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XIII
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1. Einleitung

Der Erhalt der genomischen Stabilitit ist fiir das Uberleben jeder Zelle notwendig. Natiirlich
ist sie auch fiir den Gesamtorganismus essentiell, gerade im Hinblick auf die Weitergabe der
genetischen Information zum Erhalt der Art. Fiir viele DNA-Schéden, die generell endo- oder
exogenen Ursprungs sein konnen, hat die Zelle daher spezialisierte Reparaturwege.
Beispielhaft seien an dieser Stelle die Basen-Excisions-Reparatur (BER), die Nukleotid-
Excisons-Reparatur (NER), die Mismatch-Reparatur (MMR), sowie fiir Strangbriiche die
Nicht-homologe End-zu-End-Verkniipfung (NHEJ - non-homologous endjoining) und die
homologe Rekombination (HR) genannt.

Fiir den Menschen ist jedoch das Uberleben maligner Krebszellen nicht wiinschenswert. Ein
Angriffspunkt der Krebstherapie ist hier tatsdchlich die Induktion von Genom-Instabilitit.
Dies erreicht man z.B. iiber die Chemotherapie-Agenzien Methotrexate oder 5-Fluorouracil.
Diese beiden Stoffe bewirken, dass die Synthese des Thymidin-Nachschubs unterdriickt wird.
Hier kommt dann ein in der Biologie einzigartiges Phdnomen zu tragen, das man Thymineless
Death (TLD) nennt. Im Gegensatz zu anderen Niahrstoffen oder Vitaminen, die bei einem
zeitweiligen Fehlen das Wachstum zum Stillstand kommen lassen, 16st das Fehlen des
Thymindin-Nachschubs den Zelltod aus. Der TLD ist ein komplizierter, leider bisher noch
nicht vollstindig verstandener Prozess (Ahmad et al., 1998). Im Allgemeinen kommt es zu
induzierten Verdnderungen des Zellstoffwechsels und damit verbunden zu spezifischen DNA-
Schédden, wie zu Einzel- und Doppelstrangbriichen, sowie zu einer Akkumulierung von Y-
und X-formigen Strukturen und lidngeren Einzelstrangbereichen (Nakayama et al., 1994).
Vermutlich sind diese irreparablen DNA-Schéden fiir den Zelltod verantwortlich (selbst wenn
wieder Thymin zur Verfiigung steht, kann sich die Zelle davon nicht erholen).

Das TLD-Phdanomen kann besonders gut an Zellen analysiert werden, die Thymin nicht
(mehr) selber synthetisieren konnen, sondern auf die &uere Zufuhr von Thymin angewiesen
sind (Thymin-auxotrophe Zellen). Es ist zundchst nicht erstaunlich, dass der Entzug von
Thymin bei Thymin-auxotrophen E. coli Zellen, die zusitzlich Mutationen in einem von
vielen DNA-Replikations- oder Reparaturgenen haben (wie z.B. polA, lig, uvrD, recBC oder
rep) drastischer ist (TLD-Hypersensitivitdt), als bei Thymin-auxotrophen Zellen ohne
Mutation (Ahmad et al., 1998).

Jedoch wurde interessanterweise im Jahr 1984 bei einem Screen nach Mutationen, die das
TLD-Phdnomen abmildern, in E. coli das RECQI-Gen entdeckt (Nakayama et al., 1984).
RECQI, auch als RECQ bezeichnet, wurde dem RecF-Rekombinationsweg zugeordnet.
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Vermutlich trdagt RECQ zum Entstehen der aberranten, ,,verwobenen“ Strukturen bei
(Nakayama, 2005). Mittlerweile wurden in allen untersuchten Lebewesen RecQ-Homologe
gefunden, die zusammen die RecQ-Familie bilden. Beim Menschen sind drei der finf
vorhandenen RecQ-Homologe mit Erbkrankheiten verkniipft. Bei Mutationen in HsSRECQ4
kommt es z.B. zum Rothmund-Thomson-Syndrom, sind die RecQ-Gene HsWRN oder
HsBLM betroffen, leiden die entsprechenden Patienten unter Werner- bzw. Bloom’s-
Syndrom. Bei allen diesen Krankheiten ist die Stabilitdt des Genoms reduziert, was man u.a.
am Auftreten von Krebs erkennen kann. Die Modellpflanze Arabidopsis thaliana hat sogar
sieben Vertreter der RecQ-Familie. In dieser Arbeit werden zwei dieser Vertreter biochemisch
analysiert. Auf den folgenden Seiten soll beispielhaft aufgezeigt werden, was iiber die
Funktion von verschiedenen RecQ-Homologen bekannt ist. Dabei wird die auflerordentliche
Bedeutung der RecQ-Homologe fiir den Organismus deutlich. AuBerdem wird gezeigt,
warum die RecQ-Homologe aus Pflanzen besondere Beachtung verdient haben und welche

Moglichkeiten die biochemische Charakterisierung bietet.

1.1.  Wege der Funktionsaufklirung

Ausgangspunkt fiir die Entdeckung des ersten RecQ-Gens war eine Zufalls-Mutagenese von
Thymin-auxotrophen E. coli-Zellen. Diesen wurde anschliefend mehrfach Thymin entzogen.
Zellen, die das iiberlebten, waren durch die Mutagenese TLD insensitiv geworden. Durch
genetische Analysen gelang schlieBlich das sogenannte ,Mapping®“, das Kartieren des
verantwortlichen Gens (Nakayama et al., 1984). Diese ,,vom Phén zum Gen*-Strategie wird
heutzutage durch die Sequenzierung zahlreicher Genome oft von der reversen Genetik
abgeldst, wo man, wie in dieser Arbeit auch, gezielt die Frage stellt: welche Funktion hat
dieses Gen?

Abbildung 1 zeigt beispielhaft auf, welche Moglichkeiten sich nach der Identifikation eines
Zielgens bzw. -proteins ergeben, um die Funktion aufzuschliisseln. Ein wichtiger Aspekt ist
die vergleichende Analyse des Gens/Proteins in nativer Form mit dem Gen/Protein mit
eingefiigten Punktmutationen, gréferen Deletionen und &hnlichem, v.a. in der in vivo-
Analytik. Versucht man die Funktion iiber den Mechanismus eines Proteins zu verstehen,
spielen v.a. die Biochemie und die Strukturauflésung eine grof3e Rolle.

Haufig gibt es auch Informationen iiber Homologe in anderen Organismen, was zum einen oft
einen Anhaltspunkt fiir die Funktion gibt. Zum anderen, konnen sich jedoch, gerade wenn es

sich um groflere Proteinfamilien handelt, funktionelle Verschiebungen ergeben haben, was
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wiederum dazu fiihrt, dass die Evolution der Proteine analysiert werden kann (siche auch
Kapitel 1.4).

Am umfassendsten kann man ein Gen/Protein verstehen, wenn Aspekte aus allen Bereichen
analysiert werden. Um den Rahmen dieser Einleitung nicht zu sprengen, kdnnen nicht alle
Informationen, die iiber RecQ-Proteine, genauer RecQ-Helikasen, bekannt sind, dargestellt

werden. Begonnen werden soll jedoch mit einigen Erkenntnissen aus u.a. der Bioinformatik.

Identifizierung eines zu charakterisierenden Gens bzw. Proteins

Anwendung von in vivo - Techniken Genomics, Transcriptomics,
und in vitro -Techniken aus den Bereichen Proteomics und Interaktomics
ANALYSE
Interaktionspartner Bioinformatik: z.B. Signalpeptide;

Struktur: Doménen,Motive;

Homologe in anderen Organismen;
Komplexzusammensetzung

o Expressionslevel
Lokalisation

Komplementations-Studien

sekundire Modifikationen Beschreibende Analyse
des Phénotyps
Biochemische ..
Charakterisierung Reporterlinien
der Aktivititen Kombination mehrerer
Mutationen
Strukturauflosung .
Einfluss von anderen Faktoren,
Homologien/ Analogien z.B. Mutagene, Stress,...

Vervoll-
kommnung
Arbeitshypothese zur Funktion:

MODELL

v )

Fragestellungen zur Validierung, neue Ergebnisse, widerspriichliche Ergebnisse

Abbildung 1: Mégliche Vorgehensweise zur Analyse der Funktion eines Gens/Proteins (Reverse Genetik).
Zur Modellbildung sollten Aspekte der in vivo Funktionsanalysen auf Zell- bzw. Organismusebene genauso in
Betracht gezogen werden, wie in vitro Analysen auf Gen-, Protein- und Proteinkomplex-Ebene. Dazu ist es oft
notwendig, native und verdnderte Formen zu vergleichen.
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1.2.  Strukturelle Organisation der RECQ-Helikasen

1.2.1. Struktur des Prototyps der RecQ-Helikasen: ECRECQ

Durch eine Vielzahl von charakterisierten Proteinen und Genen war es moglich Algorithmen
zu entwickeln, die Doménen und Motive definieren. Die schematische Struktur von ECRECQ

ist in Abbildung 2 gezeigt.

Helikase-Doméne RecQ-Ct-Domine HRDC-
Doméne

01 Ia I IV V VI Zink- Winged
Helikase-Motive finger Helix

Abbildung 2: Schematische Struktur des Prototyps der RecQ-Helikasen: ECRECQ.

EcRECQ weist drei Doménen auf: die (eigentlich aus 2 strukturellen Subdominen
bestehende) Helikasedomédne mit den Helikase-Motiven, die RecQ-Ct-Domine und die
HRDC (Helicase and RNaseD C-terminal)-Doméne. Die RecQ-Ct-Doméine setzt sich aus
einem speziellen Zinkfinger und einer Winged Helix (WH) (einer Helix-Turn-Helix-Struktur)
zusammen. Die Funktionen der einzelnen Doménen werden im néchsten Abschnitt kurz

angerissen.

1.2.2. RecQ-Homologe in anderen Organismen, speziell auch in Arabidopsis

Ausgehend von der EcRECQ-Helikase-Domédne wurden mit Hilfe der Bioinformatik
Homologe in anderen Organismen identifiziert bzw. zugeordnet. RecQ-Homologe konnten in
allen bisher darauthin analysierten Lebewesen, und damit auch in allen Reichen des Lebens,
gefunden werden. Dabei ist in unizelluldren Organismen meist nur ein Homolog zu finden,
wohingegen die Anzahl der Homologe in mehrzelligen Organismen variiert. Abbildung 3
zeigt die RecQ-Homologe von E. coli, S. cerevisiae (SGS1), dem Menschen und der
Ackerschmalwand, Arabidopsis thaliana. Neben der Tatsache, dass die Organismen eine
unterschiedliche Anzahl von RecQ-Homologen aufweisen, haben diese unterschiedliche
ProteingroBen, unterschiedliche Domédnen-Zusammenstellungen und zum Teil alleinstellende
Motive.

Zunichst werden die Funktionen der gemeinsamen Doménen kurz erldutert. Details hierzu

sind in einem Review von Killoran und Keck, 2006 zusammengefasst.
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Die Helikase-Doméne ist in die Kopplung der NTP-Hydrolyse mit der DNA-Doppelstrang-
Entwindung involviert. Motiv 0 (Bernstein und Keck, 2003) ist RecQ-spezifisch und
interagiert mit dem NTP. Weiterhin ist fiir diese Arbeit das Helikase-Motiv I, auch Walker A
Motiv genannt, wichtig. Dieses trigt zur ATP-Bindung und Hydrolyse bei, speziell ein
konserviertes Lysin. Genauere Informationen zu den Helikase-Motiven konnen z.B. auch bei
Tuteja und Tuteja, 2004 gefunden werden.

Der RecQ-Ct-Domine, aufgebaut aus dem RecQ-spezifischen Zink-Finger (Bernstein et al.,
2003; Liu et al., 2004) und der Winged Helix, werden Protein-Protein-Interaktionen und
struktur-spezifische DNA-Interaktionen zugesprochen. Dieses gilt auch fiir die HRDC-
Domine.

Neben EcRECQ und ScSGS1 besitzen auch HsSWRN, HsBLM sowie auf Pflanzenseite
AtRECQ2, AtRECQ4A und AtRECQ4B den kompletten ,typischen“ Doménensatz aus
diesen drei Doméanen (Helikase-, RecQ-Ct- und HRDC-Domaéne). Vielen anderen Vertretern
fehlt die HRDC-Doméne oder auch die RecQ-Ct-Domine ist nicht oder nicht vollstindig zu
finden. Die unterschiedliche Doménenzusammenstellung von AtRECQ2 und AtRECQ3 ist
ein Grund, die beiden in dieser Arbeit vergleichend zu analysieren.

Das menschliche WRN-Protein hebt sich durch eine (funktionelle) Exonuklease-Doméne
hervor. Interessanterweise konnte im Genom von Arabidopsis ein zu dieser Doméne
homologes Protein gefunden werden: AtWRNexo (Hartung et al., 2000), das auch in
Abbildung 3 dargestellt ist.

AtRECQ4A und AtRECQ4B sind zu 70 % identisch, sogar auf DNA-Ebene. Die beiden
entsprechenden Gene gibt es nur bei den Dikotyledonen und unterscheiden sich in ihrer
biologischen Funktion (Kapitel 1.5.3). Nur in AtRECQ4A ist ein EF-Hand-Motiv zu finden.
Die pflanzliche RecQ-Helikasen-Familie weist noch einen weiteren Vertreter mit
Besonderheit auf: AtRECQsim, bei dem zwischen den beiden Subdoménen der Helikase-
Doméne ein etwa 100 Aminosduren langer Einschub mit einem hohen Anteil saurer
Aminoséduren zu finden ist. Der Einfluss dieser Insertion auf die Helikase-Aktivitét ist bisher
noch nicht gekldart. Am N-Terminus findet man eine Homologie zu einer Ubiquitin-
assozierten Doméne. Dies ist ein Motiv einer Vielzahl von Proteinfamilien. Vertreter dieser
Familien spielen nicht nur bei der Protein-Degradation, sondern auch bei der Zellzyklus-
Kontrolle und der DNA-Reparatur eine Rolle (Mueller et al., 2004).

Neben der schematischen Struktur konnte auch die Protein-Struktur von einigen RecQ-
Helikasen gelost werden. Dazu gehdren z.B. der Zentralkomplex aus Helikase- und RecQ-Ct-

Doméne von EcCRECQ (Bernstein et al., 2003), sowie die komplette Struktur von HSRECQ1
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(PDB 2V1X) (Pike et al., noch nicht verdffentlicht). Die Struktur der HRDC-Doméne konnte
fiir ScSGS1 (Liu et al., 1999), ECRECQ (Bernstein und Keck, 2005) und HsWRN (Kitano et
al., 2007) gelost werden, und auch die Struktur der WH-Subdoméne von HsWRN (Hu et al.,
2005a). Ebenso ist die Struktur der WRN-Exonuklease-Doméine von HsSWRN (Perry et al.,
2006) und MmWRN (PDB 2E6L) (Cho und Choi, noch nicht verdffentlicht) beschrieben
worden.

Name Schematische Darstellung Grofle Datenbank-
(AS) eintrag

EcRECQ [lININF 608  P15043

HsRECQI1 NI 649  P46063
HsWRN e e B 1432 Qi
HsBLM L e e 1417  P54132
HSRECQ4 N || 1N | . 1208 094761
HsRECQ5B B 991 094762

AtRECQI N ININI. 606 CACI4163
AtRECQ2 CULRR 705  CAC14866
AtRECQ3 §IININN P ——— 713 CAC14867
AtRECQ4A E:—jj 1188 NP 172562
AtRECQ4B IR— Ll 1150  CAC14869
AtRECQS5 TN 870  CACI3472
AtRECQsim o Wl WM 858  CACI4870

AtWRNexo L b 285  CACI14871

Helikase Domiéne

0la III V . . .
mit Helikase-Motiven e
I IvvE - Exonuklease Domine
i Zn-Finger '
. WH RecQ-Ct Doméne U EF-Hand Motiv

I UBA (Ubiquitin assoziierte) Doméne
] HRDC Doméine

Abbildung 3: Struktur ausgewihlter RECQ-Proteine.

Dargestellt ist die Doménenstruktur und ausgewéhlte Motive der RecQ-Homologe aus Escherichia. coli (Ec),
Saccharomyces cerevisiae (Sc), Homo sapiens (Hs) und Arabidopsis thaliana (At). Die zwei Subdoménen der
RecQ-Ct-Domine, Zn (Zink)-Finger und WH (Winged Helix) sind dargestellt. Fiir ECRECQ wurde die GrofBe
des maturen Proteins angegeben. Auf die Proteinsequenzen kann {iber die NCBI-Protein-Datenbank zugegriffen
werden. Doménen wurden entweder iiber die ProDom-Eintrige PD209099, PD215317, Pfam-Eintrdge oder
manuell identifiziert. UBA — Ubiquitin-associated domain
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1.3.  Ausgewiihlte RecQ-Homologe und ihre Funktionen

Anhand verschiedenartiger Analysen (siche Abbildung 1) wurden Funktionsmodelle fiir
RecQ-Helikasen entwickelt, die im Folgenden fiir die RecQ-Homologe von E. coli, S.

cerevisiae und flir die des Menschen vorgestellt werden.

1.3.1. Die RecQ-Helikase von E. coli

EcRECQ ist das einzige RecQ-Homolog in E. coli, nach dem auch die RecQ-Familie benannt
wurde. Es reprasentiert hier das Reich der Prokaryoten. Ein Ausfall des RecQ-Gens wird erst
im Zusammenhang mit dem Ausfall anderer Gene, z.B. bei Zellen mit transduzierenden A-
Phagen und im Hinblick auf Stress-Situationen wie UV-Strahlung, deutlich.

Verschiedene Untersuchungen, auch die Biochemie (Harmon und Kowalczykowski, 1998),
zeigten, dass ECRECQ bei der Rekombination entgegengesetzte Effekte katalysieren kann, die
jedoch beide zum Erhalt eines stabilen Genoms beitragen konnen.

Einerseits kann ECRECQ die Rekombination initiieren (schematisch in Abbildung 4). Das
ist v.a. in Zellen zu beobachten, in denen der Hauptweg der Rekombinationsinitiation, der
RecBCD-Weg, ausgeschaltet ist und manifestiert sich z.B. in recQ recBC sbcB Stimmen
durch eine Defizienz bei der bakteriellen Konjugation und durch erhohte UV-Sensitivitit
(Nakayama et al., 1984; Nakayama et al., 1985). Magner et al., 2007 beobachten die in vivo
Netto-Akkumulation von bimolekularen Rekombinationsintermediaten (BRI) durch ECRECQ
in ruv uvrD Zellen. Werden BRIs nicht aufgeldst, wie z.B. in ruv Zellen, kommt es zum
Zelltod. Dies entspricht im Wesentlichen der ,,Bulk“-Erklarung von Nakayama, 2005 fiir das

TLD-Phinomen, das in den einleitenden Sitzen beschrieben wurde.

Initiation der Rekombination RECI
K_> T
3 RECA Dé ,
>, —> REC(;,/— —> 2 B>

Abbildung 4: Initiation der Rekombination durch RECQ-Helikasen.

Bei einem Doppelstrangbruch (oder auch Liicken (gaps)) kann RECQ als 3’-5’-Helikase (durch dunkelgriinen
Pfeil symbolisiert) die Stringe voneinander trennen. RECJ kann einen Strang vom 5’ Ende abdauen, so dass ein
Strang mit freiem 3 Ende entsteht, der, mit RECA beladen, in einen homologen Bereich invasieren kann. Dabei
entsteht ein D-Loop (neu aufgebaute Wasserstoffbriicken zwischen den Stringen sind griin markiert), der
verschieden weiter prozessiert werden kann. Abbildung nach Heyer, 2004

Auch nach einem Modell von Magner et al., 2007 ist ECRECQ in Zusammenarbeit mit RECJ, RECA aber auch
RECFOR an der Initiation eines D-Loops beteiligt. Im Unterschied zum dargestellten Modell ist diese Initiation
aber ausgehend von einer Replikationsgabel mit einer Lasion im parentalen Riickwartsstrang.

5
34E
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Betrachtet man die Funktion von ECRECQ als Mit-Initiator der Rekombination genauer, so ist
zu erkennen, dass es auf die jeweilige Situation der Zelle ankommt, ob diese Reaktion fiir die
genomische Stabilitét zu- oder abtréglich ist.

Weiterhin wird ECRECQ eine Rolle bei der Induktion der SOS-Antwort zugeteilt. Auch dies
kann die erhohte UV-Sensitivitit von recQ-Mutanten erkldren und spricht fiir eine Rolle von
RECQ bei der Stabilisation des Genoms. Die Ausgangssituation ist, dhnlich wie bereits in
Abbildung 4 B dargestellt, eine arretierte Replikationsgabel, die in Abbildung 5 schematisch
mit einer Lision am Vorwirtsstrang und einer entkoppelten DNA-Synthese dargestellt ist.
Anstelle der D-Loop-Bildung wirkt in diesem Modell der RecA-beladene Einzelstrang als
Signal fiir die SOS-Induktion (Hishida et al., 2004) (Abbildung 5). Dies bedeutet, dass die
Zellteilung inhibiert und DNA-Reparatur-Gene induziert werden (Humayun, 1998). Die Rolle
von RECQ ist vermutlich die Freilegung von einzelstringiger DNA, so dass das RECA-
Filament gebildet werden kann (Hishida et al., 2004). Weiterhin wird RECQ auch bei der
SOS-Antwort induziert (Irino et al., 1986). Die DNA-Replikation kann schlieBlich nach
direkter oder auch hier rekombinationsabhéngiger Reparatur oder durch Transldsions-DNA-

Synthese wieder aufgenommen werden.

SOS-Induktion

Parentale Lasmn\ Vorwirtsstrang

LT Tl
> o] —>
Striinge \{O\%E‘Sr RECQ*

[T RECJ@

EH HH, |11 \P
,/@Jm

SOS-Induktion

Abbildung 5: Induktion der SOS-Antwort durch RECQ-Helikasen an arretierten Replikationsgabeln.
RECQ bindet an einer einzelstringigen Stelle des Vorwértsstrangs im Bereich der Lésion und entwindet als 3° 5’
Helikase den DNA-Doppelstrang in Richtung der Gabel. AnschlieBend wechselt RECQ den Strang und
entwindet Tochterstrang-Okazaki-Fragmente und parentalen Riickwartsstrang. In Zusammenarbeit mit der
Exonuklease RECJ entsteht Einzelstrang-DNA, die in 3’ 5’ Richtung mit RECA beladen wird. Dieses RECA-
Filament leitet die SOS-Induktion ein. Abbildung veréndert nach Heyer, 2004 und Hishida et al., 2004.

Riickwiértsstrang

Neben der Funktion als Initiator der Rekombination wirkt EcRECQ auch als Anti-
Rekombinase, jedoch der illegitimen Rekombination, die nur auf kurzen
Homologiebereichen beruht und zu aberranten Rekombinationsereignissen fiithrt (Hanada et
al., 1997; Harmon und Kowalczykowski, 1998) (Abbildung 6); folglich ist in der Regel auch

diese Funktion fur den Erhalt eines stabilen Genoms forderlich.

Anti-Rekombinase Abbildung 6: RECQ als Anti-
Rekombinase.
jrm——— 1§ RECQ <€ T RecA-vermittelte D-Loops kénnen durch
3 P - die RecQ-Helikase wieder aufgeldst
5 - 330 S 2> werden. Abbildung nach Heyer, 2004.
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Einem weiteren Modell zufolge, konnte EcCRECQ in Zusammenarbeit mit der Typ I
Topoisomerase TOPOIII die Auflosung von Doppel-Holliday-Junctions, wie in Abbildung
7 gezeigt, katalysieren (Heyer, 2004). Obwohl dies fiir andere RecQ-Homologe wie z.B.
ScSGS1 eine sehr wahrscheinliche Funktion ist, wurde speziell fiir ECRECQ bisher nur die
gegenteilige Reaktion, die Katenierung von dsDNA (in Zusammenarbeit mit TOPOIII),
gezeigt (Harmon et al., 1999).

Auflosung von doppelten Holliday-Junctions (dHJ)

LT JLLRLARARAITAN I ’ | TTITHITTITTT LLILLLLLLL H>\ LT H\HHHHHH*
> RECQ € TOPO, ¢
€ H 111 =
111 |l FLTTTTTTTTTTTT | ; | | [TINN LTI | 1 AT [T H[HIHIHI\%
dHJ Hemi-Katenan Non Crosss-Over
Abbildung 7: Auflésung von Doppel-Holliday-Junctions durch RECQ.
In diesem Nuklease-unabhingigen Alternativweg zur Aufldsung von Doppel-Holliday-Junctions katalysiert

RECQ die Branch Migration der Holliday-Junctions. Die Dekatenierung erfolgt in Zusammenarbeit mit TOPO
III. Auf diesem Weg kommt es immer zur Konversion und nie zum Cross-Over. Abbildung nach Heyer, 2004.

Werden dHJs auf diese Weise, auch ,,Dissolution® genannt, aufgeldst, konnen keine Cross-

Over-Ereignisse auftreten, was der Stabilitit des Genoms zutrédglich ist.

Eine weitere wichtige Funktion, die RECQ-Helikasen im Allgemeinen zugeordnet wird, wird
aus der Biochemie abgeleitet, nimlich RECQ als Pflug (in Veroffentlichungen als
,Roadblock-Remover* bezeichnet) vor der Replikations-Maschinerie, der die parentalen
DNA-Stringe von aberranten DNA-Strukturen befreit, die sonst Blockaden fiir die
Replikation darstellen wiirden. Diese Funktion ist in Abbildung 8 beispielhaft fiir eine
intramolekulare Quadruplex-Struktur im Vorwértsstrang dargestellt, die ECRECQ entwinden
kann (Wu und Maizels, 2001). Jedoch konnten auch andere aberrante Strukturen wie z.B.
Hairpins oder auch intermolekulare Strukturen wie z.B. eine Triple-Helix aufgelost werden,
die auch nicht nur auf den Vorwirtsstrang beschrinkt sein miissen (Oakley und Hickson,
2002). Diese Funktion konnte auch die von Cromie et al, 2000 erhaltenen Ergebnisse

erkliren (Uberwindung palindromischer Hairpin-Sequenzen wihrend der Replikation).

Auflosung von aberranten Strukturen . .
Abbildung 8: RECQ-Helikasen als

1 @ s Vorwirtsstrang Pflug, fiir die Beseitigung von
Parentale | DNA-Blockaden vor der
HHH [ ] (L [T ‘ L \HHH?

Replikationsmaschinerie, hier am

- RECQ <€
Striinge Tochter- v Beispiel ei
{'I‘ \ strangg —> A% piel eines Quadruplex.
G \ T Abbildung verdndert nach Bachrati

Riickwirtsstrang und Hickson, 2003.
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1.3.2. Die RecQ-Helikase von S. cerevisiae (ScSGS1)

Nach EcRECQ als Beispiel eines RecQ-Homolog eines Prokaryoten, werden im Folgenden
die Funktionen eines RecQ-Homologs eines einzelligen Eukaryoten aus dem Reich der Pilze,
dem einzigen RecQ-Homolog der Béckerhefe, ScSGS1, erldutert.

Im Gegensatz zu EcCRECQ wird der Ausfall von ScSGS! in den Hefezellen auch ohne weitere
Mutationen sichtbar. Dazu gehort z.B. ein langsameres Wachstum bzw. eine verkiirzte
Lebensdauer (Sinclair ef al., 1997; Mankouri und Morgan, 2001). Aulerdem zeigt sich eine
Erhohung der Rate von nicht getrennten Chromosomen in der Mitose und Meiose
(Fehlsegregation), verkniipft mit der Entstehung nicht lebensfahiger Sporen (Watt et al.,
1995). Besonders auftillig ist die Hyperkombination, v.a. die deutlich erhohte Rate des
Austauschs von genetischem Material von Schwesterchromatiden (SCE — Sister chromatid
exchange) (Watt ef al., 1996; Onoda et al., 2000). Weiterhin reagieren sgs1-Zellen sensitiver
als Wildtyp-Zellen auf verschiedene Mutagene wie UV-Strahlung (Bewirkung von
Strangbriichen) (Gangloff et al., 2000; Saffi et al., 2000; Bachrati und Hickson, 2003),
Hydroxyharnstoff (Inhibitor der dNTP-Synthese und damit der Replikation) und
Methylmethansulfonat (Methylierungsagenz) (MMS) (z.B. Miyajima et al., 2000). Allerdings
scheint das Ausmal dieser Sensitivitdten von den verwendeten Stimmen und dem Ploidie-
Zustand abzuhéngen.

ScSGS1 konnen verschiedene Rollen im DNA-Metabolismus zugeteilt werden, und es konnte
gezeigt werden, dass nicht fiir alle Funktionen die Helikase-Aktivitit benétigt wird (Ubersicht
in Lo et al., 2006). Allen Modellen ist gemeinsam, dass die Funktionen von ScSGS1 im
Normalfall dem Erhalt eines stabilen Genoms dienen.

Eine Funktion ist die Aufrechterhaltung arretierter Replikationsgabeln. ScSGS1 kann dies
zum einen in Zusammenarbeit mit RADS51, TOP3 und RMII1 bewirken. Der von Bjergbaek et

al., 2005 vorgeschlagene Weg ist in Abbildung 9, {iber Intermediat 6, dargestellt. Es erfolgt
die Auflosung von RADS51 (dem RECA-Homolog) vermittelten dHJs, ohne dass DNA-
Briiche entstehen. Notwendige Interaktionspartner sind hierfiir TOP3 und RMI1 (Mullen et
al., 2005). Ausfall von diesen Genen fiihrt zum gleichen Phénotyp wie der Ausfall von SGS/
(Mullen et al., 2005). Speziell die Auflosung von dHJs entspricht der Darstellung in
Abbildung 7.

AuBerdem erfolgt durch ScSGS1 bei arretierten Replikationsgabeln eine Aktivierung des
Intra-S-Phase-Zell-Zyklus-Kontrollpunkts (Frei und Gasser, 2000).

In Abbildung 9 sind auch andere denkbare Moglichkeiten fiir ScCSGS1 vermittelte Reaktionen

an der Replikationsgabel, wie Replikationsgabel-Regression und -Reversion, dargestellt.
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Abbildung 9: Mégliche Funktionen des RECQ-Homologs SGS1 an arretierten Replikationsgabeln.

Durch eine Lésion oder dem Mangel an dNTPs kommt es zum Stehenbleiben der Replikationsgabel. Falls es sich
um eine Lésion im Vorwirtsstrang handelt, kann die DNA-Synthese der beiden Tochterstringe entkoppelt
werden (2). Diese Replikationsgabel kann jetzt stabilisiert werden, was im Allgemeinen fiir die Genomstabilitit
zutraglich ist, oder prozessiert werden. Die Stabilisierung kann zum einen direkt oder indirekt erfolgen, zum
anderen durch Prozesse nach der Aktivierung des Zell-Zyklus-Kontrollpunkts. Nachdem die Lésion repariert
wurde (oder wieder dNTPs zur Verfiigung stehen) kann die Replikation fortgesetzt werden. Kommt es zur
Prozessierung, so kann die Replikation dennoch auf mehreren Wegen wieder aufgenommen werden, die keine
rekombinationsabhingigen Reparaturen benétigt. Hierfiir konnen einige RecQ-Helikasen vermutlich sowohl eine
Replikationsgabel-Regression als auch die Wiederherstellung der eigentlichen Gabel durch die
Replikationsgabel-Reversion katalysieren. Kommt es zu einer Regression, entsteht eine Struktur, die auch als
Chicken-Foot bekannt ist (3). Der orange gezeichnete Riickwérts-Tochterstrang kann bei einem so genannten
Template-Switching der Polymerase als Matrize dienen, so dass der Vorwirtsstrang mit dieser Hilfe {iber die
Lasion hinweg synthetisiert werden kann (4). Kommt es jetzt zur Reversion, kann die Replikation fortgesetzt
werden (5). Andererseits kann die Replikationsgabel RADS51-vermittelt stabilisiert werden (6). Zur Auflosung
dieser Struktur wird ein Komplex aus SGS1, TOP3 und RMI1 benoétigt. Alternativ konnen verschiedene
Strukturen von Nukleasen prozessiert werden, was allerdings eine rekombinationsabhéngige Reparatur bedeutet.
Abbildung kombiniert und verdndert nach Bjergbaek et al., 2005 und Mankouri und Hickson, 2007.
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Je nachdem, um welche Art von Léisionen es sich handelt, ist zudem denkbar, dass ScSGS1

sie als Roadblock-Remover auflost (gemél Abbildung 8).

Cobb et al., 2005, schlagen weiterhin vor, dass ScSGS1 auch durch Interaktion mit dem

Einzelstrangbindeprotein RPA (analog zum large T antigen), dessen DNA-Binde-Modus
beeinflussen kann, so dass die Interaktion mit der Polymerase a gefordert wird, was zur
Bildung eines funktionellen Primosoms fithrt und damit der Stabilisierung der

Replikationsgabel dient.

Die bereits im Kontext der Replikationsgabel erwéhnte Prozessierung von dHJs (Abbildung
7) durch ScSGS1 (zusammen mit TOP3 und RMI1) ohne Cross-Overs ist vermutlich auch fiir
die Unterdriickung von Cross-Over-Ereignissen bei der Doppelstrangbruch-Reparatur (Ira
et al., 2003), und beim Zusammenlaufen von zwei in entgegengesetzten Richtungen
fortschreitenden Replikationsgabeln (Mankouri und Hickson, 2007) wichtig.

In diesem Kontext soll erwdhnt sein, dass die Interaktion zwischen SGS1 und TOP3,
ausgehend von S. cerevisiae top3-Mutanten, zur Entdeckung von ScSGS1 gefiihrt hat. Durch
den Ausfall von sowohl SGS! als auch TOP3 kommt es zu einer Authebung des Phinotyps
von fop3 (langsameres Wachstum und erh6hte Genominstabilitdt). Daher stammt auch der
Name SGSI, fiir Slow Growth Suppressor (Gangloff et al., 1994). Neben TOP3 interagiert
ScSGS1 aber auch mit TOPO II (Watt ef al., 1995).

Das mulifunktionelle SGS1 wird auBlerdem fiir einen Telomerase-unabhiingigen Weg fiir
die Verlingerung der Telomere bendtigt, einem Weg dhnlich zum sogenannten ALT
(alternative lengthening of telomers)-Weg, der in Menschen gefunden wurde und der iiber
Rekombination funktioniert. SGS1 kénnte dies z.B. zum einen, iiber Einfluss auf einen
Zellzyklus-Kontrollpunkt und zum anderen, iiber die Entwindung von Quadruplex-Strukturen,
bewirken (Johnson et al., 2001) (siehe auch Abbildung 10).

Das Potential zur Bildung von Quadruplexen ist v.a. im Telomerbereich, aber z.B. auch bei
rDNA gegeben (Maizels, 2006). Bei Quadruplexen sind Hoogsteen-Basenpaarungen
zwischen vier Guaninen beteiligt. Fiir ScSGS1 wurde eine ,,Roadblock-Remover*‘-Funktion
vorgeschlagen (Huber et al.,, 2002), dhnlich wie in Abbildung 8 und in Abbildung 10
schematisch dargestellt, da ScSGS1 G4-Quadruplex-Strukturen auflosen kann. Im Kontext
von Telomeren konnten also fiir ScSGS1 die Roadblock-Remover-Funktion und die Funktion
beim Erhalt von Telomeren zusammenfallen. ScSGS1 16st auch rekombinierende Telomere

auf (Lee et al., 2007).
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1.3.3. Die menschlichen RecQ-Helikasen

Wie bereits mehrfach erwéhnt und in Abbildung 3 ersichtlich, konnten im Menschen flinf
unterschiedliche RecQ-Homologe gefunden werden, wobei es fiir HsRECQS5 zusitzlich
verschiedene Spleif3-Formen gibt.

Die fiinf RecQ-Helikasen des Menschen haben keine redundanten Funktionen, was bedeutet,
dass der Ausfall einer Helikase nicht unbedingt von den anderen aufgefangen werden kann.
Es kommt im Gegenteil sogar bei Mutationen einzelner RecQ-Gene zu schwerwiegenden,
rezessiv vererbten Krankheiten. Diese sind Bloom’s Syndrom (BS) im Falle von bestimmten
Mutationen in HsBLM, Werner Syndrom bei HsWRN und z.B. Rothmund-Thomson-Syndrom
bei HsRECQ4. Diese Krankheiten haben z.B. eine Krebs-Pradisposition gemeinsam. Jedoch
zeigen sich differenzierte Krankheitsbilder (Tabelle 1), was neben dem Fakt der fehlenden

Redundanz ein weiterer Hinweis auf spezialisierte Funktionen ist.

Tabelle 1: Merkmale von Erbkrankheiten, die durch Mutationen von RecQ-Helikasen ausgelost werden.
verdndert nach Oakley und Hickson, 2002 mit weiteren Informationen aus Harrigan und Bohr, 2003 sowie

Bachrati und Hickson, 2003

Bloom’s Syndrom Werner Syndrom Rothmund-Thomson-
Syndrom
Abnormalitdten im Skelettbau, Proportionaler Ja (++) Ja (++),Radiale
Kleinwuchs Zwergwuchs Klumphand
Ausschlag in Folge von Sonnenlicht +/-) Nein Ja (++)
Fehlpigmentierung der Haut +/-) Nein Ja (++)
(Poikiloderma)
Immunodefizienz Ja(++) Nein ?
Fertilitat reduziert Ja (+4), Ja(++) Ja (++)
Mainner unfruchtbar
Vorzeitiges Altern ) Kennzeichnendes Ja (++)
Merkmal
Diabetes vom Typ II ) Kennzeichnendes Nein
Merkmal
Frithe Augenlinsentriibung (Katarakte) | (+) Ja (+1) Ja (++)
Tumor-Pridisposition Kennzeichnendes Ja (++) v.a. Sarkome | Ja (++) v.a.
Merkmal (alle Typen, | (Tumore ausgehend Osteosarkome
dabei wenig Lungen- | vom Mesoderm) (Knochenkrebs)
und Prostata-Krebs)
Genetische Instabilitéiit auf zelluldrer | Ja (++) Ja (++) Ja (++)
Ebene
Austausch von Schwesterchromatid- Kennzeichnendes Nein (+/-) i.d.R. eher
Erbmaterial (SCE) Merkmal (10-fach Chromosomen-
erhoht) Mutationen
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Kiirzlich konnte auch gezeigt werden, dass die Bildung mancher Tumore (in nicht Werner-
Syndrom-Patienten) und das Ausschalten der Expression von HsWRN durch Promoter-CpG-
Island-Methylierung korrelieren (Esteller, 2007).

Allgemein sollte aber noch gesagt sein, dass die Expression der RecQ-Helikasen ein Profil
zeigt, das von der entsprechenden Helikase, vom Zellzyklus und vom Organ abhéngig ist
(Larizza et al., 2006).

Der Ausfall von HsRECQI und HsRECQS alleine, 16st keine Krankheit aus. Fallen jedoch
BLM und RECQS5 gleichzeitig aus, ist die Rate an SCE zusitzlich erhoht (Wang et al., 2003;
Hu et al, 2005b). In der Maus sind auch der Ausfall von RECQI oder RECQ5 mit
genomischer Instabilitdt und SCE auf Zellebene verbunden (Brosh und Bohr, 2007).

Je mehr Forschung betrieben wird, desto mehr Aspekte erdftnen sich, bei denen ein Hinweis
auf die Beteiligung einer RecQ-Helikase gegeben ist. Dies ist v.a. in Hinblick auf das
Interaktom zu sehen (sieche auch Kapitel 1.4.2). Die Funktionen der einzelnen RecQ-
Helikasen sind weder klar definiert, noch klar voneinander abgegrenzt. Natiirlich ist aber auch
zu erwarten, dass die RecQ-Helikasen z.T. redundante Funktionen haben. Soweit mdglich,
wird versucht, spezifische Aufgaben darzustellen, wobei erst die weitere Forschung die

Gewissheit bringen wird, ob die Zuordnungen richtig sind.

RECQ1 der Ratte wurde bei der Fraktionierung von piRNA mitaufgereinigt (Lau et al.,
2006). piRNA ist neben siRNA und miRNA eine weitere Klasse von kleinen RNAs. Solche
kleinen RNAs sind fiir das Gene-Silencing wichtig. Die Wahrscheinlichkeit, dass HSRECQI
an ecinem Gene-Silencing-Prozess beteiligt ist, steigt durch {ibereinstimmende
Beobachtungen fiir ein RecQ-Homolog des Pilzes Neurospora crassa (Cogoni und Macino,
1999). RECQ1 konnte z.B. an der Entstehung (Synthese) der piRNAs beteiligt sein (Bateman
und Wu, 2007).

HsWRN ist ein multifunktionelles Protein. Neben dem Fakt, dass in einer Polypeptidkette
Exonuklease- und Helikasefunktionen vereint sind, finden sich viele Interaktionspartner
(Kapitel 1.4.2). Szenarien fiir eine Zusammenarbeit der beiden Funktionen (3’-5° Helikase
und 5°-3° Exonuklease) ist in der Diskussion des Papers von Machwe et al., 2002 dargestellt.
Kiirzlich wurde beobachtet, dass eine Kooperation zu einer verbesserten Replikationsgabel-
Regression fiihrt (siche Abbildung 9, Klein-Bild 3) (Machwe et al., 2007). Auch in vivo Daten
deuten auf eine biologisch signifikante Kooperation (Chen et al., 2003).
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Allgemein hat HSWRN vermutlich eine iibergreifende Rolle, da alternative DNA-Strukturen
aufgelost werden konnen, die in einer Vielzahl von Stoffwechselwegen wie z.B. Replikation,
Rekombination und DNA-Reparatur vorkommen (Ozgenc und Loeb, 2005) (siche hierzu
auch Kapitel 1.3.1 und 1.3.2). Fiir jedes Feld gibt es zahlreiche Interaktionspartner, die fiir
eine Beteiligung sprechen (Kapitel 1.4.2). Speziell fir HsSWRN wird aber auch eine
Beteiligung an der (long patch) Basen-Excisions-Reparatur angenommen (Ahn et al., 2004;
Brosh und Bohr, 2007), und im Gegensatz zu BLM auch beim NHEJ (Chen et al., 2003).

Eine weitere Funktion, bei der HsSWRN die bedeutsamste RecQ-Helikase ist, ist beim Erhalt
der Telomere zu sehen (Khakhar et al., 2003; Lee et al., 2005; Sharma et al., 2006; Brosh
und Bohr, 2007; Crabbe et al., 2007). Dies konnte, wie in Abbildung 10 dargestellt, auf
verschiedenen Ebenen passieren; z.B. erleichtert HsWRN einen alternativen Telomer-
Verldngerungs-Weg, den ALT-Weg. Die dazu nétige Entwindung verschiedener D-Loops
(am Ursprungs t-Loop, sowie auch bei intra- oder inter-telomerischer D-Loop Bildung) und
einer moglichen Quadruplex-Struktur durch HsWRN sind in Abbildung 10 schematisiert.

Allerdings ist das Bild von HsWRN gerade durch die Vielzahl an Interaktionspartnern, wozu
z.B. auch p53 (Comai und Li, 2004) und die Zell-Zyklus-Kontrollpunkt-Kinase ATR (Otterlei
et al., 2006) gehoren, sowie durch Sekundidrmodifikationen an HsWRN und durch solche, die
HsWRN bewirkt, sehr komplex und die Funktion von HsWRN noch nicht wirklich
verstanden. Ebenso iibernimmt HsWRN auch Funktionen, bei denen der strukturelle
Charakter entscheidend ist, die also nicht von der Helikase- und Nuklease-Funktion abhdngen

(Chen et al., 2003).

HsBLM und HsWRN haben z.T. dhnliche Funktionen, ko-lokalisieren teilweise und
interagieren sogar miteinander, so dass es denkbar wire, dass diese beiden, unter bestimmten
Bedingungen, kooperieren oder bei manchen Antworten auf Schiden Backup-Funktionen
bieten (Otterlei et al., 2006).

Auch HsBLM ist vermutlich auch am Telomer-Erhalt beteiligt, zumindest ist eine
Telomerassoziation zu beobachten (Yankiwski et al, 2000), die biochemischen
Grundvoraussetzungen sind gegeben (wie die Entwindung von Quadruplex-Strukturen (Sun et
al., 1998; Huber et al., 2002) und D-Loops (Opresko et al., 2005)), in SGSI und Telomerase
defizienten Bickerhefezellen bewirkt HsBLM eine Komplementation des Defekts der
Telomerverldngerung (Lillard-Wetherell ef al., 2005) und HsBLM interagiert mit Telomer-
assozierten Proteinen (Lillard-Wetherell et al., 2004).
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Abbildung 10: Telomer-Erhalt durch RECQ-Helikasen.

Das Chromosomenende ist ein spezialisierter Nucleoprotein-Komplex, das Telomer. Die Sequenz der Telomere
zeichnet sich durch sogenannte ,telomeric repeats® aus, z.B. (TTAGGG),. Diese Sequenz kann von sogenannten
Shelterinen gebunden werden (z.B. TRF1, TRF2, POT1, siche auch Kapitel 1.4.2). Aufgrund der Problematik
bei der Replikation von linearer DNA ist auBerdem ein ungepaarter 3> Uberhang zu finden. Zwei mogliche
Schutz-Strukturen von Telomeren sind dargestellt: der t-Loop (oben) und eine Quadruplexformation (links
unten). Die in der Mitte links dargestellte Struktur kann zu Genominstabilititen fithren, da sie unter Umstdnden
falschlicherweise als Doppelstrangbruch erkannt werden kann. Auch viele weitere Proteine sind an den
Telomeren assoziiert, wenn sie auch nicht spezifisch nur dort gefunden werden (z.B. Ku 70/80, ATM, NBS,
PARP-1, RADS1, RADS2, RPA, p53; siche auch Kapitel 1.4.2). Telomere konnen entweder durch eine
Telomerase verldngert werden, oder iiber den alternativen ALT-Weg. Dieser ALT-Weg ist mit der homologen
Rekombinationsmaschinerie verkniipft; der homologe Bereich kann (aufgrund der telomeric repeats) entweder
am gleichen Telomer, bei einem anderen Telomer (beides schematisch dargestellt) oder bei extrachromosomaler
DNA gefunden werden. Die Mdglichkeiten, wie RECQ-Helikasen durch ihre Strangentwindungsaktivitidt zum
Telomer-Erhalt beitragen konnten, sind schematisch dargestellt.

Wie bei ScSGS1 und HsWRN gesehen, haben auch BLM-Proteine, die durch eingefiihrte
Punktmutationen keine Helikasefunktion mehr haben, Funktionen. BLM kann Proteine
rekrutieren, die in der Antwort auf DNA-Schédden beteiligt sind (Davalos et al., 2004). Dies
ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass BLM mit den Zellzyklus-Kontrollpunkt-
Kinasen ATM und ATR interagiert (Beamish et al., 2002; Davies et al., 2004) und positiv auf
die Phosphorylierung von ATM wirkt (Davalos et al., 2004). Zusammenfassend erleichtert
also HsBLM die Kontrollpunkt-Signalkaskade (Mankouri und Hickson, 2007).
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HsBLM spielt auch eine Rolle bei der Replikation. Fiir mdgliche Rollen sei hier auf Kapitel
1.3.2, Abbildung 9, verwiesen (siehe z.B. Mankouri und Hickson, 2007).

Fiir HsBLM konnte eine dhnliche Funktion gezeigt werden wie fiir SCSRS2 (und HsSRECQ583
(siehe weiter unten)) (Bugreev et al., 2007). SRS2 ist eine weitere Helikase, zu der im Genom
des Menschen kein Homolog gefunden werden konnte (wohl aber im Genom von Arabidopsis
thaliana), der v.a. eine Aktivitét in der Auflosung von RADS51-Filamenten zukommt (Krejci
et al., 2003). RADS51-Nukleofilamente vermitteln die Invasion des Stranges in homologe
doppelstringige Bereiche, was somit einen frithen Schritt der homologen Rekombination

darstellt, die dadurch eben durch Enzyme, die RADS51-Filamente auflosen, unterdriickt wird.

. . 0
Auflosung von RADS1-Filamenten O b@
D e j@‘f@@ RECQ j@j@@( g@i‘
RADSI -«
Abbildung 11: Auflosung eines priisynaptischen RADS1-Filaments durch Helikasen (HsBLM, HSRECQS5,
ScSRS2).

RADS51 wird durch RPA ersetzt.

Eine wesentliche Aufgabe von HsBLM, die auch nicht von HsSWRN, RECQ1 oder RECQ58
iibernommen werden kann, ist die Auflésung von dHJ (Dissolution) zu Non-Cross-Over
Ergebnissen (Genkonversion) mit Hilfe von RMIl und TOP3a (Wu und Hickson, 2003;
Plank et al., 2006; Wu et al., 2006; Brosh und Bohr, 2007) (wie in Abbildung 7 schematisch
dargestellt). Ein Ausfallen dieser Funktion (wie z.B. in Bloom’s Syndrom Zellen) fiihrt
vermutlich zu der erhdhten SCE-Frequenz. Da dies eine wichtige Funktion ist, soll sie hier
genauer eingeordnet werden. Die freien DNA-Enden, die bei Doppelstrangbriichen (und auch
in der Meiose) auftreten konnen entweder iiber NHEJ oder homologe Rekombination repariert
werden. Bei der homologen Rekombination unterscheidet man in Synthesis Dependent Strand
Annealing (SDSA), in das klassische Doppelstrangbruchreparatur-(DSBR)-Model und seit
neuerem in dHJ-Dissolution (sieche auch Abbildung 43). Dabei kommt es beim SDSA-Modell
zu einer Genkonversion. Bei den anderen beiden Modellen stellt die dHJ ein wichtiges
Intermediat dar. Im DSBR-Modell wird diese dHJ durch einen Nuklease-Komplex aufgelost,
was zu einem Cross-Over fithren kann. Bei der dHJ-Dissolution, bei der HsBLM eine
wichtige Rolle spielt, hingegen (vgl. Abbildung 7) kommt es immer zur Genkonversion, was

der Genomstabilitét zutrdglich ist (siehe z.B. Mankouri und Hickson, 2007).
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In der Literatur werden weitere Funktionen von HsBLM diskutiert, dazu gehdren natiirlich
alle Funktionen von ScSGS1. Auflerdem wird z.B. eine Stimulation der DNA-Reparatur-
Synthese (Bugreev et al., 2007), oder eine Funktion bei Okazaki-Fragmenten (Bartos et al.,
2006) angenommen. Amor-Gueret, 2006 behauptet, dass ein Ausfall von BLM letal, aber die
Lebensfahigkeit von BS-Zellen durch eine konstitutive Induktion von SOS-dhnlichen
Antworten mdéglich ist. Wie auch fiir die bisher beschriebenen RecQ-Homologe (und auch die

Folgenden), ist unser Bild der genauen von HsBLM noch sehr unvollstindig.

Auch HsRECQ4 ist ein wichtiges RecQ-Familienmitglied, wie aus dem korrelierten
Krankheitsbild Rothmund-Thomson-Syndrom (RTS) hervorgeht. Fiir das Homolog von
Xenopus  konnte  gezeigt werden, dass es flir die Assemblierung der
Replikationsmaschinerie essentiell ist. Dafiir ist der N-terminale Teil des Proteins wichtig,
der eine Homologie zu den Hefeproteinen SLD2 und DRC1 aufweist. (Sangrithi ef al., 2005;
Kellermayer, 2006; Matsuno et al., 2006). Weiterhin konnte RECQ4 (u. U. mit seinen
Interaktionspartnern UBR1 und UBR2) eine Funktion bei der Chromosomensegregation
haben (Schwesterchromatid-Cohésion), was auch mit dem Merkmal der Chromosomen-
Mutationen  (z.B. auch  Mosaik-Trisomien) von RTS-Patienten {ibereinstimmt
(zusammengefasst in Larizza et al., 2006).

Andere Experimente deuten auf eine Funktion von HSRECQ4 als Notsystem hin, das, falls
DNA-Schidden nicht behoben wurden und der Zellzyklus trotzdem in die S-Phase
fortschreitet, einen Betrag zur Reparatur dieser Schiden leistet. Es ist ndmlich zu beobachten,
dass p53 die Expression von HSRECQ4 in der G1-Phase, aber nicht der S-Phase, unterdriickt
(Sengupta et al., 2005).

HSRECQS58 wird als SeSRS2-Ortholog diskutiert (Hu et al., 2007). Hu et al., 2007 konnten,
wie fiir HsBLM schon erwihnt, auch fiir HSRECQS5 eine Auflosung von RADS51-Filamenten
zeigen (Abbildung 11). Dadurch kénnen homologe Rekombinationsereignisse unterbunden
werden; und RECQ5 kann damit unter anderem als Supressor der Aktivierung von

Onkogenen gesehen werden.
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1.4. Spezies-iibergreifende Zuordnung funktioneller Homologe

Immer, wenn in unterschiedlichen Organismen unterschiedlich viele Homologe eines Proteins
zu finden sind, kann es entweder sein, dass ein Organismus durch Duplikationsereignisse oder
Gentransfer ein neues dazu gewonnen hat, oder dass der andere Organismus eines verloren
hat. Solche Ereignisse sind im Licht der Evolution zu betrachten. Viele Generationen
vergehen, neue Arten entstehen — verbunden mit dem Besetzen verschiedener Lebens-Nischen
und damit unterschiedlichen Anforderungen. Der Selektionsprozess entscheidet, welche
Mutationen fiir die Art forderlich sind; und dies werden solche sein, die frither oder spiter mit
Funktionsidnderungen einhergehen.

Zuriick zur Familie der RecQ-Helikasen, ist es wahrscheinlich, dass der letzte gemeinsame
Vorfahre der Pilze, Pflanzen und Tiere mehrere RecQ-Homologe besal3 (vermutlich mit allen
typischen Doménen) (Hartung und Puchta, 2006). Zum Verstindnis der Evolution der RecQ-
Proteine, speziell der funktionellen Evolution miissen RecQ-Homologe aus Organismen
verschiedener Reiche, wie z.B. in dieser Arbeit aus dem Reich der Pflanzen, griindlich
analysiert werden. Die Frage ist, welche Funktionen erhalten blieben und welche neu
erschaffen wurden - mit der Hoffnung auf die Antwort nach dem Warum.

Fiir diese Funktions-Analyse, gilt primdr das Schema, das in Abbildung 1 dargestellt ist.
Wenn das Ziel ist, Funktionen vergleichend zu analysieren, um funktionelle Homologe
zuordnen zu konnen, bieten sich natiirlich Experimente an, die bereits fiir Homologe anderer
Organismen schliissige Ergebnisse gebracht haben. Dieser Ansatzpunkt wird z.B. in dieser
Arbeit durch die biochemische Analyse der Funktionen verfolgt.

Im Folgenden sollen zwei weitere Analysemethoden herausgegriffen werden, die auch einen
grolen Beitrag zur Zuordnung funktioneller Homologe leisten konnen, die

Komplementationsstudien und Interaktom-Analysen.

1.4.1. Bedeutung von Komplementationsstudien

Eine Art von Komplementationsstudien besteht darin, z.B. das HSBLM-Gen in S. cerevisiae
SGSI-Mutanten zu exprimieren, und zu beobachten, wie sich dieser ,Ersatz auf den
Organismus auswirkt. Interessanterweise konnte fiir speziell dieses Beispiel gezeigt werden,
dass es zu einer Aufhebung von wu.a. der Hydroxyharnstoff-Sensitivitidt, der
Hyperrekombination und des vorzeitigen Alterns des sgsl-Mutantenphénotyps fiihrte
(Yamagata et al., 1998; Heo et al., 1999). AuBBerdem kann HsBLM auch in Hefezellen die
Telomerlédnge in Telomerase-defizienten Zellen positiv beeinflussen. Dafiir wird die Helikase-

Aktivitat benotigt (Lillard-Wetherell ef al., 2005). Dies spricht dafiir, dass ScSGS! das
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funktionelle Homolog zu HsBLM ist. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass auch
HsWRN die Hyperrekombination in Hefe-sgs/-Zellen unterdriicken kann (Yamagata et al.,
1998), jedoch nicht wie HsBLM den top3-Phénotyp und nicht die Hydroxyharnstoff-
Hypersensitivitit (Yamagata et al., 1998). Hier erkennt man deutlich eine Konservierung und

gleichzeitige Spezialisierung von RecQ-Funktionen.

1.4.2. Bedeutung des Interaktoms

Da ein Organismus ein komplexes System ist, hat ein Protein im Allgemeinen keine
Einzelspieler-Funktion, sondern ist ein Teil des Gefiiges. Damit spielen funktionell homologe
Proteine in dhnlichen Stoffwechselwegen eine Rolle und haben Interaktionspartner, die in den
verschiedenen Organismen ebenfalls zueinander homolog sind. Auch die Interaktom-Daten
stehen im Einklang mit einer funktionellen Homologie von Sc¢SGSI und HsBLM. Jedoch ist
der Vergleich der Interaktom-Daten deutlich interessanter, wenn Organismen mit mehreren
RecQ-Homologe analysiert werden.

Weiterhin ist natiirlich die Zuordnung funktioneller Homologe nicht der einzige Vorteil der
Analyse des Interaktoms. Von noch groBerer Bedeutung ist genau die Zuordnung von den
Zielproteinen zu bestimmten Stoffwechselwegen. Diese Zuordnung kann auf dem Interaktom-

Weg vorgeschlagen oder auch bestitigt werden.

In Tabelle 2 sind die bekannten Interaktionen der RecQ-Helikasen von E. coli, S. cerevisiae
und dem Menschen aufgelistet. Bei einigen davon kommt es zu einer Funktionsmodellierung,

entweder der RecQ-Funktion oder aber des Interaktionspartners.

In dieser Einleitung besteht aus Platzgriinden nicht die Moglichkeit, die einzelnen
Interaktionen genauer zu kommentieren. Den Daten kann entnommen werden, dass einige
Interaktionen konserviert sind, auch innerhalb eines Organismus, wie z.B. die Interaktion mit
Einzelstrangbindeproteinen (SSB bzw. RPA). Dann aber gibt es auch einige spezifische
Interaktionen. HsSWRN kann z.B. aufgrund der Interaktionen eine Beteiligung bei der
Replikation (z.B. PCNA), der Homologen Rekombination (z.B. RADS52), der Nicht-
homologen-End-zu-End-Verkniipfung (z.B. Ku70/80), der Basenexcisions-Reparatur und der
Einzelstrangbruchreparatur (z.B. PARP-1) zugesprochen werden (Harrigan und Bohr, 2003).

Zu diesen echten physikalischen/funktionellen Interaktionen kommen genetische
Interaktionen dazu, die zeigen, ob Proteine im gleichen Pathway eine Rolle spielen, in

verschiedenen Alternativwegen oder sich epistatisch verhalten. Als Beispiele seien fiir den
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gleichen Weg die Zuordnung von EcCRECQ in den RecF-Weg (Nakayama et al., 1984), als
Alternativweg die synthetische Letalitdt von Mutationen in sowohl ScSGS1 als auch ScSRS2
(siehe Kapitel 1.3.3 fiir die Funktion von SRS2) (Gangloff et al., 2000) und fiir Epistasis
ScRADS 1 und ScSGSI (Wu et al., 2001) erwéhnt.

Tabelle 2: Interaktionsparter von RECQ-Helikasen.

Informationen iibernommen aus Sharma et al., 2006 (siche dort fiir Referenzen) und z.T. erginzt nach Bachrati
und Hickson, 2003 und Oakley und Hickson, 2002, weitere Referenzen direkt in der Tabelle. Es ist zu erwarten,
dass mit der laufenden Forschung weitere Interaktionspartner gefunden werden; ebenso wird nicht der Anspruch
auf Vollstandigkeit erhoben.

RECQ Nachgewiesene Interaktionspartner (physikalisch und/oder funktionell)

EcRECQ TOPOIIIL, SSB

ScSGS1 MLHI, PSO5/RAD16, RADS1, RMI1, RPA, TOP2, TOP3

HsRECQ1 | EXO-1, MLH1, MSH2/6, QIP1 (IMPORTINa), RCH1 (IMPORTINa), RPA, TOP3a

ATR, APE-1, BLM, ¢-ABL, DNA-PK, EXO-1, FEN-1, Ku70/80, MRN-Komplex (MRE11/
RAD50/ NBS1), MutLo (MLH1/ PMS2), MutSo. (MSH2/ MSH6), MutSp (MSH2/ MSH3)
HsWRN (Saydam et al., 2007), p53, PARP-1, PCNA, PKA, PML (Vaitiekunaite et al., 2007), POLS,
POLS, POT! (Opresko et al., 2005), RAD52, RAD54B (Otterlei et al., 2006), RPA, SIRTI
(Vaitiekunaite ef al., 2007), SUMO-1, TOP1, TRF2, UBC9, VCP, WHIP=WRNIP1=MGS1

ATM, ATR, BASC (BRCAI1 associated genome surveillance complex), BRCA1, CAF-1, CHK1
(Tripathi et al., 2007a), FA, FEN-1, MLH1, MUS81 (Zhang et al., 2005), p53, PML, POTI

HsBLM 1 Opresko et al., 2005), RADS1, RMII=BLAP75, RPA, SIRTI (Vaitickunaite ef al., 2007), SUV3
(Pereira et al., 2007), TOP3a, TRF2, WRN, 53BP1 (Tripathi et al., 2007b)
HsRECQ4 PML (Petkovic et al., 2005), RADS1 (Petkovic et al., 2005), (pS3 (Repression der HSRECQ4

Expression) (Sengupta et al., 2005)), UBR1 (Yin ef al., 2004), UBR2 (Yin et al., 2004)

HsRECQS58 | RPA, TOP3a, TOP38

1.5.  Analyse der RecQ-Helikasen von Arabidopsis thaliana

1.5.1. Griinde fiir die Analyse von AtRecQ-Helikasen

Wie in Kapitel 1.4 geschrieben, kann durch die vergleichende Analyse von RecQ-Helikasen
aus dem Reich der Pflanzen mit z.B. den RecQ-Helikasen des Menschen (als Vertreter des
Reichs der Tiere) das Verstindnis der funktionellen Evolution der RecQ-Helikasen gefordert
werden.

In diesem Kontext soll noch einmal erwéhnt sein, dass die RecQ-Helikasen von Arabidopsis
thaliana hinsichtlich ihres Aufbaus Besonderheiten zeigen, die die menschliche RecQ-
Familie nicht zeigt (Abbildung 3). Daher sind, in diesem Fall diese Helikasen per se

wissenschaftlich interessant.
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Zudem hat das Aufschliisseln der Funktion der RecQ-Helikasen aus Pflanzen auch noch einen
Anwendungsbezug, der allerdings noch nicht unmittelbar vor der Anwendungsreife steht. Da,
wie bereits fiir E. coli, S. cerevisiae und den Menschen gesehen, RecQ-Helikasen eine
wichtige Rolle bei der DNA-Reparatur und der DNA-Rekombination spielen, ist RecQ-
Grundlagenforschung im Bereich der Pflanzen im Hinblick auf die Schaffung neuer, besserer
transgener Pflanzen von entscheidender Bedeutung. Es wére wiinschenswert, das pflanzliche
Genom spezifisch verdndern zu koénnen — spezifische Ersetzungen vornehmen zu koénnen
(Gene Targeting). Fiir diesen Prozess braucht man die homologe Rekombination, deren

Effizienz durch RecQ-Helikasen beeinflusst wird.

1.5.2. Arabidopsis thaliana als Modellorganismus

In dem Zusammenhang des Gene Targetings ist Arabidopsis als Pflanzen-Modellorganismus
zu sehen — aus der Familie der Brassicaceae (Kreuzbliitler), zu der z.B. auch die Nutzpflanze
Raps gehort. Arabidopsis thaliana bietet z.B. folgende Vorteile: es wird verhéltnismaBig
wenig Platz benétigt und die Entwicklung ist verhéltnisméaBig schnell. Wichtiger ist jedoch,
dass das Genom komplett sequenziert und mit etwa 115 Mbp (ca. 25,5 Tausend Genen) auf
fiinf Chromosomen relativ klein (mit verhdltnismadfig wenig nicht kodierender DNA) ist.
DNA-Schiaden bzw. Mutationen konnen leicht durch Strahlung oder durch andere Mutagene,
sowie durch Insertionen von T-DNA (mit Agrobakterium tumefaciens) erzeugt werden, wobei
durch letzteres auch verhéltnisméBig einfach transgene Pflanzen geschaffen werden konnen.
In diesem Kontext soll noch einmal hervorgehoben werden, dass die homologe
Rekombination bei der Integration von DNA in Pflanzen eine geringe Rolle spielt, so dass der
gezielte Austausch einer Genkassette bisher nicht optimal mdglich ist. Stattdessen findet eine
im Wesentlichen zufillige Integration der T-DNA ins Genom statt. Allerdings wurden fiir
Arabidopsis von verschiedenen Institutionen im groflen Mafstab T-DNA-Knockout
Pflanzen hergestellt und die Insertionen charakterisiert, so dass Arabidopsis-Samen mit T-
DNA-Insertionen in definierten Genen bestellt werden konnen. Diese Gene sind durch die
groBBe Insertion nicht mehr funktionell. Ein weiterer Vorteil von Arabidopsis ist die grof3e
Nachkommenschaft. Dabei ist es moglich, durch Selbstbefruchtung schnell homozygote
Nachkommen zu erhalten oder gezielt definierte Pflanzen miteinander zu kreuzen. Dies
erlaubt z.B. das Einkreuzen von anderen mutierten Genen, oder von Reportergenen.

So wurden unter anderem Reporterlinien entwickelt, um die inter- und intrachromosomale
Rekombination (relativ gesehen) zu quantifizieren (Swoboda et al., 1994; Molinier et al.,

2004). Diesen Assaysystemen ist gemeinsam, dass durch ein jeweiliges Ereignis ein
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funktionelles B-Glucuronidase-Gen entsteht, so dass bei Zugabe von X-Gluc blaue Punkte
entstehen, die quantifiziert werden konnen.

Die Pflanzen solcher kombinierten Mutanten/Reporterlinien konnen nicht nur unter normalen
Lebensbedingungen analysiert werden, sondern z.B. definierten Mutagenen ausgesetzt
werden, die bestimmte Arten von DNA-Schiden bewirken (Challenging). So kann aufgrund
einer Anderung der Sensitivitit auf die (direkte oder indirekte) Beteiligung eines Gens bei
einem bestimmten DNA-Reparaturweg geschlossen werden. Diese in vivo Daten, oder
sogenannte ,,genetischen Daten, miissen aber durch in vitro Daten, wie in dieser Arbeit,

verifiziert und prazisiert werden.

1.5.3. Veroffentlichte Daten iiber AtRecQ-Helikasen

Uber die RecQ-Helikasen der Pflanzen ist deutlich weniger verdffentlicht, als z.B. iiber die
RecQ-Helikasen des Menschens. Dabei handelt es sich v.a. um Expressionsstudien,
Komplementationsstudien, Nachweise von Protein-Protein-Interaktionen und um einige
Erkenntnisse aus der Mutantenanalyse. Der strukturelle Aufbau der RecQ-Helikasen von
Arabidopsis thaliana wurde bereits in Kapitel 1.2.2 dargestellt; einige andere Ergebnisse
werden im Folgenden aufgefiihrt.

Mit Hilfe von Komplementationsstudien in sgs/-Hefezellen (siehe auch Kapitel 1.4.1) konnte
gezeigt werden, dass nur AtRECQsim die MMS-Hypersensitivitit reduzieren und AtRECQ4A
diese aufheben kann, alle anderen AtRECQs erhohten sie weiter oder hatten keinen Einfluss
(Bagherieh-Najjar et al, 2003; Bagherieh-Najjar, 2004). AtRECQsim kann also
Teilfunktionen von ScSGS! iibernehmen, allerdings konnte nur A/RECQ4A auch weiterhin
den sgs/-Hyperrekombinationsphanotyp autheben (Bagherieh-Najjar, 2004).

Auch Arabidopsis-Mutantenanalysen ergaben, dass 4tRECQ4A die homologe Rekombination
unterdriicken kann und auflerdem bei der Beseitigung bestimmter DNA-Schiden mitwirkt
(Bagherieh-Najjar ef al., 2005).

Die Indizien sprechen also fiir eine funktionelle Homologie von ScSGS1, dem funktionellen
Homolog HsBLM und AtRECQ4A. Auch Daten aus der genetischen Interaktion (sieche Kapitel
1.4.2) sprechen dafiir: Zum einen sind Doppelmutationen von AtRECQ4A und AtMUSS1 letal
(Hartung et al., 2006), ebenso wie die entsprechenden ,,RECQ*/“MUS81“-Doppelmutationen
in S. pombe, S. cerevisiae and D. melanogaster (Boddy et al., 2000; Mullen et al., 2001;
Trowbridge et al., 2007). MUSS8I ist Teil einer strukturspezifischen Endonuklease, die an

einem Alternativweg der Auflosung von Holliday-Junctions beteiligt ist.
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Zum anderen konnte gezeigt werden, dass Atrecq44 den letalen Phénotyp der
Attop3 a—Mutante aufheben kann (Hartung et al., 2007). Ein dhnliches Phinomen wurde auch
fiir ScSGS1 beschrieben (sieche Kapitel 1.3.2).

Obwohl AtRECQ4B und AtRECQ4A sehr dhnlich sind, bewirkt ein Verlust von AtRECQ4B
eine Abnahme der Homologen-Rekombinations-Rate. Folglich wirkt AtRECQ4B, dhnlich wie
EcRECQ (Kapitel 1.3.1) forderlich auf die HR (Hartung et al., 2007).

Fiir AtRECQ?2, eines der Proteine, das in dieser Arbeit charakterisiert wurde, konnte weiterhin
im Yeast-2-Hybrid-Assay gezeigt werden, dass es mit AtWRNexo interagiert (Hartung et al.,
2000). Dies ist ein Indiz fiir eine mogliche funktionelle Homologie zwischen dem Helikase-
Teil von HsWRN und AtRECQ2. Es konnte bereits biochemisch gezeigt werden, dass
AtWRNexo und HsWRN konservierte Funktionen haben (Plchova et al., 2003; Li et al.,
2005).

1.6. Biochemische Charakterisierung von RECQ-Helikasen

1.6.1. Bedeutung der Biochemie

Biochemische Analysen sind notwendig, um in vitro zu zeigen, dass ein Protein tatsdchlich
bestimmte Reaktionen katalysieren kann. Zum Beispiel bedeutet alleinig die Gegenwart der
Helikase-Motive nicht, dass das Protein tatsdchlich doppelstringige Nukleinsduren entwinden
kann. Als Beispiel hierfiir sei HSRECQ4 aufgefiihrt (siche auch Abbildung 3), das die
Helikase-Domine hat, aber keine DNA-Entwindung zeigt (Macris et al., 2006). Dennoch ist
es ein wichtiges Mitglied der menschlichen RecQ-Familie (Kapitel 1.3.3).

Andersherum ist es eben auch Dank der Biochemie moglich, bestimmten Doménen eine
Funktion zuzuordnen, und essentielle Aminosduren fiir diese Funktion zu bestimmen.

Die wichtigste Bedeutung der Biochemie im Kontext dieser Arbeit ist jedoch, dass durch die
Analyse von Substraten und Produkten eine funktionelle Einordnung des Proteins in den
Stoffwechsel eines Organismus ermoglicht wird.

Werden Funktionsmodelle erstellt, liegt es nahe, biochemisch zu {iberpriifen, ob die
vorgeschlagenen Schritte tatsdchlich katalysiert werden konnen. Natiirlich konnen auch
andersherum beobachtete Aktivititen zu einem Modell entwickelt werden.

Bei der Interpretation der biochemischen Ergebnisse muss man jedoch immer bedenken, dass
eine bestimmte Aktion unter Umsténden von z.B. anderen Proteinen (z.B. weil das Protein in
vivo ein Teil eines Komplexes ist) oder Sekundarmodifikationen beeinflusst werden konnte,

was im experimentellen Ansatz nicht beriicksichtigt wurde. Indirekt auch damit verbunden ist
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auch die zweite Einschrinkung, dass ndmlich nicht jedes in vitro beobachtete Verhalten in
vivo eine Signifikanz haben muss. Auch wurde in Kapitel 1.3 gezeigt, dass RecQ-Helikasen
kontrollierende Eigenschaften haben (Einfluss auf die Zell-Zyklus-Kontrollpunkt-
Maschinerie). Obwohl auch solche Funktionen in vitro simuliert werden konnten, werden sie
in der Regel nicht von der biochemischen Analyse erfasst.

Dennoch ist der biochemische Ansatz ein maichtiges Werkzeug bei der Analyse von

Enzymfunktionen.

1.6.2. Mogliche Vorgehensweisen fiir die Gewinnung des Zielproteins

Um die Proteine charakterisieren zu konnen, kann man sie entweder aus dem Organismus
isolieren, was den Vorteil bringt, dass sie bei einer geeigneten Isolationsmethode samt
Orginal-Sekunddrmodifikationen analysiert werden konnen, oder sie gezielt exprimieren.
Dabei kann man den Ursprungsorganismus wéhlen, oder eine heterologe in vitro oder in vivo
Expression anvisieren, was meist mit Vereinfachungen verbunden ist, da z.B. die Methoden
fiir eine Expression in eukaryotischen Zellen wie Insektenzellen, oder in Bakterien als
einfaches, schnelles, prokaryotisches System, etabliert sind.

Solche Methoden beinhalten oft eine kontrollierte Uberexpression (Induktion). Auch stehen
eine Vielzahl von Expressionsvektoren zur Verfiigung mit deren Hilfe die Proteine mit einem
oder mehreren Tags versehen werden konnen, iiber die das Protein mit Standardmethoden

chromatographisch aufgereinigt oder z.B. im Western-Blot nachgewiesen werden kann.

1.6.3. Grundlegende biochemische Charakterisierung

Es ist aufgrund der Literaturlage zu erwarten, dass auch die RecQ-Proteine von Arabidopsis
als DNA-Helikasen doppelstringige Bereiche entwinden koénnen, und hierfiir
Nukleosidtriphosphate hydrolysieren. Ein grundlegendes Merkmal von Helikasen ist die
Direktionalitdt: Bindet z.B. eine Helikase an einen Strang und bewegt sich von 3° nach 5’, so
handelt es sich um eine 3’-5’-Helikase. Neben den bloen Nachweisen der Strangentwindung,
der NTP-Hydrolyse und der Direktionalitdt, ist es wichtig, Reaktionsbedingungen zu
definieren, bei denen die Katalyse am besten ablduft. Damit wird zum einen verhindert, dass
durch die Verwendung suboptimaler Bedingungen geschlossen wird, dass ein bestimmtes
Substrat nicht umgesetzt werden, und zum anderen die Grundlagen fiir eine Analyse mehrerer
Proteine in einer Reaktion gelegt. Denn fiir letzteres ist es wichtig, Bedingungen zu haben, in

denen die einzelnen Partner funktionell sind.
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1.6.4. Substrate fiir RECQ-Helikasen

Wie bereits in Kapitel 1.3 deutlich geworden ist, spielen RecQ-Helikasen wichtige Rollen
beim DNA-Metabolismus. Ebenso konnte diesem Kapitel entnommen werden, dass RECQ-
Substrate meist spezielle DNA-Strukturen sind (z.B. Replikationsgabel), die wiederum aber
nicht unbedingt spezifisch mit z.B. einem bestimmten Reparaturweg verkniipft sein miissen.
Bei der biochemischen Analyse der RecQ-Helikasen geht es zum einen, wie im ersten
Abschnitt dieses Kapitels erldutert, um Ideen fiir eine Modell-Bildung oder um die
Verifizierung bestimmter Vorstellungen. Zum anderen konnen natiirlich einzelne RecQ-
Proteine auf biochemischer Ebene differenziert werden, oder aber auch als funktionelle
Homologe zugeordnet werden (siche Kapitel 1.4).

Folgende DNA-Strukturen werden oft fiir die Charakterisierung von RecQ-Helikasen
verwendet: Partielle Duplexe mit 3> oder 5’ Uberhiingen sowie Doppelstrang-DNA ohne
Uberhiinge (stumpf), Gabelungen (Splayed arm), Flap-Strukturen (3 Wege-Gabelungen) und
Replikationsgabeln, D-Loop-Strukturen und Bubble-Strukturen, Holliday-Junctions und
abberante Strukturen wie Triple-Helices und Quadruplexstrukturen.

Manche davon erlauben neben dem Nachweis der Strangentwindung auch den Nachweis einer
sogenannten ,,Strand-Annealing“-Aktivitdt, bei der komplementére Einzelstrangbereiche
zusammen gebracht werden. Eine solche Aktivitit konnte z.B. fiir alle menschlichen RECQ-
Helikasen gezeigt werden.

Die in dieser Arbeit verwendeten Strukturen werden im Ergebnisteil und in der Diskussion
genauer erldutert. Ebenso werden in der Diskussion die bereits bekannten biochemischen
Daten fiir RecQ-Homologe anderer Organismen dargestellt und gleichzeitig in Beziehung zur

vorliegenden Arbeit gesetzt.
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2. Zielsetzung

RecQ-Helikasen spielen eine wichtige Rolle beim Erhalt der genomischen Stabilitdt. Wahrend
E. coli nur ein einziges Homolog besitzt, findet man im Menschen fiinf Homologe. In der
Modellpflanze Arabidopsis thaliana wurden sogar sieben RecQ-Homologe identifiziert.
Mehrere Indizien deuten auf eine funktionelle Spezialisierung hin. Fiir ein tiefgehendes
Verstdandnis der Evolution von RecQ-Homologen ist es unabdinglich, die Familienmitglieder
aus verschiedenen Reichen des Lebens zu vergleichen, um zu sehen, welche Funktionen
konserviert wurden und auch zu analysieren, ob gleichartige oder unterschiedliche
Spezialisierungen zu finden sind.

Eine Zuordnung von pflanzlichen und menschlichen RecQ-Helikasen ist auf der
Sequenzhomologie-Ebene nicht moglich. Auch zeigt die Bioinformatik interessante Motive
und Doménenorganisationen bei den RecQ-Homologen von Arabidopsis thaliana auf, was auf
pflanzenspezifische RecQ-Funktionen hindeuten kdnnte. Mit dem Ziel der Arbeitsgruppe, die
Funktion der RecQ-Genfamilie aus Arabidopsis thaliana aufzukliaren, war das Ziel dieser
Arbeit die DNA-Helikasen AtRECQ2 und AtRECQ3 biochemisch zu analysieren und
Gemeinsamkeiten und Unterschiede in ihren Aktivitdten und im Vergleich zu bekannten

RecQ-Proteinen anderer Organismen herauszuarbeiten.

Um dieses Ziel zu erreichen, sollten zunidchst AtRECQ2 und AtRECQ3 funktionell exprimiert
und aufgereinigt werden. Dazu sollte ein Expressionssystem gewéhlt, und die ndtigen DNA-
Konstrukte kloniert werden. Durch die Einflihrung eines Aminosdureaustauschs im Walker A-
Motiv der Helikasen sollte ein nicht funktionelles RecQ-Protein (hinsichtlich ATPase-
Aktivitdt und Strang-Entwindung) geschaffen werden, das unter anderem als Negativkontrolle
fir die Aufreinigungen eingesetzt werden sollte. Es sollten aussichtsreiche
Expressionsbedingungen gefunden werden und die Aufreinigung optimiert werden. Dazu
sollten verschiedene Aufreinigungsmethoden analysiert und gegebenenfalls kombiniert
werden.

Nach der Gewihrleistung der Qualitdt der AtRECQ-Proteinproben, sollten die grundlegenden
biochemischen Eigenschaften von AtRECQ2 und AtRECQ3, wie pH- und Salzabhéngigkeit,
mogliche Metall- und NTP-Cofaktoren und die Direktionalitdt analysiert werden. Weiterhin
sollten die rekombinogenen Strukturen D-Loop, Holliday-Junction und eine
Replikationsgabel hergestellt, und die durch AtRECQ2 und AtRECQ3 katalysierten

Reaktionen untersucht werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Escherichia coli Stamme

Klonierungsstimme (bzw. F'-Stamm fiir die Gewinnung von M13mp18-DNA)

DHSa, Genotyp: F, p80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(rk’,
mk"), phod, supE44, 1, thi-1, gyrA96, reldl

JM110, Genotyp: rpsL (Str') thr leu thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam dem supE44
A(lac-proAB) [F’ traD36 proAB laclqZAM15] (Gene auf dem F-Plasmid sind Wildtyp)

Expressionsstimme

BL21(DE3), Stratagene, Genotyp: B F dem ompT hsdS(rB- mB") gal MDE3)

BL21(DE3) pLysS, Stratagene, Genotyp: B F~ dem ompT hsdS(rB- mB~) gal M(DE3)

[pLysS Cam']

BL21-CodonPlus®(DE3)-RIPL, Stratagene, Genotyp: B F~ dem”™ Tet" ompT hsdS(rB” mB’)
gal MDE3) endA Hte [argU proL Cam'] [argU ileY leulW Strep/Spec']

Alle Expressionsstimme besitzen das Gen fiir die T7-RNA-Polymerase unter Kontrolle des
Lac-Operators und das zugehorige Repressor-Gen Lacl. Dadurch ist eine Induktion der T7-
RNA-Polymerase durch IPTG moglich. Die Zielgene auf dem eingebrachten Expressions-
Plasmid stehen wiederum unter Kontrolle des T7-Promotors, so dass die Expression
induzierbar ist. Um eine striktere Kontrolle zu haben, haben viele Plasmide, auch die in dieser

Arbeit verwendeten, ein zusatzliches Lacl-Gen und einen kombinierten T7/lacO-Promotor.

3.1.2. Plasmide

pCAL-n-FLAG, Stratagene

pCAL-n-FLAG-AtRECQ?2, Helena Plchova

pCAL-n-FLAG-AtRECQ3, Helena Plchova

pCAL-n-FLAG-c-HIS, in dieser Arbeit kloniert (Vektorkarte Kapitel 3.2, Abbildung 13)
pIEx-3, Novagen

pIEx-3-LK, in dieser Arbeit kloniert

pETDuet-1, Novagen

pETDuetl-LK, in dieser Arbeit kloniert
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3.1.3. Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden iiber die Firmen Metabion, MWG und biomers.net bezogen.

3.1.3.1. Primer fiir die Klonierungen und Sequenzierungen

Oligonukleotide fiir Adaptoren:
fiir pIEx-3-LK und pETDuet1-LK:

Al) P-CAT GGC TGG TAC CCC GGG GCA GCC ATC ACC ATC ACC ATC ACT AAC
A2) P-TCG AGT TAG TGA TGG TGA TGG TGA TGG CTG CCC CGG GGT ACC AGC

Ncol Kpnl Xhol
®-CATGGCTGGTACCCCGGGGCAGCCATCACCATCACCATCACTAAC
CIGACCATGGGGCCCCGTCGGTAGTGGTAGTGGTAGTGATTGAGCT-®

L V P R G S|H H H H H H|Stp
Thrombin-Erkennungssequenz HIS-Tag

fiir pCAL-n-FLAG-c-HIS:

A3) 5’-TTG TTC CTC GTG GAT CCC ATC ACC ATC ACC ATC ACT AAC
A4) 5’-CAT GGT TAG TGA TGG TGA TGG TGA TGG GAT CCA CGA GGA ACA A

Ncol

5" -TTGTTCCTCGTGGATCCCATCACCATCACCATCACTAAC
3" -AACAAGGAGCACCTAGGGTAGTGGTAGTGGTAGTGATTGGTAC

L V P R G S|H H H H H H|Stp
Thrombin-Erkennungssequenz HIS-Tag

Mutageneseprimer:
AtRECQ2-K117M - (Codon fiir Methionin in Fettschrift)

M1-forw) 5’- GT GGT GGG ATG AGT CTT TG
M2-rev) 5’- CA AAG ACT CAT CCC ACC AC

AtRECQ3-K64M - (Codon fiir Methionin in Fettschrift)

M3-forw) 5’- GA GGA GGA ATG TCG ATT TG
M4-rev) 5’- CA AAT CGA CAT TCC TCC TC

Klonierungsprimer:
AtRECQ2 in pCAL-n-FLAG-c-HIS - (LIC-Sequenzen unterstrichen, Start des ORF fett)

K1-forw) 5’-GAC GAC GAC AAG ATG GAA AGT GAA GCA ATT CAA
K2-rev) 5’-CCACG AGG AACAAGAGCTTCTTC TTC TCC GCT

AtRECQ3 in pIEX-3-LK - (BspHI bzw. Kpnl Schnittstelle unterstrichen, Start des ORF fett)

K3-forw) 5’-CTAG TCATG AAG AAATCG CCGTTG
K4-rev) 5’-CTAG GGTAC CAG TTG AAG CTT CAT TAT CTT TG

EcRECQ in pETDuetl-LK - (Startcodon fett, Ncol bzw. Kpnl Schnittstellen unterstrichen)

nested1-forw) 5°’-AAA TCC TGG TGG CAA CTG TCC AAT AG
nested2-rev) 5°-GTA AAC GCC TTA TCC GACTTACTCT
K5-forw) 5’-CTAG CCATG GCG CAG GCG GAA GTG

K6-rev) 5’-CTAG GGTAC CAG CTC TTC GTC ATC GCC ATC
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Sequenzierungsprimer:
AtRECQ2 bzw. AtRECQ2-K117M
S1 fw (pCAL-n5-21mer) 5’-GAA TTT CAT AGC CGT CTC AGC (Vektorprimer)

S2 rv (pET3-18mer) 5’-CTA GTT ATT GCT CAG CGG (Vektorprimer)

S3 fw (RQ4-1) 5’-GTA TAG GGC TAA CCA GAA GG (ORF: 267-286)
S4 fw (RQ4-2) 5’-TAC AAG AAC TTA AGC ATT CTG (ORF: 697-717)
S5 fw (RQ4-3) 5’-TCGTGATGGCCTCCCATC (ORF: 1215-1232)

AtRECQ3 bzw. AtRECQ3-K64M
S1, T7term-Primer der Sequenzierungsfirma (AGOWA)

S6 fw (DK 14) 5’-ACA CTG GCG GCG ACA AGA T (Vektorprimer (pIEx-3))
S7 rv (DK15) 5’-GCA AAA CCC CAC ACC AAC AA (Vektorp. (pIEx-3))
S8 rv (BLrev2) 5’-GCTCATCTCTGCTTGCGGT (ORF: 1828-1810)

S9 rv (BLrev3) 5’-CTTCGGCATCCAGAACCTTC (ORF: 1211-1192)

EcREC

S10 fw (FW1-new) 5’-GAT GCG TCC GGC GTA GAG (Vektorprimer)
S11rv(RW2) 5’-GGT TAT GCT AGT TAT TGC (Vektorprimer)

S13 rv (DK20) 5’-ATC ACT TCC ACC ACA TAA C (ORF: 1322-1304)

S14 tw (DK21) 5’-GGG CAT CAA TAA ACC AAA C (ORF: 900-918)

S15 rv (DK22) 5’-TCC GGT TTC CTG ATA ATA G (ORF: 981-963)

3.1.3.2. Oligonukleotide fiir ATPase- und Helikase-Assays

ATPase-Assay
In dieser Arbeit dargestellt sind v.a. Ergebnisse mit Plasmid- bzw. M13mp18ss-DNA. Als
kiirzere DNA wurde das 80mer dT-Oligonukleotid eingesetzt, das aus 80 Thymidinen besteht.

Helikase Assay

Tabelle 3: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit fiir Helikase-Assays verwendeten Oligonukleotide.
Oligonukleotide, die in einem bzw. &hnlichen Experimenten verwendet wurden, sind voneinander durch einen
dickeren horizontalen Balken getrennt. Innerhalb dieser Blocke ist folgende Farbgebung gewéhlt: Orange und rot
dunkelblau und hellblau sowie rosa und violett und grau und blaugrau stellen komplementire Sequenzen dar.
Uberhiinge (wie in dieser Arbeit verwendet) sind in griin dargestellt. Unterschiede in ansonsten #hnlichen
Sequenzen sind braun. Der mobile Teil der Holliday-Junction ist schwarz (Nr. 27-30). Die Strukturen sind im
Ergebnisteil symbolisch dargestellt, und werden im Teil 3.2.5.2 definierten Strukturen zugewiesen.

Nr. (Sse,qull;éf 37 élrtl)z ahl Bestellcode
1 | AAAAAAAAAAGTCGACTCTAGAGGATCAAAAAAAAAA 37 D5

2 | GTCGACTCTAGAGGATC 17 D6

3 gggggGAAGCTTGGCTGCAGAATATTGCTAGCGGGAATTCG 46 DI

4 | CGCGCCGAATTCCCGCTAGCAAT 23 D2

5 23 D3

6 21 D21

7 19 D19

8 17 D17

9 15 D15

(8]
[e)
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10 | CGCGCCGAATTCCCG 15 D15-2
11 | GGCGCCGAATTCCCG 15 D15-2-neu
12 | GCGCGGAAGCTTGGC 15 D1-13-2
13 | GCGCGGAAGCTTGGCTGC 18 D1-13-5
14 | GCGCGGAAGCTTGGCTGCAG 20 D1-13-7
15 | GCGCGGAAGCTTGGCTGCAGAAT 23 D1-13-10
16 | GCGCGGAAGCTTGGCTGCAGAATATT 26 D1-13-13
17 | GCGCGGAAGCTTGGCTGCAGAATATTGCT 29 D1-13-16
18 | GCGCGGAAGCTTGGCTGCAGAATATTGCTAGCG 33 D1-13-20
19 | GCGCGGAAGCTTGGCTGCAGAATATTGCTAGCGGGAAT 38 D1-13-25
20 ggggSGAAGCTTGGCTGCAGAATATTGCTAGCGGGAATTCG 46 D1-neu?
21 gggffGAAGCTTGGCTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 46 D1-neu3
oy GACGCTGCCGAATTCTACCAGTGCCTTGCTAGGACATCTTTG 61 DL-1
CCCACCTGCAGGTTCACCC

GGGTGAACCTGCAGGTGGGCGGCTGCTCATCGTAGGTTAGT

23 TGGTAGAATTCGGCAGCGTC 61 DL-2
24 | AAAGATGTCCTAGCAAGGCAC 21 DL-3
25 | TAAGAGCAAGATGTTCTATAAAAGATGTCCTAGCAAGGCAC | 41 DL-4
26 | AAAGATGTCCTAGCAAGGCACGATCGACCGGATATCTATGA | 41 DL-5
27 GACGCTGCCGAATTCTGGCTTGCTAGGACATCTTTGCCCACG 50 X12-1
TTGACCCG
ATGTCCTAGCAATGTAATCGTC
28 TATGACGTC 30 X12-2
29 GACGTCATAGACGATTACATTGCTAGGACATGCTGTCTAGAG 50 X123
ACTATCGC
30 GCGATAGTCTCTAGACAGCATGTCCTAGCAAGCCAGAATTCG 50 X12-4
GCAGCGTC
31 GCTATCGTACATGATATCCTCACACTCTGAATAGCCGAATTC 70 70la
TTAGGGTTAGGGTTAACATCAAGTCACG g
37 CGTGACTTGATGTTAACCCTAACCCTAAGAATTCGGCTTAAG 70 70lead
TGAGTGTGAGGATATCATGTACGATAGC
33 | GAGTGTGAGGATATCATGTACGATAGC 27 27lag
34 | GCTATCGTACATGATATCCTCACACTC 27 271ead

Ergebnisse mit den Oligonukleotiden D6, D15-2, D1-neu3 sind nicht gezeigt, aber im Text

erwéahnt.

3.1.4. Ausgewdihlte Chemikalien

Analyse von Metall-Kofaktoren:

Calciumchlorid — Merck
Magnesiumchlorid — AppliChem
Manganchlorid — Serva
Zinkchlorid — Serva

ATPase Assay:

Ammoniumheptamolybdat — Merck
Malachitgriin-Oxalat — Merck
tri-Natriumcitrat-2-hydrat « 2H,O — Merck
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Expression und Aufreinigung:

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) — Duchefa Biochemie
Thioglycerin — Fluka
Triton-X-100 — AppliChem

Helikase/ATPase-Assay:

ATP — Sigma-Aldrich Chemie

[y-*P] ATP, 3000Ci/mmol, 10 mCi/ml — GE Healthcare
BSA (Rinderserumalbumin) — NEB

Bis-Tris-Propan — AppliChem

DTT (Dithiothreitol) — AppliChem

Tris-Base — Applichem/ Roth

Kaliumacetat — Roth

Nukleosidtriphosphate:

ATP, CTP, GTP, UTP — Fermentas
dATP, dCTP, dGPT, dTTP — Roth

3.1.5. Marker, Enzyme und Kits

Enzyme:

Antarctic Phosphatase — NEB

BamHI — GE Healthcare

Eam1104I — Fermentas

EcoRI — GE Healthcare/ NEB

Calf Intestine Alkaline Phosphatase, CIAP — Fermentas
Kpnl — Fermentas

Lysozym — Roche Diagnostics

Mfel — NEB

Ncol — GE Healthcare

Phusion Polymerase — Finnzymes MJ Bioworks
RNaseA — Serva

Smal — NEB

Sspl — NEB

Taq DNA Polymerase — Biomaster

T4 Polynukleotid Kinase — NEB

T4 DNA Ligase — Fermentas

T4 DNA Polymerase — Roche Diagnostics
Xhol — NEB

Kits:

Biotrap* BT 1000 Starter Kit — Schleicher und Schuell (Whatman)
High Pure Product Purification Kit — Roche Diagnostics

Miniprep Kit QIAprep® for Purification of Plasmid DNA — Qiagen
QIAEX II® Gel Extraction Kit — Qiagen

QIAgen Plasmid Midi Kit — Qiagen

QIAquick Gel Extraction Kit — Qiagen
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Marker:

Prestained Protein Molecular Weight Marker — Fermentas
Protein Molecular Weight Marker — Fermentas
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder — Fermentas

3.1.6. Ausgewdhltes Verbrauchsmaterial

Affinitdtsmaterial:

Calmodulin Affinity Resin for Purification of CBP-tagged Proteins — Stratagene
HiTrap Chelating HP Séulen (1 ml) — GE Healthcare

Gellfiltrationsmaterial:

MicroSpin™ G-25 Columns — GE Healthcare

MicroSpin™ S-400 HR Columns — GE Healthcare

PD10 Siulen, Sephadex G25-M — GE Healthcare

Probe Quant™ G50 Micro Columns — GE Healthcare

Sephacryl™ S-400 High Resolution Sdulenmaterial — GE Healthcare

Weitere:

Cellulose-Acetat Filter (0,45 um Porengrof3e) — Sartorius AG

D-Tube™ Dialyzer Midi, MWCO 3,5 kDa — Novagen

Einmal-Spritzenfilter GF/PET-Membran (0,45 uM Porengrof3e) — Roth

Neptune™ Flat Cap PCR Tubes 0,2 ml — CLP

PolyPrep® Chromatography Columns (0,8 x 4 cm), Nr. 731-1550 — BioRad Laboratories
Roti®-PVDF Membran — Roth

Servapor® Dialyseschlduche, 16 mm Durchmesser, MWCO 12-14 kDa — Serva

3.1.7. Ausgewdhlte Gerdite und Software

Autoradiographie:

BAS-Kassetten 2040 — FUJIFILM Japan

BIO-Imaging-Analyser BAS-1500 — FUJIFILM Japan

Geltrockner, Phero-Temp 60 — Biotec- Fischer

Imaging Platten, 20 x 40 cm — FUJIFILM Japan

Instant Imager — Canberra Packard Company

Liquid Scintillation Analyzer Tri-Carb 2100 TR — Packard Instrument Company

Aufreinigung (& Blots sowie Expression):

Niederdruck-Fliissigchromatographie-System BioLogic LP — BioRad Laboratories
Roller Mixer SRT1 Stuart Scientific — Bibby Sterilin

Sonopuls Ultraschall-Homogenisator HD 2070 — Bandelin

Taumelschiittler Rocky — R&S Laborfachhandel

Western-Blot-Apparatur Novablot 2117 Multiphor II - LKB, Bromma

Enzymassays:

Hitze-/ Kiihlblock ThermoE — Biostep
Thermo Cooler — BIOzym
ThermoStat Plus — Eppendorf
Thermo Shaker TS-100 — lab4you
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Thermomixer compact — Eppendorf
Vortex-Centrifuge — NeoLab

Gelelektrophorese-Systeme:

Whatman Multigel-Long — Biometra
Mini-Wide-Protein-Kammer TV 200Y — Techne AG
PerfectBlue Doppelgelsystem Twin ExW S — Peqlab Biotechnologie GmbH

Software:

DNAStar Version 5.03 — Lasergene, DNASTAR Inc.

http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/mfold-simple.html

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html

ImagelJ, Version 1.36b — Wayne Reasband, National Institute of Health USA
Freeware: http://rsb.info.nih.gov/ij/

LP Data View™ Version 1.01, Bio Logic — BioRad Laboratories

Packard Imager fiir Windows Version 2.05 — Canberra Packard Company

pipett, Version 1.0.2006.11.03 — Amerigomedia, Thomas Gottfried

3.1.8. Medien, Puffer und Losungen

Die Losungen wurden nach dem Herstellen autoklaviert oder aus sterilen Stammldsungen
angesetzt. Losungen, die aus nicht autoklavierbaren Chemikalien angesetzt wurden, wurden in

Losung steril filtriert. Alle Losungen wurden mit doppelt-deionisiertem Wasser hergestellt.

Acrylamidgele (Losungen und Puffer)

30 % Acrylamid/Bisacrylamid-Losung 37,5: 1 — Rotiphorese, Roth
40 % Acrylamid/Bisacrylamid-Losung 19,0: 1 — Rotiphorese, Roth
Die Acrylamid-Losungen wurden vor Gebrauch entgast und anschlieBend mit Mischbett-
Ionenaustauscher TMD-8 (Sigma) versetzt, Lagerung bei 4 °C
APS (=Ammoniumpersulfat): 10 % (w/v) in ddH,O, Lagerung lichtgeschiitzt bei -20 °C
SDS (=Sodiumdodecylsulfat)-Losung: 10 % (w/v) in ddH,O
SDS-PAGE Trenngelpuffer (4 x): 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8, Lagerung bei 4 °C
SDS-PAGE Sammelgelpuffer (4 x) : 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8, Lagerung bei 4 °C
SDS-PAGE Laufpuffer (10 x) : 250 mM Tris-HCIl, 1,92 M Glycin, 1 % (w/v) SDS, pH 8,3
SDS-PAGE Probenpuffer, denaturierend (2 x): 125 mM Tris, 2 % SDS, 10 % Glycerin,
0,01 % Bromphenolblau, 10 % Thioglycerin, pH 6,8
TBE-Puffer (10 x): 890 mM Tris-Base, 890 mM Borsdure, 20 mM EDTA, pH 8,0
TBE-Urea-Ladepuffer (2x): 89 mM Tris-HCI, 89 mM Borsédure, 2 mM EDTA, 7M Harnstoff,
12 % Ficoll, 0,01 % Bromphenolblau, 0,02 % Xylene-Cyanol FF
TBE / Ficoll-Lésung (1,7x): 0,08 g/ml Ficoll, 33 % (v/v) TBE-Puffer (5x)

Agarosegelelektrophorese:

TAE-Puffer (50 x): 242 g Tris-Base, 57,1 ml Eisessig, 100 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0
Agarose-Gelelektrophorese-Ladepuffer (6 x): 0,2 % Orange G, 0,05 % Xylencyanol,

10 % Glycerin, 60 mM EDTA

Kristallviolett (KV)-Ladepuffer (6x): 30 % Glycerin, 0,02 M EDTA, 0,1 mg/ml KV in ddH,O
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Antibiotika-Stockldosungen:

Ampicillin-Stammlosung: 50 mg/ ml in ddH,O, Lagerung bei — 20 °C, Arbeitskonz. 75 pg/ml

Carbenicillin-Stammldsung: 50 mg/ml in ddH,O, Lagerung bei — 20 °C,
Arbeitskonzentration 75 pg/ml

Chloramphenicol-Stammldsung: 34 mg/ml in Ethanol, Lagerung bei — 20 °C,
Arbeitskonzentration 34 ug/ml

ATPase-Assay:

Standardreaktionsbedingungen (1x): 40 mM Tris-Acetat, 50 mM Kaliumacetat, 6 mM DTT,
50 pg/ml BSA (NEB), 0,54 mM ATP, 0,54 mM MgCl,, 25 pM DNA-Substrat
(Nukleotidkonzentration), pH 8,0

Farbreagenz: Malachitgriin-Losung und Molybdat-Losung im Verhéltnis 3: 1 mit 0,1 % (v/v)
Triton-X-100; lichtgeschiitzt halten, mindestens 20 min auf Rollenschiittler, dann
durch Einmal-Spritzenfilter filtrieren. Plastikeinweg-Material verwenden.
Malachitgriin-Losung: 0,054 % Malachitgriinoxalat in ddH,O (lichtgeschiitzt lagern)
Molybdat-Losung: 4,2 % Ammoniummolybdat in 4 N HCI

Citrat-Losung: 34 % Natriumcitrat in ddH,O

DNA-Substrataufreinigung

Diffusionspuffer: 0,5 M Ammoniumacetat, 10 mM Magnesiumacetat, | mM EDTA,
0,1 % SDS, (pH 8,0)
Substratpuffer M13: 10 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 7,5
TE-Puffer: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0
TBMgCl, (10x): 890 mM Tris-Base, 890 mM Borsdure, 100 mM MgCl, (pH nicht einstellen)

Helikase-Assay:

Reaktionspuffer (5 x): 200 mM Tris-Acetat, 250 mM K-Acetat, pH 8,0 bei 37 °C
Standardreaktionsbedingungen (1x): 40 mM Tris-Acetat, 50 mM Kaliumacetat, 6 mM DTT,
50 pg/ml BSA (NEB), 1,8 mM ATP, 1,8 mM MgCl,, 150 pM DNA-Substrat
(Molekiilkonzentration nicht Nukleotidkonzentration), pH 8,0
Stopplosung (und Ladepuffer fiir den Strand-Displacement-Assay) (3 x): 50 mM EDTA,
0,6 % SDS, (anfangs 40 % spéter) 20 % Glycerin, 0,1 % Xylencyanol,
0,1 % Bromphenolblau

Medien:

LB-Agarplatten: 1,5 % (w/v) Micro Agar in LB-Medium; nach Autoklavieren und
Abkiihlungauf ca. 50 °C Zugabe der jeweiligen Antibiotika & GieBen in Petrischalen,
Lagerung bei 4 °C.

LB-Medium: 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, mit ddH,O auf 1 | aufgefiillt

MO9-Mineralmedium-Platten: 3,2 g Dinatriumhydrogenphosphat, 0,75 g Kaliumdihydrogen-
phosphat, 0,125 g Natriumchlorid, 0,25 g Ammoniumchlorid, auf 225 ml mit ddH,O.
Zu 180 ml M9-Medium wurden 3,0 g Mikroagar gegeben und autoklaviert
Zusatz: 1,5 ml 1 M MgSO,, 1,2 g Glucose, 0,03 g Thiamin, 0,03 ml 1 M CaCl,, auf
30 ml mit ddH,O. Der Zusatz wurde steril filtriert und 20 ml zur flissigen Agar-
Mischung gegeben.

YT-Medium mit 5 mM MgCl,: 2,4 g Trypton, 1,5 g Hefeextrakt, 0,75 g NaCl, 1,5 ml 1 M

MgCl, auf 300 ml mit ddH,O
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Proteinaufreinigungen

Alle Losungen wurden durch einen 0,45 uM Cellulose-Acetat Filter filtriert und entgast. Falls
im Rezept angegeben, wurden sie direkt vor Gebrauch mit Thioglycerin versetzt. Hier sind die
Losungen angegeben, die fiir die endgiiltigen Aufreinigungen verwendet wurden. Variationen
sind den Angaben im Ergebnisteil zu entnehmen.

Puffer A fiir Ni-IMAC: 20 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 5 % Glycerin,
10 mM Thioglycerin, pH 7,5

Puffer B fiir Ni-IMAC: 20 mM Tris-HCI, 200 mM NacCl, 400 mM Imidazol, 5 % Glycerin,
10 mM Thioglycerin, pH 7,5

Bindepuffer fiir CAC: 50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 2 mM CaCl,, 1 mM Mg(CH3;COOQ),,
1 mM Imidazol, 10 mM Thioglycerin, pH 7,5

Waschpuffer 1 CAC: Bindepuffer fiir CAC + 0,5 % Triton-X-100

Waschpuffer 2 CAC: 50 mM Tris-HCI, 2 mM EGTA, 10 mM Thioglycerin, pH 7,5

Elutionspuffer fiir CAC: 50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 2 mM EGTA,
10 mM Thioglycerin, pH 7,5

Endpuffer: 50 mM Tris-HCI, 300 mM NacCl, 10 % Glycerin, 10 mM Thioglycerin, pH 7,5

Proteinlagerpuffer (1 x): 25 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 55 % Glycerin,
5 mM Thioglycerin, pH 7,5

Stripping Puffer fiir die Ni-IMAC (1x): 0,05 M EDTA, 0,02 M NaH,POy, pH 7,2

Kolloidal-Coomassie-Farbung

Coomassie-Féarbelosung: 98 % (v/v) Coomassie-Losung A und 2 % (v/v) Coomassie-Losung
B wurden auf dem Magnetrithrer gemischt; direkt vor Gebrauch wurden 80 %
Farbelosung mit 20 % Methanol versetzt.

Coomassie-Losung A: 2 % (w/v) ortho-Phosphorsdure (85 %) und
10 % (w/v) Ammoniumsulfat in ddH,O
Coomassie-Losung B: 5 % (w/v) SERVA Blue CBB-G250, in ddH,O

Western-Blot

AK-L6sung (1x): PBS-Puffer (spiater TBS) + 0,25 % Tween 20, 1 % BSA, Spur Natriumazid
Anti-His-Tag Monoclonal Antibody (aus der Maus) (Novagen): 1:1000 in AK-Ldsung
Anti-FLAG M2 Antibody (Stratagene): 1:1000 in AK-L6sung
Goat Anti-Mouse Alkaline Phosphatase Conjugate (Novagen): 1:10000 in AK-Ldsung
Férbelosung Western Blot: 10ml AP-Puffer, 30 ul BCIP-Losung und 40 pl NBT-Losung
BCIP (= 5-Brom-4-Chlor-3-Indol-Phosphat) (Roth): 50 mg/ml in 100 % DMF
NBT (= Nitroblau Tetrazolium) (Roth): 75 mg/ml in 70 % DMF
AP Puffer (Alkalische Phosphatase Puffer) fiir NBT/ BCIP (1x): 100 mM Tris-HCl,
100 mM NaCl, 1mM MgCl,, pH 9,5
AP-Stopp-Puffer (1x): 20 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, pH 8,0
PBS (= Phosphate buffered saline)-Losung (1 x): 0,01 M Natriumphosphat,
0,9 % (w/v) NaCl, pH 7,2
TBS-Puffer (1x): 10 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, pH 8,0
TBS-T-Puffer (1x): TBS-Puffer + 0,1 % Tween20, pH 8,0
Western-Blot Anodenpuffer I fiir PVDF-Membran: 0,3 M Tris-HCI, 10 % Methanol, pH 9,4
Western-Blot Anodenpuffer II fiir PVDF-M.: 0,025 M Tris-HCI, 10 % Methanol, pH 9.4
Western-Blot Kathodenpuffer fiir PVDF-M.: 0,025 M Tris-HCI, 0,04 M Aminocaproat,
10 % Methanol, pH 9,4
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3.2. Methoden

3.2.1. Klonierungen

In dieser Arbeit werden die Klonierungen schematisiert skizziert. Im Materialteil sind die
verwendeten Enzyme, Losungen und Kits aufgefiihrt. Auf genaue Angaben zu PCR, DNA-
Aufreinigungen (Gelextraktionen und Kits), Restriktionsverdau, Ligation, Transformation in
Hitzeschock-kompetente E. coli DH5a-Zellen und Screening wird jedoch verzichtet. Eine
Ausnahme stellt die Ligations-unabhingige Klonierung in den eigens geschaffenen Vektor,
sowie die Mutagenese ohne Verwendung des Site-exchange-Kits durch Overlap-Extension-

PCR dar, da diese nicht zu den in jedem Labor etablierten Standardmethoden gehdren.

AtRECQ3 mit HIS-Tag in pCAL-n-FLAG

AtRECQ3 wurde zunidchst fiir die Expression in Insektenzellen kloniert. Dafiir wurde der
Vektor pIEx-3 mit Ncol und Xhol geschnitten und dephosphoryliert. Aus den
Oligonukleotiden Al und A2 wurde durch Erhitzen und langsames Abkiihlen der in Kapitel
3.1.3.1 schematisch dargestellte Adapter (LK) gebildet und dieser in den Vektor ligiert. In
einem zweiten Schritt wurde dieser verifizierte und amplifizierte pIEx-3-LK-Vektor mit Ncol
und Kpnl geschnitten und dephosphoryliert. Der ORF von AtRECQ3 wurde ausgehend von
dem Template pCAL-n-FLAG-AtRECQ3 (Helena Plchova, Standard-LIC-Klonierung nach
Herstellerangaben) mit den Primern K3-forw und K4-rev in einer PCR mit der Phusion-DNA-
Polymerase nach Herstellerangaben (GF-Puffer) mit 25 Zyklen amplifiziert. Das PCR-
Produkt wurde mit BspHI (erzeugt kompatible Schnittstellen zu Ncol) und Kpnl geschnitten
und in den vorbereiteten Vektor ligiert. Die korrekte Nukleotidabfolge wurde durch
Sequenzierung verifiziert. AtRECQ3 hat in diesem Konstrukt einen C-terminalen HIS-Tag.
Um pCAL-n-FLAG-AtRECQ3-c-HIS zu erhalten, wurde das Restriktionsenzymfragment
BamHI/Xhol von pCAL-n-FLAG-AtRECQ3 gegen das entsprechende BamHI/Xhol-Stiick
von plEx-3-LK-AtRECQ3 (was dem C-terminalen Teil von AtRECQ3 samt HIS-Tag
entspricht) ausgetauscht. Durch Sequenzieren konnte gezeigt werden, dass die
Nukleotidabfolge im ORF korrekt war.

AtRECQ3-K64M in pCAL-n-FLAG

Um im Walker A Motiv die Punktmutation einzufiihren, die eine Substitution von Lysin zu
Methionin bewirkt, wurde zunéchst eine Overlapextension-PCR durchgefiihrt. Das Prinzip ist
in Abbildung 12 dargestellt. Der Nomenklatur dieser Abbildung folgend, wurden folgende
Primer eingesetzt: 1 — S1 fw, 2 — S9 rv; 3 — M4rev und 4 — M3-forw. Auch diese PCRs
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wurden mit der Phusion-DNA-Polymerase durchgefiihrt. Um pCAL-n-FLAG-AtRECQ3-
K64M zu erhalten, wurde das Restriktionsenzymfragment EcoRI/Mfel von pCAL-n-FLAG-
AtRECQ3 gegen das entsprechende EcoRI/Mfel-Stiick dieser PCR (das die Mutation
beinhaltet) ausgetauscht.

pCAL-n-FLAG-AtRECQ3-K64M-HIS

Schlielich wurde das Restriktionsfragment EcoRI/Ndel von pCAL-n-FLAG-AtRECQ3-c-
HIS gegen das entsprechende EcoRI/Ndel-Stiick des Plasmids pCAL-n-FLAG-AtRECQ3-
K64M ausgetauscht.

Abbildung 12: Overlap-Extension-PCR

AL ‘ zur Einfithrung von Punktmutationen.
3 - O 3 Bei der Overlap-Extension-PCR werden
g — PCR Ta zwei PCR Reaktionen — PCR I und PCR 1II

nacheinander durchgefiihrt. PCR 1 gliedert
sich in PCR Ia und Ib. Durch die Primer 1
bzw. 2 konnen nach Wunsch spezifische
PCRIb s— ; Uberhiinge integriert werden, und durch die
Primer 3 bzw. 4 wird die Punktmutation
eingefiihrt. Das Ergebnis der unabhéngigen
PCR I PCRs Ia und Ib sind jeweils Fragmente des
‘ Templates mit einer Punktmutation, die
3 ‘ ~ . komplementdare Bereiche haben, da die
RS Primer 3 und 4 im gleichen Bereich der
= 5 Ursprungssequenz gebunden haben.

i Die PCR-Produkte der ersten PCR werden
fiir PCR II gemischt und bilden nach der
Denaturierung kurze Doppelstringe, in

il
+

w
I
W

5 Nebenprodukte, die erst in
%

)
i
1
i
1
I -3 0
S
i
i
toei i Schritt
i emem weitern Schritt zur
i

= | Bl dung des Endprodukts dc?nen die {\/Iutat.l.on l1egt,. mit langeren

) 1 fiihren Einzelstrangiiberhdngen. Die Polymerase

3 5 verlangert sie in 5’-3’ Richtung. Dadurch
Endprodukt g g

wird der Doppelstrang vervollstindigt und
mithilfe der beiden &ufleren Primer kann
das Produkt im weiteren Verlauf der PCR exponentiell amplifiziert werden. Die anderen beiden Stringe der
PCRs Ia und Ib koénnen wegen der Direktionalitit der DNA-Synthese nach einem Annealen nicht verldngert
werden. Jedoch kann, wie im abgesetzten Kasten rechts gezeigt, mit Hilfe der &uferen Primer die
komplementére Sequenz synthetisiert werden, die wiederum produktiv in die Bildung des Endprodukts eingehen
kann.

Schaffung von pCAL-n-FLAG-c-HIS

Da sich das kombinierte System von Aufreinigung iber Ni-IMAC und
Calmodulinaffinitatschromatographie (CAC) als geeignet herausstellte (siche Kapitel 4.3.1),
sollten auch weitere RecQ-Helikasen einen N-terminalen CBP-Tag und einen C-terminalen
HIS-Tag bekommen. Wegen Inkompatibilititen moglicher Schnittstellen der ORFs/Inserts
und des Vektors, wurde pCAL-n-FLAG-c-HIS konstruiert. Die Inserts werden durch PCR
amplifiziert und miissen nicht mit Restriktionsenzymen verdaut werden. Weiterhin verkiirzt

sich die Zeit, da eine Ligation nicht mehr notwendig ist (Schema siche Abbildung 13).
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Start
A Stopp B Ndel
|
. P T7/lacO (1-44) 86~ CATATGAAGCGACGATGGAARAAGAATTTCATAGCCGTC TCAGCAGCCAACCGCTT TAAGAARATCTCA
GTATACTTCGCTGCTACCTTTT TCTTAAAGTATCGGCAGAGTCGTCGGTTGGCGAAATTCTTTTAGAGT
DRBS (74-80) M K R R W K KN F I AV S AATNTRTEKTEKTI S
] csp (92-169) [star] Calmodulin-Bindepepid ]
[] Thrombin (170-187)
D FLAG/EK  (188-211) Eaml1041 BamHI
. e SitE] (200-2]]) 154- TCCTCCGGGGCACTTCTGGTTCCGCGTGGATCTGACTAC.
pCAL-l’l-FLAG-C-HIS . LIC site I1 (236-249) AGGAGGCCCCGTGAAGACCAAGGCGCACCTAGACTGATGT!
[] Thrombin  (236-253) S s e AL LV PRGSDY KD
5853 bp I Thrombin [ FLAG/ EK ]
B =S (254-271)
[l 77 Terminator (370-421)
EcoRI Eam11041 Neol  Sall Xhol
[l bla (ampicillin) (833-1690) CoRl Eam 110 col Sl Xho
. pBR322 ori (1841_2508) 224- GAATTCT TCCCATCACC. CACCATCACTAAC
CTTAAGA AACAAGGA GCACCTAGGGTAGTGGTAGTGGTAGTGATT
I:‘ laclq (4388-5467) E F S LV PR G S HH H H H

Ligations-unabhiingige Klonierung (LIC)
Vektor s’ Insert
Qe
GdQQq
Eam1104I Eam11041 Qe >
. . .GATGACGACGACAAGG 'GATCCGRATT CCTTGTTCCTCGTGGATC. . . 5’ T A 3
. .CTACTGCTGCTGTTCC 'CTAGGCTTAA GGAACAAGGAGCACCTAG. . . 3’ A . 5’
€y
Eam11041 PCR mit speziell %QQQ
Verdau designten Primern C'Qq
5
.. .GATGACGACGAC CTTGTTCCTCGTGGATC... 5 GACGACGACAAG==: ACTTGTTCCTCGTGG
. .CTACTGCTGCTGTTC CAAGGAGCACCTAG...  3’CTGCTGCTGTTC GAACAAGGAGCACC
Aufreinigung &
Behandlung mit Proofreading-Polymerase (z.B. T4-DNA-Pol)
ohne dNTPs auBer
dTTP dATP
...GAT 5’ CTTGTTCCTCGTGGATC. ..  5’GACGACGACAA P}y
. .CTACTGCTGCTGTTC 5’ TAG. .. Ar——1] G AACAAGGAGCACC

Aufreinigung bzw. Hitze-Inaktivierung,
Zusammengeben & Annealing bei Raumtemperatur

. . . GATGACGACGACTTG miPrmmmmmsA C T TGTTCCTCGTGGATC. . .
.. .CTACTGCTGCTGTTC AT GAACAAGGACGACCTAG. . .

¢ Transformation
ohne vorherige Ligation

Screening

Abbildung 13: LIC mit pCAL-n-FLAG-c-HIS.

A, Schematische Darstellung des in dieser Arbeit geschaffenen pCAL-n-FLAG-c-HIS-Vektors. B, Ausschnitt
mit relevanten Informationen beziiglich Klonierung und Tags bzw. Protease-Schnittstellen. C, Schema der
Ligations-unabhdngigen Klonierung (Ligation independent cloning, LIC). Der Vektor wird mit dem
Restriktionsenzym Eam11041 geschnitten. An den Ziel-ORF werden mit Hilfe von PCR LIC-spezifische
Uberhiinge angebracht. Diese kennzeichnen sich durch das Fehlen der Base Thymin, so dass in dem
synthetisierten Gegenstrang kein Adenosin vorhanden ist. Nach der Aufreinigung des geschnittenen Vektors
bzw. des Inserts, erfolgt ein Abbau von den 3’ Enden durch eine Proofreading-Polymerase. Dies geschieht, weil
keine dNTPs zur Verfiigung stehen, auller beim Vektor dTTP und beim Insert dATP. Dadurch stoppt der Abbau
der 3’ Enden. Beim Insert kann dieses Stoppen auch innerhalb des ORFs liegen, wie angedeutet. Nach einer
Aufreinigung oder Hitzedenaturierung werden Vektor und Insert zusammengegeben und bei Raumtemperatur
inkubiert. Dabei annealen die komplementiren Stringe. Dieser Ansatz kann ohne Ligation in E. coli DHS5a
transformiert werden. In den Bakterien werden die Liicken aufgefiillt und die Stringe ligiert. Die restlichen
Schritte, wie z.B. das Screening, erfolgen wie bei Standardklonierungen.
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Der pCAL-n-FLAG-c-HIS Vektor geht aus dem pCAL-n-FLAG Vektor hervor, der mit Smal
und Ncol geschnitten, und anschlieBend dephosphoryliert wurde. Die Adapter-
Oligonukleotide A3 und A4 wurden getrennt phosphoryliert und durch Erhitzen und
langsames Abkiihlen annealed, so dass der in Abschnitt 3.1.3.1 beschriebene Adapter
entstand. Dieser wurde in den vorbereiteten Vektor ligiert.

pCAL-n-FLAG-c-HIS-AtRECQ2

In den soeben beschriebenen pCAL-n-FLAG-c-HIS-Vektor wurde tiber LIC der ORF von
AtRECQ2 kloniert. Fiir die Amplifikation des ORF aus dem Template pCAL-n-FLAG-
AtRECQ?2 (Helena Plchova) wurden die Primer K1-forw und K2-rev verwendet. Der Abbau
der 3> Uberhinge fand mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase (1U) fiir 30 min bei
Raumtemperatur im T4-DNA-Polymerase-Puffer mit 2,5 mM dATP (bzw. dTTP fiir den mit
Eam1104I geschnittenen Vektor) und 4,8 mM DTT (in einem Gesamtvolumen von 20 ul)
statt. Die Reaktionen wurden dann 20 min bei 75 °C Hitze-inaktiviert. Aliquots von Vektor
und Insert wurden gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, dann wurde EDTA
zugegeben (Endkonzentration 6 mM), noch mal 5 min bei RT inkubiert und dann in E. coli
transformiert. Die korrekte Nukleotidabfolge im ORF wurde durch Sequenzierung bestitigt.
pCAL-n-FLAG-c-HIS-AtRECQ2-K117M

Auch AtRECQ2-K117M wurde tiiber LIC, wie gerade beschrieben, in diesen Vektor
eingebracht. Die Punktmutation sowie die LIC-kompatiblen Uberhinge wurden iiber die
Overlap-Extension-PCR (Abbildung 12) mit den Primern 1 — K1-forw, 2 — K2-rev, 3 — M2-
rev und 4 — M1-forw eingefiihrt. Fiir die PCR Ia und Ib sowie die PCR II wurden je 25 Zyklen
(und die Phusion-Polymerase) verwendet. Die korrekte Nukleotidabfolge im ORF wurde
durch Sequenzierung bestatigt.

EcRECQ mit HIS-Tag (in pET-Duetl-LK)

Wie entsprechend im Abschnitt ,,AtRECQ3 mit HIS-Tag in pCAL-n-FLAG* fiir pIEx3-LK
beschrieben wurde pETDuetl-LK aus pETDuetl geschaffen. Der ORF fiir EcRECQ wurde
zunichst iiber nested PCR mit den Primern nested1-forw und nested2-rev aus genomischer
DHS5a-DNA amplifiziert, und dann mit Hilfe des Primerpaars K5-forw und K6-rev in einer
weiteren PCR mit den Schnittstellen Ncol und Kpnl versehen und iiber diese in den
entsprechend vorbereiteten Vektor kloniert. Die korrekte Nukleotidabfolge im EcCRECQ-ORF

mit C-terminalem HIS-Tag wurde durch Sequenzierung bestétigt.
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3.2.2. Herstellung von M13mpl8 ssDNA

Um M13mpl8-Phagen zu erhalten, wurden hitzeschockkompetente JM110 Bakterien mit
M13mp18-ssDNA (NEB) transformiert. Das weitere Vorgehen entsprach den Protokollen aus
Sambrook und Russell, 2001. Der Transformationsansatz wurde mit vorbereiteten JM110-
Zellen (selektiert auf M9-Minimalmediumplatten und hochgezogen wie in Sambrook und
Russell, 2001 beschrieben) gemischt und auf die Entstehung von Plaques gewartet. Aus den
Plaques wurde ein Phagenstock hergestellt, der der Infektion von 250 ml Kulturen diente.

Die Isolation der Phagen nach Sambrook und Russell, 2001 beinhaltete eine Fallung der
Phagen, die durch Knospung ihre Wirtsbakterien verlassen, mit PEG-8000. Die Capside
wurden mit Phenol lysiert. Zusétzlich zu den Protokollen aus Sambrook und Russell, 2001
wurde jetzt zur wissrigen Phase 1 mg RNaseA gegeben und 15 min bei RT inkubiert. Dann
folgten wie nach Sambrook und Russell, 2001 eine Phenol/Chloroform-Extraktion und eine
Chloroformextraktion. Die Fillung erfolgte wie bei Sambrook und Russell, 2001 mit
Natriumacetat/Ethanol.

Die gewonnene zirkulire M13mpl8-ssDNA wurde per Ethidiumbromidgelelektrophorese

quantifiziert, wobei als Standard gekaufte M13mp18-ssDNA (NEB) eingesetzt wurde.
3.2.3. Expression und Protein-Aufreinigungen

3.2.3.1. Expression

Alle Proteine wurden fiir die endgiiltigen Aufreinigungen in BL21-CodonPlus®(DE3)-RIPL
Zellen exprimiert. Dazu wurde je 1 pl des entsprechenden Plasmids per Hitzeschock-
Transformation in die Zellen eingebracht und auf LB-Ampicillin-Platten selektioniert.

Fir AtRECQ2 und AtRECQ2-K117M wurden Glycerinkulturen zum Animpfen der
Expressionsvorkulturen angelegt. Dazu wurden ein Pool von transformierten Zellen (ca. 15
Kolonien in 5 ml Medium) in LB-Medium mit 1 % Glukose bis zu einer ODgy9 von 0,4 - 0,6
wachsen lassen, mit Glycerin bis zu einer Endkonzentration von 20 % versetzt und in
Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefroren und schlielich bei - 20 °C gelagert.

Fiir die Vorkultur wurde eine geeignete Menge von LB-Medium mit 75 pg/ml Carbenicillin
(wie Ampicillin ein B-Lactam-Antibiotikum, allerdings stabiler) und 34 pg/ml
Chloramphenicol mit ca. 1 Kolonie/10 ml Medium oder 0,1 % (v/v) Glycerinkultur angeimpft
und bei 37 °C und 200 rpm iiber Nacht inkubiert.

Die Expressionsbedingungen fiir die verschiedenen Proteine sind in Tabelle 4

zusammengefasst. Je 500 ml LB-Medium wurden mit 50 ml Vorkultur angeimpft.
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Tabelle 4: Expressionsbedingungen fiir AtRECQ2, AtRECQ3 und EcRECQ

Dargestellt sind die Bedingungen, die schlie8lich verwendet wurden, um die endgiiltigen Proteinfraktionen zu
erhalten. AtRECQ2-K117M wurde behandelt wie AtRECQ2, AtRECQ3-K64M wie AtRECQ3. Fiir alle
Expressionskulturen wurden 500 ml LB ohne Selektionsantibiotika 50 ml Vorkultur angeimpft. Der Schiittler
war auf 200 rpm eingestellt. Die ODgy wurde gegen LB gemessen. Nach der Zellernte durch Zentrifugation

wurden die Zellpellets in 50 ml-Polypropylen-Réhrchen bei - 20 °C eingefroren.

. Wachstumstemperatur Indukt1op bei Wachstumstemperatur | Wachstumsdauer
Protein . ODgg zwischen - .
vor Induktion nach Induktion nach Induktion
0,6 und 0,9
AtRECQ2 28 °C 0,2 mM IPTG 16 °C ca. 20-24 Stunden
AtRECQ3 28 °C 0,2 mM IPTG 28 °C ca. 4 Stunden
EcRECQ 37°C 1 mM IPTG 37°C ca. 5 Stunden

Bei Variationen (siehe Ergebnisteil) waren die Bedingungen entsprechend und werden hier
nicht einzeln aufgezéhlt. Falls andere Zelllinien getestet wurden (siche Ergebnisteil), konnte,
je nach Stamm kein Chloramphenicol in der Vorkultur verwendet werden.

Bei der Analyse des Einfluss der 16slichen Solute Betain und Sorbitol auf die Expression von
loslichem AtRECQ2 wurden und der

in den Selektionsplatten, der Vorkultur

Expressionskultur 0,5 M Sorbitol und 2,5 mM Betain verwendet.

3.23.2. Aufreinigung

Hier werden nur die Bedingungen dargestellt, die fiir die endgiiltigen Aufreinigungen von

AtRECQ2, AtRECQ3 bezichungsweise EcRECQ verwendet wurden. Variationen
(Ergebnisteil) sind dem Text zu entnehmen. Aus Tabelle 5 geht hervor, wie die
Aufreinigungen durchgefiihrt wurden, wie sie sich unterscheiden und was ihnen gemeinsam

ist. Alle Aufreinigungsschritte fanden bei 4 °C statt.

Tabelle 5: Vorgehen bei der Standardaufreinigung von AtRECQ2, AtRECQ3 und EcCRECQ.

AtRECQ2 AtRECQ3 EcRECQ

Kultur-Ausgangsvolumen

(als Zellpellet) 550 ml

1100 ml (2x 550 ml) 550 ml

1) Pellet(s) auf Eis auftauen lassen und vorsichtig in Puffer A
resuspendieren (25 ml pro Pellet)

2) Zugabe von Lysozym (als frisch angesetzte Stocklosung in Puffer A):
0,1 mg/ml

3) Inkubation auf Eis auf dem Taumelschiittler (30 min)

4) Ultraschallaufschluss auf Eis: 6 Zyklen (Leistung 53 %, Duty Cycle 5, 10
sec), dazwischen jeweils 1 min auf Eis um Uberhitzung zu vermeiden

5) Ultrazentrifugation 40.000 g, 30 min, 4 °C

6) Uberstand durch Einmal-Spritzenfilter GF/PET-Membran filtrieren

=> Losliche Fraktion (LF)

Ni-IMAC

Vorbereitung der Probe
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Ni-IMAC

Vorbereitung der 1 ml Hi
Trap Chelating HP Séulen
bei Verwendung der
BioRad Anlage.

Fiir jedes Konstrukt
wurde eine eigene Séule
verwendet

1) Schlduche der Anlage mit ddH,O spiilen (und 20% Ethanol verdrangen)

2) Siule einbauen, falls neu: zu Schritt 7 springen

Ab hier: Flussrate: 1 ml/min

3) Saule mit ddH,0 &quilibrieren

4) Restliches gebundenes Ni*" mit Hilfe des Stripping Puffers von der Siule
waschen, um jedes Mal gleiche Ausgangsbedingungen zu haben

5) Séaule mit ddH,O waschen. Wenn die Leitfahigkeit wieder auf den
Normalwert fiir ddH,O gesunken ist

6) Saule mit 0,5 ml NiSO,4-Losung (0,1 M) wieder beladen

7) kurz mit ddH,O spiilen

8) 10 min Puffer A (verteilt NiSO4 besser auf der Saule)

9) 10 min Puffer B (Maximalkonzentration an Imidazol; soll Sadule von
allem (v.a. von iiberschiissigem Ni’") befreien, was sonst spiter in den
Elutionsfraktionen wire)

10) 10 min Puffer A (zur Aquilibrierung der Séule)

Laden der LF 0,5 ml/min 1 ml/min 1 ml/min
Waschen Ab hier. wie.der bei allen: 'Flussrate von 1 ml/ min
45 min mit Puffer A mit 0,5 % Triton-X-100
Waschen 15 min mit Puffer A
Waschen 20 min 31 % Puffer B 20 min 29 % Puffer B 15 min 10 % Puffer B
Elution 15 min 90 % Puffer B | 15 min 80 % Puffer B g’zr ?,Zig‘;fgg rlfhfis

Regeneration der Saule

20 min 100 % Puffer B, ddH,0, 20 % Ethanol

Calmodulin-Affinititschromatographie (CAC)

Weiterbehandlung der
RECQ-haltigen Elutions-
Fraktionen

Umpuffern iiber eine dquilibrierte PD10-Saule in

——————""| Endpuffer ODER

Endpuffer

Bindepuffer fiir die CAC

Calmodulin-
Affinitidtsmaterial

2 ml Suspension;
1 ml Sdulenmaterial

1,5 ml Suspension;
0,75 ml Saulenmaterial

Vorbereitung der

Séaule in Bindepuffer fiir die CAC &dquilibrieren

Schwerkraftsdule

Laden Elua.t der PDIO-Sél.lle 1}1it Bindepuffer auf 10 ml
auffiillen und auf die Séule laden

Waschen 10 ml Waschpuffer 1 10 ml Bindepuffer

Waschen 10 ml Bindepuffer 15 ml Waschpuffer 2

Elution 5 Mal je 1 ml Elutionspuffer auf die Sdule

pipettieren und Eluat auffangen

Regeneration des
Sdulenmaterials

Nach Herstellerangaben. Zu Beginn einen
Waschschritt mit Elutionspuffer mit 1M NaCl

RECQ-haltigen Elutions-
Fraktionen

Umpuffern iiber eine dquilibrierte PD10-Séule in
Endpuffer

Aufkonzentrierung und
Konservierung

Eluat der PD-10 Siule in vorbereitete Servapor® Dialyseschlduche
pipettieren und gegen Saccharose aufkonzentrieren. Konzentrat mit gleichem
Volumen 100 % Glycerin versetzen und zunéchst bei - 20 °C lagern.
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Das Protein AtRECQ2-K117M wurde entsprechend wie AtRECQ2 aufgereinigt und
AtRECQ3-K64M wie AtRECQ3. Fiir einen Teil der AtRECQ3 (und -K64M)-Proteine wurde
nur die Ni-IMAC durchgefiihrt.

3.2.3.3. Proteinquantifizierung und —lagerung

Nachdem festgestellt wurde, dass die End-Proteinproben keine enzymatischen
Kontaminationen, wie Nukleasen, Helikasen und ATPasen von E. coli, enthalten, wurden
diese in 0,2 ml Neptune™ Flat Cap PCR Tubes aliquotiert und bei - 80 °C eingefroren.

Die Proteinquantifizierung iiber Kolloidal-Coomassie gefdrbte Gele (nach Neuhoff et al.,
1988) ist genau im Ergebnisteil (Kapitel 4.5) beschrieben, so dass hier auf eine Vorwegnahme
verzichtet wird. Die Entfarbung der Gele erfolgte mit ddH,O.

Fiir die jeweiligen Versuche wurden die geeigneten Proteinaliquots in — 20 °C-kalten PCR-
Kiihlblocken aufgetaut und falls gewiinscht mit auf — 20 °C gekiihltem Proteinlagerpuffer

entsprechend verdiinnt.

3.2.3.4. SDS-PAGE und Western-Blots

Zur Analyse der Aufreinigungen wurden SDS-Polyacrylamidgele nach Lammli, (1970)
verwendet. Die Prozentigkeiten der jeweiligen Trenngele sind im Ergebnisteil angegeben. Die
verwendeten Puffer sind im Materialteil aufgefiihrt. Zur besseren Visualisierung der Taschen,
wurden dem Sammelgel eine geringe Menge Bromphenolblau zugegeben. StandardmifBig
wurde ein Plattenabstand von 1,5 mm und ein Kamm mit 36 Taschen im Peqlab-System
verwendet, und 30 pl fertige Probe (15 pl Ladepuffer, 15 pl zu analysierende Probe;
hitzedenaturiert) geladen.

Die Gele wurden geblottet oder mit Kolloidal-Coomassie nach Neuhoff er al., 1988 {iber
Nacht gefarbt und am néchsten Tag mit ddH,O entférbt.

Western-Blots wurden mit einem Semi-Dry-System erzeugt. Die verwendeten Puffer sind im
Materialteil aufgefiihrt. Es wurde eine PVDF-Membran verwendet, die aufgrund ihrer
Hydrophobizitit vor dem Zusammenbauen des Blotting-Stapels durch Inkubation in
Methanol, Wasser und Anodenpuffer II, benetzt wurde. Es wurde fiir 2 Stunden mit einer
Stromstirke (in mA) von 0,8 x Fliche der Membran (in cm®) geblottet. Durch die Wahl dieser
Membran konnte die Zeitdauer flir die Immunodetektion nach einer Vorschrift von Millipore
deutlich reduziert werden (Application Note: ,,Rapid Immunodetection of Blotted Proteins
Without Blocking® Immobilon-P Transfer Membrane). Fiir weitere Details sei hierauf

verwiesen.
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3.2.4. ATPase Assay

Das aus der ATP-Hydrolyse freigesetzte anorganische Phosphat (P;) wurde nach der Methode
von Lanzetta et al., 1979 bestimmt, die eine Weiterentwicklung der Methode von Hess und
Derr, 1975 darstellt.

Nach dem Ende der Reaktionszeit, wurde zundchst P; in einem Malachitgriin-Molybdat-
Komplex komplexiert: freies Phosphat wird mit Molybdat zu Phosphomolybdat, welches bei
niedrigem pH-Wert einen Komplex mit dem sensitiven Farbstoff Malachitgriin (Itaya und Ui,
1966) eingeht. In der Praxis wurden dafiir zum 50 pl Reaktionsansatz 800 pl Farbreagenz
gegeben. Durch den niedrigen pH-Wert der Féarbelosung wurde die Reaktion auch abgestoppt.
Nach einer Minute Inkubation bei RT, wurden dann 100 pl Citrat-Ldsung zugegeben, um den
Ansatz unempfindlich gegen P; zu machen, das durch saure Hydrolyse des ATPs nach dem
Abstoppen der Enzymreaktion entstehen kann.

Die Ansdtze wurden 1 Stunde bei RT inkubiert und der Komplex dann photometrisch, in
dieser Arbeit bei einer Wellenldnge von 670 nm, gemessen. Als Leerwert diente zundchst
ddH,0. Zur Bestimmung der ,echten® Nullwerte, wurden parallel fiir sdmtliche
Reaktionsbedingungen Ansitze ohne Enzym (dafiir mit Proteinlagerpuffer) analysiert. Die
Quantifizierung der ATP-Hydrolyse erfolgte mit Hilfe von Phosphatstandards (0, 25, 50 und
100 uM Endkonzentration KH,POj4 in 50 pl Ansdtzen).

Die eigentliche Enzymreaktion wurde bei 37 °C durchgefiihrt. Die einzelnen Ansdtze wurden
zeitlich getaktet und randomisiert, um korrekte Versuchsbedingungen zu gewéhrleisten und
den Einfluss sogenannter ,Blockeffekte* der experimentellen Planung auf das Ergebnis

auszuschlieBen.

3.2.5. Helikase-Assay

3.2.5.1. Prinzip

In dieser Arbeit wurde die Strangentwindungsaktivitit der RecQ-Helikasen mit verschiedenen
radioaktiv markierten DNA-Substraten gemessen. Hierbei misst man eine abgeschlossene
Entwindung eines (partiellen) Duplex, das hei3t eine vollzogene komplette Trennung zweier
(oder mehrerer) DNA-Stringe. Dabei wird ausgenutzt, dass sich das Substrat und das (die)
Produkt(e) der Helikase-Reaktion in ihrer elektrophoretischen Mobilitdt unterscheiden. Bei
einer Trennung auf einem nativen Gel, werden bei einer anschlieBenden Autoradiographie
alle Spezies sichtbar sein, bei denen ein markierter Strang beteiligt ist, so dass die

Entwindungsaktivitdt quantifiziert werden kann (Abbildung 14).
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Substratherstellung

1 Markierung eines Oligonukleotids

5°-HO OH-3’

la Polynukleotidkinase (PNK)
3PPP-Adenosin (ATP*)

32
5D OH-3’
+ Uberschuss ATP*

1) Hitze-Inaktivierung
1b | 2) G25-Spin-Column
3) Bestimmung der
spezifischen Aktivitét

59-2® e OH-3°

andere Darstellung:
*

2 Annealing mit (teilweise) komplementirer DNA

* +

in geeignetem Puffer

l 1) 5 min 95 °C

2) langsam auf Raumtemperatur

3 Substrataufreinigung

3 Gelfiltration oder
a Gelextraktion

T

zur

3b l Messung im LSC

Quantifizierung

Enzym-Assay
Reaktion

Enzym (oder Enzymlagerpuffer)
gekiihlt vorlegen

1) Mastermix (MM) mit

Substrat, ATP, ... zugeben
& gut mischen
2) Inkubation bei 37°C starten
3) Reaktion durch Zugabe
der Stopplosung beenden

\ 4
abgeschlossene Enzymreaktion:
umgesetztes Substrat:

 —

Produkte

nicht umgesetztes Substrat:

T

Gelelektrophorese &
Autoradiographie

A) ohne Enzym

B) Hitzedenaturierte Reaktion

C) hochaktives Enzym

D) weniger aktives Enzym

E) hochaktives Enzym OHNE ATP

F) hohe Konzentration von Enzym
mit Punktmutation im Walker A
Motiv

=> nur die rot dargestellten Banden
sind bei der Autoradiographie
sichtbar

Abbildung 14: Uberblick und schematische Darstellung der verschiedenen Schritte, die im Rahmen des

Helikase-Assays notwendig sind.

Die einzelnen Schritte werden auf den kommenden Seiten detailliert.
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3.2.5.2. Herstellung der DNA-Substrate fiir den Helikase-Assay

Zunichst wird das gewiinschte Oligonukleotid mit einem molaren Uberschuss an [7-32P] ATP
(etwa Faktor 1,3) und der T4-Polynukleotidkinase (PNK) bei 37 °C in einem Volumen von
50 pl fiir 60 min inkubiert. Dabei erfolgt der Ubertrag des y-Phosphats des [y->P] ATP auf
das 5 Ende des Oligonukleotids (Abbildung 14). Dann erfolgt eine Hitzeinaktivierung bei
67 °C fiir 20 min.

Nach dem Abkiihlen wird der Reaktionsansatz gemif3 Herstellerangaben mit Hilfe einer G-
25-Spin-Column von freiem ATP befreit. Das Elutionsvolumen und die Aktivitdt eines
Aliquots des Eluats wurden bestimmt. Fiir letzteres wurde 1 pl in 4 ml Lumasafe Plus
Cocktail im LSC gemessen. (Zu Beginn der Arbeit wurden keine G25-Spin-Columns
verwendet, sondern das ATP erst wihrend der Substrat-Aufreinigung abgetrennt.)

Das Annealing der verschiedenen Oligonukleotide, die ein Substrat aufbauen, wurde in 1x
PNK-Puffer (NEB) erreicht, indem die Oligonukleotide in geeigneten Verhéltnissen (siche
Tabelle 6) zusammengegeben wurden, der Ansatz 5 min bei 95 °C inkubiert und dann
langsam auf Raumtemperatur abgekiihlt wurde. Eine Ausnahme stellt die Replikationsgabel
dar, die liber zwei Annealingschritte hergestellt wurde.

In der Regel erfolgte eine weitere Aufreinigung des Substrats (siche Abbildung 14). Mit
welcher Methode die verschiedenen Substrate von kontaminierenden Oligonukleotiden befreit

wurden, ist in Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 6: Herstellung verschiedener DNA-Substrate.

Oligonukleotide
(sieche Tabelle 3)
(**P-Markierung
=*) &

Verwendete molare
Verhiltnisse bei
Annealen

Substrat Aufreiniungsmethode(n) und Kommentare

M13-basierte Substrate M13mpl8 ssDNA +

Fir M13 + 1* : Gelfiltration tiber S400-Material (Spin-

. . 1* bzw. 2* Column oder selbstgepackte Séule in entleerter PD-10-
(siche v.a. Kapitel 4.4 und 4.7) | . Siule (Betthdhe 6 cm) mit Substratpuffer M13)
Direktionalitatssubstrate 1 3 + 4% bzw. 5* .. .

(siche Kapitel 4.7.5) 1:1 iber G50-Spin Columns
Die Oligos 20 und 11* wurden statt 3 und 10* fiir die
34 g% Untersuchung an einem 5’ Uberhang verwendet, weil
(3’ Uberhang) die spezifische Aktivitit von 10* sehr gering war -
Direktionalititssubstrate 2 20+ 11% & vermutlich wegen des endstindigen Cytosins (van
(siche Kapitel 4.7.5) (5" Uberhang) Houten et al., 1998). 20 + 9* hingegen ergab beim
1:1 & Annealen keine saubere Bande, so dass die

angegebenen Kombinationen verwendet wurden.
Nach Annealen: keine weitere Aufreinigung notwendig
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partielle Duplexe 3+ 5* bzw. 6* bzw.
unterschiedlicher Lange 7* bzw. 8* bzw. 9* | {iber G50-Spin Columns
(siche Kapitel 4.8) 1:1

. . 9* + 12 bzw.13 bzw.
Partielle Duplexe mit 14 bzw. 15 bzw. 16

unterschiedlich langen 3’ brw. 17 brw. 18 falls  Annealing  erfolgreich, keine  weitere
Uberhiingen ‘ ‘ Aufreinigung, sonst: G50-Spin-Column

(siche Kapitel 4.10) II’Z,WI' 19 bzw. 3
Bubble 22% +23 Gelextraktion aus 10 % TBE oder selten TBMgCl,-
(siche Kapitel 4.11) 1:1 PAGE-Gelen. Gelelution in 0,5 x TBMgCl, mit Hilfe

des Biotrap Elektroelutions-Systems (mit kleiner
22 +23+24* oder | Elutionskammer — sieche Anleitung des Herstellers)

22%4+ 23 + 24, oder mit D-tube Dialyzer Vorrichtungen bei 100V fiir
D-Loops 22 +23 +25% oder ca. 4 .Stunden gnter Kiihlung. Nach Beenden der
(siehe Kapitel 4.11) 22%4+ 23 +25; eigentlichen Elution: Umpolen bei 200 V fiir ca. 30
’ 22 +23+26* oder | sec. Auf- und Abpipettieren und Eluat in frisches Eppi
22%+ 23 + 26; iiberfilhren. (Diese letzten Schritte wurden auch bei

1:4:1 den weiteren Elektroelutionen angewendet)

Gelextraktion aus 12 % TBE-PAGE-Gelen. Gelelution

. . «
2?;11113212];?2?20? 2) i’] 4+. i8'4:‘29 +30 mit Hilfe des Biotrap Elektroelutions-Systems in 0,5 x
prtet . PAas TAE bei 50 V fiir 18 h unter Kiihlung
Die beiden einzeln annealten Ansétze im Verhéltnis 1:1
Replikationseabel 31¥*+33 und zusammengeben und 22 h bei 25 °C inkubieren.
p & 32 +34* Gelextraktion aus 8 % TBE-PAGE-Gelen. Gelelution

(siehe Kapitel 4.13) 1:1 mit Hilfe des Biotrap Elektroelutions-Systems in 0,5 x

TBMgCl, bei 100 V fiir 4,5 h unter Kiihlung

Zusitzlich wurden z.T. Zwischenstrukturen hergestellt, bei denen nicht alle Oligonukleotide
beteiligt waren. Das Vorgehen erfolgte in diesen Fillen analog. Fiir die Aufreinigung der

Zwischenstrukturen der Holliday-Junction wurde das QIAEX II Kit verwendet.

3.2.5.3. Quantifizierung der DNA-Substrate fiir den Helikase Assay

Die Quantifizierung der Konzentration der DNA-Substrate erfolgte mit Hilfe der spezifischen
Aktivitdt (Agpe, 1n Ci/mmol) des markierten, aufgereinigten Oligonukleotids und der
gemessenen Aktivitdt (A in Ci oder Becquerel (Bq = 1/sec)) in der aufgereinigten DNA-
Substratprobe.

Die spezifische Aktivitit des markierten Oligonukleotids am Tage der Markierung wird
nach einer Abreinigung des {iberschiissigen ATPs {iber eine G25-Spin-Column (nach
Herstellerangaben) bestimmt. Dazu wird die Aktivitit eines Aliquot des Eluats (meist 1 pl) im
LSC gemessen, und in Relation zur eingesetzten Menge des Oligonukleotids gesetzt (unter
Berticksichtigung der Volumenzunahme durch die Sdule und der Annahme einer 100 % igen

Elutionseftizienz, d.h. 100 % des Oligonukleotids im Eluat, 100 % des ATPs in der Sdule).
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(1)  spezifische Aktivitdt = Aktivitit / Stoffmenge

Agperto) = A(to) / N(to)
Wird am gleichen Tag das Substrat weiter aufgereinigt, kann man die Konzentration des
Substrats in der Endfraktion wie in Formel (2) berechnen:
(2)  Konzentration = (Aktivitét (in Ci)/Volumen) / (spezifische Aktivitit (Ci/mmol))

c(to) = (Ao} V) / Agpelto)
Um allerdings die Substratkonzentration zu einem anderen Zeitpunkt korrekt zu bestimmen,
braucht man (direkt oder indirekt) die spezifische Aktivitit zu diesem Zeitpunkt, die sich iiber
die Markierungsrate berechnet.
Berechnung der Markierungsrate ausgehend von der spezifischen Aktivitit.
Die Wahrscheinlichkeit des Zerfalls wird durch die Zerfallskonstante A dargestellt. Die
Anzahl der gemessenen Zerfille (Aktivitdt A) ist mit dem Proportionalititsfaktor A
proportional zur Menge an radioaktiver Materie (N°).
3) A=r+N
A berechnet sich aus der Halbwertszeit, die bei 32p 14,3 Tage betrdgt, was 1235520 Sekunden
entspricht.
4)  A=(n2)/T1nC*P)=(In2)/ 1235520 sec (oder auch A = (In 2) / 14,3d = 0,0485)
Hat man z.B. eine spezifische Aktivitidt von 3000 Ci/mmol (was der spezifischen Aktivitét des
verwendeten [y-">P] ATP zum Kalibrierdatum entspricht), so ergibt sich bei Betrachtung eines
mmol dieses ATPs zum Kalibrierdatum nach (3):
(5) 3000 Ci=(In2)/ 1235520 sec * N

(3000 Ci * 3,7 » 10" Bg/ Ci) / (In2/ 1235520 sec) =N

N™=1,97855 + 10%° (radioaktive Molekiile)
Da ein mmol dieses ATPs betrachtet wurde, in dem Ny = 10 « (6,022 » 10**) Molekiile sind,
ergibt sich eine Markierungsrate von:
(6)  Markierungsrate = N/ Ny = 1,97855 « 10°%/ (6,022 « 10°°) = 0,328
Folglich sind allein bei dem zur Markierung eingesetzten [y-"*P] ATP nur 32,8 % der
Molekiile radioaktiv und 67,2 % nicht radioaktiv. Dies wiederum bedeutet, dass selbst unter
Optimalbedingungen ein GroBteil des DNA-Substrats iiberhaupt nicht radioaktiv markiert ist,
wodurch sich dessen Konzentration auch nicht im Laufe der Zeit verdndert. In dieser Arbeit
wird fiir dieses kalte ATP (bzw. Substrat) angenommen, dass es durch den radioaktiven
Zerfall eines Nachbarmolekiils keinen Schaden nimmt, wobei jedoch letzteres dadurch

zerstort wird.
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Berechnung der spezifischen Aktivitiit zu einem spéteren Zeitpunkt

A(t) A(tg) e e “*7Y
() Agedt) = = : ; -
N@®  (N(t) - N'(to)) + (N"(tg) = e “*"")

Am Beispiel des [y-*P] ATP, wo zum Kalibrierdatum 3000 Ci/mmol und 0,328 mmol

markiertes ATP vorliegen (und 0,672 mmol kaltes ATP) ergibt sich nach einer Halbwertszeit
von 14,3 Tagen eine spezifische Aktivitdt von:
3000 Ci » ¢ *H 14D 1500 Ci

Agper(14,3) = =
’ (0,672 mmol) + (0,328 mmol » ¢ %0485 143y (0,836 mmol

= 1794 Ci/ mmol

Die fiir [y-"P] ATP vorgestellten Berechnungen konnen entsprechend fiir die markierten
Oligonukleotide durchgefiihrt werden. Sie sind zum einen notwendig, wenn der Tag der
Markierung und Aufreinigung des Oligonukleotids (und der Bestimmung der zugehdrigen
Aktivitdt) (tp), nicht gleichzeitig der Tag der Herstellung und Messung des fertigen,
aufgereinigten DNA-Substrats (t;) ist; denn dann gilt statt Formel (2)

(®)  ct) = (At)/V) / Agper(t1)

und Agpe,(t1) muss nach (7) (liber A(tp), N(tp) und N(to) mit Hilfe der Formeln (3) bis (6)) neu
berechnet werden.

Zum anderen kann die Substratkonzentration fiir jeden beliebigen Zeitpunkt t, nach (2)
bzw. (8) berechnet werden, in dem die Volumenaktivitit (A(t,)/V) nach dem Zerfallsgesetz,
9)  AM)/V=A(t)e (2" y

und die spezifische Aktivitit Agye,(t2) nach (7) berechnet wird.

3.2.5.4. Durchfiihrung und Auswertung des Helikase-Assays

Zur besseren Illustration des Verfahrens sei noch einmal auf Abbildung 14 verwiesen. In der
Regel wurde je 1 pl Enzym (beziehungsweise in Proteinlagerpuffer verdiinntes Enzym, und
zusétzlich Proteinlagerpuffer als Kontrolle, s.u.) in vorgekiihlte PCR-Reaktionsplatten
(0,2 ml/ well) auf einem Kiihlblock vorgelegt. (Zu Beginn der Arbeit wurde mit 1,5 ml
ReaktionsgefdBBen gearbeitet.) Dazu wurden, auf dem Kiihlblock, in der Regel 19 pl
Mastermix pipettiert und der Ansatz gemischt, in der Regel mit einer Mehrkanalpipette.
Durch den Mastermix wurden die Standardreaktionsbedingungen (siche Kapitel 3.1.8)
hergestellt, soweit im FErgebnisteil keine abweichenden Angaben zu finden sind. Die
Inkubation erfolgte fiir die gewiinschte Zeit bei 37 °C auf einem Heizblock, dann wurde die

Reaktion mit 10 pl Stopplosung, die zugleich den Ladepuffer darstellt, abgestoppt.
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Wurden mehrere DNA-Substrate in einem Versuchsansatz untersucht, wurde die DNA-
Substrat-Konzentration im jeweiligen Elutionspuffer oder mit ddH,O auf die niedrigste
Konzentration verdiinnt.

Fiir hitzedenaturierte Substratproben wurde 5 min bei 95 °C inkubiert und dann auf Eis
schockgekiihlt.

Die Proben wurden auf native TBE-PAGE-Gele verschiedener Prozentigkeiten geladen und
elektrophoretisch, unter Kiihlung auf 4 °C, aufgetrennt (siche auch Schema Abbildung 14).
Die Auswertung zur Bestimmung des Anteils des prozessierten Substrats (= Produkt) erfolgte
nach online Detektion im Instant Imager (Autoradiographie) iiber die Imager-Software. Da
bei manchen DNA-Strukturen das Substrat bereits ohne Enzym teilweise zu Produkt zerfallen

war, wurde der Umsatz nach folgender Formel normiert (Mohaghegh et al., 2001):

(% Produkt - % Produkt ohne Enzym) * 100 %

(% Produkt hitzedenaturiert = 70 PT odukt ohne Enzym)

% Umsatz =

Lag kein Wert fiir die Ablosung des Produktstrangs einer hitzedenaturierten Probe vor (wie
z.B. bei manchen Versuchen mit M13-Standardsubstrat, wurden 100 % angenommen. Fiir
% Produkt ohne Enzym Wurde der Mittelwert der zeitgleich durchgefiihrten Kontrollen
verwendet.

Nach der Autoradiographie im Instant Imager wurden einige Gele getrocknet, um die
Bandenschirfe der detektierten Proben zu verbessern. Dies erfolgte unter Vakuum bei 80 °C.
Die getrockneten Gele wurden dann iiber Nacht (oder einige Stunden) auf
strahlungssensitiven Imaging-Platten in BAS-Kassetten inkubiert. Die Detektion der Signale

auf den Platten erfolgte im Bio-Imaging-Analyser BAS-1500.
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4. Ergebnisse

4.1. Klonierung der verwendeten Konstrukte

Die im Rahmen dieser Arbeit klonierten und relevanten Konstrukte sind in Tabelle 7

zusammengefasst. Hierbei sind nicht nur die endgiiltig verwendeten Konstrukte aufgelistet,

sondern auch neu klonierte Vektoren und wichtige Zwischenschritte. Da im Laufe der Arbeit

gezeigt werden konnte, dass eine Uberexpression pflanzlicher RecQ-Helikasen in E. coli zum

Erfolg fiihrt, wurde die Uberexpression in Insektenzellen aufgegeben.

Tabelle 7: Konstrukte.

Die Namen der endgiiltig fiir diese Arbeit verwendeten Konstrukte sind in Fettschrift.

Name

Beschreibung

pCAL-n-FLAG-c-HIS

LIC-kompatibler Vektor. Erlaubt die Expression unter Kontrolle des T7-
Promotors. In den Ursprungsvektor pCAL-n-FLAG wurde zwischen die
Schnittstellen Smal und Ncol ein Adapter kloniert. Wird ein ORF eingefiigt,
trdgt er N-terminal ein Calmodulin-Bindepeptid, eine Thrombin-
Erkennungssequenz, ein FLAG-Epitop und eine Enterokinase-
Erkennungssequenz, C-terminal eine Thrombin-Erkennungssequenz und
einen His-Tag.

pIEx-3-LK

Erlaubt die Expression von Proteinen in Insektenzellen unter Kontrolle des
IE1-Promotors. In den Ursprungsvektor pIEx-3 wurde zwischen die Ncol und
Xhol Schnittstellen ein Adapter kloniert. Wird ein ORF zwischen Ncol und
Kpnl eingefiigt, trigt er N-terminal das AKH-Signalpeptid fiir eine Sekretion,
C-terminal eine Thrombin-Erkennungssequenz und einen His-Tag.

pETDuet1-LK

Erlaubt die Expression unter Kontrolle des T7-Promotors. In den
Ursprungsvektor pETDuet-1 wurde zwischen die Schnittstellen Ncol und
Xhol ein Adapter kloniert. Wird ein ORF zwischen Ncol und Kpnl eingefiigt,
tragt er C-terminal eine Thrombin-Erkennungssequenz und einen His-Tag.

plEx-3-LK-AtRECQ3

Urspriinglich fiir die Insektenzellexpression konzipiert, wurde aus diesem
Konstrukt der C-terminale Teil (ca. 500 nts) von AtRECQ3 mit dem
angefiigten His-Tag mit BamHI (interne Schnittstelle) und Xhol (Schnittstelle
im Vektor) ausgeschnitten.

pCAL-n-FLAG-AtRECQ3-
K64M

Entstanden durch das Einligieren eines die Mutation tragenden EcoRI/Mfel
Fragments der entsprechenden Mutagenese-PCR in den entsprechend
geschnittenen pCAL-n-FLAG-AtRECQ3-Vektor (iibernommen von H.
Plchova).

pCAL-n-FLAG-c-HIS-
AtRECQ2

Entstanden durch Einfiigen des entsprechenden PCR-Produkts iiber LIC.
Matrize pCAL-n-FLAG-AtRECQ2 von H. Plchova. Charakteristika siehe
pCAL-n-FLAG-c-HIS

pCAL-n-FLAG-c-HIS-
AtRECQ2-K117M

Entstanden durch Einfiigen des entsprechenden Mutagenese-PCR-Produkts
iber LIC. Matrize pCAL-n-FLAG-AtRECQ2 von H. Plchova.
Charakteristika siehe pCAL-n-FLAG-c-HIS

pCAL-n-FLAG-AtRECQ3-
c-HIS

Entstanden durch das Einligieren des BamHI/Xhol-Fragments aus plEx-3-
LK-AtRECQ3 (mit His-Tag) in pCAL-n-FLAG-AtRECQ3 (iibernommen von
H. Plchova), geschnitten mit BamHI/Xhol.
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Erlaubt die Expression unter Kontrolle des T7-Promotors. N-terminal des
OREFs ist ein Calmodulin-Bindepeptid, eine Thrombin-Erkennungssequenz,
ein FLAG-Epitop und eine Enterokinase-Erkennungssequenz, C-terminal eine
Thrombin-Erkennungssequenz und ein His-Tag.

pCAL-n-FLAG-AtRECQ3-
K64M-c-HIS

Entstanden durch das Einligieren eines die Mutation tragenden EcoRI/Ndel
Fragments aus pCAL-n-FLAG-AtRECQ3-K64M in den entsprechend
geschnittenen pCAL-n-FLAG-AtRECQ3-c-HIS-Vektor. Gleiche Tags und
Protease-Schnittstellen wie letzterer.

pPETDuetl-LK-EcRECQ

Der ORF von EcCRECQ wurde iiber nested PCR amplifziert und mit Ncol and
Kpnl-Schnittstellen versehen. Klonierung iiber diese Schnittstellen in
pETDuetl-LK.

Die Eigenschaften der in dieser Arbeit aufgereinigten und charakterisierten Proteine

(zusammen mit ihren Tags und Proteaseschnittstellen) sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tabelle 8: Molekulargewicht und isoelektischer Punkt der aufgereinigten und charakterisierten Proteine.

CBP- Calmodulin-Bindepeptid, Thrombin — Thrombin-Erkennungssequenz, FLAG FLAG-Epitop,
Enterokinase — Enterokinase-Erkennungssequenz
. . Anzahl
N-terminale Tags und | C-terminale Tags der Molekular- Isoelektischer
ORF Protease- und Protease- Amino ewicht Punki
Schnittstellen Schnittstellen y ) gew v
sduren
CBP, Thrombin, . .
AtRECQ2 FLAG, Enterokinase Thrombin, His 758 85,48 kDa 8,26
AtRECQ2- CBP, Thrombin, . .
K117M FLAG, Enterokinase Thrombin, His 758 85,49 kDa 8,17
CBP, Thrombin,
AtRECQ3 FLAG, Enterokinase |~ 754 84,63 kDa 8,51
CBP, Thrombin, . .
AtRECQ3 FLAG., Enterokinase Thrombin, His 766 86,06 kDa 8,57
AtRECQ3- CBP, Thrombin, . .
K64M FLAG., Enterokinase Thrombin, His 766 86,06 kDa 8,52
EcRECQ - Thrombin, His 621 69,80 kDa 7,46

Anhand der pI-Werte und unter Beriicksichtigung der geplanten Aufreinigung konnte der pH-
Wert der Aufreinigungspuffer fiir AtRECQ2 und AtRECQ3 auf 7,5 festgelegt werden. Aus

Vergleichsgriinden wurde dieser pH-Wert auch erfolgreich fiir die Aufreinigung des E. coli-

Enzyms verwendet.
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4.2. Expressionsoptimierung

Proteinaufreinigungen konnen entweder mit Protein aus Inclusion Bodies und denaturierenden
Pufferbedingungen, mit einer anschlieBenden Renaturierung durchgefiihrt werden, oder, wie
in dieser Arbeit, von Beginn an auf nativ gefaltetes Protein fokussiert sein. Obwohl nicht
notwendigerweise in der Zelle geldstes Protein nativ gefaltet sein muss, ist es im Gegenteil
sehr unwahrscheinlich, dass Protein in sogenannten Inclusion Bodies richtig gefaltet ist. Diese
beiden Spezies, losliches Protein und Inclusion Bodies, kann man durch Ultrazentrifugation
unterscheiden. Nach der Expression werden die geernteten Zellen in einem geeigneten Puffer
resuspendiert und aufgeschlossen. Im Uberstand der Ultrazentrifugation befindet sich das
16sliche Protein, wohingegen Inclusion Bodies abzentrifugiert werden. Verschiedene
Parameter konnen die Konzentration an 16slichem Protein beeinflussen und einige wurden fiir
AtRECQ2 bzw. AtRECQ3 getestet. Dabei wurde nicht das Ziel verfolgt das globale
Expressionsoptimum zu finden, sondern ausreichende Mengen an 16slichem Protein fiir die

anschlieBende Aufreinigung sicherzustellen.

4.2.1. Expressionsoptimierung AtRECQ3

Die Expressionsoptimierungen fiir AtRECQ3 wurden mit dem Konstrukt pCAL-n-FLAG-
AtRECQ3, d.h. ohne C-terminalen His-Tag durchgefiihrt.

Die Expression wurde zundchst in den E. coli Stimmen BL2I1(DE3), BL2I-
CodonPlus®(DE3)-RIPL und BL21(DE3) pLysS und den Induktorkonzentrationen 0,2 und
1 mM IPTG bei 28 °C fiir 6 h untersucht. Hierbei kam es nur bei den erstgenannten Stimmen
zu einer Uberexpression, die (auch nur bei diesen) mit einem drastischen Verlust der
Féhigkeit einherging, Kolonien auf LB-Platten mit und ohne Selektionsantibiotika zu bilden
(im Gegensatz zu parallel laufenden Expressionskulturen, zu denen kein Induktor gegeben
wurde). Die Ausbeute an l16slichem Protein war bei beiden Stidmmen und beiden
Induktormengen vergleichbar, so dass fiir die weiteren Experimente 0,2 mM IPTG eingesetzt
wurde. Auch wurde in diesem Experiment gezeigt, dass bei dem angewendeten Verfahren, bei
dem die Expressionskultur mit einem Zehntel der Vorkultur angeimpft wurde, auf die
Selektionsantibiotika in der Expressionskultur (aber nicht der Vorkultur) verzichtet werden
kann, ohne dass es zu einer Reduktion an 16slichem Zielprotein kommt.

Weitere Analysen ergaben, dass in dem untersuchten Zeitraum von 4 bis 6 h keine
Verianderung der exprimierten RECQ3-Menge zu erkennen ist. Im Western-Blot konnten
bedeutende Mengen von FLAG-positiven Proteinen mit kleinerem Molekulargewicht

nachgewiesen werden, die in Expressionskulturen mit dem Vektor ohne AtRECQ3-Insert
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nicht zu sehen waren. Die Konzentration dieser zu kurzen Proteine stieg proportional zur
Menge an komplettem AtRECQ3, im untersuchten Zeitbereich von einer bis vier Stunden
nach der Induktion, an. Dies lieB sich weder durch die Wahl des Expressionsstamms,
BL21(DE3) oder BL21-CodonPlus®(DE3)-RIPL, noch durch eine Erniedrigung der
Expressionstemperatur von 28 °C auf 21 °C verbessern.

Da die Expressionsbedingungen nicht der Hauptgesichtspunkt dieser Arbeit waren, wurden
die Untersuchungen mit diesen Ergebnissen eingestellt, wohlwissend, dass die Analyse
weiterer Faktoren unter Umstinden weitere Verbesserungen gebracht hitten. Die
zufriedenstellende, wenn auch nicht optimale, Expression fiir AtRECQ3 wurde in BL21-
CodonPlus®(DE3)-RIPL bei 28 °C mit 0,2 mM IPTG fiir 4 h durchgefiihrt.

Eine unter diesen Bedingungen durchgefiihrte Expression mit dem Konstrukt pCAL-n-FLAG-
AtRECQ3-c-HIS erbrachte ausreichende Ausbeuten und die Analyse wurde daher nicht

wiederholt.

4.2.2. Expressionsoptimierung AtRECQ2

Fiir die Expressionsanalyse von AtRECQ2 wurde nur der E. coli Stamm BL21-
CodonPlus®(DE3)-RIPL verwendet, was angesichts der Codonusage, v.a. der Hiufigkeit des
Auftretens des Arginin-Codons ,,AGA* in AtRECQ? sinnvoll erschien. Die Untersuchungen
wurden mit dem Konstrukt pCAL-n-FLAG-c-HIS-AtRECQ?2 durchgefiihrt. Variationen der
Expressionstemperatur, der Induktorkonzentration und der Expressionsdauer sowie der Zusatz
von Antibiotika einerseits und Sorbitol und Betain andererseits, wurden getestet. Der Einfluss
dieser Parameter auf die Konzentration an AtRECQ2 in der l6slichen Fraktion ist in
Abbildung 15 zu erkennen. AtRECQ2 ist im Rohextrakt auf dem Coomassie-Gel (Abbildung
15A) nicht eindeutig zu erkennen, wird aber durch den Anti-His-Antikérper (Abbildung 15 B)
detektiert. Es wird zunichst im Vergleich der Spuren 6, 10 und 13 mit den anderen deutlich,
dass auch bei der Expression von AtRECQ?2 auf die Zugabe von Selektionsantibiotikum zum
Medium verzichtet werden kann. Auch eine Zugabe von Betain und Sorbitol fiihrt zu einem
unterschiedlichen Bandenmuster im Coomassie-Gel, aber nicht zu einer Erhéhung der
Ausbeute an l6slichem Protein. Die Ausbeuten bei den Induktorkonzentrationen 0,2 mM und
I mM IPTG unterscheiden sich nicht. Jedoch fiihrt eine Erniedrigung der
Expressionstemperatur bei gleichzeitiger Verldngerung der Expressionszeit zu hoheren
AtRECQ2-Ausbeuten. Zur Expression von AtRECQ2 wurden daher folgende Bedingungen
gewihlt: Expression bei 16 °C fiir etwa 24 h nach Induktion mit 0,2 mM IPTG.
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Abbildung 15: Einfluss verschiedener Expressionsbedingungen auf die Ausbeute an loslichem AtRECQ2.
A, Kolloidal-Coomassie gefarbtes 10 % SDS-PAGE-Gel und B, Western-Blot entwickelt mit Anti-His-
Antikorper. Es wurden die l6slichen Fraktionen verschiedener Expressionen von pCAL-n-FLAG-c-HIS-
AtRECQ2 in BL21-Codon-Plus (DE3) RIPL aufgetragen: 1, Prestained Protein-GréBenmarker; 3 und 17,
Protein-Gro3enmarker; der Pfeil deutet auf AtRECQ2. Im Folgenden werden folgende Abkiirzungen verwendet:
Carb, Carbenicillin; B/S, Betain und Sorbitol

2: Verwendung des Vektors pCAL-n-FLAG-c-HIS statt pCAL-n-FLAG-c-HIS-AtRECQ2 (Negativkontrolle)

4:28°C, 4 h, | mM IPTG 9:21°C, 4 h, 0,2 mM IPTG, B/S 15,16: 16 °C, 24 h,
5:28°C, 4 h, 0,2 mM IPTG 10: 21 °C, 4 h, 0,2 mM IPTG, B/S, Carb 0,2 mM IPTG
6:28°C, 4 h, 02 mM IPTG, Carb  11:21°C, 4 h, 0,2 mM IPTG

7:21°C, 6 h, 0,2 mM IPTG 12: 21 °C, 6 h, 0,2 mM IPTG, B/S

8:37°C, 2 h, 0,2 mM IPTG 13: 21 °C, 6 h, 0,2 mM IPTG, B/S, Carb

14:21 °C, 6 h, 0,2 mM IPTG

4.3. Optimierung der Aufreinigungen

Bei dieser Arbeit wurden im Wesentlichen Affinitidtschromatographien gegen einklonierte

Tags zur Aufreinigung der Zielproteine verwendet.

4.3.1. Aufreinigung von AtRECQ3

Erst im Laufe der Arbeit wurde deutlich, dass die N-terminalen Tags im urspriinglichen
Konstrukt pCAL-n-FLAG-AtRECQ3 nicht ausreichen, selbst mit einer zusitzlichen
Gelfiltration, um AtRECQ3 zufriedenstellend aufzureinigen. Dennoch konnten bei diesen
Versuchen interessante Erkenntnisse gewonnen werden, die auf die spdteren Aufreinigungen

iibertragen wurden.

4.3.1.1. Aufreinigung von AtRECQ3 mit CBP-Tag

Von der Vielzahl der Tags und Protease-Schnittstellen, die durch den pCAL-n-FLAG-Vektor
an den N-Terminus von Zielproteinen fusioniert werden, wurde in dieser Arbeit zur Detektion
im Western Blot das FLAG-Epitop und zur Aufreinigung das Calmodulin-Bindepeptid

verwendet. Zwei Strategien filihrten zu einer deutlichen Verbesserung der Reinheit.
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Verwendung von Triton-X-100 im Waschpuffer

In einem Satz von Experimenten wurde der FEinfluss von Hochsalz- und
Niedrigsalzwaschschritten sowie von Waschschritten mit dem Detergenz Triton-X-100 auf
die Reinheit der Elutionsfraktionen der CAC getestet (Abbildung 16). Variationen der
Salzkonzentrationen fithren zu keiner deutlichen Verbesserung der Reinheit. Auch eine
weitere Reduktion der Salzkonzentration im Standardwaschpufter, Lysispuffer CAC, auf 0
mM NaCl und 0 mM CacCl, brachte keinen Reinigungserfolg (Daten nicht gezeigt). Es ist
jedoch deutlich zu erkennen, dass durch die Verwendung des Detergenz Triton-X-100 ein

kontaminierendes Protein von etwa 36 kDa, abgereinigt wird (Abbildung 16 Spuren 6 und 7).

Triton gznsmktig&? réSAS]if’“ Abbildung 16: Einfluss verschiedener Zusitze im Waschpuffer bei

m pCAL-n-FLAG- :p -n-

Wasch- ARECQ3 | FLAG der C.AC von AtRECQ3. ' .
flor = - - - F F- - T] Kolloidal-Coomassie ~ gefarbtes 10%  SDS-PAGE-Gel mit

puffer :

Elutionsfraktionen der CAC nach Verwendung verschiedener

kba T kl?g Waschpuffer wiahrend der Aufreinigung. Der Pfeil deutet auf

ﬂ_"__ sesaa B <« AtRECQ3. Der rote Kasten hebt hervor, dass kontaminierendes
co—B : « — 6 Protein abgereinigt wurde. Spuren 1 und 11, Protein-GréBenmarker.

—————— : ' Es wurden je drei Waschschritte durchgefiihrt. Die Waschpuffer sind

a5 ' s wie folgt abgekiirzt: ST, Lysispuffer CAC; HS, Hochsalzpuffer:

1 o ’ Lysispuffer CAC mit 1000 mM NaCl; NS, Niedrigsalzpuffer:

s BTl A : ® _ 35 Lysispuffer CAC mit 150 mM NaCl und reduzierter Konzentration an

o o i i CaCl, (0,1mM statt 2 mM); TR, Lysispuffer CAC mit 0,5 % Triton-X-

Spur1234 567891011 100.

Spuren 2-7, Aufreinigung nach Expression des Konstruktes pCAL-n-
FLAG-AtRECQ3; Spuren 8-10, Negativkontrolle_Aufreinigung nach Expression mit pCAL-n-FLAG. Spuren 2
& 8: ST, ST, ST; Spur 3: HS, ST, ST; Spur 4: HS, ST, NS; Spuren 5 & 9: NS, NS, ST; Spur 6: TR, ST, ST:
Spuren 7 & 10: TR, HS, NS

Genauere Analysen auf Gradientengelen mit aufkonzentrierten Proben ergaben, dass auch
weitere Proteine durch den Triton-X-100-Schritt abgereinigt wurden. Der Erfolg des Triton-
X-100-Schritts ist auch in Abbildung 17 ersichtlich. Auerdem konnte im Aktivitidtsassay
gezeigt werden, dass durch den Triton-X-100-Schritt kontaminierende FE. coli

Helikaseaktivitét abgereinigt wird.

Kombination von 2 mM EGTA und Niedrigsalzbedingungen

Theoretisch fiihrt bei der CAC der Entzug von Ca*"-Ionen dazu, dass das Calmodulin des
Affinitdtsmaterials seine Struktur dndert und somit seine Affinitdit zum CPB-getaggten
Zielprotein verliert. Dadurch wiirde dieses freigesetzt. Interessanterweise konnte jedoch bei
der AtRECQ3-Aufreinigung gezeigt werden, dass fiir die Elution von AtRECQ3 eine gewisse
Menge an NaCl notwendig ist, wohingegen andere Proteine alleinig durch den Entzug von
Ca®" eluiert werden. Diese Tatsache wurde fiir einen weiteren Reinigungsschritt verwendet

und ist in Abbildung 17 visualisiert.
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Abbildung 17: Einfluss der Kombination von EGTA und NaCl auf die Calmodulin
Affinitatschromatographie mit AtRECQ3.

Die 16sliche Protein-Fraktion fiir die AtRECQ3-Aufreinigung wurde auf vier Sdulen aufgeteilt (I-[V). Bei den
Séulen I und II enthielt der Waschpuffer 0,5 % Triton-X-100. Die Elution erfolgte sukzessive mit EGTA-
haltigen Elutionspuffern mit verschiedenen NaCl-Konzentrationen (0; 0,05; 0,1; 0,5 und 1 M NaCl) in je drei 1,5
ml-Fraktionen. Diese Elutionsfraktionen wurden entweder durch einfaches Aufpipettieren der jeweiligen 1,5 ml
auf die Sdule und Auffangen des Eluats gewonnen (Sdulen I und III), oder das Sdulenmaterial wurde jeweils
zunichst in den zugegebenen 1,5 ml Elutionspuffer resuspendiert (Séulen I und IV).

A, Die relativen Proteinkonzentrationen in den jeweiligen Elutionsfraktionen wurden per Bradford-Assay
bestimmt. Rote Datenpunkte: Waschschritte ohne Triton-X-100; blaue Datenpunkte: Waschschritt mit Triton-X-
100. Rauten: Elution ohne vorheriges Resuspendieren des Saulenmaterials; Dreiecke: Elution nach
Resuspendieren des Sdulenmaterials.

B, Kolloidal-Coomassie gefdrbtes 10 % SDS-PAGE-Gel und C, Western-Blot entwickelt nach FLAG-Tag
(PVDF-Membran, Schnellfarbemethode, feucht eingescannt). In Spur 1 wurde Prestained Proteingréf3enmarker
geladen. Der Pfeil weist auf AtRECQ3. In Spuren 2, 6 und 10 sind Fraktionen von Séule I, in 3, 7 und 11 von
Saule II, in 4, 8 und 12 von Séule III und in 5, 9 und 13 von Séule IV geladen. In Spuren 2-5 wurden
Waschfraktionen geladen (5-faches Konzentrat von ml 6 bis 10 des Waschschritts, fiir den der Puffer Triton-X-
100 (Spuren 2, 3) enthielt oder nicht (Spuren 4,5)). In den Spuren 6-9 sind die jeweils zweiten Elutionsschritte
mit dem Elutionspuffer mit 0 M NaCl aufgetragen, in Spuren 10-13, die mit 0,5 M NaCl.

Es ist ersichtlich, dass ein ca. 50 kDa groBes, nicht FLAG-Tag positives Protein (die
entsprechende Bande im Blot ist durchsichtig, nicht violett), durch einen Schritt mit 2 mM
EGTA ohne NaCl vollstindig abgereinigt werden kann. Dieses Protein kann auch durch
Triton-X-100 zum Teil, aber nicht vollstindig, aus der mit AtRECQ3 beladenen Saule
gewaschen werden. Der Puffer mit 2 mM EGTA reinigt auch ein ca. 37 kDa, nicht FLAG-Tag
positives Protein ab, allerdings ist hierfiir der Waschschritt mit Triton-X-100 effizienter.
AtRECQ3 wird erst durch die Kombination von EGTA und NaCl aus der Siule eluiert. Dazu
werden zwischen 200 mM (unvollstindige Elution) und 500 mM NaCl benétigt. Auf diese
Weise aufgereinigte AtRECQ3-Proteine zeigen eindeutig Helikase-Aktivitét. Allerdings kann
im Vergleich mit der identisch aufgereinigten Negativkontrolle AtRECQ3-K64M geschlossen

werden, dass eine geringe Kontamination vorhanden ist.

4.3.1.2. Aufreinigung von AtRECQ3 iiber Ni-IMAC

Das Konstrukt pCAL-n-FLAG-AtRECQ3-c-HIS bietet durch einen zusitzlichen C-terminalen
His-Tag die Mdoglichkeit einer Metallchelat-Affinitdtschromatographie (IMAC- immobilized
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metal ion affinity chromatography). In dieser Arbeit wurden durch die Verwendung von Ni*"
gute Aufreinigungsergebnisse erzielt (Ni-IMAC).

Die Kombination von CAC und Ni-IMAC bietet die Moglichkeit, Proteine voller Linge
aufzureinigen und die Aufreinigung zu perfektionieren. In Abbildung 18 A ist gezeigt, dass
durch die beiden Aufreinigungen zum grofften Teil die gleichen, aber auch unterschiedliche
Proteine abgereinigt werden. In dieser Arbeit wurde sowohl die Kombination ,,CAC mit
anschlieBender Ni-IMAC* (Abbildung 18 B) als auch die Kombination in umgekehrter
Reihenfolge, ,,Ni-IMAC mit anschlieBender CAC* (Abbildung 18 C), getestet. Zunéchst
wurden fiir die jeweiligen Affinitdtschromatographien, die dafiir iiblichen Puffersalze
verwendet: Phosphatpuffer fiir die Ni-IMAC und Tris-Puffer fiir die CAC. Damit verbunden
war ein entsprechendes Umpuffern der Proben. Auch sonst wurde fiir die Ni-IMAC das
Standardverfahren angewendet: Probe in Puffer A mit wenig Imidazol auf die Séule laden,
mit Puffer A ausgiebig waschen, und anschlieBend mit einem Imidazolgradienten die
gebundenen Proteine eluieren, was weitere Verunreinigungen abtrennt (siche z.B. Abbildung

18 A, Spuren 5 bis 3).

A B C D
1 2 3 4 5 1 23 4 56 78 9 12 3 4 5 67 KDa 1 2 3
kDa kDa kDa 116 — -
116 — 16— o 16— e Py — -
—> E‘ —— = — - e - P —— - -! 66— -
66— NN o6 — 66— =
o ——— - — -,
& ‘ .
45— . 45— - 45— & 35—
- ;
35— 35— - 35— s 25— -
= T . 5.
e e 25— - 25— e
cC I 1T 1T 1 LF FT W  Elutionsfraktionen LF FT W1 W2 W3 Elution -+
Elution  friihere Ni-IMAC nach CAC CAC nach Ni-IMAC Triton-X-100
Fraktionen

Abbildung 18: Reinigungserfolg von AtRECQ3 bzw. AtRECQ3-K64M iiber CAC und Ni-IMAC.

A-D: Kolloidal-Coomassie gefarbte SDS-PAGE-Gele; A-C: 10 % D, 12 %

A, Vergleichende Darstellung des Reinigungserfolg durch eine CAC (C) (ohne Triton-Waschschritt) (Spurl) und
durch eine Ni-IMAC (I) durchgefiihrt nach Standardvorschriften (Spuren 2-5). Die Endfraktionen sind in den
ersten beiden Spuren dargestellt. In den Spuren 3-5 wird gezeigt, welche Proteine bei geringerer
Imidazolkonzentrationen von der Hi-Trap Chelating-Sdule gewaschen wurden (von 5 nach 3: Zunahme der
Imidazolkonzentration). Der Pfeil deutet auf AtRECQ3.

B & C, Erfolg der Kombination einer Standard-Ni-IMAC und einer CAC. LF — Ladefraktion, FT — Durchfluss
(Flow through), W — Waschschritt. Der Pfeil deutet auf AtRECQ3. In den Spuren B-2 und C-1 wurde Protein-
GroBenmarker geladen. B, W, Waschschritt mit Puffer A. Es wurden nur aufeinanderfolgende Elutionsfraktionen
mit hoher Imidazolkonzentration aufgetragen. Die Proben fiir Spuren 3 bis 9 wurden aufkonzentriert. C, W1,
Waschschritt mit Lysispuffer CAC; W2, Waschschritt im Lysispuffer mit 0,5 % Triton-X-100 und W3,
Waschschritt mit 2 mM EGTA ohne NaCl. Spur 7, Elution mit Tris-Puffer mit 2 mM EGTA und 500 mM NaCl.
D, In Spur 3 ist die verdiinnte Endprobe einer AtRECQ3-Aufreinigung nach dem in dieser Arbeit optimierten
Ni-IMAC-Verfahren aufgetragen. Um den Einfluss des Triton-X-100-Waschschritts zu verdeutlichen, wurde in
der Spur 2 zugrundeliegenden AtRECQ3-K64M Aufreinigung darauf verzichtet. Der Pfeil weist auf AtRECQ3
bzw. AtRECQ3-K64M. Spur 1: ProteingréofSenmarker.
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In Abbildung 18 B und C ist eindeutig zu erkennen, dass die Kombination der beiden
Methoden zu besseren Ergebnissen fiithrt. Vor allem die iiber eine CAC aufgereinigten
AtRECQ3-Proteine werden durch eine anschlieBende Ni-IMAC deutlich von
Kontaminationen befreit (Abbildung 18 B). Ein Anschluss einer CAC an eine Ni-IMAC
entfernt vor allem ein Protein von etwa 36 kDa. Dies findet v.a. wihrend des Waschschritts
mit Triton-X-100-haltigem Puffer statt (Abbildung 18 C Spur 5; siehe auch Abbildung 17 B).
Fiir die Aufreinigung von AtRECQ3 konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass der Triton-
X-100-Schritt der CAC erfolgreich auf die Ni-IMAC {ibertragen werden kann (siche
Abbildung 18 D). Hierfiir werden die Bakterienzellen wie gehabt mit Puffer A aufgeschlossen
und die 16sliche Proteinfraktion auf die Sdule geladen. Dann wird ausgiebig mit Puffer A
gewaschen, der 0,5 % Triton-X-100 enthilt. Diesem entscheidenden Waschschritt schlief3t
sich ein Waschschritt mit Puffer A an, um {iiberschiissiges Triton-X-100 aus der Sdule zu
waschen, bevor die Elution beginnt. Die Ni-IMAC wurde im Laufe der Arbeit weiter
verbessert. Zundchst konnte das Puffersystem fiir die Ni-IMAC erfolgreich von Phosphat-
Puffer auf Tris-Puffer umgestellt werden. Dadurch wird die Stérung des Nachweises der
ATPase-Aktivitdt durch zusétzliches freies Phosphat ausgeschlossen. Weiterhin konnten die
aus dem Imidazolgradienten gewonnenen Informationen auf die Elution in zwei Stufen
iibertragen werden. Statt des Gradientens wurde ein weiterer Waschschritt mit einer
Imidazolkonzentration, die gerade noch nicht zur Elution von AtRECQ3 aber der
kontaminierenden Proteine fiihrt, und ein Elutionsschritt mit hoher Imidazolkonzentration
durchgefiihrt. Dadurch lagen die AtRECQ3-Endproben in einer saubereren und deutlich
konzentrierteren Form vor. In Abbildung 18 D Spur 3 ist AtRECQ3 zu sehen, das unter
optimierten Bedingungen aufgereinigt wurde. Zu Vergleichszwecken, wurde in einer weiteren
Ni-IMAC Aufreinigung auf den Triton-X-100-Schritt verzichtet (Abbildung 18 D Spur 2).

Im Falle von AtRECQ3 hat die Optimierung der Ni-IMAC dazu gefiihrt, dass alleinig Ni-
IMAC aufgereinigte Endproben weder kontaminierende ATPase- noch Helikase-Aktivitét
aufzeigten (Abbildung 19 C). Zur Sicherheit wurden neben alleinig Ni-IMAC-gereinigten
Proben, auch doppelt, Ni-IMAC und CAC, gereinigte Protein-Priparationen hergestellt. Es
wurde liber den Nachweis des FLAG- und His-Tags im Western-Blot gezeigt, dass AtRECQ3

die vollstindige Lange aufweist.

4.3.2. Aufreinigung von AtRECQ2

Auf den Erfahrungen von AtRECQ3 aufbauend, wurde AtRECQ2 zunédchst iiber eine Ni-

IMAC aufgereinigt. Uber die Daten einer Gradientenelution wurde die optimale
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Imidazolkonzentration (ca. 140 mM) fiir einen weiteren Waschschritt bestimmt. Auch hier
konnte Tris-Puffer verwendet werden und durch einen Waschschritt mit 0,5 % Triton-X-100
nach dem Laden, hydrophobe Interaktionen gebrochen werden. Im Gegensatz zu AtRECQ3,
reichte diese optimierte Ni-IMAC nicht aus, um AtRECQ2 vollstindig von E. coli Helikasen
und Nukleasen zu befreien (siche Abbildung 19 B). Dies wurde jedoch durch eine
anschliefende CAC erreicht, bei der mit Triton-X-100-haltigem Lysispuffer CAC und
Lysispuffer ohne Triton gewaschen wird (siche Abbildung 19 B und D). Der Erfolg der
Aufreinigung auf Coomassie-Gel-Basis ist in Abbildung 20 B zu sehen. Auch fiir, auf diese
Weise aufgereinigtes, AtRECQ2 waren die N- und C-terminalen Tags nachweisbar,

AtRECQ?2 also komplett.

4.3.3. Aufreinigung von ECRECQ

Um in bestimmten Aspekten die RecQ-Helikasen von Arabidopsis mit der von E. coli zu
vergleichen, wurde auch der ORF fiir ECRECQ in einen Expressionsvektor kloniert (siche
Tabelle 7) und durch Sequenzierung verifiziert. Die Aufreinigung lehnte sich an die Ni-IMAC
der AtRECQs an, jedoch wurde mit einem Imidazolgradienten eluiert. Der Erfolg der

Aufreinigung ist in Abbildung 20 A zu sehen.

4.4. Nachweis der Helikase-AKktivitit

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Nachweis der Helikase-Aktivitét
der heterolog in E. coli exprimierten RECQ-Proteine von Arabidopsis thaliana im Rohextrakt
nicht moglich ist. Diese wird durch die enzymatische Aktivitdit von sowohl Nukleasen als
auch Helikasen von E. coli liberdeckt. Selbst an die Ni-beladene Hi-Trap-Chelating-Saule
binden solche E. coli Enzyme. Dies wird eindrucksvoll mit Hilfe des Strand-Displacement-
Assays in Abbildung 19 A gezeigt. Aullerdem konnte gezeigt werden, dass eine
kontaminierende Nukleaseaktivitidt besser detektiert wird, wenn in der Reaktion kein ATP ist
(sieche Abbildung 19 B). Durch diese Ergebnisse wird deutlich, dass es sich bei der
enzymatischen Kontamination um ein ernstzunechmendes Problem handelt. Daher wurde eine
noch umfassendere Kontrolle eingefiihrt: Alle Schritte werden nicht nur ausgehend von den
Konstrukten = pCAL-n-FLAG-AtRECQ3-c-HIS und pCAL-n-FLAG-c-HIS-AtRECQ2
durchgefiihrt, sondern identisch auch ausgehend von pCAL-n-FLAG-AtRECQ3-K64M-c-HIS
bzw. pCAL-n-FLAG-c-HIS-AtRECQ2-K117M. In diesen Konstrukten ist eine Punktmutation
im Walker A Motiv der Helikasedomine eingefiigt, die einen Aminosdureaustausch des
konservierten Lysins zu Methionin zur Folge hat. Es konnte fiir HSWRN gezeigt werden, dass

durch diesen Aminosiureaustausch die ATP-Hydrolyse und somit auch Helikase-Aktivitit
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unterdriickt wird. Der Rest des Zielproteins soll erhalten bleiben, um dadurch die gleichen E.
coli Proteine mit aufzureinigen, die auch im Zielprotein mit nativer Aminosduresequenz durch
mogliche direkte oder indirekte Interaktionen mit aufgereinigt werden. Mit Hilfe dieser
Negativkontrollen konnte gepriift werden ob weitere Reinigungsschritte notwendig sind (v.a.
in Hinblick auf E. coli Helikaseaktivitit) und letztlich gezeigt werden, dass die Aktivititen in
den endgiiltigen AtRECQ-Proben nur auf AtRECQ2 bzw. AtRECQ3 zuriickzufiihren sind
(siche Abbildung 19 C und D fiir exemplarische Nachweise).
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Abbildung 19: Erfolg der AtRECQ-Aufreinigungen im Hinblick auf kontaminierende Enzymaktivitaten.
Bei allen Aktivitdtsassays handelt es sich um Strand-Displacement-Assays mit dem jeweils links symbolisierten
Substrat, durchgefithrt wie im Teil ,,Material und Methoden* beschrieben. Abweichend davon wurde, wenn
angegeben, auf ATP verzichtet, und fiir B und C die Inkubationszeit auf 1 h bei 37 °C erhdht.

A, Ni-IMAC nach optimiertem Verfahren fiir AtRECQ?2. Im oberen Bereich ist das Autoradiogramm eines SDA
mit verschiedenen Fraktionen der Aufreinigung gezeigt, im unteren Bereich sind die gleichen Fraktionen zu
sehen, die auf einem 10 % SDS-PAGE-Gel aufgetrennt wurden, das Kolloidal-Coomassie gefirbt wurde. Die
Hohe des vollstindigen abgelosten Oligonukleotids ist gekennzeichnet. Eine Detektion unterhalb dieser Hohe
weist auf einen nukleolytischen Abbau hin. Spur 1, LF bezeichnet die Ladefraktion, Spur 2, FT stellt den
Durchfluss dar. Fiir Spur 3, W1 wurde das gesamte Waschvolumen mit Triton-X-100 gesammelt. Spur 4, W2
stellt den daran anschlieBenden Waschschritt dar. Spur 5 entspricht einer Fraktion, kurz vor dem Wechsel zum
Waschschritt mit 140 mM Imidazol. Spuren 6 bis 9 sind aufeinanderfolgende Fraktionen, fiir die 140 mM
Imidazol eingestellt war. Spuren 10 und 11 entsprechen Fraktionen kurz vor dem Wechsel zur
Imidazolkonzentration von ca. 360 mM. Fraktionen, die in Spuren 13-15 verwendet wurden, stellen
aufeinanderfolgende AtRECQ2-Elutionsfraktionen dar.

B, AtRECQ2 Endfraktionen der optimierten Ni-IMAC und der Doppelaufreinigung (Ni-IMAC und CAC)
wurden in An- und Abwesenheit von ATP auf ihre Aktivitdt gestestet. Die Hohe der, in der Ni-IMAC-
Einfachaufreinigung erkennbaren, nukleolytischen Abbaufragmente ist durch einen roten Kasten
gekennzeichnet.

C, AtRECQ3 und AtRECQ3-K64M Endfraktionen der optimierten Ni-IMAC wurden in An- und Abwesenheit
von ATP auf ihre Aktivitit gestestet. Zur Kontrolle wurden Reaktionen ohne Enzym inkubiert, die zeigen, dass
die Aufreinigungsstrategie erfolgreich war (unterschiedliche Gele fiir die beiden Kédsten + und - ATP).

D, wie C aber mit AtRECQ2 und AtRECQ2-K117M aufgereinigt iiber die Kombination von Ni-IMAC und
CAC. Fiir die Spur A wurde das Substrat hitzedenaturiert.
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Gleichzeitig wurde hiermit gezeigt, dass die Proteine AtRECQ2 und AtRECQ3 nicht nur
Helikasemotive besitzen, sondern auch tatsdchlich eine DNA-Strang-Entwindungsaktivitit
katalysieren. Die AtRECQ-Proteine mit Aminosdureaustausch wurden auch in allen weiteren
Assays mit unterschiedlichen Substraten auf Aktivitit getestet. Zum einen sollte dies
ausschlieBen, dass eine E. coli-Helikase gemessen wird, fiir die die in Abbildung 19 gezeigte
Struktur kein Substrat darstellt. Zum anderen war so die Moglichkeit gegeben, eine weitere
Aktivitdt der Proteine mit DNA-Substraten zu entdecken, die keine ATP-Hydrolyse braucht,

wie z.B. eine sogenannte Strand-Annealing (Strangpaarungs-) Aktivitét.

4.5. Quantifizierung der verwendeten Proteinproben

Die Konzentration der RECQ-Priparationen wurde auf Kolloidal-Coomassie gefiarbten SDS-
PAGE-Gelen bestimmt. Dies schien angesichts der gegebenen Konzentrationen verldsslicher
als eine photometrische Bestimmung. Dazu wurden als Standard auf dem gleichen Gel
verschiedene BSA-Mengen aufgeladen. Die Quantifizierung erfolgte tiber die Integrale der
Graustufeneinheiten der Protein-Banden. Neben den evidenten Punkten wie z.B. gutem
Mischen, Beriicksichtigung des linearen Bestimmungsbereichs und dem Pipettieren
geeigneter Volumina, ergaben sich aus dem Methoden-Setup u.a. folgende Ergebnisse:

1. BSA-Standards nicht einfrieren, sondern jeweils frisch verdiinnen

2. RECQ-Proben nicht direkt nach der Aufreinigung, sondern nach dem Aliquotieren
quantifizieren (da vermutlich noch eine Absorption an die Wand der neuen Gefille
stattfindet)

3. Proteinaliquots fiir die Quantifizierung frisch auftauen. Bestimmungen mit
Aliquotresten fithren oft zu Unterschitzungen (obwohl im Gel keine proteolytischen
Abbauprodukte zu erkennen waren).

Abbildung 20 zeigt reprisentative Gele der ECRECQ- bzw. AtRECQ2- und AtRECQ3-
Quantifizierung. Es ist in Abbildung 20 auch ersichtlich, dass die Proteine fast zur
Homogenitdt aufgereinigt werden konnten.

EcRECQ migriert schneller, als es seiner Grofle von ca. 70 kDa nach zu erwarten wiére.
Jedoch kann der C-terminale Tag nachgewiesen werden. Ein Konstrukt mit N-terminalem
(statt C-terminalem) His-Tag fiihrte zum gleichen Laufverhalten und das entsprechende
Protein trug nachweislich den N-terminalen Tag. Somit handelt es sich um eine SDS-PAGE-
Laufanomalie. Auch ist der im SDS-PAGE-Gel zu erkennende GroBenunterschied fiir die
AtRECQ2- und AtRECQ3-Proteine leicht stirker manifestiert, als durch den realen

Unterschied von ca. 0,5 kDa erwartet. Auch hier sind Tags an beiden Enden nachweisbar.
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Abbildung 20: Quantifizierung von ECRECQ, AtRECQ?2 und AtRECQ3.

A, 12 % und B, 10 % SDS-PAGE, Kolloidal-Coomassie gefarbt. In A und B wurden verschiedene Mengen an
Protein-GroBenmarker geladen.

A, Quantifizierung von ECRECQ aufgereinigt iiber Ni-IMAC. Es ergab sich eine Konzentration von 40 ng /pl.

B, Es wurden 10-60 ng BSA und je ca. 40 ng AtRECQ-Protein geladen. AtRECQ3 wurde iiber Ni-IMAC
aufgereinigt. In der mit 1 beschrifteten Spur ist das Protein mit nativer Proteinsequenz (wt) zu sehen, in der Spur
2, KM AtRECQ3-K64M. Die AtRECQ2-Proteine wurden iiber eine Kombination aus Ni-IMAC und CAC
aufgereinigt. In Spur 3 (KM) ist das aufgereinigte AtRECQ2-K117M-Protein zu sehen, in den Spuren 4 und 5
zwel verschiedene Aufreinigungen des Proteins mit nativer Sequenz (wt).

4.6. Nachweis und Analyse der ATPase-Aktivitat

Ein Vergleich der gemessenen ATP-Hydrolyse durch AtRECQ2 und AtRECQ2-K117M bzw.
AtRECQ3 und AtRECQ3-K64M erlaubt zunichst eine Erweiterung der Qualititskontrolle der
Proteinpréparationen. Es kann somit nicht nur ausgesagt werden, dass keine E. coli Helikase
mit aufgereinigt wurde, sondern auch keine E. coli ATPase (Abbildung 21 A). Es ist
ersichtlich, dass sowohl in den Ni-IMAC als auch Ni-IMAC & CAC gereinigten AtRECQ3-
K64M-Proteinproben, keine signifikante ATPase Aktivitit zu messen ist. In den Einfach- und
Doppelaufreinigungen von AtRECQ3 mit funktionellem Walker A-Motiv ist die ATP-
Hydrolyse in Gegenwart eines DNA-Cofaktors hingegen deutlich messbar. Die in den
AtRECQ3-K64M nicht gemessene, geringe ATPase-Aktivitit ohne Zugabe von DNA, ist
wahrscheinlich auf eine sehr geringe Kontamination der Proteinproben oder eines anderen
Bestandteils der ATPase-Reaktionen mit DNA zuriickzufithren. Das gleiche gilt fiir die
AtRECQ2-Aufreinigungen. Beide Enzyme sind also DNA-abhéingige ATP-Hydrolasen.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die ATP-Hydrolyse fiir beide Enzyme iiber 1 h
konstant bleibt, d.h. diese iiber eine Stunde hinweg in dem gewédhlten Puffer aktiv bleiben.
Der ATPase-Assay bietet zusitzlich die Mdoglichkeit, die RECQ-Helikasen hinsichtlich der
Effizienz verschiedener DNA-Cofaktoren bei der ATP-Hydrolyse zu charakterisieren
(Abbildung 21 B).
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Abbildung 21: ATPase Aktivitit von AtRECQ2 undAtRECQ3.

Das durch die ATP-Hydrolyse freigesetzte Phosphat wurde mit Ammoniummolybdat/Malachitgriin komplexiert
und bei 670 nm im Photometer gemessen. Fiir Abbildung B wurde zusétzlich die Absorption von Phosphat-
Standards bestimmt und die gemessenen Absorptionen umgerechnet. Inkubation mit ca. 5 nM Enzym fiir 45 min.
A, Vergleichende Analyse der ATPase Aktivitit von (Ni-IMAC)-Einfachaufreinigungen (EA) und (kombinierte
Ni-IMAC und CAC)-Doppelaufreinigungen (DA) von AtRECQ3 und AtRECQ2 bzw. AtRECQ3-K64M und
AtRECQ2-K117M (nicht funktionelles Walker A Motiv).

B, AtRECQ3 (oben) und AtRECQ2 (unten) wurden mit verschiedenen DNA-Cofaktoren (25 uM
Nukleotidkonzentration) inkubiert: 1, linearer Doppelstrang (pCAL-n-FLAG-c-HIS-AtRECQ2-Plasmid (7944
bp) / Sspl geschnitten); 2, zirkuldrer (supercoiled) Doppelstrang (pCAL-n-FLAG-c-HIS-AtRECQ2-Plasmid
7944 bp); 3 linearer Einzelstrang (pCAL-n-FLAG-c-HIS-AtRECQ2-Plasmid (2x 7944 nts) / Sspl geschnitten /
hitzedenaturiert); 4 zirkuldrer Einzelstrang (M13mp18 ssDNA (7249 nts)); 5, 80mer dT; 6, Wasser (kein DNA-
Cofaktor).

Mit allen getesteten DNA-Cofaktoren kam es zu einer ATP-Hydrolyse, die deutlich iiber dem
Niveau der Hydrolyse ohne zusitzliche DNA lag (Wasser, Cofaktor 6) (siche auch obige
Ergebnisse). Neben der Tatsache, dass durch AtRECQ3 mehr ATP hydrolysiert wird, als
durch die gleiche Menge AtRECQ?2, zeigt sich auch ein qualitativer Unterschied: die ATP-
Hydrolyse durch AtRECQ3 fillt durch die Verwendung des kurzen DNA-Cofaktor 80mer dT
im Vergleich zu ldngere Einzelstrang-DNA deutlich ab, wohingegen fiir AtRECQ2 kein

deutlicher Unterschied zu sehen ist.

4.7.  Grundlegende biochemische Analysen

Um den Enzymen optimale Bedingungen fiir die Katalyse zu gewdhren, wurde der Einfluss
des pH-Werts und der Salzkonzentration auf den Umsatz eines M13-basierten Substrats
getestet. Weiterhin wurden fundamentale Eigenschaften, wie die Mdoglichkeit der Nutzung
verschiedener zweiwertiger Kationen und verschiedener Nukleosidtriphosphate, untersucht.
Da die Direktionalitdt fiir Helikasen eine wichtige Rolle spielt, wurde auch dieser Aspekt

analysiert.
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4.7.1. pH-Optimum

Bei der Untersuchung des pH-Optimums der Enzyme konnte gezeigt werden, dass die Wahl

des Puffersalzes eine entscheidende Rolle spielt (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Einfluss des pH-Werts und der Puffersubstanz auf die Strangentwindungsaktivitiit.

Die Strangentwindung eines M13-basierten partiellen Duplexs wurde fir A, AtRECQ2 und B, AtRECQ3 (je
etwa 5 nM, 20 min, 37 °C) bei verschiedenen pH-Werten mit Hilfe des Strand-Displacement-Assays analysiert.
In die Reaktionen wurde kein NaCl, KCI, NaAcetat, KAcetat zugegeben. Die Puffersalze Tris-Acetat bzw. Bis-
Tris-Propan wurden 5-fach tiberkonzentriert angesetzt und der pH-Wert bei 37 °C eingestellt.

Beide Enzyme konnen in einem relativ weiten pH-Bereich arbeiten. Es ist aufféllig, dass
sowohl fiir AtRECQ2 als auch fiir AtRECQ3 der optimale pH-Wert mit Bis-Tris-Propan-
Puffer weiter im Alkalischen liegt (ca. pH 9,5) als mit dem Tris-Acetat-Puffer (ca. pH 8). Um
physiologisch relevante Daten zu erhalten wurde der Tris-Acetat Puffer mit einem pH-Wert

von 8,0 gewihlt.

4.7.2. Optimum der Konzentration einwertiger Kationen (Salze)

Neben dem pH-Wert spielt auch das Ionenmilieu fiir die Enzymaktivitit eine Rolle. Daher
wurden in dieser Arbeit zundchst verschiedene Konzentrationen folgender Salze getestet:
NaCl, KCl, Na-Acetat (NaAc)und K-Acetat (KAc). Es lag weder fiir AtRECQ2 noch fiir
AtRECQ3 eine signifikante Priaferenz eines bestimmten Salzes vor. Es wurde Kaliumacetat
gewdhlt und die Abhidngigkeit des Umsatzes von der Konzentration genauer untersucht
(Abbildung 23).

Fiir beide Enzyme fordert der Zusatz geringer Konzentrationen von Kalium-Acetat die DNA-
Strangentwindung. Das Optimum liegt fiir beide Enzyme zwischen 0 und 100 mM
Kaliumacetat und in den folgenden Assays wurden daher 50 mM eingesetzt. Konzentrationen
ab 150 mM Kaliumacetat hemmen die Strangentwindungsaktivitét. Hierbei ist ein deutlicher
Unterschied zwischen AtRECQ2 und AtRECQ3 zu erkennen: Die Inhibierung ist bei
AtRECQ3 stirker ausgepragt.
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Abbildung 23:
Konzentration
Aktivitit.

Die  Strangentwindung eines M]13-basierten
partiellen Duplexs wurde mit ca. 5 nM AtRECQ2
bzw. AtRECQ3 bei verschiedenen Kaliumacetat-
Konzentrationen getestet. (20 min 37°C). Es wurde
der pH-Wert des auf 37 °C temperierten 5-fach
konzentrierten Gemischs aus Tris-Base und
Kaliumacetat mit Essigsdure auf pH 8,0 eingestellt.
Um  Schwankungen des  Absolutumsatzes
auszugleichen, wurde jede experimentelle Reihe auf
den Umsatz bei 50 mM Kaliumacetat normiert. Hier
sind Mittelwerte aus 6 experimentellen Reihen (fiir
25 und 75 mM Kaliumacetat 3 experimentelle
Reihen) samt Standardabweichungen dargestellt.
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4.7.3. Zweiwertige Metall-Cofaktoren

ATP-abhidngige Enzyme konnen ATP in der Regel nur im Komplex mit zweiwertigen
Kationen nutzen. Dazu konnen bei unterschiedlichen Enzymen unterschiedliche Kationen
geeignet sein. Hier wurden Mg®", Mn*", Ca®" und Zn”" hinsichtlich der Méglichkeit die ATP-
Hydrolyse und die Strangentwindung durch AtRECQ2 und AtRECQ3 zu katalysieren
untersucht (Abbildung 24).
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Abbildung 24: ATP-Hydrolyse und DNA-Strangentwindung durch AtRECQ2 und AtRECQ3 in
Gegenwart verschiedener Metallcofaktoren.

Bei diesen Versuchen wurde auf DTT in den Reaktionsansétzen verzichtet.

A, Die ATP-Hydrolyse durch ca. 4 nM AtRECQ2 bzw. AtRECQ3 in 45 min bei 37°C mit 80 mer dT (50 uM
Nukleotidkonzentration) DNA-Cofaktor mit verschiedenen Metallcofaktoren und ddH,O (-) wurde durch
Komplexierung des freigesetzten Phosphats im Molybdat/Malachitgriin-Komplex gemessen. Die gemessenen
Absorptionen von Reaktionen ohne Enzym wurden jeweils abgezogen.

B, Die Strangentwindung eines M13-basierten partiellen Duplexs durch ca. 5 nM AtRECQ2 bzw. AtRECQ3
wurde mit verschiedenen Metallcofaktoren und ddH,O (-) getestet (20 min 37°C). Die Berechnung des Umsatzes
erfolgte wie beschrieben, d.h. die Ablosungen in Reaktionen ohne Enzym wurden miteinbezogen.
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Wird der Unterschied in der Absolutmenge an hydrolysierten ATP nicht beriicksichtigt, zeigt
sich, dass fiir die AtRECQ2- und AtRECQ3-vermittelte ATP-Hydrolyse Mg*", Mn*" und Ca*"
gleichwertige Cofaktoren darstellen. Fiir die Strangentwindung hingegen sind nur Mg®" und
Mn”" gleichwertig. Ca®" unterstiitzt die Enzym-katalysierte Strangentwindung nur zu einem
geringeren Anteil. Zn** wiederum kann weder fir die ATPase- noch fiir die

Strangentwindungsaktivitdt als Cofaktor von AtRECQ2 bzw. AtRECQ3 dienen.

4.7.4. Nukleosidtriphosphat (NTP)-Cosubstrate

Neben ATP kann oft auch dATP als Energiequelle dienen, bzw. ist oft sogar das optimale
Nukleosidtriphosphat. Auch Guanin als andere Purin-Base oder auch Pyrimidinbasen koénnen
den Grundbaustein moglicher NTPs darstellen. In Abbildung 25 ist das Ergebnis des Strand-
Displacement-Assays mit verschiedenen (d)NTPs fiir AtRECQ2 und AtRECQ3 gezeigt.
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Abbildung 25: Verwendung verschiedener Nukleosidtriphosphate als Energiequelle fiir die AtRECQ2-
bzw. AtRECQ3-katalysierte DNA-Strang-Entwindung.

Der Einfluss verschiedener (d)NTPs auf die enzymkatalysierte Strangentwindung des in A und C schematisierten
M13-basierten partiellen Duplexs wurde getestet: ca. 5 nM AtRECQ2 bzw. AtRECQ3 wurden mit 1,8 mM des
jeweiligen NTP und 1,8 mM MgCl, 20 min bei 37 °C inkubiert. Abbildungen A und C zeigen reprisentative
Autoradiogramme nach nativer Gelelektrophorese der Reaktionen fiir AtRECQ2 (A) und AtRECQ3 (B). In
Abbildungen B und D ist das Ergebnis der Quantifizierung dargestellt. Es handelt sich hier um Mittelwerte von
Triplikaten und zugehorige Standardabweichungen.
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Es ist deutlich zu erkennen, dass AtRECQ3 nur ATP und dATP zur Strang-Entwindung
nutzen kann. Auch bei AtRECQ2 fiihren diese beiden NTPs zum hochsten Umsatz.
Allerdings kann AtRECQ2 auch alle anderen getesteten (d)NTPs fiir die DNA-
Strangentwindung nutzen. Das gleiche qualitative Ergebnis erhdlt man auch bei Untersuchung

der NTPase-Funktionen (Daten nicht gezeigt).

4.7.5. Direktionalitiit

Die Direktionalitét ist ein wichtiges Charakteristikum von Helikasen. Sie wird in der Regel
entweder mit Plasmid- oder mit Oligonukleotid-basierten Substraten bestimmt. Fiir AtRECQ2
konnte die 3’ nach 5 Direktionalitit erfolgreich mit einem 23 Basenpaar-Oligonukleotid-

Substrat gezeigt werden (Abbildung 26).

ba ba b=5>—> 3’ a=3’>—> 5> Abbildung 26: Direktionalitit
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Migration an. Die Substrate
wurden mit den angegebenen Enzymmengen fiir 20 min inkubiert. A bezeichnet hitzedenaturierte Proben. Nach
der Reaktion wurden die Proben auf einem 12 % TBE-PAGE-Gel aufgetrennt und das Ergebnis per
Autoradiographie visualisiert.

AtRECQ3 setzte dieses Substrat nicht um. Daher wurde ein weiteres Direktionalitdtssubstrat

mit kiirzerem Doppelstrangbereich getestet (Abbildung 27).

AtRECQ2 AtRECQ3
ab ab a=3>5b=5—->3 ab ab a=3>5b=5->3
AtRECQ (nM) - - - 5251306 5251306 - - - 5251306 5251306
AtRECQ-KxxxM (nM) 24 _ . 5. _ __s._.. .. AN sl L5 .
a L5 nt oder A5t b
3" 26nt 5S¢ 3 46nt 5¢ | _s = s v aw s » T E L L B E R
Lrd Y a® 4 cesee e® « ssees

Abbildung 27: Direktionalitit von AtRECQ2 und AtRECQ3 — 15 bp-Substrat.

Die zur Bestimmung der Direktionalitit verwendeten Substrate a und b sind links schematisiert. Die Pfeile geben
die Hohe der Substrate (oben) bzw. Produkte (unten) nach Migration an. Die Substrate wurden mit den
angegebenen Enzymmengen fiir 20 min inkubiert. AtRECQ-KxxxM steht fiir AtRECQ2-K117M bzw.
AtRECQ3-K64M. A bezeichnet hitzedenaturierte Proben. Nach der Reaktion wurden die Proben auf einem 12 %
TBE-PAGE-Gel aufgetrennt und das Ergebnis per Autoradiographie visualisiert. In der Reaktion war 4,5 mM
MgCl,und 1,8 mM ATP (freie Magnesiumkonzentration ca. 2,7 mM).

Mit diesem Substrat war auch fiir AtRECQ3 die Direktionalitdt der Helikase bestimmbar. Bei

beiden untersuchten Helikasen handelt es sich um 3’— 5’ Helikasen.
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4.8. Einfluss der Linge des Duplexbereichs auf die Entwindung

Nach den in Abschnitt 4.7.5 gezeigten Ergebnissen stellt sich die Frage, wie sich die Lénge
des Duplexbereichs konkret auf die Entwindungsfiahigkeit von AtRECQ2 und AtRECQ3
auswirkt. Daher wurde der Umsatz verschieden langer Duplexe (15 bis 23 bp) unter

Standardbedingungen analysiert (Abbildung 28).

A B
37 46nt ¥ ‘63 46nt > ‘@3 46 nt 573" 46nt >
x= 1517192123 71517192123 ~ 1517192123 1517192123 100
e B [ AtRECQ2
O B 80 Q
B AtRECQ3
x nt N60 T
S Font 5 Z
— 40
37 nt =
<50
: L
e ~ 2 0+ T T T |—I—|T T
i s
23 45678010 11231415161718192021222324 5 17 19 21 23 MI3
hitze- ohne AtRECQ2 AtRECQ3 xnt
denaturiert Enzym 3 Z6nt >

Abbildung 28: Einfluss der Linge des Duplexbereichs auf die Entwindungsaktivitit von AtRECQ2 und
AtRECQ3.

5 nM AtRECQ2 bzw. 5 nM AtRECQ3 wurden mit den jeweilig symbolisierten Substraten 20 min bei 37 °C
unter Standardbedingungen inkubiert und die Reaktionsprodukte durch native Gelelektrophorese aufgetrennt.
Als Kontrolle wurde das M13-basierte Substrat mit 17 bp und je 10 nt 3’und 5’ Uberhang verwendet.

A, zeigt eine Zusammenstellung der entsprechenden Autoradiogramme.

B, Das Experiment wurde drei weitere Male mit neu hergestellten Substraten wiederholt und die Umsétze
quantifiziert. Die Mittelwerte und Standardabweichungen sind angegeben.

Die Zusammensetzung der Duplexbereiche ist in Tabelle 9 wiedergegeben.

Tabelle 9: Zusammensetzung der Duplexbereiche der 3’ Uberhangssubstrate (3° US) und dem M13-
basierten Standardsubstrat (M13-PD) (A und T- vs. G und C-Gehalt)

15bp-3°US | 17bp-3"US | 19bp-3"US | 21bp-3"US | 23bp-3’US M13-PD

A/T G/C A/T G/C A/T G/C A/T G/C A/T G/C A/T G/C

4 11 5 12 6 13 7 14 9 14 8 9

Es ist deutlich zu erkennen, dass die 3> Uberhangssubstrate mit zunehmender Linge des
Duplexbereichs schlechter umgesetzt werden konnen. Wohingegen fiir AtRECQ2 fiir Duplexe
bis zu einer Lange von 23 bp ein Umsatz messbar ist, ist dies fiir AtRECQ3 nur mit 15 bp
und 17 bp-Duplexen mdglich. Im Gegensatz dazu wird das M13-basierte Substrat von beiden

Enzymen in etwa gleich gut umgesetzt.
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4.9. Einfluss der freien Magnesiumionen-Konzentration auf die
Strangentwindungsaktivitit

Wie im Abschnitt 4.7.5 erwédhnt, wurde das fiir Abbildung 26 verwendete Substrat, unter den
gewidhlten Bedingungen, nur von AtRECQ2, aber nicht von AtRECQ3 umgesetzt. Diese
Bedingungen entsprachen denen, die im Methoden-Teil als Standardbedingungen
beschriebenen sind. In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass fiir den Umsatz
verschiedener DNA-Strukturen durch AtRECQ2 und AtRECQ3 unterschiedliche
Konzentrationen an freien Magnesium-Ionen optimal sind. Um zu zeigen, dass der Umsatz im
Wesentlichen von der freien Magnesium-Konzentration und nicht von der (Absolut)-Mg**-
Konzentration oder dem Verhiltnis von Mg”™ zu ATP abhingt, wurde der gleiche

experimentelle Datensatz auf verschiedene Weisen dargestellt (Abbildung 29).

A B C
y12 N 12 ] s 1,2J -
2 1 g L s 514 ~ 0,54 mM ATP AtREQ2
0.8 0.8 gDNAl | E g = 1,8 mM ATP AtRECQ2

ok 2 06 W 2 R 3 mM ATP AtRECQ2
=Y £ . S B - —*~_ 0,54 mM ATP AtRECQ3
é 0,4 , » .8 047 ——— é 0.4 ’Q%_\\w+1,gmMATP AtRECQ3
Eo2 ——a—o— E 02 ? —=—=—3 £ 024 3 mM ATP A(RECQ3
g 0+ rT T T T T T T (S| 0 ——F—T—T"T——T—T—T T = 0 T T T T |

012345678910 0246 81012141618 o 1 2 3 4 5

Mg2*: ATP-Verhiltnis Mg2* Konzentration [mM]  freie Mg2*+ Konzentration [mM]

Abbildung 29: Verschiedene Darstellungen des Umsatzes eines M13-basierten partiellen Duplexsubstrats
bei verschiedenen ATP und Mg*"-Konzentrationen.

Die Strangentwindung des schematisierten M13-basierten Substrats durch AtRECQ2 und AtRECQ3 wurde bei
drei verschiedenen ATP-Konzentrationen in Abhingigkeit der Magnesiumkonzentration getestet. Die Umsétze
wurden auf den Umsatz bei einem Mg®":ATP-Verhiltnis von 1:1 normiert.

A, Darstellung der Ergebnisse in Abhéngigkeit des Mg”* zu ATP-Verhiltnisses

B, Darstellung der Ergebnisse in Abhingigkeit der zugegebenen Mg**-Konzentration

C, Darstellung der Ergebnisse in Abhingigkeit der freien Mg®-Konzentration Die freien Magnesiumionen-
Konzentrationen fiir alle Mg*" und ATP-Kombinationen wurden mit WEBMAXCLITE v1.15 mit den Angaben
37°C, pH 8,0 und 0,06 N Ionenstérke berechnet. Es ist nur ein Ausschnitt dargestellt.

Wihrend die Kurven bei der Darstellung des Umsatzes als Funktion des Mg*" zu ATP-
Verhiltnisses (fiir die unterschiedlichen ATP-Konzentrationen) am stérksten streuen, fallen
sie bei der Betrachtung der freien Magnesium-Ionen-Konzentration am besten zusammen. Bei
dieser Darstellung zeigt sich deutlich, dass der Umsatz des M13-basierten Substrats mit
zunehmender freier Magnesiumkonzentration abnimmt.

Dieses Ergebnis wurde zum einen mit verschiedenen M13mp18 ssDNA Chargen und zum
anderen mit einem weiteren M13-basierten Substrat (17 Basenpaar-Duplexbereich ohne 3’
und 5> Uberhang) bestitigt (mehrfache Wiederholungen).

Auch der Umsatz anderer Substrate bei verschiedenen Magnesium-Konzentrationen wurde

getestet (Abbildung 30). Zundchst wurden verschiedene partielle Duplexe getestet. Das
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Ergebnis ist exemplarisch in Abbildung 30 A dargestellt. Da AtRECQ2 das Substrat sehr gut
umsetzen konnte, war kein Optimum zu erkennen. Fiir AtRECQ3 ist deutlich zu erkennen,
dass fiir den Umsatz dieses partiellen Duplexsubstrats eine freie Magnesiumkonzentration von
etwa 3 bis 5 mM optimal ist (Abbildung 30 A). Dieses Ergebnis wurde mit dhnlichen
Substraten mit anderen Sequenzkontexten bestiitigt (zum einen andere Uberhangssequenz,
zum anderen ein vollstindig neu entworfenes Substrat). AtRECQ2 zeigte beim Umsatz eines
partiellen Duplexsubstrats mit 20 bp und 3’ und 5> Uberhiingen von 13 nt ein #hnliches
Verhalten.

Auch der Umsatz der X12-Holliday-Junction (siche Abschnitt 4.12) wurde bei verschiedenen
Magnesiumkonzentrationen getestet. AtRECQ2 verhidlt sich beim Umsatz der Holliday-
Junction wie beim Umsatz der M13-basierten Substrate: Der Umsatz wird durch hohe freie

Magnesiumkonzentrationen gehemmt (Abbildung 30 B).

A B
100 e 50
e ~ BE 0,54 mMATP) 3 il
80 i 3 46 nt > 8 40 —J
5 I 2 = 1.8 mMATP o3 30 F 1
E 30 = 3mMATP ) = : &
R0 NS — +054mMATP) S 5 \
20 Q X
10 j‘ = 18 mMATP 2 10 W
T ImMATP ) < ([ EEE——
02 4, 06 8 101 0 2 4.6 8 10 12
freic Mg™ -Konzentration freie Mg -Konzentration

Abbildung 30: Abhiingigkeit des Umsatzes verschiedener DNA-Strukturen von der freien Mg*'-
Konzentration.

A, Die Strangentwindung des schematisierten partiellen Duplex-Substrats durch AtRECQ2 und AtRECQ3
wurde bei drei verschiedenen ATP-Konzentrationen in Abhingigkeit der Magnesiumkonzentration getestet.
Dafiir wurde mit 5 nM AtRECQ2 und AtRECQ3 20 min bei 37 °C inkubiert.

B, Die Strangentwindung einer X12-Holliday-Junction durch 5 nM AtRECQ2 wurde mit 1,8 mM ATP bei
verschiedenen Magnesiumkonzentrationen getestet (20 min 37 °C). Dargestellt sind Mittelwerte von
Doppelbestimmungen des Umsatzes zu Spayed Arm Produkt.

4.10. Anforderungen an den 3’ Uberhang bei einem partiellen Duplex

Nach der Erkenntnis, dass AtRECQ2 und AtRECQ3 partielle Duplexbereiche unterschiedlich
gut entwinden konnen (Kapitel 4.8), stellt sich die Frage, ob sich dieses Ergebnis auf
unterschiedliche Anforderungen an die Linge des 3’ Uberhangs zuriickfiihren l4sst. In diesem
Falle wire verstdndlich, dass das M13-basierte Substrat mit einem quasi unendlichen 3’
Uberhang durch beide Enzyme Zhnlich gut umgesetzt wird. Die Beantwortung dieser Frage ist
auch deshalb wichtig, da sie unter Umsténden erkldren kann, warum eine bestimmte Helikase
ein bestimmtes Substrat umsetzen kann, ein anderes aber nicht. Wie in Kapitel 4.9 gezeigt, ist

fiir die Analyse von solchen Substraten eine hohere freie Magnesiumkonzentration zutraglich,
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die daher verwendet wurde. Es wurden partielle Duplexe mit 15 bp Duplexbereich und

variablen 3> Uberhangslingen von 0 bis 31 Nukleotiden untersucht (Abbildung 31).

100 [0 AtRECQ2 [ Abbildung 31: Abhingigkeit des Umsatzes eines
80 W AtRECQ3 s partiel!pn Duplex-DNA-Substrats von der Linge

N I des 3> Uberhangs.
s 60 Tt ] 5 nM AtRECQ2 bzw. 5 nM AtRECQ3 wurden bei
g 40 3‘5 xnt > | einer ATP-Konzentration von 1,8 mM und einer
:; MgCl,-Konzentration von 4,5 mM (entspricht ca. 2,7
= 20 — mM freiem Mg2+) mit den verschiedenen 3’
Uberhangssubstraten mit 15 bp Duplexbereich
0 g7 _* moLT inkubiert (20 min 37 °C). Dargestellt ist der
0 3 (5 8 11 (14) 18 23 31 Mittelwert von Triplikaten samt Standardabweichung

Anzahl der Nukleotide des 3> Uberhangs ~ nach erfolgter ~Quantifizierung des Umsatzes.
Mindestldngen sind umkreist.

AtRECQ2 benétigt etwa einen 3> Uberhang von 5 Nukleotiden, um den 15 bp-Duplexbereich
zu entwinden. Zunéchst nimmt der Umsatz mit zunechmender Linge des 3° Uberhangs zu. Bei
einer Verlidngerung des 3> Uberhangs iiber 18 bis 23 Nukleotide hinaus kann kein Unterschied
gemessen werden. Wohingegen diese Tendenz auch fiir AtRECQ3 zu erkennen ist, braucht
AtRECQ3 einen 3> Uberhang von etwa 14 Nukleotiden fiir den 15 bp-Bereich signifikant zu
entwinden und auch mit einem 3> Uberhang von 31 Nukleotiden ist noch kein Plateau des

Umsatzes erreicht.

4.11. Umsatz verschiedener D-Loop-Strukturen

Da RecQ-Helikasen die Genomstabilitit gewihrleisten, ist die Analyse des Umsatzes
rekombinogener Strukturen besonders interessant. Hier wurde untersucht, ob AtRECQ2 und
AtRECQ3 in der Lage sind, den eindringenden Strang eines D-Loops (von Displacement-
Loops) herauszulosen (Melting). Dazu wurden drei kiinstlich hergestellte D-Loops mit
folgenden Unterschieden untersucht: Eindringender Strang ohne Uberhinge, eindringender
Strang mit einem 3’ Schwanz/Uberhang und ein eindringender Strang mit einem 5’
Schwanz/Uberhang. AuBerdem wurde der Umsatz an der zu Grunde liegenden Bubble-
Struktur analysiert. Zunédchst wurde der eindringende Strang markiert und der Umsatz sowohl
als Funktion der Enzymkonzentration (Abbildung 32), als auch der Zeit (Abbildung 33),
analysiert.

Wie in den mit ,,-“ gekennzeichneten Spuren in Abbildung 32 erkennbar, sind die fiir diese
Experimente verwendeten Substrate nicht alle im gleichen Maf3e intakt, sondern, nach der
Gelextraktion bzw. am Ende der Inkubationszeit, zum Teil wieder in die aufbauenden
Oligonukleotide zerfallen (Tabelle 10). Dennoch ist der Umsatz der D-Loop-Strukturen
eindeutig erkennbar. Die Bubble-Struktur wird nur von AtRECQ?2 signifikant umgesetzt.
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Abbildung 32: Umsatz von verschiedenen D-Loop-Strukturen (mit Markierung des eindringenden
Strangs) und einer Bubble-Struktur in Abhéngigkeit der AtRECQ2 bzw. AtRECQ3 Konzentration.
Verschiedene Konzentrationen von AtRECQ2 (7 nM, 3,5 nM, 1,8 nM, 0,9 nM und 0,44 nM) und 10 nM
AtRECQ2-K117M bzw. AtRECQ3 (22 nM, 11 nM, 6,5 nM, 3,3 nM und 1,4 nM) und ca. 4 nM AtRECQ3-
K64M wurden unter Standardbedingungen fiir 30 min mit verschiedenen DNA-Strukturen inkubiert. Die
verschiedenen Substrate sind iiber den jeweiligen Autoradiographien schematisch dargestellt. Fiir die mit —
markierten Spuren wurde das Substrat ohne Enzym inkubiert. Nach nativer 10 % TBE-PAGE wurden die Gele
mit Hilfe des Phosphorimagers ausgewertet. Im Falle von AtRECQ2 sind Abbildungen gezeigt, fiir welche die
Gele getrocknet und auf einem Phosphorscreen exponiert wurden. Fiir die mit A gekennzeichneten Spuren wurde
das Substrat hitzedenaturiert, I sind die jeweiligen Intermedidrstrukturen.

A, Bubble —Struktur; B, D-Loop ohne Uberhang C, D-Loop mit 5 Uberhang und D, D-Loop mit 3> Uberhang.
Fir Abbildungsteili E wurden die Umsédtze von mindestens drei Experimenten gemittelt und samt
Standardabweichungen dargestellt.
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Abbildung 33: AtRECQ2 bzw.
AtRECQ3 katalysierter
Umsatz verschiedener D-Loop
Strukturen mit markierten
eindringenden Stringen und
einer Bubble-Struktur als
Funktion der Zeit.

Es wurden 5 nM AtRECQ2 und
11 nM AtRECQ3 mit den
verschiedenen DNA-Substraten
inkubiert, die schematisch in der
Legende symbolisiert sind. Zu
den jeweiligen Zeitpunkten

wurde den Reaktionen ein
Probenaliquot entnommen. Die

Auswertung erfolgte mit Hilfe
—— - — > AtRECQ2 des  Phosphorimagers  nach

nativer TBE-PAGE. Dargestellt
sind Mittelwerte aus drei
Experimenten mit

- - - > AtRECQ3

Standardabweichung.

Die theoretisch denkbaren weiteren Produkte aus dem eindringenden Strang und einem
Bubble-Strang (I in Abbildung 32) fielen quantitativ nicht ins Gewicht und wurden daher
auch nicht quantifiziert. Die in Abbildung 32 gezeigten Daten werden durch die Daten der
Zeitkinetik Abbildung 33 im Wesentlichen bestdtigt. Bei hohen Enzymkonzentrationen ist fiir
AtRECQ2 kein Unterschied im endgiiltigen Umsatz der verschiedenen D-Loop-Strukturen zu
sehen. Der D-Loop mit einem eindringenden Strang ohne Uberhiinge scheint langsamer
umgesetzt zu werden. Um diesen moglichen Unterschied genauer zu analysieren, wurden die
Zeitkinetikexperimente im direkten Vergleich der Substrate untereinander mit ca. 1 nM
AtRECQ2 wiederholt und es zeigte sich, dass die unterschiedlichen eingedrungenen Stringe
durch AtRECQ2 ohne signifikanten Unterschied herausgelost werden. AtRECQ3 hingegen,
kann den Daten dieser Experimente zu Folge, einen eindringenden Strang besser aus dem D-
Loop herauslosen, falls dieser Strang einen Uberhang besitzt (3° oder 5°).

Der zeitabhidngige Umsatz wurde mit neu préparierten D-Loops mit anderer Markierung (aber
gleichem Sequenzkontext) wiederholt. Diesmal wurde ein Strang der zugrunde liegenden
Bubble-Struktur markiert. Dies ermdglicht eine Analyse, ob das Vorhandensein eines
eindringenden Strangs einen Einfluss auf den Umsatz der iibrigen Bubble-Struktur hat
(schematische Darstellung der Substrate und analysierter Reaktionsprodukte siche Abbildung
34). AuBBerdem bestand die Hoffnung, dass die Substrate eine dhnliche Qualitét hinsichtlich
ihrer Intaktheit haben (Tabelle 10). Durch die Verwendung eines Markierungsansatzes zur
Herstellung aller Substrate, war aulerdem die spezifische Aktivitdt der Proben gleich, so dass
Unterschiede durch Fehler in der Bestimmung der spezifischen Aktivitit der markierten

DNA-Substrate ausgeschlossen werden kénnen.
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Abbildung 34: AtRECQ2 bzw. AtRECQ3 katalysierter Umsatz verschiedener D-Loop-Strukturen und
einer Bubble-Struktur mit Markierung der Bubble-Struktur als Funktion der Zeit.
Es wurden 1,8 nM AtRECQ2 und 11 nM AtRECQ3 mit den verschiedenen DNA-Substraten inkubiert, die in der
Mitte schematisch dargestellt sind. Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurde den Reaktionen ein Probenaliquot
entnommen. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Phosphorimagers nach nativer TBE-PAGE. Die
quantifizierten Produkte Bubble oder Einzelstrang (siehe rechts fiir Zuordnung der Symbole der Diagramme und
Erkldrung der Reaktionen) waren die Hauptprodukte. Auch hier wurden kaum die in Abbildung 32 als I
gekennzeichneten denkbaren Produkte gebildet. Diese sind daher weder in der schematischen Darstellung rechts
noch in der Quantifizierung beriicksichtigt. Es wurden fiir jedes Substrat parallele Reaktionen ohne Enzym
durchgefiihrt. Vergleichbar wie in Abbildung 32 (sieche auch Tabelle 10) waren auch in den Reaktionen ohne
Enzym den Enzymprodukten entsprechende Spezies zu sehen. Fiir die Diagramme wurde die relative Menge
dieser Spezies daher fiir die Reaktionen mit und ohne Enzym bestimmt (wie in allen anderen Experimenten
auch) und fiir die Bestimmung der enzymkatalysierten Ablosung von einander abgezogen (bei allen anderen
bisher gezeigten Experimenten erfolgte anschlieBfend die Berechnung des Umsatzes wie im Material und
Methoden-Teil beschrieben). Dargestellt sind fiir AtRECQ2 Mittelwerte aus finf Experimenten, drei fiir
AtRECQ3, mit Standardabweichung.

Ergebnisse mit diesem Substrat zeigen, dass die dem D-Loop zugrunde liegende Bubble-
Struktur durch den eingedrungenen Strang nicht signifikant besser oder schlechter umgesetzt
wird, als der Bubble alleine. Diese Aussage gilt v.a. fiir AtRECQ2; hier wird der Bubble
eindeutig umgesetzt. Der Umsatz des Bubbles durch AtRECQ3 ist am Rande der
Nachweisgrenze.

Fiir AtRECQ2 bestitigen die Ergebnisse mit den D-Loop-Strukturen mit Markierung des
Bubbles, die Ergebnisse mit den D-Loop-Strukturen mit Markierung des eindringenden
Strangs: Der eingedrungene Strang wird im Wesentlichen gleich effizient herausgeldst, ob er
einen 3’ Uberhang, einen 5’ Uberhang oder keinen Uberhang hat.

Fir AtRECQ3 stellt sich die Situation etwas anders dar. Wohingegen in Abbildung 32
(getestet fiir 11 nM AtRECQ3) und Abbildung 33 (getestet fiir 30 min Zeitwert) ein statistisch

signifikanter Umsatzunterschied zwischen D-Loops mit und ohne Uberhang des
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eindringenden Strangs zu erkennen war, ist dieser Unterschied in Abbildung 34 (getestet fiir
30 min Zeitwert) nicht statistisch signifikant. Dies ist im Wesentlichen auf die hohen
Standardabweichungen zuriickzufiihren. In jeder experimentellen Reihe war der Umsatz der
D-Loop-Struktur mit eindringendem Strang ohne Uberhang niedriger als fiir die anderen
beiden D-Loop-Strukturen.

Nimmt man alle Daten zusammen, kann man folgendes mit Sicherheit sagen: Sowohl
AtRECQ?2 als auch AtRECQ3 konnen eingedrungene Striange aus D-Loops herauslosen. Dies
ist mdglich mit eingedrungenen Stringen mit 3°, 5> und ohne Uberhang. Zusitzlich wurde
gezeigt, dass AtRECQ2 die zu Grunde liegende Bubble-Struktur auflosen kann.

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente legen den Schluss nahe, dass
AtRECQ?2 alle getesteten eingedrungenen Stringe der D-Loops dhnlich gut herausldsen kann.
Zusitzliche Experimente sind fiir eine solche Aussage iiber AtRECQ3 notwendig. Es wére

wiinschenswert, dass alle D-Loops hierfiir &hnlich intakt aufgereinigt werden.

Tabelle 10: Qualitit der verwendeten D-Loop-Strukturen in dieser Arbeit (bezogen auf Intaktheit zu
Beginn und am Ende der Inkubationszeit im Ansatz ohne Enzym)

Die Substrate in Teil A lagen der Abbildung 32 und der Abbildung 33 zu Grunde. Die Substrate in Teil B lagen
der Abbildung 34 zu Grunde. Die Mittelwerte der Ergebnisse der relativen Quantifizierung des intakten Substrats
und der Zerfallsprodukte zu Beginn und am Ende der Inkubationszeit von einer Stunde sind angegeben

A Markierung Substrat Bubble Einzelstrang

t=0 min t=60 min | t=0 min | t=60 min | t=0 min t=60 min
Bubble Bubble-Strang 94,5 % 83,5 % 5,4 % 16,5 %
Ohne Uberhang | Eindringender Strang 54,0% | 45,0 % | Nicht erkennbar, 46,0 % | 55,0%
5> Uberhang Eindringender Strang 68,8% | 57,0% | danicht markiert 31,2% | 43,0%
3’ Uberhang Eindringender Strang 89,6 % 62,0 % 10,4 % | 38,0 %
B Markierung Substrat Bubble Einzelstrang

t=0 min t=60 min | t=0 min t=60 min | t=0 min t=60 min
Bubble Bubble-Strang 95.3% | 82,9 % 4,7 % 17,1 %
Ohne Uberhang | Bubble-Strang 69,7% | 55,8% | 21,6 % 26,4% | 8,7% 17,7 %
5> Uberhang Bubble-Strang 529% | 40,8% | 40,4% 43,6 % | 6,8 % 15,7 %
3’ Uberhang Bubble-Strang 493% | 37,5% | 42,6 % 442 % | 8,1 % 18,3 %

4.12. Umsatz einer partiell mobilen Holliday-Junction

Auch Holliday-Junctions (HJ) sind wichtige Substrate fiir bereits bekannte RecQ-Helikasen.
Daher wurden auch AtRECQ2 und AtRECQ3 auf einen Umsatz von HJs getestet. Hierfiir
wurde eine partiell mobile HJ verwendet, die X12-HJ (Abbildung 35).

Der AtRECQ-vermittelte Umsatz wurde als Funktion der Enzymkonzentration (Abbildung
36) und als Funktion der Zeit (Abbildung 37) analysiert. Es wurde eine niedrige freie
Magnesiumionen-Konzentration verwendet (1,35 mM MgCl, und 1,8 mM ATP), da wie
bereits in Abbildung 30 B gezeigt, diese am besten geeignet ist.
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.S

Abbildung 35: Schematische Darstellung der X12-
HJ.

Der mobile, wechselseitig komplementire Bereich ist
blau gekennzeichnet. Die Grenzstrukturen sind
dargestellt. Die Lénge der Duplexbereiche sind
angegeben, sowie der mit *’P-markierte Strang mit
einem griinen * gekennzeichnet.
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Wie Abbildung 36 zeigt, ist das Hauptprodukt von AtRECQ2 Splayed Arm. Es entsteht keine
3-Wege-Struktur und wenig Einzelstrang DNA. Der Umsatz ist abhingig von ATP und der
eingesetzten Enzymkonzentration. AtRECQ2-K117M kann die HJ nicht umsetzen.
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Abbildung 36: Umsatz der X12-HJ durch AtRECQ2 in Abhéngigkeit der Enzymkonzentration.

Die angegebenen AtRECQ2-Konzentrationen, bzw. AtRECQ2-K117M fiir Spur 2 und kein Enzym fiir Spur 9,
wurden fiir 1 h mit der X12-HJ inkubiert. Die Positionen moglicher Produkte sind in A mit Hilfe des Markers in
Spur 1 markiert. Die Produkte wurden mit nativer 10 % TBE-PAGE aufgetrennt und mit Hilfe des
Phosphorimagers quantifiziert. A zeigt das Autoradiogramm nach Trocknen des Gels und Exposition auf einem
Phosphorscreen. Fiir Spur 3 wurde ohne ATP inkubiert. Fiir B wurden die Daten aus drei Experimenten gemittelt
und der Umsatz zu Splayed Arm samt Standardabweichung dargestellt.
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Die Ergebnisse der Zeitkinetik mit dem X12-HJ-Substrat (Abbildung 37) zeigen, dass die
AtRECQ2-Aktivitdit im Laufe der Zeit abnimmt. Dennoch nehmen die Produkte iiber das

gesamte getestete Zeitfenster von 90 min zu. Andere Zeitkinetikexperimente mit z.T. weniger

Enzym und unterschiedlichen Substratmengen =zeigten ebenso Splayed Arm als das

Hauptprodukt, und dass nach 1 h Inkubation die Produktmenge nicht deutlich weiter

zunimmt.

70
60
50
40
30
20
10

% entstandenes Produkt

Abbildung 37: Umsatz der X12-
HJ durch AtRECQ?2 als Funktion
der Zeit.

7 nM AtRECQ2 wurde mit der
X12-HJ  inkubiert. Zu den
jeweiligen Zeitpunkten wurde den
Reaktionen ein  Probenaliquot
entnommen. Die  Auswertung
erfolgte mit Hilfe des
Phosphorimagers nach nativer 10 %
TBE-PAGE. Der Umsatz zu
Splayed Arm oder Einzelstrang-
DNA wurde quantifiziert.

Dargestellt sind die Mittelwerte von drei Experimenten sowie die dazugehdrigen Standardabweichungen.

Auch AtRECQ3 wurde auf den Umsatz der X12-HJ getestet. Allerdings kann AtRECQ3 die

X12-HJ nicht umsetzen (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Inkubation von
AtRECQ3 mit der X12-HJ.

Verschiedene Mengen AtRECQ2,
AtRECQ3, AtRECQ3-K64M bzw.
kein Enzym (siehe angegebene
Konzentrationen) wurden mit 450
pM M13-basiertem Substrat (Spuren
1-7) bzw. 150 pM der XI12-HJ
(Spuren 9-16) 1h bei 37°C
inkubiert. Von den M13-Substrat-
Reaktionen wurde im Vergleich zu
den HIJ-Reaktionen ein Drittel des
Volumens geladen. Zu sehen ist das
Autoradiogramm eines 10 % TBE-
PAGE-Gels nach nativer Gel-
elektrophorese,  Trocknen  und
Exposition auf einem Phosphor-
screen. Die DNA-Strukturen sind am
Rand schematisch dargestellt.

Zwar entsteht beim Einsatz von einer hohen Enzymkonzentration eine sehr geringe Menge

Splayed Arm Produkt, allerdings ist dies auch in der Negativkontrolle AtRECQ3-K64M zu

beobachten (siehe Spuren 15 und 16 in Abbildung 38). Die optimalen Mg®" Bedingungen
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waren hierfir dhnlich wie bei AtRECQ2. Die grundsitzliche Funktionsfihigkeit von
AtRECQ3 wurde durch parallel durchgefiihrte Reaktionen mit M13-basiertem Substrat (mit
3> und 5° Uberhang) gezeigt (Abbildung 38 Spuren 4-7). Gleichzeitig wurde gezeigt, dass
AtRECQ2 die HJ umsetzen konnte (Abbildung 38 Spuren 10 & 11).

4.13. Umsatz einer Modell-Replikationsgabel

Fiir diese Arbeit wurde eine spezielle, aus Oligonukleotiden aufgebaute, Replikationsgabel

verwendet, die eine sogenannte Regression ermoglicht (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Schema der verwendeten Replikationsgabel und mogliche Reaktionen.

A, Der Aufbau der Replikationsgabel ist gezeigt. Komplementire Bereiche sind in dhnlichen Farben gezeichnet:
d.h. die dunkelgriin markierte Sequenz ist komplementdr zur Hellgriinen und die Rote zur Orange-farbenen.
Dieses Design bedeutet gleichzeitig, dass die langen ,,parentalen Stringe* zueinander komplementér sind, bis auf
die Heterologie durch die fiinf, blau markierten, Nukleotide. Ebenso sind die kurzen ,,Tochterstringe*
zueinander komplementir. Die Markierungen mit **P sind durch ein * symbolisiert.

B, Die in A ausgefiihrte Replikationsgabel ist in (1) gezeigt. Die Pfeilspitzen markieren die 3’-Enden der
Oligonukleotide. Durch die Homologien ist es moglich, dass es zu einer Riickfaltung — Regression — der
Replikationsgabel kommt. Die korrespondierende, in (2) gezeigte, Holliday-Junction wird als Chicken-Foot
bezeichnet. Der blau markierte Heterologiebereich verhindert, dass dieser Prozess spontan stattfindet. Dieser
Schritt muss enzymatisch katalysiert werden. Weiterfilhrende Branch Migration fithrt zur Entstehung von
parentalem Duplex und Tochterduplex (3). Ein weiterer, alternativer Umsatzweg ist dargestellt: die
Vorwirtsentwindung. Hierbei entstehen gemischte Duplexe aus einem parentalen Strang und einem
Tochterstrang (4), die dann u.U. weiter aufgeldst werden kdnnen z.B. in die in (5) gezeigten Produkte durch eine
3’-5’-Helikase. Weiterhin ist es natiirlich mdglich (6), dass einfach nur ein Tochterstrang-Arm durch die Aktion
einer Helikase abgelost wird und eine 3-armige Struktur iibrig bleibt, hier eingezeichnet fiir eine 3’-5" Helikase.
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EcRECQ (nM) - - - - - -0.1 Abbildung 40: Replikationsgabel-Regression durch
AtRECQ2 (nM) - 7 7 351.8 - -  AtRECQ2.

Verschiedenen AtRECQ2-Konzentrationen und 0,1 nM
EcRECQ wurden mit 100 pM der Replikationsgabel 20 min
bei 37 °C inkubiert. Die Replikationsgabel wurde in
Abbildung 39 nidher erldutert. In der Reaktion war 1,8 mM
MgCl, und 1,8 mM ATP, was einer freien Mg2+-
Konzentration von etwa 0,24 mM entspricht. Das
Autoradiogramm eines 8 % TBE-Polyacrylamid-Gels nach
einer nativen Gelelektrophorese ist gezeigt. Anhand hier
nicht gezeigten Markerspuren konnten die verschiedenen
Molekiilspezies zugeordnet werden (links).

Fir die Regression ist das Auftreten von Tochterduplex (27/27) -charakteristisch.
Selbstverstindlich entsteht dabei auch parentaler Duplex (70/70). In Abbildung 40 sind die
Reaktionsprodukte von AtRECQ2 und EcCRECQ zu sehen. In den beiden Spuren ohne Enzym
ist zu erkennen, dass die Replikationsgabel-Préparation nach Inkubation zu geringen Teilen
auch andere Strukturen enthélt. Es ist dennoch deutlich, dass AtRECQ2 Tochter- und
Parentalen Duplex bilden kann, folglich die Replikationsgabel-Regression katalysiert. Es
entstehen wenig andere Produkte. Je mehr Enzym eingesetzt wurde, desto mehr
Replikationsgabel-Regression konnte beobachtet werden.

EcRECQ hingegen produziert vor allem gemischte Duplexe aus einem parentalen Strang und
einem Tochterstrang (70/27), charakteristisch fir die Vorwértsentwindung der
Replikationsgabel. Auch weitergehende Produkte wie Einzelstringe wurden von EcRECQ
gebildet (siehe auch Abbildung 39 B).

Auch der Umsatz dieser Replikationsgabel durch AtRECQ3 wurde untersucht, war zunachst
jedoch am Rande der Nachweisgrenze. Da der Einfluss der freien Magnesium-lonen-
Konzentration auf den Absolutumsatz bereits fiir andere Substrate gezeigt wurde (Kapitel
4.9), wurde dieser auch hier analysiert. Dies geschah vergleichend mit AtRECQ2 und
AtRECQ3, wobei fiir AtRECQ3 zwei verschiedenen AtRECQ3-Chargen und zusitzlich die
Negativkontrolle AtRECQ3-K64M getestet wurden (Abbildung 41 A und B).
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Abbildung 41: Vergleich des Umsatzes der Replikationsgabel durch AtRECQ2 und AtRECQ3.

A, Einfluss der freien Mg®*-Konzentration auf den Umsatz der Modell-Replikationsgabel. Gezeigt ist eine
Zusammenstellung von Autoradiogramm-Ausschnitten eines Experiments: Zwei AtRECQ3 Chargen (a und b)
(22 bzw. 35 nM), AtRECQ3-K64M (35 nM) und AtRECQ2 (7 nM) wurden bei verschiedenen MgCl,-
Konzentrationen mit 100 pM Replikationsgabel 20 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktionen wurden per 8 %
nativer TBE-PAGE aufgetrennt. Dabei wurde zum Vergleich Inkubationsreaktionen ohne Enzym zwischen die
beiden Enzyme geladen. Die Migrationshdhen moglichen Molekiilspezies sind links eingezeichnet.

B, Die rechts dargestellten Produkte ,,Parentaler Duplex (70/70)* (Dreieck) und ,,Einzelstrang (27)* (Quadrat)
aus dem in A dargestellten Experiment wurden fiir AtRECQ2 (lila) und eine AtRECQ3-Charge (b) (griin)
quantifiziert und in Abhingigkeit der freien Mg**-Konzentration dargestellt.

C, Das Experiment wurde mit 9 mM MgCl, und 1,8 mM ATP (freie Mg>+-Konzentration 7,21 mM) mit
verschiedenen AtRECQ3- (Sdulengruppen 1-4), AtRECQ3-K64M- (Sdulengruppen 5 & 6) und AtRECQ2-
(Séulengruppen 7 & 8) Chargen wiederholt. Jede Reaktion wurde dreimal durchgefiihrt, Inkubationen ohne
Enzym (Sdulengruppe 9) sechsmal. Der relative Produktanteil von Parentalem Duplex, Tochterduplex und 27-er-
Einzelstrang (siche Legende) wurde bestimmt. Der Mittelwert aus der 6-fach-Bestimmung ohne Enzym wurde
abgezogen. Standardabweichungen sind eingezeichnet. Sdulengruppe 1: 44 nM AtRECQ3 (b); 2: 70 nM
AtRECQ3 (a); 3: 30 nM AtRECQ3 (aufgereinigt iiber Kombination aus Ni-IMAC und CAC (c)); 4: 25 nM
AtRECQ3 (Enzympool aufgereinigt iiber Kombination aus Ni-IMAC und CAC (d)); 5: 35 nM AtRECQ3-
K64M; 6: 20 nM AtRECQ3-K64M (aufgereinigt iiber Kombination aus Ni-IMAC und CAC); 7: nM AtRECQ2
(a); 8: nM AtRECQ?2 (b); 9: kein Enzym.
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AtRECQ2 und AtRECQ3 besitzen unterschiedliche Mg*"-Konzentrations-Optima fiir den

Umsatz der Replikationsgabel und katalysieren die Entstehung unterschiedlicher Produkte.
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Wie bereits gezeigt, ist deutlich, dass AtRECQ2 die Entstehung von Tochterduplex
katalysiert. Ebenso entsteht parentaler Duplex. Auch fiir AtRECQ3 entsteht parentaler
Duplex. Daneben entsteht allerdings hauptsachlich Tocher-Einzelstrang, der durch AtRECQ2
nur teilweise entsteht. Die optimale freie Mg**-Konzentration fiir die Entstehung von sowohl
parentalem Duplex als auch Einzelstrang ist fiir AtRECQ2 ca. 4 mM. Auch fiir AtRECQ3
fallt die optimale freie Mg”"-Konzentration fiir die Entstehung dieser beiden Produkte in etwa
zusammen, liegt allerdings bei ca. 10 mM.

Neben der Tatsache, dass die Enzyme fiir dieses Substrat unterschiedliche Optima der freien
Magenesiumionen-Konzentration aufzeigen, ist vor allem auch die unterschiedliche
Produktbildung von hdchstem Interesse. Daher sollte dieses Verhalten mit unterschiedlichen
Enzymchargen bestitigt werden (Abbildung 41 C). Da die Mengen von gemischtem Duplex
und parentalem Einzelstrang sehr gering waren, wurden nur die dargestellten Produkte
quantifiziert. Anhand der Schwankungen in den Reaktionen ohne Enzym ist zu erkennen, dass
die AtRECQ3-K64M-Negativkontrollen die notwendige Reinheit der verwendeten
AtRECQ3-Chargen bestitigen. Alle getesteten AtRECQ3-Chargen, auch solche, die sowohl
tiber Ni-IMAC als auch iiber CAC aufgereinigt wurden, verhalten sich gleich. Neben
parentalem Duplex entsteht etwa zur gleichen Menge 27-er-Einzelstrang. Hier wird deutlich,
dass auch Tochterduplex entsteht, allerdings nicht als ein Hauptprodukt.

Die zweite getestete AtRECQ2-Charge bestitigt ebenso das AtRECQ2-typische Verhalten:
die Entstehung von vor allem parentalem Duplex und Tochterduplex, und nur zu einem
geringeren Teil 27-er-Einzelstrang.

Diese Ergebnisse zeigen, dass sich AtRECQ2 und AtRECQ3 im Umsatz dieses Substrats

fundamental unterschiedlich verhalten.
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5. Diskussion

RecQ-Helikasen leisten einen wichtigen Beitrag zur genomischen Stabilitdt (siehe Kapitel
1.3). Dabei ist auffillig, dass in einfachen Organismen meist weniger RecQ-Homologe zu
finden sind, als in hoher entwickelten Lebewesen. Um die funktionelle Evolution der RecQ-
Helikasen zu verstehen, miissen die jeweiligen Funktionen in verschiedenen Organismen
definiert werden (siehe auch Kapitel 1.4). Obwohl bereits eine Vielzahl von Daten iiber die
RecQ-Helikasen vom Menschen, dem Frosch, dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans, der
Fruchtfliege, von Hefen und von E. coli gewonnen wurden, sind damit noch nicht alle Reiche
des Lebens abgedeckt.

Vor kurzem wurden die ersten biochemischen Daten fiir eine RecQ-dhnliche Helikase der
Archea verdffentlicht (Homologie zum N-Terminus HSRECQ5B) (De Felice et al., 2007). Das
Hell12 Protein aus Sulfolobus solfataricus besitzt keine RecQ-Ct- and HRDC-Doménen,
entwindet gegabelte DNA-Strukturen und solche mit 3’ Uberhang und besitzt eine DNA
Strand-Annealing-Aktivitit.

Aus dem Reich der Pflanzen sind am meisten Informationen iiber die RecQ-Helikasen der
Modellpflanze Arabidopsis thaliana bekannt: In dieser Pflanze konnten sieben RecQ-
Homologe identifiziert werden, die zunichst geordnet nach ihrer Grofe durchnummeriert
wurden (siehe Abbildung 3). Anhand von Sequenzhomologien lassen sich die AtRECQ-
Helikasen und die HsSRECQ-Helikasen einander nicht zuordnen. Daher ist es eine extrem
interessante Fragestellung ob trotzdem funktionelle Homologe identifiziert werden konnen.
Wie bereits in Kapitel 1.5.3 ausgefiihrt, kann man, anhand von genetischen Daten und
nachgewiesenen Interaktionen, eine funktionelle Homologie fir AtRECQ4A und HsBLM
(Hartung et al., 2006; Hartung et al., 2007) sowie fiir den Komplex aus AtRECQ2 und
AtWRNexo mit HsWRN vorschlagen.

In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal pflanzliche RecQ-Helikasen biochemisch analysiert,
ndmlich AtRECQ2 und AtRECQ3. Dies diente vor allem der besseren Zuordnung von
biologischen Funktionen, gerade da keine genetischen Daten fiir diese Helikasen
veroffentlicht sind. Verhalten sie sich, wie bereits beschriebene RecQ-Helikasen? Verstarken
sich die Indizien fiir eine funktionelle Homologie von AtRECQ2 und HsWRN? Kann man
einen Einfluss der Doménenorganisation (AtRECQ2 vs. AtRECQ3) auf die biochemische
Aktivitit erkennen?

Zusitzlich zu den dargestellten Aspekten, ist die Grundlagenforschung an pflanzlichen RecQ-

Helikasen fiir die griine Gentechnologie von entscheidender Bedeutung (siehe Kapitel 1.5.1).
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5.1. Klonierung, Expression und Aufreinigung von AtRECQ2 und
AtRECQ3

In dieser Arbeit konnten zwei AtRECQ-Helikasen in E. coli exprimiert, und deren Helikase-
Aktivitdit nachgewiesen werden. Dies spricht fiir eine funktionelle Faltung der beiden
Proteine. Jedoch ist dies bei einer heterologen Uberexpression von eukaryotischen Proteinen
in Prokaryoten nicht unbedingt zu erwarten. Daher wurde zu Beginn dieser Arbeit parallel die
Expression in einem eukaryotischen Expressionssystem, der Insektenzelllinie Sf9, etabliert.
Da es deutlich einfacher ist, mit optimierten E. coli Expressionsstimmen zu arbeiten, fiel die

endgiiltige Wahl auf dieses System.

5.1.1. Optimierung der Expression

Tatsdchlich war ein Grofteil der Ziel-Proteine in E. coli falsch gefaltet, was sich dadurch
duBerte, dass der Hauptteil des AtRECQ-Proteins in sogenannten ,,Inclusion Bodies*“ vorlag.
In der Regel haben 18sliche Proteine ein hydrophiles AuBeres und hydrophobe Teile kommen
im Proteininneren vor, so dass die Proteine gut im wéssrigen Milieu der Zellen gelost sind.
Bei einer Fehlfaltung kommt es oft dazu, dass hydrophobe Bereiche auen zu liegen kommen,
was der Loslichkeit abtraglich ist. Stattdessen interagieren diese Bereiche z.B. mit den
hydrophoben Bereichen anderer fehlgefalteter Proteine, so dass grofle Agglomerate entstehen,
die ,.,Inclusion Bodies®.

Auch in E. coli hat man aber Moglichkeiten, den Anteil fehlgefalteter Proteine zu reduzieren.
Vielen ist gemein, dass versucht wird die Expression zu verlangsamen. So wurde auch in
dieser Arbeit der Einfluss der Induktorkonzentration getestet. Die Rationale hierfiir folgt:
In dieser Arbeit wurde zur Expression das T7-RNA-Polymerase-Expressionssystem
verwendet. Das bedeutet, dass der Expressionsstamm ein Gen fiir die T7-RNA-Polymerase
trigt und das Zielgen auf dem Plasmid unter Kontrolle des T7-Promotors ist. Damit die
Expression reguliert werden kann, muss die Expression der T7-RNA-Polymerase induziert
werden. Dies ist durch einen Lac-Operator im Promotorbereich des T7-RNA-Polymerasegens
und einer konstitutiven Lacl-Repressor Expression in diesen Expressionstimmen (DE3-
Stimme) gegeben. Die Repression kann von auflen durch Zugabe des Allolaktose-Analogons
IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) aufgehoben werden. (Das verwendete Plasmid
hatte zur besseren Regulation ebenfalls ein Lacl-Gen und AtRECQ stand unter Kontrolle
eines kombinierten T7/LacO Promotors.)

Die Standardinduktormenge fiir die Stdimme BL21(DE3) und BL21Codon Plus(DE3)RIPL ist
I mM IPTG. In dieser Arbeit wurde versucht durch die Verwendung von 0,2 mM IPTG eine
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hohere Ausbeute an 16slichem, korrekt gefaltetem Protein zu erreichen. Dies konnte jedoch
nicht beobachtet werden. Bei speziell hierfiir vorgesehenen Expressionsstimmen hétte diese
IPTG-Reduktion unter Umstinden mehr Erfolg gezeigt. Dennoch ergab sich durch die
Reduktion als Pluspunkt eine Kostenersparnis.

Eine weitere Moglichkeit, die zu einer Verlangsamung der Expression fiihrt, ist eine
Absenkung der Temperatur unter das Wachstumsoptimum von E. coli. Dieser Eingriff
fithrte auch in dieser Arbeit zum Erfolg. AtRECQ3 wurde bei 28 °C exprimiert, AtRECQ?2 bei
21 °C (siehe Kapitel 4.2). Gerade bei einer Erniedrigung der Expressionstemperatur kann die
Expressionszeit eine Rolle spielen, so dass auch diese analysiert und optimiert wurde (siche
Kapitel 4.2). In der Regel wird eine niedrigere Temperatur durch eine ldngere
Wachstumsdauer kompensiert.

Speziell bei der Expression von AtRECQ3 (Experiment fiir AtRECQ2 nicht durchgefiihrt)
konnte gezeigt werden, dass der gesamte Stoffwechsel von E. coli nach der Induktion auf die
Produktion von AtRECQ3 ausgelegt wurde, so dass diese Zellen nicht mehr teilungsfahig
waren. Ein ausreichender Teil dieses Zielproteins befand sich in der 16slichen Fraktion.

Da die Ausbeute an l6slichem Protein bei AtRECQ2 schlechter war, wurde weitergehend
getestet, ob durch osmotischen Stress (durch den Einsatz von Sorbitol (und zusétzlich Betain)
im Medium) wie bei Blackwell und Horgan, 1991 eine Erhohung des Anteils an 16slichem
Zielprotein erzielt werden kann. Kompatible Solute (Osmolyte) in der E. coli Zelle wirken
oft als chemische Chaperone (Oganesyan et al., 2007). Jedoch fiihrte dies bei AtRECQ2 nicht
zu einem hoheren Anteil an richtig gefaltetem Protein. Eine weitere Moglichkeit die Faltung
zu unterstlitzen, wire die Verwendung von E. coli Stimme gewesen, in denen zusétzlich
Chaperon-Proteine exprimiert werden. In dieser Arbeit wurde dies nicht getestet sondern die
doppelte Menge von AtRECQ?2 fiir die Proteinaufreinigung verwendet, als von AtRECQ3.

In dieser Arbeit konnte bei der Expression eine interessante Feststellung gemacht werden, die
sich auch bei den meisten anderen Protein-Expressionen in unserem Labor bewahrheitet:
Entgegen der ,Lehrbuchmeinung®“ kann auf die Antibiotika (speziell Ampicillin oder
Carbenicillin) in der Expressionskultur verzichtet werden, zumindest, falls mit einem Zehntel
des Kulturvolumens angeimpft wird. Bei vielen Expressionen kommt zu der damit
verbundenen reinen Kosten- und Aufwandsersparnis hinzu, dass die Expression sogar
effizienter funktioniert, da die Zellen nicht von aulen geschwicht werden. Dieses Ergebnis
scheint im Verhéltnis von Vorkultur zu Hauptkultur begriindet zu sein. Die Hauptkultur wird
mit einer Vielzahl von Zellen angeimpft, die mit Hilfe von Antibiotika (in der Vorkultur)

selektiert wurden. Bei einer relativ kurzen Expressionszeit wirkt sich der Verlust des Plasmids
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in einigen Zellen kaum auf das Gesamtergebnis aus. Hinzu kommt, dass die B-Lactam-
Antibiotika im Medium sowieso relativ schnell abgebaut werden, v.a. bei ,,Zugabe* (durch
das Uberimpfen) eines GroBteils des Vorkultur-Mediums (mit B-Lactamase).

Es ist bekannt, dass Organismen sich in ihrer sogenannten ,,Codon usage* unterscheiden. Der
degenerierte genetische Code bringt mit sich, dass flir einige Aminosduren verschiedene
Codons ,,zur Auswahl* stehen. Unterschiedliche Organismen haben definierte Vorlieben fiir
bestimmte Codons, was in der Regel mit der Haufigkeit der jeweiligen tRNAs korreliert. Bei
einer heterologen Expression kann es daher zu Engpissen spezifischer (mit Aminosiuren)
beladener tRNAs kommen. Um dies zu vermeiden, kann man entweder bei der Klonierung
gezielt optimierte Codons einbauen, was allerdings mit einem groflen Aufwand verbunden ist,
oder man sorgt dafiir, dass die notwendigen tRNAs im Endorganismus FE. coli in
ausreichender Menge zur Verfligung stehen. Dies wird durch Plasmide mit den
entsprechenden tRNA-Genen erreicht. Der Expressionsstamm BL(21)-CodonPlus(DE3) RIPL
hat z.B. zusétzliche Gene fiir die in E. coli sonst seltenen tRNAs ArgU, ProL, IleY und LeuW
auf zwei weiteren Plasmiden. Dieser Stamm wurde nach einer Analyse der Codon-Usage fiir
AtRECQ2 verwendet. Fiir AtRECQ3 wurden verschiedene Stimme getestet, dabei wurde

kein Unterschied gesehen, und dann der gleiche Stamm verwendet, wie fiir AtRECQ2.

5.1.2. Tags, Aufreinigung & Bedeutung von Konstrukten mit eingefiihrten
Mutationen im Walker A Motiv

Nachdem Bedingungen gefunden wurden, die eine ausreichende Menge an l9slichem RecQ-
Protein gewdhrleisteten, konnte die Aufreinigung optimiert werden. In dieser Arbeit wurden
hierzu das Calmodulinbindepeptid (CBP-Tag) und der HIS-Tag verwendet. Beide erlauben
eine Affinitdtschromatographie, die in der Regel selektiver ist als z.B. eine
Ionenaustauschchromatographie oder eine Gelfiltration.

Bevor kurz auf die beiden Tags eingegangen wird, soll noch dargestellt werden, dass
Expression und Aufreinigung nicht voneinander getrennt betrachtet werden konnen. Zum
einen ist in der Literatur bekannt, dass die Tags einen Einfluss auf die Loslichkeit und auch
die Faltung der jeweiligen Proteine haben kdnnen. Zum anderen ist es evident, dass bei einer
schwachen Expression mehr Kulturvolumen benétigt wird und auBBerdem das Verhéltnis von
Zielprotein zu Kontaminationen niedriger ist, als bei einer hohen Expression. Hinzu kommt,
dass bei einem verstdrkten proteolytischen Abbau oder einem gehduften Vorkommen von
Translationsabbriichen, der Aufwand auf der Reinigungsseite verhéltnismaBig gro3 wird, vor

allem, falls das Zielprotein dazu neigt, Multimere auszubilden.
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Bei der Calmodulin-Affinititschromatographie (CAC), zum ersten Mal von Stofko-Hahn
et al. (1992) durchgefiihrt, interagiert immobilisiertes Calmodulin in der Gegenwart von Ca”"
(was fiir eine ,,korrekte* Faltung der EF-Hand-Motive des Calmodulins nétig ist) mit dem
CBP-Tag, dessen Sequenz vom C-Terminus der Skelettmuskel-Myosin-leichte-Kette-Kinase
abgeleitet ist. Die Elution erfolgt sanft durch den Entzug von Ca®*-Ionen durch den Einsatz
des Chelators EGTA.

Bei der IMAC (Immobilisierte Metallionen Affinititschromatographie) bilden
zweiwertige Metallionen (wie in dieser Arbeit Ni*") und ein Chelator (wie in dieser Arbeit
Imino-di-Essigsédure (IDA)) ein Halbchelat mit freien Koordinationsstellen (bei IDA: drei; bei
NTA (Nitrilo-tri-Essigsdure), einem anderen Chelator: zwei). IDA ist in dieser Arbeit
kovalent iiber einen Polyethylenglycol-Spacer an das Sdulenmaterial Sepharose gebunden.
Der HIS-Tag (in dieser Arbeit aus sechs Histidinen) hat (in seinem nicht protonierten
Zustand) eine Affinitdt zu Ni*" und kann die iibrigen drei Koordinationsstellen des Ni*'
absittigen. Eine Elution kann prinzipiell durch Zugabe eines Chelators wie EDTA, einen pH-
Shift ins Saure (Protonierung der Histidine), oder kompetitiv durch Imidazol, erfolgen.
Letzteres, was auch in dieser Arbeit angewendet wurde, fiihrt zu einer relativ sanften Elution,
ohne Schwermetallionen in der Elutionsfraktion.

Diese beiden Tags sind verhdltnisméBig klein, so dass zu erwarten war, dass die Faltung des
Zielproteins nicht beeinflusst wird. Der CBP-Tag war N-terminal, der HIS-Tag C-terminal
lokalisiert. Durch eine Kombination der beiden Aufreinigungen (Tandem-Affinity-
Purification) war zu erwarten, dass das Zielprotein zur Homogenitdt aufgereinigt werden
kann, und dass auBerdem der Anteil an vollstindigem Protein (N- und C-Termini erhalten)
sehr grof3 ist.

Zusitzlich zu diesen beiden Tags, war in den Konstrukten noch ein Flag-Tag. Dieser Flag-
Tag, aber auch der HIS-Tag konnten in dieser Arbeit erfolgreich fiir immunologische
Detektionen verwendet werden.

Fiir den Fall einer Inhibierung der enzymatischen Aktivitit der Zielproteine durch die Tags
waren in den Konstrukten auch Proteaseschnittstellen vorhanden, durch die die Tags hitten

abgetrennt werden konnen. Dies war jedoch nicht notwendig, so dass darauf verzichtet wurde.

Es gibt verschiedene Methoden, die Reinheit einer Proteinaufreinigung zu bewerten. In der
Regel erfolgt die Bewertung iiber sensitiv (zum Beispiel Silber-) gefirbte SDS-PAGE Gele
nach Méglichkeit verbunden mit einer ,,Uberladung* der entsprechenden Spur. Diese Analyse

fiihrt zu einer Aussage liber die Homogenitit einer Aufreinigungsprobe.
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Gerade aber bei enzymatischen Charakterisierungen ist es wichtig, keine anderen Proteine
mitzureinigen, die ihrerseits einen Einfluss auf das Substrat haben konnten.

Es gibt mehrere Ursachen fiir die Aufreinigung von zusiitzlichen Proteinen. Erstens ist die
Selektivitit des angewandten Aufreinigungsschritts zu betrachten. So erwartet man z.B. von
einer lonenaustauschchromatographie in der Regel eher eine Fraktionierung der
Ausgangsproteine als eine selektive Aufreinigung. Gerade auch bei der Ni-IMAC koénnen
auch Proteine mit Histidinen an ihrer Oberfliche (ohne expliziten HIS-Tag) an das Ni*"
binden. Da diese Bindung weniger stark ist, als die Bindung des HIS-Tags an Ni*', reicht hier
eine geringere Konzentration an Imidazol, um diese Kontaminationen aus der Sdule zu
waschen.

Neben der Interaktion mit dem eigentlichen Affinitdtsmaterial, kann es aber zweitens auch
Interaktionen von Proteinen, die man eigentlich nicht aufreinigen will, mit der Sdulenmatrix,
z.B. der Sepharose, geben. Abhédngig von der Art der Wechselwirkung kann man versuchen,
diese zum Beispiel durch Hochsalzbedingungen oder Detergenzien zu brechen.

Proteine aus dem Wirtsorganimus, die aufgrund einer der beiden letzten Punkte im Eluat zu
finden sind, kann man identifizieren, indem man eine Expression mit dem Vektor ohne Ziel-
ORF durchfiihrt und diesen Rohextrakt aufreinigt. Diese, oft als ,,Mock® bezeichnete,
Kontrolle ist allerdings nicht ausreichend.

Neben der Interaktion mit dem Affinitits- oder dem Sdulenmaterial, konnten Wirtsproteine
direkt oder indirekt mit dem Zielprotein wechselwirken und auf diese Weise mitaufgereinigt
werden. Die Wahrscheinlichkeit einer direkten Interaktion ist dabei vermutlich von der Art
des Proteins abhingig. Bei einem hoch konservierten System ist es denkbar, dass auch
homologe Interaktionspartner im Wirtsorganismus vorhanden sind, und sich die
Interaktionsbereiche der homologen Proteine ausreichend dhneln. Zusitzlich ist es mdglich,
tiber direkte Interaktion unvollstindige Stiicke des Zielproteins aufzureinigen, falls
Multimerisierungsdomanen/bereiche vorhanden sind.

Gerade aber bei Enzymen, die im DNA-Metabolismus beteiligt sind, ist auch eine indirekte
Interaktion denkbar. Wenn z.B. die RecQ-Helikasen einerseits iiber ihren Tag an die
Affinititsmatrix binden, andererseits aber DNA gebunden haben, ist es sehr gut mdglich, dass
an diese DNA andere Proteine binden, die so mitaufgereinigt werden. Diese Proteine sind
unter Umstdnden nur in Spuren im endgiiltigen Eluat, konnten aber enzymatische

Eigenschaften besitzen, wie z.B. Nuklease- oder Helikase-Aktivitéten.
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Um sowohl iiber die erste Klasse als auch die zweite Klasse der Proteinkontaminationen eine
Kontrolle zu haben, wurde im Walker A Motiv der AtRECQ-Helikasen auf genetischer
Ebene ein Aminosdureaustausch des konservierten Lysins zu Methionin bewirkt, AtRECQ2-
K117M bzw. AtRECQ3-K64M. Dies erfolgte iiber Overlap-Extension PCR (siche
Abbildung 12). Das Walker A Motiv ist an der Bindung und Hydrolyse von ATP beteiligt. Es
konnte fiir HSWRN gezeigt werden, dass diese Lysin zu Methionin Substitution (hier K577M)
die ATPase- und daraus folgend die Helikaseaktivitit von HsSWRN inaktiviert (Brosh et al.,
1999).

In dieser Arbeit wurde die Annahme getroffen, ebenso wie fiir HSWRN und HsWRN-K577M
durch Brosh ef al., 1999, dass AtRECQ2 und AtRECQ2-K117M (bzw. ebenso AtRECQ3 und
AtRECQ3-K64M) sich bei der Aufreinigung gleich verhalten, d.h. die gleichen E. coli
Proteine mitaufgereinigt werden.

Dadurch war eine Optimierung der Aufreinigung moglich: Endproteinproben aus
Aufreinigungen mit AtRECQ2-K117M (bzw. AtRECQ3-K64M) diirfen keine Aktivitit
zeigen, identisch durchgefiihrte Aufreinigungen mit AtRECQ2 (bzw. AtRECQ3) miissen
jedoch Aktivitdt zeigen. In genau diesem Fall wurde das Protein funktionell aber ohne
storende Kontaminationen aufgereinigt.

In dieser Arbeit wurde die Reinheit der Ziel-Proteine nicht nur im Hinblick auf enzymatische
Kontaminationen, sondern auch auf Kontaminationen ohne direkten enzymatischen Einfluss
optimiert.

Zu Beginn der Arbeit wurde das Konstrukt pCAL-n-FLAG-AtRECQ3 verwendet. Hierbei
zeigte sich, dass die Aufreinigung alleinig iiber den CBP-Tag nicht ausreichte, um die
Proteine ausreichend von Kontaminationen zu befreien.

Durch Mock-Kontrollen wurde klar, dass die mitaufgereinigten kontaminierenden Proteine
auf direkte oder indirekte Interaktionen mit AtRECQ3 zuriickzufiihren sind (Abbildung 16).
Um indirekte Interaktionen iiber DNA zu minimieren, wurde versucht, vorhandene DNA
durch die Nuklease ,,Benzonase* zu verdauen. Dies fiihrte jedoch zu keinem Erfolg, so dass
dieser Schritt im Weiteren nicht durchgefiihrt wurde. Zwei Aufreinigungsschritte waren
jedoch erfolgreich (sieche Kapitel 4.3.1.1): Erstens die Unterdriickung hydrophober
Wechselwirkungen durch einen Waschschritt mit dem Detergenz Triton-X-100, und zweitens
der Entzug von zweiwertigen lonen durch EGTA. Wohingegen fiir die Elution von AtRECQ3
eine Kombination von EGTA und NaCl notwendig war, wurde ein ca. 50 kDa (und ca.
37 kDa) grof3es Protein bereits nur durch den Entzug von zweiwertigen lonen (durch EGTA)

eluiert. Es wurden keine genaueren Untersuchungen vorgenommen, um schlieen zu konnen,
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ob es sich dabei tatsichlich um eine direkte, z.B. Ca®" oder Mg*"-abhingige, Interaktion mit
AtRECQ3 handelte oder um eine Indirekte, z.B. iiber DNA, und durch den Entzug von z.B.
Mg®* die Bindung des Enzyms an die DNA geldst wurde.

Da, wie bereits erwédhnt, die CAC zwar optimiert werden konnte, aber die erzielte Reinheit
nicht ausreichte, wurden weitere Konstrukte kloniert, so dass die Zielproteine neben dem N-
terminalen CBP-Tag einen C-terminalen HIS-Tag besitzen. Wihrend dies bei AtRECQ3
durch den Austausch eines Restriktionsfragments moglich war, wurde fiir die anderen
Konstrukte ein neuer Vektor entworfen und kloniert (pCAL-n-FLAG-c-HIS, sieche Abbildung
13), bei dem die ORFs iiber ein restriktionsunabhingiges (schnelles und effizientes)
Verfahren (LIC; Abbildung 13) eingefiigt werden.

Die nun mogliche Aufreinigung iiber Ni-IMAC und die Kombination von Ni-IMAC und CAC
wurden in dieser Arbeit optimiert (siche Kapitel 4.3.1.2 und 4.3.2). Durch Mock-Kontrollen
war erkennbar, dass bei der Ni-IMAC mehr Proteine an das Sidulenmaterial und den
Affinititsliganden binden, als an das Calmodulin-Sdulenmaterial. Zusdtzlich gab es
Proteinkontaminationen, die direkt oder indirekt {iber die AtRECQs aufgereinigt wurden.
Aber durch Waschschritte konnten diese Proteine weitestgehend abgetrennt werden. Nach der
Optimierung wurde die Ni-IMAC mit Tris-Puffer, einem Waschschritt mit Triton-X-100 und
einer Elution in 2 Stufen (einer Waschstufe (E. coli Proteine) und einer eigentlichen
Elutionsstufe (AtRECQ)) durchgefiihrt. Fiir die Waschstufe wurde die jeweilig optimale
Imidazolkonzentration bestimmt, bei der moglichst viele kontaminierende Proteine aber
moglichst wenig AtRECQ von der Sédule gewaschen wurde. Fiir AtRECQ3 war diese
Aufreinigung effizient genug um alle storenden E. coli Enzyme abzureinigen, was, wie
beschrieben, durch einen Vergleich der Aktivititen von AtRECQ3 und AtRECQ3-K64M
geschlossen werden konnte.

In dieser Arbeit wurde deutlich, dass der Nachweis von E. coli Nukleasen in den
Proteinfraktionen vor allem in Abwesenheit von ATP mdglich ist. Ist ATP in der Reaktion, ist
das Ausmall der Nuklease-Aktivitit deutlich geringer. Dies ist vermutlich auf die
chelatierende Wirkung von ATP zuriickzufiihren. Wie auch in Abbildung 29 erkennbar, sind
bei einer Ursprungs Mg*-Konzentration von 1,8 mM bei Verwendung von 1,8 mM ATP
kaum freie Magnesiumionen in der Losung, die wiederum jedoch von den meisten Enzymen
im DNA-Stoffwechsel, wie eben Nukleasen, benétigt werden. Die hier beobachtete
Inhibierung von Nukleasen durch ATP hat Rosenberg (Rosenberg, 1987) bei der Isolierung

von Nucleoproteinkomplexen genutzt.
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Fir die Aufreinigung von AtRECQ2 war die Ni-IMAC alleine nicht ausreichend (siche
Abbildung 19). Jedoch konnten nach einer Kombination von optimierten Ni-IMAC und CAC-
Schritten keine Aktivitditen mit der AtRECQ2-K117M-Negativkontrolle gemessen werden
(aber mit AtRECQ?2).

Fiir die biochemischen Analysen der AtRECQ-Proteine wurden die Tags nicht abgetrennt,
was auch fiir andere RecQ-Homologe, z.B. HsBLM, HsWRN und DmRECQS5 so
verdffentlicht wurde (Karow et al., 1997; Orren et al., 1999; Ozsoy et al., 2001).

5.2. Klonierung, Expression und Aufreinigung von ECRECQ

In dieser Arbeit wurde aus zwei Griinden EcCRECQ kloniert, exprimiert und aufgereinigt.

Zum einen war zu Beginn dieser Arbeit das Helikase-Assay-System nicht etabliert. Da
AtRECQ2 und AtRECQ3 erst in dieser Arbeit biochemisch charakterisiert wurden, war
anfangs nicht klar, welche Funktionen sie besitzen, und ob sie in der Lage sind, bestimmte
Substrate umzusetzen oder nicht. Wohl aber waren einige Eigenschaften von EcRECQ
publiziert. Daher wurde EcCRECQ aufgereinigt (iiber in dieser Arbeit nicht dargestellte
Standard Ni-IMAC mit Phosphatpuffer) und mit diesem EcRECQ, als Modellprotein, ein
Strand-Displacement-Assay-System (siche Abbildung 14) etabliert.

Zum anderen konnte der EcRECQ-katalysierte Umsatz an anderen Substraten analysiert
werden (flir diesen Zweck wurde ECRECQ dhnlich aufgereinigt wurde wie die AtRECQs,
siche Kapitel 3.2.3.2). Zum Teil gibt es hierzu schon verdffentlichte Daten, zum Teil fehlen
aber auch viele Experimente in der Literatur, da die exakt gleichen Experimente in der Regel
maximal mit einigen wenigen RecQ-Helikasen durchgefiihrt wurden (siehe unten).

Der ORF von EcRECQ wurde iiber nested PCR aus genomischer DH5a0 DNA isoliert und mit
HIS-Tag in einen Uberexpressionsvektor eingebracht. Dabei wurden zunichst zwei
Konstrukte hergestellt, ECRECQ mit N-terminalem HIS-Tag (in den vorangegangenen
Kapiteln nicht dargestellt) und EcRECQ mit C-terminalem HIS-Tag. Beide konnten
exprimiert und aufgereinigt werden, und beide zeigten DNA-Strangentwindungsaktivitdt. Fiir
die weiteren Versuche wurde ECRECQ mit C-terminalem HIS-Tag verwendet, wie auch die

AtRECQs sie besitzen.
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5.3. Einordnung der untersuchten biochemischen Aktivititen von

AtRECQ2 und AtRECQ3

Zunichst einmal soll hervorgehoben werden, dass in dieser Arbeit gezeigt werden konnte,
dass AtRECQ2 und AtRECQ3 Strangentwindungsaktivititen besitzen. Dies ist nicht
selbstverstidndlich, auch wenn AtRECQ2 und AtRECQ3 alle typischen Helikase-Motive
besitzen. Dies ist auch fiir HSRECQ4 der Fall, fiir das mit einer Vielzahl von DNA-Substraten
keine Entwindung beobachtet werden konnte (Macris et al., 2006). Doch fiihrt der Ausfall
von HSRECQ4 z.B. zum Rothmund-Thomson-Syndrom (siehe Tabelle 1).

5.3.1. Reaktionsoptima

In dieser Arbeit wurden zunédchst die optimalen Bedingungen fiir die Strangentwindung
analysiert. Dabei wurde das M13-basierte Standardsubstrat verwendet, unter der Annahme,
dass das pH- und Salzoptimum fiir den Umsatz aller Substrate dhnlich ist.

Diese Optimierung erfolgte bei 37 °C. Dies war auch das Temperatur-Optimum der Enzyme
AtRECQ2 und AtRECQ3 (verglichen mit Raumtemperatur und 30 °C (Daten nicht gezeigt)).
Die Konzentration von ATP, BSA und des Reduktionsmittels DTT wurden im Rahmen dieser
Arbeit nicht verdandert, sondern wie fiir ECRECQ durch Umezu et al., 1990 verwendet. Auch
die dort eingesetzte Glycerinkonzentration von etwa 2,5 % Endkonzentration wurde nicht
verdndert, da das Enzym in der Regel ein Zwanzigstel des Reaktionsvolumens ausmachte.
Auf den Einfluss der Magnesiumionen-Konzentration wird in Kapitel 5.3.11 eingegangen.
Zur Analyse des pH-Bereichs von 6,5 bis 10 wurde sowohl Tris-Acetat als auch Bis-Tris-
Propan Puffer verwendet. Aus Abbildung 22 geht hervor, dass das Puffersalz einen grof3en
Einfluss auf die optimale Entwindungsaktivitit von AtRECQ2 und AtRECQ3 hat. Bei Tris-
Acetat ist ein pH-Wert von etwa 8 optimal, bei Bis-Tris-Propan in etwa pH 9,5. Was aus
Abbildung 22 jedoch nicht hervorgeht, ist der Einfluss des Puffers auf den Zerfall des
Substrats in Abwesenheit des Enzyms (Berechung des Umsatzes siehe Kapitel 3.2.5.4).
Hierbei war ndmlich zu beobachten, dass es beim Bis-Tris-Propan Puffer im Alkalischen zu
einer leichten Destabilisierung des Substrats kommt. Damit verbunden konnte eine leichtere
Prozessierbarkeit durch die Helikasen sein, selbst, wenn der pH-Wert fiir die Enzyme weniger
optimal ist (Tris-Acetat Puffer).

Fir die weiteren Experimente wurde Tris-Acetat-Puffer mit einem pH-Wert von 8,0
verwendet; dieser pH-Wert ist physiologisch und es wurden auch andere Enzyme bei diesem

pH-Wert analysiert.
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Verschiedene Salze NaCl, NaAc, KCl, KAc wurden in verschiedenen Konzentrationen
hinsichtlich ihres Einfluss auf die Strangentwindung getestet. Obwohl kein signifikanter
Unterschied zu erkennen war, fiel aufgrund einer Tendenz (weniger Inhibition bei hohen
Konzentrationen) die Wahl auf KAc, dessen Einfluss genauer analysiert wurde (Abbildung
23). Die Helikaseaktivitit von AtRECQ2 und AtRECQ3 ist bei etwa 50 mM zusitzlichem
KAc in der Reaktion am groBten; generell lauft die Reaktion zwischen 0 und 100 mM KAc in
der Reaktion effizient ab. Mehr Salz in der Reaktion fiihrt bei beiden Enzymen zu einer
Inhibierung, die jedoch bei AtRECQ3 deutlich stirker ausgeprigt ist, als bei AtRECQ2. In
den folgenden Experimenten wurde 50 mM Kaliumacetat eingesetzt. Ebenso wie der pH-Wert

von 8,0 liegt auch 50 mM KAc im physiologisch sinnvollen Bereich.

5.3.2. Zweiwertige Metall-Cofaktoren (Me™)

Mit dem M]13-basierten Standardsubstrat wurde getestet, welche zweiwertigen Ionen als
Cofaktoren, fiir sowohl die ATP-Hydrolyse als auch die Strangentwindung, dienen konnen. In
diesem Zusammenhang soll dargestellt werden, dass die ATP-Hydrolyse fiir Helikasen eine
Vorraussetzung flir die Strangentwindung ist. Eine Auswahl der Experimente ist in Abbildung
24 dargestellt. Zunichst kann folgende Aussage getroffen werden: beide Enzymaktivititen,
Strangentwindung und ATPase, von beiden Enzymen, AtRECQ2 und AtRECQ3, werden
durch Mg®", Mn®" und Ca®" gefordert aber nicht durch Zn*". Bei genauerer Betrachtung der
ATP-Hydrolyse mit Zn®" in der Reaktion, im Vergleich zur Reaktion ohne zugesetzten
Metallcofaktor (-, H,0), sind die Phosphatfreisetzungen mit Zn>" sogar geringer, was zum
einen auf eine sehr geringe Kontamination der Proteinprobe (oder eines anderen Bestandteils
der Reaktion) mit einem zweiwertigen Metallion (denn die Reaktion ist bei bisher allen
untersuchten Enzymen Me®" abhingig), und zum anderen auf eine Inhibierung durch Zn**
hindeutet. Insofern zeigen beide AtRECQs ein RecQ-typisches Verhalten. Die
Strangentwindungsreaktion von ScSGS1 wird z.B. signifikant durch Zn*" inhibiert, aber nicht
durch Mn*" oder Ca*" (Bennett er al., 1998). Fiir eine effiziente ATP-Hydrolyse kann fiir
EcRECQ (Umezu ef al., 1990) und DmRECQ58 (Kawasaki ef al., 2002) Mg*" durch Mn*"

und auch Ca*‘ersetzt werden, aber nicht durch Zn*".

5.3.3. ATPase-Aktivitdit

Im vorangegangen Kapitel wurden mogliche Metall-Cofaktoren fiir die ATPase-Aktivitdt von
AtRECQ2 und AtRECQ3 dargestellt. Dieses Kapitel fokussiert auf die DNA-Abhingigkeit
der ATP-Hydrolyse und darauf, dass, wie zu erwarten, das Walker A Motiv fiir die ATP-

Hydrolyse intakt sein muss.
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Beides wurde in Abbildung 21 A gezeigt. Es wurde demonstriert, dass AtRECQ2-K117M und
AtRECQ3-K64M kein ATP hydrolysieren. Neben dem Hinweis auf die Notwendigkeit des
konservierten Lysins fiir diese Funktion, konnte damit gleichzeitig gezeigt werden, dass die
ATPasen von E. coli erfolgreich abgereinigt wurden. In Abbildung 21 A und B konnte gezeigt
werden, dass DNA die ATP-Hydrolyse von AtRECQ2 und AtRECQ3 stimuliert. Eine strikte
Abhingigkeit der ATP-Hydrolyse von DNA kann aus den Abbildungen nicht gelesen werden,
allerdings ist die geringe ATP-Hydrolyse ohne Zusatz von DNA wahrscheinlich auf eine
DNA-Kontamination zuriickzufiihren, und die ATP-Hydrolyse ist DNA-abhéngig.

Es wurde gezeigt, dass die ATP-Hydrolyse mit linearer doppelstringiger DNA weniger
gefordert wird als durch zirkuldre doppelstringige DNA, und dass auch diese weniger
effizient ist als lineare einzelstringige DNA (mit 7944 nts). Am besten, stimuliert in dieser
Reihe zirkuldre einzelstringige DNA (M13mpl8 ssDNA). Dies kann zum einen damit
zusammenhdngen, dass die zirkuldren und die einzelstringigen DNAs, und damit im
besondern Malle die einzelstringige zirkuldre DNA, Sekundirstrukturen ausbilden, die von
den RecQ-Helikasen erkannt und gebunden werden konnten. Zum anderen nimmt die Lénge
des zusammenhingenden, -einzelstringigen Bereichs, an dem die RecQ-Helikasen
entlangwandern und dabei ATP hydrolysieren konnten, von supergecoilter zirkuldrer
doppelstrangiger DNA, {ber lineare -einzelstringige DNA, bis hin zur zirkuldren
einzelstringigen DNA zu. Ubereinstimmend steigt fiir AtRECQ3 die ATP-Hydrolyse mit der
Lange der einzelstringigen DNA: 80merdT (linear) < ss DNA 7944 nt (linear) < ss DNA
7249 nt (zirkuldr). Fiir AtRECQ2 hingegen ist keine Steigerung der ATP-Hydrolyse durch das
Anbieten eines ldngeren DNA-Einzelstrangbereichs zu beobachten (z.B. 80mer dT vs.
M13mp18 ssDNA). Dieses fiir AtRECQ2 beobachtete Verhalten, zeigt auch HsBLM (Karow
etal., 1997).

Allgemein wurde auch fir EcRECQ, HsBLM und DmRECQS5 beobachtet, dass
einzelstringige DNA die ATP-Hydrolyse stirker stimuliert als doppelstringige (Umezu ef al.,
1990; Ozsoy et al., 2001; Janscak et al., 2003), und dass in der Regel, wie fiir AtRECQ?3
beobachtet, zirkuldre ssSDNA besser geeignet ist als lineare ssDNA um die ATP-Hydrolyse zu

stimulieren.
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5.3.4. Nukleosidtriphosphat (NTP)-Cosubstrate

Nachdem die bisherigen Analysen mit ATP durchgefiihrt wurde, stellt sich die Frage, ob auch
andere NTPs oder dNTPs zur Hydrolyse (Daten nicht gezeigt, iibereinstimmend mit
Ergebnissen des SDA) bzw. zur DNA-Strangentwindung (Abbildung 25, M13 basiertes
Modellsubstrat) genutzt werden konnen. In diesem Aspekt unterscheiden sich AtRECQ2 und
AtRECQ3. AtRECQ2 kann alle angebotenen (d)NTPs fiir eine effiziente Strangentwindung
nutzen, ATP oder dATP sind jedoch am besten geeignet. Diese Eigenschaften sind am ehesten
mit denen der HsWRN-Helikase vergleichbar. Auch HsWRN bevorzugt ATP und dATP,
gefolgt von dCTP und CTP. Eine DNA-Entwindung kann auch mit GTP, dGTP, UTP und
dTTP gemessen werden, sie ist allerdings minimal (Shen et al., 1998). Alle anderen RecQ-
Helikasen, die hierauf analysiert wurden, sind in ihrer (d)NTP-Nutzung noch weiter
eingeschrinkt. Fiir die Strangentwindung durch die kleine Isoform von DmRECQS5 ist z.B.
dATP am effizientesten, gefolgt von ATP, dGTP und GTP; CTP kann die Entwindung nur zu
einem sehr geringen Anteil unterstiitzen, und mit dCTP, dTTP und UTP ist keine Entwindung
zu beobachten (Ozsoy et al., 2001). Das Aktivititsspektum der anderen RecQ-Helikasen
verhdlt sich wie das von AtRECQ3. AtRECQ3, ScSGS1 (Bennett et al., 1998) und
HsRECQ5B (Garcia et al., 2004) konnen DNA nur mit ATP oder dATP entwinden, und fiir
EcRECQ verhilt es sich mit der Hydrolyse genauso (Umezu ef al., 1990).

5.3.5. Direktionalitiit

Fiir eine Aussage liber die Direktionalitit einer Helikase, wird die Annahme getroffen, dass
das Enzym an einen DNA-Einzelstrang bindet, und an diesem entlanglduft und dabei eine
Direktionalitdt zeigt: 3°-5° oder 5°-3°. Alle bisher charakterisierten RecQ-Helikasen sind 3°-5’
Helikasen. Zunéchst konnte dies fiir AtRECQ2, mit dem gleichen Substrat, das Shen et al.
(1998) fiir HSWRN verwendet haben, gezeigt werden.

Nach einer Verkiirzung der Linge des Doppelstrangbereichs war auch fiir AtRECQ3 eine

eindeutige Klassifizierung als 3°-5° Helikase moglich.

5.3.6. Verhiiltnis von Enzym zu Substrat

Wie auch bei den Verdffentlichungen iiber RecQ-Helikasen in wissenschaftlichen
Zeitschriften wurde auch in dieser Arbeit ein Uberschuss von Enzym bezogen auf die
Substratmenge verwendet. Zum Beispiel verwendeten Mohaghegh et al., 2001 mit 1 nM
DNA-Substrat 10 nM HsWRN oder sogar 20 nM HsBLM. Dies entspricht nicht der
Vorstellung, dass ein Enzym viele katalytische Zyklen durchlduft und dabei viel Produkt zu
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Substrat umsetzt. Hierfiir gibt es mehrere Erkldrungen. Zum einen ist es moglich, dass ein
wichtiger Cofaktor fehlt. In diesem Zusammenhang ist fiir einige RecQ-Helikasen
beschrieben worden, dass ihre Aktivitdt durch andere Proteine beeinflusst wurde, z.B. die
Prozessivitit durch RPA (SSB). Auch Sekunddrmodifikationen von RecQ-Helikasen wurden
beschrieben, jedoch nicht direkt in Verbindung mit einer Steigerung der Helikaseaktivitét.
Eine andere Erklarung fiihrt zurtick zu Kapitel 5.1. Dort wurde erwéhnt, dass eine Fehlfaltung
oft zur Bildung von Inclusion Bodies fiihrt. Dies ist natiirlich vom Ausmal3 der Fehlfaltung
abhingig. Gerade, da die Aufreinigung iiber Tags erfolgte, gab es keine Selektion auf korrekt
gefaltetes Protein. Fiir letzteres hitte z.B. die Selektion auf Bindung von ATP durchgefiihrt
werden konnen; z.B. dhneln einige Farbstoffe der Base Adenin, was eine
Affinitdtsaufreinigung z.B. {liber Blue Sepharose ermdglicht hitte. Aus dem soeben
Geschriebenen folgt, dass unter Umstinden nur ein sehr geringer Anteil des Proteins
funktionell ist. Der Anteil inaktiven Enzyms konnte bei verschiedenen Enzymchargen
unterschiedlich gro3 ausfallen, auch z.B. wenn diese unterschiedlich lang gelagert wurden.
Mit diesen Argumenten konnte man z.B. das in Abbildung 41 zu beobachtende
unterschiedliche Verhalten (beziiglich des Absolutumsatzes) zweier AtRECQ3 Chargen
erkléren.

Neben dem ungiinstigen Verhédltnis von Enzym zu Substrat, wurde zusitzlich im Verlauf
dieser Arbeit festgestellt, dass die Zeitkinetiken abhingig vom jeweiligen DNA-Substrat
enzymtypisch oder atypisch sein konnen. Zum Beispiel wurden die Holliday-Junction und die
D-Loops deutlich iiber 20 Minuten hinaus umgesetzt — ein enzymtypisches Verhalten. Ebenso
konnte eine Linearitdt der ATP-Hydrolyse fiir beide Enzyme iiber mehr als 60 Minuten
gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Beim Umsatz des M13-basierten Standardsubstrats
hingegen war ein stochiometrischer Umsatz zu beobachten. Nach kurzer Zeit verdnderte sich
die Produktmenge nicht mehr, unabhingig von der Menge des eingesetzten Substrats (Daten
nicht gezeigt). Da dieses Phdnomen beim M13-basierten Substrat beobachtet wurde, wire es
denkbar, dass das Enzym am zirkuldiren M13-Einzelstrang héngen bleibt und damit der
Reaktion entzogen ist, wobei es bei den oligonukleotidbasierten Substraten nach Beendigung
der Reaktion freigesetzt wurde, wie fiir einen Katalysator erwartet. Andererseits konnte es

sich hierbei um den Ausdruck einer Bevorzugung bestimmter Substrate handeln.
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5.3.7. Umsatz von partieller Duplex-DNA

Da AtRECQ3 das urspriinglich gewihlte Direktionalititssubstrat nicht umsetzen konnte,
wurden, einerseits die Linge des Duplexbereichs (Kapitel 4.8) und andererseits die Lange des
3’ Uberhangs (Kapitel 4.10) fiir AtRECQ2 und AtRECQ3 vergleichend analysiert.

Fir beide Enzyme gilt, dass der Umsatz mit zunehmender Lidnge des Duplexbereichs
abnimmt. Bei AtRECQ2 verringert sich der Umsatz bei einer Zunahme der Duplexldnge um
nur acht Basenpaare (von 15 bp auf 23 bp) um etwa 80 %. Fiir AtRECQ3 konnte unter
Standardbedingungen iiberhaupt nur mit 15 und 17 Basenpaar-Duplexen ein Umsatz gezeigt
werden. Im Gegensatz dazu, wurde das M13-basierte Standardsubstrat mit 17 Basenpaaren
und je 10 Nukleotiden 3’ und 5> Uberhingen von AtRECQ2 und AtRECQ3 in etwa gleich gut
umgesetzt, und zwar von AtRECQ3 sogar deutlich besser als der 15 bp-Duplex.

Folglich unterscheiden sich AtRECQ2 und AtRECQ3 in diesem Aspekt signifikant. Der
Unterschied kann auf mehrere Enzymeigenschaften zuriickgefiihrt werden.

Zum einen konnte AtRECQ3 eine echte Substratpriiferenz fiir eine DNA-Struktur haben,
die durch das M13-Standardsubstrat dargestellt wird, z.B. fiir DNA-Gabelungen, wohingegen
AtRECQ2 keine Priferenz fiir Gabelung im Vergleich zu einfachen 3’ Uberhéngen hitte.
Zum zweiten konnten die Enzyme den Duplexbereich im unterschiedlichen Ausmall
destabilisieren. In diesem Zusammenhang soll kurz auf die Unterschiede von aktiven zu

passiven Helikasen nach Betterton und Julicher, 2005 eingegangen werden (Abbildung 42).

A
Gabelung  Abbildung  42:  Schematische  Darstellung  der
~ Funktionsweise von aktiven und passiven Helikasen.
L @, . YTTTT A, Die DNA-Helikase bewegt sich, entsprechend ihrer
A -— —> Direktionalitdt, auf die Gabelung zu. Die DNA an der
ssDNA dsDNA — Gaﬁelung atmet, was bedeutet, Basenpaare 16sen und bilden
sich.

B, Ausschnitt an der Gabelung. Eine aktive Helikase
destabilisiert die Basenpaare und trigt damit aktiv zum L&sen der Basenpaare bei. Eine passive Helikase
verhindert (durch ihre Anwesenheit) das Schlieen der DNA. Bei einer thermodynamisch bedingten Losung des
vorausliegenden Basenpaars ,,riickt sie vor, was so nach und nach zur Strangentwindung fiihrt.

Helikasen als Motorproteine oder Translokasen bewegen sich mit einer gewissen
Direktionalitdt (siche Kapitel 5.3.5) an ssDNA entlang. Treffen sie auf eine Kreuzung von
einzelstrangiger mit doppelstrdngiger DNA, wird die doppelstraingige DNA entwunden.
Aktive Helikasen destabilisieren dabei die Basenpaare, wohingegen passive Helikasen von
thermischen Fluktuationen der DNA abhéngen.

Obwohl in beiden Fillen ein GC-Basenpaar ein groferes ,,Hindernis“ darstellt als ein AT-

Basenpaar, so ist dieser Effekt bei passiven Helikasen deutlich stirker ausgepragt.

98



DISKUSSION

Zuriick zu AtRECQ2 und AtRECQ3 konnte man daher schlieBen, dass der aktive Anteil der
Entwindung bei AtRECQ?2 starker ausgeprégt ist, als bei AtRECQ3, da AtRECQ3 das M13-
basierte Substrat mit 8§ ATs und 9 GCs deutlich besser umsetzen kann als das 3’
Uberhangssubstrat mit nur 5 ATs aber 12 GCs (Tabelle 9), AtRECQ?2 jedoch beide in etwa
gleich. Eine Einschrinkung der Aussage ergibt sich durch die Beobachtung, dass fiir das
M13-basierte Substrat und die 3’ Uberhangssubstrate unterschiedliche Mg*"-Ionen-Optima
festgestellt wurden (siehe Kapitel 5.3.11). Jedoch zeigte auch ein weiteres Experiment, dass
AtRECQ3 das 15 bp- 3’ Uberhangssubstrat deutlich besser umsetzte als ein 3’
Uberhangssubstrat mit 13 bp mit 13 GCs (nicht dargestellt). Eine Aussage dariiber zu treffen,
ob AtRECQ3 tatsdchlich eher eine passive Helikase ist, wiirde aufwendige Experimente
erfordern.

Eine dritte Erkldrung wiren unterschiedliche Prozessivititen der beiden Enzyme. Darunter
versteht man, wie viele Bindungen im Durchschnitt geldst werden, bevor die Helikase vom
Substrat abfillt. In diesem Falle wire es theoretisch denkbar, dass das M13-Standardsubstrat
von beiden Seiten entwunden wird, was jedoch bei den 3’ Uberhingen nicht moglich ist.
Generell wurde fiir RecQ-Helikasen in in vifro Systemen relativ geringe Prozessivititen
gemessen, die jedoch in der Regel durch die Zugabe von Einzelstrangbindeprotein SSB/RPA
erhoht werden konnten.

SchlieBlich konnten sich AtRECQ2 und AtRECQ3 aber auch in ihren Anforderungen an die
Linge des 3° Uberhangs unterscheiden. Da bei dem Experiment immer der gleiche 46-nt-
lange Gegenstrang verwendet wurde, wurde der Uberhang mit zunehmender Linge des
Duplexbereichs immer kiirzer. Beim M13-Standardsubstrat hitte man einen quasi unendlich
langen 3’ Uberhang. Daher wurde der Umsatz von AtRECQ2 und AtRECQ3, unter optimalen
Magnesiumionen-Konzentrationen, an 3’ Uberhangssubstraten untersucht, die einen
Duplexbereich von 15 bp aber unterschiedliche Lingen des 3’ Uberhangs aufwiesen (Kapitel
4.10).

Tatsdchlich braucht AtRECQ3 mindestens 14 Nukleotide Uberhang um die 15 Basenpaare
messbar zu entwinden, wohingegen bei AtRECQ2 bereits 5 Nukleotide ausreichen. Der
Umsatz nahm mit zunehmender Linge des Uberhangs fiir beide Enzyme zu. Allerdings war
fiir AtRECQ?3 selbst mit 31 Nukleotiden noch kein Optimum erreicht.

Dieses Experiment zeigt also klare Unterschiede zwischen AtRECQ2 und AtRECQ3 bei den

Anforderungen an die Linge des 3’ Uberhangs auf.
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5.3.8. Umsatz verschiedener D-Loop Strukturen

Bisher konnten fiir AtRECQ2 und AtRECQ3 Unterschiede bei der Verwendung von
Nukleosidtriphosphaten und beim Umsatz verschiedener 3’ Uberhangssubstrate festgestellt
werden. Von noch entscheidenderer Bedeutung ist allerdings die Analyse verschiedener
DNA-Substrate, die Intermediate der Replikation oder der Rekombination darstellen, da dies
gemal der Literatur die biologisch relevanten Substrate fiir RecQ-Helikasen sind.

Um die Bedeutung von D-Loops und Holliday-Junctions besser darstellen zu konnen, sind in
Abbildung 43 die wichtigsten Modelle zur Doppelstrangbruchreparatur skizziert. Doch, wie
im Text vermerkt, konnen die Strukturen auch noch in anderem Kontext auftreten.

Damit die gewonnen Daten besser mit den Literaturergebnissen verglichen werden kdnnen -
gerade im Hinblick auf eine funktionelle Konservierung von Funktionen - wurden fiir die hier
verwendeten Strukturen (D-Loops, X12-Holliday-Junction und Replikationsgabel) Sequenzen

verwendet, die im RecQ-Kontext bereits veroffentlicht wurden.

D-Loop-Strukturen werden in einem frithen Schritt der homologen Rekombination
ausgebildet, wenn einzelstringige DNA (z.B. RADS5I-vermittelt), in einen homologen
doppelstringigen DNA-Bereich einwandert und mit dem komplementdren Strang des
Duplexes paart (siche Abbildung 4 und Abbildung 43). Dies ist nicht nur in der Meiose
wichtig, sondern auch bei manchen DNA-Reparaturprozessen, ganz klar bei der
Doppelstrangbruchreparatur durch HR. D-Loop Strukturen kdnnen aber z.B. auch auftreten,
um arretierte Replikationsgabeln iiber homologe Rekombination neu aufzubauen (Haber,

1999; Kowalczykowski, 2000).

In dieser Arbeit wurden Kkiinstliche D-Loop-Strukturen hergestellt, bei denen der
eingedrungene Strang entweder einen 3’-, einen 5’- oder keinen Uberhang hatte. AuBerdem
wurde die zugrunde liegende Blasen/Bubble-Struktur hergestellt. Dabei wurden in einem Satz
Experimente der eindringende Strang markiert (Abbildung 32 und Abbildung 33), in einem
weiteren ein Strang der Bubble-Struktur (Abbildung 34).

Die Experimente wurden bereits groftenteils im Ergebnisteil bewertet. Hier sollen die
Ergebnisse noch einmal kurz zusammengefasst, verglichen, und die biologische Relevanz

dargestellt werden.
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Abbildung 43: Darstellung der wichtigsten Doppelstrangbruchreparatur-Modelle.

Ein Doppelstrangbruch (DSB) kann grundsitzlich iiber illegitime Rekombination (z.B. NHEJ) oder iiber die
homologe Rekombination repariert werden. Hier ist schematisch das klassische DSBR-Modell und das SDSA-
Modell der HR dargestellt. Aulerdem ist die Abzweigung zur dHJ-Dissolution skizziert. In dieser Arbeit wurden
den AtRECQ-Helikasen verschiedene D-Loops und eine Holliday-Junction als Substrat angeboten. Wenn in der
Diskussion gezielt auf diese Abbildung verwiesen wurde, sind die entsprechenden Stellen violett markiert. Hier
konnten die AtRECQs eine Rolle spielen. Neu synthetisierte DNA-Abschnitte sind gepunktet. Die Pfeilspitze

zeigt das 3° Ende an.
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AtRECQ2 und AtRECQ3 konnen beide den eingedrungenen Strang aus allen D-loops
herauslésen. Dabei ist bei AtRECQ2 keine Priferenz beziiglich des freien Uberhangs des
eindringenden Strangs zu erkennen, die Daten fiir ARECQ3 deuten jedoch an, dass ein
eindringender Strang mit Uberhang besser umgesetzt werden kann, als wenn kein Uberhang

vorhanden ist. Die Bubble-Struktur kann nur von AtRECQ2 aufgelost werden.

Der D-Loop mit 5> Uberhang-Strang, ist gleichzeitig derjenige, der ein eingedrungenes freies
3’ OH-Ende hat, das durch eine Polymerase verldngert werden kann (siche Abbildung 43).
Nur diese D-Loops sind im Sinne der homologen Rekombination produktiv. Ein Aufldsen
solcher Strukturen kann also als anti-rekombinogen angesehen werden, besonders auch im
Zusammenhang mit dem SDSA-Modell (sieche Abbildung 43). Eine Beteiligung beim SDSA
und damit der Genkonversion ist zutrdglich fiir die genomische Stabilitét (siehe Einleitung) —
und der Erhalt der genomischen Stabilitdt ist eine Funktion, die den RecQ-Helikasen generell
zugeschrieben wird.

In der Natur jedoch, zumindest bei der Hefe und beim Menschen, katalysiert eines der fiir die
D-Loop-Bildung notwendigen Enzyme, RADS5I1, eher die Einwanderung von 5’ Enden
(Mazin et al., 2000), was zu unproduktiven D-Loops mit eingedrungenen Stringen mit 3’
Schwiénzen fiihrt. Gerade hier wére die Aktion von RecQ-Helikasen wichtig. Dies wurde

bereits fiir HsSBLM vorgeschlagen (van Brabant et al., 2000; Bachrati et al., 2006).

Die gleichen D-Loop-Strukturen wie in dieser Arbeit wurden auch fiir die Analyse von
HsRECQI (Sharma et al., 2005) und HsBLM (van Brabant et al., 2000) verwendet. Sowohl
HsRECQI als auch HsBLM I6sen den eingedrungenen Strang mit der folgenden Priferenz
aus dem D-Loop hinaus: 3> Uberhang, 5> Uberhang, kein Uberhang. Ubereinstimmend mit
dieser Priferenzenfolge konnte auch AtRECQ3 einen D-Loop mit eingedrungenem Strang
ohne Uberhang weniger effizient umsetzen als solche mit Schwiinzen.

Fiir die Charakterisierung von HsWRN waren die D-Loops aus anderen Oligonukleotiden
aufgebaut (Orren et al., 2002). Hierbei setzte HsSWRN, dhnlich wie AtRECQ2, die ein-
gedrungenen Striange aus allen drei D-Loops dhnlich effizient frei. Es wurde vorgeschlagen,
dass HSWRN die Kreuzung von ssDNA und dsDNA erkennt und dort initiiert (Brosh et al.,
2002; Orren et al., 2002). Dies wire auch fiir AtRECQ2 denkbar, zumindest stehen alle bisher
erhaltenen Daten hiermit im Einklang: Es wird kein langer Uberhang benétigt (siehe Kapitel
4.10), und AtRECQ2 kann Strukturen aufldsen, bei denen keine freien einzelstringigen Enden

vorkommen, wie die Bubble-Struktur und eine Holliday-Junction (siehe ndchster Abschnitt).
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5.3.9. Umsatz einer partiell mobilen Holliday-Junction

Nach der Bildung produktiver D-Loops konnen diese zu Holliday-Junctions umgesetzt
werden (siche Abbildung 43). Aullerdem kann es auch bei der Reparatur von arretierten
Replikationsgabeln zu HJ-dhnlichen Strukturen kommen (siehe nichstes Kapitel).
Holliday-Junctions stellen in der RecQ-Forschung die Substrate dar, an denen die meisten
Untersuchungen durchgefiihrt wurden. In dieser Arbeit wurde die partiell mobile X12-HJ
nach Mohaghegh et al., 2001verwendet (siche auch Abbildung 35).

Wihrend AtRECQ3 die Holliday-Junction nicht umsetzen konnte, entstand durch die
Katalyse von AtRECQ2 splayed Arm (gegabeltes) Produkt. Ein alternatives Produkt, das
auch, allerdings nur in einer geringen Menge gefunden wurde, ist einzelstringiges
Oligonukleotid. Dieses konnte verbunden mit der gleichzeitigen Bildung einer 3-Wege-
Struktur (die allerdings nicht beobachtet wurde) aus der HJ rausgeldst werden, oder in einem
zweiten Schritt durch Entwindung des splayed Arm Produkts gebildet werden.

Das splayed Arm Produkt entstand bei AtRECQ2 wie erwartet, erstens
enzymkonzentrationsabhdngig, zweitens nur in Gegenwart von ATP, drittens zeitabhingig
und wurde viertens nicht durch AtRECQ2-K117M gebildet.

Prinzipiell entstehen die splayed Arm Produkte durch Branch Migration, d.h. durch die
Verschiebung des Kreuzungspunkts — hier bis an das Ende der DNA-Oligonukleotide. Damit
nzerfallt die 4-Oligonukleotidstruktur in zwei 2-Oligonukleotidstrukturen (Abbildung 44 A).
Aufgrund der heterologen Bereiche sind die 2-Oligonukleotidstrukturen nicht génzlich,
sondern nur partiell komplementir, so dass gegabelte (splayed arm) Strukturen entstehen. In

Abbildung 44 B ist die Branch Migration durch den bakteriellen RuvAB-Komplex dargestellt.

A
B||B’
A C A BB
>»
Aﬂ C’ A’
D||D’
D||D’

RuvA A

Abbildung 44: Modell der Branch Migration in dieser Arbeit und durch den RuvAB-Komplex.

A, Schematische Darstellung eines moglichen Ausgangs durch Branch Migration bei der in dieser Arbeit
verwendeten X12-HJ. A und A’ usw. bezeichnen komplementire DNA-Sequenzen.

B, Das RuvA-Tetramer interagiert mit der eigentlichen Kreuzungsstruktur und bringt sie in eine planare Form.
Die beiden RuvB-Hexamere umschlieBen gegeniiberliegende DNA-Stringe und bewirken, als ATP-abhéngige
DNA-Motoren, den Aussto3 der Heteroduplex-DNA (gelb /blau). Abbildung veridndert nach Ingleston et al.,
2000.
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In der Natur bestimmt das Ausmall der Branch Migration, wie viel genetisches Material
zwischen homologen Bereichen ausgetauscht wird (sieche auch Abbildung 43) und fir die
genetische Variabilitdt muss auch der Austausch von nicht hundertprozentig identischem
Erbmaterial in einem homologen Kontext gegeben sein (siche z.B. Holmes et al., 2001). Fiir
RuvAB (des bakteriellen Resolvase-Systems RuvABC) (sieche Abbildung 44 B) konnte
gezeigt werden, dass die Branch Migration von HJs in identischen DNA-Bereichen
(entspricht hier dem mobilen Bereich, in Abbildung 35 und Abbildung 44 blau dargestellt)
unidirektional und prozessiv ist. Jedoch auch heterologe Bereiche (in Abbildung 35 und
Abbildung 44 schwarz dargestellt — verschiedene Buchstaben bedeuten Heterologie) konnten
iiberwunden werden, jedoch deutlich weniger effizient (Dennis et al., 2004).

Wie in Abbildung 44 B zu sehen, sind bei der Branch Migration durch das RuvAB-System
mindestens drei Proteinkomplexe beteiligt: zwei RuvB-Hexamere und mindestens ein RuvA-
Tetramer. Es ist zu vermuten, dass die RecQ-Helikasen die Branch Migration nach einem
anderen Mechanismus katalysieren, z.B. durch koordiniertes Entwinden und Re-Annealen der
Strange (siehe auch nichstes Kapitel). In diesem Fall wiirde unter Umstédnden der heterologe
DNA-Bereich an den Enden der X12-HJ weniger ins Gewicht fallen als bei der Branch
Migration durch RuvAB. Auch in der RecQ-Literatur wird die Entstehung von splayed Arm
ausgehend von der X12-HJ als Branch Migration gewertet.

Auch fiir andere RecQ-Helikasen ist splayed arm das Hauptprodukt. Dies wurde mit dem
gleichen Substrat, der X12-HJ, fiir HSWRN (Mohaghegh et al., 2001; Cheng et al., 2006) und
HsRECQI (Sharma et al., 2005) gezeigt, und fiir HSRECQS58 mit einer X26-HJ (Garcia ef al.,
2004). Fir HSRECQI1 und HsRECQ58 wurde zuséatzlich gezeigt, dass die Branch Migration
durch RuvA inhibiert wird. Wie in Abbildung 44 B zu sehen, bindet das RuvA-Tetramer an
die Kreuzung und blockiert diese dadurch fiir die RecQ-Helikasen.

Unter optimierten Mg**-Bedingungen kann auch DMRECQS58 die X12-HJ auflosen (Ozsoy et
al., 2003). Auch EcRECQ 16st, zumindest in der Gegenwart von SSB, die HJ auf (Harmon
und Kowalczykowski, 1998). Leider ist fiir beide Enzyme nicht angegeben, zu welchen
Produkten die HJs aufgeldst werden. Fiir ScSGS1 hingegen ist bekannt, dass die HJ komplett
in die Einzelstrange aufgeldst wird (Bennett ef al., 1999)

Komplexer stellt sich die Situation fiir HSBLM dar. Dieses Enzym katalysiert an der X12-HJ
die Bildung von Einzelstringen, wahrscheinlich jedoch ausgehend von splayed arm
Produkten, die zuerst gebildet wurden (Mohaghegh et al., 2001; Janscak et al., 2003; Bachrati
et al., 2000).
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An Plasmid-basierten HJ, sogenannten o-Strukturen, ist Branch Migration sowohl durch
HsBLM (Karow et al., 2000) als auch durch HsWRN (Constantinou et al., 2000) beobachtet
worden. Das bekriftigt, dass HsSBLM auch die Oligonukleotid-basierten HJs iiber Branch
Migration auflost.

Im Kontext der Holliday-Junctions konnte, wie bereits in der Einleitung erwidhnt (siehe auch
Abbildung 7 und Abbildung 43) fiir HsBLM gezeigt werden, dass dieses Enzym Doppel-
Holliday-Junction in Zusammenarbeit mit u.a. HsSTOPOIlla. durch dHJ-Dissolution auflsen

kann, was zu Genkonversionen fiithrt (Wu und Hickson, 2003).

Im Hinblick auf die HJs wéren in der Zukunft folgende Experimente interessant. Erstens
konnte die Reaktion an HJs untersucht werden, die durch ihre Sequenz mehr oder weniger
Heterologie (im Gegensatz zum mobilen Teil) bieten, um zu sehen, ob ein Einfluss auf die
Branch Migration zu erkennen ist. Gerade im Hinblick auf AtRECQ3 kénnten zweitens auch
kiirzere HJs untersucht werden, da unter Umstinden AtRECQ3 nur nicht prozessiv genug ist,
um die X12-HJ umzusetzen, prinzipiell jedoch mit der DNA-Struktur ,,Holliday-Junction*

umgehen kann.

5.3.10. Umsatz einer Modell-Replikationsgabel

In Abbildung 9 wurden bereits verschiedene mogliche Schicksale einer arretierten
Replikationsgabel dargestellt, an derer Prozessierung auch RecQ-Helikasen beteiligt sind
(Bachrati und Hickson, 2003). Eine Moglichkeit, die Replikation iiber die Léasion im
Vorwirtsstrang hinweg zu fiihren, verlduft iiber die Ausbildung einer Holliday-Junction, die
in diesem Kontext als Chicken-Foot-Struktur bezeichnet wird, durch Replikationsgabel-
Regression (Abbildung 9, Struktur 3) (Cox, 2002). Die beiden neusynthetisierten
Tochterstringe paaren und der Vorwirtsstrang kann durch eine Polymerase mit dem
(ldngeren) Riickwirtsstrang als Template weitersynthetisiert werden. Durch reverse Branch
Migration wird die Replikationsgabel wiederhergestellt und die Lésion ist iiberwunden.

Die Replikationsgabel in dieser Arbeit war durch die Wahl der Homologieregionen so
entworfen, dass eine Replikationsgabelregression moglich war (Machwe et al., 2006) (siche
auch Abbildung 39 und Abbildung 45).

Die Reaktionen an dieser Replikationsgabel wurden bereits mit einer Vielzahl von Enzymen,

HsBLM, HsWRN und EcRECQ eingeschlossen, von Machwe et al., 2006 analysiert.
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In der gerade zitierten Arbeit konnte gezeigt werden, dass die von HsBLM und HsWRN
vermittelte Bildung des Tochterduplexes charakteristisch fiir koordinierte DNA-Strang-
Entwindung und -Paarung ist.

In einer zweiten Studie (Machwe et al, 2007) wurde die Katalyse durch HsWRN an
dhnlichen Replikationsgabeln genauer untersucht. In jener Arbeit konnte direkt die Bildung
des Chicken-Foot-Intermediats durch die Zugabe von RusA, einem anderen HJ-bindenden
Protein (siehe auch RuvA in Abbildung 44), gezeigt werden.

Die Tatsache, dass einige (z.B. alle menschlichen) RecQ-Helikasen Strand-Annealing
katalysieren (Garcia et al., 2004; Cheok et al., 2005; Machwe et al., 2005; Sharma et al.,
2005; Macris et al., 2006; Muzzolini et al., 2007) unterstiitzt die Idee der koordinierten

Strang-Entwindung und -Paarung weiter.

Mit Hilfe dieser von Machwe et al. validierten Replikationsgabel konnte gezeigt werden, dass
auch AtRECQ2 die Bildung des Tochterduplexes katalysiert (Abbildung 40 und Abbildung
41). Folglich ist AtRECQ2 wie auch HSWRN und HsBLM in der Lage Strang-Entwindung
und -paarung zu koordinieren, um eine Regression der Replikationsgabel zu bewerkstelligen
(Abbildung 45).

Im Gegensatz zu AtRECQ2 katalysiert ECRECQ die Vorwirtsentwindung (Abbildung 40,
schematisch in Abbildung 45). Dieses Ergebnis bestitigt die Literaturdaten iiber ECRECQ
(Machwe et al., 2006). Dieser Unterschied wird auch an Plasmid-basierten gegabelten
Modellsubstraten deutlich. HsBLM kann die Regression der gegabelten Struktur katalysieren,
EcRECQ jedoch nicht (Ralf et al., 2006). In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis wurde
durch EcCRECQ auch kein Strand-Annealing mit anderen Modellsubstraten beobachtet. Nach
einem Modell von Hishida et al, 2004 katalysiert EcRECQ zundchst die

Vorwirtsentwindung, wechselt dann aber, wie in Abbildung 5 gezeigt, den Strang.

Der Vergleich von AtRECQ2 mit AtRECQ3 zeigt fundamentale Unterschiede zwischen den
beiden Enzymen auf. Sie unterscheiden sich nicht nur im Optimum der Mg”"-Konzentration
(siehe nichstes Kapitel) sondern auch in den Reaktionsprodukten. Die Reaktionsprodukte von
AtRECQ3 entsprechen zunéchst nicht den in Abbildung 39 B dargestellten Moglichkeiten.
Hiernach ist der markierte 27-er-Einzelstrang kein erwartetes Produkt. In Abbildung 45 wurde
der Versuch unternommen, die Reaktionsprodukte zu erkldren. Die zur Bestétigung
notwendigen Experimente konnten jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt

werden.
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Nach dem Ablosen des orange-gezeichneten Tochterstrangs ausgehend von der Kreuzung in
3’-5’ Richtung kommt es, enzymkatalysiert oder durch das Atmen der DNA (siche Abbildung
42), zum Paaren der beiden parentalen Stringe. Diese Paarung setzt sich fort, bis der **P-
markierte, rot gezeichnete Tochterstrang, geldst ist. Da es nicht in groem Ausmall zu einer
spontanen Bildung des Tochterduplexes in der Reaktion kommt, wire erklirt, wie es zu der
Bildung des parentalen Duplex verbunden mit Tochtereinzelstraingen kommt — eine Reaktion,

die bisher nicht als Hauptreaktion einer RecQ-Helikase an diesem Substrat beobachtet wurde.

AtRECQ2/ EcRECQ Abbildung 45: Erweiterte Darstellung der mdglichen

HsWRN/ — Reaktionen an der Modell-Replikationsgabel.

HsBLM x Die Replikationsgabel (siche Abbildung 39 A) ist in (1) gezeigt.
— + 0 Die Pfeilspitzen markieren die 3’-Enden der Oligonukleotide.
Durch die Homologien ist es mdglich, dass es, wie durch
AtRECQ2, HsWRN und HsBLM katalysiert, zu einer
Riickfaltung — Regression — der Replikationsgabel kommt. Dabei
entsteht aus Intermediat die in (2) gezeigte Holliday-Junction, die
auch als Chicken-Foot bezeichnet wird. Der blau markierte
Heterologiebereich verhindert, dass dieser Prozess spontan

stattfindet. ~Weiterfilhrende Branch Migration fithrt zur
\ / Entstehung von parentalem Duplex und Tochterduplex (3).
Ein weiterer, durch EcRECQ vermittelter, alternativer
Umsatzweg ist die Vorwirtsentwindung. Hierbei entstehen
gemischte Duplexe aus einem parentalen Strang und einem
Tochterstrang (4), die dann u.U. weiter aufgelost werden konnen
z.B. in die in (5) gezeigten Produkte durch eine 3’-5’-Helikase.

Regression
—
Vorwirts-Entwindung

. l Weiterhin ist es natiirlich moglich (6), dass einfach nur ein
weitere Tochterstrang-Arm durch die Aktion einer Helikase abgeldst wird
mogll.che — und eine 3-armige Struktur {ibrig bleibt, hier eingezeichnet fiir
ggﬁxg‘}?fgﬁé N\ + eine 3’-5’-Helikase. In (8) sind die Produkte dargestellt, die durch
Helikase *‘// AtRECQ3 katalysiert werden. Da AtRECQ3 DNA-Substrate

6 ohne Uberhdnge (blunt) nicht umsetzen kann, und vermutlich

auch die Vorwirtsentwindung wegen der zu geringen
Prozessivitit nicht Kkatalysieren kann, verlduft der Weg
vermutlich {iber die Zwischenstruktur (6), die jedoch aufgrund
der Trennschirfe des Gels nur erahnt werden kann (z.B. bei

Va 7 11,71 mM Mg*" in Abbildung 41). Enzymkatalysiert oder durch
das Atmen der DNA (siehe Abbildung 42), kommt es zur Paarung
l der komplementéren parentalen Stringe. Durch diese Paarung
wird nach und nach der *?P-markierte, rot gezeichnete
+ Tochterstrang, verdringt.
’_—»
+ 8
|
AtRECQ3 ?

5.3.11. Bedeutung der Mg"*-Konzentration in der Reaktion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass verschiedene Substrate bei unterschiedlichen
freien Mg*"-Konzentrationen am besten umgesetzt werden konnen (Kapitel 4.9). Dabei haben

Magnesiumionen mindestens zwei Effekte: Zum einen wird ATP als MgATP*-Komplex fiir

107



DISKUSSION

die Entwindung zur Verfiigung gestellt, zum anderen kann Mg®" die Struktur (Konformation)
von DNA-Substraten beeinflussen. In der Reaktion sieht man die Summe aller Effekte.

Fiir den Umsatz der meisten DNA-Substrate durch die AtRECQ-Helikasen war eine hohe
MgATP*-Konzentration verbunden mit einer minimalen freien Mg®'-Konzentration optimal.
Auch fiir andere RecQ-Helikasen wurde eine Hemmung durch freies Mg®" beobachtet, z.B.
fiir ECRECQ und HsSRECQ1 (Harmon und Kowalczykowski, 2001; Sharma et al., 2005).
Gerade durch diese geringe Mg**-Konzentration kommt es z.B. bei der Holliday-Junction zu
einer offenen Konformation, die im Gegensatz zu einer, durch Kationen begiinstigten,
gestapelten Konformation steht (Shida et al., 1996; Yu et al., 2004). So wurde z.B. gezeigt,
dass DmRECQ58 wie auch AtRECQ2 die HJ-Struktur nur bei niedrigen freien Mg”'-
Konzentrationen umsetzen kann (Ozsoy et al., 2003).

So ist es denkbar, dass fiir den Umsatz der 3’ Uberhangssubstrate und der Replikationsgabel
hohere freie Magnesiumkonzentrationen zu Konformationen fiihren, die von den AtRECQs
umgesetzt werden konnen. Da AtRECQ2 und AtRECQ3 an der Replikationsgabel
verschiedene Reaktionen katalysieren, denen vermutlich ein distinkter Mechanismus zu
Grunde liegt, sind auch hier enzymabhingige Unterschiede im Mg**-Optimum plausibel.
SchlieBlich soll noch angemerkt werden, dass im Zusammenhang mit den 3> Uberhingen
festgestellt wurde, dass der Einfluss der Mg” -lIonenkonzentration um so schwicher

ausgepragt ist, je besser das Substrat an sich umgesetzt werden kann.

5.4.  Schlussfolgerungen

Wenn man die Exonukleasedoméne von HsWRN unberiicksichtigt ldsst, kann man
spekulieren, dass HSWRN und AtRECQ?2 funktionelle Orthologe sind. Dafiir spricht v.a. die
physikalische Interaktion von AtRECQ2 und AtWRNexo. Aber auch die Daten, die in dieser
Arbeit gewonnen wurden, unterstiitzen diese Hypothese: Die Spektren der (d)NTP-Nutzung
sind bei diesen beiden Helikasen am dhnlichsten, ebenso der Umsatz verschiedener D-Loop-
Strukturen. Allerdings ist es zu friih, diese Hypothese zur Theorie zu erklidren — dafiir sollten
weitere Untersuchungen, gerade auch in vivo Untersuchungen, erfolgen.

Fiir AtRECQ3 ergibt sich keine klare funktionelle Zuordnung zu einem menschlichen Enzym.
Betrachtet man die Doménenorganisation, ist HSRECQS58 am &hnlichsten — dieses Enzym
kann jedoch eine X26-HJ umsetzen. Angesichts des Mangels an verdffentlichten Daten ist
keine funktionelle Zuordnung moglich. Es ist hingegen durchaus moglich, dass mit der
biochemischen Analyse von AtRECQ3 in dieser Arbeit der Grundbaustein fiir die

Charakterisierung eines pflanzenspezifischen RecQ-Homologs gelegt wurde.
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6. Ausblick

In dieser Arbeit wurden einige interessante Ergebnisse erhalten, ob und wie AtRECQ2 und
AtRECQ3 verschiedene DNA-Strukturen umsetzen, die z.B. bei der Replikation und DNA-
Reparatur auftreten.

In der Zukunft sollten zunéchst die Hypothesen beziiglich der Reaktion von AtRECQ3 (aber
auch AtRECQ?2) an der Replikationsgabel iiberpriift, bzw. das Phdnomen genauer analysiert
werden.

Weiterhin konnten zusétzliche DNA-Strukturen getestet werden, um bevorzugte Substrate
von AtRECQ2 bzw. AtRECQ3 zu bestimmen, um so der biologischen Funktion der Proteine
ndher zu kommen. Dafiir bieten sich zum Beispiel Quadruplex-Strukturen an (siche
Abbildung 8 und Abbildung 10).

Um die Hypothese der funktionellen Homologie von HSWRN mit AtRECQ2 und AtWRNexo
fundamental zu stirken, sollte tatsichlich dieser Komplex mit definierten DNA-Substraten
inkubiert werden, um zu sehen, ob eine Kooperation der beiden zu beobachten ist (siche z.B.
Opresko et al., 2001).

Fir die Auflésung von RADS51-Nukleoprotein-Filamenten (siche Kapitel 1.3.3), konnte
gezeigt werden, dass diese Reaktion spezifisch fiir bestimmte RecQ-Homologe ist. Die
Helikasen HSRECQ5B und HsBLM koénnen es, HSRECQ1 jedoch nicht (Bugreev et al.,
2007). Da HsRECQS58 eine dhnliche Doménenstruktur hat wie AtRECQ3, sollte getestet
werden, ob auch AtRECQ3 in der Lage ist, AtRAD51-DNA-Filamente aufzuldsen.

Neben AtRECQ2 und AtRECQ3 laden aber auch die anderen AtRECQs zur Analyse der
biochemischen Funktionen ein. Besonders interessant sind hier zunichst AtRECQ4A und
AtRECQA4B, die trotz ihrer hohen Homologie unterschiedliche biologische Funktionen haben.
Es wire sehr interessant zu sehen, ob sich diese Einzelproteine in ihren biochemischen
Eigenschaften unterscheiden, oder ob unterschiedliche Komplexpartner (siche hierzu auch
Kapitel 1.4.2) dafiir verantwortlich sind. In diesem Zusammenhang ist auch die EF-Hand von
AtRECQA4A auffillig, die sonst in keinem RecQ-Homolog identifiziert worden ist.
AtRECQsim bietet in einem Protein gleich mehrere interessante Phanomene. Zunéchst konnte
jedoch analysiert werden, ob trotz der Unterbrechung der Helikasedomine eine
Helikasefunktion nachzuweisen ist (sieche auch Kapitel 1.5.3).

Falls durch mehrere Experimente, Indizien fiir Funktionen bestimmter Doménen gesammelt
werden konnen, konnten diese entweder durch Mutationen, oder durch konstruierte chimére

RecQ-Proteine, biochemisch genauer charakterisiert werden.
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7. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden zwei RecQ-Helikasen aus dem pflanzlichen Modellorganismus
Arabidopsis thaliana biochemisch charakterisiert. Damit leistet diese Arbeit einen wichtigen
Beitrag zur RecQ-Grundlagenforschung — vor allem hinsichtlich des Verstidndnisses der
funktionellen Evolution und der Besonderheiten der pflanzlichen RecQ-Familie.
RecQ-Helikasen spielen eine wichtige Rolle beim Erhalt der genomischen Stabilitit. Von den
fiinf verschiedenen RecQ-Homologen des Menschen, sind drei mit dem Auftreten
verschiedener schwerwiegender Erbkrankheiten verbunden - ndmlich mit Bloom’s-, Werner-
und Rothmund-Thomson-Syndrom. Diese sind u.a. durch Genominstabilitdt charakterisiert.
Wihrend E. coli und die Bickerhefe nur ein RecQ-Homolog besitzen, hat Arabidopsis
thaliana sogar sieben (AtRECQI, -2, -3, -4A, -4B, -5 und AtRECQsim).

Die genaue Funktion ist bisher von keinem RecQ-Homolog bekannt. Sie spielen im gesamten
DNA-Metabolismus (z.B. DNA-Replikation, Telomer-Erhalt, DNA-Reparatur) eine Rolle.
Neben ihrem Vorkommen in Komplexen und regulatorischen Funktionen, haben RecQ-
Homologe auch enzymatische Funktionen: Es sind 3°-5’-DNA-Helikasen, die eine Vielzahl
von aberranten DNA-Strukturen auflésen kdnnen.

Letzteres wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal auch fiir zwei pflanzliche RecQ-Helikasen
gezeigt. AtRECQ2 und AtRECQ3 konnten erfolgreich in Uberexpressionsvektoren kloniert
und in E. coli exprimiert werden. Die Aufreinigung der beiden Proteine iiber Ni-IMAC und
Calmodulin-Affinitdtschromatographie wurde optimiert. Der Erfolg der Aufreinigung -
funktionelles Zielprotein ohne andere enzymatische Kontaminationen - konnte durch
AtRECQ2-K117M und AtRECQ3-K64M kontrolliert werden (durch die Lysin zu Methionin
Aminosduresubstitutionen hatten diese Negativkontrollen kein Helikaseaktivitéten).
AtRECQ2 und AtRECQ3 sind 3’-5’ Helikasen mit einem Optimum bei pH 8 und 50 mM
Kaliumacetat. Sie arbeiten, wie andere RecQ-Homologe auch, mit Mg2+, Mn?" und Ca*" aber
nicht mit Zn>". Ebenso RecQ-typisch ist die DNA-abhingige ATP Hydrolyse.

Die Hypothese, dass es sich bei AtRECQ2 und HsWRN (ohne Exonukleasefunktion) um
funktionelle Homologe handelt, konnte in dieser Arbeit gefestigt werden: Im Gegensatz zu
den anderen Homologen setzen AtRECQ2 und HsWRN D-Loops mit der gleichen Préferenz
um, und sie haben beide das weiteste (d)NTP-Nutzspektrum. Parallel aber nicht vollig
abgrenzend von anderen RecQ-Homologen setzen AtRECQ2 und HsWRN eine mobile

Holliday-Junction und eine spezielle Replikationsgabel auf die gleiche Weise um.
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Das ebenso in dieser Arbeit charakterisierte AtRECQ3 hebt sich deutlich von AtRECQ2 ab.
Es kann erstens keinen partiellen Duplex mit 23 Basenpaaren und einem 3’ Uberhang von 23
Nukleotiden entwinden und braucht zweitens einen deutlich lingeren 3> Uberhang fiir den
Umsatz eines 15-Basenpaar-Duplexes. Ebenso kann AtRECQ3 drittens die partiell mobile
X12-Holliday-Junction und viertens die getestete Bubble-Struktur nicht aufldsen.

D-Loops hingegen konnen auch von AtRECQ3 aufgelost werden, jedoch wahrscheinlich mit
einer unterschiedlichen Priferenz. Auch AtRECQ3 katalysiert einen Umsatz an der
Replikationsgabel. Die katalysierte Reaktion wurde bisher fiir kein anderes RecQ-Homolog
als Hauptreaktionsweg beobachtet. Sie bedarf einer genaueren Untersuchung in der Zukunft,

konnte aber auf eine spezifische Funktion von AtRECQ3 hindeuten.
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8. Summary

In this work two RecQ helicases from the plant model organism Arabidopsis thaliana were
characterized biochemically. Therefore this work contributes notably to the basic research on
RecQ-proteins — mainly to the understanding of the functional evolution and of the
particularities of the plant RecQ-family.

RecQ helicases play an important role in the maintenance of the genomic stability. From the
five RecQ helicases of humans, three can be related to severe genetic diseases — namely
Bloom’s-, Werner- and Rothmund-Thomson syndrome. Those are characterized by genomic
instability. While there is just one RecQ homologue in E. coli and the baker’s yeast, seven are
present for Arabidopsis thaliana (AtRECQ1, -2, -3, -4A, -4B, -5 and AtRECQsim).

The precise function is not clear for any RecQ homologue. They are important for the whole
DNA metabolism (e.g. replication and repair of DNA, maintenance of telomeres). Besides
being part of complexes and having regulatory functions, RecQ homologues also have
enzymatic functions: they are 3’ to 5> DNA helicases, which are able to resolve a multitude of
aberrant DNA structures.

The latter was shown in this work for the first time for two plant RecQ helicases. AtRECQ?2
and AtRECQ3 were successfully cloned into overexpression vectors and expressed in E. coli.
The purification of the two proteins by Ni-IMAC and calmodulin affinity chromatography
was optimized. The success of the purification — which is functional protein of interest,
without other enzymatic contaminations, — was controlled by AtRECQ2-K117M and
AtRECQ3-K64M (these negative controls did not have helicase activity due to the lysine to
methionine substitutions).

AtRECQ2 and AtRECQ3 are 3’ to 5’ helicases with an optimum at pH 8 and 50 mM of
potassium acetate. They work, like the other RecQ homologues, with Mg®", Mn*" and Ca*',
but not with Zn*". Typical for RecQ-helicases, they also show ATP hydrolysis that is
dependent on DNA.

The hypothesis, that AtRECQ2 and HsWRN (without its exonuclease function) are functional
homologues, could be consolidated in this work: in contrast to the other RecQ-homologues,
AtRECQ2 and HsWRN don’t show a preferential unwinding of different tested D-Loops and
they both have the widest (d)NTP spectrum for hydrolysis coupled to unwinding. Also similar
for both enzymes but not completely different from other RecQ-homologues, AtRECQ2 and
HsWRN process a mobile Holliday junction and a special replication fork in the same

mannecr.
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AtRECQ3, also characterized in this work, is silhouetted against AtRECQ?2. First, it can not
disrupt a partial duplex with 23 base pairs and a 3’ overhang of 23 nucleotides and second, it
needs a significantly longer 3’ overhang in order to disrupt a 15 base pair duplex. Third and
forth it can not disrupt the partially mobile X12-Holliday junction or the tested bubble
structure.

D-Loops, however, can be melted by AtRECQ3, probably with a different preference.
AtRECQ3 catalyses also a transformation of the analyzed replication fork. The products of
the catalyzed reaction were not shown to be main products for another RecQ-homologue. This
reaction has to be further analyzed in the future. It may point to a function specific for

AtRECQ3.
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9. Résumé

Cette these comprend la caractérisation de deux hélicases de la famille RecQ d’un organisme
modele du régne végétal - Arabidopsis thaliana. C’est une contribution importante pour la
recherche fondamentale concernant les hélicases RecQ — surtout pour comprendre 1’évolution
des fonctions de cette famille d’enzymes et la particularité des enzymes de ce régne.

Les hélicases RecQ jouent un role important dans la maintenance de la stabilité génomique.
Des cinq hélicases RecQ de ’homme, trois sont liées a des maladies génétiques graves — le
syndrome de Bloom, de Werner et de Rothmund-Thomson. Ces maladies sont caractérisées
par I’instabilit¢ du génome. Tandis qu’E. coli et S. cerevisiae ne possedent qu’un seul
homologue, il y en a sept pour Arabidopsis thaliana (AtRECQI, -2, -3, -4A, -4B, -5 et
AtRECQsim).

La fonction précise d’aucune des protéines homologues RecQ n’est connue jusqu’a présent.
Elles sont impliquées dans I’ensemble du métabolisme de ’ADN (comme la réplication de
I’ADN, le maintien des télomeres et la réparation de I’ADN). En plus de leur présence dans
des complexes protéiques et de leurs fonctions régulatrices, les homologues RecQ ont des
fonctions enzymatiques : une fonction hélicase avec une directionalité de 3’ a 5’ qui permet
de résoudre une multitude de structures d’ADN aberrants.

Ce dernier point a ét¢ démontré dans cette thése pour la premiere fois pour des hélicases
RecQ de plantes. AtRECQ2 et AtRECQ3 ont été clonées dans des vecteurs de surexpression
et exprimées dans E. coli avec succes. La purification des deux protéines par Ni-IMAC et
chromatographie d’affinité avec de la calmoduline a été optimisée. Le succes — la protéine
fonctionnelle non contaminée par d’autres enzymes — a pu étre contrdlé et démontré a ’aide
d’AtRECQ2-K117M et AtRECQ3-K64M (ces contrdles négatifs n’ont pas d’activité hélicase
du fait de la substitution de la lysine par la méthionine).

AtRECQ2 et AtRECQ3 sont des hélicases 3° a 5’ avec un optimum a pH 8 et 50 mM
d’acétate de potassium. Elles fonctionnent, comme les autres homologues RecQ, avec Mg”",
Mn>" et Ca®", mais pas avec Zn>". Comme les autres RecQ hélicases, elles hydrolysent
¢galement ’ATP de maniére ADN-dépendante.

L’hypothése de I’homologie fonctionnelle d’AtRECQ2 et HsWRN (sans sa fonction
d’exonucléase) a pu étre consolidée au cours de ce travail de thése : contrairement aux autres
homologues, AtRECQ2 et HsWRN démontrent la méme spécificité pour les différentes
structures D-Loops testées et toutes les deux ont le plus grand spectre d’utilisation des

d(NTP)s. Un autre point sur lequel les deux protéines sont proches sans étre complétement
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différentes des autres homologues RecQ est qu’AtRECQ2 et HsWRN transforment une
Holliday-Junction mobile et une fourche de réplication spéciale de manicre équivalente.

La protéine AtRECQ3, caractérisée également au cours de cette thése, se différencie
d’AtRECQ?2 sur différents aspects. Tout d’abord, AtRECQ3 ne peut pas dissocier un duplex
partiel d’ADN comprenant 23 paires de bases et une extrémité 3 de 23 nucléotides de plus.
AtRECQ3 a également besoin d’une extrémité 3’ plus longue qu’AtRECQ?2 pour transformer
un duplex de 15 paires de bases. Enfin, AtRECQ3 ne peut pas dissocier une X12-Holliday-
Junction et la structure « Bubble » étudiée.

Les D-Loops par contre peuvent étre dissociées par AtRECQ3 mais probablement de maniére
préférentielle. AtRECQ3 catalyse également une transformation de la fourche de réplication
analysée. Cette réaction n’a pas été observée comme transformation majeure d’un homologue
RecQ. Elle nécessite une analyse plus détaillée, et pourrait indiquer une fonction spécifique

pour AtRECQ3.
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