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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Diversitatsgenerierende Retroelemente (DGRs) wurden im Jahre 2002 in Bordetella-Phagen entdeckt
und stellen eine einzigartige Klasse unter den Retroelementen dar. Durch einen speziellen ,Copy-and-
Replace” Mechanismus sind sie in der Lage ein bestimmtes Zielgen zu hypermutieren. Bei diesem
Mutagenic Homing-Prozess wird die RNA der Templat-Region (TR) durch die elementeigene reverse
Transkriptase (RT) transkribiert. Die dabei entstandene mutierte cDNA wird anschlieBend in die
variable Region (VR) des Zielgens inkorporiert und dieses somit diversifiziert. Hierbei steht der
experimentelle Nachweis fiir die Hypermutation durch die RT noch aus. Zudem spielt das akzessorische
Protein (Avd) eine weitere wichtige Rolle im Mutagenic Homing Prozess, wobei dessen tatsachliche
Funktion noch nicht charakterisiert werden konnte. Bis dato gibt es vor allem Analysen in Bezug auf
das Bordetella-Phagen DGR, womit sich die Frage nach anderen Systemen und allgemeiner
Anwendbarkeit stellt. Daher war die Analyse des Nostoc sp. PCC 7120 DGR Hauptgegenstand dieser
Arbeit, wobei der Fokus auf der Untersuchung der reversen Transkripase (nRT), sowie der
Charakterisierung des akzessorischen Proteins (nAvd) aus dem Nostoc sp. PCC 7120 DGR lag.

Die nRT konnte Uberexprimiert werden, wobei sie nur teilweise l6slich vorlag. Eine effektive
Aufreinigung der nRT konnte mit den hier getesteten Methoden nicht erzielt werden, sodass andere
Aufreinigungsmethoden erprobt werden missen. Zudem war die nRT nicht lagerfahig, wodurch eine
regelmaRige neue Proteinpraparation noétig war. In Aktivitdtsstudien konnten erste Hinweise auf eine
Aktivitat der nRT erhalten werden. Dabei konnten die entstandenen Nukleinsduren nicht nur
detektiert, sondern auch mittels analytischem Verdau als DNA identifiziert werden. Darlber hinaus
konnte die synthetisierte cDNA mittels PCR amplifiziert und die PCR-Produkte anschlieRend
sequenziert werden. Hierbei wurden jedoch keine Adenin-spezifischen oder sonstigen Mutationen
beobachtet. Somit konnte kein Nachweis fir Hypermutation durch die RT erbracht werden. Bei
Untersuchungen beziiglich einer moglichen Interaktion zwischen nRT und nAvd konnte keine erhohte
nNRT-Aktivitat durch die nAvd festgestellt werden.

Die Untersuchungen der nAvd zeigten, dass diese Nukleinsduren bindet. Hierbei waren Praferenzen
gegeniliber verschiedenen Nukleinsduren zu beobachten. Vor allem RNA/DNA-Hybride zeigt die
hochste Affinitat gegeniber der nAvd, wahrend dsDNA eine hohere Affinitat zur nAvd aufweist als
ssRNA. Zudem ist die nAvd in der Lage Nukleinsauren zu hybridisieren. Hierbei hybridisiert sie AT-
reiche DNA-Molekiile von mittlerer Lange (48 bp) am effizientesten. Ein von der nAvd katalysierter
Strangaustausch konnte nicht beobachtet werden. Weiter konnte gezeigt werden, dass die nAvd selbst
bis 95 °C hitzestabil ist und im Anschluss an Hitzestress weiterhin Nukleinsduren hybridisieren kann.
Dariber hinaus ist sie befahigt Nukleinsduren unter Hitzestress zu stabilisieren. Diese Ergebnisse lassen

auf eine Rolle der nAvd als Lotse oder zur Stabilisierung von Nukleinsduren schlieBen.

11



Summary

Summary

Diversity-generating Retrolements (DGRs) were discovered in the Bordetella-Phage in 2002 and
represent a unique class of retroelements. Using a special ,,Copy-and-Replace” mechanism, DGRs are
able to hypermutate a specific target gene. During this process called Mutagenic Homing, the template
region (TR) RNA is transcribed by the element encoded reverse transcriptase (RT). The generated
mutated cDNA is subsequently incorporated into the variable region (VR) of the target gene, which is
thereby diversified. The experimental proof that the RT is indeed responsible for the generated
mutations is still missing. Furthermore, the accessory protein (Avd) plays an important role during
Mutagenic Homing, but its actual function still needs to be characterized. So far, most analyses employ
the Bordetella-Phage DGR, which raises the question how other systems may work and if a general
applicability exists. Therefore, the analysis of Nostoc sp. PCC 7120 DGR was the main subject of this
work, focusing on the investigation of the reverse transcripase (nRT) as well as on the characterization
of the accessory protein (nAvd) of the Nostoc sp. PCC 7120 DGR system.

Overexperession of nRT was successful, but resulted in a low percentage of soluble protein. An
effective purification of the nRT could not be achieved by the tested purification methods, so that
further methods need to be tested. Additionally, the nRT rapidly lost activity upon storage, which made
frequent protein preparations necessary. Based on activity studies first evidence of enzymatic activity
of the nRT was obtained. Not only was it possible to detect the generation of nucleic acids, but they
could also be identified as DNA by an analytical digest. Moreover, the synthesized cDNA could be
amplified by PCR and the PCR products could be subsequently sequenced. However, adenine specific
or other mutations could not be observed. Thus, the proof that the RT is responsible for hypermutation
of cDNA could not be provided. Investigating a possible interaction between nRT and nAvd, an
increased nRT activity generated by the nAvd could not be detected.

Investigations of the nAvd protein showed binding of nucleic acids with. Differential binding to
different nucleic acids. nAvd showed the highest affinity against nAvd for RNA/DNA hybrids and the
lowest affinity for ssRNA, with dsDNA in an intermediate range. Furthermore, nAvd has the ability to
hybridize nucleic acids. Here, AT-rich DNA molecules of a median length (48 bp) were hybridized most
efficiently. A strand exchange mediated by the nAvd could not be observed. In addition, nAvd itself is
thermostable up to 95 °C and is subsequently still able to catalyze the hybridization of nucleic acids.
Moreover, the nAvd is capable of stabilizing nucleic acids during heat stress. These results imply that

the nAvd may act as guide or stabiliser for nucleic acids.
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1. Einleitung

Friedrich Miescher beschrieb 1869 eine neu erforschte Substanz, welche er , Nuclein“ nannte, und
entdeckte damit die Desoxyribonukleinsdure (DNA) (Dahm, 2005). In den folgenden Jahren wurde
diese detailliert untersucht, wodurch 1943 Oswald Avery schliefllich nachweisen konnte, dass es sich
bei DNA um die Tragersubstanz des Erbgutes handelt (Avery et al., 1943; Hershey und Chase, 1952)
und somit die immense Bedeutung dieses Molekiils darlegen. Die Doppelhelixstruktur der DNA wurde
1953 von James Watson und Francis Crick aufgeklart (Watson und Crick, 1953), jedoch nur dank DNA-
Rontgenstrukturanalysen von Rosalind Franklin. Einen weiteren Meilenstein in der
Nukleinsdureforschung setzte Barbara McClintock. Schon Anfang der 1950er postulierte sie die
Existenz von mobilen genetischen Elementen oder auch springenden Genen (McClintock, 1956), was
zu dieser Zeit im Widerspruch zur vorherrschenden Meinung eines starren Genoms stand, sodass ihre

Arbeit erst 1983 mit Nobelpreises fiir Medizin ausgezeichnet wurde.

Mobile genetische Elemente sind einhundert bis mehrere tausend Basenpaare (bp) lange DNA-
Abschnitte, die in der Lage sind, ihre Position innerhalb eines Genoms zu verandern und dieses somit
malgeblich zu beeinflussen. Sie sind sowohl in Prokaryoten als auch in Eukaryoten in hoher Anzahl
vertreten (Chénais et al., 2012). Friher wurde diese DNA falschlicherweise als parasitdr und
selbstsiichtig interpretiert (Doolittle und Sapienza, 1980; Orgel und Crick, 1980; Temin, 1989; Volff,
2006). Heute ist hingegen bekannt, dass durch Insertionen, Deletionen, Rekombinationen,
Neugruppierungen und strukturellen Organisation von Genen sowie zur Entstehung neuer Gene zur
Evolution beitragen (Chénais et al., 2012; Cohen, 1976; Feschotte, 2008; Han und Boeke, 2005;
Kazazian, 2004). Zudem sind sie an der epigenetischen Regulation von Wirtsgenomabschnitten
beteiligt (Chueh et al.,, 2009). Mobile genetische Elemente werden, ausgehend von der Art ihrer
Positionsdanderung im Genom (Transposition), in verschiedene Gruppen unterteilt. DNA-Transposons
nutzen fir die Transposition einen ,,Cut-and-Paste” Mechanismus, bei welchem die DNA-Sequenz aus
dem Genom mittels einer Transposase ausgeschnitten und an einer anderen Stelle im Genom Uber
eine Integrase integriert wird (Kazazian, 1998; Repanas et al., 2007). Retroelemente bewegen sich
mittels eines ,,Copy-and-Paste” Mechanismus durch das Wirtsgenom. Dazu wird die Sequenz in eine
mobile RNA-Zwischenstufe umgeschrieben, welche Uber eine reverse Transkriptase (RT) wieder in
komplementare DNA (cDNA) transkribiert und in das Wirtsgenom integriert wird (Kajikawa et al., 2005;
Kazazian, 1998). Die hierbei notige reverse Transkriptase ist flir Retroelemente essentiell und wird von
einem Grofteil selbst kodiert (Eickbush und Jamburuthugoda, 2008; Mathias et al., 1991; Saigo et al.,
1984). Bei diesem Prozess, der Retrotransposition, findet eine Vervielfaltigung dieser Elemente statt,

wobei die neue Lokation im Genom oft zuféllig ist. Befindet sich diese Stelle in einer kodierenden
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Sequenz, kann die Genfunktion zerstort werden, was meist negative Auswirkungen fir den Wirt mit
sich bringt (Kazazian, 1998; Lee et al., 2012). Selbst die Integration in der Nadhe einer kodierenden
Sequenz kann in hoheren Eukaryoten zu Veranderungen der Genfunktion fiihren (Kuehnen et al.,
2012), da hierbei die Transkriptionsraten der umliegenden Sequenzen durch epigenetische
Modifikationen beeinflusst werden kdnnen. Nur einige wenige Elemente integrieren an spezifische
Stellen im Genom, wie das ZAM Retroelement (Drosophila melanogaster), welches eine spezifische
Konsensussequenz erkennt (Leblanc et al., 1999). Auch die stringenten R1 (Drosophila melanogaster)
und R2 (Bombyx mori) Elemente integrieren spezifisch, wobei sie bevorzugt in Sequenzen springen, die
fir ribosomale RNAs kodieren (Jakubczak et al., 1991). Zudem integrieren TY-Retroelemente
(Saccharomyces cerevisiae) praferiert in der Nahe von Transfer-RNA (tRNA) Genen (Hani und
Feldmann, 1998). Im Gegensatz dazu konnen Alu-Elemente Uber das Genom verteilt aufgefunden
werden und integrieren somit gleichmaRig (Wagstaff et al., 2012). Die meisten Elemente wie das
LINE- 1 (Homo sapiens) und Unal2 (Anguilla japonica) integrieren bevorzugt an AT-reichen Sequenzen,

auch wenn sie durchaus bestimmte Sequenzen erkennen und favorisieren (Feng et al., 1996).

Zu der Gruppe der Retroelemente gehdren die oben erwdhnten LINE- und Alu-Elemente (Dombroski
et al., 1994; Kazazian und Goodier, 2002) sowie Gruppe-ll-Introns (Bonen und Vogel, 2001) oder auch
Retrons und Retroplasmide (Chiang et al., 1994; Galligan und Kennell, 2007). Eine neu entdeckte
Gruppe der Retroelemente stellen die diversitdatsgenerierenden Retroelemente (DGRs) (Liu et al.,
2002) dar. Sie unterscheiden sich erheblich von anderen bekannten Retroelementen, da sie in der Lage
sind, ihrem Wirt einen enormen Selektionsvorteil zu verschaffen. Hierzu nutzen sie nicht den fir
Retroelemente typischen , Copy-and-Paste” Mechanismus, sondern verwenden einen sogenannten
»Copy-and-Replace” Mechanismus (Guo et al., 2008). Dazu werden bestimmte Zielgene hypermutiert,
wobei nur Stellen an denen sich Adenine befindet betroffen sind. Hierdurch werden unterschiedliche
Proteinsequenzen erzeugt (Doulatov et al., 2004; Liu et al., 2002; Minot et al., 2012; Schillinger et al.,

2012), ohne dass sich das DGR dabei vervielfaltigt oder weitere Stellen im Wirtsgenom verandert.
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1.1 Diversitiatsgenerierende Retroelemente

DGRs wurden im Jahr 2002 im Bordetella-Phagen entdeckt (Liu et al., 2004, 2002). Der Bordetella-
Phage ist ein 42,5 Kilobasen (kb) Doppelstrang-DNA (dsDNA) Phage, welcher Bordetella-Bakterien
infiziert. Bordetella-Bakterien existieren in verschiedenen Lebensphasen, der Plus-Phase (Bvg+ Phase)
und der Minus-Phase (Bvg- Phase), welche durch das BvgAS Signaltransduktionssystem reguliert
werden (Akerley et al., 1995; Deora et al., 2001; Mattoo et al., 2001; Stockbauer et al., 2001; Uhl und
Miller, 1996). In der Bvg+ Phase werden verschiedene Proteine, unter anderem das
Oberflachenprotein Pertactin, exprimiert, jedoch nicht wahrend der Bvg- Phase. Pertactin dient dem
Bordetella-Phagen als Rezeptorprotein. Somit kann der Phage Bordetella in der Bvg+ Phase infizieren.
Die Arbeitsgruppe um Liu konnte jedoch zeigen, dass in ca. 10°® Fillen Bordetella auch in der Bvg- Phase
infiziert wird, indem andere Oberflichenproteine genutzt werden (Liu et al., 2002). Dies ist in ca. 103
Fallen reversibel, sodass die Bvg+ Phase wieder zur Infektion genutzt werden kann. Bei einer dritten
Variante, die abermals in ca. 10°® Fallen eintritt, ist der Phage befihigt, Bordetella in beiden Phasen zu
infizieren. Ausgehend davon, in welcher Phase sie Bordetella infizieren, werden die Phagen als Bvg plus
tropic Phage (BPP), Bvg minus tropic Phage (BMP) oder Bvg indiscriminant Phage (BIP) bezeichnet. Der

damit verbundene Wechsel wird als Tropismenwechsel bezeichnet (Liu et al., 2002).

Bei einem Vergleich der verschiedenen Phagentypen wurde erkannt, dass sie sich in einer bestimmten
variablen Region (VR) unterschieden (Liu et al., 2002). Die VR ist eine 134 bp lange Sequenz und
befindet sich am 3’Ende des mtd (major tropism determinant) Lokus, welcher fiir ein Protein an den
Spitzen der Schwanzfasern codiert. Ausschlaggebend fiir den Tropismenwechsel sind Anderungen in
diesem Protein, welches das Oberflachenprotein Pertactin von Bordetella erkennt. Somit bestimmt die
VR-Sequenz innerhalb des mtd Lokus die Tropismenspezifitdt des Phagen. Downstream dieses offenen
Leserahmens ORFs befindet sich eine Kopie der VR, welche jedoch keine Variabilitdt aufweist und als
Template Repeat (TR) bezeichnet wird. Vergleicht man nun diese beiden Regionen, wird deutlich, dass
nur an Stellen, an welchen sich Adenine in dem TR befinden, Anderungen in der VR auftreten. Diese
Adeninspezifitat kontrolliert die Variabilitat der VR, trotzdem sind bei 23 Adeninen in der 134 bp langen
TR Sequenz theoretisch 7 *10 verschiedene Nukleotidsequenzen und 9,2*10%?
Aminosauresequenzen moglich (Doulatov et al., 2004; Liu et al., 2002). Eine weitere Besonderheit ist,
dass sich die Mutationen in der VR meist in den ersten zwei Positionen eines Codons befinden
(Medhekar und Miller, 2007; Minot et al., 2012). Dadurch wird die Wahrscheinlichkeit einer
Aminosauresubstitution maximiert (Liu et al., 2002), wahrend Anderungen an der dritten Position
weniger oft zu Aminosduresubstitutionen fiihren (Crick, 1966). Zudem stehen die Aminosduren der VR,
welche in ihren Codons Adenine aufweisen, in direkter Verbindung mit der Rezeptorkontaktstelle
(Miller et al., 2008).
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Neben dem mtd ORF mit VR, also dem Zielgen, befinden sich in der DGR-Kassette des Bordetella-
Phagen zwei weitere offene Leserahmen. Zum einen befindet sich im Anschluss an den mtd ORF die
accessory variability determinant (Avd), deren genaue Funktion noch nicht bekannt ist. An die bAvd,
also die Avd aus de DGR des Bordetella-Phagen, schlieBen sich die TR und am 3"Ende der DGR-Kassette
ein ORF an, welcher fiir eine reverse Transkriptase (RT) kordiert. Im Falle der RT aus dem DGR des

Bordetella-Phagen wird die RT als bRT bezeichnet (Abbildung 1).

5— mtd VR —— bAvd TR~ brt —3

! 1000 bp :

Abbildung 1: Schematisch dargestellte DGR-Kassette des Bordetella-Phagen. Die DGR-Kassette des Bordetella-Phagen weist
das Zielgen mtd (lila) mit der variablen Region (VR) (dunkelblau) auf. Es folgen der ORF fiir bAvd (rosa) und brt (glin). Zwischen

ihnen ist der Template Repeat (TR) (hellblau) angesiedelt, welcher identisch zu der VR ist, jedoch nicht hypermutiert wird.

Der tatsachliche DGR-Mechanismus ist bis zum heuten Zeitpunkt noch nicht vollstdndig analysiert. Ein
wahrscheinlicher Mechanismus ist jedoch in Abbildung 2 schematisch dargestellt und beginnt mit der
Transkription der TR Sequenz. Die DGR eigene reverse Transkriptase erzeugt von dem TR-Transkript
ausgehend eine hypermutierte cDNA (Guo et al., 2008), sodass es zu Adenin spezifischen Mutationen
kommt. Wie diese hoch-spezifischen Hypermutationen generiert werden, konnte noch nicht
untersucht werden. Die cDNA wird anschlieBend {iber einen Prozess, der Mutagenic Homing genannt
wird, in die VR des Zielgens eingebaut und die VR somit ersetzt. Wie dieser Prozess im Detail ablauft
ist auch weitgehend ungeklart. Zudem ist die Rolle der akzessorischen variablen Determinanten, Avd,
in diesem Ablauf ebenfalls noch nicht geklart, auch wenn nachgewiesen werden konnte, dass sie fir

die Funktion des Bordetella-Phagen DGRs notwendig ist (Doulatov et al., 2004).
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—  Zielgen VR —— Avd HIR RTORF  ——
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Abbildung 2: Hypothetischer DGR-Mechanismus. Die TR Sequenz (hellblau) wird transkribiert. Die DGR eigene RT (griin)
erzeugt ausgehend von dem TR Transkript eine hypermutierte cDNA, in welcher Mutationen an Thymin-Stellen eingefiigt
werden. Diese cDNA wird nun im Zielgen (lila) an der Stelle der VR (dunkelblau) eingefligt. Dieser Mechanismus wird
Mutagenic Homing genannt und ist noch weitgehend ungeklart. Hierbei kommt es zum Einbau der hypermutierten cDNA und

der Anderung in der VR. Die Funktion der Avd (rosa) in diesem Prozess ist ebenfalls noch unklar.

Das DGR-System des Bordetella-Phagen ist das Prototyp-DGR und somit das am besten erforschte. Bis
2008 wurden ca. 40 weitere Elemente in Bakterien und Phagen entdeckt, wie in Vibrio harveyi VHML-
Phage, Bacteroides thetaiotaomicron oder Nostoc sp. PCC 7120 (Doulatov et al., 2004; Medhekar und
Miller, 2007; Simon und Zimmerly, 2008). Seitdem wurden in einer Studie in 155 Bakterien und Phagen
DGR-Systeme mit Hilfe der Analysesoftware DiGReF in 6ffentlichen Datenbanken entdeckt (Schillinger
und Zingler, 2012; Schillinger et al., 2012). Zudem konnten durch das Human Microbiome Project,
welches Mikrobiome des menschlichen Darms mittels Sequenzierungen identifizierte (Peterson et al.,
2009), mit dem Computer-Programm DGRscan im Jahre 2014 weitere 271 DGR-Systeme im
menschlichen Mikrobiom analysiert werden (Ye, 2014). Jedoch konnten keine DGR-Systeme in
Eukaryoten nachgewiesen werden. Analysen der neu entdecken Elemente zeigten, dass die DGR-
Kassetten einen unterschiedlichen Aufbau aufweisen konnen, jedoch in allen Fallen eine VR innerhalb
des Zielgens, TR und RT ORF besitzen. Die akzessorische variable Determinante (Avd) konnte hingegen
nicht in allen entdeckten DGR-Systemen nachgewiesen werden (Schillinger und Zingler, 2012). Die
DGRs aus den Cyanobakterien Nostoc und Trichodesmium besitzen beispielsweise nur einen ORF, der
fiir eine RT kodiert, aber zwei Zielgene mit je einer variablen Region. Zudem ist bei diesen DGRs die TR
downstream des RT-ORFs angesiedelt (Doulatov et al., 2004). Ausgehend von ihrem Aufbau wurden
DGR-Systeme in vier verschiedene Gruppen gegliedert. Bei Gruppe 1 liegt die TR upstream der RT,

wahrend sie in Gruppe 2 downstream angesiedelt ist. In Gruppe 3 Uberlappt die TR mit dem 5" oder 3’
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Ende des RT ORF. Gruppe 4 weist eine Besonderheit auf, bei welcher der RT ORF auf einem Strang und
VR, Zielgen und TR auf dem anderen Strang liegen, sodass kein gemeinsames RNA-Transkript
verwendet wird. Die Gruppen 1-3 kann man in zusatzliche Untergruppen unterteilen, die sich in Anzahl
und Position der Zielgene unterscheiden kénnen (Schillinger et al., 2012). Diese diverse Strukturen und
das weit verbreitet Vorkommen von DGRs in Prokaryoten und Archaeen lassen auf eine signifikante
Funktion schlieBen. Beispielsweise kann die Hypermutation von DGR mit dem Jager-Beute-Modell
verglichen werden. Proteine binden entweder verschiedene Zielrezeptoren und fungieren dabei als
Jager, oder werden selbst gebunden und sind somit die Beute. Jager missen sich diversifizieren, um
neue Ziele binden zu kdnnen, wahrend die Beute sich diversifizieren muss, um nicht gebunden zu
werden. DGRs im Bordetella-Phagen sind nach diesem Prinzip Jager, die sich an die
Oberflachenstruktur von Bordetella anpassen (McMahon et al., 2005), wahrend beispielsweise DGRs
in Cyanobakterien sich moglicherweise als Beute diversifizieren, um nicht von Cyanophagen befallen
zu werden. Weitere Wirkungsmechanismen von DGRs in der Natur sind noch nicht bekannt, jedoch
werden zukiinftig mit der Entdeckung von DGRs in weiteren Organismen andere Funktionen analysiert
werden kdénnen, wie z.B. Anpassung an Stresssituationen oder Wirtsorganismen. In den folgenden
Abschnitten werden die einzelnen Komponenten des DGR-Systems naher beschrieben, sowie tiber den

Mechanismus und Struktur bekannt ist.

1.1.1 Variable Region und Template Repeat

DGRs konnen ein bestimmtes Zielgen unendlich oft hypermutieren, indem die VR innerhalb des
Zielgens mit einer mutierten Kopie der TR ersetzt wird. Die VR ist durchschnittlich 100 + 50 bp, aber
maximal 180 bp lang. Diese Limitierung der VR hat vermutlich funktionelle Griinde, da die
Hypermutation eines groReren Teils des Proteins dessen Funktion storen konnte (Schillinger et al.,
2012). Die Hypermutation der VR Sequenz und somit der Sequenz des Zielgens fihrt zu einer hohen
Diversitat des Zielproteins und folglich zu einem kraftvollen Motor der Evolution. Dazu ist es jedoch
unbedingt notwendig, dass das Original, also die TR, unverindert bleibt. Eine Anderung der TR wiirde
namlich zu Mutationen von Adenine zu Cytosin, Guanin oder Thymin fihren, sodass letztendlich keine
Diversifizierung mehr moglich und somit das System zerstort ware. Um zu gewahrleisten, dass die TR
Sequenz nicht durch die hypermutierte cDNA ersetzt wird, missen VR und TR Unterschiede aufweisen.
Am 3’Ende von VR und TR des Bordetella-Phagen DGRs befinden sich eine 14 bp lange Sequenz, die
nur aus Gs und Cs besteht, und eine 21 bp lange GC-reiche Sequenz, welche keinen Mutationen
unterliegen. Diese 21 bp langen Sequenzen unterscheiden sich in VR und TR an exakt fiinf Basen und

werden Initiation of Mutagenic Homing, IMH in VR und IMH* in TR, genannt (Doulatov et al., 2004;
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Guo et al., 2008). Doulatov et al. konnten in Experimenten nachweisen, dass der Austausch von IMH
in der VR durch IMH* zu keiner Hypermutation in VR fiihrt, wahrend ein Austausch der IMH* in TR mit
IMH zu einer Hypermutation in der TR fuhrt (Doulatov et al., 2004). Folglich sind fir den gerichteten
Transfer der Sequenzinformation IMH bzw. IMH* notwendig. Direkt downstream der IMH liegt ein
weiteres Element, welches eine zusatzliche Voraussetzung fiir einen effizienten Retrohoming Prozess
zu sein scheint. Dabei handelt es sich um eine GC-reiche Haarnadelstruktur, die aus einem 7-10 bp
Stamm und einer 4 bp Schleifenregion besteht (Guo et al., 2011). Hierbei scheint die Stammregion als
Struktur eine wichtige Rolle zu spielen; ihre Funktion ist somit sequenzunabhangig. Im Gegensatz dazu
unterliegt die Schleifenregion einer Sequenzspezifitat und bildet, ausgehend von verwandten DGR-
Systemen, den Consensus 5-GRNA-3°(Guo et al.,, 2011). In anderen RNA-Molekilen, die viele
Sekundar- und Tertiarstrukturierungen aufweisen, konnte ein sehr dhnlicher Consensus (5-GNRA-3‘)
gefunden werden. Hierbei spielt diese Struktur eine stabilisierende bzw. verankernde Rolle
(Abramovitz und Pyle, 1997; Costa und Michel, 1995; Woese et al., 1990). Da der zu dieser Sequenz
komplementare Strang ebenfalls die Voraussetzungen zur Ausbildung einer Haarnadelstruktur hat, ist
es moglich, dass dieses Element als Kreuzstruktur aktiv ist (Guo et al., 2011). Die Haarnadelstruktur
konnte in verschiedenen Phagen und Phagen-ahnlichen DGR-Systemen beobachtet werden. Ferner
wird angenommen, dass die Struktur in vielen weiteren DGR-Systemen vertreten ist. Welche Funktion
diese Struktur wahrend des Homing-Prozesses ausiibt ist bis heute noch nicht geklart. Jedoch weist die
weite Verbreitung und die starke Konservierung der Sequenzen auf eine entscheidende Funktion der
Haarnadelstruktur hin. Denkbar ist beispielsweise eine Funktion als Erkennungselement oder ein

direkter Kontakt mit anderen wichtigen DGR-Komponenten, wie der RT oder Avd (Guo et al., 2011).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Sequenzen inmitten der TR fir den Homing Prozess nicht
notwendig sind, sondern nur kurze homologe Sequenzen bendtigt werden (Guo et al., 2008). Auch am
5'Ende der TR wird nur eine kurze Sequenz fiir die Integration bendtigt. Weitere besondere
Anforderungen am 5° Ende der VR konnten nicht entdeckt werden, sodass die Integration am 5 Ende
moglicherweise (iber die Homologie von VR und TR fortgefiihrt wird. Die Integration der kompletten
cDNA ereignet sich vermutlich durch Templataustausch (template switching) oder Strangverlagerung
(strand displacement) (Guo et al., 2008). Zudem ist fiir die Integration die GC-reine Sequenz sowie die
IMH am 3’Ende von No&ten. Generell findet die Integration der hypermutierten Sequenz immer
upstream der GC-reinen Sequenz und der IMH statt. Das GC-reine Element fungiert hierbei als Initiator
fiir die cDNA-Synthese wahrend des Homing Prozesses und ist flir den DGR-Mechanismus notwendig
(Guo et al., 2008). Prinzipiell scheint fir die Integration die Homologie der Sequenzen

ausschlaggebend, da keine weiteren sequenzspezifischen Erkennungsmerkmale beobachtet werden
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konnten. Ferner wird eine Insertion von bis zu 200 zusatzlichen Basen in die TR des Bordetella-Phagen

toleriert (Guo et al., 2008).

1.1.2 Das Zielprotein

Das Zielgen, also das Gen, welches durch die Hypermutation der VR verdandert wird, kann groRen
Einfluss auf die Anpassung des Organismus an die Umwelt haben. Jedoch ist Gber die verschiedenen

Zielgene, vor allem bezlglich ihrer Funktion, noch sehr wenig bekannt.

Das Zielprotein des DGR-System des Bordetella-Phagen ist die mtd (major tropism determinant),
welche zur Adaption an Bordetella-Oberflaichenmolekiile genutzt wird. Somit ist es dem Bordetella-
Phagen moglich seinen Wirt in unterschiedlichen Phasen erfolgreich zu infizieren. Jedoch ist im
Allgemeinen noch vieles liber die Zielgene von DGRs und deren Auswirkungen unbekannt, da bis heute
die einzige bekannte Funktion die des DGR aus dem Bordetella-Phagen als Prototyp ist. In einer
aktuellen Studie wurden von 155 entdeckten DGR-Kassetten die Zielgene untersucht (Schillinger und
Zingler, 2012). Uber die Halfte der analysierten Zielgene waren mit ,,hypothetischer Funktion“ oder als
Domaénen unbekannter Funktion (DUF) deklariert. Ein weiterer groRer Anteil konnte der Superfamilie
der formylglycine-generating Sulfatasen (FGE, formylglycine-generating Enzyme) und mtd-Homologen
zugeordnet werden. Bei ndheren Sequenzanalysen konnte eine Ahnlichkeit der beiden Gruppen
nachgewiesen werden, sodass eine gewisse Verwandtschaft dieser Proteingruppen angenommen
werden kann (Schillinger und Zingler, 2012). Le Coq und Gosh spekulierten auf einen gemeinsamen
Vorfahren der Proteingruppen, da diese Oligopeptidmotive spezifisch erkennen kdnnen und somit eine
Erkennungsfunktion aufweisen (Le Coq und Ghosh, 2011; Schillinger und Zingler, 2012). Zudem
konnten kirzlich in Trichodesmium 12 Gene identifiziert werden, die moglicherweise durch das
Trichodesmium eigene DGR hypermutiert werden (Pfreundt et al., 2014). Bis zu diesem Zeitpunkt
wurde lediglich von bis zu vier Zielproteinen eines DGR-Systems berichtet (Schillinger und Zingler,
2012). Alle 12 Zielgene in Trichodesmium weisen eine VR auf, die sich im Vergleich zur TR an Adenin-
Positionen unterscheiden. Uber die Regulation sowie die genaue Funktion der 12 Gene in
Trichodesmium kann nur spekuliert werden, jedoch konnten die 12 Gene der FEG Sulfatase
Superfamilie zugeordnet werden. Im Falle von Trichodesmium wird vermutet, dass die Hypermutation
der Zielgene eine Fluchtstrategie vor Bakteriophagen ist, indem multiple Oberflaichenmolekiile
diversifiziert werden (Pfreundt et al., 2014). Das marine Cyanobacterium Prochlorococcus nutzt
beispielsweise ebenfalls Genmutationen als Fluchtstrategien (Avrani et al., 2011). Multiple Zielgene
konnen durch Genduplikationen verursacht werden, jedoch sind in diesen Fallen haufig ein oder

mehrere Systeme inaktiv (Pfreundt et al., 2014; Schillinger et al., 2012).
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Weitere Informationen (iber das Zielgen konnten mit dem Aufklaren der Kristallstruktur der mtd des
Bordetella-Phagen gewonnen werden. Das Protein bildet ein pyramidenformiges Trimer (McMahon et
al., 2005). Dieses besteht aus einem starren Gerliist, welches aus konservierten Aminosaduren und
variablen Regionen aufgebaut ist. Diese Zusammensetzung erlaubt einerseits einen hohen Grad an
Variabilitdt der an den Oberflachen liegenden Aminosauren, wahrend andererseits die Stabilitat und
Struktur im Inneren erhalten bleiben. Das analysierte Faltungsmuster dhnelt dem von C-Typ Lektin (Le
Cog und Ghosh, 2011; Medhekar und Miller, 2007; Weis et al., 1991). Dieses Faltungsmuster konnte
ebenfalls bei Zielgenen aus Treponema denticola, TypA, nachgewiesen werden, sodass diese Faltung
ein weit verbreitetes Mittel fiir Sequenzdiversitdt in DGRs darstellen kénnte (McMahon et al., 2005;

Miller et al., 2008).

Trotz der Entdeckung diverser Zielgene und Datenbankanalysen kann den Zielgenen keine konkrete
Funktion zugeschrieben werden, abgesehen des DGR-Systems des Bordetella-Phagen. Obwohl noch
keine weiteren biologischen Funktionen bekannt sind, dient der Mechanismus der Hypermutation von
exakt definierten Zielgenen vermutlich der Anpassung an schnell auftretende Anderungen in der

Umwelt, auch wenn es keine universelle Funktion fiir die verschiedenen Zielproteine gibt.

1.1.3 Die reverse Transkriptase

Reverse Transkriptasen (RTs), also RNA-abhangige DNA-Polymerasen, sind das Hauptmerkmal fir alle
Retrotransposons (Eickbush und Jamburuthugoda, 2008; Mathias et al., 1991; Saigo et al., 1984; Xiong
und Eickbush, 1990). 1970 wurde die Enzymklasse der RTs von Howard Temin und David Baltimore
erstmals beschrieben (Baltimore, 1970; Temin und Mizutani, 1970). Die Bezeichnung reverse
Transkriptase wurde gewahlt, da der Prozess der Transkription umgekehrt und aus einem RNA-
Templat komplementare DNA (cDNA) synthetisiert wird. Durch die Entdeckung von RTs ist das zentrale
Dogma der Biologie, also der unidirektionale Informationstransfer von DNA zu RNA und letztendlich zu
Proteinen, als starrer Ablauf tGberholt. Temin erhielt zusammen mit Baltimore und Renato Dulbecco

fir diese Entdeckungen im Jahre 1975 den Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin.

Um weitere Informationen tGber Aufbau und Funktion der reversen Transkriptasen zu erhalten wurde
versucht, die Kristallstruktur einer RT aufzukldren. Diese Strukturanalyse stellte sich von Anfang an
problematisch dar, da RTs in vitro oft eine mangelnde Loslichkeit und Stabilitdt aufweisen. Um die
Kristallstruktur der RT aus dem HIV zu lésen, wurden mittels Polymeraser Kettenreaktion (PCR)
Mutationen im RT-ORF eingefiihrt, die die Ausbeute an l6slichem Protein enorm erhdhten (D’Aquila

und Summers, 1989). Anfang 1990 konnte die Kristallstruktur der HIV-RT dann aufgeklart werden
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(Jacobo-Molina et al., 1993; L. A. Kohlstaedt et al., 1992). Als weiteres Beispiel dient die RT aus dem
Moloney Murinen Leukamievirus (M-MLV). Hier wurden ebenfalls Mutationen im ORF der RT
eingefliihrt und sogar Deletionen von ungeordneten Bereichen durchgefiihrt, um die Loslichkeit zu
erhohen und schlieBlich die Kristallstruktur aufzuklaren (Das und Georgiadis, 2004, 2001). Die
Ergebnisse der Strukturanalysen zeigten eine dhnliche Form wie die meisten Polymerasen. Diese ist
vergleichbar mit der Form einer rechten Hand und weist eine Daumen-, Finger- und
Handflachendomane auf (L. A. Kohlstaedt et al., 1992). Dabei ist in der Handflache das katalytische
Zentrum der Polymerase lokalisiert. Finger haben die Aufgabe Nukleotidtriphosphate mit den
Templatbasen zu verbinden, wiahrend die Daumendomane an der Platzierung und Translokation der
DNA beteiligt ist. Zudem spielen Finger und Daumen in der Substraterkennung eine wichtige Rolle.
AulRerdem weist die Struktur einer RT eine weitere RNase H Domane und eine Verbindungsdomane

auf (Jacobo-Molina et al., 1993; L. A. Kohlstaedt et al., 1992).

Es wird angenommen, dass RTs den Templatwechsel von RNA zu DNA als Hauptinformationstrager
unterstitzen haben und somit eine evolutionar alte Klasse von Enzymen darstellen. Ebenso weisen alle
RTs eine hohe Aminosaurelibereinstimmung auf, was denselben Ursprung nahelegt (Temin, 1989). RTs
wurden zuerst in Tumorviren entdeckt, welche seither als Retroviren bezeichnet werden (Baltimore,
1970; Temin und Mizutani, 1970). Bei Retroviren, wie zum Beispiel dem humanen Immundefizienz-
Virus (HIV), wird die RT bendtigt um das virale RNA-Genom in DNA zu transkribieren und anschlieRend
in das Wirtsgenom zu integrieren (Fauci, 1987). Einige RTs, wie die des HI-Virus, besitzen keine
Korrekturfunktion (proof-reading), wodurch sich eine sehr hohe Fehlerrate ergibt und der Einbau von
Punktmutationen beglinstigt wird (Preston et al., 1988; Roberts et al., 1988). Jedoch ist die errechnete
Mutationsrate von HI-Virus niedriger als die Fehlerrate der aufgereinigten HIV RT. Somit sind nicht die
reverse Transkription, sondern andere Prozesse des Infektionszyklus die limitierenden Faktoren und

das HI-Virus ist weniger fehleranfallig als die RT selbst (Mansky und Temin, 1995).

Die beobachteten Adenin-Substitutionen in der VR scheinen wahrend der reversen Transkription von
der DGR-RT generiert zu werden. Einen experimentellen Beleg gibt es dafiir noch nicht, jedoch sind bei
der Entstehung der TR RNA Zwischenstufe noch keine Mutationen erkennbar (Guo et al., 2008). Erst
nach der cDNA-Synthese durch die DGR-RT kdnnen die hochspezifischen Mutationen nachgewiesen
werden. Zudem wird diese Theorie von der oben erwahnten hohen Fehlerrate von RTs im Allgemeinen
unterstltzt. RTs sind im Stande Mutationen herbeizufiihren und auch Prdferenzen aufzuweisen
(Mansky und Temin, 1995). Jedoch ist keine Gruppe von RTs bekannt, die hochspezifische
basenabhingige Mutationen wie Adenin-Substitutionen generieren kann. Eine mogliche Erklarung fir

dieses Phdanomen konnte das Serin-Glutamin-Motiv (SQ-Motiv) innerhalb der vierten Domane von
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DGR-RTs sein. Dieses scheint charakteristisch fiir DGR-RTs zu sein, da RTs aus verwandten Elementen
ein Serin-Prolin-Motiv (SP-Motiv) an dieser Position aufweisen (Schillinger, 2013; Schillinger et al.,
2012). Hierbei ist bekannt, dass der Prolinrest der HIV-RT unter anderem an der dNTP-Erkennung sowie
an der Bindung des Templats beteiligt ist (Klarmann et al., 2000). Das DGR-charakteristische SQ-Motiv,
bei welchem der Prolinrest gegen Glutamin ausgetauscht ist, kdnnte also essentiell fir die spezifischen
Adenin-Substitutionen sein (Schillinger, 2013). Zudem weisen DGR-RTs im Gegensatz zu den zuvor
beschriebenen RTs keine RNase H Domane auf. Diese strukturellen Merkmale und das SQ-Motiv sind
somit die auffalligsten Charakteristika der DGR-RTs, wodurch eine gezielte Erkennung ermaoglicht wird.
Ferner sind DGR-RTs 260 bis 527 Aminosduren (aa) grol3, mit einer durchschnittlichen GréRe von 377
bzw. 378 aa (Schillinger et al., 2012; Simon und Zimmerly, 2008).

Wie auch die oben beschriebenen RTs aus verschiedenen Organismen, weist die RT aus dem DGR des
Bordetella-Phagen eine niedrige LoOslichkeit auf. Daher wurde auch hier die Loslichkeit mittels
Punktmutation erhoht, um weitere Analysen durchfiihren zu kénnen (Alayyoubi et al., 2013). Die
Gruppe Liu et al. konnte 2002 zwar die heterologe Expression und Aufreinigung aus
Einschlusskorperchen der RT aus dem DGR der Bordetella-Phage beschreiben (Liu et al., 2002),
allerdings konnte keine funktionelle oder biochemische Analyse der RT durchgefiihrt werden. Grund
dafir ist vermutlich die mangelnde Stabilitat der RT in vitro sowie die Tatsache, dass die Riickfaltung
von Proteinen aus Einschlusskorperchen problematisch sein kann (Alayyoubi et al., 2013), da unter
anderem die Ausbeute oder die Integritat der Proteine beeintrachtig werden kdnnen (Sgrensen und

Mortensen, 2005).

1.1.4 Die akzessorische variable Determinante

In vielen DGR-Systemen, wie in dem des Bordetella-Phagen (Abbildung 1), konnte ein Gen identifiziert
werden, welches fir die Avd kodiert (Doulatov et al., 2004; Medhekar und Miller, 2007) und zwischen
VR und TR lokalisiert ist. Die bAvd aus dem DGR-System des Bordetella-Phagen ist ein 14,5 kDa
schweres Protein. Alayyoubi et al. konnten 2012 die Quartarstruktur der Avd entschliisseln und
entdeckten eine pentamere Fassstruktur, die wiederum aus Vier-Helix-Monomeren bestehen, mit
einer sanduhrférmigen Pore im Zentrum (Abbildung 3 A). Zudem ist ein Ende der Pore enger als das
andere (Abbildung 3 B). Diese Erkenntnisse werden von den Daten (iber die Avd aus Nostoc sp. PCC
7120 unterstitzt. Hier konnte ebenfalls eine tetramere oder pentamere Struktur beobachtet werden
(Schillinger, 2013). Strukturell dhnelt das Avd Protein ringférmigen DNA-Klammern, wie der
Untereinheit der Escherichia coli (E. coli) DNA Polymerase lll und des Proliferating-Cell-Nuclear-
Antigens (Kong et al., 1992; Krishna et al., 1994), jedoch ist die Pore der bAvd fir
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Nukleinsdureinteraktionen zu eng. Zudem sind die Aminosaurereste im Innern der Pore kaum
konserviert, sodass von einer strukturellen und nicht von einer funktionalen Rolle ausgegangen

werden muss (Alayyoubi et al., 2013).

Abbildung 3: Pentamere Fassstruktur der Avd. Jeder Protomer ist wiederum aus vier Helix-Monomeren aufgebaut und im
Bandermodell unterschiedlich farblich markiert. Im Zentrum ist eine sanduhrférmige Pore angesiedelt (A), bei welcher ein
Ende enger ist als die andere (B) (Nach Alayyoubi et al., 2013).

Mit Hilfe verschiedener Deletionsanalysen konnte gezeigt werden, dass die bAvd fir den Homing
Prozess wichtig ist, da die Retrohoming-Frequenz ohne die bAvd deutlich vermindert wird. Hierbei
spielen vor allem zwei Aminosauren an der Oberflache der bAvd eine essentielle Rolle. Zudem konnte
eine enge Verbindung zwischen bAvd und bRT nachgewiesen werden. Hierbei interagieren genau diese
beiden Aminosaurereste mit der bRT. Somit scheint ein Komplex aus bRT und bAvd wichtig fiir den
Homing Prozess zu sein (Alayyoubi et al., 2013). Neben der kodierenden Sequenz der bAvd bildet sie
zusatzlich einen Teil der TR aus, sodass angenommen wird, dass diese kodierende Sequenz der bAvd
auch ein strukturelles Element der TR formt. Welche Funktion dieses Element besitzt ist jedoch nicht

bekannt (Alayyoubi et al., 2013).

Die Avd ist positiv geladen und ist in der Lage Nukleinsduren zu binden. In bisherigen Analysen konnten
keine Sequenzspezifitdt und keine Praferenz fiir einzelstrangige oder doppelstrangige Nukleinsduren
beobachtet werden (Alayyoubi et al., 2013; Schillinger, 2013). Zudem konnte zwar die Bindung an
Nukleinsduren, aber keine katalytische Aktivitat nachgewiesen werden (Alayyoubi et al., 2013). Die
genaue Funktion der Avd gilt es demzufolge noch zu charakterisieren. Zudem sind nicht in allen DGR
Systemen Avd-Homologe vertreten, womit sich die Frage stellt, wie sich diese Systeme verhalten und

wie dies kompensiert wird. Eventuell besitzen diese DGR-Systeme auch Avd Homologe, die jedoch
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noch nicht entdeckt werden konnten. In einigen dieser Elemente ohne Avd wurden Sequenzen
beschrieben, die mit dem RT-Gen Uberlappen und eventuell fiir eine Helicase and RNaseD C-terminal
Domédne (HRDC) kodieren (Medhekar und Miller, 2007). HRDC Domanen haben ebenfalls die
Eigenschaft Nukleinsduren zu binden (Liu et al., 1999). Auch wenn sie strukturelle Unterschiede zur
Avd aufweisen (Bernstein und Keck, 2005), kénnten sie moglicherweise die Rolle der Avd Gbernehmen
und somit das Nichtvorhandensein der Avd kompensieren. Des Weiteren konnte eine
Sequenzahnlichkeit der Avd zu S23 ribosomalen und S23 ribosomal-ahnlichen Proteinen (Pronk und
Sanderson, 2001; Ralph und McClelland, 1993) gezeigt werden, jedoch sind deren Funktionen ebenso

unbekannt.

1.2 Die DGR-Systeme aus Nostoc

Seit der Entdeckung von DGRs konnten sie in einer Vielzahl von Bakterien- und Phagen-Systemen
identifiziert werden (Doulatov et al., 2004; Minot et al., 2012; Schillinger et al., 2012; Simon und
Zimmerly, 2008; Ye, 2014). Einer dieser Organismen ist Nostoc, welcher zu der Klasse der
Cyanobakterien gehort. Cyanobakterien sind phototrope Prokaryoten, die alle typischen
Charakteristika von gram-negativen Bakterien aufweisen. Dariiber hinaus sind sie in der Lage
Photosynthese zu betreiben. Einige Cyanobakterien wie die Gattung Nostoc sind zudem der
Stickstoffbindung befahigt. Cyanobakterien besiedeln weltweit verschiedenste Habitate, da sie sich
extremen Bedingungen anpassen kdnnen, auch wenn sie bevorzugt in StiBgewassern gefunden
werden (Rasmussen und Svenning, 1998). Die Ubertragung von genetischen Informationen geschieht
unter anderem mittels horizontalem Gentransfer, welcher eine wichtige Rolle in der Evolution von
Cyanobakterien spielt (Ikeuchi und Tabata, 2001; Zhaxybayeva et al., 2006).Die Gattung Nostoc bildet
kugelige oder hautartige Kolonien aus, die aus langen Zellfaden bestehen (Rasmussen und Svenning,

1998; West und Adams, 1997).

In den Arten Nostoc sp. PCC. 7120 oder Nostoc punctiforme PCC 73102 konnten verschiedene DGR-

Systeme beschrieben werden (Doulatov et al., 2004; Schillinger et al., 2012).

DGR-Kassetten in Nostoc sp. PCC 7120 weisen eine TR auf, jedoch kénnen sie zwei VRs (VR1 und VR2)
besitzen, welche Bestandteil paraloger ORFs sind (Abbildung 4). Abgesehen von Positionen, welchen
Adenine in der TR entsprechen, sind diese beiden VRs identisch zueinander. Dies kann, wie oben
erortert, auf eine Genduplikation hinweisen, wobei die Moglichkeit einer Inaktivierung eines der
Zielgene besteht (Lynch und Conery, 2000; Schillinger et al., 2012). Zudem enthalten generell einige

Cyanobakterien Arten mehrere DGRs, welche keine Homologien aufweisen und bei unabhangigen
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Gentransferereignissen erworben wurden (Doulatov et al., 2004). Die TR befindet sich in Nostoc DGRs
downstream des RT-ORFs und somit kdnnen sie nach Schillinger et al. in die zweite Gruppe eingeordnet

werden (Schillinger et al., 2012).

A

5°— Zielgen kﬂ '[ RT J-Lfl_'_ﬂ]'i 3
B -, =
5'— Zielgen kﬂ }— Zielgen kﬁ — Avd - RT IR— 3’

Abbildung 4: Schematische Darstellung der DGR-Systeme in Nostoc sp. PCC 7120 nach Doulatov et al 2004. In lila sind die
Zielgene mit der variablen Region (VR) (dunkelblau) dargestellt. Es folgen die ORFs fiir Avd (rosa) und RT (giin). Downstream
der RT ist der Template Repeat (TR) (hellblau), welcher identisch zu den VRs ist, jedoch nicht hypermutiert wird, angesiedelt.
A: DGR-Kassette mit einem Zielgen und einer VR und ohne ORF fiir Avd. B: DGR-Kassette mit zwei paralogen Zielgenen und je
einer VR. Zudem ist ein Avd-ORF enthalten.

Mogliche Nutzen von DGRs fiir Nostoc kénnten beispielsweise die Anpassung an Hitze oder andere
Umwelteinfllisse sein. Zudem kann durch Variabilitdt moéglicherweise eine Befall vor Cyanophagen
(Bancroft und Smith, 1988; Lambert und Carr, 1984) vermieden werden. Ein weiterer Nutzen kdnnte

auch die Anpassung an neue Symbiosepartner (Rasmussen und Svenning, 1998) sein.

1.3 Zielsetzung

DGRs stellen eine einzigartige Klasse von mobilen genetischen Elementen dar, da sie durch gezielte
Hypermutationen ihrem Wirt einen evolutiondren Vorteil verschaffen kdnnen. Diese Fahigkeit der
spezifischen Hypermutation bedeutet in der Gentechnik eine Vielzahl von Anwendungsmaoglichkeiten.
Umso verwunderlicher ist es, dass bis zum heuten Zeitpunkt nur sehr wenig (iber DGRs bekannt ist.
Neben dem Bordetella-Phagen DGR gibt es kaum weitere funktionelle Analysen, die jedoch zum
Verstandnis von DGRs erforderlich sind. Zudem konnte bis dato nur die konkrete biologische Funktion
des DGRs aus dem Bordetella-Phagen gezeigt werden. Somit verbleibt die Funktionsweise von DGRs
sehr abstrakt. Daher war es Hauptgegenstand dieser Arbeit das DGR aus Nostoc sp. PCC 7120 zu
untersuchen, um zum Verstandnis der Wirkungsweise und dessen biologischer Funktion beizutragen
und somit die Ausbreitung und Anwendung von DGRs zu verdeutlichen. Dazu wurden zwei essentielle

Komponenten des DGR-Systems, die elementeigene RT sowie das akzessorische Protein, untersucht.
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Die Gruppe Liu et al. konnte 2002 zwar die heterologe Expression und Aufreinigung aus
Einschlusskorperchen der RT aus dem DGR der Bordetella-Phage beschreiben (Liu et al., 2002),
allerdings konnte keine funktionelle oder biochemische Analyse der bRT durchgefiihrt werden. Grund
dafiir ist vermutlich die mangelnde Stabilitat der bRT in vitro. Zwar konnte mittlerweile eine Aktivitat
der bRT nachgewiesen werden, jedoch stellte auch hier die Stabilitdit der bRT ein Problem dar
(Alayyoubi et al., 2013). Gegenstand dieser Studien war es somit die Expression, Aufreinigung und vor
allem die Stabilitdt der nRT zu verbessern, sodass nachfolgende Aktivitdts- und Mutationsanalysen
erfolgen konnen. Dies war trotz weitreichender Untersuchungen bis dato nicht moglich und bleibt
somit von hochstem Interesse, denn beispielsweise gibt es noch keinen experimentellen Nachweisen
dafiir, dass die RT tatsdchlich fir den Einbau der hochspezifischen Adenin-Substitutionen

verantwortlich ist.

Auch die Funktion sowie der Wirkungsort der Avd sind weitestgehend ungeklart, obwohl bekannt ist,
dass die Avd flr das mutagenic Homing von groRer Bedeutung ist. Zwar konnte gezeigt werden, dass
die Avd Nukleinsduren bindet (Alayyoubi et al., 2013; Schillinger, 2013) und moglicherweise als
Nukleinsdurechaperon fungiert (Schillinger, 2013), die genaue Funktion der Avd gilt es dennoch zu
charakterisieren. Daher widmet sich der zweite Teil dieser Arbeit mit der detaillierten
Charakterisierung der nAvd. Hierzu sollte untersucht werden, ob die nAvd verschiedene Funktion von
Nukleinsdurechaperonen ausfiihren kann, wie beispielsweise die Hybridisierung von Nukleinsauren,
Strangaustausche oder die Stabilisierung von Nukleinsduren. Darliber hinaus sollte das

Bindungsverhalten der nAvd gegeniiber verschiedener Nukleinsduren genauer analysiert werden.
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2. Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Material & Methoden

Die meisten Chemikalien wurden von Applichem GmbH, Darmstadt, bezogen. Hierzu wurde der fiir

molekularbiologische Methoden geeignete Reinheitsgrad genutzt. Bei Chemikalien, welche nicht von

Applichem GmbH bezogen wurden, wurde mindestens der Reinheitsgrad pro analysi (p.A.) genutzt.

Diese Chemikalien sowie die Hersteller sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien, die nicht von Applichem GmbH bezogen wurden

Chemikalie

Hersteller

40% Acrylamid:Bisacrylamidlosung (37,5:1)
Agarose

Ammoniumperoxodisulfat

Complete Protease Inhibitor Cocktail
Coomassie Brilliant Blue R250

Eisessig

Ethanol 95%

Glycerin 86%

Glycin (Elektrophoresegrad)

Imidazol (Ultrol Grade)

Isopropanol
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Orange G

Salzsdure 37%

Zinkchlorid

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Roche GmbH, Mannheim

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Chemikalienausgabe TU Kaiserslautern
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Calbiochem/Merck-Millipore

J.T Baker Inc., Europe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
J.T Baker Inc., Europe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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Fir RNase-freie Arbeiten (jeweils Molecular Biology Grade)

Ethylendiamintetraacetat -Losung (0,5 M)
Magnesiumchlorid-Lésung (1 M)

Nukleotidtriphosphat-Set

Calbiochem/Merck-Millipore, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

2.1.2 Losungen und Puffer

2.1.2.1 Arbeiten mit Nukleinsduren

Agarosegele

1 % (w/v) Agarose

40 mM Tris

20 mM Essigsaure

1 mM EDTA

0,03 pg/ml Ethidiumbromid

5x KCM-Losung fiir Transformationen

500 mM KCl

150 mM CaCl,

250 mM MgCl,

Tris/Acetat/EDTA-Puffer (TAE, 50x)

2 M Tris (Base)

1 M Essigsaure

50 mM EDTA

Alkalische Lyse - Losung 1

50 mM Glucose

10 mM EDTA (pH 8,0)

25 mM Tris-Cl (pH 8,0)
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Alkalische Lyse - Losung 2

0,2 N NaOH

1% (w/v) SDS

Tris/Borat/EDTA-Puffer (TBE, 10x)

890 mM Tris (Base)

Polyacrylamidgele

89 mM Tris

89 mM Borsaure

2 mM EDTA

5% (w/v) Acrylamid

8 M Harnstoff (nur bei denaturierenden Gelen)

0,05 % (w/v) Ammonium

Material & Methoden

Alkalische Lyse - Losung 3

3 M Kaliumacetat (pH 5,5)

890 mM Borsaure

20 mM EDTA

Annealing-Puffer (10x)

200 mM Tris-Cl (pH 7,5)

500 mM NaCl

Elutionspuffer fiir Aufreinigungen aus PAA-

Gelen

10 mM MOPS (pH 6,0)

300 mM NacCl

1 mM EDTA (pH 8,0)
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Urea-Ladepuffer (2x) 120 pl in vitro-Transkriptionspuffer (10x)
0,17 g Urea 400 mM Tris-Cl (pH 8,0)

10 pl Tris pH 7,5 (1M) 100 mM Nacl

40 pl 50 % Saccharose 220 mM MgCl,

0,4 ul EDTA (0,5 M) 20 mM Spermidin

2 % Farbstoff (Xylencyanol (XC), 0,1 % (v/v) Triton X-100

Bromphenolblau (BB))

2.1.2.2 Arbeiten mit Proteinen

Polyacrylamidgele - Trenngel Polyacrylamidgele - Sammelgel
375 mM Tris-Cl (pH 8,8) 190 mM Tris-Cl (pH 6,8)

8 bis 15 % (w/v) Acrylamid 5% (w/v) Acrylamid

0,1 % (w/v) SDS 0,2 % (w/v) SDS

0,1 % (w/v) Ammoniumpersulfat 0,1 % (w/v) Ammoniumpersulfat
0,1 % (v/v) TEMED 0,1 % (v/v) TEMED
SDS-PAGE-Laufpuffer (10x) 2x SDS-Ladepuffer

250 mM Tris 4 % SDS

1,92 M Glycin 0,2 % (BB)

1 % SDS (w/v) 20 % Glycerol
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Coomassie-Farbelésung

0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250

45 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsaure

Aufreinigung Alr3497 (RT)

Ni-NTA-Aufreinigung

Lysepuffer

50 mM NazHPO4

300 mM Nacl

10 mM Imidazol

1 Tablette Proteaseninhibitor/ 10 ml

(Roche, Mannheim)

Material & Methoden

10 mM Tris-HCL, pH6,8

B-Mercaptoethanol (BME)

Entfarbelosung

55 % (v/v) Ethanol

10 % (v/v) Eisessig

Waschpuffer

50 mM NaHzPO4

300 M Nacl

20 mM Imidazol
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Elutionspuffer |

50 mM NaH2PO4

300 mM Nacl

250 mM Imidazol

Elutionspuffer Il

50 mM NaH2PO4

300 mM Nacl

500 mM Imidazol

Heparin-Agarose-Aufreinigung

Heparin-Waschpuffer

10 mM Tris (pH 7,5)

Heparin-Elutionspuffer Il

10 mM Tris (pH 7,5)

1 M NaCl

Material & Methoden

Elutionspuffer Il

50 mM NaHzPO4

300 mM NaCl

350 mM Imidazol

Lagerpuffer

40 mM Tris-Cl (pH 8,0)

10 mM MgCl

50 % (v/v) Glycerin

2 mM DTT

Heparin-Elutionspuffer |

10 mM Tris (pH 7,5)

750 mM NaCl

Heparin-Elutionspuffer Il

10 mM Tris (pH 7,5)

2 M NaCl
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Heparin-Elutionspuffer IV

10 mM Tris (pH 7,5)

2,5 M NaCl

Denaturierende Aufreinigung

NPI-10

50 mM NaH2PO4

300 mM Nacl

10 mM Imidazol

pH 8,0 (NaOH)

DNPI-20

50 mM NaH,P0O4

300 mM NadCl

20 mM Imidazol

8 M Urea

pH 8,0 (NaOH)

Material & Methoden

Heparin-Elutionspuffer V

10 mM Tris (pH 7,5)

5 M NacCl

DNPI-10

50 mM NaHzPO4

300 mM NaCl

10 mM Imidazol

8 M Urea

pH 8,0 (NaOH)

DNPI-250/350/500

50 mM NaHzPO4

300 mM NaCl

250/ 350/ 500 mM Imidazol

8 M Urea

pH 8,0 (NaOH)
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Aufreinigung Alr3496 (nAvd)

Lysepuffer

50 mM Tris-Cl (pH 8,0)

10 % (v/v) Glycerin

1 M Nacl

10 mM Imidazol

Elutionspuffer

50 mM Tris-Cl (pH 8,0)

10 % (v/v) Glycerin

1 M Nacl

500 mM Imidazol

Aufreinigung T7 RNA Polymerase

Lysepuffer

25 mM Tris-Cl (pH 8,0)

500 mM NacCl

10 % (v/v) Glycerin

10 mM Imidazol

5 mM B-Mercaptoethanol

Material & Methoden

Waschpuffer

50 mM Tris-Cl (pH 8,0)

10 % (v/v) Glycerin

1 M Nacl

100 mM Imidazol

Lagerpuffer

10 mM Tris-Cl (pH 8,0)

50 % (v/v) Glycerin

150 mM NacCl

Waschpuffer |

25 mM Tris-Cl (pH 8,0)

500 mM NacCl

10 % (v/v) Glycerin

25 mM Imidazol

5 mM B-Mercaptoethanol
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Waschpuffer Il

25 mM Tris-Cl (pH 8,0)

300 mM Nacl

10 % (v/v) Glycerin

25 mM Imidazol

5 mM B-Mercaptoethanol

Lagerpuffer

40 mM Tris-Cl (pH 8,0)

100 mM Nacl

50 % (v/v) Glycerin

10 mM DTT

1 mM EDTA

0,1 % Triton X-100

Material & Methoden

Elutionspuffer

25 mM Tris-Cl (pH 8,0)

300 mM NaCl

10 % (v/v) Glycerin

200 mM Imidazol

5 mM B-Mercaptoethanol
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Aufreinigung RNase Inhibitor

Lysepuffer

25 mM Tris-Cl (pH 7,5)

500 mM NacCl

10 % (v/v) Glycerin

10 mM Imidazol

5 mM B-Mercaptoethanol

Waschpuffer Il

25 mM Tris-Cl (pH 7,5)

300 mM NacCl

10 % (v/v) Glycerin

20 mM Imidazol

5 mM B-Mercaptoethanol

Lagerpuffer

25 mM Tris-Cl (pH 7,5)

100 mM KClI

50 % (v/v) Glycerin

10 mM DTT

Material & Methoden

Waschpuffer |

25 mM Tris-Cl (pH 7,5)

500 mM NacCl

10 % (v/v) Glycerin

20 mM Imidazol

5 mM B-Mercaptoethanol

Elutionspuffer

25 mM Tris-Cl (pH 8,0)

300 mM NacCl

10 % (v/v) Glycerin

200 mM Imidazol

5 mM B-Mercaptoethanol
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Western Blot

PBS (10X) 11 PBS/ Tween

8 g NaCl 0,1 % Tween in 1x PBS
0,2 g KCl

1,44 g Na;HPO4 PBSM

0,24 g KH,PO4 3 % Milchpulver in 1x PBS
pH7,4

PBSM/ BSA PBSM/ Tween

1 % BSA & 5 % Milchpulver in 1 X PBS 0,1 % Tween in 3 % PBSM
Transferpuffer (10X) Transferpuffer

30 mM Tris (pH 8,0) 1X Transferpuffer

130 mM Glycin 20 % Methanol

pH 7,5 0,25 g SDS
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Chaperon-Reaktionspuffer (10x)

200 mM HEPES (pH 7,6)

10 mM EDTA (pH 8,0)

10 mM MgCl,

10 mM DTT

1 % (v/v) Triton X-100

Stopp-Reagenz (2x)

0,13 % SDS

10 % Ficoll

0,13 % XC

0,13 % BB

Material & Methoden

FBA-Reaktionspuffer (10x)

200 mM Tris-Cl (pH 7,5)

60 mM NaCl

50 mM B-Mercaptoethanol

10 mM EDTA

RT-Reaktionspuffer (10x (Das und
Georgiadis, 2001))

100 mM KCl

100 mM MgCl,

500 mM Tris pH 7.5

50 mM DTT

Alle autoklavierfahigen Lésungen wurden fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar, oder gegebenenfalls mittels

Filtration (PorengrofRe 0,2 um) sterilisiert.
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2.1.3 Medien

Alle Medien wurden fur 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklaviert, oder bei kleinen Volumina durch

Filtration sterilisiert.

LB-Medium LB-Agar TSB-Medium
5 g/l Hefeextrakt 5 g/l Hefeextrakt 5ml 2x LB
10 g/ Tryptophan 10 g/ Tryptophan 10 % PEG 3350
5 g/I NaCl 5 g/I NaCl 10 mM MgCl,
15 g Bactoagar 10 mM MgSO,4
5% DMSO

Nach der Sterilisation wurden, falls benétigt, Antibiotika hinzugefligt. Hierbei wurde Ampicillin mit
einer Arbeitskonzentration von 100 ug/ml, sowie Kanamycin mit einer Arbeitskonzentration von

30 pg/ml verwendet.
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2.1.4 Konstrukte

Material & Methoden

In Tabelle 2 sind die Konstrukte sowie ihre Verwendung in dieser Arbeit aufgeflihrt. Dazugehorige

Vektorkarten sind im Anhang dargestellt.

Tabelle 2: Verwendete Konstrukte, Daten und Verwendungszweck

Plasmid- Insert kodiert flir ~ Organismus Element PlasmidgroRe  GroRe Protein bzw. 6x His-Tag

bezeichnung transkribierte RNA

pKH3 Nostoc RT Nostoc sp.PCC 7120, DGR 6759 bp 42,7 kDa N-Terminus

pKH4 Bordetella-Phage  Bordetella-Phage  BPP-1, 6698 bp 41 kDa N-Terminus
BPP-1RT DGR

pSD08 M-MLV RT Moloney Murine unbekannt 75 kDa vorhanden

Leukemia Virus

pSD84 T7 RNA T7 RNA Polymerase unbekannt 75 kDa vorhanden
Polymerase mit P266L Mutation

pSD91 Rat Lung RNase Rattus norvegicus unbekannt 50 kDA N-Terminus
Inhibitor

pTS18 Taqg RT Thermus aquaticus 6627 bp 36,9 kDa N-Terminus

pTS19 Vibrio RT A BEET 6612 bp o7 LIt N-terminal

pTS20 Nostoc RT Nostoc sp.PCC 7120, DGR g 1y 41,7 kDa N-Terminus

pTS21 Tag RT Thermus aquaticus 6291 bp 36,9 kDa C-Terminus

pTS22 Vibrio RT Vibrio Phage VHML 6276 bp 36,1 kDa C-Terminus

pTS23 Nostoc RT Nostoc sp.PCC 7120, DGR 6423 bp 42,7 kDa C-Terminus

pTS26 Nostoc RT Nostoc sp.PCC 7120, DGR 6291 bp 41,7 kDa -

pTS30 Bordetella-Phage  Bordetella-Phage  BPP-1, 6698 bp 41 kDa N-Terminus
BPP-1 RT DGR

pTS31 nAvd Nostoc sp.PCC 7120, DGR 5576 bp 14,55 kDa C-Terminus

pUC19 kein Insert - 2686 bp

- endogene

E. coli Proteine
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Plasmide fur In-vitro-Transkription / RNA Herstellung

pKH2 TR-RNA Nostoc sp. PCC 7120, DGR 3483 bp 340 bp
pLM1 IMH* der TR-RNA  Nostoc sp. PCC 7120, DGR 2763 73 bp
pNZ004 Kontextfremd, 3‘- Anguilla japonica, Unal2 3020 bp 327 bp

UTR des Unal2

2.1.5 Stamme

Tabelle 3: Verwendete E. coli-Stimme

Stamm Genotyp Bezugsquelle

DH50 T1R F~ ©80lacZAM15 AflacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdr1y mvitrogen/Life

(rk—,mK+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl tonA Technologies

GmbH, Darmstadt

Invitrogen/Life

BL21 (DE3) F—ompT hsdSB(rB — mB-) gal dcm (DE3)
Technologies
GmbH, Darmstadt
Novagen/Merck
Rosetta 2 (DE3) F—ompT hsdSB(rB— mB-) gal dcm (DE3) pRARE2 (CamR)
Millipore KGaA,
Darmstadt
T7 express fhuA2 lacZ::T7 genel [lon] ompT gal sulAll R(mcr- New England
73::miniTn10--TetS)2 [dcm] R(zgb-210::Tn10--TetS) endAl1 Biolabs GmbH,
A(mcrC-mrr)114::1S10 Frankfurt
XL10-Gold TetrD(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 Agilent

EesrpeeiR el thi-1 recAl gyrA96relAl lac Hte [F proAB laclqgZDM15 Technologies

Tn10(Tetr) Amy Camr]. Deutschland GmbH,

Boblingen

2.1.6 Enzyme

Die in dieser Arbeit genutzten Enzyme wurden von New England Biolabs (NEB) bezogen. Ausnahmen

sind in Tabelle 4 dargestellt. Details Gber die entsprechenden Plasmide sind in Tabelle 2 aufgefihrt.
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Tabelle 4: Genutzte Enzyme, welche nicht von NEB bezogen wurden

Enzyme Hersteller
Dpnl Agilent Technologies Deutschland GmbH, Béblingen
Moloney  Murine  Leukemia  Virus  Reverse Abt. Molekulare Genetik, TU Kaiserslautern

Transkriptase

MyTaq DNA Polymerase

PfuUltra HF DNA Polymerase
Rat Lung RNase Inhibitor

T7 RNA Polymerase

Bioline GmbH, Luckenwalde

Agilent Technologies Deutschland GmbH, Béblingen
Abt. Molekulare Genetik, TU Kaiserslautern

Abt. Molekulare Genetik, TU Kaiserslautern

2.1.7 Antikorper

Tabelle 5: Verwendete Antikorper

Antikorper

Hersteller

goat anti-mouse IgG-HRP

mouse anti-His Epitop-Tag mAb

Santa Cruz Biotechnology, Inc, Heidelberg

Dianova GmbH, Hamburg

2.1.8 Radiochemikalien

Tabelle 6: Verwendete Radiochemikalien

Radiochemikalie

Hersteller

[a-32P]-Adenosintriphosphat
[a-32P]-Deoxycytosintriphosphat
[vy-32P]-Adenosintriphosphat

Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig
Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig

PerkinElmer Inc, Rodgau

2.1.9 GrofRenstandards fiir DNA- und Proteinarbeiten

Tabelle 7: Verwendete GroRenstandards und Marker

GroRenstandards /Marker

Hersteller

DNA Ladder 100 bp
DNA Ladder 1 kb
PageRuler Prestained Protein Ladder

ColorPlus Prestained Protein Ladder, Broad Range

New England Biolabs GmbH, Frankfurt
New England Biolabs GmbH, Frankfurt
Thermo Fisher Scientific/Fermentas, St. Leon-Rot

New England Biolabs GmbH, Frankfurt
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2.1.10 Kits

Tabelle 8: Verwendete Kits

Material & Methoden

Kit

Hersteller

ECL Plus Western Blotting Detection System Kit
GeneArt Seamless Cloning & Assembly Kit
HiYield Plasmid Mini-Kit

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit
PureLink® HiPure Plasmid Filter Maxiprep Kit
QlAquick Nucleotide Removal Kit

QuikChange® Il XL Site Directed Mutagenesis Kit

GE Healthcare Life Science GmbH, Freiburg
Invitrogen/Life Technologies GmbH, Darmstadt
Sud-Laborbedarf GmbH, Gauting
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren
Invitrogen/Life Technologies GmbH, Darmstadt
Qiagen NV, Hilden

Agilent Technologies Deutschland GmbH, Boblingen

2.1.11 Geriate

Tabelle 9: Wichtigste Gerate

Gerat

Hersteller

Cyclone Phosphor Imager

Dot Blot 96 System

Gel iX Imager Geldokumentationssystem
Geltrockner

Innova Incubation Shaker 44/44R
Qubit® 1.0 Fluorometer
Kihlbodenzentrifuge RC5B
KdhImikrozentrifuge 5415R
Kuhltischzentrifuge Z383K
MaxQ4000 Incubation Shaker
Membranpumpe MZ 2C NT +2AK
Mini-PROTEAN® Tetra Cell
Vertikalgelelektrophoresesystem
MyCycler Thermocycler
peqSTAR 2x Thermocycler

Sonopuls HD 2200 Ultraschallhomogenisator

PerkinElmer Inc, Rodgau

Biometra/Analytic Jena AG, Jena

Intas Science Imaging Instruments GmbH, Gottingen
VWR

New Brunswick/Eppendorf AG, Hamburg
Invitrogen/Life Technologies GmbH, Darmstadt
Sorvall/Heraeus/Thermo Scientific, Dreieich
Eppendorf AG, Hamburg

Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen
Thermo Scientific, Dreieich

Vacuubrand GmbH & Co. KG, Wertheim

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Bandelin Electronic GmbH & Co. KG, Berlin
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2.1.12 Software
In dieser Arbeit wurden diverse Computerprogramme zur Auswertung der Daten genutzt wie Image)

(NIH) oder ImageQuantTL (GE Healthcare Life Science GmbH, Freiburg).

2.1.13 Diverses

Fir die Proteinaufreinigungen wurden Protino Ni-NTA-Agarose (Macherei-Nagel GmbH & Co. KG,
Diren) und Heparin-Agarose (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) verwendet. Fiir die Analyse des
Bindungsverhaltens der nAvd wurden Hybond ECL Nitrocellulosemembran und Hybond N+
Nylonmembran (Amersham/GE Healthcare Life Science GmbH, Freiburg) und fur die Aktivitatsstudien
der nRT wurde Grade DE81 lon Exchange Paper (GE Healthcare Life Science GmbH, Freiburg)

verwendet.

2.2 Methoden

Im Folgenden werden diverse Methoden erldutert, die zur Vervielfaltigung und Analyse von

Nukleinsdauren und Proteinen sowie zur Charakterisierung von Enzymen genutzt wurden.

2.2.1 Analytische Methoden

2.2.1.1 Agarosegelelektrophorese

Zum Auftrennen verschiedener Nukleinsdure -Fragmente von 0,5 bis 25 Kilobasenpaaren (kb) nach
ihrer GroRRe wird die Agarosegeleletrophorese genutzt. Hierbei bildet Agarose abhangig von ihrer
Konzentration ein Netzt aus, welches die verschieden grofen Nuklein-Fragmente nach Anlegung eines
elektrischen Feldes unterschiedlich schnell durchwandern. Zum Herstellen eines 1 % Agarosegel wurde
1 g Agarose in 100 ml 1-fach TAE-Puffer (2.1.2.1) aufgekocht und nach Abkihlen mit 0,3 pg/ml
Ethidiumbromid versetzt. Das Gel wurde in eine Gelkammer gegossen und ein Kamm eingefiihrt. Nach
Ausharten des Agarosegels wurde dieses mit den Proben beladen und als GréRBenstandard wurden je
5 ul 1 kb bzw. 100 bp Marker (Tabelle 7) auf das Gel aufgetragen. Die Gelelektrophorese wurde bei
100-120 V fiur 20 bis 45 Minuten in 1-fach TAE-Puffer durchgefiihrt und die Banden anschlieRend

mittels UV-Licht sichtbar gemacht.
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2.2.1.2 Native Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Um kleinere Nukleinsdure -Fragmente bis zu 1 kb ihrer GréBe nach aufzutrennen macht man sich die
Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) zunutze. Diese beruht auf denselben Prinzipien wie die
Agarosegelelektrophorese, jedoch wird statt Agarose Polyacrylamid benutzt, welches feinere Poren
formt. Um einzelstrdangige und doppelstrangige Nukleinsduren in ihrer nativen Struktur zu analysieren
wurde die native PAGE angewandt. Hierzu wurden 40% Acrylamide / Bisacrylamide (Ratio 29:1) in
gewinschter Prozentigkeit in 1-fach TBE gegeben. Nach Zugabe von Ammoniumpersulfat
(Endkonzentration 0,05 %) und TEMED (Endkonzentration 0,05 %) wurde die Lésung luftblasenfrei
zwischen zwei Glasplatten gespritzt und ein Kamm eingefiihrt. Nach dem Auspolymerisieren wurde
das Gel in 1-fach TBE fiir mindestens 1 Stunde bei 8-10 W laufen gelassen, um das Gel zu equilibieren.
Nach dem Beladen des Gels lief es weitere 2-3 Stunden bei 8-10 W je nach FragmentgréRe.

AnschlieBRend wurde das Gel unter Vakuum und 80 °C fuir 25 Minuten getrocknet.

Bei der Analyse von radioaktiven Proben konnten die radioaktiven Signale mittels Phosphorimager
Screens und dem Cyclone Plus Storage Phosphor System (PerkinElmer) detektiert werden. Die
Quantifizierung der Intensitdaten erfolgte mithilfe des Computerprogrammes ImageQuant TL (GE

Healthcare).

2.2.1.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Analyse von Proteinen wurde die diskontinuierliche Polyacrylamidgelelektrophorese durchgefiihrt.
Durch die Zugabe von Natriumdodecylsulfat (SDS) und Erhitzen der Proben ist es moglich Proteine
ihrem Molekulargewicht nach aufgetrennt, unabhangig ihrer Ladung in nativem Zustand.
Diskontinuierliche SDS-Gele bestehen aus einem Sammelgel, welches einen niedrigeren
Acrylamidgehalt und einen niedrigeren pH-Wert besitzt im Vergleich zum Trenngel, welches einen
Acrylamidgehalt von 8-15 % aufweist. Die Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels kénnen

Punkt 2.1.2.2 enthommen werden.

Zum Beladen wurden die Proteinproben mit SDS-Ladepuffer (2.1.2.2) versetzt, fiir 5 Minuten auf 95 °C
erhitzt und anschlieBend auf das Gel aufgetragen. Die aufgetragenen Volumina kénnen Tabelle 10
entnommen werden. Zudem wurden je 7 pl Proteinmarker (Tabelle 7) als GroRenstandard

aufgetragen.
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Tabelle 10: Auf SDS-Gele aufgetragene Probenvolumina

Proben Aufgetragene Volumina [pl]
Expression Vor-Induktion (VI) 5
Nach-Induktion (NI) 5
Lyseliberstand (LU) 10
Lysepellet(LP) 5
Aufreinigung Durchfluss (DS) 10
Waschfraktionen (W) 10
Elutionsfraktionen (E) 10
Saulenproben (S) 10
Dialyse Dialyseiiberstand (DU) 10
Dialysepellet (DP) 5

Die SDS-PAGE wurde bei 100-120 V fiir 45 bis 90 Minuten in 1-fach Laufpuffer (2.1.2) durchgefiihrt. Die
im Gel befindlichen Proteine wurden mittels Coomassie Brillant Blue R-250 angefarbt und das Gel

anschlieRend mit Entfarberldsung entfarbt (2.1.2.2).

2.2.1.4 Western Blot

Eine Nachweismethode fiir Proteine ist der Western Blot. Hierbei werden Proteine von einem SDS-Gel
auf eine Membran ibertragen und mittels Immunmarkierung detektiert. Dazu wurde das SDS-Gel nach
durchgefiihrter SDS-PAGE durch das Tank Blot-Modul des Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra Cell-Systems
auf eine Polyvinylidenfluoridmembran (PVDF-Transfermembran) bei 4 °C und 15 V Uber Nacht
ibertragen. Nach der Ubertragung wurde die PVDF-Transfermembran fiir 5 Minuten mit 1-fach PBS
gewaschen und unspezifische Bindesstellen durch eine Inkubation mit PBSM/ BSA fir eine Stunde
geblockt. Die PVDF-Transfermembran wurde erneut mit 1-fach PBS gewaschen bevor die Inkubation
mit dem Primarantikorper (Tabelle 5) fur 2 Stunden folgte. Es schlossen sich Waschschritte mit PBSM
fur 5 Minuten, zweimal PBSM/ Tween fiir je 10 Minuten und PBSM fiir 5 Minuten an. Nun folgte die
Inkubation mit dem Sekundarantikérper (Tabelle 5) fiir eine Stunde. Die Membran wurde anschliefend
mit 1-fach PBS fiir 10 Minuten, zweimal mit PBS /Tween fur je 10 Minuten und 1-fach PBS fiir 10
Minuten gewaschen. Direkt im Anschluss erfolgte die Detektion mit dem ECL Plus Western Blotting

Detection System Kit (GE Healthcare) auf einem Rontgenfilm. Zum Entwickeln des Rontgenfilms
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wurden der Entwickler G 153 und der Fixierer G354 von AGFA benutzt. Alle Schritte wurden bei

Raumtemperatur durchgefihrt.

2.2.2 Arbeiten mit Nukleinsiauren

In diesem Abschnitt sind die verschiedenen Methoden aufgelistet, die unter anderen zur Erzeugung

und Aufreinigung von Nukleinsduren genutzt wurden.

2.2.2.1 Plasmidprdparation, Fdllung und Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Praparation von Plasmiden wurde entweder mittels kommerzieller Kits (Tabelle 8) oder alkalischer
Lyse durchgefiihrt. Bei der Verwendung kommerzieller Kits, welche auf dem Prinzip der
Saulchenaufreinigung basieren, wurden die Herstelleranweisungen befolgt. Bei der alkalischen Lyse
wurde eine dicht bewachsene Uber-Nacht-Kultur (UN-Kultur) abzentrifugiert und das Pellet in Lésung
1 resuspendiert. Nach der Zugabe von Losung 2, welche die Lyse initiiert, wurde das Reaktionsgefal}
mehrmals invertiert und bei Raumtemperatur maximal 2 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde
Losung 3 zur Neutralisierung hinzugefiigt, welcher eine Inkubation von 3-5 Minuten auf Eis folgte
(Verhéltnis der Losungen 1/2/3: 1:2:1,5). Nun folgte eine Zentrifugation bei Hochstgeschwindigkeit um
chromosomale DNA, Proteine und andere Zellbestdnde von der Plasmid-DNA zu trennen, welche sich

nach der Zentrifugation im Uberstand befand.

Zur Prazipitation der Plasmid-DNA wurden 0,7-faches Volumen Isopropanol bzw. 3-faches Volumen
100 %iger Ethanol und 300 mM NaAc (pH 5,2) zu den Proben gegeben, dieses inkubiert, zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Gewaschen wurde anschlieRend mit 70 %igem Ethanol, welcher
ebenfalls nach einer Zentrifugation mit dem Uberstand verworfen wurde. Das trockene Pellet wurde

in H,0 gelost.

Eine weitere Moglichkeit zur Aufreinigung von Nukleinsduren ist die Phenol-Chloroform-Extraktion.
Hierzu wurde 1-faches Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1, pH 7,5-8,0) zu den
Proben gegeben, griindlich vermischt und anschlieRend zentrifugiert, sodass die obere Phase mit der
enthaltenen DNA in ein frisches Reaktionsgefal® Gberfiihrt werden konnte. Dieser Schritt kann so oft
wiederholt werden, bis die gewlinschte Reinheit erreicht ist. Anschliefend wurde erneut eine Fallung

durchgefihrt.
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2.2.2.2 Plasmid-Transformation in E. coli

Mittels der KCM-Methode wurden verschiedene DNA-Plasmide in kompetente E. coli Stdmme (Tabelle

3) transformiert.

Zur Herstellung KCM-kompetenter Zellen wurde mit einer dicht bewachsenen Vorkultur LB-Medium
angeimpft (1:100) und bis zu einer optischen Dichte bei 600 nm (ODgg) von 0,5-0,6 bei 37 °C und
200 rpm wachsen gelassen. AnschlieRend wurden die Zellen bei 6000 rpm und 4 °C fir 10 Minuten
zentrifugiert und das Zellpellet in eiskaltem TSB-Puffer (7,5 ml / 100 ml Kultur) resuspendiert. Es folgte
eine Inkubation auf Eis fir 60 Minuten. Die Kulturen wurden zu je 100 pl aliquotiert, in flissigem

Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

Fiir die KCM-Transformation wurden 10 ng Plasmid-DNA mit 1-fach KCM und 100 pl kompetenten
Zellen fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert, gefolgt von einer 10 minitigen Inkubation bei
Raumtemperatur. AnschlieBRend wurde 1 ml LB Medium zum Ansatz gegeben und bei 37 °C und
200 rpm fiir 60 Minuten inkubiert. Danach wurden die Zellen, abhangig ihrer Resistenz, auf LB-Platten

mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und UN bei 37 °C inkubiert.

2.2.2.3 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE), Aufreinigung von

Nukleinséduren

Um kleinere einzelstrangige Nukleinsdure-Fragmente bis zu 1 kb aufzutrennen eignet sich die
denaturierende PAGE besonders, da sie durch eine hohe Urea-Konzentration die sekundaren DNA-
Strukturen zerstort. Hierzu wurden 8 M Urea und 40% Acrylamide / Bisacrylamide (Ratio 29:1) in
gewlinschter Prozentigkeit in 1-fach TBE gelost und steril gefiltert. Nach Zugabe von
Ammoniumpersulfat (Endkonzentration 0,05 %) und TEMED (Endkonzentration 0,05 %) wurde die
Losung luftblasenfrei zwischen zwei Glasplatten gespritzt und ein Kamm eingefiihrt. Nach dem
Auspolymerisieren wurde das Gel in 1-fach TBE flir mindestens 1 Stunde bei 12-24 W laufen gelassen,
um das Gel zu equilibrieren. Die Proben wurden vor dem Beladen mit Urea-Ladepuffer (1:1; vgl.
2.1.2.1) versetzt und fiir 5 Minuten bei 95 °C denaturiert. Nach dem Beladen des Gels lief es weitere

3-4 Stunden bei 12-24 W je nach FragmentgroRe.

Diese Methode wurde vor allem zur Aufreinigung von Oligonukleotiden in voller Lainge und RNA nach
abgeschlossener in-vitro-Transkription zum Entfernen des DNA-Templates durchgefiihrt. Dazu wurden
die Banden von Interesse mittels UV-Shadowing sichtbar gemacht und aus dem Gel geschnitten. Zum

Aufbrechen des Gels wurde das Gelstlick durch eine Spritzte gedriickt, in 3-faches Volumen
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Elutionspuffer gegeben, in flissigem Stickstoff gefroren und anschielRend bei 4 °C rollend eluiert
(Elution von DNA Gber Nacht, RNA 3 Stunden). Im Folgenden wurden die im Elutionspuffer befindlichen
Nukleinsduren mittels eines 0,4 um Filter von den Gelstliicken getrennt, gefdllt (2.2.2.1), und

anschlieRend in H,0 geldst und die Konzentration ermittelt (2.2.2.5).

2.2.2.4 Fluorometrische Quantifizierung von Nukleinsduren

Zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren bis zu einer Konzentration von 1 pg/ul wurde das
Qubit® System von Invitrogen/Life Technologies GmbH Darmstadt genutzt. Zur Quantifizierung von
DNA wurde das Qubit® DNA BR Assay-Kit verwendet; zur Quantifizierung von RNA wurde das Qubit®
RNA Assay-Kit genutzt. Hierzu wurde zu 198 ul entsprechendem Puffer und 1 ul Farbstoff je 1 ul Probe
gegeben, vermischt und im Dunklen bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten inkubiert. Anschliefend

wurde die Konzentration mittels Qubit® errechnet.

2.2.2.5 Spektrometrische Quantifizierung von Nukleinsduren

Zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren tber 1 pg/ul wurde das Spektrometer (Thermo
Fisher Scientific) genutzt. Dazu wurde die Absorption bei 260 nm gemessen und mittels Lambert-

Beer'schem Gesetzt die Konzentration errechnet:

Axo=€*c*d  wobei d= Schichtdicke, A= Absorption/ optische Dichte,

c= Konzentration, €= Extinktionskoeffizient

Zur spezifischen Ermittlung des Extinktionskoeffizienten der einzelnen Nukleinsduren wurden folgende

Formeln verwendet:
€ (DNA) =0,9 * ([Anzahl A * 15,4] + [Anzahl G * 11,5] + [Anzahl C * 7,3] + [Anzahl T * 8,8])
€ (RNA) = 0,9 * ([Anzahl A * 15,4] + [Anzahl G * 11,5] + [Anzahl C * 7,2] + [Anzahl U * 9,9])

(www.purimex.com/index.php?option=com content&view=article&id=20&Itemid=8&lang=de)

2.2.2.6 Radioaktive Endmarkierung von Oligonukleotiden

Aufgereinigte Oligonukleotide (2.2.2.3) wurden durch radioaktive Endmarkierung (Endlabeling) mit [y-

32P]-ATP markiert. Hierzu wurden in einem 15 pl Gesamtvolumen 1 pl 10 uM Oligonukleotide
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(Endkonzentration 0,66 uM), 15 Units (U) T4 Polynucleotidkinase (PNK, NEB) und 15 pCi [y-32P]-ATP
(Perkin Elmer) in 1-fach PNK-Puffer (NEB) fiir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurden nicht

inkorporierte Nukleotide mittels QIAquick Nucleotide Removal Kits (Tabelle 8) entfernt.

2.2.2.7 Herstellung von Nukleinsdure-Duplices

Zur Erzeugung von DNA-Duplices wurde ein Strang radioaktiv markiert (2.2.2.6) und mit dem
komplementaren nicht markierten Strang im Verhéltnis 1:2 in 1-fach Annealing-Puffer gemischt. Fir
RNA/DNA-Duplices wurden, unabhangig, ob ein Strang radioaktiv markiert wurde, RNA und DNA im
Verhaltnis 1:3 in 1-fach Annealing-Puffer gemischt. Die Ansatze wurden fiir 1 Minute bei 95 °C inkubiert

und anschliefend im Heizblock auf unter 30 °C abgekiihlt und bei -20 °C gelagert.

2.2.2.8 in vitro Transkription

In dieser Arbeit wurde die sogenannte ,run-off Transkription” durchgefiihrt. Hierbei wird das
Templatplasmid vor der tatsdchlichen in vitro Transkription (IVT) durch einen Hindlll Verdau
linearisiert. Da sich die Hindlll-Schnittstelle in dem Plasmid direkt hinter der zu transkribierenden
Sequenz befindet, fallt die T7 Polymerase nach der Synthese der Sequenz von dem Templat ab. Als
Templat wurden das DGR kontextfremde Plasmid pNZ004 und pKH2, welches fir die TR-RNA des

Nostoc DGRs kodiert (Tabelle 2), verwendet.

Diesbezliglich wurden 100 pg Plasmid-DNA mit 120 U HindlIll-HF (NEB) in 1-fach Puffer 4 (NEB) fiir 2,5
Stunden bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurde die Reaktion durch Erhitzen auf 80 °C fiir 20 Minuten

gestoppt. Es folgte eine Analyse mittels Agarosegelelektrophorese (2.2.1.1).

Nach erfolgreicher Linearisierung folgte die IVT-Reaktion in 500 ul Gesamtvolumen. Darin lagen 10 pg
lineare Plasmid-DNA, RNase Inhibitor (Tabelle 4, 1:50), 10 mM DTT, 16 nM NTPs und T7-RNA
Polymerase (Tabelle 4, 1:25) in 1-fach in vitro Transkriptionspuffer (2.1.2.1), vor. Die Menge der
einzelnen eingesetzten NTPs wurde an die zu transkribierende RNA Sequenz angepasst, dabei betrug
die Endkonzentration der vier NTPs zusammen 16 nM. Die Inkubation erfolgte fiir 2 Stunden bei 37 °C.
Es folgte eine Zentrifugation des Reaktionsansatzes bei maximaler Geschwindigkeit und
Raumtemperatur fiir 2 Minuten, sodass sich das wahrend der Transkription gebildete Pyrophosphat
absetzen konnte. Der Uberstand wurde nach der Zentrifugation abgenommen und die RNA gefillt und

gewaschen (2.2.2.1). Zur Entfernung des DNA-Templats wurde die RNA mittels 5 %iger
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denaturierender PAGE aufgereinigt (2.2.2.3). Es folgte die Bestimmung der RNA-Konzentration mittels
Spektrometer (2.2.2.5). Die RNA wurde im Anschluss bei -20 °C bzw. - 80 °C gelagert.

2.2.2.9 Ortsspezifische Mutagenese

Um Punktmutationen in DNA-Sequenzen einzufiigen wurde die ortsspezifische Mutagenese (auch Site
Directed Mutagenesis) angewandt. Diesbeziiglich wurde das QuikChange® Il XL Site Directed
Mutagenesis Kit (Agilent Technologies Deutschland GmbH, Bbblingen, Tabelle 8) genutzt und den
Herstelleranweisungen Folge geleistet. Hierzu wurden entsprechende Primer erstellt, welche die
gewinschte Mutation enthielten (Tabelle 11). Mit diesen wurde eine PCR mit der PfuUltra HF DNA
Polymerase und ein Dpnl Verdau, mit welchem die methylierte Templat-DNA verdaut wurde,
durchgefiihrt. Teilproben der Mutagenese-Ansatze wurden mittels 1 %iger Agarosegelelektrophorese
(2.2.1.1) analysiert. Nach Transformation der Mutagenese-Anséatze in XL10-Gold ultracompetent cell
und anschlieRender Plasmidprédperation (2.2.2.1) wurden die DNA-Sequenzen sequenziert (LGC

Genomics) und mit dem Programm SeqMan (Lasergene)abschliefend analysiert.

Tabelle 11:Primersequenzen fiir die ortsspezifische Mutagenese der bRt und nRT

Bezeichnung Sequenz Verwendung

KH1 CGACTCACTTCCTGAAAAGCCAQTTTTCCAAGTTCTTTCC bRT D138Q (forward)
KH2 GGAAAGAACTTGGAAAACTYGCTTTTCAGGAAGTGAGTCG bRT D138Q (reverse)
KH3 CGTACGTTCTGCAATGCCAgATCCGTAAGTACTTCCCATC nRT D135Q (forward)
KH4 GATGGGAAGTACTTACGGATCTQGCATTGCAGAACGTACG nRT D135Q (reverse)

2.2.3 Arbeiten mit Proteinen

Im Folgenden sind verschiedene Methoden beschrieben, die zur Uberexpression, Aufreinigung und

Dialyse rekombinanter Proteine verwendet wurden, sowie diverse Charakterisierungsversuche.

2.2.3.1 Uberexpression rekombinanter Proteine und Zelllyse
Native Zelllyse

Eine Vorkultur wurde mit transformierten Zellen (2.2.2.2) in LB-Medium mit entsprechendem

Antibiotikum angesetzt und UN bei 37 °C und 200 rpm geschiittelt. Diese dicht bewachsene Kultur
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wurde in LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum Giberimpft, sodass eine optische Dicht bei 600
nm (ODsoo) von 0,05-0,08 erreicht wurde. Die Kultur wurde erneut bei 37 °C und 200 rpm inkubiert.
Die Proteinexpression wurde bei einer ODgyp von 0,5 bis 0,7 mit 100 uM Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) induziert und anschlieBend UN bei 16 °C und 200 rpm durchgefiihrt. Vor
dem Induzieren wurde eine Probe der Kultur (vor Induktionsprobe: VI-Probe) zum spateren Vergleich
genommen, welche pelletiert und bei -20 °C gelagert wurde. Vor der Zellernte am nachsten Tag wurde
die ODgoo der Kultur erneut bestimmt und eine Probe (nach Induktionsprobe: NI-Probe) genommen.
Die restliche Kultur wurde bei 4 °C und 6000 g fiir 15 Minuten zentrifugiert und das Pellet in Lysepuffer
(2.1.2.2; RT Lysepuffervolumen: Kulturvolumen 1:75; nAvd Lysepuffervolumen: Kulturvolumen 1:30)

resuspendiert.

AnschlieBend wurden die Zellen mittels Ultraschallbehandlung (Bandelin HD 2200
Ultraschallhomogenisator mit KE76-Sonotrode) lysiert. BL21 Zellen, welche zur Expression der RTs
verwendet wurden, wurden 2 * 30 Sekunden mit 5x Puls und ca. 50 % Output auf Eis lysiert, wahrend
T7 Express Zellen zur Expression der nAvd 7 * 10 Sekunden mit 5x Puls und etwa 50 % Output behandelt
wurden. Zwischen dem 6ten und 7ten Durchgang wurde zehn Minuten pausiert, sodass die Proteine
nicht durch aufkommende Hitze denaturiert wurden. AnschlieRend wurden die lysierten Proben bei
16.100 rcf und 4 °C fiir mindestens 60 Minuten zentrifugiert. Pellets und Uberstand der Proben wurden
getrennt und Teilproben zur Analyse mittel SDS-PAGE (2.2.1.3) abgenommen, wahrend der Rest bei
4 °C gelagert wurde. Zu diesem Zeitpunkt befinden sich die |18slichen Proteine im Uberstand, wihrend

sich die ausgefallenen Proteine im Pellet befinden.

Neben der nAvd aus Nostoc sp. PCC 7120 und den RTs aus Nostoc sp. PCC 7120, Thermus aquaticus
sowie dem Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) wurden zwei weitere Proteine erzeugt, die fir
unterschiedliche Versuche verwendet wurden. Hierbei handelt es sich um einen Rat Lung RNase
Inhibitor (pSD91), dessen Expression in E. coli Rosetta Il Zellen (DE3) mit 0,4 mM IPTG induziert wurde.
Die Expression erfolgte bei 37 °C und 200 rpm fiir 4 h. Zudem erfolgte die Expression der T7 Polymerase
(pSD8&4) in E. coli BL21 (DE3) Zellen. Die Expression wurde mit 0,5 mM IPTG induziert und verlief bei
37 °Cund 200 rpm Uber Nacht.

Denaturierende Zelllyse

Nach der nativen Zelllyse lag ein groRRer Teil der RT aus Nostoc sp. PCC 7120 im denaturierten Zustand
vor. Daher wurde die Zelllyse denaturierend durchgefiihrt, um die RT aus Nostoc sp. PCC 7120 in

weiterfihrenden Versuchen denaturierend aufzureinigen. Diese Methode entspricht in der
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Durchfiihrung der nativen Methode bis zur Zellernte. AnschlieBend wurden 8 M Harnstoff als
Denaturierungsmittel verwendet. Das Bakterienpellet nach der Zellernte wurde in NPI-10 Puffer
resuspendiert (Puffervolumen: Kulturvolumen 1:75) und es wurden 1 mg/ml Lysozym hinzugefiigt. Es
folgten eine Inkubation auf Eis fir 30 Minuten und die Zelllyse mittels Ultraschallbehandlung (Bandelin
HD 2200 Ultraschallhomogenisator mit KE76-Sonotrode) mit 2 * 30 Sekunden mit 5x Puls und ca. 50 %
Output auf Eis. Die lysierten Zellen wurden bei 10.000 rcf und 4 °C flr 30 Minuten zentrifugiert und
Uberstand (U1) und Pellet getrennt. Es wurden Teilproben zur spiteren SDS-PAGE Analyse genommen.
Im weiteren Verlauf wurde mit dem Zellpellet gearbeitet. Das Pellet wurde in NPI-10 Puffer
resuspendiert und erneut bei 10000 rfc und 4 °C fiir 30 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand (U2)
wurde abgenommen und fiir spatere SDS-PAGE Analysen aufbewahrt. Das Pellet wurde nun in DNPI-
10 (mit 8 M Harnstoff, Volumenverhéltnis DNPI-10:NPI-10 1:2,5; 2.1.2.2) resuspendiert und fir 60
Minuten auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 10000 rcf
und Raumtemperatur fiir 30 Minuten. Zu diesem Zeitpunkt befanden sich die denaturierten Proteine
von Interesse im Uberstand (U3). Es wurden Teilproben des Uberstands und Pellets fiir SDS-PAGE

Analysen genommen. Alle Teilproben wurden mittels 12 %iger SDS-PAGE analysiert (2.2.1.3).

2.2.3.2 Proteinaufreinigung und Dialyse

In dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden zur Proteinaufreinigung angewendet, die im

Folgenden erlautert werden.

Proteinaufreinigung mittels Ni-NTA

Proteine, die an einen 6x Histidin-Tag (6x His-Tag) fusioniert sind, wurden mittels Nickel-
Nitrolessigsaure (Ni-NTA) Komplex (HisPurNi-NTA Resin von Thermo Fisher Scientific) tber
Polypropylen Saulen aufgereinigt. Hierbei geht der 6x His-Tag eine reversible Bindung mit den Nickel-
lonen ein, welche iber hohe Imidazolkonzentrationen gel6st werden kann. Somit kénnen Proteine mit

6x His-Tag von anderen endogenen Proteinen gereinigt werden.

Dazu wurden Polypropylen Sdulen und Nickelmatrix zusammen mit 10-fachem Saulenvolumen
Lysepuffer (2.1.2.2, ohne Proteaseinhibitor) equilibriert. AnschlieBend wurde der Uberstand des
Proteinlysats ebenfalls auf die Polypropylen Saulen gegeben und fir 1-2 Stunden bei 4 °C rollend
inkubiert. Die Sadule wurde aufgerichtet und der Durchfluss in einem 15 ml Gefadl8 aufgefangen. Es
folgten Waschschritte und Elutionsschritte, bei welchen die Sdule von schwach gebundenen Proteinen

gewaschen und anschlieRend die starkgebundenen Proteine eluiert wurden. Da fiir RT und nAvd
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verschiedene Puffer und Volumina verwendet wurden, ist in Tabelle 12 die genauere Durchfiihrung
angegeben. Alle Proben wurden in getrennten ReaktionsgefaRen aufgefangen. Zur Uberpriifung, ob
die Proteine von Interesse noch an das Sdulenmaterial gebunden waren, wurde zum Schluss ebenfalls
eine Probe des Sdulenmaterials genommen. Zudem wurden von allen Fraktionen Teilproben zur

spateren Analyse mittel SDS-PAGE entnommen.

Tabelle 12: Puffer, Volumina und Wiederholung der einzelnen Wasch- und Elutionsschritte fiir RT und nAvd

RT nAvd
Waschschritte 2x 1-faches Probenvolumen (4 ml) des RT- 1x 25-faches Bettvolumen (25 ml) des
Waschpuffers (20 mM Imidazol,2.1.2.2) nAvd-Waschpuffers (100 mM Imidazol,

2.1.2.2). Vor dem Durchlauf der letzten 5
ml wurde die Sdule erneut verschlossen
und fur 5 Minuten rollend inkubiert.

Elutionsschritte Je 1/8 Probenvolumen (500 pl) der 7x 1-faches Bettvolumen (500 ul) des
nAvd-Elutionspuffers (500 mM Imidazol,

3 verschiedenen RT-Elutionspuffer mit
2.1.2.2).

aufsteigender Imidazolkonzentration
(250 mM, 350 mM, 500 mM)
2x Elutionspuffer I,

2x Elutionspuffer I,

1x Elutionspuffer 111 (2.1.2.2 ).

Proteinaufreinigung mittels Heparin-Agarose

Eine weitere angewendete Aufreinigungsmethode ist die Heparin-Agarose Affinitdtschromatographie
mit welcher u.a. Lipoproteine, DNA-bindende Proteine oder Proteinsynthese-Faktoren aufgereinigt
werden kénnen. Diese Methode wurde genutzt, um die RT liber ihre Nukleinsaure-Bindestellen an das
Heparin zu binden. Diese Bindung ist reversible und kann durch verschiedene Salzkonzentrationen

gelost werden.

Diesbeziiglich wurden Polypropylen Saulen und die Heparin-Agarose zusammen mit 10-fachem
Sadulenvolumen Lysepuffer (2.1.2.2, ohne Proteaseinhibitor) equilibriert. AnschlieRend wurde der
Uberstand des Proteinlysats ebenfalls auf die Polypropylen Siulen gegeben und fiir 3-4 Stunden bei
4 °C rollend inkubiert. Die Sdule wurde aufgerichtet und der Durchfluss in einem 15 ml GefaR
aufgefangen. Es folgten zwei Waschschritte mit Heparin-Waschpuffer (10-faches Bettvolumen, 10 ml)
und die Elution der Proteine in 10 Elutionsschritten. Dazu wurden die Heparin-Elutionspuffer I-V mit

steigender NaCl-Konzentration, 0,75 M bis 5 M, je zweimal appliziert (je 1/3 Bettvolumen, 330 pl;
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2.1.2.2) und die einzelnen Fraktionen in ReaktionsgefdBen aufgefangen. Zum Schluss wurde ebenfalls
eine Probe des Sdulenmaterials genommen, um zu Gberprifen, ob die Proteine von Interesse noch
daran gebunden waren. Es wurden von allen Fraktionen Teilproben genommen, welche mittels SDS-

PAGE (2.2.1.3) analysiert wurden.

Aufreinigung thermostabiler Proteine

Thermostabile Proteine, zum Beispiel aus dem Organismus Thermus aquaticus, kénnen lber Erhitzen
von anderen, thermoinstabilen Proteinen getrennt werden. Hierzu wurde das Proteingemisch fir
15 Minuten bei 75 °C inkubiert und anschlieRend bei 123000 rcf und 4 °C fir 60 Minuten zentrifugiert.
Pellet und Uberstand wurden getrennt und die beiden Fraktionen mittels SDS-PAGE analysiert
(2.2.1.3). Die nativen Proteine befinden sich zu diesem Zeitpunkt im Uberstand, wiahrend die durch das

Erhitzen denaturierten Proteine im Pellet sind.

Denaturierende Proteinaufreinigung und Renaturierung mittels Dialyse

Zur Aufreinigung denaturierter Proteine wurde der Uberstand 3 (U3) der denaturierenden Lyse
(2.2.3.1) mit Nickel-NTA inkubiert. Diese Methode ist der nativen Aufreinigung tiber Nickel-NTA dhnlich
(2.2.3.2), jedoch wurden andere Puffer verwendet. Fiir das Equilibrieren der Ni-NTA und Saule wurde
10-faches Volumen DNPI-10 Puffer verwendet. Zum Waschen wurde in zwei Schritten je 10-faches
Volumen DNPI-20 verwendet. Eluiert wurde im 5-fachen Volumen zweifach in DNPI-250, einfach in
DPNI-350 und anschlieRend zweifach in DNPI-500. Ein Teil der Sdule wurde in DNPI-500 aufgenommen.
Von allen Fraktionen wurden Teilproben genommen, welche mittels SDS-PAGE (2.2.1.3) analysiert

wurden.

Um denaturierte Proteine riickzufalten, wurden Renaturierungsversuche mittels Dialyse durchgefiihrt.
Hierbei wird bei jedem Dialyseschritt die Harnstoffkonzentration schrittweise heruntergesetzt, bis sich
die Proteine wieder in native Form falten konnen. Dazu wurden die Proteine im Dialyseschlauch
(MWCO: 12000-14000) jeweils 12 Stunden bei 60 rpm und 4 °C in verschiedenen Dialysepuffern mit 6
M, 4 M, 2 M, 1 M und schlieRlich ohne Harnstoff inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben bei 4 °C
und 16100 rcf fiir mindestens 60 Minuten zentrifugiert. Zu diesem Zeitpunkt befinden sich 16sliche
Proteine im Uberstand, wihrend ausgefallene Proteine im Pellet zu finden sind. AnschlieRend wurden

Pellet und Uberstand getrennt und Teilproben mittels SDS-PAGE (2.2.1.3) analysiert.
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Dialyse

Im Anschluss an die Proteinaufreinigung und die Analyse, in welcher Fraktion sich das Protein von
Interesse befand, wurden diese Fraktionen in Lagerpuffer (2.1.2.2) dialysiert. Dazu wurden die
Proteine in einen geeigneten Dialyseschlauch (MWCQO: 12000-14000 fir RTs bzw. MWCO 6000-8000
fur nAvd; ZelluTrans/Roth) Uberfihrt und Gber Nacht bei 4 °C und 60 rpm in 200-faches
Probenvolumen Dialysepuffer dialysiert. Am nachsten Tag wurden die Proteine auf dem
Dialyseschlauch in ReaktionsgefdaRe liberfiihrt und bei 4 °C und 16100 rcf fir mindestens 60 Minuten
zentrifugiert. Zu diesem Zeitpunkt befinden sich I6sliche Proteine im Uberstand, wihrend ausgefallene
Proteine im Pellet zu finden sind. AnschlieBend wurden Pellet und Uberstand getrennt und Teilproben

mittels SDS-PAGE (2.2.1.3) analysiert.

2.2.3.3 Fluorometrische Quantifizierung von Proteinen

Zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen wurde das Qubit® System von Invitrogen/Life
Technologies GmbH Darmstadt mit dem Qubit® Protein Assay-Kit genutzt. Hierzu wurde zu je 198 ul
Puffer und 1 pl Farbstoff 1 ul Probe gegeben, vermischt und im Dunklen bei Raumtemperatur fir 15

Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde die Konzentration mittel Qubit® errechnet.

2.2.4 Methoden zur Charakterisierung der RT Nostoc sp. PCC 7120

Im Folgenden sind diverse Methoden zur Analyse der Proteine RT und nAvd aus Nostoc sp. PCC 7120

ausfuhrlich erldutert.

2.2.4.1 Aktivititsassay der RT aus Nostoc sp. PCC 7120

Die Aktivitdtsassays der reversen Transkriptasen wurden in einem Reaktionsvolumen von 10 ul
durchgefuhrt. Darin enthalten waren 1-fach RT-Reaktionspuffer, RNA/Primer Duplex (1 uM / 3 uM),
0,5 mM dNTPs, 50 uM DTT, 0,25 puCi [a-32P]-dCTP (Hartmann Analytic) und RNase Inhibitor (1:20). Die
Proteine wurden in 50 % Glycerol gelagert und 1: 10 in die Reaktion gegeben, sodass die finale
Glycerolkonzentration in der Reaktion 5% betrug. Die Reaktion inkubierte bei 37 °C fir 1,5 Stunden.
AnschlieBRend wurden 5 pl der Reaktion auf DE81-Filterscheiben (Whatman) aufgetragen und fiir 60
Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Die Membranen wurden je 5-mal mit 50 ml Na;HPO,

gewaschen. Jede Inkubation dauerte 4-5 Minuten. Diese Membranen binden vor allem
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hohermolekulare Nukleinsduren, wahrend einzelne Nukleotide nicht gebunden werden. In der
folgenden Szintillationsmessung der Aktivitat inkorporierter dCTP-Nukleotide kann ein Rickschluss auf

die RT-Aktivitat in den einzelnen Reaktionen gezogen werden.

Als Positivkontrolle wurde die reverse Transkriptase des Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV-RT)
genutzt. Als Negativkontrolle wurden anstatt der verschiedenen RTs Dialysepuffer, sowie die

endogenen Proteine aus E. coli BL21 Zellen verwendet.

Es wurden ebenfalls RT-Assays ohne radioaktive Markierung durchgefiihrt. Hierbei wurde das [a->?P]-
dCTP durch H,0 in der Reaktion ersetzt. Nach der Inkubation wurden die Proben durch nachfolgende

RT-PCR weiter analysiert.

2.2.4.2 RT-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

In 25 ul Reaktionsvolumen waren 1 pl Produkt des RT-Assays sowie 1-fach MyTaq Red Reaction Buffer
(Bioline), in welchem sich Farbstoff, MgCl, und dNTPs befanden. Zudem waren 1,25 U MyTaqg Red DNA
Polymerase und je 0,5 uM der beiden Primer (Tabelle 13) enthalten. Die PCR begann mit initialer
Denaturierung bei 95 °C fir eine Minute, gefolgt von 30 Zyklen mit Denaturierung bei 95°C fiir 15
Sekunden, Hybridisierung bei variierender Temperatur (Tabelle 13) flir 15 Sekunden und Extension bei
72 °C fiir 10 Sekunden. AnschlieBend folgte eine finale Extension bei 72 °C fiir 10 Minuten. Das PCR-
Produkt wurde zur finalen Analyse auf ein 1 %iges Agarosegel geladen (2.2.1.1) und mittels UV-Licht

sichtbar gemacht.

Tabelle 13: Primersequenzen und Hybridisierungstemperaturen der RT-PCR

Bezeichnung Sequenz Hybridisierungs-
temperatur

PM145 CTTCCCTCCATTTTAGGAGAAAG 61°C

PM151 GCTTTGTAGGGTTGAGCAACTG 63 °C

TS49 ACATTACATTACATTTATTTCG 51°C

NZ004 ACGGAATTCTAATACGACTCACTATAGGATTAACCACCACCATTC 72°C
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2.2.3 Methoden zur Charakterisierung der nAvd Nostoc sp. PCC 7120

2.2.3.1 Filter-Binding-Assay (FBA)

Da das nAvd Protein aus Nostoc sp. PCC 7120 befahigt ist Nukleinsdauren zu binden, wurden zu weiteren
Analysen Filter-Binding-Assays (FBA) nach Wong und Lohman (Wong und Lohmam, 1993)
durchgefiihrt. Hierzu wurden in einem 12 pl Reaktionsansatz 12,5 nM Nukleinsdure-Substrat, 1-fach
FBA-Reaktionspuffer (2.1.2.1) und nAvd Protein in verschiedenen Konzentrationen bei
Raumtemperatur fir 30 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden je 10 ul der Reaktion auf zwei
Membranen, die in der DotBlot-Apparatur (Dot Plot 96 System von Biometra) befestigt waren,
aufgetragen. Die obere Nitrocellulosemembran bindet an Proteine gebundene Nukleinsduren,
wahrend die untere Nylonmembran freie Nukleinsduren bindet. Diese Membranen wurden zuvor in
100 ml FBA-Reaktionspuffer (2.1.2.1) equlilbriert. An die DotBlot-Apparatur wurde Vakuum angelegt,
sodass die aufgetragenen Proben an die Membranen gezogen und dort gebunden wurden.
AnschlieBend wurden die Proben mit 200 ml FBA-Reaktionspuffer gewaschen. Die Membranen
wurden bei Raumtemperatur fir 30 Minuten getrocknet und danach mittels Phosphorimager Screens
und dem Cyclone Plus Storage Phosphor System (PerkinElmer) analysiert. Mit Hilfe des

Computerprogramms Imagel wurden die Daten ausgewertet und die prozentuale Bildung errechnet.

2.2.3.2 Hybridisierungsassays

Um zu Uberprifen, ob die nAvd Nukleinsdurechaperonaktivitdt aufweist wurden Assays durchgefihrt,
die die Hybridisierung von komplementaren Nukleinsduresubstraten untersuchten. Hierzu wurden in
10 ul Reaktionen Protein in diversen Konzentrationen, 1,8 nM radioaktiv markiertes Oligonukleotid
und 36 nM nicht markiertes, komplementares Oligonukleotid gegeben. Zudem enthielt die Reaktion
1-fach Chaperon-Reaktionspuffer (2.1.2.1). Die Inkubation erfolgte bei 37 °C fiir 2 Minuten und wurde
durch die Zugabe von 10 pl eiskaltem Stopp-Reagenz (2.1.2.1) abgestoppt. AnschlieBend erfolgte die
Analyse iber 12 %ige native PAGE (2.2.1.2). Durch Phosphorimager Screens, das Cyclone Plus Storage
Phosphor System (PerkinElmer) und das Computerprogramm ImageQuant TL (GE Healthcare) wurden

die Assays abschlieRend quantifiziert.
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2.2.3.3 Strangaustauschassay

Um zu testen, ob die nAvd Strangaustausche katalysieren kann wurden Assays durchgefiihrt, bei denen
ein DNA-Duplex mit einem komplementéren ssDNA Oligonukleotid in 50-fachem Uberschuss inkubiert
wurde. In der Reaktion lagen 1,6 nM radioaktiv markierte hybridisierte dsDNA Oligonukleotide
(2.2.2.7), 800 nM radioaktiv markierte ssDNA, 1,33 uM nAvd Protein, sowie 1-fach Annealing-Puffer
(2.1.2.1) vor. Die Reaktionen inkubierten fiir je 2 bzw. 15 Minuten bei 37 °C und wurden durch die
Zugabe von 10 pl eiskaltem Stopp-Reagenz (2.1.2.1) abgestoppt. Anschliefend wurden die Proben
mittels 12 %iger nativer PAGE analysiert (2.2.1.2) und durch Phosphorimager Screens, das Cyclone Plus
Storage Phosphor System (PerkinElmer) und das Computerprogramm ImageQuant TL (GE Healthcare)

guantifiziert.

2.2.3.3 Protein-Stabilitdtsassay

Fir die Bestimmung der Proteinstabilitat wurden je 20 ul nAvd (13,33 uM) in 5 °C Schritten von 35 °C
bis 100 °C fur je 5 Minuten inkubiert. Anschliefend wurden die Proben bei Hochstgeschwindigkeit fiir
60 Minuten bei 4 °C zentrifugiert und Uberstand und Pellet getrennt. Es wurden Teilproben genommen
und mittels 12 %iger SDS-PAGE (2.2.1.3) analysiert. Losliche Proteine befanden sich zu diesem
Zeitpunkt im Uberstand, welcher in weiterfiihrenden Nukleinsdurechaperon-Assays verwendet wurde.

Durchfiihrung und Analyse entsprechend Punkt 2.2.3.2.

2.2.3.4 DNA-Stabilititsassay

Um den Einfluss des nAvd Proteins auf dsDNA bei Hitzestress zu untersuchen, wurden DNA-
Stabilitatsassays durchgefiihrt. Die Reaktion enthielt 1,6 nM radioaktiv markierte hybridisierte dsDNA
Oligonukleotide (2.2.2.7), 1,33 uM nAvd Protein, sowie 1-fach Annealing-Puffer (2.1.2.1). Die
Reaktionen inkubierten fiir je 5 Minuten bei aufsteigenden Temperaturen von 35 °C bis 100 °C und
wurden durch die Zugabe von 10 pl eiskaltem Stopp-Reagenz (2.1.2.1) abgestoppt. AnschlieRend
wurden die Proben mittels 12 %iger nativer PAGE analysiert (2.2.1.2) und durch Phosphorimager
Screens, das Cyclone Plus Storage Phosphor System (PerkinElmer) und das Computerprogramm

ImageQuant TL (GE Healthcare) quantifiziert.
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3. Ergebnisse

Wie schon zu Beginn dieser Arbeit dargestellt, sind viele Zusammenhange, Funktionen und Abldufe
von DGRs und deren Mechanismen noch nicht bekannt. Daher wurden im Folgenden zwei wichtige
Proteine der Nostoc sp. PCC 7120 DGR Kassette Uberexprimiert, aufgereinigt und biochemisch
charakterisiert. Die reverse Transkriptase, nRT, wurde auf ihre Loslichkeit, Stabilitat und Aktivitat
untersucht. Das akzessorische Protein, nAvd, wurde auf seine Funktion hin untersucht, da bis heute
zwar bekannt war, dass es flir das Mutagenic Homing notwendig ist (Doulatov et al., 2004), aber nicht

seine genaue Funktion im Mechanismus.

3.1 Untersuchung der reversen Transkriptase

In den folgend dargestellten Experimenten wurden vor allem die Loslichkeit, Stabilitat und Aktivitat
der RT analysiert, da diese sich in dieser Arbeitsgruppe aber auch in anderen Studien (Alayyoubi et al.,
2013; Roth et al., 1985), als kritische Faktoren bei der Arbeit mit RTs herausstellten. Hierbei lag das
Hauptaugenmerk auf der RT des DGR-Systems aus Nostoc sp. PCC 7120. Zudem wurden in allen
Versuchen als Kontrollen die M-MLV RT sowie die endogenen Proteine aus E. coli mit untersucht und

analysiert.

3.1.1 Ortsspezifische Mutagenese der RTs aus Nostoc sp. PCC 7120 und Bordetella-
Phage zur Erh6hung der Stabilitit

In einer jlingst veroffentlichten Studie konnte durch eine Mutation die Stabilitdt der RT aus dem
Bordetella-Phagen DGR, kurz bRT, erh6ht werden. Hierzu wurde an Position 138 das Aspartat (D) durch
ein Glutamin (Q) ersetzt, weshalb die Mutante D138Q benannt wurde (Alayyoubi et al., 2013). Eine
solche Mutante wurde in der vorliegend Arbeit ebenfalls angefertigt. Darliber hinaus wurde eine
analoge Mutante der nRT erzeugt, um deren Stabilitat zu erhéhen. Dazu wurde ein Alignment von bRT
und nRT erstellt, um die entsprechende Position in der RT aus Nostoc sp. PCC 7120 ausfindig zu machen
(Schillinger, 2013). AnschlieBRend wurde an dieser Position (135) der nRT der Aspartatrest gegen ein
Glutamin ausgetauscht (Sequenzvergleich: Il.I, Anhang). Diese Mutationen wurden durch
ortsspezifische Mutagenese mit nachfolgender PCR eingebracht (2.2.2.9) und die PCR-Produkte

anschlieRend durch Sequenzierungen kontrolliert.

Durch diese Mutation konnte fiir die bRT zwar eine erh6hte Stabilitat erreicht werden, jedoch nahm

die Aktivitat im Vergleich zur Wildtyp-bRT ab (Alayyoubi et al., 2013). Da die Stabilitdt eines Proteins
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flir weiterfilhrende Analysen notwendig ist, wurde neben der Wildtyp-nRT (pTS23: nRT mit C-
terminalem His-Tag; pTS26: nRT ohne Tag) vor allem die hier hergestellte Mutante nRT D135 (pKH3:

NRT D135 mit N-terminalem His-Tag) in den folgenden Versuchen verwendet.

3.1.2 Die rekombinante Uberexpression und Aufreinigung der RTs erwiesen sich

als problematisch

Generell erweisen sich Arbeiten mit reversen Transkriptasen als problematisch, was der Grund fir die
wenigen entschliisselten Kristallstrukturen und Aktivitatsanalysen von RTs ist. Bis zu dem heutigen
Datum konnte lediglich von drei RTs die Kristallstruktur entschliisselt werden (Das und Georgiadis,
2004; Gillis et al., 2008; Jacobo-Molina et al., 1993; L. Kohlstaedt et al., 1992), denn dafir wird eine
hohe Expressionsrate, Loslichkeit, Konzentration und Reinheit des Proteins bendtigt. Dies sind genau
die Punkte, welche auch in dieser Arbeit untersucht wurden, denn die Expressionsrate war in
vorherigen Arbeiten oft schwach (Morgenstern, 2014; Schillinger, 2013, unveroffentliche Arbeiten von
Dipl. Biol. Maike Gieseke und M.Sc. Lisa Jakobi, Molekulare Genetik, TU Kaiserslautern). Falls jedoch
eine hohere Expressionsrate erzielt werden konnte, lag der Hauptanteil der Proteine unldslich als
Einschlusskérperchen vor. Daher wurden anfangs Expressionsversuche in groBen MaRstdben mit
diversen Konstrukten und verschiedensten Bedingungen analysiert. Die wichtigsten Parameter sind im

folgenden Abschnitt beschrieben.

3.1.2.1 Optimierung der Uberexpression und der Zelllyse

Zur Optimierung der Expressionsbedingungen wurden die Auswirkungen verschiedener Parameter
wahrend der Expression und der Zelllyse untersucht. Hierbei wurde die IPTG-Konzentration zur
Induktion der Expression schrittweise reduziert. Zu Beginn der Analysen wurde die Genexpression mit
einer IPTG Konzentration von 500 uM induziert, welche durch Optimierung auf 100 uM reduziert
wurde. Des Weiteren wurde die Expressionstemperatur von 37 °C auf 16 °C reduziert. Somit kann
durch die optimierte IPTG-Konzentration und Expressionstemperatur eine langsamere und
schonendere Expression erreicht werden. Dies tragt zu einer verbesserten Faltung der Proteine bei
und die Bildung von Einschlusskdrperchen wird verringert (Serensen und Mortensen, 2005; Villaverde
und Carrid, 2003). Um trotzdem genligend Protein zu erhalten, wurde die Expressionszeit schrittweise
von 3 Stunden auf letztendlich Gber Nacht verlangert. Somit wurden die Expressionsbedingungen fiir
die weiterfliihrenden Versuche wie folgt festgelegt: Induktion mit 100 uM IPTG, Expression bei 16 °C
und 200 rpm Uber Nacht.
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Ein weiterer Punkt, der einen hohen Einfluss auf die Expression und Loslichkeit der Proteine hat, ist die
Wahl der kompetenten Zellen. Dazu wurden die in Tabelle 14 aufgefiihrten Konstrukte in T7 Express,
Rosetta 2 und BL21 Zellen exprimiert. Einzig die RT des Bordetella-Phagen wurde stets in BL21 Zellen
exprimiert. Die Eigenschaften der kompetenten Zellen sind in Tabelle 3 dargestellt. Am Beispiel der
Nostoc sp. PCC 7120 RT mit N-terminalem 6x His-Tag konnte eine deutliche Uberexpression der nRT in
allen drei kompetenten Zellen beobachtet werden (Abbildung 34, Anhang), wobei der Anteil an
I6slichem Protein in den BL21 kompetenten Zellen am hdchsten war. Die anderen getesteten RTs aus
dem Vibrio Phage VHML und Thermus aquaticus zeigten eine deutlich schwachere Expression in T7
express und Rosetta 2 Zellen bzw. einen gréBeren Anteil an Einschlusskérperchen (Daten nicht
gezeigt). Aus diesen Griinden wurden fir die weiteren Versuche BL21 Zellen verwendet. Auch die
Lagerdauer der transformierten Zellen kann nachfolgende Analysen beeinflussen, da die Fitness der
Zellen durch Lagerung abnehmen kann. Um dies zu vermeiden wurden vor jeder Uberexpression die

Plasmide frisch transformiert.

Tabelle 14 gibt einen Uberblick tiber die Expression und Léslichkeit der RTs aus verschiedenen
Organismen. Hierbei ist zu entnehmen, dass die Genexpression der RT aus dem Vibrio Phage VHML
und dem Bordetella-Phagen in BL21 Zellen sehr schwach und fiir weitere Experimente nicht
ausreichend war. Im Gegensatz dazu konnten die RTs aus Nostoc sp. PCC 7120 (nRT) und Thermus
aquaticus (Tag RT), unabhangig des 6x His-Tags, Uberexprimiert werden, sodass sie als starkste
Proteine, oder zumindest eines der starksten, vertreten waren. Somit wurden die weiterfiihrenden
Versuche vor allem mit der Tag RT und nRT fortgefiihrt. Hierbei lag das Hauptaugenmerk auf der
Untersuchung der nRT, da diese schon als Teil eines DGR-Systems nachgewiesen wurde (Doulatov et
al., 2004; Schillinger et al.,, 2012). Des Weiteren wurde aus diesem DGR-System ebenfalls die
akzessorische variable Determinante (nAvd) Uberexprimiert, was die Analyse einer potentiellen

Interaktion zwischen der nRT und nAvd erméglicht (3.2 und 3.1.4).
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Tabelle 14: Uberblick zu Expression und Léslichkeit der RTs aus verschiedenen Organismen unter gleichen
Expressionsbedingungen

Organismus der RT 6x His-Tag Expression in BL21 Loslichkeit

kompetenten Zellen

Bordetella-Phage N-terminal Sehr schwach Nicht I6slich (WT und D138Q)
Nostoc sp. PCC 7120 N-terminal Ausreichend Loslich: ca. 50 % (WT und D135Q)
C-terminal Ausreichend Loslich: ca. 50 %
- Ausreichend Loslich: ca. 50 %
TSI CLEe N-terminal Ausreichend Loslich: ca. 50 %
Y51MC23 IR
C-terminal Ausreichend Loslich: ca. 50 %
Vibrio Phage VHML N-terminal Sehr schwach Nicht 16slich
C-terminal Sehr schwach Nicht I6slich

Ein weiterer Faktor, der die Loslichkeit eines Proteins beeinflussen kann, ist die Lysemethode. Im
Verlauf dieser Arbeit wurden daher diverse Methoden ausgetestet, um die Loslichkeit der RTs zu
erhohen. Dazu wurden schonende Lysemethoden wie mehrmaliges Einfrieren und Auftauen (Johnson
und Hecht, 1994; Moré et al., 1994), oder die Zelllyse mittels Glasperlen ausgetestet. Jedoch konnte
mit diesen Methoden keine vollstiandige Zelllyse erreicht werden. Zudem ist der zeitliche Aufwand
deutlich héher als bei der Zelllyse mittels Ultraschallbehandlung. Da der Anteil von l6slichem Protein
bei allen drei Methoden, Einfrieren und Auftauen, Glasperlen und Ultraschall, dhnlich war, wurde die

Zelllyse mittels Ultraschallbehandlung in den weiteren Versuchen verwendet.

3.1.2.2 Uberexpression der RTs aus Nostoc sp. PCC 7120 und Thermus aquaticus

Nach dem Ermitteln der Expressionsparameter wurden die Uberexpressionen fiir die folgenden
Aktivitatsstudien regelméaRig ausgefiihrt. Beispielhafte Uberexpressionen der nRT und Tag RT mit den
Proben vor der Induktion (VI), nach der Induktion und Expression (NI) und des Uberstandes sowie
Pellets nach Zelllyse (LU und LP) sind in Abbildung 5 gezeigt. Zudem ist die Uberexpression der M-MLV
RT, welche in den anschlieBenden Aktivitatsassays als Positivkontrolle genutzt wurde, dargestellt. Die
jeweiligen Banden, die den RTs zugeordnet werden kénnen, sind mit einem dunkelroten Rechteck

markiert. Die blauen Linien verdeutlichen, welche Proben von einem Konstrukt stammen. Bei dem
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Vergleich der VI und NI Proben der verschiedenen Expressionen ist eine deutliche Bande in der NI
Probe zu erkennen, welche nicht in den VI Proben vertreten ist. Vergleicht man nun den Anteil der
|6slichen Proteine (LU) mit dem der Einschlusskérperchen (LP) liegt ca. die Halfte der Proteine in einem
I6slichen Zustand vor. Die M-MLV RT liegt hingegen zum Grofteil 16slich vor. Diese l6slichen Proteine
wurden entweder direkt flr Aktivitdtsstudien verwendet oder weiterfilhrend aufgereinigt. Die

Ergebnisse der diversen Aufreinigungsmethoden sind im folgenden Abschnitt beschrieben.

Nostoc sp. PCC 7120 RT Taq RT M-MLV RT
His-Tag (N) His-Tag (C) Ohne Tag His-Tag (N) His-Tag (C)
B VI NI LO LP VI NI LO LP VI NI LU LP VI NI LO P IVI\."I NI LO Lp VI NI LO LP

kDa ™= ] r
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Abbildung 5: Beispielhafte Uberexpression der RTs aus Nostoc sp. PCC 7120, Thermus aquaticus (Taq) und M-MLV. Die
Uberexpression wurde durch die Zugabe von 100 uM IPGT induziert. Nach der Expression iiber Nacht bei 16 °C und 200 rpm
folgten Zellernte, Zelllyse und Zentrifugation. Die Teilproben vor der Induktion (V1), nach der Induktion (NI), des Uberstandes
und des Pellets nach der Zelllyse (LU und LP) wurden mittels 12 %iger SDS-PAGE aufgetrennt und die darin enthaltenen
Proteine mit Coomassie Brilliant-Blau angefarbt. Die Expression erfolgte von verschiedenen Konstrukten: nRT mit 6x His-Tag
am N-Terminus (pKH3) oder C-Terminus (pTS23) fusioniert, nRT ohne Tag (pTS26), Tag RT mit 6x His-Tag am N-Terminus
(pTS18) oder C-Terminus fusioniert (pTS21) sowie M-MLV RT (pSD008) mit 6x His-Tag. Als Laufkontrolle wurden
Proteinmarker (M, ColorPlus Prestained Protein Ladder, Broad Range, NEB bzw. PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo
Fisher Scientific) verwendet. Die Abbildung ist aus verschiedenen SDS-Gelen zusammengesetzt. Die dunkelroten Rechtecke
markieren die exprimierten reversen Transkriptasen. Die blauen Linien verdeutlichen, welche Proben von einem Konstrukt
stammen.

3.1.2.3 Aufreinigung der RTs aus Nostoc sp. PCC 7120 und Thermus aquaticus

Um die I6slichen RTs in moglichst reiner Form zu erhalten, wurden verschiedene

Aufreinigunsmethoden ausgetestet. Die Ergebnisse sind im Folgenden zusammengefasst.

Die Aufreinigung lber Nickel-Nitrilotriessigsaure (Ni-NTA) wurde als Standardmethode gewahlt. Wie
in Abbildung 6 gezeigt, war eine effiziente Bindung an Ni-NTA-Komplexe trotz -einiger
Optimierungsversuche nicht moglich. Beispielsweise konnte eine verbesserte Bindung der RTs an die

Nickelsdulen durch die Zugabe von Imidazol in den Lysepuffer zur Reduzierung unspezifischer

65



Ergebnisse

Bindungen endogener Proteine an die Ni-NTA erreicht werden. Dadurch kann zwar die Ausbeute des
Proteins beeintrachtigt, aber gleichzeitig dessen Reinheit erhoht werden (Holscher et al., 2006). Jedoch
verblieb der Hauptteil der nRT und Tag RT (markiert durch dunkelrote Rechtecke) in den
Durchflussproben (DF), wahrend in den Elutionsproben (E1-E5) nur schwache RT-Banden zu sehen
sind. Dieses Ergebnis ist von der Position des 6x His-Tags unabhangig. Zum Vergleich wurde testweise
die nRT ohne 6x His-Tag mit der Nickel-NTA inkubiert und anschlieRend eluiert. Hier ist der Hauptteil
der nRT ebenfalls im Durchfluss zu erkennen, jedoch kann auch hier in den Elutionsproben eine Bande
der nRT beobachtet werden. Somit findet die Bindung der nRT, vermutlich auch der Taqg RT, an die Ni-
NTA Kigelchen nicht (iber den 6x His-Tag, sondern lber andere, positiv geladene, Regionen der RT
statt. Darliber hinaus ware auch ein Ausfallen der RTs auf der Nickelmatrix moéglich. Dadurch wiirde
ebenfalls keine Bindung zustande kommen. Im Gegensatz dazu ist die Aufreinigung der M-MLV RT in

hoher Reinheit und Konzentration moglich (Abbildung 6).
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Abbildung 6: RTs aus Nostoc sp. PCC 7120, Thermus aquaticus (Taq), welche an einen His-Tag fusioniert sind, binden nicht
an Nickelmatrix. Nach der Inkubation der Uberstande nach der Lyse mit den Ni-NTA-Komplexen bei 4 °C wurden die Proteine
mit steigender Imidazolkonzentration von der Saule eluiert. Die Teilproben vor und nach der Induktion (VI und NI), des
Durchflusses (DF), des Waschschrittes (W), der Elutionsproben (E1-E5) und der Ni-Saule (S) wurden mittels 12 %iger SDS-
PAGE aufgetrennt und die darin enthaltenen Proteine mit Coomassie Brillinat-Blau angefdarbt. Zu sehen sind die
Aufreinigungen der nRT mit 6x His-Tag am N-Terminus (pKH3, Mutante D135) und C-Terminus (pTS23, Wildtyp) fusioniert,
nRT ohne Tag (pTS26, Wildtyp), M-MLV RT (pSD008), Tag RT mit 6x His-Tag am N-Terminus (pTS18) und C-Terminus fusioniert
(pTS21). Als Laufkontrolle wurde Proteinmarker (M, ColorPlus Prestained Protein Ladder, Broad Range, NEB) verwendet. Die

dunkelroten Rechtecke markieren die reversen Transkriptasen.
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Alternativ wurde die Aufreinigung Gber Heparin-Affinitdtschromatographie ausgetestet, da sich diese
Aufreinigungsmethode bei reversen Transkriptasen, wie beispielweise der RT aus dem M-MLV
(Kotewicz et al., 1988), als geeignet erwiesen hat. Hierbei wurden Ergebnisse beobachtet, die denen
der Aufreinigung mittels Ni-NTA sehr dhnlich waren. Es wurde nur ein kleiner Anteil der nRT an die
Heparin-Agarose gebunden und somit waren war der Hauptteil der nRT im Durchfluss zu finden
(Abbildung 7). Da trotz diverser Optimierungsversuche keine effiziente Aufreinigung moglich war,

wurde diese Aufreinigungsmethode nicht weiter verfolgt.

Nostoc sp. PCC 7120 RT
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Abbildung 7: Eine effiziente Aufreinigung der RT aus Nostoc sp. PCC 7120, welche an einen His-Tag fusioniert ist, war liber
Heparin-Agarose nicht méglich. Nach der Inkubation der Uberstinde nach der Lyse mit der Heparin-Agarose bei 4 °C wurden
die Proteine mit steigender NaCl-Konzentration von der Saule eluiert. Die Teilproben vor und nach der Induktion (VI und NI),
des Durchflusses (DF), der Waschschritte (W1, W2), der Elutionsproben (E1-E10) und des Sdulenmaterials (S) wurden mittels
12 %iger SDS-PAGE aufgetrennt und die darin enthaltenen Proteine mit Coomassie Brillinat-Blau angefarbt. Zu sehen ist die
Aufreinigung der nRT mit 6x His-Tag am N-Terminus (pKH3, Mutante D135). Als Laufkontrolle wurde Proteinmarker (M,
PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific) verwendet. Die dunkelroten Rechtecke markieren die
reversen Transkriptasen. (Angepasste Abbildung von Lisa Morgenstern)

Durch die zuvor beschriebenen Aufreinigungsversuche liegt die Vermutung nahe, dass der 6x His-Tag
bei korrekt gefalteten und l6slichen Proteinen im Zentrum oder zumindest unzuganglich liegt, sodass
eine Bindung daran nicht moglich ist. Daher wurde eine denaturierende Aufreinigungsmethode mittels
Urea getestet. Hierzu wurden entsprechend die Uberexpression, Zelllyse und Aufreinigung nach einem
denaturierenden Protokoll durchgefiihrt (2.2.3.1 und 2.2.3.2), welche in Abbildung 8 zu sehen sind.
Dabei ist zu erwahnen, dass erst ab der Zugabe des Lysepuffers DNPI-10 (U3) das Denaturierungsmittel
Harnstoff verwendet wurde und somit die Proteine ab diesem Punkt denaturiert vorliegen. Zuvor
wurden mit dem Lysepuffer NPI-10 ohne Denaturierungsmittel (U1 und U2, 2.1.2.2) die I8slichen

Proteine aufgenommen.
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Abbildung 8: Die RT aus Nostoc sp. PCC 7120 konnte durch denaturierende Zelllyse und Aufreinigung mittels Urea nicht
aufgereinigt werden. Die Teilproben vor und nach der Induktion (VI und NI), der verschiedenen Uberstiande (U1-3), des Pellets
(P) und der Aufreinigungsproben Durchfluss (DF), Waschen (W1-2), Elution (E1-5) und der Sdule (S) wurden mittels 12 %iger
SDS-PAGE aufgetrennt und die darin enthaltenen Proteine mit Coomassie Brilliant-Blau angefarbt. Gezeigt sind die
Expression, Lyse und Aufreinigung der nRT mit 6x His-Tag am N-Terminus (pKH3, Mutante D135) unter denaturierenden
Bedingungen (8 M Harnstoff). Als Laufkontrolle wurde Proteinmarker (M, PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo
Fisher Scientific) verwendet. Die dunkelroten Rechtecke markieren die reverse Transkriptase. (Angepasste Abbildung von Lisa
Morgenstern)

Auch hier ist ein GroRteil der nRT ungebunden im Durchfluss (DF) vertreten, wahrend ein gewisser
Anteil gebunden an der Ni-Sdule (S) zu beobachten ist. Ein Teil der nRT mit N-terminalen 6x His-Tag
konnte an die Nickelsdulen gebunden und sauber eluiert werden (E1), jedoch war eine Riickfaltung der
NRT mittels Dialyse in einen nativen Zustand nicht moglich. In Dialysepuffern ohne
Denaturierungsmittel wie Harnstoff, lag die nRT nicht korrekt gefaltet vor und fiel bei anschlieRender
Zentrifugation aus. Neben einer denaturierenden Aufreinigung tGber Harnstoff wurde auch Guanidin
als Denaturierungsmittel getestet, jedoch war auch hierbei keine Riickfaltung der Proteine moglich
(Daten nicht gezeigt). Auch eine Unterstlitzung der korrekten Rickfaltung durch das NDSB
Rlckfaltungsreagenz (Vuillard et al.,, 1995), konnte die Bildung von Einschlusskérperchen nicht
verhindern. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 9 verdeutlicht. Die Versuche zur denaturierenden
Aufreinigung und Rickfaltung wurden teilweise von Lisa Morgenstern, M.Sc., im Rahme ihrer

Masterarbeit durchgefiihrt (Morgenstern, 2014).
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Abbildung 9: Eine Riickfaltung der nRT nach denaturierender Aufreinigung ist nicht moglich. Die Teilproben vor und nach
der Induktion (VI und NI), sowie Uberstande (U) und Pellets (P) nach der Dialyse wurden mittels 12 %iger SDS-PAGE
aufgetrennt und die darin enthaltenen Proteine mit Coomassie Brillant-Blau angefédrbt. Zu sehen sind der dialysierte
Durchfluss (DF) mit und ohne Zugabe von NDSB und die Elutionsprobe (E1) nach der denaturierenden Aufreinigung. Als
Laufkontrolle wurde ein Proteinmarker genutzt (M, PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific). Das
dunkelrote Rechteck markiert die reverse Transkriptase. (Angepasste Abbildung von Lisa Morgenstern)

3.1.3 Die RT aus Nostoc sp. PCC 7120 ist in vitro unléslich und fallt bei Lagerung aus

Neben den Schwierigkeiten bei der Expression und Aufreinigung stellte die niedrige Stabilitat der zu
testenden nRT mit sowie ohne His-Tag fiir die anschlieRenden Aktivitatsanalysen ein grof3es Problem
dar. Daher wurde untersucht, ob die Stabilitdt durch unterschiedliche Lagerung erh6ht werden kann.
Dazu wurde das Rohextrakt nach Uberexpression in Dialysepuffer 1 (DP1) dialysiert und die
Lagerfahigkeit beobachtet. Diesbezliglich wurden Lagerungen bei verschiedenen Temperaturen
von -80 °C bis 4 °C verglichen. Hierbei konnte keine verbesserte Stabilitat bei einer bestimmten
Temperatur beobachtet werden. Zudem spielte die Lagerdauer eine wichtige Rolle fiir die Stabilitat.
Wie aus Abbildung 10 ersichtlich nimmt der Anteil an I6slicher nRT mit steigender Lagerdauer stetig
ab, sodass nach einer Lagerung von 2-4 Wochen ein Hauptteil unléslich in den Pelletproben (P) zu
finden ist, was nach 3-monatiger Lagerdauer noch etwas ausgepragter zu beobachten ist. Dieses
Ergebnis ist von dem 6x His-Tag unabhangig. Im Gegensatz dazu liegt die M-MLV RT auch nach 3-

monatiger Lagerung noch zum GroRteil 18slich im Uberstand (U) vor.
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Abbildung 10: Die Stabilitat der RT aus Nostoc sp. PCC 7120 nimmt mit zunehmender Lagerdauer ab. Die Teilproben vor
und nach der Induktion (VI und NI), sowie Uberstand- und Pelletproben (U und P) nach Zentrifugation der RT nach einer
Lagerdauer von einem Tag bis 3 Monaten bei -80 °C wurden mittels 12 %iger SDS-PAGE aufgetrennt und die darin enthaltenen
Proteine mit Coomassie Brilliant-Blau angefarbt. Zu sehen sind die Proben der nRT mit 6x His-Tag am N-Terminus (pKH3), nRT
ohne Tag (pTS26, Wildtyp RT) sowie M-MLV RT (pSD008). Als Laufkontrolle wurde Proteinmarker (M, ColorPlus Prestained
Protein Ladder, Broad Range, NEB) verwendet. Die dunkelroten Rechtecke markieren die exprimierten reversen
Transkriptasen. Die blauen Linien verdeutlichen die zusammengehérigen U und P Proben der gleichen Lagerdauer

Auch das Verwenden von verschiedenen Lagerpuffern konnte die Stabilitdt der nRT nicht ausreichend
erhohen. Selbst wenn die nRT kurzzeitig |6slich und stabil vorlag, nahmen die Loslichkeit und Stabilitat
innerhalb von einer Woche drastisch ab. Zudem war teilweise eine Abnahme der nRT-Aktivitadt in den
anschlieRenden Aktivitdtsassays zu beobachten. In Abbildung 11 ist ein Ausschnitt der Stabilitat der
nRT in verschiedenen Lagerpuffern dargestellt. Die unterschiedlichen Zusammensetzungen der
Lagerpuffer sind in Tabelle 18 (Anhang) zu finden. Diese Versuche wurden teilweise von Lisa

Morgenstern, M.Sc. im Rahmen ihrer Masterarbeit durchgefiihrt (Morgenstern, 2014).
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Abbildung 11: Vergleich der Stabilitat der nRT (pKH3) in verschiedenen Dialysepuffern. Die Teilproben vor und nach der
Induktion (VI und NI), sowie Uberstand- und Pelletproben (U und P) nach Zentrifugation der dialysierten RT nach
unterschiedlicher Lagerdauer wurden mittels 12 %iger SDS-PAGE aufgetrennt und die darin enthaltenen Proteine mit
Coomassie Brilliant-Blau angefarbt. Als Laufkontrolle wurde ein Proteinmarker verwendet (M, PageRuler Prestained Protein
Ladder, Thermo Fisher Scientific). Die dunkelroten Rechteckte markieren die reverse Transkriptase. (Angepasste Abbildung
von Lisa Morgenstern)

Wie in Abbildung 11 ersichtlich, liegt ein Grofteil der nRT in allen getesteten Dialysepuffern in den
Pelletproben (P) als Einschlusskérperchen vor, wihrend in den Proben des Uberstandes (U) ein
kleinerer Anteil an l6slicher nRT aufzufinden ist. Die nRT scheint zwar im Dialysepuffer 3 (DP3) weniger
ausgefallen zu sein, jedoch ist hier generell weniger Proteinprobe geladen worden. Beim Vorbereiten
der Pelletproben wurde jeweils eine Pipettenspitze des Pellets im SDS-Ladepuffer gelost. Hierbei

konnte es zu Schwankungen in der Proteinkonzentration kommen.

RTs weisen generell eine niedrige Stabilitdt auf, da sie bereits nach kurzer Lagerung ihre Aktivitat
verlieren kdnnen (Alayyoubi et al., 2013). Dies traf auch auf die Stabilitat der Tag RT sowie der nRT zu,
sodass sie flir weitere Aktivitdtsanalysen nur fir eine sehr kurze Zeitspanne verwendet werden
konnten. Dadurch war es notwendig fiir jede Versuchsreihe eine neue Charge von RT-Protein

herzustellen, was spatere Analysen und Auswertungen nicht reproduzierbar machte.

3.1.4 Aktivitiatsanalysen der RT aus Nostoc sp. PCC 7120

Zur Untersuchung der nRT-Aktivitat wurden zwei verschiedene Methoden gewahlt. Zum einen wurden
RT-Assays mit radioaktiver Markierung durchgefuhrt (nach Das und Georgiadis, 2001; Matsuura et al.,
1997), welche im Anschluss mittels DNase-Verdau weiter analysiert werden konnten. Zum anderen
wurden im Anschluss an nicht radioaktiv markierte RT-Assays RT-PCRs durchgefiihrt, deren Produkte

dann sequenziert wurden. Fir diese Versuche wurde eine kontextfremde RNA/Primer-Matrize
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(pPNZ004/TS49 aus dem eukaryotischen Retrotransposon Unal2) und eine RNA/Primer-Matrize aus
dem Nostoc sp. PCC 7120 DGR-System (pKH2/PM151), welche vermutlich die TR-Sequenz darstellt,

untersucht (I.IV, Anhang).

3.1.4.1 Erste Hinweise auf eine nRT-Aktivitdt

Um erste Hinweise auf eine mogliche Aktivitat der nRT und Tag RT zu erhalten wurden RT-Assays
durchgefiihrt, bei welchen radioaktiv markierte Nukleotide ([a-32P]-ATP) wahrend der reversen
Transkription von den RTs inkorporiert wurden, sodass eine radioaktiv markierte cDNA entsteht. Das
radioaktive Signal wurde im Anschluss mit einem Szintillationszédhler detektiert, wodurch eine schnelle
Analyse moglich war. Zur Veranschaulichung ist in Tabelle 15 exemplarisch das Ergebnis eines
radioaktiv markierten RT-Assays dargestellt. Dabei sind die durch die Szintillationsmessung absoluten
Counts, sowie die vielfachen Werte Uber der Wasserkontrolle gezeigt. Dieser beispielhafte RT-Assay
zeigt deutlich die hohe Aktivitat der M-MLV RT und eine erhohte Aktivitat der nRT, wahrend die Taq
RT, die endogenen E. coli Proteine und der Dialysepuffer keine deutlich erhohten Werte aufweisen.
Die hier dargestellten Versuche wurden mit dem Rohextrakt der Proteine, welche in Dialysepuffer

dialysiert wurden, durchgefiihrt, da keine effiziente Aufreinigung méglich war (3.1.2.3).

Tabelle 15: Absolute Counts sowie Vielfaches der Werte iiber der Wasserkontrolle eines beispielhaften radioaktiv
markierten RT-Assays. Dargestellt sind die Werte der Wasserkontrolle, des Dialysepuffers, der endogenen E. coli Proteine,
der Tag RT, nRT und M-MLV-RT.

Probe Absolute Counts [CPMC] Relative Werte tiber der

Wasserkontrolle

Wasserkontrolle 119 1

Dialysepuffer 98 0,82352941
Endogene E. coli Proteine 136 1,14285714
Taq RT (pTS21) 206 1,73109244
nRT (pKH3) 1337 11,2352941
M-MLV RT 7403 62,210084

Bei der Auswertung der verschiedenen RT-Assays wurde von einer Errechnung der Mittelwerte sowie

der Standardabweichungen abgesehen, da diese durch die niedrige Reproduzierbarkeit der Versuche
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keine geeigneten Verfahren zur Auswertung darstellen. Um einen Uberblick iber die Ergebnisse zu
erhalten, wurden die radioaktiv markierten RT-Assays in einem Diagramm zusammengefasst, welches
in Abbildung 12 dargestellt ist. Gezeigt ist das Vielfache des radioaktiven Signals der Proben Uber der

Wasserkontrolle.
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R TR T |

Dlalysepuffer Endogene E. coh Proteine TaqRT HIS -Tag (C)  nRT His Tag (N) M-MLV RT

Vielfaches der Aktivitat Gber der Wasserkontrolle

Abbildung 12: Zusammenfassung der 25 analysierten radioaktiv markierten RT-Assays. Getestet wurden die Tag RT mit C-
terminalem 6x His-Tag (pTS21) und nRT mit N-terminalem 6x His-Tag (pKH3). Zudem wurden als Negativkontrollen eine
Wasserkontrolle, der Dialysepuffer, in welchen die Proteine gelagert wurden, sowie die endogenen E. coli Proteine (pUC19)
und als Positivkontrolle die M-MLV RT (pSD008) analysiert. Hierzu wurden das radioaktive Signal ([a-32P]-ATP) der einzelnen
Proben mittels Szintillationszahler ermittelt und die erhaltenen Werte durch den Wert der Wasserkontrolle dividiert, um ein
Vielfaches des radioaktiven Signals tGiber der Wasserkontrolle (=1) zu erhalten. Die verschiedenen Farben der Balken stellen
jeweils einzelne Versuchsreihen dar, die teilweise mit verschiedenen Proteinpraparationen durchgefiihrt wurden.

Die Schwankungen zwischen den einzelnen Versuchsreihen, welche jeweils farblich markiert sind, sind
deutlich zu erkennen. Ebenso kann dem Diagramm entnommen werden, dass die M-MLV RT in allen
Versuchsreihen die héchste Aktivitat aufwies, wenn auch hierbei groe Schwankungen von 13-fach bis
109-fach Uber der Wasserkontrolle zu beobachten sind. Die nRT und die Tag RT zeigen Werte von bis
zu 21-fach bzw. 16-fach tber der Wasserkontrolle. Jedoch weisen beide getesteten RTs, vor allem aber
die Tag RT, auch sehr niedrige Werte auf, wobei keine Aktivitat gemessen werden konnte. Hinzu
kommt, dass einige RT-Praparationen von Anfang an keine Aktivitat aufwiesen oder die Aktivitat
innerhalb von 1-2 Tagen gravierend abnahm, sodass sie nicht mehr nachgewiesen werden konnte.
Zudem korrelieren besonders hohe Werte der nRT und Taqg RT teilweise mit erhohten Werten der
endogenen E. coli Proteinproben (bspw. Versuchsreihe 8, gelbe Balken). Ausnahmen davon stellen

beispielsweise die Versuchsreihen 1 (blau, vgl. Rohdaten Tabelle 15) oder 25 (orange)dar, bei welchen
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die nRT-Aktivitat ca. 11-fach bzw. 17-fach lber der Wasserkontrolle liegen, wahrend die Proben der
endogenen E. coli Proteine ca. 1-fach bzw. 2-fach tGber der Wasserkontrolle liegen. In keinem der hier
durchgefiihrten Versuche lag die gemessene Aktivitdt der endogenen E. coli Proteinproben deutlich
Uber der der RT-Proben. Trotzdem muss von einer gewissen Grundaktivitat durch die endogenen E.
coli Proteine ausgegangen werden, welche die Versuche beeinflussen kann. Wahrend bei der Analyse
der nRT-Mutante D135 (pKH3) Aktivitat gemessen werden konnte, konnte keine Aktivitat der Wildtyp-
nRT nachgewiesen werden. Zur Analyse der Wildtyp-nRT-Aktivitdat wurde das Rohextrakt der Wildtyp-
NRT mit C-terminalem His-Tag (pTS23) sowie ohne His-Tag (pTS26) getestet. Hierbei wurden Werte
gemessen, die ca. 1-fach bis 2-fach tber der Wasserkontrolle lagen, sodass von weiteren Analysen
abgesehen wurde. Die folgenden Versuche und Interpretationen beziehen sich somit auf die nRT-

Mutante D135 (pKH3).

Beide getesteten Matrizen, die postulierte TR-Sequenz aus dem Nostoc sp. PCC 7120 DGR
(pKH2/PM151) und die Matrize aus dem eukaryotischen Retrotransposon Unal2 (pNZ004/TS49)
(Tabelle 13 und IL.IV), wiesen vergleichbare Ergebnisse auf, welche somit Matrizen-unabhangig sind.
Weiterfihrend wurde untersucht, ob die Anwesenheit der nAvd einen Einfluss auf die Aktivitat der
nRT hat und diese beiden Komponenten moglicherweise einen Proteinkomplex bilden. Hierzu wurde
die nAvd in verschiedenen Konzentrationen in die RT-Assays hinzugefiigt. Hierbei konnte keine
Steigerung der nRT-Aktivitdt durch die Zugabe von nAvd nachgewiesen werden. Interessanterweise
konnte teilweise sogar eine geringfligige Abnahme der RT beobachtet werden. Um ein mégliches

Zusammenspiel analysieren zu konnen sind jedoch weiterfiihrende Versuchsreihen erforderlich.

Durch die niedrige Stabilitat der zu analysierenden RTs und die stiandige neue Herstellung der RTs
wurde die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der verschiedenen Versuche erschwert, sodass es
zu groRen Abweichungen der Ergebnisse kommen konnte. Daher wurden, zur Kontrolle, dass die
niedrige Reproduzierbarkeit nicht auf Ungenauigkeiten bei der Handhabung zuriickzufiihren war,
Versuche parallel von zwei Personen durchgefiihrt. Die Auswertung dieser Versuche ist in Abbildung

13 dargestellt.
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Abbildung 13: Vergleich 5 verschiedener RT-Assays, welche parallel von zwei Personen durchgefiihrt wurden. Getestet
wurde die nRT ohne 6x His-Tag (pTS26) bzw. mit N-terminalem 6x His-Tag (pKH3). Zudem wurden als Negativkontrollen eine
Wasserkontrolle, der Dialysepuffer, in welchem die Proteine gelagert wurden, sowie die endogenen E. coli Proteine (pUC19)
und als Positivkontrolle die M-MLV RT (pSD008) analysiert. Hierzu wurden das radioaktive Signal ([a-32P]-ATP) der einzelnen
Proben mittels Szintillationszahler ermittelt und die erhalten Werte durch den Wert der Wasserkontrolle dividiert, um ein
Vielfaches des radioaktiven Signals Giber der Wasserkontrolle (=1) zu erhalten. Fiir die RT-Assays wurden die jeweils gleichen
Materialien, Substanzen und Proteine von beiden Personen parallel benutzt. Die griinen Balken zeigen die Ergbenisse von
Person 1 und die gelben Balken die Ergebnisse von Person 2. Die Versuche wurden an verschiedenen Tagen mit
unterschiedlichen Proteinpraparationen und Materialien durchgefiihrt.

Hierbei ist zu erkennen, dass die verschiedenen Versuchsreihen Unterschiede aufweisen. Dabei
schwanken vor allem die Aktivitdt der M-MLV RT zwischen dem 4-fachen bis 38-fachen und die
Aktivitat der nRT zwischen dem 1,1-fachen bis 5,8-fachen tGber der Wasserkontrolle. Diese 5 Versuche
wurden an verschiedenen Tagen mit unterschiedlichen Proteinprdparationen und Materialien, wie
beispielsweise frisch angesetzte dNTPs oder Matrizen durchgefiihrt, was Auswirkungen auf die
Ergebnisse dieser Versuche hatte. Die jeweiligen Versuche der beiden Personen hingegen weisen
dhnliche Ergebnisse auf. Somit konnte mit diesem Versuchsaufbau gezeigt werden, dass
Schwankungen der Aktivitdit nicht auf individuelle Pipitier-oder Anwendungsfehler bei der

Durchfiihrung, sondern auf andere Parameter zuriickzufiihren sind.

Dartiber hinaus wurden Versuche in Duplices durchgefiihrt und die Ergebnisse miteinander verglichen,

um Anwendungsfehler weiter auszuschlieRen. Zwar gab es auch hier voneinander abweichende
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Ergebnisse, jedoch wurden durchaus Duplices mit vergleichbaren Ergebnissen gemessen. Ein
exemplarischer Versuch ist in Tabelle 16 dargestellt. Hierbei ist ein Vielfaches der Werte (iber der
Wasserkontrolle der verschiedenen Proben gezeigt. Die Werte des Dialysepuffers und der M-MLV-RT
weisen mit ca. 1, 6-fach und 0,8-fach bzw. 38-fach und 36-fach tUber der Wasserkontrolle die meisten
Abweichungen auf. Die Proben der endogenen E. coli Proteine sowie der nRT zeigen mit Werten von
zweimal 1,3-fach bzw. 5,9-fach und 5,4-fach Gber der Wasserkontrolle vergleichbare Ergebnisse. Somit
konnte auch hier die niedrige Reproduzierbarkeit nicht auf Fehler in der Anwendung, sondern auf

andere Parameter, vor allem die unterschiedlichen Proteinpraparationen, zuriickgefiihrt werden.

Tabelle 16: Vergleich einer Versuchsreihe der nRT-Aktivitdt in zweifacher Ausfiihrung. Dargestellt sind ein Vielfaches der
Werte Uber der Wasserkontrolle des Dialysepuffers, der endogenen E. coli Proteine, nRT und M-MLV-RT.

Probe 1 2
S 1,596363636 0,826666667
Endogene E. coli Proteine 1,334545455 1,313333333
nRT (pKH3) 5,901818182 5,393333333
M-MLV RT 38,12363636 35,97

3.1.4.2 Verdau der radioaktiv markierten RT-Assayprodukte zur Analyse der Nukleinsduren

Zur Analyse der wahrend der RT-Assays synthetisierten Nukleinsdauren, wurden diese weiterfiihrend
verdaut. Dazu wurde im Anschluss an einen radioaktiv markierten RT-Assay ein Verdau der
Nukleinsduren mit DNase (D) bzw. RNase (R) durchgefiihrt. Auerdem blieb eine Teilprobe fir spatere
Vergleichszwecke unbehandelt (U). Nach dem Verdau wurden die verschiedenen Proben durch native
PAGE aufgetrennt und mit dem Cyclone-System visualisiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 14

dargestellt.
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Abbildung 14: Analytischer Verdau der wahrend der RT-Assays generierten Nukleinsauren. Die Produkte der RT-Assays von
M-MLV RT, nRT, Taq RT, der endogenen E. coli Proteine und der Negativkontrolle (H,0) wurden im Anschluss an die Assays
mit RNase (R) oder DNase (D) bei 37 °C fiir 20 Minuten verdaut bzw. unverdaut analysiert. Die Auftrennung der Proben
erfolgte Uber 8 %ige native PAGE. Die radioaktiv markierten Banden ([a-32P]-ATP) wurden anschlieBend mittels
Phosphorimaging und dem Cyclone System (GE Healthcare) visualisiert. Als Laufkontrolle wurde die entsprechende RNA-
Matrize (pNZ004) verwendet. In den unverdauten und mit RNase verdauten Proben (U und R) sind Banden erkennbar,
wahrend die mit DNase verdauten Proben (D) keine Banden aufweisen. Die Negativkontrolle weist keinerlei Banden auf.

Als Laufkontrolle wurde die entsprechende radioaktiv markierte RNA-Matrize aus dem eukaryotischen
Retrotransposon Unal2 (pNZ004) verwendet. Die Produkte der RT-Assays von M-MLV RT, nRT, Tag RT
und der endogenen E. coli Proteine zeigen unterschiedlich starke Banden in den unbehandelten (U)
und mit RNase verdauten (R) Proben. Die DNase-behandelten Proben zeigen in allen Fallen deutlich
reduzierte bzw. keine Banden. Auffillig ist, dass die RNA-Laufkontrolle kleiner als die synthetisierten
Nukleinsduren auf dem Gel zu erkennen ist. Der Grof3teil der unbehandelten und mit RNase verdauten
Probenistin den Taschen zu sehen. Ein moglicher Grund dafiir ist, dass sich die Nukleinsduren in einem
Proteinkomplex mit den RTs oder anderen DNA-bindenden Proteinen befinden, wodurch die
Auftrennung durch das feinporige Gel erschwert wird. Ein weiterer Teil der DNA ist zwischen der
Tasche und der Kontrolle zu erkennen. Diese Banden kénnten durch Templatspriinge generiert worden
sein, dhnlich wie fur die RT des R2-Retrotransposons beschrieben (Bibillo und Eickbush, 2004). Dabei
springt die RT vom 5°Ende einer RNA-Matrize zum 3 Ende einer zweiten RNA-Matrize, wodurch langere

Transkripte entstehen. Dies ist moglich, da die RT des R2-Retrotransposons am 5'Ende der ersten
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Matrize Nukleotide, die nicht mit dem Templat assoziiert sind, hinzuzufiigen und diese Uberhinge mit
dem 3’Ende der zweiten Matrize hybridisieren kann (Bibillo und Eickbush, 2004). Die Proben der M-
MLV RT zeigen deutliche Banden, die mit dem Laufverhalten der Kontrolle vergleichbar sind. Die
Proben der nRT sowie der Tag RT zeigen keine klar abgegrenzten Banden, die mit der Laufkontrolle
vergleichbar sind sondern unscharfe Signale. Die schwachen Banden verursacht durch die endogenen
E. coli Proteine korrelieren mit der Hintergrundaktivitdt, die ebenfalls wahrend der RT-Assays
detektiert werden konnte, was eine gewisse Grundaktivitdt verursacht durch endogenen E. coli
Proteine (4.1.2) verdeutlicht. Im Gegensatz dazu weist keine Probe der Negativkontrolle detektierbare
Banden auf. Die Produkte der RT-Assays konnten durch diese Experimente als DNA identifiziert
werden. Somit sind die verschiedenen RTs in der Lage RNA in cDNA zu transkribieren, auch wenn es

deutliche Unterschiede in der Aktivitat gibt.

3.1.4.3 Weiterfiihrende Untersuchungen der nRT-Aktivitdt mit anschliefiender

Sequenzanalyse

Nachdem die wahrend des RT-Assays generierten Nukleinsduren als DNA identifiziert werden konnte,
wurden weiteren Aktivitatsversuchen durchgefiihrt, bei welchen im Anschluss eine Sequenzanalyse
der DNA erfolgen sollte. Hierzu wurden RT-Assays ohne radioaktive Markierung durchgefihrt.
Anschliefend wurden diese RT-Assayprodukte in RT-PCRs verwendet und deren Produkte mittels
1 %iger Agarosegelelektrophorese analysiert. Ein beispielhaftes Ergebnis ist in Abbildung 15
dargestellt. Zu erkennen sind sehr starke Banden unterhalb der 0,5 kb Bande des Markers, welche
durch die RT-Assayproben der M-MLV RT (1) und der Positivkontrolle der PCR (5) bedingt wurden. Die
Proben der PCR-Negativkontrolle (6), sowie die der endogenen Proteine aus E. coli (4) zeigen keine
Banden, wahrend schwache Banden bei den Proben der nRT (2 und 3) zu erkennen sind. Somit konnte
wahrend der RT-Assays cDNA durch die M-MLV RT und nRT, wenn hierbei auch deutlich weniger,
synthetisiert und anschlieRend mittels RT-PCR amplifiziert werden. Zudem sind in den Geltaschen der
nRT-Proben sowie der endogenen E. coli Proteine Banden zu beobachten, welche vermutlich durch die

hohe Konzentration von Proteinen und deren Aggregation mit DNA-Molekiilen entstanden sind.
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Abbildung 15: RT-PCR im Anschluss an einen RT-Assay. Die PCR-Produkte wurden mittels 1 %iger Agaroselektrophorese
aufgetrennt, mit EtBr markiert und mit UV sichtbar gemacht. Als Matrize wurden die Produkte der vorherigen RT-Assays
verwendet. Hierbei wurden die M-MLV RT (1), nRT mit N-terminalem 6x His-Tag (pKH3, 2), nRT mit C-terminalem 6x His Tag
(pTS23, 3) und endogene E. coli Proteine (4) in die Reaktion eingesetzt bzw. die Plasmide pNZ004 oder pKH3 als
Positivkontrolle (5) und H,0 als Negativkontrolle (6). Als Laufkontrolle wurde 1 kB DNA-Marker verwendet (DNA Ladder 1 kb,
NEB).

Die PCR-Produkte der nRT, welche eine Bande nach der RT-PCR aufwiesen, wurden mittels Kit
aufgereinigt (NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit, Macherey Nagel), anschliefend sequenziert (LGC
Genomics) und die Sequenzierergebnisse analysiert. Hierbei wurde vor allem nach spezifischen
Adeninaustauschen im Vergleich zur urspriinglich eingesetzten DNA gesucht. Jedoch konnten keine
Adenin-spezifischen Austausche oder sonstige Anderungen der sequenzierten DNA im Vergleich zur
eingesetzten DNA aufgefunden werden. In einigen Fallen konnte nach durchgefiihrter PCR eine
deutlich starkere Bande, welche von einer nRT generiert wurde, beobachtet werden. Hierbei konnte
meist auch eine schwache oder vergleichbare Bande in den Proben der endogenen E. coli Proteine
gefunden werden, wie auch bei einigen radioaktiv markierten RT-Assays beobachtet werden konnte.
Um einen naheren Aufschluss tber diese Banden zu erhalten wurden diese Proben ebenfalls mittels
Sequenzierung analysiert. Im Falle einer moglichen Sequenzierung konnten auch hier keinerlei
Anderungen oder Austausche im Vergleich zur urspriinglichen DNA-Matrize aufgefunden werden. Es
konnte nicht abschlieRend gekldrt werden, wie diese Banden generiert wurden, vor allem da das
Templatplasmid nach erfolgreicher IVT mittels denaturierender PAGE entfernt wurde. Hierzu wurden
die Komponenten der IVT liber eine denaturierende PAGE aufgetrennt, die Bande der synthetisierten
RNA ausgeschnitten und aus dem Polyacrylamidgel gelost. Da das Templatplasmid deutlich groRer als

die synthetisierte RNA ist, verbleibt das Plasmid in den Geltaschen, wodurch eine effiziente Trennung
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von Templatplasmid und RNA gewahrleistet wird. AbschlieBend legen die Ergebnisse der
verschiedenen Aktivitatsassays eine Aktivitat der nRT nahe, auch wenn die Aktivitat und die Stabilitat
der RT niedrig sind. Vor allem weiterflihrende Optimierungen der Proteinstabilitdt sind far

anschlieRende detailliertere Analysen der nRT unumganglich.

3.1.5 Zusammenfassung der RT-Ergebnisse

Die Analyse der RTs aus Nostoc sp. PCC 7120 und aus Thermus aquaticus gestaltete sich schwierig.
Grund dafiir waren unter anderem die problematische Expression, Aufreinigung und Léslichkeit, aber
vor allem die niedrige Stabilitait der RTs, wodurch die Reproduzierbarkeit der weiterfolgenden
Analysen beeintrachtigt wurde. Dennoch war es méglich Reaktionen zu beobachten, die es nahelegen,
dass die getesteten RTs die reverse Transkription von cDNA katalysieren kénnen. Dass es sich dabei
tatsdchlich um DNA handelt, konnte mittels Verdau der radioaktiv markierten Assayprodukte
nachgewiesen werden. Durch die Anwesenheit der nAvd konnte keine erhohte nRT-Aktivitat
beobachtet werden, sodass ein Zusammenspiel der beiden Komponenten in diesen Versuchsreihen
nicht bestatig werden konnte. Die reverse Transkription war von beiden getesteten Matrizen
(pKH2/PM151, TR-Sequenz aus dem Nostoc sp. PCC 7120 DGR-System und pNZ004/TS49, aus dem
eukaryotischen Retrotransposon Unal2) maoglich, sodass keine Sequenzspezifitdt beobachtet werden
konnte. Zusatzlich konnte durch RT-Assays mit anschlieRender RT-PCR ein weiterer Nachweis fiir die
Aktivitat der nRT erbracht werden. In nachfolgenden Sequenzierungen waren jedoch keine Adenin-
spezifischen Substitutionen oder andere Mutationen in der synthetisierten cDNA zu beobachten. Des
Weiteren wurde in einigen Fadllen eine gewisse Hintergrundaktivitat beobachtet, welche durch die
endogenen E. coli Proteine verursacht wurde. Die dabei synthetisierte cDNA war ebenfalls, teilweise
in kiirzeren DNA-Fragmenten, sequenzierbar. AbschlieRend konnte mit diesen verschiedenen
Versuchsreihen ein erster wichtiger Grundsatznachweis fiir die Aktivitat der nRT und Taqg RT erbracht

werden.

3.2 Untersuchung der akzessorischen variablen Determinante aus Nostoc sp.

PCC 7120

Aus vorherigen Studien ist bekannt, dass die Avd fir DGRs und deren Funktion essentiell ist (Doulatov
et al., 2004; Medhekar und Miller, 2007), jedoch ist liber die Aufgabe der Avd im DGR-System noch
wenig bekannt. Daher wurde die Avd aus Nostoc sp. PCC 7120, kurz nAvd, rekombinant Gberexprimiert
und aufgereinigt, sodass Charakterisierungsversuche wie Hybridisierungs-, Stabilitats- und
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Bindungsstudien durchgefiihrt werden konnten, um die Rolle der Avd innerhalb des DGR-Systems

besser verstehen zu kdnnen.

In den folgenden Abschnitten sind die Oligosubstrate, welche mittels [y-32P]-ATP am 5°-Ende markiert

wurden mit einem ,*“ gekennzeichnet.

3.2.1 Rekombinante Uberexpression und Aufreinigung der nAvd

Wie schon von Dr. Thomas Schillinger beschrieben, kann die nAvd sehr gut in E. coli rekombinant
Uberexprimiert werden und zudem ist eine Aufreinigung Giber Nickel-NTA in hoher Konzentration und
Reinheit moglich (Schillinger, 2013). Durch die anschlieRende Dialyse kann die nAvd im Lagerpuffer
mehrere Monate aktiv gelagert werden. In Abbildung 16 sind die Uberexpression, Aufreinigung und

Dialyseproben einer nAvd Prdparation beispielhaft dargestellt.
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Abbildung 16: Uberexpression, Aufreinigung und Dialyse der nAvd. Die Teilproben vor und nach der Induktion (VI und Nl),
der Aufreinigungsproben mit Durchfluss (DF), der Waschschritte (W1-2), der Elutionsproben (E1-E8) und der Ni-Saule (S),
sowie der Uberstand- (U) und Pelletproben (P) nach der Dialyse wurden mittels 12 %iger SDS-PAGE aufgetrennt und die darin
enthaltenen Proteine mit Coomassie Brillant-Blau angefarbt. Die nAvd (pTS30) ist durch dunkelrote Rechtecke markiert und
unterhalb der 15 kDa Bande des Markers (PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific) zu erkennen.

Die Proteinbanden unterhalb der 15 kDa Bande des Markers, welche mit einem roten Rechteck
markiert sind, entsprechen denen der nAvd. Zudem sind in den Aufreinigungsproben E3 und E4 sowie
in dem Uberstand der Dialyse (U) schwache Banden bei ca. 30 kDa erkennbar, welche moglicherweise
durch eine Dimerbildung der nAvd entstanden sein kdnnten. Die hohe Ausbeute und Reinheit der nAvd

nach der Dialyse ermoglichen nachfolgende biochemische Analysen.
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3.2.2 Das Bindungsverhalten verschiedener Nukleinsauren durch die nAvd

Dr. Thomas Schillinger zeigte in seiner Arbeit tiber das Bindungsverhalten der nAvd, dass eine generelle
Bindung von Nukleinsduren an die nAvd moglich ist und dass die Dissoziationskonstante (Kq), also die
Proteinkonzentration bei welchem die Halfte des Substrates an die nAvd gebunden ist, bei DNA-
Substraten und RNA/DNA-Hybriden unter 100-200 nM lag. Um einen besseren Uberblick Giber Affinitat
und Bindungsverhalten der nAvd zu erhalten wurden in dieser Studie weitere detailliertere Versuche
durchgefiihrt, bei welchen vor allem das Bindungsverhalten der nAvd bei Konzentrationen unter
200 nM untersucht wurde. Hierzu wurden Substrate mit verschiedenen Eigenschaften analysiert. Zum
einen wurde die mutmaRliche Kreuz- (TS129*: 134) bzw. Haarnadelstruktur (TS129*: 130) am 3’Ende
der VR aus dem Nostoc sp. PCC 7120 DGR untersucht. Zum anderen wurde ein kontextfremdes
doppelstrangiges DNA-Substrat (NZ116*: NZ117) und das RNA/DNA-Hybrid (pLM1-RNA: TS77%),
welches wahrscheinlich die TR des DGR-Elements aus Nostoc sp. PCC 7120 darstellt, analysiert. Die

untersuchten Strukturen sind im Detail in Abbildung 17 dargestellt.
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A Kreuzstruktur PM 129 : PM134
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ol
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G C
PM129 5 CCTTTGTACTTGTTCTTTTTTACTTTTCT TCGAATTTTTCACCAAAATATGAAGATTA -3
PM134 3'-GGAAACATGAACAAGAAAAAATGAAAAGA AGCTTAAARAAGTGGTTTTATACTTCTAAT -5'
G e
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B Haarnadelstruktur PM 129 : PM130
T A
T T
(4]
(ol
ec
(e
TR
G c
PM129 5 CCTTTGTACTTGTTCTTTTTTACTTTTCT TCGAATTTTTCACCARAATATGAAGATTA -3
PM130 3'- GGAAACATGAACAAGAAAARATGAAARGA AGCTTAAAAAGTGGTTTTATACTTCTAAT -5°
C ds DNA NZ116 : NZ117
NZ116 5'- GCGGAATTCTGTTATATAAATTTCATGTAATCAATTTAAGGATCCGCG -3
NZ117 3'- CGCCTTAAGACAATATATTTAAAGTACATTAGTTARATTCCTAGGCGC -5
D RNA/DNA Hybrid pLM1-RNA : TS77

pLM1-RNA  5‘-UUGGUUUUCGUGUUGUCUGCGCGUUCGGGAGUACUCUUCA -3°
1877 3'-AACCAAAAGCACAACAGACGCGCAAGCCCTCATGAGAAGT -5

Abbildung 17: Getestete Nukleinsduresubstrate zur Analyse des Bindungsverhaltens der nAvd. Analysiert wurden die
Kreuzstruktur (A) und die Haarnadelstruktur (B) am 3’Ende der VR des Nostoc sp. PCC 7120 DGRs, eine kontextfremde dsDNA
(C), sowie das RNA/DNA-Hybrid, welches die TR-RNA des DGR-Elements aus Nostoc sp. PCC 7120 darstellt (D). Der Leitstrang
ist hierbei blau (DNA) bzw. lila (RNA) und der Folgestrang in griin (DNA) dargestellt.

Bei den hier durchgeflihrten Filter-Binding-Assays (FBA; nach Wong und Lohmam, 1993) sind
Nukleinsduren, welche an ein Protein wie die nAvd gebunden sind, nach einer gemeinsamen
Inkubation und anschlieRendem Waschen an Nitrocellulose detektierbar, wahrend ungebundene
Nukleinsduren, an der Nylonmembran gebunden werden. Ein beispielhaftes Ergebnis eines solchen

FBAs ist in Abbildung 18 dargestellt.
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Abbildung 18: Beispielhaftes Ergebnis eines Filter-Binding-Assays mit dem RNA/DNA-Hybrid pLM1-RNA und TS77*. Die
radioaktiv markierten Nukleinsauren mittels [y-32P]-ATP am 5'Ende wurden anschlieBend mittels Phosphorimaging und dem
Cyclone System (GE Healthcare) visualisiert. Durch das lila Dreieck sind die aufsteigenden nAvd-Konzentrationen dargestellt:
80 nM, 100 nM, 120 nM, 140 nM, 160 nM, 180 nM, 200 nM, 300 nM, 400 nM, 500 nM, 600 nM, 700 nM, 800 nM und 900
nM. Als Kontrolle wurde das denaturierte Bovine Serum Albumin (BSA) (2 uM) und der Dialysepuffer (DP) anstelle der nAvd
in die Reaktion eingesetzt. Der RNA/DNA Hybrid bestehend aus pLM1-RNA und TS77* befand sich 12,5 nM in den Ansatzen.
Die Reaktion wurde durch Zugabe der nAvd bzw. der Kontrollen gestartet und nach einer 15-minitigen Inkubation bei
Raumtemperatur abgestoppt. Die an die nAvd gebundenen Nukleinsduren sind auf der Nitrocellulose zu sehen, wahrend die
ungebundenen Nukleinsduren auf der Nylonmembran zu sehen sind. Es ist eine nAvd-spezifische Bindung in Abhangigkeit der
nAvd-Konzentration zu erkennen.

Mit der Zunahme der nAvd-Konzentration ist ebenso eine Zunahme gebundener Nukleinsduren
erkennbar, wahrend eine Abnahme der freien Nukleinsduren zu beobachten ist. Die Kontrollen mit
denaturiertem BSA bzw. Dialysepuffer, in welchem die nAvd gelagert wurde, zeigen hingegen den
Grol3teil der Nukleinsduren ungebunden an. Somit kann eine nAvd spezifische Bindung in Abhangigkeit

der nAvd-Konzentration nachgewiesen werden.

Um einen Uberblick iiber die Ergebnisse der vier verschiedenen getesteten Substrate zu erhalten
wurden deren Mittelwerte sowie Standardabweichungen ermittelt; diese sind in Abbildung 19

dargestellt.
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Abbildung 19: Auswertung der Filter-Binding-Assays mit steigender nAvd-Konzentration. Analysen der Kreuzstruktur (A)
und Haarnadelstruktur(B) 0 nM, 10 nM, 20 nM, 30 nM, 40 nM, 50 nM, 60 nM, 70 nM, 80 nM, 90 nM, 100 nM, 200 nM, 300
nM), sowie Analysen der Kreuzstruktur (C), der Haarnadelstruktur (D), einer kontextfremden dsDNA (E) und des RNA/DNA
Hybrid (F) (80 nM, 100 nM, 120 nM, 140 nM, 160 nM, 180 nM, 200 nM, 300 nM, 400 nM, 500 nM, 600 nM, 700 nM, 800 nM,
900 nM). Hierzu wurde jeweils von 3-5 unabhangigen Assays das radioaktive Signal ([y-32P]-ATP) mittels Phosphorimaging
und Cyclone System (GE Healthcare) visualisiert. Die Intensitat der Signale wurde mit der Software Image J ermittelt und der
prozentuale Anteil (Nitrocellulose: blaue Punkte; Nylonmembran: griine Punkte) errechnet. AnschlieRend wurde der jeweilige
Mittelwert bei den einzelnen Konzentrationen der nAvd sowie die Standardabweichung von diesem Mittelwert (StabWN-
Funktion, Excel) ermittelt. Der prozentuale Anteil der gebundenen Nukleinsduren liegt zu Beginn (0 nM nAvd) zwischen 9 und
18 % und steigt bis zu einem Maximum von 70-88 % an.

Aus den ermittelten Bindungskurven kann die Dissoziationskonstante, Kq, direkt abgelesen werden. Sie
gibt das Gleichgewicht einer Reaktion an; in diesem Fall, bei welcher Proteinkonzentration eine
Bindung von 50 % der Substrate erreicht ist. Diese Ergebnisse, sowie die maximal gebundene

Substratmenge der verschiedenen Versuchsreihen sind in Tabelle 17 dargestellt.
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Tabelle 17: Errechnete Bindungsparameter der nAvd in Abhangigkeit verschiedener Substrate. Dargestellt sind die aus den
Diagrammen abgelesenen K4-Werte. Zudem ist die maximal gebundene Substratmenge sowie die Standardabweichung zu
sehen.

Substrat Ke-Wert [nM] Maximal gebundene Substratmenge [%]
PM129*: PM134
+
Kreuzstruktur 80 86+2,0
PM129*: PM130
110-12 N
Haarnadelstruktur 0-120 88+1,2
NZ116*: NZ117
dsDNA 300-400 78 £8,5
- . *
pLM1-RNA : TS77 <80 86+ 1.9

RNA/DNA-Hybrid

Die durch diese Arbeit gewonnenen Ergebnisse stehen im Einklang mit den Ergebnissen von Dr.
Thomas Schillinger, denn auch diese Versuchsreihen zeigen, dass vor allem das RNA/DNA-Hybrid mit
80 nM bzw. 100-200 nM (Schillinger, 2013) eine hohe Bindungsrate durch nAvd aufweist. Zur
genaueren Analyse wurden weiterfiihrend FBAs mit nAvd-Konzentrationen zwischen 10 nM und 100
nM durchgefiihrt, welche allerdings auf Grund von Degradierung der Substrate nicht ausreichend
ausgewertet werden konnten (Daten nicht gezeigt).Ebenfalls konnten zuvor gewonnene Ergebnisse
zur Haarnadel- und Kreuzstruktur detailliert erganzt werden. Hier wurde in Vorversuchen Kd-Werte
zwischen 100-200 nM ermittelt (Pakebusch, 2014), welche nun auf 110-120 nM fir die

Haarnadelstruktur und 80 nM fir die Kreuzstruktur spezifiziert werden konnten.

3.2.3 Hybridisierung diverser Nukleinsiuren durch die nAvd

Nachdem das Binden verschiedenster Nukleinsduren an die nAvd nachgewiesen werden konnte (3.2.2)
wurden weitere verwandte Funktionen untersucht. In vorherigen Studien konnten eine Helikase- und
ATPase-Funktion der nAvd nicht nachgewiesen werden (Conrad, 2013; Schillinger, 2013). Jedoch
konnte ein erster Hinweis auf eine mogliche Nukleinsdurechaperonaktivitiat gefunden werden. Um
diesen Hinweis weiter zu untersuchen, wurde die nAvd auf die Hybridisierung diverser Substrate
getestet. Dazu wurden Versuche (nach Martin und Bushman, 2001) durchgefiihrt, bei welchen zwei
komplementare Einzelstrangoligonukleotide zusammen mit der nAvd inkubiert wurden. Zur Detektion
wurde einer der Strange radioaktiv markiert. Hierbei konnte eine Hybridisierungsfunktion der nAvd
nachgewiesen werden, welche abhangig von den Substraten variieren kann. Die Eigenschaften der
verschiedenen Substrate sind in Tabelle 19 im Einzelnen aufgelistet. Alle getesteten Substrate, auller
TS75 und TS76, sind dem Nostoc sp. PCC 7120 DGR-System kontextfremd. Die Ergebnisse dieser

Versuche sind in den folgenden Abschnitten detailliert dargestellt.
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3.2.3.1 Analyse der AT-reichen Substraten NZ116 und NZ117

Da die Substrate NZ116 und NZ117 schon bei den Bindungsstudien nAvd untersucht wurden, wurde
diese auch in Hybridisierungsversuchen analysiert. Die 48 bp langen Substrate weisen einen niedrigen
GC-Gehalt auf (33 %, Tabelle 19) und sind dem DGR-System aus Nostoc sp. PCC 7120 kontextfremd.
Ein beispielhafter Assay ist in Abbildung 20 dargestellt. Das lila Dreieck verdeutlicht die ansteigende
nAvd-Konzentration, die in den Proben vorhanden war. Die Pfeile markieren die Proben mit 1,3 uM
und 1,6 uM nAvd, bei welchen der hochste Doppelstranganteil vorlag. Der Doppelstrang- und
Einzelstrangstandard dienen als Laufkontrolle. Zudem ist die Negativkontrolle (-) dargestellt, um den
Doppelstranganteil in der Abwesenheit der nAvd zu verdeutlichen. Die BSA-Kontrollen zeigen den
Doppelstranganteil in Anwesenheit des DNA-bindenden BSA, welches jedoch keine
Hybridisierungsaktivitat aufweist. Es ist zu erkennen, dass mit steigender nAvd-Konzentration der
Doppelstranganteil zunimmt, bis ab einer Konzentration von 666 nM der Hauptteil der DNA
doppelstrangig vorliegt. Bei den nAvd-Konzentrationen von 1,3 uM und 1,6 uM ist ein Maximum der
Doppelstranganteile zu erkennen (ca. 80 %), welcher anschlieBend etwas abnimmt. Jedoch bleibt der
Doppelstranganteil immer deutlich Gber 50 %. In allen drei Kontrollen liegt der Hauptteil der DNA als

Einzelstrang vor (ca. 80 %).

Standard nAvd BSA BSA -
ss ds 24nM 3,3 M
——————

‘ G A R S S S S e e e e dsNZL16Y/NZI117

. B e

Abbildung 20: Hybridisierungsassay mit den Substraten NZ116* und NZ117. Die Auftrennung erfolgte tGber 12 %ige native
PAGE. Die radioaktiv markierten Banden ([y-32P]-ATP) wurden anschlieRend mittels Phosphorimaging und dem Cyclone
System (GE Healthcare) visualisiert. Durch das lila Dreieck werden die aufsteigenden nAvd-Konzentrationen dargestellt: 24
nM, 74 nM, 222 nM, 444 nM, 666 nM, 999 nM, 1,3 uM, 1,6 uM, 2 uM, 2,3 uM, 2,6 uM, 3 uM, 3,3 uM. Zur Kontrolle wurde
das DNA-bindende Bovine Serum Albumin (BSA) (2 uM und 3,3 uM) und Wasser (Negativkontrolle -) anstelle der nAvd in die
Reaktion eingesetzt. Die Einzelstrange NZ116* und NZ117 befanden sich im Verhaltnis 1:2 (1,8 nM*:3,6 nM) in den Anséatzen.
Die Reaktion wurde durch Zugabe der nAvd bzw. der Kontrollen gestartet und nach einer 2-minitigen Inkubation bei 37 °C
durch Zugabe von kaltem Stopp-Reagenz abgestoppt. Es ist eine nAvd-abhangige Zunahme des Doppelstranganteils zu
erkennen. Die beiden Proben (1,3 uM und 1,6 uM nAvd), bei welchen der hochste Doppelstranganteil zu erkennen ist, sind
mit schwarzen Pfeilen markiert. In den Negativkontrollen liegt der Hauptteil der DNA einzelstrangig vor.
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Zur verdeutlichten Darstellung der Ergebnisse wurden 5 Hybridisierungsassays ausgewertet. Diese
Auswertung ist in Abbildung 21 dargestellt. Gezeigt ist der Mittelwert der Bandenintensitat in Prozent
in Abhangigkeit der nAvd-Konzentration (0 nM bzw. 24 nM- 3,3 uM) im Ansatz, sowie die
Standardabweichung von diesem Mittelwert. Hierbei ist zu erwahnen, dass ein kleiner DNA-Anteil bei
allen Proben, auch bei allen folgenden Substraten, in der Geltasche aufgefunden wurde. Dieser Anteil
nahm mit der nAvd-Konzentration meist etwas zu und lag im Schnitt bei ca. 10 %. Diese DNA ist
vermutlich an einen nAvd-Komplex gebunden und daher zu grof8 um in das Gel einzulaufen. Diese
Daten sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht in den Diagramen enthalten. Die blauen Punkte im
Diagramm stellen den prozentualen Anteil der doppelstrangigen DNA dar, wiahrend die griinen Punkte
den prozentualen Anteil der einzelstrangigen DNA wiedergeben. Zu Beginn ohne Zugabe der nAvd sind
27 % Doppelstrang in der Reaktion vorhanden. Dieser Anteil steigt stetig an bis bei einer nAvd-
Konzentration von 222 nM 50 % des Substrates doppelstrangig vorliegen. Anschliefend nimmt der
Doppelstranganteil bis zu einem Maximum von 72 % bei 1,3 uM bzw. 1,6 uM nAvd weiter zu. Ab einer
nAvd-Konzentration von 2 uM bis 3,3 uM liegt der Doppelstranganteil auf einem stabilen Niveau von
62-64,8 %. Somit kann hier ein Hybridisierungssoptimum bei einer nAvd-Konzentration von 1,3 bis 1,6
UM festgestellt werden. Bei hoheren Konzentrationen hingegen scheinen die katalytischen
Eigenschaften der nAvd vermindert im Vergleich zu Optimum. Die Standardabweichungen liegen bei
den Doppelstranganteilen zwischen 0,5 % bis 7,8 %, wahrend bei den Einzelstranganteilen generell
eine hohere Standartabweichung von 3 % bis 10,2 % erreicht wird. Moglicherweise werden von den
oben beschriebenen nAvd-Komplexen vor allem ssDNA gebunden, was zu Schwankungen und somit

zu leichten Erhéhungen der Standartabweichung fiihren kénnte.
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Auswertung der Hybridisierungsassays
mit NZ116* und NZ117
(48 bp, 33 % GC-Gehalt)
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Abbildung 21: Auswertung der Hybridisierungsassays mit NZ116* und NZ117. Hierzu wurden von 5 unabhdngigen Assays
die radioaktiv markierten Banden mittels Phosphorimaging und Cyclone System (GE Healthcare) visualisiert. Die
Bandenintensitdt wurde mit dem Programm Image Quant TL (GE Healthcare) ermittelt und der prozentuale Anteil der Banden
(ss grine Punkte, ds blaue Punkte) errechnet. AnschlieRend wurde der jeweilige Mittelwert bei den einzelnen
Konzentrationen der nAvd (0 nM, 24 nM, 74 nM, 222 nM, 444 nM, 666 nM, 999 nM, 1,3 uM, 1,6 uM, 2 uM, 2,3 uM, 2,6 uM,
3 uM, 3,3 uM) sowie die Standardabweichung von diesem Mittelwert (StabWN-Funktion, Excel) ermittelt. Der prozentuale
Anteil des Doppelstrangs liegt zu Beginn (0 nM nAvd) bei 27 % und steigt zu einem Maximum von ca.72 % bei einer nAvd-
Konzentration von 1,3 bzw. 1,6 uM an. Diese Versuchsreihe wurde von Christine Pakebusch durchgefihrt.

Somit ist die nAvd in der Lage den Doppelstranganteil der Substrate NZ116* und NZ117 zu erhéhen.

Die Kontrollen, in welchen BSA enthalten waren, wiesen im Mittel einen Doppelstranganteil von je

29,7 % auf.

3.2.3.2 Analyse der Substrate NZ50 und NZ51 zur Untersuchung der Auswirkung des GC-
Gehaltes

In diesem Versuchsaufbau sollte untersucht werden, ob der GC-Gehalt eines Substrates einen Einfluss
auf die Hybridisierungaktivitat der nAvd hat. GC-reiche Substrate sind fiir viele Enzyme erschwert zu
hybridisieren und durch die hohe Anzahl von Wasserstoffbriickenbindungen auch erschwert zu
trennen (Wood et al., 1985; Yakovchuk et al., 2006). Die Substrate NZ50 und NZ51 weisen mit 48 bp
die gleiche Lange wie NZ116 und NZ117 auf, jedoch ist ihr GC-Gehalt deutlich héher (33 % NZ116/
NZ117; 56 % NZ50/ NZ51; Tabelle 19), sodass mit diesem Versuch ein direkter Vergleich zu den AT-
reichen Substraten NZ116 und NZ117 angestellt werden kann. Auch hier wurde eine Auswertung von
5 Hybridisierungsassays angefertigt, die in Abbildung 22 gezeigt ist, wobei alle Parameter wie in
Abbildung 21 sind. Zu Beginn, ohne Zugabe von nAvd, liegt der Doppelstranganteil bei 29 %. Dieser
Anteil steigt in Abhdngigkeit der nAvd-Konzentration an, sodass bei einer nAvd-Konzentration von
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24 nM 34 % der DNA doppelstrangig vorliegen. Ab einer nAvd-Konzentration von 1 uM wird ein stabiles
Niveau mit einem Doppelstranganteil von ca. 48 % erreicht. Dieser Prozentsatz bleibt bei den weiteren
Messpunkten mit 47,5 % bis 48,5 % anndhernd gleich. Im Vergleich zu NZ116 und NZ117 kann hier
keine Abnahme des Doppelstranganteils bei hoheren nAvd-Konzentrationen beobachtet werden. Die

Standardabweichungen der Doppelstrang- und Einzelstranganteile liegen zwischen 1,7 % und 5,7 %.

Auswertung der Hybridisierungsassays
mit NZ50* und NZ51
(48 bp, 56 % GC-Gehalt)
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Abbildung 22: Auswertung der Hybridisierungsassays mit NZ50* und NZ51. Hierzu wurden von 5 unabhéangigen Assays die
radioaktiv markierten Banden ([y-32P]-ATP) mittels Phosphorimaging und Cyclone System (GE Healthcare) visualisiert. Die
Bandenintensitdt wurde mit dem Programm Image Quant TL (GE Healthcare) ermittelt und der prozentuale Anteil der Banden
(ss grine Punkte, ds blaue Punkte) errechnet. AnschlieRend wurde der jeweilige Mittelwert bei den einzelnen
Konzentrationen der nAvd (0 nM, 24 nM, 74 nM, 222 nM, 444 nM, 666 nM, 999 nM, 1,3 uM, 1,6 uM, 2 uM, 2,3 uM, 2,6 uM,
3 uM, 3,3 uM) sowie die Standardabweichung von diesem Mittelwert (StabWN-Funktion, Excel) ermittelt. Der prozentuale

Anteil des Doppelstrangs liegt zu Beginn (0 nM nAvd) bei 29 % und steigt zu einem Maximum von 48,5 % ab einer nAvd-
Konzentration von 999 nM an.

Generell ist die nAvd in der Lage den Doppelstranganteil der Substrate NZ50 und NZ51 bis um 20 % zu
erhohen. Die Kontrollen, in welchen BSA enthalten war, wiesen im Mittel einen Doppelstranganteil

von 29 % bzw. 30 % bei einer Konzentration von 2 uM bzw. 3,3 uM BSA auf.

Im Vergleich zu den Substraten NZ116 und NZ117 ist hier ein geringerer Anstieg des
Doppelstranganteils in Abhangigkeit der nAvd mit 20 % zu 45 % bei einer dhnlichen Ausgangssituation
von 29 % bzw. 27 % Doppelstranganteil zu erkennen. Somit konnte gezeigt werden, dass eine Erhéhung

des GC-Gehalts der Substrate von 33 % auf 56 % die Hybridisierungsaktivitat der nAvd stark beeinflusst.
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3.2.3.3 Analyse der AT-reichen Substrate TS81 und TS82 zur Untersuchung der Auswertung
der Substratlinge

Auch die Lange von Substraten spielt fur die Aktivitdt von Enzymen eine wichtige Rolle. Viele Enzyme
bendtigen eine Mindestanzahl von Nukleotiden, um diese optimal binden zu kénnen (Tsuchihashi und
Brown, 1994). Daher wurde analysiert, ob die Substratldinge einen Einfluss auf die
Hybridisierungsaktivitat der nAvd hat. Hierzu wurden die 29 bp langen Substrate TS81 und TS82
untersucht, die mit 38 % einen dhnlichen GC-Gehalt wie die Substrate NZ116 und NZ117 (33 %)
aufweist. Somit konnen die Daten aus diesen Versuchen direkt mit den Ergebnissen aus den Versuchen
mit dem 48 bp langen Substrat NZ116 und NZ117 verglichen und Rickschliisse auf die Auswirkung der
Lange der Substrate gezogen werden. Dazu wurde hier eine Auswertung von 3 Hybridisierungsassays
angefertigt, die in Abbildung 23 gezeigt ist, wobei alle Parameter wie in Abbildung 21 sind. Zu Beginn,
ohne Zugabe von nAvd, liegt der prozentuale Doppelstranganteil bei 17 %. Dieser Anteil steigt abhangig
von der nAvd-Konzentration stetig an, bis bei einer nAvd-Konzentration von 1,3 bzw. 1,6 uM das
Maximum von 46 % erreicht ist, wobei der Messwert bei einer nAvd-Konzentration von 999 nM als
Ausreiser einzuordnen ist. In dieser Versuchsreihe ist, dhnlich wie bei den Versuchen mit NZ116 und
NZ117, nach dem Maximum bei 1,3 uM und 1,6 uM nAvd eine leichte Abnahme des
Doppelstranganteils zu erkennen mit einem stabilen Niveau des Doppelstranganteils von 38 % bis 43
% bei den nAvd-Konzentrationen von 2 uM bis 3,3 pM. Die Standardabweichung liegt zwischen 0,7 %
bis 6,7 %.
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Auswertung der Hybridisierungsassays
mit TS81* und TS82
29 bp, 38 % GC-Gehalt
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Abbildung 23: Auswertung der Hybridisierungsassays mit TS81* und TS82. Hierzu wurden von 3 unabhangigen Assays die
radioaktiv markierten Banden ([y-32P]-ATP) mittels Phosphorimaging und Cyclone System (GE Healthcare) visualisiert. Die
Bandenintensitdt wurde mit dem Programm Image Quant TL (GE Healthcare) ermittelt und der prozentuale Anteil der Banden
(ss grine Punkte, ds blaue Punkte) errechnet. AnschlieRend wurde der jeweilige Mittelwert bei den einzelnen
Konzentrationen der nAvd (0 nM, 24 nM, 74 nM, 222 nM, 444 nM, 666 nM, 999 nM, 1,3 uM, 1,6 uM, 2 uM, 2,3 uM, 2,6 uM,
3 uM, 3,3 uM) sowie die Standardabweichung von diesem Mittelwert (StabWN-Funktion, Excel) ermittelt. Der prozentuale
Anteil des Doppelstrangs liegt zu Beginn (0 nM nAvd) bei 16,7 % und steigt zu einem Maximum von 46 % bei einer nAvd-
Konzentration von 1,3 bzw. 1,6 uM an. Diese Versuchsreihe wurde von Christine Pakebusch durchgefihrt.

Die nAvd ist ebenfalls in der Lage den Doppelstranganteil der Substrate TS81 und TS82 zu erhéhen. Die

Kontrollen, in welchen BSA enthalten waren, wiesen im Mittel einen Doppelstranganteil von 16 % auf.

Im Vergleich zu NZ116 und NZ117 ist hier ein geringerer Anstieg des Doppelstranganteils mit 29 % zu
46 % zu erkennen. Die Ausgangssituation mit 17 % Doppelstranganteil liegt etwa 10 % unter der der
Versuche mit NZ116 und NZ117. Diese kann einen ersten Hinweis darauf geben, dass diese Substrate

weniger zur Selbsthybridisierung neigen und somit generell weniger gut zu hybridisieren sind.

3.2.3.4 Analyse zur Auswirkung der Hybridisierungsaktivitit der nAvd auf sehr lange
Substrate sowie auf RNA/DNA-Hybridisierung

In einer Studie Uber das Nucleocapsid aus HIV-1 konnte eine besonders hohe Hybridisierungsrate bei
Uberdurchschnittlich langen Substraten gezeigt werden (Tsuchihashi und Brown, 1994). In Anlehnung
an diese Erkenntnis wurden die 92 bp langen Substrate TS75 und TS76 analysiert, welche mit 55 %
einen erhohten AT-Gehalt aufweisen. Auch diese Versuchsreihe kann anschlieBend mit den zuvor
gewonnen Ergebnissen verglichen werden. Dazu wurde eine Auswertung von 5 Hybridisierungsassays
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angefertigt, die in Abbildung 24 gezeigt ist, wobei alle Parameter wie in Abbildung 21 sind. Der
prozentuale Doppelstranganteil von TS75 und TS76 liegt ohne Zugabe der nAvd bei 4,5 %. Dieser Anteil
steigt in Abhangigkeit der nAvd auf ein Maximum von 14,5 % bei einer nAvd-Konzentration von 1,3 uM
an. AnschlieBend nimmt auch hier der Anteil wieder leicht ab und verbleibt bei den folgenden
Konzentrationen bei 12,3 % bis 13,2 %. Die Standardabweichungen der Doppelstranganteile liegen
zwischen 4,5 % bis 10,2 %, wahrend bei den Einzelstranganteilen etwas niedrigere Werte von 2,8 % bis
8,4 % erreicht werden. Im Vergleich zu der prozentualen Zunahme des Doppelstranganteils ist die
Standardabweichung sehr hoch, was eine sichere Interpretation der Ergebnisse erschwert. Trotzdem
ist die nAvd in der Lage den Doppelstranganteil der Substrate TS75 und TS76 zu erhohen. Die
Kontrollen, in welchen BSA enthalten waren, wiesen im Mittel einen Doppelstranganteil von 4,9 %

bzw. 4,7 % auf.

Auswertung der Hybridisierungsassays
mit TS75* und TS76
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Abbildung 24: Auswertung der Hybridisierungsassays mit TS75* und TS76. Hierzu wurde von 5 unabhédngigen Assays die
radioaktiv markierten Banden ([y-32P]-ATP) mittels Phosphorimaging und Cyclone System (GE Healthcare) visualisiert. Die
Bandenintensitdt wurde mit dem Programm Image Quant TL (GE Healthcare) ermittelt und der prozentuale Anteil der Banden
(ss grine Punkte, ds blaue Punkte) errechnet. AnschlieRend wurde der jeweilige Mittelwert bei den einzelnen
Konzentrationen der nAvd (0 nM, 24 nM, 74 nM, 222 nM, 444 nM, 666 nM, 999 nM, 1,3 uM, 1,6 uM, 2 uM, 2,3 uM, 2,6 uM,
3 uM, 3,3 uM) sowie die Standardabweichung von diesem Mittelwert (StabWN-Funktion, Excel) ermittelt. Der prozentuale
Anteil des Doppelstrangs liegt zu Beginn (0 nM nAvd) bei 4,5 % und steigt zu einem Maximum von 14,5 % bei einer nAvd-
Konzentration von 1,3 uM an.

Im Vergleich dieser Versuchsreihe mit den anderen getesteten Substraten, ist ein deutlicher
Unterschied zu erkennen, denn hier sind sowohl der Doppelstrang zu Beginn als auch das
Hybridisierungsmaximum sehr niedrig und liegen auf dem Level der Ausgangssituation der anderen

Hybridisierungsversuche. Auch hier gibt die niedrige Ausgangssituation mit 4,5 % Doppelstranganteil
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einen ersten Hinweis darauf, dass dieses Substrat weniger zur Selbsthybridisierung neigt und somit

generell schlechter hybridisiert.

Da die Bindungsstudien Hinweise auf eine hohe Affinitat der nAvd auf RNA/DNA-Hybride zeigen,
wurden die pLM1-RNA, welche fiir die TR des DGRs aus Nostoc sp. PCC 7120 kodiert, und das
Oligonukleotid TS76 in Hybridisierungsversuchen analysiert. Hierbei konnte eine Erhéhung des
Doppelstranganteils von 56,9% auf 61,5 % festgestellt werden (Abbildung 25). Im Vergleich zu den
Hybridisierungsversuchen mit TS75 und TS76 ist das Ausgangsniveau des Doppelstranganteils mit
knapp 50 % hoher, was auf eine starke Neigung zur Selbsthybridisierung hindeutet; jedoch wurde mit

knapp 15 % eine vergleichbare Erhohung des Doppelstranganteils erreicht.

Auswertung der Annealing Assays
mit pLM1-RNA und TS76*
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Abbildung 25: Auswertung der Hybridisierungsassays von TR-RNA (pLM1) und TS76*. Hierzu wurden von 5 unabhangigen
Assays die radioaktiv markierten Banden ([y-32P]-ATP) mittels Phosphorimaging und Cyclone System (GE Healthcare)
visualisiert. Die Bandenintensitat wurde mit dem Programm Image Quant TL (GE Healthcare) ermittelt und der prozentuale
Anteil der Banden (ss griine Punkte, ds blaue Punkte) errechnet. AnschlieBend wurde der jeweilige Mittelwert bei den
einzelnen Konzentrationen der nAvd (0 nM, 24 nM, 74 nM, 222 nM, 444 nM, 666 nM, 999 nM, 1,3 uM, 1,6 uM, 2 uM, 2,3
UM, 2,6 uM, 3 uM, 3,3 uM) sowie die Standardabweichung von diesem Mittelwert (StabWN-Funktion, Excel) ermittelt. Der
prozentuale Anteil des Doppelstrangs liegt zu Beginn (0 nM nAvd) bei 46,9 % und steigt zu einem Maximum von 61,5 % bei
einer nAvd-Konzentration von 444 nM an.

Mit diesen Versuchen wurde gezeigt, dass die 92 bp langen Substrate die Hybridisierungsaktivitat der
nAvd verglichen mit den anderen Substraten sehr stark beeinflussen und um bis zu 57 % reduzieren.
Dieser verhaltnismaRig kleine Anteil ist zum einen auf die komplizierte Struktur der beiden zu
hybridisierenden Molekile zurlckzufiihren, was im folgenden Abschnitt detaillierter erlautert wird
(3.2.4). Zum anderen ist dieses Substrat mit 92 bp extrem lang. Nicht nur die Lange selbst, aber auch

die Bewegung der Molekile in der Reaktion erschweren die Hybridisierung und die Stabilitdt sehr.
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Trotzdem ist die nAvd befahigt die Hybridisierung von diesen Substraten, auch unter erschwerten

Bedingungen, zu katalysieren.

3.2.4 Eine Strangaustauschaktivitiat der nAvd konnte nicht nachgewiesen werden

Wie in Abbildung 24 gezeigt, ist die nAvd in der Lage die 92 bp Substrate TS75 und TS76 zu
hybridisieren. Hierzu ist es jedoch zuerst notwendig die Sekundarstruktur von TS75 und TS76 zu I6sen,
da TS75 und TS76 als Einzelstrang eine Y-Struktur ausbilden (Abbildung 26), bei welcher der Strang
teilweise mit sich selbst hybridisiert ist. Aus diesem Grund gelangt bei einer nativen PAGE, bei welcher
die Strukturen erhalten bleiben, der Einzelstrang weniger schnell durch das Gel und ist oberhalb des

Doppelstrangs erkennbar (vgl. Anhang, Abbildung 37).
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Abbildung 26: Uber das Programm MFold errechnete Sekundarstruktur von TS75 im vorherrschenden Milieu wihrend des
Nukleinsdurechaperonsassays. AG: -5,8; (http://mfold.rna.albany.edu/?g=mfold).

Um nun eine Hybridisierung mit einer komplementaren Nukleinsdure zu katalysieren muss ein Losen
oder Lockern der Struktur erfolgen. Dass ein Losen der Struktur und eine anschliefende Hybridisierung

von TS75 und TS76 stattfindet, konnte mit dem Anstieg von 4,5 % in der Negativkontrolle auf bis zu
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14,5 % (1,3 uM nAvd) Doppelstranganteil gezeigt werden (Abbildung 24). Dieser verhaltnismaRig kleine
Anteil ist zum einen auf die komplizierte Struktur der beiden zu hybridisierenden Oligonukleotide
zurickzufihren, denn beide Oligonukleotide bilden eine Y-Struktur aus. Zum anderen wirken sich die
Lange des Substrates, sowie die Bewegung der Molekiile auf die Hybridisierung und Stabilitdt der
Substrate aus. Dessen ungeachtet ist die nAvd in der Lage die Hybridisierung von TS75 mit TS76, auch
unter erschwerten Bedingungen, zu katalysieren. Zur Untersuchung, ob das Losen der Struktur von der
nAvd katalysiert wird oder ein zufalliges Ereignis ist wurde in weiterfihrenden Versuchen getestet, ob
die nAvd in der Lage ist einen Strangaustausch zwischen einem Doppelstrang und einem Einzelstrang
zu katalysieren. Viele Enzyme, die einen Strangaustausch katalysieren, hybridisieren den stabilsten
Doppelstrang, also den Doppelstrang mit der maximalen Anzahl an komplementaren Basenpaaren,
indem sie die perfekt hybridisierten Basenpaare erkennen und stabilisieren. Dazu wurde in einem
Versuchsansatz ein instabilerer Doppelstrang, mit einem hohen Uberschuss von einem Einzelstrang
inkubiert, welcher zu einer Bildung eines stabileren Doppelstrangs fiihren konnte. Mit diesen
Versuchen wurde somit getestet, ob die nAvd die Bildung eines stabileren Doppelstrangs unterstiitzt,
indem sie einen instabileren Doppelstrang destabilisiert. AuBerdem wurde in einem zweiten
Versuchsansatz ein stabiler Doppelstrang mit einem hohen Uberschuss von einem Einzelstrang
inkubiert, welcher zu einer Bildung eines instabileren Doppelstrangs flihren konnte. Mit diesem
Gegenversuch wurde untersucht, ob die nAvd einen stabilen Doppelstrang unter kompetitiven
Bedingungen stabilisiert. Der instabilere Doppelstrang besteht aus zwei komplementaren Strangen,
wobei einer der Strange kirzer als der andere ist. Der stabile Doppelstrang besteht hingegen aus zwei
komplementdren gleichlangen Strdangen. Die beiden Versuchsansatze sind in Abbildung 27

schematisch dargestellt.

Versuchsansatz 1: Versuchsansatz 2:
Destabilisierung eines instabileren Doppelstrangs Stabilisierung eines stabilen Doppelstrangs
* S * 3
+ +

Einzelstrang 50-facher Uberschuss

Abbildung 27: Schematischer Versuchsaufbau der Strangaustauschversuche. Im Versuchsansatz 1 wurde ein instabilerer
Doppelstrang mit einem Einzelstrang, der zur Ausbildung eines stabileren Doppelstrangs fiihren kann, inkubiert und somit
getestet, ob die nAvd die Destabilisierung eines instabileren Doppelstrangs unterstiitzt. Im Versuchsansatz 2 wurde ein
stabiler Doppelstrang mit einem Einzelstrang, der zur Ausbildung eines instabileren Doppelstrangs fiihren kann, inkubiert und
somit getestet, ob die nAvd die Stabilisierung eines stabilen Doppelstrangs unterstitzt. Die blauen Pfeile stellen das radioaktiv
markierte Oligonukleotid (*) dar, welches in beiden Versuchsansatzen zur Ausbildung des Doppelstrangs verwendet wurde.
Die grinen Pfeile stellen das kirzere komplementdre Oligonukleotid dar, welches zur Ausbildung des instabileren
Doppelstrangs verwendet wurde. Die orangenen Pfeile stellen das komplementdre Oligonukleotid dar, welches zur
Ausbildung eines stabilen Doppelstrangs verwendet wurde. Die Einzelstringe wurden jeweils im 50-fachen Uberschuss im
Vergleich zum Doppelstrang in die Reaktion gegeben.
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In dem Versuchsansatz 1 wurden NZ116/LJ117 mit NZ117 bzw. TS81/TS83 mit TS82 verwendet,
wahrend im Versuchsansatz 2 NZ116/NZ117 mit LJ117 bzw. TS81/TS82 mit TS83 analysiert wurden
(Tabelle 19). Dazu wurden nAvd-Konzentrationen von 24 nM bis 3,3 uM sowie Inkubationszeiten von
2 Minuten und 15 Minuten getestet. AuBerdem wurde neben dem Annealing-Puffer auch Chaperon-
Reaktionspuffer (2.1.2.1 und 2.2.3.3) verwendet. In keinem der durchgefiihrten Versuche konnte eine
nAvd-spezifische Reaktion nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt, die Versuche wurden teilweise
von M.Sc. Christine Pakebusch im Rahmen ihrer Masterarbeit durchgefiihrt.). Moglicherweise konnte
durch weitere Optimierung des Versuchsaufbaus ein Austausch nachgewiesen werden. Falls die nAvd
nicht in der Lage sein sollte einen Strangaustausch zu katalysieren, konnte das oben beschriebene
Losen der Struktur Gber Dissoziation erfolgen und ware somit nAvd-unabhangig. Dies kdnnte auch eine
mogliche Erklarung fir die niedrige Hybridisierung von TS75 und TS76 darstellen, da die Reaktion von

einer spontanen Dissoziation abhangig ware.

3.2.5 Die nAvd weist eine hohe Thermostabilitit auf

Ein moglicher Wirkungsmechanismus von DGRs in der Gattung Nostoc konnte die Anpassung an
Umwelteinflissen wie Hitzestress sein. Um dies weiter zu untersuchen wurden
Thermostabilitatsversuche der nAvd und anschlieBende Nukleinsdurechaperonassays (nach Martin
und Bushman, 2001) durchgefiihrt. Mit diesen Stabilitdtsassays kann analysiert werden, inwiefern die
nAvd in der Lage ist Hitzestress zu tolerieren und sich anzupassen. Hierzu wurden nAvd-Aliquots bei
Temperaturen von 0 °C bis 95 °C inkubiert und anschliefend bei hoher Umdrehungszahl zentrifugiert,
sodass die denaturierten Proteine ausfielen und nur die nativen und I8slichen Proteine im Uberstand
zu finden waren. In Abbildung 28 sind die einzelnen Fragmente dieses Versuchsaufbaus nach 12 %iger
SDS-PAGE dargestellt. Die deutlich erkennbaren Banden unterhalb der 15 kDa Bande des Markers (M,
PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific) entsprechen der nAvd, welche eine
relative Molekilmasse von 14,55 kDa aufweist. Wie zu erkennen ist, befindet sich in allen Proben (0-
95 °C) der gréRte Anteil der nAvd im Uberstand (U) und liegt somit im nativen Zustand vor. In den
Pelletproben (P) ist ebenfalls ein Anteil der nAvd zu beobachten. Somit fallt ein gewisser Anteil
unabhédngig der Inkubationstemperatur aus. Ob dies durch die Zentrifugation oder schon davor

geschehen ist, konnte nicht analysiert werden.
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Abbildung 28: Ergebnis eines nAvd-Stabilitdtstests nach Inkubation der nAvd bei 0 °C und 35 °C- 95 °C in 5 °C Schritten.
AnschlieRend folgte eine Zentrifugation und die Trennung von Uberstand und Pellet. Die Proben wurden mittels 12 %iger
SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine mit Coomassie Brillant-Blau eingefarbt. Die deutlichen Banden unter der 15 kDa
Bande des Proteinmarker (M, PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific) entsprechen der nAvd (14,55
kDa). Die blauen Linien markieren jeweils die zusammengehoérigen Uberstand- und Pelletproben (U und P) einer
Inkubationstemperatur. Bei allen Inkubationsproben befindet sich mindestens die Hilfte der Proteine im Uberstand.

Mit den l6slichen Proteinproben wurden Nukleinsdurechaperonassays durchgefihrt. Dazu wurden
1,3 uM nAvd, welche zuvor bei unterschiedlichen Temperaturen inkubiert wurden, bei 37 °C mit den
ss-Substraten NZ116 und NZ117 inkubiert (2.2.3.2, 3.2.3). Zudem wurden Reaktionen mit 2 uM bzw.
3,3 uM BSA statt nAvd, sowie ohne Protein (-) durchgefiihrt. In Abbildung 29 ist beispielhaft ein solcher
Assay dargestellt. Es ist zu erkennen, dass in allen Proben, in welchen die nAvd enthalten ist, deutlich
Uber die Halfte der DNA doppelstrangig vorliegt und ein stabiles Niveau gehalten wird. Dabei macht es
kaum einen Unterschied bei wieviel Grad Celsius die nAvd zuvor erhitzt wurde, was durch das farbige
Dreieck verdeutlicht wird. Als Laufkontrollen wurden ds NZ116*: NZ117 und ss NZ116 verwendet.
Wahrend der 37 °C-Inkubation des Nukleinsdurechaperonassays hybridisiert die nAvd zuverlassig
komplementare ss-Oligonukleotide, unabhangig der vorherigen Inkubationstemperaturen von 0 °C
bzw. 35 °C-95 °Cin 5 °C Schritten. Im Gegensatz dazu zeigen die BSA-Kontrollen und die Kontrolle ohne
Protein (-), dass ein GroRteil der DNA einzelstrangig vorliegt und somit nicht hybridisiert wurde, auch

wenn ein gewisser Anteil als Doppelstrang erkennbar ist.
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Abbildung 29: Protein-Stabilitdtsanalyse mittels eines Nukleinsdurechaperonassays mit NZ116* und NZ117 nach
Inkubation der nAvd bei 0 °C und 35 °C- 95 °C. Die Auftrennung der Proben sowie der Standards ss NZ116* und ds
NZ116*: NZ117 erfolgte liber 12 %ige native PAGE. Die radioaktiv markierten Banden ([y-32P]-ATP) wurden anschliefend
mittels Phosphorimaging und dem Cyclone System (GE Healthcare) visualisiert. Durch das farbige Dreieck werden die
aufsteigenden Inkubationstemperaturen der nAvd (1,3 uM) vor der Durchfiihrung des Assays dargestellt: 0 °C, 35 °C, 40 °C,
45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C, 65 °C, 70 °C,75 °C, 80 °C, 85 °C, 90 °C, 95 °C. Zur Kontrolle wurde das DNA-bindende Bovine Serum
Albumin (BSA) (2 uM und 3,3 uM) und kein Protein (Negativkontrolle -) anstelle der nAvd in die Reaktion eingesetzt. Die
beiden komplementéaren Einzelstrange NZ116* und NZ117 befanden sich im Verhaltnis 1:2 (1,8 nM*:3,6 nM) in den Ansatzen.
Die Reaktion wurde durch Zugabe der nAvd bzw. der Kontrollen gestartet und nach einer 2-mintigen Inkubation bei 37 °C
durch Zugabe von kaltem Stopp-Reagenz abgestoppt. Der GroRteil der DNA liegt in den Proben, in welchen nAvd enthalten
ist, doppelstrangig vor, wahrend die Kontrollen einen Hauptanteil von ssDNA aufweisen. Dieser Effekt der nAvd ist von der
vorherigen Inkubationstemperatur unabhangig.

Somit konnte durch die an die Hitzeinkubation anschlieBenden Nukleinsdurechaperonassays gezeigt
werden, dass die nAvd nach Erhitzung bis 95 °C nicht nur stabil sondern auch aktiv bleibt. Um dies
weiter zu verdeutlichen wurden die Bandenintensitaten von 5 Protein-Stabilitdtsassays mit dem
Computerprogramm Image Quant TL (GE Healthcare) ausgewertet, die prozentualen Doppelstrang-

und Einzelstranganteile errechnet und die Standardabweichung ermittelt (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Auswertung der Protein-Stabilitdtsassays nach Erhitzen der nAvd von 35 °C- 95 °C in 5 °C Schritten sowie
nicht erhitzt (0 °C). Hierzu wurden von 5 unabhadngigen Assays die radioaktiv markierten Banden ([y-32P]-ATP) mittels
Phosphorimaging und Cyclone System (GE Healthcare) visualisiert. Die Bandenintensitat wurde mit dem Programm Image
Quant TL (GE Healthcare) ermittelt und der prozentuale Anteil der Banden (ss griine Punkte, ds blaue Punkte) errechnet.
AnschlieBend wurde der jeweilige Mittelwert bei den einzelnen Inkubationstemperaturen der nAvd sowie die
Standardabweichung von diesem Mittelwert (StabWN-Funktion, Excel) errechnet. Der prozentuale Anteil des Doppelstrangs
liegt bei allen Proben zwischen 52,6 % und 59,3 %.

In Abbildung 30 ist die Auswertung der Protein-Stabilitdtsassays dargestellt. Dabei ist zu erkennen,
dass bei allen Proben ein dhnlicher Prozentsatz von gebildetem Doppelstrang mit 52,6 %- 59,3 %
erreicht wird. Bei einer nAvd-Konzentration von 1,3 uM wird bei einer vorherigen
Inkubationstemperatur von 0 °C bei einem anschlieBenden Nukleinsdurechaperonassay ein
Doppelstranganteil von 54,4 % gebildet. Dieser Anteil bleibt bis zur 75 °C-Probe auf einem ahnlichen
Niveau und steigt ab einer Inkubation bei 80 °C um etwa 7 % an. Das Maximum wird bei 59, 3 % bei
einer Inkubation von 90 °C erreicht. Die Standardabweichung befindet sich bei allen gemessenen
Punkten zwischen 2 % und 7,8 %. Die Negativkontrollen sind in diesem Diagramm aus
Ubersichtlichkeitsgriinden nicht dargestellt. Alle drei Negativkontrollen wiesen im Mittel einen
Doppelstranganteil von 37,6 % bis 40 % und einen Einzelstranganteil von 56,8% bis 59,5 % auf. Somit
kann eine nAvd-abhdngige Hybridisierung beobachtet werden, die unabhangig der vorherigen

Inkubationstemperaturen von bis zu 95 °C ist.
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3.2.6 Die nAvd ist in der Lage die Schmelztemperatur von doppelstriangigen

Nukleinsiduren zu erhohen

Einige Nukleinsdurechaperone sind in der Lage die Schmelztemperatur von doppelstriangigen
Nukleinsduren zu erhéhen. Daher wurde in einem weiteren Versuchsaufbau analysiert, ob die nAvd
nicht nur selbst hitzestabil ist sondern zusatzlich die Schmelztemperatur von dsDNA beeinflussen kann.
Hierzu wurde pre-hybridisierte dsDNA (1,6 nM) zusammen mit 1,3 uM nAvd oder vergleichsweise mit
BSA bzw. ohne Protein (-) fiir je 5 Minuten bei verschieden Temperaturen von 0 °C und 30 °C- 95 °Ciin
5 °C Schritten inkubiert. Aus diesen Vorversuchen konnte eine definierte Temperaturspanne ermittelt
werden, bei welcher der getestete Doppelstrang (NZ116*:117) zunehmend einzelstrangig aufgefunden
werden kann. Diese Spanne zwischen 62 °C und 77 °C wurde anschlieBend in engeren
Temperaturabstianden erneut analysiert. Ein beispielhaftes Ergebnis eines solchen DNA-
Stabilitdtsassays ist in Abbildung 31 dargestellt. Das farbige Dreieck verdeutlicht den
Temperaturanstieg, dem die Proben ausgesetzt wurden. Die Pfeile markieren die Probe, bei welcher
Doppelstranganteil und Einzelstranganteil anndhrend gleich stark vertreten sind. Die Teilabbildung A
zeigt den Versuchsverlauf bei welchem 1,3 uM nAvd enthalten sind. Hierbei ist deutlich erkennbar,
dass der dsDNA-Anteil zu Beginn (0 °C) bis zu einem Erhitzen auf 63 °C auf einem &hnlichen Niveau
bleibt und der Hauptteil (ca. 70 %) als Doppelstrang vorliegt, aber auch, dass ein gewisser Anteil in
allen Proben als Einzelstrang vorliegt. Ab einer Inkubation bei 65 °C nimmt der Doppelstranganteil ab,
jedoch bleibt er deutlich tGber 50 %. Bei einer Inkubation von 67,5°C ndheren sich der
Doppelstranganteil und der Einzelstranganteil weiter an, bis bei 71 °C Uber die Halfte als Einzelstrang
vorliegt. Bei Inkubationen zwischen 74 °C und 77 °C liegt der Hauptanteil als Einzelstrang vor (ca. 80
%). In den Teilabbildungen B und C sind die Versuchsverldufe mit BSA und ohne Protein gezeigt. Hier
ist eine dhnliche Ausgangssituation wie bei den Proben mit der nAvd zu beobachten (0 °C). Jedoch
nimmt bei beiden Kontrollversuchen der Doppelstranganteil schon bei einer Inkubation von 62 °C ab,
bis bei 63 °C nur noch ca. die Halfte der DNA als Doppelstrang vorliegt. Ab 65 °C ist der Hauptanteil der
DNA einzelstrangig (ca. 75 %). Dieser Zustand dndert sich auch in den folgenden Proben bis 77 °C nicht

weiter.
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Abbildung 31: DNA-Stabilitdtsassay mit den ds-Substraten NZ116*: NZ117. Die Auftrennung erfolgte Uber 12 %ige native
PAGE. Die radioaktiv markierten Banden ([y-32P]-ATP) wurden anschlieRend mittels Phosphorimaging und dem Cyclone
System (GE Healthcare) visualisiert. Durch das farbige Dreieck werden die aufsteigenden Inkubationstemperaturen wahrend
des DNA-Stabilitatsassays dargestellt: 0 °C, 62 °C, 63 °C, 65 °C, 67,5 °C, 71 °C, 74 °C, 76 °C und 77 °C. Zur Kontrolle wurde das
DNA-bindende Bovine Serum Albumin (BSA) (2 uM) sowie kein Protein (Negativkontrolle -) anstelle der nAvd in die Reaktion
eingesetzt. Der Doppelstrang dsNZ116*: NZ117 wurde 1,6 nM in die Ansatze gegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe der
nAvd bzw. der Kontrollen gestartet und nach einer 5-miniitigen Inkubation bei den verschiedenen Temperaturen durch
Zugabe von kaltem Stopp-Reagenz abgestoppt. Der GroRteil der DNA liegt in den Proben, in welchen nAvd enthalten ist, bis
ca. 67,5 °C doppelstrangig vor, wahrend in den Kontrollen der Hauptteil der DNA bis ca. 63 °C doppelstrangig vorliegt.

Zur weiteren Analyse wurden die Bandenintensitdaten von 5 unabhangigen DNA-Stablilitdtsassays mit
dem Programm Image Quant TL (GE Healthcare) ausgewertet und die prozentualen Doppelstrang- und
Einzelstranganteile errechnet. Da der Doppelstranganteil der pre-hybridisierten DNA variierte und
somit ein gewisser Einzelstranganteil in allen Proben vertreten war, herrschten bei den verschiedenen
Versuchen unterschiedliche Startbedingungen. Daher wurden die errechneten Doppelstrang- und
Einzelstranganteile normiert, indem der 0 °C-Wert als 100 % definiert und die Werte der 62 °C- 77 °C-
Proben darauf bezogen wurden. Aus diesen Werten wurden die Mittelwerte und
Standartabweichungen berechnet. Diese Auswertung und die daraus resultierenden Daten sind in

Abbildung 32 gezeigt. Die blauen Punkte kennzeichnen den Doppelstranganteil der Proben, die nAvd
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enthielten, wahrend die orangenen Punkte den Doppelstranganteil der BSA-Proben wiedergeben. Die

griinen Punkte reprasentieren den Doppelstranganteil der Proben ohne Protein (-).

Auswertung der DNA-Stabilitdtsassays
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Abbildung 32: Auswertung der DNA-Stabilitidtsassays nach Erhitzen der Proben, in welchen dsNZ116*/NzZ117 (1,6 nM)
enthalten war. Zudem waren entweder 1,3 uM nAvd (blaue Punkte) enthalten oder als Negativkontrolle 2 uM BSA (orangene
Punkte) bzw. kein Protein (-, griine Punkte). Die Ansadtze wurden je 5 Minuten bei 0 °C oder 62 °C- 77 °C inkubiert. Fur die
Auswertung wurden von 5 unabhangigen Assays die radioaktiv markierten Banden ([y-32P]-ATP) mittels Phosphorimaging
und Cyclone System (GE Healthcare) visualisiert. Die Bandenintensitdat wurde mit dem Programm Image Quant TL (GE
Healthcare) ermittelt und der prozentuale Anteil der Banden (ss, ds) errechnet. AnschlieBend wurden die Werte in
Abhéangigkeit des 0 °C-Wertes normiert und die jeweiligen Mittelwerte und Standartabweichungen bei den einzelnen
Inkubationstemperaturen der Ansatze ermittelt. Bei der Versuchsreihe in welcher die nAvd enthalten ist, kann ein deutlicher
Abfall des Doppelstranganteils ab 67,5 °C Inkubationstemperatur erkannt werden. Bei Ansatzen mit BSA oder ohne Protein
(-) ist dieser Abfall ab 62 °C erkennbar. Der Punkt, an dem 50 % der DNA doppelstréngig vorliegen liegt bei der nAvd bei ca.
70 °C, wahrend er mit BSA und ohne Protein (-) bei ca. 64 °C liegt.

Der DNA-Doppelstranganteil in den nAvd-Proben nimmt langsam ab, bis er bei 67,5 °C einen
Prozentsatz von 67 % erreicht. Daraufhin erfolgt eine deutlichere Abnahme auf 48 % bei 71 °C. In den
folgenden Proben, 74 °C, 76 °C und 77 °C, ist ein stabiler Doppelstranganteil von 40 %- 41 % erkennbar.
Der Versuchsverlauf der beiden Kontrollen untereinander verhalt sich sehr dhnlich. Bei 63 °C sind noch
ca. 58 % (BSA) bzw. 59 %(-) Doppelstrang in den Proben vorhanden. Dieser Anteil nimmt bei einer
Inkubation von 65 °C weiter auf ca. 40,5 % bzw. 38,5 % ab und verbleibt wahrend den folgenden
Inkubationen zwischen 35,5 %- 39 %. Somit ist die nAvd in der Lage die Denaturierung des

Doppelstrangs NZ116 und NZ117 zu verzogern.
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Die errechneten Standartabweichungen liegen generell zwischen 2,5 % und 9,2 %, jedoch sind auch
Werte bis zu maximal 12,6 % bei den Proben der nAvd bei 62 °C- 67,5 °C aufzufinden. Hier nimmt der
Doppelstranganteil verglichen mit dem Doppelstranganteil der O °C-Probe zwar generell ab, bei einem
Versuch wurde aber auch eine leichte Erh6hungen des Doppelstranganteils bei 62 °C und 63 °C

gemessen, was eine Hybridisierungsaktivitdt der nAvd bei diesen Temperaturen nahelegt.

3.2.7 Zusammenfassung der analysierten Eigenschaften der nAvd

Die Uberexpression, die Aufreinigung mittels Nickel-NTA, sowie die Dialyse und Lagerung der nAvd
erzielten eine groRe Ausbeute mit hoher Reinheit, sodass anschlieBende biochemische Analysen
durchgefiihrt werden konnten. In Bindungsstudien wurde nachgewiesen, dass die nAvd verschiedene
Nukleinsduresubstrate binden kann. Hierbei ist ein Unterschied des Bindungsverhaltens bei
verschiedenen Substraten erkennbar, wobei das RNA/DNA-Hybrid aus dem DGR-System aus Nostoc
sp. PCC 7120 am besten gebunden wurde. Die Kreuzstruktur sowie die Haarnadelstruktur aus dem
DGR-System aus Nostoc sp. PCC 7120 wiesen ein dhnliches Bindungsverhalten auf, wahrend das

kontextfremde dsDNA-Substrat am wenigsten gut gebunden wurde.

Zudem ist die nAvd befahigt die Hybridisierung von Nukleinsduren zu katalysieren. Hierbei wurde bei
dem Substrat mit einem GC-Gehalt von 33 % und einer Lange von 48 bp (NZ116 und NZ117) das
Hybridisierungsmaximum der nAvd erreicht. Abweichungen davon, wie erhéhter GC-Gehalt und zu
kurze oder zu lange und Substrate mit einer ausgepragten Sekundarstruktur, wirken sich hingegen
negativ auf die Hybridisierungsaktivitat der nAvd aus. Die Fahigkeit einen Strangaustausch katalysieren
zu kénnen, konnte nicht nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte eine hohe Hitzestabilitat
der nAvd beobachtet werden. Nicht nur die nAvd selbst ist hitzestabil, dartGber hinaus ist sie in der

Lage die Schmelztemperatur von dsDNA zu erhéhen.
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4. Diskussion

Diversitatsgenerierende Retroelemente stellen eine auRergewdhnliche und neuartige Klasse innerhalb
der Retroelemente dar, denn sie sind als einzige bekannte Elemente der mobilen genetischen
Elemente in der Lage ihrem Wirt einen gezielten Selektionsvorteil zu verschaffen. Dies geschieht durch
die Hypermutation eines definierten Proteins, wodurch eine hohe Anpassungsrate des Proteins an
wechselnde Umwelteinfliisse moéglich ist. Im Jahre 2002 wurden DGRs im Bordetella-Phagen entdeckt,
jedoch verblieb die Forschung bis dato kenntnisarm. Zwar wurden von Medhekar und Miller
potentielle Mechanismen fiir die Retrotransposition von DGRs postuliert, jedoch stellen diese
Arbeitshypothesen dar (Medhekar und Miller, 2007), die es zu priifen gilt. AuRerdem konnte noch nicht
geklart werden, ob es sich bei DGRs um eine Einzelerscheinung handelt und diese nur im Bordetella-
Phagen aktiv sind. In der Zwischenzeit konnten zwar viele weitere Elemente in verschiedenen
Prokaryoten und Archaeen entdeckt werden, jedoch ist nicht klar, ob die Funktionsweisen und
Erkenntnisse allgemein giltig sind und auf andere Elemente angewendet werden kdnnen. Ein erster
wichtiger Schritt in Richtung generelle Aussage zur Funktionsweise von DGRs ist die funktionelle
Analyse weiterer DGR-Systeme. Daher wurden in dieser Arbeit Komponenten des DGR-Systems aus
Nostoc sp. PCC 7120 analysiert. Denn neben der Allgemeingultigkeit der Funktionsweise stellt sich die
Frage nach weiteren Wirkungsmechanismen und biologischen Funktionen von DGRs. Zudem ist ein
weiterer Machbarkeitsnachweis einer DGR-RT-Aktivitat flr das Verstdndnis des Mechanismus von
groflem Nutzen und auch die Mutationsfahigkeit der RT gilt es noch zu erforschen. Dariiber hinaus
konnte zwar die Bedeutung des akzessorischen Proteins aus dem DGR des Bordetella-Phagen fiir einen
effektiven Homing-Prozess dargelegt werden, jedoch ist Giber seine Funktion nur sehr wenig bekannt.
Daher wurden diese beiden essentiellen Komponenten aus dem DGR-System von Nostoc sp. PCC 7120

in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Dieses hochaktuelle Forschungsgebiet verfligt Gber wissenschaftliche und medizinische Relevanz.
Denn die gezielte Manipulation eines Zielgenes ist fiir die klinische Anwendung von gréRtem Interesse,
und somit bieten DGR-Systeme ein grofRes Potential fiir unzdhlige Einsatzmoglichkeiten in der
Gentherapie. Neben der gezielten Manipulation besitzen DGR-Systeme ein bemerkenswert hohes
Diversifizierungspotential. Dabei ist beispielsweise bekannt, dass einige DGRs ein groReres
Diversifizierungspotential haben als Immunoglobuline der Immunantwort von Sdugetieren (Arambula
et al., 2013). Vergleicht man das Immunsystem mit dem DGR-System ist auffallig, dass bei beiden
Systemen das groRe Diversifizierungspotential mit Hilfe spezieller Proteinfaltung gewahrleistet wird.
Hierbei bedienen sich Antikorper und T-Zellrezeptoren der Ig-Faltung, wahrend das Zielgen eines DGRs

sich die CLec-Faltung zu Nutze macht (Arambula et al., 2013).
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Durch das hohe Diversifizierungspotential und die auRerordentliche Spezifitdit von DGRs kénnten sie
als ein neues Werkzeug des Genome Editing etabliert werden. Zwar bedarf es dazu noch eines besseren
Verstandnisses und weiterfihrender Grundlagenforschung, jedoch haben Verfahren, wie
Zinkfingernukleasen (ZFN) und transkriptionsaktivatorartige Effektornuklease (TALEN) ebenfalls eine
groRe Bedeutung im Genome Editing bekommen (Boch, 2011; Boch et al., 2009; Carroll, 2011; Porteus
und Carroll, 2005). Vor allem aber das CRISPR/Cas-System hat es von der Grundlagenforschung in die
therapeutische Anwendung geschafft und sich zu einer der wichtigsten Methoden der gezielten
Genmodifikation entwickelt (Wang et al., 2014). CRISPRs (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeat-Elemente) sind kurze sich wiederholende Sequenzen, welche von verschiedenen
Sequenzen, Spacer, unterbrochen sind. Bei den Spacern handelt es sich um Fremd-DNA von Viren, die
von dem Wirt integriert wurden. Durch diese Adaption erwirbt der Wirt eine Immunitat gegeniiber des
eindringenden Organismus (Brouns et al., 2008). Mit den dazugehérigen CRISPR-assozieriten Genen
(cas-Gene) stellt das CRISPR/Cas-System einen wichtigen Bestandteil der Immunabwehr vieler
Prokaryoten und der meisten Archaeen dar (Carte et al., 2008; Marraffini und Sontheimer, 2011;
Vestergaard et al.,, 2014). Dieser Mechanismus bietet unzdhlige Anwendungsmoglichkeiten, wie
beispielsweise die kiinstliche Immunisierung von Bakterien gegen diverse Phagen, indem passende
Spacer in die CRISPR-Sequenz der Bakterien integriert werden. Dies kann in vielen industriellen
Abldufen Anwendung finden. Darilber hinaus bietet das CRISPR/Cas-System eine Vielzahl
therapeutischer Anwendbarkeit, vor allem weil das CRISPR/Cas-System in allen bis dato getesteten
Organismen wie Hefe, Zebrafisch, Drosophila, C. elegans, Arabidopsis, Tabakpflanze, Sorghumbhirsen,
Reis oder dem menschlichen Genom, funktionsfahig ist (Dicarlo et al., 2013; Friedland et al., 2013;
Gratz et al., 2013; Guo und Li, 2015; Hwang et al., 2013; Jiang et al., 2013; Wang et al., 2014; Yang et
al., 2013). Das CRISPR/Cas-System weist Ahnlichkeiten zum System der RNA-Interferenz (RNAi) auf,
welches fir die Virusabwehr in Eukaryoten verantwortlich ist (Carte et al., 2008; Ding und Voinnet,
2007), auch wenn das System der RNAi deutlich komplexer ist. CRISPR sind mobile Elemente (Jansen
et al, 2002), deren Sequenzen hoch konserviert, zwischen verschiedenen Spezies jedoch
unterschiedlich sind (van Embden et al., 2000). Diese Eigenschaften lassen sich analog auch im DGR-
System wieder finden, was auf eine vergleichbare Anwendbarkeit hoffen lasst. Auch fir die
Grundlagenforschung ist der einzigartige DGR-Mechanismus sehr lehrreich und sollte daher unbedingt

entschlisselt werden.
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4.1 Die reverse Transkriptase Alr3497 aus Nostoc sp. PCC 7120 DGR

Die reverse Transkriptase, also die RNA-abhdngige DNA-Polymerase, ist das Hauptmerkmal fir alle
Retrotransposons. Hierbei unterscheiden sich die RTs von DGRs in drei essentiellen Punkten von bisher
beschriebenen RTs, wie beispielsweise der HIV RT. DGR-RTs besitzen keine RNase H Domane, sind mit
durchschnittlich 378 aa vergleichsweise kurz und besitzen in der Domane 4 ein klassenspezifische
Serin-Glutamin-Motiv (SQ-Motiv) (Schillinger et al., 2012; Simon und Zimmerly, 2008). Es wird
angenommen, dass die DGR-RT die spezifischen Adenin-Substitutionen wahrend der cDNA-Synthese
generiert. Zwar ist keine Gruppe von RTs bekannt, die hochspezifische basenabhdngige Mutationen
generieren kann, moglicherweise ist aber das DGR-spezifische SQ-Motiv innerhalb der vierten Domane
der DGR-RTs dafilir mitverantwortlich. Dieses ist charakteristisch fir DGR-RTs, da RTs aus verwandten
Elementen ein Serin-Prolin-Motiv (SP-Motiv) an dieser Position aufweisen (Schillinger, 2013; Schillinger
et al., 2012). Der Prolinrest der HIV-RT ist unter anderem an der cDNA-Synthese beteiligt. Das DGR-
charakteristische SQ-Motiv, bei welchem der Prolinrest gegen Glutamin ausgetauscht ist, kdnnte also
essentiell fur die spezifischen Adenin-Substitutionen sein (Schillinger, 2013). Ein experimenteller
Nachweis Uber die Fahigkeit einer DGR-RT Adenin spezifische Mutationen wahrend der reversen
Transkription zu generieren bleibt jedoch bis dato noch aus, jedoch sind bei der Entstehung der TR
RNA Zwischenstufe noch keine Mutationen erkennbar (Guo et al., 2008). Erst nach der cDNA-Synthese
durch die DGR-RT konnen die hochspezifischen Mutationen nachgewiesen werden. Auch die hohe

Fehlerrate von RTs im Allgemeinen unterstiitzt diese Theorie.

4.1.1 Die RT aus Nostoc sp. PCC 7120 erweist sich als hochst sensibel

Das Arbeiten mit RTs erweist sich generell als sehr schwierig. Diesem Sachverhalt ist es geschuldet,
dass bis zum heutigen Zeitpunkt gerade einmal von drei unterschiedlichen RTs die Strukturanalysen
aufgeklart wurde, unter anderem von den RTs aus dem M-MLV (Das und Georgiadis, 2004) und aus
dem HI-Virus (Jacobo-Molina et al., 1993; Kohlstaedt et al., 1992). In beiden Fallen konnte dies nur mit
Hilfe von Mutationen und Deletionen, zur Verbesserung der Loslichkeit und Stabilitat, erreicht werden.
Auch die Expression und Aufreinigung der nRT in den hier durchgefiihrten Versuchen erwies sich als
schwierig. Fur Strukturanalysen ist es jedoch notwendig, dass das zu untersuchende Protein in hoher
Ausbeute aufgereinigt und stabil vorliegt. Zwar wurden diverse Parameter wahrend der Expression,
wie die kompetenten E. coli Zellen, Temperatur und Dauer, die Konzentration des Inducers, oder auch
die Medien variiert, jedoch war die Ausbeute an |6slichem Protein unter allen Versuchsbedingungen
nur gering. Moglicherweise kdnnte die Loslichkeit der nRT durch die Fusion an das Maltose Binding
Protein (MBP) aus E. coli erhéht werden, da das MBP Aggregationen verhindern und sogar die Faltung
des fusionierten Proteins in die biologisch aktive Konfirmation unterstiitzen kann (Dale et al., 1994;
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Fox et al., 2003; Kapust und Waugh, 1999). Darliber hinaus konnte die an das MBP fusionierte nRT
Uber Amylose-Affinitatschromatographie aufgereinigt und der MBP-Tag im Anschluss bei Bedarf
mittels Protease wieder entfernt werden. Ferner kann das MBP bei Strukturanalysen von schwierigen

Proteinen unterstiitzend wirken (Waugh, 2016).

4.1.1.1 Die Aufreinigung der nRT erfordert weitere Optimierungen

Neben verschiedenen Expressionsparametern wurden ebenfalls diverse Aufreinigungsmethoden
sowie verschiedene Pufferzusammensetzungen getestet. Die bRT konnte mittels Nickel-
Affinitatschromatographie erfolgreich aufgereinigt werden (Alayyoubi et al., 2013). Daher wurde diese
Methode auch zur Aufreinigung der nRT herangezogen. Hierbei scheint der 6x His-Tag fiur die
Nickelmatrix unzuganglich gelegen zu sein und somit nicht interagieren konnte, da nur ein geringer
Teil der nRT an die Nickelsaule gebunden werden konnte. Diese Beobachtung war unabhangig davon,
ob der Tag C- oder N-terminal an das Protein fusioniert war. Moglicherweise sind im nativen Zustand
des Proteins dessen Termini so gefaltet, dass sie fiir die Nickelnitrilotriessigsdure erschwert bzw. gar
nicht zuganglich sind. Durch die geringe Bindung der nRT an die Nickelsdaule wurde stattdessen
vermehrt die unspezifische Bindung von endogenen E. coli Proteinen beobachtet. Diese unspezifischen
Bindungen konnten durch eine geringe Zugabe von Imidazol in den Lysepuffer reduziert werden.
Dadurch konnte die Bindungsaffinitat der nRT verbessert werden, dhnlich wie es auch fir die
Proteinkinase G mit 6x His-Tag aus Mycobacterium bovis beschrieben wurde (Holscher et al., 2006).
Ebenfalls wurde die Aufreinigung der nRT Uber Heparin-Affinitdtschromatographie getestet, da sich
diese Aufreinigungsmethode bei reversen Transkriptasen, wie beispielweise der RT aus dem M-MLV
(Kotewicz et al., 1988), als geeignet erwiesen hat. Zwar konnte auch hier ein Teil der nRT an die
Heparinmatrix gebunden und auch eluiert werden, jedoch war dies ebenfalls bei endogenen E. coli
Proteinen der Fall. Dartiber hinaus war es nicht moglich die nRT vollstédndig von der Heparinmartix zu
eluieren. Diese Beobachtung deckt sich mit einer vorherigen Studie, in welcher Heparin als
Komplexbilder fir RTs beschrieben wurde (Gopalakrishnan et al., 1992). Da sich nach einigen
Optimierungsversuchen keine Verbesserungen zeigten, wurde von weiteren Aufreinigungen mittels

Heparin abgesehen.

Die RT aus dem DGR-System des Bordetella-Phagen konnte unter denaturierenden Bedingungen
aufgereinigt und mittels Rickfaltung aus Einschlusskdrperchen renaturiert werden (Liu et al., 2002).
Daher wurde die Expression und Aufreinigung der nRT ebenfalls unter denaturierenden Bedingungen
getestet. Hierbei konnte ein kleiner Anteil der nRT sauber aufgereinigt werden. Bei der anschlieenden

Rickfaltung in den nativen Zustand fielen die Proteine jedoch aus, sodass diese nicht weiter analysiert
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werden konnten. Dies unterstreicht erneut die Komplexitdt und die Empfindlichkeit von reversen
Transkriptasen. Generell wiesen die nRTs, welche aufgereinigt werden konnten keine Aktivitat auf.
Eventuell binden vor allem falsch gefaltete RTs, die somit nicht aktiv sind, an die Matrizen.
Moglicherweise bendtigt die nRT auch Cofaktoren aus E. coli, die nach der Aufreinigung nicht mehr
vorhanden sind. Die Reinheit der nRT kénnte moglicherweise durch mehrere aneinander gereihte
Aufreinigungsmethoden erhoht werden, wie schon fiir eine synthetische RT aus Hela-Zellen
beschrieben wurde (Fridlender et al.,, 1972), jedoch wiirde dies mit einem Verlust der Ausbeute
einhergehen. Fir weiterflihrende Optimierungen kdnnte beispielsweise die Aufreinigung mittels
lonenaustauscher wie Mono S, Diethylaminoethylcellulose (DEAE) oder Phosphocellulose ausgetestet
werden. Ebenfalls kénnte Polymin P, welches zur Aufreinigung von Nukleinsdure-bindenden Proteinen
genutzt wird, verwendet werden, denn mit diesen hier aufgefiihrten Substanzen konnten schon RTs

erfolgreich aufgereinigt werden (Fridlender et al., 1972; Kotewicz et al., 1988; Roth et al., 1985).

4.1.1.2 Die Stabilitdt der nRT erweist sich weiterhin als problematisch

Eine gewisse Stabilitdt des Proteins ist nicht nur fur die Reproduzierbarkeit von anschlieRenden
Charakterisierungen, sondern auch fur Strukturanalysen essentiell. Da die nRT nur sehr instabil vorlag,
wurden diverse Lagerpuffer getestet, wobei die Glycerolkonzentration immer bei 50% lag, da sich diese
auf Proteine stabilisierend auswirkt (Vagenende et al.,, 2009). Es wurden verschiedene
Puffersubstanzen, Salze und Zusammensetzungen ausgetestet (Tabelle 18, Anhang). Es konnte in der
vorliegenden Arbeit jedoch keine optimalen Pufferbedingungen fiir die nRT geschaffen werden. Die
Problematik der Instabilitdt war offenbar auch bei der Analyse der bRT gegeben, denn diese wurde
ebenfalls regelmaRig neu exprimiert (Alayyoubi et al., 2013; Liu et al., 2002). Auch die Expression und
Aufreinigung der bRT aus Einschlusskorperchen (Liu et al., 2002), resultierten nicht in einer funktionelle
bRT, mit welcher biochemische Analysen durchgefiihrt werden konnten. Grund dafir ist vermutlich
ebenfalls die mangelnde Stabilitat der bRT. Allerdings wurde eine Mutante, welche an Position 138 ein
Glutamin an Stelle eines Aspartatrestes aufweist, entdeckt, die eine erhohte Stabilitat gegeniiber der
Wildtypvariante verfigt (Alayyoubi et al., 2012). In der vorliegenden Arbeit wurde eine analoge nRT
Mutante mittels ortspezifischer Mutagenese hergestellt. Hierbei wurde das Aspartat an Position 135
ebenfalls durch ein Glutamin ersetzt. Dieses Aspartat ist homolog zu dem D110 der HIV-RT, welches
eines der drei katalytischen Aspartate darstellt (Esposito et al., 2012; Sarafianos et al., 2010). Auch das
D138 der bRT scheint deren katalytische Aktivitdt zu beeinflussen, denn die D138Q-Mutante weist

gerade einmal ein Funftel der Wildtypenzymaktivitat auf (Alayyoubi et al., 2013).
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Die Wildtyp-nRT lag in friiheren Studien (Morgenstern, 2014, Schillinger, 2013, sowie unveroffentlichte
Daten Dipl. Biol. Maike Gieseke, Molekulare Genetik, TU Kaiserslautern) extrem instabil vor, sodass
Aktivitatsstudien nicht moglich waren. Daher wurde die Wildtyp-nRT in der vorliegenden Arbeit zwar
weiter untersucht, jedoch wurde vor allem die nRT- Mutante D135Q verwendet und die beschriebenen
Versuche wurden primar mit dieser Mutante durchgefihrt (3.1.4.1). Jedoch erzeugte auch diese
Mutation nicht die gewiinschte Stabilitat, weshalb fir kiinftige Studien zunachst ein Screening nach
I6slicheren und stabileren Varianten mittels ortsspezifischer Mutagenese sinnvoll ware. Zudem sind
weitere Optimierungen der nRT flr zuklinftige Analysen unabdingbar, denn nur so kann die
Reproduzierbarkeit der Versuche und eine damit verbundene aussagekraftige Auswertung
gewadhrleistet werden. So konnten, dhnlich wie bei der Analyse der M-MLV und der HIV RT, durch
Mutationen optimierte Varianten der nRT hergestellt werden, welche dann detaillierte
Untersuchungen ermoglichen. Beispielsweise konnten auch hier ungeordnete Bereiche, sobald diese

identifiziert wurden, deletiert werden.

4.1.2 Erste Hinweise auf eine RT-Aktivitidt aus dem Nostoc sp PCC 7120 DGR

Die Expression, die Aufreinigung und die Ausbeute an I6slichem Protein, sowie die Stabilitat der nRT
stellen sich als duBerst sensibel dar, sodass fiir jede biochemische Charakterisierung eine neue
Praparation der nRT n6tig war. Zudem wurde in den hier dargestellten Versuchen das Rohextrakt der
Uberexpressionen verwendet. Die damit verbundene niedrige Reproduzierbarkeit erschwerte die
aussagekraftige Auswertung derart, dass von einer Berechnung der Mittelwerte und
Standardabweichungen abgesehen wurde. Dennoch war es moglich, Hinweise auf eine RT-Aktivitat
aus dem Nostoc sp. PCC 7120 DGR zu beobachten. Hierbei ist zu erwahnen, dass eine Aktivitat nur von
der nRT-Mutante D135 und nicht der Wildtyp-nRT gemessen werden konnte (3.1.4.1). Nicht nur
Strukturanalysen sondern auch Aktivitdtsstudien von reversen Transkriptasen sind, verglichen mit
anderen Enzymen, kaum vorhanden. Daher stellt dieser Machbarkeitsnachweis einen groRen
Fortschritt in der Analyse des DGR-Mechanismus dar. Abgesehen von der bRT konnte bis dato von
keiner anderen DGR-RT eine Aktivitdt nachgewiesen werden, sodass mit den hier gewonnen
Ergebnissen ein Schritt in Richtung einer allgemeingiiltigen Aussage gegeniiber DGR-RTs getan werden
kann. Weiterhin konnte mittels DNase-Verdau nachgewiesen werden, dass es sich bei den wahrend
der RT-Reaktion entstandenen Nukleinsduren tatsdchlich um DNA handelt (Abbildung 14). Zudem
konnte mittels PCR die wahrend des RT-Assays synthetisierte DNA amplifiziert und analysiert werden.
Hierbei konnten jedoch keine A-Substitutionen oder andere Mutationen beobachtet werden. Somit

zeigt die RT aus dem Nostoc sp. PCC 7120 DGR keine Mutationsrate auf. Moglicherweise ist die RT doch
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nicht selbst oder alleine das Element, welches fiir die A-spezifische Hypermutation verantwortlich ist.
Dies wirde daraufhin deuten, dass der DGR-Mechanismus noch viel komplexer ist und mehr
Komponenten darin involviert sind als zundchst angenommen. Es ware auch denkbar, dass die RT
bestimmte Cofaktoren fir eine effiziente Mutagenese bendtigt. Neben Magnesium, welches hier in
den Reaktionen vorhanden war, spielen oft Metallionen wie Mangan oder Zink fiir Polymerasen eine
wichtige Rolle. Beispielsweise bevorzugt die RT des AlDS-assoziierten Retrovirus bei einem AT-reichen
Matrizen Magnesiumionen, wdhrend sie bei einer GC-reichen Matrize Manganionen bevorzugt
(Hoffman et al., 1985). Die RT des M-MLV benétigt neben Magnesiumionen ebenfalls Manganionen
zur effizienten cDNA-Synthese (Roth et al., 1985) und die RT des Avian Myeloblastosis Virus ist ein Zink-
Metalloenzym (Auld et al., 1974). Eine ebenfalls sehr plausible Erklarung fiir die fehlende
Hypermutation durch die nRT kdnnte, bedingt durch einen fehlenden Selektionsdruck bei die Lagerung
in Kultur, das Verlieren ihrer Hypermutationskompetenz sein. Dies wurde ebenfalls bei der RT aus dem
Trichodesmium erythraeum DGR beobachtet (Pfreundt et al.,, 2014). AuBerdem wurde in den hier
dargestellten Versuchen nur eine geringe Ausbeute an PCR-Produkt erzielt. Vielleicht ist die
Hypermutationsrate der nRT sehr gering und lag in den analysierten Proben somit unter der
Nachweisgrenze, sodass eine Optimierung des Versuchsprotokolls doch noch zu einer Detektion
fihren konnte. Solch eine geringe Diversifizierungsfrequenz des Nostoc sp. PCC 7120 DGRs wurde
ebenfalls in einer frilheren Untersuchung beobachtet, wobei es sich moglicherweise um eine
Regulation durch den Wirt handelt. Bei diesen Untersuchungen konnten zwar DGR-vermittelte
Mutationen nachgewiesen werden, jedoch wurde die RT in niedrigen Mengen transkribiert (Moller,
2015). Auch bei der Analyse der RT aus dem DGR-System aus Anabaena flos-aquae war eine
Transkription der RT unter Normalbedingungen kaum nachweisbar, jedoch konnte die
Transkriptmenge unter Kaltestress (4 °C) erhoht werden. Dies kdonnte darauf hinweisen, dass die
Transkription der RT unter Stressbedingungen erhéht wird, um somit eine DGR-vermittelte Anpassung
an sich andernde Bedingungen zu ermdglichen (Moéller, 2015). Fir das DGR-System aus dem Legionella
pneumophila-Bakterium wurde ebenfalls eine niedrige Diversifizierungsaktivitit beobachtet
(Arambula et al., 2013). Die Mutagenisierung konnte jedoch mittels exogener Expression der DGR-
Komponenten gesteigert werden, somit scheint auch hier die Diversifizierungsfrequenz lber die
Transkriptmenge der DGR-Komponenten reguliert zu sein. Solch eine Regulierung der RT-Transkripte

wirde das Risiko funktionslose Proteine zu generieren reduzieren.

Die entstehende genetische Vielfalt von DGRs ist mit einem Nutzen fiir den Wirt verbunden. Wie die
Adenin-Mutationen genau entstehen konnte auch in dieser Studien nicht geklart werden, sodass der
experimentelle Nachweis, die RT sei fir diese hochspezifischen Mutationen verantwortlich, noch

immer aussteht. Beide getesteten Template, eine kontextfremde sowie eine elementeigene Sequenz,
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wurden von der nRT in vergleichbarem MaRe translatiert, was auf eine Matritzenunabhangigkeit der

nRT hindeutet.

Die immer wieder zu detektierten Signale und Banden, ausgelost durch die Proben der endogener
E. coli Proteine, sind moglicherweise durch E. coli eigene Polymerasen erklarbar. Beispielsweise kann
die E. coli Polymerase | auch als reverse Transkriptase fungieren und dariber hinaus kodiert E. coli
eigene RTs, wie die aus dem Retron Element (Lampson et al., 1990; Ricchetti und Buc, 1993). Somit
muss von einer gewissen Grundaktivitdt durch die endogenen E. coli Proteine ausgegangen werden,
welche Einfluss auf die Versuche haben kdnnen. Auch die niedrige Reproduzierbarkeit stellte ein
grolles Problem dar, sodass Auswertungen und weitreichende Analysen sich als schwierig erwiesen.
Jedoch konnten von zwei Personen parallel durchgefiihrte Versuche zeigen, dass es sich bei der
niedrigen Reproduzierbarkeit nicht um technische Probleme, sondern um andere Faktoren, wie

Proteinpraparation oder Templat handelt.

4.2 Das akzessorische Protein Alr3496 aus Nostoc sp. PCC 7120 DGR

Das akzessorische Protein, Avd (accessory variability determinant) genannt, kann in einer Vielzahl von
DGRs aufgefunden werden und ist zwischen VR und TR lokalisiert. Seitdem nachgewiesen wurde, dass
die Avd eine wichtige Rolle im Homing Prozess spielt (Doulatov et al., 2004; Medhekar und Miller,
2007), wurde versucht die Funktion der Avd zu entschlisseln. Zwar konnte eine Sequenzahnlichkeit zu
S$23 ribosomalen und S23 ribosomal-adhnlichen Proteinen (Pronk und Sanderson, 2001; Ralph und
McClelland, 1993) gezeigt werden, jedoch sind deren Funktionen ebenso unbekannt. Die Gruppe um
Alayyoubi (Alayyoubi et al., 2013) konnte erste unspezifische Bindungen von Nukleinsduren durch die
Avd aus dem Bordetella-Phagen DGR, bAvd, nachweisen. Diese Ergebnisse konnten von Schillinger bei
der Analyse der Avd aus dem Nostoc sp. PCC 7120 DGR, nAvd, untermauert werden und dariiber hinaus
gab die Arbeit erste Hinweise auf eine Funktion als Nukleinsaurechaperon. Eine Helikase- oder ATPase-
Funktion konnte Schillinger hingegen nicht beobachtet werden (Schillinger, 2013). Ausgehend von
diesen Ergebnissen wurden in der vorliegenden Arbeit detaillierte Analysen zur Charakterisierung der

nAvd Funktion durchgefihrt.

4.2.1 Potentielle Mechanismen fiir die Retrotransposition von DGRs

Zur Einordung der in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse und somit der Rolle der nAvd, ist es notwendig

die potentiellen Mechanismen des Mutagenic Homing Prozesses zu verstehen. Einerseits ist ein
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Mechanismus dhnlich dem der Target primed reverse Transcription (TPRT), bei welchem die reverse
Transkription und der Homing Prozess in einem Schritt stattfinden vorstellbar. Andererseits ware ein
Mechanismus moglich, bei welchem die RT und das Mutagenic Homing getrennt voneinander
ablaufen, wobei ein solcher Mechanismus RecA unabhangig ist (Gou 2008). Die von der Arbeitsgruppe
um Jeff F. Miller postulieren potentiellen Mechanismen sind in Abbildung 33 schematisch dargestellt

(Medhekar und Miller, 2007).

5'— Zielgen k/j —— Avd T, RT —3
Expression' A\ - o
Avi

Ava)
avd, .
by Afg‘i Transkription
1. Replikation 2. Einzelstrangbruch 3. Doppelstrangbruch 4. cDNA Rekombination
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Abbildung 33: Vier potentielle Mechanismen fiir die Retrotransposition von DGRs nach Medhekar und Miller, 2007. 1.
Replikation: Okazaki-Fragment (grau) dient als Primer zum Start der reversen Transkription der TR RNA. 2. Die durch einen
Einzelstrangbruch im Antisense-Strang entstandene 3’-Hydroxylgruppe dient als Primer fur die nachfolgende reverse
Transkription. 3. Die durch einen Doppelstrangbruch entstandene 3’-Hydroxylgruppe im Antisense-Strang dient als Primer
fiir die nachfolgende reverse Transkription. 4. RecA-unabhangige homologe Rekombination der cDNA mit dem Antisense-
Strang der VR, wobei der Homing Prozess und die reverse Transkription getrennt voneinander ablaufen. Die Abbildung wurde
von Medhekar und Miller 2007 adaptiert.
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Die ersten drei der vier dargestellten Mechanismen legen einen TPRT-dahnlichen Mechanismus zu
Grunde. Im ersten Mechanismus (Abbildung 33) wird davon ausgegangen, dass die Retrotransposition
wahrend der Replikation ablduft. Hierbei dient das Okazaki-Fragment als initialer Primer fur die reverse
Transkription. Der generierte Antisense-Strang wird nun mit Hilfe unbekannter Faktoren mit dem
downstream liegenden Teil der VR ligiert und der Sense-Strang anschlieBend durch eine
komplementare Sequenz ausgetauscht. Ein dhnlicher Mechanismus wahrend der Replikation konnte
ebenfalls fir das Gruppe ll-Intron Rmtintl aus Sinorhizobium meliloti beobachtet werden (Martinez-
Abarca et al., 2004). Der zweite und dritte Mechanismus gehen von einem Einzelstrangbruch im
Antisense-Strang bzw. Doppelstrangbruch innerhalb des (G/C)14 Elements aus (Cost et al., 2002; Guo
et al., 2008; Luan et al., 1993; Zimmerly et al., 1995). Die hierbei entstandene 3’-Hydroxylgruppe dient
als Primer fiir die nachfolgende reverse Transkription (Guo et al., 2011), welcher wiederum direkt die
Integration folgt. Bei diesen beiden Mechanismen wird der Einzelstrang- bzw. Doppelstrangbruch
durch einen noch unbekannten Faktor wie beispielsweise eine Endonuklease verursacht, wobei sowohl
ein Protein als auch eine katalytische RNA denkbar sind (Guo et al., 2008). Der vierte Mechanismus
legt eine RecA unabhdngige homologe Rekombination der cDNA zu Grunde, bei welcher reverse
Transkription und Integration getrennt voneinander ablaufen, wie es fiir das Hefe-Retrotransposon
Ty5 gezeigt wurde (Storici et al., 2007). Mittels homologer Rekombination wird die neu synthetisierte
cDNA in den Antisense-Strang der VR-Region integriert, wobei der fir die reverse Transkription
bendtigte Primer noch nicht bekannt ist; der Sense-Strang wird im Anschluss mittels zelleigener

Reparaturmechanismen generiert (Storici et al., 2007).

Die Mechanismen 2 und 3 werden momentan als die Wahrscheinlichsten angesehen, auch wenn
hierbei noch einige Faktoren und Abldufe unbekannt sind (Guo et al., 2008). Ein solcher TPRT-dhnlicher
Mechanismus wird ebenfalls von Non-LTR Retrotransposons und Gruppe Il Introns zur
Retrotransposition genutzt (Kazazian, 2004; Luan et al., 1993; Repanas et al., 2007). Da die RTs von
Gruppe Il Introns und DGRs evolutionar hochste Verwandtschaft aufweisen, ist dies ebenfalls fir DGRs
denkbar (Doulatov et al., 2004; Lambowitz und Zimmerly, 2004; Liu et al., 2002; Minot et al., 2012). In
jedem der dargestellten Mechanismen wire ein bedeutsames Mitwirken der nAvd durchaus

vorstellbar. Im Folgenden werden die hier gewonnen Ergebnisse eingeordnet.

4.2.2 Die nAvd bindet verschiedene Nukleinsiauren mit unterschiedlicher Affinitit

In bisherigen Analysen konnten zwar eine Bindung der Avd an Nukleinsduren, jedoch keine
Sequenzspezifitat (Alayyoubi et al., 2013; Pakebusch, 2014; Schillinger, 2013) oder Praferenz zwischen

Nukleinsduren beobachtet werden (Alayyoubi et al., 2013). Daher wurden in der vorliegenden Arbeit
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weiterfihrende Bindungsstudien durchgefiihrt, wobei Nukleinsdurepraferenzen beobachtet werden
konnten. Generell werden die in dieser Versuchsreihe getesteten RNA/DNA-Hybride im Vergleich zu
doppelstrangigen DNA-Substraten besser gebunden, gefolgt von ssRNA-Substraten (Tabelle 17). Fasst
man dieses Ergebnisse mit denen aus den vorherigen Studien (Pakebusch, 2014; Schillinger, 2013,

Tabelle 20) zusammen kdnnen folgende Affinitaten der nAvd festgestellt werden:

ssDNA werden mit einem Kd-Wert von 40 uM- 50 uM am effizientesten gebunden, gefolgt von
RNA/DNA-Hybride (<80 uM- 200 uM) und doppelstrangiger DNA (80 puM- 400 uM), wobei eine
effizientere Bindung der Haarnadel- bzw. Kreuzstruktur (80 puM- 200 pM) verglichen mit der
kontextfremden dsDNA (<200 puM- 400 uM) beobachtet werden kann. Dies untermauert die
Hypothese, dass die Haarnadelstruktur wegen ihrer weiten Verbreitung und der starken Konservierung
der Sequenzen eine entscheidende Funktion haben kdnnte. Denkbar ist beispielsweise eine Funktion
als Erkennungselement oder ein direkter Kontakt mit anderen wichtigen DGR-Komponenten, wie der
RT oder Avd (Guo et al., 2011). Doppelstrangige DNA wird wiederum mit einer héheren Affinitat als
einzelstrangige RNA (300 uM- 400 uM) gebunden. Die getesteten einzelstrangigen RNA-Molekile sind
deutlich langer und mit drei Haarnadelstrukturen strukturell komplexer als die restlichen getesteten
Substrate, wodurch die Bindung zusatzlich erschwert wird; vor allem die einzelstrangigen DNA-

Substrate sind deutlich kiirzer und strukturell weniger komplex.

Die hier beschriebene Reihenfolge der Affinitdt konnte die potentiellen Schritte des Homing Prozesses
widerspiegeln. Die nAvd zeigt die niedrigste Affinitdt zur TR ssRNA, sodass diese moglicherweise
praferiert von der RT gebunden werden kann, um die reverse Transkription zu starten. Die hier
nachgewiesene Bindung kdnnte beispielsweise dazu dienen die TR-RNA zur VR zu lotsen. Die Theorie
Uber eine Funktion der nAvd als Lotse kénnte ebenfalls von der hohen Affinitdt gegenliber ssDNA, wie
beispielsweise gegeniiber der VR nach einem Einzelstrang- oder Doppelstrangbruch, unterstiitzt
werden. Bei der anschlieBenden Synthese der komplementaren DNA durch die elementeigene RT wird
der entstandene RNA/DNA-Hybrid (hier getestete TR-RNA mit DNA IHM* Tabelle 19) mit hoher
Affinitat von der nAvd gebunden. Auch hier ware eine Funktion der nAvd als Lotse denkbar, jedoch
kdnnte dies auch auf eine stabilisierende Funktion der nAvd hinweisen. Nach bzw. wahrend der
Integration nimmt die Affinitat der nAvd zur doppelstrangigen DNA, im Vergleich zu den ssDNA und
RNA/DNA-Hybrid, wiederum ab. Der Prozess des Mutagenic Homing ist abgeschlossen und die nAvd
wird nicht mehr benétigt. Somit wiirde die nAvd Hilfsfunktionen wahrend eines Grofdteiles des
gesamten Homing Prozesses ausfiihren. Die hier postulierten Wirkungsweisen und Funktionen der
nAvd erfordern zweifellos weiterflihrende detaillierte Untersuchungen. Um eine Aussage dariber

treffen zu konnen, inwiefern GC-Gehalt und Substratlange eine Bindung durch die nAvd beeinflussen,
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miissen ebenso weitere Versuche durchgefiihrt werden. Jedoch deuten die zusammengefassten
Ergebnisse darauf hin, dass diese Faktoren geringe oder keine Auswirkung auf das Bindungsverhalten
austben, da getestete Substrate mit vergleichbarem GC-Gehalt und vergleichbarer Linge mit

unterschiedlicher Affinitdt gebunden wurden Tabelle 20.

Zur besseren Einordung der hier gewonnen Dissoziationskonstanten der nAvd, werden im Folgenden
die Kd-Werte anderer Nukleinsdure-bindenden Enzymen zum Vergleich herangezogen. Die DNA
Polymerase B aus Rattus norvegicus binden verschiedene Nukleinsduren mit Kd-Werten zwischen
2,7 UM-1 mM (Dunlap und Tsai, 2002; Maitra et al., 2002) und die T7-RNA Polymerase aus dem T7
Bacteriophagen bindet Nukleinsduren mit Kd-Werten zwischen 0,47-1,13 uM (Bandwar et al., 2002).
Die RNA Polymerase sigma-54 Faktor aus Escherichia coli weist mit Kd-Werten zwischen 0,4-40 nM
eine sehr hohe Bindungsaffinitat gegenlber verschiedener Nukleinsduren auf (Vogel et al., 2002). Fir
die meisten Proteine konnten Dissoziationskonstanten im Bereich von e*103 bis e*10%° auf
(Prabakaran et al., 2001) gezeigt werden. Somit hat die nAvd (4,0*10°-3,0%*10°) eine durchaus hohe

Affinitat zu den verschiedenen Nukleinsauren.

4.2.3 Die nAvd Kkatalysiert die Hybridisierung von Nukleinsauren

Zur weiteren Analyse der nAvd-Funktionen als Nukleinsdurechaperon wurden Versuche durchgefihrt,
welche die Hybridisierung von Nukleinsduren durch die nAvd untersuchen. Hierzu wurden Substrate
mit verschiedenen GC-Gehalten und Langen verwendet, wobei das Substrat mit mittlerer Lange (48
bp) und einem niedrigen GC-Gehalte (33%) am effizientesten von der nAvd hybridisiert wurde. Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass AT-reiche Substrate besser hybridisiert werden als GC-reiche, da ein
gleichlanges GC-reiches Substrat deutlich weniger von der nAvd hybridisiert wurde. AufSerdem spielt
die Lange der Substrate fiir die Hybridisierungsrate eine entscheidende Rolle. Das 29mer Substrat
weist mit 62% einen dhnlichen AT-Gehalt wie das Nostoc sp. PCC 7120 Genom auf, jedoch ist die
Hybridisierungsrate niedriger verglichen mit dem getesteten AT-reichen 48mer-Substrat.
Moglicherweise ist eine Lange von 29 bp fiir die Bindung und eine effiziente Hybridisierung der nAvd
zu kurz. Das RNA/DNA-Hybrid zeigt zusammen mit dem dquivalenten dsDNA-Substrat TS75/TS76 die
niedrigste Hybridisierungsrate. Dies kann durchaus mit der Lange von 92 bp zusammen hangen. Nicht
nur die Lange selbst, aber auch die Bewegung der Molekiile in der Reaktion erschweren die
Hybridisierung und die Stabilisierung. Ebenso kann sich die Komplexitat der Substratstruktur
(Abbildung 26) auf die Hybridisierung auswirken. Eventuell wirde die Hybridisierung eines
vergleichbar langen Substrats mit moglichst einfacher Struktur, effizienter verlaufen. Die Erkenntnis,
dass die Lange der Nukleinsduren die Affinitdt des Proteins beeinflussen kann, wurde bereits fir das
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Nukleinsdurechaperon C2-L1Tc aus dem L1Tc Retrotransposon gewonnen. Hierbei erhéhte sich jedoch
dessen Affinitdt mit der steigende Liange der Nukleinsduren (Heras et al., 2009). Auch fir das
Nukleocapsid aus HIV-1 konnte in verschiedenen Studien die effiziente Hybridisierung eines 93 bp
langen Oligonukleotids (Tsuchihashi und Brown, 1994) sowie von 149 bp und 136 bp langen Substraten
nachgewiesen werden (Dib-hajj et al., 1993). Dariiber hinaus ist das A1 hnRNP Protein in der Lage ein
124mer mit bis zu 3000-facher Rate zu hybridisieren. Dies ist ein Extrembeispiel, aber auch das Mason
Pfizer Monkey Virus (MPMV) Nukleocapsid ist befdhigt Substrate mit einer Lange von 149 bp effektiv
zu hybridisieren (Dib-hajj et al., 1993) und das Einzelstrang-bindende Protein (SSB Protein) aus E. coli
katalysiert die Hybridisierung von Substraten mit ca. 200 bp Ldnge (Pontius und Berg, 1990). Daher
ware fur weitere Untersuchgen die Analyse eines langen, aber strukturell einfachen Substrates

aufschlussreich.

In keiner der Versuchsreihen konnte eine vollstandige Hybridisierung der Nukleinsduren beobachtet
werden. Dies wurde u.a. auch schon fir das HIV-1 Nukleocapsid (Tsuchihashi und Brown, 1994) sowie
flir das ORF1-Protein des Maus LINE1-Retrotransposons (Martin und Bushman, 2001) beschrieben.
Dabei ist eine Komplexbindung der Proteine durchaus denkbar, wobei mehrere Proteine ein
Nukleinsduremolekil binden und somit abschirmen, sodass die Hybridisierung mit einem weiteren
Nukleinsdauremolekil erschwert wird. In teilweiser Verbleib der Nukleinsduren in den Taschen der PAA-
Gele bei sehr hohen nAvd-Konzentrationen wurde in der vorliegenden Arbeit beobachtet und kénnte
auf solch eine Komplexbildung hinweisen. Eine weitere Moglichkeit fir eine unvollstandige
Hybridisierung wére, dass ein Protein mehrere Nukleinsduren bindet, dhnlich wie es ebenfalls fir das
Nukleocapsid aus HIV-1 beobachtet werden konnte (Tsuchihashi und Brown, 1994). Beispielsweise
hybridisiert das StpA-Protein aus E. coli RNA nur durch gleichzeitiges Binden der beiden zu
hybridisierenden RNA-Molekiile an ein Protein (Mayer et al., 2007). Darlber hinaus ist es denkbar,
dass ein Gleichgewicht der Reaktion in einem bestimmten Verhaltnis benétigt wird. Beispielsweise
benétigen das HIV-1 Nukleocapsid fiir eine optimale Hybridisierung ein Sattigungslevel der Proteine

(Dib-hajj et al., 1993; Lapadat-Tapolsky et al., 1995).

Bei Strukturanalysen der bAvd wurde ein hoher Anteil an basischen Oberflichenaminosduren
entdeckt, was die hohe Affinitdt zu Nukleinsduren erklaren wiirde (Alayyoubi et al., 2013). Die
basischen Bestandteile des HIV-1 Nukleocapsid wurden direkt mit dessen Hybridisierungsaktivitat in
Zusammenhang gebracht (Stewart-Maynard et al., 2008; Tsuchihashi und Brown, 1994; Wu et al.,
2014). Auch das basische ORF1-Protein des Maus LINE-1 Retrotransposons katalysiert die
Hybridisierung von einzelstrangigen DNA-Molekilen. Durch diese Bindung und dem Formieren von

Multimeren (Kolosha und Martin, 1997) ist es moglich, dass die DNA-Molekile durch eine Protein-
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Protein-Interaktion zusammengebracht werden. Dabei neutralisiert das ORF1-Protein die negative
Ladung des Phosphatriickgrats, sodass es zu einer Abschirmung der Ladung kommt (Martin und
Bushman, 2001). Durch die hier durchgefiihrten Versuche konnte mit Hilfe des DNA-bindenden
Proteins BSA demonstriert werden, dass die beschriebene Hybridisierungsaktivitat jedoch keine
generelle Eigenschaft von DNA-bindenden Proteinen ist (3.2.3, sowie Abbildung 20, Abbildung 35-
Abbildung 38).

4.2.4 Die nAvd weist keine Strangaustauschaktivitat auf

Neben der Fahigkeit Nukleinsduren zu hybridisieren wurde zudem untersucht, ob die nAvd den
Austausch von Nukleinsduren katalysieren kann. Viele Nukleinsdurechaperone, wie das HIV-1
Nukleocapsid oder auch das ORF1-Protein aus dem Maus LINE-1 Retrotransposon, sind neben der
Hybridisierung von Nukleinsauren in der Lage Strangaustausche zu katalysieren (Martin und Bushman,
2001; Tsuchihashi und Brown, 1994). Ein aktiver Strangaustausch, wie ihn beispielsweise das RecA-
Protein wahrend der Rekombination ausfiihrt, ist ATP abhdngig (Cox et al., 2005; Lusetti und Cox,
2002). Da dies fir viele Nukleinsdurechaperone in vorherigen Studien ausgeschlossen werden konnte
(Lapadat-Tapolsky et al., 1995; Tsuchihashi und Brown, 1994), ist ein ATP-anhangiger Strangaustausch
auch fiir die nAvd fraglich. Die meisten Nukleinsdurechaperone hybridisieren den stabilsten
Doppelstrang, also den Doppelstrang mit der maximalen Anzahl an komplementaren Basenpaaren,
indem sie die perfekt hybridisierten Basenpaare erkennen und stabilisieren (Lapadat-Tapolsky et al.,
1995; Martin und Bushman, 2001; Tsuchihashi und Brown, 1994; Williams et al., 2001). Dartber hinaus
ist es auch denkbar, dass, im Falle von einem Doppelstrang, der aus zwei unterschiedlich langen
Strangen besteht, ein langer Einzelstrang an das freie Ende des instabilen Doppelstranges hybridisiert,

und der kiirzere Strang letztendlich ersetzt wird (Martin und Bushman, 2001).

Bei den hier durchgefiihrten Versuchen wurden zwei verschiedene Substrate unter verschiedenen
Bedingungen in Anlehnung an Tsuchihashi und Brown analysiert. Hierbei wurde in einem
Versuchsansatz untersucht, ob die nAvd die Destabilisierung eines instabileren Doppelstrangs
unterstitzt, indem sie die Bildung eines stabileren Doppelstrangs katalysiert. In einem zweiten
Versuchsansatz wurde untersucht, ob die nAvd einen stabilen Doppelstrang stabilisiert. Dazu wurden
unterschiedliche Inkubationszeiten, verschiedene nAvd-Konzentrationen und zwei verschiedene
Pufferbedingungen getestet. Jedoch konnte kein durch die nAvd katalysierter Strangaustausch
beobachtet werden. Eventuell konnten in diesen Versuchsreihen auch noch nicht die optimalen
Bedingungen fir die nAvd geschaffen werden, sodass durch Optimierungen ein Strangaustausch
nachgewiesen werden konnte. Die Fahigkeit der nAvd generell Strangaustausche zu katalysieren,
wirde vor allem im Mechanismus 4 der Retrotransposition von DGRs, der homologen Rekombination,
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Anwendung finden (Abbildung 33). Hier koénnte die nAvd den Austausch des Sense-Strangs
katalysieren. Flr den Fall, dass die nAvd tatsachlich nicht in der Lage sein sollte Strangaustausche zu
katalysieren, konnte dies die Mechanismen 1-3 unterstiitzen, da hier ein Strangaustausch in diesem

Sinne nicht notig ist.

Nimmt man die in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse zusammen, scheint die nAvd Doppelstrange zu
stabilisieren, unabhangig davon, wie stabil oder instabil diese sind. Diese Theorie wird auch von der
nicht nachweisbaren Helikaseaktivitdt unterstiitzt (Schillinger, 2013). Hierbei wurden Versuche
vergleichbar mit den hier beschriebenen Hybridisierungsversuchen durchgefiihrt, wobei eine dsDNA
in Chaperon-Reaktionspuffer inkubiert wurde (Schillinger, 2013). Hierbei konnte keine Auftrennung

der Doppelstrange in Einzelstrange durch die nAvd beobachtet werden.

4.2.5 Die nAvd ist selbst thermostabil und stabilisiert Nukleinsiuren unter
Hitzestress

Viele Nukleinsdurechaperone beeinflussen die Stabilitdit von Nukleinsduren. Wahrend die
Nukleocapside aus HIV-1, M-MLV und Rous sarcoma Virus (RSV) Nukleinsduren unter Hitzestress
destabilisieren (Cruceanu et al., 2006; Stewart-Maynard et al., 2008; Tsuchihashi und Brown, 1994), ist
das ORF1 Protein des Maus LINE1 Retrotransposons in der Lage perfekte Doppelstriange zu stabilisieren
und Doppelstrange mit Fehlpaarungen zu destabilisieren (Martin und Bushman, 2001). Auch die nAvd
nimmt Einfluss auf die Stabilitdit von doppelstrangigen Nukleinsduren, indem sie diese unter
Hitzestress stabilisiert. Da Proteine im nativen Zustand aber auch denaturiert durch
Ladungsabschirmung zur Stabilitdit von Nukleinsduren beitragen konnen, wurde dies in
weiterfihrenden Versuchen untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die nAvd unter
Hitzestress auch selbst aktiv ist und anschlieBend in der Lage ist Nukleinsduren zu hybridisieren. Nostoc
sp. PCC 7120 ist ein mesophiles Bakterium, welches bevorzugt zwischen 20-45 °C wéchst (Cimdins et
al., 2014). Auch wenn es durchaus in extremeren Habitaten aufgefunden werden kann, ist eine solche
Stabilitdt der nAvd bei Temperaturen bis zu 95 °C duBerst bemerkenswert. Die Stabilitdt eines Proteins
hiangt von einer Kombination aus verschiedenen Faktoren ab, wie der Anzahl der
Wasserstoffbriickenbindungen und lonenbricken, einem effizienten core packing, der
Oligomerisierung, den hydrophoben Resten, der GroRe und der Struktur (Chakravarty und
Varadarajan, 2000; Razvi und Scholtz, 2006; Sterner und Liebl, 2001). Die bAvd wurde als pentamere
Fassstruktur, die aus Vier-Helix-Monomeren besteht und eine sanduhrférmige Pore im Zentrum
aufweist, beschrieben (Alayyoubi et al., 2013). Auch die nAvd konnte als tertidre oder pentamere

Fassstruktur mit zentraler Pore identifiziert werden (Schillinger, 2013). Es ist denkbar, dass diese
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kompakte Struktur zur Stabilitat der Avd beitragt. Zudem besteht mehr als die Halfte der bAvd-
Proteinoberflache aus hydrophoben Resten (Alayyoubi et al., 2013), welche ebenfalls malRgeblich an
der Proteinfaltung und Struktur beteiligt sind und ebenfalls zur Stabilitdt eines Proteins beitragen
(Tanford, 1997). Die einzelnen Monomere sind darlber hinaus durch Wasserstoff- und Salzbriicken
miteinander verbunden, auch wenn diese, verglichen mit den hydrophoben Resten, weniger wichtig
fiir die Struktur zu sein scheinen (Alayyoubi et al., 2013). Zwar handelt es sich bei der nAvd nicht um
die gleichen hydrophoben Reste wie bei der bAvd, jedoch wurden hydrophobe Aminosauren durch
andere hydrophobe Aminosduren ersetzt (Schillinger, 2013). Die GréRe eines Proteins scheint sich
ebenfalls auf dessen Stabilitdat auszuwirken, da hitzebestdandige Proteine im Schnitt kleiner sind als
mesophile (Chakravarty und Varadarajan, 2000; Thompsen und Eisenberg, 1999). Da die nAvd mit 14,5
kDa zu den kleineren Proteinen zahlt, tragt dies vermutlich zu deren Stabilitdt bei. Somit ist fir die
enorme Stabilitdit der nAvd offenbar auch die Kombination verschiedener Eigenschaften

verantwortlich.

Durch die hohe Stabilitdit der nAvd unter Hitzestress ist sie in der Lage wahrenddessen und im
Anschluss an die Stresssituation Nukleinsduren zu hybridisieren; sie verliert ihre
Hybridisierungsaktivitat somit nicht. Ferner stabilisiert die nAvd doppelstrangige DNA-Molekile unter
Hitzestress. Daher ist fiir die oben beschriebene Hilfsfunktion (4.2.2) die Stabilisierung der einzelnen
Nukleinsdurezwischenstufen denkbar. Da bisher nur die Stabilisierung doppelstrangiger DNA-Molekiile
untersucht wurde, sind weiterflihrende Analysen von beispielsweise RNA/DNA-Hybriden oder auch
gapped dsDNA-Molekilen von groRem Interesse, da diese Formen in den potentiellen Mechanismen
der Retrotransposition von DGRs vorkommen kdnnen und eine Stabilisierung durch die nAvd durchaus

moglich ware.

4.2.6 Zusammenfassung der Ergebnisse des akzessorischen Proteins Alr3496 aus

Nostoc sp. PCC7120

Nukleinsdurechaperone konnen verschiedene Funktionen, wie das Hybridisieren, Stabilisieren,
Destabilisieren oder Austauschen von Nukleinsduren, aufweisen. Im Falle der nAvd konnten in
verschiedenen Studien, wie auch in dieser Arbeit, einige dieser Aktivitaten nachgewiesen und genauer
beschrieben werden. Die nAvd bindet ssDNA und RNA/DNA-Hybride hochst effizient; dsDNA und
ssRNA Molekile werden weniger effizient gebunden. Verglichen mit anderen Proteinen weist die nAvd
generell eine effiziente Bindung an Nukleinsduren auf. Eigentlich wirken Proteine, die eine starkere
Bindung an ssDNA als dsDNA-Molekiile haben Nukleinsdure-destabilisierend (Stewart-Maynard et al.,

2008; Williams et al., 2001). Bei der nAvd verhilt es sich jedoch gegensatzlich, denn zwar bindet sie
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ssDNA-Molekiile hochst effizient, dennoch stabilisiert sie ebenfalls dsDNA-Molekile bei Hitzestress.
Hitzebestandigkeit ist ein sehr niitzliches Werkzeug und in der Biotechnologie von hohem Interesse,
bedenkt man beispielsweise eine der wichtigsten Methoden heutzutage: die PCR. Daher hat die nAvd,
und auch der Organismus Nostoc sp. PCC 7120, das Potential als Werkzeug in der Biotechnologie oder

als Modellorganismus in der Grundlagenforschung Verwendung zu finden.

Die hier gewonnen Ergebnisse der diversen Versuche lassen auf eine Nukleinsdurepraferenzen der
nAvd schlieRen, da verschiedene Nukleinsduren mit unterschiedlicher Effizienz gebunden und
hybridisiert werden (4.2.2 und 4.2.3). Moglicherweise katalysiert die nAvd die Hybridisierung von TR-
RNA und VR-DNA im mutagenic Homing Prozess. Neben dieser Funktion ware es auch denkbar, dass
das Hybridisieren als Korrekturmechanismus fehlerhaft gefalteter DNA oder RNA Molekiile fungiert
(Tsuchihashi und Brown, 1994). In dieser Arbeit konnte kein Hinweis auf einen vollstdndigen
Strangaustausch gefunden werden. Diese Tatsache unterstitzt die potentiellen Mechanismen 1-3
nach Medhekar und Miller (2007), da bei den TPRT-ahnlichen Mechanismen mit Replikation (1), oder

bei einem Einzelstrang-(2) oder Doppelstrangbruch (3) kein vollstandiger Strangaustausch nétig wére.

Die verschiedenen Ergebnisse der nAvd als Nukleinsdurechaperon legen diverse Hilfsfunktionen nahe,
wie beispielweise als Lotse, um die TR-RNA und die VR in rdumliche Nahe zu bringen. Ebenfalls ware
es denkbar, dass die nAvd die RT und den Templat-Primer-Komplex zusammen lotst, um dadurch die
cDNA-Synthese zu unterstiitzen. Darliber hinaus ist eine stabilisierende Funktion der verschiedenen
Nukleinsdurezwischenstufen durch die nAvd denkbar. Diese Theorie wird vor allem durch die
beobachtete Hybridisierungsaktivitat und die Stabilisierung von Nukleinsdauren unter Hitzestress wie
auch der nicht nachweisebaren Strangaustausch- und Helikaseaktivitat (Schillinger, 2013) unterstitzt.
Insgesamt unterstreichen die hier gewonnenen Ergebnisse mit der Rolle der nAvd als vielseitiges

Nukleinsdurechaperon die Wichtigkeit der akzessorischen Proteine fiir die Retrotransposition.

4.3 Interaktion zwischen RT und Avd

Alayyoubi und Kollegen konnten mittels Deletionsanalysen zeigen, dass ein Zusammenspiel von bAvd
und bRT wichtig flir den Homing Prozess ist. Vor allem zwei Aminosaurereste an der Oberflache der
bAvd, welche auch fir ihre Aktivitdt entscheidend sind, scheinen eine essentielle Rolle bei der
Interaktion mit der bRT zu spielen. Darliber hinaus ist eine willkirliche Interaktion sehr
unwahrscheinlich, da sowohl die bRT als auch die bAvd positiv geladen sind, sodass es sich vermutlich
um eine gerichtete Interaktion handelt. Bei einer solchen Interaktion ist eine Beeinflussung der bRT-

Aktivitat durch die bAvd denkbar. Jedoch zeigten entsprechende Versuche, dass die bAvd die Aktivitat
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der bRT nicht erhohte, sondern sogar geringfligig verminderte. Dies wird moglicherweise durch ein
Konkurrieren der bAvd und bRT um Templat und Primer verursacht (Alayyoubi et al., 2013). In der
vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls entsprechende Versuche durchgefiihrt, deren Ergebnisse auch
keine Steigerung der nRT-Aktivitat durch die nAvd zeigten. Teilweise wurde auch eine Verminderung
der nRT-Aktivitdat beobachtet, was sich mit den Ergebnissen von Alayyoubi und Kollegen deckt.
Moglicherweise kann durch eine Optimierung des molaren Verhaltnisses zwischen nAvd und nRT die
Verminderung der nRT-Aktivitdt vermieden und gegebenenfalls eine Steigerung der nRT-Aktivitat
beobachtet werden. Eine weitere Interaktionsmoglichkeit konnte sein, dass die bAvd als Bindeglied
zwischen bRT und der Nukleinsdure dient und somit die diversen Schritte des Retrohomings
koordiniert; angefangen von der reversen Transkription bis hin zur Inkorporation der mutagenisierten
cDNA in die VR (Alayyoubi et al., 2013). Diese These unterstiitzt die hier aufgestellte Theorie, dass die
nAvd mit der Funktion als Lotse raumliche Nahe zwischen nRT und dem Templat-Primer-Komplex
schafft. Eventuell fehlen in in vitro-Versuchen wichtige Faktoren, die in einem komplexeren in vivo-
System fir eine Lotsenfunktion und Zusammenfiihrung vorhanden sind, sodass hier eine Interaktion

und Erhéhung der nRT-Aktivitat durch die nAvd durchaus moglich ware.

Die hohe Hitzestabilitat der nAvd stellt einen enormen Gegensatz zu der Instabilitdt der nRT da.
Vermutlich ist die nRT in vivo ebenfalls deutlicher stabiler. In vitro konnten jedoch keine optimalen

Bedingungen geschaffen werden.

4.4 Biologische Funktionen des Nostoc sp. PCC 7120 DGR-Systems

Mit den hier gewonnen Ergebnissen stellt sich die Frage nach der biologischen Funktion des DGR-
Systems aus Nostoc sp PCC 7120. AuRer der konkreten Funktion des DGR-Systems aus dem Bordetella-
Phagen konnten DGR-Systeme bis dato nur sehr abstrakt beschrieben werden. Genetische
Anderungen gehen mit Anpassungen einher, sodass die Hypermutation von exakt definierten
Zielgenen der Anpassung an schnell auftretende Anderungen in der Umwelt oder des Wirtsorganismus
dient. Inwiefern nimmt nun das DGR-System aus Nostoc sp. PCC 7120 auf seinen Wirt und dessen
Anpassungsfahigkeit Einfluss? Cyanobakterien sind regelmalRig diversen Stressfaktoren wie
Temperaturschwankungen und Hitzestress, Veranderungen der Osmolaritdt, Nahrstoffversorgung,
pH-Wertes oder Lichtintensitat ausgesetzt (Cimdins et al., 2014). Obwohl die meisten Cyanobakterien,
wie auch Nostoc sp. PCC 7120, mesophile Temperaturen bevorzugen, kénnen sie auch in extremen
Habitaten aufgefunden werden, wodurch eine Anpassung an Hitzestress notwendig wird.
Moglicherweise tragt das DGR-System aus Nostoc sp. PCC 7120 dazu bei, denn vor allem die hier
gewonnen Ergebnisse der Stabilitdtsversuche der nAvd deuten auf eine solche Anpassung hin.
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Die Hypermutation von DGR wurde in friheren Studien mit dem Jager-Beute-Modell verglichen.
Hierbei binden Proteine bestimmte Zielrezeptoren und fungieren als Jager oder werden selbst
gebunden und dienen als Beute. Dabei missen sich Jager diversifizieren, um neue Ziele zu binden,
wahrend Beuteproteine sich diversifizieren miissen, um nicht gebunden zu werden (McMahon et al.,
2005; Schillinger und Zingler, 2012). Fiir das Zielgen aus dem Nostoc sp. PCC 7120 DGR ware die Rolle
als Beute denkbar, da es sich diversifiziert, um nicht selbst von Cyanophagen befallen zu werden. Im
Falle von Trichodesmium wird ebenfalls vermutet, dass die Hypermutation der Zielgene eine
Fluchtstrategie vor Bakteriophagen ist, indem multiple Oberflaichenmolekiile diversifiziert werden
(Pfreundt et al., 2014) und auch das marine Cyanobacterium Prochlorococcus nutzt Genmutationen als
Fluchtstrategien (Avrani et al., 2011). Weitere Analysen des Zielgenes aus Nostoc sp. PCC 7120 kdnnten
Aufschluss Uber diese Fluchttheorie geben. Hierbei waren spezielle Versuche, vergleichbar mit den
Analysen der Oberflichenproteine von Bordetella, von Interesse, um eine Anderung der
Oberflachenproteine von Nostoc sp. PCC 7120 zu untersuchen. Dazu kénnten die Oberflachenproteine
von Nostoc sp. PCC 7120 in der Anwesenheit der Cyanophage N-1, welche den Genus Nostoc befillt,
beobachtet und nach maoglichen resistenten Mutanten selektiert werden. Darliber hinaus ware fir die
Gattung Nostoc natirlich auch die Anpassung an neue Symbiosepartner (Rasmussen und Svenning,
1998) von grolRem Nutzen und daher eine Mdéglichkeit die bedacht werden muss, denn Nostoc verfiigt

Uber die Fahigkeit neue Symbiosen einzugehen.

Die Analyse diverser Zielgene aus verschiedenen DGR-Systemen ist erforderlich, um weitere
Wirkungsmechanismen von DGRs in der Natur zu verstehen. Es wird keine universelle Funktion fir die
verschiedenen Zielproteine geben, sodass neben den bis dato beschriebenen Oberflachenproteine des
Bordetella Phagen und Legionella pneumophila (Arambula et al., 2013; Liu et al., 2002) auch andere
Proteinklassen diversifiziert werden konnten. Zukiinftig werden mit der Entdeckung von DGRs in
weiteren Organismen andere Funktionen analysiert und somit ein detailliertes Bild von DGRs und

deren Bedeutung wiedergeben werden.

4.5 Abschlief3ender Kommentar

Mit dem ersten Hinweis auf eine nRT-Aktivitdt und der detaillierten Charakterisierung der nAvd
wurden wichtige Fortschritte in der Analyse und dem Verstandnis von DGRs erzielt. Neben dem DGR
aus dem Bordetella-Phagen war es noch nicht moéglich, DGR-Systeme in anderen Organismen im Detail
zu untersuchen. Der Nachweis der nRT-Aktivitat bringt hierbei einen bedeutenden Erfolg, auch wenn
in den hier durchgefiihrten Versuchen keine Hypermutation durch die nRT nachgewiesen werden
konnte. Moglicherweise ging durch den fehlenden Selektionsdruck bei der Lagerung von Nostoc sp.
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Diskussion

PCC 7120 in Kultur die Hypermutationskompetenz der nRT verloren. Auch die Charakterisierung der
nAvd als Nukleinsaurechaperon mit diversen Funktionen tragt zum Verstandnis des DGR-Systems bei,
wobei die nAvd eine mogliche Funktion als Lotse durch die Bindung verschiedener Nukleinsdauren
erfillt. Ferner konnte die Hybridisierung verschiedener Nukleinsduren durch die nAvd gezeigt werden.
Ebenso konnte eine auBergewdhnliche Hitzestabilitdit der nAvd selbst, sowie deren Fahigkeit
Nukleinsduren unter Hitzestress zu stabilisieren, beobachtet werden. Mit diesen Ergebnissen konnte
nachgewiesen werden, dass es sich bei dem DGR des Bordetella-Phagen nicht um einen Einzelfall
handelt, sondern womadglich generelle Bedeutung fiir eine Vielzahl der DGR-Systeme hat. In naher
Zukunft werden weitere DGR-Systeme untersucht und dabei der DGR-Mechanismus detaillierter
offengelegt. Auch die beiden DGR-Systeme des Bordetella-Phagen und aus Nostoc sp. PCC 7120
verdienen als Modellorganismen weiter detaillierte Analysen. Zudem ist die Anwendungsmaglichkeit
in der Biotechnologie nicht nur wegen der einzigartigen Funktion ein definiertes Gen zu

hypermutieren, sondern auch wegen der erstaunlich hohen Hitzestabilitat der nAvd groR.
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I1. Zu den Versuchen der reversen Transkriptase

ILI Vergleich der RT-Wildtypsequenzen aus Nostoc sp. PCC 7120 sowie dem
Bordetella-Phagen mit den Mutanten D135Q (pKH3) bzw. D138Q (pKH4).

Die mutierten Basen sind in rot dargestellt.

Nostoc sp. PCC 7120 RT

Wildtypsequenz
ACCCATTCCGCGCGTAACTCCCCGTACGTTCTGCAATGCGATATCCGTAAGTACTTCCCATCAATTGACCACA
ACCCATTCCGCGCGTAACTCCCCGTACGTTCTGCAATGCCAGATCCGTAAGTACTTCCCATCAATTGACCACA

D135Q (pKH3)

Bordetella Phagen RT

Wildtypsequenz
GCGCCGTACGCGTGCGACTCACTTCCTGAAAAGCGACTTTTCCAAGTTCTTTCCGTCGATTGATCGCGCGGC
GCGCCGTACGCGTGCGACTCACTTCCTGAAAAGCCAGTTTTCCAAGTTCTTTCCGTCGATTGATCGCGCGGC

D138Q (pKH4)
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ILII Expressionsvergleich der nRT in verschiedenen Zellen

In Abbildung 34 ist die Uberexpression der Nostoc sp. PCC 7120 RT (pKH3) in verschiedenen

kompetenten E. coli Zellen.

Nostoc sp. PCC 7120 RT
His-Tag (N)
T7 express Rosetta 2 BL21
kDa VI NI LO P VI NI LO P VI NI LO LP

70

Abbildung 34: Vergleich der Expression der Nostoc sp. PCC 7120 RT von pKH3 in verschiedenen Zellen. . Die Uberexpression
wurde durch die Zugabe von 100 uM IPGT induziert. Nach der Expression tiber Nacht bei 16 °C und 200 rpm folgten Zellernte,
Zelllyse und Zentrifugation. Die Teilproben vor der Induktion (VI), nach der Induktion (NI), des Uberstandes und des Pellets
nach der Zelllyse (LU und LP) wurden mittels 12 %iger SDS-PAGE aufgetrennt und die darin enthaltenen Proteine mit
Coomassie Brilliant-Blau angefdrbt. Die Expression von dem Konstrukt pKH3 nRT mit 6x His-Tag am N-Terminus (pKH3)
erfolgte in verschiedenen kompetenten E. coli Zellen: T7 express, Rosetta Il (DE3) und BL21 (DE3). Als Laufkontrolle wurden
Proteinmarker (M, PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific) verwendet. Die dunkelroten Rechtecke
markieren die exprimierten reversen Transkriptasen. Die blauen Linien verdeutlichen, welche Proben von einem Typ
kompetenter Zellen stammen.

ILIII Dialysepuffer

In Tabelle 18 sind die Zusammensetzungen der verschiedenen getesteten Dialysepuffer zur

Stabilisierung der nRTs aufgelistet.

151



Anhang

Tabelle 18: Getestete Dialysepuffer zur Stabilisierung der Nostoc sp. PCC 7120 RT

Dialysepuffer Zusammensetzung

DP1 40 mM Tris-HCl, pH 8,0/ 10 mM MgCl,/ 2 mM DTT/ 50 % Glycerol

DP2 40 mM Tris-HCl, pH 8,0 / 50 mM NaCl/ 4 mM DTT/ 50 % Glycerol

DP3 50 mM Tris-HCI, pH 8,0/ 150 mM NaCl/ 2 mM DTT / 50 % Glycerol

DP4 40 mM Tris-HCI, pH 8,0/ 50 mM NaCl/ 10 mM MgCl,/ 2 mM DTT/ 50 % Glycerol
DP5 40 mM Tris-HCI, pH 8,0/ 50 mM NaCl/ 20 mM MgCl,/ 2 mM DTT/ 50 % Glycerol
DP6 40 mM Tris-HCl, pH 8,0/ 20 mM NaCl/ 10 mM MgCI2/ 2 mM DTT/ 50 % Glycerol
DP7 150 mM NaH2P0O4/ 20 mM NaCl/ 10 mM MgCI2/ 2 mM DTT/ 50 % Glycerol
DP8 150 mM NaH2P0O4/ 10 mM NaCl/ 10 mM MgCI2/ 2 mM DTT/ 50 % Glycerol

ILIV Sequenzen von pKH2 und pNZ004 zur Herstellung der RNA-Matrizen der RT-
Assays

Griin markiert die Basen des T7 Promotors, blau markiert die Hind/ll Schnittstelle und Schwarz markiert
die TR-Sequenz aus Nostoc sp. PCC 7120 (pKH2) bzw. die 3 UTR aus dem eukaryotischen

Retrotransposon Unal2 (Anguilla japonica, pNZ004).
- pKH2:

TAATACGACTCACTATAGGTATTTACTTCCCTCCATTTTAGGAGAAAGTAGAGAAGGGGTAGGCGAACCCGACTG
CGGGGCGGCTCCTGGAACAACAATCCTGAAAACTGCCGTTCCGCGTCCCGCAACAACAACAATAGGGCGGAGCGC
GACAACATCAACAACAATATTGGTTTTCGTGTTGTCTGCGCGTTCGGGAGTACTCTTCACCGCGAGAGTCGGCAG
GTGGGAATCTGTCGAGAGTGCAACTGAAGAGTCCAGCCTACACCTGTGATGTCGGTGACGATATCCAAATATAAA
ACCGGGTTGCGTAGCTTGGTAGGCGAAAGCCGAACAGTTGCTCAACCCTACAAAGCTT

- pNZ004:

TAATACGACTCACTATAGGATTAACCACCACCATTCTGTATATTTCACTCTTTAATTTAAAAAAAAAACAAAAAA
AAAAAAAAAAACCCCCCCCCCCTTTTTCATGTCACTTGTATTTGTCTTTGTCCTAATACTGTAGCTTACTCTTCT
GCCTAGTTGGCTTTGCACAGGTTAGGTTAGAATAGTGTTCACTGTGTGAACTGTGTTCTTAGCTAGAAATAGCTG
TACAAAATAAGTATTATACCTTTCTGAACTTGTGTTCAGCAGATGCCTACGACCATGATATGCACTTTTGTACGT
CGCTTTGGATAAAAGCGTCTGCGAAATAAATGTAATGTAATGTAAGCTT
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II. Zuden Versuchen des akzessorischen Proteins

I1LI Ubersicht iiber Eigenschaften der Oligosubstrate

In Tabelle 19 sind die Sequenzen sowie GC-Gehalt, Lange und Verwendung der Oligosubstrate flr die

Bindungs- sowie Hybridisierungsstudien der nAvd dargestellt.
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Tabelle 19: Oligosubstrate fiir nAvd Hybridiersierungs-, Strangaustausch- und Bindungsversuche

Bezeichnung  Sequenz Verwendung

U117 CGCGGATCCTTAAATTGATTACATGAAATTTATATAACAGAATT Kontextfremd, AT-reich (73 %), 44 bp zur Analyse der
Strangaustauschaktivitat von nAvd; komplementdr zu NZ116,
4 bp kiirzer

NZ50 GTCGARACCRAGACAGCATTCTTAGTAGCCCATGGGTRAGCGGACCTGGEC Kontextfremd, GC-reich (56 %), 48 bp zur Analyse der
Hybridisierungsfahigkeit von nAvd

NZ51 GCCAGGTCCGCTACCCATGGGCTACTAARGRATGCTCTCTGGTTTCGAC Kontextfremd, GC-reich (56 %), 48bp zur Analyse der
Hybridisierungsféhigkeit von nAvd; komplementar zu NZS0

NZ116 GCGGAATTCTGTTATATRAAATTTCATGTARTCAATTTAAGGATCCGCG Kontextfremd, AT-reich (67 %), 48 bp Verwendung in
Bindestudien & zur Analyse der Hybridisierungsfahigkeit von
nAvd

NZ117 CGCGGATCCTTARATTGATTACATGARATTTATATARCRGARTTCCGC Kontextfremd, AT-reich (67 %), 48 bp Verwendung in
Bindestudien & zur Analyse der Hybridisierungsfihigkeit von
nAvd; komplementdr zu NZ116

PM129 CCTTTGTACTTGTTCTTTTITACTTTTICTGTCGCCTTATGGCGACTCGRATTTTTCACCRARARTATG AT-reich (66 %), 74 bp, Verwendung in Bindungsstudien,

RAGATTA hildet Strukturen beim Hybridisieren mit PM130 bzw. PM134
PM130 TAATCTTCATATTTTGGTGAAAAATTCGARGARAAGTARRARAGAACARGTACRAAGG AT-reich (74 %), 58 bp, Verwendung in Bindungsstudien,

bildet Haarnadelstruktur mit PM129 aus
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PM134

1575

1576

1577

TS81

Ts83

TAATCTTCATATTTTGGTGARARAATTCGACAGCGGATARCCGCTGAGARAAGTAAAARRAGARCAAGT
ACARAGG
AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGCGCGACAACATCAACAACAATATTGGTTTTCGTGTTGICT
GCGCGTTCGGGAGTACTCTTCACCA
AGCTTGGTGRAGAGTACTCCCGRAACGCGCAGACARACACGAARAACCAATATTGTTGTTGATGTTGTICG
CGCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAG

TGRAAGAGTACTCCCGAACGCGCAGACAACACGAARACCAR

ARRAAGTACRCAGTCTAACATCRAACTCGC

GCGAGTTGATGTTAGACTGTGTACTTTTT

GCGAGTTGATGTTAGACTGTGTACT

AT-reich (66 %), 74 bp, Verwendung in Bindungsstudien,
bildet Kreuzstruktur mit PM129 aus

DNA-Sequenz der pLM1 RNA, 92 bp, AT-reich (55 %) zur
Analyse der Hybridisierungsfahigkeit von nAvd
Komplementdr zu pLM1-RNA und TS75, 92 bp, AT-reich (55
%) zur Analyse der Hybridisierungsfahigkeit von nAvd
Vollsténdig komplementdres Antisense-Oligo fiir Nostoc sp.
PCC 7120-IMH, GC-Gehalt 50 %, 40 bp, komplementdr zu
pLM1-RNA, Verwendung in Bindestudien

Kontextfremd, AT-reich (62 %), 29 bp zur Analyse der
Hybridisierungsfahigkeit von nAvd

Kontextfremd, AT-reich (62 %), 29 bp zur Analyse der
Hybridisierungsfahigkeit von nAvd, komplementar zu TS81
Kontextfremd, AT-reich (73 %), 25 bp zur Analyse der
Strangaustauschaktivitit von nAvd, komplementar zu TS81, 4

bp kiirzer
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IILII Bindungsstudien der nAvd

Anhang

Tabelle 20: Vergleich der Ergebnisse aller durchgefiihrten FBAs. Dargestellt sind die Kd-Werte der verschiedenen Substraten
getestet von Dr. Thomas Schillinger (schwarz), Christine Pakebusch (blau) und aus dieser Arbeit (lila). Zudem sind die
Inkubationstemperaturen sowie Lange und GC-Gehalt der Substrate aufgefihrt.

Substrat Inkubations- Kd-Werte [nM] Lange GC-
temperatur Gehalt

ssDNA (kontextfremd) RT 40-50 48 bp 33%
RNA/DNA-Hybrid (TR, missmatch) 0°C 100 40 bp 50%
RNA/DNA-Hybrid (TR perfect match) RT <80 40 bp 50%
RNA/DNA-Hybrid (TR, perfect match) 0°C 100-200 40 bp 50%
dsDNA (Haarnadelstruktur) RT 110-120 74 bp 30 %
dsDNA (Haarnadelstruktur) RT 100-200 74 bp 30 %
dsDNA (Kreuzstruktur) RT 80 74 bp 34%
dsDNA (Kreuzstruktur) RT 100-200 74 bp 34%
dsDNA (kontextfremd) RT 300-400 48 bp 33%
dsDNA (kontextfremd) RT <200 48 bp 33%
TR-RNA RT 300-400 = =
RNA (kontextfremd) RT 300 - -
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IILIII Hybridisierungsversuche der nAvd

Die folgenden Abbildungen zeigen beispielhafte Hybridisierungsassays der nAvd mit verschiedenen

Substraten.

Standard nAvd BSA BSA -
ss ds24nM 3,3 uM
——ee

ds NZ50* /NZ51
d o -
L SEGcscccnnnnanan

Abbildung 35: Hybridisierungsassay mit NZ50* und NZ51. Die Auftrennung erfolgte Giber 12 %ige native PAGE. Die radioaktiv
markierten Banden ([y-32P]-ATP) wurden anschlieBend mittels Phosphorimaging und dem Cyclone System (GE Healthcare)
visualisiert. Durch das lila Dreieck werden die aufsteigenden nAvd-Konzentrationen dargestellt: 24 nM, 74 nM, 222 nM, 444
nM, 666 nM, 999 nM, 1,3 uM, 1,6 uM, 2 uM, 2,3 uM, 2,6 uM, 3 uM, 3,3 uM. Zur Kontrolle wurde das DNA-bindende Bovine
Serum Albumin (BSA) (2 uM und 3,3 uM) und kein Protein (Negativkontrolle -) anstelle der nAvd in die Reaktion eingesetzt.
Die Einzelstréange befanden sich im Verhaltnis 1:2 (1,8 nM*:3,6 nM) in den Ansatzen. Die Reaktion wurde durch Zugabe der
nAvd oder der Kontrollen gestartet und nach einer 2 mindtigen Inkubation bei den 37 °C durch Zugabe von kaltem Stopp-
Reagenz abgestoppt. Es ist eine nAvd abhangige Zunahme des Doppelstranganteils zu erkennen. In den Negativkontrollen
liegt der Hauptteil der DNA einzelstrangig vor.

Standard BSABSA -

ss ds 24nMm nAvd 3.3 FM

ds TS81*/TS82
-
W e o - - - - - -
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Abbildung 36: Hybridisierungsassay mit TS81* und TS82. Die Auftrennung erfolgte liber 12 %ige native PAGE. Die radioaktiv
markierten Banden ([y-32P]-ATP) wurden anschlieBend mittels Phosphorimaging und dem Cyclone System (GE Healthcare)
visualisiert. Durch das lila Dreieck werden die aufsteigenden nAvd-Konzentrationen dargestellt: 24 nM, 74 nM, 222 nM, 444
nM, 666 nM, 999 nM, 1,3 uM, 1,6 uM, 2 uM, 2,3 uM, 2,6 uM, 3 uM, 3,3 uM. Zur Kontrolle wurde das DNA-bindende Bovine
Serum Albumin (BSA) (2 uM und 3,3 uM) und kein Protein (Negativkontrolle -) anstelle der nAvd in die Reaktion eingesetzt.
Die Einzelstréange befanden sich im Verhaltnis 1:2 (1,8 nM*:3,6 nM) in den Ansatzen. Die Reaktion wurde durch Zugabe der
nAvd oder der Kontrollen gestartet und nach einer 2 minitigen Inkubation bei den 37 °C durch Zugabe von kaltem Stopp-
Reagenz abgestoppt. Es ist eine nAvd abhdngige Zunahme des Doppelstranganteils zu erkennen. In den Negativkontrollen
liegt der Hauptteil der DNA einzelstrangig vor.
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Standard nAvd BSA BSA -
ss ds 24 nM 3,3 uM
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Abbildung 37: Hybridisierungsassay mit TS75* und TS76. Die Auftrennung erfolgte liber 12 %ige native PAGE. Die radioaktiv
markierten Banden ([y-32P]-ATP) wurden anschlieRend mittels Phosphorimaging und dem Cyclone System (GE Healthcare)
visualisiert. Durch das lila Dreieck werden die aufsteigenden nAvd-Konzentrationen dargestellt: 24 nM, 74 nM, 222 nM, 444
nM, 666 nM, 999 nM, 1,3 uM, 1,6 uM, 2 uM, 2,3 uM, 2,6 uM, 3 uM, 3,3 uM. Zur Kontrolle wurde das DNA-bindende Bovine
Serum Albumin (BSA) (2 uM und 3,3 uM) und kein Protein (Negativkontrolle -) anstelle der nAvd in die Reaktion eingesetzt.
Die Einzelstréange befanden sich im Verhaltnis 1:2 (1,8 nM*:3,6 nM) in den Ansatzen. Die Reaktion wurde durch Zugabe der
nAvd oder der Kontrollen gestartet und nach einer 2 minitigen Inkubation bei den 37 °C durch Zugabe von kaltem Stopp-
Reagenz abgestoppt. Es ist eine nAvd abhdngige Zunahme des Doppelstranganteils zu erkennen. In den Negativkontrollen
liegt der Hauptteil der DNA einzelstrangig vor.

Standard nAvd BSA BSA -
ss ds 24 nM 3,3 uM
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Abbildung 38: Hybridisierungsassay mit pLM1-RNA und TS76%*. Die Auftrennung erfolgte Uber 12 %ige native PAGE. Die
radioaktiv markierten Banden ([y-32P]-ATP) wurden anschlieBend mittels Phosphorimaging und dem Cyclone System (GE
Healthcare) visualisiert. Durch das lila Dreieck werden die aufsteigenden nAvd-Konzentrationen dargestellt: 24 nM, 74 nM,
222 nM, 444 nM, 666 nM, 999 nM, 1,3 uM, 1,6 uM, 2 uM, 2,3 uM, 2,6 uM, 3 uM, 3,3 uM. Zur Kontrolle wurde das DNA-
bindende Bovine Serum Albumin (BSA) (2 uM und 3,3 puM) und kein Protein (Negativkontrolle -) anstelle der nAvd in die
Reaktion eingesetzt. Die Einzelstrange befanden sich im Verhaltnis 1:2 (1,8 nM*:3,6 nM) in den Ansatzen. Die Reaktion wurde
durch Zugabe der nAvd oder der Kontrollen gestartet und nach einer 2 minitigen Inkubation bei den 37 °C durch Zugabe von
kaltem Stopp-Reagenz abgestoppt. Es ist eine nAvd abhangige Zunahme des Doppelstranganteils zu erkennen. In den
Negativkontrollen liegt der Hauptteil der DNA einzelstrangig vor.
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