponierbaren Elementen auf.

In einer anderen Arbeit ist gezeigt worden, dass die N-terminale EcoRIl-Domane mit
der DNA-bindenden Domaéane (B3) des pflanzlichen Transkriptionsfaktors RAV1 struk-
turell homolog ist: Diese B3 Domane bindet DNA mit der Sequenz 5'CACCTG, die
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mit der EcoRII-Erkennungssequenz (5°CCA/TGG) Uberlappt (Uberlappende Sequenz
ist unterstrichen) [55]. Die strukturellen Ubereinstimmungen und die Fahigkeit beider
Proteine DNA sequenzspezifisch binden zu kdnnen, lassen uns vermuten, dass die
von uns fur EcoRIl beschriebene autoinhibitorische Regulation auch bei RAV1 und
ahnlichen Transkriptionsfaktoren vorhanden sein kdnnte. Der Austausch dieser Do-
manen zwischen den Spezies bestatigt einen rege stattfindenden beidseitigen hori-

zontalen Gentransfer, der die Verbreitung dieser Domanen erklart [113].

4.2 Die Rontgenstruktur des nativen EcoRIlI-Enzyms bei einer Auflosung von
1.9 A offenbarte eine neue Mg?*-Bindungstasche und Wechselwirkungen

des Enzyms mit der ,,kleinen DNA-Furche*

EcoRII gehért zu den Restriktionsendonukleasen des Typs IIE und muss fir eine effi-
ziente DNA-Spaltung mit mindestens zwei DNA-Molekilen gleichzeitig interagieren
[40,43,49,51]. Proteolytische Untersuchungen haben gezeigt, dass EcoRII aus zwei
Domanen besteht, die jeweils unabhangig voneinander spezifisch DNA binden kon-
nen. Die C-terminale Region (EcoRII-C) besitzt die katalytische Aktivitat, wohingegen
die N-terminale Region (EcoRII-N) nur DNA binden kann [46]. Die Kristallstruktur der
EcoRII-R88A-Mutante ermoglichte einen ersten Einblick in die strukturellen Beson-
derheiten dieser Restriktionsendonuklease und deren ungewdhnliche Domanenkons-
tellation [48,114]. Dabei wurde klar, dass EcoRlIl als Homodimer vorliegt. Die antipa-
rallel angeordneten Monomere bestehen jeweils aus zwei annahernd gleich grof3en
Domanen, die durch eine flexible Linker-Region miteinander verbunden sind. Die N-
terminale Effektor-Domane offenbarte ein bis dahin unbekanntes Strukturelement mit
einer ausgepragten DNA-bindenden Tasche. Die C-terminale Domane zeigte die flr
Restriktionsendonukleasen typische Faltung mit dem katalytischen PD-(D/E)XK Motiv
[20]. Die Kristallstruktur von EcoRII offenbarte auch, dass die beiden N-terminalen
Doménen das katalytische Zentrum verschlielen. Diese Beobachtung fuhrte zu-
sammen mit proteolytischen Experimenten zur Formulierung der Hypothese, dass die
enzymatische Aktivitat von EcoRII Uber einen Autoinhibitionsmechanismus reguliert
wird [46,48]. Uns ist es gelungen diesen Mechanismus zu bestatigen und die fur die

Autoinhibition verantwortliche Region genau zu benennen [99].

Um Details der EcoRII-Proteinstruktur besser verstehen zu kdbnnen, haben wir eine
hoch aufgeloste EcoRII-WT Struktur erstellt und mit der EcoRII-R88A Struktur vergli-
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chen. Die Tatsache, dass die R88A-Mutante [48] in Spaltexperimenten DNA sehr effi-
zient spalten kann, lasst vermuten, dass die geldste 3-D Proteinstruktur (PDB Eintrag
1NAG) dieser Mutante keine gestorte Konformation besitzt. Die strukturellen Unter-
schiede zwischen EcoRII-WT und EcoRII-R88A sollten demnach nur gering sein. Der
Vergleich der EcoRII-R88A Struktur mit der neuen EcoRII-WT Struktur zeigt viele
Ubereinstimmungen, aber auch einige Unterschiede. Die antiparallele Anordnung der
beiden Monomere ist in beiden Strukturen gleichermal3en ausgepragt. Die fur Rest-
riktionsendonukleasen charakteristischen Sekundarstrukturen im katalytischen Zent-
rum, geformt von den B-Strangen B9 - B13 sowie den a-Helices H11 und H14, sind
ebenfalls in beiden Strukturen vorhanden [20,48]. Die Unterschiede liegen vielmehr
in der Anordnung der Monomere. Das Dimer des Mutantenenzyms
EcoRIl R88A ist im Vergleich zu dem WT-Dimer deutlich ,gestaucht®. Die Berechnung
der strukturellen Standardabweichung ergab eine allgemeine Abweichung von
ca. 4 A zwischen den beiden Dimeren. Die Berechnung der Abweichung zwischen
den einzelnen Monomeren hingegen zeigte nur einen geringen Unterschied zwi-
schen den beiden Strukturen (ca. 1 A). Die strukturellen Unterschiede liegen somit an
der Anordnung der Monomere zueinander. Die veranderte Konformation des R88A-
Dimers konnte ein Artefakt des Kristallisationsprozesses sein. Bei der Betrachtung
der symmetrischen Einheiten im Kristall der R88A-Struktur sieht man deutlich, dass
die Position der R88A-Mutation an der Schnittstelle zwischen den einzelnen Dimeren
liegt. Die Mutation von Arginin zu Alanin an der Position 88 ermdglicht dadurch eine
andere Packung der Dimere, da die Seitenketten der Arginine nicht mehr vorhanden
sind. Diese zum WT-Enzym unterschiedliche Packung fuhrt wahrscheinlich zu einer

Stauchung des Dimers und letztlich zu einer anderen Konformation.

Die durch uns identifizierte Mg -Bindungstasche kénnte ebenfalls an der unter-
schiedlichen Ausbildung der Dimerpackung beteiligt sein. Da aber die neu beschrie-
bene Mg®*-Bindungstasche nicht im Bereich der Dimerkontaktstellen lokalisiert ist, ist

die veranderte Dimerpackung wahrscheinlich nicht auf das Mg?* zuriickzufiihren.

Diese Bindungstasche ist sehr interessant, da sie zum ersten Mal EcoRIl mit dem
natiirlichen Kofaktor Mg®* zeigt (Abb. 31). Die durch Ala338 und lle341 gebildete
Bindungstasche befindet sich in direkter Nahe zu den Aminosauren Lys328, Asp329
und Arg330, welche wichtige Funktionen in der durch EcoRII-C vermittelten DNA-
Bindung und -Spaltung erfullen [91].
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18YFVYIKRz4 26SANDT30 Ala338 - lle 341 Lys376 - Lys377
p-Strang B1 | a-Helix H2 Mg™ Tasche DNA Bindung
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.| C-Domine
I DNA bindende Region |
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298 PDX2:KXe11

Abbildung 31: Ubersichtsdarstellung iiber die im Verlauf dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse
tiber neue EcoRII-Strukturmotive. Rot dargestellt sind die fir die Autoinhibition verantwortlichen
Sekundarstrukturen H2 und B1. Die M92+-Bindungstasche ist blau, die durch Computermodellvorher-
sage und durch biochemische Untersuchung bestatigte neue DNA-Bindungsregion orange dargestellit.
Die N-terminale Domane ist hellblau, die C-terminale katalytische Doméane griin abgebildet. Das kon-
servierte katalytische Motiv ist gelb, die bereits zuvor beschriebenen DNA bindenden Regionen (1) und
(1) sind schwarz und grau dargestellt.

Es ist gezeigt worden, dass die Substitution von Lys328 und Arg330 durch Alanin zu
einer fast vollstandigen Hemmung der DNA-Bindung und -Spaltung in EcoRII-C fuhrt
[91]. Die Mutation der Position Asp329 fuhrte im Gegensatz dazu zu einem fast voll-
standigen Verlust der Spaltaktivitat, wobei die DNA-Bindung nur 10-fach verschlech-
tert wurde [91]. Der Grund flr diese veranderte DNA-Bindung und -Spaltung dieser
Mutantenenzyme war bis jetzt unklar. Interessanterweise sind die Aminosauren
Lys328, Asp329 und Arg330 bei EcoRIl homolog zu den Positionen Arg191, Asp193
und Arg194 in NgoMIV, wobei diese Aminosauren bei NgoMIV nur an der DNA-
Bindung beteiligt sind [91,93]. Die Rolle dieser Positionen ist bei EcoRIl bestatigt
worden, als die Ko-Kristallstrukturen von EcoRII-N und EcoRII-C mit DNA gelost
wurden [54]. Dabei zeigte sich, dass Lys328, Asp329 und Arg330 eines Monomers
jeweils eine Halfte der CCA/TGG Erkennungssequenz binden. Die durch Ala338 und
lle341 gebildete Mg?*-Bindungstasche befindet sich somit in Ndhe der DNA-
Bindungsregion der C-terminalen Domane. Die von uns beschriebene lonen-
Bindungstasche kdnnte somit eine Rolle bei der DNA-Erkennung, wie bei der Restrik-
tionsendonuklease Notl, spielen. Bei Notl ist eine neuartige Mg?*-Bindungstasche
beschrieben wurde, die am Prozess der DNA-Erkennung malfigeblich beteiligt ist
[115].

Durch die groRe Entfernung von rund 14 A zwischen dem von uns beschriebenen

Magnesiumion in der Bindungstasche und der DNA ist eine direkte Beteiligung der
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Mg?*-Bindungstasche an der DNA-Erkennung bei EcoRIl jedoch unwahrscheinlich.
Interessanterweise enthalt die Ko-Kristallstruktur von EcoRII-C trotz der Anwesenheit
von zweiwertigen lonen im Kristallisationsansatz keine gebundenen zweiwertigen
lonen, obwohl diese flr die EcoRII-C vermittelte DNA-Bindung und -Spaltung essen-
tiell sind. Dies lasst vermuten, dass die lonen nachtraglich aus dem Kristall diffundiert

sind.

Die Untersuchung der NgoMIV Struktur zeigte, dass die DNA bei NgoMIV Uber die
Aminosauren Arg191, Asp193 und Arg194 gebunden wird. Diese Aminosauren sind
zu Lys328, Asp329 und Arg330 in EcoRIl homolog. Die Spaltung erfolgt bei NgoMIV
im katalytischen Zentrum, das durch die Aminosauren GIn70, Asp140, Lys187 und
Glu201 gebildet wird [91]. Das katalytische Zentrum von EcoRIl wird von den Amino-
sauren Glu271, Asp299, Lys324 und Glu337 gebildet, die zu den Positionen GIn70,
Asp140, Lys187 und Glu201 homolog sind. Die Uberlagerung der katalytischen Zen-
tren von EcoRIl und NgoMIV zeigte, dass die Entfernung zwischen dem von uns ge-
fundenen Magnesiumion, in der durch Ala338 und 1le341 gebildeten Bindungstasche
und dem durch die Aminosauren Glu271, Asp299, Lys324 und Glu337 gebildetem
katalytischen Zentrum mit gebundenem Magnesiumionen rund 10 A betragt. Die
raumliche Entfernung zwischen der Mg®*-Bindungstasche und dem katalytischen
Zentrum lasst vermuten, dass die von uns in Abwesenheit von DNA gefundene Mg**-
Bindungstasche eine Art ,Depot” fir Mg?* darstellt, aus welchem lonen nach Bedarf

in die katalytische Bindungstasche transportiert werden konnten.

Klrzlich durchgefihrte kinetische Untersuchungen an zahlreichen Typ |I-
Endonukleasen der EcoRI-Familie (zu denen auch EcoRIl zahlt) zeigten, dass fur
eine DNA-Bindung ein einzelnes Magnesiumion ausreichend ist. Im Gegensatz dazu
sind zwei Magnesiumionen fur die Spaltung der DNA notwendig [92]. Diese kineti-
schen Untersuchungen verdeutlichen, dass die Anzahl der an DNA-Bindung und -
Spaltung beteiligten zweiwertigen lonen vom Enzym und von dessen Zustand ab-
hangig sind. So kdnnte die in EcoRIl gefundene Mg**-Bindungstasche einen Zustand
darstellen, in dem das Enzym in einer inaktiven Konformation vorliegt, bei der durch
die Bindung von DNA in einen aktiven Zustand gewechselt werden kann. Diese Ver-
mutung wird dabei von den Ergebnissen der Untersuchung an Pvull gestutzt, bei
dem auch eine zusitzliche Mg®*-Bindungstasche gefunden wurde. Die Mutation von
Aminosauren innerhalb dieser Bindungstasche fuhrte dabei zu einer Verlangsamung

der Spaltung. Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass das Magnesiumion an einer
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Position zwischengelagert wird und im Verlauf der Spaltung in das katalytische Zent-
rum ,rutscht® [116].

Die Erstellung eines Modells von EcoRII-C mit DNA im katalytisch aktiven Zustand
erfolgte durch uns vor der Publikation der EcoRII-C Ko-Kristallstruktur und war durch
hohe Homologien zwischen den Restriktionsendonuklease Ecl18KI und EcoRII-C
mdglich. Unser Modell zeigte dabei die an der Stabilisierung der ,herausgeflippten®
Basen beteiligten Aminosauren Tyr226 und Arg222, die zu den Aminosauren Phe67
und Arg57 in Ecl18KI homolog sind [94]. Der Vergleich unseres Modells mit der tat-
sachlichen Ko-Kristallstruktur bestatigte unsere Vorgehensweise und zeigte die glei-
chen Positionen. Die Unterschiede zwischen dem Modell und der Ko-Kristallstruktur
beruhen auf den Konformationsanderungen, die aufgrund der DNA-Bindung stattge-
funden haben. Unser Modell war zu dem Zeitpunkt der Herstellung ein robustes Ar-
beitsmodell, welches aber letztendlich von der eigentlichen Ko-Kristallstruktur in eini-

gen Bereichen abwich.

Das EcoRIl-Modell im katalytisch inaktiven Zustand, das auf der Modellierung der
N-terminalen EcoRII-Struktur (PDB Eintrag 3HQF) mit unserer EcoRII-WT Struktur
beruht, zeigt die simultane Bindung von zwei DNA-Molekulen durch beide N-Termini.
Dieser Zustand koénnte die EcoRIl-Konformation simulieren, die bei der Ausbildung
der DNA-Schlaufen moglich ist [44,50,117]. Dabei wirden die beiden N-Termini je-
weils einen Erkennungsort binden und den dazwischen liegenden Bereich durch die
Ausbildung einer Schlaufe Uberbriicken. Das katalytische Zentrum wirde in diesem
Zustand noch durch die beiden N-Termini blockiert werden. Dieser Zustand ist ver-
mutlich nur sehr selten und kurzlebig, da DNA mit zwei Erkennungsorten bereits ge-
spalten werden kann. In FRET-Experimenten wurde nachgewiesen, dass die an der
DNA-Schlaufenausbildung beteiligten Erkennungsorte im DNA-EcoRII-Komplex in
einer Entfernung von 20 + 10 A liegen [51]. In unserem Modell befinden sich die bei-
den DNA-Molekiile in einer Entfernung von ca. 75 A. Die durch unser Modell vorge-
schlagene gleichzeitige Bindung zweier DNA-Molekule durch jeweils einen der bei-
den N-Termini kann somit durchaus kritisch diskutiert werden. Die Bindung einer N-
terminalen Domane an einen Erkennungsort gilt im Gegensatz dazu als sicher
[47,54]. Die unterschiedlichen raumlichen Abstande beruhen vermutlich auf der Tat-
sache, dass es sich bei beiden Modellen um Momentaufnahmen eines dynamischen
Prozesses handelt, die jeweils nur eine Molekulpopulation widerspiegeln. Diese Dy-

namik konnte auch bei verschiedenen AFM-Untersuchungen von EcoRIl festgestellt
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werden, bei denen unterschiedliche Schlaufenvarianten beobachtet wurden
[44,50,117]. Die Tatsache, dass bei den Ko-Kristallstrukturen (PDB Eintrag 3HQF und
3HQG) einzelne Domanen vorliegen, wirft die Frage auf, wie das vollstandige Enzym
DNA bindet.

Der Vergleich zwischen dem katalytisch inaktiven EcoRII-Modell und der Ko-
Kristallstruktur 3HQF offenbarte auf der DNA-Bindungsebene Unterschiede. Es zeig-
te sich, dass die Betrachtung der kristallisierten Einzeldomane (PDB Eintrag 3HQF)

nur einen unvollstandigen Einblick in den DNA-Bindungsprozess erlaubt.

Unser Modell verdeutlicht, dass bei der N-terminal vermittelten DNA-Bindung
zwangslaufig Bereiche der C-terminalen Domane mit der DNA interagieren missen.
Dieser Bereich wird durch die beiden Aminosauren Lys376 und Lys377 gebildet (Abb.
31). Diese Aminosauren interagieren aul3erhalb der Erkennungssequenz uber die
.kleinen Furche® mit der DNA. Diese EcoRII-Region ist bei Experimenten mit memb-
rangebundenen Peptiden bereits in friheren Arbeiten aufgefallen. Dabei wurden kur-
ze, die EcoRIlI-Aminosauresequenz reprasentierende Peptide auf ihre DNA-Bindung
hin untersucht. So konnten zwei DNA-bindende Regionen charakterisiert werden
[45].

Da die Mutation der fur die DNA-Bindung essentiellen Aminosaure Tyr41 bereits zu
einer vollstandigen Aufhebung der DNA-Bindung fuhrt, schlussfolgern wir, dass die
durch das Lys376/Lys377 Motiv ermdglichte DNA-Bindung im Anschluss an die durch
Tyr41 vermittelte Bindung stattfinden muss [47]. Die Bindung der DNA durch das
Lys376/Lys377 Motiv verleiht dem Protein-DNA-Komplex zusatzliche Stabilitat. Diese
Vermutung konnte durch EMSA-Experimente gestitzt werden. Dabei zeigte sich,
dass die Substitution der Aminosauren Lys376 und Lys377 durch Alanin zu einer ver-
schlechterten DNA-Bindung flhrt. Die durch diese Mutantenenzyme geformten Pro-
tein-DNA-Komplexe zeigten im Gel ein verandertes Laufverhalten, was auf eine ge-

anderte Konformation des Komplexes schliel3en lasst.

Die Rolle der ,kleinen Furche® bei der sequenzspezifischen DNA-Bindung ist fur zahl-
reiche Proteine festgestellt worden. Bei einer vergleichenden Untersuchung wurden
zahlreiche Strukturen analysiert und auf gemeinsame DNA-bindende Motive unter-
sucht [118,119]. Es konnte gezeigt werden, dass eine Vielzahl von Proteinen uber die
,kleine Furche® der DNA interagiert. Dabei bedienen sich die Proteine der 3-D Struk-

tur der DNA um zusatzliche Spezifitat und Stabilitat zu erhalten.
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Zusatzlich ist festgestellt worden, dass die Aminosauren Arginin und Lysin besonders
haufig in diesen Erkennungsmotiven vertreten und in den Bindungsprozess involviert
sind. Die Breite der ,kleinen Furche® dient bei dieser Art von Erkennung und Bindung
als mafdgebliches Kriterium. Bei EcoRIl kdnnte ein solcher Erkennungsmechanismus
die benachbarten Basen der Erkennungssequenz CCA/TGG miteinbeziehen. Dabei
wilrden auch die Basen aullerhalb der eigentlichen Erkennungssequenz gebunden
werden. Die Erkennungssequenz fur EcoRIl musste somit CCA/TGGxx lauten, wobei
,X* die Basen reprasentiert, die die Eigenschaften der ,kleinen Furche“ auslesen. Die
physiologische Bedeutung dieses Motives bleibt weiter unklar, da das Mutan-
tenenzym mit der Doppelmutation (EcoRII-K376A-K377A) im Vergleich zum Wildtyp
uber eine unveranderte Spaltaktivitat gegenuber pBR322 Plasmid- und T3 Phagen-

DNA verfugt (Daten nicht gezeigt). Die Frage, welche Funktion dieses Bindungsmotiv

erfullt, bleibt damit noch offen.
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Abbildung 32: Ubersichtsdarstellung der pBR322 Spaltprodukte durch EcoRIl und EcoRII-C.
A) zeigt ein 1% Agarosegel mit 150 ng gespaltener und ungespaltener pBR322 DNA. Fir die Spaltung
wurde jeweils ein Verhaltnis von 2:1 von Enzym Uber Erkennungsort eingesetzt. NK bezeichnet die
ungespaltene pBR322 DNA. Der verwendete Marker war der ,Smart ladder* (Eurogentec). B) zeigt
das Schema des linearen pBR322 Plasmides mit allen EcoRII-Spaltorten. Die Erkennungssequenzen
sind jeweils rot hervorgehoben. Die Spaltorte sind von | bis VI nummeriert (blau). C) stellt die zu den
Spaltorten | bis VI gehdrenden T-Strange mit hervorgehobener EcoRII-Erkennungssequenz dar.

Interessanterweise zeigt die Spaltung von pBR322 Plasmid-DNA durch EcoRIl und
das verkurzte Enzym EcoRII-C ein teilweise abweichendes Spaltbild (Abb. 32A).
Beim Vergleich der entstehenden Spaltprodukte beider Enzyme wird deutlich, dass
das durch EcoRIl entstehende partielle Spaltprodukt zwischen 1857 und 2000 bp
Lange, nur durch eine nicht stattfindende Spaltung der Spaltorte V und VI entstehen

kann (Ab. 32B). Die Spaltung durch EcoRII-C ist im Gegensatz dazu vollstandig. Die-
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ses Ergebnis lasst vermuten, dass die Spaltorte V (ACGCCTGGTAT) und VI
(CCCCCTGGAAG) durch EcoRIl und EcoRII-C unterschiedlich effizient gespalten
werden. Da EcoRII-C die N-terminale Domane fehlt, beruht dieser Effekt vermutlich
auf der durch die N-terminale Doméane vermittelten DNA-Bindung. Da die Abstande
zwischen den EcoRII-Spaltorten im pBR322 Plasmid nicht ungewdhnlich grof3 sind,
muss der beobachtete Effekt auf einer anderen Eigenschaft als der Distanz zwischen
den Erkennungsorten beruhen. Dieser Effekt konnte an der 3-D Struktur der DNA
aulRerhalb der Erkennungssequenz liegen, die durch die benachbarten Basenpaare
malfdgeblich bestimmt wird [119]. Die Spaltorte V und VI werden im T-Strang, rechts
der Erkennungssequenz von dem Basentriplett TAT bzw. AAG flankiert, die vermut-
lich eine Veranderung der Eigenschaften der ,kleinen Furche” der DNA bewirken,
wodurch eine Stérung der Interaktion zwischen den Aminosauren Lys376 und Lys377
und der DNA verursacht werden kénnte (Abb. 32C) [118,119].

Diese Ergebnisse lassen einen zusatzlichen DNA-Erkennungsmechanismus bei
EcoRIl vermuten, bei dem die benachbarten Basenpaare aul3erhalb der Erken-

nungssequenz eine Rolle spielen.

4.3 Charakterisierung von M.EcoRIl mit Hilfe von biochemischen und kris-

tallographischen Methoden

Fir einen vollstdndigen Uberblick Uiber die Eigenschaften des EcoRII-R/M Systems
haben wir zusatzlich zu der EcoRII-Restriktionsendonuklease auch die korrespondie-
rende Methyltransferase in einen Expressionsvektor kloniert. Durch den N-terminalen
6xHis-Tag ist es uns gelungen die Proteinreinigung zu vereinfachen, um groRe Men-
gen reinen Proteins zu gewinnen. Bei Experimenten zur Charakterisierung der Me-
thyltransferase zeigte sich, dass die Methylierungsaktivitat nicht von den ersten 113
N-terminalen Aminosauren abhangig ist. Das von uns hergestellte N-terminal ver-
kurzte Mutantenenzym M.EcoRIl 114-512 zeigte wie bereits beschrieben DNA Methy-
lierungsaktivitat [73]. Das Mutantenenzym M.EcoRIl 1-113 (Abb. 33) zeigte dagegen

keine Methylierungsaktivitat.

Um die Hypothese zu prifen, ob M.EcoRIl Gber eine Bindung an den eigenen Pro-

motor die eigene Expression regulieren kann, wurden bereits zahlreiche EMSA-
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Experimente durchgefuhrt. Es zeigte sich dabei, dass M.EcoRIl an den eigenen
LILII V.V VI VILVIINI 1X, X
T ...’..1._....’./ (RN y _ 1 ,.l}:.f -R—-wkmﬁit... =l _ =
v VvV v w
His-His-His-His-His-His— M.EcoRIl 1-512
His-His-His-His-His-His— M.EcoRIl 114-512
His-His-His-His-His-His— M.EcoRIl 1-113

Abbildung 33: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit hergestellten und charakterisierten M.EcoRlI-
Mutantenenzyme. Die funktionellen Strukturmotive der Methyltransferase sind jeweils durch rémische
Zahlen an den entsprechenden Positionen und orangefarbene Pfeile abgebildet.

Promotor binden kann [74,75,76]. In unseren Experimenten konnten wir zeigen, dass
bereits ein Oligonukleotidduplex von 38 Basen mit der Promotorsequenz flr eine
spezifische Bindung ausreicht. Weiterhin konnten wir zeigen, dass fur die spezifische
Bindung die vollstandige Promotorsequenz notwendig ist. Die Vermutung, dass zwei
M.EcoRII-Molekile an jeweils eine palindromische Sequenz innerhalb des Promotors
binden [76], konnte von uns nicht bestatigt werden. Wir konnten zeigen, dass Oligo-
nukleotide, die nur die halbe Promotorsequenz enthalten und somit nur eine der pu-
tativen palindromischen Erkennungssequenzen beinhalten, nur schwach (kp 910 nM)
gebunden werden. Fur die Bindung von M.EcoRIl an den eigenen Promotor ist die

ganze Promotorsequenz erforderlich.

Die EMSA-Experimente mit den verkurzten Mutantenenzymen offenbarten ebenfalls
interessante Ergebnisse. Dabei zeigte sich, dass durch die Deletion der ersten
113 N-terminalen Aminosauren die Bindung des Mutantenenzyms M.EcoRII 114-512
an die Erkennungsort-DNA von 9,5 nM auf 82,5 nM verschlechtert wird. Die Affinitat
zur Promotorsequenz-DNA wurde bei M.EcoRIl 114-512 im Vergleich zum WT-
Enzym von 59,5 nM auf 400 nM verschlechtert. Dies stellt eine ca. 7-fach schlechtere
Bindungsaffinitat dar. Die Affinitat des Mutantenenzyms M.EcoRIl 114-512 zur un-
spezifischen DNA wurde im Gegensatz dazu kaum beeinflusst. Die Experimente mit
dem C-terminal verkurzten Enzym M.EcoRII 1-113 (Abb. 33) zeigten eindeutig, dass
die ersten 113 N-terminalen Aminosauren weder an DNA mit der Promotorsequenz
noch an DNA mit der Erkennungssequenz binden. Fur M.EcoRIl ist bereits gezeigt
worden, dass Deletionen von 4-5 Aminosauren innerhalb der ersten 85 N-terminalen
Aminosauren zu einer verschlechterten Bindung des Enzyms an die eigene Promo-
torsequenz fuhren. Durch diese Experimente gestutzt, wurde fur M.EcoRIIl ein Regu-

lationsmechanismus aufgestellt, bei dem auf der Ebene der Transkription die eigene
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Expression reguliert wird. Bei diesem Mechanismus wird durch Bindung von
M.EcoRIl an den eigenen Promotor die eigene Expression gehemmt [74,76]. Die Er-
gebnisse unserer Bindungsexperimente unterstutzen dieses Modell. Wir konnten
zeigen, dass die Deletion der ersten 113 N-terminalen Aminosauren zu einer 7-fach
schwacheren Bindung des Enzyms an die Promotorsequenz flihrt. Diese Schwa-
chung ermoglicht eine verbesserte Zuganglichkeit der RNA-Polymerase an den
M.EcoRII-Promotor. Die N-terminale Region ist somit maf3geblich an der Autoregula-

tion der M.EcoRII-Transkription beteiligt.

Interessanterweise zeigt M.EcoRIl 114-512 auch gegenuber anderen DNA-
Substraten eine schwachere Bindung. Die ersten 113 N-terminalen Aminosauren
mussen somit an der Bindung an den DNA-Erkennungsort, als auch an der Bindung
an den Promotorbereich des ecoRII-Gens beteiligt sein. Dies bedeutet auch, dass
M.EcoRII 114-512 aufRerhalb der N-terminalen Region Uber DNA-Bindungsregionen
verfugen muss, die spezifische, unspezifische und Promotor-DNA binden kdnnen, da
trotz des Fehlens der 113 N-terminalen Aminosauren sequenzspezifische Bindung an

den Promotor moglich ist.

Es ist bereits diskutiert worden, dass M.EcoRIl aufgrund der fur Methyltransferasen
ungewdhnlichen GroRRe Uber eine zusatzliche Funktion verfligen kénnte, wie bei-

spielweise eine zweite DNA-Erkennungsspezifitat [80].

Um die an der DNA-Bindung beteiligten Regionen von M.EcoRIIl zu untersuchen, ha-
ben wir Proteolyse-Experimente durchgefiihrt. Diese Experimente haben eindeutig
gezeigt, dass eine bzw. zwei Domanen in Anwesenheit von DNA vor der Proteolyse
geschutzt werden. Dabei wurde deutlich, dass der vermittelte Schutz DNA- sowie
Kofaktor abhangig ist. Unsere Experimente offenbarten, dass die Methyltransferase
ohne Zugabe von spezifischer DNA innerhalb von wenigen Stunden vollstandig ver-
daut wurde. Die Zugabe der Promotorsequenz fuhrte im Gegensatz dazu zur Anrei-
cherung von zwei stabilen Fragmenten, welche Kofaktor unabhangig entstanden.
Das auf der Hohe der 25 kD Markerbande laufende Fragment entspricht der N-
terminalen Sequenz 1-214, welches die konservierten Motive | bis Il und Teile von IV
beinhaltet (Abb. 34). Das bei 35 kD laufende Fragment konnte mit Hilfe der Massen-
spektroskopie eindeutig als der C-terminale Bereich zwischen den Aminosauren 249-

512 identifiziert werden.
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Abbildung 34: Sequenzvergleich von M.EcoRIl mit anderen Methyltransferasen. Der Sequenz-
vergleich wurde mit ClustalW2 durchgefiihrt. Die Abbildung zeigt die fiir Methyltransferasen charakte-
ristischen Funktionsmotive I-X, die durch rote Rahmen hervorgehoben sind [80]. Die durch unsere
proteolytischen Experimente und den spezifischen Antikdrpernachweis identifizierte N-terminale Regi-
on 1-214 ist lila, die durch Massenspektroskopie identifizierte C-terminale Region 249-512 griin dar-
gestellt.

Dieses Fragment besteht aus den 263 C-terminalen Aminosauren und enthalt die
Motive VI bis X. Das theoretische Molekulargewicht dieses Fragmentes betragt 30
kD. Die Differenz zwischen dem theoretischen Molekulargewicht dieses Fragmentes
und der Schatzung des Molekulargewichtes aus dem SDS-Gel betragt
5 kD und ist vermutlich auf die schwache Auflésung des SDS-Gels zurickzuflhren.
Unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass die Bereiche 1-214 sowie 249-512 an der
spezifischen DNA-Bindung beteiligt sind, da nur eine enge Bindung der Methyltrans-
ferase an DNA vor Proteolyse schitzen kann. In Anwesenheit der Promotor-DNA ist
diese Bindung Kofaktor unabhangig. In Anwesenheit der Erkennungsort-DNA hinge-
gen erfolgt diese spezifische Bindung nur wenn die Kofaktoren AdoMet oder Sine-
fungin im Ansatz vorhanden sind. Diese Ergebnisse zeigen, dass bei der Bindung
von M.EcoRIl an den Promotor und den Erkennungsort mit AdoMet und Sinefungin
der Enzym-DNA-Komplex ahnlich aufgebaut sein muss, da die gleichen Bereiche
des Enzyms sensitiv gegenuber Trypsin sind und somit die gleichen Regionen vor
proteolytischer Spaltung geschutzt werden. Die Experimente mit der Erkennungsort-

DNA zeigen, dass eine Zugabe von AdoHcy das gesamte Enzym vor proteolytischer
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Spaltung schitzt. Die in der Literatur beschriebene proteolytische Abtrennung der 85
N-terminalen Aminosauren konnten wir nur in einem geringen Malle beobachten
[73,115,116,117]. Dies liegt vermutlich an der Tatsache, dass wir in unseren Experi-
menten native und nicht chemisch vernetzte Protein-DNA-Komplexe untersucht ha-
ben. Die Beobachtung, dass unspezifische DNA auch einen kurzfristigen Schutz vor
proteolytischer Spaltung vermittelt, 1asst vermuten, dass M.EcoRII mit unterschiedli-
cher Affinitat und in verschiedenen Konformationen an Erkennungsort-, Promotor-
und unspezifische DNA bindet. Die im 25 kD Fragment enthaltenen Motive | bis IV
sind in der Literatur als AdoMet-bindende Motive beschrieben worden, die bei der
Ubertragung der Methylgruppe auf die DNA eine Rolle spielen sollen. Eine weitere
Funktion dieser Motive liegt in der Stabilisierung und Bindung der ,herausgeflippten”
Base wahrend der spezifischen DNA-Bindung [80,120,121,122]. Unsere Experimente
zeigen, dass die Motive | bis IV auch eine Rolle in der spezifischen DNA-Bindung der
Promotor- und Erkennungsort-DNA spielen mussen. Die Motive VI bis X, die in dem
massenspektroskopisch identifizierten 30 kD groRen Fragment lokalisiert sind, ent-
halten die spezifische DNA-Binderegion (Abb. 34). Interessanterweise erfolgt der
Schutz dieses Fragmentes in Anwesenheit der Erkennungsort- und Promotor-DNA
gleichermallen, obwohl die Promotorsequenz keinen M.EcoRII-Erkennungsort bein-
haltet. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass eine zusatzliche DNA-
Bindungsregion zwischen den Motiven VI und X vorhanden sein muss, die die Pro-
motorsequenz erkennt. Diese Vermutung wird durch EMSA-Experimente mit
M.EcoRII 114-512 bestarkt, bei denen trotz Deletion der N-terminalen Aminosauren

nur eine 7-fach schwachere Bindung an die Promotorsequenz festgestellt wurde.

Unsere Vermutung, dass verschiedene Protein-DNA-Konformationen, abhangig von
DNA und Kofaktor, gebildet werden, wurde bereits fur M.EcoRI und M.Hhal bestatigt.
Bei diesen Untersuchungen wurde ebenfalls gezeigt, dass M.Hhal mit der DNA au-

Rerhalb der kanonischen Erkennungssequenz interagieren kann [57,62,123].

Unsere Versuche M.EcoRII zu kristallisieren waren erfolgreich. Es ist uns zum ersten
Mal gelungen, streuende Kristalle von M.EcoRIl und hemimethylierter DNA herzustel-
len. Die Auflésung dieser Kristalle war leider nicht ausreichend um die Struktur der
Methyltransferase zu I6sen. Diese vielversprechenden Versuche lassen aber darauf
hoffen, in naher Zukunft die Struktur von M.EcoRIl in Anwesenheit von hemimethyl-

ierter DNA l0sen zu konnen.
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In der vorliegenden Arbeit konnten strukturelle und funktionelle Daten Uber die
Restriktionsendonuklease EcoRII als auch Uber die Methyltransferase M.EcoRII ge-
sammelt werden. Diese Ergebnisse ermdglichen erstmals einen genauen Einblick in
den EcoRIl Autoinhibitions- und Mg*-Bindungsmechanismus und kénnen somit hel-
fen den Prozess der DNA-Erkennung und -Spaltung in Anwesenheit von Mg?* besser
zu verstehen. Die gesammelten Daten uber M.EcoRIl zeigen die an der transkriptio-
nellen Regulation beteiligten Domanen und offenbaren auch die Kofaktorabhangig-
keit bei der sequenzspezifischen DNA-Bindung. Diese Ergebnisse konnten in
Zukunft dazu verwendet werden stabile Protein-DNA-Komplexe herzustellen, die zur

Kristallisation und zur Strukturldsung notwendig sind.
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