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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Primasen sind essentielle Komponenten der DNA-Replikation. Primasen
initiieren zusammen mit anderen Replikationsenzymen den Prozess der DNA-
Replikation (Verdoppelung der DNA) (1, 2). Vor der Zellteilung muss die DNA
repliziert werden, damit die Tochterzelle die vollstindige genetische Information erhilt.
Die Grundlage zum Verstindnis der DNA-Replikation schufen James Watson und
Francis Crick, als sie 1953 das Raumstrukturmodell der DNA-Doppelhelix vorstellten
(3). Die DNA-Doppelhelix besteht aus zwei komplementiren DNA-Einzelstrangen mit
antiparalleler Orientierung, In der DNA-Doppelhelix liegen sich die komplementéren
Basen Adenin und Thymin oder Guanin und Cytosin gegeniiber und bilden {tiber
Wasserstoffbriicken Basenpaare aus, so dass sich aus der Basensequenz eines DNA-
Einzelstranges die komplementire Basensequenz des anderen DNA-Einzelstranstranges
ergibt. Watson and Crick folgerten, dass beide parentalen DNA-Einzelstréinge jeweils
als Matrize zur Neusynthese eines doppelstrangigen DNA-Tochtermolekiils dienen. Der
Mechanismus der semikonservativen DNA-Verdoppelung (4) ist universell giiltig fiir
alle Organismen (5), also auch fiir Viren und Plasmide (6). Das zentrale Enzym der
DNA-Replikation ist die DNA-Polymerase (7), da sie am parentalen Matrizen-DNA-
Einzelstrang den Tochter DNA-Doppelstrang synthetisiert (Abbildung 1.1). DNA-
Polymerasen addieren 2'-Desoxynukleosid-5'-Triphosphate (dINTP) unter Abspaltung
von Pyrophoshat (PPi) in 5°->3 Richtung komplementir an den parentalen Matrizen-

DNA-Einzelstrang, der in 3’->5" Richtung abgelesen wird (8).

DNA-Polymerase

5 4 ri/nﬁse rri ¥
3,J,lJ,lJ,lJ}g ;

Primer
PPi dNTPs PPi (d)NTPs

Abbildung 1.1: Initiation der DNA-Replikation durch Primasen. De novo Synthese eines RNA- oder
DNA-Primers (roter Pfeil) an parentaler einzelstringiger Matrizen-DNA (schwarze Linie) durch eine
Primase (griine Ellipse). Verldngerung des Primers durch DNA-Polymerase (blauer Kreis). Nukleotid-
Addition der Primase und DNA-Polymerase unter Abspaltung von Pyrophoshat (PPi). in 5°->3° Richtung.

Parentaler und komplementéirer DNA-Einzelstrang sind antiparallel orientiert.



Einleitung

DNA-Polymerasen konnen die DNA-Doppelstrangsynthese nicht de novo beginnen,
weil sie nur an Matrizen-DNA gepaarte RNA- oder DNA-Fragmente verlangern konnen
(8). Diese RNA- oder DNA-Fragmente, meist Oligonukleotide, werden Primer
(deutsch: Starter) genannt, weil durch sie die DNA-Doppelstrangsynthese begonnen
wird (1).

Primaseaktividit wurde 1977 erstmals von Eberhard Scherzinger und Erich Lanka
nachgewiesen (1). Primasen sind nicht prozessive DNA-Matrizen abhdngige DNA- oder
RNA-Polymerasen und synthetisieren de novo entweder kurze RNA- oder DNA-Primer
komplementér zum Matrizen-DNA-Einzelstrang in 5°->3° Richtung (8). Die Addition
von Ribonukleosid-5'-triphosphaten (NTP) oder dNTPs erfolgt unter Abspaltung von
Pyrophosphat (8).

1.2 Katalytischer Mechanismus der Nukleotid-Addition von Polymerasen. Thomas
Steitz postulierte 1998 einen gemeinsamen katalytischen Mechanismus fiir alle RNA-
und DNA-Polymerasen auf Grundlage bekannter dreidimensionaler DNA-
Polymerasestrukturen (9). Abbildung 1.2 zeigt die Addition eines dNTPs an einen
DNA-Primer.

Template
Base’
Base’ L
- - L Abbildung 1.2: Katalytischer Mechanismus der
Rl W
i Base Addition von Nukleotiden durch Polymerasen. Der
Base diNTe von Thomas Steitz vorgeschlagene Mechanismus am
e S Beispiel des von Doublié et al aufgekldrten DNA-
Q oH Polymerase DNA-Komplexes (10). Zwei divalente
© 9‘0 Metallionen (Me) A und B werden unter Beteiligung
N
@ ' OI_\/’: - © der Aspartate (D) 705 und 882 der DNA-Polymerase
I'. \@ | /5\0 des Bakteriophagen T7 koordiniert. Die schwarzen
e O’/VC‘O """ " ,” }L v Kreise sind Wasser-Molekiile, die an Metallion A
N e . . .
A Dee2 . B d o O  gebunden sind. Die Abbildung wurde entnommen aus
| . I (10).
O\?/O C

Drei in allen DNA-Polymerasestrukturen konservierte Aspartate sind an der

Koordination von zwei katalytisch aktiven divalenten Metallionen beteiligt. Metallion A
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katalysiert den nukleophilen Angriff des 3°-OH Endes des DNA-Primers auf das a-
Phosphat des eingehenden dNTPs. Metallion B hilft das INTP neben dem DNA-Primer

zu positionieren und erleichtert moglicherweise den Abgang des Pyrophosphates.
1.3 Mechanismus der Primersynthese. Ein allgemeiner hypothetischer Mechanismus
der Primersynthese, der in fiinf Schritte unterteilt ist (Abbildung 1.3), wurde von

Charles C. Richardson aufgestellt (2).
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Abbildung 1.3: Mechanismus der Primersynthese. Der von Charles C. Richardson vorgeschlagene

;1’?

Y
k]

Mechanismus der Primersynthese am Beispiel der Primase des Bakteriophagen T7. Orange: T7 Primase.
Rot: DNA-Polymerase T7. Gelb: Matrizen-DNA-Einzelstrang mit spezifischer DNA-Erkennungssequenz
(5’-GTC-3") der T7 Primase. Der Primersynthese-Mechanismus anderer Primasen unterscheidet sich in
der Primase DNA-Erkennungssequenz der jeweiligen Primase, im Gebrauch von (d)NTPs,
Primersequenz, Primerlédnge und in der DNA-Polymerasespezifitit. Die Abbildung wurde entnommen aus

Q).

Zuerst bindet die Primase an eine spezifische einzelstringige DNA-Erkennungssequenz
(A). Nachfolgend werden zwei (d)NTPs gebunden (B). Das erste (d)NTP bindet an eine
Elongationsstelle und wird spéter als zweites (d)NTP in den Primer inkorporiert. Das
nachfolgende (d)NTP bindet an die Initiationsstelle und wird spéter das erste Nukleotid

am 5°-Ende des Primers. Die Primersynthese beginnt durch die Verkniipfung der beiden
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gebundenen (d)NTPs zum Dinukleotid unter Abspaltung von Pyrophosphat (C). Das
wachsende Oligonukleotid besetzt die Initiationsstelle. An der Elongationsstelle werden
weitere (d)NTPs an das 3°-Ende des Primers addiert (D). Der fertige RNA- oder DNA-
Primer wird an eine fiir die jeweilige Primase spezifische DNA-Polymerase

,ubergeben®, die ANTPs an das 3‘-Ende des Primers anhingt.

1.4 IncQ-Plasmide als Modellsysteme. In der vorliegenden Arbeit wurde die Primase
RepB‘ des Plasmids RSF1010 der Inkompatibilitétsgruppe Q (englisch: Incompatibility,
Abkiirzung Inc) untersucht, weil Plasmide dieser Gruppe ein einfaches Modell fiir die
Initiation der DNA-Replikation bieten (Punkt 1.6). IncQ-Plasmide kodieren ein
konserviertes Replikationsriickgrat (Punkt 1.5) und eine Vielzahl verschiedener
Antibiotika. Eine Besonderheit der von InQ-Plasmiden kodierten Primasen ist, dass sie
auch am Prozess der konjugativen DNA-Replikation beteiligt sind (Punkt 1.7). IncQ-
Plasmide besitzen ein konserviertes Mobilisierungssystem, das zu ihrer Verbreitung
beitragt (Punkt 1.5). Bis heute werden fortlaufend neue IncQ-Plasmide aus einer grofer
Vielfalt von Bakterien aus unterschiedlichen Lebensrdumen isoliert- darunter
Enterobakterien, Pseudomonaden, Proteobakterien, Firmicutes, Actinomyzeten und
Cyanobakterien (11). RSF1010 wurde in mehr als 30 Gram-negativen und zwei Gram-
positiven Bakterien gefunden (10, 11). Die am besten untersuchten Plasmide der
Inkompatibilititsgruppe Q sind die nahezu identischen Plasmide RSF1010, R1162 und
R300B (15).

1.5 Genstruktur des Plasmids RSF1010. RSF1010 (8684bp) weist eine komplexe
Genstruktur mit {iberlappenden Genen auf (Abbildung 1.4), die an Replikation,
Mobilisierung und Genregulation von RSF1010 beteiligt sind (16). Die Primase RepB*
(35,9 kDa) wird innerhalb des mobA-Gens von RSF1010 kodiert. RepB* wird entweder
im Leseraster des mobA-Gens iiber einem internen Translationsstart eigenstindig oder
als C-terminale Domine des Relaxase-Primase Fusionsproteins MobA (78 kDa)
exprimiert (Abbildung 1.4). Relaxase und Primase Doméne des Mobilisierungsproteins
MobA werden tiber etwa 200 Aminosduren verkniipft, die einen vermutlich
unstrukturierten Polypeptid-Linker bilden, da innerhalb der kodierenden DNA-Sequenz
des Aminosdurelinkers das Mobilisierungsprotein  MobB in unterschiedlichem

Leseraster zu MobA kodiert wird (16).
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Abbildung 1.4: Komplexe Genstruktur der von RSF1010 kodierten Proteine, die an DNA-
Replikation, Mobilisierung und Regulation der Genexpression beteiligt sind. Balken:
Repliaktionsursprung oriV (englisch: origin of vegetative replication), DNA-Transferabschnitt oriT und
Gene von RSF1010. Gestrichelte Linien: Transkripte der Promotoren P1-P4. Pfeile zeigen, wo die

Genprodukte wirken. Die Abbildung wurde aus (14) entnommen und modifiziert.

Die Transkription der von RSF1010 kodierten Replikationsproteine RepA, RepB’ und
RepC wird von den Promotoren P1-P3 durch Bindung von MobA und MobC an den
DNA-Tranferabschnitt oriT (englisch: origin of transfer) negativ reguliert (16, 17).

1.6 RSF1010 repliziert im leading strand Modus. Die Replikationsproteine Helikase
RepA, Primase RepB‘ und Initiatiorprotein RepC initiieren die Replikation von
RSF1010 (Abbildung 1.5 A). An den weiteren Schritte der RSF1010-Replikation sind
Helikase RepA und Replikationsproteine des Wirtes (z.B. E. coli) beteiligt wie zum
Beispiel DNA-Polymerase I1I und DNA-Einzelstrang bindende Proteine (18, 19).

Die RSF1010-Replikation beginnt im 396 bp langen Replikationsursprung oril’
(englisch: origin of vegetative replication), der alle strukturellen Bedingungen zur
Initiation der Replikation von RSF1010 erfiillt. Drei und eine halbe aufeinanderfolgende
Sequenzwiederholungen (direct repeats) von 20 bp bzw. 10 bp und ein AT-reicher

Abschnitt liegen 60 bp voneinander entfernt im ori}” von RSF1010.
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Abbildung 1.5: (A) Initiation der Replikation des Plasmides RSF1010. Nicht alle an der RSF1010-
Replikation beteiligten Wirts-Replikationsproteine wurden in das Schema eingezeichnet, weil nur das
Prinzip der Initiation der DNA-Replikation durch die von RSF1010 kodierten Replikationsproteine RepA
(blau), RepB’ (griin) und RepC (gelb) verdeutlicht werden soll. DNA-Polymerase III des Wirtes (rot). Die

Anzahl der an die drei-einhalb direkten Sequenzwiederholungen (vier in dieselbe Richtung weisende
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Pfeile) im oriV von RSF1010 bindenden RepC-Dimere ist unbekannt. Der mit 47-rich bezeichnete DNA-
Abschnitt enthélt viele Adenin- und Thyminbasen. (B) Die im ori}” von RSF1010 liegenden RepB’-
Erkennungssequenzen ssi4 und ssiB. Faltung der ssi (single strand initiator)-DNA-Segmente A und B
nach Vorschlag von Honda et al (22). Drei Sterne unter den Nukleotiden 31-33 kennzeichnen den von Lin

und Meyer vorgeschlagenen Startpunkt der Primersynthese von RepB’ (23).

Zwei einzelstringige, invertierte Sequenzwiederholungen ssid (ssi, englisch: single
strand initiator) und ssiB besitzen eine Linge von jeweils 40 bp und werden 73 bp
voneinander entfernt auf komplementdaren DNA-Einzelstringen im oriV gefunden. Ssz4
und ss74 formen ein Palindrom (Abbildung 1.5 A, B). Im ersten Schritt der RSF1010-
Replikation binden ein oder mehrere Homodimere des Initiatorproteins RepC an die
dreieinhalb Sequenzwiederholungen, wodurch die DNA an dieser Stelle bis zu 75°
gebogen wird (20, 21). Im oriV von RSF1010 befindlicher, noch nicht bestimmter
DNA-Abschnitt wird ebenfalls von RepC gebunden, so dass vermutlich eine DNA-
Schleife geformt wird, in der die AT-reiche Region liegt (21). Infolge der DNA-
Deformierung wird der AT-reiche Abschnitt destabilisiert (24) und dient der hexameren
DNA-Helikase RepA als Eintrittspunkt, um die DNA-Doppelhelix von RSF1010 in
zwei DNA-Einzelstringe in entgegengesetzte Richtungen unter ATP-Verbrauch zu
entwinden (25-27). Die invertierten einzelstrdngigen Sequenzwiederholungen von ssid
und ssiB bilden wahrscheinlich nach Entwindung des DNA-Doppelstranges durch RepA
Haarnadelschleifen aus (Abbildung 1.5 B). Die Primase RepB° initiiert jeweils an den
exponierten  einzelstringigen = DNA-Sequenzen  ssi4 und  ssiB DNA-
Komplementirstrangsynthese, die von der DNA-Polymerase III des Wirtes (z.B. E.
coli) ausgefiihrt wird (18, 19).

RSF1010 wird ausschlieBlich im /leading strand Modus repliziert, weil seine
Replikation von den auf komplementéren DNA-Einzelstringen liegenden ssid und ssiB
Sequenzen absolut abhéingig ist (22, 23, 28-33), die jeweils nur einmal auf RSF1010
kodiert werden (16). Das Replikationssystem von RSF1010 unterscheidet sich darin von
den Replikationssystemen seiner Wirtsbakterien (z.B. E. coli), die im leading und im
lagging strand (deutsch: nachfolgender/zuriickbleibender Strang) Modus repliziert
werden (7). Primaseaktivitdt ist im lagging strand Modus periodisch an spezifischen
Primase DNA-Erkennungssequenzen zur Initiation von Okazaki-Fragmenten am
lagging DNA-Einzelstrang erforderlich (Abbildung 1.6) (34). In E. coli wird die

periodische Primersynthese der DnaG-Primase am lagging DNA-Einzelstrang {iber
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Abbildung 1.6: Chromosomale Replikation des RSF1010 Wirtsbakterium E. coli im leading und
lagging strand Modus. Aufgrund der antiparallelen Orientierung des DNA-Doppelstranges findet die
DNA-Komplementarstrangsynthese (5°->3°) der parentalen DNA-Einzelstringe in entgegengesetzte
Richtungen statt (schwarze Pfeile). Am leading DNA-Einzelstrang ist nur ein Primer zur Initiation der
DNA-Replikation notwendig (nicht abgebildet), weil sich die Replikationsgabel (roter Pfeil), an deren
Spitze sich die Helikase (grau) befindet, und die DNA-Komplementérstrangsynthese (roter DNA-
Einzelstrang) in die gleiche Richtung bewegen. Am lagging DNA-Einzelstrang miissen Primer (griin) zur
Initiation des DNA-Komplementérstranges (gelber DNA-Einzelstrang) periodisch synthetisiert werden,
weil sich die Replikationsgabel entgegengesetzt zur DNA-Komplementarstrangsynthese (5°->3°) des

lagging DNA-Stranges bewegt. Die Abbildung wurde entnommen aus (2).

Interaktion mit der DnaB-Helikase reguliert (35), weil DnaG-Primase und DnaB-
Helikase einen Replikationskomplex bilden (36) (Abbildung 1.6). Am leading DNA-
Strang wird dagegen nur ein Primer bendtigt (34). Eine mogliche Interaktion zwischen
RepA und RepB’ (analog zu DnaG-Primase und DnaB-Helikase) wurde durch

Quervernetzungsstudien untersucht, konnte aber nicht festgestellt werden (37).

1.7 Mobilisierung von RSF1010 durch bakterielle Konjugation. Wihrend der
bakteriellen Konjugation kann RSF1010 vom Wirtsbakterium auf eine Rezipientenzelle
iibertragen werden (38, 39). Der Transfer von RSF1010 wird durch unterschiedliche
Typ-4 Sekretionssysteme (T4SS) (14, 40, 41) und ein von RSF1010 kodiertes
Mobilisierungssystem ermdglicht (16, 38, 39). Typ-4 Sekretionssysteme werden z.B.
von Helferplasmiden wie Plasmid RP4 kodiert (42). Das Mobilisierungssystem von
RSF1010 besteht aus den Mobilisierungsproteinen MobA (78 kDa), MobB (15,1 kDa)
und MobC (10,8 kDa) (16), die einen Komplex (Relaxosom) formen (43) und einem
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von RSF1010 kodierten, 38 Basenpaare (bp) langen DNA-Transferabschnitt oriT
(englisch: origin of transfer) (44). Die N-terminale Relaxase Doméne von MobA
katalysiert einen DNA-Einzelstrangbruch an einer spezifischen Schnittstelle im oriT
von RSF1010 (43, 45) und bindet kovalent an das 5‘-Ende des unterbrochenen DNA-
Einzelstranges von RSF1010. Nach Transport iiber das T4SS in die Rezipientenzelle
katalysiert die Relaxase Domdne von MobA den Ringschluss des linearen RSF1010-
Einzelstranges (45). Zum Transport des MobA-ssRSF1010 Komplexes sind das
Membran-assoziierte Mobilisierungsprotein MobB und vier Transportsignale essentiell,
von denen sich zwei auf der Relaxase Domine und zwei auf der Primase Doméne von
MobA befinden (46). Die Transportsignale auf RepB’ bestehen aus den Aminoséuren
"*QRQQEKAR*' und *”KPGHEADYIERTVSKVMGLPSVQLARAELARAPAPR
QRGMDRGGPDFSM?* (RepB’-Nummerierung) (40, 46). Die Funktion von RepB°¢ als
Primase Doméine von MobA besteht wahrscheinlich darin, nach Transfer und
Ringschluss des einzelstrangigen, linearen RSF1010, die DNA-Komplementérstrang-
synthese von RSF1010 in der Rezipientenzelle einzuleiten (47, 48), da MobA wie
RepB‘ DNA-Komplementérstrangsynthese an RSF1010 zu initiieren vermag (19).

1.8 Primase RepB‘-ein hochspezialisiertes essentielles Replikationsenzym.
Primaseaktivitit von RepB* wurde in vitro als auch in vivo nachgewiesen. In vitro
wurde die DNA-Komplementdrstrangsynthese an zwei einzelstringigen zirkuldren
MI13-Derivaten im Zellextrakt von E. coli untersucht, die jeweils einen der
komplementéren DNA-Einzelstrdnge des ori}” von RSF1010 enthielten (19, 37). DNA-
Komplementirstrangsynthese an einzelstrangigen M13oriV-Derivaten wurde nur in
Gegenwart von RepB‘ und eines oriV-Einzelstranges von RSF1010 beobachtet.
Nachfolgende Studien zeigten, dass RepB‘ an zwei spezifischen, 40nt langen DNA-
Einzelstrangsegmenten ssi4 und ssiB aktiviert wird (30, 32, 33), die im oriV von
RSF1010 auf komplementdren DNA-Einzelstringen liegen (Abbildung 1.5 A, B.).

In vivo wurde untersucht, ob zur Replikation unfdhige M13-Derivate, in die entweder
ssiA oder ssiB molekular kloniert worden waren, in E. coli repliziert werden konnen.
Die M13ssi-Derivate wurden nur erhalten, wenn RepB*‘ unversehrt koexprimiert wurde
(31). Aufgrund der komplexen zur Initiation der RSF1010-Replikation erforderlichen
ssi-Erkennungssequenzen (Abbildung 1.5 B) handelt es sich bei RepB’ um ein

hochspezialisiertes Enzym.
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1.9 Unterteilung bekannter Primase-Raumstrukturen in zwei Klassen. Die
bekannten Primase-Raumstrukturen lassen sich in zwei Klassen unterteilen. Die erste
Klasse von Raumstrukturen enthilt Primasen des DnaG-Typs aus Bakterien -benannt
nach der DnaG-Primase aus E. coli- und des Phagen T7. Die zweite Klasse von
Raumstrukturen enthdlt heterodimere Primasen des Pri-Typs aus thermophilen
Archaebakterien. Beide Klassen von Primase-Raumstrukturen unterscheiden sich in
Faltung und Aufbau (Punkte 1.10 und 1.11). So bestehen DnaG-Typ Primasen aus einer
Polypeptidkette, wihrend Pri-Typ-Primasen aus einer katalytischen und einer
regulatorischen Untereinheit bestehen. Primasen beider Klassen besitzen Zink-

Bindungsstrukturen und im aktiven Zentrum drei konservierte katalytische Aspartate.

1.10 Raumstrukturen von DnaG-Typ Primasen bestehen aus drei Domiinen.
Primase-Raumstrukturen des DnaG-Typs weisen untereinander konservierte N-
terminale Zink-Ribbon- (49-51) und RNA-Polymerase Dominen (50-53) auf, aber
unterschiedliche C-Termini (51, 52, 54, 55). DnaG-Typ Primasen ohne zusétzliche
Helikasefunktion wie z.B. die DnaG-Primase aus E. coli interagieren {iber eine helikale
C-terminale Doméne (51, 52, 55) mit replikativen Helikasen. Die C-terminale Doméne
der Primase des Phagen T7 ist dagegen eine Helikase (54).

Die Raumstrukturen der DnaG-Typ Primasen des Bakteriophagen T7 (Abbildung 1.7A)
und aus Aquifex aeolicus (51) (nicht abgebildet) zeigen, dass die RNA-Polymerase
Doménen iiber unstrukturierte flexible Aminosiurelinker mit der N-terminalen Zink-
Ribbon Doménen verbunden sind. NMR (Nuclear Magnetic Resonance)- und FRET
(Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer)-Studien demonstrierten, dass DnaG-Typ
Primasen aus E. coli und des Bakteriophagen T7 sowohl in offener als auch in
geschlossener Konformation vorkommen (50, 51). Die Konformationsdnderung der
DnaG-Typ Primasen wird durch den flexiblen Aminosdurelinker zwischen RNA-
Polymerase- und Zink-Ribbon Domidne ermoglicht, der z.B. in der T7 Primase aus 26
Aminoséduren besteht (50). In der geschlossenen aktiven Form wechselwirken die zuvor
voneinander getrennten RNA-Polymerase und Zink-Bindungs Doméne mit der

einzelstringigen DNA-Matrize- und/oder dem RNA-Primer (50).
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Abbildung 1.7: Raumstrukturen von DnaG-Typ Primasen. Die Faltung der katalytischen Zentren der
DnaG-Typ Primasen des Bakteriophagen T7 (A) und aus E. coli (B) ist konserviert (griin) und enthélt das
TOPRIM-Motiv (56). (A) T7 Primase des Bakteriophage T7. Griin: katalytische Doméne. Rot: Zink-
Ribbon Domine. Rote Kugel: Zink-Ion. Die Raumstruktur der Helikase am C-Terminus fehlt. (B)
Katalytische und Helikase-Interaktions Domiine der DnaG-Primase aus E. coli. Griin + grau:
katalytische Doméne. Die Zink-Ribbon Domine der DnaG-Primase konnte nicht kristallisiert werden.

Blau: Helikase-Interaktions Doméne.

1.11 Die Zink-Ribbon Domiine ist essentiell fiir DnaG-Typ Primaseaktiviit. Das
Zink-lon der unter DnaG-Typ Primasen konservierten Zink-Ribbon Doméne wird von
Cysteinen und Histidinen koordiniert (49-51). Das Zink-lon selbst besitzt
wahrscheinlich keine katalytische Funktion, weil die Entfernung des Zink-Ions aus der
Zink-Ribbon Doméne durch p-(Hydroxymercuri)-benzolsulfonat die Primersynthese der
DnaG-Primase aus E. coli nicht beeinflusst (57). Dagegen inaktiviert die Substitution
eines der vier Cysteine des Zink-Ribbon Motivs durch ein Serin die Primersynthese der
T7 Primase (58). In vitro -und in vivo Studien belegen, dass die T7 Primase iiber die
Zink-Bindungsdoméne den Matrizen-DNA-Einzelstrang spezifisch erkennt (59).

Primersynthese-Studien an Derivaten der T7 Primase mit verkiirzten Aminosdurelinkern
zeigten, dass zur Initiation und Extension des RNA-Primers katalytische und Zink-
Ribbon Domine erforderlich sind (60). Die isolierte Zink-Ribbon Domaine stimuliert
aulerdem die DNA-Komplementérstrangsynthese durch T7 DNA-Polymerase, indem
sie den RNA-Primer vermutlich ,,festhélt” und so vor Abdissoziation von der Matrizen-

ssDNA bewahrt, bevor die T7 DNA-Polymerase den RNA-Primer verldangert hat (50,

11
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61). Primersynthese-Studien an linearen einzelstringigen DNA-Matrizen zeigten, dass
die Zink-Ribbon Domine der DnaG-Primase aus E. coli die RNA-Primerlinge reguliert
und zur spezifischen Erkennung der Primerinitiationssequenz auf der Matrizen-ssDNA

beitrdgt (51).

1.12 Die RNA-Polymerase Domine- das katalytische Zentrum der DnaG-Typ
Primasen. Die RNA-Polymerase Doménen der DnaG-Typ Primasen zeichnet sich
durch ein TOPRIM-Faltungsmotiv auf (TOPRIM= Topoisomerase Primase), das auch
in den aktiven Zentren von TyplA und Typll Topoisomerasen und mehreren
Phosphoryltransferasen vorgefunden wird (56). In der RNA-Polymerase Domine von
DnaG-Typ-Primasen sind drei Aspartate konserviert (50-53), die dazu beitragen, zwei
divalente katalytische Metallionen zu koordinieren (50, 62). Zwei der drei Aspartate
werden durch eine Aminosédure getrennt und bilden ein charakteristisches DXD-Motiv

aus, das auch in Pri-Typ Primasen vorgefunden wird.

1.13 Pri-Typ Primasen bestehen aus zwei Komponenten. Die zweite Klasse von
Primase-Raumstrukturen besteht aus heterodimeren Pri-Typ Primasen aus thermophilen
Archaebakterien, die sich aus einer kleinen katalytischen (PriS) und einer groBen
regulatorischen Untereinheit (PriL) zusammensetzen. Die strukturell aufgeklarten Pri-
Typ Primasen zeigen Aminosduresequenzhomologie zur kleinen und grolen Primase-
Untereinheit der eukaryontischen heterotetrameren Polymerase o (63-65), einem
replikativen Primase-Polymerasekomplex (66, 67).

Dreidimensionale Strukturen sind von den PriS-Untereinheiten aus Pyrococcus furiosus
(Pfu) (64), Pyrococcus horikoshii (Pho) (63), Sulfolobus solfataricus (Sso) (65) bekannt
sowie von den N-terminalen Dominen der PriL-Untereinheiten der Pho- und Sso-
Primase (65, 68). PriS-Raumstrukturen zeigen katalytische Dominen mit konservierter
»gemischter a-B-Faltung®™ (63-65, 69), die ebenfalls in nicht prozessiven Polymerase
Dominen von Ligasen gefunden werden (70, 71). Die PriS-Untereinheiten der Pfu- und
Pho-Primasen weisen zusitzliche Helix-Biindel Doméinen mit unbekannter Funktion
auf. Das gemischte o-B-Faltungsmotiv der katalytischen Doménen der PriS-
Untereinheiten enthidlt ein konserviertes DXD-Motiv zur Koordination zweiwertiger
katalytischer Metallionen und - im Gegensatz zu den strukturell verwandten Polymerase

Dominen aus Ligasen - Zink-Gelenk oder Zink-Schleifen Strukturen im katalytischen
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Zentrum (63-65) (Abbildung 1.8A, B). Die Position der Zinkbindungsstrukturen variiert
um den konservierten Kern der katalytischen Doméine der PriS-Untereinheiten

(Abbildung 1.8A, B).

(A) (B)

Helix-Blindel
Domane

katalytische Doméne

katalytische Doméne

Zink-Schleifen Motiv

Abbildung 1.8: Raumstrukturen der katalytischen PriS-Untereinheiten von Pri-Typ-Primasen. Die
Faltung der katalytischen Doménen ist unter Pri-Typ Primasen konserviert (griin) bis auf die N-Termini
(grau) und die Zinkbindungsmotive (rot). (A) Katalytische Untereinheit der PriS-Untereinheit der
Pfu-Primase aus Pyrococcus furiosus. Griin, rot, grau: katalytische Doméne. Rot: Zink-Gelenk Motiv
und Zink-Ion (Kugel). Blau: Helix-Biindel Domine. (B) Katalytische Untereinheit der PriS-
Untereinheit der Sso-Primase aus Sulfolobus solfataricus. Griin, rot, grau: katalytische Doméne. Rot:
Zink-Schleifen Motiv und Zink-Ion (Kugel). Blau: Vermutlich rudimentérer evolutionédrer Rest einer

Helix-Biindel Doméne.

Die Funktion der Zinkbindungsstrukturen von Pri-Typ Primasen wurde nur an der Sso-
Primase untersucht (65). Die Zink-Schleifenstruktur der Sso-Primase ist nicht essentiell
fiir die Primersynthese im Gegensatz zu den Zink-Ribbon Domidnen der DnaG-Primasen
(Punkt 1.11). Die Substitution der 18 Aminosduren langen Zink-Schleifen Struktur der
Sso-Primase durch eine verkiirzte Ser-Asn-Gly-Schleife, die kein Zink-Ion koordinieren
kann, erhoht die Primaseaktivitit und bewirkt die Produktion kiirzerer RNA-Primer von
30-100 nt Lange (65). Es wurde vorgeschlagen, dass die Zink-Schleifen Struktur der
Sso-Primase die Bindung der einzelstringigen Matrizen-DNA entlang des katalytischen

Zentrums unterstiitzen konnten (65).
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Die PriL-Untereinheiten wurden an den Pri-Typ Primasen Sso und Pho untersucht.
PriL-Untereinheiten stimulieren die Primersynthese der Primasen Sso und Pho. So hat
die isolierte PriS-Untereinheit der Pho-Primase nur geringe Primersyntheseaktividt im
Vergleich zum PriS-Pril Primasekomplex (72), und Mutationen auf der Pril-
Untereinheit der Sso-Primase reduzieren die Primersyntheserate (65). Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass Primaseaktivitit der PriS-Untereinheiten vom Zink-

Bindungsmotiv und der PriL-Untereinheit beeinflusst wird.

1.14 Primase-DNA-Strukturen lassen mechanistische Schliisse zu. Die Raumstruktur
der katalytischen Doméne der DnaG-Primase wurde im unspezifischen Komplex mit
einzelstringiger DNA ohne Primase-Erkennungssequenz bestimmt (73) (Abbildung

1.9).

Helicase-
Interaktions
Doméne

katalytische Domane

Abbildung 1.9: Katalytische Doméne der DnaG-Primase aus E. coli im Komplex mit
einzelstringigem DNA-Heptamer (73). Blau: Helikase-Interaktions Domiine. Griin: Katalytische
Doméne. Einzelstrangiges DNA-Heptamer als graues Stabmodell. DXD: Konserviertes Aspartat-Motiv in
DnaG-Typ Primasen beteiligt an der Koordination von 2 divalenten katalytischen Metallionen (in dieser

Raumstruktur nicht gebunden).

Der Primase-DNA-Komplex wurde durch Quervernetzung mit Glutardialdehyd
zwischen einzelstrangiger DNA und einem per DNA-Mutagenese in die katalytische
Domine eingefiihrten Cystein stabilisiert. Der Primase-DNA-Komplex zeigt, dass die
einzelstringige DNA {iiber ihr Phosphatriickgrat an eine basische Region der N-
termialen Unterdoméne der DnaG-Primase gebunden wird - abseits der katalytischen
Aminosduren auf der C-terminalen Unterdoméne. Es wurde vorgeschlagen, dass die
Funktion der identifizierten DNA-Bindungsstelle darin besteht, einzelstringige DNA

unspezifisch ,.einzufangen” und in Richtung des katalytischen Zentrums zu fiihren.
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Mutationsstudien demonstrierten, dass basische Aminosduren, die an der unspezifischen
DNA-Bindung beteiligt sind, die katalytische Aktivitit der DnaG-Primase herabsetzen

(73). Raumstrukturen von Pri-Typ Primase-DNA-Komplexen sind nicht vorhanden.

1.15 Biochemische Eigenschaften von Pri- und DnaG-Typ Primasen:
Primersynthese, DNA-Erkennung. Archaebakterielle Pri-Typ Primasen wurden als
Primasen klassifiziert, weil sie in vitro an einzelstringigen DNA-Matrizen de novo
RNA- oder DNA-Fragmente synthetisieren. Ob Pri-Typ Primasen an der
chromosomalen Replikation von Archaebakterien beteiligt sind, wurde nicht untersucht.
Aufgrund der Aminosduresequenzhomologie zu kleinen und groBen Primase-
Untereinheiten der eukaryontischen heterotetrameren Polymerase a (66, 67), einem
replikativen Primase-Polymerasekomplex, wird angenommen, dass archaebakterielle
Primasen die Replikation des archaebakteriellen Chromosoms initiieren (74). Allerdings
konnten keinen orthologen Gene fiir Polymerase o und die B-Untereinheit des
eukaryontischen tetrameren Primase-Polymerasekomplexes in Archaebakterien
identifiziert werden (74). Eine spezifische DNA-Erkennungssequenz  fiir
archaebakterielle Pri-Typ Primasen - wie sie fiir prokaryontische oder Plasmid-kodierte
Primasen existiert - wurde bislang nicht gefunden (Tabelle 1.1). Allerdings sind DNA-
Erkennungssequenzen eukaryontischer replikativer Primasen degeneriert (Tabelle 1.1,
(2)). Archaebakterielle Pri-Typ Primasen synthetisieren DNA- oder RNA-Fragmente
mit einer Linge von bis zu 7000 nt, was untypisch fiir bekannte eubakterielle und
eukaryontische replikative Primasen ist, deren Primerprodukte zwischen 3 und 14
Nukleotiden Lange schwanken (Tabelle 1.1) (2).

Prokaryontische Primasen aus E. coli, des Bakteriophagen T7 und der Plasmid
kodierten Primase ColEI erkennen in der Regel spezifische DNA-Sequenzen aus 3-4
Basen und synthetisieren komplementire RNA-Primer mit einer Lénge von 2-10
Nukleotiden (2). Die 3’-terminalen Basen der Primase DNA-Erkennungssequenzen sind
oft kryptisch und werden nicht in den RNA-Primer eingebaut, sondern dienen den
Primasen zur Erkennung ihrer spezifischen DNA-Sequenz (2).

Fazit: Primasen sind hochspezialisierte Replikationsenzyme. Primasen variieren in der
DNA-Erkennungssequenz, im Gebrauch von (d)NTPs, Primersequenz, Primerldnge und
Wechselwirkung mit anderen Replikationsproteinen wie Helikasen und DNA-

Polymerasen.
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Tabelle 1.1 Vergleich biochemischer Eigenschaften verschiedener Primasen. Bei den unterstrichenen

Nukleotiden handelt es sich um kryptische Nukleotide, die nicht in die Primersequenz eingebaut werden,

aber zur DNA-Sequenzerkennung notwendig

Sulfolobus;-; nv, nicht vorhanden.

sind. Abkiirzungen/Zeichen: P., Pyrococcus; S.,

Organismus Gen Mr Primerlinge [nt] Primersequenz  Erkennungs-
sequenz
Bakterielle Plasmide
RSF1010 repB’ 35902 2-12 DNA pppdAdC(dN)g.1o  ssiA (dN)4o
ColE2 rep 34851 2-3  RNA PPPAGA 5’-TCTG-3’
Prokaryonten
Escherichia coli dnaG 65572 10-12 RNA PPPAG(N)s_1o 5’-CTG-3’
Bakteriophage T7 gened4 62655 4-5 RNA PPPAC(N),; 5’-GTC-3’
Archaebakterien
P. furiosus priA 40772 12-40 RNA - nv
priB 46209 DNA -
P. horikoshii prid 45949 RNA - nv
priB 40405 DNA -
S. solfataricus prid 37598 2-7000 DNA - Préferenz fiir PolyT
priB 35734 <1000 RNA -
Eukaryonten
Homo sapiens PRII 49902 11-14 RNA prp(A/G)(N)g.19p  nv
PRI2 58778
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1.16 Aufgabenstellung

Die Primase RepB’ initiiert die Replikation des IncQ-Plasmides RSF1010 im oriV an
den zwei nahezu identischen Erkennungssquenzen ssi4 und ssiB, die auf
komplementidren DNA-Stringen liegen. RSF1010 ist das am besten studierte IncQ-
Plasmid und Dbietet ein einfach zu untersuchendes und beispielhaftes
Replikationssystem, weil RSF1010 nur im /eading strand Modus repliziert wird und
weil die Initiation der RSF1010-Replikation durch RepB’ nur an den beiden DNA-
Sequenzen ssid und ssiB erfolgt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Strukturaufklirung der Primase RepB’ und eines
RepB’-ssi DNA-Komplexes, um FEinblick in die strukturellen Anforderungen der
Primaseaktivitit des Enzyms zu erhalten und damit zum Verstdandnis der Initiation der
RSF1010-Replikation beizutragen. Ein Vergleich vorhandener Daten iiber die Initiation
der Komplementirstrangsynthese  sollte  die  Einordnung der RSF1010

Primasereaktionen in das Schema anderer Primasen ermoglichen.
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2 Materialien

2.1 Gerite

Autoradiographie
Phosphor-Scanner
Phosphor-Screen

Bakterienanzucht
Brutschrank
Schiittler

Schiittler

Elektrophorese
Elektrophoreseapparatur
Spannungsquelle
Spannungsquelle

Molekularbiologische Arbeiten

Elektroporationsgerét
Thermocycler
Gel Imager

Protein-Reinigung
Homogenisator
FPLC-Chromatographie-
System

Software AKTA Purifier
Affinitdtschromatographie
Kationenaustausch-
Chromatographie
Gelpermeation-
Chromatographie
Entsalzungssdule

Spektroskopie

UV/Visible Spektrophotometer

Photometer
Quarzkiivetten
Plastikkiivetten

Zentrifugation
Zentrifugen
5804R, 5415R
Ultrazentrifuge
Rotoren

Sonstige Geriite
Dampfsterilisator
Meter

Pipetten
Reinstwasseranlage
Thermomixer
Vortex Mixer
Waagen

PE3600

Wasserbad

Cyclone
Type MS, PPN7001722

Innova 4230
RS-PL-28-10
G25 Incubator Shaker

Biometra
EPS 600, EPS3500
E452

Easyject Prima
Tpersonal, Trio Thermoblock

EmulsiFlex-C5

AKTA Basic

Unicorn Version 4.00

HiTrap" ™ Heparin-Saule HP 5 ml
POROS® HS 20 pm Sdule
PEEK™ (10 mm x 100 mm, 7.9ml)

HiLoad™ Superdex75 (XK26/16)
Ilustra™ NAP-5 Siule

Ultrospec 3100pro

Gene Quant

105.251-QS (45 pl, 3 mm)
K-Kiivetten 407 1/1

RC-5B, RC-5C

Cu-L8-50 Me
60 Ti
GS3, GSA, HB4, SS34

Varioklav

761 Calimatic

10 pl, 20 pl, 200 pl,1 ml, 5 ml
Milli-Q Gradient Purelab Classic
5436, Thermomixer Compact
Whirlmix) Genie 2

AE 240

Acculab, Universal

Haakel, Haake D8

Perkin Elmer™
Perkin Elmer™

New Brunswick Scientific
Heto Lab Equipment
New Brunswick Scientific

Biometra
Amersham Pharmacia
Consort

EquiBio
Biometra
INTAS

Avestin

Amersham Pharmacia
Amersham Pharmacia
GE Healthcare

Applied Biosystems

GE Healthcare
GE Healthcare

Amersham Pharmacia
Amersham Pharmacia
Hellma

Eppendorf

Sorvall
Eppendorf
Beckman-Coulter
Beckman-Coulter
Sorvall

H&P LabortechnikpH-
Knick

Gilson

Millipore

Eppendorf

Bender und Hobein
Analytic Mettler
Sartorius

Laborhandel
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2.2 Materialien fiir die Kristallisation und Rontgen-Beugungsexperimente

Crystal-Screen I
Crystal-Screen 11
Index-Screen
PEG/Ion-Screen

Schalen, 12 Vertiefungen
Schalen, 96 Vertiefungen
Plastikfilm
Nylon-Schlaufen
Deckgléser

Sonstige Materialien
Entsalzungssdulen
Konzentratoren
Pipettenspitzen
Reaktionsgefilie
Sterilfilter

3IM

22 x 22 mm, Stirke 2
ZipTip® -C18
Amicon Ultra-15

1,5 ml, 2 ml
0,22 um Porengrofie

2.3 Chemikalien, Puffer, Nihrmedien und —b6den

Alle Chemikalien besaflen Analysequalitét.

Ammoniumpersulfat (APS)

Bromphenolblau
Dithiothreitol (DTT)
Glycerin

Ethanol, 100%

Isopropylthiogalaktosid (IPTG)

Polyethylenglykole (MW = 200-20.000 Da)
Protease-Inhibitor-Cocktail Complete

Roti-Phenol

N,N,N',N’-Tetramethylethan-1,2-diamin (TEMED)

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-p-D-galactopyranosid (X-Gal)

Puffer

Herstellung der ssi4A DNA-Haarnadelschleifen

Hybridisierungspuffer ssi4 DNA

Phage M13
M13-Puffer
TS-Puffer

Primaseaktivititstests
NEB-Puffer 2

Protein-Chromatographie

Zellaufschlusspuffer

Kationenaustauschchromatographie an Heparin oder Sulfopropylgruppen

Puffer A
Puffer B

Affinititschromatographie an Ni**-Nitrilotriessigsiure

Puffer D
Puffer E

150 mM NaCl, 20 mM Tris/Cl (pH 7,5)

Hampton Research
Hampton Research
Hampton Research
Hampton Research
Nelipak bv
Greiner Bio-one
Hampton Research
Hampton Research
Laborhandel

Millipore
Millipore
Greiner Bio-one
Greiner Bio-one
Millipore

Merck

Serva
AppliChem
Merck

Roth

Roth
Sigma-Aldrich, Merck
Roche

Roth

Merck
Sigma-Aldrich

20 mM Tris/HCI (pH 7,6), 10 mM NaCl, 0,1 mM EDTA

1 mM Tris/HCL, (pH 8,0), I mM NacCl

50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 7,9), 10 mM MgCl,, | mM DTT

50 mM Tris/HCI (pH 7), 150 mM MgCl,, 2,5 mM DTT

20 mM Tris/HCI (pH 7), 50 mM MgSQOy4, | mM DTT
20 mM Tris/HCI (pH 7), 50 mM MgSQO,, 2 M NaCl, | mM DTT

20 mM Hepes (pH 8), 200 mM MgCl,, ] mM DTT

20 mM Hepes (pH 8), 200 mM MgCl,, 1 M Imidazol, | mM DTT
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Grofienausschlusschromatographie
Puffer C

Puffer F

Elektrophoresepuffer

TAE-Puffer (1x)

TBE-Puffer (1x)

Néhrmedien/-béden
LB (Luria-Bertani)-Medium

LBA- oder LBK-Medium
LBK-Medium
LBM-Medium

TY-Medium

LBA oder LBK —Agar (1,6 %)

Weichagar (0,7 %)

X-Gal/IPTG-Agarplatten(Ap")

2.4 Bakterien- und Phagenstiimme

Stamm (Firma)
E. coli-HB101 (Stratagene/Agilent)

E. coli-JIM103 (NEB)

E. coli-XL10Gold ® (Stratagene/Agilent)

E. coli ER2566 (NEB)

Phage M13mp18ssiA
M13mp18 RF I DNA (NEB)

10 mM Tris/HCI (pH 7), 150 mM MgCl,, | mM DTT
10 mM Tris/HCI (pH 7,5), 300 mM NacCl, 0,01 mM EDTA

40 mM Tris, 20 mM Essigsdure, 10 mM EDTA (pH 8)
89 mM Tris, 89 mM Borséure, 2 mM EDTA-Na; (pH 8)

Trypton

Hefeextrakt

NaCl

pH 7.5 (RT, 1 M NaOH)

LB-Medium mit Ampicillin
LB-Medium mit Kanamycin
LB-Medium mit MgCl,

Trypton

Hefeextrakt

NaCl

Glucose (nach Autoklavieren)

LB-Medium mit Agar-Agar
Ampicillin
oder mit Kanamycin

Agar-Agar
Trypton
Hefeextrakt
NaCl

MgC 12

LB-Medium mit Agar-Agar
Ampicillin

IPTG

X-Gal

Phenotyp

F mcrB mrr hsdS20(rg mg) recA13 leuB6 ara-14 proA2

10 g/l
5¢g/l
5¢g/l

100 pg/ml
40 pg/ml
5 mM

10 g/l
5¢g/l
5¢g/l
1 g/l

16 g/l
100 pg/ml
40 pg/ml

7 ¢/l
10 g/
5¢g/l
5¢g/l
5 mM

16 g/l
100 pg/ml
20 mM
80 pg/ml

lacY1 galK2 xyl-5 mtl-1 rpsL20(Sm") ginV44x

F'traD36 proA+ proB+ laclg delta(lacZ)M15 delta(pro-lac)
supE hsdR endAl sbcB15 thi-1 rpsL lambda

endAl glnV44 recAl thi-1 gyrA96 relAl lac
HteA(mcrA)1834 (merCB-hsdSMR-mrr)173 tet® F'[proAB
lacl’ZAM15 Tnl0(Tet® Amy Cm®)]

JhuA2 lacZ::T7 genel [lon] ompT gal suldl1
R(mer-73::miniTnl0--Tet*)2 [dem] R(zgb-210::Tn10--Ter®)

endAl A(merC-mrr)114::IS10

20



Materialien

2.5 Plasmide und Oligonukleotide

RSF1010
pIM201
pET28a(+)

Sm", Su®
tac-Promotor, lac-Repressor, Ap®
lac-Promotor, lac-Repressor, Km

RSF1010 und pJM201 wurden von Dr. Erich Lanka (Max-Planck-Institut fiir Molekulare Genetik,

Ihnestralle 63-73, Berlin) erhalten.

Sequenzierungsprimer

FW Primer

5’-gceetgecctggtagtggaaace-3’

22-mer

RV Primer

5’-cgctgeggtactcgtccag-3’

19-mer

Primer fiir die Amplifizierung der katalytischen (AS 1-212) und Helix-Biindel Domiine (AS
213-323) von RepB’ und der katalytischen (AS 1-207) und Helix-Biindel Domiine (AS 213-323

und AS 219-323) von Re

B’ zur Herstellung von RepB’A6 und RepB’A12

FW Primer Ndel/katDom, A6, A12 5’-tatctgcatatgaagaacgacaggactttgcagg-3’ 34-mer
RV Primer 220 HindIll/katDom 5’-tatctgaagcttctactgcegetcgggeagtteg-3° 34-mer
RV Primer 207/A6, A12 5’-aatctggaattcgaggcetggccagectgeggge-3’ 33-mer
FV Primer 214/ A6 5’-aatctggaattcagccgecaccggegeacggeg-3’ 33-mer
FW Primer 219/A12 5’-aatctggaattccggegetggacgagtacege-3’ 32-mer
RV Primer HindIII/HBDom, A6, 5’-aatctgaagcttctacatgetgaaatctggeccge -3’ 35-mer

Al2

griin - EcoRI-Schnittstellen; blau -

HindIlI-Schnittstellen; orange markiert - Ndel-Schnittstellen

Primer fiir d

ie in vitro Mutagenese des repb’-Gens

FW Primer RepB’WS50A 5’-gctccagaacacgecagegctcaageggatga-3’ 32-mer
RV Primer RepB’W50A 5’-tcatccgettgagegctggegtgttetggage-3’ 32-mer
FW Primer RepB’Y62F 5’-gggcaatgacgtgtttatcaggeccgecg-3’ 29-mer
RV Primer RepB’Y62F 5’-cggegggcctgataaacacgteattgeee-3’ 29-mer
FW Primer RepB’Y162A 5’-ccacccgegecggtgctcageegtgggt-3° 28-mer
RV Primer RepB’Y162A 5’-acccacggctgagcaccggegegggtgg-3’ 28-mer
FW Primer RepB’R234A 5’-ccgggctggtcaaggectteggtgatgace-3’ 30-mer
RV Primer RepB’R234A 5’-ggtcatcaccgaaggccttgaccageccgg-3’ 30-mer
FW Primer RepB’D238A 5’-gcgcttcggtgatgccctcageaagtgeg-3° 29-mer
RV Primer RepB’D238A 5’-cgcacttgctgagggcatcaccgaagege-3’ 29-mer
FW Primer RepB’D281A 5’-ggccacgaageggcttacatcgagege-3° 27-mer
RV Primer RepB’D281A 5’-gcgcetcgatgtaageegettcgtggee-3’ 27-mer
FW Primer RepB’R285A 5’-gcggattacatcgaggccaccgtcagcaaggt-3° 32-mer
RV Primer RepB’R285A 5’- accttgcetgacggtggcctcgatgtaatccge-3’ 32-mer
FW Primer RepB’E302A 5’-gcgegggccgegcetggeacgg-3’ 21-mer
RV Primer RepB’E302A 5’-ccgtgecagegeggeccgege-3’ 21-mer
FW Primer RepB’A6del624-626 5’-ggctggecagectcgaaagecgecac-3’ 26-mer
RV Primer RepB’A6del624-626 5’-gtggcggctttcgaggetggecagee-3° 26-mer
FW Primer RepB’A12del623-626 5’-ggctggccagectegaagegetggac-3’ 26-mer
RV Primer RepB’A12del623-626 5’-gtccagegettcgaggetggecagee-3’ 26-mer

rot markiert - mutierte Codons
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2.6 Lingen- und Molekulargewichtsstandards

ng) Kilobasas
kDa

48 6.0; — — 212
40 5.0
32 40 e |— 158
120 30 — 116
— |- 972
40 20
- o — 664
57 15
e [— 656
45 12 -
122 10 - |27
34 09—
31 08 - | 348
27 0.7
23 06- - | 27.0
124 0s
4 04 “ |— 200
37 03
w——|— 14.3
3 02—
w—— 6.5
61 [:A]
2-log-DNA-Léngenstandard (NEB) Proteinmolekulargewichtsstandard p7702L (NEB)

Der Oligonukleotid-Langenstandard bestand aus radioaktiv 5’-phosphorylierten Oligonukleotiden mit
einer Lange von 6, 8, 10, 12 und 14 Nukleotiden (3.5.3).

32p_ACGCGC
32p_ACGCGCCC
2p_.ACGCGCCCCC
32p_ACGCGCCCCCAC
32p_ACGCGCCCCCACCC

2.7 Enzyme

EcoRI (NEB), Hindlll (NEB), Ndel (NEB), Phosphokinase (NEB), T4-DNA-Ligase (NEB), Thrombin
(Sigma-Aldrich), Ventg "-DNA-Polymerase (NEB)

2.8 Kits

Kit Hersteller
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Centrifugation Protocol) Promega
QUIAGEN® Plasmid Maxi Kit Qiagen
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (DNA Purification by Centrifugation) = Promega
QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene
Quick Start Bradford Protein Assay Kit BioRad

22



Methoden

3 Methoden

3.1 Molekulare Klonierung der RepB’-Derivate Gene. Zur Isolierung der
Gensegmente der katalytischen und der Helix-Biindel Doméne von RepB’ wurden
durch PCR nt 1-636 und nt 637-969 des repB’-Gens amplifiziert (3.1.1). Die PCR-
Produkte wurden im 1 % Agarosegel analysiert (3.4.1), aus dem Agarosegel extrahiert
(3.1.2), mit den Restriktionsendonukleasen Ndel und HindIll verdaut (3.1.3), gereinigt
(3.4.1 und 3.1.2) und mit Ndel und HindIll geschnittenen Uberexpressionsplasmid
pET28a ligiert (3.1.4). Der Uberexpressionsstamm E.coli ER2566 wurde mit den
Ligationsansitzen transformiert (3.1.5) und auf LBK-Agarplatten (2.3) ausplattiert. Von
E.coli ER2566 Kolonien wurden Reinkulturen (3.2.1) angelegt, die Plasmide pET28a-
nt 1-636 und pET28a- nt 637-969 aus den Reinkulturen isoliert (3.1.6) und die DNA-
Sequenzen der repB’-Genabschnitte liberpriift (3.1.8).

Zur molekularen Klonierung der Gene der RepB’-Derivate RepB’A6 und RepB’A12
wurden nt 1-618, nt 642-969 und nt 657- 969 des repB’-Gens amplifiziert (3.1.1). Das
DNA-Fragment nt 1-618 wurde mit den Restriktionsenzymen Ndel und EcoRI verdaut
(3.1.3) und jeweils mit einem der beiden DNA-Fragmente nt 642-969 oder nt 657- 969,
die mit EcoRI und Hindlll verdaut worden waren, in das mit Ndel und HindIII
geschnittene  Plasmid pET28a ligiert (3.1.4). Das durch die EcoRI-
Restriktionsschnittstelle in die RepB’-Sequenz eingefilhrte DNA-Triplett fiir
Phenylalanin wurde durch in vitro Mutagenese entfernt (3.1.7). Danach wurde nach den
Punkten 3.2.1, 3.1.6 und 3.1.8 weiterverfahren.

Die Gene der RepB’ Proteinmutanten W50A, Y62F, Y162A, R234A, D238A, D281A,
R285A und E302A wurden durch in vitro Mutagenese des repB’-Gens erzeugt (3.1.7,
Anhang Abbildung A2-3).

3.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR). Die PCR von Abschnitten des repB’-Gens, die
fiir die katalytische Doméne® (nt 1-618, nt 1-636) und unterschiedlich lange Varianten
der Helix-Biindel Domine® (nt 637-972, nt 642-969, nt 657- 969) kodieren, wurde im
Thermocycler des Typs Tpersonal von Biometra durchgefiihrt. Die verwendeten Primer
sind unter Punkt 2.5 aufgelistet. Die Elongationszeiten der PCR wurden der

Nukleotidldnge des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts angepasst (Tabelle 3.1).
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Tabelle 3.1: Reaktionsansatz fiir eine PCR und PCR-Programm

Reaktionsansatz (50 ul): PCR-Programm:
30 ng RSF1010 1-DNA-Denaturierung:
50 pmol Vorwiérts-Primer -4 min, 94 °C
50 pmol Riickwirts-Primer 2-DNA-Amplifizierung (x 35):
1 x NEB-Puffer 2 -30s,94 °C
1 x ThermoPol Puffer -455s,65°C
0,2 mM dNTPs -45¢",30s° 72 °C
2 Units Vent-DNA-Polymerase 3-Ende:
-30s,72°C
- Pause 4 °C

3.1.2 DNA-Isolierung aus Agarosegelen. DNA-Banden wurden aus Agarosegelen
unter UV-Licht (312 nm) ausgeschnitten und mit Hilfe des ,,Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up Systems* von PROMEGA nach Herstellerangaben extrahiert.

3.1.3 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen. Ein Restriktionsansatz
(100 pl) enthielt 50 Units der eingesetzten Restriktionsendonukleasen (NEB) sowie 2-
10 ug  geschlossene  Plasmid-DNA  oder lineare = DNA-Fragmente. Der
Restriktionsverdau wurde tiber Nacht unter den vom Hersteller (NEB) empfohlenen

Reaktionsbedingungen durchgefiihrt.

3.1.4 DNA-Ligation. Die Ligation von dsDNA mit kohésiven Enden wurde mit der T4-
DNA-Ligase (NEB) nach Herstellerprotokoll (NEB) durchgefiihrt. Pro Reaktionsansatz
wurden 30 ng linearisierter kohésiver Plasmid-DNA und die flinffache molare Menge

des kohésiven DNA-Fragments im Verhéltnis zum Plasmid eingesetzt.

3.1.5 Transformation. Elektrokompetente E. coli Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Pro
Transformationsansatz wurden 50 ul E. coli Zellen mit 2 ng gereinigtem Plasmid (3.1.6)
oder 1 pul eines Ligationsansatzes (3.1.4) in einer Kiivette (Durchmesser 2 mm,
EquiBio) vorsichtig vermischt, einem elektrischen Puls von 2500V im
Elektrotransformator (Easyject Prima, EquiBio) ausgesetzt, in 400 ul auf 37 °C
vorgewdrmtem LB-Medium aufgenommen und eine Stunde im Schiittler (RS-PL-28-10

Heto Lab Equipment) bei 300 rpm und 37 °C regeneriert.
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3.1.6 Plasmidpriparation. Plasmide (2.5) wurden mit dem QIAquick Plasmid
Miniprep Kit der Firma Qiagen (2.8) nach Herstellerprotokoll pripariert.

3.1.7 In vitro DNA-Mutagenese. DNA-Punktmutationen auf dem repB’-Gen wurden
mit dem QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (2.8) nach Herstellerprotokoll
(Stratagene/Agilent) erzeugt. Die Primer fiir die PCR wurden nach Herstellervorgaben
entworfen (2.5). Pro PCR-Ansatz wurden 25 ng pJM201-repB’-Plasmid als Matrizen-
DNA verwendet. Die PCR wurde in einem Thermocycler des Typs Tpersonal
(Biometra) durchgefiihrt.

3.1.8 DNA-Sequenzierung. DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma MWG
Biotech AG (Ebersberg) oder AGOWA Genomics (Berlin) nach einer modifizierten
Kettenabbruchmethode nach Sanger durchgefiihrt (http:/www.agowa.de). Fiir eine
Sequenzierungsreaktion wurden 2 pug Plasmid-DNA  prépariert (3.1.2). Die
Sequenzierungsprimer wurden von MWG Biotech synthetisiert (2.5). Der Vergleich der
sequenzierten DNA mit der Wildtyp-DNA erfolgte mit Hilfe des Programms
,,ClustalW* (http://www.ch.embnet.org/software/Clustal W.html) (75).

3.1.9 Stammkonservierung. Zur Langzeitlagerung der E. coli Uberexpressionsstimme
wurden 10 ml LBA oder LBK-Medium mit einer Einzelkolonie inokuliert und bei 37 °C
unter Schiitteln (G25 Incubator Shaker, New Brunswick Scientific) bei 250 rpm
inkubiert bis die Agp einen Wert von 0,8 erreichte. Die Bakteriensuspension wurde im
Verhéltnis 1:1 (v/v) mit sterilem Glycerin (100%) gemischt, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

3.2 Herstellung und Priparation der RepB’-Derivate und des Primase-DNA-

Komplexes.

3.2.1 Vorkulturen. Es wurden 100 ml LBA- oder LBK-Medium mit einer sterilen
Impfose von einer Glycerin-Stammkultur eines E. coli Uberexpressionsstammes
angeimpft und {iber Nacht unter Schiitteln (G25 Incubator Shaker, New Brunswick
Scientific) bei 250 rpm und 37 °C kultiviert.
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3.2.2 Protein-Uberexpression. Acht Liter LBA- oder LBK-Medium wurden mit der
Vorkultur eines E. coli Uberexpressionsstammes im Verhiltnis 1:100 inokuliert und
unter Schiitteln (G25 Incubator Shaker, New Brunswick Scientific) bei 250 rpm und
37 °C kultiviert. Nach Anstieg der Ao auf 0,6 wurde die Protein-Uberexpression durch
Zugabe von IPTG bis zu einer Endkonzentration von 0,4 mM induziert. Nach einer
Inkubationszeit von drei Stunden wurde die Bakteriensuspension bei 4 °C 10 min mit
5.000 x g zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in Zellaufschlusspuffer (50 mM
Tris/HCI (pH7), 150 mM MgCly, 2,5 mM DTT) resuspendiert und nach Zugabe des
Protease-Inhibitor-Cocktails ,, COMPLETE® (Roche) bei -20 °C eingefroren.

3.2.3 Zellaufschluss. Bakteriensuspensionen wurden im Homogenisator EmulsiFlex-C5
von Avestin bei 4 °C mit einem Druck von etwa 100 bar durch dreimalige Passage

aufgeschlossen.

3.2.4 Ultrazentrifugation. Die Zelltrimmer der aufgeschlossenen Bakterien-
suspensionen wurden durch Zentrifugation (30.000 x g, 4 °C, 30 min) vom Cytosol

abgetrennt.

3.2.5 Chromatographische Proteinreinigung. wurde mit Hilfe eines AKTA-FPLC-
Systems (Amersham Pharmacia) bei 4 °C durchgefiihrt. Im Chromatogramm wurden
die Wellenldngen 215nm, 260nm und 280nm aufgezeichnet. Die RepB’-Derivate
W50A, Y62F, Y162A, R234A, D238A, D281A, R285A, E302A, RepB’A6, RepB’Al2
konnten nach dem Reinigungsprotokoll fiir den Wildtyp RepB’ gereinigt werden (76).

3.2.6 Kationenaustausch-Chromatographie an Heparin. Eine HiTrap'™ Heparin-
Sdule (SV=5ml, GE Healthcare) wurde mit Puffer A (20mM Tris/HCI (pH 7), 50mM
MgSO4,1 mM DTT) &quilibriert, und die mit Puffer A im Verhéltnis 1:2 verdiinnte
Proteinprobe mit einer Flussrate von 3 ml/min aufgetragen. Nach einem Waschschritt
mit 14 % Puffer B (20 mM Tris/HCI (pH 7), 50 mM MgSOs4, 2 M NaCl, ImM DTT)
wurden die RepB’-Derivate durch einen linearen Gradienten von 14 -21% Puffer B iiber
ein Volumen von 5 SV bei einer Flussrate von 3 ml/min eluiert. Die RepB’-Derivate

enthaltenden Fraktionen wurden vereint und bis zur anschlieBenden Kationenaustausch-

26



Methoden

Chromatographie an Sulfopropylgruppen bei 4 °C autbewahrt.

3.2.7 Kationenaustausch-Chromatographie an  Sulfopropylgruppen. Die
Proteinprobe wurde mit Puffer A im Verhéltnis 1:4 verdiinnt und mit einer Flussrate
von 5 ml/min auf die mit Puffer A dquilibrierte ©® 20HS-Siule (SV=7ml, Perseptive
Biosystems) aufgetragen. Die RepB’-Derivate wurden mit einem linearen Gradienten
von 0-20 % Puffer B iiber ein Volumen von 5 SV bei einer Flussrate von 5 ml/min
eluiert, die RepB’-Derivate enthaltenden Fraktionen durch Ultrafiltration in Zentrifugal-
Konzentrationszellen (Millipore) auf 2 ml fiir die anschlieBende Gelfiltration (3.2.8)

konzentriert.

3.2.8 GroBenausschluss-Chromatographie an Superdex-75. Nach Aquilibrierung der
HiLoad™-16/60-Superdex75 Chromatographie-Siule (SV=110ml) mit Puffer C
(10 mM Tris/HCI (pH 7), 150 mM MgCl,, 1 mM DTT) wurden 2 ml einer steril
filtrierten (PorengrofBe: 0,22 uM) Probe aufgetragen. Die Elution des Proteins erfolgte

mit einer Flussrate von 0,8 ml/min.

3.2.9 Reinigung der N- und C-terminalen Doméne von RepB‘. Die N- und C-
terminalen Doménen von RepB’ wurden an einer mit Puffer D (200 mM MgCl,, 20 mM
Hepes (pH 8), 1 mM DTT) dquilibrierten HisTrap-Saule (GE Healthcare, SV=5ml) tiber
einen linearen Imidazol-Gradienten von 0-50 % Puffer E (200 mM MgCl,, 20 mM
Hepes (pH 8), 1 M Imidazol, | mM DTT) eluiert. Das Histidin-Hexapeptid wurde durch
Thrombinverdau und Dialyse (5 kDa Auschlussgrenze) gegen denselben Puffer entfernt.
Die N-terminale Domine von RepB’ wurde anschlieBend nach dem

Reinigungsprotokoll fiir den Wildtyp RepB’ weitergereinigt (3.2.6-3.2.8).

3.2.10 Herstellung und Reinigung der Primase-DNA-Komplexe. Einzelstringige
getrocknete ssiA DNA (TIB MOLBIOL) wurde in 400 ul Hybridisierungspuffer
(150 mM NaCl, 20 mM Tris/Cl (pH7.5)) gelost, im Thermoblock 5 min bei 95 °C
erhitzt und iiber Nacht auf Raumtemperatur abgekiihlt. Equimolare Menge an
gereinigter Primase und ssi4A DNA wurden fiir 30min bei 37 °C inkubiert. Maximal 2ml
des Primase-DNA-Komplexes wurden auf die mit Puffer F (10 mM Tris/HCI (pH 7,5),
300 mM NaCl, 0,01 mM EDTA) equilibierte HiLoad™-16/60-Superdex75
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Chromatographie-Sédule (SV=110 ml) aufgetragen und mit einer Flussrate von
0,8 ml/min eluiert. Die Reinheit der Primase-DNA-Komplexe wurde mittels
diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (3.4.3) und
Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) (3.5.5-3.5.6) liberpriift.

3.3 Herstellung zirkulir geschlossener einzelstringiger (ss) und doppelstringiger
(ds) DNA des Phagen M13mp18ssi4. Bei M13mp18ssid (mpl8, Max-Planck Stamm
18) handelt es sich um einen rekombinanten M13 Phagen mit einer in das Genom
integrierten Mutli Cloning Site, in die ssiA DNA insertiert wurde (77). Nach Infektion
eines Indikatorbakteriums wird nur der (+)ssDNA-Strang des Phagen M13mp18ssi4 in
die Phagenpartikel verpackt. Zur Herstellung der M13mp18ssi4A dsDNA wurden F’-
Plasmid tragende elektrokompetente E. coli IM103 Zellen mit M13mp18ssidA dsDNA
transformiert (3.1.5) und eine Reinkultur der mit dem Phagen M13mp18ssi4 infizierten
E. coli JM103 angelegt (3.3.2-3.3.4). Nach Zentrifugation der Reinkultur von E. coli
IM103(M13mp18ssid”) wurde die M13mpl8ssid dsDNA aus dem Bakterienpellet
(3.3.4 und 3.3.6) und die ssDNA des Phagen M13mp18ssid aus den im Uberstand
befindlichen Phagenpartikel extrahiert (3.3.5).

3.3.1 Transformation von E. coli JIM103 mit M13mp18ssiA dsDNA. Elektro-
kompetente E. coli JMI103 Zellen wurden mit MI13RFssi4d-dsDNA im
Elektroporationsgerit (Easyject Prima, EquiBio) nach Hersteller-Protokoll (EquiBio)

transformiert.

3.3.2 Kultivierung des Indikator-Stammes E. coli JM103. Eine Glycerinkultur von E.
coli JM103 wurde auf einer LB-Agarplatte ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Mit einer Einzelkolonie wurden 5 ml LB-Medium in einem Falcon Tube
(15 ml) angeimpft. Nach 8 Stunden Inkubation bei 37 °C unter Schiitteln bei 250 rpm
(G25 Incubator Shaker, New Brunswick Scientific) wurde die Kultur fiir 20 min auf Eis

gestellt und bis zu ihrer Verwendung bis zu einer Woche bei 4 °C aufbewahrt.
3.3.3 Infektion des Indikator-Stammes E. coli JM103 mit dem  Phagen

M13mp18ssiA. In einem 10 ml-Reagenzglas wurden 3 ml Weichagar (2.3) auf 47 °C
erwdrmt, mit 100 ul E. coli JM103 und 400 ul der MI13mpl8ssi4 dsDNA
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transformierten E. coli JIM103 (3.3.1) vermischt, bei Raumtemperatur auf X-Gal/IPTG-
Agarplatten (2.3) fest werden lassen und anschlieend tiber Nacht bei 37 °C inkubiert,

bis blaue Pseudoplaques auf dem Bakterienrasen zu sehen waren.

3.3.4 Anzucht infizierter E. coli JM103-Zellen (M13mp18ssiA™) zur Herstellung
der dsDNA des M13mp18ssi4. Es wurden 3 ml LBM-Medium (2.3) mit 100 pl der
Indikatorbakterien E. coli IM103 in einem 10 ml-Reagenzglas angeimpft. Die E. coli
JM103 Kultur wurde 3 Stunden unter Schiitteln (G25 Incubator Shaker, New Brunswick
Scientific) bei 250 rpm bei 37 °C inkubiert, mit LBM-Medium im Erlmeyer-Kolben
1:10 verdiinnt und mit 3 ml MI13mpl8ssid-Phagensuspension angeimpft. Zur
Herstellung der M13mp18ssi4-Phagensuspension wurden 3 ml LBM-Medium durch
eine sterile Impfose von einem gut separierten Pseudoplaque angeimpft und eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach fiinf Stunden Inkubation bei 37°C unter Schiitteln
(G25 Incubator Shaker, New Brunswick Scientific) bei 500 rpm wurden die E. coli
JM103-Zellen 5 min bei 16.000 x g und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand verworfen
und das M13mp18ssi4A RF-DNA enthaltende Bakterienpellet bei -20 °C bis zur DNA-

Praparation autbewahrt.

3.3.5 Extraktion der ssDNA des Phagen M13mp18ssi4. Eine Vorkultur von E. coli
IM103 (M13mpl18ssid") wurde in TY-Losung (2.3) 1:50 verdiinnt, 6 ml in einen
250 ml-Erlmeyerkolben abgefiillt, mit 1,5 ml Phagensuspension (3.3.4) beimpft und
fiinf Stunden bei 37 °C unter Schiitteln (G25 Incubator Shaker, New Brunswick
Scientific) bei 450 rpm inkubiert. Die Bakterien wurden 5 min bei 16.000 x g und 4 °C
zentrifugiert, der Uberstand mit dem Phagen M13mp18ssid, ohne Bakteriensediment
aufzusaugen, in neue 2 ml-Eppendorfgefiafle tiberfiihrt und erneut zentrifugiert. Jeweils
1 ml der M13mpl8ssiA Phagen-Uberstinde wurde auf ein 1,5 ml Eppendorfgefif
verteilt, mit 200 ul eiskalter PEG-NaCl-Losung (20 % PEG 6000 2,5 M NacCl)
griindlich durchmischt und eine Stunde auf Eis gestellt. AnschlieBend wurden die
M13mp18ssid Phagen 15 min bei 16.000 x g und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die prézipitierten M13mpl8ssi4 Phagen wurden in 10 ul M13-Puffer
(20 mM Tris/HCI (pH 7,6), 10 mM NacCl, 0,1 mM EDTA) resuspendiert. Nach Erhitzen
auf 60 °C wurden die MI13mpl8ssi4 Phagen-Suspensionen mit 50 pul auf 60 °C
erhitztem Phenol (,,Roti-Phenol”, Roth) griindlich gemischt. Die phenolhaltigen
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Ansitze wurden 15 min bei Raumtemperatur inkubiert, wieder durchgemischt und
3 min bei 16.000 x g und bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die obere wiéssrige Phase
(mit der M13mp18ssid ssDNA) wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Gefal} {iberfiihrt,
mit 100 ul Chloroform versetzt, 10 sec bei 16.000 x g und bei Raumtemperatur
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Gefif iiberfiihrt und mit
Ethanol gefillt (3.3.6).

3.3.6 Ethanolfillung von DNA. Ein Volumen DNA-L§sung wurde mit 1/10 Volumen
Na-Acetat (3 M, pH 5,2) und 2,5 Volumen Ethanol (100%) durchgemischt und die
DNA zwei Stunden bei -20°C gefillt. Nach 15 min Zentrifugation bei 16.000 x g und
4 °C wurde der Uberstand abgenommen, das DNA-Pellet mit dem gleichen Volumen an
4 °C kaltem 70% Ethanol gewaschen, 1 min zentrifugiert und der Vorgang mit 100 %
Ethanol wiederholt. Das DNA-Pellet wurde bei Raumtemperatur an der Luft getrocknet,
in 100 pl TS-Puffer (1 mM Tris/HCl, (pH 8,0), I mM NaCl) aufgenommen und 10 min
bei 65 °C erhitzt. Die DNA-Ldsung wurde bei -20 °C aufbewabhrt.

3.4 Allgemeine biochemische Methoden

3.4.1 Agarosegel-Elektrophorese von DNA. Zur Herstellung von Agarosegelen wurde
1 % (w/v) Agarose in 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris, 20 mM Essigsdure, 10 mM EDTA
(pH 8)) durch Aufkochen geldst, 50 pg/ml Ethidiumbromid zugesetzt und in einer
Kammer (10cm x 7cm x lcm) polymerisieren lassen. Vor dem Auftrag wurde die DNA
mit DNA-Probenpuffer (5 x) vermischt. Die Elektrophorese der DNA-Probe wurde bei
einer Spannung von 12V/cm fiir 1 h in 1x TAE-Puffer durchgefiihrt. Die DNA wurde
auf dem UV-Schirm (312nm) sichtbar gemacht.

DNA-Probenpuffer (5x) Elektrophoresepuffer (1x)
0,25 % Bromphenolblau (w/v) 40 mM Tris

0,25 % Xylen Cyanol (w/v) 1,142 % Eisessig (v/v)

40 % D(+)-Saccharose (w/v) 1 mM EDTA, pH 8,0

3.4.2 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) von DNA bestanden
aus 20 % Polyacrylamid, 8 M Harnstoff und 1 x TBE-Puffer (89 mM Tris, 89 mM
Borsdure, 2 mM EDTA-Na, (pHS8)). Die Polymerisation von 33 ml 30 %
Acrylamidlésung wurde mit 25 pl TEMED und 250 pl 10 % APS gestartet. Die PAGE-
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Harnstoffgele hatten ein Format von 28 cm x 16 cm x 0.2 cm. Vor der Elektrophorese
wurden die DNA-Proben mit Formaldeyd-Ladepuffer (2 x) vermischt, 2 min bei 95 °C
erhitzt und sofort auf Eis abgekiihlt. Die Elektrophorese von DNA-Oligonukleotiden
wurde vertikal bei 11 V/cm tiber 6 h in 1 x TBE-Puffer durchgefiihrt.
Formaldeyd-Ladepuffer (2 x)

95 % Formamid

18 mM EDTA

0.025 % SDS

Xylen Cyanol
Bromophenol Blau

3.4.3 Diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese von Proteinen. Ein SDS-
Polyacrylamidgel (11 cm x 8,5 cm x 0,2 cm) bestand aus einem 4 %-igen Sammelgel
und einem 20 %-igen Trenngel. Pro Probentasche wurden 2-30 pg Protein aufgetragen.
Die Proben (20 pl) wurden mit SDS-Probenpuffer im Verhiltnis 2:1 gemischt und
3min bei 95°C erhitzt. Die Elektrophorese der Protein-Proben wurde bei einer
Spannung von 20 V/cm durchgefiihrt. Die SDS-Gele wurden in Coomassie-Féarbelosung

20 min geférbt und in erhitztem Wasser entfarbt.

Trenngel (20 %): Sammelgel (4 %):

375 mM Tris/HCI pH 8,8 125 mM Tris/HCI, pH 6,8

0,1 % Laurylsulfat (w/v) 0,1 % Laurylsulfat (w/v)

62,5 % Rotiphorese Gel30 (v/v) 13,4 % Rotiphorese Gel30 (v/v)

Die Polymerisation wurde mit 0,05 % (v/v) N, N, N’, N’-Tetramethyldiamin (TEMED)
und 0,05 % (v/v) Ammoniumpersulfat (APS) gestartet.

Probenpuffer (5 x): Elektrophoresepuffer:
50 mM Tris/HCI, pH 7,0 25 mM Tris/HCI, pH 8,3
10 % Laurylsulfat (w/v) 1,44 % Glycin (w/v)

0,1 % Bromphenolblau (w/v) 0,1 % Laurylsulfat (w/v)

1 % 2-Mercaptoethanol (v/v)
14 % 1,4-Dithiothreitol (w/v)
10 % Glycerin (v/v)

Coomassie-Féarbelosung:
0,5 % Coomassie Brilliant-Blue G250 (w/v)

6,25 % Ethanol (v/v)
4,25 % Perchlorsdure (v/v)

3.4.4  Konzentrationsbestimmungen von DNA und Protein. Die

Konzentrationsbestimmung von ssi4 DNA- und Proteinlosungen erfolgte iiber die
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Bestimmung ihrer Extinktion bei den Wellenldngen von 260nm (DNA) bzw. 280nm
(Protein) mit Hilfe des Photometers ,,GeneQuant RNA/DNA Calculators® (Pharmacia).

Die Konzentrationen wurde nach folgender Formel ausgerechnet:

E=cxdx€&

E = Extinktion bei 260 nm oder bei 280 nm
d = Kivettendurchmesser
¢ = Extinktionskoeffizient bei 260 nm oder bei 280 nm

Die Extinktionskoeffizient der RepB’-Derivate und der zur Kristallisation eingesetzten
DNA wurden mit dem Programm ProtParam berechnet

(http://www.expasy.org/tools/protparam.html) (78). Die DNA-Konzentration von

Plasmiden wurde iiber die Extinktion anhand des folgenden Verhéltnisses bestimmt:
Azeo von 1,0 entspricht 50 pg/ml dsDNA oder 33 pg/ml ssDNA (bezogen auf einen

Kiivettendurchmesser von 1 cm).

3.4.5 Bradfort-Test. Die Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen nach
Bradford wurde photometrisch (Ultrospec 3100pro, Amersham Pharmacia) bei einer

Wellenlédnge von 595 nm nach Angaben des Herstellers (BioRad) durchgefiihrt (79).

3.5 Proteincharakterisierung

3.5.1 MALDI-TOF Massenspektrometrie. Protein-Proben wurden entweder mithilfe
von Cjs-Kieselgelsdulen (Zip-Tips, Millipore) nach Herstellerprotokoll entsalzt oder
nach Extraktion aus dem SDS-Polyacrylamidgel mit Trypsin verdaut. Danach wurden
die Proben mit einer organischen Matrix nach einem Protokoll von Dr. Chris Weise
vermischt und auf einen Probentriager aufgebracht. Die MALDI-TOF Spektren wurden

von Dr. Chris Weise (Institut fiir Biochemie, FU Berlin) aufgenommen.

3.5.2 Komplementirstrangsynthesetest. Ein Reaktionsansatz (Tabelle 3.2) wurde
10 min bei 37 °C, dann 8 min bei 72 °C inkubiert und durch Zugabe von 0.5 % SDS
gestoppt. Die Elektrophorese der Proben im nativen 1 %-igen Agarosegel wurde bei
einer Spannung von 12 V/cm fiir 1 Stunde in 1 x TAE-Puffer durchgefiihrt (3.4.1). Die
DNA wurde mit Ethidiumbromid angeférbt und auf dem UV-Transilluminator (312nm)
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sichtbar gemacht (3.4.1).

Tabelle 3.2: Reaktionsansatz fiir den Komplementérstrangsynthesetest

Reaktionsansatz (20 pl) Endkonzentration
NEB-Puffer 2 1x

dNTPs 0,375 mM
M13mp18ssid 30 ng
Primase 50 nM
Vent-DNA-Polymerase 0,5 Units

3.5.3 Primersynthesetest. Der Reaktionsansatz (Tabelle 3.3) wurde 1 Stunde bei 37 °C
inkubiert, mit Formaldehyd-Ladepuffer (2 x) versetzt, 2 min bei 95 °C erhitzt und sofort
auf Eis abgekiihlt. Die Elektrophorese der Proben unter denaturierenden Bedingungen
(3.4.2) wurde vertikal bei 11 V/cm iiber 6 h in 1 x TBE-Puffer durchgefiihrt und das
PAGE-Harnstoffgel anschlieBend autoradiographiert (3.5.4).

Tabelle 3.3: Reaktionsansatz fiir den Primersynthesetest

Reaktionsansatz (10 pl) Endkonzentration
NEB-Puffer 2 1 x

dATP 1 mM
dCTPs 10 uM
dGTP 100 pM
dTTP 100 pM
[*aP] dCTP (3000Ci/mmol) 90 mM
M13mp18ssid/B 240 ng
Primase 3 uM

Als Lingenstandard fiir die radioaktiven Primaseaktivitétstests dienten radioaktiv
phosphorylierte Oligonukleotide mit einer Lange von 6, 8, 10, 12, 14 Nukleotiden (2.5),
die von TIBMOL BIOL (Berlin) bezogen und mit Phosphokinase (NEB) nach Angaben
des Herstellers (NEB) am 5’-Ende radioaktiv mit [**yPJATP phosphoryliert wurden.

3.5.4 Autoradiographie. Nach Elektrophorese (3.5.3) wurde das Polyacrylamid-
Harnstoffgel in Saranfolie eingeschlagen und ein Phosphor-Screen (Type MS, Perkin
Elmer™) daraufgelegt. Nach Exposition iiber Nacht bei -80°C wurde der Phosphor-
Screen am Phosphor-Scanner (Cyclone, Perkin Elmer'™) eingelesen und mit der

mitgelieferten Software ausgewertet.

33



Methoden

3.5.5 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) mit Wildtyp RepB’ und
katalytischer Domiine von RepB’. Die Bindung von drei ssi4 DNA-Molekiilen (Basen
in der Haarnadelschleife fett gedruckt) an den Wildtyp von RepB’ oder die katalytische
Doméne von RepB’ wurde durch EMSA getestet. Die Basenpaarungen in der ssid
DNA-Haarnadelschleife, wie sie vor dieser Studie vermutet worden waren, sind

unterstrichen (Abbildung 3.1).

ssiA DNA, intakt
(5’-CCTTTCCCCCTACCCGAAGGGTGGGGGCGCGTGTGCAGCC-3%),

ssiA(3’A13)DNA, verkiirztes 3’-Ende
(5’-CCTTTCCCCCTACCCGAAGGGTGGGGG-37),

ssiA(5’A5)DNA, verkiirztes 5°-Ende
(5’- CCCCCTACCCGAAGGGTGGGGGCGCGTGTGCAGCC-3)

Abbildung 3.1: Im EMSA eingesetzte ssi4A DNA Sequenzen

Die Oligonukleotide wurden von der Firma TIB MOLBIOL (Berlin) synthetisiert. Die
Reaktionsansétze enthielten 10 uM ssid DNA, 5-12.5 uM des Wildtyps von RepB’ oder
die katalytische Domine von RepB’, 50 mM MgCl,, 50 mM KCIl und 20mMTris/HCI,
pH 7,5. Die Reaktionsansétze wurden bei 37 °C 1 Stunde inkubiert und auf ein 6 %-iges
natives Polyacrylamidgel (11 cm x 8.5 cm x 0.2 cm) aufgetragen, das 0.5 x Tris-Acetat-
EDTA (TAE) Puffer enthielt. Die Elektrophorese der Primase-DNA-Komplexe erfolgte
mit 5 V/cm bei 4 °C iiber 170 min in 0.5 x TAE-Puffer nach einem Vorlauf von 30 min
unter denselben Elektrophorese-Bedingungen. Die DNA und die Primase-DNA
Komplexe wurden mit Ethidiumbromid angefdrbt und unter dem UV-Transilluminator

(312 nm) sichtbar gemacht.

3.5.6 EMSA mit der Helix-Biindel Domine von RepB¢‘. Die Reaktionsansitze
enthielten 10 uM ssi4 DNA, 5-12,5 uM der Helix-Biindel Domine (AS 212-323) und
200 mM MgCl,, weil die Helix-Biindel Domine nur unter diesen Bedingungen 16slich
war. Die Primase-DNA-Komplexe wurden im 8 %-igen Polyacrylamidgel (11 cm x
8,5cm x 0,2 cm) elektrophoretisch aufgetrennt, das 6 % Glycerol, 20 mM Hepes
(pH 8,0) und 0,1 mM EDTA enthielt. Der Elektrophorese-Puffer bestand aus 20 mM
Hepes (pH 8,0), 0,1 mM EDTA. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von
5 V/ecm bei 4 °C iiber 170 min durchgefiihrt.
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3.5.7 Analytische Ultrazentrifugation. Die analytische Ultrazentrifugation wurde von
Prof. Dr. Joachim Behlke (Max-Delbriick-Zentrum, Berlin) nach verdffentlichtem
Protokoll durchgefiihrt (80). Zur Bestimmung der Bindungskonstanten wurden Proteine
und DNA in 100 mM MgCl,, 50 mM KCI und 20 mM Hepes, pH 8,0 aufgenommen.
Die Extinktionskoeffizienten (I/mol x c¢m) zur Berechnung der Bindungskonstanten
wurden mit Hilfe des Programms ProtParam (78) des Expasy-Servers berechnet.
€80=29,450 fiir die katalytische Domine, &,50=2,980 fiir die Helix-Biindel Doméne,
€80=32,555 fiir den Wildtyp RepB’, €80=266,190 fiir die 27-mer ssi4 (3’ A13)DNA und
£280=393,490 fiir die 40-mer ssid DNA.

3.6 Kristallographische Methoden

3.6.1 Kristallisation. Zur Kristallisation von Primase-DNA-Komplexen wurde die
Dampfdiffusionsmethode angewendet (81). Die Kristallisationsexperimente wurden
entweder in Zellkulturschalen mit 12 Vertiefungen oder in Platten mit 96 Vertiefungen
angesetzt. In den Zellkulturschalen wurden 700 pl des Fillungsmittels in die Vertiefung
vorgelegt und 1-3 ul des Proteins mit 1-3 ul des Fillungsmittels auf einem
silikonisierten Deckglas vermischt, das auf den eingefetteten Rand der Vertiefung
gelegt wurde. In den Kristallisationsplatten wurden 100 pl Féllungsmittellosung
vorgelegt, in vorgeformte kleinere Vertiefungen 1 pul der Probe und 1 pul des
Féllungsmittels gemischt und die Platte mit einem Plastikfilm (3M, Hampton Research)

versiegelt. Die Kristallisationsansitze wurden entweder bei 4 °C oder 18 °C inkubiert.

3.6.2 Beugungsexperimente, Datenaufnahme und —prozessierung. Vor einem
Beugungsexperiment wurden die Kristalle in eine Reservoirlosung mit 20 % (v/v)
Glycerin (RepB’) oder 30 % PEG400 (Primase-DNA-Komplex) iiberfiihrt, in Nylon-
Schlaufen (Hampton Research) durch Eintauchen in fliissigen Stickstoff gefroren und
bis zur Messung dort aufbewahrt. Wéhrend des Beugungsexperimentes wurden die
Proteinkristalle im Stickstoffstrom bei 100 °K gekiihlt und im Rontgenstrahl rotiert. Vor
der Datensammlung wurden 2-4 Oszillationsbilder jeweils im Winkel von 90°
zueinander aufgenommen, mit dem Programm MOSFLM (82) indiziert und das
Kristallsystem bestimmt. Mit dem Unter-Programm STRATEGY von MOSFLM

wurden das Winkelinkrement, der Startwinkel und der gesamte Rotationswinkel fiir das
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Beugungsexperiment berechnet mit dem Ziel, einen vollstindigen Datensatz
aufzunehmen. Die Expositionszeit des Kristalls mit Rontgenstrahlung wurde so
eingestellt, dass einerseits durch lingere Exposition schwichere Reflexe bei hoherer
Auflosung mit der notwendigen Signalintensitdt aufgenommen werden konnten.
Andererseits wurde versucht, die Expositionszeit ausreichend zu verkiirzen, um
Strahlenschdden am Kristall zu reduzieren und um ,,iberladene, nicht auswertbare
Reflexe (overloads) auf den Oszillationsbildern aufgrund von zu intensiver Bestrahlung
des Detektors zu vermeiden. Die Diffraktionsdaten fiir den nativen RepB’-Datensatz
wurden am Strahlrohr ID14-2 am ESRF in Grenoble mit einem ADSC Q4 CCD
Detektor, und die vier MAD-Datensétze an einem OsOs-Derivat von RepB’ wurden am
FU-eigenen Strahlrohr BL-14.1 des Synchrotrons BESSY II in Berlin mit einem MAR
CCD 165 mm Detektor aufgenommen. Die Rontgenaufnahmen wurden mit den
Programmen SCALEPACK (83) oder XSCALE (84) mit (native Datensitze) und ohne
(RepB’-0s0s-Datensitze) Mittelung der Friedelpaare aufeinander skaliert.

3.6.3 Losung des Phasenproblems (RepB’-Raumstruktur). Zur Bestimmung der
Schweratomsubstruktur des OsOj; Py-Derivates von RepB’ nach der Differenz-
Patterson-Methode wurde das Programm-Paket SHELX verwendet (85). Das anomale
Signal wurde mit dem Unter-Programm SHLEXC und die Lage und Besetzung von
OsO; Py in der asymmetrischen Einheit des RepB’-Kristalls wurden mit dem Unter-
Programm SHELXD bestimmt. Die Phasenbestimmung und Verfeinerung (durch
Losungmittelglittung) aus der Schweratomsubstruktur des OsOs Py-Derivates von

RepB’ erfolgte mit dem Unter-Programm SHELXE.

3.6.4 Losung des Phasenproblems (Raumstruktur des Primase-DNA-Komplexes).
Das Phasenproblem wurde durch die Methode des molekularen Ersatzes mit dem
Programm Phaser (86) gelost. Als Suchmodelle diente die katalytische Doméne von
RepB’ (AS 4-206). Zur Translations- und Rotationssuche wurden die voreingestellten
Parameter des Programms Phaser in einem Aufldsungsbereich von 20 A bis 3.5 A

verwendet.

3.6.5 Modellverfeinerung, -bau und -validierung. Das Anfangsmodell wurde zum

Teil durch das automatische Modellierungsprogramm RESOLVE (87) gebaut und
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manuell fertiggestellt mit dem Programm COOT (88). Die Modellverfeinerung erfolgte
iterativ, indem die Differenz der experimentell bestimmten (Fo) und der aus dem neuen
Atom-Modell errechneten Strukturamplituden (Fc) durch Restraint-Verfeinerung der
Geometrieparameter des Modells nach der Methode der Maximalen-Wahrscheinlichkeit
mit dem Programm REFMACS (89) minimiert und das Modell anhand von 2Fo-Fc und
Fo-Fc Elektrondichtekarten korrigiert wurde (88). Zur Validierung des Modells wurden
etwa 5 % der gemessenen Reflexe verwendet, die nicht in die Verfeinerung einbezogen
wurden (Tabelle 4.1). Der Verfeinerungsprozess wurde bis zur Konvergenz des Ryee-
Faktors wiederholt. Die stercochemische Qualitit der Modelle wurde mit
WHATCHECK (90) and PROCHECK (91) iiberpriift. Bénderdarstellungen und
Darstellungen des elektrostatischen Potentials der Modelle wurden mit dem Programm

Pymol (92) erstellt.

3.6.6 Programme fiir die dreidimensionale  Strukturiiberlagerung.
Strukturiiberlagerungen wurden mit den Programmen COOT (88) und DALI (93)
durchgefiihrt. DALI vergleicht die Co-Atompositionen der Aminosduren des
Suchmodells und der Strukturmodelle aus der PDB-Datenbank miteinander, berechnet
die mittlere Standardabweichung der Ca-Atome und gibt den Z-Wert als MaB fiir die
Homologie zwischen zwei Raumstrukturen aus. In der Regel weisen Z-Werte grofer als
6 auf zwei homologe Raumstrukturen hin. Bei Z-Werten zwischen 3-6 geht man davon
aus, dass zwei Raumstrukturen entfernt verwandt sind. Bei Z-Werten unter 2 besteht

keine Ahnlichkeit zwischen zwei Raumstrukturen.
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4 Ergebnisse

Zu Beginn dieser Arbeit sollten die Fragen beantwortet werden, wo RepB’ die
Primersynthese auf der ssiA DNA beginnt und wie lang die von RepB’ synthetisierten
Primer sind. Aus in vivo Studien, in denen verkiirzte ori)” DNA eingesetzt worden war,
wurde der Startpunkt der RepB’ Primersynthese von Lin und Meyer (23) auf die
Nukleotide 31-33 eingegrenzt (Abbildung 1.5 B).

4.1 RepB’ beginnt die Synthese des DNA-Primers an Thymin 32 der ssi4 DNA-
Sequenz. Der Startpunkt der DNA-Primersynthese von RepB’ wurde durch eine run off’
DNA-Sequenzierung (3.1.8) an zirkuldrer doppelstrangiger M13mp18 ssi4A RFII DNA
bestimmt, die im (+)DNA-Strang die ssi4 Sequenz und im komplementiren (-)DNA-
Strang eine DNA-Bindungsliicke am Startpunkt des DNA-Primers von RepB’ enthilt
(Abbildung 4.1 A, B).
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Abbildung 4.1 (A) Prinzip des Primaseaktivitiitstests und Bestimmung des Startpunktes des DNA-
Primers von RepB’ an ssi4 durch eine run off DNA-Sequenzierung. Ein Reaktionsansatz enthielt
zirkulédre einzelstrangige M13mp18 ssidA DNA, die die ssi4 DNA-Sequenz enthélt (3.5.2), RepB’, Vent-
DNA-Polymerase und 2’-Desoxynukleosid-5'-Triphosphate (dINTP). RepB’ synthetisiert einen DNA-
Primer (roter Pfeil) komplementdr zur ssi4A DNA-Sequenz, der von der Vent-DNA-Polymerase verldngert
wird, bis die Vent-DNA-Polymerase auf das 5’-DNA Ende des von RepB’ synthetisierten DNA-Primers
trifft. An dieser Stelle bleibt eine Bindungsliicke zuriick, da der Reaktionsansatz keine DNA-Ligase
enthélt. Primaseaktivitit wird durch die Umwandlung der einzelstringigen in doppelstringige
M13mp18ssiA DNA angezeigt. Im Kontrollversuch ohne RepB’ wird kein DNA-Komplementérstrang
synthetisiert. Da der neu synthetisierte DNA-Einzelstrang der M13mp18ssi4 dsDNA eine Bindungsliicke
enthilt, wird die M13mp18ssi4 dsDNA als replikative Form II (RFII) bezeichnet, um sie von der
replikativen Form I, der zirkulér geschlossenen doppelstrangigen DNA von M13 abzugrenzen.

Die Bindungsliicke der RFII Form der M13mp18ssi4 dsDNA diente zur Bestimmung des Startpunktes
des Primers. Die run off DNA-Sequenzierung nach Sanger wurde von der Sequenzierungsfirma AGOWA
genomics durchgefiihrt. Der Sequenzierungsprimer (2.5) wurde so entworfen (blauer Pfeil), dass die
DNA-Sequenzierung am DNA-Einzelstrangbruch des (-)DNA-Stranges der M13mp18ssi4 RFII DNA
auslduft (run off), d.h. abgebrochen wird, da die Taq-Polymerase nur iiber kontinuierliche DNA-Stringe
den Gegenstrang synthetisieren kann. (B) Komplementirstrangsynthese an M13mp18ssi4 ssDNA
(Herstellung der RFII Form von M13mp18ssi4). Marker: 10, 8, 6, 5, 4, 3, 2, 1,5 [kB]. Kontrollen:
M13mp18ssid ssDNA und aus E. coli isolierte M13mp18ssi4 dsDNA (3.3). M13mp19ssid4 ssDNA
enthdlt den inaktiven DNA-Komplementirstrang von ssi4. Vent Pol/-RepB’, Ansatz mit Vent-DNA-
Polymerase und ohne RepB’. RepB’/-Vent Pol, Ansatz mit RepB’ und ohne Vent-DNA-Polymerase.
DNA-Doppelstrang-Kontrolle BsrGI/HindIll, der Verdau eines kompletten Reaktionsansatzes mit den
dsDNA spezifischen Restriktionsenzymen BsrGI/HindlIIl lieferte zwei DNA-Fragmente der erwarteten
Lange von 2 kB und 5,5 kB. (C) Ergebnisse der run off DNA-Sequenzierung am (-)DNA-Strang der
M13mp18ssiA RFII DNA. Y-Achse, relative Fluoreszenzintensitidten von Adenin (griin), Thymin (rot),
Cytosin (blau), Guanin (schwarz). X-Achse, DNA-Sequenz. Die ermittelte DNA-Sequenz ist oberhalb
des Fluoreszenzprofils angegeben. Ein Fluoreszenz-Peak entspricht jeweils einer sequenzierten Base. Die
erste  (Nummer 1) und letzte Base (Nummer 40) sowie die Basen der Haarnadelschleife
(gegeniiberliegende Pfeile) der ssi4 DNA-Sequenz wurden iiber der ermittelten DNA-Sequenz
gekennzeichnet. Die Base mit der Nummer 32 ist der Startpunkt der DNA-Primersynthese von RepB’.
(D) SsiA DNA-Sequenz und -Haarnadelstruktur aus dem ori} von RSF1010 mit eingezeichneter
Startstelle des von RepB’ synthetisierten Primers. Der zuvor von Lin und Meyer (23) vermutete
Startpunkt der Primersynthese von RepB’ an den Nukleotiden G*'T**G™ ist mit drei Sternen
gekennzeichnet. Ein Pfeil iiber T*® zeigt die in dieser Arbeit exakt bestimmte Startposition der
Primersynthese. Die Basenpaare der Haarnadelschleife der ssi4 DNA wurden in der Raumstruktur des

Primase-DNA-Komplexes beobachtet (Abbildung. 4.18); der G*T'! DNA-wobble ist rot gefirbt.
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Die run off DNA-Sequenzierung erfolgte am (-)DNA-Strang der M13mp18 ssi4 RFII
DNA in Richtung der DNA-Bindungsliicke. Das Fluoreszenzsignal der DNA-
Sequenzierungsreaktion wurde signifikant reduziert nach Thymin in Position 32 in der
ssiA DNA-Sequenz (Abbildung 4.1 C). Das zusétzliche Adenin-Signal in Position 33
der ssiA Matrizen-DNA wurde von der zur DNA-Sequenzierung verwendeten Tag-
DNA-Polymerase erzeugt, die unabhidngig von der DNA-Matrize ein
Adenosinmonophoshat an freie 3’-OH DNA-Enden anhédngt (personliche Mitteilung
von AGOWA genomics). Weil Adenosintriphosphat das erste ANTP im DNA-Primer
ist, wird Thymin 32 in der ssi4A DNA-Sequenz als erstes Nukleotid von RepB’
abgelesen (Abbildung 4.1 D).

Der run off Ansatz wurde erginzt durch Primersynthesetests (3.5.3) an
M13mp18ssid ssDNA unter Verwendung unterschiedlicher Kombinationen von 2'-
Desoxynukleosid-5'-Triphosphaten (dANTP), um das Start-Nukleotid des DNA-Primers
von RepB’ zu bestitigen (Abbildung 4.2 A, B). Volle Primersyntheseaktivitit von
RepB’ wurde nur in Reaktionsansidtzen mit dATP erreicht. RepB’ produziert DNA-
Primer mit einer Linge von bis zu 12 Nukleotiden (Abbildung 4.2 B). In
Reaktionsansdtzen ohne dGTP synthetisierte RepB’ iiberwiegend Dinukleotide, in
geringem Male Trinukleotide und DNA-Primer mit einer Linge von bis zu
12 Nukleotiden.

Der Abbruch der DNA-Primersynthese nach einem Dinukleotid im Reaktionsansatz
ohne dGTP entsprach den Erwartungen, weil RepB’ an Position C30 (3. Position im
DNA-Primer) kein komplementéres GMP einbauen kann. Die schwache Synthese von
Trinukleotiden und langerer DNA-Primer im Reaktionsansatz ohne dGTP zeigt, dass
RepB’ unter diesen Bedingungen zur ssi4 Matrizen-DNA nicht komplementire dNTPs
in den DNA-Primer inkorporiert, dies aber ineffizient ist. Wahrscheinlich ist, dass in
den Positionen C28 und C30 der ssi4A DNA-Sequenz dAMP unter Bildung eines C-A
wobble Basenpaares in den DNA-Primer von RepB’ inkorporiert worden ist. Das
Weglassen von dTTP im Reaktionsansatz hatte keinen Einfluss auf die Primer-Lénge,
weil Adenin nicht im Abschnitt der ssi4 DNA-Sequenz vorkommt, der als Matrize fiir

die DNA-Primersynthese dient.
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Abbildung 4.2 A, B, C: DNA-Primersynthese von RepB’ an zirkulirer einzelstringiger
M13mp18ssi4A DNA in Abhingigkeit von dATP, [32(1P] dCTP, dGTP und dTTP. (A) Prinzip des
Primersynthesetests. Ein Reaktionsansatz enthilt RepB’, dNTPs und [*’aP] dCTP. Die von RepB’
synthetisierten DNA-Primer wurden durch die Verwendung von [*’aP] dCTP als Substrat im
Primersynthesetest radioaktiv markiert, elektrophoretisch im denaturierenden 20%-igen Harnstoffgel
aufgetrennt (3.4.2) und durch Autoradiographie mit Hilfe eines Phosphor-Scanners nachgewiesen (3.5.4).
[*aP] dCMP ist eine Verunreingung des [**aP] dCTPs. (B) Primersynthesetest an zirkulirer
einzelstringiger M13mp18ssi4 DNA unter Verwendung verschiedener dNTP-Kombinationen. Alle
Reaktionsansitze (3.5.3) enthielten RepB’ und M13mpl8ssi4 DNA und [*aP] dCTP, aber
unterschiedliche Zusammensetzungen an dNTPs. Daher werden fiir die Spuren 2-8 nur vom Experiment
abweichende Reaktionsbedingungen angegeben. (C) SsiA DNA-Sequenz aus dem oril’ von RSF1010

mit eingezeichnetem DNA-Primer von RepB’ (roter Pfeil).

Spur 1 Oligonukleotid-Marker 6-8-10-12-14 Nukleotide Spur 5 dATP, dCTP, dGTP
Spur 2 dATP, dCTP, dGTP, dTTP Spur 6 dCTP, dGTP

Spur 3 dCTP, dGTP, dTTP Spur 7 dATP, dCTP

Spur 4 dATP, dCTP, dTTP Spur 8 ohne RepB’

4.1.1 Die Linge des von RepB’ synthetisierten DNA-Primers ist abhingig von der
dATP Konzentration und variiert zwischen 2-12 Nukleotiden. Um die
Auswirkungen der Konzentration von dATP als Start-Nukleotid auf die DNA-
Primersynthese von RepB’ an M13mpl18ssi4A DNA zu studieren, wurden die dATP
Konzentrationen von 10 uM, 1 mM und 10 mM im Reaktionsansatz variiert bei
gleichbleibender Konzentration von 10 uM der 2‘-Desoxynukleosid-5‘-Triphosphate
dCTP, dGTP, dTTP (Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3 (A) DNA-Primersynthese von RepB’ an zirkuliirer einzelstringiger M13mp18ssiA
DNA in Abhiingigkeit der dATP-Konzentration. Alle Reaktionsansitze (3.5.3) enthielten
M13mp18ssid DNA, RepB’ und jeweils 10 pM von dCTP (davon 1 pM [**aP] dCTP), dGTP und dTTP.
dATP wurde in den Konzentrationen 10 mM (Spur 2), 1 mM (Spur 3) und 10 pM (Spur 4) eingesetzt oder
das Reaktionsgemisch enthielt keine RepB’ (Spur5). Oligonukleotid-Marker 6, 8, 10, 12 und
14 Nukleotide (Spur 1). Die Lange der DNA-Primer konnte anhand der Oligonukleotid-Abbruchprodukte
abgezihlt oder iiber den Vergleich mit dem Oligonukleotid-Langenstandards bestimmt werden. (B) SsiA
DNA-Sequenz aus dem oril’ von RSF1010 mit eingezeichnetem DNA-Primer von RepB’ (roter
Pfeil).

Je hoher die Konzentration von dATP im Verhéltnis zu dCTP, dGTP und dTTP war,
desto kiirzere DNA- Primer synthetisierte RepB’. Bei 10 uM dATP im Reaktionsansatz,
d.h. bei equimolaren Mengen von dATP, dCTP, dGTP und dTTP, produzierte RepB’
DNA-Primer von liberwiegend 11 und 12 Nukleotiden. Wurde die dATP-Konzentration
auf 1 mM erhoht, synthetisierte RepB’ DNA-Primer von 2, 10, 11 und 12 Nukleotiden.
Bei einer Konzentration von 10 mM dATP im Reaktionsansatz erzeugte RepB’ unter
Verbrauch des gesamten freien dATP Di-, Tri- und Hexanukleotide. Die erhdhte dATP-
Konzentration von 10 mM stimuliert die DNA-Primer-Neusynthese von RepB’
erheblich. Die permanente Neusynthese kurzer DNA-Primer erfordert, dass von RepB’
synthetisierte DNA-Primer von der M13mp18ssi4A DNA-Matrize dissoziieren, damit die
Matrizen-DNA fiir die Synthese weiterer DNA-Primer wieder zur Verfiigung steht. Die
dATP-Konzentrationsabhiangigkeit der DNA-Primersynthese legt nahe, dass RepB’ eine
dATP-Bindungsstelle zur Initiation der Primersynthese besitzt, die, sobald sie besetzt
ist, die DNA-Primersynthese initiiert. Linge und Startpunkt der DNA-Primersynthese

weisen auBBerdem darauthin, dass RepB’ die ssi4 DNA-Haarnadelstruktur aufschmelzen
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muss, um Primer in voller Lidnge von 12 Nukleotiden zu synthetisieren, weil der
Abstand vom Startpunkt der Primersynthese (T32) bis zur basengepaarten
Haarnadelschleife nur 5 Nukleotide betrdgt (Abbildung 4.3 B).

4.2 Strukturbestimmung des Wildtyps RepB’. Zu Beginn dieser Doktorarbeit war ein
nativer Datensatz eines RepB’-Kristalls bis zu einer Auflésung von 2,5 A aus meiner
Diplomarbeit vorhanden (76). Die Raumgruppe des RepB’-Kristalls war primitiv
tetragonal, P4,2,2 oder P432,2. Die Zellkonstanten der Einheitszelle betrugen
a=b=91,1A,c=83,6 A, a=B=y=90°.

4.2.1 Optimierung der Kristallisationsbedingung von RepB’. Durch Zugabe von
1 mM des Primase-Substrates dTTP zur Kristallisationslosung (Abbildung 4.4) konnte
die Diffraktion der RepB’ Kristalle um 0,5 A erhéht werden (3.6.1).

Abbildung 4.4: Optimierte Kristallisationsbedingung fiir RepB’
und RepB’ Kristalle

0,3 M Ammoniumsulfat

22 % wi/v Polyethylenglycol (PEG)
Monomethylether 2000, 5 % (v/v) y-Butyrolacton
100 mM Natrium Acetat pH 5,5

1 mM dTTP

4.2.2 Aufnahme eines nativen Datensatzes bis zu einer Auflosung von 2,0 A und
Eingrenzung der tetragonalen Raumgruppen des RepB’-Kristalls auf P4,2,2 oder
P432,2. Am Strahlrohr ID 14-2 des European Synchrotron Radiation Facility (ESRF) in
Grenoble konnte mit einem ADSC Q4 CCD Detektor von einem RepB’-Kristall ein
nativer Datensatz bis zu einer Aufldsung von 1,98 A aufgenommen werden, der unter
der neuen Kristallisationsbedingung mit dTTP  gewachsen war. Nach
Datenprozessierung (3.6.2) mit den Programmen Denzo und Scalepack (83) wurde ein
primitiv tetragonales Kristallsystem festgelegt und die Schraubenachsen nach
Bestimmung serieller Ausloschungen entlang der Kristallachsen h0O und 001
zugeordnet. Die Raumgruppe des Kristalls konnte auf P4,2,2 oder P45;2,2 eingegrenzt
werden. Eine Entscheidung zwischen den enantiomorphen Raumgruppen P4,2,2 oder
P4;2,2 konnte erst nach Ldosung des Phasenproblems getroffen werden (s.u.). Die

Zellkonstanten der Einheitszelle warena=b=91,74 A ¢ = 83,48 Aund a = B =y = 90°.
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4.2.3 Darstellung der OsO; x 2 Pyridin-Derivate von RepB’ und Aufnahme von
MAD-Daten bis zu einer Auflosung von 2,7 A. Aufgrund fehlender Raumstrukturen
von Primasen mit homologer Aminoséuresequenz konnte das Phasenproblem nicht mit
der Methode des molekularen Ersatzes gelost werden. Daher erforderte die
Phasenermittlung die Suche nach geeigneten Schweratomderivaten von RepB’.
Letztlich gelang die Phasenbestimmung durch Multiple Wavelength Anomalous
Dispersion (MAD) mit einem OsOs x 2 Pyridin RepB’-Derivat (3.6.2). RepB’-Kristalle
wurden in Kristallisationslosungen mit 10 mM OsOs x 2 Pyridin, aber ohne Zusatz von
dTTP 24 Stunden inkubiert. Ungebundenes OsOs x 2 Pyridin wurde durch 5-maligen
Austausch der Mutterlauge durch Reservoirlosung entfernt. Zur Phasenbestimmung
durch MAD wurden von einem Kristall eines RepB’-Osmiumderivates vier Datensétze
bis zu Auflésung von 2,7 A bei jeweils verschiedenen Wellenlinge unter Ausnutzung
anomaler Dispersion an der LIII-Absorptionskante von Osmium (Literaturwert
1,1405 A) aufgenommen (Tabelle 4.1). Das Maximum der LIII-Absorptionskante von
Osmium wurde zuvor experimentell durch einen Fluoreszenzscan auf 1,1402 A

ermittelt.

4.2.4 Erstellung des Raumstrukturmodells von RepB’. Nachdem die
Rontgenaufnahmen ohne Mittelung der Friedelpaare aufeinander skaliert worden waren
(3.6.2), konnte mit dem Programm SHELXC ein anomales Signal bis zu einer
Aufldsung von 2,7 A detektiert werden. Mit dem Programm SHELXD konnten nach der
Differenz-Patterson-Methode fiinf OsO;-Lagen in der asymetrischen Einheit lokalisiert
werden, die in der initialen, experimentellen Elektronendichtekarte gut definiert waren.
Die Bestimmung und Verfeinerung der Phasenwinkel erfolgte mit dem Programm
SHELXE bis zu einer Auflésung von 2,7 A unter Verwendung der drei OsO;-Lagen mit
der hochsten Besetzung und gelang nur in der Raumgruppe P452,2.

Nach Abschluss des iterativen Strukturverfeinerungprozesses (3.6.5) unter der
Verwendung von 2 Fo-Fc und Fo-Fc Elektronendichtekarten (3.6.5) konnte ein Modell
der Raumstruktur von RepB’ erstellt werden, dass 89 % der Aminosduresequenz von

RepB’ widerspiegelt (3.6.5).
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Tabelle 4.1: Datensammlung und Verfeinerungsstatistiken, RepB’ Raumstruktur. * Die hdchste

Aufldsungsschale ist in Klammern angegeben.#Rsym =>|1-<I>|/Y <I>, wobeil die beobachtete und

< [ > die durchschnittliche Intensitit der Reflexe ist.

Nativer 0sO;-Derivat Kristall
Kristall

Datensammlung peak inflection high remote  low remote
Wellenlinge (A) 0,931 1,1402 1,1406 1,0442 1,2557
Raumgruppe P43212 P43212
Einheitszelle (A)
a=b 91,74 90,4
C 83,48 83,2
a=B=y (°) 90 90
Auflésung (A) 50-1,98 50-2,7
I/o(D)* 19,5 (3,4) 30,94 (2,3) 33(3,7) 37,17 (4,0) 30,24 (2,1)
Vollstandigkeit (%)* 99,8 (98,4) 96,5 (72,5) 99,2 (99,9) 99,9 (100) 96 (64,4)
Reym (%)*" 7,6 (53,3) 3,9 (27,4) 3,9 (34,9) 3,7 (33,9) 4 (36,1)
Gemessene Reflexe 209883 62854 70362 70980 61428
Unabhéngige Reflexe 24819 17528 18120 18159 17497
Multiplizitét 8,5 3,6 3,9 3,9 3,5
Verfeinerung
Aufldsung (A) 19,2-1,98
Reflexe benutzt fiir Verf. 24774
Arbeitsatzgrofie (%) 23748 (95,8)
TestsatzgrofBie (%) 1026 (4,1)
R-Faktor/freier R-Faktor 19,5/23,3
Anzahl der Atome

Protein 2244

Sauerstoff, Wassers 253

Sulfat (2) 10

Pyrophosphat (1) 9
Durchschnittlicher 36,1
Temperaturfaktor B (A%)
Standardabweichung

Bindungslinge (A) 0,010

Bindungswinkel(°) 1,065
Ramachandran
Diagramm
Bevorzugte Regionen(%) 95,2
Erlaubte Regionen (%) 4,4
GroBziigig erlaubte 0,4

Regionen (%)

Aufgrund von nicht interpretierbarer Elektronendichte in ungeordneten Bereichen der

RepB’-Raumstruktur konnten 11 % der Aminosdurekette von RepB’ nicht modelliert

werden: Aminosiduren 1-4,

154,

159-161,

208-216, 276-278und 308-323. Die

Stereochemie wurde mit den Programmen WHATCHECK (90) und PROCHECK (91)

gepriift. Alle Torsionswinkel y und @ lagen in erlaubten Bereichen (Tabelle 4.1).
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4.3 RepB’ besteht aus zwei flexibel miteinander verbundenen Doménen. RepB’
weist eine hantelformige Raumstruktur mit zwei voneinander abgegrenzten Domédnen
auf (Abbildung 4.5 A, B). Die N-terminale Domine (AS 1-205) von RepB’ setzt sich
aus zwei zentralen, antiparallelen B-Faltblattern zusammen, die von sechs a-Helices

umgeben sind.

A

(B) |

a6 205_|
| C-307 (323)

1
1 1
1
l 269274 !
RTI
220 252 257 r;!u 3[)4
a9 |al0at
a7 a8 2‘&3J 292 204
234 239

Abbildung 4.5 A, B: Sekundéir- und Tertidrstruktur von RepB’. (A) Kristallstruktur von RepB’ in
der Bénderdarstellung. a-Helices griin, B-Stringe gelb, B-turn Typ I (BT) zwischen a-Helices a9 and .10
orange, Schleifen in pink bis auf die lange Schleife (rot), die a-Helix a5 und B-Strang B7 verbindet, und
die Verbindungsschleife zwischen a-Helix a6 und a7 (blau). N -und C Terminus, o-Helices, and 8-
Strange sind gekennzeichnet. Die rote Verbindungschleife verlduft am Boden des katalytischen Zentrums
und tridgt das katalytisch aktive R145. (B) Topographiedarstellung der RepB’-Raumstruktur. Farben
und Kennzeichnung wie in (B). Teile der RepB’-Raumstruktur, die aufgrund von Unordnung nicht
modelliert werden konnten, sind als gestrichelte Linien dargestellt (Aminosduren 1-4, 154, 159-161, 208-
216, 276-278, and 308-323). Strukturell konservierte katalytische Aminosduren sind als rote Punkte

eingezeichnet und im Ein-Buchstaben-Code gekennzeichnet.

Die C-terminale Doméne (AS 220-323) von RepB’ besteht aus einem Biindel von sechs
a-Helices. N- und C-terminale Domdne von RepB’ sind durch 14 unstrukturierte
Aminosduren (AS 206-219) miteinander verbunden und liegen in der asymmetrischen
Einheit des Kristalls ~29 A voneinander entfernt. Da N- und C-terminale Doméne von
RepB’ flexibel verkniipft sind, sind Lage und Orientierung der beiden Domidnen

zueinander sehr wahrscheinlich durch die Kristallpackung beeinflusst.
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Um Strukturhomologien zu anderen Proteinen aufzuzeigen, wurden mit Hilfe des
DALI-Servers (93) die Raumstrukturen von RepB’ und Proteinen aus der PDB-
Datenbank {iberlagert (3.6.6).

4.4 Die katalytischen Zentren von RepB’ und archaebakteriellen Primasen weisen
Strukturhomologien auf. Die Raumstrukturvergleiche des DALI-Servers (93) ergaben,
dass die N-terminale Doméne von RepB’ Strukturhomologie zu katalytischen Doménen
von Primasen aus Archaebakterien und zu einer RNA-Polymerase Doméne der LigaseD

aus Pseudomonas aeroginosa (70) aufweist (Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2: Ergebnisse der DALI-Server Suche mit RepB’.
PDB-Code, Protein Daten Bank ID Code. AS, Aminosédure. PDB-Code RepB*‘ 3H20.

Primase PDB-Code Organismus Z-Wert Mittlere Anzahl
Standard- iiberlagerte AS
abweichung der  (Ca-Position)
Cao-Atome [A]

Pfo-Primase (64) 1G71 Pyrococcus 9,9 2,8A 148
Sfuriosus (Pfu)

Pho-Primase (63) 1v33 Pyrococcus 9,8 2,8A 148
horikoshii (Pho)

Polymerase Doméne 2FAO Pseudomonas 9,0 32A 156

der Ligase D (70) aeroginosa

Sso-Primase (65) 1zt2 Sulfolobus 7,8 3,0A 140
solfataricus (Sso)

DNA-Primase/ 1rni Sulfolobus 6,7 39A 146

Polymerase Doméne islandicus

des Repliaktions-
proteins ORF904 (69)

Die strukturell grofite Verwandtschaft (Z-Wert 9,9) besteht zwischen den katalytischen
Doménen von RepB’ und der Pfu-Primase aus Pyrococcus furiosus (Pfu) (64), von
denen sich die Co-Atomposition von 148 Aminosduren mit einer mittleren
Standardabweichung von 2,8 A iiberlagern lieBen. Die Ergebnisse der DALI-Suche fiir

die Helix-Bundel Doméne werden weiter unten beschrieben.
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(A) (B)
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Abbildung 4.6: Raumstrukturvergleich der aktiven Zentren von Pfu Primase (A) und RepB’ (B).
Die Uberlagerung der Raumstrukturen von RepB’ (Protein Daten Bank ID Code 3H20) und Pfu-Primase
(Protein Daten Bank ID Code 1G71) liefert einen Z-Wert von 9,9 und eine mittlere Standardabweichung
von 2,8 A fiir 148 C.-Atome beider Strukturen. MaBstab und Orientierung der Raumstrukturen von RepB’
und Pfu Primase sind gleich. Strukturelemente, die sich {berlagern, sind griin, abweichende
Strukturelemente sind rot oder grau gefarbt. Die katalytischen Aminosduren beider Primasen und die
potentiell DNA-bindenden Aminoséduren Y62 (Pfu) and W50 (RepB’) sind als Stabmodelle eingezeichnet
(Kohlenstoffatome gelb, Sauerstoff rot, Stickstoff blau). (A) Das Zink-Bindungsmotiv der Pfu Primase ist
am N-Terminus von a-Helix a4 (rot) lokalisiert; das gebundene Zn**-Ion ist als blaue Kugel dargestellt.
(B) Die korrespondierende a-Helix o4 ist verkiirzt in der RepB’-Raumstruktur (roter Pfeil). Die ssid
DNA spezifisch bindende Unterdoméne von RepB’ (Helices al-a3 und a7 und B-Stringe 31-B3, siche

Abbildung 4.18), ist mit einer gestrichelten schwarzen Linie angedeutet.

4.5 Die Raumstrukturen von RepB’ und Pri-Typ Primasen weisen konservierte
katalytische Aminosiuren im aktiven Zentrum auf. Durch Uberlagerungen der
homologen Raumstrukturen der Primasen RepB, Pho, Sso und der LigD Polymerase
Doméne konnten strukturell konservierte Aminosduren identifiziert werden (Abbildung
4.7, Tabelle 4.3). Die Aminosduren D77, D78, D134, und R145 waren in den
iiberlagerten Raumstrukturen identisch, die Aminosduren Y62, L75, T100, Q106, H142
und N151 typkonserviert (RepB’-Nummerierung). Die geometrische Anordnung der
drei Aspartate D77, D78 und D134 ist auch in Raumstrukturen von DNA- und RNA-
Polymerasen konserviert, wo drei Aspartate nach Bindung von zwei dNTPs bzw. NTPs
2 Metallionen koordinieren und so die Nukleotidyltransferaseaktivitit der DNA- und

RNA-Polymerasen katalysieren (Abbildung 1.2).

48



Ergebnisse

Abbildung 4.7: Raumstruktur des aktiven Zentrums von RepB’ mit konservierten Aminosiuren.
Die katalytische Domine ist in &hnlicher Orientierung wie in Abbildung. 4.6 abgebildet. Die
Aminosduren sind als Stabmodelle dargestellt. Die C-Atome unterscheiden sich abhingig von der
zugehorigen Primase: RepB’ (griine C-Atome), Pfu Primase (blaue C-Atome), Sso Primase (violette C-
Atome) und LigD Polymerase Doméne (gelbe C-Atome). Sauerstoffatome sind rot und Stickstoffatome
blau geférbt. Die Aminosduren von RepB’ sind im Ein-Buchstaben-Code gekennzeichnet. Aquivalente
Aminosduren der iiberlagerten Primasen sind nicht beschriftet, konnen aber mit Hilfe des Farbcodes und
Tabelle 4.3 abgeleitet werden. Zum Beispiel sind Aminosduren D280 (blaue C-Atome, Pfu), D759 (gelbe
C-Atome, ligD), and D235 (violette C-Atome, Sso) dquivalent zu Aminosdure D134 (griine C-Atome,
RepB’). Die Aminosiuren der Pho Primase sind zur besseren Ubersicht nicht gezeigt, besetzen aber die
gleichen Positionen in der Raumstruktur wie die Aminosduren der Pfu Primase und haben die gleiche

Nummerierung. Die Aminoséduresequenzen der Primasen Pfu and Pho sind zu 90% homolog.

RepB’ LigD Pol Pfu-Primase Pho-Primase Sso-Primase

Asp77 Asp669 Asp95 Asp95 Aspl01
Asp78 Asp671 Asp97 Asp97 Aspl103
Aspl34  Asp759  Asp280 Asp280 Asp235
Argld5  Arg776 Arg292 Arg292 Arg247
Tyr62 His651 Tyr72 Tyr72 Phe74

Leu75 Val668 Val93 Val93 Leu99

Thr100  Ser704 Ser146 Ser146 Serl173
GIn-106 His710 His151 His151 His179
His142  Arg762 Arg289 Arg289 Arg247
Asnl51  Arg778 His298 His298 His253

Tabelle 4.3: Strukturell konservierte Aminoséiuren innerhalb des katalytischen Zentrum von RepB’
und der homologen Primasen Pfu, Pho und Sso und der LigD Polymerase-Domiine. Identische und
typkonservierte (schriggestellt) Aminosduren innerhalb der verglichenen Raumstrukturen in der

Ziahlweise der jeweiligen Proteine.
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Die Oberflichendarstellung von RepB’ zeigt, dass die strukturell konservierten
Aminoséduren sich in einer Vertiefung der katalytischen Domine(n) befinden, die der

Helix-Biindel Doméne zugewandt ist (Abbildung. 4.8).

Abbildung 4.8: Oberflichendarstellung
von RepB’ in gleicher Orientierung wie in

Abbildung 4.5) Positive geladene (blau),

;atatlytisches g | & negative geladene (rot) und neutrale
entrum
Oberflache (grau).
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Abbildung 4.9 A, B: Primersynthese- und Komplementirstrangsynthesetests der RepB’-
Mutantenproteine W50A, Y62F, D77A, D78A, D134A, R145A und Y162A an zirkulirer
einzelstringiger M13mp18ssi4 DNA (A) Primersynthesetest (3.5.3). Alle Ansétze enthielten
M13mp18ssid DNA, dNTPs, [**aP] dCTP und jeweils eines der folgenden RepB’- Mutantenproteine:
W50A, Y62F, D77A, D78A, D134A, R145A und Y162A. Kontrolle: M13mp18ssid, Reaktionsansatz
ohne RepB’. Oligonukleotid-Léngenstandard: 6, 8, 10, 12, 14 Nukleotide (2.6). (B) Im
Komplementirstrangsynthesetest (3.5.2) wurde die Féhigkeit der Primase getestet, in Gegenwart der
Vent-DNA-Polymerase dsDNA-Synthese an zirkulérer einzelstrangiger M13mp18ssi4 DNA zu initiieren
(Abbildung 4.1 A). Die Reaktionsansitze wurden im 1% Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt, mit
Ethidiumbromid angeférbt und die DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht (3.4.1). Alle Reaktionsansitze
(3.5.2) enthielten M13mp18ssi4 DNA, dNTPs, Vent-DNA-Polymerase und eines der folgenden RepB’-
Mutantenproteine: WS50A, Y62F, D77A, D78A, D134A, R145A und Y162A. Kontrollen: M13mp18ssid
ssDNA und aus E. coli isolierte M13mp18ssid dsDNA (3.3).
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Um den katalytischen Einfluss der konservierten Aminosduren zu testen, wurden
RepB’-Derivate mit jeweils einer Punktmutationen in der Aminosiuresequenz generiert
(3.1.7, Anhang Abbildung A2-3) und ihre Primaseaktivitit an zirkuldrer
einzelstrangiger M13mp18ssiA DNA gemessen (3.5.2, 3.5.3, Abbildung 4.9). In
Primersynthese- und Komplementérstrangsynthesetests  zeigten die RepB’-
Mutantenproteine D77A oder D78A oder D134A im Vergleich zum Wildtyp RepB’
keine Aktivitit mehr (Abbildung 4.9 A, B). Damit kann angenommen werden, dass die
Aminosduren RepB’ D77, D78 und D134 die Nukleotidyltranferase-Aktivitit von
RepB’ katalysieren. Die Primaseaktivitit der RepB’-Proteinmutante R145A war im
Komplementdrstrangsynthesetest im Vergleich zum Wildtyp RepB’ stark reduziert; im
Primase-Aktivitatstest konnte keine DNA-Primersynthese des RepB’-Mutantenproteins
R145A nachgewiesen werden, was zeigt, dass der Komplementirstrangsynthesetest
sensitiver ist als der radioaktive Primase-Aktivititstest. Die Aminosdure R145 liegt im
katalytischen Zentrum eher unzuginglich fiir Matrizen-DNA. Es erscheint deshalb
wahrscheinlich, dass R145 an der ANTP- und nicht an der DNA-Bindung beteiligt ist.
Die stark reduzierte Primaseaktivitit des RepB’ Mutantenproteins R145A konnte auf
eine Beeintrachtigung der Bindung oder der Positionierung des eingehenden dNTPs in
das aktive Zentrum zuriickzufiihren sein. Die RepB’-Proteinmutante Y62F zeigte volle
Aktivitdt im Vergleich zum Wildtyp RepB’. Die Untersuchung der RepB’-
Mutantenproteine W50A und Y162A wird unter Punkt 4.16 beschrieben.

4.6 Die RepB’-Aktivitit ist Zink-Ionen unabhiingig. Im Gegensatz zu den
dreidimensionalen Strukturen von Primasen des DnaG- oder des Pri-Typs weist die
Raumstruktur von RepB’ weder auf der katalytischen noch auf der Helix-Biindel
Domine eine gebundenes Zink-Ion oder ein Zinkbindungsmotiv auf. Die Uberlagerung
der Raumstrukturen von RepB’ und Pfu-Primase zeigt, dass die zu o-Helix a4 von
RepB’ korrespondierende Zink-bindende a-Helix der Pfu-Primase in der Struktur von
RepB’- verkiirzt und damit offenbar zur Zn**-Bindung ungeeignet ist (Abbildung 4.6).

Um zu verifizieren, dass die Primase-Aktivitdt von RepB’ Zink-unabhingig ist, wurde
die Primaseaktivitidt in Gegenwart von 0,001-10 mM ZnCl, oder des Zink-Chelators
N,N,N,N-tetra-bis-(2-pyridylmethyl)-ethylendiamin (TPEN) gemessen. Weder ZnCl,
noch der Zink-Chelator TPEN stimulierten oder inhibierten die Primaseaktivitit (nicht

gezeigt).
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4.7 Die Helix-Biindel Doméne von RepB’ ist essentiell fiir die Primase-Aktivitit.
Um festzustellen, ob die Helix-Biindel Doméne von RepB’ die Primersynthese
beeinflusst, wurden die Helix-Biindel Doméne (AS 213-323) und die katalytischen
Domine RepB’ (AS 1-212) rekombinant hergestellt (3.1) und im Primase-Aktivitétstest
(3.5.2, 3.5.3) untersucht (Abbildung 4.10 A, B).
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Abbildung 4.10 A, B: Abhiingigkeit der Initiation der Komplementirstrangsynthese vom
Konzentrationsverhiltnis katalytischer zu Helix-Biindel Doméne von RepB’. Nur equimolare
Verhiltnisse von katalytischer und Helix-Biindel Domédne von RepB’ konnen die Primaseaktivitit
wiederherstellen. (A) Die Konzentration der Helix-Biindel Doméne von RepB’ wurde herabgesetzt von
50, 20, 10, 5, 2 auf 1 nM bei konstanter Konzentration (50 nM) der katalytischen Doméne von RepB’.
Kontrollen: RepB’, ssM13mp18ssid ssDNA und aus E. coli isolierte M13mp18ssi4 dsDNA. (B) Die
Konzentration der katalytischen Doméne von RepB’ wurde herabgesetzt von 50, 20, 10, 5, 2 auf 1 nM bei
konstanter Konzentration (50 nM) der Helix-Biindel Domine von RepB’. Kontrollen: RepB’, aus E. coli

isolierte M13mp18ssid dsDNA und ssM13mp18ssi4 ssDNA.
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Sowohl die isolierte katalytische Doméne als auch die isolierte Helix-Biindel Doméne
von RepB’ konnten DNA-Doppelstrangsynthese nicht eigenstindig an einzelstrangiger,
zirkulérer ssiA M13mp18 DNA initiieren. Die Primaseaktivitit konnte wiederhergestellt
werden, wenn die isolierte katalytische und Helix-Biindel Doméne von RepB’
zusammen eingesetzt wurden (Abbildung 4.10 A, B). Im Vergleich zum Wildtyp RepB’
konnte die volle Primaseaktivitit nur bei equimolarem Verhiltnis von isolierter
katalytischer und isolierter Helix-Biindel Doméne von RepB’ erreicht werden. Wurde
die Konzentration einer Doméine von 50 nM auf 1 nM herabgesetzt bei konstanter
Konzentration von 50 nM der anderen Doméne, wurde die Primaseaktivitit reduziert
(Abbildung 4.10 A, B).

Dieses Ergebnis wurde durch den Primersynthesetest bestétigt: Bei Komplementation
von isolierter katalytischer Domine und isolierter Helix-Biindel Domédne von RepB’
wurden in sehr geringem Mafle Di-, Tri- und Tetranukleotide an M13mp18ssi4 ssDNA
synthetisiert. Wenn nur isolierte katalytische Doméne oder nur die isolierte Helix-
Biindel Doméne von RepB’ im Reaktionsansatz waren, konnten keine DNA-Primer
nachgewiesen werden (Abbildung 4.11 A).

Die in vitro Komplementation zeigt, dass katalytische und Helix-Biindel Doméne von
RepB’ auch ohne kovalente Verkniipfung ohne nennenswerten Verlust aktiv sind.
Daraus lésst sich schlieen, dass katalytische und Helix-Biindel Doméne von RepB’
einen  spezifischen = Komplex an ssi4 DNA  bilden. @ Weil DNA-
Komplementdrstrangsynthese nur bei equimolarem Verhéltnis von katalytischer und
Helix-Biindel Doméne von RepB’ initiiert wird, ist wahrscheinlich, dass beide

Domainen einen spezifischen Komplex im Verhéltnis 1:1 an ssi4 DNA formen.

4.8 Die Verkiirzung des Aminosiurelinkers (AS 206-220) von RepB’ reduziert die
Primase-Aktivitiat. Die Funktion des Aminosédurelinkers von RepB’, der katalytische
und Helix-Biindel Doméne verbindet, wurde an den RepB’-Derivaten RepB’A6 und
RepB’ A12 untersucht (Abbildung 4.11 A, B), in denen der Aminosédurelinker (AS 206-
220) um sechs (AS 207-213) bzw. um 12 Aminosduren (AS 207-219) verkiirzt ist
(Anhang Abbildung A1-3). RepB’A6 und RepB’Al12 initiierten dsDNA-Synthese an
M13mp18ssi4 ssDNA. Obwohl die Primersynthese-Aktivitit von RepB’A6 und
RepB’A12 im Vergleich zum Wildtyp RepB’ reduziert war, entsprach die Lénge der
von RepB’A6 und RepB’Al12 synthetisierten DNA-Primer der Primer-Lénge des
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Wildtyps RepB’. Die Primersynthese Aktivitit von RepB’A6 war hoher als von
RepB’A12. Offenbar beeinflusst die durch den Aminosdurelinker vermittelte Flexibilitéit
zwischen katalytischer und Helix-Biindel] Domine die Primersynthese Aktivitit von

RepB’.
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Abbildung 4.11 A,B,C: DNA-Primersynthese der RepB’-Derivate RepB’A6, RepB’Al2,
katalytische und Helix-Biindel Doméine von RepB’ an zirkulirer einzelstringiger M13mp18ssi4
DNA. Alle Ansitze (3.5.2) enthielten M13mp18ssi4 DNA, dNTPs und jeweils eines der folgenden
RepB’-Derivate: RepB’A6, RepB’A12, katalytische + Helix-Biindel] Doméne von RepB’, katalytische
Domine von RepB’, Helix-Biindel] Doméne von RepB’. Oligonukleotid-Langenstandard. Kontrolle:
M13mp18ssid, Reaktionsansatz ohne RepB’. (C) Ubersicht iiber die eingesetzten RepB’-Derivate.
Balken deuten die Doménen der Derivate an. Die ersten und letzten Aminoséuren der RepB’-Derivate
und ihrer Doménen sind in der Nummerierung des jeweiligen Derivates angegeben. Die Zahlen auf den
Aminosdurelinkern geben die Linge des Linkers an. Die abgeschdtzte Aktivitit der RepB’-Derivate im

Primersynthesetest wird mit + angezeigt: + niedrigste und +++ hochste Primersyntheseaktivitit.
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Katalytische und Helix-Biindel Domine produzierten zusammen aber nur auf geringem
Niveau Di-, Tri- und Tetranukleotide, konnten aber Komplementdrstrangsynthese
initiieren (Abbildung 4.10 A, B). Die geringere Primersyntheseaktivitit im Vergleich
zum Wildtyp konnte in diesem Fall darauf zuriickzufiihren sein, dass aufgrund des
fehlenden Aminosdurelinkers katalytische und Helix-Biindel Domidne von RepB’
seltener zueinander finden. Dagegen sorgt der Aminosédurelinker im Wildtyp RepB’ fiir

eine “lokale Konzentrierung* beider Doménen.

4.9 Die Helix-Biindel Doméne von RepB’ weist eine Homeodoménen-ihnliche
Faltung auf. Raumstrukturvergleiche mit dem DALI-Server lieferten entfernt
homologe Strukturen zur Helix-Biindel Doméne von RepB’ (AS212-323, Z-
Werte < 5,5). Am dhnlichsten zur Raumstruktur der Helix-Biindel Doméne von RepB’
waren dsDNA-bindende Homeodominen aus Eukaryonten bzw. dsDNA-bindende
Proteine mit Homeodoménen-dhnlicher Faltung aus Phagen, die sich mit den
antiparallel zueinander verlaufenden a-Helices a8 und a9 und der tiber den a-Helices a8
und a9 quer liegenden a-Helix al0 der Helix-Biindel Domine von RepB’ tiberlagern
lieBen (Abbildung 4.12 A, B). Mit der dsDNA-Bindungsdoméne der Transposase des
Phagen Mu konnten bis auf oa-Helix a7 die vier a-Helices a8-11 iiberlagert werden
(Abbildung 4.12 B). Von 111 Aminosduren der Helix-Biindel Doméine von RepB’
wurden 58 Aminosduren mit einer mittleren Standardabweichung von 2,9 A mit der Mu
DNA-Bindungsdomaéne iiberlagert; der Z-Wert war 3,3.

In allen Uberlagerungen wurde o-Helix ol0 automatisch auf hypothetische oder
experimentell ermittelte dsDNA-Erkennungshelices positioniert, die in der groBen
Furche der DNA-Doppelhelix binden (Abbildung 4.12 A). Ein flexibler N-Terminus,
der mit der kleinen Furche der DNA-Doppelhelix interagiert, wie es typisch fiir
Homeodomaénen ist, fehlt der Helix-Biindel Doméne von RepB’. Die a-Helices al-a3
der Mu Transposase and a-Helices a8-a10 von RepB’ weisen die Homeodoménen-
dhnliche Faltung auf. Zusétzlich lésst sich a-Helix a4 der Mu Transposase mit Helix

al1 von RepB’ iiberlagern.
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(A) (B)

Abbildung 4.12 A, B: (A) Die Homeodomiinen-ihnliche Faltung der Helix-Biindel Domiine von
RepB’ modelliert an dsDNA. Helices a8-al0 von RepB’ (griin) sind mit der Antennapedia
Homeodoméne von Drosophila melanogaster liberlagert (rot; aul—a3), die im Komplex mit dsSDNA (grau;
Protein Data Bank ID code 1AHD) vorliegt. Die potentielle dsSDNA-Erkennungshelix a10 von RepB’
wiirden sterisch in die groe Furche der DNA-Doppelhelix passen. a-Helices a7 and at11 von RepB’ sind
zur besseren Ubersicht nicht gezeigt, wiirden aber eine Bindung an die DNA-Doppelhelix nicht
behindern. (B) Die potentielle DNA-Bindungsstelle der Helix-Biindel Doméne von RepB’ (griin)
iiberlagert mit der Homeodomiinen-ihnliche Faltung der Transposase I des Phagen Mu (rot,
Protein Data Bank ID Code 2ezh). Die Uberlagerung liefert einen Z-Wert von 3.3 und eine mittlere

Standardabweichung von 2,9 A fiir 58 Ca-Atompositionen beider Doménen.

4.10 Die Helix-Biindel Doméne von RepB’ bindet an ssiA DNA. In der Tat wurden
Komplexe aus Helix-Biindel Domine (AS 213-323) von RepB’ und ssi4 DNA im
Electrophoretic ~ Mobility ~ Shift Assay (EMSA, 3.5.6) beobachtet und die
Dissoziationskonstante der Komplexe durch analytischer Ultrazentrifugation (3.5.7) auf
27 uM bestimmt. Die Dissoziationskonstante der Komplexe aus Helix-Biindel Doméne
von RepB’ und ssi4(3’A13)DNA, die am 3’-DNA-Ende, um 13 Nukleotide verkiirzt ist,
wurde durch analytische Ultrazentrifugation gemessen und betrug 25,8 uM. Ein
Vergleich der Dissoziationskonstanten der Komplexe bestehend aus Helix-Biindel
Doméne/ssiA DNA und Helix-Biindel Doméne/ssiA(3’A13)DNA zeigt, dass das 3’-
DNA-Ende (Nukleotide 28-40) der ssi4A DNA die Bindung an die Helix-Biindel

Domine von RepB’ kaum beeinflusst. Bindungsstudien an der Haarnadelschleife
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(Nukleotide 7-27) der ssiA DNA konnten nicht durchgefiihrt werden, weil die

Haarnadelschleife unter den verwendeten Bedingungen unldslich war.

A (B)

Helixblindel-Doméane
(212-323) [uM]

5 75 10 125 O
_ . 16 18
cPa

—G
14 C—G 20
' L4k 122:$22
—»‘u“d&.&“;i | 10{::8 ,g Start
(2 T C—G
PR YO e 8 C—G 26

C—G
5'-CCTTTC CGCGTGTGCAGCC-3'
2 4 6 28 30 32 34 36 38 40

ssiA DNA

Abbildung 4.13 A, B EMSA der ssiA DNA mit der Helix-Biindel Domiine von RepB’. Helix-Biindel
Domine/ssiA DNA Komplexe wandern langsamer im nativen Polyacrylamidgel im Vergleich zur
ungebundenen ssi4 DNA und sind mit einem Pfeil gekennzeichnet. Bei der unteren Bande handelt es sich
um ungebundene ssi4A DNA. Spuren 1-4: 10 uM ssiADNA + 5-12,5 uM Helix-Biindel Doméne von
RepB’; Spur 5: nur ssi4A DNA. (B) SsiA DNA-Sequenz aus dem oriV von RSF1010. Der Startpunkt der

DNA-Primersynthese ist eingezeichnet.

Kartierung funktioneller Aminosiuren der Helix-Biindel Domiine von RepB’.
Aminoséduren auf der Oberfliche der Helix-Biindel Doméne von RepB’ wurden einem
Alanin-Scan unterzogen, um eine Kartierung funktioneller Aminosduren vorzunehmen.
Durch Uberlagerung der Helix-Biindel Domine von RepB’ mit dsDNA
Bindungsdoménen konnten strukturell konservierte Aminosduren nicht zweifelsfrei
identifiziert werden. Sequenzvergleiche von RepB’ mit Primasen, die von den RSF1010
verwandten IncQ und IncQ dhnlichen Plasmiden kodiert werden, wiesen dagegen auf
konservierte Aminosduren hin, unter denen Aminosduren D281 und R285 auf der
theoretischen Erkennungshelix 10 der Helix-Biindel Domine liegen (Abbildung
4.14 A). Die RepB’-Proteinmutanten R234A, D281 A und E302A synthetisierten DNA-
Primer in voller Lénge, aber in geringerem Male als der Wildtyp RepB’ (Abbildung
4.14 B).
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Abbildung 4.14 A, B: DNA-Primersynthese der RepB’-Mutantenproteine R234A, D238A, D281A,
R285A und E302A an zirkulérer einzelstringiger M13mp18ssi4 DNA. (A) Struktur von RepB’ mit
konservierten Aminosiuren. Alle eingezeichneten Aminosduren sind unter IncQ-Primasen strikt
konserviert in der Aminosdurensequenz. (B) Primersynthesetest (3.5.3). Alle Ansdtze enthielten
M13mp18ssiA DNA, dNTPs und jeweils eines der folgenden RepB’-Mutantenproteine: R234A, D238A,
D281A, R285A und E302A. Kontrollen: M13mp18ssi4 ssDNA, Reaktionsansatz ohne RepB’. RepB’,
kompletter Reaktionsansatz. Oligonukleotid-Léngenstandard: 6, 8, 10, 12, 14 Nukleotide (2.6).

(C) Im Komplementirstrangsynthesetest (3.5.2) wurde die Fahigkeit der Primase getestet, in
Gegenwart der Vent-DNA-Polymerase dsDNA-Synthese an zirkuldrer einzelstringiger M13mp18ssid zu
initiieren (Abbildung 4.1 A). Die Reaktionsansitze wurden im 1% Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt, mit Ethidiumbromid angefarbt und die DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht (3.4.1). Alle
Reaktionsansitze (3.5.2) enthielten M13mp18ssi4 DNA, dNTPs, Vent-DNA-Polymerase und eines der
folgenden RepB’-Mutantenproteine: R234A, D238A, D281A, R285A und E302A. Kontrollen:
M13mp18ssid ssDNA, M13mp18ssi4 dsDNA isoliert aus E. coli (3.3).

Die RepB’-Proteinmutante R285A produzierte kaum nachweisbare Mengen eines

Dinukleotids. Die DNA-Primersynthese der RepB’-Proteinmutante D238A lag zwar
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unter der Nachweisgrenze des Primer-Synthesetests. Die Initiation der
Komplementdrstrangsynthese durch RepB’ D238A und R285A bewies aber, dass
RepB’ D238A und R285A Primaseaktivitit ebenso wie RepB’ R234A, D281A und
E302A besitzen (Abbildung 4.14 B). Der Versuch zeigt, dass die Funktion der Helix-
Biindel Domine von mehreren Aminosduren ausgeiibt wird, von denen jede einzelne

Aminoséduren nicht essentiell fiir die Primaseaktivitit von RepB’ ist.

4.11 Strategien zur Kristallisation von Primase-DNA-Komplexen. Kristallisations-
versuche mit Wildtyp RepB’ und intakter ssi4 DNA blieben erfolglos. Als Ursache
wurden flexible Regionen der ssiA DNA oder von RepB’ vermutet wie z.B. das 3’- oder
5’ Ende der ssi4 DNA oder die iiber den flexiblen Aminoséurelinker verkniipfte Helix-
Biindel Doméne und der unstrukturierte C-Terminus (AS 306-323) von RepB’. Aus
diesem Grund wurden die katalytische Domine von RepB’ sowie ein um 16
Aminosduren verkiirztes RepB’-Derivat (RepB’A16, Ergebnisse nicht gezeigt)
hergestellt und versucht mit verschiedenen verkiirzten ssi4 DNA-Derivaten zu
kristallisieren. Zur Identifizierung verkiirzter ssiA DNA-Derivate, die stabil gereinigt
werden konnten, wurden Bindungsstudien unternommen, die nachfolgend beschrieben

werden.

4.12 Das einzelstringige 5’-Ende der ssi4 DNA ist essentiell fiir die Bindung an
RepB’. Im EMSA konnten Komplexe aus ssi4A DNA und RepB’ oder der katalytischen
Doméne von RepB’ beobachtet werden (Abbildung. 4.15B,C); die
Dissoziationskonstanten dieser Primase-ssi4 DNA Komplexe wurden durch analytische
Ultrazentrifugation auf 3,59 uM (RepB’+ssi4A DNA) und 2,01 uM (katalytische
Doméne von RepB’+ ssi4A DNA) bestimmt (Tabelle 4.4).

Die Dissoziationskonstanten der auch im EMSA beobachteten Komplexe aus
ssiA(3’A13)DNA und RepB’ oder der katalytischer Doméne von RepB’ (Abbildung
4.15 D, E) waren um den Faktor ~2 reduziert auf 7,95 uM (RepB’+ ssi4(3’A13)DNA)
und 5,22 uM (katalytische Doméne+ ssi4(3°’A13)DNA). Dies =zeigt, dass das
einzelstringige 3’-Ende (Nukleotide 28-40) der ssi4 DNA zwar zur Bindung an die
katalytische Doméne von RepB’ beitrégt, aber nicht essentiell ist. Wurde die ssi4 DNA
dagegen am 5’-Ende um die Nukleotide 1-6 verkiirzt (ssiA(5’A6)DNA), konnten weder
RepB’ noch die katalytische Domiéne an ssiA(5’A6)DNA binden.
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Abbildung 4.15: Einfluss des einzelstringigen 5’-Endes der ssi4 DNA auf die Bindung an RepB’.
(A) Die im EMSA verwendeten ssi4A DNAs: ssid, intakte ssid DNA. ssiA(5’A6) DNA und
ssiA(3°’A13)DNA sind am 5’-Ende um 6 Nukleotide bzw. am 3’-Ende um 13 Nukleotide verkiirzt. Der
Startpunkt der DNA-Primersynthese von RepB’ ist eingezeichnet.

Primase-DNA-Komplexe migrieren langsamer im nativen Polyacrylamid im Vergleich zu ungebundener
ssiA DNA und sind durch Pfeile gekennzeichnet (B) Spuren 1-4: 10 uM ssi4 DNA + 5-12,5 uM RepB’;
Spur 5: 10 uM ssi4 DNA (C) 10 uM ssi4d DNA + 5-12,5 uM katalytische Doméne von RepB’; Spur 5:
10 uM ssiA DNA (D) Spur 1: 10 uM ssiA(3A13)DNA + 12,5 uM RepB’; Spur 2: nur ssiA(3A13)DNA
(10 uM); (E) Spur 1: 10 uM ssidA(3°A13) + 12,5 uM katalytische Domédne von RepB’; Spur 2: 10 uM
ssiA(3’A 3)DNA. (F) Spur 1, 10 uM ssi4 DNA ohne einzelstringiges 5’-DNA Ende (ssiA(5’A5)DNA +
12,5 uM RepB’; Spur 2: 10 uM ssi4A(5’A5)DNA. (G) Spur 1: 10 uM ssid(5’A5)DNA + 12,5 uM
katalytische Doméne; Spur 2, 10 pM ssid(5°A5)DNA.

Im Folgenden wurde versucht ssi4A DNA-Derivate, die zwischen den Nukleotiden 27-40
verkiirzt waren, mit RepB’, RepB’A16 oder der katalytischen Domine von RepB’ zu
kristallisieren. Zusétzlich wurden auch ssi4 DNA-Konstrukte zur Kristallisation
eingesetzt, an die ein komplementirer DNA-Primer von 6-12 Nukleotiden Lénge
ausgehend vom Startpunkt der Primersynthese an Thymin 32 hybridisiert war. Kristalle
aus diesen Versuchen diffraktierten jedoch nur bis zu einer Auflsung von 6.5 A (nicht

gezeigt). Der Versuch einer Strukturaufklarung blieb erfolglos.

60



Ergebnisse

Tabelle 4.4: Dissoziationskonstanten von Primase-DNA Komplexen: RepB’, katalytische (AS 1-212)
oder Helix-Biindel Domiine (AS 212-323) von RepB’ gebunden an ssi4 DNA oder ssi4(3’A13)DNA.
Die Dissoziationskonstanten der Primase-DNA-Komplexe wurden durch analytische Ultrazentrifugation
bestimmt (3.5.7). Die Standardabweichungen sind in Klammern angegeben. Die analytische

Ultrazentrifugation wurde von Prof. Behlke (MDC Berlin-Buch) durchgefiihrt.

Ka RepB’ Katalytische Doméne Helix-Biindel Domiine
ssid 3,59 (+/-2,0) uM 2,01 (+/- 0,4) uM 27,0 (+/- 1,2) uyM
ssiA(3°A13) 7,95 (+/- 0,98) uM 5,22 (+/-0,98) uM 25,8 (+/-2,7) yM

4.13 Herstellung von Primase-DNA-Komplexen. Primase und DNA wurden im
stochiometrischen Verhéltnis 1:1 gemischt, 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und
iiber eine GroBenausschluss-Chromatographie gereinigt (Anhang Abbildung A4). Die
Fraktionen der GroBenausschluss-Chromatographie wurden im SDS-Gel und im nativen
Gel analysiert (Anhang Abbildung A4) und die saubersten Fraktionen zur Kristallisation

eingesetzt.

4.14 Kiristallisation des Primase-DNA-Komplexes. Der Komplex aus katalytischer
Domine und ssi4A(3’A13)DNA konnte im Dampfdiffusionsverfahren (3.6.1) unter
folgender Bedingung kristallisiert werden: 0,2 M (NHy)-Citrat, pH 5 and 20 % (w/v)
PEG 3350. Bei 18°C wuchsen nach einem Tag Kristalle in den Dimensionen 0,3 x 0,05

x 0,05 mm®.

Abbildung 4.16: Kristalle des Komplexes aus
katalytischer Doméine und ssi4(3°’A13)DNA.

4.15 Kristallstruktur der katalytischen Domiine im Komplex mit ssi4(3’A13)DNA
bei 2,7 A Auflosung. Fiir das Rontgenbeugungsexperiment wurden die Kristalle in
Reservoirlosung mit 30 % (v/v) PEG-400 {berfiihrt, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei 100°K am Strahlrohr 14.2 der Freien Universitidt Berlin am
Berliner Elektronenspeicherring BESSY vermessen. Die Datensammlung erfolgte mit

einem MAR CCD 165-mm Detektor (Tabelle 4.5).
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Tabelle 4.5: Datensammlung katalytische Domiine/ ssi4(3°’A13)DNA-Raumstruktur.
* Die hochste Auflosungsschale ist in Klammern angegeben. #Rsym =3 |I-<I>]|/> <I>, wobeildie

beobachtete und < / > die durchschnittliche Intensitét der Reflexe ist.

Datensammlung

Wellenlinge (A) 0,9184
Raumgruppe P452,2
Einheitszelle (A)

a=b 85,3

c 68,8
a=B=y (°) 90
Auflésung (A) 19,0-2,7
I/o(I)* 16,5 (5,6)
Vollstandigkeit (%)* 97,5(95)
Ryym (%)*" 11,1 (39,4)

Gemessene Reflexe 52296
Unabhéngige Reflexe 7215
Multiplizitét 7,2

Die Diffraktion der Kristalle konnte durch wiederholtes Unterbrechen des
Stickstoffstromes fiir einige Sekunden bis zur Konvergenz der Aufldsung bei 2,7 A um
0,7 A Aufldsung verbessert werden.

Nach Datenprozessierung mit dem Programmpaket XDS (84) wurde ein primitiv
tetragonales Kristallsystem ermittelt, serielle Ausloschungen entlang der Kristallachsen
hOO und 001 ausgewertet und den Schraubenachsen zugeordnet. Die Raumgruppe
konnte auf P4,2,2 oder P452,2 eingegrenzt werden. Die Festlegung auf eine der beiden
enantiomorphen Raumgruppen P4,2,2 oder P432,2 gelang nach der Ldsung des
Phasenproblems (s.u.). Zur Bestimmung der Phasenwinkel wurde die Methode des
Molekularen Ersatzes angewendet (3.6.4). Mit dem Programm PHASER (86) wurde
eine Rotations- und Translationssuche im Aufldsungsbereich von 20-3,5 A mit der
katalytischen Doméne von RepB* als Suchmodell (AS 4-205) durchgefiihrt. Das
Phasenproblem wurde in der Raumgruppe P432,2 gelost. Nach Modellierung der
ssiA(3’A13)DNA unter Verwendung idealer B-DNA fiir den basengepaarten Teil der
ssiA(3’A13)DNA Haarnadelschleife wurde das Raumstrukturmodell der katalytischen
Domine im Komplex mit ssi4(3’A13)DNA bis zur Konvergenz des freien R-Faktors

verfeinert (Tabelle 4.6). Die Stereochemie der katalytischen Doméne wurde mit den
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Programmen WHATCHECK (15) and PROCHECK (16) gepriift. Alle Torsionswinkel
v und @ lagen in erlaubten Bereichen (Tabelle 4.6).

Tabelle 4.6: Verfeinerungstatistiken katalytische Doméne/ ssi4(3’A13)DNA-Raumstruktur.

Verfeinerung
Auflésung (A) 19,0-2,7
Reflexe benutzt fiir Verf. 6997
Arbeitssatzgrofe (%) 95,0
Testsatzgrofie (%) 5,0
R-Faktor/freier R-Faktor 21,4/27,0
Anzahl der Atome
Protein+DNA 1986
Sauerstoff des Wassers 24
Durchschnittlicher 31,7
Temperaturfaktor B (A%)
Standardabweichung
Bindungslinge (A) 0,005
Bindungswinkel (°) 1,0

Ramachandran Diagramm

Bevorzugte Regionen (%) 95,1
Erlaubte Regionen (%) 4,3
Grofziigig erlaubten 0,6

Regionen (%)

Die Aminosduren 1-3, 156-162 und 199-212 der katalytischen Doméine von RepB’
konnten aufgrund von Unordnung nicht modelliert werden, aber die Aminoséuren, die
mit der ssiA(3’A13)DNA interagieren, sind in der Elektronendichte gut definiert
(Abbildung 4.17 A, B).

4.16 Die Raumstruktur des Primase-DNA-Komplexes zeigt eine spezifische ssiA
DNA-Bindungsstelle von RepB’. Die katalytische Doméne von RepB’ erkennt das
einzelstrangige 5’-Ende der ssiA(3°’A13)DNA (Nukleotide 1-6) und das erste Basenpaar
der Haarnadelschleife (Nukleotide 7 und 27), Abbildung 4.18 A. Die Raumstruktur der
katalytischen Doméne von RepB’ im Komplex mit ssi4(3’A13)DNA bestétigt EMSA-
Daten, die zeigen, dass das 5’Ende (Nukleotide 1-6) der ssi4A DNA essentiell fiir die
Bindung an die katalytische Domédne oder an RepB’ ist (Abbildung 4.15 B-G).
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(A)

(B)

Abbildung 4.17 A, B: (A) Stereodarstellung der spezifischen DNA-Bindungsstelle des Primase-DNA
Komplexes. Die Elektronendichte (blaues Gitternetz bei o 1,0 konturiert) ist nur fiir die Aminoséuren der
katalytischen Domine von RepB’ dargestellt, die mit der ssi4(3’A13)DNA interagieren. Die an
ssiA(3’A13)DNA (grau) gebundenen Aminosduren (gelb) der katalytischen Doméne von RepB’ sind als
Stabmodell prisentiert. (B) Stereodarstellung der spezifischen DNA-Bindungsstelle des Primase-
DNA-Komplexes in gleicher Orientierung wie in (A), aber ohne Elektronendichte.

Wasserstoftbriicken sind als schwarze gestrichelte Linien dargestellt.

Die Bindung der katalytischen Doméne (AS 1-212) von RepB’ an ssi4A(3’A13)DNA ist
spezifisch, weil die Aminosduren der katalytischen Domidne 11 von insgesamt

17 Wasserstoffbriicken mit den DNA-Basen der ssi4(3’A13)DNA eingehen. Weiterhin
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werden drei Wasserstoffbriicken von der katalytischen Doméne von RepB’ zum
Zucker-Phosphatriickgrat der ssiA(3°’A13)DNA und zwei Wasserstoffbriicken {iber
jeweils ein Wassermolekiil zwischen katalytischer Domédne und ssi4(3’A13)DNA

ausgebildet (Abbildung 4.18 B).

(A) (B)

5|

Arg 5-nH1—02[ C |1
w50 w09 C 142}

Arg 152-NH2
Thr 150-0G1 >g4
Asn 55-NO2~

Trp 50-NE1——N3|
Arg 37-NH2—N3

Abbildung 4.18 A, B: Architektur des Primase-DNA-Komplexes. (A) Kristallraumstruktur der
katalytischen Domiine von RepB’ im Komplex mit ssi4(3’A13) DNA. Die katalytische Domédne von
RepB’ ist als griines Béandermodell und die ssi4(3’A13)DNA als graues Stabmodell mit Desoxyribose-
Phosphat Riickgrat als glatte Linie dargestellt. Die Nukleotide von ssi4(3’A13)DNA sind von 1-27
nummeriert und im Ein-Buchstaben Code gekennzeichnet. Die DNA-Doppelhelix weist einen G23-T11
wobble Basenpaar auf (rote Buchstaben; siche auch Abbildung 4.19). (B) Topographiedarstellung der
Wasserstoffbriickenbindungen und Basenstapelungen zwischen katalytischer Doméne von RepB’
und ssiA(3°’A13)DNA. Darstellung der Basen als viereckige Boxen, Desoxyribose als Pentamer
(fortlaufend nummeriert), Phosphate als schwarze gefiillte Kreise und O4’ (an T3 und C6) als offener
Kreis. Direkte und Wasser (W)- vermittelte Wasserstoffbriicken zwischen Aminosduren und
ssiA(3°’A13)DNA sind mit durchgezogenen Linien gekennzeichnet; Aminoséuren im Drei-Buchstaben
Code. Bei Wasserstoftbriicken zu Peptidbindungen sind nur die Aminosdurenummer und das Peptidatom
angegeben. Parallele Linien weisen auf Stapelungen hin zwischen den Basen C1 und C2 sowie der Base

T3 und W165.
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DNA-Basenstapelung wird am einzelstrangigen 5’-Ende der ssi4(3’A13)DNA fiir die
Basen C1 und C2 beobachtet, weil Trp-165 zwischen den Basen T3 und T4
eingeschoben ist und dadurch sowohl eine Stapelung der Basen C2 und T3 als auch der
Basen T3 und T4 verhindert. Die a-Helix a3 ist zwischen der Base T5 und dem
Basenpaar C7-G27 so positioniert, dass Base C6 nicht auf Base T5 gestapelt werden
kann.

Um den Einfluss der DNA-bindenden Aminosduren W50 und Y162 auf die
Primaseaktivitit zu untersuchen, wurden die RepB’-Mutantenproteine W50A und
Y162A iiberpriift (Abbildung 4.9). Die RepB’-Mutantenproteine W50A und Y162A
waren im Komplementstrangsynthesetest voll aktiv im Vergleich zum Wildtyp RepB’.
Im Primersynthesetest produzierte das Mutantenprotein Y162A DNA-Primer mit einer
Liange von 2 und 10-12 Nukleotiden, die auch mit RepB’ Wildtypprotein beobachtet
wurden. Die RepB’ Proteinmutante W50A synthetisierte im Vergleich zum Wildtyp
RepB’ verkiirzte DNA-Primer mit Lingen von 5-6 Nukleotiden, wédhrend die Synthese
langerer DNA-Primer deutlich vermindert war. Fiir Tryptophan 50 wire eine Rolle bei
der Aufschmelzung der ssi4A DNA-Haarnadelschleife denkbar, die erforderlich wird,
wenn der DNA-Primer von RepB* die Lange von 5 Nukleotiden iiberschreitet, weil der
Abstand zwischen Startpunkt der Primersynthese (T32) und erstem Basenpaar der
Haarnadelschleife (nt 7-27) an ssiA 5 Nukleotide betrdgt (Punkt 4.1). Diese Linge
entspricht in etwa der Lange der von Proteinmutante W50A synthetisierten Primer.
Andererseits besteht auch die Mdglichkeit, dass die Mutation von W50 zu Alanin die
DNA-Bindung von RepB‘ an ssi4 DNA herabsetzt und die Proteinmutante W50A

frithzeitig von ssi4 DNA abdissoziiert und deshalb verkiirzte Primer synthetisiert.

4.17 Die ssiA DNA-Haarnadelschleife enthélt ein G-T wobble Basenpaar. Die DNA-
Doppelhelix in der Haarnadelschleife der ssiA(3’A13)DNA nimmt die B-Form ein und
weist ein G-T Basenpaar auf (T11-G23; Abbildung 4.19). Das G-T Basenpaar widerlegt
die bisherige Annahme (31), dass Thymin 11 aus der Haarnadelschleife von
ssiA(3’A13)DNA herausgedriickt wird und keine Basenpaarung eingeht. Die
Elektronendichte  zeigt, dass die DNA-Doppelhelix der ssiA(3’A13)DNA
Haarnadelschleife um ein Nukleotid versetzt ist und eine regulire Watson-Crick B-

DNA-Doppelhelix ausgebildet wird. Folglich ist das 5’-Ende der ssi4(3’A13)DNA flinf
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anstatt sechs Nukleotide lang. Die Nukleotide 16-18 formen die einzelstrangige DNA-
Schleife der ssid(3’A13)DNA Haarnadelstruktur.

Abbildung 4.19: Der G-T Basenpaar wobble in der der
ssiA(3°’A13)DNA-Haarnadelschleife. Die Basen G23 and
TI11 (Stabmodell; Kohlenstoff grau, Sauerstoff rot,
Stickstoff blau) bilden ein Basenpaar wobble mit
2 Wasserstoftbriicken aus (schwarze gestrichelte Linien,

N--O Abstinde in A). Die Elektronendichte ist als blaues

Gitternetz bei o 1,0 konturiert.

4.18 Die katalytische Doméne von RepB’ besteht aus einer spezifischen ssi4 DNA-
Bindungs- und einer katalytischen Unterdomine. Die katalytische Doméne von
RepB’ ldsst zwei Unterdominen erkennen: Unterdoméne I besteht aus a-Helices al-a3
und den B-Strdngen B1-B3 und 67 und erkennt spezifisch die ssi4(3°’A13)DNA. Die
Unterdoméne II setzt sich aus Helices a4-a6 und den B-Stringen B4-B6 und einer
Schleife bestehend aus Aminosduren 133-166 zusammen und beherbergt die katalytisch
aktiven Aminosduren D77, D78, D134 und R145.

Uberlagerungen der katalytischen Dominen von RepB’ und den Primasen Pfu, Pho, Sso
und der Polymerase-Doméne der Ligase D zeigen, dass die Unterdomine I von RepB’
von der konservierten Faltung der katalytischen Doméne der PriS Primasen abweicht
(Abbildung 4.6). Bei einer Strukturiiberlagerung wird ein sterischer Zusammenstof3 des
einzelstrangigen 5’-Endes der ssiA(3°’A13)DNA mit a-Helix al der Pfu-Primase
verursacht (nicht gezeigt), die in den Strukturen der Primase Pfu (Abbildung 4.6 A),
Pfu, Pho, Sso, and der NHEJ Polymerase-Domine strukturell konserviert ist.

Unter den oben verglichenen Raumstrukturen sind a-Helix a3 und die B-Stringe B1-83
and B7 der Unterdoméne I von RepB’ konserviert. Die a-Helix a3 von RepB’ weist das
strukturell  konservierte Trp 50 auf, welches das Basenpaar C7-G27 der
ssiA(3’A13)DNA erkennt. Anstelle von Trp50 findet sich in den Raumstrukturen der
Pfu- und Pho- und Sso-Primasen jeweils ein Tyrosin (Nr. 63) (Abbildung 4.6 A, 4.7,
Tabelle 4.3), das frei zuginglich, d.h. in der Kristallstruktur zum Losungsmittel

exponiert ist.
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4.19 RepB’ ist der Prototyp einer eigenen Primaseklasse, die ausschliefilich im
leading strand Replikationsmodus arbeitet. Obwohl die katalytischen Doménen der
archaebakteriellen Primasen Sso, Pfu, und Pho und RepB’ (Abbildung 4.6 A, B) dhnlich
gefaltet sind und die strukturell konservierten katalytischen Aminosiuren D77, D78,
D134, and D145 (RepB’-Nummerierung, Abbildung 4.7) aufweisen, besitzen sie keine
Aminosdure-Sequenzhomologie untereinander (nicht gezeigt).

Im Gegensatz zu den archaebakteriellen Pri-Typ Primasen Sso, Pfu, und Pho weist
RepB’ kein Zink-Bindungsmotiv auf (Punkt 1.13) und das konservierte DXD-Motiv im
katalytischen Zentrum der oben genannten Pri-Typ-Primasen ist durch ein 'DD’®-
Motiv ersetzt. DNA-bindende Aminosiduren im Primase-DNA-Komplex von RepB’
sind in Pri-Typ Primase-Raumstrukturen nicht konserviert (Punkt 4.18). Das EGYATA
Sequenz-Motiv (94), das in mehreren Plasmid-kodierten Primasen im aktiven Zentrum
konserviert ist, kommt nicht in der RepB’-Sequenz vor (Abbildung 4.20 A).

Die Aminosduresequenz von RepB’ ist zu 38 % bzw. 63 % homolog zu Primasen, die
von IncQ-Plasmiden bzw. IncQ-dhnlichen Plasmiden kodierten werden (Abbildung
4.20 A) und deren dreidimensionale Strukturen unbekannt sind. Die in der RepB’-
Raumstruktur  identifizierten katalytischen und ssi4(3°’A13)DNA  bindenden
Aminosduren sind in den Aminosiuresequenzen der IncQ und IncQ- &dhnlichen
spezifischen Primasegruppen konserviert.

Weil IncQ und IncQ-dhnliche Plasmide zu ssi4 und ssiB fast identische Sequenzen
aufweisen (Abbildung 4.20 B), die auch eine Haarnadelschleife formen koénnen und auf
komplementdren = DNA-Stringen liegen, wird ihre DNA-Replikation sehr
wahrscheinlich an den ssi4 und ssiB dhnlichen DNA-Segmenten im leading strand
Modus durch zu RepB’ homologe Primasen initiiert. RepB’ ist daher offensichtlich der
Prototyp einer eigenen Primaseklasse mit hoher Sequenzhomologie, die ausschlieBlich

im leading strand Modus repliziert.
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Q52349 |RSF1010 GKI\MAEASEHALAERK|PIGHEA]. GLP...... . ... ... SVQLAR]. .
P07112 |RSF1010 GKINMAEASIJALAERK|PIGHEA|. GILPl. . cvv e SVQLAR|. .
Q9L3P2|pIE1130 AKE\MAEASJAIMERKAGHEA . ELPl v v i oo e e OVQEAR|. .
Q9L3P4 |pIE1130 AKI\MAEAS|EAIMERKAGHEA . ELPl. v e e oot OQVQEAR|. .
Q76CB6 | pMS260 AKIMAEASIIATMERKACHER. 2 = OVQEAR|. .
Q76CB8 | pMS260 AKINMAEASHATMERKAGHEA . ELPl.ov i e eee e OVQEAR|. .
Q9EXP9 | pDN1 GKINMAEASJA IMERKAGHEA|. o A= OVQEAR|. .
Q9EXP8 | pDN1 GKINMAEAS)A IMERKAGHEA]. ELPle oo e i et e eee et QVQEAR|. .
Q9FBF8|pIE1115 GKINMAEAS)JA IMERKAGHEA|. 2 = QVQEAR|. .
Q9FBF9 |pIE1115 GRKEWMAEASIHATMERKACHEA|. ELPl. oo i e e OVQEAR|. .
Q50I79|pCCK381 SKI\MAEASEHATMERKACHEA|. 2 = OVQEAR|. .
Q9AMP4 | pXF5823 AKENTEQASIELPIRKAGCHEQ . AlSPl. v e e e KVTEWQ. .
Q939B3 | pRAS3 EGINTIRQCAHATRQKDEGRDWNDBRA QREIARY AY|S|AAIGDRQAAELGKYRQQWEKLEGR|EP
Q939A9 | pRAS3 EGINTRQCAJJATRQKDEGRDWNpBRA QYA RY AY|S|AAGDRQAAELGKYRQQWEKLEGR|EP
P27186 | pTF-FC2 EGINTRQCAJIATRQKDECRDWNBRA QYA RY AY|SIAAQP . QAADLGKYRQQWEKLEGR|EP
Al1Y2V1|pRSB105 EGEYTRQCAJIATROKDECGCRDWNBR{A QEBIARY AY|SAAGDRQAAELGKYRQQWEKLEGREP
Q840R3 |pTC-F14 EGINIYQCAJISIREQQESRDWTPER{ARBEYARYAY|SAAGDRQAADLGKYRQQWEKLEGRIE .
Q93TU3 |pTC-F14 EGINTYQCAJJSTREQQESRDW TERA REEYARYAVY|ISIAAGDRQAADLGKYRQQWEKLEGRIE .

Q52349 /RSF1010 ...QQ0Q0Q
319

Q52349 |RSF1010 PIAPRIQRGMDRG(G
P07112 |RSF1010 PAPRQRGMDRG

Q9L3P2 | pIE1130 TIOKQRS. .. .R

Q9L3P4 |pIE1130 TIOKQRS. .. .R

Q76CB6 | pMS260 TIQKQR[S . . . .R

Q76CB8 | pMS260 TIQKQR[S . . . .R

Q9EXPY | pDN1 TIOKQR[S . . . .K

Q9EXP8 | pDN1 TIQKQR[S. . . .KC
Q9FBF8 | pIE1115 a0KQER/S. .. .RG
Q9FBF9 | pIE1115 AOKQR/S. .. .RG
Q50I79 |pCCK381 TIQKQR[S. . . .K

Q9AMP4 | pXF5823 RISRS|.|. .. ... :
Q939B3 |pRAS3 OKIERD. . N

Q939A9 | pRAS3 OKIERD....N

P27186 | pTF-FC2 OKIERD....N

A1Y2V1|pRSB105 OKIERD....N

Q840R3 |pTC-F14 REIER[. . ... NG
Q93TU3 | pTC-F14 RETER..... NG

Abbildung 4.20 (A) Aminosiuresequenzvergleich von RepB’ mit Proteinen aus der Swiss-
Prot/TrEMBL Datenbank. Angabe der Proteine mit Datenbank-Eintragscode und nachfolgend der
Plasmidname. Der Sequenzvergleich wurde mit dem Programm CLUSTALW erstellt (75) und mit dem
Programm ESPript graphisch dargestellt (95). Die Sekundérstrukturelemente von RepB’ sind oberhalb
des Sequenzvergleiches abgebildet. Die rote horizontale Linie prisentiert die Schleife im katalytischen
Zentrum (AS 133-166) und die blaue Linie die Schleife (AS 206-219) zwischen a-Helix a6 und der C-
terminalen Doméne. Identische Aminosduren innerhalb der verglichenen Proteine sind in weillen
Buchstaben auf rotem Grund und homologe Aminosdure in roten Buchstaben auf weilem Grund
angegeben. Die aus der Uberlagerung von RepB’, LigD-Polymerase, Sso-, Pfu- und Pho-Primase
ermittelten strukturell konservierten Aminosduren sind mit * (identisch) oder # (homolog)
gekennzeichnet (siche Abbildung 4.7, Tabelle 4.3). Die Primasen konnen in 2 Gruppen unterteilt werden.
Die grofere Gruppe (oberhalb der Leerzeile) wird von den Plasmiden RSF1010, R1162, pIE1115,
pIE1130 und homologen Plasmiden und die kleinere Gruppe (unterhalb der Leerzeile) von den Plasmiden
pTC-F14, pTF-FC2 und weiteren Plasmiden kodiert. Die beiden Primasegruppen besitzen nur zu 15 %
identische Aminosauren, aber innerhalb der Primase-Gruppen ist die Aminosduresequenzidentitdt hoher.
Die groflere (oberhalb der Leerzeile) Primase-Gruppe besitzt 38 % Aminosdure-Sequenzidentitdt und
63 % Aminosdure-Sequenzhomologie. Typisch fiir die verglichenen Primasen ist, dass sie als C-terminale
Doméne fusioniert an eine N-terminale Relaxase Domidne auch in Mobilisierungsproteinen auftreten.
Diese Primase-Dominen wurden in den Aminosduresequenzvergleich einbezogen und sind in den

Auflistungen der beiden Plasmidgruppen mit + markiert. Die N-terminal Relaxase-Aminosiduresequenz
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wurde der Ubersichtlichkeit halber ausgelassen. Fiir die Fusionsproteine Q9AMP4, Q50179, und A1Y2V1
wurden keine unabhéngig exprimierte, eigenstindige Primasen in der Swiss-Prot/TrTEMBL Datenbank

gefunden.

Primasen in der oberen Gruppe:

Q52349 Primase RepB’, IncQ Plasmid RSF1010, weiter Wirtsbereich

PO7112 Mobilisierungsprotein A (+), IncQ Plasmid RSF1010

QOL3P2 Primase (nicht experimentell bestitigt), IncQ-dhnliches Plasmid pIE1130, weiter
Wirtsbereich

QIL3P4 Mobilisierungsprotein (+) (nicht experimentell bestétigt), IncQ dhnliches Plasmid pIE1130,
weiter Wirtsbereich

Q76CB6 Primase (nicht experimentell bestitigt), Plasmid pMS260

Q76CBg8 Mobilisierungsprotein A (+), Plasmid pMS260

QI9EXP9 Mobilisierungsprotein A (+), Plasmid pDN1, weiter Wirtsbereich

QI9EXPS Replikationsprotein B, Plasmid pDN1, weiter Wirtsbereich

QIY9FBF8 Primase (nicht experimentell bestétigt), Plasmid IncQ-dhnliches Plasmid pIE1115, weiter
Wirtsbereich

Q9FBF9 Mobilisierungsprotein (+)(nicht experimentell bestétigt), IncQ-dhnliches Plasmid pIE1115,
weiter Wirtsbereich

Q50179 Mobilisierungsprotein A (+), Plasmid pCCK381

Q9AMP4  RepB/MobA-idhnliches Protein (+), Plasmid pXF5823

Primasen in der unteren Gruppe:

Q939B3 Polyprotein, Plasmid pRAS3.1 (+)

Q939A9 Polyprotein, Plasmid pRAS3.1

P27186 Replicative DNA primase REPB_THIFE, IncQ dhnliches Plasmid

pTF-FC2  weiter Wirtsbereich

Al1Y2V1 Mobilisierungsprotein (+), Plasmid pRSB105

Q840R3 Relaxase/Primase-ahnliches Fusionsprotein (+),IncQ-dhnliches Plasmid pTC-F14, weiter
Wirtsbereich

Q93TU3 Primase dhnliches Protein, IncQ-dhnliches Plasmid pTC-F14, weiter Wirtsbereich
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v
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10 20 30 % 40
ssiA . [T GlefeleleXedelC |G unleqie; CrNeiC C
+|RSF1010|No_2701 . [T GlefefeleXedelC|C unledie Cr-Ne C C
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- | pYMHS5 | No_3662 . Glcldecidekde T Aldc ¢
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- |pMS260 |No_324 . Glcldacpdelde T Aldc ¢
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- |pDN1|No_305 Gdelelele] . GCle] . |Ghdekde T Alelc C
- |pCCK381|No_326 cidelelele] . G|c[e] . (chdekdel T Alelc C
- |pXF5823 |No_3935 .lclgcl. ifebe T Tleac

Abbildung 4.20 (B) Nukleotidsequenzvergleich der ssi4 (oben) and ssiB (unten) DNA-Segmente von
RSF1010 mit ssi4A and ssiB-dhnlichen DNA-Segmenten von anderen Plasmiden. Der
Nukleotidsequenzvergleich wurde mit dem Programmen blastN (96) und CLUSTALW (75) durchgefiihrt
und die Abbildung mit dem Programm ESPript (95) erstellt. Innerhalb der verglichenen
Nukleotidsequenzen sind identische Nukleotide, die in allen Nukleotidsequenzen vorkommen, in weiflen
Buchstaben auf rotem Grund und Nukleotide, die in mehr als 80 % der Nukleotidsequenzen vorkommen,
in roten Buchstaben auf weilem Grund gedruckt. Ein Minuszeichen (-) kennzeichnet, ob die ssi4A DNA-
Sequenzen auf dem kodierenden DNA-Strang liegen und ein Pluszeichen (+), ob sie auf einem
nichtkodierenden DNA-Strang liegen. Die Startstelle (T32) der Primersynthese ist in der ssi4A DNA-
Sequenz mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet und wurde nur fiir die ssi4-Sequenz von RSF1010
experimentell bestimmt. Die Nummern hinter den Plasmidnamen geben die Position auf den kodierenden
bzw. nicht kodierenden DNA-Stringen an. Die Sequenzidentitit der ssi4 und ssi4-dhnlichen DNA-
Segmente untereinander betrdgt 50% und wiére sogar 90 %, falls pXF5823 aus dem
Nukleotidsequenzvergleich ausgelassen wiirde. Die DNA-Sequenzidentitit fiir ssiB ist 60 % bzw. 90 %,
falls pXF5823 nicht beriicksichtigt wiirde. Fiir die Plasmide pRAS3, pTF-FC2, pRSB105 und pTC-F14
(untere Gruppe in Abbildung 4.20 A), die zu RepB’ homologe Proteine kodieren, wurden keine ssi4 oder
ssiB dhnlichen DNA-Segmente gefunden.
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5 Diskussion

Das Plasmid RSF1010 bietet ein einfaches und beispielhaftes System, um die Initiation
der dsDNA-Synthese durch die Primase RepB’ zu untersuchen. (i) RSF1010 repliziert
nur im /eading strand Modus (Abbildung 1.5 A), der nur einen Primer pro DNA-Strang
benoétigt, und unterscheidet sich dadurch von DNA-Replikationssystemen, die im
leading und lagging strand Modus repliziert werden (Abbildung 1.6). (ii)) RSF1010
weist nur zwei nahezu identische Primase-Erkennungssequenzen ssi4 und ssiB auf, die
40 Nukleotide lang sind, eine Haarnadelschleife (Nukleotide 7-27) ausbilden
(Abbildung 1.5 B) und auf je einem der beiden DNA-Stringe liegen. (iii) RepB’ enthélt
kein gebundenes Zink-Ion wie andere Primasen, deren Raumstrukturen bekannt sind
(Abbildung 1.7 A, B und 1.8 A, B). (iv) RepB’ ist mit einer molekularen Masse von nur
35.9 kDa die kleinste bekannte Primase. (iv) Wéhrend der bakteriellen Konjugation
initiiert RepB’ als C-terminale Primase Doméne des Mobilisierungsproteins MobA die
DNA-Komplementirstrangsynthese des einzelstrangigen RSF1010 nach Transfer in die
Rezipientenzelle (Punkt 1.7).

5.1 Einordnung der Primersynthese von RepB’. Zu Beginn der vorliegenden Arbeit
war aus in vivo und in vifro Experimenten bekannt, dass RepB’ die Replikation von
RSF1010 an den 40 nt langen DNA-Sequenzen ssi4 und ssiB initiiert. Der genaue
Startpunkt der Primersynthese war dagegen unbekannt sowie die Lénge und Art (RNA
oder DNA) des von RepB’ erzeugten Primers. Lin und Meyer schétzten den Startpunkt
der Primersynthese auf eines der Nukleotide 31-33 (23). In der vorliegenden Arbeit
wurde durch eine run off DNA-Sequenzierung und Primersynthesetests gezeigt, dass
RepB’ die DNA-Primersynthese an Thymin 32 der ssiA DNA-Sequenz mit dATP
beginnt. Die Ergebnisse bestétigten, dass RepB’ die DNA-Primersynthese innerhalb der
von Lin und Meyer vermuteten Startsequenz initiiert. Ein Vergleich zeigt, dass pro- und
eukaryontische Primasen RNA-Primer synthetisieren, die entweder mit ATP oder GTP
beginnen (Tabelle 5.1). Die meisten Primasen verwenden Purinribonukleotide als
Startnukleotid. Die Synthese eines DNA-Primers von RepB’ ist daher ungewdhnlich in
der prokaryontischen Primase-Gruppe.

Unter den verwendeten Reaktionsbedingungen (3.5.3) synthetisierte RepB’ ein Gemisch

aus unterschiedlich langen DNA-Primern von 2-12 Nukleotiden (Abbildung 4.3).
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Primerabbruchprodukte werden auch bei anderen Primasen wie z.B. bei der DnaG-
Primase aus E. coli beobachtet, weil diese Primasen nicht prozessiv arbeiten, d.h.

wihrend der Primersynthese von der DNA-Matrize abdissoziieren.

5.2 RepB’ besitzt eine spezifische Bindungsstelle fiir dATP zur Initiation der
Primersynthese und eine dNTP-Bindungsstelle zur Primerverlingerung. Die
Primer-Neusynthese von RepB’ wurde durch Erhoéhung der dATP-Konzentration
betrachtlich stimuliert (Abbildung 4.3), aber nicht durch Erhéhung der Konzentration
von dCTP oder dGTP oder dTTP (nicht gezeigt). Diese Beobachtung ldsst vermuten,
dass RepB’ eine spezifische Bindungsstelle fiir dATP besitzt, an der die Primersynthese
initiiert wird und eine zweite Bindungsstelle, an der der DNA-Primer verlédngert wird.
Sobald die Initiationsstelle im katalytischen Zentrum von RepB’ mit dATP besetzt ist,
wird die Primersynthese an der Verldngerungsstelle begonnen. Es besteht auch die
Moglichkeit, dass ein wachsender DNA-Primer vorzeitig unterbrochen wird, um ein
neues DNA-Molekiil zu synthetisieren. Fiir diese Vermutung spricht die Beobachtung,
dass bei Erhhung der dATP-Konzentration die von RepB’ synthetisierten DNA-Primer
immer kiirzer werden. Wahrscheinlich wird bei hoher dATP-Konzentration die
Initiationsstelle durch dATP schneller wieder besetzt und so der vorzeitige Abbruch des

noch wachsenden Primers und nachfolgend die Synthese eines neuen Primers ausgelost.

5.3 Das von Charles C. Richardson vorgeschlagene Modell zur Initiation der
Primersynthese von Primasen lisst sich auf RepB’ anwenden. Die iiber RepB’
gewonnenen biochemischen Daten bekréftigen das von Charles C. Richardson
vorgeschlagene Modell der Initiation der Primersynthese (Abbildung 1.3), wonach eine
Primase abhdngig von der Matrizen-DNA-Sequenz jeweils ein Nukleosidtriphosphat an
einer Initiations- und einer Elongationsstelle bindet. Das an die Initiationsstelle
gebundene Nukleotid, im Falle von RepB’ dATP, wird nach Richardsons Vorschlag
spater zum ersten Nukleotid am 5’-Ende des Primers. Die an Initiations- und
Elongationsstelle gebundenen Nukleosidtriphosphate werden unter Pyrophosphat-
abspaltung verkniipft und das Primer-Dimer dann zur Elongationsstelle weitergeriickt,
wo weitere Nukleotide komplementidr zur Matrizen-DNA-Sequenz an das 3’-Ende

addiert werden.
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5.4 Primer-Initiations- und -Elongationsstelle liegen im katalytischen Zentrum und
lassen sich nicht unterscheiden. Die Struktur-Funktionsuntersuchung an RepB’ zeigt,
dass die Nukleotidyltranferase-Aktivitit von RepB’ von den Aminoséduren D77, D78
und D134 katalysiert wird, die in einer Vertiefung auf der N-terminalen Doméne liegen
und das aktive Zentrum bilden. Die Helix-Biindel Domine weist keine Vertiefung auf,
die als Nukleotidbindungsstasche dienen konnte. Initiations- und Elongationsstelle
liegen also wahrscheinlich zusammen im katalytischen Zentrum von RepB’ und lassen
sich nicht offensichtlich unterscheiden. Vorstellbar wire, dass bei der Initiation der
Dinukleotid-Synthese das initiale dATP und das nachfolgende Nukleotid im
katalytischen Zentrum aufeinander gestapelt werden, bevor die Nukleotidaddition
erfolgt, wihrend beide Nukleotide komplementire Basenpaarungen mit der ssi

Matrizen-DNA eingehen.

5.5 Mogliche DNA-Bindungsstellen der Helix-Biindel Doméine. Komplementations-
studien demonstrierten, dass katalytische und Helix-Biindel Doméne einen spezifischen
Komplex im stochiometrischen Verhéltnis 1:1 an ssi4 DNA bilden (Abbildung 4.10).

EMSA- und analytische Ultrazentrifugationsstudien bestdtigten, dass die Helix-Biindel
Doméne von RepB’ an ssi4 und ssi4(3’A13)DNA bindet (Abbildung 4.13, Tabelle 4.4).
Die exakte Bindungsstelle an ssi4A DNA und die DNA-Bindungsspezifitit der Helix-
Biindel Doméne bleiben jedoch aufzukldren. Aufgrund der Strukturhomologie zu
dsDNA bindenden Homeodoménen (Abbildung 4.12 A) lassen die EMSA-Studien
vermuten, dass die Helix-Biindel Doméne von RepB’ an die doppelstringige ssid DNA-
Haarnadelschleife binden konnte. Die ermittelten Dissoziationskonstanten fiir die
Bindung der Helix-Biindel Domine von RepB’ an ssi4 und ssiA(3’A13)DNA sind
jedoch mit 25-27 uM (wegen besserer Loslickeit von RepB’ in 150 mM MgCl,
gemessen durch analytische Ultrazentrifugation) um etwa den Faktor 10000 geringer als
fir die Antennapedia Homeodomédne (in 150mM NaCl gemessen mittels
Oberflichenplasmonresonanz-spektroskopie) (97) und zeigen, dass die Helix-Biindel
Domine nur schwach an dsDNA bindet, d.h. leicht wieder von der dsDNA
abdissoziieren kann. Auch eine Bindung der Helix-Biindel Domine von RepB’ an den
wachsen DNA-Primer wire denkbar, der eine DNA-Doppelhelix mit der ssi4 Matrizen-
DNA bildet. Kristallisationsversuche mit der Helix-Bilindel Domine von RepB’ und
intakter ssi4A DNA oder mit RepB’ und intaktem ssi4A DNA-Primer Hybrid, die
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Aufschluss iber DNA-Bindung und DNA-Sequenzspezifitit der Helix-Biindel Doméne

geben konnten, blieben bislang erfolglos.

5.6 Der Aminosiurelinker von RepB’ erlaubt den Ubergang von der offenen in die
geschlossene Konformation. Beide Vorschlige zur DNA-Bindung der Helix-Biindel
Doméne von RepB’ verlangen, dass sich die Helix-Biindel Doméine von ihrer Position
in der Kristallstruktur wegbewegt. Der flexible Aminosdurelinker (14 AS) von RepB’
wiirde eine Interaktion der katalytischen und Helix-Biindel an ssi4 DNA erlauben.
Bekriftigt wird diese Vermutung durch die Beobachtung, dass die
Primersyntheseaktivitdt von RepB’ mit kiirzer werdendem Aminosédurelinker abnimmt
(Abbildung 4.11 A). Offenbar ist die Flexibilitdt der katalytischen und Helix-Biindel
Domine von RepB’ zueinander notwendig, um volle Primersyntheseaktivitit zu
gewihrleisten. Diese experimentellen Daten deuten darauf hin, dass RepB’ nach
Bindung an ssi4 DNA von einer offenen in eine aktive geschlossenen Konformation
iibergeht.

Solche Konformationsdanderungen sind auch von DnaG-Typ Primasen bekannt, die zur
RNA-Primersynthese an Matrizen-DNA von einer offenen inaktiven in eine
geschlossene aktive Form tlibergehen (Punkt 1.10). In der geschlossenen Form kommen
die zuvor rdumlich getrennten katalytische und Zink-Ribbon Domine der DnaG-Typ
Primasen zusammen und wechselwirken mit dem Hybrid aus RNA-Primer und DNA-
Matrize. Die Konformationsdnderung der DnaG-Typ Primasen ermdglicht dhnlich wie
bei RepB’ einen flexiblen Aminosdurelinker von bis zu 26 Aminosduren Linge, iiber

den katalytische und Zink-Ribbon Doméne verbunden sind.

5.6 Die Primaseaktivitit von RepB’ und DnaG-Typ Primasen erfordert zwei
Domiinen. Obwohl RepB’ und DnaG-Typ Primasen unterschiedlich gefaltet sind,
besteht ein gemeinsames Prinzip im Primersynthese-Mechanismus: Die Primaseaktivitit
von RepB’ und DnaG-Typ Primasen erfordert zwei Doménen. Die katalytischen
Doménen von RepB’ und DnaG-Typ Primasen besitzen jeweils drei Aspartate zur
Koordination von zwei divalenten Metallionen, welche die Nukleotidyltransferase-
aktivitit katalysieren. Die isolierten katalytischen Doménen von RepB’ und DnaG-Typ
Primasen sind aber selbst inaktiv. Erst eine weitere Doméne in Form eines Helix-

Biindels von RepB’ oder Zink-Ribbon von DnaG-Typ Primasen verleiht
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Primersyntheseaktivitdt. RepB’ und DnaG-Typ Primasen sind in der geschlossenen
Form aktiv, wenn katalytische und Helix-Biindel bzw. Zink-Ribbon Doméne an

spezifischen DNA-Sequenzen wechselwirken.

Der Vergleich lédsst erwarten, dass es sich bei der Helix-Biindel Doméne von RepB’ um
ein funktionelles Aquivalent zur Zink-Ribbon Domine der DnaG-Typ Primasen
handelt. Die Zink-Ribbon Doméne der DnaG-Typ Primasen ist involviert in die
spezifische DNA-Sequenzerkennung, RNA-Primerverlingerung und in die Primer-

Ubergabe an die zur jeweiligen Primase kompatible DNA-Polymerase.

Die strukturellen Anforderungen an die Primaseaktivitdt der Pri- Typ Primasen sind
komplexer als bei RepB’ oder DnaG-Typ Primasen, weil die Primaseaktivitét der PriS-
Untereinheit durch die PriL-Untereinheit reguliert wird (Punkt 1.13). Die katalytischen
Doménen der PriS-Untereinheiten und von RepB’ weisen eine konservierte gemischte
a-, B-Faltung mit drei strikt konservierten katalytischen Aspartaten und einem Arginin
sowie weitere typkonservierte Aminosduren auf (Abbildung 4.6). Die PriS-
Untereinheiten der Pfu -und Pho Primasen besitzen auflerdem funktionell unbekannte
Helix-Biindel Dominen. Anders als bei RepB’ sind die Helix-Biindel Doménen der
Primasen Pfu und Pho starr in der PriS-Untereinheiten angeordnet und weisen keine
strukturelle Verwandtschaft zur Helix-Biindel Doméne von RepB’ auf. Riickschliisse
auf die Funktion der Helix-Biindel Doménen in den PriS-Untereinheiten sind nicht

moglich.

5.7 Die Helix-Biindel Doméne ist spezifisch fiir IncQ-Primasen. Homologe
Aminosduresequenzen zur Helix-Biindel Domédne von RepB’ treten ausschlieBlich in
Primasen auf, die von den RSF1010 homologen IncQ oder IncQ-dhnlichen Plasmiden
kodiert werden (Abbildung 4.20 A). Die Helix-Biindel Domine von RepB’ ist daher ein
neues Strukturelement, das Primaseaktivitdt verleiht und spezifisch fiir IncQ-Primasen

ist.
5.8 Die ssid spezifische Unterdomédne I von RepB‘ konnte als Ersatz fiir ein

fehlendes Zink-Bindungsmotiv dienen. Die Raumstruktur von RepB’ zeigt erstmals

eine Zn>"-unabhingige Primase. Im Gegensatz zu Pri- und DnaG-Typ Primasen weist
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RepB’ kein Zink-Bindungsmotiv auf (Abbildung 4.6 A,B). Die Zink-
Bindungselemente archaebakterieller Pri-Typ Primasen sind nicht weitreichend
untersucht. Nach heutigem Wissensstand wird vermutet, dass Zink-Bindungselemente
archaebakterieller Pri-Typ Primasen die Bindung der Matrizen-DNA unterstiitzen
(Punkt 1.13). Da keine spezifischen DNA-Erkennungssequenzen archaebakterieller Pri-
Typ Primasen bekannt sind, konnte es sich bei den Zink-Bindungsstrukturen um
unspezifische DNA-Bindungselemente handeln. Gegeniiber den DNA-Sequenz
spezifischen Zink-Ribbon Doménen der DnaG-Typ Primasen sind die Zink-
Bindungselemente der untersuchten archaebakteriellen Primasen in vitro nicht essentiell
fiir die Primaseaktivitit. Diese Tatsache mag erkldren, warum die zu Pri-Typ Primasen
dhnliche katalytische Domine von RepB’ kein Zinkbindungs-Motiv besitzt. Auerdem
zeigt die Raumstruktur der katalytischen Domidne von RepB’ im Komplex mit
ssiA(3’A13)DNA, dass RepB’ mit der Unterdomdne I das 5’-Ende und das erste
Basenpaar der ssi4A DNA spezifisch erkennt. Die Unterdoméne I ist strukturell nicht
unter den Zink-abhédngigen Pri- und DnaG-Typ Primasen Raumstrukturen konserviert.
Bis auf das unter archaebakteriellen Pri-Typ Primasen Typ-konservierte Trp50
(Abbildung 4.6, Tabelle 4.3) ist keine an der ssi4 DNA-Bindung beteiligte Aminoséure
in Pri- und DnaG-Typ Raumstrukturen konserviert. Die Unterdomédne 1 der
katalytischen Domine von RepB’ konnte also Ersatz fiir ,fehlende® DNA-Zink-
Bindungselemente sein.

Die gemischte a-, B-Faltung der katalytischen Doméne von RepB’ wird auch in nicht
prozessiven Polymerase Dominen der Ligase D aus Pseudomonas aeruginosa
vorgefunden (70). Das bedeutet, dass die katalytische Domédne Polymeraseaktivitit
besitzen konnte. Jedoch konnte die isolierte katalytische Doméne von RepB’ nach
Zugabe der Oligonukleotid-Primer AC, ACG, ACGC Komplementirstrangsynthese an
M13mp18ssi4 ssDNA in Gegenwart der Vent-DNA-Polymerase nicht initiieren (nicht
gezeigt). Die Oligonukleotid-Primer AC, ACG, ACGC wurden als Kontrollen im
Experiment eingesetzt und konnten selbst die Komplementirstrangsynthese an
M13mp18ssid ssDNA nicht einleiten, weil die Oligonukleotide aufgrund ihrer

unzureichenden Lange von der Vent-DNA-Polymerase nicht verwendet werden konnen.

5.10 Modell fiir die Translokation der ssi4A DNA entlang RepB’. Wie konnte die ssid

Matrizen-ssDNA wihrend der Primersynthese entlang der katalytischen Doméine von
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RepB’ weitergeriickt werden? Auf Grundlage der Kristallstruktur des Primase-DNA-
Komplexes und der experimentellen Daten der vorliegenden Arbeit wurde ein Modell
zur ssiA DNA-Translokation erstellt (Abbildung 5.1).

Die Raumstruktur des Primase-DNA-Komplexes zeigt, dass die katalytischen Doméne
von RepB’ das einzelstriangige 5’-Ende (nt 1-6) und das erste Basenpaar (G7-C27) der
ssiA(3’A13)DNA (nt 1-27) spezifisch bindet (Abbildung 4.18 A, B), aber den grofiten
Teil der Haarnadelschleife (nt 8-26) nicht erkennt. Das in der Raumstruktur fehlende 3°-
Ende (nt 28-40) der intakten ssi4A DNA sollte entlang des aktiven Zentrums binden
(Abbildung 5.1) und RepB’ als Matrizen-DNA dienen, weil an Thymin 32 die DNA-
Primersynthese beginnt.

Die zur ssiA DNA komplementire DNA-Primersynthese bedingt, dass die
Translokation der ssi4 DNA relativ zu RepB’ und entgegen der Primersyntheserichtung

erfolgt (Abbildung 5.1).

)
translocatiory' 3

Abbildung 5.1: Modell fiir Primersynthese und Translokation entlang ssi4 DNA. RepB’ (griin) ist an
intakte ssiA DNA gebunden. Das 5’-Ende und das erste Basenpaar (nt7-27) der ssi4 DNA-
Haarnadelschleife werden durch die katalytische Doméne spezifisch erkannt. Das 3’-Ende der ssiA DNA
(nt 28-40) wird entlang des katalytischen Zentrums gebunden und dient RepB’ als Matrizen-DNA. Der
DNA-Primer wird von RepB’ komplementar zur ssiA DNA-Matrize in 5’->3’ Richtung synthetisiert. Das
3’-Ende (nt 28-40) der ssi4A DNA wird in die entgegengesetzte Richtung weitergeriickt (schwarzer Pfeil,
am 3’-Ende). Das erste Basenpaar des ssi4A DNA Primer Hybrids ist schwarz dargestellt und mit der
Ziffer 1 versehen. Das zweite nachfolgende Basenpaar ist rot gefirbt. Mogliche Interaktionen zwischen
der Helix-Biinde] Domédne und Primer sind mit einem gebogenen Pfeil und einem Fragezeichen

angedeutet.
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Weil das 5’-Ende der ssi4 DNA essentiell fiir die Bindung an RepB’ ist, erscheint eine
Translokation des 5’-Endes wiéhrend der DNA-Primersynthese unwahrscheinlich.
Stattdessen konnte das 3’-Ende (nt 28-40) der ssi4 DNA weitergeriickt werden. Eine
Translokation des 3’-Endes der ssid DNA ist denkbar, weil es nicht essentiell fiir die
Bindung von RepB’ ist (Abbildung 4.15 B-G).

Die Entwindung der ssi4-Haarnadelschleife (nt 7-27) wird spitestens notwendig, sobald
der von RepB’ synthetisierte 12 nt lange DNA-Primer die Lidnge von 5 Nukleotiden
iiberschreitet. Denn der Abstand vom Startpunkt der DNA-Primersynthese (Thymin 32)
bis zum ersten Basenpaar der Haarnadelschleife betrdgt fiinf Nukleotide. In der
Raumstruktur des Primase-DNA-Komplexes kontaktiert Trp50 das erste Basenpaar der
ssiA-Haarnadelschleife G7-C27 und kdnnte deshalb eine Rolle bei der Auftrennung der
Haarnadelschleife spielen. Diese Vermutung wird dadurch gestiitzt, dass das RepB’
Mutantenprotein - W50A iiberwiegend DNA-Primer mit einer Linge von 5-
6 Nukleotiden synthetisiert, und die Synthese lingerer DNA-Primer deutlich vermindert
ist.

Das auf strukturellen und biochemischen Daten beruhende hier vorgestellte Modell der
Translokation der ssiA DNA von RepB’ unterscheidet sich von der gingigen
Vorstellung, dass Primasen entlang der DNA diffundieren und aufgrund fehlender
Prozessivititselemente wie ,,Finger und Daumen® Dominen der DNA-Polymerasen
wiahrend der Primersynthese von der DNA abdissoziieren. Vielmehr bleibt RepB’
wihrend des Primersyntheseprozesses aufgrund einer spezifischen DNA-Bindungsstelle
an ssiA DNA gebunden, solange kein neuer DNA-Primer durch Besetzung der dATP-
Bindungsstelle initiiert wird. Im Gegensatz zu anderen Primasen gleitet RepB’ selbst
nicht entlang der DNA, sondern die ssi4A DNA-Matrize wird durch Auftrennung der
ssiA DNA-Haarnadelschleife am katalytischen Zentrum von RepB’ entlang geriickt.
Das in dieser Arbeit vorgestellte Translokationsmodell ist daher nicht auf Primasen
iibertragbar, denen Haarnadelstrukturen wie ssi4 oder ssiB in ihrer Erkennungs-DNA
fehlen. Dagegen konnte das Translokationsmodell anwendbar sein auf alle Primasen,
diec von IncQ- und IncQ-dhnlichen Plasmiden kodiert werden. IncQ-Primasen und
RepB’ besitzen untereinander konservierte katalytische und DNA-bindende
Aminoséduren (Abbildung 4.20 A), und ihre Plasmide weisen homologe ssi- Sequenzen

auf (Abbildung 4.20 B).
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Tabelle 5.1: Vergleich biochemischer und struktureller Eigenschaften der RSF1010 kodierten
Primase RepB’, der DnaG-Primase aus E.coli, archaebakteriellen Pri-Typ Primasen Pfu aus P.

furiosus und Sso aus S. sulfolobus.

DnaG (E.coli)

Pfu (P. furiosus)

Sso (S. sulfolobus)

RepB’ (RSF1010)

Aufbau 3 Doménen: 2 Untereinheiten: 2 Untereinheiten: 2 Doménen:
- Zn**-bindende - groBe UE - gro3e UE - katalytische
- RNA-Polymerase - kleine UE: - kleine UE: Doméne
Domine katalytische katalytische - Helix-Biindel
- Helikase bindende Domine Domine Domaine
Domine Helix-Biindel- Helix-Biindel-
Doméne Doméne
Katalytische TOPRIM Faltung Gemischte a-,53- Gemischte a-,53- Gemischte a-,53-
Domine Faltung Faltung Faltung
Funktion(en) Mat.li*ize.n-ssDNA Matrizgn-ssDNA Matrizgn-ssDNA Matrizgn-ssDNA
abhingige abhingige abhingige abhingige
Nukleotidyl- Nukleotidyl- Nukleotidyl- Nukleotidyl-
transferase transferase transferase transferase
Spezifische DNA- Unbekannt Unbekannt Spezifische ssid
Erkennungsstelle DNA-
(5’-CTG-3) Erkennungsstelle
+ unspezifische DNA
Bindungsstelle

Zink-bindende

Zink Ribbon Doméne

Zink-Gelenk

Zink-Schleife (stem

Nicht vorhanden

Domiine/Motive (knuckle) Motiv loop)

Matrizen-ssDNA
Funktion(en) Sp}eziﬁtéit Unbekannt be§inﬂusst. ‘

Primerverldngerung Primaseaktivitét

Primer Ubergabe an

DNA-Polymerase
Helix-Biindel Nicht vorhanden a-Helices Nicht vorhanden a-Helices
Domaine
Funktion(en) Unbekannt Primer Initiation
Unstrukt. Beeinflusst Nicht vorhanden Nicht vorhanden reduziert
AS-linker Primerverldangerung Primaseaktivitét bei

Verkiirzung

Matrizen- 5’-CTG-3’ Unbekannt Unbekannt ssid
ssDNA
Primer pppAG(N)8-10 RNA (kl UE)/ DNA-+RNA (gr + ki pppdAdC(N)s._1o

DNA (gr+ kl UE)

UE), NTP-Priferenz

5.11 Vergleich der RepB‘-DNA-Erkennungssequenz ssi4 mit Primase-DNA-
Erkennungssequenzen pro- und eukaryontischer Primasen. EMSA-Studien und

run off DNA-Sequenzierung zeigten, dass das 5’-Ende der ssi4 DNA essentiell zur
Bindung an RepB’ ist, wihrend am 3’-Ende die Primersynthese begonnen wird. Die
Aufteilung der ssi4A DNA in eine spezifische Bindungs- und eine spezifische
Primerinitiationssequenz ist neu fiir prokaryontische Primasen. Eubakterielle Primasen
besitzen meist deutlich kiirzere Erkennungssequenzen als RepB’ und synthetisieren

RNA-Primer direkt gegeniiber ihrer DNA-Erkennungssequenz (Tabelle 5.1). Bei
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eukaryontischen Primasen wird dagegen eine dhnliche funktionelle Unterteilung der
Matrizen-DNA vorgefunden wie bei RepB’, aber die erkannten DNA-Sequenzen sind
degeneriert (2). So wird die Maus-Primase-Aktivitit erhoht, wenn die Matrizen-DNA
die Pyrimidin-reichen Trinukleotid-Sequenzen CCA und CCC enthdlt. Die RNA-
Primersynthese der Maus-Primase erfolgt bis zu 10 Nukleotide vom 3’-Ende des
Pyrimidin-reichen DNA-Abschnitts entfernt, wobei der erzeugte RNA-Primer mit
einem Purin (ATP oder GTP) anféngt.

5.12 RepB‘ konnte einen Komplex mit dem Kopplungsprotein des T4SS bilden.
RepB’ initiiert als C-terminale Primase-Doméne des Mobilisierungsproteins MobA die
konjugative RSF1010-Replikation in der Rezipientenzelle. Nach kovalenter Bindung
der N-terminalen Relaxase Domine von MobA an einzelstringige RSF1010 wird
ssRSF1010-MobA tiber ein Typ-4 Sekretionssystem (T4SS) in die Rezipientenzelle
transportiert (Punkt 1.7). Der ssRSF1010-MobA Komplex wird wahrscheinlich tiber das
cytoplasmatische Kopplungsprotein des T4SS zuerst erkannt. MobA hilt 4
Transportsignale bereit, von denen zwei auf der C-terminalen RepB’ Domine liegen
(AS 194-201 und AS 275-323).

Vergunst et al schlugen vor, dass das T4SS den MobA-ssRSF1010 Komplex aufgrund
positiv geladener Aminosduren innerhalb der C-terminalen 48 AS der RepB’ Doméne
erkennt (40). Weil nach Einfligen von zusitzlichen Aminosiuren (im Leseraster) vor
den beiden Transportsignalen auf RepB’ MobA-ssRSF1010 nicht mehr in die
Rezipientenzelle transportiert werden konnte, vermuteten Parker und Meyer (46), dass
nicht nur Ladung, sondern auch strukturelle Integritit der auf RepB’ kodierten
Transportsignale notwendig fiir die Erkennung von MobA-ssRF1010 ist (46). In der Tat
zeigt die Raumstruktur von RepB’, dass Transportsignal 1 (AS 194-201) auf der langen
a-Helix a6 liegt, wihrend Transportsignal 2 sich aus o-Helix all und dem
unstrukturierten C-Terminus zusammensetzt (Abbildung 4.5). Dies deutet darauf hin,
dass ein Komplex zwischen Kopplungsprotein des T4SS und der RepB® Doméne von
MobA vor dem Transport des MobA-ssRSF1010 in die Rezipientenzelle gebildet

werden konnte.

5.13 Evolutionire Herkunft von RepB’. Die ungewo6hnlich komplexen ssi DNA-

Erkennungssequenzen werden nur auf IncQ und IncQ-dhnlichen Plasmiden gefunden,
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aber nicht auf bakteriellen oder archaebakteriellen Genomen. Obwohl RSF1010 bisher
nur in Eubakterien gefunden wurde und keine beweiskriftige Aminosduresequenz-
homologie zwischen RepB*‘ und den archaebakteriellen Primasen Pfu, Pho, Sso besteht
(nicht gezeigt), besitzen die katalytischen Dominen von RepB’ und archaebakteriellen
Primasen Strukturhomologie und konservierte katalytische Aminoséuren. RepB’ ist mit
der Vent-DNA-Polymerase aus dem thermophilen Archaebakterium Thermococcus
litoralis kompatibel, die im Komplementirstrang-synthesetest eingesetzt wurde.
Interessanterweise ist RepB’ selbst nach Erhitzen auf 80°C iiber eine Zeitdauer von
30 min noch aktiv (37). Die bemerkenswerte Hitzestabilitdit kann nun mit der
Strukturhomologie zu Primase Pfu, Pho und Sso aus thermophilen Archaebakterien
erklart werden und weckt die Frage nach der evolutiondren Herkunft nicht nur von

RepB’, sondern auch von RSF1010.
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6 Zusammenfassung

Die Primase RepB’ des Plasmides RSF1010 initiiert jeweils an den Sequenzen ssi4 und
ssiB im oriV die RSF1010-Replikation, die ausschlieBlich im leading strand Modus
erfolgt. Die beiden einzelstringigen ssi Sequenzen bestehen aus 40 Nukleotiden und
bilden Haarnadelstrukturen (nt 7-27) aus. In der vorliegenden Arbeit wurde bestimmt,
dass RepB’ die Synthese eines DNA-Primers dATP-abhingig an Thymin 32 der ssi4-
Sequenz beginnt. Die Raumstruktur von RepB’ wurde in Volllidnge bei einer Auflosung
von 2,0 A und die Struktur der katalytischen Domine von RepB’ (AS 1-212) im
Komplex mit ssiA(3’A13)DNA (nt 1-27) bei einer Aufldsung von 2,7 A aufgeklirt.
RepB’ zeigt eine hantelformige Struktur, die aus einer N-terminalen katalytischen und
einer C-terminalen Helix-Biindel Doméne besteht. Beide Doméinen von RepB’ sind
durch einen flexiblen Aminoséurelinker aus 14 Aminosduren verkniipft und liegen in
der Kristallstruktur ~29 A voneinander entfernt. Die Struktur der katalytischen Domiine
von RepB’ (AS 1-212) im Komplex mit ssi4(3°’A13)DNA zeigt, dass die sechs 5’-
terminalen Nukleotide und das erste Basenpaar der ssi4(3’A13)DNA spezifisch von der
Unterdoméne I der katalytischen Doméne gebunden werden. EMSA-Studien belegten,
dass das spezifisch gebundende 5’-Ende der ssi4 DNA essentiell zur Bindung von ssid
DNA an RepB’ ist. Die RepB’-ssi4(3’A13)DNA-Struktur zeigt erstmals eine Primase
im spezifischen Komplex mit DNA. Struktur-Funktionsanalysen demonstrierten, dass
die katalytische Doméanen von RepB’ und der eukaryontischen/archaebakteriellen Pri-
Typ Primase Familie eine dhnliche Faltung aufweisen und untereinander konservierte
katalytische Aminoséuren besitzen. Allerdings fehlt der katalytischen Doméne von
RepB’ ein fiir die Pri-Typ Primase-Familie typisches Zink-Bindungselement, das
vermutlich die Bindung an Matrizen-ssDNA unterstiitzt. Die spezifisch DNA-bindenden
Aminosduren von RepB’ sind in Pri-Typ Primasen nicht konserviert. Die Raumstruktur
von RepB’ ist das erste Beispiel einer Zink-unabhingigen Primase-Struktur.
Komplementationsstudien bewiesen, dass die Helix-Biindel Domine der katalytischen
Doméne von RepB’ Primaseaktivitit verleiht. Die Helix-Biindel Doméne wird in keiner
anderen Primase-Raumstruktur vorgefunden und tritt nur innerhalb von IncQ-Primasen
auf. Aminosduresequenzvergleiche zeigten, dass RepB’ der Vertreter einer eigenen
Primaseklasse ist, die von IncQ und IncQ-&hnlichen Plasmiden kodiert wird, die ssiA4-

und ssiB Sequenzen tragen und hohe Sequenzidentitit zu RSF1010 besitzen.
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Summary

Primase RepB’ of plasmid RSF1010 initiates the replication of plasmid RSF1010 within
the origin of vegetative replication (oriV) on sequences ssid (ssi, single strand initiator)
and ssiB. Replication of RSF1010 is carried out exclusively in leading strand mode.
Sequences ssiA and ssiB consist of 40 nucleotides whilst nucleotides 7-27 form a
double-stranded hairpin. This work shows that RepB’ synthesises DNA primers with a
length of up to 14 nucleotides in a dATP dependent manner beginning on thymine 32 of
ssiA DNA. The crystal structure of RepB’ was determined in full length at 2.0 A
resolution and the structure of the catalytic domain of RepB’ (amino acids 1-212) in a
specific complex with ssi4(3°A13)DNA at 2.7 A resolution. RepB’ has got a dumbbell
like shape consisting of an N-terminal catalytic and a C-terminal helix-bundle domain.
Both domains of RepB’ are separated by a long a-helix and a flexible linker composed
of 14 amino acids and are found ~29 A away from each other in the crystal structure of
RepB’. The structure of the catalytic domain of RepB’ in complex with
ssiA(3’A13)DNA shows that nucleotides one to six and base pair C7-G27 of the hairpin
are specifically bound by subdomain I of the catalytic domain. EMSA-studies
confirmed that the six 5’ terminal nucleotides of 5524 DNA are crucial for binding to
RepB’. The structure of the catalytic domain-ssi4(3’A13)DNA complex shows for the
first time a primase in a specific complex with DNA. Structure function analyses
revealed that the catalytic domains of RepB’ and of the eucaryotic/ archaebacterial Pri-
type primase family share a similar fold and conserved catalytic amino acids. However,
the catalytic domain of RepB’ lacks the zinc binding element typical of Pri-Typ
primases which is supposed to support DNA binding. The ssi4 DNA binding amino
acids of RepB’ are not conserved among Pri-Typ primases. The structure of RepB’ is
the first structure of a zinc independent primase. Complementation studies demonstrated
that the catalytic domain of RepB’ exhibits primase activity only in presence of the
helix-bundle domain of RepB’, which occurs exclusively among primases encoded by
IncQ and IncQ-like plasmids. Amino acid sequence comparisons showed that RepB'’ is
apparently the prototype of a distinct class of primases encoded by IncQ and IncQ-like
plasmids with .ss24- and ssiB-like sequences, and exclusive leading-strand replication

mode.
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8 Anhang

8.1 Planung der RepB’-Derivate. Die Strukturbestimmung zeigte, dass RepB’ aus
einer katalytische Doméne (AS 1-205) und einer unbekannten Helix-Biindel Doméne
(AS 220-323) besteht, die tliber einen flexiblen 14 Aminosdure langen Linker (AS 206-
219) verbunden sind (Abbildung 4.5 A). Zur Untersuchung der Funktion und
Wechselwirkung beider Domidnen wurden katalytische (AS 1-212) und Helix-Biindel
Domine (AS 213-323) von RepB’ separat hergestellt (3.1). Die Funktion des
Aminosidurelinkers von RepB’ wurde mit den Derivaten RepB’A6, RepB’A12 erforscht
(Abbildung 4.11 A). Bei RepB’A6 wurden aus dem Linker sechs Aminosduren
(AS 207-212) und bei RepB’A12 12 Aminosduren (AS 207-218) entfernt. RepB’A16
besitzt einen um 16 Aminsduren verkiirzten C-Terminus und wurde in

Kristallisationsexperimenten verwendet.

Katalytische Doméne AS-Linker  Helix-Biindel Doméane
14
[1 205 220 323| RepB'
8
11 — 317] RepB'A6 (207-212)
2
E H 311] RepB'A12 (207-218)
K F—212 Katalytische Doméane

213 Helix-Biindel Doméne Ahang  Al:
Fiir die Struktur-Funktionsuntersuchung an RepB’ verwendete RepB’-Derivate
Dominen als Boxen. RepB’: Aminosduren 1-323. RepB’A6: Aminosduren 1-317, Aminosduren 207-12
deletiert. Der Aminosdurelinker besteht aus acht flexiblen Aminosduren. RepB’Al12: AS 1-311,
Aminosduren 207-218 deletiert. Der Aminosdurelinker besteht aus zwei flexiblen Aminosduren.
Katalytische Doméne von RepB’: AS 1-212. Helix-Biindel Doméne von RepB’: AS 213-323. RepB’A16

nicht dargestellt.

Im Verlauf der Struktur-Funktionsuntersuchungen an RepB’ wurde die Herstellung
verschiedener RepB’-Derivate erforderlich (3.1, 3.1.7, 3.2.5), deren Verwendung hier
kurz beschriecben werden soll. Zur Identifizierung potentieller katalytischer

Aminosduren im aktiven Zentrum wurden die RepB’-Mutantenproteine Y62F, D77A,
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D78A, D134A und R145A generiert (Abbildung 4.9 A, B). Die Mutantenproteine
RepB’ D77A, D78A, D134A und R145A wurden von Sofia Banchenko wihrend ihrer
Diplomarbeit hergestellt (77).

Funktionelle Aminoséuren auf der Oberfldche der Helix-Biindel Doméne von RepB’
wurden durch einen Alanin-Scan der sequenzkonservierten Aminosduren R234, D238,
D281, R285 und D302 ermittelt. Nach Aufklarung der Struktur des Primase-DNA-
Komplexes wurden die Mutantenproteine RepB’ W50A und Y162A erzeugt, um den
Einfluss der DNA-bindenden Aminosduren W50A und Y162A auf die Primer-Synthese
zu untersuchen. Die DNA- und Protein-Sequenzen aller RepB’-Derivate wurden durch
DNA-Sequenzierung (3.1.8) und zum Teil durch MALDI-TOF Messungen (3.5.1)
bestdtigt (nicht gezeigt) Die gewiinschten genetischen Verdnderungen der RepB’-
Derivate konnten zweifelsfrei im Fluoreszenzdiagramm der DNA-Sequenzen ermittelt

werden (Abbildung Al).

Abbildung A2: Sequenzierungsergebnisse der DNA-Sequenzen von RepB’A6, RepB’A12, W50A,
Y62F, Y162A, R234A, D238A, D281A, R285A und E302A. Es werden Ausschnitte aus den
Fluoreszenzprofilen gezeigt. In der oberen Zeile ist die Wildtypsequenz des repB’ Gens zu sehen,
darunter die durch DNA-Sequenzierung ermittelte DNA-Sequenz des jeweiligen RepB’-Derivates. In der
Sequenz sind Deletionen oder Mutationen rot eingerahmt. Mutierte Codons sind gelb unterlegt. Das
Fluoreszenzprofil der DNA-Sequenzierung zeigt auf der Y-Achse die relative Fluoreszenzintensitdt und
auf der X-Achse die ermittelte DNA-Sequenz. Farbcode der DNA-Basen: Adenin (griin), Thymin (rot),

Cytosin (blau), Guanin (schwarz).

RepB’A6
RepB' 5'-GAAGGCCCGCAGGCTGGCCAGCCTCGAACTGCCCGAGCGGCAGCTTAGCCGCCACC-3"
RepB'A6 5'-CAGGCTGGCCAGCCTCGAA-—-—-—=—=—=——-———- AGFCGCCACCGGCGCACGG-3"

khkkhkkkhk Ak hkkhkhk Ak Ak hk Ak kA r k% R A S b I b b I A b I b A i 4

300 k| 320

AGGCTGGCCAGCTCT|ICGAAAG C GCCACCGG
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RepB’A12
RepB' 5'-CAGCCTCGAACTGCCCGAGCGGCAGCTTAGCCGCCACCGGCGCACGGCGCTGGACG-3"
RepB'Al2 5'-CAGCCTQGAA-———=—=—==—=——=———— - - - — o GCGLTGGACG-3"

*hkkkkkkhk kK khkAkkk KAk kKKK

300

CTGGCCAGCCTCCTGGACG/\GTAC

RepB’ W50A

RepB' rk 5'-TTGCCCTGGGCATTCATCCGCTTGAGCCATGGCGTGTTCTGGAGCACTTCGGCGGC-3"

W50A rk 5'-TTGCCCTGGGCATTCATCCGCTTGAJQCGCIIGGCGTGTTCTGGAGCACTTCGGCGGC-3"

BRI e A b S b S b I A b B b b A S b b KAk ARAkARAAIAA I AA XA A XA A XA XK A K

MMM A

490 510
TTCATCCGCTTG/\GCGCTGGCGTGTTCTG

RepB’ Y62F

RepB' rk 5'-ATGCCGCTCCTGCTCGGCGGGCCTGATATACACGTCATTGCCCTGGGCATTCATCC-3"

Y62F rk 5'-ATGCCGCTCCTGCTCGGCGGGCCTGATAAACACGTCATTGCCCTGGGCATTCATCC-3"

KA AIAKRAIAKAAIAKAAIAAIAAAIAAA I AA I AK K, Ak A A A I A I A AR A AR A AR A A XA XK Ak

460 470 480
CGGCGGGCCTGAT[AAACACGTCATTGCCEC
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RepB’ Y162A
RepB' 5'-AAGGACAAGCACACCACCCGCGCCGGTTATCAGCCGTGGGTGCTGCTGCGTGAATC-3"
Y162A 5'-AAGGACAAGCACACCACCCGCGCCGGYGCTICAGCCGTGGGTGCTGCTGCGTGAATC-3"

* kK BRI R I A b I b b I db b I S I I b b I i 4 KAk ARAkAIAAIA AKX AA XA A XA A KA XK A K

170 80 190
CCCGCGCCGGT|[GCT|ICAGCCGTGGGTGC TGC

RepB’ E234A

RepB' 5"'-GCAGCGAGATGGCCGGGCTGGTCAAGCGCTTCGGTGATGACCTCAGCAAGTGCGALC-3"'

R234A 5'-GCAGCGAGATGGCCGGGCTGGTCAAGGCLCTTCGGTGATGACCTCAGCAAGTGCGALC-3"!

BRI i b S b I dh b B S b I i b I dh b I i 2 ] KAk AIAAIAA XA AKX AA XA A XA A XA XA KA KK

380 390 400
CCGGGCTGGTCAAG|IGCC|ITTCGGTGATGAC

RepB’ D238A
RepB' 5'-GCCGGGCTGGTCAAGCGCTTCGGTGATGACCTCAGCAAGTGCGACTTTATCGCCGC-3"
D238A 5'-GCCGGGCTGGTCAAGCGCTTCGGTGATIGCCLTCAGCAAGTGCGACTTTATCGCCGC-3"

KKK IAKRAIAKAAIAKAAIAAIRAA KA AR A A A A K, A A A I A AR AR A AR A AR A A XA AR AKX KA K

400 410 420

CGCTTCGGTGAT[GC CJ[CTCAGCAAGTGC GAC
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RepB’ D281A

RepB'

D281A

5'-AGAGCGCAAGCCCGGCCACGAAGCGGATTACATCGAGCGCACCGTCAGCAAGGTCA-3"'

5"'-AGAGCGCAAGCCCGGCCACGAAGC(YGCTITACATCGAGCGCACCGTCAGCAAGGTCA-3"'

KKK IAKRA KA KA AIAA KA AIAAAIAARAK A A AR A A A AR AR A AR A AR A A I A A XA A KA K

530

CGGCCACGAAGCG|GCTITACATCGAGCGCAC

RepB’ R285A

RepB'

R285A

540

5"'-CCCGGCCACGAAGCGGATTACATCGAGCGCACCGTCAGCAAGGTCATGGGTCTGCC-3"

5"'-CCCGGCCACGAAGCGGATTACATCGAG

BRI e d I A b I S b I S b I S b B S b b b KAk AIAAIAA XA A XA A XA A XA A XA XA KA KK

540 fﬁ

GATTACATT CGAG

RepB’ E302A

RepB'

E302A

GCG

560

ACCGTCAGCAAGGTOC

ACCGTCAGCAAGGTCATGGGTCTGCC-3"

5"'-CCCAGCGTCCAGCTTGCGCGGGCCGAGCTGGCACGGGCACCGGCACCCCGCCAGLCG-3"

5"'-CCCAGCGTCCAGCTTGCGCGGGCUGCGLTGGCACGGGCACCGGCACCCCGCCAGLCG-3"

KA AIAKRAIAKAAIAKAAIAAIRAAIAAAIAA K, A A AR A A A A AR A AR A AR A AR A A XA AR AR KA K

590
AGCTTGCGCGGGCTC

600

610
CTGGCACGGGTCA
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8.2 Sdulen-chromatographische Reinigung der RepB’-Derivate. Die RepB’-Derivate
RepB’A6, RepB’Al12 und alle RepB’-Mutantenproteine konnten nach vorhandenem
Protokoll >95 % chromatographisch gereinigt werden (3.2.5). Die N- und C-terminale
Domine von RepB’ wurden iiber eine Ni*'-Nitrilotriessigsaure(NTA)-Siule
chromatographiert, das Histidin-Hexapeptid wurde durch  Thrombinverdau
abgeschnitten und durch Dialyse entfernt (3.2.9). Die N-terminale Doméne von RepB’

wurde weiter nach RepB’-Reinigungsprotokoll chromatographisch gereinigt.

£

a8 .

o E

2 5

c 0 N
5. Bad 3 << <<
333%*'mhgu.§vcow—m§
: 5255588938882
sSSP an®d

Abbildung A3: SDS-PAGE Ergebnisse der chromatographisch gereinigten RepB’-Derivate.

Spur 1: 2-log Proteinmarker (NEB) (2.6): 66,4 (dicke Bande, oben) 55,6/42,7/34,6/27,0 (dicke Bande,
mittig)/20,0/14,3/6,5 [kDa]. Spur 2-14: RepB’, katalytische Domine, Helix-Biindel Domine, RepB’A6,
RepB’A12, W50A, Y62F, Y162A, R234A, D238A, D281A, R285A und E302A.
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Abbildung A4: Chromatogramm der Gelfiltration an Sephadex-75 des Primase-DNA Komplexes.
Die Detektion von Protein bei 280 nm (linke Y-Achse) und von DNA bei 260 nm (rechte Y-Achse) ist in
tausendstel Absorptionseinheiten (mAu) angegeben. Das Ausschlussvolumen ist auf der X-Achse in
Millilitern (ml) angeben. Die im SDS-PAGE Gel analysierten proteinhaltigen Fraktionen (rote Zahlen,
unterhalb der X-Achse) sind durch einen blauen Kasten gekennzeichnet. Die Hauptmenge des Primase-

DNA-Komplexes eluiert bei einem Ausschlussvolumen von 56 ml.
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