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Abstrakt

Seit Beginn des Lebens entstehen durch Reproduktion, Variation und Selektion immer neue Spezies.
Stetige Erneuerung statt Stagnation ist Teil der Evolution. Ein Modellsystem aus linearen DNA-
Molekiilen wurde entwickelt, in dem durch spontane Ligation neue Polymere entstehen, die sich
Template-basiert vermehren. Bei addquat hohen Reproduktionsraten wurden unter den lénger wer-
denden Polymeren gewisse Léngen selektiert. Dieser stetige, selektive Innovationsprozess zeigt gewisse

Parallelen zur biologischen Evolution.

Der Einbau nicht-kanonischer Aminosduren kann natiirliche Proteinfunktionen erweitern. Nicht-
kanonische Aminosduren-Analoga hemmen oft das Expressionswirts-Wachstum, limitieren so den in-
vivo-Ansatz. Besonders der in-vivo-Einbau toxischer Analoga wie L-Canavanin ist schwierig. Jedoch
konnte gezeigt werden, dass ein zellfreies Fscherichia-coli-Expressionssystem dieses medizinisch rele-
vante Analogon vollstédndig einbaut, ein neuer Ansatz, modifizierte Proteine fiir Folgestudien herzu-

stellen. Weitere nicht-kanonische Aminosduren wurden auch, jedoch weniger effizient, eingebaut.

Die Regulation des epigenetischen Fscherichia-coli-Pili-Phasenvariationsmechanismus erfolgt
transkriptionell durch Modulation des DNA-Methylierungsmusters, involviert Koregulatoren. Es
wurde eine synthetische regulatorische DNA im obigen Expressionssystem studiert und theoretisch
analysiert. Die DNA wechselwirkte methylierungsabhéngig mit sich selbst. Folglich wurde der Mecha-

nismus neu interpretiert.

Abstract

Since the origin of life the emergence of new species has been promoted by reproduction, variation,
and selection. Instead of stalling, Evolution innovates ad infinitum. A model system of linear DNA
molecules was devised where new template-based proliferating polymers appear by spontaneous ligati-
on. While length increasing polymers were emerging, for sufficiently high reproduction rates particular
lengths were constantly being selected. This steady, selective innovation process bears resemblance to

biological evolution.

The incorporation of noncanonical amino acids can extend natural protein functionalities. The in
vivo approach is limited as non-canonical amino acid analogues often act as growth inhibitors for
expression hosts. In vivo incorporation of toxic analogues like L-canavanine is exceptionally difficult.
However, it was shown that an Escherichia coli cell-free expression system completely incorporates
this medically relevant analogue into a model protein, a new approach producing modified proteins

for further studies. Other noncanonical amino acids were incorporated, albeit with lower efficiency.

The regulation of the epigenetic Fscherichia coli pili phase variation mechanism transcriptionally pro-
ceeds by DNA methylation pattern modulation, involving coregulators. A synthetic regulatory DNA
was studied in the above expression system and theoretically analyzed. Dependent on the methylation

pattern, this DNA self-interacted. Accordingly, the mechanism was reinterpreted.
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1. Vorwort

Die Darwinsche Evolution [1] verdndert seit jeher das Leben auf der Erde: allméhlich trieben Mutation
und Selektion das irdische Okosystem, das anfangs eine priibiotische Ursuppe [2|-[4] darstellte, hin zu
immer komplexer werdenden, sich reproduzierenden Individuen. Der anfangliche Zustand glich wohl
einem promiskuitiven Zustand aus ununterscheidbaren Individuen, da diese unermiidlich Molekiile
miteinander austauschten [5]-[10], jedoch fiihrten komplexe dynamische Wechselwirkungen allméh-
lich zur Herausbildung von differenzierbaren Untergruppen, die als Spezies deklariert werden konnten.
Offensichtlich bedeutet biologische Vielfalt nicht, dass alle denkbar moéglichen sich reproduzierende In-
dividuen entstehen, viel eher bilden sich stdndig Nischen, die neue Spezies hervorbringen, die wiederum
als Nischen fiir die weitere Evolution dienen [11], |[12], wodurch sich die Biosphére in gewisser Weise
ordnet. Abstrakte |13], [14] oder molekulare Systeme [15], [16] eignen sich zur Analyse grundlegen-
der evolutionirer Prozesse. Ublicherweise selektiert ein in molekularen evolutioniren Modellsystemen
herrschender konstanter Selektionsdruck eine optimale Evolutionslosung heraus, die mit dem Still-
stand der Evolution in einem (Quasi)-Endzustand verbunden ist [17]-[25]. Jedoch streben natiirliche
Okosysteme, selbst ohne variierenden externen Selektionsdruck [26|-[28], stetig als eng verflochtenes
Kollektiv nach hoherer Funktionalitdt [29], [30]. Bisher sind diese der Evolution zugrundeliegenden
dynamischen Kopplungen wenig verstanden. Wie sich andauernde Evolution koexistierender Spezies
in molekularen Evolutionssystemen realisieren lésst, bleibt bis dato ungelost. Die in Kap. |3| durchge-
fiihrte Studie beschéftigt sich mit der Erforschung méglicher Konditionen, die es ermdoglichen, dass

molekulare Evolution unter konstanten dufleren Bedingungen unbegrenzt andauert.

Im Lauf der Evolution wurden die sogenannten 20 kanonischen Aminosduren selektiert, die bei fast
allen Organismen die Bausteine der Proteine bilden (vgl. Kap. 4 aus [31]). Es gibt nur wenige spe-
zielle Organismen, bei denen der kanonische Satz ausnahmsweise um weitere Aminoséduren erweitert
wird [32], [33]. Biologische Aktivitdt wird den Proteinen aufgrund ihrer dreidimensionalen Struktur
verliehen [34]. Die dreidimensionale Struktur wiederum wird entscheidend von den Wechselwirkungen
zwischen den funktionellen Gruppen der Aminosduren, die das Protein zusammensetzen, beeinflusst
(vgl. Kap. 4 aus|31]). Somit lassen sich zwar mit Hilfe des kanonischen Satzes der Aminoséuren eine
grofle Menge von an das Leben angepasste Proteinfunktionen erzeugen, jedoch miissen diese aufgrund
der limitierten Zahl an bei der Proteinsynthese beriicksichtigten Aminosduren keineswegs ideal sein
[35]. Diese funktionalen Limitationen aufzuheben und Proteine mit neuen physiko- und biochemischen
Eigenschaften zu erzeugen, beabsichtigt der gezielte Einbau nicht-kanonischer Aminosiuren in Prote-
ine [35], [36]. Bei der chemischen Peptidsynthese lassen sich nur kleine Peptide mit einer Lénge von
bis zu etwa 50 Aminosduren synthetisieren [37], [38]. Daher hat sich beim Einbau nicht-kanonischer
Aminoséuren in Proteine die ribosomale Proteinbiosynthese mittels homo- oder heterologer Genex-
pression durchgesetzt [39]. Hiufig inhibieren nicht-kanonische Aminosduren-Analoga das Zellwachs-
tum des Expressionswirts |36, was den in-vivo-Ansatz einschrinkt. Beispielsweise werden sie nicht
nur in das Zielprotein eingebaut, sondern von der molekularen Translationsmaschinerie ebenfalls in
die wirtseigenen Proteine, beispielsweise in Enzyme, inkorporiert [36], [40]. Insofern gestaltet sich der
Einbau nicht-kanonischer Aminosauren, die starken Einfluss auf die Proteinfaltung haben, als beson-

ders herausfordernd. Jedoch ist der Einbau von solchen Aminosduren zum Zweck der Beeinflussung



1. Vorwort

der Proteinstruktur und dem damit verbundenen Potential, auflergew6hnliche Proteineigenschaften er-
zeugen zu konnen, vielversprechend. Fin Beispiel ist das toxische, nicht-kanonische Arginin-Analogon
Canavanin, das in Escherichia coli sogar zum unmittelbaren Zelltod fithren kann [41], jedoch aus
medizinischer Betrachtung Relevanz besitzt, da es anti-virale Eigenschaften zeigt [42], Stimulator fir
menschliche Autoimmunkrankheiten sein kann [43] und in vielen Studien, u.a. [44]—49], auf seine anti-
Krebs-Eigenschaften hin untersucht wurde. Kap. [4 beschéftigt sich mit dem zellfreien in-vitro-Einbau
nicht-kanonischer Aminoséduren in Proteine, insbesondere mit dem Einbau von Canavanin, dessen
vollstdndiger in-vivo-Einbau bisher nur einmal unter elaborierten Bedingungen nachgewiesen werden
konnte [50]. Es wird untersucht, inwieweit sich ein zellfreies System [51], [52], das die Genexpres-
sion mit Hilfe der molekularen endogenen FEscherichia-coli-Transkriptions-Translations-Maschinerie

ermoglicht, zu diesem Zweck eignet.

Verdnderungen der Zelleigenschaften resultieren nicht nur aus Mutationen, die die DNA-Sequenz bzw.
Erbinformation dauerhaft verdndern. Der Begriff Epigenetik umfasst alle Verdnderungen in der zelluld-
ren Regulation der Genexpression, die vererbt und somit stabilisiert werden kénnen, ohne dass dazu die
zugrundeliegende DNA-Sequenz verdndert wird [53], [54]: Ein epigenetisches Phanomen fithrt folglich
zu einer vererbbaren Anderung des Phinotyps einer Zelle, ohne dazu den Genotyp zu verindern. Eine
enger gefasste Definition der Epigenetik fordert, dass sich die Verdnderung des Phénotyps schalterar-
tig vollzieht, sich demnach entweder vollumféinglich oder gar nicht manifestiert [55]. Diese Definition
bezieht somit den in Kap. [5] studierten Phasenvariationsmechanismus uropathogener Escherichia coli
ein [55], mit dem die Bakterien die Synthese sogenannter Pili regulieren kénnen [56], [57]. Mit Hilfe die-
ser linearen haar- und polymerartigen Strukturen kénnen die Bakterien an der Epithelzellschicht der
ableitenden Harnwege des Wirts adhérieren [56], [57] und Urinaltraktinfektionen verursachen [58]. Die
Phasenvariation wird auf Ebene der Transkription reguliert [59]. Aus diesem Grund stellt das bereits
zum Einbau von nicht-kanonischen Aminosiduren verwendete zellfreie Escherichia-coli-Transkriptions-
Translations-System eine optimale Basis dar, den Phasenvariationsmechanismus zu untersuchen, ein
Ansatz der bereits in Vorarbeiten [60] verfolgt wurde und an den die vorliegende Dissertation ankniipft.
Insbesondere, im Gegensatz zum in-vivo-Ansatz, bei dem verschiedene Umwelteinfliisse die moleku-
lare Zusammensetzung der Zelle sténdig verdndern kénnen [61], lassen sich die Konzentrationen von

involvierten Koregulatoren gezielt variieren.

Auf das Vorwort folgt Kap. 2| das die zum Versténdnis der in den Kap. durchgefiihrten Studien
notwendigen biochemischen und molekularbiologischen Grundlagen zusammenfasst und in die zellfreie
Proteinsynthese einfiihrt. Die durchgefithrten Studien werden in sich abgeschlossenen Kapiteln pra-
sentiert. Jedes dieser Kapitel beginnt mit einem einfiihrenden Teil, der den Stand der Wissenschaft
zusammenfasst, die Studie motiviert und die Strategie der durchgefithrten Experimente erldutert. Es
folgen der Material- und Methoden-Teil, die Préasentation und Diskussion der Ergebnisse und eine

abschlieflende Zusammenfassung, Konklusion sowie ein Ausblick.



2. Biochemische, molekularbiologische Grundlagen und

Einfiihrung in die zellfreie Proteinsynthese

Kap. [2 resiimiert das biochemische, biophysikalische und molekularbiologische Grundlagenwissen, das
fiir das Verstdndnis der in dieser Dissertation durchgefiithrten Studien relevant ist. Es fithrt in die

(zellfreie) Proteinsynthese ein.

2.1. Aufbau von DNA, RNA und Proteinen

Um im weiteren Verlauf dieses Kapitels den Vorgang der genetischen Informationsiibertragung, der sich
Genexpression nennt, zu verstehen, wird zuerst der Aufbau von DNA, RNA und Proteinen beschrieben.
Der Aufbau dieser Biomolekiile legt die biomolekularen Wechselwirkungen fest, die in jeder Studie

dieser Arbeit von zentraler Bedeutung sind.

2.1.1. Aufbau von DNA und RNA

2.1.1.1. Aufbau der Monomere: DNA- und RNA-Nukleotide

Abschn. [2.1.1.1] fasst das relevante Grundlagenwissen aus den Abschn. 1.2 aus [62] und 3.3.1 aus [63]

zusamimen.

DNA und RNA sind Nukleinsduren. Thr Riickgrat ist ein Poly-

mer, das aus Monomeren, die Nukleotide (Abb. heiflen, auf- Desoxyribose:
gebaut ist. Nukleotide setzen sich aus einer Pentose (Funffach- S: g GAT
zucker), einer Stickstoffbase und einer Phosphatgruppe zusam- ' [Ribose:
men. Pentosen sind Zucker mit fiinf Kohlenstoffatomen, die von ; : 8HG Al

1 bis 5° nummeriert sind und einen Ring bilden (Abb. [2.1)).

Abbildung 2.1.: Aufbau der Nukleo-
tide, die sich aus einer Pentose, einer
1-C-Atom der Pentose gebunden, wird von einem Nukleosid ge-  Stickstoffbase und einer Phosphat-
sprochen. Aus dem Nukleosid wird ein Nukleotid, wenn am 5‘- gruppe zusammensetzen. Erstellt in
Anlehnung an die Idee von Abb. 3.8
aus [63].

Ist nur die Stickstoffbase tiber eine N-glykosidische Bindung am

C-Atom zusétzlich mindestens eine Phosphatgruppe gebunden
ist, die durch Veresterung der dortigen OH-Gruppe der Pentose
mit Phosphorséure entsteht. Des Weiteren befindet sich am 3°-
C-Atom der Pentose eine OH-Gruppe, die zusammen mit der Phosphatgruppe am 5‘-C-Atom die
entscheidenden funktionellen Gruppen fiir die DNA- und RNA-Polymerisierung darstellt (vgl. Ab-
schn. . Ein Unterscheidungsmerkmal zwischen DNA- und RNA-Nukleotiden ist durch die
Struktur der Pentose gegeben: Wéahrend Ribose der Fiinffachzucker der RN A-Nukleotide ist, findet sich

2‘-Desoxyribose in DNA-Nukleotiden wieder. Diese beiden Pentosen unterscheiden sich am 2‘-C-Atom
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Proteinsynthese

voneinander. Bei der Ribose ist an dieser Stelle eine weitere OH-Gruppe gebunden, am 2‘-C-Atom der

2‘-Desoxyribose ist hingegen ein H-Atom zu finden.

Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal zwischen RNA- und DNA-Monomeren bilden die gebundenen
Stickstoftbasen, vereinfacht auch Basen genannt (Abb. Abb. 2.2B). Im Fall von DNA werden die
Basen Adenin (A), Thymin (T), Guanin (G) und Cytosin (C) an die 2‘-Desoxyribose gebunden. In
RNA wird T durch Uracil (U) ersetzt. Im Gegensatz zu T fehlt U die Methylgruppe an Position 5. Die
Basen werden zwei chemischen Klassen zugeteilt: den Purin- und Pyrimidinbasen. Zu den Purinbasen
zéhlen Adenin und Guanin, die zwei tiberlappende heterozyklische Ringe mit fiinf und sechs Gliedern
besitzen. Thymin, Cytosin und Uracil sind Pyrimidinbasen, die einen sechsgliedrigen heterozyklischen
Ring aufweisen. DNA- und RNA-Nukleotide werden zur Vereinfachung gemé&fl ihrer Stickstoffbase
bezeichnet und abgekiirzt (A, G, T/U und C). Wiahrend innerhalb der polymerisierten Nukleinsduren
nur die Monophosphate der Nukleoside zu finden sind (vgl. Abschn. , besitzen die monomeren
Di- oder Triphosphate der Nukleoside im zelluldren Stoffwechsel oder als Regulatormolekiile eine
herausragende Bedeutung.

2.1.1.2. Basenpaarungen und Verkniipfung der Nukleotide zum Biopolymer

Abschn. [2.1.1.2] fasst das relevante Grundlagenwissen aus den Abschn. 1.3.1 aus , 3.3.1 und 7.2.1
aus ZUSaImmen.
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Abbildung 2.2.: Verkniipfung der DNA-Nukleotide zu einzelstrangigen DNA-Polymeren (A), die durch
Watson-Crick-Paarungen (B) miteinander wechselwirken kénnen (A,B). RNA-Polymere sind auf die
gleiche Weise, wie in (A) dargestellt, aufgebaut, nur dass Ribose Desoxyribose und Uracil Thymin
ersetzt. A erstellt entsprechend der Ideen nach Abb. 3.9 und 7.3 aus . B erstellt entsprechend der
Idee nach Abb. 7.4 aus .

DNA und RNA sind Polymere, die aus monomeren DNA- und RNA-Nukleotiden aufgebaut sind. Zwei
aufeinanderfolgende Nukleotide sind dabei {iber eine Phosphodiesterbindung zwischen der OH-Gruppe
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des 3‘-C-Atoms des einen Nukleotids und der Phosphatgruppe des 5-C-Atoms des anderen Monomers
verbunden (Abb. [2.2]A). Somit setzt sich das DNA /RNA-Riickgrat alternierend aus einer Pentose und
einer Phosphatgruppe zusammen. Die entstehenden Polymere erhalten folglich eine Orientierung und
enden an einer Seite mit einer Phosphatgruppe (5-Ende) und einer freien OH-Gruppe an der anderen
Seite (3‘-Ende). Die Nukleotidsequenz oder vereinfacht Sequenz eines DNA- oder RNA-Einzelstrangs
ergibt sich aus der Abfolge seiner Nukleotide, die durch die gebundene Stickstoffbase bezeichnet wer-
den. Durch ihre Sequenz erhalten die DNA und RNA informationstragenden Charakter, der bei der
Genexpression eine zentrale Rolle spielt und auf den im spéteren Verlauf nidher eingegangen wird.

A und T/U sowie G und C wechselwirken {iber die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen
(Abb. 2.2B). Sie werden Watson-Crick-Paare genannt. Normalerweise paaren sich nur Purin- und
Pyrimidinbasen miteinander, und nur unter speziellen Bedingungen kommt es zu andersartigen Paa-
rungen, wie beispielsweise einer Basenpaarung zwischen zwei Purinbasen. Sofern jedem A ein T und
T ein A bzw. jedem G ein C und C ein G zweier sich in entgegengesetzter Richtung gegentiberlie-
gende DNA-Stringe gegeniiberstehen, werden diese Strange als komplementéar oder als Strénge mit
komplementéren Sequenzen bezeichnet. Bei der A /T- beziehungsweise A /U-Paarung werden zwei und
bei der C/G-Paarung drei H-Briickenbindungen ausgebildet. Dadurch ist die C/G-Paarung stabiler
als die A/T-Paarung.

2.1.1.3. DNA-Doppelhelix und weitere Nukleinsaure-Strukturen

Abschn. [2.1.1.3| fasst das relevante Grundlagenwissen aus den Abschn. 1.3.2 aus , 3.3.1 und 7.2.1
aus Zusammen.

Kleine GrofRRe
Furche Furche

Abbildung 2.3.: Die am héufigsten vorkommende, rechtsgéingige Konformation der DNA: die Doppel-
helix oder B-Konformation. Erstellt entsprechend der Idee von Abb. 1.6 aus .

Die Watson-Crick-Paarungen zwischen komplementéiren DNA-Strangen ermoglichen ein antiparalleles
Anlagern beider Einzelstriange zu einem Doppelstrang (Abb. ) Meist resultiert unter natiirlichen
Bedingungen daraus die schraubenférmige, rechtsgangige, doppelhelikale B-Konformation der DNA
(Abb. [2.3)), die 1953 von Watson und Crick aufgeklért wurde [64].

In der rdumlichen Struktur der B-DNA bilden die alternierenden Pentosen und Phosphatgruppen das
auflen liegende DNA-Riickgrat, wahrend die Basen in Richtung des Helixinneren zeigen und sich mit
den jeweils gegeniiberliegenden, komplementiren Basen paaren (Abb. . Da jedes Watson-Crick-

Paar normalerweise aus einer Purin- und einer Pyrimidinbase besteht, fiillen die gepaarten Basen in
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etwa den gleichen Raum aus. Die rechtsgéngige Doppelhelix besitzt eine regelméfBige Struktur und hat
einen Durchmesser von etwa 2 nm. Innerhalb dieser DNA-Konformation besitzen zwei aufeinanderfol-
gende Basenpaare (bp) einen Abstand von 0,34 nm. Eine Windung setzt sich aus 10,5bp zusammen,
wodurch sich abgerundet eine Lénge pro Windung von etwa 3,4 nm ergibt. Durch das Winden bilden
sich die sogenannte grofie (2,2nm) und kleine Furche (1,2nm) aus (Abb. [2.3). Dort liegen die Basen
direkt an der Oberfliche. Durch die auflen liegenden Basen und die rdumliche Struktur der Furchen
bilden diese Bereiche oftmals einen Wechselwirkungsbereich fiir Enzyme und andere Biomolekiile.
Die Doppelhelix wird mafigeblich durch hydrophobe 7 stacking forces oder w stacking interactions

zwischen aufeinanderfolgenden Basen stabilisiert.

DNA existiert auch in der rechtsgéngigen, doppelhelikalen A-Konformation, die unter nattirlichen
Bedingungen seltener als die B-DNA vorkommt und vor allem durch Wasserentzug entsteht. Aufein-
anderfolgende Basenpaare der A-DNA besitzen einen Abstand von 0,26 nm. Die A-DNA-Konformation
windet sich nach ca. 11 Basen einmal komplett, sodass eine Windung etwa eine Lénge von ca. 2,9nm
besitzt. Eine weitere DNA-Konformation ist die linksgidngige Z-Konformation, die durch alternierende
Purin- und Pyrimidinbasen begiinstigt wird, aber durch die rdumliche Nidhe der Phosphatgruppen

zueinander thermodynamisch ungiinstig ist.

RNA-Molekiile sind meist einzelstrangig, konnen allerdings mit sich selbst kurze charakteristische
Faltungen (Sekundérstrukturen) ausbilden. Ein Beispiel hierfiir ist die sequenzspezifische, charakte-
ristische Struktur der tRNA, auf die spéter eingegangen wird (vgl. Abschn. [2.2.2.4)).

Sekundérstrukturen koénnen auch bei DNA auftreten: DNA-Stammschleifen-Strukturen entstehen
durch Wiederholung einer beliebigen Sequenz in kreuzspiegelsymmetrischer Weise im gleichen DNA-

Strang.

2.1.1.4. Schmelzen und Renaturierung von DNA

Abschn. [2.1.1.4] fasst das relevante Grundlagenwissen aus den Abschn. 1.4.2 aus [62], 7.2.1 aus [63]

und 4.5 aus [65] zusammen.

Da die Bildung des DNA-Doppelstrangs auf reversiblen Wasserstoffbriickenbindungen basiert, kann
der Doppelstrang durch Energiezufuhr wieder in zwei Einzelstrange getrennt werden. Dieser Prozess
wird als Denaturierung bezeichnet. Geschieht dies iiber die Zufuhr von Wéarme, wird vom Schmel-
zen der DNA gesprochen. In einer Losung aus DNA-Doppelstrangen einer gewissen Sequenz wird die
Schmelztemperatur Ty, als die Temperatur definiert, bei der die Hélfte aller Doppelstriange denaturiert
ist. Wird ausgehend von T, die Temperatur weiter erhoht, steigt der Anteil der Einzelstrange an, und
die Konzentration der Doppelstrange nimmt gleichzeitig ab. Bei Abnahme der Temperatur verschiebt
sich das Verhaltnis zwischen Einzel- und Doppelstrédngen in die andere Richtung. T, hdngt vor allem
von der DNA-Sequenz, DNA-Linge und Salzkonzentration ab. Da G/C-Paarungen eine Wasserstoff-
briickenbindung mehr als A /T-Paarungen besitzen, muss mehr Energie zu ihrer Trennung aufgewendet
werden. Insofern steigt T,, mit zunehmender DNA-Lénge und dem relativen Anteil an G/C-Paaren

(G/C-Anteil). Ty, steigt ebenfalls mit zunehmender Konzentration stabilisierender Kationen.

Die erneute Anlagerung zweier Einzelstringe eines zuvor denaturierten Doppelstrangs wird als Rena-
turierung bezeichnet. Stammen die beiden sich anlagernden (teils) komplementéren Einzelstriange aus

unterschiedlichen Quellen, wird dieser Vorgang Hybridisierung genannt.
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2.1.2. Aufbau der Proteine

Abschn. fasst das relevante Grundlagenwissen aus den Abschn. 3.3.2-3.3.4 aus [63], 5.1.2 und
5.4.1 aus [62] sowie 3.5 und Kap. 4 aus [31] zusammen.

2.1.2.1. Der Aufbau der Aminosauren

Wie DNA und RNA setzen sich Proteine aus Monomeren, den
Aminosiauren, zusammen. Als proteinogene Aminosiuren wer- Carboxylgruppe
den solche Aminosauren bezeichnet, die wahrend der Prote-

inbiosynthese als Bausteine der Proteine verwendet werden. Aminogruppe

Dies sind ausschliellich sogenannte a-Aminosduren, deren che-
misches Grundgeriist in Abb. 2.4] dargestellt ist, und die sich

dadurch auszeichnen, dass die Aminogruppe am benachbarten

H

. . . Seitenkette
C-Atom der Carboxylgruppe gebunden ist. Aminosduren wer-

den durch zwei weitere funktionelle Gruppen charakterisiert: die

Abbildung 2.4.: Chemisches Grund-
geriist der a-Aminosiduren. Am zen-
tralen C,-Atom ist ein H-Atom, eine

COOH-, NH3-Gruppe und eine fiir
Bei a- Aminosduren sind neben diesen beiden Gruppen nur noch  gi»  Aminosiuren charakteristische

Carboxylgruppe (COOH-Gruppe) und die Aminogruppe (NHs-
Gruppe).

eine fiir die Aminosdure charakteristische Seitenkette, auch Seitenkette gebunden. Erstellt ent-
Aminoséurerest (R) genannt, und ein Wasserstoffatom an das sprechend der Idee nach Abb. 4.1
zentrale C,-Atom gebunden. aus [31].
Im Folgenden wird sich auf die proteinogenen o-Aminosduren
beschrinkt, da sie bei der fiir diese Arbeit relevanten Protein-

biosynthese zu Proteinen polymerisiert werden.

2.1.2.2. Eigenschaften der Aminosauren

Wie gut eine Aminosdure dissoziiert, wird durch den pH-Wert der Losung bestimmt. Im neutra-
len Milieu liegen Aminosduren als Zwitterionen vor, bei denen die Aminogruppe protoniert und die
Carboxylgruppe deprotoniert ist, sodass sich die Ladungen des Zwitterions zur Nettoladung 0 kom-
pensieren. Im sauren Milieu bleibt die COOH-Gruppe ungeladen, wihrend die NHy-Gruppe einfach
positiv geladen ist. Bei alkalischen pH-Werten kehrt sich dieser Zustand um. Des Weiteren hangt die
Nettoladung der Aminoséduren auch von der chemischen Natur ihrer Seitenketten ab. Dies spielt vor
allem dann eine Rolle, wenn die Aminoséure iiber ihre beiden funktionellen Gruppen zum Protein
verkniipft wird (vgl. Abschn. , da die verkniipften Gruppen nicht mehr ionisierbar sind. Der
pH-Wert, bei dem bei einer Aminosédure oder einem Protein saure oder basische Reste in gleicher

Anzahl vorliegen, heif3t isoelektrischer Punkt.

Die Summenformel eines Molekiils alleine gibt keine Auskunft, wie die beteiligten Atome innerhalb des
Molekiils angeordnet sind. Da die biochemischen und physikalischen Eigenschaften vor allem von der
Struktur eines Molekiils abhédngen, konnen demnach zwei Molekiile mit derselben Summenformel ande-
re Eigenschaften besitzen. Diese sogenannten isomeren Verbindungen lassen sich in Konstitutions- und

Stereoisomere unterteilen. Konstitutionsisomere oder Strukturisomere unterscheiden sich trotz gleicher
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Summenformel in ihrer Struktur, da Atome oder Atomgruppen innerhalb des Molekiils unterschied-
lich angeordnet sind. Stereoisomere differieren trotz gleicher Struktur in der rdumlichen Anordnung
ihrer Atome. Eine Klasse dieser Stereoisomere bilden die Enantiomere. Enantiomere sind Konfigura-
tionsisomere, die auch als chirale Molekiile bezeichnet werden und ein Asymmetriezentrum (Chirali-
tatszentrum) aufweisen. Mit Ausnahme von Glycin (R=H-Atom) bildet bei allen a-Aminoséuren das
Co-Atom ein solches Zentrum, da dort vier verschiedene Liganden binden (vgl. Abb. . Enantiomere
lassen sich nicht durch Drehung mit ihrem Spiegelbild decken und sind optisch aktiv. Darunter wird die
Eigenschaft eines Stoffes, die Polarisationsebene von linear polarisiertem Licht zu drehen, verstanden.
Wird die Polarisationsebene im Uhrzeigersinn gedreht, ist die chemische Verbindung rechtsdrehend
((4)-Form). Bei Drehung gegen den Uhrzeigersinn wird der Stoff als linksdrehend ((-)-Form) bezeich-
net. Eine dquimolare Mischung zweier entgegengesetzt drehender Enantiomere heifit Racemat, ein
optisch inaktives Gemisch. Mit Ausnahme von Glycin existieren von jeder proteinogenen Aminoséure
zwel Stereoisomere, eine L- und eine D-Aminoséure. Die meisten biologischen Systeme wechselwirken
stereospezifisch mit Biomolekiilen und kénnen zwischen verschiedenen Stereoisomeren differenzieren.
Beispielsweise werden bei der natirlichen Proteinbiosynthese ausschliefilich die L-Aminosduren von

der endogenen, zelluldren Translationsmaschinerie erkannt und gebunden.

2.1.2.3. Kanonische und nicht-kanonische Aminosauren

Bei der natiirlichen Proteinbiosynthese werden in der Regel 20 verschiedene L-a-Aminoséuren be-
riicksichtigt. Diese 20 Aminosduren werden als kanonische Aminosiuren, Standard-Aminoséuren oder
natiirliche Aminoséduren bezeichnet. Sie unterscheiden sich nur durch ihre Seitenketten, die ihre bioche-
mischen und -physikalischen Eigenschaften sowie jene des Proteins bestimmen (vgl. Abschn.
Abschn. . Gemif der chemischen Eigenschaften ihrer Seitenketten lassen sich die kanonischen
Aminosduren in vier Gruppen einteilen. Zu den kanonischen Aminosduren mit hydrophoben Seiten-
ketten zdhlen Glycin (Gly, G), Leucin (Leu, L), Isoleucin (Ile, I), Valin (Val, V) und Alanin (Ala,
A). Zur Gruppe der kanonischen Aminoséuren mit ungeladenen polaren und aromatischen Seitenket-
ten zdhlen Phenylalanin (Phe, F), Cystein (Cys, C), Methionin (Met, M), Threonin (Thr, T), Serin
(Ser, S), Tryptophan (Trp, W), Prolin (Pro, P), Tyrosin (Tyr, Y), Glutamin (Gln, Q) und Aspara-
gin (Asn, N). Die kanonischen Aminosduren mit polaren Seitenketten unterteilen sich in solche mit
sauren (Glutaminsdure (Glu, E) und Asparaginsdure (Asp, D)) und basischen (Histidin (His, H),
Lysin (Lys, K) und Arginin (Arg, R)) Seitenketten. Im Folgenden wird der angegebene Ein- oder
Dreibuchstabencode verwendet.

Einige kanonische Aminosduren werden nach ihrem Einbau in ein Protein chemisch modifiziert. Zu
diesen sogenannten posttranslationalen Modifikationen zdhlen Glykosylierungen, Acylierungen, Pho-

phorylierungen und Sulfatisierungen.

Neben den 20 universellen kanonischen Aminoséduren wurden bisher noch zwei weitere proteinogene
Aminosiuren, Selenocystein (Sec) [32] und Pyrrolysin (Pyl) [33], gefunden. Sie sind in speziellen Orga-
nismen Teil des natiirlichen Proteinbiosyntheseprozesses und gelten daher als 21. und 22. kanonische

Aminosauren.

Eine gesonderte Rolle nimmt Formylmethionin (fMet) ein, das bei Bakterien die erste Aminoséure eines
jeden Proteins darstellt. Es unterscheidet sich vom kanonischen Met dadurch, dass ein Formylrest das

H-Atom der Aminogruppe ersetzt.
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Als nicht-kanonische Aminosduren werden alle anderen Aminosiduren bezeichnet, die in Proteine ein-

gebaut werden konnen [66].

2.1.2.4. Verkniipfung der Aminosauren zu Proteinen und deren Struktur

Bei der Proteinbiosynthese bilden die kanonischen Aminoséuren die Monomere der Proteine (vgl. Ab-
schn. . Die Verkniipfung zweier Aminosduren vollzieht sich an ihren funktionellen Gruppen.
Unter Abspaltung eines HoO-Molekiils wird die Carboxylgruppe der einen Aminosdure mit der Ami-
nogruppe der anderen Aminoséure verkniipft. Die dabei entstehende Bindung wird als Peptidbindung

bezeichnet.

Bei der Polymerisierung werden sukzessive weitere Aminosduren an das Ende der Polymerkette an-
gehéngt. Es entsteht das Peptidriickgrat, das das Atommuster N-C-C repetitiv aufweist. Nur die
endstidndigen funktionellen Gruppen kénnen ionisiert werden, da die inneren funktionellen Gruppen
das Peptidriickgrat bilden. Das Aminogruppen- und Carboxylgruppen-Ende wird als N-Terminus bzw.
C-Terminus bezeichnet. Dadurch, dass die Peptidbindung zwei mesomere Grenzstrukturen besitzt, von
denen eine zu einer Doppelbindung zwischen dem Kohlenstoff- und Stickstoffatom fiihrt, sind Rota-

tionen nur an den C,—N- und C-C,-Bindungen moglich.

Werden viele Aminoséuren iiber Peptidbindungen miteinander verkniipft, entsteht ein Polypeptid; ein
Protein besteht aus mindestens einem Polypeptid. Die Aminosduren-Sequenz der Peptidkette wird als
Primérstruktur bezeichnet. Die Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten (vgl. Abschn.
sind entscheidend dafiir, dass sich das Polypeptid auf charakteristische Weise dreht und dreidimen-
sional anordnet: es faltet sich und bildet Sekundérstrukturen aus.

Es gibt folgende Beispiele fiir solche charakteristische Wechselwirkungen. Die unpolaren und aliphati-
schen Aminoséauren (Ala, Val, Leu, Ile) stabilisieren die Proteinstruktur durch hydrophobe Wechselwir-
kungen, die sogar wasserfreie Bereiche im Proteininneren schaffen kénnen. Aromatische Seitenketten
(Phe, Tyr, Trp) konnen aufgrund ihrer hydrophoben Wechselwirkung stabil tibereinander gestapelt
werden. Kovalente und somit sehr stabile Disulfidbriicken entstehen zwischen zwei freien Sulfhydryl-
gruppen (SH-Gruppe) von Cys. Die Aminosduren Ser, Thr, Cys, Asn und Gln mit polaren Seitenketten
wechselwirken innerhalb der Proteinstruktur iiber Wasserstoffbriickenbindungen. Die Seitenkette von
Prolin ist innerhalb eines Fiinferrings mit dem N-Atom der NHy-Gruppe verkniipft, sodass die Bin-
dungsebene zwischen dem C,-Atom und der NHo-Gruppe fixiert ist. Dadurch wird an dieser Stelle das
Protein-Riickgrat leicht abgeknickt, und die Polypeptidkette ist nicht mehr frei rotierbar. Die sauren
und basischen Aminoséduren (Asp, His, Glu, Lys und Arg) orientieren sich bei Wasserkontakt nach

auflen und stabilisieren die Proteinstruktur.

Zwei prominente Sekundérstrukturen sind die rechtsgéngige o-Helix und das [-Faltblatt. Bei der
rechtsgingigen a-Helix zeigt das Peptidriickgrat nach innen und die Aminosduren-Seitenketten nach
auflen; stabilisiert wird die recht flexible Sekundéarstruktur jeweils durch Wasserstoffbriickenbindun-
gen zwischen einer NH- und der CO-Gruppe der drittnidchsten Aminosdure. Im (-Faltblatt faltet
sich die Polypeptidkette linear vor und zuriick. Die sich gegeniiberliegenden Polypeptidabschnitte der
eher festen Struktur konnen antiparallel oder parallel verlaufen (energetisch ungiinstiger), wobei die
Seitenketten aus der Faltblattstruktur herausragen. In diesem Zusammenhang ist noch die iibergeord-
nete 3-Faltblattstruktur namens 3-Fass zu nennen, bei der mehrere B-Faltblatter im Kreis angeordnet

sind.
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Nach Ausbildung von Sekundérstrukturen falten sich Polypeptide durch die Wechselwirkungen ih-
rer Aminosiuren ein weiteres Mal, sodass sich die fiir das Protein charakteristische Tertiarstruktur
bildet, die ihm seine biologische Funktion verleiht. Zwischen den verschiedenen Sekundérstrukturen
liegen weite Bereiche, die von keiner regelméfligen Struktur geprdgt sind. Dort knéult das Protein
in Abhéngigkeit der Wechselwirkungen zwischen den beteiligten Aminosduren. Auch diese Regionen
tragen zur biologischen Funktion des Proteins bei, indem sie beispielsweise Bewegungen zwischen den
verschiedenen Sekundirstrukturen zulassen. Ubergeordnet kénnen sich mehrere Polypeptide zu einer
iibergeordneten Quartérstruktur anlagern. Innerhalb dieser Proteinstruktur besitzt jedes Polypeptid

bereits eine eigene Tertidrstruktur.

Proteine kénnen denaturieren, beispielsweise durch hohe Temperaturen, bestimmte Chemikalien, pH-
Werte oder Metalle, und verlieren somit ihre Sekundér- und Tertidrstrukturen. Meist ist dieser Prozess

irreversibel, und das Protein verliert seine biologische Aktivitit ganz oder zumindest teilweise.

2.2. Fluss der genetischen Information und die Genexpression

2.2.1. Das zentrale Dogma der Molekularbiologie

Bereits 1958 beschéftigte sich CRICK mit dem Informationsfluss zwischen den drei Biopolymeren DNA,
RNA und Protein und postulierte sein zentrales Dogma, in dem er es fiir moglich erachtete, dass
Information von Nukleinsduren auf Nukleinsduren oder von Nukleinsduren auf Proteine tibertragbar
ist [67]. Den Informationstransfer von Proteinen auf Proteine oder von Proteinen auf Nukleinsduren
postulierte er als unmoglich [67]. 1970 griff er sein Dogma auf und konkretisierte, dass es darin um den
sequentiellen Transfer von Information geht und dass diese Art von Information nicht von Proteinen

auf Proteine oder von Proteinen auf Nukleinsduren tibertragbar sei [68].

Er teilte zudem die theoretisch neun moglichen Pfade, auf denen ein Informationsfluss von Poly-
mer zu Polymer stattfinden kann, in drei Gruppen auf [6§]. Der allgemeine Transfer (DNA — DNA,
DNA — RNA, RNA — Protein) kann bei allen Zellen stattfinden, bezieht kleinere Ausnahmen mit ein,
wahrend der spezielle Transfer nur unter auffergewohnlichen Umsténden in wenigen Zellen stattfindet
[68]. Als mogliche Kandidaten fiir den speziellen Transfer erachtete er die Informationsiibertragung
von RNA — RNA, RNA — DNA und DNA — Protein [68]. Die im zentralen Dogma postulierten nie
stattfindenden Informationsiibertragungen, bei denen Proteine den Ausgangspunkt bilden, definierte
er als unbekannte Transfers (Protein — Protein, Protein — DNA und Protein — RNA) [68].

2.2.2. Prokaryotische Organisation von DNA, DNA-Replikation und
Genexpression

Zur allgemeinen Ubertragung des Informationsflusses (vgl. Abschn. zéhlen die zellula-
ren Prozesse der DNA-Replikation (DNA —DNA), Transkription (DNA —RNA) und Translation
(RNA — Protein). Der Informationsfluss von DNA — RNA — Protein wird als Genexpression bezeich-
net. Die eukaryotische Replikations- und Genexpressions-Maschinerie ist wesentlich komplexer als
die prokaryotische. Da fiir die vorliegende Dissertation die prokaryotische DNA-Replikation sowie
die Genexpression von Bedeutung sind, wird sich im Folgenden auf die Beschreibung dieser Prozesse
beschrankt.
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2.2. Fluss der genetischen Information und die Genexpression

2.2.2.1. Organisation der DNA

Abschn. [2.2.2.1] fasst das relevante Grundlagenwissen aus den Abschn. 7.1.1, 7.2.2-7.2.3 aus [63],
Abschn. 6.2.1 aus [69] und [70] zusammen.

Das Genom umfasst die Gesamtheit aller Gene einer Zelle. Im Allgemeinen befindet sich der Haupt-
teil des Genoms im bakteriellen Chromosom, das ringférmig angeordnet ist und in einer einzigen
Kopie im Zytoplasma vorliegt. Die ringférmige DNA wird mit Hilfe des Enzyms Topoisomerase 11
(DNA-Gyrase) um die eigene Achse iiberspiralisiert und somit dichter gepackt. Die Topoisomerase I
hebt diese Uberspiralisierung wieder auf. Durch das Wechselspiel der Topoisomerasen kann die DNA
bei biologischen Prozessen wie der DNA-Replikation oder Genexpression relaxiert und im Anschluss
wieder tberspiralisiert werden. Damit nicht bei jeder Aktivitdt der Topoisomerasen die Ringstruk-
tur komplett relaxiert oder gepackt werden muss, unterteilen stabilisierend DNA-Bindeproteine die

Ringstruktur in mehrere iiberspiralisierte Doménen.

Neben dem Chromosom tragen Bakterien héufig weitere genetische Elemente auf sogenannten Plas-
miden. Plasmide bestehen in der Regel aus doppelstrangiger DNA, die ebenfalls ringférmig und iiber-
spiralisiert vorliegt. Plasmide kénnen sich autonom, unabhéngig vom Chromosom, replizieren, tragen
héufig lebenswichtige Gene fiir die Bakterien und spielen als molekularbiologische Werkzeuge eine
wichtige Rolle. In diesem Zusammenhang wird in Abschn. ndher auf sie eingegangen.

2.2.2.2. DNA-Replikation

Abschn. [2.2.2.2| fasst das relevante Grundlagenwissen aus Abschn. 7.3 aus [63] zusammen.

Bei der DNA-Replikation duplizieren spezielle Enzyme die Doppelhelix samt der kodierten Infor-
mation, sodass die Tochterzelle nach der Zellteilung die gleiche genetische Ausstattung besitzt. Die
Replikation beginnt am Replikationsursprung, eine 300 bp lange Sequenz, an die ein Initiationsprotein
bindet und die Helix 6ffnet. Im Anschluss bindet die Helikase, bildet die Spitze der sogenannten Re-
plikationsgabel und spreizt die beiden Einzelstrange auf, deren Renaturierung durch das Binden vom
Einzelstrangprotein verhindert wird. Die beiden gespreizten Einzelstrange dienen als Matrizen, um
jeweils einen komplementiren Einzelstrang zu synthetisieren, sodass nach Abschluss der Replikation

zwei identische Doppelstringe existieren.

Die DNA-Polymerase III katalysiert das Anfiigen eines Nukleotids iiber dessen 5‘-Phosphatgruppe an
das 3‘-OH-Ende eines anderen Nukleotids. Somit verlduft die Replikation immer in 5° — 3‘-Richtung.
Deswegen unterscheidet sich der Replikationsmechanismus bei den beiden gespreizten, gegeniiberlie-
genden Matrizen. Der von 5-Phosphat- zu 3‘-OH-Gruppe wachsende Strang (Leitstrang) wird konti-
nuierlich synthetisiert, da dort stets eine freie OH-Gruppe zur Verfiigung steht.

Zum Start der DNA-Replikation des zweiten Strangs (Folgestrang) auf der gegeniiberliegenden Matrize
wird hingegen ein RNA-Primer, der eine freie OH-Gruppe bereitstellt und von dem aus die Strang-
Polymerisierung startet, benotigt. Ein RNA-Primer ist ein kurzer einzelstriangiger RNA-Strang, dessen
Polymerisierung von der Primase katalysiert wird. Fiir die Synthese des Folgestrangs muss die Pri-
mase in geeigneten Abstdnden mehrfach RNA-Primer auf der Matrize synthetisieren, von denen aus
jeweils die DNA-Polymerase III Nukleotide an die freien OH-Gruppen bis zum néchsten RNA-Primer

anhangt.
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2. Biochemische, molekularbiologische Grundlagen und Einfiihrung in die zellfreie

Proteinsynthese

Im Anschluss entfernt die DNA-Polymerase I die RNA-Primer und ersetzt sie durch zur Matrize kom-
plementéire DNA-Nukleotide. Zuletzt schliefit die DNA-Ligase die dort verbleibenden Einzelstrangbrii-
che. Der gesamte Replikationsprozess lauft dynamisch und vor allem kooperativ ab. Die beteiligten
Enzyme bilden einen gemeinsamen Komplex, der als Replisom bezeichnet wird. Neben den hier auf-

gezéhlten wichtigsten Enzymen unterstiitzen weitere den Replikationsprozess.

Im Allgemeinen verlduft bei Prokaryoten, die ein ringférmiges Chromosom tragen, die DNA-
Replikation bidirektional ab: Vom Replikationsursprung aus laufen zwei Replikationsgabeln in entge-
gengesetzte Richtungen. Die geringe Fehlerrate (1078-10~° pro Base) bei der DNA-Replikation beruht
auf einem Fehlerkorrekturmechanismus der DNA-Polymerase. Er erkennt falsch eingefiigte Nukleotide

und ersetzt sie durch das richtige, zur Matrize komplementére Nukleotid.

2.2.2.3. Transkription

Abschn. [2.2.2.3] fasst das relevante Grundlagenwissen aus [71] und den Abschn. 7.5 und 8.3 aus [63]

zusaminen.

Bei der Transkription dient DNA als Matrize, um ein komplementéres Stiick RNA mit Hilfe des
Enzyms RNA-Polymerase zu synthetisieren. Die transkribierte RNA gliedert sich in die messenger-
RNA (mRNA), Transfer-RNA (tRNA) und ribosomale RNA (rRNA).

Bei der bakteriellen Transkription wird die Synthese von mRNA, tRNA und rRNA nur von einem
Typ RNA-Polymerase katalysiert, der sich bei E. coli aus fiinf Untereinheiten zusammensetzt: je eine
Kopie B (156 kDa), B (151kDa), o™ (70kDa) und 2 Kopien o (37kDa).

Die 67%-Untereinheit initiiert die Transkription, indem sie auf einem Bereich der DNA bindet, der
Promotor heifit. Er beinhaltet u.a. zwei kurze Sequenz-Motive, die ungefdhr 10 und 35 Basen vor dem
Transkriptionsstartpunkt (+1-Stelle) liegen und bei allen Promotoren zu finden sind. Fiir 67 von
E. coli hat das -10-Element (Pribnow-Box) die Konsensussequenz 5-TATAAT-3‘, die Konsensusse-
quenz des -35-Elements lautet 5-TTGACAT-3‘ Die Konsensussequenz ist als die Sequenz definiert,
die, unter Beriicksichtigung aller Positionen der Sequenz, an jeder Stelle am wenigsten von einer ge-
gebenen Menge verwandter Sequenzen abweicht [72]. Die Ahnlichkeit einer Promotor-Sequenz zur
Konsensussequenz entscheidet iiber die Bindungsstirke des o’%-Faktors und somit iiber die Tran-
skriptionseffizienz des Promotors. Der initial an den Promotor bindende RNA-Polymerase-Komplex
(Holoenzym) wird als geschlossen bezeichnet, da die DNA am Transkriptionsstartpunkt noch doppel-
stringig ist. Erst nach Offnung der Doppelhelix beginnt der offene Komplex, die RNA-Synthese an
der +1-Stelle oder dem Transkriptionsstartpunkt zu katalysieren. Dabei dient der in 3‘—5¢ laufende
DNA-Strang als Matrize. Wéhrend der Elongation der RNA werden die Ribonukleotidtriphosphate mit
der 3*-OH-Gruppe der Ribose des vorhergehenden Nukleotids der wachsenden RNA-Kette iiber eine
Phosphodiesterbindung unter Eliminierung von Pyrophosphat verkniipft (RNA-Synthese-Richtung;:
5‘—3°). Nach der Initiation der Transkription 16st sich 67° ab, und die restlichen Untereinheiten, die
das RNA-Polymerase-Kernenzym bilden, fahren mit der RNA-Synthese fort. Die Promotor-Region
dient auch der Gen-Regulation auf Transkriptions-Ebene. Beispielsweise regulieren in der Nédhe der
Promotor-Region spezifisch bindende Molekiile (Repressoren) die Transkriptionsrate nach unten, in-
dem sie mit der RNA-Polymerase um die Bindung konkurrieren. Alle auf diese Weise regulierten
Gene bilden ein Operon. Der Lokus, an dem der Repressor eine Bindung mit der DNA eingeht, heif3t
Operator-Region.
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Die Transkription wird durch eine DNA-Sequenz, die als Terminator bezeichnet wird, beendet. Die
Termination basiert auf der Destabilisierung der Bindung zwischen RNA-Polymerase und DNA. Eine
Form der Termination ist die intrinsische Termination. Bei ihr besteht die DNA-Terminatorsequenz
meist aus einer sich umgekehrt wiederholenden Sequenz, die durch eine sich nicht repetierende Sequenz
getrennt ist und auf die eine A-reiche Sequenz folgt. Dadurch bildet die transkribierte RNA eine
Stammschleifen-Sekundérstruktur aus, auf die eine U-reiche Sequenz folgt. Die RNA wechselwirkt in
diesem Bereich eher mit sich selbst als mit der DNA, was zur Destabilisierung und zur Auflésung des
terndren DNA /RNA-Enzym-Komplexes fiihrt.

2.2.2.4. Translation

Abschn. [2.2.2.4] fasst das relevante Grundlagenwissen aus Abschn. 7.6 aus [63] und Kap. 5 aus [62]

zZusamimen.

Die Translation tibersetzt die in der Nukleotidsequenz gespeicherte genetische Information, die wah-
rend der Transkription von der DNA auf die mRNA {bertragen wurde, in die Aminosduren-Sequenz
(Priméarstruktur) des zu synthetisierenden Proteins. Dazu transportieren spezifische tRNAs die beno-
tigten Aminoséduren zu den Ribosomen, an denen diese Aminosduren zur Polypeptidkette verkniipft

werden.

Die Ubersetzung der Nukleotidbasensequenz in die Primérstruktur des Proteins erfolgt nach den
Regeln des genetischen Codes. Ein Codon ist ein Triplett drei aufeinander folgender mRNA-
Nukleotidbasen, dem eine spezifische Aminosdure zugeordnet wird. Der genetische Code ist dege-
neriert: von den insgesamt 64 (4%) moglichen Codons, kodieren 61 Codons fiir die 20 kanonischen
Aminosduren. Das bedeutet, dass die meisten kanonischen Aminoséduren von mehreren Codons ko-
diert werden. Somit kann einem Codon zwar eindeutig eine Aminosédure zugeordnet werden, es ist

aber unmoglich, einer Aminoséure eindeutig ein Codon zuzuweisen.

Die drei Stopcodons oder Nonsense-Codons UAA (ocker, ochre), UAG (Bernstein, amber) und UGA
(opalen, opal) kodieren fiir keine Aminosaure, was zum Abbruch der Translation fiihrt. Die Translation
beginnt in der Regel mit dem Startcodon AUG, das gleichzeitig fiir Met kodiert. Der genetische Code
gilt als universell, da er nahezu fiir jeden bekannten Organismus giiltig ist. Nur bei sehr wenigen
Organismen zeigen sich Abweichungen von diesem Standardcode. Beispielsweise kodiert das UGA-
Stopcodon bei eukaryotischen Mitochondrien fiir Trp. Wie bereits in Abschn. [2.1.2:3] besprochen,
gehoren Pyl und Sec bei speziellen Organismen zum kanonischen Aminosduren-Standardrepertoire,
werden mittels eines Stopcodons kodiert und wihrend der Translation in Proteine eingebaut [32],
[33].

Fiir die Proteinbiosynthese werden Vermittler, die tRNAs, benotigt, die ein gewisses Codon moleku-
lar erkennen und die vom Codon kodierte Aminosédure bereitstellen. tRNAs sind durchschnittlich 80
Nukleotidbasen lang, einzelstrangig und weisen ausgepragte, Kleeblatt-ahnliche Sekundérstrukturen
auf, die aus vier charakteristischen Armen oder Stémmen bestehen (Abb. 2.5)). Die Sekundérstruktur
ermoglicht die spezifische Wechselwirkung mit den anderen bei der Translation beteiligten Biomole-
kiilen. Der Akzeptorarm bleibt am 3‘-Ende einzelstrangig und besitzt immer ein gleich aufgebautes
Ende. Auf die ungepaarte Diskriminator-Base folgt bei E. coli stets die Sequenz 5-CCA-3¢, an die eine
Aminosiure kovalent durch das Enzym Aminoacyl-tRNA-Synthetase (aaRS) an die tRNA gebunden

wird (s. unten).
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Die drei anderen Arme bilden an ihren Enden charakteristische Schleifen (Abb. [2.5): Die TWC-Schleife
trigt ithren Namen aufgrund der Sequenz TWC (¥: Pseudouridin), die bei allen tRNAs zu finden ist;
die D-Schleife wird nach der modifizierten Uridinbase Dihydrouridin benannt, der Anticodonarm tragt
seine Bezeichnung wegen seines Anticodons. Das Anticodon besteht aus einem Ribonukleotid-Triplett,
das zu einem gewissen Codon komplementér ist. Nach der Transkription eines tRNA-Gens befindet
sich die tRNA in einem ldngeren Primartranskript, aus dem sie durch verschiedene Enzyme und
Ribozyme herausgeschnitten und prozessiert werden muss, um die beschriebene Sekundarstruktur
zu erhalten. Viele tRNAs enthalten zusitzlich innerhalb des Anticodonstamms Introns, die durch

spleilende Endonukleasen entfernt werden.

Unterschiedliche Codons, die fiir die gleiche Aminosdure kodie-

ren, unterscheiden sich haufig nur an der dritten Base. Fehlpaa-

5 rungen zwischen Codon und Anticodon werden an dieser Stelle

Akzeptor- héufig toleriert (Wobble-Paarung). Beispielsweise kodieren bei
E. coli die zwei Codons AAA und AAG fiir Lys, allerdings be-
sitzt das Bakterium nur eine tRNA™* mit dem Anticodon UUU
[73]. Die mittlere Position der Codons bestimmt hingegen weit-
gehend die Eigenschaften der Aminoséure, die eingebaut wird

(U: hydrophob, A: hydrophil).

Anticodon-
stamm

Entscheidend fiir den Einbau einer bestimmten Aminoséure an
Anticodon der richtigen Position in der wachsenden Polypeptidkette ist,
dass die tRNAs mit der zum Codon/Anticodon passenden Ami-
Abbildung 2.5.: Struktur einer E.- nosiure ausgestattet werden. Diesen Beladungsprozess gewéhr-
coli-tRNA mit der charakteristi- Jejsten die aaRS-Enzyme mit hoher Spezifitdt (Fehlerrate 0,01-
sche.n D-, ¥- und Anticodon-Schleife 0,1 %o [74]). Die Beladung der tRNA mit einer Aminosdure ver-
sowie dem Akzeptorstamm. Erstellt
in Anlehnung an die Ideen von lauft in einer zweistufigen Reaktion unter ATP-Verbrauch, bei
Abb. 7.36 aus [63]und 5.4 aus [62]. der die Aminosaure erst aktiviert und anschliefend auf das 3‘-

Ende der tRNA tibertragen wird.

Die aaRS-Enzyme werden in Klasse I- und II-Enzyme unter-
teilt, die eine Aminosidure entweder auf die 2‘- oder die 3‘-OH-Gruppe der endstindigen tRNA-Ribose
iibertragen. Dariiber hinaus entsteht die Bindung zwischen einer Klasse I-aaRS und ihrer entsprechen-
den tRNA iiber die kleine Furche in der RNA-Doppelhelix des tRNA-Akzeptorstamms. Eine Klasse
II-aaRS bindet ihre tRNAs iiber die grofle Furche auf der gegeniiberliegenden Seite des Akzeptor-
stamms. Neben dem Akzeptorstamm erkennt die aaRS die zur Aminosdure passende tRNA an der

D-Schleife und insbesondere am Anticodon.

Eine ausreichend hohe Bindungsspezifitdt zwischen einer aaRS und ihrer Aminoséure entsteht meis-
tens am katalytischen Zentrum, zu dem die eigene kanonische Aminoséure sterisch am besten passt
und das die anderen kanonischen Aminoséuren sterisch hindert [74]. Einigen aaRS-Enzymen reicht
dieser Mechanismus nicht aus, um eine addquate Spezifitdt zu ihrer kanonischen Aminosdure zu gene-
rieren [74]. Diese Enzyme haben im Lauf der Evolution Fehlerkorrekturmechanismen entwickelt, die
es ihnen erlauben, eine falsch gebundene Aminoséure wieder abzuspalten [74]. Beispielsweise kénnen
sowohl Ile als auch das kleinere Val ins katalytische Zentrum der Isoleucyl-tRNA-Synthetase gelangen,
in dem dadurch beide Aminosiuren aktiviert und auf die tRNA® geladen werden. Das Enzym be-
sitzt ein zweites aktives Zentrum, die editing-Stelle, die die Valyl-tRNA"®-Bindung hydrolysiert. Bei

den Fehlerkorrektur-aaRS wirken die beiden aktiven Seiten komplementéir zueinander [74]: Zu grofle,
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unpassende Aminosduren werden am ersten aktiven Zentrum diskriminiert; zu kleine Aminoséauren,

die félschlicherweise im katalytischen Zentrum binden, werden von der editing-Stelle hydrolysiert.

Auf der beladenen tRNA werden einige Aminoséuren vor dem Fin-
P-Stelle bau in die wachsende Polypeptidkette modifiziert. U.a. besitzen

nicht alle Organismen fiir jede kanonische Aminosdure eine eigene

aaRS. Bei vielen Bakterien und Archaea werden beispielsweise je-
weils durch eine aaRS die Salze der Glutamin- bzw. Asparaginséu-
re, Glutamat und Aspartat, jeweils auf die tRNAS™ und tRNAG™
E-Stelle A-Stelle bzw. tRNAASP und tRNAA*" geladen. Im niichsten Schritt werden
die falsch beladenen Glu-tRNAC™ und Asp-tRNAAS™ von spezifi-

schen Transamidasen amidiert. Dadurch entstehen die richtig mit

Abbildung 2.6.: Prokaryotisches

Ribosom, das sich aus der grofien
50S- und der kleineren 30S- Gln bzw. Asn beladenen tRNAS™ und tRNAAS,

Untereinheit zusammensetzt. Er-
stellt in Anlehnung an die Idee Wichtig fiir Translationsinitiation bei Bakterien ist die Présenz

von Abb. 7.38 aus [63]. von fMet (vgl. Abschn. 2.1.2.3)), das aus Met gebildet wird. Fiir
fMet existiert eine eigene Initiator-tRNAMet| die auf normalem
Weg zuerst mit Met beladen wird. Anschliefend wird die beno-
tigte Formylgruppe durch die Methionyl-tRNA-Formyltransferase von N'%-Formyltetrahydrofolat wie
folgt tibertragen |75

N'9—Formyltetrahydrofolat + Met—tRNAM® — fMet—tRNAM®® + Tetrahydrofolat

Die tRNA-Entladung und anschliefende Verkniipfung der Aminosduren zum Polypeptid mittels der
Regeln des genetischen Codes geschieht an den Ribosomen. Das prokaryotische Ribosom besteht aus
einer 50S- und einer kleineren 30S-Untereinheit, die sich zu einem Komplex (70S Ribosom) vereinigen
(Abb. . Jede Untereinheit setzt sich wiederum aus mehreren rRNAs und Proteinen zusammen:
Die 30S-Untereinheit besteht aus 21 verschiedenen Proteinen und einer 16S rRNA, die grofile 50S-
Untereinheit hingegen aus 31 Proteinen und zwei rRNAs (23S und 5S rRNA). Bakterienzellen kénnen
bis zu 70000 Ribosomen enthalten. An den Ribosomen erfolgt die Bindung der beladenen tRNAs an die
mRNA und die Proteinsynthese, bei der drei Regionen des Ribosoms eine entscheidende Rolle spielen:
die Peptidyl-, Aminoacyl- und Exit-Stelle (P-, A-, E-Stelle). Eine mRNA wird im Allgemeinen von
einem Polysom translatiert. Ein Polysom wird von mehreren Ribosomen gebildet, die sich in einem
Abstand von etwa 80 Basen iiber die mRNA bewegen. Jedes Ribosom verkniipft dabei unabhéngig
voneinander in etwa 15-20 Aminoséduren pro Sekunde, sodass von jedem Ribosom das gleiche Poly-
peptid translatiert wird. Bei diesem Prozess ist die kleine 30S-Untereinheit fiir die mRNA-Bindung,
den mRNA-Weitertransport und die tRNA-Erkennung verantwortlich. Die groie 50S-Untereinheit be-
herbergt das Peptidyl-Transferase-Zentrum, in dem die Aminosiduren miteinander verkniipft werden,
und bildet einen Austrittskanal fiir die wachsende Aminosiduren-Kette. tRNAs wechselwirken sowohl

mit der groflen als auch mit der kleinen Untereinheit.

Die Translation eines Proteins wird mittels drei Initiationsfaktoren initiiert. Im untranslatierten Be-
reich (untranslated region (UTR)) der mRNA, der stromaufwérts des Startcodons liegt, befindet
sich die Shine-Dalgarno-Sequenz (5-AGG-AGG-3‘), die an die komplementéire Anti-Shine-Dalgarno-
Sequenz der 16S-rRNA der 30S-Untereinheit bindet. Im weiteren Verlauf vereinigen sich die 50S-
Untereinheit und 30S-Untereinheit zum 70S-Ribosom, bei dem sich fMet-tRNA{Met, iiber das Antico-
don mit dem Startcodon gepaart, an der P-Stelle befindet.

Bei der Elongation, die sich unter Einfluss von verschiedenen Elongationsfaktoren vollzieht, binden

weitere mit Aminosduren beladene tRNAs an der A-Stelle, die miteinander zum Polypeptid verkniipft
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werden. Die dabei entstehende Polypeptidkette verlasst den Austrittskanal. Wahrend dieses Prozesses
wird die Methionyl-Gruppe vom N-terminalen fMet sofort durch das Enzym Peptid-Deformylase ab-
gespalten, sodass wieder Met entsteht |76]. Allerdings wird das N-Terminale Met haufig enzymatisch
durch das Enzym Met-Aminopeptidase abgespalten [77]—79]. Diese Abspaltung ist umso wahrscheinli-
cher, je kleiner die Seitenkette der zweiten Aminosdure nach dem initialen Met ist [77]—(79]. Wéahrend
der Elongation ist es der Elongationsfaktor EF-Tu, der die beladenen tRNAs erkennt und sie zur
A-Stelle bringt, an der die Codon-Anticodon-Paarung auf Passgenauigkeit gepriift wird. Ein weiterer
Elongationsfaktor heifit EF-G, der zur Translokation des Ribosoms um drei Ribonukleotide auf der
mRNA fithrt. Die Translokation ermoglicht die Bindung der néchsten beladenen tRNA an der nun
frei gewordenen A-Stelle. Die unbeladene tRNA wird an der E-Stelle entlassen.

Die Translation wird durch ein Stopcodon und mehrere Terminationsfaktoren (release factors, RF)
beendet. Erreicht ein Stopcodon die A-Stelle, wird es von Terminationsfaktoren identifiziert. Bei FE.
coli werden das amber- und opal-Stopcodon von RF1 bzw. RF2 spezifisch erkannt. Das am haufigsten
vorkommende UAA-Stopcodon erkennen sie hingegen beide. Die Termination wird durch das Binden
von RF1 oder RF2 an der P-Stelle eingeleitet. Durch eine Konformationséinderung des Ribosoms und
durch weitere spezifische Wechselwirkungen 16st sich die Polypeptidkette vom Ribosom. Weitere RF
fithren zur Dissoziation der beiden ribosomalen Untereinheiten und setzen die mRNA und tRNA

wieder frei.

Bleibt die A-Stelle im Ribosom eine ldngere Zeit unbesetzt, wird die Translation vorzeitig mit Hil-
fe einer transfer-messenger-RNA (tmRNA) terminiert, die bei E. coli ca. 350 Nukleotide lang ist.
Die tmRNA hat einen Aminoséuren-Akzeptorstamm und zwei den D- und TWC-Schleifen dhnelnde
Sekundarstrukturen, aber anstelle der Anticodon-Schleife einen Verbindungsstamm, der eine kurze
mRNA-Sequenz enthélt. Das erste Codon dieser mRNA-Sequenz kodiert fiir Ala. Es folgt eine Nu-
kleotidsequenz, die fir Ala-Asn-Asp-Glu-Asn-Tyr-Ala-Leu-Ala-Ala kodiert. Ein Stopcodon bildet das
Ende dieser mRNA-Sequenz. Die mit Ala beladene tmRNA bindet an der A-Stelle des Ribosoms,
Ala wird an die letzte Aminoséure der wachsenden Polypeptidkette gehdngt. Die mRNA-Sequenz der
tmRNA wird bis zum Abbruch beim Stopcodon translatiert und dort terminiert. Durch das Anfiigen
von Ala-Ala-Asn-Asp-Glu-Asn-Tyr-Ala-Leu-Ala-Ala an das Polypeptid wird die Elongationsblockade
aufgehoben. Zugleich ist die angefiigte Aminosduren-Sequenz ein Abbausignal, sodass das unfertige

Protein abgebaut wird.

Viele der bei der Translation beschriebenen Prozesse, in die die verschiedenen Faktoren involviert sind,

laufen unter Hydrolyse von Guanosintriphosphat (GTP) ab.

2.3. Mutationen, Regulation der Genexpression und Epigenetik

Die Eigenschaften und Funktionen einer Zelle werden im Wesentlichen durch die Mengen und Arten
der in der Zelle vorhandenen Proteine bestimmt (vgl. Abschn. 3.3.3 aus [63]). Dementsprechend kénnen

Zellen ihre Eigenschaften durch Verdnderung ihrer Proteinzusammensetzung verdndern.

2.3.1. Mutationen

Abschn. fasst das relevante Grundlagenwissen aus Kap. 10 aus [62], den Abschn. 3.3.3, 7.6.1

und 10.1 aus [63] zusammen.
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Eine Moglichkeit, biologische Protein-Funktionen und somit die Eigenschaften einer Zelle zu modifizie-
ren, ergibt sich durch die Substitution bestimmter Aminoséduren, einer Verkiirzung oder Verlingerung
des Proteins, da dies zu verédnderten Wechselwirkungen zwischen den ins Protein eingebauten Ami-
nosduren und somit der Protein-Struktur fiihrt. Solche Modifizierungen kénnen durch Mutationen
entstehen. Eine Mutation ist eine Verdnderung der Erbinformation, d.h. der Nukleotidsequenz der
DNA. Mutationen reichen vom Austausch, Einfiigen oder Entfernen einzelner Nukleotide bis hin zu
einer Insertion, Deletion oder Translokation ganzer Nukleotid-Sequenzen. Eine Zelle, deren genomische
Nukleotidsequenz im Vergleich zur Mutterzelle mutiert ist, wird als Mutante bezeichnet; die Mutante

besitzt einen anderen Genotyp als ihre Mutterzelle.

Zwei Zellen mit unterschiedlichen Genotypen miissen nicht zwangslaufig unterschiedliche Merkmale
aufweisen. Ist beispielsweise die letzten Base der fiir Val kodierenden Sequenz GTA in einem Gen
mutiert, kodiert es nach den Regeln des genetischen Codes immer noch fiir Val. Mutiert hingegen in-
nerhalb eines Gens die fiir Arg kodierende Sequenz AGA zur fiir das Stopcodon kodierenden Sequenz
TAG, wird das zu translatierende Protein drastisch verkiirzt. Es verliert wahrscheinlich seine Funkti-
on, und die Zelleigenschaften konnen sich je nach Wichtigkeit des Proteins stark verdndern. Ahnliches
gilt beim Einfiigen oder der Deletion einer Base inmitten eines Gens. Solche Mutationen fithren zu
einer Verschiebung des offenen Leserahmens und einer verdnderten Primérstruktur des Proteins. Mu-
tationen, die keine Verdnderung der Zelleigenschaften nach sich ziehen oder solche, die sich negativ
auf die Zelle auswirken, treten haufiger auf als solche, die einer Zelle einen Wettbewerbsvorteil bei der
Reproduktion und dem Uberleben bringen. Letztere setzen sich evolutioniir hingegen eher durch und
manifestieren sich. Ein Austausch einer oder weniger Aminosduren in einem bestimmten Bereich des
Proteins kann dazu fithren, dass es eine neue chemische Eigenschaft gewinnt, die sich auf die Mutante

iibertragt.

Mutationen entstehen spontan aufgrund chemischer oder physikalischer Einwirkungen auf die DNA
(Strahlung, chemische Substanzen, etc.), die die Basenstruktur der DNA verdndern. Wéhrend der
DNA-Replikation macht die DNA-Polymerase hidufig Fehler an Positionen mit solch einer verdnderten
Basenstruktur. Dazu zéhlen der Einbau von nicht-komplementéren Nukleotiden, das Uberspringen

oder zuséatzliche Einfiigen von DNA-Monomeren im Tochterstrang.

Die bisher beschriebenen Mutationen werden als Genmutationen bezeichnet, da sie sich lokal auf ein-
zelne Gene des Chromosoms beziehen. Bei eukaryotischen Zellen, deren Genom aus mehreren Chromo-
somen besteht, existieren weitere Mutationsformen. Bei einer Chromosomenmutation finden groflere
strukturelle Umbauten eines Chromosoms statt. Eine Genommutation umfasst dariiber hinaus die

Verdinderung der Chromosomenzahl einer Zelle.

Mutationen, die sich evolutionér durchsetzen, verdndern Zelleigenschaften dauerhaft, da sie vererbt
werden. Eine einmal manifestierte Mutation lasst sich nur durch eine zuféllige Riickmutation korrigie-

remn.

2.3.2. Regulation der Genexpression und Epigenetik

Der erste Abs. von Abschn. fasst das relevante Grundlagenwissen aus Kap. 11 aus [62] und
Kap. 8 aus [63] zusammen. Eine Zelle benétigt nicht in jeder Situation jedes von der DNA kodierte
Protein und muss vor allem kurzfristig auf variierende Umweltbedingungen reagieren. Daher besit-
zen Zellen komplexe und dynamische Regulationsmechanismen, mit denen sie in der Lage sind, ihre

Proteinzusammensetzung im Zuge der sich &ndernden Bedingungen anzupassen. Die Regulation kann

17



2. Biochemische, molekularbiologische Grundlagen und Einfiihrung in die zellfreie

Proteinsynthese

prinzipiell auf jeder Stufe der Genexpression stattfinden, angefangen bei der Transkription bis hin
zur posttranslationalen Modifizierung des anhand des Gens synthetisierten Proteins. Beispielsweise
wird bei der Regulation auf Transkriptionsebene die Transkriptionsrate der RNA-Polymerase durch
bestimmte Regulatormolekiile, die Repressoren heiflen, abgeschwécht. In der extremsten Form wird
somit die Transkription eines Gens deaktiviert. Wéhrend Mutationen zuféllig den Phénotyp einer
Zelle dauerhaft verdndern (vgl. Abschn. , verdndern die im letzten Absatz beschriebenen Regu-
lationsmechanismen die Merkmale einer Zelle nur so lange, wie ein bestimmter &uflerlicher Reiz dies

erforderlich macht.

Eine Sonderrolle nimmt die epigenetische Regulation ein, ein Begriff, dessen Definition in der Mit-
te des letzten Jahrhunderts vor allem von WADDINGTON geprigt [80]—[82] wurde und seitdem im
stetigen Wandel ist [53], [54]. Eine minimalistische Definition von Epigenetik, auf die sich die wissen-
schaftliche Gemeinschaft heute weitgehend geeinigt hat, ist, dass die Epigenetik alle Verdnderungen
in der Regulation der Genexpression umfasst, die nach der Zellteilung auf die Tochterzelle vererbt
und somit stabilisiert werden, ohne dass die Erbinformation (DNA-Sequenz) selbst verédndert wird
[53], [54]: Ein epigenetisches Phénomen fiihrt folglich zu einer vererbbaren Anderung des Phéno-
typs einer Zelle, ohne den Genotyp zu verdndern. Eine erweiterte Definition fordert dariiber hinaus,
dass sich die Verdnderung des Phanotyps schalterartig vollzieht, also entweder die Verdnderung kom-
plett oder gar nicht ausgepréigt ist und sie sich auch dann vererbt, wenn der verursachende Reiz
nicht mehr existiert [55]. Diese Definition bezieht somit den in dieser Dissertation untersuchten Pili-

Phasenvariationsmechanismus von uropathogenen E.-coli-Bakterien (vgl. Kap. [5)) ein [55).

Dieser Abs. fasst das relevante Grundlagenwissen aus [54] zusammen. Eine

HN—CH3 zentrale Rolle in der Epigenetik spielt die DNA-Methylierung in eukaryo-
tischen Zellen, die durch die Enzymklasse der DNA-Methyltransferasen

N1/6 5 7N\ (DNMTs) katalysiert wird. Als Kofaktor bendtigen diese Enzyme
I\{B 4| 98> S-Adenosylmethionin (SAM). Bei der Methylierung katalysieren die
N ITI DNMTs die Ubertragung der Methylgruppe (CHs) eines SAM-Molekiils

auf eine Stickstoffbase der DNA. Dies geschieht bei gleichzeitiger Hydroly-

DNA-Rickgrat se von SAM zu S-Adenosylhomocystein (SAH). Auch nach Methylierung
Abbildung 2.7.: Struk- kommt es weiterhin zur Watson-Crick-Paarung zwischen komplementa-
turformel von N°- ten Nukleotiden, sodass die DNA-Sequenz bei der Replikation durch diese
Methyladenosin Modifikation nicht verédndert wird. Allerdings ist direkt nach der DNA-
Replikation im neu synthetisierten Doppelstrang nur einer der beiden

Einzelstrange methyliert. Dies ist der Einzelstrang, der der DNA-Polymerase als Matrize gedient hat.
Dieser Zustand wird als hemimethyliert bezeichnet. Im Anschluss sorgen die DNMTs dafiir, dass auch

der unmethylierte Einzelstrang methyliert wird.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der bakteriellen DNA-Methylierung, die durch die DNA-
Adenin-Methylase (DAM) katalysiert wird [83]. DAM katalysiert den Transfer einer Methylgruppe auf
die 6-Aminogruppe des Adenins innerhalb von GATC-Tetrameren (6meA, Abb. , die das Enzym
spezifisch erkennt [83]. Diese Erkennungssequenz ist im Schnitt alle 243 Nukleotide im E.-coli-Genom
vorzufinden, wobei sie haufiger in kodierenden als in nicht-kodierenden oder nicht-translatierten Be-
reichen auftritt [83]. In der Regel sind die Tetramere methyliert, wobei sie auch in hemi- und unme-
thylierter Form vorliegen kénnen [83]. DAM und spezifische DNA-Bindeproteine scheinen gerade an
unmethylierten GATC-Stellen um die Bindung an die DNA zu konkurrieren, sodass davon ausgegan-

gen wird, dass diese DNA-Bereiche bei der Genexpression-Regulation von Bedeutung sind [83].
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Zellfreie Proteinsynthese-Systeme besitzen die notwendige molekulare Maschinerie, um mittels
Template-mRNA oder -DNA Proteine zu synthetisieren [84]. Die Grundlage vieler solcher Systeme
bildet der sogenannte rohe Extrakt, der aus den Zellen extrahiert und fiir die zellfreie Proteinsynthese
aufbereitet wird [84]. Die zellfreie Genexpression bildet in den Kap. [4 und 5| die experimentelle Um-
gebung der durchgefiihrten Studien. Es wird dort ein auf NOIREAUX et al. [51], |52] zuriickgehendes,

zellfreies Expressionssystem verwendet, das auf einem zellfreien E.-coli-Extrakt basiert.

2.4.1. Grundstein der modernen zellfreien Proteinsynthese

Die (frithe) Entwicklungsgeschichte der zellfreien Proteinsynthese (ZFPS) wurde mehrfach zusam-
mengefasst, beispielsweise in [85], [86], die bei der Literaturrecherche zur Erstellung von Abschn.

herangezogen wurden.

Bereits um 1950 inkorporierten unter anderem [87]-[89] radioaktiv markierte Aminoséduren mittels
eukaryotischer Gewebehomogenate in Proteine und wiesen somit nach, dass zur Proteinsynthese keine
intakten Zellen notwendig sind. Dieser Nachweis gelang ebenfalls in prokaryotischen Zelllysaten, bei-
spielsweise auf der Grundlage von Staphylokokken [90]. Diese frithen ZFPS-Systeme waren jedoch auf
die Translation endogener mRNA beschriankt, die bereits vor dem Zellaufschluss an die Ribosomen

gebunden waren [85].

1961 fanden NIRENBERG und MATTHAEI heraus, dass die Prainkubation ihres FE.-coli-Extraktes bei
physiologischen Temperaturen die anschlieBende Translation exogener RNA ermoglicht [91]. NIREN-
BERC mutmafite, dass die Prainkubation die endogene mRNA depletiert, somit die zellfreie Translation
exogener mRNA ermdglicht wird und teilweise in proportionalem Zusammenhang mit der Menge der
exogenen mRNA steht [92]. Jedoch fand [93] Anhaltspunkte, dass der positive Effekt der Prainku-
bation, auch Run-off genannt, auf die zellfreie Proteinsyntheserate nicht nur ausschlieflich darauf
zuriickzufiihren sein kann, dass die Ribosomen von endogener mRNA befreit werden. [93] spekulierte,
dass der Run-off Faktoren, die die Proteinsynthese begiinstigen, aktiviert oder Substanzen, die die

Proteinsynthese inhibieren, deaktivieren kénnte.

Spéter lieB sich exogene mRNA auch in eukaryotischen Weizenkeimextrakten translatieren [94], [95].
Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass Weizenkeimextrakte wenig endogene mRNA enthalten
und somit eine effiziente Translation exogener RNA erméglichen [96], [97]. Hingegen gestaltete sich
die Translation exogener mRNA in Kaninchen-Retikulocyten-Extrakten erst als effizient, nachdem die
in hoher Konzentration enthaltene endogene mRNA enzymatisch vor der Proteinsynthese degradiert
wurde [98].

Ebenfalls 1961 zeigten NIRENBERG und MATTHAEI, dass DNAse-Aktivitdt die ZFPS anfangs gar
nicht, aber nach einiger Zeit stark reduzierte [99]. Sie schlossen auf die de-novo-Synthese von mRNA
durch im zellfreien System vorhandene DNA [99]. Diese Kopplung zwischen zellfreier Transkription
und Translation wurde im weiteren Verlauf intensiv studiert, und es wurde versucht, das moleku-
lare Zusammenspiel zwischen DNA, RNA und Protein mittels der ZFPS besser zu verstehen [100],
[101]. ZUBAY et al. entwickelten ein gekoppeltes E.-coli-basiertes ZFPS, das im Vergleich zu fritheren
Systemen hohere Proteinausbeuten, insbesondere bei Verwendung von E.-coli-DNA, generierte [102],

[103]. Dies erreichten sie durch Optimierung der Zusammensetzung der zellfreien Reaktion und der
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Préainkubation des Extraktes bei 37 °C mit einem Mix, der vor allem aus den 20 kanonischen Amino-
sduren, Phosphoenolpyruvat, der Phosphoenolpyruvat-Kinase, Adenosintriphosphat, Magnesium und
Puffersubstanzen bestand [102], [103].

Weitere Optimierungsversuche bei der bakteriellen ZFPS zielten darauf ab, die hohe Nuklease-
Aktivitdt abzuschwéchen, indem beispielsweise zur Extrakt-Herstellung Bakterienstdmme genommen
wurden, denen RNase-Gene fehlten [104]. Ein Durchbruch in der ZFPS konnte erzielt werden, als
das zu exprimierende Gen unter Kontrolle des T7-Promotors gestellt und die Synthese-stiarkere T7-
RNA-Polymerase aus dem T7-Bakteriophagen, die hochspezifisch auf ihrem Promotor bindet, in ein
E.-coli-ZFPS integriert wurde [105]. Das Zuriickgreifen auf die T7-Transkription in E.-coli-ZFPS-
Systemen stellt auch bei der moderneren ZFPS den Standard dar [61], [106]. Die Integration von
Bakteriophagen-Transkriptions-Systemen erméglichte schliellich auch, effiziente eukaryotische ZFPS-

Systeme zu entwickeln, in denen die Transkription und Translation kombiniert wurden [107].

2.4.2. Anwendungsbereiche verschiedener ZFPS-Systeme

Aus Zellen verschiedener Organismen konnten rohe Extrakte zum Zweck der ZFPS hergestellt werden
[108]. Die Zahl an Organismen, aus denen Extrakte im kommerziellen Mafistab hergestellt werden
konnen, ist jedoch gering [86]. Die Wahl eines bestimmten Organismus bringt Vor- oder Nachteile fiir
die spitere ZFPS mit sich und héngt davon ab, fir welche Art der ZFPS das resultierende System
verwendet werden soll [108]. Auf Grundlage der Ubersichtsartikel [86], [108], [109] zusammengefasst,
lassen sich in aller Regel die grofiten Proteinausbeuten unter geringsten Kosten mit E.-coli-basierten
ZFPS-Systemen erzielen, die dariiber hinaus bereits im industriellen Mafstab betrieben werden kon-
nen (100 Liter Reaktion und Ausbeuten von 700mg/l in 10h [110]). Eukaryotische ZFPS-Systeme
bieten typischerweise mehr Moglichkeiten der posttranslationalen Proteinmodifikation; sie gewahr-
leisten die richtige Faltung eukaryotischer Proteine, aber sie verursachen héhere Kosten bei geringen
Proteinausbeuten (s. jeweils Tab. 1 in [86], [10§], [109]).

Der Einbau nicht-kanonischer Aminoséduren in Proteine zielt u.a. darauf ab, Proteine mit neuen bio-
und physikochemischen Funktionen herzustellen (vgl. Abschn. , die beispielsweise therapeutisch
nutzbar gemacht werden kénnen |108], |[111]. Diese Anforderungen erfiillen aktuell vor allem die E.-coli-
basierten ZFPS-Systeme aufgrund der einfachen und kostengiinstigen Extrakt-Herstellung, ihrer preis-
werten Versorgung mit zu ergdnzenden Komponenten, ihren hohen Proteinausbeuten und der Mog-
lichkeit, mit ihnen bereits Proteine im industriellen Mafistab zu produzieren (s. jeweils Tab. 1 in [86],
[108], [109]).

2.4.3. E.-coli-basierte ZFPS

Im Folgenden wird auf die F.-coli-basierte ZFPS eingegangen, da diese fiir den Kontext der vorliegen-
den Arbeit relevant ist. Die E.-coli-basierte ZFPS existiert in verschiedenen Formaten. Die wichtigsten

werden nachstehend prasentiert.
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2.4.3.1. Extrakt-basierte ZFPS im Batch-Modus

Die Grundlage eines FE.-coli-Extrakt-basierten ZFPS-Systems bildet der rohe E.-coli-Extrakt, der die
recycelten Komponenten der molekularen Maschinerie der bei der Extrakt-Herstellung aufgeschlosse-
nen F.-coli-Zellen beinhaltet und der durch Zentrifugation weitgehend von Zellwandresten und der
chromosomalen Bakterien-DNA gereinigt ist [61]. Ein Vergleich (Abb. 1 aus [112], [113]) verschiede-
ner Protokolle zur Extrakt-Herstellung zeigt, dass sich diese Protokolle in gemeinsame, teils optionale,
Schritte unterteilen lassen, die sich jedoch in der detaillierten Ausfiihrung unterscheiden: Das Zell-
material von zuvor aufgeschlossenen Zellen (2) einer Zellkultur (1) wird zentrifugiert (3), das daraus
resultierende Zelllysat wird dem sogenannten Run-off unterzogen (4), optional wird es anschliefflend
dialysiert (5) und abschlieend zentrifugiert (6). Der Extrakt wird typischerweise mit Aminosduren,
RNA-Nukleotiden, tRNA, Kofaktoren, Puffersubstanzen, einer Bakteriophagen RNA-Polymerase und
der kodierenden DNA erginzt [61]. Entscheidend ist zudem, dass die zur ZFPS bendtigte Energie

regeneriert wird [61].

Selbst noch um die Jahrtausendwende brach die ZFPS im Batch-Modus meist unter einer halben
Stunde ab, und die Proteinausbeuten beliefen sich auf ca. 100 ng [114]. Auf die wichtigsten Weiterent-

wicklungen, die zu den heutigen effizienten Systemen gefiihrt haben, wird nun eingegangen.

2.4.3.1.1. Energieregeneration und Vermeidung der Anhdufung von inhibitorischem an-
organischem Phosphat

Adenosintriphosphat (ATP) ist der universelle molekulare Energielieferant fiir die lebende Zelle: Die
Zelle hydrolysiert ATP zu Adenosindiphosphat (ADP), nutzt die frei werdende Energie, unter anderem
fiir die Transkription oder Translation, und ist in der Lage, ADP iiber komplexe Stoffwechselvorginge
zu ATP zu regenerieren (vgl. Kap. 5 aus [63]). Eine Form der ATP-Regeneration ist die Glykolyse,
bei der aus Glukose iiber eine Kette von enzymatischen Reaktionen Pyruvat als Zwischenprodukt
entsteht, das entweder danach anaerob in verschiedene Produkte fermentiert oder aerob iiber den

Zitronensdurezyklus in COy und HoO umgewandelt wird (vgl. Kap. 5 aus [63]).

In ZFPS-Systemen gestaltete sich die ATP-Regeneration anfangs hingegen einfach. Ein Beispiel fiir
ein solches ATP-Regenerationssystem ist das Phosphoenolpyruvat-Pyruvatkinase-System (PEP-PK-
System), das beispielsweise beim ZUBAY-System Anwendung fand [103]. Es entspricht dem letzten
Schritt in der Glykolysekette, bei der die Pyruvatkinase die Ubertragung energiereicher Phosphate
von PEP auf ADP zur Bildung von ATP katalysiert. SWARTZ und KiMm entdeckten, dass sich durch
Integration des ersten Zwischenprodukts der Glykolyse, dem Glukose-6-Phosphat (G6P), anstelle von
PEP oder Pyruvat, die ATP-Regeneration als effizient und giinstiger gestaltet |[115]. Sie vermuteten,
dass somit prinzipiell jedes weitere Zwischenprodukt der Glykolyse als initiale Energiequelle zur ATP-
Regeneration taugt, da alle bei der Glykolyse beteiligten Enzyme im Zellextrakt vorhanden zu sein
schienen [115]. Tatséchlich wurden Glukose und Glukose-6-Phosphat |116], Fruktose-1,6-bisphosphat
(FBP) [117] und 3-Phosphoglycerat (3-PGA) |118] als effiziente Energiequellen zur ATP-Regeneration
nutzbar gemacht. Ebenso konnte mit Hilfe von Acetylphosphat (AP) und Acetat-Kinase (AK) [119)
sowie Kreatinphosphat (KP) und Kreatinkinase (KK) [120] ATP regeneriert werden.

SwaRrTz und KiMm fanden weiter heraus, dass bis zu 70 % der eingesetzten PEP-Menge enzymatisch
durch endogene Phosphatasen in Pyruvat und anorganisches Phosphat degradiert wurden [121]. Da-
durch fehlte PEP nicht nur als Energiequelle, sondern es hiaufte sich auch anorganisches Phosphat an,
das die Proteinsynthese inhibierte [121]. Zusatzlich beobachteten sie die Degradation der Aminoséu-

ren Arg, Trp und Cys [114]. Durch die wiederholte Hinzugabe der drei oben genannten Aminosiuren
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und PEP in Abstédnden von 20 min stieg die Proteinsynthesedauer von 20 min auf 80 min, wurde der
zellfreien Reaktion zusétzlich Magnesiumacetat nach 60 min addiert, so verldngerte sich die Prote-
insynthesedauer auf 2h [114]. Allerdings stieg mit der hoheren PEP-Konzentration auch die Kon-
zentration an anorganischem Phosphat [114]. Dadurch, dass sich die Proteinsynthesedauer durch die
Hinzugabe von Magnesiumacetat nochmals verlangern lief3, schlossen SWARTZ und Kim, dass Magne-
sium Komplexe mit anorganischem Phosphat bildet und dass die reduzierte Magnesiumkonzentration
die Proteinsynthese limitiert [114]. Die Wichtigkeit von Magnesium fir die ZFPS zeigte sich auch im
System von KM et al. [122]: Sank die Magnesiumkonzentration unter 12mM, kam die ZFPS zum
Erliegen, wurde die Konzentration stattdessen zwischen 15 mM-18 mM durch Hinzugabe von Magne-
siumionen gehalten, verlangerte sich die Proteinsynthesedauer und -ausbeute. Dass die Anhdufung
von anorganischem Phosphat die Konzentration an freiem Magnesium reduziert, wurde auch in die-
sem System bestétigt |122]. Im KiGawa-System optimiert eine Magnesium-Konzentration zwischen
10 mM-14 mM die Proteinsynthese [123].

Eine weitere Strategie, die Anhdufung von anorganischem Phosphat zu vermeiden, lag darin, die E.-
coli-Zellen vor der Extraktherstellung in einem Medium wachsen zu lassen, das anorganisches Phosphat
und Glukose in hoher Konzentration enthielt (2xYTPG Medium) [124]. Somit wurde die Expression
endogener Phosphatasen wéhrend des Zellwachstums unterdriickt [124].

SwWARTZ und KiMm entwickelten einen mehrstufigen ATP-Regenerationsprozess, der anorganisches
Phosphat recycelt und somit dessen Anhdufung reduziert [121]. Dem ZFPS-System wurde Pyruvat
und das exogene Enzym Pyruvatoxidase (PO) hinzugegeben [121]. Anorganisches Phosphat wurde
durch die PO unter Einbeziehung von Os und HyO zu AP, COs und HoOy umgewandelt |121]. Im
zweiten Schritt katalysierte die endogene, im Extrakt enthaltene AK die Ubertragung von Phosphat
auf ADP, und es entstanden ATP und Acetat [121]. Das dadurch anfallende anorganische Phosphat
gelangte erneut in den Kreislauf [121]. Die endogene Katalase-Aktivitiat baute HyOq ausreichend zu Oq
und H,0 ab [121]. Durch das mehrstufige ATP-Regenerationssystem hielt die Proteinsynthese 2h an,
wurden dem ZFPS-System regelméfliig Aminoséuren und Pyruvat hinzugegeben, verlangerte sich die
Synthesedauer auf 6 h [121]. Obwohl Pyruvat wesentlich giinstiger als PEP war, trieb zusétzlich beno-
tigte PO die Kosten fiir dieses System in die Hohe [121]. Daher entwickelten SWARTZ und KiM dieses
System weiter und griffen auf gleich mehrere endogene, im ZFPS-System enthaltene E.-coli-Enzyme
zur ATP-Regeneration zuriick [115]. Zuerst katalysierte die Pyruvatdehydrogenase (PDH) mit den zur
zellfreien Reaktion hinzugegebenen Kofaktoren NAD und Koenzym A (CoA) die Kondensation von
Pyruvat und CoA zu Acetyl-CoA, das danach in AP durch die Phosphotransacetylase umgewandelt
wurde [115]. Die Phosphorylierung von ADP durch die endogene AK verlief wie zuvor [121]. Wurde
PEP anstelle von Pyruvat eingesetzt, liefl sich zusétzliches ATP durch PK-Aktivitdt regenerieren,
und das Pyruvat wurde fir den PDH-AK-Stoffwechselweg als Nebenprodukt bereitgestellt [115]. Der
E.-coli-PEP-Synthetase-Inhibitor Oxalat [125] wurde zur weiteren Pyruvatstabilisierung verwendet
[115].

Im System von KiMm et al. wurde zur ATP-Regeneration der KP- und Glukose-Metabolismus gekoppelt:
Das durch den KP-Stoffwechsel anfallende anorganische Phosphat wird in den Glukose-Metabolismus
gespeist, sodass kein inhibitorisches anorganisches Phosphat anfilllt und beide Systeme parallel ATP

regenerieren [126].
SITARAMAN et al. konnten durch den Einsatz von 3-PGA im Vergleich zu einer mit PEP versorgten

zellfreien Reaktion die Proteinausbeute in etwa verdoppeln und die Proteinsynthesedauer ca. verdrei-

fachen, ohne dass Kofaktoren oder weitere Reagenzien der zellfreien Reaktion hinzugegeben werden
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mussten [118]. Es wurde vermutet [118], dass 3-PGA weniger anfillig fiir die enzymatische Degrada-
tion durch endogene Phosphatasen als beispielsweise die sonst verwendeten Energiequellen G6P, AP
oder KP ist. Es wurde spekuliert [118], dass die Umsetzung von 3-PGA in PEP mit einer fiir die
ATP-Regeneration angepassten Rate ablauft, sodass es sich nicht akkumuliert, sondern direkt nach
Bildung zur ATP-Regeneration genutzt wird und daher weniger der Phosphatasen-Aktivitat unterliegt
[118]. Das 3-PGA-ATP-Regenerationssystem wurde neuerdings mit dem endogenen FE.-coli-Maltose-
Metabolismus gekoppelt, in dem anfallendes anorganisches Phosphat recycelt wird, um Maltose iiber
zwei enzymatische Reaktionen in G6P umzuwandeln, das im Anschluss im Glykolyse-Metabolismus
verstoffwechselt wird und ATP regeneriert [127].

Neben den hier vorgestellten ATP-Regenerationssystemen existieren weitere Systeme, wie beispiels-
weise das Cytomim-System, das versucht, die zellfreie Umgebung an méglichst reale zytoplasmatische
E.-coli-Bedingungen anzupassen [128], [129]. Unter derartigen Bedingungen ist sogar die oxidative

Phosphorylierung moglich [130].

2.4.3.1.2. Aminosaurenstabilisierung

Die Degradierung der Aminoséduren Arg, Trp, Cys und Ser in ZFPS-Systemen und die damit verbunde-
ne Reduzierung der Proteinsynthese-Effizienz stellte ein Problem in der zellfreien Proteinsynthese dar
[114], [129]. Die anféngliche Strategie, die Aminoséuredegradation zu kompensieren, bestand in der Er-
hohung der initialen Aminosdurenkonzentration [115], [129] oder der Aminosduren-Supplementierung
der Reaktion wihrend der ZFPS [114], [115], [129].

Weiterfithrende Strategien zielten darauf ab, die degradierenden Enzyme aus dem rohen Zellextrakt
zu entfernen [131] oder sie bei der ZFPS zu inhibieren [124]. Die durch die Glutamatcysteinligase
hervorgerufene Cys-Degradation, bei der Cys und Glutamat zu y-Glutamylcystein ligiert werden,
konnte mit dem Inhibitor L-Buthioninsulfoximin reduziert werden [124]. Wurde der Extrakt aus dem
mutierten FE.-coli-Stamm KC1 gewonnen, in dessen Genom die Gene, die fiir die Arg-Decarboxylase
(speA), Tryptophanase (tnaA) und Serin-Deaminasen (sdaA und sdaB) kodieren, deletiert wurden,
konnten Arg, Trp und Ser stabilisiert werden [131]. Spiter wurde im FE.-coli-Stamm KC1 auBerdem
das Gen, das fiir die Glutamatcysteinligase kodiert, deletiert |[132]. Wurde der rohe Zellextrakt aus

dem daraus resultierenden Stamm KC6 erzeugt, konnte zusitzlich Cys stabilisiert werden [132].

2.4.3.1.3. Stabilisierung von linearer DNA

Der E.-coli-Enzym-Komplex ReBCD degradiert lineare DNA [|133]. Die verkiirzte Version Gams des \-
Phagen Proteins Gam inhibiert die F.-coli-RecBCD-Nuklease-Aktivitéit, indem es den Komplex daran
hindert, an die Enden des DNA-Doppelstrangs zu binden [134]. Durch die enzymatische Aktivitat von
GamS in einem zellfreien Genexpressionssystem konnte lineare Template-DNA ldnger stabilisiert und
somit die darauf befindlichen Gene effizienter exprimiert werden |118]. Auflerdem wurde ein Extrakt
aus einem mutierten E.-coli-Stamm erzeugt, in dem das Gen, das fiir die Endonuklease I (endA)
kodiert, entfernt und das recBCD-Operon durch das Rekombinationssystem des A-Phagens ersetzt
wurde [135]. In diesem ZFPS-System konnte das Gen, das fiir ein Modellprotein kodiert, von linearer

DNA in vergleichbar hoher Ausbeute wie von Plasmid-DNA exprimiert werden [135].

2.4.3.2. Extrakt-basierte ZFPS, die Stoffaustausch mit der Umgebung ermaglichen

Ende der 1980er Jahre verfolgten SPIRIN et al. eine zum Batch-Modus alternative Strategie, die ZFPS

effizienter zu gestalten [136], [137]. Es wurde eine Extrakt-basierte zellfreie Reaktion kontinuierlich
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mit einer Néhrlosung bestehend aus Aminosiauren, ATP und GTP [136] oder Aminoséuren, sémtli-
chen NTPs und PEP [137] versorgt. Wahrend die Reaktionsprodukte, insbesondere die synthetisierten
Proteine, aus der Kammer abgefiihrt wurden, wurde die molekulare Proteinsynthese-Maschinerie iiber
eine Membran in der Reaktionskammer zuriickgehalten [136], |[137]. Die Synthesedauer konnte durch-
schnittlich von 1 h bei einer vergleichbaren Batch-Reaktion auf bis zu 20 h-40 h verldngert werden, und

auch die Proteinausbeute stieg deutlich an [136].

Bei einem passiveren Verfahren wurde die zellfreie Reaktion gegen eine Nahrlosung dialysiert [138].
Hier hielt die Dialysemembran die synthetisierten Proteine zuriick, und es wurden nur kleine Mole-
kiile zwischen der Reaktion und der Néhrlosung per Diffusion ausgetauscht [138]. Auf diesem Weg
konnte die Synthesedauer auf 14h bei einer Proteinausbeute von 1,2mg/ml verlangert werden [138].
Es existieren weitere dhnliche ZFPS-Verfahren, die ebenfalls auf Stoffaustausch zwischen der zellfreien
Reaktion und der Umgebung aufbauen, beispielsweise in [120], wo iiber eine Dauer von 21h 6 mg/ml

eines Proteins synthetisiert werden konnten.

2.4.3.3. PURE-System

Ein ZFPS-System, das nicht auf einem rohen Zellextrakt basiert, ist das sogenannte protein syn-
thesis using recombinant elements (PURE)-System, das 2001 von UEDA et al. entwickelt wurde
[139], [140]. Es setzt sich aus der minimalistischen FE.-coli-Proteinsynthese-Maschinerie zusammen,
die zuvor in vivo Uiberexprimiert und mittels His-Tag-Purifikation extrahiert und aufgereinigt wurde
(vgl. Abschn. [139]. Der erste Versuch, ein gekoppeltes ZFPS-System aus der aufgereinigten

Transkriptions-Translations-Maschinerie zu rekonstruieren, geht auf KUNG et al. zurtick [141].

Obwohl das PURE-System im Vergleich zu Extrakt-basierten Systemen frei von inhibitorischen Sub-
stanzen wie beispielsweise Nukleasen, Proteasen oder Phosphatasen ist [139], miissen neben der Iso-
lation der Ribosomen mindestens zehn Translationsfaktoren, die T7-RNA-Polymerase, 20 aaRS, die
Kreatinkinase, die Myokinase und die Nukleosid-Diphosphatase in vivo iiberexprimiert und aufgerei-
nigt werden [140]. Insofern ist die ZFPS mit dem PURE-System zeitaufwendig und teuer |109].

2.4.3.4. Verwendetes zellfreies Expressions-System

Wie bereits in Abschn. 2:4.1] erldutert, stellte die Integration des T7-Transkriptionssystems einen
Durchbruch in der ZFPS dar, da wesentlich héhere Proteinausbeuten im Vergleich zum endogenen
E.-coli-Transkriptionssystem erreicht werden konnten [105]. Auf diesem Erfolg aufbauend, wurden
ZFPS-Systeme, die mittels eines Bakteriophagen-Transkriptions-Systems DNA exprimieren, zwecks
langerer Synthesedauer und héheren Proteinausbeuten weiter optimiert, u.a. in [112]—[114], [116], [118],
[121)-[125], [130], [132], [138], [142]-[144] (vgl. Abschn. 2.4.3.1)). Somit hat sich die Bakteriophagen-
Transkription in der ZFPS heute als Standard etabliert [61], [L06]. Solche Systeme sind demnach zwar
in Bezug auf die Proteinausbeute effizient, aber kaum in der Lage, F.-coli-endogene Regulationsme-

chanismen zu studieren [52].

Einen alternativen Weg haben NOIREAUX et al. eingeschlagen, indem sie ein Extrakt-basiertes ZFPS-

System entwickelten, in dem die endogene FE.-coli-Transkriptions-Translations-Maschinerie ausreicht,
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um &hnlich hohe Proteinausbeuten wie in ZFPS-Systemen zu generieren, die auf Bakteriophagen-
Transkription zuriickgreifen [51], [52]. Mit Hilfe dieses Systems lassen sich somit endogene E.-coli-Gen-
Regulations-Mechanismen und die Expression von endogenen F.-coli-Genen in zellfreier Umgebung
studieren [52].

2.5. Fluoreszierende Proteine der GFP-Familie

Das griin fluoreszierende Protein (GFP), das 1962 von SHIMOMURA et al. in der Qualle Aequorea
victoria entdeckt wurde [145], oder eines seiner Varianten werden héufig zur Analyse der Organisation
lebendiger Systeme verwendet [146]. Mit Hilfe von fluoreszierenden Proteinen ldsst sich beispielswei-
se die Aktivitdt eines Promotors charakterisieren [146|. Die fluoreszierenden Proteine GFP, EGFP,
deGFP und mCherry wurden in der vorliegenden Dissertation als Reportermolekiile oder Modellpro-

teine verwendet und werden im Folgenden kurz vorgestellt.

Die posttranslationale autokatalytische GFP-Fluorophor-Bildung ist das Resultat der Zyklisierung
der drei Aminosduren Ser, Tyr und Gly an den Positionen 65, 66, und 67 und der anschliefenden
Dehydrierung (C,-Cg bei Tyr66) mit molekularem Sauerstoff, wodurch sich die Masse des Proteins
um 20 Da verringert [146]. Dadurch, dass das Fluorophor sowohl als protoniert (neutral), als auch
unprotoniert (anionisch) vorliegen kann, ldsst sich GFP mit Licht einer Wellenldnge von ca. 400 nm
(protoniert) und 480 nm (unprotoniert) anregen [146]. Die angeregte anionische Form emittiert griines
Licht mit einer Wellenldnge von etwa 510 nm; wird GFP hingegen in protoniertem Zustand angeregt,
wird es meist in die anionische Form tiberfiihrt und emittiert wiederum Licht einer Wellenldnge von
ca. 510 nm [146]. GFP besteht aus p-Faltblittern, die iiber Schleifen miteinander verbunden sind und
eine Fass-Struktur bilden [147].

Beim enhanced GFP (EGFP, Phe64Leu |148] und Ser65Thr [149]) ist der molare Extinktionskoeffizient
bei einer Anregungswellenldnge von 488 nm in etwa sechs Mal hoher als der von GFP, wihrend sich
die Quantenausbeute von EGFP im Vergleich zum Wild-Typen von 79 % auf 60 % reduziert [150].
Beim EGFP wird wegen der kleinen Seitenketten der zweiten Aminosédure Val das N-Terminale Met
enzymatisch entfernt (vgl. Abschn. , sodass die Nummerierung der EGFP-Sequenz mit Val
beginnt. EGFP-Del6-229 (deGFP) ist eine verkiirzte Version von EGFP. Das degfp-Gen geht auf
Publikation [51] zuriick, in der auf den Arbeiten von |151] aufgebaut wird. Bei deGFP befindet sich das
nicht entfernte Start-Met an der fiinften Postion in Bezug auf EGFP, und alle Aminosduren hinter der
Position 229 fehlen. Somit stimmen die Proteinsequenzen zwischen den Aminosduren an den Positionen
6-229 {iberein. Die Position N149 (bzw. N150, sofern das abgespaltene Met mitgezahlt wird) an der
EGFP-Oberfliiche im Ubergang eines p-Faltblatts zu einer Schleife, hat sich als geeignete Position
zur Platzierung eines Stopcodons erwiesen, da der Einbau einer nicht-kanonischen Aminoséiure dort
keinen Einfluss auf die globale Proteinstruktur zeigt [152]-[154]. Insofern eignet sich EGFPN!49amber
als Reporter-Molekiil in Stopcodon-Experimenten, da sich das Fluorophor nur bei erfolgter Stopcodon-

Suppression bildet und in diesem Fall das Protein fluoresziert |[152]—154].

Die GFP-dhnlichen Chromophore von rot fluoreszierenden Proteinen des Typs DsRed entstehen durch
einen zusatzlichen Oxidationsschritt (C,-N-Bindung an Position 65) mit molekularem Sauerstoff [146].
Das GFP-dhnliche DsRed stammt aus der Scheibenanemone Discosoma sp. und geht auf |155] zuriick.
Es konnten optimierte DsRed-Varianten erzeugt werden [156]. Durch auf den Arbeiten von [156] auf-

bauenden Modifizierungen konnte mCherry erzeugt werden [157]. Es besitzt ein Anregungsmaximum
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bei einer Wellenldnge von 587nm, das Emissionsmaximum liegt bei einer Wellenldnge von 610 nm

[157).
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3. Evolution wachsender, sich reproduzierender

Polymere

Teile des Kap. [3] wurden vorab in [158] mit den Koautoren Philipp Zimmer, Eva Wollrab sowie den
Projekt-betreuenden Professoren Karsten Kruse und Albrecht Ott veroffentlicht. Die initiale Idee fiir
diesen Teil der Dissertation wurde im Rahmen des iibergeordneten Projekts ,,Origin of Life* des Lehr-
stuhls fiir Biologische Experimentalphysik von Albrecht Ott, Karsten Kruse und Eva Wollrab entwi-
ckelt und von Philipp Zimmer theoretisch [159] sowie in dieser Dissertation experimentell aufgegriffen.
Die in Kap. Vorgestellte Studie wurde bereits wihrend der unveroffentlichten Diplomarbeit (Enzym-
bastierte Selbstreplikation von DNA Fragmenten, Universitiat des Saarlandes, Lehrstuhl fiir Biologische
Experimentalphysik, 2012) begonnen und im Verlauf der Promotion abgeschlossen. Die wesentlichen,
in der Diplomarbeit erzielten Ergebnisse, werden als Motivation der fortfithrenden Experimente wah-
rend der Promotionsphase zu Beginn des Ergebnisteils (Abschn. prasentiert.

3.1. Einfiihrung, Stand der Wissenschaft, Strategie und

Zielsetzung
A Darwinsche Evolution B Evolutionrer Kollaps Nicht-selektierende
Vervielfaltigung
= A = A =
Q O O
N N N
Funktionalitat Funktionalitat Funktionalitat

Abbildung 3.1.: Schematische Darstellung moglicher evolutiondrer Szenarien anhand des Lebens-
baums. A: Darwinsche Evolution, die die Koexistenz mehrerer Spezies zu jedem Zeitpunkt erméoglicht.
Hier evolvieren die Spezies als Ensemble in Richtung héherer Funktionalitdt. B: Evolutionskollaps, bei
dem eine Spezies alle anderen verdriangt und die Evolution stoppt. C: Nicht-selektierende Vervielfélti-
gung durch die zwar stdndig neue und komplexere Individuen entstehen, diese aber keine abgrenzbaren
Spezies bilden. Abb. modifiziert aus [158] ibernommen.

Das Leben auf der Erde ist eng mit der Darwinschen Evolution [1] verflochten, die das irdische Oko-
system von einer prabiotischen Ursuppe [2]-[4] in Richtung immer komplexer werdender, sich repro-
duzierender Individuen durch Mutation und Selektion vorantrieb. Das frithe Leben &dhnelte einem
promiskuitiven Zustand, indem es zwischen den Individuen vermutlich zum regen Austausch von Mo-

lekiilen kam [5|—[10]. Dann erst formierten sich allméhlich diese Individuen aufgrund von komplexen
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dynamischen Wechselwirkungen zu unterscheidbaren Untergruppen, die als Spezies klassifiziert wer-
den konnten. Dieser Organisationsprozess fithrte zu einer gewissen Ordnung innerhalb der Biosphére
(Abb. BIJA). Daher ist biologische Vielfalt nicht mit der blofen Entstehung aller denkbaren, sich
selbst reproduzierenden Individuen (Abb. ) gleichzusetzen. Viel eher formten sich fortwihrend
Okologische Nischen, durch die neue Spezies entstanden, die ihrerseits wiederum als neue Nischen fiir
die weitere Evolution dienten [11], |12]. Sogar ohne externen Selektionsdruck [26]—[28] evolviert das
Okosystem in diesem Sinne als eng verflochtenes Kollektiv zu hoherer Funktionalitiit [29], [30]. Bisher

sind diese, der Evolution zugrundeliegenden dynamischen Kopplungen, wenig verstanden.

Abstrakte [13], |[14] oder molekulare Systeme [15], [16], in denen Spezies iiblicherweise durch DNA oder
RNA verkorpert werden, eignen sich zur Analyse grundlegender evolutionérer Prozesse. In derartigen
Systemen fithren typischerweise Mutationen der Nukleotidsequenzen zur evolutiondren Variation, und
die molekulare Reproduktion der Nukleotidsequenzen wird mittels eines Template-basierten Prozes-
ses realisiert [14]-[16], [160]-[168]. Durch Energiezufuhr oder zyklisches Andern der physikalischen
Parameter, beispielsweise der Temperatur oder dem Wechsel zwischen Feucht- und Trockenperioden,
wird ein solcher molekularer Reproduktionsprozess erméglicht [169], [170]. Die Template-basierte Re-
produktion lauft typischerweise wie folgt ab: Zwei komplementéare Nukleotide hybridisieren zuerst
auf dem Template, werden danach kovalent verbunden [171], [172] und 16sen sich im letzten Schritt
als neu entstandenes Nukleotid vom Template ab, das sich somit kreuzkatalytisch reproduziert, ein
Mechanismus, der zum exponentiellen Wachstum der Template-Konzentration fithren kann [173]. Die
Ligase-Kettenreaktion (LCR) [174], [175] ist eine hoch effiziente Variante dieses Reproduktionspro-
zesses, bei der zwei DNA-Striange auf einem komplementidren Template hybridisieren und durch das

Enzym Taqg-DNA-Ligase kovalent miteinander verbunden werden.

In molekularen Evolutionssystemen treten Variationen tiblicherweise wihrend der Reproduktion auf,
wenn diese beispielsweise unvollstandig ablauft [17], |18], falsche Nukleotide eingesetzt werden [176]
oder es zu Fehlpaarungen bei der Hybridisierung kommt [177]. Ist das Verhiltnis der Variations-
zur Reproduktionsrate klein genug, kénnen durch externen Selektionsdruck Spezies selektiert werden
[19]. Ublicherweise treibt ein solcher konstanter Druck molekulare evolutionire Modellsysteme zur Se-
lektion einer optimalen Evolutionslosung, die mit dem Stoppen der weiteren Evolution verbunden ist
(Abb.[3.1B) [17]-[25]. Diese Eigenschaft machen sich Verfahren der Molekularen Evolution wie SELEX
gezielt zu Nutze, um bestmogliche Liganden zu selektieren [178]-|180]. Hingegen lauft die Evolution
in natiirlichen Okosystemen bei gleichzeitiger Wahrung der Koexistenz der Spezies permanent weiter,
sogar bei fehlendem externen Druck [26]—[28]. Die Umsetzung einer andauernden Evolution koexistie-
render Spezies in molekularen Evolutionssystemen bleibt bis dato ungeldst. Ein Losungsansatz besteht
in der Verlangerung von Nukleotidstréngen als grundlegender Prozess nicht nur, um die molekulare

Funktionalitét zu erhthen, sondern auch der Evolution ein offenes Ende zu lassen [181].

In dieser Studie wurden mogliche Bedingungen erforscht, die ein unbegrenztes Andauern molekula-
rer Evolution unter gleichbleibenden &ufleren Bedingungen ermdglichen. Zu diesem Zweck wurde ein
System betrachtet, in dem molekulare Spezies durch Polymere mit unterschiedlichen Sequenzen re-
prasentiert werden, deren Linge und nicht die Sequenz die Spezies-definierende Eigenschaft darstellt.
Aus diesem Grund entstehen Variationen durch Verdnderung der Polymerldnge einer existierenden
Spezies. Experimentell wurden diese linearen Polymere durch lineare DNA-Molekiile verkorpert, die

sich mittels LCR reproduzieren. Variationen wurden durch spontane Ligationen realisiert.
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3.2. Material und Methoden

Die Methoden zur Herstellung (Abschn. , Inkubation, Entnahme und Manipulation (Ab-
schn. der Proben sowie zur gelelektrophoretischen Trennung der DNA-Fragmente (Ab-
schn. wurden wéhrend der Diplomarbeit etabliert. Die initiale Idee, die Menge der gelelek-
trophoretisch getrennten, fluoreszierenden Proben-DNA mit Hilfe einer Kalibrierungsmessung der
Fluoreszenz-Intensitét einer Verdiinnungsreihe eines DNA-Standards und dem Bildverarbeitungspro-
gramm ImagelJ [182], [183] zu quantifizieren (Abschn. [3.2.3)), wurde ebenfalls wihrend der Diplomar-

beit entwickelt.

3.2.1. Herstellung der Proben und deren initiale Zusammensetzung

Alle verwendeten DNA-Einzelstrange wurden von Metabion international AG (Martinsried) syntheti-
siert, HPLC-purifiziert und sind am 5‘-Ende phosphoryliert, sodass die Tag-DNA-Ligase (New Eng-
land Biolabs GmbH, Frankfurt am Main) die Einzelstriange ligieren konnte. Die zugehoérigen DNA-
Sequenzen sind in Anh. [ATT1] zu finden.

Fiir jedes Experiment wurde eine Mastermix-Losung in verschlieBbaren DNase- und RNAse-freien
0,2 ml-PCR-Reaktionsgefiflen (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf) hergestellt, in der 1x
Taq-DNA-Ligase-Reaktionspufferbedingungen (New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main)
herrschten. Alle Bestandteile der Mastermix-Losung wurden durch Auf- und Abpipettieren und an-
schlieBendes kurzes Vortexen (Vortex 3, IKA®-Werke GmbH, Staufen) gemischt. Im Anschluss wurde
die Mastermix-Losung zu jeweils gleichen Volumina auf neue PCR Reaktionsgefifle verteilt. Jede ge-
splittete Reaktion wird im Folgenden als Probe bezeichnet. Alle Schritte wurden auf Eis ausgefiihrt,
um die enzymatische Aktivitat der Taqg-DNA-Ligase zu unterdriicken bis die Proben den Temperatur-

Zyklen ausgesetzt werden.

Im Experiment, dessen Ergebnisse in Abb. [3:4A prisentiert werden, betrug die initiale Konzentra-
tion der beiden komplementdren 20b langen Einzelstrange 3 und 3¢ jeweils 500 nM, die Tag-DNA
Ligase war 1,7 units/pl konzentriert. Im Experiment, dessen Ergebnisse Abb. zeigt, wurde die
Konzentration dieser Strénge jeweils halbiert, und die Taq-DNA-Ligase-Konzentration erhéhte sich

auf 8 units/pl. In diesen beiden Experimenten betrug das Probenvolumen jeweils 10 pl.

Im Experiment, dessen Ergebnisse in Abschn. [3.3.2] préisentiert und diskutiert werden, betrug die
initiale Konzentration der beiden komplementéren 10 b langen Einzelstrénge o und ¢ jeweils 1000 nM,
die Tag-DNA-Ligase befand sich mit einer Konzentration von 4 units/pl in den Proben, die ein Volumen

von 10l aufwiesen.

Im Experiment, dessen Ergebnisse in Abschn. [3.3.3] préasentiert und diskutiert werden, betrug die
initiale Konzentration der beiden komplementéren 10 b langen Einzelstrange o und o jeweils 200 nM.
Die Taq-DNA-Ligase besafl eine Konzentration von 4 units/pl in den Proben. Das Probenvolumen
belief sich auf 10 nl.

Im Experiment, dessen Ergebnisse in Abschn. [3.3.5] prisentiert und diskutiert werden, war jeder der
insgesamt 16 10b langen und paarweise komplementidren DNA-Einzelstrdnge 17,5nM konzentriert.
Die Konzentration der acht 20b langen und paarweise komplementidren DNA-Einzelstrange betrug
jeweils 3,75 nM, die Konzentration der Tag-DNA-Ligase belief sich auf 0,8 units/ul. Das Volumen der
Proben umfasste 20 pl.
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3.2.2. Zyklische Variation der Temperatur, Probenentnahme und -manipulation

Die Proben wurden mit dem MultiGene™ 96-Well Gradient Thermal Cycler (Labnet International
Inc., Edison, USA) mit zyklisch variierenden Temperaturen inkubiert. Die Temperaturen wurden an
die Schmelztemperaturen der verwendeten DNA-Strdnge angepasst, die Schmelztemperaturen mit
Hilfe von DINAMelt berechnet [184]—[186].

Im Experiment, dessen Ergebnisse Abb. [B.4A présentiert, wurden die Proben mit dem Inkubations-
programm, das Tab. [3.1] zeigt, zyklisch inkubiert. Initial wurde die DNA in allen Proben fiir 1,5 min
bei einer Temperatur von 84 °C denaturiert. Zu Beginn wurde je eine Probe nach zwei, vier, sechs,
acht, zehn und zwolf Zyklen entnommen, danach erfolgte nach jedem Zyklus eine weitere Probenent-

nahme.

Temperatur [°C] | 60 | 66 | 60 | 84
Zeit [min] | 15 | 1 | 15 | 1

Tabelle 3.1.: Temperatur-Zeit-Profil eines Zyklus des Experiments, dessen Ergebnisse in Abb.
illustriert werden.

Im Experiment, dessen Ergebnisse Abb. B:4B zeigt, wurden die Proben nach initialer Denaturie-
rung aller DNA-Strange bei einer Temperatur von 84 °C und einer Dauer von 1,5min ebenfalls mit
dem Inkubationsprogramm, das Tab. zeigt, fir finf Zyklen inkubiert. Darauf folgte eine einzelne
finfmintitige Inkubationsphase bei einer Temperatur von 30°C. Ab dem sechsten Zyklus wurde das
Inkubationsprogramm verwendet, das in Tab. zusammengefasst wird. Es wurde vor Beginn eines
jeden dieser Zyklen 1unit des Enzyms Mungbohnen-Nuklease (Mung Bean Nuclease, New England
Biolabs GmbH, Frankfurt am Main) in die Proben gegeben. Das Enzym wurde wihrend des Expe-
riments unter 1x Mungbohnen-Reaktionspufferbedingungen (New England Biolabs GmbH, Frankfurt
am Main) bei 4°C gelagert.

Temperatur [°C] | 30 | 60 | 66 | 60 | 84 | 30
Zeit [min] | 30 | 15| 1 | 15| 1 | 5

Tabelle 3.2.: Temperatur-Zeit-Profil eines Zyklus, der im Experiment, dessen Ergebnisse in Abb. [3.4B
prisentiert werden, das in Tab. [3.I] illustrierte Temperatur-Zeit-Profil der ersten fiinf Zyklen, wie im
Text beschrieben, abloste.

Im Experiment, dessen Ergebnisse in Abschn. [3:3.2] prasentiert und diskutiert werden, wurde nach in-
itialer 1,5-miniitiger DNA-Denaturierung bei 60 °C in zyklischer Weise das Temperatur-Zeit-Profil aus
Tab. Verwendet. Die Restriktionsenzyme Afel und BstUI (New England Biolabs GmbH, Frankfurt
am Main) wurden nach acht (je 1unit), zwolf (je 1unit) und 20 Zyklen (je 0,75 units) in die Proben
gegeben. Da Afel nicht thermostabil ist, wurden zusétzlich je 0,5 units Afel nach 15 und 18 Zyklen
in die Proben pipettiert. Aus dem gleichen Grund wurden ab dem 22. Zyklus je 0,75 units von Afel
alle zwei Zyklen in die Proben bis zum Ende des Experiments gegeben. 0,75 units von BstUI wurden
den Proben nach 32 Zyklen hinzugefiigt. Die beiden Restriktionsenzyme wurden wéhrend des Experi-
ments unter 1x Reaktionspuffer-Bedingungen (New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main) bei
4°C gelagert. Nach 20 Zyklen wurden die Temperaturen des Inkubationsprogrammes von 34 °C auf
60 °C bzw. von 60°C auf 76 °C nach einem einzelnen 1,5-mintitigen DNA-Denaturierungsschritt bei
76 °C erhoht. Die Proben wurden nach 12, 20, 28 und 36 Zyklen entnommen.

Im Experiment, dessen Ergebnisse in Abschn. prasentiert und diskutiert werden, wurde nach

initialer 1,5-miniitiger DNA-Denaturierung bei 60 °C in zyklischer Weise ebenfalls das Temperatur-
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Temperatur [°C] | 34 | 60
Zeit [min] | 13,5 | 1

Tabelle 3.3.: Temperatur-Zeit-Profil eines Zyklus, der zur Proben-Inkubation wéahrend der ersten 20
Zyklen im Experiment verwendet wurde, das in Abschn. [3.3.2| prasentiert und diskutiert wird. Nach 20
Zyklen wurden die Temperaturen von 34 °C auf 60 °C bzw. von 60 °C auf 76 °C nach einem einzelnen
1,5-miniitigen DNA-Denaturierungsschritt bei 76 °C erhoht.

Zeit-Profil aus Tab. benutzt. Die Temperaturen des Inkubationsprogrammes wurden in gleicher
Weise wie im in Abschn. besprochenen Experiment erhéht, nur dass die Erhohung zwei Zyklen
spéter, also erst nach 22 Zyklen, erfolgte. Die Restriktionsenzyme Afel und BstUI wurden nach acht
(je 1unit), zwolf (je 1unit), 15 (je 0,5 units), 18 Zyklen (je 0,5 units) und 22 Zyklen (je 0,5 units) in
die Proben gegeben. Jeweils 0,25 units der Mungbohnen-Nuklease wurden auflerdem nach 15 und 18
Zyklen hinzugegeben.

Im Experiment, prasentiert und diskutiert in Abschn. wurde nach initialer einminttiger DNA-
Denaturierung bei 80 °C in zyklischer Weise das Temperatur-Zeit-Profil aus Tab. [3.4angewendet. Nach
24 Zyklen wurden 80 fmol der 40 bp-Verkniipfer in die Proben gegeben. Nach 29 Zyklen wurden 40 fmol
der 80 bp-Verkniipfer in die Proben pipettiert. Die Verkniipfer wurden wahrend des Experiments
unter Reaktionspufferbedingungen gelagert. Jeweils eine Probe wurde nach 6, 12, 18 und 24 Zyklen

entnommen. Anschlieflend erfolgte die Probenentnahme nach jedem Zyklus.

Temperatur [°C] | 28 /55/74 | 80/90 /94
Zeit [min] 2 1

Tabelle 3.4.: Temperatur-Zeit-Profil der Zyklen, die zur Proben-Inkubation im Experiment verwendet
wurden, das in Abschn. [3:3.5] prisentiert und diskutiert wird. Der erste Wechsel auf die jeweils hoheren
Temperaturen erfolgte nach 24 Zyklen (von 28°C auf 55°C bzw. von 80°C auf 90°C). Der letzte
Wechsel fand nach 29 Zyklen statt (von 55°C auf 74 °C bzw. von 90 °C auf 94 °C).

Wiéhrend der Hinzugabe der verschiedenen Enzyme oder DNA-Molekiile wurde das Inkubationspro-
gramm pausiert, die Probenmanipulation erfolgte auf Eis. Nach Abschluss der Molekiil-Hinzugabe wur-
den die Proben zuerst kurz (2s-3s) auf mittlerer Drehzahl gevortext (Vortex 3, IKA®-Werke GmbH,
Staufen) und dann etwa 2s-3s abzentrifugiert (Sprout Minizentrifuge, Biozym Scientific GmbH, Hes-

sisch Oldendorf). Danach wurde das Inkubationsprogramm wie angegeben fortgesetzt.

3.2.3. Gelelektrophoretische Trennung und Quantifizierung der DNA-Menge

Sofort nach ihrer Entnahme wurde den Proben 6x konzentrierter Probenpuffer bzw. Ladepuffer (Fis-
her Scientific GmbH, Schwerte) hinzupipettiert, um die weitere Enzym-Aktivitat zu inhibieren und
um die Reaktionen gelelektrophoretisch trennen zu kénnen. Dieser Probenpuffer setzt sich wie folgt
zusammen: 10 mM Tris-HCI (pH 7.6), 0,03 % Bromphenolblau, 0,03 % Xylencyanol FF, 60 % Glycerin
und 60 mM EDTA. Die Proben wurden bis zur Gelelektrophorese bei -20 °C gelagert. Das hinzupipet-
tierte Volumen des 6x Probenpuffers betrug stets ein Sechstel des Gesamtvolumens aus Probe und
Probenpuffer. Die doppelstrangigen DNA-Molekiile wurden mittels nativer, vertikaler Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) unter einfachen Tris-Borat-EDTA-Pufferbedingungen (89 mM Tris, 89 mM
Borsiure, 2mM EDTA bei pH 8,3, autoklaviert (Varioklav® Dampfsterilisator, Typ 75 S, H+P Lab-
ortechnik AG, Oberschleiffheim)) getrennt. Es wurden 15-20 %-ige Polyacrylamidgele verwendet. Die
PAGE lief gekiihlt ab (=4°C), indem der Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer) vorgekiihlt wurde
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und die vertikale Gelelektrophoresekammer wahrend der Gelelektrophorese mit Eis umbhiillt war. Ty-
pischerweise dauerte die PAGE zwischen 60 min-90 min bei einer angelegten Spannung von 140 V. Die
getrennte DNA wurde mittels Ethidiumbromid (EthBr) gefarbt (1x TBE-Puffer mit ~1 pg/ml). Die
fluoreszierende EthBr-gefirbte DNA wurde mit dem GelVue UV Transilluminator sichtbar gemacht
(Syngene Europe, Cambridge, UK).
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Abbildung 3.2.: Illustration der Quantifizierung der DNA-Stoffmenge mit ImageJ , . A: Bei-
spiel eines Polyacrylamidgels. Von links ausgehend zeigen die ersten vier Gelbahnen die aufgetrennten
10 bp, 20 bp, 40 bp und 80 bp langen DNA-Stringe des eigens hergestellten DNA-Standards (Sequen-
zen in Anh. . Die Zahlen entsprechen der Stoffmenge in fmol der sich in den DNA-Banden
befindlichen DNA-Stréange. In der fiinften Bahn wurden die 15 DNA-Strange mit Lingen von jeweils
10bp, 20bp, ..., 150 bp der O‘RangeRuler-10 bp-DNA-Leiter (O‘RangeRuler 10bp DNA Ladder, ver-
wendungsbereit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) getrennt. In den restlichen Bahnen wurden
die DNA-Strange der Proben getrennt. Die Zahlen geben die Zyklen an, nach denen die jeweiligen
Proben entnommen wurden. B: Kalibrierungsgerade, die aus den 10 bp-Stréangen der Verdiinnungsrei-
he des DNA-Standards entstand. Die Gerade ist ein Fit mit der Steigung 1,017 fmol~*=40,045 fmol ~!.
C und D: Ausschnitte aus den Plots der Fluoreszenz-Intensitdt um die 10 bp-Strange der Verdiin-
nungsreihe des DNA-Standards und die 10 bp-Strange der Proben herum. Die Buchstaben ordnen den
DNA-Banden (A) ihre Plots (C, D) zu. Abb. ist modifiziert aus iibernommen.

Neben den Proben wurde auf jedem Gel die DNA der O‘RangeRuler 10bp DNA Ladder (verwendungs-
bereit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) bei jeder Gelelektrophorese getrennt. Dieser DNA-
Standard besitzt 15 DNA-Strange mit Langen von jeweils 10 bp, 20 bp, ..., 150 bp. Im Experiment, des-
sen Ergebnisse Abb. prasentiert, wurden zur Quantifizierung der Proben-DNA-Strénge auf jedem
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Gel die DNA-Stringe einer Verdiinnungsreihe der GeneRuler-Low-Range-DNA-Quantifizierungsleiter
(GeneRuler Low Range DNA Ladder verwendungsbereit, 0,1 png/nl, Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA) gelelektrophoretisch getrennt. Im Experiment, mit dem sich Abschn. beschéftigt,
wurde ein eigens hergestellter DNA-Standard zur Quantifizierung der Proben-DNA-Strange benutzt,
der aus den in diesem Experiment verwendeten 10 bp, 20 bp, 40 bp und 80 bp langen DNA-Stringen

(Sequenzen in Anh. [A.1.1) bestand.

Auf jedem Gel wurden die DNA-Striange einer Verdiinnungsreihe dieses Standards mittels des Poly-
acrylamidgels aufgetrennt (Abb. ) Die Gel-Bilder wurden mit dem Bildverarbeitungsprogramm
ImageJ [182], [183] analysiert, um die DNA-Stoffmenge zu quantifizieren. Dazu mussten die Gelbilder
in Graustufen-Bilder umgewandelt werden, wenn notig, wurde der Kontrast und die Helligkeit des ge-
samten Bildes angepasst. Diese Standard-Methode zur Quantifizierung der Stoffmenge von auf Gelen
getrennten Biomolekiilen wird exemplarisch anhand von Abb. [3.2] erklirt, die ein Exempel eines Poly-
acrylamidgels zeigt (Abb. [B.2]A). Zuerst wurden die Gelbahnen markiert, in denen die DNA-Stréinge
der Verdiinnungsreihe des DNA-Standards und der Proben getrennt wurden, beispielhaft anhand der
zweiten Gel-Bahn von links auf Abb. B.2JA illustriert. Die Fluoreszenz-Intensititen der markierten
Bereiche wurden geplottet. Abb. und Abb. zeigen Ausschnitte der Plots im Bereich der
10 bp-Strénge des Standards bzw. der 10 bp-DNA-Stringe der Proben. Nach Abzug der Hintergrund-
Fluoreszenz des Gels war die Fliache eines Peaks proportional zur DNA-Stoffmenge bzw. -Masse der
zugehorigen DNA-Bande (Abb. ,C). Zur Quantifizierung der Stoffmenge der Proben-DNA-Strénge
in den Experimenten, deren Ergebnisse in Abb. und [3.8| prisentiert werden, wurden die Kalibrie-
rungsgeraden der Kalibrierungs-DNA-Striange gleicher Lange verwendet (beispielsweise Abb. )
Fir alle anderen DNA-Léngen wurden interpolierte Werte verwendet. Fiir die anderen Experimen-
te wurden die Fluoreszenz-Intensitéiten aller DNA-Banden auf die Fluoreszenz-Intensitéit der Bande
des kiirzesten DNA-Molekiils der Nullprobe normiert. Von diesen Verhéltnissen wurde die relative
DNA-Stoffmenge einer jeden DNA-Bande abgeleitet.
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3.3. Ergebnisse

3.3.1. Ergebnisse eigener Vorarbeiten

Abschn. [3:3.T]ist eine iiberarbeitete Fassung der fiir die Dissertation relevanten Ergebnisse der eigenen
unveroffentlichten Diplomarbeit (Enzymbasierte Selbstreplikation von DNA Fragmenten, Universitit
des Saarlandes, Lehrstuhl fiir Biologische Experimentalphysik, 2012). Abschn. soll dem grundle-
genden Verstdndnis der auf der Diplomarbeit aufbauenden Studie, die wihrend der Promotionsphase
durchgefiihrt wurde, dienen. Er soll die im Anschluss prasentierten und diskutierten Experimente

motivieren.
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Abbildung 3.3.: Schematische Darstellung verschiedener Ligationsprozesse. A: Freie Ligation, bei der
die reaktiven Enden zweier komplementéarer DN A-Einzelstrange mit den Sequenzen ¥ und %€ und die
Taq-DNA-Ligase (blauer Kreis) spontan aufeinander treffen (A.1). Das Enzym verbindet die beiden
Einzelstrange kovalent (A.2). Nach Ablosen des Enzyms ist ein lingerer DNA-Strang entstanden (A.3).
B: Template-basierte Ligation, bei der zwei DNA-Einzelstrdnge auf dem komplementidren Template
hybridisieren (B.1). Durch die Hybridisierung werden die reaktiven Enden der zu ligierenden DNA-
Stréange in rdumliche Néhe gebracht und von der Tag-DNA-Ligase kovalent verbunden (B.2). Ablésen
des Enzyms ermoglicht es, dem neu entstandenen Molekil selbst als Template zu fungieren (B.3). C:
Uberhang-Ligation bei der DNA-Stringe unvollstindig hybridisieren und einzelstringige Uberhéinge
erzeugen, die als Template dienen (C.1). Dadurch entstehen DNA-Stréange verschiedener Langen, die
ihrerseits als Templates dienen (C.2). Abb. [3.3|ist modifiziert aus [158] iibernommen.

Zur experimentellen Erforschung moéglicher Bedingungen, die ein unbegrenztes Andauern molekularer
Evolution ermoglichen, wurden, wie eingangs erwahnt, lineare DNA-Molekiile verwendet, die durch
ihre DNA-Sequenz miteinander in Wechselwirkung treten konnen. Die Tag-DNA-Ligase |187] wurde
dem experimentellen System hinzugegeben. Dieses Enzym katalysiert die kovalente Bindung der reak-
tiven 5°- und 3‘-Enden zweier aneinandergrenzender einzelstriangiger DNA-Molekiile. Dieser Prozess
kann entweder beim zufilligen Aufeinandertreffen zweier freier DNA-Enden und des Enzyms selten
ablaufen und zu einer Variation fithren (Abb. [3.3]A) oder hiufig in einer Template-basierten Art und
Weise fiir die Reproduktion stattfinden (Abb. 3.3B).

Es wurden 20b lange DNA-Einzelstringe mit den komplementéren Sequenzen ¥ und ¢ (Mengen-
verhaltnis 1:1) verwendet. Die Sequenzen wurden zufillig unter der Bedingung ausgewéahlt, dass die

Schmelztemperatur der Strange im Bereich der hochsten enzymatischen Aktivitdt der Tag-DNA-Ligase

34



3.3. Ergebnisse

lag und dass die Strange keine Sekundérstrukturen bildeten. Die Proben wurden einer zyklischen Va-
riation der Temperatur ausgesetzt. Die Inkubation der Proben leicht oberhalb der Schmelztemperatur
ermoglicht beides, die freie Ligation wie auch die Template-basierte Reproduktion. Die zyklischen Tem-
peraturspriinge auf die hohen Temperaturen ermdoglichten die Denaturierung der DNA-Doppelstrange,
sodass die gebildeten freien Einzelstriange der Reproduktion als auch der freien Ligation als Ressourcen
zur Verfiigung standen und die Produkthemmung minimiert wurde. Die hohen Temperaturen reichten
aus, um auch die im Verlauf des Experiments entstandenen, langeren DNA-Doppelstringe zu denatu-
rieren. Diese Anderung der physischen Parameter war Teil des Reproduktionsprozesses, verinderten

aber nicht den externen Selektionsdruck.
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Abbildung 3.4.: Verlingerung der DNA-Stringe im Verlauf der Zeit und enzymatische Unterdriickung
der Uberhang-Ligation durch die Mungbohnen-Nuklease. A: Zeitlicher Stoffmengenverlauf der DNA-
Doppelstrange in Priasenz der Tag-DNA-Ligase. Per freier Ligation wurden aus den initial vorhandenen
20b langen Einzelstringen 40b lange Einzelstringe erzeugt, die als Template fiir die autokatalyti-
sche Bildung weiterer 40 b-Strédnge dienten. Im weiteren Verlauf entstanden weitere Doppelstringe
der Linge 20-N (N=1, 2, ..., 5 und dariiber), die mittels PAGE detektiert werden konnten (Ein-
bettung). B: Experiment zum Test der Hypothese, ob sich die in (A) beobachtete Wachstumsdyna-
mik durch Abwesenheit des Uberhang-Ligations-Mechanismus &ndert. Die Mungbohnen-Nuklease (ab
dem sechsten Zyklus im System) entfernte einzelstringige Uberhinge (C.1) und stoppte die Strang-
Verlingerung komplett. Einerseits unterdriickte die Exonuklease die Uberhang-Ligation erfolgreich,
andererseits attackierte sie auch die spontan gebildeten langeren DNA-Templates (C.2) so schnell,
dass deren Template-basierte Reproduktion inhibiert wurde, die Population der 40 bp-Strédnge nicht
mehr zunahm (eingefiigtes Polyacrylamidgel) und somit auch keine lingeren Stringe oberhalb einer
Lange von 40 bp mehr in detektierbarer Menge entstanden. Die Linien dienen der optischen Fithrung.
Abb. ist modifiziert aus iibernommen.

Abb. zeigt die Ergebnisse dieses Experiments. Mit der Zeit erzeugte das betrachtete System
langere DNA-Stréange. Initial entstanden per freier Ligation zweier 20 b-Einzelstriange 40 b lange Ein-
zelstrange (Abb. ), die dann im weiteren Verlauf als Templates fiir die autokatalytische Bildung
weiterer 40 b-Stringe fungierten (Abb. ) Nach und nach konnten weitere Doppelstrange der Lén-
ge 20-N (N=1, 2, ..., 5 und dariiber) mittels PAGE detektiert werden. Diese Wachstumsdynamik
kann durch den Mechanismus der Uberhang-Ligation erklért werden (Abb. ) Um diese Hypo-
these zu testen, wurde untersucht, ob sich die beschriebene Wachstumsdynamik des Systems durch

Abwesenheit der Uberhang-Ligation #ndert.
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Zu diesem Zweck wurde im folgenden Experiment die Mungbohnen-Nuklease [188], [189], die ein-
zelstrangige DNA Sequenz-unspezifisch und daher insbesondere einzelstrangige Verldngerungen an
doppelstriangigen DNA-Molekiilen degradiert, in das System integriert. Wahrend der Inkubation der
20 b-Einzelstrange (¥ und 3°) wurde die Mungbohnen-Nuklease, kurz bevor die 40 b-Strange nach-
gewiesen werden konnten, in die Proben gegeben. Dies fiihrte dazu, dass keine Doppelstrangige, die
langer als 40 bp lang waren, beobachtet werden konnten (Abb. ) Die Entstehung langerer DNA-
Strange konnte durch zwei mit der Mungbohnen-Nuklease-Aktivitat assoziierte Mechanismen unter-
driickt werden: Einerseits wurden die einzelstringigen Uberhiinge durch das Enzym entfernt und somit
dem Uberhang-Ligations-Mechanismus die Basis entzogen. Andererseits degradierte die Mungbohnen-
Nuklease spontan gebildete langere, einzelstrédngige Templates zu schnell und verhinderte somit deren
Reproduktion. Die Reduzierung der enzymatischen Aktivitat dieser Exonuklease liefl neben den 20 bp-
und 40 bp-Strangen zusétzlich 60 bp lange DNA-Molekiile entstehen (Anh. . Diese Ergebnisse
unterstiitzten die Hypothese, dass die Entstehung lingerer Stringe auf die Uberhang-Ligation zuriick-

zufihren ist.

Die in der Diplomarbeit durchgefiihrte Studie lie§ die Frage offen, ob und wie es moglich wére, un-
begrenztes Lingenwachstum der DNA-Stringe ohne den Mechanismus der Uberhang-Ligation zu er-
zeugen und ob sich ohne diesen Uberhangmechanismus die Wachstumsdynamik des Systems &ndern
wiirde. Es wurde dort abschlieBend spekuliert, dass der gezielte Restriktionsverdau der im Verlauf
des Experiments entstehenden heterogenen DNA-Molekiile (%€ und %¢%, Abb. ), die vornehm-
lich Uberhéinge ausbilden, unbegrenztes Lingenwachstum der DNA-Fragmente in Abwesenheit der
Uberhang-Ligation erméglichen kénnte. Diese Idee wurde in der vorliegenden Dissertation aufgegrif-

fen und realisiert.

3.3.2. Restriktionsverdau der DNA-Molekiile mit heterogenen Sequenzen

In den zuvor prasentierten und diskutierten Experimenten bildeten sich vor allem dann einzelstran-
gige Uberhiinge aus, wenn zwei DNA-Striinge mit heterogenen Sequenzen YX¢ und ¢ (Abb. )
mit einem Versatz hybridisierten. Ein alternativer Ansatz zur Sequenz-unspezifischen Degradation
einzelstrangiger DNA durch die Mungbohnen-Nuklease besteht darin, die Doppelstrang-DNA mit he-
terogenen Sequenzen enzymatisch zu verdauen, bevor sich aus diesen Strangen Uberhinge bilden kon-
nen (Abb. ,B). Die Restriktionsenzyme Afel und BstUI schneiden bzw. verdauen doppelstrangige
DNA an komplementiren Erkennungssequenzen: Wiahrend Afel DNA mit der Sequenz 5-AGCYGCT-
3¢ (Abb. ) schneidet, verdaut BstUI DNA mit der Sequenz 5-CG+CG-3‘ (Abb. [3.5B); der Pfeil
gibt jeweils die Schnittstelle an.

Im folgenden Experiment wurden initial 10 b lange DNA-Strénge verwendet, die die komplementéren
Sequenzen ¢ =CGT TAT TAG C und o°=GCT AAT AAC G (in 5'— 3‘-Richtung dargestellt,
Mengenverhltnis 1:1) besaBen (Abb. [3.5A-C). Bildeten sich per Ligation im Verlauf des Experiments
DNA-Strange mit den heterogenen Sequenzen cc® und c°c, besaflen sie die Erkennungssequenzen
der beiden Restriktionsenzyme und konnten enzymatisch degradiert werden (Abb. 7B). DNA-
Doppelstrange mit der homogenen Sequenz oo wurden von den Enzymen hingegen nicht gespalten,
da sich die jeweiligen Afel- und BstUI-Erkennungssequenzen nicht trugen (Abb. )

Abb. zeigt die Ergebnisse des Experiments. Wie bei den vorherigen Experimenten bildeten sich
aus den initialen DNA-Molekiilen (10 b lang) die néchst langeren DNA-Striange (20 b lang) per freier Li-
gation. Allerdings konnten keine 30 bp-Strénge detektiert werden. Die néchst lingeren DNA-Molekiile
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besaflen eine Lange von 40 bp. Im weiteren Verlauf des Experiments entstanden léngere Doppelstrénge
der Linge 10-N (N =5, 6, ..., 8 und dariiber).
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Abbildung 3.5.: Restriktionsverdau der doppelstrangigen DNA-Molekiile mit den heterogenen Se-
quenzen o6 und 6°s, um die Uberhang-Ligation im Experiment zu unterdriicken. A-C: Schematische
Darstellung des Restriktionsverdaus der doppelstriangigen DNA mit den heterogenen Sequenzen oo
und o durch die Enzyme Afel (violetter Kreis, A) bzw. BstUI (tirkisfarbener Kreis, B). Nach dem
Restriktionsverdau sind die verdauten DNA-Strange erneut ligierbar. DNA-Strange mit den homoge-
nen Sequenzen oo werden nicht von den Restriktionsenzymen Afel und BstUI verdaut (C). Zeitlicher
relativer Stoffmengenverlauf der DNA-Doppelstriange in Préasenz von Afel und BstUI, die nach dem
achten Zyklus das erste Mal hinzugegeben wurden. Eingefiigt ist das zugehorige Polyacrylamidgel zu
sehen. Die Zyklenzahl bei Probenentnahme ist darauf angegeben. Rechts zu sehen ist die Auftrennung
der 10bp, 20bp, ..., 150 bp-DNA-Stringe der DNA-Leiter (Abschn. . Die Linien dienen der op-
tischen Fiithrung. Mit der Zeit bildeten sich 20 bp-Strédnge und 40 bp-Striange, ohne dass 30 bp-Strénge
detektiert wurden. Oberhalb einer Linge von 40 bp konnten 10-N bp lange Doppelstringe (N =35, 6,
..., 8 und dariiber) beobachtet werden. Abb. ist modifiziert aus itbernommen.

Es ist anzunehmen, dass die Uberhang-Ligation erneut die Wachstumsdynamik dominierte, da auch
die nicht gespalteten DNA-Molekiile mit den homogenen Sequenzen oo und c°c¢ eine geringe Wahr-

scheinlichkeit zur Uberhang-Bildung besafien.
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3.3.3. Afel, BstUl und Mungbohnen-Nuklease zur Unterdriickung der
Uberhang-Ligation

Im néchsten Experiment wurde die enzymatische Aktivitat der Restriktionsenzyme Afel und BstUI
sowie der Mungbohnen-Nuklease gebiindelt, um die Uberhang-Ligation komplett zu unterdriicken. Afel
und BstUI sollten, wie auch schon im letzten Experiment (Abschn. , die DNA-Doppelstrange
mit heterogenen Sequenzen enzymatisch degradieren, sodass diese keine Uberhinge bilden kénnen.
Sofern sich, wie angenommen, Uberhéinge aufgrund unvollstindig hybridisierter DNA-Striinge mit
den homogenen Sequenzen 6o und o€ bilden sollten, wiirden diese durch die zusétzliche Hinzugabe

der Mungbohnen-Nuklease entfernt werden.
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Abbildung 3.6.: Zeitlicher Stoffmengen-Verlauf der DNA-Molekiile bei kombinierter enzymatischer
Aktivitat von Afel, BstUI und der Mungbohnen-Nuklease. Afel und BstUI wurden initial nach acht
Zyklen und die Mungbohnen-Nuklease das erste Mal nach 15 Zyklen hinzugegeben. Links zu sehen
ist die Auftrennung der 10bp, 20bp, ..., 150 bp-DNA-Strange der DNA-Leiter (Abschn. . Die
Linien dienen der optischen Fiithrung. Die Zyklenzahl bei Probenentnahme ist auf dem Gel angegeben.
Initial befanden sich die 10 b langen Strénge mit den Sequenzen ¢ und c¢ im System. Es entstand ein
Regime, in dem neben den 10 bp-Stréngen noch 20 bp- und 40 bp-Strénge detektiert werden konnten.
Abb. [3.6]ist modifiziert aus iibernommen.

i ———

Abb. [3.6] zeigt die Ergebnisse des Experiments. Mit der Zeit konnte die Entstehung von 20 bp- und
40 bp-Striangen neben den sich initial im System befindlichen 10 bp-Strdngen beobachtet werden. Die
Population der 30 bp langen DNA-Molekiile blieb wie im vorangegangenen Experiment unterhalb der
Detektionsgrenze. Demnach gelang es tatsdachlich, durch die zuséatzliche Hinzugabe der Mungbohnen-
Nuklease die Uberhang-Ligation komplett zu unterdriicken. Allerdings entstand eine zu kleine Popu-
lation an 40 bp langen DNA-Molekiilen, als dass daraus detektierbare Mengen noch langerer DNA-
Molekiile hétten entstehen konnen.

Die bisherigen experimentellen Ansédtze lielen nach wie vor die Frage offen, ob ein unbegrenztes
Liangenwachstum der DNA-Molekiile in Abwesenheit der Uberhang-Ligation méglich sei und ob sich
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3.3. Ergebnisse

ohne diesen Mechanismus die Wachstumsdynamik des Systems dndern wiirde. Um eine Antwort auf
diese Frage zu erhalten, wurde im Folgenden die Dynamik des Lingenwachstums der DNA-Stringe
theoretisch analysiert. Dieser Ansatz ermoglicht es, die Dynamik des Lingenwachstums nur in Prisenz
der spontanen und autokatalytischen Strang-Verldngerung ohne den Mechanismus der Uberhang-

Ligation zu untersuchen.

3.3.4. Theoretische Analyse

Die theoretische Analyse, deren fiir weitere Experimente relevanten Ergebnisse in Abschn. [3.3.4] zu-
sammenfasst werden, wurde von Philipp Zimmer durchgefiihrt. Diese und weitere Ergebnisse seiner
Studie konnen in seiner Dissertation [159] gefunden werden.
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Abbildung 3.7.: Verldngerung der Polymere im Verlauf der Zeit und Analyse des stochastischen Mo-
dels. A: Simulation des stochastischen Models mit o=0,00001. Wie im DNA-System (Abb. 3.4A)
entstanden im Wesentlichen alle méglichen Polymerldngen im Verlauf der Zeit. B: Simulation des
stochastischen Models mit a=0,1. Es entstanden zwar mit der Zeit mehrere unterschiedlich lange Po-
lymere, allerdings dominierten die Polymere, deren Léngen aus Verdopplungsschritten hervorgingen,
zahlenméflig das System. C: Konzentrationen aller vorhandenen Polymere zu den Zeitpunkten t, to
und t3, die in (B) markiert sind. t; und t3 markieren Zeitpunkte zu Beginn bzw. gegen Ende der
Wachstumsphase von Ay, to liegt zwischen diesen Zeitpunkten. D: Kritischer Wert o ,, bei dem Poly-
mere bis zu der Linge n selektiert wurden, als Funktion der initialen Konzentration A;. Simulationen
und deren Analyse von Philipp Zimmer durchgefiihrt. Abb. ist modifiziert aus iibernommen.

Im theoretischen System wurde ein Mix aus Polymeren der Léange A, betrachtet. A, stellt eine Ket-
te, die sich aus n Monomeren zusammensetzt (n=1, 2, ...), dar. Zwei Polymere der Linge n und m
kénnen durch die Reaktion A, + Ay, — A4, miteinander zum Polymer A, ., der Linge n+m ver-

kniipft werden. Diese Reaktion verlduft entweder spontan geméafl der Massenwirkungskinetik mit der
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3. Evolution wachsender, sich reproduzierender Polymere

Rate [ ab oder sie verlauft autokatalytisch mit einer Rate a:[Ap4m], die linear mit Konzentration der
Polymere A, ansteigt. [Antm] bezeichnet die Konzentration der Polymere Api,. Sequenzeffekte
und Komplementaritdt von DNA wurden im theoretischen Modell vernachléssigt. Dies ermoglicht, die
beiden Verkniipfungsmechanismen ohne Riicksicht auf molekulare Details und somit auf allgemeingiil-
tige Weise zu untersuchen. Die Reaktionskinetik der durchschnittlichen Polymer-Konzentrationen ist

durch folgende chemische Ratengleichung gegeben:

%[An-i-m] = (a[ATH-m] + B) [An][Am] (31)
- Z(l + Ontmk) (@[Ansmri] + B) [An+m][Ak].
k

Die Konstante a ist ein Ma$ fiir die Stirke der Autokatalyse. Gleichung [3.1] impliziert, dass die Po-
lymere im System, das ein festes Volumen besitzt, gut gemischt sind, sodass rdumliche Konzentrati-
onsgradienten vernachléssigt werden koénnen. Die Konzentration [A,] der Polymere A, wird durch die
Zahl der Molekiile ausgedriickt, die im Folgenden dieselbe Nomenklatur wie die Konzentration [A,)]
besitzt.

Da chemische Reaktionen stochastisch ablaufen, wurde die Dynamik der Verkniipfungen mit Hilfe
einer Mastergleichung beschrieben. Diese wurde mittels einer stochastischen Simulation in Form eines
Gillespie-Algorithmus [190], [191] untersucht. Die Analyse wurde auf mehreren Rechnern parallelisiert
[192]. Anfinglich befanden sich nur Monomere im zu analysierenden System, d.h. [A,]=0 fir n >
2. Die Zahl der initial vorhandenen Monomere lag zwischen 2° und 22°, iiblicherweise wurde 27
ausgewahlt. Die Simulationen wurden abgebrochen, wenn die Polymere des Systems eine gewisse

Lénge, typischerweise 27, erreicht hatten. Die Zeit wurde so gewihlt, dass =1 galt.

Je nach Grofle des Wertes fiir o konnten zwei unterschiedliche Regime bei der Wachstumsdynamik
der Polymere beobachtet werden (Abb. . Ist der Wert fiir o klein genug, entstanden prinzipiell
Polymere aller Liangen im Verlauf der Zeit (Abb. ) War der Wert fiir o jedoch grofl genug, so
evolvierte das System aus Polymeren nach folgendem Mechanismus: Zuerst bildeten sich aus den Mono-
meren A; per spontaner Verkniipfung Dimere As. Aufgrund der starken Autokatalyse reproduzierten
sich die Polymere Ay effizient und reduzierten somit die Konzentration der Monomere A; erheblich.
Der schnelle Umsatz von Monomeren zu Dimeren reduzierte die Wahrscheinlichkeit einer spontanen
Verkniipfung von Dimeren und Monomeren zu Trimeren, vor allem aber die Reproduktionsrate der
Trimere. Obwohl die Trimere vor den Tetrameren entstanden, waren die Tetramere nach den Dimeren
die néchst langeren, in grofer Anzahl beobachtbaren Polymere. Fiir gentigend grofle Werte von o wie-
derholte sich dieser Prozess auch bei den Tetrameren. Auf diese Weise wurden zwar Polymere aller
Langen gebildet, aber nur solche Polymere, die aus dem beschriebenen Langenverdopplungsprozess
hervorgingen, dominierten zahlenméfig das System (Abb. )

Die Trimere waren nicht nur, wie eben bereits erwahnt, zeitlich vor den Tetrameren zu finden, sondern
die Tetramere erreichten ihre maximale Konzentration in Prédsenz von Pentameren, Hexameren und
Oktameren (Abb. ), sodass verschieden lange Polymere koexistierten.

Der Lingenverdopplungsprozess setzte genau dann ein, wenn die Reproduktionsrate der 2¥ langen
Polymere einen kritischen Wert iiberschritt. Fiir jedes k existierte ein kritischer Wert o, iiber dem
der Lingenverdopplungsprozess bis zu einer Polymerlinge von n =2 das System im Wesentlichen
dominierte. Ein Ergebnis der stochastischen Simulation war, dass diese Werte algebraisch von der
initialen Konzentration der Monomere [A]ini abhingen: o, oc [A1]7,;, mit y= —1,01(1) fiir alle n =2k

(Abb. ) Wie stark die aus dem Léangenverdopplungsprozess hervorgehenden Polymere das System
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zahlenméBig dominierten, hing von der Groéfle des Wertes fiir o ab. Je grofler der Wert von a war,
desto grofer waren auch die Konzentrationsunterschiede zwischen den selektierten l&ngen-verdoppelten
Polymeren und den Polymeren anderer Langen. Fiir sehr grofle a-Werte entstanden sogar ausgedehnte

Phasen, in denen nur Polymere einer einzigen Lange existierterﬂ

3.3.5. Experimentelle Umsetzung der Langenverdopplung

Die theoretische Analyse zeigte, dass es zur Selektion von Polymeren bestimmter Langen notig ist, ein
kritisches Verhéltnis zwischen autokatalytischer Reproduktion und nicht-autokatalytischer Polymer-

Bildung zu iiberschreiten.

+—— 10 bpl]
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Abbildung 3.8.: Verlingerung der DNA-Striange im Verlauf der Zeit. Initial bestand das System aus
einem Mix aus 10b langen DNA-Strangen mit 16 unterschiedlichen und paarweise komplementé-
ren Sequenzen und der Taq-DNA-Ligase. Mit Hilfe von ,Verkniipfer“-Molekiilen (Abschn. und
Anh wurde die autokatalytische Reproduktion initiiert, und die Template-basierte Reproduk-
tionsrate o-[A,] konnte durch eine Erhohung der Menge an hinzugegebenen  Verkniipfern® verstirkt
werden. Die 20 b langen ,,Verkniipfer* befanden sich von Beginn an im System, nach 24 und 29 Zyklen
wurden die 40b und 80b langen Verkniipfer in das System gebracht. Eingefiigt zu sehen sind die
zugehorigen Polyacrylamidgele. Die Linien dienen der optischen Fiihrung. Die Zyklenzahl bei Proben-
entnahme ist unterhalb der Gele angegeben. Die durch die ,Verkniipfer* verstarkte Template-basierte
Reproduktionsrate fiihrte zu einem Regime, in dem solche DNA-Strénge selektiert wurden, die aus ei-
nem Langenverdopplungsprozess resultierten, d.h. 10 bp-, 20 bp, 4OBp und 80 bp-Strédnge dominierten
zahlenméiBig das System. Abb. [3.8|ist modifiziert aus {ibernommen.

Fiir weitere Experimente bedeutete dies, dass der Einfluss der Uberhang-Ligation drastisch reduziert
werden musste, da dieser Mechanismus in den bisherigen Experimenten die Wachstumsdynamik der
DNA-Strange dominiert hatte. Dariiber hinaus mussten die Raten im experimentellen System kon-
trolliert werden. Um beides zu erreichen, wurde das experimentelle System wie folgt modifiziert: Es

wurden 16 10b lange DNA-Strénge mit paarweise komplementéren Sequenzen verwendet, die unter

"Weitere Details zur theoretischen Analyse kénnen \ , \\ entnommen werden.
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3. Evolution wachsender, sich reproduzierender Polymere

den experimentellen Bedingungen weder kreuzhybridisierten noch mit sich selbst hybridisierten. Die
verwendeten Sequenzen wurden aus einer Menge zuféllig generierter Sequenzen unter der Bedingung,
dass die Schmelztemperaturen [185], [186] dhnlich waren, ausgewéhlf] Diese DNA-Stréinge kénnen
bis zu einer Lénge von 80 bp ohne Wiederholungen eines Sequenzmotivs verkniipft werden. Auf diese
Weise sollte das unvollstindige Hybridisieren von DNA-Stringen, die Ausbildung von Uberhingen

und die damit verbundene Uberhang-Ligation entscheidend unterdriickt werden.

Um ausschliellich DNA-Strange mit solchen Sequenzen zu erhalten, die hochstens eine Kopie einer
jeden 10 b-Sequenz besitzen, wurde die initiale DNA-L6sung mit einer kleinen Menge an 20 b-langen
Einzelstrangen inokuliert. Die Sequenzen dieser 20 b-Striange waren Kombinationen aus den Sequen-
zen der initialen 10 b-Strédnge, sodass die resultierenden 20 b-Strénge paarweise komplementér waren.
Diese ,,Verkniipfer® (Abschn. und Anh initiierten die autokatalytische Reproduktion. Die
Template-basierte Reproduktionsrate a-[A,] konnte somit durch eine Erhdhung der Menge an hin-
zugegebenen Verkniipfern verstéirkt werden. Durch ein festes experimentelles 3 (Anh. konnte
demnach das Verhéltnis o, = o-[A,]/Bn (Anh. zwischen autokatalytischer Vermehrungsrate und
spontaner Ligationsrate eingestellt werden. Nach dem gleichen Prinzip, das bei den 20 b langen ,,Ver-
kniipfern“ angewendet wurde, wurden 40 b und 80b lange ,,Verkniipfer® in das System gebracht, wenn

die jeweiligen Vorgéanger-Stringe ihren Bereich der maximalen Konzentration erreicht hatten.

Durch die beschriebenen Modifikationen entstand auch im Experiment ein Regime, in dem solche
DNA-Strange selektiert wurden, die aus einem Léngenverdopplungsprozess resultierten, folglich do-
minierten 10 bp-, 20 bp-, 40 bp- und 80 bp-Striange zahlenméfig das System (Abb. . Neben diesen
DNA-Doppelstriangen blieben nur doppelstringige DNA-Molekiile einer Linge von 120 bp oberhalb der
Detektionsgrenze. Eine Bestimmung des Verhéltnisses , zwischen autokatalytischer Vermehrungs-
rate und nicht-autokatalytischer Produktion ergab fiir dieses Langenverdopplungsregime (Abb.
einen iiber alle DNA-Léngen und Zyklen gemittelten Wert fiir v ~=510. Im Gegensatz dazu wurde
fiir das Regime, in dem die Uberhang-Ligation die Wachstumsdynamik dominierte (Abb. ), nur

ein Wert von wa= 40 gefunden.

?Die Sequenzanalyse und -auswahl wurde von Philipp Zimmer durchgefiihrt. Details konnen in [158], [159)
nachgelesen werden.
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3.4. Zusammenfassung, Konklusion und Ausblick

Grundlegende Aspekte evolutiondrer Prozesse konnen mit Hilfe molekularer [15], [16] oder abstrakter
Systeme [13], [14] erforscht werden. So geschehen in Kap. 3} das sich mit der Dynamik wachsender, sich
reproduzierender linearer Polymere beschéftigt. Experimentell wurden diese Polymere durch lineare
DNA-Molekiile verkérpert, die mittels der Taq-DNA-Ligase zu lingeren Stréangen ligiert wurden. Die-
se Verldngerung wurde durch zwei Ligationsmechanismen realisiert: die spontane Ligation, die neue
Molekiile produzierte, und die Template-basierte Reproduktion, durch die sich existierende Molekiile
vermehren konnten. Da die Lénge der Molekiile die definierende Eigenschaft eines Polymers darstellt,

bezieht sich ,neu® und ,existierend“ auf die Lange der Molekiile.

Das betrachtete System ermdglichte konzeptionell unbegrenztes Léngenwachstum der Polymere.
Dariiber hinaus konnten zwei unterschiedliche Regime wéhrend der Elongation der Polymere be-
obachtet werden. Im Fall, dass die spontane Ligation die Wachstumsdynamik dominierte, entstan-
den Polymere aller moglichen Léangen. Dieses Regime bildete sich dann aus, wenn die dominierende
Uberhang-Ligation schnell Polymere neuer Lingen produzierte. Wihrend dieses Regime bereits in
der Studie der eigenen, vorangegangenen Diplomarbeit beobachtet wurde, blieb die Frage offen, ob
unbegrenztes Lingenwachstum der Polymere in Abwesenheit der Uberhang-Ligation realisierbar ist
und ob sich die Wachstumsdynamik des Systems ohne diesen Mechanismus dndert. Auf der Diplom-
arbeit aufbauende Versuche, die Uberhang-Ligation durch enzymatische Entfernung aller Uberhang-
bildender DNA-Konfigurationen zu unterdriicken, lieBen entweder die Uberhang-Ligation nach einer
gewissen Zeit erneut dominieren oder fiithrten zu einem Stop der Evolution. Inspiriert von der theo-
retischen Analyse von Philipp Zimmer, wurde durch den Einsatz von ,Verkniipfer“-Molekiilen und
der damit verbundenen Verstiarkung der Template-basierten Reproduktion ein Regime erzeugt, in
dem die Template-basierte Reproduktion dominierte. In diesem Regime entstanden nur Polymere,
deren Léngen eine Teilmenge aller moglichen Langen darstellten. Dieser Prozess kann als dynamische

Langen-Selektion bezeichnet werden.

Die meisten Studien zur molekularen Evolution selektieren iiblicherweise eine optimale Molekiil-
Konfiguration [17]-[25], die mit dem Stillstand der Evolution in einem (Quasi)-Endzustand verbunden
ist (Abb. 3.1]B). Es ist ein beschrinkter Konfigurationsraum, der den Grund fiir dieses evolutionire
Szenario darstellt, das im Kontrast zur Evolution natiirlicher Okosysteme steht, die selbst ohne vari-
ierenden externen Selektionsdruck [26]-|28] stetig als eng verflochtenes Kollektiv nach hoherer Funk-
tionalitat [29], [30] streben. Hingegen bietet unbegrenztes Lingenwachstum von Polymeren durch
Ligationen einen konzeptionellen Ausweg aus dieser evolutiondren Sackgasse. Im Kontext der bio-
logischen Evolution interpretiert, produziert polymeres Langenwachstum jedoch im einfachsten Fall
eine gegeniiber der nicht-selektierenden Vervielféltigung dhnliche Dynamik (Abb. [3.1]C). Die Analogie
zur biologischen Evolution ergibt sich durch die Betrachtung der Lénge der Polymere als phénotypi-
sche Eigenschaft. Variationen ergeben sich demnach durch Polymer-Verldngerung, Reproduktion wird

durch die Template-basierte Ligation realisiert.

Erst die dynamische Langen-Selektion ermoglicht es, das betrachtete System als ein einfaches evolu-
tionéres System zu interpretieren, das Ahnlichkeiten zur Darwinschen Evolution besitzt (Abb. )
Dieses Szenario weist die grundlegende Dynamik biologischer Systeme auf, bei der fortwiahrend 6kolo-
gische Nischen entstehen, aus denen Spezies mit neuen gewissen phénotypischen Eigenschaften hervor-
gehen, die ihrerseits wiederum neue Nischen fiir die weitere Evolution bilden [11], [12]. Beispielsweise
wird die initiale Nische aus Monomeren bzw. DNA-Striangen der kleinsten Liange A, gebildet. Durch

eine Variation (Fluktuation) entsteht ein Dimer bzw. DNA-Strang der Linge As, und somit eine neue
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Nische, in der die Dimere bzw. DNA-Strange der Lange Az, die Monomere bzw. DNA-Strénge der
Lénge A, konsumieren. Durch weitere derartige Fluktuationen bilden sich neue Polymerldngen und
Nischen, in denen die langeren Polymere die kleineren konsumieren. Unabhéngig von den molekularen
Details des Experiments zeigt das theoretische Modell von Philipp Zimmer, dass somit das Zusam-
menspiel von Template-basierter Reproduktion und spontaner Ligation den Phasenraum nicht nur
erweitern, sondern dabei auch gewisse Zustéande selektieren kann. Das Experiment ist im betrachteten

Rahmen eine mogliche Realisierung dieses Modells.

Des Weiteren erweisen sich molekulare evolutionére Systeme als geeignet, den Ursprung des Lebens
zu studieren [181]. Im betrachteten System ermoglicht die Tag-DNA-Ligase die Verlangerung der
Molekiile. Um dynamische Verldngerungsprozesse im Kontext des Ursprungs des Lebens studieren zu
konnen, ist die Erforschung weiterer nicht-enzymatischer Ligations-Mechanismen erforderlich [181].
Dariiber hinaus sollte das in Kap. [3| présentierte, molekulare evolutiondre System in anschlieBenden
Arbeiten erweitert werden. Neben der Lénge kann die Miteinbeziehung der Sequenzen der Polymere
als weiteres phénotypisches Merkmal in das System erfolgen. Um Evolution in Zukunft auf komplexere

Weise studieren zu konnen, miissten die beteiligten Molekiile Funktionalitit entwickeln kénnen.

44



4. Zellfreier Einbau nicht-kanonischer Aminosauren in

Modellproteine

Teile des Kap. |4 wurden vorab in [193], [194] mit den Koautoren Matthias P. Exner, Alessandro De
Simone, Marc Schenkelberger sowie den Projekt-betreuenden Professoren Vincent Noireaux, Nedilj-
ko Budisa und Albrecht Ott verdffentlicht. Die initiale Idee, nicht-kanonische Aminosduren mittels
des verwendeten zellfreien F.-coli-Expressionssystems in Proteine einzubauen, wurde mit Albrecht
Ott entwickelt. Die massen- und fluoreszenzspektroskopischen Messungen der in diesem Teil der Dis-
sertation zellfrei synthetisierten Proteine wurden von Matthias P. Exner durchgefiihrt. Die in [193],
[194] veroffentlichten Daten wurden mit Matthias P. Exner gemeinsam analysiert und interpretiert.
Vergleichende in-vivo-Experimente wurden von Alessandro De Simone durchgefiihrt, analysiert und

interpretiert. Marc Schenkelberger arbeitete allgemein in die zellfreie Genexpression ein.

4.1. Einfiihrung, Stand der Wissenschaft, Strategie und

Zielsetzung

Im Lauf der Evolution wurden 20 kanonische Aminosduren selektiert, die universell vom genetischen
Code kodiert und wéhrend der natiirlichen Proteinbiosynthese an den Ribosomen zu Proteinen trans-
latiert werden. Nur bei speziellen Organismen wird dieser kanonische Satz an Aminoséduren durch
Selenocystein (Sec) [32] und Pyrrolysin (Pyl) [33] erganzt. Thre biologische Funktion erlangen Proteine
durch die dreidimensionale Struktur [34], die mafigeblich aus den Wechselwirkungen der funktionellen
Gruppen der konstituierenden Aminoséuren entsteht (vgl. Kap. 4 aus|31]). So existiert zwar ein an
das Leben angepasstes, umfangreiches Spektrum an Proteinfunktionen, das aber aufgrund der be-
grenzten Anzahl der kanonischen Aminoséuren limitiert ist und keineswegs ideal sein muss [35]. Der
Einbau nicht-kanonischer Aminosiduren in Proteine zielt darauf ab, diese funktionellen Beschrankun-
gen aufzuheben und Proteine mit neuen physiko- und biochemischen Eigenschaften zu erzeugen [35],
[36].

4.1.1. Grenzen der chemischen Peptidsynthese

Im Gegensatz zur ribosomalen Proteinbiosynthese, bei der ein ganzer Satz an Biomolekiilen die kor-
rekte Verkniipfung zweier Aminosduren dirigiert, kommt es bei der chemischen Peptidsynthese zu
ungewollten Fehlverkniipfungen an allen anderen funktionellen Aminosduregruppen, die daher che-
misch geschiitzt werden miissen [39]. Die Festphasensynthese, die auf MERRIFIELD (1963) zuriickgeht
[195], hat sich als Standardmethode zur chemischen Peptidsynthese durchgesetzt [196], [197]. Die che-
mische Peptidsynthese kann automatisiert ablaufen, der Einbau nicht-kanonischer Aminoséuren und
die Aufreinigung der synthetisierten Peptide gestaltet sich einfach [198]. Beispielsweise konnten meh-
rere nicht-kanonische Aminosduren in Fragmente eines Neuropeptid-Hormons an mehreren Positionen

gezielt platziert werden [199].
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Allerdings akkumulieren sich bei fortwdhrender chemischer Peptidsynthese Fehlverkniipfungen oder
Reaktionen verlaufen unvollsténdig, sodass sich immer mehr Nebenprodukte ansammeln, die zwar
abgetrennt werden konnen, aber die Ausbeute des erwiinschten Peptids drastisch reduzieren [39].
Daher lassen sich bei der chemischen Peptidsynthese nur kleine Peptide mit einer Lange von bis zu
etwa 50 Aminosauren synthetisieren [37], [38]. Zur Erzeugung groferer Peptide oder Proteine bedarf

es aufwendiger Mechanismen, u.a. der Peptidligation [198], [200], [201].

Aus diesem Grund hat sich die ribosomale Proteinbiosynthese beim Einbau nicht-kanonischer Ami-
nosduren in Modellproteine mittels homo- oder heterologer Genexpression durchgesetzt [39]. Bei der
homo- bzw. heterologen Genexpression werden wirtseigene bzw. dem Expressionswirt unbekannte Ge-
ne exprimiert, die entsprechenden Proteine in groler Menge synthetisiert, isoliert und purifiziert [202].
Sowohl der in-vivo- als auch der zellfreie in-vitro-Ansatz ermdoglichen durch verschiedene Strategien,
nicht-kanonische Aminoséuren in Proteine zu inkorporieren. Auf diese Strategien wird in Abschn. [4.1.2]

eingegangen.

4.1.2. Einbau nicht-kanonischer Aminosauren in vivo und in vitro

Beim ribosomalen Einbau nicht-kanonischer Aminosiduren in Proteine existieren zwei komplementére

Ansitze [36]: der seitenkettenspezifische und ortsspezifische Einbau.

4.1.2.1. Seitenkettenspezifischer Einbau nicht-kanonischer Aminosauren in Proteine

Die kanonischen Aminoacyl-tRNA-Synthetasen (Singular: aaRS, Plural: aaRSs) besitzen Diskrimi-
nierungsmechanismen, um die richtige Aminosdure molekular zu erkennen, zu aktivieren und auf die
zugehorige tRNA zu laden [74] (vgl. Abschn. Abb. [{1)). Die Fihigkeit einer aaRS, zwischen
strukturell dhnlichen Aminosduren differenzieren zu kénnen, optimierte sich im Verlauf der Evolution
fir die in hoher Konzentration und natiirlich vorkommenden Aminoséuren [74], [203]. Allerdings wei-
sen die kanonischen aaRSs eine gewisse Substratflexibilitdt bei der Erkennung von nicht-kanonischen
Aminosduren auf, die ihrer zugehorigen kanonischen Aminosdure strukturell &hneln und nicht im
natiirlichen Umfeld des Enzyms vorhanden sind [203], [204].

Der seitenkettenspezifische Einbau nicht-kanonischer Aminosduren beruht auf dieser Substratflexibi-
litdt der aaRSs gegeniiber solchen nicht-kanonischen, isostrukturellen Analoga [205], [206]: Die nicht-
kanonische Aminoséure wird félschlicherweise von der kanonischen aaRS erkannt, aktiviert und auf
die zugehorige tRNA geladen und substituiert letztendlich die kanonische Aminosaure global im trans-
latierten Protein. Diese Entdeckung geht auf MUNIER und COHEN zuriick, die zeigten, dass Bakterien

L-Selenomethionin anstelle von Met in Proteine einbauen [207].

Auf Grundlage des seitenkettenspezifischen Einbaus nicht-kanonischer Aminoséuren in Proteine haben
sich einige Anwendungen entwickelt, die beispielsweise vom Ubersichtsartikel [208] zusammengefasst
werden und von denen einige prominente Beispiele im Folgenden kurz dargestellt werden. Die Ent-
deckung von MUNIER und COHEN verbesserte die Rontgenstrahlenstrukturanalyse von Proteinen, da
sich durch den seitenkettenspezifischen Einbau von L-Selenomethionin schwere Atome (Selen anstelle
von Schwefel) in das zu analysierende Protein einbauen lassen, ohne dessen Struktur nennenswert
zu verdndern [209)]. Dies erlaubt es, die Beugungsintensitéten eines bestimmten Atoms innerhalb der
unmodifizierten Proteinstruktur mit den Beugungsintensititen der mit der nicht-kanonischen Ami-

nosdure modifizierten Proteinstruktur zu vergleichen [210]. Dadurch l4sst sich die Proteinstruktur
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herleiten . Neben L-Selenomethionin wurden weitere nicht-kanonische Aminoséuren seitenketten-
spezifisch in Proteine zur Strukturanalyse inkorporiert [211]-[214]. Der seitenkettenspezifische Einbau
nicht-kanonischer Aminoséuren in Proteine ermdglicht es, diese Proteine mittels ,,Klick-Chemie* post-
translational chemisch zu modifizieren. Beispielsweise kommen die Met-Analoga L-Azidohomoalanin
(Aha) oder L-Homopropargylglycin (Hpg), die eine Azidogruppe bzw. eine Alkingruppe tragen, bei
,Klick“-Reaktionen zum Einsatz . Durch ,Klick-Reaktionen® lassen sich Affinitiats-Tags ,
oder fluoreszierende Tags , 7 an den nicht-kanonischen Aminoséuren in vivo an-
bringen, mit denen sich neu synthetisierte Proteine extrahieren, quantifizieren und analysieren ,
bzw. lokalisieren und visualisieren , 7 lassen. Dariiber hinaus kénnen Proteine tiber
eine solche , Klick-Reaktion“ fusioniert werden .

Zur aaRS$ zugehdrige O'“
kanonische Aminosaure

Zu einer anderen aaRS zu-

aaRS

gehorige kanonische Aminosaure

Zur aaRS passendes
nicht-kanonisches Analogon

Abbildung 4.1.: Prinzip des seitenkettenspezifischen Einbaus nicht-kanonischer Aminosauren in Pro-
teine. Eine aaRS kann zwar zwischen den unterschiedlichen kanonischen Aminosduren unterschei-
den (oben und Mitte), besitzt aber eine gewisse Substratflexibilitat gegeniiber isostrukturellen nicht-
kanonischen Analoga, die ihrer zugehorigen kanonischen Aminosdure dhneln (unten) , .

Konkurrieren eine kanonische Aminoséure und ein nicht-kanonisches Analogon um die Bindung an die
kanonische aaRS, préferiert das Enzym im Allgemeinen seine kanonische Aminosdure . Daraus
ergeben sich Bedingungen fiir die effiziente in-vivo-Umsetzung des seitenkettenspezifischen Einbaus
nicht-kanonischer Analoga in ein Zielprotein [223|: Es wird ein auxotrophe1E| Expressionswirt beno-
tigt, der die zu ersetzende kanonische Aminoséure nicht selbst synthetisieren kann; die Aminosiuren-
Versorgung des Wirts und dessen Fermentationsbedingungen miissen kontrollierbar sein; es wird ein
starkes und induzierbares Expressionssystem gebraucht; die Proteinexpression muss trotz Priasenz des

nicht-kanonischen Analogons ablaufen.

Die in-vivo-Standardmethode, die diese Bedingungen erfiillt, ist die selective-pressure-incorporation-

Methode (im Folgenden SPI abgekiirzt) [223], [225], [226], die anhand von [223], [225] in diesem Abs.

'Ein Bakterienstamm, der auxotroph in Bezug auf eine Substanz ist, kann diese Substanz nicht selbst
synthetisieren und muss iiber das Nahrmedium mit dieser Substanz versorgt werden \ .
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erkldrt wird. Das Gen, das fiir das Zielprotein kodiert, wird unter die Kontrolle eines induzierba-
ren Promotors gestellt und das resultierende DNA-Konstrukt in den auxotrophen Expressionswirt
gebracht. Die Wirtszellen-Kultur wéchst in einem minimalen synthetischen Ndhrmedium, das die zu
ersetzende kanonische Aminoséure in limitierter Konzentration enthélt, bis die exponentielle Wachs-
tumsphase erreicht ist. Mit Erschépfen des Vorrats der kanonischen Aminosédure wird dem Wirt das
nicht-kanonische Analogon zur Verfiigung gestellt und die Expression des Zielgens induziert. Dieser
»Selektionsdruck® zwingt den Wirt, das nicht-kanonische Analogon anstelle der kanonischen Amino-

sdure an jeder Position im Zielprotein einzubauen.

Dadurch, dass beim seitenkettenspezifischen Einbau meist mehrere nicht-kanonische Aminoséuren auf
einmal in das Zielprotein eingebaut werden, konnen sich dessen Eigenschaften drastisch verdndern
[227], |228]. Beispielsweise wurde ein cyan-fluoreszierendes Protein durch den seitenkettenspezifischen
Einbau von L-4-Aminotryptophan anstelle von Trp in ein gold-fluoreszierendes Protein umgewandelt,
das stark rotverschoben emittierte und dariiber hinaus stabiler wurde [227]. Durch den seitenket-
tenspezifischen Einbau nicht-kanonischer Analoga von Met, Pro, Phe und Tyr konnten modifizierte
Enzyme erzeugt werden, die beispielsweise im Vergleich zum nativen Enzym hohere Aktivitdten auf-

wiesen oder andere optimale Temperatur- und pH-Wert-Bereiche besaflen [228].

Der beim SPI-Ansatz erzeugte ,Selektionsdruck® fiihrt auch zum Einbau des nicht-kanonischen Ana-
logons in die endogenen Proteine des Expressionswirts, insbesondere in dessen Enzyme, sodass diese
von solchen im letzten Absatz beschriebenen tiefgreifenden Verdnderungen ebenso betroffen sein kon-
nen |40]. Insofern inhibieren die meisten nicht-kanonischen Analoga das weitere Zellwachstum [36],
[40]. Folglich unterliegt der in-vivo-Ansatz gewissen Beschrankungen. Dadurch ist vor allem der in-
vivo-Einbau toxischer Aminoséduren sowie solcher nicht-kanonischer Aminoséuren, die starken Einfluss
auf die Proteinfaltung haben, besonders schwierig. Allerdings zéhlen genau derartige Aminosiduren zu
den interessantesten Kandidaten, da sie in besonderer Weise durch ihren Einbau die Proteinstruktur

beeinflussen und somit aulergewohnliche Proteineigenschaften erzeugen konnen.

Ein entsprechender Kandidat ist die nicht-kanonische Amino-

NH @ siure L-Canavanin (Can, Abb. [1.2)), die ein natiirlich vorkom-

HN )kN WJ\OH mendes Arg-Analogon und hauptséichlich in Leguminosen zu

2 H A finden ist [48]. Can schiitzt diese Pflanzen vor Insekten und
2

anderen Pflanzenfressern [229], [230] und ist aus medizinischer
NH, o)

Sicht eine interessante und vielversprechende Substanz. Can ist

H NANWJ\OH aufgrund seiner anti-Krebs-Eigenschaften beispielsweise Gegen-
2

stand zahlreicher Studien, w.a. in [44]-[49] und steht im Ver-

dacht, Stimulator fiir menschliche Autoimmunkrankheiten zu

Abbildung 4.2.: Strukturformeln sein [43]. Dieses nicht-kanonische Analogon zeigt dariiber hin-
von Arg (oben) und Can (unten).

NH,

aus anti-virale Eigenschaften [42].

Die Substitution des C-Atoms durch ein O-Atom in Can
(Abb. verringert die Elektronendichte in der Guanidin-Gruppe, sodass Can weniger basisch als
Arg ist [48]. Wahrend unter physiologischen Bedingungen mehr als 99 % aller Arg-Molekiile protoniert
sind, trifft dies nur fiir etwa 30 % der Can-Molekiile zu |48]. Durch die reduzierte Basizitdt verlieren
Can-modifizierte Proteine meist ihre Konformation, dariiber hinaus werden viele regulatorische und
katalytische Reaktionen im Arg-Metabolismus durch Can beeintrachtigt, sodass Can toxisch auf viele
Organismen wirkt und zum direkten Zelltod fithren kann [36], [41], [48], [230], [231].
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Die Toxizitat von Can macht den in-vivo-seitenkettenspezifischen Einbau in Proteine mit E. coli oder
anderen gewohnlichen Expressionswirten besonderes schwierig: Bisher wurde der vollstdndige in-vivo-
Einbau von Can in ein Zielprotein erst einmal berichtet [50]. Das verwendete System ist ein spezielles
Einzel-Protein-Produktions-System, in dem eine RNA-Interferase jede mRNA mit einer kurzen, haufig
vorkommenden Erkennungssequenz degradiert [50]. Durch Entfernen der Erkennungssequenz im Gen

des Zielproteins kommt es somit zur ausschliellichen Expression des Zielproteins [50].

Die katalytische Komposition der zellfreien Umgebung von zellfreien Proteinsynthesesystemen passt
sich im Gegensatz zur molekularen Umgebung der lebenden Zellen nicht mehr an &uflere Reize an
[61]. Somit lassen sich viele mit dem én-vivo-Einbau verbundene Probleme durch die zellfreie Pro-
teinsynthese umgehen. Allerdings findet der zellfreie, Extrakt-basierte seitenkettenspezifische Einbau
nicht-kanonischer Aminoséuren in Proteine weniger haufig Anwendung als der komplementére, ortss-
pezifische Ansatz (vgl. Abschn. [£.1.2.2). Unter anderem gelang der in-vitro-seitenkettenspezifische
Einbau von L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) [232], von chlorierten Analoga [233] und verschie-
denen nicht-kanonischen Aminosduren, die sich in situ entschiitzen lieflen [234]. Haufig entstehen
Proteinspezies mit Teilsubstitutionen, in denen das nicht-kanonische Analogon nicht vollstdndig in
das Zielprotein eingebaut wurde [232]-[234]. Nach spezieller Diafiltration eines Zellextraktes zur Ent-
fernung von kanonischen Aminosdureresten konnte der Einbau mehrerer nicht-kanonischer Analoga in
eine GFP-Variante tiber Fluoreszenzmessungen und Gelelektrophorese gezeigt werden [235]. |236] fand
hingegen trotz intensiver Dialyse des verwendeten Zellextraktes weiterhin Trp-Reste im ZFPS-System
vor. Die Verwendung eines Trp-auxotrophen E.-coli-Stammes zur Gewinnung des Extraktes und wei-
tere Modifikationen bei der Herstellung des Zelllysats ermoglichten letztendlich den vollstdndigen
Trp-Analogon-Einbau in ein Protein [236].

Wichtige Beitrdge zum seitenkettenspezifischen Einbau nicht-kanonischer Aminoséduren lieferte die
Gruppe um SzOSTAK. Es wurde ein einfaches Verfahren entwickelt, indem mittels MALDI-TOF-
Massenspektrometrie systematisch iiber 190 nicht-kanonische Analoga als potentielle Substrate fiir
die kanonischen aaRSs untersucht wurden [237]. Etwas mehr als 90 nicht-kanonische Analoga bewéhr-
ten sich in dieser Studie |237] als Substrate fiir die kanonischen aaRSs. Beim seitenkettenspezifischen
Einbau nicht-kanonischer Analoga in Proteine verfolgten SzZOSTAK und Mitarbeiter eine alternati-
ve Strategie zum Extrakt-basierten Ansatz. Durch Verwendung des artifiziellen, aus rekombinanten
Komponenten zusammengesetzten PURE-Systems (vgl. Abschn. [2.4.3.3]) gelang es, bis zu 13 nicht-
kanonische Analoga in ein kurzes Modellpeptid einzubauen [238], [239]. Das PURE-System wurde
von der SZOSTAK-Gruppe, z.B. in [240]-[242], verwendet, um kurze Peptide gezielt durch den Einbau
nicht-kanonischer Aminoséuren in vitro zu evolvieren, ein Ansatz, den auch andere Gruppen verfolgten

[243).

4.1.2.2. Ortsspezifischer Einbau nicht-kanonischer Aminosauren in Proteine

Der ortsspezifische Einbau nicht-kanonischer Aminoséduren in Proteine ist komplementéar zum seiten-
kettenspezifischen Ansatz [36]. Das grundlegende Prinzip dieser Einbaustrategie wird in diesem Abs.
anhand von [244], [245] erkldrt. Die endogenen kanonischen aaRS/tRNA-Paare des Expressionswirts
werden um ein zusédtzliches, sogenanntes orthogonales exogenes aaRS/tRNA-Paar (o-Paar) ergénzt.
Ebenso wird der kanonische Aminosduren-Satz um die einzubauende nicht-kanonische Aminosdure
erweitert. Fiir den erfolgreichen ortsspezifischen Einbau einer nicht-kanonischen Aminoséure miis-

sen mehrere Bedingungen erfiillt sein: Die nicht-kanonische Aminosdure darf von keiner endogenen
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kanonischen aaRS, sondern nur von der orthogonalen aaRS (0-aaRS) erkannt, aktiviert und auf die or-
thogonale tRNA (0-tRNA) geladen werden. Zusétzlich darf die 0-aaRS weder eine der 20 kanonischen
Aminoséduren erkennen, noch die nicht-kanonische Aminosédure auf eine endogene, kanonische tRNA
laden. Dariiber hinaus muss die nicht-kanonische Aminosiure im Expressionswirt oder der zellfreien
Umgebung metabolisch stabil sein. Des Weiteren muss sie vom Elongationsfaktor EF-Tu und vom Ri-
bosom akzeptiert werden. Sind diese Bedingungen erfiillt, wird dariiber hinaus noch ein ungenutztes
Codon benétigt, zu dem das Anticodon der o-tRNA komplementér sein muss. Meist ist dies ein Stopco-
don, oft das amber-Stopcodon. Durch Insertion der Stopcodon-Sequenz an der gewiinschten Stelle des
Gens des zu exprimierenden Zielproteins kann bei der Translation die mit der nicht-kanonischen Ami-
nosaure beladene o-tRNA das Stopcodon supprimieren und die nicht-kanonische Aminoséure an die-
ser Position ortsspezifisch in das Zielprotein inkorporieren. Neben der Stopcodon-Suppression werden
auch Vier-Buchstaben-Codons von Vier-Buchstaben-Suppressor-tRNAs supprimiert, beispielsweise in
[246].

Durch den ortsspezifischen Einbau einer nicht-kanonischen Aminosédure an einer bestimmten Posi-
tion in einem Protein lassen sich dessen Struktur und Eigenschaften h&ufig eher lokal als global
verdndern [208], was im Folgenden beispielhaft [247], [248] demonstriert wird. Als Reaktion auf Endo-
toxin (Lipopolysaccharid-Bestandteil von Zellwinden gramnegativer Bakterien), Bestandteile gram-
positiver Bakterien oder anderer Mikroorganismen, synthetisiert das Immunsystem vermehrt den
Tumornekrosefaktor-o (TNF-a), der als primérer Vermittler in der Pathogenese einer Sepsis gilt [249].
Ein mutierter TNF-o, dem die nicht-kanonische Aminosdure p-Nitrophenylalanin an der Position 11
oder 86 ortsspezifisch eingebaut wurde, fithrte bei Mausen zu einer Immunreaktion, die sich nicht nur
gegen den mutierten, sondern auch gegen den nativen, im Uberschuss produzierten TNF-a richtete
und die Méuse somit vor dem Tod durch eine Lipopolysaccharid-induzierte Sepsis bewahrte [247],
[248]. Eine reine Substitution des Tyr an der Stelle 86 durch die kanonische Aminoséure Phe schiitzte
hingegen nicht gegen die Sepsis [247]. Die minimale, lokale Verdnderung in der Proteinstruktur des
TNF-a fihrte in diesem Beispiel zu einer Immunantwort, die sich aber auch auf den nativen TNF-
o Ubertug, da beide Proteine ansonsten gleiche Strukturen besaflen und somit von den Antikérpern

erkannt werden konnten.

Die grofite Schwierigkeit beim ortsspezifischen Ansatz ist es, ein zum kanonischen Satz der aaRSs und
tRNAs orthogonales aaRS/tRNA-Paar zu finden, das dariiber hinaus eine hohe Spezifitit gegeniiber
der einzubauenden nicht-kanonischen Aminosédure besitzt und von den Ribosomen inklusive seiner an
der Translation beteiligten Faktoren moglichst gut akzeptiert wird [244]. Eine erfolgreiche Strategie be-
steht darin, auf aaRS/tRNA-Paare aus anderen Doménen des Lebens zuriickzugreifen und diese dann
gegebenenfalls durch molekulare Evolution zu optimieren [244]. Inzwischen gibt es eine Vielzahl an
effizienten o-Paaren fiir den ortsspezifischen Einbau von nicht-kanonischen Aminosiduren in Proteine
mit Hilfe von E. coli und anderen iiblichen Expressionswirten, iiber die beispielsweise [244] einen Uber-
blick gibt. In E. coli finden vor allem zwei o-Paare Anwendung [250]: das Methanococcus jannaschii
TyrRS/tRNAg%rA— und das Methanosarcina barkeri/ Methanosarcina mazei PleS/tRNAg%lA—Paar.
Die Tyrosyl-tRNA-Synthetase (TyrRS) aus Methanocaldococcus jannaschii besitzt keinen Korrektur-
lesemechanismus und wechselwirkt bei der tRNA-Erkennung nur minimal mit der Anticodonschleife
ihrer zugehorigen tRNATY" weswegen die tRNA™™ zur amber—Suppressor—tRNAg%rA mutiert werden
kann, ohne dass die Beladungseffizienz signifikant abnimmt [251].

Im Folgenden wird kurz auf das in der vorliegenden Arbeit fiir den ortsspezifischen Einbau verwende-

te Pyrrolysyl-tRNA-Synthetase/ tRNAg%l A-Paar (PyIRS/ tRNAg%l A-Paar), das zum Einbau der nicht-
kanonischen Aminosdure N¢(tert-butyloxycarbonyl)-L-Lysin (BocLys, Abb. in ein Zielprotein
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benutzt wird, eingegangen. In Methanosarcina barkeri ist der sonst iibliche kanonische Satz an Ami-
nosduren um das Lys-Derivat L-Pyrrolysin (Pyl, Abb. erweitert, das auf natiirlichem Weg durch
eine amber-Stopcodon-Suppression in endogene Proteine eingebaut werden kann [33]. Pyl ist das na-
tirliche Substrat fir die PylRS, die Pyl spezifisch auf die tRNA?{Jl A ladt [252]. Dariiber hinaus ist
das PleS/tRNAg%IA—Paar orthogonal zur endogenen E.-coli-Translationsmaschinerie [253]. AuBer-
dem konnen kostengiinstigere, kommerziell erhéltliche Pyl-Derivate effizient von der PylRS erkannt,
aktiviert und auf die tRNA(PJ}{JI A geladen werden [253]. Mit der mutierten Form der PylRS (Tyr384Phe)
aus Methanosarcina mazei konnte sowohl die Effizienz der in-vitro-Aminoacylierung als auch die der
in-vivo-Stopcodon-Suppression mit einer mit Pyl oder BocLys beladenen tRNAgS{} A gesteigert werden
[254].

Im Allgemeinen konkurrieren bei der Stopcodon-Suppression

die beladene Suppressor-tRNA und die Terminationsfaktoren

HoN

um die jeweilige Bindung auf dem Stopcodon bzw. auf der P-

Stelle des Ribosoms [245], [250]. Bindet der Terminationsfak-
tor 1 an der P-Stelle im Ribosom, bevor die amber-Suppressor-

0}
OH
NH,
H 0}
NV\/\HJ\OH tRNA das Stopcodon supprimiert, wird die Translation termi-
NH,

niert, und es entsteht nur ein unvollstindiges Protein (vgl. Ab-

schn. [245]. Ein Ansatz, dieses Problem zu 16sen, besteht

ﬂ\ o H Q darin, das E.-coli-Genom gezielt so zu mutieren, dass das prfA-
\[f V\/\‘)kOH Gen, das fiir den Terminationsfaktor 1 kodiert, ausgeknockt

0 NHz werden kann, ohne dass das Bakterium stirbt [245], [255]-]257].

HiC H Q Es gibt weitere Ansétze, die Suppressor—}ﬂﬁizienz zu erhohen,
\[(N WJ\OH iiber die beispielsweise [245], [250] einen Uberblick geben.
o} NH,

Vor allem die Gruppe um SWARTZ hat mit ihrem gekoppel-

Abbildung 4.3.: Strukturformeln

von oben nach unten von Lys, Pyl
BocLys und AcLys. en entwickelt, die den ortsspezifischen Einbau nicht-kanonischer

ten zellfreien T7-Transkriptions-Translations-System Strategi-

Aminosduren in Proteine sehr effizient machten. In anfinglichen

Versuchen wurden die Gene des o-Paars in den F.-coli-Zellen,
die zur Extrakt-Praparation verwendet wurden, exprimiert, sodass nur noch die einzubauende nicht-
kanonische Aminoséure in die zellfreie Reaktion gegeben werden musste [258]. Die OmpT-Protease-
Aktivitédt, die sowohl die T7-RNA-Polymerase als auch die orthogonale aaRS degradierte, reduzierte
die Proteinausbeute jedoch drastisch (teilweise < 35pg/ml) [258]. Die Verwendung optimierter F.-
coli-Stamme zur Extrakt-Gewinnung, in denen nur noch das o-tRNA-Gen exprimiert wurde, und
durch die spéitere Hinzugabe der aufgereinigten o-aaRS sowie der nicht-kanonischen Aminoséure,
konnten deutlich hohere Proteinausbeuten erzielt werden, da die F.-coli-Zellen durch die Separati-
on des o-Paares weniger Stress wahrend des Wachstums ausgesetzt waren [258|, [259]. Vielverspre-
chend ist vor allem der Transzym-Ansatz [260]. Die Stopcodon-Suppression verlduft dort so effizient,
dass mit nicht-kanonischen Aminosduren modifizierte Modellproteine mit einer Endkonzentration von
0,9 mg/ml-1,7 mg/ml zellfrei synthetisiert werden konnen [260]. Bei diesem Ansatz wird die o-tRNA
als sogenanntes Transzym kosynthetisiert, wahrend die o-aaRS als aufgereinigtes Enzym in die zell-
freie Reaktion gegeben wird [260]. Bei der fiir das Transzym kodierenden DNA grenzt die Sequenz
des sich autokatalytisch spleifenden Hammer-Head-Ribozyms an die Sequenz der o-tRNA [260]. Nach
der Transkription durch die T7-RNA-Polymerase trennt sich das Hammer-Head-Ribozym selbst aus
dem mRNA-Transkript heraus und setzt somit die aktive o-tRNA in der zellfreien Reaktion frei [260].
Wird dariiber hinaus der Transzym-Ansatz in ein ZFPS integriert, das auf einem Zellextrakt basiert,

der aus einem F.-coli-Stamm erzeugt wird, bei dem der Terminationsfaktor 1 ausgeknockt ist, lassen
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sich effizient mehrere Amber-Stopcodons supprimieren [261).

Auch beim ortsspezifischen Ansatz spielt das PURE-System eine Rolle (vgl. Abschn. 2.4.3.3). In
wurde ein Stopcodon mittels einer chemisch synthetisierten UAG-spezifischen, mit Val belade-
nen Suppressor-tRNA effizient iiberschrieben, indem der Terminationsfaktor 1 dem System entzogen
wurde. Ein Vergleich zwischen dem PURE-System und einem Extrakt-basierten ZFPS, in dem
der Terminationsfaktor 1 ebenfalls fehlt, zeigt, dass das PURE-System bei hoheren Kosten nur ca. ein

Flnftel der Proteinausbeute liefert.

4.1.3. Zielsetzung und Strategie
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Abbildung 4.4.: Prinzip des zellfreien seitenkettenspezifischen Einbaus nicht-kanonischer Aminoséu-
ren in ein Modellprotein am Beispiel des nicht-kanonischen Arg-Analogons Can. Abb. [£.4] ist eine
modifizierte Darstellung des graphischen Abstraktes aus |\

Die Bakteriophagen-Transkription bildet in der zellfreien Proteinsynthese den heutigen Standard
(vgl. Abschn. , . Solche zellfreien Systeme generieren zwar hohe Proteinausbeuten,
eignen sich jedoch weniger, F.-coli-endogene Regulationsmechanismen zu studieren . Das verwen-
dete zellfreie Expressionssystem (vgl. Abschn. bietet einen alternativen Ansatz, indem es auf
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die endogene FE.-coli-Transkriptions-Translations-Maschinerie zuriickgreift und dennoch vergleichbar
hohe Proteinausbeuten wie durch die Nutzung der Bakteriophagen-Transkription erzeugt [51], [52].
Die native Komposition des zellfreien Systems, das sich aus der molekularen FE.-coli-Transkriptions-
Translations-Maschinerie zusammensetzt, ermoglicht es, komplexe genetische Schaltkreise in dieses
zellfreie System zu implementieren [262]. Dies motiviert die in Kap. Verfolgte Strategie, jenes zellfreie
System bei einer komplexen biochemischen Prozedur, wie dem Einbau nicht-kanonischer Aminoséuren,

insbesondere dem Einbau von Can, in Proteine zu nutzen.

Zuséatzlich zum seitenkettenspezifischen Einbau von Can,
wurde der seitenkettenspezifische Einbau des Lys-Derivats L- 0]
Hydroxylysin (Hyl) und des Met-Derivats L-Azidohomoalanin HoN

(Aha) untersucht. Als Modell- oder Zielprotein diente deGFP
(vgl. Abschn. , das am C-Terminus mit einem His-Tag aus-
gestattet war. Abb. [£4] stellt das in dieser Arbeit angewen-
dete Prinzip bzw. die experimentelle Realisierung des zellfrei-
en seitenkettenspezifischen Einbaus nicht-kanonischer Amino-
sduren in Modellproteine schematisch am Beispiel des nicht-
kanonischen Arg-Analogons Can dar. Der E.-coli-Extrakt liefert
die endogene F.-coli-Transkriptions-Translations-Maschinerie,

die mit weiteren Kofaktoren, Salzen, verschiedenen Biomole-

kiilen, dem 3-PGA-Regenerationssystem, der fiir das Modell-

protein kodierenden Plasmid-DNA, Ribonukleotidtriphosphate Q

und den Aminoséuren ergénzt werden muss [51], [52]. Bei Sub- /N\/\HkOH
stitution von Arg durch Can (rechter Pfad in Abb. soll- ¢N+

te Can aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zu Arg von N~ NH;

der Arginyl-tRNA-Synthetase (ArgRS) erkannt, aktiviert und Abbildung 4.5.: Strukturformeln
auf die tRNAA™8 geladen werden. In diesem Fall wird ein Mo- von Lys (oben), Hyl (2. von oben)
dellprotein synthetisiert, in dem das Analogon die kanonische und Met (3. von oben) und Aha (un-
Aminoséure an jeder Position substituiert. Im Fall, dass die ten).

nicht-kanonische Aminosaure nicht substituiert wird, sollte die

Translation beim ersten Codon, das fiir die kanonische Aminoséure kodiert, abbrechen (linker Pfad in
Abb. . Beim seitenkettenspezifischen Einbau von Hyl und Aha wurde entsprechend diesem Schema
vorgegangen. In diesen Fallen wurde Lys durch Hyl bzw. Met durch Aha substituiert. Der seitenket-
tenspezifische Einbau der nicht-kanonischen Aminosiure in das Modellprotein wurde per sodium dode-
cyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) [263] und HPLC-ESI-Massenspektrometrie

nach vorangegangener His-Tag-Purifikation analysiert.

Neben dem seitenkettenspezifischen Ansatz wurde der ortsspezifische Einbau nicht-kanonischer Ami-
nosduren in Modellproteine durch amber-Stopcodon-Suppression untersucht. Als Modellprotein diente
EGFPNt49amber (yo] - Abschn. [2.5), das am C-Terminus mit einem His-Tag ausgestattet war. Zur
Stopcodon-Suppression wurde das in Abschn. beschriebene PylRSY384F /‘cRNAg}{I1 A-Paar aus
Methanosarcina mazei verwendet, das orthogonal zum endogenen Satz der E.-coli-aaRSs und -tRNAs
ist [253]. Als einzubauende nicht-kanonische Aminosdure wurde BocLys (Abb. gewéhlt, die sich
bereits als Pyl-Derivat und Substrat fiir die PylRS bewiesen hat [254]. In Vorbereitungsexperimen-
ten wurde der ortsspezifische Einbau einer mit der nicht-kanonischen Aminosdure N.-Acetyllysin
(AcLys, Abb. aminoacylierten amber-Stopcodon-Suppressor-tRNA (AcLys-tRNA2™ber) analy-
siert. Abb. stellt das in dieser Arbeit verwendete Prinzip anhand des ortsspezifischen Einbaus der

nicht-kanonischen Aminosédure BocLys in das Modellprotein schematisch dar.
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Abbildung 4.6.: Prinzip des zellfreien ortsspezifischen Einbaus der nicht-kanonischen Aminosiure
BocLys in ein Modellprotein mittels Stopcodon-Suppression. Zur Erstellung von Abb. [1.6] wurden
Elemente des graphischen Abstraktes aus verwendet. In Anlehnung an die Idee dieses graphischen
Abstraktes aus erstellt.

Der experimentelle Ansatz fiir den ortsspezifischen Einbau einer nicht-kanonischen Aminosédure in
ein Modellprotein unterscheidet sich vom seitenkettenspezifischen Ansatz dadurch, dass keine der
20 kanonischen Aminoséuren ersetzt wird, sondern der Satz der kanonischen Aminosduren um die
nicht-kanonische Aminoséure erweitert werden muss (rechter Pfad in Abb. [1.6). Um das Stopcodon
zu supprimieren, miissen zusitzlich die fiir die PyIRSY?#*F und die tRNA?{} A kodierende DNA in
das zellfreie System integriert werden. Neben dem in Abb. [£.6] dargestellten Ansatz sowohl das Gen,
das fiir die PyIRSY384F kodiert, als auch jenes Gen, das fiir die ‘LRNAE}{J1 A kodiert, auf demselben
Plasmid unter die Kontrolle desselben Promotors zu stellen, kénnen beide Gene auch getrennt von-
einander exprimiert oder aufgereinigte o-Paar-Molekiile dem zellfreien System zur Verfliigung gestellt
werden. Stehen dem zellfreien System sowohl BocLys als auch das o-Paar zur Verfiigung, sollte die
PyIRSY3¥4F die tRNAY, mit BocLys beladen, das Stopcodon supprimiert und BocLys an die Po-
sition 149 in EGFP platziert werden. Die Position N149 (bzw. N150, sofern das abgespaltene Met
mitgezihlt wird) an der EGFP-Oberfliche im Ubergang eines B-Faltblatts zu einer Schleife stellt eine

geeignete Position zur Platzierung eines Stopcodons dar, da der Einbau einer nicht-kanonischen Ami-
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nosiure die globale Proteinstruktur wenig beeinflusst [152]-[154]. Insofern eignet sich EGFPN149amber
als Reporter-Molekiil in Stopcodon-Experimenten, da sich das Fluorophor nur bei erfolgter Stopcodon-
Suppression bildet und in diesem Fall das Protein fluoresziert [152]—|154]. Fehlt nur eines dieser drei
Molekiile (linker Pfad in Abb. , bricht die Translation beim Stopcodon an Position 149 ab. In
diesem Fall fluoresziert das unvollstiandige Protein nicht, da sich das EGFP-Fluorophor nicht bildet
[152]-[154]. Der ortsspezifische Einbau von BocLys wurde mittels Messung der Fluoreszenz-Intensitét
analysiert. Basierend auf dem Ansatz [51], [52] eignet sich die Messung der Fluoreszenz-Intensitéat, die
Proteinausbeute qualitativ abzuschitzen oder zu quantifizieren, weil die Fluoreszenz-Intensitiat mit

der Menge des zellfrei synthetisierten fluoreszierenden Molekiils ansteigt.

In Bezug auf den ortsspezifischen Einbau nicht-kanonischer Aminosduren in Proteine, sollte heraus-
gefunden werden, ob das verwendete zellfreie System die Moglichkeit bietet, das verwendete o-Paar
neben dem zu modifizierenden Modellprotein in derselben zellfreien Reaktion zu kosynthetisieren und
gleichzeitig eine hohe Ausbeute des Zielproteins zu erzielen. Ein solcher zellfreier Ansatz wiirde eine
flexible Plattform darstellen, um verschiedene nicht-kanonische Aminoséuren ortsspezifisch in Prote-
ine zu inkorporieren, da nur die fiir das o-Paar und Modellprotein kodierende DNA in die zellfreie

Reaktion gegeben werden mussﬂ

27Zu Beginn dieser Studie war das verwendete zellfreie Expressionssystem zur Nutzung fiir den Einbau
nicht-kanonischer Aminoséuren in Proteine unerforscht. Allerdings wurde wiahrend der Anfertigung der hier
préasentierten Studie der ortsspezifische Einbau der nicht-kanonischen Aminosdure BocLys und weiterer Pyl-
Derivate mit dem PleS/tRNAg%lA-Paar von der Gruppe um ALFONTA in einer modifizierten Variante des hier
verwendeten zellfreien Systems realisiert [264]. Der dort gewéhlte Ansatz unterscheidet sich hinsichtlich der
in dieser Arbeit gewdhlten Strategie, alle fiir den ortsspezifischen Einbau einer nicht-kanonischen Aminoséure
notwendigen Komponenten in derselben zellfreien Reaktion zu synthetisieren.
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4.2. Material und Methoden

Alle wiissrigen Losungen wurden mit Reinstwasser (arium® 611UV Reinstwasseranlage, Sartorius
Stedim Biotech GmbH, Géttingen), das autoklaviert (Varioklav® Dampfsterilisator, Typ 75 S, H+P
Labortechnik AG, Oberschleifheim) wurde, hergestellt. Alle Materialien, die in Kontakt mit biologi-
schem Material kamen, waren steril oder wurden zuvor autoklaviert (Varioklav® Dampfsterilisator,
Typ 75 S, H+P Labortechnik AG, Oberschleiheim). DNA-, Enzym- oder Protein-Lésungen wurden
auf Eis zubereitet. Die verschiedenen Ingredienzien der Losungen wurden durch Auf- und Abpipettie-
ren vermischt, kurz (2s-3s) auf mittlerer Drehzahl gevortext ( Vortex 3, IKA®-Werke GmbH, Staufen)
und mittels einer Tisch-Minizentrifuge fiir etwa 2 s-3 s abzentrifugiert (Sprout Minizentrifuge, Biozym
Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf). Alle Enzyme, deren zugehorige Reaktionspuffer und Kompo-
nenten als auch DNA-Losungen wurden bei -20 °C gelagert. Zur Préparation einer Reaktion wurden
die bendtigten Komponenten auf Eis aufgetaut. Die Praparation der Reaktionen wurde ebenfalls auf
Eis durchgefiihrt.

4.2.1. Verwendete Chemikalien

4.2.1.1. Standard-Chemikalien

Alle Standard-Chemikalien wurden iiber das Referat Zentrale Beschaffung und Dienste - Sachgebiet
2 Gefahrstoffe und Laborbedarf (ehemals Zentrales Chemikalienlager) der Universitéit des Saarlandes
beschafft.

4.2.1.2. Nicht-kanonische Aminosauren und aminoacylierte
Amber-Stopcodon-Suppressor-tRNA

Die folgenden nicht-kanonischen Aminoséuren stellte die Kooperationsarbeitsgruppe von Nediljko Bu-
disa (Institut fiir Chemie, Technische Universitéit Berlin) zur Verfiigung: L-Canavanin (Can, Abb.[1.2),
L-Hydroxylysin (Hyl, Abb. , L-Azidohomoalanin (Aha, Abb. , N¢(tert-butyloxycarbonyl)-L-
Lysin (BocLys, Abb. . BocLys wurde zusétzlich von Carbolution Chemicals GmbH (St. Ingbert)
bezogen. Die mit der nicht-kanonischen Aminosiure N-Acetyllysin (AcLys, Abb. aminoacylier-
te amber-Stopcodon-Suppressor-tRNA (AcLys-tRNA2™b¢") wurde von tRNA Probes LLC (College
Station, USA) geliefert.

4.2.2. Nihrmedien und Antibiotika-Selektion

Wenn nicht anders angegeben, wurden E.-coli-Zellen in fliissigem LB-Medium (Lysogeny Broth) oder
auf LB-Agar-Platten kultiviert. Ampicillin diente der Selektion. Das LB-Medium geht auf BERTANI
zuriick [265]. Das verwendete LB-Fliissigmedium setzte sich aus 10 g/1 Trypton, 5 g/1 Hefeextrakt und
5g/1 NaCl zusammen. Zur Herstellung von LB-Agarplatten wurde LB-Fliissigmedium mit zusétzli-
chen 15¢/1 Agar verwendet. Nach dem Autoklavieren wurde das LB-Agar-Medium auf etwa 50°C
abgekiihlt, bevor Ampicillin hinzupipettiert wurde, sodass das Antibiotikum eine Konzentration von
100 pg/ml im Medium besaB. Die gegossenen LB-Agarplatten wurden mit Deckeln abgedeckt, mit
Parafilm abgedichtet und bei 4 °C gelagert. Das fliisssige LB-Medium wurde ebenfalls bei 4 °C gelagert,
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allerdings wurde Ampicillin erst kurz vor dem Ansetzen einer Bakterienkultur hinzugegeben, sodass

im Fliissigmedium eine Konzentration von 50 pg/ml herrschte.

Ausschlieflich zur Kultivierung der zur zellfreien Extrakt-Herstellung verwendeten F.-coli-Zellen
wurde 2xYT bzw. 2xYTP-Medium verwendet, zur Antibiotika-Selektion diente dabei Chlorampheni-
col |52]. Das fliissige und feste 2xYTP-Medium setzte sich, wie in [52] angegeben, folgendermafien
zusammen: 31 g/1 2xYT, 40 mM Dikaliumhydrogenphosphat und 22 mM Kaliumdihydrogenphosphat.
Zur Herstellung von 2xYTP-Agarplatten wurden diesem Fliissigmedium zusétzlich 15g/1 Agar hin-
zugegeben [52]. Nach dem Autoklavieren wurde das sterile 2xYTP-Agar-Medium auf etwa 50 °C ab-
kiihlt, bevor Chloramphenicol hinzupipettiert wurde, sodass das Antibiotikum eine Konzentration von
34 pg/ml im Medium besafl [52].

4.2.3. E.-coli-Stamme

Zur Plasmid-Amplifizierung wurde der FE.-coli-Stamm KL740 (Coli Genetic Stock Center (Yale),
CGSG #: 4382, [266]) verwendet, der von der Kooperationsarbeitsgruppe von Vincent Noireaux
(School of Physics and Astronomy, University of Minesota) bereitgestellt wurde. Der Genotyp ist
Hfr(PO1), LAMcI857(ts), relAl, spoT1, thiEl. Relevant fir die Plasmid-Amplifikation war die
Expression des Gens des thermosensitiven A Repressors CI857, der die Expressionsrate des unter der
Kontrolle des starken, an einer Stelle mutierten A-Repressor-Cro-Promotors (GenBank ID: J02459.1)
(vgl. Abschn. stehenden Gens wihrend der Plasmid-Amplifikation (vgl. Abschn. senkt
[51].

Zur Extrakt-Priparation wurde der E.-coli-Stamm Rosetta"" 2 (Novagen, Merck KGaA, Darmstadt)
verwendet [51], [52]. Der Genotyp dieses Stamms lautet F~, ompT, hsdSp(r; my), gal, dem. Dieser
Stamm tragt das Plasmid pRARE2, auf dem sich Gene fir tRNAs mit selten in F. coli verwendeten

Codons befinden und das Chloramphenicol-Resistenz vermittelt.

Alle E.-coli-Stdmme wurden bei -80 °C gelagert.

4.2.4. Agarosegelelektrophorese

Mittels nativer horizontaler Agarosegelelektrophorese wurden doppelstringige DNA-Strange geméf ih-
rer Lange unter einfachen Tris-Borat-EDTA-Pufferbedingungen (89 mM Tris, 89 mM Borsdure, 2 mM
EDTA bei pH 8,3, autoklaviert) aufgetrennt. In der Regel wurden 0,8 %-ige Agarosegele verwendet,
die mit UltraPure”" Agarose (Fisher Scientific GmbH, Schwerte) hergestellt wurden. Zur Auftrennung
von DNA-Strangen geringerer Langen (< 200 bp) wurde Biozym Sieve Genetic Pure Agarose (Biozym
Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf) verwendet. In Abhéngigkeit der Lange der aufzutrennenden
DNA-Strange betrug in diesen Féllen die Agarosekonzentration zwischen 4 %-5%. Die Agarosege-
le enthielten bereits Ethidiumbromid (EthBr), das der fliissigen Agarose-1x-TBE-Losung mit einer
Konzentration von 0,5 pg/ml-1pg/ml hinzugegeben wurde.

Die DNA-Losungen, die die aufzutrennenden DNA-Strénge enthielten, wurden mit 6x konzentriertem
Probenpuffer (Fisher Scientific GmbH, Schwerte) vor der Gelelektrophorese vermischt. Der Proben-
puffer setzte sich wie folgt zusammen: 10 mM Tris-HCIl (pH 7.6), 0,15 % Orange G, 0,03 % Xylencyanol
FF, 60 % Glycerin und 60 mM EDTA. Das hinzupipettierte Volumen des 6x Probenpuffers betrug stets
ein Sechstel des Gesamtvolumens aus DNA-Losung und Probenpuffer. Als DNA-Standards wurden
die O‘RangeRuler 10bp DNA Ladder (verwendungsbereit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA),
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2-Log DNA Ladder (verwendungsbereit oder noch mit Reinstwasser und 6x Ladepuffer zu vermischen,
New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main), der DNA Molecular Weight Marker VII und XVII
(F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz) verwendet. Typischerweise dauerte die Gelelektrophorese
zwischen 30 min-40 min bei einer angelegten Spannung von 140 V. Die fluoreszierende EthBr-gefarbte
DNA wurde mit dem GelVue UV Transilluminator sichtbar gemacht (Syngene Furope, Cambridge,
UK).

4.2.5. Polymerase chain reaction (PCR)

Die urspriingliche Idee der Polymerase chain reaction (PCR) geht auf [267] zuriick. Die Entwicklung
der modernen Form der PCR wird MULLIS |268]-[270] zugeschrieben. Der Rest dieses Absatzes fithrt
in das Prinzip der PCR durch Zusammenfassen der relevanten Ausfithrungen aus Abschn. 12.2.5 aus
[62] und Kap. 4 aus [69] ein. Die PCR ist eine Standardmethode zur basengenauen Vervielfiltigung
von DNA-Stréangen beliebiger Sequenzen. Die Komponenten einer typischen PCR-Reaktion bilden ein
DNA-Template, eine thermostabile DNA-Polymerase, ein Vorwarts- und Riickwértsprimer, die vier
Desoxyribonukleosidtriphosphate dATP, dCTP, dGTP und dTTP und ein geeignetes Puffersystem.
Bei einer PCR wird in zyklischer Weise die Temperatur variiert. Ein solcher PCR-Zyklus besteht aus
drei Teilschritten bei unterschiedlichen Temperaturen: Denaturierung der Doppelstrange zu Beginn
des Zyklus zur Minimierung der Produktinhibition, Primer-Hybridisierung oder Annealing auf dem
Template, damit die DNA-Polymerase am freien 3‘-OH-Ende des Primers die Strang-Polymerisierung
initiieren kann und Elongation oder Polymerisation bei optimaler Enzym-Temperatur beginnend mit
dem Primer entlang des DNA-Templates. Die Annealing-Temperatur ist sowohl von den Lingen und

Sequenzen der Primer als auch vom Puffersystem abhéngig.

Die PCR~amplifizierte DNA diente als Template-DNA bei der zellfreien Genexpression oder wurde
in weiteren Klonierungsschritten verwendet. Wenn nicht anders angegeben, wurden Standard-PCRs
entweder mit der Taq-DNA-Polymerase oder der Q5®- High- Fidelity-DNA-Polymerase (beide New Eng-
land Biolabs GmbH, Frankfurt am Main) durchgefiihrt. Als Reaktionspuffer bei einer PCR mit der Taq-
DNA-Polymerase dienten entweder der 10x Standard-Tag-Reaktionspuffer oder der 10x ThermoPol®-
Reaktionspuffer (beide New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main). Als Reaktionspuffer bei
einer PCR mit der Q5%-High-Fidelity-DNA-Polymerase wurde der 5x Q5®-Reaktionspuffer verwen-
det (New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main). Wéhrend der Strang-Polymerisierung wurden
die DNA-Monomere mittels des Desoxyribonukleosidtriphosphat-Losung-Mixes (ANTP-Loésungs-Mix)
(New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main) bereitgestellt. Als Template-DNA diente Plasmid-
DNA oder lineare DNA. Alle DNA-Primer wurden von Metabion international AG (Martinsried)
synthetisiert und entsalzt geliefert.

Kleine PCR-Ansétze mit Volumina bis 150 pl wurden direkt in verschlieBbaren DNase- und RNAse-
freien 0,2 ml-PCR-Reaktionsgefalen (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf) zubereitet. Gro-
Bere Ansitze wurden zuerst in DNase- und RNAse-freien 1,5ml-Reaktionsgefiflen (Eppendorf AG,
Hamburg) prapariert und dann in gleiche Volumina auf PCR-Reaktionsgefde verteilt (max. 150 ul
pro Gefif). Die PCR wurde mit dem MultiGene™ 96-Well Gradient Thermal Cycler (Labnet Inter-
national Inc., Edison, USA) durchgefiihrt.

Bei Verwendung der Taq-DNA-Polymerase ergaben sich folgende Konzentrationen bzw. Men-
gen fiir die verschiedenen Komponenten in der fertigen PCR-Reaktion: je 200 pM dATP, dCTP,
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dGTP und dTTP, je 0,2uM Vorwirts- und Riickwértsprimer, typischerweise < 1ng Template-
DNA /50 11l Reaktionsvolumen und 0,025 units/pl Taq-DNA-Polymerase in 1x Tag- bzw. ThermoPol®-
Reaktionspufferbedingungen.

Bei Verwendung der Q5°-High-Fidelity-DNA-Polymerase ergaben sich folgende Konzentrationen
bzw. Mengen fir die verschiedenen Komponenten in der fertigen PCR-Reaktion: je 200 nM dATP,
dCTP, dGTP und dTTP, je 0,5 pM Vorwérts- und Riickwartsprimer, typischerweise < 1 ng Template-
DNA /5011 Reaktionsvolumen und 0,02 units/ul Q5®- High- Fidelity-DNA-Polymerase in 1x Q5°-
Reaktionspufferbedingungen.

Bei Verwendung der Taq-DNA-Polymerase war ein typisches PCR-Protokoll wie folgt aufgebaut: Die
DNA-Doppelstriange wurden initial und wéihrend der PCR bei 95 °C fiir 30 s denaturiert. Die Primer-
Hybridisierung fand bei Temperaturen zwischen 45°C-68 °C statt und dauerte 30s. Der Elongati-
onsschritt wurde bei einer Temperatur von 68 °C durchgefiihrt, und die Dauer richtete sich nach der
Lénge des zu verlingernden DNA-Abschnitts (Polymerisierungsrate der Tag-DNA-Polymerase: 1000 b
pro Minute). Nach 25 Zyklen-30 Zyklen folgte ein fiinfminiitiger Extensionsschritt bei 68 °C. Danach
kiihlte der Thermal Cycler die Temperatur auf 4 °C ab.

Bei Verwendung der Q5®- High-Fidelity-DNA-Polymerase war ein typisches PCR-Protokoll wie folgt
aufgebaut: Die DNA-Doppelstrange wurden initial bei 98 °C fiir 30s denaturiert, wihrend der PCR,
wurde dieser Schritt ohne Verdnderung der Temperatur auf 10s verkiirzt. Die Primer-Hybridisierung
fand bei Temperaturen zwischen 50 °C-72 °C statt und dauerte 20s. Der Elongationsschritt wurde bei
einer Temperatur von 72 °C durchgefiihrt. Die Dauer richtete sich nach der Linge des zu verldngern-
den DNA-Abschnitts (Q5°- High-Fidelity-DNA-Polymerase benétigt etwa 20s-30s fiir 1000b). Nach
25 Zyklen—30 Zyklen folgte ein zweiminiitiger Extensionsschritt bei 72 °C. Danach kiihlte der Thermal
Cycler die Temperatur auf 4°C ab.

Die Hybridisierungs-Temperatur der Primer wurde mittels des Tm Calculators (New England Biolabs
Inc., Ipswitch, USA), dessen Berechnungen der Hybridisierungs-Temperatur auf [271] basieren und
der Salz-Korrekturen geméf [272] vornimmt, ermittelt. Die Primer wurden manuell mit Hilfe des

Sequenz-Editors A plasmid Editor von Wayne Davis erstellt.

Nach Beendigung der PCR wurden anhand einer kleinen Menge der PCR-Reaktion (typischerwei-
se 10pnl) die PCR-Produkte mittels horizontaler Agarosegelelektrophorese (vgl. Abschn. auf
Reinheit tiberprift. Sofern nur DNA-Fragmente erwarteter Grofle detektiert werden konnten, wurde
der restliche PCR-Ansatz mit Hilfe des PureLink® PCR Purification Kits (Fisher Scientific GmbH,
Schwerte) geméfl der Hersteller-Instruktionen purifiziert. Die Losung der DNA erfolgte allerdings in
Reinstwasser. Anderenfalls wurden die PCR-Produkte des verbleibenden PCR-Ansatzes mittels Aga-
rosegelelektrophorese getrennt, die DNA-Banden der DNA-Stréange der richtigen Lange mittels eines
geeigneten Skalpells aus dem Gel herausgeschnitten und die DNA mit Hilfe des PureLink® Quick
Gel Extraction Kit (Fisher Scientific GmbH, Schwerte) nach Hersteller-Instruktionen aus dem Gel

extrahiert, purifiziert und in Reinstwasser gelOst.

4.2.6. Restriktionsverdau von DNA-Strangen

Dieser Absatz fithrt allgemein in den Restriktionsverdau durch Zusammenfassen der relevanten Aus-
fithrungen aus Abschn. 12.2.3 aus [62] ein. Restriktionsendonukleasen vom Typ IT katalysieren die
Offnung der Phosphodiesterbindung zwischen zwei DNA-Nukleotiden innerhalb einer spezifischen, ty-

pischerweise 4 bp—8 bp langen palindromischen Erkennungssequenz. Dieser Vorgang wird als Schneiden
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bezeichnet. Ein Teil der Enzyme dieses Typs spaltet die beiden Doppelstrang-bildenden Einzelstrénge
1bp—4 bp versetzt voneinander, sodass die beiden durch das Schneiden entstehenden Doppelstréinge

einzelstriingige Uberhiinge besitzen, die als klebrige Enden (sticky ends) bezeichnet werden.

Es wurden nur Restriktionsenzyme (alle von New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main), die
klebrige Enden erzeugen, und deren mitgelieferte 10x Reaktionspuffer (alle von New England Biolabs
GmbH, Frankfurt am Main) zum Restriktionsverdau verwendet. Die Restriktionsansitze wurden in

DNase- und RNAse-freien 1,5ml Reaktionsgefafien (Eppendorf AG, Hamburg) prapariert.

Ein typischer Restriktionsdoppelverdau-Ansatz zum Verdau eines PCR-Produkts hatte ein Volumen
von 30 pul und setzte sich wie folgt zusammen: 25 pl PCR-Produkt-DNA-Losung, 3 ul des 10x Reakti-

onspuffers und je 1nl der beiden Restriktionsenzyme.

Bei einem typischen Doppelverdau eines Plasmids wurde das Volumen der in den Restriktionsansatz
pipettierten Plasmid-Losung so eingestellt, dass etwa 1pg-1,5ng Plasmid-DNA in der finalen 30 pl-
Reaktion vorhanden waren. Somit setzte sich eine solche Reaktion wie folgt zusammen: y pl Plasmid-
Losung (1pg—1,5pg Plasmid-DNA), (25—y) ul Reinstwasser, 3 ul des 10x Reaktionspuffers und je 1l

der beiden Restriktionsenzyme.

Bei Restriktionsenzymen, die Rinderalbumin (BSA) benétigten, und bei Fehlen von BSA beim ver-
wendeten Reaktionspuffer, wurde durch Hinzugabe von BSA (New England Biolabs GmbH, Frankfurt
am Main) eine BSA-Konzentration von 100 ng/ml hergestellt.

Der Restriktionsverdau wurde bei 37°C in einem Wasserbad durchgefiihrt. Je nach Enzym und
Hersteller-Instruktion dauerte der Restriktionsverdau zwischen 15min-3h. Im Anschluss wurden die
verdauten DNA-Molekiile mittels Agarosegelelektrophorese getrennt. Die DNA-Banden der DNA-
Strange mit der richtigen Lénge wurden mit einem geeigneten Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten
und die DNA mit Hilfe des PureLink® Quick Gel Extraction Kit nach Hersteller-Instruktionen aus

dem Gel extrahiert, purifiziert und in Reinstwasser gelost.

4.2.7. Ligation von DNA-Strangen mit klebrigen Enden

Dieser Absatz fithrt allgemein in die Ligation von DNA-Fragmenten mit klebrigen Enden durch Zu-
sammenfassen der relevanten Ausfithrungen aus Abschn. 12.2.4 aus [62] ein. DNA-Molekiile mit kom-
plementéren klebrigen Enden kénnen mittels DNA-Ligasen kovalent verbunden werden. Werden ein
Plasmid und ein PCR-Produkt mit dem gleichen Restriktionsenzym-Paar verdaut, besitzen sie kom-
plementére klebrige Enden, die es ermoglichen, das PCR-Produkt sowie das linearisierte Plasmid zu
ligieren und erneut in ein geschlossenes Plasmid zu iiberfithren. Dazu miissen die komplementéren
klebrigen Enden zuerst hybridisieren. Im Anschluss werden die reaktiven 3‘- und 5‘-Enden der sich
durch die Hybridisierung in rdumliche Néahe gebrachten Enden der DNA-Stringe durch die DNA-

Ligase kovalent verbunden.

Zur Ligation von zuvor verdauten und komplementére klebrige Enden besitzenden DNA-Fragmenten
wurde die T4-DNA-Ligase (New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main) verwendet. Optima-
le Pufferbedingungen fiir das Enzym wurden durch Verwendung des mitgelieferten 10x T4-Ligase-
Reaktionspuffers (New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main) hergestellt. In einer typischen
10 pl- oder 20 pl-Ligationsreaktion wurden 4 fmol-60 fmol von der verdauten, linearisierten Plasmid-
DNA mit der 3- bis 10-fachen Stoffmenge des verdauten PCR-Produkts gelost. Feste Volumina besa-
Ben in einer 20 pl-Reaktion die T4-DNA-Ligase und der T4-DNA-Ligase-Reaktionspuffer mit 1 pl bzw.
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2nl. In einer 10 pl-Reaktion besafien die T4-DNA-Ligase und der T4-DNA-Ligase-Reaktionspuffer ein
festes Volumen von 0,5 pl bzw. 1 l. Die Volumina des Reinstwassers und der hinzupipettierten DNA-
Losungen des verdauten linearisierten Plasmids und des PCR-Produkts wurden geméafl der oben ange-
gebenen Ziel-DNA-Stoffmenge angepasst. Die Reaktionen wurden in 1,5 ml-Reaktionsgefafien (Eppen-
dorf AG, Hamburg) préapariert und anschliefilend iiber Nacht bei 16 °C in einem Wasserbad inkubiert,

um die Hybridisierung der komplementéren klebrigen Enden zu gewéhrleisten.

4.2.8. Gibson-Assemblierung von DNA-Strangen

Eine andere Methode, DNA-Striange kovalent zu verbinden, ist die Gibson-Assemblierung, deren Prin-
zip aus [273], |274] in diesem Abs. zusammengefasst wird. Sie ermdéglicht die kovalente Verbindung
von DNA-Strédngen in einer einzigen Reaktions-Mixtur, in der drei verschiedene Enzyme involviert
sind: eine T5-Exonuklease, DNA-Polymerase und DNA-Ligase. Die DNA-Doppelstriange miissen an
ihren zu verbindenden Enden einen kleinen Uberlapp besitzen, bei dem die Sequenzen beider Stringe
iibereinstimmen. Die DNA-Enzym-Mischung wird optimalerweise zwischen 15 min-60 min bei einer
Temperatur von 50°C inkubiert. Die T5-Exonuklease degradiert Sequenz-unspezifisch die 5‘-Enden
der DNA-Stringe, sodass DNA-Doppelstringe entstehen, die zueinander komplementére klebrige En-
den besitzen, die lang genug sein miissen, damit sie bei 50 °C hybridisieren kénnen. Das Enzym verliert
wahrend der Inkubation seine enzymatische Aktivitét. Die hybridisierten klebrigen 3‘-Enden bilden die
notwendigen Primer, an denen die thermostabile DNA-Polymerase die Polymerisierung initiiert. Die
Strang-Polymerisierung endet am gegeniiberliegenden, hybridisierten klebrigen 5-Ende des anderen
Doppelstrangs. Die beiden final resultierenden ,,Locher® werden durch die thermostabile DNA-Ligase

geschlossen, sodass beide Doppelstrange zu einem einzigen Doppelstrang verbunden werden.

Zur Gibson-Assemblierung von DNA-Stringen wurde das 2x Gibson-Assembly®-Master-Miz
(New FEngland Biolabs GmbH, Frankfurt am Main) verwendet. Die Préparation der 20pl-
Assemblierungsreaktion und deren Inkubation erfolgten geméfl der Hersteller-Instruktionen. In die-
ser Reaktion lag die Gesamtkonzentration aller zu assemblierenden DNA-Fragmente zwischen 1 nM-
25nM. 10 pl des Gesamtvolumens bildete die 2x Gibson-Assembly®-Master-Miz-Losung. Die restlichen
10 pl konstituierten sich aus Reinstwasser und den DNA-LGsungen der unterschiedlichen zu assemblie-
renden DNA-Strange. Die Volumina des Reinstwassers und der DNA-Loésungen wurden so angepasst,
dass die Gesamtkonzentration aller DNA-Strénge im oben angegebenen Bereich lag. Die Gesamtkon-
zentration setzte sich stets aus gleich grofien Teilkonzentrationen der unterschiedlichen, zu assemblie-
renden DNA-Strédnge zusammen. Die Gibson-Assemblierungs-Reaktionen wurden in verschlieBbaren
DNase- und RNAse-freien 0,2 ml-PCR-Reaktionsgefafien (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Olden-
dorf) zubereitet und zwischen 15min-30min bei 50°C im MultiGene™ 96-Well Gradient Thermal
Cycler (Labnet International Inc., Edison, USA) inkubiert.

4.2.9. Transformation kompetenter E.-coli-Zellen, Plasmid-Amplifikation und
Plasmidpraparation

4.2.9.1. Plasmide

Dieser Abs. fasst die relevanten Ausfithrungen aus [70] und Abschn. 6.2.1 aus [69] zusammen. Plasmi-
de sind doppelstrangige und ringférmige DNA-Molekiile, die auch als Klonierungsvektoren bezeichnet
werden. Sie konnen von Zellen aufgenommen (vgl. Abschn. [2.2.2.1] [4.2.9.2)) und amplifiziert werden.
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Die Replikation von Plasmiden verlduft autonom, unabhéngig vom Chromosom des Trégers, da Plas-
mide einen eigenen Replikationsursprung oder -start besitzen. Zur weiteren Minimalausstattung eines
Vektors gehort neben einem Selektionsgen, das in der Regel den Trager des Plasmids mit einer gewis-
sen Antibiotikaresistenz ausstattet, sowie eine Klonierungsstelle, an der fremde DNA gezielt in das
Plasmid integriert werden kann. Je nach Art des Replikationsursprungs unterscheidet sich die resul-
tierende Anzahl der Plasmidkopien pro Bakterium. Liegen weniger als 20 Kopien pro Zelle vor, wird
von einem low-copy-Plasmid gesprochen. Hingegen kénnen von high-copy-Plasmiden mehrere hundert

Kopien pro Zelle vorzufinden sein.

Alle zur zellfreien Genexpression verwendeten Plasmide basieren auf dem low-copy-Plasmid pBEST-
pl5a-OR2-OR1-Pr-UTR1-deGFP-T500 [51], das von der Kooperationsarbeitsgruppe von Vincent Noi-
reaux (School of Physics and Astronomy, University of Minesota) zur Verfigung gestellt und bereits
zuvor in [60] verwendet wurde. Dieses Plasmid ist eine Variante des Plasmids pBEST-OR2-ORI-
PR-UTRI1-deGFP-T500 (Addgene Plasmid # 40019 mit vollstandiger Sequenz), das ebenfalls auf [51]
zuriickgeht, aber anstelle des ColE1- den pl5a-Replikationsursprung besitzt [51]. Das Vektor-Riickgrat
bildet pBESTluc™ (Promega Corporation, Fitchburg, USA), bei dem der PTacl-Promotor [275] durch
den an einer Stelle mutierten A-Repressor-Cro-Promotor (GenBank ID: J02459.1) ersetzt wurde [51].
Der untranslatierte Bereich von pBESTluc™ wurde durch die T7-g10-Leitsequenz [276] enthaltende
UTRI1 substituiert [51]. Der Transkriptionsterminator T500 [277] wurde der DNA-Konstruktion hin-
zugefiigt [51]. Das degfp-Gen (Abkiirzung fiir Protein EGFP-Del6-229, vgl. Abschn. kodiert fiir
die am C- und N-terminal verkiirzte Variante von EGFP [51], baut auf den Arbeiten von [151] auf
und ersetzt das luc-Gen in pBESTluc™ [51].

4.2.9.2. Herstellung kompetenter Zellen und Transformation

Dieser Abs. fiithrt allgemein in die Transformation durch Zusammenfassen der relevanten Ausfiihrun-
gen aus Abschn. 12.3.1 aus [62] und Abschn. 6.4 aus [69] ein. Jede Methode, durch die eine Zelle DNA
aus der Umgebung aufnimmt, wird als Transformation bezeichnet. Als kompetent gilt eine Zelle, die
in der Lage ist, DNA aufzunehmen. Die Kompetenz, sofern nicht natiirlich vorhanden, kann durch
verschiedene Verfahren hergestellt werden. Eine mogliche Methode, Bakterien kompetent zu machen,
ist die Kalziumchlorid-Methode. Dieses Verfahren besteht aus der Behandlung der zu transformieren-
den Zellen mit einer Kalziumchloridlésung. Werden diese Zellen dann mit der einzubringenden DNA
auf Eis inkubiert und anschlieend schnell auf eine Temperatur von etwa 37 °C-42 °C erwarmt, nimmt
ein Teil der Zellen die DNA auf.

100ml LB-Medium (Erlenmeyerkolben mit Schikane) wurden mit 100pl einer E.-coli-KL740-
Ubernacht-Kultur (29°C, 230 rpm im Schiittelinkubator) inokuliert. Die Zellen wurden bei 29 °C und
230rpm im Schittelinkubator (Universalschiittler SM 80 Control mit Inkubationshaube TH 30, Ed-
mund Biihler GmbH, Hechingen) bis ODsgsnm ~0,4 (Cary® 50 UV-Vis Spektrophotometer, Agilent
Technologies Deutschland GmbH & Co. KG, Waldbronn) inkubiert. Die Kultur wurde zuerst fiir etwa
5min-10 min auf Eis gekiihlt. Die nachfolgenden Schritte wurden auf Eis oder gekiihlt (4 °C) durch-
gefiihrt. 30 ml der Kultur wurden in gleichen Volumina von jeweils 15ml in zwei mit Drehverschluss
verschliefibare 15 ml-Zentrifugationsrohrchen ( Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen) iiberfiihrt, die
Zellen durch Zentrifugation bei 3000x g (Allegra™ 25R, Beckman Coulter GmbH, Krefeld) fiir 10 min
geerntet. Der Uberstand wurde verworfen, weitere 30 ml der Kultur erneut in gleichen Volumina von
jeweils 15 ml in die beiden Zentrifugationsréhrchen gefiillt, die Zellen durch 10-miniitige Zentrifugation

bei 3000 x g geerntet, der Uberstand verworfen. Die beiden Bakterien-Pellets wurden jeweils mit 4 ml
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auf Eis gekiihlter CaCly-Losung (60 mM CaCls, 15 % Glycerin, 10 mM PIPES, pH 7) resuspendiert,
die resuspendierten Zellen wiahrend eines 10-mintitigen Zentrifugationsschrittes bei 3000 x g pelletiert,
der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden auf die gleiche Weise nochmals resuspendiert, 30 min auf
Eis inkubiert, erneut wihrend eines 10-miniitigen Zentrifugationsschrittes bei 3000 x g pelletiert, der
Uberstand verworfen. Die beiden Bakterien-Pellets wurden jeweils in 1ml der CaCly-Lésung resus-
pendiert, die resultierende Losung in Volumina von 20l in 1,5 ml Reaktionsgefifle (Eppendorf AG,
Hamburg) aliquotiert und mit fliissigem Stickstoff schockgefroren, die Aliquots bei -80 °C gelagert.

Die kompetenten E.-coli-KL.740-Zellen wurden ca. 5 min auf Eis aufgetaut. Etwa 1 pl-3 pl der Plasmid-
DNA-Losung wurde in ein 20 pl-Aliquot pipettiert, dieses Gemisch flir 10 min auf Eis gekiihlt. Es
erfolgte ein Hitzeschock bei 37°C fiir 20s in einem Wasserbad. Anschlielend wurden die Zellen er-
neut 5min auf Eis inkubiert, bevor 500 nl LB-Medium hinzugegeben wurden. Nach Hinzugabe des
LB-Mediums wurden die Zellen im Schiittelinkubator bei 29 °C und 230 rpm 40 min lang inkubiert,
anschlieBend bei 10000 rpm (MiniSpin® Zentrifuge, Eppendorf AG, Hamburg) pelletiert, der Uber-
stand verworfen. In den Reaktionsgefien verblieb stets ein minimaler Uberstand (schitzungsweise
201l-30pl), in dem das Bakterien-Pellet durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert wurde. Etwa
5ul-10 ul dieser Resuspension wurden auf eine Agarplatte (mit Ampicillin) ausgestrichen, die ausge-
strichenen Zellen iiber Nacht bei 29 °C inkubiert. Auf der Agarplatte gewachsene Zellkolonien wurden
mittels einer Pipettenspitze in fliissiges LB-Medium (mit Ampicillin) iberfiihrt und bei 230 rpm sowie
29 °C iiber Nacht fiir die darauffolgende Plasmidpréaparation inkubiert.

Von erfolgreich transformierten Zellen, die hdufig verwendete Plasmide trugen, wurden Glycerin-
Stocke angefertigt. Dazu wurde eine Teilmenge der E.-coli-KL740-Ubernacht-Kultur (mit Ampicil-
lin) mit 100 %-igem Glycerin (25 % Glycerin / 75 % Ubernacht-Kultur) durch Auf- und Abpipettieren
vermischt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Um eine Ubernacht-Kultur
mit Hilfe eines Glycerin-Stocks fiir eine anschlieBende Plasmid-Préparation zu erzeugen, wurde der
Glycerin-Stock auf Eis angetaut und mit einer sterilen Pipettenspitze etwas gefrorene Masse heraus-
genommen. Sie wurde in fliissiges LB-Medium (mit Ampicillin) {iberfithrt und bei 230 rpm sowie 29 °C

iiber Nacht fiir die darauffolgende Plasmidpraparation inkubiert.

4.2.9.3. Plasmidpraparation

Die alkalische Lyse zur Isolierung von Plasmid-DNA [278] aus Zellen bildet die Grundlage fast aller
kommerziellen Plasmid-Purifizierungs-Kits (vgl. Abschn. 2.2.3 aus [69]), so auch bei den in dieser
Arbeit verwendeten Kits. Mini- und Midipraparationen von durch FE.-coli-KL740-Zellen amplifizier-
ter Plasmid-DNA wurden mit Hilfe des GenElute"" HP Plasmid Miniprep Kits bzw. GenElute"
HP Plasmid Midiprep Kits (beide Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) gemifl der Hersteller-
Instruktionen durchgefiihrt. Bei Miniprdparationen wurden typischerweise zwischen 5ml-10ml einer
E.-coli-KL740-Ubernacht-Kultur pro Bindungssiule verwendetﬂ Bei Midipraparationen wurde das
Volumen Vguitar der pro Séule verwendeten FE.-coli-Kultur nach Hersteller-Instruktionen durch
die Formel Viutur=250ml/ODgooum (Cary® 50 UV-Vis Spektrophotometer, Agilent Technologies
Deutschland GmbH & Co. KG, Waldbronn) bestimmt. Die extrahierte Plasmid-DNA wurde in Reinst-
wasser eluiert. Der Concentrator 5301 (Eppendorf AG, Hamburg) fand Anwendung, um die DNA-
Losung bis auf ein resultierendes Volumen zwischen 50 1nl-100 ul zu verdampfen und somit die geloste

DNA aufzukonzentrieren. Die Aufkonzentrierung geschah unter stindiger Zentrifugation der Losung

3Der Hersteller empfiehlt 5ml. Aufgrund der niedrigen Inkubationstemperatur von 29°C und der damit
verbundenen geringeren Zelldichte nach Ubernacht-Inkubation wurde das Volumen erhoht.
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bei 30°C und Unterdruck, der den Siedepunkt des Losungsmittels erniedrigte. Die aufkonzentrier-
te Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des PureLink® PCR Purification Kits (Fisher Scientific GmbH,

Schwerte) geméf der Hersteller-Instruktionen purifiziert und in Reinstwasser gelost.

4.2.10. DNA-Sequenzierung

Dieser Abs. erkliart das Prinzip der Sanger-Sequenzierung, die die gebrauchlichste Form der Sequen-
zierung darstellt und nach ihrem Entwickler SANGER benannt ist, anhand einer Zusammenfassung
der relevanten Ausfithrungen aus Abschn. 12.2.6 aus [62]. Als Sequenzierung wird die Bestimmung
der Basenabfolge eines DN A-Molekiils bezeichnet. Wahrend dieser modifizierten Form der Standard-
PCR, bei der das zu sequenzierende DNA-Molekiil das PCR-Template bildet, werden neben den
vier Standard-DNA-Monomeren dATP, dCTP, dGTP und dTTP entsprechende Analoga verwendet,
denen die OH-Gruppe am 3‘-C-Atom des Fiinffachzuckers fehlt (2‘-3‘-Didesoxynukleosidtriphosphat
(dANTP)). Im Gegensatz zur Standard-PCR wird nur ein Primer pro Reaktion verwendet, der den
Startpunkt fiir die Sequenzierung festlegt. Zur Sequenzierung eines DNA-Molekiils werden vier Re-
aktionen prépariert, in die jeweils eines der vier ddNTPs in geringerer Konzentration als die vier
dNTPs hinzugegeben wird. Betragt beispielsweise der Konzentrationsunterschied zwischen dATP und
ddATP 1000:1, wird durchschnittlich fiir jedes tausendste dATP ein ddATP in den wachsenden DNA-
Strang eingebaut. Durch die fehlende OH-Gruppe bricht an dieser Stelle die Polymerisierung ab.
Dies geschieht in gleicher Weise in den drei anderen Reaktionen mit den jeweils anderen ddNTPs.
Im Anschluss werden die so entstandenen DNA-Striange der vier Reaktionen in jeweils einer eigenen
Gelbahn mittels Gelelektrophorese geméfl ihrer Grofle getrennt. Da der Sequenzierungsprimer bei al-
len neu synthetisierten Fragmenten das 5-Ende bildet und diese DNA-Striange somit alle das gleiche
5‘-Ende besitzen, variieren die Lédngen dieser Fragmente nur aufgrund der Polymerisierungsabbriiche
durch den Einbau eines ddNTPs. Durch einen Vergleich aller vier Gelbahnen und den unterschiedlich
langen DNA-Stréangen kann die Sequenz determiniert werden.

Die relevanten transkriptions-translations-regulatorischen und kodierenden DNA-Sequenzen wurden

von Seglab Sequence Laboratories Gottingen GmbH (Gottingen) sequenziert.

4.2.11. Herstellung der verwendeten DNA-Konstrukte

Wie bereits in Abschn. erldutert, basieren alle zur zellfreien Genexpression verwendeten Plas-
mide auf pPBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-deGFP-T500, das von der Kooperationsarbeitsgruppe von
Vincent Noireaux (School of Physics and Astronomy, University of Minesota) zur Verfiigung gestellt
und bereits zuvor in [60] verwendet wurde. Details zu diesem Plasmid und zu den transkriptions-
translations-regulatorischen Elementen kénnen Abschn. [£:2.9.] entnommen werden. Weitere lineare
DNA-Konstrukte wurden auf Grundlage dieses Plasmids oder den im Folgenden angegebenen Plas-
miden konstruiert. In Abschn. wird auf die Herstellung der in den Experimenten verwendeten
DNA-Konstrukte eingegangen, die mit den Methoden, wie in den Abschn. beschrieben,

hergestellt wurden.

4.2.11.1. pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-deGFPHisg-Tag-T500

Um das zellfrei synthetisierte deGFP mittels His-Tag Purifikation (vgl. Abschn. [4.2.16) aus
der zellfreien Reaktion extrahieren zu koénnen, wurde dem degfp-Gen (Details in Abschn.
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vor dem Stopcodon eine Hisg-Tag-Sequenz mittels PCR eingefiigt, sodass das Modellprote-
in C-Terminal mit einem His-Tag ausgestattet war. Die PCR erfolgte mit dem Vorwartspri-
mer 5-CACCATCAGCCAGAAAACC-3° und dem Riickwartsprimer 5-GAATTCCTCGAGTTA-
[GTGGTGATGGTGATGATG]-[GATCCCGGCGGCGGT]-3¢, der die Sequenz fiir den His-Tag ent-
hielt (linke eckige Klammer). Das PCR-Template bildete das Plasmid pBEST-pl15a-OR2-OR1-Pr-
UTRI1-deGFP-T500, zu dessen Sequenz der Riickwértsprimer eine komplementére Sequenz zum Hy-
bridisieren besitzt (rechte eckige Klammer). Die Sequenz fiir das 5-Ende des Riickwértsprimers
bilden die palindromischen Erkennungssequenzen GAATTC und CTCGAG fiir die Enzyme Eco-
RI bzw. Xhol. Nach der PCR wurde das so entstandene PCR-Produkt 5‘-Vorwértsprimer-...-OR2-
ORI1-Pr-UTR1-Ncol-deGFPHisg-Tag-Xhol-EcoRI-3° mit den Restriktionsenzymen Ncol und Xhol
verdaut. Ein aus einem mit den gleichen Enzymen durchgefithrter Restriktionsverdau des Plas-
mids pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-deGFP-T500 fiihrte zu einem linearisierten Plasmid, in das
das verdaute PCR-Produkt ligiert wurde, sodass pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-deGFPHisg-Tag-
T500 entstand. Die Sequenzen der transkriptions-translations-regulatorischen und kodierenden Ele-
mente sind in Anh. vorzufinden. Diese Sequenzen wurden mit den Sequenzierungsprimern
5-CACCATCAGCCAGAAAACC-3* und 5-GAGCTGACTGGGTTGAAGG-3¢ verifiziert, die strom-
aufwérts bzw. -abwérts des transkriptions-translations-regulatorischen und kodierenden Bereichs auf
dem Plasmid binden (vgl. Plasmidsequenz in Addgene Datenbank, Plasmid # 40019).

Das zellfrei synthetisierte deGFPHisg-Tag wird in Abschn. und [£4] vereinfacht als deGFP be-

zeichnet.

4.2.11.2. pBEST-pl5a-OR2-OR1-Pr-UTR1-EGFPN14%amberHic. Tag T500

Diese Klonierung wurde von Matthias P. Exner in der Kooperationsarbeitsgruppe von Nediljko Budi-
sa (Institut fiir Chemie, Technische Universitit Berlin) durchgefiihrt. Das fiir EGFPN14%amberjg,
Tag kodierende Gen (Details in Abschn. wurde in das Plasmid pBEST-pl5a-OR2-OR1-
Pr-UTR1-deGFP-T500 anstelle des degfp-Gens vom Kooperationspartner eingefiigt. Dieses Mo-
dellprotein mit dem amber-Stopcodon an Position 149 wurde bereits in seiner Dissertation
[154] verwendet. Das Gen, das fiir EGFPN!49%mberfigs Tag kodiert, enthielt vor dem Stopcodon
eine Hisg-Tag-Sequenz, sodass das Modellprotein am C-Terminus mit einem His-Tag ausgestat-
tet war. Die Sequenzen der transkriptions-translations-regulatorischen und kodierenden Elemen-
te sind in Anh. [A12:2.7] vorzufinden. Diese Sequenzen wurden mit den Sequenzierungsprimern 5°-
CACCATCAGCCAGAAAACC-3* und 5-GAGCTGACTGGGTTGAAGG-3* verifiziert, die strom-
aufwérts bzw. -abwérts des transkriptions-translations-regulatorischen und kodierenden Bereichs auf
dem Plasmid binden (vgl. Plasmidsequenz in Addgene Datenbank, Plasmid # 40019).

Das zellfrei synthetisierte EGFPN14%mberHjs, Tag wird in Abschn. und vereinfacht als
EGFPN149amber Kez0ichnet.

4.2.11.3. T7-tRNALY,

Das fiir die ‘LRNAE}{J1 A kodierende Gen (Details in Abschn. [4.1.2.2) wurde von der Firma Furofins
Genomics GmbH (Ebersberg) in den Vektor pEX-A2 kloniert und geliefert, der als PCR-Template
zur Synthese des linearen DNA-Fragments T 7—‘5RNAE%1 4 fungierte. Als Vorwértsprimer diente 5
GAAATTAATACGACTCACTATA[GGAAACCTGATCATGTAGATC]-3 Die eckige Klammer mar-

kiert den zum fur die tRNAg{Il A kodierenden komplementéaren Bereich, der zur Primer-Hybridisierung
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notwendig ist. Die restliche Sequenz entspricht der Sequenz des T7-Promotors. Die Sequenz des Riick-
wartsprimers war 5-TGGCGGAAACCCCGGGAA-3‘. Der Riickwértsprimer konnte durch seine Se-
quenz passgenau auf dem 3‘-Ende des fiir die tRNAg%l A kodierenden Gens binden.

Die Sequenzierung von T7—tRNAgyU1 o erfolgte nach einer Elongation dieses Kon-
strukts  durch eine PCR. Bei dieser PCR wurden der  Vorwértsprimer  5‘-
GCATGTCACTACGAAATTAATACGACTCACTATAGGAAACCTG-3° und der Riickwérts-
primer 5-GCTTGTAATGAATGGCGGAAACCCCGG-3° verwendet. Das verlangerte PCR-
Produkt wurde mit den Sequenzierungsprimern 5-GCATGTCACTACGAAATTAATACG-3¢
und 5-GCTTGTAATGAATGGCGGA-3¢ sequenziert. Die relevanten transkriptions-translations-
regulatorischen und kodierenden Elemente sind in Anh. dargestellt.

4.2.11.4. OR2-OR1-Pr-UTR1-T7-RNA-Polymerase-T500

Von Shixin Ye-Lehmann (Département de Biologie, Ecole Normale Supérieure de Paris) wurde ein
unbekanntes Plasmid zur Verfiigung gestellt, auf dem sich das Gen, das fiir die T7-RNA-Polymerase
mit der stillen K378R Mutation [279)], [280] kodiert, befand. Es wurden drei lineare DNA-Fragmente
hergestellt, die komplementére, doppelstrangige Enden besaflen und somit mittels einer Gibson-
Assemblierung kovalent verbunden werden konnten. Das resultierende DNA-Konstrukt trug die
transkriptions-translations-regulatorischen und kodierenden Elemente OR2-OR1-Pr-UTR1-T7-RNA-
Polymerase®3"8R_T500. Es wurde mittels anschlieBender PCR amplifiziert und in den Experimenten
verwendet. Um die Méglichkeit zu besitzen, die T7-RNA-Polymerase®378R zellfrei zu synthetisieren,
zu purifizieren und aufkonzentrieren zu kénnen, um sie in zellfreien Expressions-Experimenten als syn-
thetisiertes Enzym den Reaktionen hinzufiigen zu kénnen, wurde eine Hisg-Tag-DNA-Sequenz hinter
dem Startcodon eingefiigt. Somit besafl das Enzym einen N-Terminalen His-Tag. Angemerkt sei, dass
im Folgenden die Bezeichnung T7-RNA-Polymerase zur Vereinfachung verwendet wird, aber damit
die T7-RNA-Polymerase mit N-Terminalen Hisg-Tag und der stillen Mutation K378R, gemeint ist.

Das erste lineare DNA-Fragment wurde mittels PCR mit dem Vorwirtsprimer 5¢-
ATG[CATCATCACCATCACCACJAACACGATTAACATCGCTAAGAA-3‘, dem Riickwértsprimer
5-CTTTCGGCGGGCTTTGCTCGAG[TTACGCGAACGCGAAGTCC]-3‘ und dem unbekannten
Plasmid mit dem Gen, das fiir die T7-RNA-Polymerase kodiert, als PCR-Template synthetisiert. In
der Sequenz des Vorwiértsprimers markiert die eckige Klammer die Hisg-Tag-Sequenz. Stromabwérts
dieser Sequenz liegt die zum Gen der T7-RNA-Polymerase komplementire Teilsequenz, die der
Primer-Hybridisierung dient. Die eckige Klammer in der Sequenz des Riickwértsprimers markiert den
zum Gen der T7-RNA-Polymerase komplementéaren Bereich, der notwendig fiir das Primer-Annealing

ist. Stromaufwérts folgen die Schnittstellen Xhol und eine Teilsequenz von T500.

Das zweite lineare DNA-Fragment wurde mittels PCR mit dem Vor-
wartsprimer 5-CACCATCAGCCAGAAAACC-3, dem Riickwartsprimer 5~
[GTTGTGGTGATGGTGATGATG|CATGGTATATCTCCTTCTTAAAGTT-3‘ und dem Plasmid
pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-deGFP-T500 als PCR-Template synthetisiert. Der Vorwértsprimer
bindet in etwa 140bp vor OR2-OR1-Pr. Der zum Plasmid komplementéire Bereich der Sequenz
des Riickwértsprimers iiberlappt mit einem Teil der UTR1 und endet mit dem Startcodon. Die
eckige Klammer markiert die Sequenz des Hisg-Tags und ein Codon des Gens, das fiir die T7-RNA-
Polymerase kodiert. Dieser Teil bildet den fiir die Gibson-Assemblierung notwendigen Uberlapp mit

dem ersten Fragment.
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Das dritte lineare Fragment entstand durch Restriktionsverdau des Plasmids pBEST-p15a-OR2-OR1-
Pr-UTR1-deGFPHisg-Tag-T500 mit den Restriktionsenzymen Xhol und Sphl. Das mit Sphl verdaute
Ende des Plasmids besa8 den fiir die Gibson-Assemblierung notwendigen komplementiren Uberlapp
mit dem zweiten Fragment, das andere Ende besa8 einen komplementéren Uberlapp mit dem ersten

Fragment.

Durch eine Gibson-Assemblierung wurden die drei Fragmente vereinigt. Das vereinigte Fragment
diente als PCR-Template mit dem Vorwértsprimer 5-CACCATCAGCCAGAAAACC-3‘ und dem
Rickwartsprimer 5-CCTTCAACCCAGTCAGCTC-3¢, sodass das lineare DNA-Konstrukt, das die
transkriptions-translations-regulatorischen und kodierenden Elemente OR2-OR1-Pr-UTRI1-T7-RNA-
Polymerase-T500 tragt, amplifiziert wurde. Es wird im Folgenden mit OR2-OR1-Pr-UTR1-T7-RNA-
Polymerase-T500 bezeichnet. Seine relevanten transkriptions-translations-regulatorischen und kodie-
renden Elemente sind in Anh. [A72:275] dargestellt.

Die  Sequenzierung dieser Elemente erfolgte mit folgenden  Sequenzierungsprimern:
5-CTTATGCCACGAAGACCACG-3, 5-CCTTGCGGGTTGAACATTGA-3, 5¢-
GCGATTGAGCGTGAAGAACT-3¢ und 5-GTCCAAAGAGTTCGGCTTCC-3f1

4.2.11.5. pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-tRNAYY|,-PyIRSY384F_T500

Das Plasmid pJZ_Trp_ 1xMmtRNAPyl Strep_ MmPylRS(Y384F), das die Gene, die fiir die
tRNAgyU1 » und die PyIRSY384F kodieren (Details in Abschn. , tragt, wurde von Matthias P. Ex-
ner aus der Kooperationsarbeitsgruppe von Nediljko Budisa (Institut fiir Chemie, Technische Univer-
sitét Berlin) zur Verfiigung gestellt. Die Mutation Y384F geht auf [254] zuriick (vgl. Abschn. [1.1.2.2).
Zusitzlich enthilt das zur Verfiigung gestellte Gen, das fiir die PyIRSY384F kodiert, N-Terminal
eine Streptavidin-Tag-Sequenz. Weitere Details zum pJZ-System und zur bereitgestellten, gekoppel-
ten DNA-Konstruktion bestehend aus den Genen, die fiir die tRNALY, und PyIRSY?34F kodieren,
konnen der Dissertation von Matthias P. Exner [154] und [281] entnommen werden. Das Plasmid
pBEST-pl5a—OR2—ORl-Pr—UTRl—tRNAg}[}l A—PleSY384F-T5OO wurde mittels Gibson-Assemblierung
zweier DNA-Fragmente hergestellt.

Um das erste Teilfragment zu synthetisieren, wurde eine PCR durchgefiihrt, bei der das zur Verfiigung
gestellte Plasmid pJZ_ Trp 1xMmtRNAPyl Strep MmPylRS(Y384F) das PCR-Template bilde-
te. Mittels des Vorwéirtsprimers 5-AAGGAGATATA[CCATGG]GGAAACCTGATCATGTAGATC-
3¢ und Riickwértsprimers 5-CGGGCTTTG[GGATCC]TTACAGGTTGGTAGAAATCC-3¢ wurde ein
PCR-Produkt hergestellt, das die Gene, die fiir die tRNAg}{J1 A und PyIRSY381F kodieren, in gekoppelter
Weise trug. Das 5-Ende des Vorwértsprimers verldngerte das Gen, das fiir die tRNAg{Jl A kodiert, um
die Schnittstelle Ncol (eckige Klammer) und einen Teil der Sequenz der UTR1. Das 5‘-Ende des Riick-
wirtsprimers verlingerte das Gen, das fiir PyIRSY384F kodiert, um die Schnittstelle BamHI (eckige

Klammer) und einen Teil der Sequenz des T500.

Um das zweite DNA-Fragment zu synthetisieren, wurde eine PCR durchgefithrt, bei der
das Plasmid pBEST-pl15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-deGFP-T500 das PCR-Template war. Mittels
des Vorwiartsprimers 5-[GGATCC|CAAAGCCCGCCGAAAGGC-3¢ und Riickwértsprimers 5
[CCATGG]TATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAA-3° wurde ein PCR-Produkt hergestellt, des-

sen Enden jeweils komplementire Uberlappungen mit dem ersten DNA-Fragment aufwiesen. Durch

‘Die Aufbereitung der DNA zur Sequenzierung wurde von Marc Finkler wihrend dessen Einarbeitung
unter Anleitung durch den Autor dieser Dissertation durchgefiihrt.
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den Vorwértsprimer wurde die Plasmid-Sequenz bis zur Sequenz des T500 amplifiziert und die
Schnittstelle fiir BamHI (eckige Klammer) angehéngt. Der Riickwértsprimer amplifizierte die Plasmid-

Sequenz bis zur Sequenz der UTR1 inklusive der Schnittstelle von Ncol (eckige Klammer).

Durch eine Gibson-Assemblierung wurden die beiden linearen DNA-Fragmente zum Plasmid pBEST-
OR2—ORl—Pr—UTRl—tRNAg%l A-PyIRSY384F_T500 vereinigt. Diese Sequenzen wurden mit den Sequen-
zierungsprimern 5-CACCATCAGCCAGAAAACC-3° und 5-GAGCTGACTGGGTTGAAGG-3* ve-
rifiziert, die stromaufwarts bzw. -abwérts des transkriptions-translations-regulatorischen und kodie-
renden Bereichs auf dem Plasmid binden (vgl. Plasmidsequenz in Addgene Datenbank, Plasmid

#40019). Die relevanten transkriptions-translations-regulatorischen und kodierenden Elemente sind

in Anh. dargestellt.

4.2.11.6. pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-PylRSY384F_T500

Das Plasmid wurde mittels Ligation zweier Teilfragmente hergestellt, die komplementére klebrige
Enden besafien. Das Plasmid pBEST—p15a—OR2—OR1—Pr—UTR1—tRNA(P}{JlA—PleSY384F—T5OO wurde

mit den Restriktionsenzymen Ncol und BamHI verdaut, um das erste Teilfragment herzustellen.

Das zweite Teilfragment wurde mittels PCR hergestellt, bei der das Plasmid pBEST-pl5a-
ORZ-ORl—Pr—UTRl—tRNAE}I}IA—PleSYSS‘lF -T500 als PCR-Template diente. Mittels des Vorwérts-
primers 5-[AAGCTTCCATGG]ATAAAAAACCACTAAACACTC-3* und Riickwértsprimers 5°-
GCTTTG[GGATCC]TTACAGGTTGG-3‘ wurde ein PCR-Produkt hergestellt, das das Gen, das fiir
die PyIRSY?#F kodiert (Details in Abschn. , trug. Das 5°-Ende des Vorwértsprimers bildet
die Schnittstellen HindIIT und Ncol (eckige Klammer). Das 5-Ende des Riickwértsprimers bildet
die Schnittstelle BamHI (eckige Klammer) und eine Teilsequenz des T500. Das PCR-Produkt wurde

ebenfalls mit den Restriktionsenzymen Ncol und BamHI verdaut.

Durch Ligation der beiden Teilfragmente entstand das Plasmid pBEST-pl5a-OR2-ORI1-
Pr-UTR1-PylRSY334F_T500. Diese Sequenzen wurden mit den Sequenzierungsprimern 5%
CACCATCAGCCAGAAAACC-3 und 5-GAGCTGACTGGGTTGAAGG-3 verifiziert, die strom-
aufwérts bzw. -abwiérts des transkriptions-translations-regulatorischen und kodierenden Bereichs auf
dem Plasmid binden (vgl. Plasmidsequenz in Addgene Datenbank, Plasmid # 40019). Die relevan-
ten transkriptions-translations-regulatorischen und kodierenden Elemente sind in Anh. darge-
stellt.

4.2.12. Konzentrationsbestimmung von DNA

Es wurden zwei Verfahren zur Bestimmung der DNA-Konzentration verwendet.

4.2.12.1. Fluoreszenzspektroskopische Bestimmung der DNA-Konzentration

Bei Anwendung dieses Verfahrens wurde die Konzentration der DNA mit Hilfe des QuantiFluor®
dsDNA Systems (Promega GmbH, Mannheim) bestimmt. Grundlage dieses Systems bildet der fluo-
reszierende QuantiFluor® Farbstoff, der spezifisch an doppelstringiger DNA bindet. Die hergestell-
ten Losungen besaflen inklusive der Farbstofflosung ein Volumen von 250nl, es herrschten 1x TE-
Pufferbedingungen (10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1mM EDTA (pH 8,0); mit mitgeliefertem 20x TE-

Puffer (pH 7,5) hergestellt). Die Losungen wurden vor der Fluoreszenz-Messung zwischen 15min-
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30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung der Fluoreszenz-Intensitét erfolgte in einer 96-
Well-Mikroplatte (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen) mit dem Mikroplattenleser POLARstar®
Optima (BMG Labtech GmbH, Offenburg). Bei der Messung der Fluoreszenz-Intensitit betrugen die
Anregungs- und Emissionswellenldngen 485 nm bzw. 520 nm. Die Konzentration einer DNA-Losung
wurde mit Hilfe einer Standardkurve errechnet, die aus einer Konzentrationsreihe von DNA-Losungen
mit definierter Konzentration ermittelt wurde. Die DNA-Losungen dieser Konzentrationsreihe wurden

mittels des mitgelieferten DNA-Standards préapariert.

4.2.12.2. Absorptionsspektroskopische Bestimmung der DNA-Konzentration

Dieser Absatz fiihrt allgemein in die absorptionsspektroskopische Bestimmung der DNA-
Konzentration durch Zusammenfassen der relevanten Ausfithrungen aus Abschn. 2.5 aus [69] ein.
Die Konzentration einer DNA-Losung léasst sich mittels der Messung der optischen Dichte (OD) bei
einer Wellenldnge von 260 nm realisieren. Proteinkontaminationen konnen iiber Messung der opti-
schen Dichte bei 280 nm und Bildung des Quotienten ODagg nm/ODagonm tiberpriift werden. Wihrend
Quotienten zwischen 1,8-2,0 auf eine Nukleinsdure-Losung ohne Proteinkontaminationen hindeuten,

kénnen niedrigere Quotienten durch Verunreinigungen von Proteinen entstehen.

Zur Quantifizierung der DNA-Konzentration einer Losung auf absorptionsspektroskopischen Weg
wurde das NanoDrop 2000c UV-Vis Spectrometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA)

verwendet. Auf Grundlage des umgeformten Beer-Lambertschen Gesetzes

OD260'€
C = ——

. (4.1)

errechnet das Gerédt mit 1pl DNA-Losung die Konzentration ¢ der gelosten DNA. Dabei sind die
Werte der Weglinge d des Lichts durch die DNA-Lésung und den von der Wellenlénge abhéngigen
Extinktionskoeffizienten € im Gerét hinterlegt.

4.2.13. Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Proteinkonzentration in einer Losung wurde mittels des Bradford-Tests [282] quantifiziert: Der
Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 bindet an Proteine und verschiebt das Extinktionsmaximum
des Farbstoffs von 465 nm auf 595 nm, sodass die Extinktion einer Proteinlésung bei einer Wellenlénge

von 595 nm in Abhéngigkeit der Proteinkonzentration zu- oder abnimmt.

Zur Quantifizierung der Proteinkonzentration einer Losung wurde das Protein Assay Kit mit BSA
Standard (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) verwendet. Das Volumen der fiir den Bradford-
Test hergestellten Losungen inklusive der Farbstoff-Losung betrug 1 ml. Vor Messung der Extinktion
bei einer Wellenldnge von 595 nm wurden die Losungen zwischen 15min-30 min bei Raumtempera-
tur inkubiert. Die Messung der Extinktion erfolgte entweder mit dem Cary® 50 UV-Vis Spektro-
photometer (Agilent Technologies Deutschland GmbH € Co. KG, Waldbronn) oder dem NanoDrop
2000c UV-Vis Spectrometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA). Die Konzentration einer
Protein-Losung wurde mit Hilfe einer Standardkurve errechnet, die aus einer Konzentrationsreihe von
BSA-Losungen mit definierter Konzentration ermittelt wurde. Die BSA-Losungen dieser Konzentra-
tionsreihe wurden mittels des mitgelieferten BSA-Standards oder eines anderen BSA-Standards (New

England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main) prapariert.
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4.2.14. Herstellung des E.-coli-Zellextraktes, Praparation der zellfreien
Reaktionen und Reaktionsbedingungen

4.2.14.1. Herstellung des E.-coli-Zellextraktes und allgemeine Reaktionsbedingungen

Das in dieser Arbeit zum Einbau nicht-kanonischer Aminoséduren verwendete zellfreie, endogene F.-
coli-Expressionssystem geht auf [51] zuriick. Ein detailliertes Protokoll (zusétzlich in Video-Format)
zur Herstellung des zugrundeliegenden Zellextraktes, zur Priparation von zellfreien Reaktionen und
aller dafiir notwendigen Puffer, Losungen und anderer Komponenten sowie eine Materialliste wurden
in [52] veroffentlicht. Zusammengefasst enthielt eine typische zellfreie Reaktion die folgenden Kom-
ponenten in den angegebenen Konzentrationen [52]: 8,9mg/ml-9,9mg/ml endogene E.-coli-Proteine
vom Zellextrakt, 50 mM HEPES, 1,5 mM ATP und GTP, 0,9 mM CTP und UTP, 0,2mg/ml tRNA,
0,26 mM CoA, 0,33 mM NAD, 0,75 mM cAMP, 0,068 mM Folinsdure, 1 mM Spermidin, 30 mM 3-PGA,
2 % PEG-8000. Die Expressionseffizienz der zellfreien Reaktion ldsst sich durch die Hinzugabe von zu-
satzlichem Magnesium- und Kaliumglutamat optimieren [51], [52]. Die optimalen Konzentrationen die-
ser beiden Stoffe variieren leicht bei jeder Produktionsreihe des zugrundeliegenden Zellextraktes und
sollen fiir jede Produktionsreihe optimiert werden [51], [52]. Fiir den eingesetzten Zellextrakt lagen die
optimalen Konzentrationen fiir zusétzliches Magnesium- und Kaliumglutamat zwischen 5 mM-8 mM
bzw. 8 mM-20mM (vgl. Abschn. . Die verwendete Magnesiumglutamat- und Kaliumglutamat-
Konzentration betrug 6 mM bzw. 10 mM (vgl. Abschn. . Die Konzentration jeder kanonischen
Aminosdure kann zwischen 0,5 mM und 1,5 mM (Leu zwischen ca. 0,4 mM und 1,3 mM) variiert werden
[51].

4.2.14.2. Priaparation der zellfreien Reaktionen zum seitenkettenspezifischen Einbau

nicht-kanonischer Aminosauren in Proteine

Die in Abschn. beschriebene Préparation der Aminosduren-Mixes und der zellfreien Reak-
tionen zum seitenkettenspezifischen Einbau von nicht-kanonischen Aminosduren in Modellproteine
wurde bereits in [193], [194] veroffentlicht, baut auf [51], [52] auf und wird kurz zusammengefasst. Zur
Herstellung des Aminosiuren-Mixes wurde der RT'S Amino Acid Sampler (5 PRIME GmbH, Hilden;
auch erhéltlich biotechrabbit GmbH, Hennigsdorf) verwendet, der alle 20 kanonischen Aminosduren
in einzelnen Stocklosungen mit einer Konzentration von je 168 mM (Leu nur 140 mM) bereitstellt.
Die einzubauenden nicht-kanonischen Aminoséduren wurden in Reinstwasser in der gleichen Konzen-
tration (168 mM) geldst. Nicht-kanonische Aminoséduren, die als Racemat vorlagen, wurden doppelt
so hoch konzentriert (336 mM). Diese einzelnen Stocklosungen wurden in Reinstwasser geldst, um ne-
ben einem Standardaminosduren-Mix, der alle 20 kanonischen Aminosiduren in einer Konzentration
von 6 mM (Leu nur 5mM) enthielt, fiir jede einzubauende nicht-kanonische Aminosédure zwei wei-
tere Mixes zu erhalten: Beim ersten Aminosiure-Mix wurde die kanonische Aminosdure durch das
nicht-kanonische Analogon in der gleicher Konzentration (6 mM) ersetzt. Wenn die nicht-kanonische
Aminosédure als Racemat vorlag, besafl sie in diesem Aminoséuren-Mix hingegen eine Konzentration
von 12mM. Beim zweiten Aminosduren-Mix wurde weder die kanonische, noch ihr nicht-kanonisches
Analogon hinzugegeben. Das fehlende Volumen wurde stattdessen durch Reinstwasser ersetzt, sodass
dieser Mix die anderen 19 kanonischen Aminoséuren jeweils in der gleichen Konzentration wie in den

beiden anderen Mixes bereitstellte.

Es wurden zellfreie Reaktionen hergestellt, die standardméfig ein Volumen von 90 pl besafien [52] und
die in Abschn. [4.2.14.1] aufgefithrten Komponenten in den angegebenen Konzentrationen enthielten.
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30 ul dieser 90 ul stammten vom Zellextrakt. Dariiber hinaus war das DNA-Template pBEST-p15a-
OR2-OR1-Pr-UTR1-deGFPHisg-Tag-T500, das die zellfreie Synthese des Modellproteins deGFPHisg
ermoglicht, in den zellfreien Reaktionen 10 nM konzentriert, da ab dieser Konzentration die Proteinaus-
beute bei Verwendung dieses Plasmids sittigt [51]. Von den 90 pl einer zellfreien Reaktion stammten
15l von einem der drei Aminosduren-Mixes, sodass alle Aminoséuren jeweils eine Konzentration von
1mM (0,83mM Leu) in der zellfreien Reaktion besafien. Lag eine nicht-kanonische Aminosdure als

Racemat vor, so besaf} sie eine doppelt so hohe Konzentration (2 mM).

Die zellfreien Reaktionen unterschieden sich in ihren Zusammensetzungen nur durch den hinzu-
gegebenen Aminosduren-Mix. Bei der Préparation von zellfreien Referenzreaktionen wurde der
Aminosduren-Mix, der alle 20 kanonischen Aminoséuren enthielt, hinzugegeben. Bei der Herstellung
zellfreier Negativ-Kontrollreaktionen wurde der Aminosiduren-Mix, der weder die einzubauende nicht-
kanonische Aminoséure noch ihr kanonisches Analogon bereitstellte, hinzupipettiert. In zellfreien Re-
aktionen, in denen die nicht-kanonische Aminoséure in deGFPHisg eingebaut werden sollte, wurde der
Aminosduren-Mix, in dem die nicht-kanonische Aminosédure ihr kanonisches Analogon substituierte,
pipettiert. Um die zellfreien Reaktionen ausreichend mit Sauerstoff zu versorgen, wurden die 90 pl
in Volumina von jeweils 6 nl gesplittet. Die Reaktionen wurden iiber Nacht bei 29 °C inkubiert. Im
Anschluss an die zellfreie Expression wurden die gesplitteten Reaktionen wieder zu einer Reaktion ver-
einigt. Um eine groflere Menge vom Modellprotein fiir die anschlieflende Analyse zu erzeugen, wurde

das Volumen der zellfreien Reaktionen je nach Bedarf in Schritten von 90 nl nach oben skaliert.

4.2.14.3. Praparation der zellfreien Reaktionen zum ortsspezifischen Einbau
nicht-kanonischer Aminosauren in Proteine

Die Praparation der zellfreien Reaktionen zum ortsspezifischen Einbau nicht-kanonischer Aminoséu-
ren baute ebenfalls auf [51], [52] auf. Zu Beginn eines Experiments wurden Mastermix-Reaktionen
hergestellt. Erneut stammten 301l vom Zellextrakt und, wenn nicht anders angegeben, 151l vom
Aminosduren-Mix, der alle 20 kanonischen Aminosiuren (jeweils 6 mM, nur Leu mit 5 mM) bereit-
stellte (vgl. Abschn. . Weitere Komponenten wurden hinzugegeben, jedoch die Mastermix-
Reaktionen nicht bis zum Gesamtvolumen von 90 pl vervollstindigt, sondern ein gewisser Volumen-
anteil eingespart. Die unvollstdndig préaparierten Mastermix-Reaktionen wurden in gleiche Volumina
gesplittet. Die gesplitteten zellfreien Reaktionen wurden dann durch Hinzugabe weiterer Biomolekiile
vervollstandigt. Diese Strategie fand Anwendung, um Konzentrationen einer oder mehrerer Biomo-
lekiile innerhalb einer Serie gesplitteter zellfreier Reaktionen zu variieren und die zellfreie Synthese
des Modellproteins in Abhéangigkeit dieser Variationen zu analysieren. Nach Vervollstdndigung der
gesplitteten zellfreien Reaktionen enthielten diese die in Abschn. [£.2.14.1] angegebenen Komponenten
in den dort beschriebenen Konzentrationen, jede kanonische Aminosiure besafl eine Konzentration
von 1mM (0,83 mM Leu). Bei Verwendung von linearen DNA-Fragmenten beinhalteten diese Reak-
tionen die verkiirzte Version GamS des A-Phagen Proteins Gam in rekombinanter und purifizierter
Form (3,3uM), das die E.-coli-RecBCD-Nuklease-Aktivitat inhibiert [134] (vgl. Abschn.
Die Konzentration weiterer Biomolekiile, insbesondere der DNA-Templates und BocLys, variierte bei

den Experimenten und wird im Ergebnisteil [1.3.3] fiir das jeweilige Experiment angegeben.

5Das rekombinante und His-Tag purifizierte GamS-Protein wurde von der Kooperationsarbeitsgruppe
von Vincent Noireaux (School of Physics and Astronomy, University of Minesota) zur Verfligung gestellt.
Die transkriptions-translations-regulatorischen und kodierenden DNA-Sequenzen und weitere Details sind in

Anh. zu finden.
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Die Strategie der Préparation der zellfreien Reaktionen wird anhand des folgenden Beispiels illustriert,
das den einfachsten Fall, die Variation einer einzigen Konzentration eines bestimmten Biomolekiils in-
nerhalb einer Serie zellfreier Reaktionen aus einer Mastermix-Reaktion, darstellt (vgl. Abschn[4.3.3.1)):
Es wurde eine zellfreie Mastermix-Reaktion eines Volumens von 81 nl hergestellt, in der bereits alle
anderen Komponenten des Experiments pipettiert wurden, aufler dem Plasmid pBEST-pl5a-OR2-
OR1-Pr-UTR1-EGFPN!4%amber_T50(0) Der Mastermix wurde in sechs gleiche Volumina von jeweils
10,8 ul gesplittet. Es wurden sechs Losungen hergestellt, in denen pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-
EGFPN149%amber_T50(0 in jeweils einer der folgenden Konzentrationen gelést war: 0nM, 10nM, 20 nM,
30nM, 40 nM und 50 nM. In jede der sechs gesplitteten zellfreien Reaktionen wurden jeweils 1,2 nl von
jeweils einer dieser sechs Plasmidlosungen pipettiert, sodass jede dieser Reaktionen nach Vervollstan-
digung die in Abschn. [£.2.174.T angegebenen Komponenten in den dort beschriebenen Konzentrationen
und jede kanonische Aminoséure in einer Konzentration von 1 mM (0,83 mM Leu) besaf. Die Kon-
zentration von pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-EGFPN!4%amber_T50() variierte jedoch innerhalb der
Serie von 0nM-5nM. Weitere Biomolekiile, deren Konzentrationen innerhalb des Experiments kon-
stant gehalten wurden, konnten beispielsweise in den Mastermix in definierter Konzentration vor dem
Splitten gegeben werden. Eine Moglichkeit, die Konzentration mehrerer Biomolekiile innerhalb einer
Serie zu variieren, bestand darin, einen gréfleren Volumenanteil bei der Herstellung des Mastermixes
einzusparen, die Reaktion dementsprechend in kleinere Volumina zu splitten und weitere Stocklésun-

gen den gesplitteten Reaktionen hinzuzupipettieren.

Die gesplitteten 12 pl-Reaktionen wurden 16 h bei 29 °C inkubiert. Jeweils 10 ul dieser 12 nl-Reaktionen
wurden in jeweils ein Well einer 384- Well-Platte (Nunc 884-well optical bottom plate, Thermo Fis-
her Scientific Inc., Waltham, USA) gefiillt. Die entsprechenden Wells wurden mit einer Klebefo-
lie (Nunc sealing tape, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) verschlossen. Die Messung
der Fluoreszenz-Intensitiit erfolgte mit dem Mikroplattenleser POLARstar® Optima (BMG Labtech
GmbH, Offenburg). Bei der Messung der Fluoreszenz-Intensitéit betrugen die Anregungs- und Emissi-

onswellenléngen 485 nm bzw. 520 nm.

4.2.15. SDS-PAGE

Zur Auftrennung von Proteinen geméfl ihres Molekulargewichtes wurde die sodium dodecyl sulfate po-
lyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) durchgefiihrt, die auf LAEMMLI [263] zuriickgeht. Diese
Standard-Methode diente der Auftrennung, Visualisierung und Identifizierung der zellfrei synthetisier-
ten Modellproteine. Die gelelektrophoretische Auftrennung der Modellproteine mittels SDS-PAGE;,
von der eine Realisierung vorab in [194] detailliert beschrieben wurde, erfolgte im purifizierten oder
unpurifizierten Zustand (mit den endogenen aus dem Zellextrakt stammenden FE.-coli-Proteinen ver-
mischt). Alle verwendeten Tris-Glycin-SDS-Gele (4 %-20 %, 10 % und 12 %) wurden von anamed Gel-
elektrophorese GmbH (GroB-Bieberau) als Fertiggele geliefert. Die Zusammensetzung des Tris-Glycin-
SDS-Laufpuffers betrug 25 mM Tris, 192mM Glycerin, 0,1 % SDS, pH 8,3 mit HCIL. Der Laufpuffer
wurde als Zehnfach-Konzentrat von anamed Gelelektrophorese GmbH (Grofi-Bieberau) geliefert oder
selbst hergestellt und vor der Gelelektrophorese 10-fach mit Reinstwasser verdiinnt. Als Probenpuffer
wurde ein Zweifach-Konzentrat (anamed Gelelektrophorese GmbH (Grof-Bieberau)) verwendet. Als
Protein-Standard diente der Unstained Protein Marker (Broad Range (2kDa—212kDa), New England
Biolabs GmbH, Frankfurt am Main).

Um das zellfreie Reaktionsgemisch, in dem die synthetisierten Modellproteine gelost waren, gelelek-

trophoretisch zu trennen, wurde dieses Gemisch 5-10-fach verdiinnt, sodass eine adaquate Migration
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der Proteine innerhalb der Gelmatrix gewéhrleistet ist und verhindert wird, dass es nach spéaterer
Fiarbung der Proteine zu einer Ubersiittigung kommt. In der Regel wurden dementsprechend 1l oder
2 pl einer zellfreien Reaktion mit 4 pl bzw. 8 nl Reinstwasser verdiinnt. Lésungen, in denen purifizierte
Modellproteine gelost waren, wurden vor der SDS-PAGE nicht verdiinnt. Proben-Loésungen, verdinnt
und unverdinnt, wurden im Volumenverhéaltnis 1:1 mit dem 2x Probenpuffer vermischt, es herrschten
die folgenden Pufferbedingungen: 62,5 mM Tris/C1~, 10 % Glycerin, 2 % SDS, 0,0025 % Bromphenol-
blau, pH 6,8. Diese Mischungen und der Protein-Standard wurden bei 95°C-100°C 3 min-5 min lang
(Heizblock Thermostat (HBT) 130-2, HLC - Haep Labor Consult, Bovenden) erhitzt, um die Proteine
zu denaturieren, sodass sich SDS an das Proteinriickgrat lagern konnte. Um die Lésung nach der Er-
hitzung am Gefaiboden (Eppendorf AG, Hamburg) homogen vermischt zu konzentrieren, wurde die
Losung zuerst mittels einer Tisch-Minizentrifuge fiir etwa 2s-3 s abzentrifugiert (Sprout Minizentrifu-
ge, Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf), griindlich gevortext ( Vortex 3, IKA®-Werke GmbH,
Staufen) und erneut fiir etwa 2s-3s abzentrifugiert. Nach Auftragen der priparierten Proben und des
Standards auf das Gel, wurde die SDS-PAGE bei einer Spannung von 125V bei einer Stromstérke
von etwa 20 mA-40 mA mit einer ungefidhren Dauer von 90 min durchgefithrt. Im Anschluss an die
SDS-PAGE wurden die Proteine 30 min in der Gelmatrix fixiert (50 % Methanol, 10 % Essigsdure,
40 % Reinstwasser), 60 min mit Coomassie-Brillant-Blau G-250 (Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf) gefarbt (0,025 % Coomassie-Brillant-Blau G-250, 10 % Essigsidure, 90 % Reinstwasser), die
Gele anschliefend 60 min-120 min entfarbt (10 % Essigsdure, 90 % Reinstwasser), ein Protokoll, das

sich vor allem fiir Proteine kleiner Molekulargewichte eignet [283], [284].

4.2.16. His-Tag-Purifikation zellfrei synthetisierter Modellproteine mittels IMAC

Dieser Absatz fiihrt in die Immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC) zur Purifikation von
Proteinen, die mit einem Polyhistidin-Affinitéts-Tag (His-Tag) ausgestattet sind, anhand von [285],
[286] ein. Die Purifikation von Proteinen mit His-Tags geht auf [287] zuriick. In der Regel besteht
ein His-Tag aus sechs aufeinanderfolgenden Histidinen, deren 18 bp lange DNA-Sequenz entweder N-
Terminal oder C-Terminal in das Gen, das fiir das zu synthetisierende Modellprotein kodiert, kloniert
wird. Die Aminosiure His wechselwirkt iiber ihren Imidazolring mit verschiedenen Ubergangsmetallen,
die innerhalb einer Matrix immobilisiert werden. Beispielsweise beinhaltet eine solche Matrix Nickel-
Nitrilotriessigsiure (Ni*T-NTA) [288]. Die Purifikation von mit His-Tag ausgestatteten Proteinen, die
unter nativen oder denaturierenden Bedingungen erfolgen kann, beginnt mit dem selektiven Binden
dieser Proteine iiber ihre His-Tags an der Matrix. Ein Waschschritt entfernt die anderen, nicht an die
Matrix gebundenen Proteine. Um im Anschluss die gebundenen Proteine von der Matrix zu l6sen, kann
unter anderem ein Elutionspuffer verwendet werden, der hohe Konzentrationen Imidazol (> 100 mM)
beinhaltet. Imidazol konkurriert mit den Imidazolringen der His-Tags um die Bindung an die Matrix

und verdrangt somit die gebundenen Proteine.

Die zellfrei synthetisierten deGFP-Molekiile, die C-Terminal einen Hisg-Tag besalen, wurden mittels
des His-Spin Protein Miniprep”-Kits (Zymo Research Europe GmbH, Freiburg im Breisgau) nach
Hersteller-Instruktionen purifiziert, um die Modellproteine aus der zellfreien Reaktion zu extrahieren.
Die durchgefithrte Prozedur wurde bereits vorab in [194] detailliert verdffentlicht und wird an dieser
Stelle kurz zusammengefasst: Das verwendete Kit basiert auf IMAC und liefert Zentrifugationssiulen,
in denen eine mit Nickel geladene Gelmatrix die mit dem Hisg-Tag ausgestatteten deGFP-Molekiile

wahrend der Zentrifugation bis zur Elution zurtickhalt.

Die zellfreien Reaktionen wurden mit dem mitgelieferten Bindungspuffer im Volumenverhéltnis 1:1
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vermischt. Uberstieg das Gesamtvolumen 300 ul, wurde das Gemisch fiir die Purifikation in gleiche
Volumina gesplittet. Sofern das Gemisch gesplittet wurde, verlief die Purifikation fiir alle gesplitteten
Volumina gleich, weswegen die Purifikation anhand eines Gemisches zusammengefasst wird. Nach
Praparation der Zentrifugationssdule wurde das Gemisch in die Sdule transferiert. Die anschliefende
Zentrifugation (MiniSpin® Zentrifuge, Eppendorf AG, Hamburg) bei maximaler Drehzahl entfernte
die nicht an die Matrix bindenden Molekiile, es verblieb das gebundene deGFP. Nach zweifachem
Waschen mit dem mitgelieferten Wasch-Puffer, wurde das gebundene deGFP mittels des mitgelieferten
Elutionspuffers von der Matrix gelost und in diesem Puffer in einem 1,5 ml Reaktionsgefa ( Eppendorf
AG, Hamburg) eluiert.

4.2.17. Pufferaustausch und Aufkonzentrierung

Nach der in Abschn. beschriebenen His-Tag-Purifikation waren die purifizierten Modellproteine
in 50mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,7), 300 mM NaCl und 250 mM Imidazol eluiert (Elutions-
puffer vom His-Spin Protein Miniprep” -Kit, Zymo Research FEurope GmbH, Freiburg im Breisgau).
Dieser Puffer wurde fiir die massenspektroskopische Analyse der Modellproteine ausgetauscht, sodass
nach dem Austausch folgende Pufferbedingungen herrschten: 50 mM Tris-Cl (pH 8), 100 mM NaCl,
10 % Glycerin (Proteinlagerungspuffer). Der Pufferaustausch erfolgte nach Hersteller-Instruktionen
mit Hilfe der CentriPure Z25 Mini Spin Columns (Genazzon bioscience GmbH, Ulm) und wurde
bereits vorab in [194] detailliert ver6ffentlicht, sodass er an dieser Stelle nur kurz zusammengefasst
wird. Der Pufferaustausch zielte darauf ab, ein besseres Signal-Rausch-Verhéltnis wahrend der mas-
senspektroskopischen Analyse der Modellproteine zu erzielen, da hohe Konzentrationen an Imidazol
(> 150 mM) oder Salzen wie NaHoPOy4 (>300mM) oder NaCl (> 50 mM) zu hohem Hintergrundrau-
schen fithren konnen [289]. Die Gelfiltrationssidulen erméglichen mittels Zentrifugation die Abtrennung
kleinerer Molekiile oder Salze von Proteinen mit Molekulargewichten von iiber 5kDa. Die Gelmatrix

bindet kleinere Molekiile oder Salze ldnger als grofie Molekiile, die somit spéter eluiert werden.

Nachdem die Gelfiltrationszentrifugationssidulen auf Raumtemperatur aufgewédrmt waren, erfolgte ein
Zentrifugationsschritt bei 1000x g fiir 2min (Microfuge® 22R Centrifuge, kiithlbar, Beckman Coulter
GmbH, Krefeld), der einen Grofiteil der Salze und kleinen Molekiile des Gellagerungspuffers, mit dem
das Gel hydriert war, entfernte. Um die restlichen Salze und kleinen Molekiile aus der Gelmatrix zu
entfernen und die Gelmatrix mit den Salzen des Proteinlagerungspuffers zu beladen, wurden 400 pul
des Proteinlagerungspuffers auf das Gelbett pipettiert, es folgte ein Zentrifugationsschritt (1000x g,
2min). Weitere 400 ul vom Proteinlagerungspuffer wurden auf das Gelbett aufgebracht, es folgte ein
erneuter Zentrifugationsschritt (1000x g, 2min). Abschliefend wurden die im Elutionspuffer des His-
Spin Protein Miniprep”'-Kits gelosten Modellproteine auf das Gelbett aufgetragen und durch einen
weiteren Zentrifugationsschritt (1000 x g, 2min) im Proteinlagerungspuffer eluiert, wiahrend die klei-
neren Molekiile und Salze des Elutionspuffers in der Gelmatrix zuriickblieben. Fiir grofiere Volumina
als 100 pl wurden mehrere Séulen zum Pufferaustausch verwendet. Die Prozedur verlief wie in diesem
Absatz beschrieben, nur dass die im Elutionspuffer des His-Spin Protein Miniprep” -Kits gelosten

Modellproteine auf mehrere Sdulen verteilt wurden.

Gegebenenfalls wurden die Proteinlésungen mit Hilfe eines Vakuumkonzentrators Concentrator 5301
(Eppendorf AG, Hamburg) bei einer Temperatur von 30°C fiir die anschlieBende HPLC-ESI Mas-
senspektroskopie aufkonzentriert. Als fiir die massenspektrometrische Analyse optimal stellten sich
Proteinkonzentrationen zwischen 200 pg/ml-500 ng/ml und Probenvolumina zwischen 20 pl-50 pl her-

aus. Im Fall einer Aufkonzentrierung wurde der Proteinlagerungspuffer vor dem Pufferaustausch um
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den Faktor verdiinnt, um den das Volumen durch die Aufkonzentrierung verringert wurde, sodass
die oben angegebenen Pufferkonzentrationen (50 mM Tris-Cl (pH 8), 100mM NaCl, 1% Glycerin)
galten.

4.2.18. HPLC-ESI massenspektrometrische und fluoreszenzspektroskopische
Analyse der Modellproteine

Die HPLC-ESI Massenspektrometrie und die Fluoreszenzspektroskopie wurden von Matthias P. Exner
in der Kooperationsarbeitsgruppe von Nediljko Budisa (Institut fiir Chemie, Technische Universitéit
Berlin), wie bereits in Matthias P. Exners Dissertation [154] und den gemeinsamen Publikationen
[193], [194] beschrieben, von ihm durchgefiihrt.
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4.3. Ergebnisse und Diskussion

4.3.1. Optimierung der zellfreien Reaktion

Die Genexpressions-Effizienz des verwendeten zellfreien Systems hingt von den transkriptions-
translations-regulatorischen Elementen des benutzten DNA-Konstrukts ab . Beim verwendeten
Plasmid pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-deGFPHisg-Tag-T500 sittigt die Proteinausbeute bei einer
Konzentration von ca. 10nM [51]. Sofern nicht anders angegeben, wurde diese Konzentration beim
seitenkettenspezifischen Einbau nicht-kanonischer Aminosduren verwendet. Im verwendeten zellfrei-
en System besitzt jede kanonische Aminosiure allgemein eine Konzentration zwischen 0,5mM und
1,5mM (Leu 0,4 mM-1,3mM) . Wenn nicht anders erwéhnt, besafl in den Expressionsexperimen-
ten in Kap. El jede Aminoséure eine Konzentration von 1mM (Leu ca. 0,8 mM) in den zellfreien Re-
aktionen. Die Expressionseffizienz lasst sich durch die Hinzugabe von zusitzlichem Magnesium- und
Kaliumglutamat optimieren , . Die optimalen Konzentrationen dieser beiden Stoffe kénnen von
Produktionsreihe zu Produktionsreihe variieren und sollen fiir jede Produktionsreihe optimiert wer-
den , . Kalibrierungsmessungen fiir den verwendeten Zellextrakt zeigen, dass sich die optimalen
Konzentrationen fiir zusétzliches Magnesium- und Kaliumglutamat zwischen 5 mM-8 mM bzw. 8 mM-
20mM in der zellfreien Reaktion bewegen (Abb. @ In den Expressionsexperimenten in Kap. @wurde
eine Magnesiumglutamat- und Kaliumglutamat-Konzentration von 6 mM bzw. 10 mM eingestellt.
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Abbildung 4.7.: Kalibrierungsmessungen nach , zur Ermittlung eines optimalen Konzentra-
tionsbereichs fiir zusétzlich zur zellfreien Reaktion hinzugegebenes Magnesium- (A) und Kalium-
glutamat (B). Die Fluoreszenz-Intensitéiten sind die Mittelwerte aus zwei Messungen. Die Fehler-
balken entsprechen der einfachen Standardabweichung. Die Fluoreszenz-Intensitéaten sind in (A) und
(B) jeweils auf den hochsten Mittelwert normiert.

4.3.2. Seitenkettenspezifischer Einbau nicht-kanonischer Aminosauren in deGFP

Das zellfrei synthetisierte deGFPHisg-Tag wird in Abschn. und [£-4] vereinfacht als deGFP be-

zeichnet.
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4.3.2.1. Seitenkettenspezifischer Einbau von Can in deGFP

Bei einem vollstandigen seitenkettenspezifischen Einbau von Can in deGFP substituiert Can Arg an

jeder der insgesamt sechs Positionen in diesem Modellprotein.

4.3.2.1.1. Gelelektrophoretische Analyse des seitenkettenspezifischen Einbaus von Can
in deGFP

Es wurden drei zellfreie Reaktionen angesetzt. Der

kDa +Arg ‘Arg +Can ersten Reaktion (Referenz, +Arg) wurden alle 20 ka-

nonischen Aminosduren, die zur zellfreien Synthese

212 eines unmodifizierten deGFP-Molekiils benétigt wer-

158 den, hinzugegeben. Dem zweiten zellfreien Ansatz

1 ég wurden alle kanonischen Aminosduren aufler Arg bei-

- gefligt (Negativkontrolle, —Arg). Die dritte zellfreie

66 - T i Reaktion setzte sich wie die erste Reaktion zusam-

56 men, nur dass dort Arg durch Can substituiert wurde
43 (Can-Reaktion, +Can).

e e —

Abb. (8] zeigt die gelelektrophoretische Auftren-
35 nung der drei zellfreien Reaktionen nach Ubernacht-
deGFP Inkubation bei 29°C. Sowohl in der Referenz-, als

27 . ‘ : auch in der Can-Reaktion lie3 sich deGFP nachwei-
sen (+Arg- und +Can-Bahn in Abb. [{.8)), wihrend in
Abbildung 4.8.: SDS-PAGE zur vorliufigen der Negativkontrolle keine deGFP-Proteinbande auf

Evaluierung des seitenkettenspezifischen Ein- der zu erwartenden Hohe zu sehen war (-Arg-Bahn

baus von Can in deGFP. Von links nach in Abb. . Demnach waren im zellfreien System
rechts: Auftrennung des Proteinstandards,

der Referenz-Reaktion, Negativkontrolle und

Can-Reaktion. Abb modifiziert aus [[93] konzentriert, dass es zu keiner detektierbaren deGFP-
[194] iibernommen. 7 Synthese kam. Insofern war davon auszugehen, dass

keine Arg-Reste enthalten oder Arg war so gering

in der Can-Reaktion der seitenkettenspezifische Fin-
bau von Can in deGFP erfolgte. Allerdings musste
im Folgenden per Massenspektroskopie iiberpriift werden, ob der vollstdndige seitenkettenspezifische

Einbau von Can moglich ist.

4.3.2.1.2. HPLC-ESI massenspektroskopische Analyse des seitenkettenspezifischen Ein-
baus von Can in deGFP

Eingelassen in Abb. [L.9]ist die gelelektrophoretische Auftrennung von His-Tag-purifizierten und umge-
pufferten deGFP-Molekiilen, die aus einer zellfreien Can-Reaktion und einer entsprechenden Referenz-
Reaktion nach Ubernacht-Inkubation bei 29 °C hervorgingen, zu sehen. Die deGFP-Molekiil-Massen
wurden per HPLC-ESI Massenspektroskopie bestimmt.

Nach richtiger Faltung, Fluorophor-Bildung und der damit verbundenen reduzierten Masse (vgl. Ab-
schn. besitzt das native deGFPS 48 eine errechnete Masse von 26192,3 Da. Die Molekulargewichte
von Arg (174,2Da) und Can (176,18 Da) unterscheiden sich um 1,98 Da. Mit jedem durch Can substi-
tuierten Arg vergroflert sich somit die Masse des modifizierten deGFP-Molekiils um 1,98 Da, sodass die
errechnete Masse des deGFP® ©2"_Molekiils, in der Can alle 6 Arg ersetzt, bei 26204 Da liegt. Abb.
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zeigt die dekonvolutionierten Massenspektren der aufgereinigten deGFP-Molekiile. Das rote Spektrum
korrespondiert zu deGFP, das aus der Referenz-Reaktion stammte. Das schwarze Spektrum gehort
zu deGFP, das in der zellfreien Can-Reaktion synthetisiert wurde. Die gemessene deGFP-Masse aus
der Referenz-Reaktion betrug 26192,8 Da (Haupt-Peak) und stimmte mit der errechneten Masse fiir
das native deGFP im Rahmen des Dekonvolutions-Fehlers iiberein. Fiir deGFP aus der Can-Reaktion
wurde eine Masse von 26202,5 Da gemessen, die im Rahmen des Dekonvolutions-Fehlers mit der er-
rechneten Masse fiir das deGFP®C2" {ibereinstimmte. Die beiden Nebenpeaks bei 26213,1 Da und
26223,3 Da gehorten zu den jeweils um 20 Da schwereren unmodifizierten deGFPS 4. bzw. modifi-
zierten deGFP%©2"_Molekiilen, die kein Fluorophor ausgebildet hatten.

o 261928 26202.5 '
1.0 kDa +Arg +Can I
212 deGFP®c™
I 158 - 6Arg | |
os 178 deGFP .
= 97
Ig. - -
= sl 66 .
= 56
S I ]
= 43
= 04} -
35
26223,3
021 27 M- J
[ T J
0.0 3 1 " Nl n
25900 26000 26100 26200 26300 26400

Masse [Dal]

Abbildung 4.9.: Dekonvolutionierte Massenspektren zum Nachweis des vollstdndigen Einbaus von
Can an allen 6 Arg-Stellen in deGFP und gelelektrophoretische Auftrennung per SDS-PAGE der auf-
gereinigten deGFP-Molekiile (eingelassen). Die errechneten Massen von deGFP®A™8 und deGFPS ¢a»
betragen 26193 Da bzw. 26204 Da. Die entsprechenden gemessenen Massen (Haupt-Peaks) besalen
26192,8 Da (rotes Spektrum) und 26202,5 Da (schwarzes Spektrum) und lagen somit innerhalb des Feh-
lers, der durch die Dekonvolution des Spektrums entstand. Die beiden Nebenpeaks bestétigten ebenso
den vollstandigen Can-Einbau. Sie sind deGFP®4'¢ und deGFP%©2" zuzuordnen, die kein Fluorophor
gebildet hatten und somit 20 Da schwerer waren. SDS-PAGE von links nach rechts: Proteinstandard,
aufgereinigte, umgepufferte deGFP-Molekiile aus Referenz- und Can-Reaktion. Das Spektrum ist auf
seinen hochsten Wert normiert und wurde modifiziert aus [193], [194] tibernommen. Gel-Bild modifi-
ziert aus [193], [194] iibernommen. Massenspektroskopie von Matthias P. Exner durchgefiihrt.

Der Zell-Extrakt musste nicht wie in [235], [236] von Resten der kanonischen Aminosiure depletiert
werden, um Can vollstdndig in deGFP einzubauen. Es mussten keine auxotrophen E. coli wie in [236]

verwendet werden, sondern der Extrakt wurde aus Standard-Zellen gewonnen (vgl. Abschn. |4.2.3).

4.3.2.2. In-vitro- vs. in-vivo-Expression mit der toxischen Aminosaure Can

Im Folgenden wurde der zellfreie in-vitro-Einbau von Can in deGFP mit der in-vivo-Inkorporation

von Can in EGFP per SPI-Methode verglichen. Die Experimente zum in-vivo-Einbau von Can in

78



4.3. Ergebnisse und Diskussion

EGFP, das eine Arg-Position im Vergleich zu deGFP mehr besitzt, wurden von Alessandro De Simone
durchgefiihrt (experimentelle Details in [193]), die Ergebnisse analysiert und interpretiert.

Die massenspektroskopische Analyse von EGFP in Abb. belegt, dass auch dort ein vollstandiger
Einbau von Can in das Zielprotein moglich war. Die errechnete Masse des EGFP7 ©"-Molekiils, in dem

sich Can an allen sieben Arg-Positionen befindet, betrdgt 28333 Da. Die gemessene Masse stimmte mit
der errechneten Masse iiberein (Abb. [£.10)
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Abbildung 4.10.: Dekonvolutioniertes Massenspektrum zum Nachweis des vollstindigen Einbaus von
Can an allen sieben Arg-Positionen in EGFP. Die errechnete Masse des EGFP7 ©@*_Molekiils betragt
28333 Da, mit der die gemessene Masse von EGFP7 ©2" {ibereinstimmt. Die Messung sowie die Analyse
und Interpretation der Daten wurde von Alessandro De Simone durchgefiihrt. Das Spektrum wurde
auf seinen hochsten Wert normiert. Abb. modifiziert aus [193] ibernommen.

In einigen in-vivo-Expressionen in Présenz von Can konnte auch EGFP mit einer reduzierten Masse
nachgewiesen werden{’} Die reduzierte Masse wich 5Da von der errechneten Masse des EGFP7Can
ab, bei dem das vollstindig eingebaute Can zu Homoserin und Hydroxyguanidin degradiert wird
und einem gut beschriebenen Reaktionsweg [290], [291] folgt. Die grofiere Abweichung konnte sich
durch den gréfleren Dekonvolutionsfehler aufgrund des schlechten Signal-Rausch-Verhéltnisses erge-
ben. Hingegen konnte bei keiner der massenspektroskopischen Analysen des zellfrei synthetisierten
deGFPS ©22_Molekiils eine entsprechend reduzierte Masse detektiert werden. Insofern scheint die zell-
freie, molekulare FE.-coli-Maschinerie das eingebaute Can im Gegensatz zur lebenden Zelle zu stabili-

sieren.

Die zellfreie in-vitro-Proteinausbeute pro Liter Zellkultur wurde basierend auf einer zellfreien Reaktion
eines Volumens von 90 pl, die aus etwa 50 ml Zellkultur gewonnen wurde, hochgerechnet und mit der
in-vivo- Ausbeute verglichen: Typischerweise lielen sich mit dem zellfreien in-vitro- Ansatz etwa 0,25 mg
deGFP%Can pro Liter E.-coli-Zellkultur synthetisieren, wihrend die SPI-Methode eine Ausbeute von
0,1 mg pro Liter E.-coli-Zellkultur lieferte (vgl. [193]). Das zellfreie Expressionssystem ermdoglichte

®Das Referenz-Spektrum, das die Masse des nativen EGFP”#"8-Molekiils zeigt, kann in [193] gefunden
werden.
"Ein entsprechendes Spektrum ist in [193] abgebildet.
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4. Zellfreier Einbau nicht-kanonischer Aminoséduren in Modellproteine

demnach, stabile Can-modifizierte Modellproteine fiir weitere Studien in kleinen Volumina herzustellen

und lieferte typischerweise sogar hohere Ausbeuten als in vivo.

Der in-vitro-Ansatz ermoglicht des Weiteren die effiziente Produktion von stabilen Can-modifizierten
Modellproteinen, wéhrend er die Grenzen von in-vivo-Systemen, die aus der Can-bedingten Toxizi-
tét oder der starken Abhéngigkeit der mRNA-Sequenz bei Einzel-Protein-Produktions-Systemen
entstehen, {iberwindet. Dariiber hinaus miissen keine speziellen Arg-auxotrophen FE.-coli-Stadmme zur

Extrakt-Herstellung verwendet werden.

4.3.2.2.1. Fluoreszenzspektroskopische Analyse des nativen und modifizierten deGFP-
Molekiils
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Abbildung 4.11.: Fluoreszenzspektroskopische Analyse von deGFP®4™8 und deGFPSC2" (A) sowie
Draufsicht der Proteinstruktur von EGFP (B). A: Durch den Einbau von Can in deGFP war das Ex-
tinktionsmaximum leicht rot verschoben (491 nm vs. 489 nm), wiahrend die Emissionsspektren (Maxi-
mum bei 508 nm) keine Unterschiede aufwiesen. Fiinf Spektren wurden von jeder Probe aufgenommen
und auf den héchsten Wert normiert. B: Kristallstruktur von EGFP (Draufsicht, (PDB ID: 2Y0G)
nach [292]). Das Fluorophor (griin) und die Seitenkette eines Arg bzw. Can (magentafarben) sind im
polaren Kontakt miteinander. Fluoreszenzmessungen und Normierung von Matthias P. Exner durch-
gefithrt. Abb. B von Matthias P. Exner erstellt. Abb. modifiziert aus iibernommen.

Im Folgenden wurde untersucht, ob sich die fluoreszenzspektroskopischen Eigenschaften von deGFP

durch den Einbau von Can verandern.

Abb. zeigt die Extinktions- und Emissionsspektren von deGFP% 4™ und deGFP% ", Wihrend
sich die Emissionsspektren von deGFP648 (rote Punkte) und deGFP®“2" (schwarze Quadrate) nicht
unterschieden, war das Extinktionsmaximum von deGFP®®2" (magentafarbene Dreiecke) im Ver-
gleich zu deGFP®4'® (blaue Dreiecke) leicht rotverschoben (491 nm vs. 489 nm). Obwohl sich nur das
Extinktionsmaximum von deGFP durch den Einbau von Can leicht verschob, nahm die Fluoreszenz-
Intensitdt des modifizierten Proteins deutlich ab. Dies und das leicht rotverschobene Extinktionsma-

ximum koénnten auf die Prisenz einer Can-Seitenkette, die im polaren Kontakt zum Fluorophor steht,

zuriickzufiihren sein (Abb. [L.11B).
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4.3. Ergebnisse und Diskussion

4.3.2.3. Seitenkettenspezifischer Einbau von Hyl in deGFP

Bei einem vollstiandigen seitenkettenspezifischen Einbau von Hyl in deGFP, substituiert Hyl Lys an

jeder der insgesamt 18 Positionen in diesem Modellprotein.

4.3.2.3.1. Gelelektrophoretische Analyse des seitenkettenspezifischen Einbaus von Hyl
in deGFP

Es wurden zwei zellfreie Reaktionen prapariert. Der
— —aR— kDa ersten zellfreien Reaktion wurden alle kanonischen
Aminosiduren aufler Lys hinzugegeben (Negativkon-

-LySErty!l trolle, —Lys). In die zweite zellfreie Reaktion wurden
212 alle kanonischen Aminoséduren aufler Lys gegeben, je-
158 doch wurde Hyl nun ergénzt (Hyl-Reaktion).
116
97 Abb. zeigt die gelelektrophoretische Auftren-
nung der zwei zellfreien Reaktionen nach Ubernacht-
' 66 Inkubation (29°C). In der Hyl-Reaktion zeigte sich
eine Proteinbande, die deGFP zugeordnet werden
56 kann. Allerdings konnte auch eine schwache Bande auf
der gleichen Hohe bei der Negativkontrolle beobachtet
43
Cbsieny s

werden. Dies legt den Schluss nahe, dass sich geringe

35 Lys-Reste im zellfreien Expressions-System befanden.

Sofern sich Lys-Reste im zellfreien Expressionssystem

d eG F P befunden haben sollten, hdtten Lys und Hyl in der
% o S — 27 Hyl-Reaktion um die Bindung an die Lysyl-aaRS und

& somit um den Einbau in deGFP konkurriert. Anschlie-

Bend wurde per Massenspektroskopie diese Hypothese

Abbildung 4.12.: SDS-PAGE zur vorliufigen UPerpritt.

Evaluierung des seitenkettenspezifischen Ein-

baus von Hyl in deGFP. Von links nach rechts:

Auftrennung der 1\Iegativkontroﬂe7 der Hyl_ 4.3.2.3.2. HPLC-ESI massenSPEktrOSkopiSChe

Reaktion und des Proteinstandards. Abb. Analyse des seitenkettenspezifischen Einbaus
modifiziert aus [194] {ibernommen. von Hyl in deGFP
Fir die massenspektroskopische Analyse wurde eine
zellfreie Hyl-Reaktion prépariert und iiber Nacht bei
29 °C inkubiert. Das synthetisierte deGFP wurde vor
der HPLC-ESI Massenspektroskopie His-Tag-purifiziert und umgepuffert. Eingelassen in Abb. 13|
wird eine typische gelelektrophoretische Auftrennung der zu analysierenden deGFP-Molekiile vor der

Massenspektroskopie gezeigt.

Die Molekulargewichte von Lys (146,19 Da) und Hyl (162,19 Da) unterscheiden sich um 16 Da. Mit
jedem durch Hyl substituierten Lys vergrofilert sich somit die Masse des modifizierten deGFP-
Molekiils um 16 Da, sodass die errechnete Masse des deGFP®HYl_Molekiils, in der Hyl alle 18 Lys
ersetzt, bei 26481 Da liegt. Abb. [I.13] zeigt das dekonvolutionierte Massenspektrum der His-Tag-
purifizierten deGFP-Molekiile aus der Hyl-Reaktion. Der Haupt-Peak (26193,2Da) und der Neben-
Peak (26211,6 Da) in Abb. konnen den nativen deGFP'8vs_Proteinen zugeordnet werden, die
ihr Fluorophor ausgebildet bzw. nicht gebildet hatten (errechnete Massen: 26193 Da bzw. 26213 Da).
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4. Zellfreier Einbau nicht-kanonischer Aminoséduren in Modellproteine

Dies bestétigt die Hypothese, dass sich Lys-Reste im zellfreien System befanden, die vorzugsweise auf
die Lysyl-aaRS geladen und in deGFP eingebaut wurden. Eine Vergréflerung des Spektrums im Bereich
hinter dem Haupt-Peak (Abb.[4.13B) zeigt, dass jede mégliche deGFP-Spezies entstand (deGFP8HY1
deGFP7Hyl+1Lys - deGFP2Hy+16Lys) - Allerdings iiberlappt der Peak, der deGFP! HYI+17Lys 7yge.
ordnet werden kann, mit dem Peak der nativen deGFP-Molekiile, die kein Fluorophor gebildet hatten.
Aufgrund des schwachen Signal-Rausch-Verhéltnisses wichen die gemessenen Massen teilweise mehr

als 2 Da von der errechneten Masse ab.
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Abbildung 4.13.: Dekonvolutioniertes Massenspektrum in unterschiedlicher Vergréfierung der His-
Tag-purifizierten und umgepufferten deGFP-Molekiile, die iiber Nacht bei 29 °C in der Hyl-Reaktion
synthetisiert wurden und typische gelelektrophoretische Auftrennung per SDS-PAGE entsprechender
Proteine (eingelassen in A). A: Der Haupt-Peak (26193,2Da) und der Neben-Peak (26211,6 Da) kon-
nen dem nativen deGFP'819% zugeordnet werden, das sein Fluorophor ausgebildet oder nicht gebildet
hatte (errechnete Massen: 26193 Da bzw. 26213 Da). SDS-PAGE von links nach rechts: aufgereinig-
te und umgepufferte deGFP-Molekiile der Hyl-Reaktion und Proteinstandard. B: Die Vergroflerung
des Bereichs zwischen 26220 Da und 26500 Da zeigt, dass alle moglichen deGFP-Spezies synthetisiert
wurden (deGFP¥HY! qeGFPITHYIH1ILys - qeGFP2HYIH16Lys) Der Peak, der zu deGFP!Hyl+17Lys
gehort, {iberlappt mit dem Peak vom nativen deGFP, das kein Fluorophor gebildet hatte. Aufgrund
des schwachen Signal-Rausch-Verhéltnisses wichen die Massen teilweise mehr als 2 Da von ihrer er-
rechneten Masse ab. Abb. modifiziert aus [194] {ibernommen. Massenspektroskopie von Matthias
P. Exner durchgefiihrt. Das Spektrum ist auf seinen hochsten Wert normiert.

Dass der seitenkettenspezifische Hyl-Einbau in deGFP nicht vollstiandig war, lag an den im zellfreien
System préasenten Lys-Resten. Insofern handelte es sich nicht um ein systematisches Problem wie
beispielsweise, dass die nicht-kanonische Aminosiure nicht von der zellfreien Translations-Maschinerie
erkannt wurde. Fiir den vollstédndigen seitenkettenspezifischen Einbau von Hyl miissten die Lys-Reste

zuvor aus dem zellfreien System entfernt werden.

4.3.2.4. Seitenkettenspezifischer Einbau von Aha in deGFP

Bei einem vollstiandigen seitenkettenspezifischen Einbau von Aha in deGFP substituiert Aha Met an

jeder der insgesamt fiinf Positionen, inklusive dem N-Terminalen Start-Met im Modellprotein.

4.3.2.4.1. Gelelektrophoretische Analyse des seitenkettenspezifischen Einbaus von Aha
in deGFP

Es wurden drei zellfreie Reaktionen angesetzt. Der ersten Reaktion (Referenz, +Met) wurden alle 20
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4.3. Ergebnisse und Diskussion

kanonischen Aminosiuren, die zur zellfreien Synthese eines unmodifizierten deGFP-Molekiils benétigt
werden, hinzugegeben. Dem zweiten zellfreien Ansatz wurden alle kanonischen Aminosduren aufler
Met beigefiigt (Negativkontrolle, -Met). Die dritte zellfreie Reaktion setzte sich wie die erste Reaktion
zusammen, nur dass dort Met durch Aha substituiert wurde (Aha-Reaktion, +Aha). Die Konzentration
von pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-deGFP"5128_T500 lag hoher als sonst, bei 10,7 nM.

Abb. zeigt die gelelektrophoretische Auftren-

kDa +Aha -Met +Met nung der drei zellfreien Reaktionen nach Ubernacht-
116 Inkubation bei 29 °C. Sowohl in der Referenz- als auch
97 in der Aha-Reaktion wurden Proteine synthetisiert,

deren Proteinbanden deGFP zugeordnet werden kon-
66 nen. Im Fall der Negativkontrolle lief} sich schwer sa-

gen, ob deGFP synthetisiert wurde oder nicht, da die

56 Intensitdt der Proteinbanden im Allgemeinen schwach
43 war. Im Folgenden wurde per Massenspektroskopie

iberprift, ob der vollstdndige seitenkettenspezifische
35 Einbau von Aha in deGFP moglich ist.

07 w—— deGFP 4.3.2.4.2. HPLC-ESI massenspektroskopische
e s A, < Analyse des seitenkettenspezifischen Einbaus
von Aha in deGFP

Fir die massenspektroskopische Analyse wurde eine

Abbildung 4.14.: SDS-PAGE zur vorlaufi-

gen Evaluierung des seitenkettenspezifischen
Einbaus von Aha in deGFP. Von links Zellfreie Aha-Reaktion prépariert, iiber Nacht (29 °C)

nach rechts: Auftrennung des Proteinstan- inkubiert. Das synthetisierte deGFP wurde vor der

dards, der Aha-Reaktion, Negativkontrolle HPLC-ESI Massenspektroskopie His-Tag-purifiziert

und Referenz-Reaktion. und umgepuffert. Eingelassen in Abb. wird die
gelelektrophoretische Trennung der deGFP-Molekiile
gezeigt.

Das Molekulargewicht von Met (149,21 Da) und Aha
(144,06 Da) unterscheidet sich um 5,15 Da. Mit jedem durch Aha substituierten Met verkleinert sich
somit die Masse des modifizierten deGFP-Molekiils um 5,15 Da. Abb. zeigt die massenspek-
troskopische Analyse der His-Tag-purifizierten und umgepufferten deGFP-Molekiile. Es konnte kein
deGFP®Aha detektiert werden, bei dem Aha an allen fiinf Met-Positionen eingebaut wurde (erwar-
tete Masse 26167 Da). Der Hauptpeak kann deGFP!Met+4Aha it vier von fiinf Aha-Substitutionen
zugeordnet werden (errechnete Masse: 26172 Da, gemessene Masse: 26173,4 Da).

Das Massenspektrum zeigt Neben-Peaks, deren Zuordnung schwierig ist. Die gemessene Masse
26189,8 Da ist ca. 2 Da grofer als die errechnete Masse eines deGFP*Met+1 Aba_\olekiils, bei dem eines
der fiinf Met-Molekiile durch Aha ersetzt wurde (errechnete Masse: 26187,9 Da). deGFP!Met+4 Aha/
das kein Fluorophor ausgebildet hat, besitzt eine errechnete Masse von 26192 Da und kénnte im Rah-
men eines grofieren Dekonvolutionsfehlers aufgrund eines schlechten Signal-Rausch-Verhéltnisses auch
diesem Peak zugeordnet werden. Wird ein grofler Dekonvolutionsfehler in Betracht gezogen, muss zu-
dem die Moglichkeit beriicksichtigt werden, dass auch das native deGFP®M¢t zu diesem Peak beitragen
koénnte (errechnete Masse: 26193 Da). Die gemessene Masse 26201,2 Da konnte einem deGFP3 Met+2 Aba
zugeordnet werden, bei dem zwei von funf Met-Molekiilen durch Aha substituiert wurden und das kein
Fluorophor ausgebildet hatte (errechnet: 26203 Da).
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4. Zellfreier Einbau nicht-kanonischer Aminoséduren in Modellproteine

Der seitenkettenspezifische Einbau von Aha in deGFP war nicht vollstiandig, da das zellfreie System
nicht frei von Met-Resten war. Anscheinend waren diese Reste geringer konzentriert als die Hyl-Reste,
da der Haupt-Peak in diesem Fall deGFP*Met+1Aba ynd nicht dem nativen deGFP?Met zugeordnet
werden kann. Die hohe Intensitdt dieses Peaks ldsst hingegen die Frage nach einem Peak aufkom-
men, der mit deGFP®Ah assoziiert werden kann. Selbst im Hyl-Einbau-Experiment, in dem der
dominante Peak dem nativen deGFP'®™ zugeordnet werden kann, wurden vollstindig modifizierte
deGFP'™HYs_Spezies detektiert, in der Lys an allen Positionen substituiert wurde. Beim seitenket-
tenspezifischen in-vivo-Einbau von Aha ist die Translations-Initiation mit Aha méglich [293]. Eine
eventuelle Erklarung fiir die fehlende Synthese eines deGFP-Molekiils, in dem Met vollstdndig durch
Aha substituiert wurde, konnte auf die Unfédhigkeit der zellfreien molekularen Komposition zuriickzu-
fiihren sein, die Translation mit Aha zu initiieren. Bei der Préaparation des Extraktes konnten wichtige
Faktoren verloren gehen, die der lebenden Zelle fiir die Initiierung der Translation mit Aha zur Ver-
fiigung stehen. Um diese Frage zu kldren, sind weitere zellfreie Experimente unter ansonsten gleichen
Bedingungen notwendig, in denen beispielsweise ein Modellprotein synthetisiert wird, bei dem das
N-Terminale Met nach der Translation abgespalten wird. In diesem Fall sollte zumindest ein Teil der

synthetisierten Modellproteine vollstéandig modifiziert werden.
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Abbildung 4.15.: Dekonvolutioniertes Massenspektrum der His-Tag-purifizierten, umgepufferten
deGFP-Molekiile der iiber Nacht inkubierten (29°C) Aha-Reaktion und SDS-PAGE der analysier-
ten Modellproteine (eingelassen). Der Hauptpeak kann deGFP!Met+4Aha mit vier von fiinf Aha-
Substitutionen zugeordnet werden (errechnete Masse: 26172 Da, gemessene Masse: 26173,4 Da). Die
Neben-Peaks werden im Text diskutiert. Das Spektrum ist auf seinen hochsten Wert normiert. Mes-
sung von Matthias P. Exner durchgefiihrt.

4.3.3. Ortsspezifischer Einbau von BocLys in EGFPN149amber

Das zellfrei synthetisierte EGFPN4%mberHig, Tag wird in Abschn. und vereinfacht als
EGFPN149%amber heyeichnet.
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4.3. Ergebnisse und Diskussion

Erste Ergebnisse von Experimenten, die dazu dienten, die Stopcodon-Suppression bei Variation ver-
schiedener Parameter zu untersuchen, wurden in der Dissertation von Matthias P. Exner bereits als
Zusammenfassung gezeigt (Abschn. 5.1.6 in [154]). Abschn. [£.3.3] greift diese Zusammenfassung auf,

geht auf die zugrundeliegenden Reaktionsbedingungen ein und zeigt fortfithrende Messungen.

4.3.3.1. Kontrollexperiment: Test auf Stopcodon-Suppression ohne o-Paar und Boclys

Das folgende Experiment sollte dariiber Aufschluss geben, ob es tatséchlich im verwendeten zellfreien
System zum Abbruch der Translation kommt, wenn weder das o-Paar (PyIRSY3¥F und tRNAGY )
noch BocLys in der zellfreien Reaktion préasent sind. Dies ist eine minimale Anforderung an die zellfreie
experimentelle Realisierung, um in anschliefenden Experimenten bei einem Anstieg der Fluoreszenz-
Intensitdt bei Vorhandensein dieser drei Molekiile von einer erfolgreichen Stopcodon-Suppression aus-

zugehen.

o o o =
LN o3} o [

Fluoreszenz-Intensitat [a.u.]
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0,0
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Konzentration pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-EGFP""*#™*_T500

Abbildung 4.16.: Fluoreszenz-Intensitéit der zellfreien Reaktionen in Abhéngigkeit der Konzentration
des Plasmids pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-EGFPN49amber 7500, Trotz zunehmender Plasmid-
Konzentration wuchs die Fluoreszenz-Intensitét nicht an, weil das Stopcodon nicht supprimiert und
EGFPN49amber picht vollstandig synthetisiert wurde. Die Fluoreszenz-Intensititen sind die Mittel-
werte aus drei Messungen. Die Fehlerbalken entsprechen der einfachen Standardabweichung. Dieses
Experiment diente der Ergénzung des Experiments, das in Fig. 25A in gezeigt und in gleicher
Weise wie hier sowie in Abschn. [£.2.14.3] beschrieben, durchgefiithrt wurde.

Es wurden zellfreie Reaktionen prapariert, in denen die Konzentration des Plasmids pBEST-pl5a-
OR2-OR1-Pr-UTRI1-EGFPN!49%amber_T50( unter sonst gleichen Reaktionsbedingungen variiert wurde.
Die Reaktionen wurden tiber Nacht (16 h) bei 29 °C inkubiert.

Abb. [10] zeigt, dass die Fluoreszenz-Intensitét der zellfreien Reaktionen, wie fiir weitere Experi-
mente erforderlich, trotz zunehmender Plasmid-Konzentration von pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-
EGFPN49amber_ 7500 annihernd konstant blieb. Wird das Plasmid pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTRI1-
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4. Zellfreier Einbau nicht-kanonischer Aminoséduren in Modellproteine

deGFP-T500 zur Expression des degfp-Gens, in dem sich kein Stopcodon befindet, verwendet, steigt
die Fluoreszenz-Intensitit hingegen mit zunehmender Plasmid-Konzentration stark an, z.B. oder
Fig. 25A in [154].

4.3.3.2. Stopcodon-Suppression durch eine aminoacylierte Suppressor-tRNA

Im folgenden Experiment wurde die Stopcodon-Suppression mittels einer mit der nicht-kanonischen
Aminosiure N.-Acetyllysin (AcLys) aminoacylierten amber-Stopcodon-Suppressor-tRNA (AcLys-
tRNA*mbery yntersucht. Dies ermdglichte, den eigentlichen Prozess der Stopcodon-Suppression zu
untersuchen, ohne dass dabei weitere Prozesse wie die Beladung der Suppressor-tRNA durch die

Aamber wurde innerhalb einer Reihe

0-aaRS eine Rolle spielen. Die Konzentration der AcLys-tRN
zellfreier Reaktionen unter sonst gleichen Reaktionsbedingungen variiert. Das Plasmid pBEST-p15a-
OR2-OR1-Pr-UTR1-EGFPN14%amber_T50() war in allen Reaktionen 5 nM konzentriert, die Reaktionen

wurden tiber Nacht (16 h) bei 29 °C inkubiert.
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o
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Konzentration AcLys-tRNA™*"

Abbildung 4.17.: Fluoreszenz-Intensitit der zellfreien Reaktionen in Abhéngigkeit der Konzentra-
tion der mit N-Acetyllysin (AcLys) aminoacylierten amber-Stopcodon-Suppressor-tRNA (AcLys-
tRNA*™Per)  Das Plasmid pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-EGFPN9%amber_T50(0 war in allen Re-
aktionen 5nM konzentriert, die Reaktionen wurden iiber Nacht (16h) bei 29°C inkubiert. Dieses
Ergebnis wurde vorab in Fig. 25B in in einer modifizierten Darstellung présentiert. Abb.
ist eine modifizierte Darstellung der in Fig. 25B aus gezeigten Daten.

Die Stopcodon-Suppression war erst ab einer AcLys-tRNA®™P¢"_Konzentration von 0,15 pM detek-
tierbar, sie lieB sich mit zunehmender AcLys-tRNA*™P'_Konzentration bis zu einem Maximum bei
einer AcLys-tRNA®™P¢’_Konzentration von 3 pM weiter steigern (Abb. . Durch Einbringen dieser
aminoacylierten amber-Suppressor-tRNA AcLys-tRNA2™Per konnte demnach das Stopcodon wihrend

der Translation von EGFPNM9%amber qypprimiert werden.
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Mit einem GFP-Standard wurde die Konzentration des vollstindig translatierten EGFPN14%amber_
Molekiils, in dem AcLys ortsspezifisch eingebaut wurde, abgeschétzt (Anh. [A.2.1). In der zellfreien
Reaktion, in der AcLys-tRNA®™ber eine Konzentration von 3 pM besaB, entstand EGFPN14%amber
einer Konzentration von etwa 0,34 pM (ca. 9,4 pg/ml).

Die chemische Aminoacylierung von Suppressor-tRNAs stellt keine Standardprozedur in Laboratorien
dar , sodass fiir dieses Experiment die amber-Suppressor-tRNA AcLys-tRNA2™ber kiuflich erwor-
ben werden musste. Aufgrund der hohen Kosten stellt diese Moglichkeit der Stopcodon-Suppression
keine Alternative dar.

4.3.3.3. Stopcodon-Suppression durch entkoppelte Kosynthese der orthogonalen
Komponenten in Prasenz von Boclys

Im folgenden Experiment wurde das o-Paar in der zellfreien Reaktion neben EGFPN14%mber iy Prigeny

der nicht-kanonischen Aminosdure BocLys (2mM) kosynthetisiert.

Das verwendete zellfreie System ermoglicht neben der Transkription mit der endogenen FE.-coli-
RNA-Polymerase auch die Integration eines parallelen Transkriptionssystems, beispielsweise der
transkriptions-stirkeren T7-RNA-Polymerase und dem zugehérigen T7-Promotor . Auf die paral-
lele Transkription wurde in diesem Experiment zuriickgegriffen, um die Transkription der Gene, die
fiir die PylIRSY384F und tRNAg}{Jl A kodieren, voneinander zu entkoppeln.

Fluoreszenz-Intensitat

i ii iii iv v

Zellfreie Reaktion

Abbildung 4.18.: Fluoreszenz-Intensitéit der zellfreien Reaktionen in Abhéngigkeit der Konzentration
verschiedener DNA-Konstruktionen, die die zellfreie Synthese der PyIRSY?3*F tRNA{Y, und von
EGFPN149amber gowihrleisten. Weitere Details konnen dem Text entnommen werden. Diese Ergebnisse
wurden bereits in Fig. 25C in vorab gezeigt.
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Wihrend die Gene, die fiir die PyIRSY334F bzw. fiir EGFPN!4%amber kodieren, jeweils unter Kontrolle
des E.-coli-Promotors OR2-OR1-Pr standen (pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-EGFPN14%amber_T50()
und pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-PyIRSY384¥.T500), wurde die Transkription des Gens, das fiir
die tRNAg}{Jl A kodiert, vom T7-Promotor reguliert (lineares DNA-Template T7—‘5RNA2"{}l A). Da die
T7-RNA-Polymerase nicht im verwendeten FE.-coli-Extrakt enthalten war, musste sie allen zellfreien
Reaktionen als rekombinantes Protein zur Verfiigung gestellt werden. In einer Reaktion wurde das Gen,
das fur die T7-RNA-Polymerase mit der stillen Mutation K378R [279], [280] kodiert, unter Kontrolle
des E.-coli-Promotors OR2-OR1-Pr gestellt und zusitzlich koexprimiert (OR2-OR1-Pr-UTR1-T7-
RNA-Polymerase-T500).

Es wurden insgesamt fiinf zellfreie Reaktionen préapariert, in denen die T7-RNA-Polymerase 10,3 nM
(1,01 pg/ml) konzentriert war. Ebenso wurde in alle fiinf Reaktionen nach einer halben Stunde Préin-
kubation bei 29°C das Plasmid pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-EGFPNM9amber_T50() pipettiert,
sodass es iiberall eine Konzentration von 2,9 nM hatte. Unter sonst gleichen Reaktionsbedingungen
wurden in diesen fiinf Reaktionen die Konzentrationen der verschiedenen DNA-Konstrukte variiert.
In Reaktion (i) (Negativ-Kontrolle) wurde kein weiteres DNA-Konstrukt gegeben. In Reaktion (ii)
wurde zusitzlich die Konstruktion pbest-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-PyIRSY384F-T500 (2,5nM) hinzu-
gefiigt, die die PylRS-Synthese ermoglicht. Jedoch fehlte das DNA-Konstrukt, mit dem die tRNAgyU1 A
synthetisiert werden konnte. In Reaktion (iii) wurde das Konstrukt T7—‘5RNA?{I1 A (307nM) pipet-
tiert, aber es fehlte im Gegenzug das PylRSY***F_Plasmid. In Reaktion (iv) wurden sowohl das
lineare DNA-Konstrukt T7—tRNAE%1A (307nM) als auch das Plasmid pBEST-pl5a-OR2-OR1-Pr-
UTR1-PyIRSY384F.T500 (2,5nM) hinzugegeben. Reaktion (v) besa8 die gleiche Komposition wie Re-
aktion (iv), nur dass zusitzlich das lineare DNA-Konstrukt, das die zellfreie Synthese der T7-RNA-
Polymerase ermoglichte, hinzugegeben wurde (0,6 nM). Nach 30 min Priainkubation und Hinzugabe
des Plasmids pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-EGFPN4%amber_T50( wurden die Reaktionen fiir wei-
tere 15,5 h iiber Nacht bei 29 °C inkubiert. Durch die Prainkubation sollte der zellfreien Synthese des
o-Paares und der T7-RNA-Polymerase eine Vorlaufzeit eingerdumt werden, damit diese Molekiile zu
Beginn der zellfreien Synthese von EGFPN14%amber iy giner gewissen Konzentration vorhanden waren,

sodass es direkt zur Stopcodon-Suppression kommen konnte.

Die Stopcodon-Suppression verlief in Reaktion (v) etwa 1,5-fach effizienter als die der Referenz-
Reaktion (Fluoreszenz-Intensitéts-Unterschied zwischen der Referenz-Reaktion (i) und Reaktion (v)
etwa 35%, Abb. . Die zusétzliche zellfreie Synthese der T7-RNA-Polymerase hatte, wenn
iiberhaupt, wenig Einfluss auf die Stopcodon-Suppression (Abb. . Der gemessene Fluoreszenz-
Intensitats- Anstieg in Reaktion (iv) und (v) ist ein Indiz dafiir, dass BocLys ortsspezifisch mittels des
kosynthetisierten o-Paares in EGFPN1492mber eingebaut wurde. In vergleichbaren Experimenten, in de-
nen keine Prainkubation stattfand, diese verlangert wurde oder die verschiedenen DNA-Konstrukte an-
ders konzentriert waren, fiel der Fluoreszenz-Intensitats- Anstieg jedoch geringer aus oder er fand nicht
statt. Aus diesem Grund wurde nach einer besser geeigneten Strategie gesucht, um die Stopcodon-

Suppression im verwendeten zellfreien Expressionssystem zu realisieren.

4.3.3.4. Stopcodon-Suppression durch gekoppelte Kosynthese der orthogonalen

Komponenten in Prasenz von Boclys

Im folgenden Experiment wurde das o-Paar in gekoppelter Weise unter Kontrolle des Promotors OR2-
OR1-Pr gestellt (pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTRI-tRNALY ,-PyIRSY3$4F-T500). Die tRNA{Y -
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und PyIRSY3#4F_Synthese verlief parallel zur zellfreien Synthese von EGFPN14%amber (h,BEST-p15a-
OR2-OR1-Pr-UTR1-EGFPN4%amber_T500) in Priisenz von BocLys (2mM). Aus den in Abschn.
beschriebenen Griinden wurde das Plasmid pBEST-pl15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-EGFPN!49amber_T50)
erst nach einer halben Stunde Préinkubation bei 29°C den zellfreien Reaktionen hinzugegeben, so-
dass es eine Konzentration von 5 nM hatte. In der Negativ-Kontrolle war die fiir das o-Paar kodierende
DNA nicht vorhanden. In der anderen Reaktion besaf} pBEST—pl53L—ORZ—OR1—P1r—UTRl—tRNAg3{j1 A
PylRSY384F_T500 eine Konzentration von 4,9nM. Nach 30min Priinkubation und Hinzugabe des
Plasmids pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-EGFPN!4%amber_T50( wurden die Reaktionen fiir weitere
14,5 h iiber Nacht bei 29 °C inkubiert.

S o o =
i o © [=]
T T T T

Fluoreszenz-Intensitat [a.u.]

o
N
T

0,0

0nM 4.9 nM

Konzentration pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-tRNA -PyIRS"**"-T500

CUA

Abbildung 4.19.: Fluoreszenz-Intensitat der zellfreien Reaktionen in Abhéngigkeit der Konzentra-
tion des Plasmids pBEST—pl5a—OR2—ORl—Pr—UTRl—tRNAg{}A—PleSY384F—T5OO. Die Fluoreszenz-
Intensitit stieg in Prisenz von pBEST-pl5a-OR2-OR1-Pr-UTRI-tRNAGY ,-PylIRSY384F-T500
(4,9nM) etwa vierfach im Vergleich zur Negativ-Kontrolle an. Die Fluoreszenz-Intensititen sind die
Mittelwerte aus drei Messungen. Die Fehlerbalken entsprechen der einfachen Standardabweichung.

Die Stopcodon-Suppression fand in der zellfreien Reaktion, in der das o-Paar synthetisiert wurde,
statt (etwa Vervierfachung der Fluoreszenz-Intensitéit im Vergleich zur Negativ-Kontrolle, Abb. .
Eine Quantifizierung mittels der bereits in Abschn. [1.3.3.2] verwendeten GFP-Eichgerade ergab, dass
EGFPN49amber i oiner Konzentration von 0,19 uM (5,25 pg/ml) zellfrei synthetisiert wurde.

Die Kosynthese vom o-Paar und dem Reporter-Molekiil EGFPN!4%mber iy der gleichen zellfreien
Reaktion zum Zweck der Stopcodon-Suppression ist demnach méglich. Die gekoppelte Transkrip-
tion der Gene, die fiir das o-Paar kodieren und gemeinsam unter Kontrolle des E.-coli-Promotors
stehen, erwies sich als geeignet, um eine ausreichende tRNAg%l A- und PyIRSY384F_Menge fiir die
Stopcodon-Suppression bereitzustellen. F.-coli-Enzyme, die die tRNA(PfG A Dbrozessieren, scheinen im
Zellextrakt vorhanden zu sein. Allerdings fiel auch bei diesem Experiment die Proteinausbeute nied-
rig aus. Das Volumen der zellfreien Reaktion miisste deutlich nach oben skaliert werden, um eine

adiquate EGFPN149%amber \fenge zu synthetisieren, die geniigt, um nach His-Tag-Purifikation und
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Umpufferung genug Substanz fiir eine massenspektroskopische Analyse zur Verfiigung zu stellen. Eine
massenspektroskopische Analyse des zellfrei synthetisierten EGFPN4%amber_\[o]ekiils miisste hingegen
noch durchgefiihrt werden, um den ortsspezifischen Einbau von BocLys in EGFPN4%mber tateschlich

nachzuweisen.

Das verwendete zellfreie System besitzt das Potential, mittels der endogenen Transkriptions-
Translations-Maschinerie bei gleichzeitiger Kosynthese des o-Paares und des zu modifizierenden Ziel-
proteins, nicht-kanonische Aminoséuren ortsspezifisch in das Zielprotein zu inkorporieren. Damit das
zellfreie System in der Lage ist, bei gleichzeitiger Synthese des o-Paares und des zu modifizieren-
den Zielproteins, eine addquate Ausbeute des Zielproteins synthetisieren zu kénnen, miissen weitere

Verbesserungen an den experimentellen Bedingungen erfolgen.

Mittels einer alternativen Strategie und einer Modifizierung des hier verwendeten zellfreien Systems
gelang der Gruppe von ALFONTA der ortsspezifische Einbau von BocLys und weiterer Pyl-Derivate
in deGFP [264]. Im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit gewihlten Ansatz, das o-Paar gleichzeitig
mit dem zu modifizierenden Zielprotein zellfrei zu synthetisieren, wurde von [264] bereits der Ex-
trakt mit dem o-Paar ausgestattet: Die o-Paar-Synthese wurde in den FE.-coli-Zellen, aus denen der
Extrakt im weiteren Verlauf gewonnen wurde, induziert. Aufierdem wurde in dieser Studie [264] zur
Extrakt-Priaparation der E.-coli-Stamm C321.AprfA [257] verwendet, bei dem der Terminationsfak-
tor 1 ausgeknockt ist. Die Strategie von [264] erzeugte eine modifizierte Zielprotein-Ausbeute von
0,2mg/ml, das Stopcodon wurde mit nahezu 100 %-iger Effizienz supprimiert. Diese Ausbeute war in
etwa 40-fach hoher als die in der vorliegenden Studie erzeugte Ausbeute. [264] zeigte ebenfalls, dass die
Suppressions-Effizienz sehr stark abnimmt, sobald E.-coli-Stdmme zur Extrakt-Gewinnung verwendet
werden, in denen der Terminationsfaktor 1 vorhanden ist. Dies bietet einen méglichen Erklarungsan-
satz dafiir, warum die Zielprotein-Ausbeute in der vorliegenden Studie niedriger als in [264] ausfiel:

Zur Extrakt-Herstellung wurden FE.-coli-Zellen, die mit dem Terminationsfaktor 1 ausgestattet sind,

benutzt (vgl. Abschn. [4.2.3)).
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4.4. Zusammenfassung, Konklusion und Ausblick

In der vorliegenden Studie wurde der Einbau von nicht-kanonischen Aminoséduren in Modellprotei-
ne mittels des zellfreien Expression-Systems von NOIREAUX [51], [52] untersucht. Es ermdoglicht die
Genexpression mittels der endogenen E.-coli-Transkriptions-Translationsmaschinerie [51], [52]. Diese
native endogene molekulare Zusammensetzung erlaubt es, komplexe genetische Schaltkreise zu im-
plementieren [262]. Daraus leitete sich die Motivation ab, jenes zellfreie System bei einer komplexen

biochemischen Prozedur, wie dem Einbau nicht-kanonischer Aminosiuren in Proteine, zu nutzen.

Der erste Teil von Kap. [d] beschéftigte sich mit dem seitenkettenspezifischen Einbau nicht-kanonischer
Aminosiuren-Analoga in das Modellprotein deGFP, das einen His-Tag zur spéteren Purifikation be-
saB. Das zugrundeliegende Protokoll zur Praparation der zellfreien Reaktionen [51], [52] wurde er-
weitert, indem drei unterschiedlich zusammengesetzte Aminosduren-Mixes eingesetzt wurden. Wurde
der zellfreien Reaktion ein Aminosduren-Mix zur Verfiigung gestellt, in dem eine einzubauende nicht-
kanonische Aminoséure ihr kanonisches Analogon substituierte, konnten verschiedene nicht-kanonische
Aminosduren vollstandig oder teilweise in das Zielprotein eingebaut werden. Mittels eines Standard-
Aminosduren-Mixes, der aus den 20 kanonischen Aminosduren bestand, wurde das unmodifizierte
Zielprotein als Referenz synthetisiert. Zellfreie Reaktionen, die mit Aminoséduren-Mixes, die weder die
zu ersetzende kanonische Aminosdure noch ihr nicht-kanonisches Analogon enthielten, ausgestattet
wurden, dienten als Negativ-Kontrollen: Sofern keine Reste der zur nicht-kanonischen Aminoséure
analogen kanonischen Aminosiure im zellfreien System vorhanden waren, wurde kein Zielprotein syn-
thetisiert.

Die gelelektrophoretische Auftrennung der zellfreien Reaktion per SDS-PAGE erwies sich als niitzliche
vorlaufige Analyse-Methode. Lieflen sich bei der Negativkontrolle ebenfalls Proteinbanden finden, die
dem synthetisierten Zielprotein zugeordnet werden konnten, war davon auszugehen, dass sich Reste
der analogen kanonischen Aminoséiure im zellfreien System befanden, die zum unvollstadndigen Einbau
der nicht-kanonischen Aminosdure in das Zielprotein gefiihrt hatten. Der Einsatz zweier Spin-Séulen-
Systeme erwies sich als geeignet, das Modellprotein aus den zellfreien Reaktionen zu extrahieren,
purifizieren und umzupuffern. Der finale Nachweis des vollsténdigen oder unvollstdndigen Einbaus
einer nicht-kanonischen Aminosdure in deGFP wurde per HPLC-ESI-Massenspektrometrie erbracht,
die von Matthias P. Exner (Kooperationsarbeitsgruppe von Nediljko Budisa, Institut fir Chemie,

Technische Universitiat Berlin) durchgefiihrt wurde.

Der seitenkettenspezifische Einbau der toxischen nicht-kanonischen Aminosdure Can in deGFP war
vollstéandig und verlief effizient, ohne dass der zellfreie Extrakt in spezieller Weise von Arg depletiert
werden musste. Der vollstdndige Can-Einbau in deGFP wurde von der zellfreien Umgebung des Sys-
tems stabilisiert. Hingegen wies in einem Vergleichsexperiment in vivo synthetisiertes und mit Can
modifizierte EGFP héufig eine reduzierte Masse auf, die auf eine Degradierung von Can in Homoserin
und Hydroxyguanidin, ein gut beschriebener Reaktionsweg [290], [291], hindeutet. Der hier gewéhlte
zellfreie Ansatz umging weitere Limitationen des in-vivo-Einbaus von Can in Zielproteine, wie auch
dessen Toxizitat auf den Metabolismus des lebenden Expressionswirts [36], [41], [48], [230], [231] oder
die starke mRNA-Abhéngigkeit eines Einzel-Protein-Produktions-Systems [50].

Im Gegensatz zur Can-Inkorporation verlief der seitenkettenspezifische Einbau von Hyl und Aha
unvollstdndig. Dies ist auf die Prisenz von Resten der entsprechenden analogen kanonischen Ami-
nosduren zuriickzufiihren. Dass Reste verschiedener kanonischer Aminosduren in Extrakt-basierten
zellfreien Systemen den seitenkettenspezifischen Einbau ihrer nicht-kanonischen Analoga erschweren,

ist bekannt [232]-(236]. Ein Erklarungsansatz, warum Arg viel geringer oder gar nicht im verwendeten
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zellfreien System vorhanden war, kénnte auf die Aktivitdt der Arginin-Decarboxylase zuriickzufithren
sein, die hdufig in Extrakt-basierten zellfreien Systemen die Proteinausbeute reduziert, da das Enzym
Arg degradiert [114], [129], [131]. Moglicherweise wurden Arg-Reste wihrend des Run-Offs bei der
Extrakt-Herstellung durch die im Zellextrakt vorhandene Arginin-Decarboxylase entfernt. Das Arg-
Analogon Can ist zwar ebenfalls ein Substrat fiir dieses Enzym, jedoch wird es nur mit 40 %-iger
Effizienz vom Enzym attackiert [295]. Aulerdem bildet Spermidin einen Bestandteil des zellfreien
Systems [51], [52], das als Arginin-Decarboxylase-Inhibitor bekannt ist [61], [295]. Somit kann erklart
werden, warum Arg zwar wihrend des Run-Offs degradiert, jedoch Can in der zellfreien Reaktion

wéhrend der Expression stabilisiert wurde.

Um auch solche nicht-kanonischen Aminoséauren seitenkettenspezifisch in Proteine einbauen zu kénnen,
deren kanonische Analoga in Resten im zellfreien System vorhanden sind, miissen weitere Strategien

zur Entfernung dieser Reste entwickelt werden.

Die Proteinausbeute des Zielproteins hingt stark von der Natur der einzubauenden nicht-kanonischen
Aminoséure ab. In dieser Studie besaflen die nicht-kanonischen Aminoséuren die gleiche Konzentration
wie die kanonischen Aminosduren im zellfreien System. Dies fiihrte stets zu addquaten Ausbeuten,
die ausreichten, um die modifizierten Modellproteine weiter zu analysieren. Hohere Modellprotein-
Ausbeuten kénnen durch Variation der Konzentration der nicht-kanonischen Aminosiduren moglich

sein [235]. Diese Abhéngigkeit sollte in weiteren Experimenten untersucht werden.

Restimierend festzuhalten bleibt, dass sich das verwendete zellfreie System fiir den seitenkettenspe-
zifischen Einbau nicht-kanonischer Aminosduren in Modellproteine eignet, solange die einzubauende

nicht-kanonische Aminosiure von der endogenen E.-coli-Translations-Maschinerie erkannt wird.

Der zweite Teil von Kap. [4] beschéftigte sich mit dem ortsspezifischen Einbau von nicht-kanonischen
Aminosduren in Proteine mittels Stopcodon-Suppression. Zur Stopcodon-Suppression wurde das
PyIRSY3$4F /{RNALY) ,-Paar aus Methanosarcina mazei verwendet, das orthogonal zum endogenen
Satz der E.-coli-aaRSs und -tRNAs ist [253]. Die einzubauende nicht-kanonische Aminosidure war
BocLys, die sich bereits als geeignetes Pyl-Derivat und Substrat fiir die PylRS erwiesen hat [254]. Als
Modellprotein und Reportermolekiil diente EGFPN4%amber (1nit His-Tag), dessen Gen an der Stel-
le 149 anstatt eines Asn-Codons ein Amber-Stopcodon enthielt und deswegen nur bei erfolgreicher

Stopcodon-Suppression fluoreszierte [152]-[154].

Mittels der endogenen E.-coli-Transkriptions-Translations-Maschinerie des verwendeten zellfreien Sys-
tems lief sich, bei gleichzeitiger Kosynthese des PyIRSY384F / tRNAg%l a-Paares und des zu modifizie-
renden Zielproteins, die nicht-kanonische Aminosaure BocLys ortsspezifisch in das Zielprotein inkor-
porieren. Obwohl sich mit dem hier gewéhlten Ansatz nicht-kanonische Aminoséuren flexibel ortsspe-
zifisch in Zielproteine inkorporieren lieflen, da nur die fiir das o-Paar und das Modellprotein kodierende
DNA zusétzlich in die zellfreie Reaktion gegeben werden musste, fiel die Proteinausbeute zu niedrig
aus, um den vollstandigen Einbau von BocLys in das Zielprotein per Massenspektrometrie ohne dras-
tische Vergroflerung der Reaktionsvolumina nachweisen zu kénnen. Jedoch kann die erfolgte Zunahme
der Fluoreszenz-Intensitit bei zellfreier Synthese des PyIRSY334F /tRNAY] ,-Paares und Prisenz von
BocLys als starkes Indiz gesehen werden, dass die Stopcodon-Suppression erfolgreich verlief. Weitere
experimentelle Verbesserungen miissen erfolgen, damit addquate Proteinausbeuten des Zielproteins

mit dem gewéhlten Ansatz erzeugt werden konnen.

Mit Hilfe einer alternativen Strategie und einer Modifizierung des hier verwendeten zellfreien Systems
gelang der Gruppe von ALFONTA der ortsspezifischen Einbau von BocLys und weiterer Pyl-Derivate
in deGFP [264]. Anders als beim hier gewihlten Ansatz, das PylRSY384F/ tRNAg}S A-Paar gleichzeitig
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mit dem zu modifizierenden Zielprotein zu synthetisieren, stattete [264] bereits den Extrakt mit dem
o-Paar durch induzierte PyIRSY384F /tRNAY} , -Paar-Synthese in den E.-coli-Zellen aus, die im weite-
ren Verlauf den Extrakt lieferten. Dariiber hinaus wurde dieser aus dem E.-coli-Stamm C321.AprfA
[257] gewonnen, dem der Terminationsfaktor 1 fehlt. Mit dem von [264] verfolgten Ansatz lieflen
sich etwa 40-fach hohere Ausbeuten des modifizierten Modellproteins generieren. Diese experimentelle
Strategie von [264] motiviert fiir zukiinftige Studien die Verwendung eines C321.AprfA-Zellextraktes,
der das PylRSY384F/ tRNAg}{Jl A-Paar nicht bereits enthélt, aber vom Terminationsfaktor 1 befreit ist.
Ein daraus resultierendes zellfreies System koénnte in der Lage sein, bei gleichzeitiger Synthese des
PylRSY384F /tRNAg%l A-Paares und des zu modifizierenden Zielproteins, eine addquate Ausbeute des
Zielproteins zu generieren. In solch einem System konnten flexibel verschiedene o-Paare synthetisiert

und verschiedene nicht-kanonische Aminoséuren getestet und ausgetauscht werden.
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5. Zellfreie Analyse des epigenetischen

Escherichia-coli-Pili-Phasenvariationsmechanismus

5.1. Einfiihrung, Stand der Wissenschaft, Strategie und
Zielsetzung

5.1.1. Urinaltraktinfektionen durch E. coli und ihre Folgen

Einer Schiatzung aus dem Jahr 1994 [296] zufolge gehoren Urinaltraktinfektionen (UTI) zu den
haufigsten menschlichen bakteriellen Infektionskrankheiten, an denen jahrlich mehr als 150 Millio-
nen Menschen weltweit erkrankten. Beispielsweise wurden 2015 die annuellen Kosten, die in den USA
durch derartige Infektionskrankheiten entstanden, mit rund 3,5 Milliarden US $ beziffert [58]. Ausge-
hend vom unteren Urinaltrakt kénnen die infizierenden Erreger iiber die Harnblase zur Niere aufsteigen
und Entziindungen verursachen [56], [58]. Klinisch werden diese Entziindungen nach Ort der Infektion
in Zystis (untere UTI) oder in Pyelonephritis (obere UTI) unterschieden [297], [298]. Bei einer Zystis
wird nur die Harnblase von Erregern kolonisiert [297]. Ist (zusétzlich) die Niere, vor allem das Nie-
renbecken, infiziert und entziindet, so wird von einer Pyelonephritis gesprochen [298]. UTI-assoziierte
Komplikationen, beispielsweise eine Urosepsis, konnen zum Tod des Wirts fithren [56], [298]. Mindes-
tens 65 % aller UTT gehen auf uropathogene E. coli (UPEC) zuriick [5§].

5.1.2. Pyelonephritis-assoziierte Pili von uropathogenen E. coli

Gramnegative Bakterien, denen auch UPEC angehoren, kénnen Pili, auch Fimbrien genannt, ausbilden
[56], |57]. Pili sind haarartige, lineare, unverzweigte und polymerartige Strukturen, die in der dufleren
Zellmembran verankert sind [56], [299]. Durch Pili konnen die Bakterien an der Epithelzellschicht der
ableitenden Harnwege, dem Urothel des Wirts, adhérieren [56], [57].

Die fiir diesen Teil der Arbeit relevanten Pili vom Typ P (P-Pili) gehoren der Klasse der Chaperon-
Usher-Pili an [56]. Da Pili dieses Typs vor allem mit Pyelonephritis assoziiert sind, werden sie auch als
Pyelonephritis-assoziierte Pili (Pap) bezeichnet. Der P-Pilus untergliedert sich in eine flexible, adhésive
Spitze (@ ~2nm und 15nm lang) und einen rechtsgéngigen helikalen Stab (@ ~7nm und 2 pm lang)
[57] (Abb. . Pap setzen sich aus verschiedenen Proteinen zusammen, die in unterschiedlich hoher
Anzahl im Pilus eingebaut und nicht-kovalent miteinander verbunden sind [300], [301] (Abb. [5.1)).

Das duflere Ende der Spitze bildet eine Einheit des Adhésins PapG [56], [57], [299], [300]. PapG bindet
an Gal-a(1-4)-Gal-Verbindungen der Kohlenhydratanteile von Glykosphingolipiden der Globo-Serie,
die sich an der Zellmembranoberfliche des Wirts befinden [300], [302], [303]. In Richtung Veranke-
rung folgen nacheinander die Adapter-Molekiile PapF (eine Einheit) und PapE (5-10 Einheiten), die
zusammen mit PapG die elastische Spitze bilden [57], [299).
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Es folgen mehr als 1000 Einheiten von PapA, die den unelastischen Stab aufbauen , , .
Der Pilus-Stab wird durch PapH in der dufleren Membran terminiert und verankert , .
Die Pilus-Spitze und der Pilus-Stab sind durch eine Einheit des Adapters PapK verbunden [304].
Die Pilus-Polymerisierung wird durch das Chaperon- Usher-System reguliert , das aus dem sich

Periplasma

PapA (>1000)

s

Pilus-Spitze Pilus-Stab

<— aullere
Membran

Abbildung 5.1.: Schematischer Pap-Aufbau. Solch ein P-Pilus besteht aus sechs verschiedenartigen
Proteinen, die in unterschiedlich hoher Anzahl mit Hilfe des CU-Systems zum Pilus assembliert werden
[300], [304]. Abb. ist eine erweiterte und somit modifizierte Darstellung der Idee von Abb. 1 aus

F01).

im Periplasma befindlichen Chaperon PapD und dem in der &ufleren Zellmembran sitzenden Usher-
Protein PapC besteht. Wahrend der Pap-Biogenese werden die strukturbildenden Untereinheiten
nach ihrer Synthese vom Cytosol ins Periplasma gebracht . Das Chaperon ist fiir die Stabilisierung
und Faltung der Untereinheiten entscheidend, hindert diese an vorzeitiger Polymerisierung innerhalb
des Periplasmas . Schlussendlich tibermittelt es die Untereinheiten an das Usher-Protein, das die
sukzessive Polymerisierung des Pilus an der Auflenseite der dufleren Zellmembran reguliert .

5.1.3. Epigenetische Regulation des UPEC-Pili-Phasenvariationsmechanismus

Durch einen Phasenvariationsmechanismus, der auf Transkriptions-Ebene reguliert wird, kénnen
UPEC zwischen der An-Phase, bei der die pap-Gene exprimiert werden, und der Aus-Phase, bei
der die Transkription der pap-Gene reprimiert wird, wechseln . Der pap-regulatorische Lokus der
UPEC-DNA, auf den im Folgenden eingegangen wird, ist in Abb. schematisch dargestellt. Er
beginnt stromaufwérts mit dem pap/-Gen und endet stromabwérts mit dem papB-Gen . Die
beiden in die Regulation involvierten papl- und papB-Gene werden divergent transkribiert und
umschlieflen einen ca. 400 bp langen DNA-Bereich, auf dem sich sechs DNA-Bindestellen fiir das
leucine-responsive regulatory protein (Lrp) befinden . Das 18,8 kDa schwere Lrp ist ein globaler
Transkriptions-Regulator in E. coli [308], und kann sich zu einem Oktamer aus vier Dime-
ren zusammensetzen , . Die sechs Lrp-Bindestellen gruppieren sich zu zwei Dreier-Gruppen
: Waiéhrend die Bindestellen 4-6 distal vom papBA-Promotor lokalisiert sind, befinden sich die
Bindestellen 1-3 proximal zum papBA-Promotor. Die Lrp-Bindestelle 3 liegt zwischen dem -35- und
-10-Element des E.-coli-RNA-Polymerase-Promotors . Die Bindestellen 2 und 5 tragen jeweils
die Erkennungssequenz GATC fiir das Enzym DNA-Adenin-Methylase (Dam), das Adenin innerhalb

dieses Sequenzmotivs methyliert [83], [306], [312], [313] (vgl. Abschn.[2.3.2)). Das papI-Gen besitzt sei-
nen eigenen Promotor [314], [315]. Mittels in-vitro-Bindungsexperimenten konnten drei Bindestellen
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im pap-regulatorischen Bereich ausfindig gemacht werden, auf denen das erste Expressions-Produkt
PapB des pap-Gen-Clusters spezifisch bindet [316]: Bindestelle 1 befindet sich zwischen dem papl-
Promotor und Lrp-Bindestelle 4, die zweite PapB-Bindestelle {iberlappt mit der Erkennungssequenz
der E.-coli-RNA-Polymerase des papBA-Promotors und die dritte PapB-Bindestelle ist innerhalb des
papB-Gens selbst lokalisiert (PapB-Bindestellen 2 und 3 sind nicht in Abb. eingezeichnet).

Dass die Methylierung der Lrp-Bindestellen bei der transkriptionellen Regulation [59] der Phasenva-
riation eine entscheidende Rolle spielt, konnte frith gezeigt werden [317]: Bei der DNA aus Phase-
Aus-Zellen ist die distale GATC-Stelle (GATCY5t) methyliert, bei Phasen-An-Zellen ist hingegen die
proximale GATC-Stelle (GATCP**) methyliert. Ein essentieller Regulator ist Lrp, ohne den es in E.-
coli-Stammen, in denen das [rp-Gen ausgeknockt ist, zu fast keiner Transkription der pap-Gene kam
[317]. In dieser frithen Studie [317] wurde aufgrund der in-vivo-Methylierungsmuster in Kombination
mit in-vitro-DNase-Fulabdruck-Untersuchungen geschlussfolgert, dass Lrp und Papl in Phasen-An-
Zellen auf der Lrp-Bindestelle 5 binden und GATCY** vor Dam-Methylierung schiitzen, wihrend in
Phase-Aus-Zellen Lrp auf der Seite 2 bindet und somit die Dam-Methylierung von GATCP™* ver-
hindert. Lrp bindet jeweils als Dimer kooperativ auf mehreren seiner Bindestellen [312], [318]. Des
Weiteren, basierend auf Kristallstrukturanalysen von Lrp und Lrp-&hnlichen Regulatoren, wurde ver-
mutet, dass Lrp als aus vier Dimeren bestehendes Oktamer kooperativ insgesamt drei seiner Bin-
destellen besetzen kann, sodass ein Dimer ungebunden bleibt [310], [311], [319]. Diese kooperative
Lrp-Oktamer-Bindung auf dem pap-regulatorischen Bereich wird teilweise aufgegriffen, z.B. in [320],
[321] oder nicht, beispielsweise in [56], [322].

< papl-Promotor , PapB-Bindestelle ' papBA-Promotor —>
e GATcdist GATCProX
[ ] [ ] [ |

[ ] T ] - - -
cAP-Binde- 4 5 6 1 2 3 « Lp-Binde-

stellen
stelle

Abbildung 5.2.: Schematischer Aufbau des pap-regulatorischen Bereichs inklusive des papA-Gens.
Diese Abbildung lehnt sich an die Ideen der Abb. 1 aus [306], Abb. 1a aus [320] und Abb. 1 aus [323]

al.

Die kooperative Lrp-Bindung aufgreifend, schlug [306] vor, dass in Phase-Aus-Zellen Lrp kooperativ
auf den Bindestellen 1-3 bindet, die Methylierung von GATCP™* und letzlich das Binden der RNA-
Polymerase hindert, und dass Lrp in Phase-An-Zellen mit Hilfe von PapI und weiterer Regulatoren (s.
unten) die Bindestellen 4-6 kooperativ besetzt, sodass durch Methylierung von GATCP™* das dortige
kooperative Binden von Lrp geblockt wird und die Transkription der pap-Gene ablaufen kann. Dass die
kooperative Bindung von Lrp auf den Seiten 1-3 die Transkription der pap-Gene blockiert, wurde zuvor
in in-vitro-Transkriptions-Experimenten gezeigt, und es wurde ebenfalls geschlussfolgert, dass dies
darauf zuriickzufithren sei, dass die RNA-Polymerase aus sterischen Griinden nicht auf dem papBA-
Promotor binden kann [324]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass auf den Seiten 1-3 gebundenes
Lrp die Affinitdt von Lrp, auf den gegeniiberliegenden Seiten 4—6 zu binden, etwa zehnfach verringert
[306]. Dieser Mechanismus wird als mutual exclusion effect (AusschlieBungsphdnomen) bezeichnet,
ist wenig verstanden, tritt nur bei tberspiralisierter pap-regulatorischer DNA auf und stabilisiert
den Aus-Zustand [306]. Auerdem hindert die methylierte GATC%t-Stelle das Binden von Lrp und
stabilisiert den Aus-Zustand zusétzlich [313]. Fiir die Phasenvariation werden die Koregulatoren Papl
und PapB benétigt [306], [313]. Das Binden von PapB auf der Bindestelle 1, zu der es die groBite
Bindungsaffinitdt aufweist, aktiviert die papI-Transkription |316]. Durch die Transkription der pap-
Gene entsteht demnach eine positive Riickkopplung, bei der PapB die papl-Transkription verstirkt
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[313], [316]. Mittels Gel-Shift-Analyse konnte gezeigt werden, dass Papl die Bindungsaffinitit von
Lrp gegeniiber den Lrp-Bindestellen 2 und 5 aufgrund der in diesen Stellen enthaltenen ACGATC-
Sequenz erhéht [313]. Fiir die hemimethylierte GATCY5t weist der Lrp-Papl-Komplex eine hohere
Bindungsaffinitit als fiir die vollstindig methylierten GATCY* auf [313]. Des Weiteren konnte mittels
Gel-Shift-Analysen beobachtet werden, dass Papl fiir sich alleine nicht spezifisch an DNA bindet und
eine geringe Bindungsaffinitit gegeniiber freiem Lrp aufweist [314]. In vitro-Bindungs-Experimente
offenbarten, dass geringe Papl-Konzentrationen die Affinitdt von Lrp, kooperativ auf den Seiten 4-6
zu binden, erhhen [313].

Eine Moglichkeit, um vom Phase-Aus- zum Phase-An-Zustand zu gelangen, bietet die DNA-
Replikation, da durch diesen Vorgang das an die Lrp-Bindestellen 1-3 gebundene Lrp dissoziiert
und die GATCY5t-Stelle hemimethyliert vorliegt [313], [320], [325]. Durch die Dissoziation von Lrp
von den Bindestellen 1-3 wird das AusschlieBungsphénomen aufgehoben, was die Wahrscheinlichkeit,
dass Lrp kooperativ auf den Stellen 4-6 bindet, erhoht [306]. Direkt nach der DNA-Replikation kon-
kurrieren Lrp und Dam in einem stochastischen Prozess um die Bindung an die Lrp-Bindestellen 2
bzw. 5, eine Konkurrenzsituation, die in der Methylierung dieser GATC-Stellen im Fall der Dam-
Bindung oder des Blockens der Methylierung dieser Stellen aufgrund des gebundenen Lrp endet [313].
Fiir die Phasenvariation vom Aus- zum An-Zustand ist es notwendig, dass Lrp kooperativ auf den
Seiten 4-6 bindet, damit GATCYt vor erneuter vollstindiger Methylierung durch Dam geschiitzt und
dass GATCP™  von Dam vollstandig methyliert wird, um das kooperative Binden von Lrp auf den
Seiten 1-3 zu verhindern [313], [320]. Ein Erkldrungsansatz, den Ubergang zum Phase-An-Zustand zu
initiieren, schlagt vor, dass der geringe Papl-Level direkt nach der DNA-Replikation das kooperati-
ve Binden von Lrp auf den Lrp-Bindestellen 4-6 hervorruft und dass eine vollstdndige Methylierung
der GATCP™ das kooperative Binden von Lrp auf den Stellen 1-3 hindert [313]. Bindet Lrp je-
doch kooperativ auf den Bindestellen 1-3, blockt es die Transkription des papBA-Promotors, und
der Phase-Aus-Phénotyp bleibt erhalten [313]. Eine in-vitro-Analyse legte den Schluss nahe, dass das
kooperative Binden von Lrp auf den Seiten 4-6 nur bei geringer Lrp-Konzentration moglich ist [320].
Die Dam-Methylierung der GATC-Sequenzen innerhalb der pap-regulatorischen DNA ist aufgrund
der flankierenden Sequenz wenig prozessiv, sodass trotz Methylierung der einen GATC-Seite selten
die andere auch methyliert wird [325], [326]. Dies konnte ein weiterer wichtiger Faktor fiir das koope-
rative Binden vom Lrp-Papl-Komplex auf den Seiten 4—6 sein, weil somit die fiir die Phasenvariation
notwendige Methylierung der GATCP™*-Stelle nicht automatisch zur erneuten vollstiandigen Methylie-
rung der GATCYt-Stelle fiihrt, die ein Binden von Papl-Lrp auf den Stellen 4-6 blocken wiirde [325].
In jedem Fall wird der Phase-An-Zustand nach einer zweiten DNA-Replikations-Runde komplettiert,
wenn der Lrp-Papl-Komplex auf der vollstéindig unmethylierten GATCt-Stelle bzw. kooperativ auf
den Lrp-Bindestellen 4-6 bindet und GATCP™ letztendlich vollstdndig methyliert wird, sodass die
Bindestellen 1-3 vor der Lrp-Bindung geschiitzt sind [313]. Auch wenn der Mechanismus der Phasen-
variation vom An-Zustand in den Aus-Zustand noch nicht im Detail untersucht wurde [321], wurde in
in-vivo-Experimenten gefunden, dass dieser Wechsel etwa hundertfach héufiger als die Variation vom
Phase-Aus- zum Phase-An-Zustand stattfindet [327].

Ebenso essentiell fiir die Expression der pap-Gene ist offenbar das Catabolite Activator Protein (CAP),
indem dieses Protein an seine Bindestelle, die sich an die PapB-Bindestelle 1 anschliefit (Abb. ,
bindet [328], |329]. Es wurde vermutet, dass die Bindung von Lrp-Papl auf den Bindestellen 4-6 zu
einer Kriimmung der DNA fiihrt, die es der zum pap BA-Promotor zugewandten Untereinheit von CAP
ermoglicht, mit der C-terminalen Doméne der o-Untereinheit der RNA-Polymerase wechselzuwirken
[329]. Jedenfalls resultiert die CAP-abhingige Transkription der pap-Gene nicht aus der Wechselwir-
kung von CAP mit dem papl-Promotor oder der kodierenden Region, und CAP und Lrp binden
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unabhéngig voneinander auf ihren korrespondierenden Bindestellen innerhalb des pap-regulatorischen
Bereichs [329]. Die Expression der pap-Gene wird zusétzlich durch Umwelteinfliisse, die weitere Regu-
latoren wie das CpxA-CpxR-Zwei-Komponenten-System [330] oder das Histone-like Nucleoid Struc-
turing Protein (H-NS) [331], |[332] involvieren, beeinflusst.

Mit dem Phasenvariationsmechanismus beschéiftigen sich einige Ubersichtsartikel, beispielsweise [321],
[322], [333], an denen sich bei der Literaturrecherche zur Erstellung von Abschn. orientiert
wurde.

5.1.4. Vorarbeiten in zellfreier E.-coli-ahnlicher Umgebung

Durch eine Verstarkung der Dam-Expression in vivo kommt die Transkription der pap-Gene zum
Erliegen, sodass daraus abgeleitet werden kann, dass die Konzentrationen der involvierten Regulator-
Proteine in einem aufeinander angepassten Verhéltnis zueinander stehen miissen [325]. Ein dhnliches
Ergebnis kommt bei hohen Konzentrationen von Lrp zustande [325]. Auch eine Verdnderung der
Papl-Konzentration hat Einfluss auf die Bindungsaffinitdt von Lrp gegeniiber der pap-regulatorischen
DNA [313]. In in-vivo-Experimenten kann sich die molekulare Zusammensetzung stetig dndern, da
die Zelle in der Lage ist, auf verschiedene Reize zu reagieren [61]. Insofern ist es herausfordernd, ein
solch komplexes und sensibel aufeinander abgestimmtes Zusammenspiel von verschiedenen Proteinen
und der pap-regulatorischen DNA in vivo zu untersuchen. In-vitro-Bindungsexperimente, in denen
die Bindung oder Wechselwirkung der in die Phasenvariation involvierten Proteine untereinander und
mit der pap-regulatorischen DNA untersucht wurden, haben sich als geeignet erwiesen, verschiedene

Aspekte der Phasenvariation zu untersuchen, so geschehen u.a. in [306], [313], [320], |325].

Das bereits in Kap. 3 verwendete zellfreie Expressionssystem von NOIREAUX [51], [52], das die Genex-
pression mittels der nativen E.-coli-RNA-Polymerase und ihrem ¢’-Faktor erméglicht, bietet eine im
Vergleich zur lebenden Zelle kontrollierbarere E.-coli-dhnliche Umgebung, auf die bereits eine voran-
gegangene Studie [60] zuriickgriff, um Aspekte des Phasenvariationsmechanismus zu untersuchen. Die
experimentelle Strategie und Ergebnisse aus [60] werden in diesem Abs. zusammengefasst. Sechs DNA-
Fragmente, die jeweils eine der sechs Lrp-Bindestellen enthielten, wurden in dieser Studie in unter-
schiedlichen Kombinationen miteinander gekoppelt, mit dem Gen, das fiir das Reporterprotein deGFP
kodiert, fusioniert und bildeten DNA-Templates fir zellfreie Expressions-Experimente. Dabei wurden
maximal drei Lrp-Bindestellen tragende DNA-Fragmente in verschiedenen Kombinationen mit dem
degfp-Gen in einem DNA-Template verbunden. Damit das Reportergen dieser DNA-Templates zellfrei
exprimiert werden konnte, wurde stets die letzte, sich vor dem degfp-Gen befindliche Lrp-Bindestelle
vom -35- und -10-Element des 67°-Faktors der E.-coli-RNA-Polymerase flankiert. Die verschiedenen
DNA-Templates waren entweder vollstdndig methyliert oder unmethyliert. Die Gene, die fiir die Re-
gulatorproteine Lrp und Papl kodieren, wurden getrennt voneinander von zwei Plasmiden, die sich in
verschiedenen Konzentrationen ebenfalls in den zellfreien Reaktionen befanden, koexprimiert. Da die
deGFP-Fluoreszenz-Intensitdt mit zunehmender Konzentration der zellfrei synthetisierten deGFP-
Molekiile steigt, diente sie somit als Maf} fiir die stattfindende zellfreie Expression des degfp-Gens.
Durch kontinuierliche (Kinetik) oder Endpunkt-Messung der deGFP-Fluoreszenz-Intensitat wurde so-
mit auf die Effizienz der durch Lrp und Papl vermittelten Transkriptions-Repression des degfp-Gens
bei den verschiedenen DNA-Templates geschlossen. Dies ermoglichte, Riickschliisse auf die Wechsel-
wirkung zwischen Lrp, Papl, der RNA-Polymerase und den verschieden kombinierten Lrp-Bindestellen
zu ziehen. Es zeigte sich, dass die Repressions-Effizienzen bei den verschiedenen DNA-Templates nicht

durch einfaches, von der Methylierung vermitteltes Binden oder nicht-Binden von Lrp und Papl und
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dem damit verbundenen Blocken oder nicht-Blocken der RNA-Polymerase erkliart werden kann. Nicht
notwendigerweise ging eine starkere Bindung der Koregulatoren Lrp und Papl auf den DNA-Templates
mit einer stidrkeren Repression einher. Ein Beispiel dafiir ist das untersuchte DNA-Template, das die
Lrp-Bindestelle 5 einfach oder dreifach gekoppelt enthielt. Die degfp-Transkription liefl sich beim unme-
thylierten DNA-Template mit einfach vorhandener Lrp-Bindestelle 5 bei zunehmender Konzentration
des lrp-Gen tragenden Plasmids und mit konstanter Konzentration des papl-Gen tragenden Plasmids
stdrker reprimieren, wihrend die degfp-Expression beim gleichen DNA-Template in methylierter Form
die gegenteilige Korrelation zeigte. Wiirde die Repression nur dem auf der DNA gebundenen Lrp-
Papl, das die RNA-Polymerase blockt, basieren, wére zu erwarten gewesen, dass sich bei dreifacher
Kopplung der Lrp-Bindestelle 5 die fiir die einzelne Bindestelle 5 gesehenen Effekte verstarkten. Aller-
dings wurde die stirker werdende Repression der degfp-Expression bei steigender Konzentration des
Irp-Gen tragenden Plasmids und bei konstanter Konzentration des papl-Gen tragenden Plasmids bei
der dreifach gekoppelten Lrp-Bindestelle 5 nicht nur im unmethylierten Fall, sondern nun auch im
methylierten Fall beobachtet.

Im Einklang mit diesen Ergebnissen wurde ebenfalls in [306] vermutet, dass die Topologie der DNA
Einfluss auf den Phasenvariationsmechanismus hat.

5.1.5. Strategie und Zielsetzung der Studie

Die vorliegende Studie zielte darauf ab, an die zellfreien Expressions-Experimente aus den Vorar-
beiten [60] anzukniipfen. Wie bereits die vorangegangene Dissertation [60] beabsichtigte die vorlie-
gende Studie, in F.-coli-dhnlicher, zellfreier Umgebung den UPEC-Phasenvariationsmechanismus in
Abhéngigkeit des Methylierungszustandes des pap-regulatorischen Bereichs und der Konzentration der
Koregulatoren Lrp und Papl auf transkriptionellem Level zu analysieren. Jedoch bildeten in dieser
Arbeit alle sechs Lrp-Bindestellen, im nativen Verbund miteinander gekoppelt, den zu analysierenden
pap-regulatorischen Bereich.

4 . 5

60 80
_ mCherry-UTR1-TTTC AAAAATTCATTTAGACGATCTTTTATGCTGTAAATTCAATTTGCICATGATGTTTTTATCTGAGTACCCT » = »
ATTATI [TGTCAA
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100 10 o 160 10
* + = CTTGCTATTAGTGTTTTGTTCTAGT T TAATTTTGT TTTIGTGGGTTAAAAGATCGTTTAAATCAATAT TTACAACATAAARAACTARATTTA - UTR1 -
TTGACAI ATAATI

Abbildung 5.3.: Schematischer Aufbau des synthetischen pap-regulatorischen DNA-Konstrukts und
Sequenzvergleich zur nativen Sequenz. Die Sequenz des nativen pap-regulatorischen Bereichs (Gen-
Bank ID: X14471.1, zuriickgehend auf [59]) wird in den oberen Zeilen préasentiert (durchnummeriert).
Abweichungen von dieser Sequenz beim synthetischen Konstrukt werden unterhalb angegeben. Die
DNA-Sequenzen der sechs Lrp-Bindestellen (nach [313]) sind grau markiert, fett gedruckt und num-
meriert. Die dufleren Lrp-Bindestellen 3 und 4 werden jeweils von den -35- (pinke Markierung) und -10-
Elementen (tiirkisfarbene Markierung) des 6”%-Faktors der E.-coli-RNA-Polymerase flankiert. Strom-
aufwérts und -abwérts schlielen sich die Gene, die fir die fluoreszierenden Reporterproteine mCherry
bzw. deGFP kodieren, an. Die GATCP™*- (141-144) und GATC%st-Stelle (39-42) sind jeweils rot
markiert. Werden beide oder eine dieser GATC-Stellen zu GCTC mutiert, wird diese Stelle nicht
mehr Dam-methyliert, aber die Bindungsaffinitdt von Lrp und Papl gegeniiber der mutierten Stelle
bleibt unverandert [317]. Weitere Informationen sind dem Text zu entnehmen.

Das Kernstiick der zellfreien Expressions-Experimente bildete ein synthetisches DNA-Konstrukt
(ADbb. , das dem nativen pap-regulatorischen Bereich (GenBank ID: X14471.1, zuriickgehend auf
[59]) in der Umgebung der sechs Lrp-Bindestellen bis auf die fiir die zellfreie Expression notwendi-

gen Modifikationen entspricht. In Analogie zum Aufbau der DNA-Templates aus [60] wurde die native
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DNA-Sequenz jeweils um die duferen Lrp-Bindestellen 3 und 4 herum, wie in Abb. [5.3]angegeben, mu-
tiert, sodass diese beiden Bindestellen von dem -35- und -10-Element des 6”°-Faktors der E.-coli-RNA-
Polymerase flankiert werden. Die beiden Elemente stimmen mit denen des an einer Stelle mutierten
A-Repressor-Cro-Promotors OR2-OR1-Pr aus [51] iiberein. Die nicht-kodierenden Sequenzen und die
pap-Gene, die sich stromaufwérts und -abwérts des korrespondierenden nativen DNA-Abschnitts befin-
den, wurden beim synthetischen DNA-Konstrukt beidseitig durch den untranslatierten Bereich UTR1,
der die T7 g10 Leitsequenz enthélt [51], [276], ersetzt (Abb. [5.3). Es schlieBen sich stromaufwirts
und -abwérts bei der synthetischen Sequenz die Gene, die fiir die fluoreszierenden Reporterproteine
mCherry bzw. deGFP kodieren, an (Abb. Mittels der Protokolle von [60] wurde der Methy-
lierungszustand von GATCP™* und GATCYst vor der zellfreien Expression durch Dam-Methylierung
des synthetischen DNA-Konstrukts festgelegt. Um die distale oder proximale GATC-Stelle selektiv
unmethyliert lassen zu kénnen, wurde auf eine Idee von [317] zuriickgegriffen: Die Mutation der Se-
quenz der GATC-Stellen zu GCTC verdndert die Bindungsaffinitdt der Koregulatoren Lrp und Papl
gegeniiber den involvierten Lrp-Bindestellen nicht, verhindert aber, dass diese Stellen Dam-methyliert

werden konnen.

Durch diese Mutation von GATC%* und Methylierung des DNA-Konstrukts entsteht das pap(®1-
DNA-Konstrukt mit dem Methylierungszustand (0,1). Der Methylierungszustand (1,0) des pap(t:0)-
Konstrukts entsteht dementsprechend durch die besagte Mutation von GATCP'* und anschliefender
Methylierung des Konstrukts. Wird die unmutierte, synthetische pap-DNA Dam-methyliert, entsteht
das vollstandig methylierte Konstrukt pap*?) mit dem Methylierungszustand (1,1). Unter der Vor-
aussetzung, dass die GCTC-Mutation das Bindungsverhalten von Lrp und Papl gegeniiber dem pap-
regulatorischen Bereich nicht verfndert [317], und der Annahme, dass diese Punktmutation keinen
Einfluss auf die Wechselwirkung der DNA mit sich selbst hat, sind die Sequenzunterschiede zwischen
den drei pap-DNA-Konstrukten zu vernachlissigen; sie legen nur den Methylierungszustand feslﬂ In-
sofern wird im Folgenden nur noch von einem synthetischen pap-regulatorischen DN A-Konstrukt oder
vereinfacht dem pap-DNA-Konstrukt gesprochen, das die Methylierungszustéande (0,1), (1,0) oder (1,1)

haben kann.

Das Konzept von [60] iibernehmend und in diesem Abs. zusammenfassend dienten die im deGFP- und
mCherry-Kanal gemessenen Fluoreszenz-Intensititen als Mafl fiir das zellfrei synthetisierte deGFP
bzw. mCherry. Die Transkription des degfp- und des mcherry-Gens wird durch das Binden des ¢7°-
Faktors der FE.-coli-RNA-Polymerase auf den -35- und -10-Elementen, die sowohl die Lrp-Bindestelle 4
als auch die Lrp-Bindestelle 3 flankieren, initiiert. Somit kann die Transkriptionsrate der beiden Gene
mit der entsprechenden Fluoreszenz-Intensitédt in Korrelation gesetzt werden [51], [52]: Je hoher die
gemessene Fluoreszenz-Intensitdt ist, desto hoher ist auch die Transkriptionsrate des korrespondie-
renden Gens. Dieser Zusammenhang ermoglichte es, Riickschliisse auf die Wechselwirkung zwischen
dem pap-regulatorischen Bereich und den beiden Koregulatoren Lrp und Papl in Abhéngigkeit des
Methylierungszustandes zu ziehen. Die Irp- bzw. papI-Transkriptionsrate und somit die Konzentration
des zellfrei synthetisierten Lrp-Molekiils bzw. Papl-Proteins steigt mit zunehmender Konzentration

des Plasmids, das die Expression vom lrp- bzw. papl-Gen ermoglicht.

Dadurch, dass beim synthetischen pap-DNA-Konstrukt das degfp-Gen Platzhalter fiir die aneinander-
gereihten pap-Gene im nativen DNA-Konstrukt ist, konnte iiber die Messung der deGFP-Fluoreszenz-

'Der untranslatierte Bereich und die beiden Gene wurden wie in [60] mit dem pap-regulatorischen Bereich
verkntiipft. Weitere Details zu den transkriptions-translations-regulatorischen Sequenzen UTR1 und OR2-OR1-
Pr sowie zu den Reportergenen kénnen den Abschn. @ und @ entnommen werden.

?Die Sequenzen der drei pap-DNA-Konstrukte und einen Uberblick iiber alle weiteren GATC-Stellen sind
in Anh. zu finden.
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Intensitdt der Phasenvariationsmechanismus unter Involvierung aller sechs Lrp-Bindestellen unter-
sucht werden. Durch die Integration des mcherry-Gens in die synthetische pap-regulatorische DNA
und die Messung der mCherry-Fluoreszenz-Intensitit, war es dartiber hinaus moglich, die Wechsel-
wirkung zwischen den proximalen und distalen Lrp-Bindestellen inklusive der u.a. in [306], [313], [320]
postulierten kooperativen Bindung von Lrp auf den Lrp-Seiten 4-6 und 1-3, in An- oder Abwesenheit
von Papl, zu analysieren. Wie bereits in |60] verlief die papI-Transkription dabei unabhéngig von PapB
und wurde gezielt durch Hinzugabe eines papl-Gen-tragenden Plasmids in die zellfreie Umgebung ge-
steuert. In den Vorarbeiten [60] wurde die zellfreie Expression des an die verschieden miteinander
gekoppelten Lrp-Bindestellen fusionierten degfp-Gens, ohne die Integration der CAP-Bindestelle in
die jeweiligen DNA-Templates, analysiert. Auch in dieser Studie wurde bei dem verwendeten synthe-
tischen DNA-Konstrukt auf den Einbau dieser Stelle verzichtet.

Der minimalistische Aufbau der synthetischen pap-DNA und die experimentellen Bedingungen ermog-
lichten es, wesentliche Aspekte der Phasenvariation zu studieren und entkoppelten dabei involvierte
Prozesse, wie beispielsweise die PapB-abhéngige papl-Transkription. Durch Anwendung des Ansatzes
[60], die Interaktion zwischen der pap-regulatorischen DNA und den beiden Koregulatoren in zellfreier
E.-coli-dhnlicher Umgebung iiber FE.-coli-RNA-Polymerase-Transkriptionsraten zu analysieren, wur-
den experimentelle Bedingungen geschaffen, die dem nativen pap-regulatorischen System moglichst
nahe kommen. Insbesondere im Gegensatz zum in-vivo-Ansatz, bei dem verschiedene Umwelteinfliisse
die molekulare Zusammensetzung der Zelle stindig verdndern konnen [61], variierten die Konzentra-
tionen von Lrp und Papl nur dann, wenn sie gezielt zellfrei synthetisiert wurden. Erweitert auf einen
pap-regulatorischen Bereich, der alle sechs Lrp-Bindestellen in nativer Anordnung umfasst, sollte der
Phasenvariationsmechanismus vor allem auf der Basis der Ergebnisse aus [60], [306] analysiert werden,

dass die reine Topologie der DNA bereits Einfluss auf den Phasenvariationsmechanismus hat.
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5.2. Material und Methoden

Alle wiissrigen Losungen wurden mit Reinstwasser (arium® 611UV Reinstwasseranlage, Sartorius
Stedim Biotech GmbH, Géttingen), das autoklaviert (Varioklav® Dampfsterilisator, Typ 75 S, H+P
Labortechnik AG, Oberschleifheim) wurde, hergestellt. Alle Materialien, die in Kontakt mit biologi-
schem Material kamen, waren steril oder wurden zuvor autoklaviert (Varioklav® Dampfsterilisator,
Typ 75 S, H+P Labortechnik AG, Oberschleilheim). DNA-, Enzym- oder Protein-Lésungen wurden
auf Eis zubereitet. Die verschiedenen Ingredienzien der Losungen wurden durch Auf- und Abpipettie-
ren vermischt, kurz (2s-3s) auf mittlerer Drehzahl gevortext ( Vortex 3, IKA®-Werke GmbH, Staufen)
und mittels einer Tisch-Minizentrifuge fiir etwa 2 s-3 s abzentrifugiert (Sprout Minizentrifuge, Biozym
Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf). Alle Enzyme, deren zugehorige Reaktionspuffer und Kompo-
nenten als auch DNA-Loésungen wurden bei -20 °C gelagert. Zur Préaparation einer Reaktion wurden
die bendtigten Komponenten auf Eis aufgetaut. Die Praparation der Reaktionen wurde ebenfalls auf
Eis durchgefiihrt.

Wie bereits in Abschn. [5.1.5] beschrieben, haben die unterschiedlichen Sequenzen der pap-DNA-
Konstrukte pap®?, pap®V und pap? keinen Einfluss auf die Interpretation der experimentellen
Ergebnisse, weswegen von einem pap-DNA-Konstrukt gesprochen wird, das drei Methylierungszustén-
de aufweisen kann. Fiir die Beschreibung der Herstellung und Préparation der in den Experimenten
verwendeten DNA-Konstrukte muss die im Material- und Methoden-Teil (Abschn. vollzogene

Sequenz-Unterscheidung erfolgen.

Die verwendeten Standard-Methoden wurden bereits in Abschn. [I.2] eingefithrt und beschrieben.
Abschn. [5.2) baut auf den dortigen Ausfithrungen auf, jedoch ergaben sich Besonderheiten, sodass
Standard-Protokolle, insbesondere fiir die Herstellung der Pap-DNA-Konstrukte, modifiziert wurden.
Die Abweichungen von den in Abschn. beschriebenen Standard-Protokollen werden angegeben.
Die Synthese und Amplifizierung der verschiedenen pap-DNA-Konstrukte in geeigneten Mengen ge-
staltete sich schwierig und brachte nur mit den im Folgenden angegebenen Konfigurationen adaquate

Ausbeuten.

Im Rahmen seiner Einarbeitung in die zellfreie Genexpression und die molekularbiologischen Methoden
unterstiitzte Marc Finkler diese Studie unter Anleitung des Autors dieser Dissertation, indem er DNA
synthetisierte und praparierte. Mit Hilfe der Protokolle (vgl. Abschn. , die vom Autor dieser
Dissertation entwickelt wurden, synthetisierte, vervielfaltigte und praparierte Marc Finkler die pap-
DNA-Konstrukte, mit denen die in den Abschn. [5.3.1] und vorgestellten Messungen durchgefiihrt
wurden. Zusétzlich amplifizierte und praparierte er die Plasmide pBEST-pl15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-
Lrp-T500 und pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Papl-T500, bereitete die DNA fiir die Sequenzierung
vor und half bei der Analyse der Sequenzierungs-Ergebnisse. Des Weiteren waren Julia Flesch und

Lucina Kainka an Vorarbeiten beteiligt, deren Beitrdge an geeigneter Stelle angegeben werden.

5.2.1. Herstellung der verwendeten DNA-Konstrukte

5.2.1.1. Herstellung der pap-DNA-Konstrukte

Die linearen pap-DNA-Konstrukte wurden durch Gibson-Assemblierung (vgl. Abschn.[4.2.8]) von PCR-
Produkten (vgl. Abschn. [4.2.5)) und durch anschlieBende PCR-Amplifikation hergestellt.
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5.2.1.1.1. pap(l'V-Konstrukt

Zuerst wurde ein lineares, unmethyliertes pap*"V)-Konstrukt durch Gibson-Assemblierung zweier
PCR-Produkte und anschlieSender PCR-Amplifikation hergestellt. Erst durch anschlieBende Dam-
Methylierung dieses Produkts (vgl. Abschn. wurde der Methylierungszustand (1,1) erreicht.

Als PCR-Template-DNA zur Synthese von Teilfragment I diente das Plasmid pBEST-p15a-OR2-OR1-
PR-UTRI1-mCherry-T500, das von der Kooperationsarbeitsgruppe von Vincent Noireaux (School of
Physics and Astronomy, University of Minesota) bereitgestellt wurde. Es basiert auf dem Plasmid
pBEST-OR2-OR1-PR-UTR1-deGFP-T500 (Addgene Plasmid # 40019), das auf [51] zuriickgehtﬂ In
dieser DNA-Konstruktion substituiert das mcherry-Gen (GenBank ID: AY678264.1, auf |[157] zuriick-
gehend, vgl. Abschn. , das bereits in [60] als Reportergen verwendet wurde, das degfp-Gen. Die
Sequenzen des Vorwartsprimers und des Riickwértsprimers waren 5-GAGCTGACTGGGTTGAAGG-
3 bzw. 5*-GCTAGCAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATAC-3:.

Ein DNA-Konstrukt, das sich aus den Sequenzen der transkriptions-translations-regulatorischen
und kodierenden Elemente 5-UTR1-pap-regulatorischer-Bereich-UTR1-deGFP-T500-...-3‘ zusammen-
setzt, wurde von FEurofins Genomics GmbH (Ebersberg) synthetisiert, in den Vektor pEX-K4
kloniert und geliefert. Die vollstiandige Sequenz des synthetisierten DNA-Konstrukts, das in den
Vektor kloniert wurde, ist in Anh. [A31.1] angegeben. Die Sequenz des pap-regulatorischen Be-
reichs entspricht der Sequenz, die in Abb. dargestellt wird. Das gelieferte Plasmid diente als
PCR-Template zur Herstellung des Teilfragments II. Die Sequenz des Vorwértsprimers war 5°-
GTTAAACAAAATTATTGCTAGCTGCAACCATTATGCG-3¢, die des Riickwéartsprimers lautete 5°-
CACCATCAGCCAGAAAACC-3. Das 5-Ende des Vorwértsprimers bildete den fiir die Gibson-

Assemblierung notwendigen Uberlapp mit Teilfragment 1.

Fiir die Gibson-Assemblierung der beiden Teilfragmente wurde im Vergleich zum Standard-Protokoll
(vgl. Abschn. das folgende modifizierte Temperatur-Zeit-Programm verwendet: 1min bei
50°C, 1min bei 45°C, 1min bei 50°C, 1min bei 45°C, 26min bei 50°C. Im Anschluss an
die Gibson-Assemblierung erfolgte eine PCR unter Verwendung des Vorwérts- und Riickwértspri-
mers mit der Sequenz 5-GAGCTGACTGGGTTGAAGG-3* bzw. 5“CACCATCAGCCAGAAAACC-
3% Es wurde herausgefunden, dass bei der PCR das DNA-Konstrukt der richtigen Lénge unter
der Bedingung synthetisiert werden konnte, dass die PCR-Template-DNA direkt aus der Gibson-
Assemblierungsreaktion stammte: 10l der Gibson-Assemblierungs-Reaktion wurden in eine insge-
samt 300 pl grofle PCR-Reaktion transferiert. Die PCR verlief mit der Tag-DNA-Polymerase unter
ThermoPol®-Reaktionspuffer-Bedingungen, die Annealing-Temperatur lag bei 50°C, die Elongati-
onszeit betrug 1min und 55s, die PCR durchlief 18 Zyklen. Aufgrund der Entstehung von DNA-
Nebenprodukten anderer Langen wéhrend der PCR, musste das DNA-Konstrukt mit der richtigen
Léange mittels Agarosegelelektrophorese purifiziert werden (vgl. Abschn. Abschn. . Es konn-
ten keine Bedingungen gefunden werden, unter denen die purifizierte DNA, als PCR-Template die-
nend, mittels PCR effizient amplifiziert werden konntdﬂ Hingegen lieferten PCRs, bei denen die PCR-
Template-DNA, wie oben beschrieben, iiber Hinzugabe eines Teils der Gibson-Assemblierungsreaktion

bereitgestellt wurde, auf reproduzierbare Weise das PCR-Produkt richtiger Lange, auch wenn stets

3Details zum Plasmid, zu den transkriptions-translations-regulatorischen Elementen und dem degfp-Gen
kénnen Abschn. @ und entnommen werden.

4Experimente, die darauf abzielten, die purifizierte DNA mittels PCR zu amplifizieren, wurden an Julia
Flesch als Teilprojekt ihrer Masterarbeit und im Rahmen ihrer Anstellung als studentische Hilfskraft am
Lehrstuhl fiir Biologische Experimentalphysik an der Universitdt des Saarlandes iibertragen und angeleitet.
Dabei unterstiitzte Lucina Kainka ebenfalls im Rahmen ihrer Anstellung als studentische Hilfskraft.
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Nebenprodukte entstanden. Es konnte keine Erkldrung gefunden werden, weswegen die PCR unter

diesen Bedingungen adédquate Ergebnisse erzielte und in den anderen Féllen nicht.

Des Weiteren zeigte sich, dass die Verwendung anderer PCR-Primer zu hoheren Aus-
beuten fiihrte: Basierend auf dem oben beschriebenen Protokoll wurde das unmethylier-
te pap®V-Konstrukt durch PCR unter Verwendung des Vorwirts- und Riickwértsprimers
mit den Sequenzen 5-CGCTATGAATTCCTCGAGTTACTTGTACAGCTC-3° bzw. 5
CCATGGAAGCTTTTAGATCCCGGCGGCGGTCA-3*  synthetisiert. Dabei lieferten erneut
10 pl der Gibson-Assemblierungsreaktion die PCR-Templates fiir die PCR-Reaktion, die wiederum
ein Volumen von insgesamt 300 il hatte. Diese Gibson-Assemblierungsreaktion wurde, wie im letzten
Abs. beschrieben, durchgefiihrt. Die PCR verlief mit der Taq-DNA-Polymerase unter ThermoPol®-
Reaktionspuffer-Bedingungen, die Annealing-Temperatur lag bei 56 °C, die Elongationszeit betrug
1min und 55s und die PCR durchlief 15 Zyklen. Da erneut neben dem PCR-Produkt der richtigen
Lénge DNA-Strange anderer Langen entstanden, wurde das PCR-Produkt der richtigen Lange mittels
Agarosegel-Extraktion von den anderen Strédngen getrennt und puriﬁziertﬂ Die Sequenz des unmethy-
lierten bzw. methylierten pap**")-Konstrukts ist in Anh. angegeben. Es wurde einmalig voll-
stdndig mit den Sequenzierungsprimern 5-CGCTATGAATTCCTCGAGTTACTTGTACAGCTC-3¢,

5-CCATGGAAGCTTTTAGATCCCGGCGGCGGTCA-3, 5-AAGACCATGGGCTGGGAG-
3¢ 5-CTCCATGTGCACCTTGAAG-3" und 5-AACATCCTGGGGCACAAG-3 se-
quenziert. Weitere Sequenzierungen erfolgten mit den Sequenzierungs- bzw.
PCR-Primern 5-CGCTATGAATTCCTCGAGTTACTTGTACAGCTC-3¢ und 5¢-

CCATGGAAGCTTTTAGATCCCGGCGGCGGTCA-3, mit denen die Sequenzen des pap-
regulatorischen Bereichs und der umschlieBenden UTR1-Regionen vollstandig sowie das degfp- bzw.

mcherry-Gen bis auf wenige Nukleotide am Gen-Ende verifiziert werden konnten.

Wie zu Beginn des letzten Abs. beschrieben, lieen sich typischerweise mit den PCR-
Primern mit den Sequenzen 5-CGCTATGAATTCCTCGAGTTACTTGTACAGCTC-3 bzw. 5°-
CCATGGAAGCTTTTAGATCCCGGCGGCGGTCA-3° hohere DNA-Ausbeuten des pap-PCR-
Produkts der richtigen Léange erzielen. Durch diese Primer wurde nur der DNA-Bereich amplifiziert,
der zwischen den beiden Terminatoren T500 liegt, die sich nach der Gibson-Assemblierung jeweils
an den Enden der DNA-Konstrukte befanden. Moglicherweise wurde durch das Fehlen der beiden
endstdndigen Terminatoren, deren Sequenzen zueinander komplementér sind, die Bildung von Sekun-
darstrukturen wahrend der PCR verhindert.

5.2.1.1.2. pap(19-Konstrukt

Das unmethylierte, lineare pap(®-Konstrukt wurde durch Gibson-Assemblierung zweier PCR-
Produkte (Teilfragmente) und anschliefender PCR-Amplifikation hergestellt. Erst durch anschlie-
Bende Dam-Methylierung dieses Produkts (vgl. Abschn. wurde der Methylierungszustand (1,0)

erreicht.

SMarc Finkler synthetisierte zwei weitere Teilfragmente I und II, die auf die gerade beschriebene Wei-
se mittels Gibson-Assemblierung verbunden wurden und somit ebenfalls auf alternativem Weg zum unme-
thylierten pap™V-Konstrukt filhrten. Bei der Standard-PCR zur Herstellung dieses alternativen Paares an
Teilfragmenten dienten der Vorwartsprimer 5-CGCTATGAATTCCTCGAGTT-3* und der Riickwéartsprimer
5-AGATAAAAACATCATGGCAAATTG-3* zur Synthese von Teilfragment I, zur Synthese von Teilfrag-
ment IT wurden der Vorwéartsprimer 5-TTTGCCATGATGTTTTTATCTGA-3‘ und der Riickwértsprimer
5-CCATGGAAGCTTTTAGATCC-3‘ verwendet. Das PCR-Template fiir die Herstellung dieser beiden Teil-
fragmente bildete das unmethylierte DNA-Konstrukt pap(1’1>.
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Als PCR-Template fiir beide Teilfragmente diente das pap-DNA-PCR-Produkt, das mit Hilfe des
Vorwérts- und Riickwértsprimers mit den Sequenzen 5-GAGCTGACTGGGTTGAAGG-3‘ bzw. 5¢-
CACCATCAGCCAGAAAACC-3, wie in Abschn. beschrieben, synthetisiert und mittels

Agarosegel-Extraktion purifiziert wurde.

Teilfragment I entstand durch eine PCR unter Verwendung des Vorwirts- und Riickwérts-
primers mit der Sequenz 5-CATCAGCCAGAAAACCGAGCTGACTGGGTTGAAG-3‘ bzw. 5-
AGATTTAAACGA[G]CTTTTAACCCACAAAAC-3.

Teilfragment II wurde durch eine PCR unter Verwendung des Vorwérts- und Riickwartspri-
mers mit der Sequenz 5-TAAAAG[CITCGTTTAAATCTTGACATACAACATAAAAAAC-3 bzw. 5
CTGACTGGGTTGAAGGCACCATCAGCCAGAAAAC-3* synthetisiert.

Der Riickwéartsprimer zur Synthese von Teilfragment I als auch der Vorwértsprimer zur Herstellung
von Teilfragment II erzeugten den zur Gibson-Assemblierung notwendigen Uberlapp der Teilfragmente
I und II. Diese Primer, die jeweils im Bereich der Lrp-Bindestelle 2 wihrend der PCR, auf dem PCR-
Template hybridisierten, waren an der proximalen GATC-Stelle am Adenin-Basen-Nukleotid nicht
komplementéir zum Template (eckige Klammer). Die entstehenden Teilfragmente I und IT besalen
daher in ihrer iiberlappenden Sequenz die mutierte GCTC-Stelle nach [317]. Die Gibson-Assemblierung

erfolgte wie in Abschn. [5.2.1.1.1]| beschrieben.

Das unmethylierte papt9-Konstrukt wurde, wie das unmethylierte pap(t-1)-
Konstrukt, durch PCR unter Verwendung des Vorwéarts- und Rickwértsprimers mit
den Sequenzen 5-CGCTATGAATTCCTCGAGTTACTTGTACAGCTC-3¢ bzw. 5~
CCATGGAAGCTTTTAGATCCCGGCGGCGGTCA-3* synthetisiert. Dabei lieferten 10pnl der
Gibson-Assemblierungsreaktion die PCR-Templates fiir die PCR-Reaktion, die ein Volumen
von insgesamt 300pl hatte. Die PCR verlief mit der Taq-DNA-Polymerase unter ThermoPol®-
Reaktionspuffer-Bedingungen, die Annealing-Temperatur lag bei 56 °C, die Elongationszeit betrug
1min und 55s und die PCR durchlief 15 Zyklen. Auch nach dieser PCR mussten die PCR-Produkte
der richtigen Lange mittels Agarosegel-Extraktion von den entstandenen Strangen anderer Léngen
getrennt und purifiziert werden. Die Sequenz des unmethylierten bzw. methylierten pap(*9)-
Konstrukts ist in Abschn. [A:3.1.2) angegeben. Die Sequenzierung verlief wie fiir das unmethylierte
papHYD-DNA-Konstrukt in Abschn. beschrieben.

5.2.1.1.3. pap®D-Konstrukt

Das unmethylierte, lineare pap(®V-Konstrukt wurde durch Gibson-Assemblierung zweier PCR-
Produkte (Teilfragmente) und anschliefender PCR-Amplifikation hergestellt. Erst durch anschlie-
Bende Dam-Methylierung dieses Produkts (vgl. Abschn. wurde der Methylierungszustand (0,1)

erreicht.

Als PCR-Template fiir beide Teilfragmente diente das pap-DNA-PCR-Produkt, das mittels des
Vorwérts- und Riickwértsprimers mit den Sequenzen 5-GAGCTGACTGGGTTGAAGG-3‘ bzw. 5¢-
CACCATCAGCCAGAAAACC-3%, wie in Abschn. beschrieben, synthetisiert und mit Hilfe

einer Agarosegel-Extraktion purifiziert wurde.

Teilfragment I entstand durch eine PCR unter Verwendung des Vorwirts- und Riickwérts-
primers mit der Sequenz 5-CATCAGCCAGAAAACCGAGCTGACTGGGTTGAAG-3‘ bzw. 5-
CAGCATAAAAGA[G]CGTCTAAATGTTGACATAC-3"
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Teilfragment II wurde durch eine PCR unter Verwendung des Vorwérts- und Riickwérts-
primers mit der Sequenz 5“-AGACG[C]TCTTTTATGCTGTAAATTCAATTTGC-3¢ bzw. 5'-
CTGACTGGGTTGAAGGCACCATCAGCCAGAAAAC-3‘ synthetisiert.

Der Riickwértsprimer zur Synthese von Teilfragment I als auch der Vorwértsprimer zur Herstellung
von Teilfragment II erzeugten den zur Gibson-Assemblierung notwendigen Uberlapp der Teilfragmente
I und II. Diese Primer, die jeweils im Bereich der Lrp-Bindestelle 5 wéhrend der PCR auf dem
PCR-Template hybridisierten, waren an der distalen GATC-Stelle am Adenin-Basen-Nukleotid nicht
komplementéir zum Template (eckige Klammer). Die entstehenden Teilfragmente I und IT besaen
daher in ihrer iiberlappenden Sequenz die mutierte GCTC-Stelle nach [317]. Die Gibson-Assemblierung
erfolgte wie in Abschn. beschrieben.

Das unmethylierte  pap(®)-Konstrukt wurde, wie die unmethylierten papY-  und
pap19)-Konstrukte, durch PCR unter Verwendung des Vorwirtss und Riickwértsprimers
mit den Sequenzen 5-CGCTATGAATTCCTCGAGTTACTTGTACAGCTC-3° bzw. 5
CCATGGAAGCTTTTAGATCCCGGCGGCGGTCA-3° synthetisiert. Das PCR-Protokoll und
die darauffolgende Purifizierung verliefen wie in Abschn. [5.2.1.1.1] und beschrieben. Die
Sequenz des unmethylierten bzw. methylierten pap(®V-Konstrukts ist in Anh. angegeben. Die
Sequenzierung verlief wie fiir das unmethylierte pap(*"-Konstrukt in Abschn. beschrieben.

5.2.1.2. pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Lrp-T500 und
pBEST-pl15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Papl-T500

Die Konstruktion der Plasmide pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Lrp-T500 und pBEST-pl5a-OR2-
OR1-Pr-UTR1-Papl-T500 wurde von Marc Schenkelberger in den Vorarbeiten [60] durchgefﬁhrtﬂ Die-
se Konstruktionen dienten bereits in seiner Dissertation [60], auf der diese Studie aufbaut, zur zellfreien
Biosynthese des Proteins Lrp (GenBank ID: 949051) und Papl (GenBank ID: 1039535). Die Sequen-
zen der transkriptions-translations-regulatorischen und kodierenden Elemente sind in Anh.
und angegeben. Die relevanten transkriptions-translations-regulatorischen Bereiche des Plas-
mids wurden mit dem Sequenzierungsprimer 5-CACCATCAGCCAGAAAACC-3* sequenziert. Wenn
notig, wurde zusitzlich mit dem Sequenzierungsprimer 5-GAGCTGACTGGGTTGAAGG-3¢ sequen-

ziert.

5.2.2. Dam-Methylierung der pap-DNA-Konstrukte

Die in-vitro-Methylierung der purifizierten, unmethylierten pap*1-, pap™9- und pap(®--Konstrukte
erfolgte mit Hilfe einer DNA-Adenin-Methylase (Dam), einem mitgelieferten 10x Reaktionspuffer und
S-Adenosylmethionin (SAM) (New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main) (vgl. Abschn. 2.3.2)).
Das verwendete, von den Herstellerangaben abweichende Protokoll, wurde in [60] etabliert, fiir die-
se Studie ibernommen und wird im Folgenden zusammengefasst. Das Reaktionsvolumen wurde auf
50 ul fixiert. Es herrschten 1x Dam-Reaktionspufferbedingungen. SAM besafl eine Konzentration von
80 uM. Innerhalb dieser 50 pl-Reaktion wurde die Menge des hinzugegebenen Enzyms Dam in Abhén-
gigkeit der zu methylierenden DNA-Masse skaliert: Fiir 10 pg DNA wurden 25 pl Enzym-Stocklésung

5Details zu den Plasmiden bzw. den transkriptions-translations-regulatorischen Elementen kénnen Ab-

schn. entnommen werden.
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(8 units/ul) verwendet. Die 50 pl-Reaktionen wurden fiir 3h in einem Wasserbad oder mit dem Mul-
tiGene™ 96-Well Gradient Thermal Cycler (Labnet International Inc., Edison, USA) bei 37°C inku-
biert. Im Anschluss wurde die DNA mit Hilfe des PureLink® PCR Purification Kits (Fisher Scientific
GmbH, Schwerte) gemifl der Hersteller-Instruktionen purifiziert und in Reinstwasser gelost. Das Funk-
tionieren dieses Methylierungs-Protokolls wurde durch einen Restriktionsverdau mit dem Enzym Dpnl
(New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main) verifiziert. Dpnl schneidet DNA nur an methylier-
ten GATC-Stellen zwischen A und T und hinterlédsst glatte Enden. Dieser Standard-Verdau verlief in
der Regel nach Hersteller-Instruktionen: In einer 50 pl-Reaktion wurden in etwa 1ng DNA verdaut,
von den 50l stammten 5pl vom mitgelieferten 10x Reaktionspuffer (New England Biolabs GmbH,
Frankfurt am Main) und 1 ul von der Dpnl-Stocklésung (20 units/ul). Je nach DNA-Konzentration der
zu verdauenden DNA wurde die DNA-Masse bis auf 0,5 pg, die eingesetzte Dpnl-Menge bis auf 0,5 ul
und das Reaktionsvolumen bis auf 25 nl herunterskaliert. Die durch den Verdau bei erfolgreicher Me-

thylierung entstehende Fragmentierung der verdauten DNA wurde mittels Agarosegelelektrophorese

analysiert (vgl. Abschn. [4.2.4]).

5.2.3. Praparation der zellfreien Reaktionen, Reaktionsbedingungen und
Fluoreszenz-Intensitats-Messungen

Die Analyse der Regulation des epigenetischen E.-coli-Pili-Phasenvariationsmechanismus wurde eben-
falls im zellfreien Expressionssystem [51], [52] realisiert, das bereits zum zellfreien Einbau nicht-
kanonischer Aminosduren (vgl. Kap. ) verwendet wurde. Zur Préparation der zellfreien Reaktionen
wurde Zellextrakt aus der Produktionsreihe verwendet, die Marc Schenkelberger herstellte und in sei-
ner Studie [60] benutzte, um eine bessere Vergleichbarkeit mit seinen Ergebnissen zu gewéhrleisten.
Eine typische zellfreie Reaktion enthielt die in Abschn. [£:2.14.1] angegebenen Komponenten in den
dort angegebenen Konzentrationen mit Ausnahme der folgenden Abweichungen: Die Konzentrationen
fiir zusdtzliches Magnesium- und Kaliumglutamat beliefen sich auf 3mM bzw. 50 mM, da diese Kon-
zentrationen zu einer optimalen Expressionseffizienz fithrten [60]; wie in [60] besafl jede kanonische
Aminosiure eine Konzentration von 0,5 mM, bis auf Leu, das 0,42mM konzentriert war (7,5nl vom

Aminosduren-Mix, der alle 20 kanonischen Aminosduren (jeweils 6 mM, nur Leu mit 5 mM) bereit-

stellte (vgl. Abschn. [4.2.14.2])).

Die Préaparation der zellfreien Reaktionen baute auf den Protokollen von [51], [52] auf. Sie entsprach
dem Prinzip der Strategie, die bereits bei der Préaparation der zellfreien Reaktion zum ortsspezifischen
Einbau nicht-kanonischer Aminosduren in Modellproteine Anwendung fand (vgl. Abschn. .
Die Mastermix-Reaktionen wurden nicht bis zum Gesamtvolumen von 90 nl vervollstindigt, sondern
ein gewisser Volumenanteil wurde eingespart. Die unvollstdndig préaparierten Mastermix-Reaktionen
wurden in gleiche Volumina gesplittet. Diese gesplitteten Volumina wurden dann durch Hinzugabe
weiterer Biomolekiile vervollstdndigt. Somit lielen sich Konzentrationen einer oder mehrerer Biomole-
kiile innerhalb einer Serie gesplitteter zellfreier Reaktionen variieren und die zellfreie Synthese des zu
synthetisierenden Modellproteins in Abhéngigkeit dieser Variationen analysieren. Um die linearen pap-
DNA-Templates vor enzymatischer Degradation zu schiitzen, beinhalteten die Reaktionen 3,3 nM der
verkiirzten Version GamS des A-Phagen Proteins Gam in rekombinanter und purifizierter Form, das
die E.-coli-RecBCD-Nuklease-Aktivitét inhibiert [134] (vgl. Abschn. ﬂ In der Regel wurde

"Das rekombinante und His-Tag purifizierte GamS-Protein wurde von der Kooperationsarbeitsgruppe
von Vincent Noireaux (School of Physics and Astronomy, University of Minesota) zur Verfligung gestellt.
Die transkriptions-translations-regulatorischen und kodierenden DNA-Sequenzen und weitere Details sind in

Anh. zu finden.
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das Volumen der Mastermix-Reaktionen und aller zugehdrigen Komponenten nach oben skaliert, um
groBere Versuchsreihen unter moglichst gleichen Reaktionsbedingungen durchfithren zu kénnen.

Bei den in Abschn. m prasentierten Experimenten wurden 20 % Volumen bei der Herstellung der
Mastermixes eingespart. Die Mastermixes wurden in Volumina von 9,6 nl gesplittet. Von jedem der
drei unterschiedlich methylierten pap-DNA-Konstrukte wurde eine 25 nM DNA-Losung hergestellt. Die
gesplitteten 9,6 nl-Reaktionen wurden mit je 2,4 ul von einer der drei 25 nM DNA-Losungen oder mit
2,4 1l Reinstwasser auf das Gesamtvolumen von 12 pl ergdnzt. Demnach betrugen die Konzentrationen
der pap-DNA-Konstrukte 5nM bzw. 0nM (mit Reinstwasser erginzte Reaktionen). Die zellfreien
Reaktionen, die mit Reinstwasser ergénzt wurden, dienten als Referenz, in der keine Template-DNA

vorhanden war.

Bei den in Abschn. prasentierten Experimenten wurden ebenfalls 20 % Volumen bei der Her-
stellung der Mastermixes eingespart. Die Mastermixes wurden in Volumina von 9,6 nl gesplittet. Von
den beiden Plasmiden pBEST-pl15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Lrp-T500 und pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-
UTRI1-PapIl-T500 wurden jeweils 0nM, 1 nM und 10 nM wéssrige Losungen hergestellt. Die gesplitte-
ten 9,6 nl-Reaktionen wurden je mit 1,2 pl einer der Lésungen von pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-
Lrp-T500 und 1,2 pl einer der Losungen von pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Papl-T500 ergénzt. In
Referenz-Reaktionen, in denen keines der beiden oder nur eines der beiden Plasmide vorkommen sollte,
wurden die 9,6 pl-Reaktionen mit 2,4 pl bzw. 1,2l Reinstwasser vervollstdndigt. Die in den zellfrei-
en Reaktionen gelosten pap-DNA-Konstrukte besalen nach der Vervollstdndigung eine Konzentration

von 5nM, die Konzentrationen der beiden Plasmide betrugen entweder je 0nM, 0,1 nM oder 1 nM.

Bei den in Abschn. [5.3.1] prasentierten Experimenten wurden die zellfreien Reaktionen auf zwei unter-
schiedliche Weisen inkubiert. Die Hélfte aller 12 pl-Reaktionen wurde auf zufillige Weise im Inkubator
verteilt und inkubiert. Von der anderen Hélfte der 12 ul-Reaktionen wurden jeweils 10 pl in je ein Well
einer 384- Well-Platte (Nunc 384-well optical bottom plate, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA) gefiillt. Es wurde darauf geachtet, dass sich die Reaktionen in unterschiedlichen Arealen der
384- Well-Platte befanden. Die entsprechenden Wells wurden mit einer Klebefolie (Nunc sealing tape,
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) verschlossen. Die Inkubation dieser Reaktionen fand
im Mikroplattenleser POLARstar® Optima (BMG Labtech GmbH, Offenburg) statt. Die Inkubations-
dauer von 16 h und die Temperatur von 29 °C waren bei beiden Methoden gleich. Bei den im Mikro-
plattenleser inkubierten Reaktionen wurde eine Kinetik-Messung vorgenommen, bei der die Messung
der Fluoreszenz-Intensitédt alle 231 s erfolgte. Jeweils 10l der im Inkubator inkubierten Reaktionen
wurden am Ende der Inkubation in je ein Well einer 384- Well-Platte pipettiert und das entspre-
chende Areal mit Klebefolie verschlossen. Bei diesen Reaktionen erfolgte eine Endpunkt-Messung der

Fluoreszenz-Intensitéat.

Bei den in Abschn. préisentierten Experimenten wurden hingegen nur Endpunkt-Messungen auf

die gleiche Weise, wie im vorangegangenen Abs. beschrieben, durchgefiihrt.

Wie auch schon in [60] betrug bei den Messungen der deGFP-Fluoreszenz-Intensitit die Anregungs-
bzw. Emissionswellenldinge 485nm bzw. 520nm; bei den Messungen der mCherry-Fluoreszenz-
Intensitdt betrug die Anregungs- bzw. Emissionswellenldnge 595 nm bzw. 620 nm. Um alle Messungen
innerhalb dieser Studie untereinander vergleichen zu konnen, wurden fiir alle deGFP-Fluoreszenz-
Messungen der gleiche gain verwendet. Dies wurde ebenfalls fiir die mCherry-Fluoreszenz-Intensitéts-

Messungen beachtet.
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5.2.4. Vorhersage der pap-DNA-Sekundarstruktur

Die Sekundérstruktur wurde mit Hilfe des mfold web servers [334] vorhergesagt. Die zugrundelie-
gende DNA-Sequenz entsprach der Sequenz des synthetischen pap-regulatorischen Bereichs inklusi-
ve der stromaufwérts und -abwérts liegenden UTRI1-Sequenzen und den jeweiligen Anfdngen des
degfp- und mcherry-Gens (Basenpaare 685-1053 in Sequenz aus Abschn. . Die Struktur
wurde bei einer Temperatur von 29 °C (Inkubationstemperatur der zellfreien Reaktionen) und mittels
der Standardeinstellungen vorhergesagt (DNA-Typ: lineare DNA, ionische Bedingungen: 1M Na™,
Korrektur-Typ: Oligomer, percent suboptimality number: 5, upper bound on the number of computed
foldings: 50, maximale Distanz zwischen gepaarten Basen: kein Limit). Die vorhergesagten Strukturen
wurden in das Programm Rna Viz [335] importiert, mit dem die Abb. [5.11} [A.16| und [A.17] erstellt

wurden.
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5.3. Ergebnisse und Diskussion

Die Regulation des epigenetischen F.-coli-Pili-Phasenvariationsmechanismus vollzieht sich auf Ebe-
ne der Transkription [59] durch Modulation des DNA-Methylierungsmusters des pap-regulatorischen
Bereichs und involviert neben weiteren Koregulatoren vor allem Lrp und Papl [317]. Die folgenden
Experimente untersuchten in zellfreier F.-coli-dhnlicher Umgebung den Phasenvariationsmechanismus
in Abhéangigkeit des Methylierungsmusters der synthetischen pap-regulatorischen DNA bei gleichzei-
tiger zellfreier Synthese oder ohne gleichzeitige zellfreie Synthese von Lrp und Papl. Zusétzlich wurde

die Wechselwirkung des pap-regulatorischen Bereichs mit sich selbst theoretisch analysiert.

5.3.1. Epigenetische Regulation des pap-regulatorischen Bereichs ohne zellfreie
Lrp- und Papl-Synthese

Das folgende Experiment diente der Analyse des pap-regulatorischen Bereichs in Abhéangigkeit des Me-
thylierungsmusters der synthetischen pap-regulatorischen DNA, ohne dabei die Koregulatoren Lrp oder
Papl zusétzlich zellfrei zu synthetisieren. Zu diesem Zweck wurden drei zellfreie Reaktionen prépariert,
die sich in ihrer Zusammensetzung beim Methylierungsmuster der hinzugegebenen pap-regulatorischen
DNA unterschieden. Den Reaktionen (0,1), (1,0) und (1,1) wurde das pap-DNA-Konstrukt mit den Me-
thylierungszusténden (0,1), (1,0) bzw. (1,1) hinzugefiigt (5nM). Das Methylierungsmuster (0,1) ent-
spricht dem pap-regulatorischen Bereich, dessen GATC%5t-Stelle unmethyliert und GATCP™*-Stelle
methyliert ist. Dementsprechend besitzt das pap-DNA-Konstrukt mit dem Methylierungszustand (1,0)
eine methylierte GATCYt- und unmethylierte GATCP™*-Stelle, beim pap-DNA-Konstrukt mit dem
Methylierungsmuster (1,1) sind sowohl GATCYs als auch GATCP™* methyliert. Zusitzlich wurde eine
Referenz-Reaktion (x) hergestellt, die die gleiche Zusammensetzung wie die anderen drei Reaktionen
hatte, aber keine pap-regulatorische DNA beinhaltete. Alle zellfreien Reaktionen wurden 16h bei
einer Temperatur von 29 °C inkubiert, im Anschluss folgten Endpunkt-Messungen der deGFP- und
mCherry-Fluoreszenz-Intensitiat. Abb. zeigt die gemessenen Endpunkt-Fluoreszenz-Intensitéten
der zellfreien Reaktionen im deGFP- und mCherry-Kanal.

In allen zellfreien Reaktionen, in denen die pap-Template-DNA vorhanden war, kam es unabhingig
vom Methylierungszustand des priasenten pap-DNA-Konstrukts zur zellfreien Biosynthese von deGFP
und mCherry. Folglich band die E.-coli-RNA-Polymerase jeweils auf den -35- und -10-Elementen, die
die Lrp-Bindestellen 3 bzw. 4 flankieren, sodass die beiden entsprechenden Gene divergent transkri-
biert wurden. Die Transkription beider Gene bildete die notwendige Voraussetzung dafiir, dass eine
Analyse der Wechselwirkung zwischen der F.-coli-RNA-Polymerase und den beiden Promotoren auf
der linken bzw. rechten ,,H&lfte“ des synthetischen pap-DNA-Konstrukts in Abhéngigkeit verschiede-

ner Parameter moglich war.

Ein zentrales Ergebnis aus [317] ist, dass eine unmethylierte GATCYs'- und eine methylierte
GATCP*-Stelle notwendig fir die Transkription der pap-Gene bzw. den Phase-An-Zustand sind.
Dieses Resultat wurde mit dem hier durchgefiihrten Experiment bestétigt: Das Methylierungsmuster
(0,1) fithrte zu einer deutlich erhéhten Transkriptionsrate des degfp-Gens, das beim synthetischen
DNA-Konstrukt als Ersatz fiir die nativen pap-Gene fungiert, im Vergleich zu den durch die an-
deren Methylierungsmuster generierten degfp-Transkriptionsraten (Abb. ) Hingegen war es der
Methylierungszustand (1,0), der, im Vergleich zu den anderen Methylierungsmustern, die hochste
mcherry-Transkriptionsrate erzeugte (Abb. ) Offenbar kann die FE.-coli-RNA-Polymerase bes-

ser auf einem der beiden Promotoren binden, wenn die direkt benachbarte GATC-Stelle methyliert
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ist, aber die gegentiberliegende GATC-Stelle unmethyliert bleibt. Der Unterschied zwischen den degfp-
Transkriptionsraten, die aufgrund des Methylierungszustands (1,1) bzw. (0,1) entstanden (Abb.[5.4A),
legt eine methylierungsabhingige Wechselwirkung zwischen der linken und rechten ,Halfte“ des pap-
regulatorischen Bereichs nahe: In beiden Fiéllen ist die dem Promotor benachbarte GATC-Stelle me-
thyliert, sodass angenommen werden kann, dass die unterschiedlich hohen Transkriptionsraten aus
dem unterschiedlichen Methylierungszustand der gegeniiberliegenden GATC-Stelle resultieren. Diese
Hypothese wird durch die unterschiedlich hohen mcherry-Transkriptionsraten, die die Methylierungs-
zusténde (1,1) und (1,0) erzeugen (Abb. [5.4B), unterstiitzt.
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Abbildung 5.4.: deGFP- (A) und mCherry-Endpunkt-Fluoreszenz-Intensititen (B) nach 16 h Inkuba-
tion bei 29 °C in Abhéngigkeit des Methylierungszustands des hinzupipettierten pap-DNA-Konstrukts.
Die Referenz-Reaktion x enthielt keine pap-DNA, den Reaktionen vom Typ (0,1), (1,0) und (1,1) wurde
das pap-DNA-Konstrukt mit den Methylierungszustanden (0,1), (1,0) bzw. (1,1) hinzugegeben. Die
Fluoreszenz-Intensitdten sind die Mittelwerte aus fiinf Messungen. Die Fehlerbalken entsprechen der
einfachen Standardabweichung.

Die deGFP-Fluoreszenz-Intensitdt der Reaktion, in der sich das pap-DNA-Konstrukt mit dem Me-
thylierungszustand (1,0) befand, war durchschnittlich ungefdhr 1,48-fach hoéher als die Intensi-
tdt der Reaktion, in der das pap-DNA-Konstrukt mit dem Methylierungszustand (1,1) gelést war
(Abb. [5.4]A). Offensichtlich fiihrt das asymmetrische Methylierungsmuster (1,0) zu einer erhéhten
degfp-Transkriptionsrate im Vergleich zum symmetrischen Methylierungsmuster (1,1). Es ist unklar,
ob dieses Ergebnis auch auf die mcherry-Transkriptionsrate iibertragen werden kann: Zwar liegt das
mCherry-Fluoreszenz-Intensitits-Signal der zellfreien Reaktion mit dem pap-DNA-Konstrukt mit dem
Methylierungszustand (0,1) durchschnittlich etwa 1,09-fach {iber dem Signal der Reaktion, in der das
pap-DNA-Konstrukt mit dem Methylierungszustand (1,1) prasent war, allerdings tiberlappen die Feh-
lerbalken der beiden Signale (Abb. [5.4B).

Es ist nicht bekannt, ob oder wie hoch der globale E.-coli-Regulator Lrp in den zellfreien Reaktionen
konzentriert war. Die Dialyse wihrend der Praparation des zellfreien Extraktes hélt Proteine, deren
Molekulargewicht grofer als 10kDa ist, im Zelllysat zuriick (Dialysekassetten mit molecular weight
cutoffs (MWCOs) von 10kDa, vgl. Materialliste aus [52]). Daher sollten sich Reste des rund 19kDa
schweren Lrp im Zellextrakt befunden haben. Hingegen kann davon ausgegangen werden, dass sich kein
Papl im Zellextrakt befand, da sich das fiir UPEC charakteristische papl-Gen nicht im bakteriellen
Genom der zur Extraktherstellung verwendeten E.-coli-Zellen befindet (vgl. Abschn. [4.2.3). Zusitzlich
wiirde vorhandenes Papl (ca. 8,7kDa) das fiir die Dialyse maBigebliche Molekulargewicht von 10kDa

unterschreiten.
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Angenommen, dass sich Lrp-Reste in den zellfreien Reaktionen befinden, deuten die Ergebnisse
darauf hin, dass dieser Koregulator, wie u.a in [60], [306], [310]—[312], [318], [319] vorgeschlagen,
in Abhéngigkeit der Methylierungszustinde von GATCP™* und GATCYs* kooperativ auf mehreren
Lrp-Bindestellen gebunden hat. Diese Schlussfolgerung lasst sich daraus ableiten, dass die Methylie-
rung der GATC-Stellen innerhalb der Lrp-Bindestellen 2 und 5 Einfluss auf die Transkription hatte
(Abb. , obwohl die -35- und -10-Elemente der beiden Promotoren der jeweils benachbarten &ufleren
Lrp-Bindestellen flankieren. Unkooperativ bindendes Lrp liee sich nicht durch die Methylierung der
Lrp-Bindestellen 2 oder 5 davon abhalten, auf den benachbarten Lrp-Bindestellen 3 bzw. 4 zu binden.
Insofern bietet das beispielsweise in [306], [313], [320] diskutierte kooperative Binden von Lrp auf den
Lrp-Bindestellen 1-3 bzw. 4—6 ebenfalls in dieser Studie eine Moglichkeit, den Einfluss der Methylie-
rung von GATCP™* und GATCYs auf die Lrp-Bindung zu erkliren, die die Genexpressionsrate durch

wie das in [324] vorgeschlagene sterische Blockieren der RNA-Polymerase mindert.

[313] zeigte, dass die Présenz von Papl die Bindungsaffinitit von Lrp gegeniiber den unmethylierten
Lrp-Bindestellen 2 und 5 erhoht. In dam~-Zellen fithrte die Mutation der nativen Sequenz CGATCPro*
zu TGATCP™*, die ein Papl-abhéngiges Binden von Lrp auf Lrp-Bindestelle 2 verhinderte, zum Phase-
An-Zustand [313]. Im Gegensatz dazu fithrte die native Sequenz CGATCP™, die das Papl-abhingige
Binden von Lrp auf Lrp-Bindestelle 2 ermdglichte, in der dam™-in-vivo-Umgebung zum Phase-Aus-
Zustand [313]. |313] schlussfolgerte, dass die Methylierung von GATCP™* dem Zweck dient, das Papl-
abhéngige Binden von Lrp auf Lrp-Bindestelle 2 zu verhindern. Des Weiteren zeigte sich in Abwesen-
heit von Papl, dass die Methylierung von GATCP™* keinen Einfluss auf das kooperative Binden von
Lrp auf den Lrp-Bindestellen 1-3 hat, wahrend sich im Gegensatz dazu die Bindungsaffinitdt von Lrp
gegeniiber den Lrp-Bindestellen 4-6 durch die Methylierung von GATCY%* deutlich reduzieren lief
[313].

Unter der vorher gemachten Annahme, dass Lrp, aber kein Papl in den zellfreien Reaktionen vorhanden
war, lasst sich das kooperative Binden von Lrp auf den Lrp-Bindestellen 1-3 durch die Methylierung
von GATCP™* auch ohne den Einfluss von Papl verhindern, sofern GATCY* unmethyliert ist. Dies
zeigt sich durch die erhéhte degfp-Transkriptionsrate, die der Methylierungszustand (0,1) verursacht,
im Vergleich zur durch das Methylierungsmuster (1,0) erzeugten Transkriptionsrate des defgp-Gens
(Abb. ) Dieses von [306] abweichende Ergebnis resultiert moglicherweise aus den unterschied-
lichen experimentellen Bedingungen: Beispielsweise wurde bei den in-vitro-Bindungsexperimenten
von [306] ein pap-DNA-Fragment verwendet, das nur die Lrp-Bindestellen 1-3 umfasst. Die erhchte
Transkriptionsrate des mcherry-Gens beim Methylierungszustand (1,0) im Vergleich zum Methylie-
rungszustand (0,1) zeigt, dass sich das kooperative Binden von Lrp ohne den Einfluss von Papl auch
auf den gegentiberliegenden Lrp-Bindestellen 4—6 reduzieren lésst, sofern auch hier die gegentiberlie-
gende GATCP"*-Stelle unmethyliert ist (Abb. ) Dieses Resultat ist wiederum im Einklang mit
[313]. Im Rahmen der Betrachtungsweise, dass Lrp im zellfreien Expressionssystem vorhanden war,
stellt sich die Frage, warum sich die degfp- bzw. mcherry-Transkriptionsraten, die durch die Methy-
lierungsmuster (1,1) und (0,1) bzw. (1,1) und (1,0) erzeugt wurden, unterscheiden, obwohl bei den
verglichenen beiden Muster-Paaren jeweils eine methylierte GATCP™ bzw. GATCYs* vorlag. Auch
unter dieser Perspektive scheint eine methylierungsabhéngige Wechselwirkung zwischen der linken und
rechten ,Halfte* des pap-regulatorischen Bereichs zentral zu sein. Diese Hypothese stellt auch einen
Ansatz dar, die Diskrepanz zu den gerade diskutierten Ergebnissen aus [313] zu erkliren, da dort
nur jeweils eine  Halfte* des pap-regulatorischen Bereichs ohne den Einfluss der anderen untersucht

wurde.

Das Methylierungsmuster und die Wechselwirkung der beiden ,,Halften“ des pap-regulatorischen Be-

reichs scheinen demnach zentral fiir den Phasenvariationsmechanismus zu sein. Dass die reine To-
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pologie der DNA eine Rolle beim Phasenvariationsmechanismus spielt, schlug bereits |[306] vor und
dass der Phasenvariationsmechanismus nicht ausschlielich durch methylierungsabhéngiges Blocken
oder Binden von Lrp auf der pap-DNA und dem damit verbundenen Binden oder Blocken der RNA
Polymerase beruhen kann, diskutierte bereits [60]. Ob sich die methylierungsabhidngige Wechselwir-
kung zwischen der linken und rechten ,Halfte“ der pap-regulatorischen DNA auch bei zuséatzlicher
und gezielter zellfreier Synthese von Lrp und Papl weiterhin beobachten ldsst, wird in Abschn. [5.3.2]

untersucht.

Fiir dieses Experiment wurden neben den Endpunkt-Fluoreszenz-Messungen ergidnzende Kinetik-
Messungen durchgefiihrt, deren Ergebnisse in Anh. gezeigt werden. Sie untermauern die Er-
gebnisse der Endpunkt-Messungen, wenngleich die Fehlerbalken grofier sind. Welche Faktoren bei den
Kinetik-Messungen zu einer VergroBerung der Standardabweichung unter diesen Versuchsbedingungen

gefithrt haben, konnte nicht geklart werden.

5.3.2. Epigenetische Regulation des pap-regulatorischen Bereichs bei
zusatzlicher Lrp- und Papl-Synthese

Im Folgenden wurde die epigenetische Regulation des pap-regulatorischen Bereichs bei gleichzeitiger

zellfreier Synthese der Koregulatoren Lrp und Papl analysiert.

Fiir jedes der drei Experimente, deren Ergebnisse in den Abschn. prisentiert und
diskutiert werden, wurden jeweils neun zellfreie Reaktionen préapariert. In jedem dieser aus neun
Reaktionen bestehenden drei Sétze wurden die Konzentrationen der beiden Plasmide pBEST-pl5a-
OR2-OR1-Pr-UTR1-Lrp-T500 und pBEST-pl5a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Papl-T500, die als Templates
zur zellfreien Expression der Koregulatoren-Gene Irp und papl dienten, zwischen O0nM, 0,1 nM und
1nM auf die gleiche Weise variiert, sodass die folgenden Plasmidkonzentrationen als Paare resultierten:
(0nM ;0nM), (0nM;0,1nM), (0nM;1nM), (0,1nM;1nM) ..., (1nM;1nM). In jedem der drei Sitze
wurde das pap-DNA-Konstrukt mit jeweils einem anderen Methylierungszustand in einer Konzentra-
tion von 5nM geldst. Alle zellfreien Reaktionen wurden 16 h bei einer Temperatur von 29 °C inku-
biert, im Anschluss folgten Endpunkt-Messungen der deGFP- und mCherry-Fluoreszenz-Intensitét.
In den Abb. F5A-5-I0A werden die entsprechenden deGFP- und mCherry Endpunkt-Fluoreszenz-
Intensitdten préasentiert. Um die aus den drei Experimenten resultierenden Fluoreszenz-Intensititen
besser miteinander vergleichen zu kénnen, wurden diese Intensitéten jeweils auf den hochsten deGFP-
bzw. mCherry-Fluoreszenz-Intensitats-Messwert normiert (Abb. )

5.3.2.1. Methylierungszustand (1,1)

Die Abb. und Abb. zeigen deGFP-Endpunkt- bzw. mCherry-Endpunkt-Fluoreszenz-
Intensitdten der zellfreien Reaktionen, in denen das pap-DNA-Konstrukt mit dem Methylierungs-

zustand (1,1) vorhanden war.

[314] beobachtete in Gel Shift-Experimenten, dass Papl nicht allein spezifisch an die pap-DNA bin-
den kann. Unter dieser Voraussetzung deutet der Abfall der mcherry-Transkriptionsrate bei stei-
gender Plasmidkonzentration von pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Papl-T500, folglich wachsender
Papl-Konzentration, und bei fehlendem Plasmid pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Lrp-T500, darauf
hin (Abb. 7 dass sich Lrp-Reste in den zellfreien Reaktionen befanden, deren Bindungsaffinitat
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5.3. Ergebnisse und Diskussion

gegeniiber der Bindestelle 5 durch den Einfluss von Papl trotz Methylierung von GATCYt erhoht
und weswegen die mcherry-Transkription stidrker reprimiert wurde.
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Abbildung 5.5.: deGFP- (A) und normierte deGFP-Endpunkt-Fluoreszenz-Intensitiaten (B) der zell-
freien Reaktionen nach 16 h Inkubation bei 29 °C in Abhéngigkeit der Plasmidkonzentrationen pBEST-
pl5a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Lrp-T500 und pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Papl-T500. Die Konzen-
tration des pap-DNA-Konstrukts mit dem Methylierungszustand (1,1) betrug in allen zellfreien Reak-
tionen 5nM. Die Fluoreszenz-Intensitéiten sind die Mittelwerte aus zwei Messungen. Die Fehlerbalken
entsprechen der einfachen Standardabweichung. Die Normierung erfolgte auf den héchsten Messwert

der deGFP-Fluoreszenz-Intensitits-Messungen, die jeweils in (A) in den Abb. und [5.9] gezeigt
werden.

Die angenommene Restkonzentration von Lrp scheint zu gering gewesen zu sein, um in séttigender
Weise auf der pap-DNA zu binden, da sich durch steigende lrp-Plasmidkonzentrationen und demnach

wachsenden Lrp-Konzentrationen die degfp- und mcherry-Transkriptionsraten weiter senken lieflen
(Abb. 5.5/ und [5.6)). Eine Méglichkeit, diese Beobachtung zu erkléiren, bietet das von [324] vorgeschla-

gene Binden von Lrp auf der pap-DNA, was die Bindung der RNA-Polymerase sterisch blockiert.

Es zeigte sich, wie auch in , 306] zu beobachten, dass die Methylierung der GATCP***- und
GATCYst_Stellen Lrp nicht vollstiandig blockte, sondern héhere Lrp-Konzentrationen dazu fiihrten,

dass Lrp dennoch auf kooperative Weise auf den Bindestellen 1-3 bzw. 46 band (Abb. und.

beobachtete in in-vitro-Bindungsexperimenten, dass die Methylierung von GATCP™ ohne die
Prasenz von Papl keinen Einfluss auf das kooperative Binden von Lrp auf den Lrp-Bindestellen 1-3
hat, und schlussfolgerte, basierend auf weiteren Ergebnissen, dass die Methylierung von GATCP™* dem
Verhindern des Papl-abhéngigen Bindens von Lrp auf Lrp-Bindestelle 2 dient. Unter der Annahme
der kooperativen Lrp-Bindung konnte ein solches Papl-abhéngiges Blocken der Lrp-Bindung durch die
methylierte GATCP™*-Stelle nicht beobachtet werden, da sich die Bindungsaffinitét von Lrp gegeniiber
der Lrp-Bindestelle 2 mit zunehmender Konzentration des zellfrei synthetisierten Papl-Proteins nicht

verdnderte, sich jedoch mit zunehmender Konzentration des zellfrei synthetisierten Lrp-Molekiils auch
in Abwesenheit von Papl erhéhte (Abb. [5.5).

Hingegen lief sich die Bindungsaffinitdt von Lrp gegeniiber der Bindestelle 5 mit zunehmender Kon-
zentration des zellfrei synthetisierten Papl-Proteins schwach erhéhen (Abb. [5.6). Im Einklang mit

diesem Ergebnis, zeigten die in-vitro-Bindungsexperimente von [313] ebenfalls, dass eine methylierte
GATCYst-Stelle den Papl-Lrp-Komplex blocken kann.
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Abbildung 5.6.: mCherry- (A) und normierte mCherry-Endpunkt-Fluoreszenz-Intensitéten (B) der
zellfreien Reaktionen nach 16 h Inkubation bei 29°C in Abhéngigkeit der Plasmidkonzentrationen
pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Lrp-T500 und pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Papl-T500. Die
Konzentration des pap-DNA-Konstrukts mit dem Methylierungszustand (1,1) war in allen neun
zellfreien Reaktionen 5nM. Die Fluoreszenz-Intensitdten sind die Mittelwerte aus zwei Messungen.
Die Fehlerbalken entsprechen der einfachen Standardabweichung. Die Normierung erfolgte auf den

hochsten Messwert der deGFP-Fluoreszenz-Intensitats-Messungen, die jeweils in (A) in den Abb.
@ und @ gezeigt werden.

5.3.2.2. Methylierungszustand (0,1)

Die Abb. 57 und Abb. 5.8 zeigen deGFP-Endpunkt- bzw. mCherry-Endpunkt-Fluoreszenz-

Intensitdten der zellfreien Reaktionen, in denen das pap-DNA-Konstrukt mit dem Methylierungs-
zustand (0,1) vorhanden war.
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Abbildung 5.7.: deGFP- (A) und normierte deGFP-Endpunkt-Fluoreszenz-Intensitiaten (B) der zell-
freien Reaktionen nach 16 h Inkubation bei 29 °C in Abhéngigkeit der Plasmidkonzentrationen pBEST-
pl5a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Lrp-T500 und pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Papl-T500. Die Konzen-
tration des pap-DNA-Konstrukts mit dem Methylierungszustand (0,1) betrug in allen zellfreien Reak-
tionen 5 nM. Die Fluoreszenz-Intensitéiten sind die Mittelwerte aus zwei Messungen. Die Fehlerbalken
entsprechen der einfachen Standardabweichung. Die Normierung erfolgte auf den héchsten Messwert

der deGFP-Fluoreszenz-Intensitits-Messungen, die jeweils in (A) in den Abb. und gezeigt
werden.

116



5.3. Ergebnisse und Diskussion

Wie in Abschn. bereits erldutert, fand heraus, dass die Methylierung von GATCP ™ in
Abwesenheit von Papl keinen Einfluss auf das kooperative Binden von Lrp auf den Lrp-Bindestellen
1-3 hat, und schlussfolgerte, dass die Methylierung von GATCP*™* das Papl-abhéngige Binden von
Lrp auf Lrp-Bindestelle 2 blockt. Im Gegensatz dazu und im Einklang mit den Ergebnissen aus
Abschn. reichte erneut nur die Methylierung von GATCP™* aus, um das kooperative Binden
von Lrp auf den Lrp-Bindestellen 1-3 zu blocken, sofern GATCY* unmethyliert war (Abb. |5.7). Dies
erschlieit sich aus der Beobachtung, dass auch in Abwesenheit von Papl das Methylierungsmuster
(0,1) die hochste degfp-Transkriptionsrate im Vergleich zu den degfp-Transkriptionsraten, die durch
die anderen Methylierungszustinde generiert wurden, erzeugte (vgl. Abb. , und ) Jedoch
scheint der Papl-Lrp-Komplex bei geringeren Lrp-Konzentrationen stérker von der Methylierung der
GATCPr*-Stelle geblockt zu werden als das reine Lrp-Molekiil, da sich die degfp-Transkriptionsrate
mit zunehmender Plasmidkonzentration von pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Papl-T500 und somit
groBer werdender Konzentration von Papl weiter steigern liel (Abb.[5.7). In diesem Rahmen konnte die

in [313] beobachtete PapIl-abhédngige Sensitivitdt von Lrp gegeniiber der methylierten GATCPr*-Stelle
ebenfalls gesehen werden.

om>

[=}

I=}

I}
=}

uezsalonia-Auisudw
o ot
3 3

Piney Jeysusiuy-zuszselonia-Alay

050
>
4000 %
0 .02
2.0
200 &
sf
.i 0,00 o, =
20, P, .

Abbildung 5.8.: mCherry- (A) und normierte mCherry-Endpunkt-Fluoreszenz-Intensitdten (B) der
zellfreien Reaktionen nach 16 h Inkubation bei 29°C in Abhéngigkeit der Plasmidkonzentrationen
pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Lrp-T500 und pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Papl-T500. Die
Konzentration des pap-DNA-Konstrukts mit dem Methylierungszustand (0,1) war in allen neun
zellfreien Reaktionen 5nM. Die Fluoreszenz-Intensitidten sind die Mittelwerte aus zwei Messungen.
Die Fehlerbalken entsprechen der einfachen Standardabweichung. Die Normierung erfolgte auf den

hochsten Messwert der deGFP-Fluoreszenz-Intensitits-Messungen, die jeweils in (A) in den Abb.
und gezeigt werden.

Jedoch, ebenfalls in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus Abschn. legt ein Vergleich der
degfp-Transkriptionsraten, die durch die Methylierungsmuster (1,1) und (0,1) entstanden (vgl. Abb.
und, die Vermutung einer methylierungsabhingigen Wechselwirkung zwischen der linken und rech-

ten , Halfte“ der pap-regulatorischen DNA nahe, die ein zentraler Mechanismus der Phasenvariation

sein konnte. Erneut sind bei beiden Methylierungsmustern der betrachteten pap-DNA-Konstrukte
die dem degfp-Promotor benachbarten GATCP'™*-Stellen methyliert, sodass angenommen werden

kann, dass die unterschiedlich hohen Transkriptionsraten aus dem unterschiedlichen Methylierungs-
zustand der gegeniiberliegenden GATCYst-Stelle resultierten. Das Methylierungsmuster (0,1) liefer-
te selbst bei maximaler Lrp- und Papl-bedingter Repression (tiefste deGFP-Fluoreszenz-Intensitét)
eine degfp-Transkriptionsrate, die im gleichen Groflenbereich wie die durch das Methylierungsmus-

ter (1,0) verursachte maximale degfp-Transkriptionsrate (hochste deGFP-Fluoreszenz-Intensitét) lag
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(vgl. Abb. und [5.9B). Sie war ca. 1,35-fach héher als die durch das Methylierungsmuster (1,1)
generierte, maximale degfp-Transkriptionsrate (vgl. Abb. und ) Durchschnittlich brachte
das Methylierungsmuster (0,1) eine degfp-Expressionsrate hervor, die ca. 2,3-fach und 2,6-fach {iber
der degfp-Transkriptionsrate, die vom Methylierungsmuster (1,0) bzw. (1,1) verursacht wurde, lag
(vgl. Abb. , und ) Insofern scheint das Methylierungsmuster und die damit verbundene
Wechselwirkung zwischen der linken und rechten ,Halfte“ des pap-regulatorischen Bereichs entschei-
dend fiir die Transkription des degfp-Gens bzw. der pap-Gene beim nativen DNA-Konstrukt zu sein.
Die Ergebnisse legen eine zusétzliche Variation der Transkriptionsrate durch die Koregulatoren na-
he.

Die Vermutung, dass eine methylierungsabhingige Wechselwirkung zwischen der linken und rechten
L,Hélfte* der pap-regulatorischen DNA ein zentraler Mechanismus der Phasenvariation sein konnte,
wird zusétzlich dadurch untermauert, dass beim Methylierungszustand (0,1) die von [313] beobachte-
te Papl-abhéngige Sensitivitdt von Lrp gegeniiber der methylierten GATCP"*-Stelle gesehen werden
konnte, wiahrend dies beim Methylierungszustand (1,1) nicht moglich war (vgl. Abb. und .
In beiden Fallen ist die GATCP**-Stelle methyliert, der Unterschied liegt demnach nur im Methylie-
rungszustand der gegeniiberliegenden GATC%st-Stelle.

Ein Aspekt des von [313] vorgeschlagenen Ansatzes zur Erkldrung des Phasenvariationsmechanis-
mus ist, dass die methylierte GATCP™*-Stelle das Papl-abhéngige Binden des Lrp-Papl-Komplexes
blockt, und dass der Komplex bei unmethylierter GATC%%*-Stelle kooperativ auf den gegeniiberliegen-
den Lrp-Bindestellen 4-6 binden kann. Eine methylierte GATC%st-Stelle blockt jedoch ebenfalls den
Papl-Lrp-Komplex [313]. Somit wire zu erwarten gewesen, dass die durch das Methylierungsmuster
(0,1) verursachte mcherry-Transkriptionsrate generell niedriger ist, als die, die durch den Methylie-
rungszustand (1,1) erzeugt wird, da beim Methylierungszustand (1,1) die methylierte GATC%st-Stelle
den Koregulator-Komplex blocken sollte. Tatsdchlich war die mcherry-Transkriptionsrate beim Me-
thylierungsmuster (1,1) durchschnittlich 1,05-fach hoher als die durch den Methylierungszustand (0,1)
erzeugte mcherry-Transkriptionsrate (vgl. Abb. und [5.8B).

Wie bereits in Abschn. [5.3.2.] gezeigt und diskutiert, blockte auch hier die Methylierung der
GATCPr*- und GATCY**-Stelle Lrp nicht vollstindig, sondern hohere Lrp-Konzentrationen fiihr-
ten dazu, dass Lrp dennoch kooperativ auf den Bindestellen 1-3 bzw. 4-6 band. Unter der Bedingung,
dass Papl nicht allein auf der pap-DNA binden kann [314], gemeinsam mit der Beobachtung, dass sich
auch hier ohne die zusétzliche zellfreie Synthese von Lrp die degfp- und mcherry-Transkriptionsrate
bei Variation der pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Papl-T500-Konzentration &dnderte (Abb. und
, deutet darauf hin, dass Lrp-Reste im zellfreien System vorhanden waren.

5.3.2.3. Methylierungszustand (1,0)

Die Abb. 5.9 und Abb. zeigen deGFP-Endpunkt- bzw. mCherry-Endpunkt-Fluoreszenz-
Intensitdten der zellfreien Reaktionen, in denen das pap-DNA-Konstrukt mit dem Methylierungs-

zustand (1,0) prasent war.

Im Einklang mit den Ergebnissen aus Abschn. reichte bereits die Methylierung von GATCdist
aus, um das kooperative Binden von Lrp auf den Lrp-Bindestellen 4-6 zu blocken, sofern GATCPro*
unmethyliert war, da das Methylierungsmuster (1,0) in Abwesenheit von Papl die hochste mcherry-
Transkriptionsrate im Vergleich zu den anderen Methylierungsmustern hervorbrachte (vgl. Abb. 7
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und ): In den zellfreien Reaktionen, in denen das Plasmid pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-
UTR1-PapI-T500 fehlte, lag die vom Methylierungszustand (1,0) erzeugte mcherry-Transkriptionsrate
durchschnittlich 1,26-fach tiber der durchschnittlichen mcherry-Transkriptionsrate, die durch die Me-
thylierungsmuster (1,1) oder (0,1) generiert wurden. Im Gegensatz zu der durch das Methylierungs-
muster (0,1) erzeugten degfp-Transkriptionsrate lief sich die mcherry-Transkriptionsrate hier nicht

mehr weiter mit zunehmender Papl-Konzentration steigern (vgl. Abb. und [5.7).
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Abbildung 5.9.: deGFP- (A) und normierte deGFP-Endpunkt-Fluoreszenz-Intensitéaten (B) der zell-
freien Reaktionen nach 16 h Inkubation bei 29 °C in Abhangigkeit der Plasmidkonzentrationen pBEST-
p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Lrp-T500 und pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Papl-T500. Die Konzen-
tration des pap-DNA-Konstrukts mit dem Methylierungszustand (1,0) betrug in allen zellfreien Reak-
tionen 5 nM. Die Fluoreszenz-Intensitéiten sind die Mittelwerte aus zwei Messungen. Die Fehlerbalken
entsprechen der einfachen Standardabweichung. Die Normierung erfolgte auf den héchsten Messwert

der deGFP-Fluoreszenz-Intensitits-Messungen, die jeweils in (A) in den Abb. und gezeigt

werden.

Jedoch, ebenfalls in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus Abschn. [5.3.1] und [5.3.2.2] legt ein
Vergleich der mcherry-Transkriptionsraten, die durch das Methylierungsmuster (1,1) bzw. (1,0) er-
zeugt wurden, die Vermutung einer methylierungsabhidngigen Wechselwirkung zwischen der linken
und rechten ,Hélfte“ der pap-regulatorischen DNA nahe und untermauert, dass dies ein zentraler
Mechanismus der Phasenvariation sein konnte. Auch hier war bei beiden Methylierungszustinden

des pap-DNA-Konstrukts die dem mCherry-Promotor benachbarte GATCt-Stelle methyliert, so-

dass angenommen werden kann, dass die verschieden hohen mcherry-Transkriptionsraten aus dem
unterschiedlichen Methylierungszustand der gegeniiberliegenden GATCP™*-Stelle resultierten. Selbst
unter dem maximal reprimierenden Einfluss von Lrp und Papl erzeugte das Methylierungsmuster
(1,0) eine mcherry-Transkriptionsrate (tiefste mCherry-Fluoreszenz-Intensitit), die nur etwas klei-

ner (95% bzw. 94 %) als die durch die Methylierungsmuster (0,1) und (1,1) verursachten maximalen

mcherry-Transkriptionsraten (hochste mCherry-Fluoreszenz-Intensitdten) war (vgl. Abb. 7
und [5.10B). Durchschnittlich lag die mcherry-Transkriptionsrate beim Methylierungsmuster (1,0) ca.

1,3-fach iiber der des Methylierungsmusters (0,1) und 1,25-fach iiber der des Methylierungszustandes

(1,1) (vgl. Abb.[5.6B, und [5.10B).

Die durch das Methylierungsmuster (1,0) hervorgebrachte degfp-Transkriptionsrate lag durchschnitt-
lich 1,15-fach hoher als die degfp-Transkriptionsrate, die durch den Methylierungszustand (1,1) erzeugt
wurde (vgl. Abb. und [5.9B). In schwéicherer Weise als bei den in Abschn. présentierten
Ergebnissen, filhrte demnach das asymmetrische Methylierungsmuster (1,0) auch in Anwesenheit der
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zellfrei synthetisierten Koregulatoren Lrp und Papl zu einer schwach erhéhten degfp-Transkriptionsrate
im Vergleich zum symmetrischen Methylierungsmuster (1,1). Jedoch verwundert dieses Ergebnis: Auf-

grund des Papl-abhéngigen Blockens des Lrp-Papl-Komplexes durch die methylierte GATCP**-Stelle
[313] war zu erwarten, dass das Methylierungsmuster (1,1) zu hoheren deGFP-Fluoreszenz-Intensititen

als das Methylierungsmuster (1,0) fithren wiirde. Auch diese Beobachtung kann auf eine methylierungs-
abhéngige Wechselwirkung zurtickzufiihren sein.
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Abbildung 5.10.: mCherry- (A) und normierte mCherry-Endpunkt-Fluoreszenz-Intensitéten (B) der
zellfreien Reaktionen nach 16h Inkubation bei 29°C in Abhédngigkeit der Plasmidkonzentrationen
pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Lrp-T500 und pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Papl-T500. Die
Konzentration des pap-DNA-Konstrukts mit dem Methylierungszustand (1,0) war in allen neun
zellfreien Reaktionen 5nM. Die Fluoreszenz-Intensitdten sind die Mittelwerte aus zwei Messungen.
Die Fehlerbalken entsprechen der einfachen Standardabweichung. Die Normierung erfolgte auf den

hochsten Messwert der deGFP-Fluoreszenz-Intensitéits-Messungen, die jeweils in (A) in den Abb.
und gezeigt werden.

Wie bereits mehrfach zuvor gezeigt und diskutiert (vgl. Abschn. |5.3.2.1 und [5.3.2.2)), blockte die
Methylierung der GATCP™*- und GATCYst-Stellen Lrp nicht vollstindig, sondern hohere Lrp-

Konzentrationen fithrten dazu, dass Lrp dennoch kooperativ auf den Bindestellen 1-3 bzw. 4-6 band.

5.3.3. Untersuchung der DNA-Wechselwirkung des pap-regulatorischen
Bereichs

Die in Abschn. und prasentierten und diskutierten Ergebnisse legen eine methylierungsab-
hingige Wechselwirkung zwischen den beiden ,Halften“ des pap-regulatorischen Bereichs nahe. Mit
Hilfe des mfold web servers (Standardeinstellungen, 29°C, vgl. Abschn. wurde die Se-
kundérstruktur der pap-regulatorischen DNA vorhergesagt und somit deren Wechselwirkung mit sich
selbst untersucht. Die zugrundeliegende DNA-Sequenz entsprach der Sequenz des synthetischen pap-
regulatorischen Bereichs inklusive der stromaufwérts und -abwérts liegenden UTR1-Sequenzen und
den jeweiligen Anfingen des degfp- und mcherry-Gens (Abschn. .

Unter den genannten Bedingungen wurden drei &hnliche Sekundérstrukturen vorhergesagt, von denen

eine exemplarisch in Abb. gezeigt wird. Die beiden anderen Sekundérstrukturen sind in Anh.

zu finden. In jeder dieser drei Strukturen kommt es zumindest zur teilweisen Basenpaarung zwischen
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den Nukleotiden der Lrp-Bindestelle 2 und 5 sowie 3 und 4; bei allen drei Strukturen ist eine voll-
stindige Paarung zwischen GATCP™ und GATCYs* zu beobachten (Abb. |5.11} [A.16/und [A.17). Bei
der Sekundérstruktur aus Abb. sind die Nukleotide der Lrp-Bindestellen 2 und 5 sogar voll-
standig gepaart. Der betrachtete pap-DNA-Bereich faltet sich iiber weite Bereiche und wechselwirkt
somit stark mit sich selbst (Abb. [5.11] |A.16| und |A.17). Dies bietet einen moglichen Erklarungsan-
satz, warum die PCR-Amplifikation der linearen pap-DNA-Templates nicht effizient verlief und es
zur Entstehung vieler Nebenprodukte wéhrend der PCR kam (vgl. Abschn. . Im Anschluss

an den Denaturierungsschritt liegt die zu amplifizierende DNA als Einzelstrang-DNA vor, die beim

Abkiihlen auf die Primer-Hybridisierungs-Temperatur mit sich selbst wechselwirken und Sekundér-
strukturen ausbilden kann. Treten diese Sekundéarstrukturen im Bereich der DNA auf, in denen es
zur Primer-Hybridisierung kommen soll, kann die DNA-Faltung verhindern, dass der Primer auf der
pap-DNA bindet. Kiirzere Nebenprodukte konnen entstehen, wenn es zu vorzeitigen Abbriichen der
Strang-Elongation kommt. Zu solchen Abbriichen kénnte es dann kommen, wenn die DNA-Polymerase
auf eine stark ausgepragte Sekundéarstruktur trifft und sich deshalb von der DNA 16st.

'''''''

rrrrr

Abbildung 5.11.: Eine der drei vom mfold web server |[334] (Standardeinstellungen, 29°C,
vgl. Abschn. vorhergesagten Sekundérstrukturen der synthetischen pap-DNA. Die sechs Lrp-
Bindestellen sind blau, GATCP™* und GATCYs* rot markiert. Die Abbildung wurde mit dem Pro-
gramm Rna Viz [335] hergestellt.
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Hemimethylierte GATC-Stellen besitzen verengte grofie Furchen und sind strukturell weniger
stabil, woraus sich spezifische Wechselwirkungen zwischen Proteinen und diesen Stellen erge-
ben konnen [336]. In Abschn. und fiihrten die asymmetrischen Methylierungsmus-
ter (0,1) und (1,0) zu erhohten Transkriptionsraten des degfp- bzw. mcherry-Gens. Falten sich
die pap-regulatorischen Bereiche mit den Methylierungszustdnden (0,1) und (1,0) wie in den
Abb. |5.11] |A.16|oder |A.17| angegeben, sind GATCP™* bzw. GATCYs* unterschiedlich hemimethyliert.

Es kann spekuliert werden, dass genau solche DNA-

Strukturen zu einer spezifischen Wechselwirkung mit
Lrp, Papl oder der E.-coli-RNA-Polymerase fiihren. Sind 6 1
sowohl GATCP** bzw. GATCYt vollstindig methyliert,

sind diese beiden Stellen auch innerhalb der Sekundar-

struktur vollstindig methyliert und die angenommene oIy
Hemimethylierungs-abhéngige spezifische DNA-Protein-
Wechselwirkung wiirde beim Methylierungsmuster (1,1) s | E
nicht zum Tragen kommen. Insofern bietet diese Hypo-
these einen in sich stimmigen Ansatz, die unterschiedlich
hohen Transkriptionsraten, die durch die unterschiedli- | E
chen Methylierungsmuster der pap-DNA entstehen, zu
erkldren. Eine mogliche DNA-Konformation, die sich

5802

aus der vorhergesagten Wechselwirkung der pap-DNA
ergeben konnte, wird als DNA-Kreuzform bezeichnet
(Abb. . Kreuzstrukturen spielen bei vielen biologi- 6 1
schen Prozessen, wie beispielsweise der Gen-Regulation,

eine entscheidende Rolle und interagieren mit vielen Pro-
Abbildung 5.12.: Stark vereinfachte Dar-
stellung einer moglichen Kreuzstruktur,

die die pap-DNA mit dem Methylierungs-
tion des zellfreien Extraktes verwendeten Zellen auf das yster (0,1) auf Grundlage der vom mfold

teinen, die u.a. derartige Strukturen wieder 16sen kénnen

[337]. Solche Proteine kénnen von den bei der Priapara-

zellfreie Zelllysat iibertragen worden sein. web server [334] vorhergesagten Sekun-
dérstruktur bilden kénnte. Die sechs Lrp-
Tatséchlich wurde Dbereits in in-vitro-Bindungs- Bindestellen sind rot bzw. blau markiert.

experimenten der Einfluss einer hemimethylierten Beim Methylierungsmuster (1,0) liegen die
GATC%tStelle auf die Bindungsaffinititen von Lrp Methylgru?pen'(gelber Kr.eis) jeweils auf
und Papl gegeniiber den Lrp-Bindestellen 4-6 untersucht dem gegeniiberlicgenden Einzelstrang.
[313]. Ist die doppelstringige GATCYt-Stelle nur am
unteren FEinzelstrang methyliert, besitzt Lrp eine schwichere Bindungsaffinitiat gegeniiber den
Lrp-Bindestellen 4-6, als wenn die vollstandig methylierte GATCYst-Stelle als Bindungspartner zur
Verfiigung stéinde [313]. Ist hingegen der obere Einzelstrang der doppelstringigen GATCYst-Stelle
methyliert, nimmt die Bindungsaffinitdit von Lrp gegeniiber den Bindestellen 4-6 im Vergleich
zur vollstindig methylierten GATC%*-Stelle zu [313]. Ist Papl zusitzlich involviert, nimmt die
Affinitdt von Lrp, auf den Bindestellen 4-6 zu binden, bei beiden Formen der hemimethylierten
GATCYst-Stelle im Vergleich zur vollstéindig methylierten GATCY%-Stelle zu [313|. Diese Ergebnisse
von [313] belegen, dass die Hemimethylierung der GATC%st-Stelle Einfluss auf das Bindungsverhalten
der Koregulatoren Lrp und Papl hat und dass die Art der Hemimethylierung ebenso das Bindungs-
verhalten der beiden Proteine beeinflusst. Auch diese Beobachtungen [313] rechtfertigen es, eine
DNA-Kreuzstruktur anzunehmen, deren hemimethylierte GATC-Stellen aus gepaarten Nukleotiden
der Lrp-Bindestellen 2 und 5 entstehen, sich je nach Methylierungsmuster (0,1) oder (1,0) in der Art
ihrer Hemimethylierung unterscheiden und somit charakteristisch die Bindung von Lrp, Papl oder

vor allem der E.-coli-RNA-Polymerase beeinflussen.
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5.4. Zusammenfassung, Konklusion und Ausblick

Die vorliegende Studie beschéftigte sich mit der Analyse des Phasenvariationsmechanismus, mit dem
die Pap-Biogenese auf Transkriptions-Ebene in uropathogenen E.-coli-Zellen reguliert wird [59]. Sie
kniipfte an Vorarbeiten [60] an, in denen bereits auf das auch in dieser Arbeit verwendete zellfreie
Transkriptions-Translations-System von NOIREAUX [51], [62] zuriickgegriffen wurde. Es ermoglicht
eine effiziente zellfreie Genexpression mittels der nativen E.-coli-RNA-Polymerase und ihrem o7°-
Faktor [51], [52]. Insofern bietet diese E.-coli-dhnliche zellfreie Umgebung eine ideale Plattform, um den
Phasenvariationsmechanismus in Abhéngigkeit des Methylierungszustandes des pap-regulatorischen
Bereichs und der Konzentration der Koregulatoren Lrp und Papl zu untersuchen [60]. Der Phasen-
variationsmechanismus wurde vor allem in Bezug auf die Studien [60], [306] analysiert, aus denen
hervorgeht, dass die reine Topologie der DNA bereits Einfluss auf den Phasenvariationsmechanismus

haben konnte.

In Analogie zum Aufbau der DNA-Templates aus [60], in denen maximal drei Lrp-Bindestellen
in verschiedenen Kombinationen miteinander gekoppelt wurden, erfolgte die Synthese eines pap-
regulatorischen Bereichs, der dem nativen pap-regulatorischen DNA-Lokus (GenBank ID: X14471.1,
zuriickgehend auf [59]) in der Umgebung aller sechs Lrp-Bindestellen bis auf die fiir die zellfreie
Expression notwendigen Modifikationen entspricht und an den sich stromaufwérts das mcherry- und
-abwiirts das degfp-Gen anschlieBen (Abb. [5.3). Die Mutation von GATCP** oder GATCYst zu GCTC
verhindert, dass GATCP™ bzw. GATCY* Dam-methyliert werden koénnen, ohne dass sich die Bin-
dungsaffinitdten von Lrp und Papl gegeniiber den Lrp-Bindestellen 2 bzw. 5 verdndern [317]. Auf
Grundlage dieser Mutation [317] und den in-vitro-Dam-Methylierungs-Protokollen von [60] konn-
ten drei Methylierungszustande des synthetischen pap-DNA-Konstrukts hergestellt werden. Entweder
waren GATCP™ und GATCY** methyliert (Methylierungszustand (1,1)) oder GATCP™* war nicht
und GATCY5t war methyliert (Methylierungszustand (1,0)) oder GATCYs® war nicht und GATCP
war methyliert (Methylierungszustand (0,1)). Wie in [60] wurde zusétzlich Lrp oder Papl zellfrei
durch Hinzugabe eines Plasmids synthetisiert, das die Expression des lrp- oder papI-Gens ermoglichte
und wodurch die PapB-abhéngige papI-Transkription umgangen werden konnte; die lrp- bzw. papl-
Transkriptionsrate und somit die Konzentration der zellfrei synthetisierten Lrp- bzw. Papl-Molekiile
stieg mit zunehmender Konzentration des jeweiligen Plasmids. Gemaf der Idee, die Transkriptionsrate
eines Reportergens mit der entsprechenden Fluoreszenz-Intensitit in Korrelation zu setzen [51], [52],
gab wie in den Vorarbeiten [60] die gemessene Fluoreszenz-Intensitéts-Hohe Aufschluss tiber die Menge
des zellfrei synthetisierten Reporterproteins deGFP und somit iiber die Transkriptionsrate des degfp-
Gens, das im pap-DNA-Konstrukt der vorliegenden Studie unter Kontrolle der rechten ,Halfte“ des
pap-regulatorischen Bereichs stand. Dieses Konzept, mittels der Reportergen-Fluoreszenz-Intensitét
auf die Transkriptionsrate des Reportergens zu schliefen, wurde durch die zusédtzliche Fusion des
mcherry-Gens an den pap-regulatorischen Bereich und Messung der mCherry-Fluoreszenz-Intensitét
um einen weiteren Kanal erweitert. Dadurch, dass alle sechs Lrp-Bindestellen in einem DNA-Konstrukt
erfolgreich gekoppelt werden konnten und das mcherry-Gen unter Kontrolle der linken ,Halfte* des
pap-regulatorischen Bereichs stand, konnte die Wechselwirkung zwischen den proximalen und distalen
Lrp-Bindestellen inklusive der u.a. in [306], [313], [320] postulierten kooperativen Bindung von Lrp
auf den Lrp-Bindestellen 4-6 und 1-3, in An- oder Abwesenheit von Papl, analysiert werden. Da
das degfp-Gen im synthetischen pap-DNA-Konstrukt Platzhalter fir die pap-Gene ist, konnte mittels
der Transkriptionsrate des dgfp-Gens ein Riickschluss auf die Transkriptionsrate der pap-Gene gezo-
gen werden. Auf die Integration der Bindestelle fir das Catabolite Activator Protein (CAP) wurde
wie zuvor [60] verzichtet. Diese Stelle benachbart die PapB-Bindestelle und erméglicht die Bindung
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von CAP, von dem vermutet wird, dass es aufgrund einer Lrp-Papl-bedingten Kriimmung im pap-
regulatorischen Bereich der DNA mit der RNA-Polymerase wechselwirkt und ebenfalls in die Regula-
tion der Expression der pap-Gene involviert ist [328], [329].

Der Phasenvariationsmechanismus wurde ohne (Abschn. und mit (Abschn. gleichzeitiger
zellfreier Synthese der Koregulatoren Lrp und Papl untersucht, indem die Transkriptionsraten der
beiden Reportergene degfp und mcherry in Abhéngigkeit des Methylierungsmusters der synthetischen
pap-DNA analysiert wurden. Da die zur Herstellung des Extrakts verwendeten Zellen nicht Trager
des UPEC-spezifischen papl-Gens sind, kann davon ausgegangen werden, dass Papl nicht im zellfrei-
en System vorhanden war. Da Papl nicht alleine spezifisch an die pap-DNA binden kann [314], sich
jedoch Transkriptionsraten der Reportergene bei fehlender Irp-Expression und mit zunehmender Kon-
zentration des synthetisierten Papl-Proteins dnderten, kann geschlussfolgert werden, dass Reste des
globalen E.-coli-Regulators Lrp im zellfreien System vorhanden waren, die von den Zellen, aus denen
der Zellextrakt gewonnen wurde, stammten. Dass die Methylierung der Lrp-Bindestelle 2 oder 5 Ein-
fluss auf die Transkriptionsraten der Reportergene hatte, obwohl die -35- und -10-Elemente der beiden
Promotoren, die jeweils die benachbarten, &ufleren Lrp-Bindestellen flankieren, untermauerte die u.a.
in [60], [306], [310]—[312], [318], [319] vorgeschlagene, vom Methylierungsmuster abhingige kooperative
Bindung von Lrp auf mehreren Lrp-Bindestellen. Auf unkooperativ bindendes Lrp hatte die Methylie-
rung einer benachbarten Lrp-Bindestelle keinen direkten Einfluss gehabt, und die Methylierung héatte
Lrp somit nicht daran hindern kénnen, auf der d&uleren Lrp-Bindestelle zu binden.

Insofern bietet das beispielsweise in [306], [313], [320] diskutierte kooperative Binden von Lrp auf den
Lrp-Bindestellen 1-3 bzw. 4-6 ebenfalls in dieser Studie eine Moglichkeit, den Einfluss der Methy-
lierung von GATCP™ und GATCY* auf die Lrp-Bindung zu erkliren: Die Genexpressionsrate wird
durch, wie in [324] vorgeschlagen, sterisches Blockieren der RNA-Polymerase gemindert. Dass die
Transkriptionsraten der beiden Reportergene mit zunehmender Lrp-Konzentration stets abnahmen,
zeigte, dass, wie bereits zuvor berichtet [60], [306], die Methylierung der GATCP**- und GATCYst-
Stellen Lrp nicht vollstdndig blockieren kann, sondern héhere Lrp-Konzentrationen dazu fithren, dass

Lrp dennoch auf kooperative Weise auf den Bindestellen 1-3 bzw. 4—6 binden kann.

Die Experimente, in denen Papl und Lrp nicht zellfrei synthetisiert wurden (Abschn. 7 zeigten,
dass jedes Methylierungsmuster die Expression beider Reportergene erméglicht, jedoch die Hohe der
Expressionsrate, wie zuvor berichtet [317], stark vom Methylierungszustand des pap-regulatorischen
Bereichs abhidngt. Im Einklang mit den Beobachtungen aus [60] erfolgte die Genexpression auch ohne
eine in die pap-DNA integrierte CAP-Bindestelle, deren Besetzung durch CAP als essentiell fir die
Expression der pap-Gene angesehen wird [328], [329]. Ob sich dies auf die Sequenzunterschiede zwi-
schen der nativen und synthetischen Sequenz zuriickfithren lasst oder das Binden von CAP auf der
pap-DNA weniger Einfluss auf die Transkription der pap-Gene wie gedacht [328], [329] hat, miissen
weitere Experimente klaren. Ebenso essentiell fiir die Transkription der pap-Gene ist, dass der pap-
regulatorische Bereich das Methylierungsmuster (0,1) aufweist [317]. Eine zentrale Beobachtung dieser
Studie deckt sich mit diesem Ergebnis: Das asymmetrische Methylierungsmuster (0,1) fiihrte im Ver-
gleich zu den anderen Methylierungszusténden zu einer deutlich héheren degfp-Transkription, die von
der rechten pap-regulatorischen ,Hélfte“ reguliert wurde. Dariiber hinaus konnte durch die Kopplung
des mcherry-Gens mit der pap-regulatorischen DNA herausgefunden werden, dass sich dieses Ergebnis
auch auf die linke ,Halfte* der pap-regulatorischen DNA {ibertragen ldsst: Der Methylierungszustand
(1,0) generierte die stérkste mcherry-Transkription im Vergleich zu den anderen Methylierungsmus-
tern. Bemerkenswerterweise konnen diese erhohten degfp- und mcherry-Transkriptionsraten nicht allei-
ne auf die Methylierung der den beiden Promotoren benachbarten GATCP™*- bzw. GATCY5*-Stellen
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zuriickgefithrt werden, da der Methylierungszustand (1,1) in beiden Féllen zu keiner erhéhten Tran-
skription fithrte, obwohl auch hier die jeweils dem Promotor benachbarten GATC-Stellen methyliert
waren. Es lisst sich demnach schlussfolgern, dass die E.-coli-RNA-Polymerase nur dann stirker auf ei-
nem der beiden Promotoren, deren -35- und -10-Elemente entweder Lrp-Bindestelle 3 oder 4 flankieren,
bindet, wenn die direkt benachbarte GATC-Stelle 2 oder 5 methyliert ist, aber die gegeniiberliegende
GATC-Stelle 5 bzw. 2 unmethyliert bleibt. Diese Beobachtungen legen eine methylierungsabhéngige
Wechselwirkung zwischen der linken und rechten , Halfte“ des pap-regulatorischen Bereichs nahe, die

Einfluss auf die Bindung der E.-coli-RNA-Polymerase auf die involvierten Promotoren hat.

Ob sich das zentrale Ergebnis einer methylierungsabhédngigen Wechselwirkung zwischen der linken
und rechten ,Hélfte“ der pap-regulatorischen DNA auch bei zusétzlicher und gezielter zellfreier Syn-
these von Lrp und Papl weiterhin bewahrheitete, wurde im weiteren Verlauf der Studie iiberpriift
(Abschn. . Zu diesem Zweck wurde der Phasenvariationsmechanismus bei zellfreier Synthese der
Koregulatoren untersucht, indem die Transkriptionsraten der beiden Reportergene in Abhingigkeit
des Methylierungsmusters der synthetischen pap-DNA und der Konzentration der Plasmide, die die
Irp- oder papl-Expression ermoglichten, analysiert wurden. In allen drei Reaktions-Sétzen, in denen
das pap-DNA-Konstrukt mit jeweils einem anderen Methylierungszustand vorhanden war, verdnderten

sich die Transkriptionsraten der Reportergene in Abhangigkeit der Lrp- und Papl-Konzentration.

Im Folgenden wird nur auf die wesentlichen Verénderungen der Reportergen-Transkriptionsraten
durch den Einfluss der beiden Koregulatoren eingegangen. Generell lieflen sich mit zunehmender Lrp-
Konzentration die Expressionsraten beider Reportergene starker reprimieren. Die Papl-Sensitivitédt bei
der kooperativen Lrp-Bindung fiel je nach Methylierungszustand und betrachteter ,Hélfte* der pap-
regulatorischen DNA unterschiedlich aus. Beim Methylierungsmuster (1,1) konnte die Lrp-Bindung auf
den Lrp-Bindestellen 4-6 mit zunehmender Papl-Konzentration verstéarkt werden, wihrend sich die ko-
operative Lrp-Bindung auf den Bindestellen 1-3 dadurch nicht verdnderte. Hingegen fithrte das Methy-
lierungsmuster (0,1) bei geringeren Lrp-Konzentrationen und mit zunehmender Papl-Konzentration
zu hoheren degfp-Transkriptionsraten. Somit zeigte sich eine gewisse Papl-Abhéngigkeit der koope-
rativen Lrp-Bindung, von der methylierten GATCP™*-Stelle geblockt zu werden, von der [313] zuvor
berichtete. Dass die Methylierung von GATCP™* in Abwesenheit von Papl keinen Einfluss auf das
kooperative Binden von Lrp auf den Lrp-Bindestellen 1-3 hat [313], konnte nicht beobachtet werden.

Jedoch richtete sich trotz des Einflusses der beiden Koregulatoren die Hohe der Reportergen-
Expressionsraten hauptséchlich nach dem Methylierungsmuster des pap-DNA-Konstrukts. Das Methy-
lierungsmuster (0,1) lieferte selbst bei maximaler Lrp- und Papl-bedingter Repression (tiefste deGFP-
Fluoreszenz-Intensitét) eine degfp-Transkriptionsrate, die etwa gleich grofl wie die durch das Me-
thylierungsmuster (1,0) verursachte maximale degfp-Transkriptionsrate (hochste deGFP-Fluoreszenz-
Intensitit) war. Sie war ca. 1,35-fach hoher als die durch das Methylierungsmuster (1,1) generierte,
maximale degfp-Transkriptionsrate. Die durchschnittliche durch das Methylierungsmuster (0,1) ge-
nerierte degfp-Expressionsrate lag ca. 2,3-fach und 2,6-fach iiber der degfp-Transkriptionsrate, die
vom Methylierungsmuster (1,0) bzw. (1,1) verursacht wurde. Das Methylierungsmuster (1,0) generier-
te selbst bei maximaler Lrp- und Papl-bedingter Repression (tiefste mCherry-Fluoreszenz-Intensitét)
eine mcherry-Transkriptionsrate, die nur etwas kleiner (95 % bzw. 94 %) war als die durch die Methylie-
rungsmuster (0,1) und (1,1) verursachten maximalen mcherry-Transkriptionsraten (héchste mCherry-
Fluoreszenz-Intensitéiten). Durchschnittlich lag die mcherry-Expressionsrate beim Methylierungsmus-
ter (1,0) ca. 1,3-fach iiber der des Methylierungsmusters (0,1) und 1,25-fach iiber der des Methy-
lierungszustandes (1,1). Insofern stimmten auch beim Einfluss von Lrp und Papl die durch die ver-
schiedenen Methylierungsmuster bedingten Unterschiede der Reportergen-Expressionsraten tendenzi-

ell mit den Differenzen tberein, die sich ohne den Einfluss der beiden Koregulatoren durch die un-
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terschiedlichen Methylierungszustinde ergaben. Im Einklang mit [317] 14sst sich schlussfolgern, dass
das Methylierungsmuster die entscheidende Rolle beim Phasenvariationsmechanismus spielt. Papl und
Lrp regulieren die Transkription jedoch zusétzlich im durch den Methylierungszustand vorgegebenen
Rahmen. Somit legen auch die Resultate der Experimente, die die beiden Koregulatoren miteinbe-
ziehen, eine methylierungsabhédngige Wechselwirkung zwischen der linken und rechten ,Halfte“ des
pap-regulatorischen Bereichs nahe, die die Bindung der FE.-coli-RNA-Polymerase auf die involvierten

Promotoren beeinflusst.

Aus diesem Grund wurde diese Wechselwirkung néher untersucht, indem die Sekundérstruktur der
pap-regulatorischen DNA mittels des mfold web servers |[334] vorhergesagt wurde. Die Vorhersage lie-
ferte drei dhnliche Sekundérstrukturen. In jeder dieser drei Sekundarstrukturen kommt es zumindest
zu einer teilweisen Basenpaarung zwischen den Nukleotiden der Lrp-Bindestellen 3 und 4 sowie 2 und
5. In jeder dieser Vorhersagen paaren sich GATCP™* und GATCYst vollstindig, und die betrachtete
pap-DNA faltet sich iber weite Bereiche und wechselwirkt somit erheblich mit sich selbst. Aus den vor-
hergesagten Sekundéarstrukturen konnen sich DNA-Kreuzstrukturen bilden. Diese DNA-Konformation
kann u.a. zur Genregulation beitragen und wechselwirkt mit Proteinen, beispielsweise mit solchen, die
eine Auflésung der Kreuzstruktur verursachen [337). Es ist bekannt, dass hemimethylierte GATC-
Stellen verengte grofie Furchen ausbilden, weniger strukturell stabil sind und daher spezifisch mit
Proteinen wechselwirken kénnen [336]. Die Ausbildung einer Kreuzstruktur, bei der sich GATCPro*
und GATCYs* paaren (Abb. , bietet einen moglichen Erkldrungsansatz, die unterschiedlich hohen
Reportergen-Transkriptionsraten zu verstehen. Die Methylierungsmuster (0,1) und (1,0) liefern inner-
halb der Kreuzstruktur unterschiedlich hemimethylierte Doppelstrang-GATC-Stellen, wihrend das
Methylierungsmuster (1,1) vollstandig methylierte GATC-Stellen in der Kreuzkonformation besitzt.
Es kann spekuliert werden, dass genau diese unterschiedlich hemimethylierten GATC-Stellen inner-
halb der Kreuzstruktur zu einer spezifischen Wechselwirkung mit Lrp, Papl oder der E.-coli-RNA-
Polymerase fithren, die die unterschiedlich hohen Reportergen-Transkriptionsraten bei den asymme-
trischen Methylierungsmustern (0,1) und (1,0) hervorrufen. Dass die Art der Hemimethylierung der
GATCYst Stelle das Bindungsverhalten der Koregulatoren Lrp und Papl beeinflusst, wurde bereits
von [313] gezeigt.

Ob es tatséchlich zur spekulierten Ausbildung einer DNA-Kreuzstruktur kommt und ob diese den
Phasenvariationsmechanismus steuert, muss in weiteren Experimenten gekldrt werden. Mit Hilfe
von magnetischen Pinzetten und mittels Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) kann die DNA-
Kreuzstruktur visualisiert werden, indem Donator und Akzeptor so innerhalb der zu analysieren-
den DNA platziert werden, dass es zu einem geringen FRET-Signal bei Ausbildung der DNA-B-
Konformation kommt, aber ein hohes FRET-Signal detektierbar ist, wenn sich die beiden fluoreszie-
renden Molekiile durch Ausbildung einer Kreuzform annéhern [338]. Durch Integration eines solchen
experimentellen Aufbaus in das zellfreie System kénnten die Reportergen-Expressionsraten in Abhén-
gigkeit der spekulierten DNA-Kreuzform in Ab- oder Anwesenheit der Koregulatoren Papl und Lrp
untersucht werden. Zur Priparation des F.-coli-Extrakts konnen auch andere als in dieser Studie ein-
gesetzte E.-coli-Zellen verwendet werden [52]. [317] benutzte in seiner Studie lrp~-E.-coli-Zellen. Ein
zellfreier Extrakt, der aus solchen Zellen generiert wiirde, ermoglichte eine zellfreie Umgebung ohne
Lrp-Reste. Durch Hinzugabe von Papl und Lrp in rekombinanter Form kénnte der Phasenvariations-

mechanismus unter kontrollierteren experimentellen Bedingungen untersucht werden.

126



A. Anhang

A.1. Erganzendes Material zu Kap. 3]

Anh. wurde bereits vorab in [158] veréffentlicht.

A.1.1. DNA-Sequenzen der verwendeten DNA-Molekiile

Im Folgenden werden die Sequenzen der verwendeten DNA-Molekiile in 5° — 3‘-Richtung aufgelis-
tet.

Y =GGC ATC TTA GTA CAT ATC AG & ¥¢=CTG ATA TGT ACT AAG ATG CC.
0 =CGT TAT TAG C & o*=GCT AAT AAC G.

S1=TGT GCC TTT G & S§{=CAA AGG CAC A. So =ACA CCT GAT C & S5 =GAT CAG GTG
T. S3=GGA GTT GGT T & S§=AAC CAA CTC C. S4=ATT TGG ACC G & S§=CGG TCC
AAAT.S; =CTT ACA CGA G & Sf =CTC GTG TAA G. S¢ =CTA CAT GAC G & S§ =CGT CAT
GTA G. S7=GGG AAG TTG T & S5 =ACA ACT TCC C. Sg=GAA GAC TAG C & S§g=GCT
AGT CTT C.

5152 =TGT GCC TTT GAC ACC TGA TC & S55¢=GAT CAG GTG TCA AAG GCA CA.
S354=GGA GTT GGT TAT TTG GAC CG & S§S§=CGG TCC AAA TAA CCA ACT CC.
5536 =CTT ACA CGA GCT ACA TGA CG & S§S¢=CGT CAT GTA GCT CGT GTA AG.
5738 = GGG AAG TTG TGA AGA CTA GC & S§S5=GCT AGT CTT CAC AAC TTC CC.

51525354 =TGT GCC TTT GAC ACC TGA TCG GAG TTG GTT ATT TGG ACC G & S§54S5
5S¢ =CGG TCC AAA TAA CCA ACT CCG ATC AGG TGT CAA AGG CAC A. 555645755 =CTT
ACA CGA GCT ACA TGA CGG GGA AGT TGT GAA GAC TAG C & SgS55gSe =GCT AGT
CTT CAC AAC TTC CCC GTC ATG TAG CTC GTG TAA G.

$192938485596978s = TGT GCC TTT GAC ACC TGA TCG GAG TTG GTT ATT TGG ACC GCT
TAC ACG AGC TAC ATG ACG GGG AAG TTG TGA AGA CTA GC & SSS¢S5S¢S595858¢ = GOT
AGT CTT CAC AAC TTC CCC GTC ATG TAG CTC GTG TAA GCG GTC CAA ATA ACC AAC
TCC GAT CAG GTG TCA AAG GCA CA.
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A.1.2. Reduzierung der Mungbohnen-Enzym-Aktivitat

Im Referenz-Experiment, dessen Ergebnisse in Abb. [3.4B gezeigt werden, entfernte die Mungbohnen-
Nuklease zwar die einzelstringigen Uberhénge, aber degradierte auch Sequenz-unspezifisch die spon-
tan geformten langeren DNA-Templates und inhibierte somit deren Template-basierte Reproduktion.
Daher blieb die Menge der entstehenden 40 bp-Strange gering. Es konnten keine noch ldngeren Dop-
pelstriinge detektiert werden (Abb. [3.4B).
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Abbildung A.1l.: Zeitlicher Verlauf der relativen DNA-Stoffmenge der 20 bp-Stringe mit der Sequenz
3 bei reduzierter Enzym-Aktivitat der Mungbohnen-Nuklease al zum Referenz-Experiment. Die Exo-
nuklease wurde zu Beginn des siebten Zyklus hinzugegeben. Die Linien dienen der optischen Fiihrung.
Eingebettet zu sehen ist das zugehorige Polacrylamidgel. Die Zyklenzahl bei Probenentnahme ist
angegeben. Links abgebildet ist die Auftrennung der 10 bp, 20 bp, ..., 150 bp-DNA-Stringe der DNA-
Leiter (Abschn. . Es entstanden neben 40 bp-Striangen auch 60 bp-Strédnge, aber unbegrenztes
Langenwachstum der DNA-Strange konnte nicht beobachtet werden. Abb. ist modifiziert aus [15§]
iibernommen.

Insofern sollte im folgenden Experiment getestet werden, ob eine Reduzierung der Enzym-Aktivitit
der Mungbohnen-Nuklease die detektierbare Entstehung von DNA-Striangen einer Lénge oberhalb
von 40 bp ermoglicht. Zu diesem Zweck wurde die Mungbohnen-Nuklease einen Zyklus spéter als im
Referenz-Experiment in die Proben gegeben. Vor dieser initialen Hinzugabe der Exonuklease wurden
die Proben wie im Experiment, dessen Ergebnisse Abb. [B4JA zeigt, inkubiert. Es schloss sich ein
einmaliger fliinfminiitiger Inkubations-Schritt bei einer Temperatur von 30°C an. Wiederum wurden
ab dem siebten Zyklus das Temperatur-Zeit-Profil der Zyklen verdndert: 15 min bei 30 °C, 10 min bei
60 °C, 1min bei 66 °C, 10 min bei 60°C, 1 min bei 84 °C, gefolgt von 5 min bei 30 °C. Zwar wurde in
gleicher Weise wie im Referenz-Experiment die Mungbohnen-Nuklease zu Beginn jedes weiteren Zyklus
in die Proben gegeben, allerdings wurden nur noch 0,5units anstelle von 1unit in die Reaktionen
pipettiert. Die beiden 20 b langen Einzelstrange mit den Sequenzen ¥ und ¢ waren zu Beginn jeweils

500 nM konzentriert, die Tag-DNA-Ligase besafl eine Konzentration von 8 units/pl.

Abb. zeigt, dass die reduzierte Mungbohnen-Aktivitit tatsichlich zu intensiveren DNA-Banden
der 40 bp-Strange im Vergleich zum Referenz-Experiment (Abb. ) fihrte. Allerdings erzeugte der
Uberhang-Ligations-Mechanismus auch 60b lange Stringe. Die resultierenden 60 bp-Doppelstringe
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konnten schwach auf dem Polyacrylamidgel detektiert werden. DNA-Banden, die noch grofieren DNA-
Stréangen zugeordnet werden kénnen, waren nicht beobachtbar. Dieses Ergebnis untermauert zusitz-
lich die Hypothese, dass das unbegrenzte Langenwachstum der DNA-Strédnge im Experiment, dessen
Ergebnisse in Abb. prisentiert werden, durch die Uberhang-Ligation erzeugt wurde.

A.1.3. Bestimmung der spontanen Ligations- und autokatalytischen
Vermehrungsrate

In Anh. [ATT.3] wird beschrieben, wie o und § anhand der experimentellen Daten abgeschitzt werden.
Um 8 zu bestimmen, wurden Phasen des Experiments betrachtet, in denen sich neue Molekiile haupt-
séchlich durch die freie Ligation bildeten. In diesem Fall kann die Vermehrung der Molekiile durch

folgende Gleichung beschrieben werden:

4

dt [A2n] = ﬂ[An]z (Al)

In Gleichung[A 1| beschreibt [A,] die Zahl der doppelstréingigen DNA-Molekiile A,,, n gibt die Zahl der
Basenpaare der initial im System vorhandenen DNA-Molekiile an. Die spontane Ligation dominiert
das experimentelle System stets in seinen frithen Phasen, wenn sich das System hauptséchlich aus den
initial vorhandenen DNA-Strédngen zusammensetzt. Dann ergibt sich der Wert fiir § durch folgende
Gleichung;:

[AQn](tl)

tq

In Gleichung [A72]ist t; der Zeitpunkt, an dem die ligierten DNA-Doppelstringe Ao, das erste Mal
detektiert werden konnten.

= BlA4](0)*. (A-2)

Mit 20bp langen DNA-Doppelstrangen der Sequenz Y bei einer Temperatur von 60°C
startend (Abb. [3.4A), ergibt sich mit [A30](0)=4961fmol und [Ag](t; =8 Zyklen)= 266 fmol
B=13,5-10" Zyklus! fmol'*. Mit 10bp langen DNA-Doppelstringen der Sequenzen S;—Sg
(Anh. bei einer Temperatur von 37°C startend, resultiert mit [A10](0) =3021fmol und
[Ago](t; = 18 Zyklen) = 126 fmol B =8-10"7 Zyklus™! fmol™! (Abb. . Um zu testen, ob der Wert von
B von der initialen DNA-Stoffmenge der DNA abhéngt, wurde mit einer héheren Stoffmenge an 10 bp-
Doppelstrangen begonnen. Mit [A14](0) = 4123 fmol und [Ag](t; =20 Zyklen) = 270 fmol ergibt sich
erneut 8 =8 10" Zyklus ! fmol™* (Abb.[A.2). Anscheinend ist die B unempfindlich gegeniiber der Kon-
zentration der DNA-Striange, der Temperatur und der Sequenz. Es wird zur weiteren Berechnung der
durchschnittliche Wert 3=9,8 10" Zyklus™ fmol! verwendet.

Die autokatalytische Vermehrungsrate wird durch Gleichung [A-3] bestimmt:

_ il An] — B30 [Aon ][Ak]

el = je1 [A2n—k][A] (8.3)

%[Agn] wurde durch die Stoffmengendifferenz von [As,] zweier aufeinanderfolgender Zeitpunkte ab-
geschétzt. Im Allgemeinen ist der auf diese Weise erhaltene Wert fiir o eine obere Abschéitzung, da

auch andere Ligationsprozesse zur Bildung von A, beitrugen.
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Abbildung A.2.: Zeitlicher Stoffmengen-Verlauf der 10 bp (gefiillte Symbole) und 20 bp (offene Sym-
bole) langen DNA-Doppelstringe von zwei Experimenten, in denen freie Ligation dominierte. Die
Experimente dienten der Bestimmung der Rate der freien Ligation 8 mit der die 10b langen Strénge
zu 20b langen Stringen ligiert wurden. Die initiale Konzentration der 10 bp-Stringe mit den Se-
quenzen S1—Sg betrug 3021 fmol (Quadrate) bzw. 4123 fmol (Dreiecke). Bei der niedrigeren initialen
Stoffmenge konnten nach 18 Zyklen das erste Mal 20 bp-Strédnge mit einer Stoffmenge von 126 fmol
detektiert werden. Bei der hoheren initialen 10 bp-Strang-Konzentration konnten das erste Mal nach
20 Zyklen 20 bp-Doppelstréange mit einer Stoffmenge von 270 fmol nachgewiesen werden. In beiden
Experimenten resultiert, mit Hilfe der im Text angegebenen Abschitzung, p=8-10"" Zyklus™ fmol .
Abb. ist modifiziert aus [158| {ibernommen.

Die autokatalytische Vermehrungsrate o [A,] und der dazugehorige Quotient w, zwischen autokata-
lytischer Vermehrungsrate o[A,] und B der Experimente, deren Ergebnisse Abb. und Abb.
prisentieren, werden in Tab. [Ad] bzw. Tab. [A72] gezeigt.
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Tabelle A.1.: Autokatalytische Vermehrungsrate o [A,] und der dazugehorige Quotient w, zwischen
autokatalytischer Vermehrungsrate o[A,] und 3 des Experiments, dessen Ergebnisse in Abb.
préasentiert werden. [A,] bezeichnet die Stoffmenge der doppelstrangigen DNA-Striange A,, n gibt die
Zahl ihrer Basenpaare an. t; und to definieren das Zeitintervall in Zyklen, in dem die autokatalytische
Vermehrung von [A,] analysiert wurde. Durchschnittlich ergab sich w=40. Tab. ist modifiziert
aus [158| tibernommen.

o-[Agp] o-[Ago]
t1—to | [fmol™ - Zyklus‘l] W40 t1—t2 | [fmol ™ - Zyklus'l} w60
6-8 4,97-10° 5,08 14 20,01 -1076 20,42
8-10 2,35-1076 2,4 15 10,16 - 1076 10,37
10-12 0,5-1076 0,51 16 41,21-1076 42,05
13 10,47 -1076 10,68 17 37,18 -1076 37,93
14 3,74-1076 3,82 18 58,42 -1076 59,62
15 —0,35-1076 -0,35 19 35,36 -1076 36,08
16 7,31-1076 7,46
17 5,53-1076 5,65
18 26,98 - 1076 27,53
19 1,04-1076 1,06
a-[Ago] o-[A100]
t1—ty | [fmol™ - Zyklus™] w80 ty—to | [fmol™ - Zyklus] | 100
16 31,12-1076 31,76 18 279,57-1076 | 28527
17 17,73-1076 18,09 19 36,82 -1076 37,57
18 57,06 -1076 58,22 20 46,74 - 1076 47,69
19 35,27-107° 35,99 21 —74,68-107% | -76,20
20 0,58-1076 0,60 22 17,57 -1076 17,92
a-[Aqg0] o [A140]

t1—1t9 [fmol’l . Zyklus'l] w120 t1—1to [mel’l . Zyklus'l} 140

18 363,22 1076 370,63 | 20 73,65 -1076 75,15

19 0,06 - 1076 0,06 21 18,66 - 1076 19,07

20 54,63 -1076 55,74 22 44,06 - 1076 44,96
o [A160] o [A1s0]

t1—1o [fmol‘l . Zyklus'l] w160 t1—1to [fmol‘l . Zyklus'l} w180

21 53,37-1076 54,45 21 42,01 -1079 42 87

22 58,11-1076 59,23 22 80,77-1076 82,42

23 4,60-1076 4,70 23 30,5110 31,13
o-[A200]

ty—to | [fmol™ - Zyklus'] | wano
22 153,83 - 1076 156,97
23 29,7310 30,34
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Tabelle A.2.: Autokatalytische Vermehrungsrate o [A,] und der dazugehorige Quotient w, zwischen
autokatalytischer Vermehrungsrate o [A,] und 8 des Experiments, dessen Ergebnisse in Abb. pra-
sentiert werden. [A,] bezeichnet die Stoffmenge der doppelstrangigen DNA-Strédnge A,, n gibt die
Zahl ihrer Basenpaare an. t1 und to definieren das Zeitintervall in Zyklen, in dem die autokatalytische
Vermehrung von [A,] analysiert wurde. Durchschnittlich ergab sich w=:510. Tab. ist modifiziert
aus [158] tibernommen.

o-[Ago]
t1—to | [fmol™ - Zyklus'] | oo
0-6 10,14 - 106 10,35
6-12 8,75-1076 8,93
a-[Aygo]
t1—to | [fmol™ - Zyklus™!] w40
25 201,00 - 1076 205,11
26 96,05 - 10~ 98,01
o-[Aso]
ty—to | [fmol ™ - Zyklus™] 80
28 596,00-10~6 608,16
29 437,15-1076 446,07
30 1578,65-10~6 1610,87
31 1080,69-10~6 1102,74
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A.2. Erganzendes Material zu Kap. [4

A.2.1. Erganzungen zur Stopcodon-Suppression mittels der aminoacylierten
Suppressor-tRNA

Zur Quantifizierung des vollstéindig translatierten EGFPN14%mber_\[olekiils wurden zellfreie Reaktio-
nen hergestellt, die sich von den Reaktionen aus dem in Abschn. préasentierten Experiment
(Referenz-Experiment) dadurch unterschieden, dass anstelle des Plasmids pBEST-pl5a-OR2-OR1-
Pr-UTR1-EGFPN14%amber 7500 und der AcLys-tRNA®™Per die Konzentration eines GFP-Standards
(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) variiert wurde. Die zellfreien Reaktionen wurden in
gleicher Weise wie die Reaktionen des Referenz-Experiments iiber Nacht (16h) bei 29 °C inkubiert.
Ebenso wurde die Fluoreszenz-Intensitét dieser Reaktionen mit den gleichen Messparametern wie bei

der Fluoreszenz-Messung des Referenz-Experiments gemessen.

]
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Abbildung A.3.: Fluoreszenz-Intensitit der zellfreien Reaktionen in Abhéngigkeit der Konzentration
eines GFP-Standards. Die Steigung der Fitgeraden betrigt gerundet 7950,24pM ™!, der Schnittpunkt
mit der Y-Achse liegt bei 1050,34. Die Steigung der Fitgeraden wird in Tab. zur Berechnung der
Konzentration des vollstindig translatierten EGFPN9%amber_\olekiils verwendet.

In der ersten Spalte von Tab. ist die gemessene Fluoreszenz-Intensitit der zellfreien Reaktionen
aus dem Referenz-Experiment zu finden. Diese Fluoreszenz-Intensititen gehdren von oben nach unten
jeweils zu den zellfreien Reaktionen, in denen die AcLys-tRNA®™Per mit einer Konzentration von 0 nM,
75 pM, 150 pM, ..., 4,35 pM gel6st war. In der zweiten Spalte von links sind die Fluoreszenz-Intensitéaten
abziiglich der Hintergrund-Fluoreszenz-Intensititen der Referenzreaktionen (c(AcLys-tRNA#mber)=()
des Referenz-Experiments aufgelistet. Die Werte der dritten Spalte von links errechnen die Konzen-
tration von GFP durch Division der Werte aus der zweiten Spalte durch die Steigung der Fitgeraden
aus Abb. [A23] In der vierten Spalte werden die in der dritten Spalte gelisteten Werte korrigiert: Die
Konzentration von vollstindig translatiertem EGFPN!49%amber oroibt sich durch Division der Werte
aus der dritten Spalte durch sechs, da die Fluoreszenz-Intensitit von EGFP bei Anregung bei einer
Wellenldnge von 488 nm etwa sechs Mal hoher als die von GFP ist [150]. Die Konzentrationen wurden

auf die zweite Nachkommastelle gerundet.
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| FI [a.u] | abzgl. HG-FI [a.u] | c(GFP) [uM] | ¢(EGFP) [uM] |

4478 0 0 0

4852 374 0,05 0

5070 592 0,07 0,01
5023 545 0,07 0,01
5169 691 0,09 0,01
6511 2033 0,26 0,04
16499 12021 1,51 0,25
20750 16272 2,05 0,34
17135 12657 1,59 0,26

Tabelle A.3.: Berechnung der Konzentration des vollstéindig translatierten EGFPNM9amber_\[olekiils,
in dem das Stopcodon durch den Einbau von AcLys supprimiert wurde. Weitere Informationen sind
dem Text zu entnehmen.

A.2.2. DNA-Sequenzen

Im Folgenden werden die Sequenzen der transkriptions-translations-regulatorischen und kodierenden
Elemente der in Kap/] verwendeten DNA-Konstrukte angegeben.

Alle zur zellfreien Genexpression verwendeten Plasmide basieren auf pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-
UTR1-deGFP-T500, das von der Kooperationsarbeitsgruppe von Vincent Noireaux (School of Physics
and Astronomy, University of Minesota) zur Verfiigung gestellt und bereits zuvor in [60] verwendet
wurde. Details zu diesem Plasmid und zu den transkriptions-translations-regulatorischen Elementen
konnen Abschn. [£.2.9.7] entnommen werden. Weitere Details sind im Methoden-Teil Abschn. [£.2.17] zu
finden.
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A.2.2.1. pBEST-pl5a-OR2-OR1-Pr-UTR1-deGFPHisg-Tag-T500

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

BACTC

«Q
Q
—
=
@«

GAGEH

GGAGA TATAC CATGG AGCTT TTCAC TGGCG TTGTT
ACGTA AACGG CCACA AGTTC AGCGT GTCCG GCGAG
AGCTG ACCCT GAAGT TCATC TGCAC CACCG GCAAG
TGACC ACCCT GACCT ACGGC GTGCA GTGCT TCAGC
ACGAC TTCTT CAAGT CCGCC ATGCC CGAAG GCTAC
AGGAC GACGG CAACT ACAAG ACCCG CGCCG AGGTG
ACCGC ATCGA GCTGA AGGGC ATCGA CTTCA AGGAG
TGGAG TACAA CTACA ACAGC CACAA CGTCT ATATC
TCAAG GTGAA CTTCA AGATC CGCCA CAACA TCGAG
ACTAC CAGCA GAACA CCCCC ATCGG CGACG GcCccc
TGAGC ACCCA GTCCG CCCTG AGCAA AGACC CCAAC
TGGAG TTCGT GACCG CCGCC GGGAT CCATC ATCAC
CGCCG AAAGG CGGGC TTTTC TGT

Abbildung A.4.: Transkriptions-translations-regulatorische und kodierende DNA-Sequenzen des Plas-
mids pBEST-pl5a-OR2-OR1-Pr-UTR1-deGFPHisg-Tag-T500. Cyan: OR2-OR1-Pr. Orange: UTRI.
Grin: fir deGFPHisg kodierendes Gen. Braun: Hisg-Tag. Grau: T500.

A.2.2.2. pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-EGFPN14%amber_T50(

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

ATTTT ACCTC TGGCG GTGAT AATGG TTGCA GCTAG
GGAGA TATAC CATGG TGAGC AAGGG CGAGG AGCTG
TCGAG CTGGA CGGCG ACGTA AACGG CCACA AGTTC
ATGCC ACCTA CGGCA AGCTG ACCCT GAAGT TCATC
CCTGG CCCAC CCTCG TGACC ACCCT GACCT ACGGC
ACCAC ATGAA GCAGC ACGAC TTCTT CAAGT CCGCC
GCACC ATCTT CTTCA AGGAC GACGG CAACT ACAAG
GCGAC ACCCT GGTGA ACCGC ATCGA GCTGA AGGGC
TCCTG GGGCA CAAGC TGGAG TACAA CTACA ACAGC
AGCAG AAGAA CGGCA TCAAG GTGAA CTTCA AGATC
TGCAG CTCGC CGACC ACTAC CAGCA GAACA ccccc
CCGAC AACCA CTACC TGAGC ACCCA GTCCG CCCTG

ATCAC ATGGT CCTGC TGGAG TTCGT GACCG CCGCC
TGTAC AAGCA TCACC ATCAC CATCA CTAAC TCGAG
TCTGT

Abbildung A.5.: Transkriptions-translations-regulatorische und kodierende DNA-Sequenzen des Plas-
mids pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-EGFPN4%mber 7500 Cyan: OR2-OR1-Pr. Orange: UTRI.
Griin: fiir EGFPN14%mber kodierendes Gen. Rot: amber-Stopcodon. Grau: T500.
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A.2.2.3. T7-tRNAZY,

1 GCATG TCACT ACGAA ATTAA TACGA CTCAC TATAG GAAAC CTGAT CATGT AGATC GAATG
61 GACTC TAAAT CCGTT CAGCC GGGTT AGATT CCCGG GGTTT CCGCC ATTCA TTACA AGC

Abbildung A.6.: Transkriptions-translations-regulatorische und kodierende DNA-Sequenzen des (elon-
gierten) linearen DNA-Konstrukts ']f?—t]?{NAgyU1 A+ Cyan: T7-Promotor. Orange: fiir ‘ERNA?{J1 A kodie-
rendes Gen. Farblos: Elongierter Bereich zur Sequenzierung.

A.2.2.4. pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-tRNAYY),-PyIRSY384F_T500

1 TGAGC TAACA CCGTG CGTGT TGACA ATTTT ACCTC TGGCG GTGAT AATGG TTGCA GCTAG

61 CHAATA ATTTT GTTTA ACTTT AAGAA GGAGA TATAC CATGG GGARA CCTGHA TCATG TAGAT
121 CGAAT GGACT CTAAA TCCGT TCAGC CGGGT TAGAT TCCCG GGGTT TCCGC CACCT AGGTT
181 TAAAC TAAGG AGGTT AATTA AATGA GCGCT TGGAG CCACC CGCAG TTCGA AAAAC TCGAG
241 ATGGA TAAAA AACCA CTAAA CACTC TGATA TCTGC AACCG GGCTC TGGAT GTCCA GGACC
301 GGAAC AATTC ATAAA ATAAA ACACC ACGAA GTCTC TCGAA GCAAA ATCTA TATTG AAATG
361 GCATG CGGAG ACCAC CTTGT TGTAA ACAAC TCCAG GAGCA GCAGG ACTGC AAGAG CGCTC
421 AGGCA CCACA AATAC AGGAA GACCT GCAAA CGCTG CAGGG TTTCG GATGA GGATC TCAAT
481 AAGTT CCTCA CAAAG GCAAA CGAAG ACCAG ACAAG CGTAA AAGTC AAGGT CGTTT CTGCC
541 CCTAC CAGAA CGAAA AAGGC AATGC CAAAA TCCGT TGCGA GAGCC CCGAA ACCTC TTGAG
601 AATAC AGAAG CGGCA CAGGC TCAAC CTTCT GGATC TAAAT TTTCA CCTGC GATAC CGGTT
661 TCCAC CCAAG AGTCA GTTTC TGTCC CGGCA TCTGT TTCAA CATCA ATATC AAGCA TTTCT
721 ACAGG AGCAA CTGCA TCCGC ACTGG TAAAA GGGAA TACGA ACCCC ATTAC ATCCA TGTCT
781 GCCCC TGTTC AGGCA AGTGC CCCCG CACTT ACGAA GAGCC AGACT GACAG GCTTG AAGTC
841 CTGTT AAACC CAAAA GATGA GATTT CCCTG AATTC CGGCA AGCCT TTCAG GGAGC TTGAG
901 TCCGA ATTGC TCTCT CGCAG AAAAA AAGAC CTGCA GCAGA TCTAC GCGGA AGAAA GGGAG
961 AATTA TCTGG GGAAA CTCGA GCGTG AAATT ACCAG GTTCT TTGTG GACAG GGGTT TTCTG
1021 GAAAT AAAAT CCCCG ATCCT GATCC CTCTT GAGTA TATCG AAAGG ATGGG CATTG ATAAT
1081 GATAC CGAAC TTTCA AAACA GATCT TCAGG GTTGA CAAGA ACTTC TGCCT GAGAC CCATG
1141 CTTGC TCCAA ACCTT TACAA CTACC TGCGC AAGCT TGACA GGGCC CTGCC TGATC CAATA
1201 AAAAT TTTTG AAATA GGCCC ATGCT ACAGA AAAGA GTCCG ACGGC AAAGA ACACC TCGAA
1261 GAGTT TACCA TGCTG AACTT CTGCC AGATG GGATC GGGAT GCACA CGGGA AAATC TTGAA
1321 AGCAT AATTA CGGAC TTCCT GAACC ACCTG GGAAT TGATT TCAAG ATCGT AGGCG ATTCC
1381 TGCAT GGTCT TTGGG GATAC CCTTG ATGTA ATGCA CGGAG ACCTG GAACT TTCCT CTGCA
1441 GTAGT CGGAC CCATA CCGCT TGACC GGGAA TGGGG TATTG ATAAA CCCTG GATAG GGGCA
1501 GGTTT CGGGC TCGAA CGCCT TCTAA AGGTT AAACA CGACT TTAAA AATAT CAAGA GAGCT
1561 GCAAG GTCCG AGTCT TACTA TAACG GGATT TCTAC CAACC TGTAA GGATC CCHARA GeCCCE
1621 CCGAA AGGCG GGCTT TTCTG T

Abbildung A.7.: Transkriptions-translations-regulatorische und kodierende DNA-Sequenzen des Plas-
mids pBEST—plBa—OR2—ORl—Pr—UTRl—tRNA?{}A—PleSY384F—T5OO. Cyan: OR2-OR1-Pr. Orange:
UTRI. Braun/Gelb: fiir tRNAg{} A/PyIRS kodierende Gene. Grau: T500.

A.2.2.5. OR2-OR1-Pr-UTR1-T7-RNA-Polymerase-T500
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A.2. Ergédnzendes Material zu Kap. |Z|

1 TGAGC TAACA CCGTG CGTGT TGACA ATTTT ACCTC TGGCG GTGAT AATGG TTGCA GCTAG
61 CHATA ATTTT GTTTA ACTTT AAGAA GGAGA TATAC CATGC ATCAT CACCA TCACC HACAAC
121 ACGAT TAACA TCGCT AAGAA CGACT TCTCT GACAT CGAAC TGGCT GCTAT CCCGT TCAAC
181 ACTCT GGCTG ACCAT TACGG TGAGC GTTTA GCTCG CGAAC AGTTG GCCCT TGAGC ATGAG
241 TCTTA CGAGA TGGGT GAAGC ACGCT TCCGC AAGAT GTTTG AGCGT CAACT TAAAG CTGGT
301 GAGGT TGCGG ATAAC GCTGC CGCCA AGCCT CTCAT CACTA CCCTA CTCCC TAAGA TGATT
361 GCACG CATCA ACGAC TGGTT TGAGG AAGTG AAAGC TAAGC GCGGC AAGCG CCCGA CAGCC
421 TTCCA GTTCC TGCAA GAAAT CAAGC CGGAA GCCGT AGCGT ACATC ACCAT TAAGA CCACT
481 CTGGC TTGCC TAACC AGTGC TGACA ATACA ACCGT TCAGG CTGTA GCAAG CGCAA TCGGT
541 CGGGC CATTG AGGAC GAGGC TCGCT TCGGT CGTAT CCGTG ACCTT GAAGC TAAGC ACTTC
601 AAGAA AAACG TTGAG GAACA ACTCA ACAAG CGCGT AGGGC ACGTC TACAA GAAAG CATTT
661 ATGCA AGTTG TCGAG GCTGA CATGC TCTCT AAGGG TCTAC TCGGT GGCGA GGCGT GGTCT
721 TCGTG GCATA AGGAA GACTC TATTC ATGTA GGAGT ACGCT GCATC GAGAT GCTCA TTGAG
781 TCAAC CGGAA TGGTT AGCTT ACACC GCCAA AATGC TGGCG TAGTA GGTCA AGACT CTGAG
841 ACTAT CGAAC TCGCA CCTGA ATACG CTGAG GCTAT CGCAA CCCGT GCAGG TGCGC TGGCT
901 GGCAT CTCTC CGATG TTCCA ACCTT GCGTA GTTCC TCCTA AGCCG TGGAC TGGCA TTACT
961 GGTGG TGGCT ATTGG GCTAA CGGTC GTCGT CCTCT GGCGC TGGTG CGTAC TCACA GTAAG
1021 AAAGC ACTGA TGCGC TACGA AGACG TTTAC ATGCC TGAGG TGTAC AAAGC GATTA ACATT
1081 GCGCA AAACA CCGCA TGGAA AATCA ACAAG AAAGT CCTAG CGGTC GCCAA CGTAA TCACC
1141 AAGTG GAAGC ATTGT CCGGT CGAGG ACATC CCTGC GATTG AGCGT GAAGA ACTCC CGATG
1201 AAACC GGAAG ACATC GACAT GAATC CTGAG GCTCT CACCG CGTGG HEMICG TGCTG CCGCT
1261 GCTGT GTACC GCAAG GACAA GGCTC GCAAG TCTCG CCGTA TCAGC CTTGA GTTCA TGCTT
1321 GAGCA AGCCA ATAAG TTTGC TAACC ATAAG GCCAT CTGGT TCCCT TACAA CATGG ACTGG
1381 CGCGG TCGTG TTTAC GCTGT GTCAA TGTTC AACCC GCAAG GTAAC GATAT GACCA AAGGA
1441 CTGCT TACGC TGGCG AAAGG TAAAC CAATC GGTAA GGAAG GTTAC TACTG GCTGA AAATC
1501 CACGG TGCAA ACTGT GCGGG TGTCG ATAAG GTTCC GTTCC CTGAG CGCAT CAAGT TCATT
1561 GAGGA AAACC ACGAG AACAT CATGG CTTGC GCTAA GTCTC CACTG GAGAA CACTT GGTGG
1621 GCTGA GCAAG ATTCT CCGTT CTGCT TCCTT GCGTT CTGCT TTGAG TACGC TGGGG TACAG
1681 CACCA CGGCC TGAGC TATAA CTGCT CCCTT CCGCT GGCGT TTGAC GGGTC TTGCT CTGGC
1741 ATCCA GCACT TCTCC GCGAT GCTCC GAGAT GAGGT AGGTG GTCGC GCGGT TAACT TGCTT
1801 CCTAG TGAAA CCGTT CAGGA CATCT ACGGG ATTGT TGCTA AGAAA GTCAA CGAGA TTCTA
1861 CAAGC AGACG CAATC AATGG GACCG ATAAC GAAGT AGTTA CCGTG ACCGA TGAGA ACACT
1921 GGTGA AATCT CTGAG AAAGT CAAGC TGGGC ACTAA GGCAC TGGCT GGTCA ATGGC TGGCT
1981 TACGG TGTTA CTCGC AGTGT GACTA AGCGT TCAGT CATGA CGCTG GCTTA CGGGT CCAAA
2041 GAGTT CGGCT TCCGT CAACA AGTGC TGGAA GATAC CATTC AGCCA GCTAT TGATT CCGGC
2101 AAGGG TCTGA TGTTC ACTCA GCCGA ATCAG GCTGC TGGAT ACATG GCTAA GCTGA TTTGG
2161 GAATC TGTGA GCGTG ACGGT GGTAG CTGCG GTTGA AGCAA TGAAC TGGCT TAAGT CTGCT
2221 GCTAA GCTGC TGGCT GCTGA GGTCA AAGAT AAGAA GACTG GAGAG ATTCT TCGCA AGCGT
2281 TGCGC TGTGC ATTGG GTAAC TCCTG ATGGT TTCCC TGTGT GGCAG GAATA CAAGA AGCCT
2341 ATTCA GACGC GCTTG AACCT GATGT TCCTC GGTCA GTTCC GCTTA CAGCC TACCA TTAAC
2401 ACCAA CAAAG ATAGC GAGAT TGATG CACAC AAACA GGAGT CTGGT ATCGC TCCTA ACTTT
2461 GTACA CAGCC AAGAC GGTAG CCACC TTCGT AAGAC TGTAG TGTGG GCACA CGAGA AGTAC
2521 GGAAT CGAAT CTTTT GCACT GATTC ACGAC TCCTT CGGTA CCATT CCGGC TGACG CTGCG
2581 AACCT GTTCA AAGCA GTGCG CGAAA CTATG GTTGA CACAT ATGAG TCTTG TGATG TACTG
2641 GCTGA TTTCT ACGAC CAGTT CGCTG ACCAG TTGCA CGAGT CTCAA TTGGA CAAAA TGCCA
2701 GCACT TCCGG CTAAA GGTAA CTTGA ACCTC CGTGA CATCT TAGAG TCGGA CTTCG CGTTC
2761 GCGTA ACTCG AGCHH AGCCC GCCGH AAGGE GGGET TTICT GT

Abbildung A.8.: Transkriptions-translations-regulatorische und kodierende DNA-Sequenzen des li-
nearen DNA-Konstrukts OR2-OR1-Pr-UTR1-T7-RNA-Polymerase-T500. Cyan: OR2-OR1-Pr. Oran-
ge: UTR1. Gelb: fiir T7-RNA-Polymerase kodierendes Gen. Braun: Hisg-Tag. Rot: Mutation K378R.
Grau: T500.
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A. Anhang

A.2.2.6. pBEST-pl5a-OR2-OR1-Pr-UTR1-PyIRSY384F_T500

1 TGAGC TAACA CCGTG CGTGT TGACA ATTTT ACCTC TGGCG GTGAT AATGG TTGCA GCTAG
61 CHATA ATTTT GTTTA ACTTT AAGAA GGAGA TATAC CATGG ATAAA AAACC ACTAA ACACT
121 CTGAT ATCTG CAACC GGGCT CTGGA TGTCC AGGAC CGGAA CAATT CATAA AATAA AACAC
181 CACGA AGTCT CTCGA AGCAA AATCT ATATT GAAAT GGCAT GCGGA GACCA CCTTG TTGTA
241 AACAA CTCCA GGAGC AGCAG GACTG CAAGA GCGCT CAGGC ACCAC AAATA CAGGA AGACC
301 TGCAA ACGCT GCAGG GTTTC GGATG AGGAT CTCAA TAAGT TCCTC ACAAA GGCAA ACGAA
361 GACCA GACAA GCGTA AAAGT CAAGG TCGTT TCTGC CCCTA CCAGA ACGAA AAAGG CAATG
421 CCAAA ATCCG TTGCG AGAGC CCCGA AACCT CTTGA GAATA CAGAA GCGGC ACAGG CTCAA
481 CCTTC TGGAT CTAAA TTTTC ACCTG CGATA CCGGT TTCCA CCCAA GAGTC AGTTT CTGTC
541 CCGGC ATCTG TTTCA ACATC AATAT CAAGC ATTTC TACAG GAGCA ACTGC ATCCG CACTG
601 GTAAA AGGGA ATACG AACCC CATTA CATCC ATGTC TGCCC CTGTT CAGGC AAGTG CCCCC
661 GCACT TACGA AGAGC CAGAC TGACA GGCTT GAAGT CCTGT TAAAC CCAAA AGATG AGATT
721 TCCCT GAATT CCGGC AAGCC TTTCA GGGAG CTTGA GTCCG AATTG CTCTC TCGCA GAAAA
781 AAAGA CCTGC AGCAG ATCTA CGCGG AAGAA AGGGA GAATT ATCTG GGGAA ACTCG AGCGT
841 GAAAT TACCA GGTTC TTTGT GGACA GGGGT TTTCT GGAAA TAAAA TCCCC GATCC TGATC
901 CCTCT TGAGT ATATC GAAAG GATGG GCATT GATAA TGATA CCGAA CTTTC AAAAC AGATC
961 TTCAG GGTTG ACAAG AACTT CTGCC TGAGA CCCAT GCTTG CTCCA AACCT TTACA ACTAC
1021 CTGCG CAAGC TTGAC AGGGC CCTGC CTGAT CCAAT AAAAA TTTTT GAAAT AGGCC CATGC
1081 TACAG AAAAG AGTCC GACGG CAAAG AACAC CTCGA AGAGT TTACC ATGCT GAACT TCTGC
1141 CAGAT GGGAT CGGGA TGCAC ACGGG AAAAT CTTGA AAGCA TAATT ACGGA CTTCC TGAAC
1201 CACCT GGGAA TTGAT TTCAA GATCG TAGGC GATTC CTGCA TGGTC TTTGG GGATA CCCTT
1261 GATGT AATGC ACGGA GACCT GGAAC TTTCC TCTGC AGTAG TCGGA CCCAT ACCGC TTGAC
1321 CGGGA ATGGG GTATT GATAA ACCCT GGATA GGGGC AGGTT TCGGG CTCGA ACGCC TTCTA
1381 AAGGT TAAAC ACGAC TTTAA AAATA TCAAG AGAGC TGCAA GGTCC GAGTC TTACT ATAAC
1441 GGGAT TTCTA CCAAC CTGTA AGGAT CCCHAA AGCCC GCCGA AAGGC GGGET TTICT GT

Abbildung A.9.: Transkriptions-translations-regulatorische und kodierende DN A-Sequenzen des Plas-
mids pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-PyIRSY3#4F_T500. Cyan: OR2-OR1-Pr. Orange: UTR1. Gelb:
fiir PylIRS kodierendes Gen. Grau: T500.

A.2.2.7. pBADmod1-linker2-gam$S

1 GACGC TTTTT ATCGC AACTC TCTAC TGTTT CTCCA TACCC GTTTT TTAAC TTTAA GAAGG
61 AGATA TACCA TGGGA AACGC TTATT ACATT CAGGA TCGTC TTGAG GCTCA GAGCT GGGCG
121 CGTCA CTACC AGCAG CTCGC CCGTG AAGAG AAAGA GGCAG AACTG GCAGA CGACA TGGAA
181 AAAGG CCTGC CCCAG CACCT GTTTG AATCG CTATG CATCG ATCAT TTGCA ACGCC ACGGG
241 GCCAG CAAAA AATCC ATTAC CCGTG CGTTT GATGA CGATG TTGAG TTTCA GGAGC GCATG
301 GCAGA ACACA TCCGG TACAT GGTTG AAACC ATTGC TCACC ACCAG GTTGA TATTG ATTCA
361 GAGGT ACTCG AGCAC CACCA CCACC ACCAC TGA

Abbildung A.10.: Transkriptions-translations-regulatorische und kodierende DNA-Sequenzen des
Plasmids pBADmod1-linker2-gamS (Addgene Datenbank, Plasmid # 45833), das von Vincent Noi-
reaux (School of Physics and Astronomy, University of Minesota) zur Verfigung gestellt und mit
Richard Murray kreiert wurde. Cyan: pBAD-Promotor. Orange: fiir GamS kodierendes Gen.
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A.3. Ergédnzendes Material zu Kap. H

A.3. Ergdanzendes Material zu Kap. [5

A.3.1. DNA-Sequenzen

A.3.1.1. Relevante transkriptions-translations-regulatorische und kodierende Elemente
des PCR-Templates zur Synthese von Teilfragment Il fiir die Herstellung des
unmethylierten pap(1)-DNA-Konstrukts

1 GGTAT ATCTC CTTCT TANAG TTAAA CAANA TTATT GCTAG CTGCA ACCAT TATGC GHAAN
61 GANAG TCCGT ATGTC MACAT TTAGHA CGATE TTTTA TGETG WAAAT TCAAT TTGCE ATGAT

121 GTTTT TATCT GAGTA CCCTC TTGCT ATTAG TGTTT TGTTC TAGTIT TAATT TTGTIT TTIGIG
181 GGTTA AAAGA TCGTT TAAAT CETGHA CATAC AACAT AAAAN ACTAN ATAAT GGTTG CAGGA
241 TCCAA TAATT TTGTT TAACT TTAAG AAGGA GATAT ACCAT GGAGC TTTTC ACTGG CGTTG
301 TTCCC ATCCT GGTCG AGCTG GACGG CGACG TAAAC GGCCA CAAGT TCAGC GTGTC CGGCG
361 AGGGC GAGGG CGATG CCACC TACGG CAAGC TGACC CTGAA GTTCA TCTGC ACCAC CGGCA
421 AGCTG CCCGT GCCCT GGCCC ACCCT CGTGA CCACC CTGAC CTACG GCGTG CAGTG CTTCA
481 GCCGC TACCC CGACC ACATG AAGCA GCACG ACTTC TTCAA GTCCG CCATG CCCGA AGGCT
541 ACGTC CAGGA GCGCA CCATC TTCTT CAAGG ACGAC GGCAA CTACA AGACC CGCGC CGAGG
601 TGAAG TTCGA GGGCG ACACC CTGGT GAACC GCATC GAGCT GAAGG GCATC GACTT CAAGG
661 AGGAC GGCAA CATCC TGGGG CACAA GCTGG AGTAC AACTA CAACA GCCAC AACGT CTATA
721 TCATG GCCGA CAAGC AGAAG AACGG CATCA AGGTG AACTT CAAGA TCCGC CACAA CATCG
781 AGGAC GGCAG CGTGC AGCTC GCCGA CCACT ACCAG CAGAA CACCC CCATC GGCGA CGGCC
841 CCGTG CTGCT GCCCG ACAAC CACTA CCTGA GCACC CAGTC CGCCC TGAGC AAAGA CCCCA
901 ACGAG AAGCG CGATC ACATG GTCCT GCTGG AGTTC GTGAC CGCCG CCGGG ATCTA ACTCG
961 AGCAA AGCCC GCCGA AAGGC GGGCT TTTCT GTGTC GACCG ATGCC CTTGA GAGGG TTTTC
1021 TGGCT GATGG TG

Abbildung A.11.: Relevante transkriptions-translations-regulatorische und kodierende Elemente des
PCR-Templates zur Synthese von Teilfragment II fiir die Herstellung des unmethylierten pap(t1-
DNA-Konstrukts, das durch Dam-Methylierung (vgl. Abschn. zum pap™-DNA-Konstrukt
wird. Braun: UTR1. Orange: -10-Element. Blau: -35-Element. Grau: Lrp-Bindestellen 4-6 und 1-
3 (nach ) Griin: fiir deGFP kodierendes Gen. Die Sequenz des pap-regulatorischen Bereichs
(49-230) entspricht der nativen Sequenz (GenBank ID: X14471.1, zuriickgehend auf [59]) bis auf
die in Abb. angegebenen Mutationen. Details zu den transkriptions-translations-regulatorischen
Elementen und zum degfp-Gen kénnen Abschn. und [2.5] entnommen werden.
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A. Anhang

A.3.1.2. DNA-Konstrukt pap!'1), pap(®1) und pap(:0)

1 CGCTA TGAAT TCCTC GAGH HGIIE INCAE CICEH CONIE CCCEE CEICE NGICE SEEEE
61 CTCGG CGCGT TCGTA CTGTT CCACG ATGGT GTAGT CCTCG TTGTG GGAGG TGATG TCCAA
121 CTTGA TGTTG ACGTT GTAGG CGCCG GGCAG CTGCA CGGGC TTCTT GGCCT TGTAG GTGGT
181 CTTGA CCTCA GCGTC GTAGT GGCCG CCGTC CTTCA GCTTC AGCCT CTGCT TGATC TCGCC
241 CTTCA GGGCG CCGTC CTCGG GGTAC ATCCG CTCGG BAGGAG GCCTC CCAGC CCATG GTCTT
301 CTTCT GCATT ACGGG GCCGT CGGAG GGGAA GTTGG TGCCG CGCAG CTTCA CCTTG TAGAT
361 GAACT CGCCG TCCTG CAGGG AGGAG TCCTG GGTCA CGGTC ACCAC GCCGC CGTCC TCGAA
421 GTTCA TCACG CGCTC CCACT TGAAG CCCTC GGGGA AGGAC AGCTT CAAGT AGTCG GGGAT
481 GTCGG CGGGG TGCTT CACGT AGGCC TTGGA GCCGT ACATG AACTG AGGGG ACAGG ATGTC
541 CCAGG CGAAG GGCAG GGGGC CACCC TTGGT CACCT TCAGC TTGGC GGTCT GGGTG CCCTC
601 GTAGG GGCGG CCCTC GCCCT CGCCC TCGAT CTCGA ACTCG TGGCC GTTCA CGGAG CCCTC
661 CATGT GCACC TTGAA GCGCA TGAAC TCCTT GATGA TGGCC ATGTT ATCCT CCTCG CCCTT
721 GEEGH BEENG GTATA TCTCC TTCTT ANAGT TANAC AANAT TATIG CTAGC TGCAA CCATT
781 ATGCG MANAG AAAGT CCGTA TGTCA HCATT TAGAC GATCT TTTAT GCTGE AAATT CAATT
841 TGCEA TGATG TTETT ATETE AGTAC CCTCT TGCTA ETAGT GTTET GETCT AGETT AATTT
901 TGTTT TGIGG GITAN AAGAT CGTTT AAATC FTGAC ATACA ACATA ANAAN CTANA TAATG
961 GTTGC AGGAT CCHAT AATTT TGTTT AACTT TAAGA AGGAG ATATA CCATG GAGCT TTTCH
1021 CTGGC GTTGT TCCCA TCCTG GTCGA GCTGG ACGGC GACGT AAACG GCCAC AAGTT CAGCG
1081 TGTCC GGCGA GGGCG AGGGC GATGC CACCT ACGGC AAGCT GACCC TGAAG TTCAT CTGCA
1141 CCACC GGCAA GCTGC CCGTG CCCTG GCCCA CCCTC GTGAC CACCC TGACC TACGG CGTGC
1201 AGTGC TTCAG CCGCT ACCCC GACCA CATGA AGCAG CACGA CTTCT TCAAG TCCGC CATGC
1261 CCGAA GGCTA CGTCC AGGAG CGCAC CATCT TCTTC AAGGA CGACG GCAAC TACAA GACCC
1321 GCGCC GAGGT GAAGT TCGAG GGCGA CACCC TGGTG AACCG CATCG AGCTG AAGGG CATCG
1381 ACTTC AAGGA GGACG GCAAC ATCCT GGGGC ACAAG CTGGA GTACA ACTAC AACAG CCACA
1441 ACGTC TATAT CATGG CCGAC AAGCA GAAGA ACGGC ATCAA GGTGA ACTTC AAGAT CCGCC
1501 ACAAC ATCGA GGACG GCAGC GTGCA GCTCG CCGAC CACTA CCAGC AGAAC ACCCC CATCG
1561 GCGAC GGCCC CGTGC TGCTG CCCGA CAACC ACTAC CTGAG CACCC AGTCC GCCCT GAGCA
1621 AAGAC CCCAA CGAGA AGCGC GATCA CATGG TCCTG CTGGA GTTCG TGACC GCCGC CGGGA
1681 MCTAN AAGCT TCCAT GG

Abbildung A.12.: DNA-Sequenz des pap*P-Konstrukts. Die Sequenzen des pap®V- bzw. des pap(t-0)-
Konstrukts unterscheiden sich von dieser Sequenz nur durch die C-Mutation nach an der Position
817 bzw. 919. Rot (19-729): fir mCherry kodierendes Gen. Braun (732-764): UTRI1. Orange (778-
782): -10-Element. Grau (783-800): Lrp-Bindestelle 4. Tiirkis (801-806): -35-Element. Grau (813-830
Lrp-Bindestelle 5. Grau (844-861): Lrp-Bindestelle 6. Grau (876-893): Lrp-Bindestelle 6. Grau (907—
924): Lrp-Bindestelle 2. Tirkis (931-936): -35-Element. Grau (937-954): Lrp-Bindestelle 3. Orange
(955-959): -10-Element. Braun (973-1005): UTR1. Griin (1008-1685): fiir deGFP kodierendes Gen.
GATCt: 816-819. GATCP™*: 918-921. Weitere GATC-Stellen: 232-235, 628-631, 968-971, 1493~
1496, 1641-1644, 1679-1682. Die Sequenz des pap-regulatorischen Bereichs (778-959) entspricht der
nativen Sequenz (GenBank ID: X14471.1, zuriickgehend auf [59]) bis auf die in Abb. [5.3|angegebenen
Mutationen. Details zu den transkriptions-translations-regulatorischen Elementen sowie dem degfp-
und mcherry-Gen kénnen den Abschn. [£:2.9.1] und 2.5 entnommen werden. Die Markierung der Lrp-
Bindestellen erfolgt geméaf .

~—

=

140



A.3. Ergidnzendes Material zu Kap. |E|

A.3.1.3. pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Lrp-T500

1 TGAGC TAACA CCGTG CGTGT TGACA ATTTT ACCTC TGGCG GTGAT AATGG TTGCA GCTAG
61 CHATA ATTTT GTTTA ACTTT AAGAA GGAGA TATAC CATGG TAGAT AGCAA GAAGC GCCCT
121 GGCAA AGATC TCGAC CGTAT CGATC GTAAC ATTCT TAATG AGTTG CAAAA GGATG GGCGT
181 ATTTC TAACG TCGAG CTTTC TAAAC GTGTG GGACT TTCCC CAACG CCGTG CCTTG AGCGT
241 GTGCG TCGGC TGGAA AGACA AGGGT TTATT CAGGG CTATA CGGCG CTGCT TAACC CCCAT
301 TATCT GGATG CATCA CTTCT GGTAT TCGTT GAGAT TACTC TGAAT CGTGG CGCAC CGGAT
361 GTGTT TGAAC AATTC AATAC CGCTG TACAA AAACT TGAAG AAATT CAGGA GTGTC ATTTA
421 GTATC CGGTG ATTTC GACTA CCTGT TGAAA ACACG CGTGC CGGAT ATGTC AGCCT ACCGT
481 AAGTT GCTGG GGGAA ACCCT GCTGC GTCTG CCTGG CGTCA ATGAC ACACG GACAT ACGTT
541 GTTAT GGAAG AAGTC AAGCA GAGTA ATCGT CTGGT TATTA AGACG CGCTA ACTCG AGCHA
601 AGCCC GCCGA BAAGGC GGGCT TTTCT GT

Abbildung A.13.: Transkriptions-translations-regulatorische und kodierende DNA-Sequenzen des
Plasmids pBEST-pl15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Lrp-T500. Cyan: OR2-OR1-Pr. Orange: UTR1. Gelb:
fir Lrp kodierendes Gen (GenBank ID: 949051). Grau: T500. Details zum Plasmid und zu den
transkriptions-translations-regulatorischen Elementen konnen Abschn. @ entnommen werden.

A.3.1.4. pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Papl-T500

1 TGAGC TAACA CCGTG CGTGT TGACA ATTTT ACCTC TGGCG GTGAT AATGG TTGCA GCTAG
61 CAATA ATTTT GTTTA ACTTT AAGAA GGAGG ATCCA AATGA GTGAA TATAT GAAGA ATGAA
121 ATACT GGAAT TTCTG AACAG GCATG ATGGA GGGAA AACGG CAGAA ATTGC AGAGG CGCTG
181 GCGGT AACGG ATTAC CAGGC CCGCT ATTAC CTGTT ATTAC TGGAA AAAGC AGGTA TGGTT
241 CAGCG CTCAC CATTA AGACG GGGCA TGGCA ACATA CTGGT TTCTG AAAGG AGAGA AGCAG
301 GCGGG GCAGA GCTGT TCTTC CACAA CTTAA CTCGA GAGTC GACCH HMAGCC CGCCG AAAGE
361 CGGGE TTTTC TGT

Abbildung A.14.: Transkriptions-translations-regulatorische und kodierende DNA-Sequenzen des
Plasmids pBEST-p15a-OR2-OR1-Pr-UTR1-Papl-T500. Cyan: OR2-OR1-Pr. Orange: UTR1. Gelb:
fiir Papl kodierendes Gen (GenBank ID: 1039535). Grau: T500. Details zum Plasmid und zu den
transkriptions-translations-regulatorischen Elementen kénnen Abschn. @ entnommen werden.
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A. Anhang

A.3.2. Kinetik-Messungen zur Analyse der epigenetischen Regulation des
pap-regulatorischen Bereichs ohne zellfreie Lrp- und Papl-Synthese

Der zu dem in Abschn. [5.3.1|présentierten Experiment ergéinzende Versuch diente ebenfalls der Analyse
der epigenetischen Regulation des pap-regulatorischen Bereichs, ohne dabei zuséatzlich die Koregula-
toren Lrp oder Papl zellfrei zu synthetisieren. In gleicher Weise wie im in Abschn. prasentierten
Experiment wurden drei zellfreie Reaktionen prépariert, die sich in ihrer Zusammensetzung beim
Methylierungsmuster der hinzugegebenen pap-regulatorischen DNA unterschieden. Den Reaktionen
(0,1), (1,0) und (1,1) wurde das pap-DNA-Konstrukt mit den Methylierungszustédnden (0,1), (1,0)
bzw. (1,1) hinzugefiigt (5nM). Zusitzlich wurde eine Referenzreaktion (x) hergestellt, die die gleiche
Zusammensetzung wie die anderen drei Reaktionen besaf}, aber keine pap-regulatorische DNA bein-
haltete. Jedoch wurden bei diesen Experimenten die zellfreien Reaktionen im Mikroplattenleser fiir
16 h bei einer Temperatur von 29 °C inkubiert. Die Messung der Fluoreszenz-Intensitat im deGFP-
und mCherry-Kanal erfolgte kontinuierlich wéihrend der Inkubation (vgl. Abschn. . Abb.
zeigt die gemessenen Kinetik-Fluoreszenz-Intensitaten dieser zellfreien Reaktionen im deGFP- (A)
und mCherry-Kanal (B).
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Abbildung A.15.: deGFP- (A) und mCherry-Kinetik-Fluoreszenz-Intensititen (B) wiahrend 16 h In-
kubation bei 29°C in Abhéngigkeit des Methylierungszustandes des hinzupipettierten pap-DNA-
Konstrukts. Der Referenz-Reaktion (x) wurde kein pap-DNA-Konstrukt zur Verfiigung gestellt. Den
Reaktionen vom Typ (1,1), (0,1) und (1,0) wurde das pap-DNA-Konstrukt mit den Methylierungszu-
standen (1,1), (0,1), (1,0) hinzugegeben. Die Fluoreszenz-Intensitaten sind die Mittelwerte aus fiinf
Messungen. Die Fehlerbalken entsprechen der einfachen Standardabweichung.
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A.3. Ergidnzendes Material zu Kap. |E|

A.3.3. Weitere Sekundarstrukturen der synthetischen pap-DNA

Abbildung A.16.: Eine weitere von insgesamt drei (vgl. Abb. und |A.17) vom mfold web server
[334] (Standardeinstellungen, 29°C, s. Abschn. vorhergesagte Sekundérstruktur der syntheti-
schen pap-DNA. Die sechs Lrp-Bindestellen sind blau, GATCP™* und GATCYs* rot markiert. Die
Abbildung wurde mit dem Programm Rna Viz |335] hergestellt.
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Abbildung A.17.: Eine weitere von insgesamt drei (vgl. Abb. und [A.16)) vom mfold web server

[334] (Standardeinstellungen, 29 °C, s. Abschn. [5.2.4)) vorhergesagte Sekundérstruktur der syntheti-
schen pap-DNA. Die sechs Lrp-Bindestellen sind blau, GATCP™* und GATCYs! rot markiert. Die

Abbildung wurde mit dem Programm Rna Viz [335] hergestellt.
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