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1.1 Die natlrliche Evolution

Nach wissenschaftlichen Erkenntnissen entstand die Erde in ihrer Urform vor rund 4,6 Milliarden

Jahren. Wie erstes Leben auf die Erde kam, konnte bislang nicht rekonstruiert werden. Laut

chemischer Evolutionshypothese (Abiogenese) wurden nach dem Urknall erste organische

Verbindungen aus anorganischen Molekilen gebildet, die sich schlieRlich zu einfachen Lebensformen

organisierten. Der Biologe und Chemiker Stanley Miller (1930-2007) stellte 1953 die ,Ursuppe” nach

und versuchte erstmals Leben aus Nicht-Lebendigem zu erschaffen. Dabei gelang es ihm, drei der

20 Aminosauren aus einem Gasgemisch zu generieren (Miller 1953). Kirzlich konnte ein neuer

experimenteller Mechanismus aufgezeigt werden, wie Ribonukleotide abiotisch héatten entstehen

kénnen (Powner et al. 2009). Die Experimente zeigen zwar, dass die vorgeschlagenen Prozesse

prinzipiell méglich sind, beweisen jedoch nicht wie das Leben auf der Erde tatsédchlich begann, weil

genaue Kenntnisse der damals herrschenden Umweltbedingungen fehlen. Hingegen gibt es

gesicherte Theorien, wie sich erste einfache Lebewesen auf der Erde zu komplexen Lebensformen

weiterentwickelten (Abb. 1). Die Hypothese der Biogenese besagt, dass Leben nur von Lebewesen

weitergegeben werden kann.

Protostomes

Amphibians

Reptiles

Fuka ryotes " Mammals

/

Archaea

ans Rust

Bacteria =

Earth Birth

f000

Todgy 65 200 250 M a0 s w0 i 2000 00 Millions of Years Ago 3000 2000 o0 0 s 40 30 20 200 65 Today

Abb. 1. Hypothetischer Stammbaum zur Entstehung von Einzellern und deren Evolution zu
komplexen Lebewesen. Quelle: http://evogeneao.com/images/Evolution_poster_lg.gif

Forscher sind sich einig, dass sich Leben auf Nukleinsaurebasis durchsetzte, da in den bisher
bekannten Lebensformen dieselben Nukleotid-Bausteine verwendet und sich aufgrund des universell
glltigen genetischen Codes 20 Aminosduren ergeben. Die Zellen heute speichern ihre genetische

Information in Form von DNA. Zur DNA-Replikation sind Enzyme notwendig, deren ,Bauanleitung”

jedoch in der DNA selbst gespeichert ist. Somit ergibt sich ein klassisches Henne-Ei-Paradoxon: was

kam zuerst, DNA oder Enzym? Wabhrscheinlich weder noch, sondern RNA. Walter Gilbert (*1932)
schlug erstmals die RNA-Welt-Hypothese vor (1986). Sie besagt, dass RNA-Molekile und spater

S1-
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einfache RNA-basierte Zellformen (Ribozyten) die Vorlaufer heutiger Organismen waren. RNA ist
aufgrund kleiner chemischer Unterschiede (Uracil wird statt Thymin verwendet, trégt an der Ribose ein
zusatzliches Sauerstoffatom) viel reaktiver als DNA. Die Idee basiert auf den Eigenschaften der RNA,
genetische Informationen speichern, Ubertragen und vervielfaltigen zu kdnnen, sowie auf ihrer
Fahigkeit als Ribozym Reaktionen zu katalysieren und ist somit in der Lage Aufgaben von Enzymen
und DNA zu erfiillen. Mittlerweile ist bekannt, dass die katalytischen Zentren der Ribosomen von RNA
und nicht, wie zunachst angenommen, von Proteinen gestellt werden (Yusupov et al. 2001). Da
Ribosomen als sehr urspriingliche Zellbausteine gelten, ist diese Entdeckung der tUberzeugendste
Hinweis zur Untermauerung der RNA-Welt-Hypothese. Einige Viren speichern heute noch ihre
genetische Information in Form von RNA. Durch die Reverse Transkriptase werden RNA Molekdile in
DNA umgeschrieben. Es ist also durchaus vorstellbar, dass im Laufe der Evolution DNA zur
langfristigen Speicherung von Informationen benutzt wurde, da DNA wesentlich weniger reaktiv und
damit viel stabiler ist als RNA, was ein sehr wichtiger Aspekt fur die langfristige Garantie des
Fortbestandes ist (Fusz et al. 2005).

Wissenschaftler sind bemuht, den Begriff ,Leben so zu definieren, dass er auch noch unentdeckte
Lebensformen mit einschliet. Gemald dem Chemiker Gerald Joyce (*1956) ist Leben ,ein chemisches
System mit der Fahigkeit zur Selbsterhaltung und zur Darwin’schen Evolution* (Joyce 1989). Fiir den
britischen Naturforscher Charles Darwin (1809-1882) waren v. a. die isolierten Galapagos-Inseln der
ideale Forschungsort. Durch studieren von Schildkréten- und Vogelarten, die sich in Aussehen,
Verhalten und Ernéahrung leicht voneinander unterschieden, sich aber ansonsten sehr &hnlich waren,
entwickelte er die Idee, dass alle Arten von einem einzigen gemeinsamen Vorfahren abstammten und
sich aufgrund unterschiedlicher Lebensbedingungen auf den Inseln veréndert und sich perfekt an
ihren Lebensraum angepasst haben. Die gesammelten Eindriicke und zahlreiche Fundstiicke bildeten
die Grundlage fur die vielen Veroffentlichungen, die die Weltanschauung veréanderten. Charles Darwin
und Alfred Russel Wallace (1823-1913) (Abb. 2) prasentierten 1858 gemeinsam zwei unterschiedliche
Arbeiten zur Theorie der Evolution durch natirliche Selektion. Doch erst die Veroffentlichung von
Darwins Buch The Origin of Species by Means of Natural Selection (1859) trug zur wachsenden
Akzeptanz der Evolutionsidee bei. Sie besagt, dass Evolution stattfindet, und zwar durch Selektion auf
Basis von zufélligen Eigenschaften, die einen Uberlebensvorteil bringen. Wenn die Nachkommen mit
den neuen Eigenschaften schlie3lich soweit von ihren Vorfahren abweichen, dass sie sich nicht mehr

mit ihnen fortpflanzen kénnen, so ist eine neue Art entstanden.

Abb. 2. Charles Darwin (links) und Alfred Russel Wallace (rechts).
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Die Tatsache der Evolution, beginnend mit ersten Einzellern vor rund drei Milliarden Jahren, die sich
zu einfachen und schliel3lich komplexen Lebewesen wie Pflanzen, Wasser- und Landtieren
entwickelten bis hin zu den ersten Urzeitmenschen, die vor zwei Millionen Jahren lebten, ist in der
Wissenschaft weitgehend akzeptiert. Der Mechanismus der Selektion hingegen sorgte lange Zeit fir
Diskussion. In den folgenden Jahren veréffentlichte Darwin weitere bedeutende Biicher zur Varietat
von Tieren und Pflanzen (1868) sowie zur Abstammung des Menschen von Affen (1871). Damit lehnte
er sich gegen die christliche Schépfungslehre und entfachte einen Glaubenskrieg, der bis heute
anhalt. Die Ursache der Entstehung der Variationen konnte Darwin damals nicht benennen. Jedoch
teilte er nicht die Meinung von Jean Baptiste de Lamarck (1744-1829), dass erworbene Eigenschaften
vererbt wirden, sondern erkannte, dass in einem Individuum innere Veranderungen passieren, die die
Chance erhdhen, zu tberleben und somit das Merkmal weiterzugeben.
Gregor Mendel (1822-1884) und Friedrich Miescher (1844-1895) lebten zur gleichen Zeit wie Darwin
aber unbeeinflusst voneinander. Die Evolutionstheorie zur Entstehung der Arten als Ergebnis der
Evolution wurde erst im 20. Jahrhundert durch die Erkenntnisse der Vererbungslehre, Zellforschung
und Populationsbiologie erweitert und unter dem Begriff der synthetischen Evolutionstheorie
zusammengefasst. Der deutsche Mediziner und Zoologe August Weismann (1834-1914) lieferte erste
Gedanken zu dieser Theorie. Durch den britischen Mathematiker und Biologen Ronald Fisher (1890-
1962), den deutsch-amerikanischen Biologen Ernst Mayr (1904-2005) sowie den englischen Biologen
Julian Huxley (1887-1975) wurde die synthetische Evolutionstheorie 1942 erstmals einer breiten
Offentlichkeit vorgestellt und verhalf schlieBlich der Selektionstheorie zum Durchbruch. So bezieht die
heutige Evolutionstheorie auch die Erkenntnisse der Genetik mit ein und legte sechs Merkmale zur
Entstehung von neuen Arten fest:

1. Mutationen: zufallsbedingte Veranderungen des genetischen Materials - Diversitat
Selektion: nattrliche Auslese durch abiotische und biotische Selektionsfaktoren der Umwelt
Gen-Drift: zuféllige Veranderungen des Gen-Pools
Rekombination: Vermischung von Erbmaterial durch sexuelle Fortpflanzung

Isolation: Fortpflanzungsschranke durch raumliche, zeitliche oder genetische Trennung

N e

Migration: Wanderungsbewegungen

Der Slogan ,Survival of the Fittest* — Uberleben des Fahigsten wurde nicht von Darwin geschaffen,
sondern vom Politikwissenschaftler und Philosoph Herbert Spencer (1820-1903). In seinem Buch
Principles of Biology (1864) integrierte er sowohl die Theorien von Darwin und Wallace, als auch die
von Henri Milne-Edwards (1800-1885) iber die Arbeitsteilung in Organismen. Der Evolutionsbiologe
der Neuzeit Richard Dawkins (*1941) erlangte Bekanntheit durch seine Theorie des egoistischen
Gens. Er beschreibt es als fundamentale Einheit der natiirlichen Selektion, die den Kérper nur als
,Uberlebensmaschine” benutzt (1976).

Durch zuféllige Mutationen im Erbgut evolvieren vollig eigenstindig komplexe Lebensformen und
Organismen passen sich an ihre Umwelt- und Lebensbedingungen an — die Evolution optimiert sich
selbst. Dabei verblifft die Einfachheit; Evolution stitzt sich lediglich auf drei biologische Prinzipien:

Vermehrung, Mutation und Selektion.
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1.2 Evolution im Labor — directed evolution

Das Zeitalter der Biotechnologie ermdglicht Naturwissenschaftlern, die Evolution im Labor in
beschleunigter Form nachzustellen. Dabei beschréanken sie sich auf einzelne Proteine und kreierten
den Begriff protein engineering. In Milliarden von Jahren hat die Natur zwar ein breit gefachertes
Repertoire an Proteinen hervorgebracht, jedoch eignen sich die wenigsten in ihrer natirlichen Bauart
fur den industriellen Einsatz. Zur Perfektion von Proteinen im Labor werden zwei Strategien
verwendet: 1) Rationales Proteindesign basiert auf detaillierter Information Gber Proteinstruktur und —
Funktion und plant konkrete DNA-Veranderungen. 2) Directed evolution ist ein zielgerichteter Prozess
zur Generierung von optimalen DNA-/Proteinvarianten, der tGber mehrere Runden von Mutation und
Selektion ablauft. So wurde der Weg fiir die synthetische Biologie geebnet.

Replikation, Mutation und Selektion sind die treibenden Kréfte der directed evolution (Abb. 3), als
deren Vorreiter Sol Spiegelman (1914-1983) und Manfred Eigen (*1927) gelten. Statt der
Reproduktion von komplexen Lebewesen beschrdnkt man sich hierbei auf einzelne Gene, die
fehlerhaft repliziert und auf diese Weise mutiert werden. Dabei finden Mutationen wie in der Natur
durch ein kleines Repertoire von Genveranderungen wie Punktmutationen, Deletionen, Insertionen

und Rekombination von Genen statt.
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Proteine, die so in der Natur nicht existieren oder unter gewiinschten Bedingungen nicht optimal
funktionieren, werden mafigeschneidert. Anwendung findet die directed evolution in allen Bereichen
des modernen Lebens (Schéafer et al. 2007). Fir die Landwirtschaft und Nahrungsmittelindustrie
werden Enzyme mit optimierten katalytischen Aktivitaten hergestellt und zur Produktion von Bier,
Wein, Milch- und Light-Produkten genutzt. Mittels enzyme engineering wird die Spezifitat, Chiralitat
und Thermostabilitdat von Biokatalysatoren gezielt angepasst. Dazu zadhlen auch Spil- und
Waschmittelzusatze wie Proteasen, Lipasen, Amylasen und Cellulasen, deren Aktivitatsoptima
zwischen 40 T und 95 T liegen sollen. Die Generie rung neuer Stoffwechselwege zum Abbau von
Zellulose und Lignin in Mikroorganismen erlangt immer mehr an Bedeutung bezlglich
Biokraftstoffproduktion durch Umsetzung von Biomasse aus Getreide, Pflanzen oder Holz.
Beachtenswerten Einsatz findet die directed evolution auch in der Medizin- und Pharmaindustrie. Die
Produktion von Arzneimitteln (z. B. Antibiotika, Insulin) in Mikroorganismen ist unentbehrlich
geworden. Die natirliche Antikérperreifung in B-Zellen Antikdrper wird imitiert, indem Antikdrper

in vitro modifiziert werden, um die Affinitdt zu ihrem Antigen und zugleich die biologische Wirksamkeit

-4-
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zu erhdhen. Immunglobuline finden in der medizinischen Diagnostik und der Humantherapie eine
breite Anwendung und werden beispielsweise routinem&Rig in Analytiklabors zur Untersuchung von
Blutkonserven auf relevante Krankheitserreger genutzt.

Im Laufe der letzten Jahre entwickelten Wissenschaftler zahlreiche Strategien zur Optimierung von
Proteinen, jeweils bestehend aus mehreren Runden von Varianten-Generierung, Selektion und
fehlerhafter Amplifikation der selektierten Molekiile. Bislang wird zunachst ein grof3er Pool an Gen-
Varianten auf DNA oder RNA-Basis hergestellt, entweder in lebenden Zellen (in vivo) oder au3erhalb
von Zellen (invitro). Die generierte Genbibliothek wird im Anschluss in einem Selektionssystem
entweder in vivo oder in vitro translatiert und nach optimierten Proteinen durchmustert. Dabei wird der
Selektionsdruck auf die Proteinfunktion abgestimmt. Die Selektion des ,Fitteren“ bezieht sich in den
kunstlichen Evolutionssystemen jeweils auf Einzelmolekile, die durch Kopplung von Geno- und
Phanotyp einen Vorteil in dem definierten System haben. Evolution kann unter diesen Bedingungen

schnell, systematisch und zielgerichtet durchgefiihrt werden.

1.2.1 Replikations-/ Mutationssysteme

In der Natur ereignen sich Mutationen spontan, an zufélligen Positionen im Genom. Im Labor werden
Mutationen beabsichtigt induziert und treten deshalb mit einer erhéhten Wahrscheinlichkeit auf.

Die Zufallsmutagenese (random mutagenesis) wird genutzt, wenn kein konkretes Zielgen bekannt ist,
z.B. zur Veranderung von Stoffwechselwegen (Mobini-Dehkordi et al. 2008). Dazu werden
Mikroorganismen mit Mutagenen behandelt, die entweder physikalischer (ionisierende Strahlung) oder
chemischer Natur (alkylierende Agenzien) sind (James et al. 1977; Hapala et al. 2005). In E. coli-
Mutatorstammen (Greener et al. 1997) finden Mutationen ebenso ungerichtet statt, indem Gene der
zelleigenen Reparatursysteme wie mutD, mutS, mutT gezielt verandert und die proof reading-Aktivitat
von Polymerasen herabgesetzt wurde. Durch beide Methoden koénnen die Genveranderungen
genomisch oder episomal auftreten, zielen jedoch nicht auf definierte Gene ab.

Um die Zufallsmutagenese auf einzelne Gene zu beschranken, wurden weitere Methoden entwickelt.
Saccharomyces cerevisiae wird zur Bibliothekherstellung Uber Rekombination von homologen Genen
benutzt (Bulter et al. 2003). In Anlehnung daran entstand die in vitro-Anwendung des DNA shuffling
(Stemmer 1994). Dabei fuhrt die Rekombination von DNasel-verdauten homologen Genen zur
Generierung von Gen-Varianten. Eine der beliebtesten Methoden zur Zufallsmutagenese in vitro ist
die error-prone PCR (Cadwell et al. 1992). Mittels Taq Polymerase und erhdhter MgCl,-
Konzentrationen oder Zugabe von MnCl, kann die Mutationsrate eines Gens genau eingestellt werden
und generiert eine hohe Variantenanzahl, allerdings entstehen naturgeman Giberwiegend Transitionen.
Spiked Oligonukleotide werden genutzt, um DNA-Regionen zu verandern (Hermes et al. 1989);
Phosphoramidite, die Bausteine der Oligonukleotide, werden zu einem gewissen Prozentsatz mit
einem Gemisch der anderen drei Basen verunreinigt. Bei dieser PCR-basierten Zufallsmutagenese
treten keine bevorzugten Mutationen auf. Zur Herstellung von RNA-Bibliotheken werden RNA-
abhangige RNA-Polymerasen verwendet. Da sie keine proof reading-Aktivitat besitzen, liegt die
durchschnittliche Mutationsrate bei 10°-10™ (Rohde et al. 1995). Die QpB-Replikase aus dem
Bakteriophagen QP ist dabei eine der beliebtesten Enzyme fiir ex vivo Evolutionen (Haruna et al.
1965; Kopsidas et al. 2007).
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Sollen in einem Protein mit 300 Aminoséuren (AS) 20 Positionen durch die mdglichen 19 AS ersetzt
werden, so ergibt sich die enorme Variantenanzahl von 19%° (=3,8x 1025). Ersetzt man lediglich neun
AS-Positionen, so entstehen 3,2 x 10" Proteinvarianten. Die Anzahl an zu durchmusternden
Varianten mithilfe der bislang existierenden Selektionssysteme liegt bei ~ 10'*. Eine Reduzierung der
BibliotheksgréRe durch Fokussierung auf ausschlaggebende Proteinregionen ist deshalb anzustreben.
Im Gegensatz zur Zufallsmutagenese werden durch ortsgerichtete Mutagenese (site-directed
mutagenesis) gezielt Mutationen in ein Gen eingefligt. Dabei kdnnen variable Bereiche entweder auf
definierte DNA-Abschnitte beschréankt werden oder Uber das ganze Gen verteilt liegen. Bei einem
Alanin-Scan (Lin et al. 2001) wird jede Position durch Alanin ersetzt, was Riickschlisse auf die
Bedeutung einzelner AS-Positionen zulasst. Fur ein Protein mit 300 AS ergeben sich 300 Varianten.
Das MalR an Diversitat wird durch sequential permutation erhtht. Hierbei wird jede AS durch die
anderen 19 mdoglichen ersetzt. Dadurch ergeben sich 300x19 = 5.700 Protein-Varianten. Diese beiden
Methoden geben Aufschluss lber wichtige Doménen des Proteins, wobei die BibliotheksgroRle relativ
klein gehalten wird. Degenerierte Gen-Bibliotheken werden rational geplant und das AS-Verhaltnis pro
Position kann individuell festgelegt werden. Eingegrenzte Genbereiche werden durch Assemblierung
von degenerierten Oligonukleotiden mutiert und ggf. im Anschluss mit unveranderten Genabschnitten
fusioniert. Die weiterentwickelte Methode des dirty bottle-Ansatzes erlaubt es, den Uberwiegenden
Anteil an wildtypischen AS beizubehalten und nur einen geringen Anteil zu variieren. Durchschnittlich
werden 1 — 4 AS pro Gen substituiert, wodurch der Anteil an loss of function-Varianten reduziert und
dennoch eine geniigend hohe Variabilitat garantiert wird.

Die erzeugten Gen-Bibliotheken werden bisher in separaten Selektionssystemen durchmustert.

1.2.2 Selektionssysteme — Kopplung von Geno- und Ph  &anotyp

Das Selektionssystem bestimmt die Richtung der Evolution, sowohl in der Natur als auch im Labor.
Nicht nur in vivo, sondern auch invitro wurden Selektionssysteme etabliert, bei denen Geno- und
Phanotyp gekoppelt sind (Abb. 4). Dabei ist der Phanotyp an eine katalytische Funktion geknipft, die
der Wirtszelle einen selektiven Wachstumsvorteil vermittelt oder es wird ein Signal produziert, das in
einem Aktivitatstest ausgelesen werden kann.

C
Puromycin
5

messenger RNA 3'

Ribosome

messenger RNA

phagemid DNA

Abb. 4. In vivo und in vitro Selektionssysteme. A. Bacterial display, B. Phage display, C. mRNA
display, D. Ribosome display. Details siehe Text. Modifiziert nach Liss et al. (2007).

Im ribosome display (Hanes et al., 1997) wird eine DNA-Bibliothek in vitro transkribiert und in Protein
translatiert, welches an einen immobilisierten Liganden bindet. Das Protein bleibt dabei mit mMRNA und

Ribosom verbunden. Nach Selektion und Elution wird die freie mRNA reverse transkribiert und die
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cDNA amplifiziert. Dieser Prozess wird Uber mehrere Selektionsrunden mit ansteigendem
Selektionsdruck durchgefihrt (panning). Die resultierenden DNA-Sequenzen kodieren fur stark
bindende Proteine (Kopsidas et al. 2007; Zahnd et al. 2007). Je nach Ursprung des Proteins kann ein
pro- oder eukaryontisches zellfreies System gewahlt werden. Aufgrund der Unabhangigkeit von
lebenden Systemen und damit auch der Unabhangigkeit von Transformationseffizienzen ist die Anzahl
bzw. Verfligbarkeit an Ribosomen in dem Reaktionsansatz die limitierende GréRe. Als
Weiterentwicklung gilt das mRNA display (Roberts et al. 1997; Liu et al. 2000). Die DNA-Bibliothek
wird invitro in mRNA transkribiert und das 3" Ende Uber einen Linker mit Puromycin verknupft.
Puromycin ist ein Antibiotikum, das durch Imitieren der Tyrosyl-tRNA die Translation blockiert. Bei
diesem Selektionssystem werden Geno- und Phanotyp gekoppelt, indem nach Fertigstellung das
Peptid oder Protein mit dem eigenen mRNA template verbunden bleibt, obwohl es vom
Ribosomenkomplex abféllt. Da Puromycin bedeutend kleiner ist als der komplette Ribosomenkomplex
(2.000 kDa) wird dieses System meist favorisiert und ermoglicht das Durchmustern von bis zu 10
Varianten (Gold 2001; Fukuda et al. 2006). Parallel zu den invitro Systemen wurden
Selektionsmethoden in Mikroorganismen wie Bakterien, Hefen oder Bakteriophagen entwickelt. Die
BibliotheksgrofRe, die durchmustert werden kann, resultiert jeweils aus der Transformationsrate. Bei
der beliebten Methode des phage displays (Smith 1985; McCafferty et al. 1990) werden
Bakteriophagen dafir verwendet, Geno- und Phanotyp zu koppeln. Es dient als Hochdurchsatz-
screening-System zur Verbesserung von Protein-Bindepartnern, insbesondere zur Verbesserung von
Antikorperspezifititen (Rader et al. 1997; Broders et al. 2003). Die DNA-Bibliothek kodiert im
Phageninneren auf einem Phagemid fiir Fusionsproteine bestehend aus Ziel- und Mantelprotein.
Jeder M13-Phage présentiert eine Variante eines Fusionsproteins auf der Oberflache
(Bakteriophagen-Bibliothek). Das Zielprotein und damit verbunden der Phage mit der DNA-Information
bindet je nach Stringenz und Bindestérke an einen immobilisierten Liganden. Uber mehrere panning-
Runden wird auf diese Weise ein besserer Interaktionspartner selektiert. Im bacterial display
(Francisco et al. 1993) werden Polypeptide, Oligosaccharide oder ganze Antikérper mit
Ankerproteinen fusioniert und auf der Zelloberflache prasentiert. Eine Abwandlung davon stellt das
yeast cell surface display (Boder et al. 1997) dar. Hierbei wird das Zielprotein mit AGA2 fusioniert und
die Fusionsproteine dadurch auf der Zelloberflache prasentiert. Das Durchmustern einer Bibliothek mit
max. 10° (Hefe) bzw. 10° (Bakterien) Varianten erfolgt mittels fluorescent-activated cell sorting (FACS)
und fuhrt bspw. zur Isolation von hochaffinen Rezeptor-Liganden (Becker et al. 2005; Wang et al.
2010). Das two-hybrid System wurde urspriinglich, basierend auf dem Gal4 Transkriptionsfaktor zur
Selektion von Protein-Protein-Interaktionspartnern in Hefe entwickelt (Fields et al. 1989). Das
Zielprotein, hier als Beuteprotein (prey) bezeichnet, sowie das Koéderprotein (bait) werden mit
Aktivierungs- bzw. DNA-Bindedoméne von Gal4 fusioniert. Gelangen sie durch bait-prey-Interaktion in
raumliche Néhe, so wird ein Reporter exprimiert und vermittelt der Zelle einen Wachstumsvorteil. Da
dieses System im Rahmen dieser Arbeit angewendet wurde, wird das Prinzip im Ergebnisteil detailliert
erlautert. Aus dem yeast two-hybrid System entwickelten sich auch bakterielle Systeme. Je nach
Ursprung des prey-Proteins oder Toxizitatseffekten kénnen pro- oder eukaryontische
Selektionssysteme genutzt werden (Joung et al. 2000; Albers et al. 2005).
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1.3 Zielsetzung

Die zielgerichtete Evolution von Proteinen erfolgt bislang durch separat durchgefuhrte Mutations- und
Selektionsverfahren. Die Generierung von Genbibliotheken ist ebenso wie das anschlieRende
screening zeit- und kostenintensiv, so dass in der Regel nur ein bis zwei aufeinanderfolgende
Selektionsrunden durchgefiihrt werden und die Anzahl an zu durchmusternden Varianten auf maximal
10" begrenzt ist. Ziel dieser Arbeit war es, Mutation, Selektion und Replikation zeitlich und r&dumlich
zu koppeln, um ein eigensténdiges und kontinuierliches Evolutionssystem zur Verbesserung von
Protein-Protein-Interaktionspartnern zu etablieren. Proteinvarianten sollen in vivo generiert, selektiert
und die ,Gewinner" der Selektionsrunde weiter mutiert werden. Diese treten dann in den nachsten
Evolutionszyklus ein, bis schlieBlich das optimale Bindepaar entstanden ist und den Genpool
dominiert. Dieser Prozess kommt der natirlichen Evolution durch Generierung neuer Varianten und
gleichzeitiger Selektion Uber viele Generationen (= Evolutionsrunden) hinweg, sehr nahe. Das
Potenzial der schrittweisen Optimierung soll genutzt werden, um aus einer sehr gro3en Anzahl an
theoretisch mdglichen Varianten den besten Kandidaten zu identifizieren, unabhangig von
Kenntnissen zur Proteinstruktur.
Zur Affinitatsselektion sollte das yeast two-hybrid (Y2H) System genutzt werden. Als etabliertes
eukaryontisches Selektionssystem bietet es Vorteile bezilglich Faltungshelfern (Chaperone) und
posttranslationaler Modifikationen wie Glykosylierung. Zur Kopplung des Selektionssystems mit einem
Replikations- und Mutationssystem galt es folgende Punkte zu etablieren:

- Endogene Generierung kodierender Nukleinsaure-Varianten auf DNA- oder RNA-Ebene

- Gewahrleistung einer geniigend hohen Mutationsrate

- Bevorzugte Replikation der ,Gewinner"

- Auslesen der Protein-Protein-Interaktionsstarke tiber das Wachstumsverhalten der Hefezelle

- Schrittweise Verbesserung der Protein-Protein-Interaktion soll autonom und kontinuierlich,

also Uber zahlreiche Generationen hinweg stabil ablaufen

Die autonome, kontinuierliche Evolution sollte folgendermafen ablaufen: Hefezellen, in die ein
fehlerbehaftetes Replikations-/Mutationssystem eingepasst wurde, werden mit genetischen
Informationen flir beide Protein-Protein-Interaktionspartner bait und prey transformiert. Ausgehend
von langsam wachsenden Hefezellen mit einem schwachen bait-prey-Interaktionspaar werden
endogen durch prey-spezifische Zufallsmutagenese wahrend der Replikation viele Nukleinsaure-
Varianten generiert. Stille Mutationen bringen keine unmittelbaren Wachstumsvorteile mit sich.
Mutationen, die die bait-prey-Affinitdt negativ beeinflussen, resultieren in einem Wachstumsnachteil
fur die Hefezelle. Einige wenige prey-Varianten werden allerdings eine erhodhte Affinitdt zu bait
besitzen, was den Hefezellen zu Wachstumsvorteilen verhilft und somit zur Anreicherung in der

Hefekultur fuhrt. Diese ,Gewinner” sind der Ausgangspunkt fur weitere Mutationen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1  Material
2.1.1 Organismen

2.1.1.1 Bakterienstamme

Die Genotypen der verwendeten E. coli K12 Stamme sind in Tab. 1 dargestellt.

Tab. 1. E. coli K12 Derivate

Stamm Genotyp Hersteller
E)s((ﬂ%r_lgg%%)h TetrD(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl Stratagene
gyrA96 relAl lac Hte [F* proAB laclgZDM15 Tn10 (Tetr) Amy Camr] 9
Ultracompetent cells
Escherichia coli F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl endAl
Max Efficiency® araD139 A (ara, leu)7697 galU galK A- rpsL nupG /pMON14272 / Invitrogen
DH10B™ pMON7124
Escherichia coli
BL21 competent cells F— ompT hsdSB(rB— mB-) gal dcm Novagen
2.1.1.2 Hefestamme
Die Genotypen der verwendeten Stamme sind in Tab. 2 aufgelistet.
Tab. 2. Hefestamme
Stamm Genotyp Hersteller
MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200,gal4A, gal80A4,
AH109 LYS2::GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3,GAL2UAS-GAL2TATA-ADE?2, Clontech
URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ, MEL1
MATa, trp1-901, leu2-3, 112,ura3-52, his3-200, gal4A, gal804,
Y2HGold LYS2::GAL1IUAS-GALITATA-HIS3,GAL2UAS-GAL2TATA-ADE?2, Clontech
URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-Aurl-C, MEL1
R. Esteban,
2928-4 his3, trpl, ura3, 20SRNA-0, 23SRNA-0 Universitat Salamanca,
Spanien

2.1.2 Nukleinsauren

2.1.2.1 Plasmide

Tab. 3 enthalt eine Zusammenstellung der verwendeten Plasmide.

Tab. 3. Plasmide

Datenbank-

Hersteller/

Nr. intern Bezeichnung Referenz Marker*
V.031 pPCRScript (pSc) Stratagene bla
V.058 pBlueScriptKS(+) (pBlue) Stratagene bla
Vv.023 PGADT7-AD Clontech bla/LEU2
V.024 pGBKT7-DNA-BD Clontech kan/TRP1
V.025 pGADT7-T Clontech bla/LEU2
V.026 pGBKT7-p53 Clontech kan /TRP1
V.027 pGBKT7-Lam Clontech kan /TRP1
V.009 pRS313 (CEN/ARS) Sikorski et al. (1989) bla/HIS3
V.011 pRS315 (CEN/ARS) Sikorski et al. (1989) | bla/LEU2
V.015 YCplac11l (CEN/ARS) Sikorski et al. (1989) bla/LEU2
V.003 pRS305 (integrativ) Sikorski et al. (1989) bla/LEU2
V.004 pRS306 (integrativ) Sikorski et al. (1989) bla/URA3/
C.222 pRS305K (integrativ) M. Heinrich® bla/LEU2/kan
C.234 PRS306N (integrativ) M. Heinrich® bla/URA3/clonNAT ®
V.070 pJH-Yesiwt B. Asbach? bla
V.071 pJH-Yesimut B. Asbach? bla
V.072 TOPO-Sam68 B. Asbach? bla
V.075 pGEX-207 (Insectin 2) B. Asbach? bla
V.076 pGEX-188 (Ras-GAP) B. Asbach? bla
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iemnem | eezechung et
C.569 pGBKT7-CYCp-Sam68 diese Arbeit kan /TRP1
C.573 pRS315-AD-prey diese Arbeit bla/LEU2
C.571 pRS315-AD-Yeslwt diese Arbeit bla/LEU2
C.572 pRS315-AD-Yeslmut diese Arbeit bla/LEU2
C.615 pRS315-AD-Insectin diese Arbeit bla/LEU2
C.616 pRS315-AD-Ras-GAP diese Arbeit bla/LEU2
C.668 pRS315-AD-Yes1-Y177H diese Arbeit bla/LEU2
€.669 pRS315-AD-Yes1-D184G diese Arbeit bla/LEU2
C.670 pRS315-AD-Yes1-E191G diese Arbeit bla/LEU2
c.671 gﬁ@l;l-g\gg_ei;s-miﬁ diese Arbeit bla/LEU2
C.413 pRS313-AL_LEU20ptNSM diese Arbeit bla/HIS3
C.376 pGBKT7-TEFp-AlDflag diese Arbeit kan/TRP1
C.377 pGBKT7-TEFp-AID diese Arbeit kan/TRP1
C.378 pGBKT7-CYCp-AID diese Arbeit kan/TRP1
C.397 pGBKT7- CUPp-AID diese Arbeit kan/TRP1
C.398 pGA14-5"-UNG1-KanMX-UNG1-3° diese Arbeit bla/kan
C.569 pGBKT7-CYCp-Sam68 diese Arbeit kan/TRP1
C.570 pGBKT7-CYCp-Sam68-TEFp-AID diese Arbeit kan/TRP1
C.693 pRS305K-TEFp-AID diese Arbeit bla/LEU2/kan
C.716 pIVEXMCS-AIDGSflag diese Arbeit bla
V.45 pIVEX-GFP Roche bla
C.085 pGBKT7-TEFp-20S-Ribo diese Arbeit kan/TRP1
C.087 pGBKT7-CYCp-20S-Ribo diese Arbeit kan/TRP1
C.110 pGBKT7-TEFp-23S-Ribo diese Arbeit kan/TRP1
C.133 pGBKT7-CYCp-23S-Ribo diese Arbeit kan/TRP1
C.224-C.231; | pGBKT7-AL_LeuOpt20S(Genomseq.anteile) diese Arbeit kan/TRP1
C.274-C.305 | pGBKT7-AL_LeuOpt23S(Genomseg.anteile) diese Arbeit kan/TRP1
C.174-C.202; | pSc-AL_LeuOpt20S(Genomseg.anteile) diese Arbeit bla
C.236-C.267 | pSc-AL_LeuOpt23S(Genomseq.anteile) diese Arbeit bla
C.325 pBlue-20SRibo diese Arbeit bla
C.326 pBlue-23SRibo diese Arbeit bla
C.403 YCplac111-ADHp-S1-CYCp-Hfq M. Heinrich® bla/LEU2
C.415 YCplac111-ADHp-S1-PGKp-Hfq M. Heinrich® bla/LEU2
C.414 YCplac111-CYCp-S1-PGKp-Hfq M. Heinrich® bla/LEU2
C.410 YCplac111-CYCp-S1-CYCp-Hfg M. Heinrich® bla/LEU2
C.419 pRS305K-ADHp-S1-CYCp-Hfq M. Heinrich® bla/LEU2/kan
C.421 pRS305K-CYCp-S1-CYCp-Hfqg M. Heinrich® bla/LEU2/kan
C.453 pRS306N-TEFp-Ts-Tu-QR M. Heinrich® bla/URA3/clonNAT
C.546 pSc-QRT1 diese Arbeit bla
C.547 pSc-QRT2 diese Arbeit bla
C.548 pSc-QRT3 diese Arbeit bla
C.549 pSc-QRT4 diese Arbeit bla
C.550 pSc-QRTS diese Arbeit bla
C.588-C.612 | pSc-AL_RQ-IRES-LEU20pt-PA-RQ-Ribo diese Arbeit bla
C.617-C.626 | pRS313- RQ-IRES-LEU20pt-PA-RQ-Ribo diese Arbeit bla/HIS3
C.389 pGBKT7-AL_kan-LEU20pt diese Arbeit kan/LEU2
C.392 pGBKT7-AL_ADE2-LEU20pt diese Arbeit kan/LEU2/ADE2
C.810 pEVH1-Sam68 diese Arbeit bla
C.815 PGEX4T1-Yesl-wt diese Arbeit bla
C.816 pPGEX4T1-Yes1l-mut diese Arbeit bla
C.817 pGEXA4T1-Yesl-weak diese Arbeit bla
C.818 pPGEX4T1-Yesl-Vari4 diese Arbeit bla

! Plasmidnomenklatur nach Novick et al. (1976), * Universitatsklinikum Regensburg,
® Geneart AG, Regensburg

2.1.2.2 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide sind in Tab. 4 nach Verwendungszweck geordnet dargestellt. Sie
wurden von den Firmen Geneart AG oder Metabion bzw. dirty bottle-Oligonukleotide von der Firma
ELLA Biotech bezogen und bei -20 C°gelagert.

Tab. 4. Oligonukleotide

Nr. Bezeichnung |5’ - 3-Sequenz

gcPCR zur Herstellung von Yes1-Varianten
P.0995 [esNSM1_qgc.fwd GITCGCCCTGTATGATCATGAAGCCCGTRABC
P.0996 [esNSM1_gc.rev GTGGTACGGGCTTCATGATCATACAGGGAC
P.0997 YesNSM2_qc.fwd GAAGCCCGTACCACCGAAGGTTTGTCCTTTAAAAAAG
P.0998 [YesNSM2.qc.rev CTTTTTTAAAGGACAAACCTTCGGTGGTAGGGCTTC
P.0999 | YesNSM3_gc.fwd CCTTTAAAAAAGGTGGACGTTTCCAGATTATC
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Nr. Bezeichnung 5’ - 3-Sequenz
P.1000 esNSM3_gc.rev GATAATCTGGAAACGTCCACCTTTTTTAAGG
P.1001 | YesNSM4_qc.fwd CAACACCGAAGGCGATCGGTGGGAAGCACGTTC
P.1002 YesNSM4_gc.rev GAACGTGCTTCCCACCGATCGCCTTCGGTTG
Nachweis und Sequenzierung von AD- prey
P.0001 [Std.fwd GCCTCTTCGCTATTACGCCAG
P.0002 | Std.rev TTAGGCACCCCAGGCTTTAC
P.0038 NLS.Seq AATATTGCTGATAGCTCATTGTCC
P.0091 | PADH.Seql TTGAAGAGGAAACAGCAATAGG
P.0092 PADH.Seq2 TGAAGTAATAATAGGCGCATGC
P.0492 | pGADT7.fwd TGTTAGAAAAATAGCGCTCTCG
P.0493 pGADT7.rev GAAGAAGTTAAGAAAATCCTTGC
Nachweis und Sequenzierung von BD- bait
P.0016 ([T7.Seq TAATACGACTCACTATAGGGC
P.0494 | pGBKT7.fwd3 GTGCCGTAAAGCACTAAATCG
P.0495 pGBKT7.rev3 ACGCAATTAATGTGAGTTACCTC
P.0795 | Sam68.Seq480 ACTGAAAGAGCGAGTGCTGATAC
Nachweis und Sequenzierung von pGBKT7-pAID
P.0209 | pGBKT7.fwd2 TTATTCTGTCTTTTTATTGCCG
P.0210 pGBKT7.rev2 Cl[ATGAAAGGTTGGGCTTCGG
Amplifikation QR- templates fir in vitro Test
P.0003 M13-21 TIGTAAAACGACGGCCAGT
P.1165 | Leu2opt_T1.rev GGGTCAAGCCAAAATCTTTTTTAC
P.1166 |eu2opt_T2.rev TGGGTCAAGCCAAAATCTTTTTTAC
P.1167 | Leu2opt_T3.rev TGGGAGGAGTGAGGGCAAAG
P.1168 |eu2opt.rev TCAAGCCAAAATCTTTTTTACTTC
P.0886 | RQ135_CCC.rev GGGCTAACAGTGCGGTAACAC
P.1292 QRBREndl.rev ATCAGAGGATGCTGGCATTCAAGCCAAAATCTTTTACTTCTTC
P.1295 | QRENnd2.rev ATCAGATTCGCTTGCAGAGAGAAATCTCAAGCCAAAATCTTTTTTACTTCT
P.1298 QRBENd3.rev ATCAGAACGGCTACCTCAAGCCAAAATCTTTTTACTTCTTC
P.1301 | QREnd4.rev ATCAGAGAATCTGACTGTTCAAGCCAAAATCTTTTTTACTTCTTC
P.1304 QRRBENd5.rev ATGCCAGCATCCTCTGATTCAAGCCAAAATCTTTTACTTCTTC
P.1307 | QRENd6.rev GATTTCTCTCTGCAAGCGAATCTGATTCAAGCCAAAATCTTTTTTATITCT
P.1310 QRBENd7.rev GGTAGCCGTTCTGATTCAAGCCAAAATCTTTTIACTTCTTC
P.1313 | QRENd8.rev ACAGTCAGATTCTCTGATTCAAGCCAAAATCTTTTTTACTTCTTC
Oligonukleotid-vermittelte Mutagenese von S. cerevisiae
(fett gedruckte Nukleotide fiihren zu Basenaustausch)
P.0774 | Oligomut_LEU20pt.fwd1l CAACTCCAGAATTECSTAAGCTC
P.0775 Pligomut_LEU2opt.revi GAGCGARTGAATTCTGGAGTTG
P.0777 | Oligomut_LEU20pt.fwd2 GAATTCAGTQAGCTCCAAA
P.0778 Pligomut_LEU2opt.rev2 TTTGGAGTGA\TGAATTC
P.1082 | Oligomut_LEU20pt.fwd3 CATGAAGCTCCAAAAAAG
P.1083 Pligomut_LEU2opt.rev3 CTTTTTTGGAGIGTAATG
P.1074 | Oligomut_LEU20pt.fwd4 GCATACAATCAACTCCAGAATTCGAQAG
P.1075 Pligomut_LEU2opt.rev4 CTGTAATGAATTCTGGAGTTGATTGTATGC
P.1068 | Oligomut_LEU20pt.fwd5 CTCCAGAATTCAGAAGCTCCAAAAAAG
P.1069 Pligomut_LEU2opt.revs CTTTTTTGGAGIGTATGAATTCTGGAG
P.1080 | Oligomut_LEU20pt.fwd6 CATGAAGCTCCAAAAAAGATTGTTGTTTTAC
P.1081 Pligomut_LEU2opt.revé GTAAAACAACAATCTTTTTTGGAGTIAATG
P.1072 | Oligomut_LEU20pt.fwd7 CTATACCAAGCATACAATCAACTCCAGAATEBRAG
P.1073 Pligomut_LEU2opt.rev7 CTGTAATGAATTCTGGAGTTGATTGTATGCTTGGTATAG
P.0779 | Oligomut_LEU20pt.fwd8 P-ATCAACTCCAGAATTASTAGCTCCAAAAAAGATTGTT
P.0780 Pligomut_LEU2opt.rev8 P-AACAATCTTTTTTGGAGGARTGAATTCTGGAGTTGAT
P.1078 | Oligomut_LEU20pt.fwd9 CATGACTGCTCCAAAAAAGATTGTTGTTTTACCAGGTGATC
P.1079 Pligomut_LEU2opt.rev9 GATCACCTGGTAAAACAACAATCTTTTTTGGABGDAG
P.1014 | Oligomutl_LEU2opt.fwd P-GCTCCAAAAAAATCGTTGTTTTACCAGGTGA TCATGTAGG
P.1015 Pligomutl_LEU2opt.rev P-CCTACATGATCACCTGGTAAAACBATTITTTTTTGGAGC
P.1016 | Oligomut2_LEU2opt.fwd P-TTACCAGGTGATCATGTASGAGGAAATTACTGCTGAAGC
P.1017 Pligomut2_LEU2opt.rev P-GCTTCAGCAGTAATTTIGTCCTACATGATCACCTGGTAA
P.1018 | Oligomut3_LEU2opt.fwd P-ATCAACTCCAGAATTASTAAGAACCTAAGTTAATTGTTGTTTTACCAG
P.1019 Pligomut3_LEU2opt.rev P-CTGGTAAAACAACAARACTTAGA GCTGARATGAATTCTGGAGTTGAT
P.1020 | Oligomut4_LEU2opt.fwd P-ATCAACTCCAGAATTAANNKNNKNNKNNKAAGATTGTTGTTTTACCAG
P.1021 Pligomut4_LEU2opt.rev P-CTGGTAAAACAACAAT CIVRNVNNVNNWMNNCATGAATTCTGGAGTTGAT
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Nr. Bezeichnung 5’ - 3-Sequenz
P.1096 | Yesl- weak_R203W.fwd P-CAACAACACCGAABGATTGGTGGGAAGCACGTTCTATTG
P.1097 Yesl- weak_R203W.rev P-CAATAGAACGTGCTTCCCARTCICCTTCGGTGTTGTTG
. GGTGAACGTTTCCAGATTATCaacaacaccgaa@@at TGGTGGgaagcCcgt
ek G SRR {CtattGCCACCGGTAAAAACGGT gaads 9aa9eHed
P 1243 Yes1- weak_di rty.rev Qfngﬂ;gﬁgggf; gg%%a\;acggacgggcttcCCAC@atc TCCttcggtgtt
] CTTTGTCGCCCTGTATGATTATgaagcccgtaccaccgaaGATTTGTCCTIAA
P.1240 | Yesl-mut_ dirty.fwd AAAAGGTOAAGG gaagcececeg 9
. CGTTCACCTTTTTTAAAGGACAAATCTtcggtggtacgggcttaaTAATCATAC
P.1241 | Yesl-mut_ dirty.rev AGGGCGACAAAG 99tggtacggg
Genomische Integrationen und Deletionen
P.1036 KanMX4seqgl.fwd GCGATCCCCGGCAAAACAGC
P.0629 KanMX.Seq750 ATATGGTATTGATAATCCTGATATG
P.0575 KanMXIloxP485.fwd CGCAGACCGATACCAGGATC
P.0576 | KanMXloxP650.rev GTAACATCATTGGCAACGCTACC
P.0386 hatNT2seql.fwd CGTGGTCATCTCGTACTCGG
P.0660 | natR.fwd GGATCCCCGGGTTAATTAAGGCGCGCCAG
P.1160 |eu2_3.fwd2 TGTTAACGTTTCTTTCGCCTAC
P.1161 leu2_5.rev2 TAGAATTGCAGATTCCCTTTTATG
P.0093 |eu2.Seq3 TCATTTAATTGGTGGTGCTGC
P.0112 | Leu2.rev TTAAGCAAGGATTTTCTTAACTTC
P.0704 Ura3-3".rev GGTAATAACTGATATAATTAAATTGAAG
P.0705 Ura3-5".fwd GGTAATCTCCGAACAGAAGGAAG
P.1013 ART1_800.fwd GTTTCGTTAGCGACGACGTC
P.0919 | ATR1_50.rev TGCCCCATGTCTATATAATCGC
P.0573 UNG1+603down.rev GGTTGGAATCCCGTGGGTTC
P.0574 UNG1-751up.fwd GTTATGCGTCGGCTCCGGATC
P.0371 pP707903seql.fwd GGTGATATTGAATTGGCTATTG
P.0372 0707903seq2.fwd GACTGGTCAACCATTTGTTATG
P.0373 P707903seq3.fwd CGGAAGTTAGAGAATTGTTGTCTC
P.0374 | 0707903seqg4.fwd GGTGTAGAAATGGTAATGCCAG
P.0375 pP707903seqg5.fwd GGTGATGTTCCATCTGTTGAG
P.0376 0707903seq6.fwd CTTTGGCTCGTTCTGTTTGTG
P.0377 pP707903seq7.fwd GCTATTGATCAATTGATTTGTCG
P.0388 | 0708293seq4.fwd GGCTAAAGGTCAATCTTTGC
P.1162 AID.fwd AACTGGTACCATATGGATTCTTTG
P.1163 AlD.rev GGCGTGAATGTAAGCGTGAC
Oligonukleotidstabilitat
P.0921 Leu2optNMS_PCR1.fwd GCTCCAAAAAAGATTGTTGTTTTAC
P.0922 |eu20ptNMS_PCR2.fwd CCAAGCATACAATCAACTCCAGAATCACGTC
P.0923 | Leu2optNMS_PCR1u2.rev TGGTGGTTCATGTTGCAAAGC
Klonierung 20S- und 23S-Konstrukte
P.0174 Kpn_PLeu.fwd TGATAGCGGTGGTACCAACTGTGGGAATACTCAGGTATCG
P.0175 PLeu_EcoR_20S.rev CACCCCCGAATTCTAGAATGGTATATCCTTGAAATAT
P.0176 | EcoR_20S_LeuOpt.fwd ATTCTAGAATTCGGGGCTGATCCCATGTCTGCTCCAAAAAAGATTG
P.0177 LeuOpt_20SRibo.rev TGCCGACCCGGGGCCGTGGCCTCASCCAAAATCTTTTTTACTTC
P.0178 20S_Ribo.fwd GGCCACGGCCCCGGGTCGGCATGG
P.0179 Ribo_Cla_TLeu.rev GAGAATCTTTATCGATCTCCCTTAGC CATCCGAGTGG
P.0180 Cla_TLeu.fwd ATCGATAAAGATTCTCTTTTTTTATGATATTTG
P.0181 [TLeu_Sac.rev ATTCGCCGCCGAGCTCCTACCCTATGAACATTCC
P.0182 | Kpn_PADH.fwd TGATAGCGGTGGTACCTGCAGGTCGAGATCCGGG
P.0183 PADH_EcoR.rev CAGCCCCGAATTCTGGAGTTGATTGTATGTGG
P.0184 Cla_TADH.fwd GGCTTGAATCGATAGCTTTGGACTTCTTCGCCAGA
P.0185 [TADH_Sac.rev ATTCGCCGCCGAGCTCGGCCGGTAGAGGTGITC
P.0186 | LeuOpt 20S_Cla.rev TGATATCGATGGGGCCGTGGCCTCAAGCCAAAATCTTTTTTACTTCTTC
P.0187 EcoR_23S_LeuOpt.fwd ATTCTAGAATTCGGGGCCATGTCTGCTCCAAAAAAGATTG
P.0188 LeuOpt_23SRibo.rev ATGCCGACCCGGGGCTCAAGCCAAAATCTTTTTTACTTC
P.0189 P3S_Ribo.fwd GQTTGAGCCCCGGGTCGGCATGGCATCTCCA
P.0190 | LeuOpt _23S_Cla.rev TGATATCGATGGGGCTCAAGCCAAAATCTTTTTTACTTC
mRNA-Nachweis
- chi?r%‘;ae‘i?@o"go(dnzs ITTTTTTTTTTTITTITTITTTTTTT
P.0646 LeuOpt740.fwd CTAACATGTTCGGTGATATTATCAGTGATG

-12 -



MATERIAL UND METHODEN

Nr. Bezeichnung |5’ - 3-Sequenz

Nachweis und Sequenzierung von ADHp-LEU20ptNSM
P.0001 | Std.fwd GCCTCTTCGCTATTACGCCAG
P.0002 fStd.rev TTAGGCACCCCAGGCTTTAC
P.0091 | PADH.Seql TTGAAGAGGAAACAGCAATAGG
P.0092 PADH.Seq2 TGAAGTAATAATAGGCGCATGC
P.0751 | PADH_1450.fwd ATACCAAGCATACAATCAACTCC
P.0345 |eu20pt.Seq570 GGATAAGGCAAACGTTTTAGC

RNA cloning
P.1229 Kpn_sRNAP1.fwd TTTTGGTACCGAGCGGCCGCGAAG
P.1230 | sRNAP2_Sac.rev AAAAGAGCTCCTATAGGCGCGCCACC

2.1.2.3 Synthetische Gene

Synthetisch hergestellte Gene wurden Uber die Firma Geneart AG bezogen. Die codon usage der
Gene wurden gegebenenfalls auf die von S. cerevisiae angepasst (8.2). LEU2opt und TRPlopt
wurden auf Nukleinsaureebene so unahnlich wie méglich zum wildtypischen Gen gestaltet.

Tab. 5. Synthetische Gene

Bestell- Ursprungs- Datenbank-
Gen :

Nr. Organismus Nr.
0720054 AID-flag Homo sapiens NP_065712
0720055 AID Homo sapiens NP_065712

QB-Untereinheit @B-Phage AAM33128

0707903 Tu E. coli NP_312930

Ts E. coli NP_285864

S1 E. coli NP_286786

0708293 Hfq E. coli NP_290802

0704360 LEU20pt S. cerevisiae NP_009911

083862 TRP1lopt S. cerevisiae NP_010290
20S Virus aus

0705372 20S S, cerevisiae AF039063

0705371 23S S WIS B U90136

S. cerevisiae

2.1.3 Antikorper

Tab. 6 enthalt eine Zusammenstellung der verwendeten Antikorper.
Tab. 6. Antikdrper

Antikorper Verdiinnung Hersteller; Bestell-Nr.
Primérantikorper

anti-flag Epitope tag . . . i
(rabbit) 1:500 Dianova; PA1-984B
anti-cMyc monoclonal antibody (Clone 9E10) 1:250 Clontech: 631206
(mouse)

antl-l-_IA tag polyclonal antibody 1:200 Clontech: 631207
(rabbit)

?rr;ttl)-g\tl)CDA (residues 1-100) polyclonal antibody 1:1.000 Abcam: ab5197
?g”;;g'CDA polyclonal antibody 1:5.000 Biozol: LS-C54462/16980
anti-Gal4 monoclonal antibody 1:5.000 Clontech: 630402
(mouse)

32%‘&‘:)028 (y-40) polyclonal antibody 1:250 Santa Cruz; sc-28550
horseradish peroxidase (HRP) conjugated anti-GST . .
polyclonal antibody 1:25.000 g(l)%rzocl)/?)l'\_’gggland,
(rabbit)

Sekundarantikérper

HRP conjugated (goat) anti-rabbit I9G 1:5.000 Pierce, 31105

HRP conjugated (goat) anti-mouse 19G 1:5.000 Sigma, A4416

HRP conjugated (rabbit) anti-goat 1gG 1:5.000 Pierce, 31402
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Antikorper | Verdiinnung  |Hersteller; Bestell-Nr.
Gekoppelte Agarose
anti-flag M2 Agarose beads - Sigma, A2220

In Tab. 7 sind die Sdulenmaterialien aufgefihrt, die zur Aufreinigung von Proteinen genutzt wurden.
Tab. 7. Saulenmaterial zur Aufreinigung von Proteinen

Saulenmaterial |Hersteller

TALON® Metal Affinity Resin | Clontech
GST-Tag Purification Resin Clontech

2.1.4 Chemikalien und Enzyme

Tab. 8 enthalt eine Zusammenstellung der verwendeten Chemikalien und ihrer Bezugsquellen.
Tab. 8. Chemikalien

Chemiekalie Hersteller
1,4-Dithiotreitol (DTT) Roth
%rsI,ESL,ISS-;AI'etramethylbenmdm (TMB) Substrat-Lésung Sigma-Aldrich
3’3’-Diaminobenzidin (DAB) Roth
3-Amino-1,2,4-Triazol (3-AT) Sigma-Aldrich
Adeninhemisulfat Sigma-Aldrich
Agar-Agar Roth

Agarose Serva
alpha-D(+) Glucose-Monohydrat Roth
Ampicillin Natriumsalz (Amp) Roth
Aureobasidin A (AbA) Clontech
Billiant Blau R 250 Roth

BM Chemiluminescence Western Blotting Substrate Roche
Borsaure Roth

Bovine serum albumin (BSA) Roth
Bromphenolblau Indikator Merck
Calciumchlorid Roth
Citronensaure Roth
Deoxynucleotide Solution Mix (40 mM) NEB
Deoxyribonucleic Acid sodium from Salmon Testes Siama-Aldrich
= Salmon Testes Carrier DNA (ssDNA) 9
DEPC-H,0 Roth
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth
D-Saccharose Sigma-Aldrich
D-Sorbit Roth
Ethidiumbromid (EtBr) Roth
Ethylendiamin-Tetraessigsaure (EDTA) Roth
Ethylmethansulfonat (EMS) Roth
Geneticindisulfat (G418) Roth

Glycerin Roth

Glycin Roth
Guanosin Roth
Hefeextrakt Roth

Imidazol Roth
Isopropylthiogalactopyranosid (IPTG) Roth
Kaliumchlorid Roth
Kanamycinsulfat (Kana) Roth

Laugen Roth
LB-Medium (Lennox) Roth
L-Glutathion, reduziert Sigma-Aldrich
Lithiumacetat Dihydrat Sigma-Aldrich
Lithiumchlorid Roth
Lésungsmittel Roth
Magermilchpulver Roth
Magnesiumchlorid Finnzymes
Magnesiumsulfat Roth
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth
Natriumchlorid Roth
Natriumthiosulfat Sigma-Aldrich
Nourseothricin Dihydrogensulfat (clonNAT) Werner Bioagents
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Chemiekalie Hersteller
Pepton Roth

PIPES Roth
Polyethylenglycol 3350 (PEG) Sigma-Aldrich
Polyethylenimin (PEI) Polysciences
Ribonucleotide Solution Mix (NTPs, 80 mM) NEB

Sauren Roth
Sodiumdodecylsufat (SDS) Roth

Sorbitol Roth
3-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich
Tris Roth
TritonX-100 Roth

Trypton Roth
Tween20 Roth
Wasserstoffperoxid Roth
X-a-GAL Roth
Xylencyanol Indikator Merck

Yeast Nitrogen Base BD

Yeast Synthetic Drop Out Amino Acid Mix Clontech, Sigma-Aldrich
Yeast Peptone Dextrose (YPD) Roth

Weitere Chemikalien Sigma-Aldrich

Die verwendeten kommerziellen Reagenzsysteme sind in Tab. 9 aufgelistet.

Tab. 9. Kommerzielle Reagenzsysteme

Reagenzsystem Hersteller
Access RT-PCR System Promega
ExactSTART™ End-Tagged Double-Strand .
cDNA Synthesis Kit for small RNA S
EZNA Yeast RNA Kit Omegabiotek
MinElute PCR Purification Kit Qiagen
PCR Master Mix Promega
Pure Yield™ Plasmid Midiprep System Promega
QIlAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
RTS 100 E. coli HY Kit Roche

In Tab. 10 sind die verwendeten Enzyme dargestellt.
Tab. 10. Enzyme

Enzym Hersteller
Benzonase Nuklease (25.000 U/ml) Merck

Calf intestinal alkaline phosphatase (10.000 U/ml) mit Puffer NEB

DNase mit Puffer (2.000 U/ml)) NEB

DNase Set EZNA (1.000 U/ml) VWR
KAPA2G Robust (5.000 U/ml) mit Puffer PEQLAB
Lytikase aus Arthrobacter luteus (200.000 U/ml) Sigma-Aldrich
Murine RNase Inhibitor (40.000 U/ml) NEB
PfuUltra™ High-Fidelity DNA Polymerase (2.500 U/ml) Stratagene
Phi6 RNA Replikase (1.000 U/ml) Finnzymes
Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (2.000 U/ml) mit Puffer Finnzymes
Protease Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich
Proteaseinhibitor cocktail tablets Sigma-Aldrich
QB-Replikase (1.000 U/ml) Biozym
Restriktionsendonukleasen (5.000 — 20.000 U/ml) mit Puffer und BSA | NEB

T4 DNA Ligase (400.000 U/ml) mit Puffer NEB

T7 RNA Polymerase (50.000 U/ml) mit Puffer NEB

In Tab. 11 sind die verwendeten GrolRenstandards fir die Elektrophorese aufgelistet.

Tab. 11. GroRRenstandards fir die Elektrophorese

GroRenstandard |Hersteller  Anwendung  GréRenbereich
2log DNA Ladder NEB Agarosegel 100 - 10.000 bp
GelPilot HighRange Ladder Qiagen Agarosegel 250 — 15.000 bp
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder | Fermentas | SDS-PAGE 10 - 250 kDa

-15-



MATERIAL UND METHODEN

2.1.5 Medien

Alle Medien wurden mit zweifach destilliertem Wasser (Astacus, membraPure) angesetzt und 30 min
bei 121<C autoklaviert.
Tab. 12. Medien zur Anzucht von E. coli

Medium Endkonz.

LBy (Luria Broth) 0,5% (w/v) Hefeextrakt
1,0% (w/v) Pepton

171,0 mM NacCl
27,0 mM Glucose (optional)

dYT-Medium 1,0% (w/v) Hefeextrakt
1,6% (w/v) Trypton

85,0 MM NacCl

SOB-Medium 0,5% (w/v) Hefeextrakt
2,0% (w/v) Trypton
8,6 mM NaCl

10,0 mM MgClx*

10,0 mM MgSO4*
2,5 mM KCI*

SOC-Medium 0,5% (w/v) Hefeextrakt
2,0% (w/v) Trypton

22,0 MM Glucose
8,6 mM NacCl

10,0 mM MgClx*

10,0 mM MgSO4*

* sterilfiltriert; wurde nach dem Autoklavieren des Mediums zugegeben

Zur Herstellung von Festmedien wurde 1% Agar-Agar zugegeben.

Tab. 13. Medien zur Anzucht von S. cerevisiae

Medium | Endkonz.
YPDA (yeast peptone dextrose adenine) | 5,0% (w/v) YPD
= Vollmedium 3,3 mM Adeninhemisulfat
Minimalmedium 0,7% (w/v) Yeast Nitrogen Base without aminoacids
(Synthetic Drop Out), pH 5,8 0,2% Yeast Synthetic Drop Out Amino Acid Mix

3,3 mM Adeninhemisulfat

Zur Herstellung von Festmedien wurde 2% Agar-Agar zugegeben. Nach dem Autoklavieren und
Abkuhlen der Medien auf 55C wurde Glukose zugegebe n (1% Endkonz.).

Zur Selektion wurde dem Medium eine entsprechende Menge an Antibiotikum zugegeben (Tab. 14).
Die Antibiotika-Stammlésungen wurden sterilfiltriert und bei -20C gelagert.

Tab. 14. Antibiotikum-Konzentrationen

I ; Endkonz.
Antibiotikum #tammlosung Flussigkultur  Festmedien
Ampicillin 100 mg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml
Kanamycin 50 mg/mi 50 pg/ml 100 pg/mi
G418 50 mg/mi -- 200 pg/ml
clonNAT 100 mg/ml -- 100 pg/mi
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2.1.6 Puffer und Losungen

Die verwendeten Puffer und Lésungen sind nach Anwendungsbereichen sortiert.
Tab. 15. Puffer zur Herstellung chemokompetenter Bakterien
Puffer | Endkonz.

TB-Puffer, pH 6,7 | 10,0 mM PIPES
15,0 mM CaCl,
85,0 mM MgCl,

Tab. 16. Puffer zur Elution von DNA
Puffer | Endkonz.

EB 10,0 mM Tris-HCI, pH 8,0
0,1 mM EDTA, pH 8,0

Tab. 17. Puffer fur die Gelelektrophorese von Proteinen
Puffer Endkonz.

10x SDS-Laufpuffer 25,0 mM Tris
192,0 mM Glycin
0,1%(v/v) SDS
5x SDS-Probenpuffer 2,0% (v/v) SDS
10,0% (w/v) Glycerin
1,0% (w/v) Bromphenolblau
5,0% (v/v) B-Mercaptoethanol

Tab. 18. Losungen zum Féarben und Entfarben von SDS-Gelen

Lésung | Endkonz.

Coomassie-Féarbelésung | 45,00% (v/v) Ethanol
10,00% (v/v) Essigsaure
0,25% (w/v) Brillant Blau R 250
Entfarbeldésung 26,00% (v/v) Ethanol
7,00% (v/v) Essigsaure

Tab. 19. Lésungen fiir den Proteinnachweis mittels Western Blot

Lésung Endkonz.

Proteintransferpuffer | 1x SDS-Laufpuffer
20,0% (v/v) Methanol

10x TBS 248,0 mM Tris
27,0 mM KCI
1,4 M NaCl

TBS-T 1x TBS

0,1% Tween20
Blockldsung 1x TBS-T

5% Magermilchpulver
DAB-Farbelsung 50,00 mM Tris-HCI, pH 7,5

0,05% (w/v) DAB
0,06% (v/v) H202

Tab. 20. Lésungen fir die Gelelektrophorese von Nukleinsduren

Lésung Endkonz.

Gelauftragspuffer (10 x) | 49,5 mM (w/v) Tris-HCI, pH 7,6
51,6% (v/v) Glycerin

25,0% (w/v) Bromphenolblau
25,0% (w/v) Xylencyanol

TBE-Puffer (10 x) 890,0 mM Tris
890,0 mM Borsaure
25,0 mM EDTA
Agarosegel-Ldsung 0,5x TBE
0,8 -1,0% 0,800 - 1,000% (w/v) Agarose

0,005% (w/v) EtBr
0,100 mM Guanosin

-17 -



MATERIAL UND METHODEN

Tab. 21. Lésungen fir

Transformation von S. cerevisiae

Lésung Endkonz.
Spheroblastenpuffer A | 50,0 mM Tris-HCI, pH 7,5
1,0 mM MgCl,
30,0 MM DTT
15,0 mM R-Mercaptoethanol
1,0 M Sorbitol
. YPDA
YPDA-Sortibol 1M Sorbitol
10x TE 100,0 mM Tris-HCI, pH 8,0
10,0 mM EDTA
ssCarrier DNA IXTE

2,0% (w/v) salmon testes carrier DNA
- UN bei 4<C riuhren;
vor Gebraucht 5 min bei 95T denaturiert

Tab. 22. Aufschlusspuffer fur S. cerevisiae

Puffer Endkonz.
Lysepuffer 50 mM Tris-HCI, pH 7,4
150 mM NacCl
1 mM EDTA

1% TritonX-100

Alkalischer Lysepuffer | 1,85 M NaOH

7,50% [3-Mercaptoethanol

1 Tablette Proteaseinhibitor

Tab. 23. Reinigung von mMRNA aus Gesamt-RNA durch Dynabeads® Oligo(dT),s (Invitrogen)

Puffer Endkonz.

Binding buffer 20,00 mM Tris-HClI, pH 7,5
1,00 M LiCl
2,00 mM EDTA

10,00 mM Tris-HCI, pH 7,5
0,15 M LiCl
1,00 mM EDTA

Washing buffer B

Tab. 24. Puffer fur ELISA zur Bestimmung der Dissoziationskonstante

Puffer | Endkonz.

Blocking buffer 1x PBS
5% BSA

Waschpuffer 1x PBS

0,05% Tween 20

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in Tab. 25 aufgelistet.

Tab. 25. Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial Hersteller
96 well Aufreinigungsplatte MultiScreen® PCRu96 Millipore
Bottle-Top Filter Fisher
Combitips plus (0,12 ml, 1 ml, 5 ml), steril Eppendorf
Copper Coated, High Binding Capacity Plates .

Pierce
(clear, 96-well
Einmal-Impfésen, 0,1 pl Roth
Einmalspritzen Braun
Elektroporationskiivetten Gene Pulser (1 mm, 2 mm) Bio-Rad
Falkons (15 ml, 50 ml) Sarstedt
Filterpapier, 2,5 pm Whatman
Glasperlen (0,25 - 0,50 mm und 2,85 - 3,3 mm) Roth
Gradientengele 4 — 20% Tris-Glycin Invitrogen
LBAmp-Platten Universitatsklinikum
LBKana-Platten Universitatsklinikum
Mikro-Schraubrohre, 2 ml Sarstedt
Mikrotiter-Platten Nunc
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Verbrauchsmaterial Hersteller
Nitrocellulose-Membran Protran BA 85, 0,45 pm Whatman
PCR-Folie Adhesive PCR Film ABgene
PCR-Platte 96-well Multiply® Sarstedt

PCR-ReaktionsgefalRe
PD-10 Desalting Columns
Petrischalen

Pipettenspitzen (10 pl, 200 pl, 1000 pl, 5 ml)

Polypropylen-Réhrchen (15 ml, 50 ml)
Reaktionsgefale (1,5 ml, 2 ml)
Serologische Pipetten (10 ml, 25 ml)

Anthos Mikrosysteme

GE Healthcare

Sarstedt

Sarstedt, Kisker, Eppendorf
Sarstedt

Anthos Mikrosysteme

Roth

Sterilfilter (0,22 um, 0,45 um)
UV-Klvetten

2.1.8 Gerate

Roth
Eppendorf

In Tab. 26 sind die verwendeten Geréate dargestellt.

Tab. 26. Verwendete Gerate

Gerat Modell Hersteller
96 well Plattenauswerter Infinite M200 Tecan
Analysewaage SI-203 Denver Instrument
Autoklav Systec V-150 Systec
AutoRep E Rainin Mettler Toledo
Brutschrank B12 Heraeus
Chemilumineszenz Imager Chemocam HR 16 Intas

Mini-Subcell GT Bio-Rad
Elektrophorese-Apparaturen | Sub-Cell Modell 192 Bio-Rad

Minigel Twin Biometra

PowerPac™ Basic Bio-Rad
Elektrophorese-Netzgerate Souies SO0 B!o-Rad

Standard Power Pack P25 Biometra

Consort E815 Consort
Elektroporator MicroPulser ™ Bio-Rad
Geldokumentationsanlage Gel ix Imager Intas
Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf
Magnet Dynal MPC-S Invitrogen
Magnetriihrer MR Hei-Mix L Heidolph
Mehrfachpipette AutoRep E Rainin Mettler Toledo
Mehrkanalpipetten Transferpette®-12 (5-50 pl, 20-200 pl) Brand
Mikrowelle MW800 Roth
Mixer Vortex-Genie 2 Scientific Industries
Orbitalschuttler KM-2 Edmund Buhler

iCycler Bio-Rad
PCR-Cycler Tprofessional Biometra
pH-Meter Lab850 Schott Instruments
Pipetten Pipetman® P1000, P200, P20, P2 Gilson
Reinstwasser-Anlage Astacus membraPure
Scanner CanoScan LIiDE 70 Canon
Schuttelinkubator Multitron HT Infors AG
Sequenziergerat 3710xI DNA Analyzer Applied Biosystems
Spektralphotometer BioPhotometer Eppendorf
Sterilbank CA REV4 Clean Air
Uberkopfschiittler Roto-Shake Genie Scientific Industries

Ultraschall-Homogenisator
Vortexter
Western Blot-Apparatur

Zentrifugen

2.1.9 Software

Tab. 27 enthalt eine Zusammenstellung der verwendeten Software-Programme sowie deren

Hersteller.

Sonopuls HD2070
Vortex-Genie®2
EBX-700

5810R, 5424, 5417R
Microzentrifuge
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Tab. 27. Software
Software

Verwendung

Hersteller

BioEdit

Sequence alignment Editor
Chromas 2.31

MS Office XP

pDraw32
Scion Imahge
SeqMan™ Pro
VectorNTI Advance™ 10

2.1.10 Firmen

Tab. 28. Firmen

Erstellen von DNA- und
Aminosauresequenz-alignments
Darstellung von Sequenzierdaten
Erstellen von Abbildungen/ Dokumenten
In silico Klonierung
Proteinbanden-Quantifizierung
DNA-Sequenzanalyse

Erstellung von Vektorkarten

Firma Standort

Abcam Cambridge, MA, USA
Anthos Mikrosysteme GmbH Krefeld, D

B. Braun AG Melsungen, D

Bandelin electronic Berlin, D

BD Franklin Lakes, NJ, USA
Biometra® GmbH Gottingen, D

Biozym Hamburg, D

Brand GmbH & Co. KG Wertheim, D

Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, D

Clontech/ TAKARA BIO INC Mountain View, CA USA
Denver Instrument GmbH Gottingen, D

Dianova Hamburg, D

DNAstar Madison, WI, USA
Edmund Biihler GmbH Hechingen, D

ELLA Biotech GmbH
Epicentre

Eppendorf AG
Fermentas GmbH
Finnzymes

Fisher Scientific GmbH
GATC Biotech AG

GE Healthcare

Geneart AG

Gilson International B.V.

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG

Infors AG

Intas Science Imaging Instruments GmbH

Invitrogen GmbH
membraPur

Merck KGaA

Metabion GmbH

Mettler Toledo

Millipore

New England BioLabs, Inc.
Novagen

PEQLAB Biotechnologie GMBH

Pierce
Polysciences
Promega
Qiagen
Sarstedt

Schleicher & Schuell BioScience GmbH

Schott Instruments GmbH

Serva Electrophoresis GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Stratagene
VWR
Whatman

Martinsried, D
Madison, WI, USA
Hamburg, D

St. Leon-Rot, D
Espoo, FIN
Schwerte, D
Konstanz, D
Fairfield, CT, USA
Regensburg, D
Limburg-Offheim, D
Schwabach, D
Bottmingen-Basel, CH
Gottingen, D
Karlsruhe, D
Bodenheim, D
Darmstadt, D
Martinsried, D
Giessen, D
Eschborn, D
Frankfurt, D
Madison, WI, USA
Erlangen, D
Rockford, IL, USA
Warrington, PA, USA
Mannheim, D
Hilden, D
Numbrecht, D
Dassel, D

Mainz, D
Heidelberg, D
Taufkirchen, D
Heidelberg, D
Darmstadt, D
Maidstone, UK
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2.2 Methoden
2.2.1 Bakterien

2.2.1.1 Bestimmung der optischen Dichte von Bakteri ~ enkulturen

Die optische Dichte (OD) einer Bakterienkultur wurde photometrisch tber die Zunahme der Absorption
bei einer Wellenlange von 600 nm bestimmt. Dabei entspricht eine ODgyo= 1 einer Bakteriendichte
von 1 x 10° Zellen/ml (Sambrook et al. 2001).

2.2.1.2 Herstellung chemokompetenter Bakterien

10 ml dYT-Medium wurde mit einem E. coli Einzelklon angeimpft und UGN bei 37C und 220 rpm
geschuttelt. Mit der Vorkultur wurde 1 Liter SOB-Medium auf eine ODgyo~ 0,1 angeimpft und bis zu
einer ODggo ~ 1,0 bei 19C geschittelt. Die Bakterienzellen wurden in sterilen Zentrifugenbechern
nach 15-minltiger Zentrifugation bei 2.600 g geerntet. Die sedimentierten Zellen wurden in 60 ml TB-
Puffer resuspendiert und weitere 10 min in Eiswasser inkubiert. Nach Zentrifugation bei 3.200 g fir
10 min wurde das Pellet in 20 ml TB-Puffer gelést und mit 1,4 ml Dimethylsulfoxid (DMSQO) versetzt.
Die Zellen wurden in 100 pl-Aliquots portioniert, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80C

gelagert.

2.2.1.3 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

10 ml LB-Medium wurde mit einem E. coli Einzelklon angeimpft und UN bei 37C und 220 rpm
geschiittelt. Mit der Vorkultur wurden 750 ml LB-Medium auf eine ODgyo ~ 0,1 angeimpft und bis zu
einer ODgg von 0,6 - 0,8 geschiittelt. Die Kultur wurde in sterile Zentrifugenbecher umgefillt und fur
30 min in Eiswasser inkubiert. Nach Sedimentation der Zellen durch Zentrifugation bei 4C und
4.000 rpm fir 15 min wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 400 ml und anschlieRend in
100 ml eiskaltem Wasser gewaschen. Das Pellet wurde dann vorsichtig in 10 ml 10%igem Glycerin
gewaschen und schlie3lich in 4 ml 10%igem Glycerin aufgenommen und in ReaktionsgefalRe

portioniert. Die 100 pl-Aliquots wurden in flissigem Stickstoff tiefgefroren und bei -80C gelagert.

2.2.1.4 Transformation chemokompetenter Bakterien

Zum Einbringen von DNA in chemokompetente E. coli-Zellen wurden 50 ul Zellen mit 0,5 ul Plasmid-
DNA oder 20 pl Ligationsansatz (50 - 200 ng DNA) gemischt und 20 min auf Eis inkubiert. Der
anschlieBende Hitzeschock erfolgte bei 42°C fir 45 sec im Thermomixer. Bei Selektion auf
Kanamycin-Resistenz wurde 500 ul LB-Medium zugegeben und bei 37<C fir 1 h im Thermomixer bei
550 rpm geschiittelt und anschlieBend auf Agarplatten ausplattiert. Die Platten wurden (N bei 30C
inkubiert. Die Platten wurden im Kihischrank bei 4°C bis zu 4 Wochen gelagert.

2.2.1.5 Transformation elektrokompetenter Bakterien

Plasmide, die aus Hefe isoliert wurden, wurden durch Elektroporation in E. coli-Zellen DH10B
vereinzelt. 50 pl Zellen wurden mit 1 - 10 pl Plasmid-DNA (0,5 - 3 ug) auf Eis gemischt und in eine

vorgekuhlte Elektroporationskivette gefilllt. Die Elektroporation wurde bei einer Spannung von 1,8 kV,
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einem Widerstand von 600 Ohm, einer Kapazitat von 10 pF und einer Pulsdauer von 3 -4 msec
durchgefuhrt. AnschlieRend wurden 400 pl vorgewdrmtes SOC-Medium zugegeben, die Suspension
in ein 1,5 ml-Reaktionsgefald tberfuhrt und fur 1 h bei 37°C im Thermomixer bei 500 rpm geschttelt.
Zur Selektion der transformierten Bakterien wurde der regenerierte Transformationsanstz auf LB-
Agarplatten mit entsprechenden Antibiotika-Zusétzen ausplattiert und GN bei 37T im Brutschrank

inkubiert. Die Platten wurden im Kihischrank bei 4°C bis zu 4 Wochen gelagert.

2.2.1.6 Lagerung von E. coli-Kulturen

E. coli-Ausstriche auf Agarplatten wurden bei 4C fir maxim al 4 Wochen gelagert. Zur langfristigen
Aufbewahrung wurden Glycerinkulturen angelegt. Dafiir wurden Ubernachtkulturen mit sterilem
Glycerin versetzt (20% Endkonz.) und bei -80°C gela gert.

2.2.1.7 Plasmidisolation aus Bakterien

d™ Plasmid

Die Isolation von Plasmid-DNA aus 15 - 50 ml E. coli-Kultur wurde mit dem Pure Yiel
Midiprep System (Promega) nach Herstellerangaben durchgefihrt. Die Elution erfolgte durch Zugabe
von 50 ul EB-Puffer. Im Anschluss wurde die DNA-Konzentration photometrisch bestimmt. Die

Lagerung von Plasmid-DNA erfolgte bei -20<C.

2.2.2 Hefen

2.2.2.1 Bestimmung der optischen Dichte von Hefekul  turen

Das Wachstum von S. cerevisiae in Flussigkultur wurde photometrisch (ber die Zunahme der
Absorption bei einer Wellenlange von 600 nm verfolgt. Dabei entspricht eine ODgy = 1 einer Zelldichte
von 2 x 10’ Zellen/ml (Treco et al. 1993).

2.2.2.2 Kultivierung von Hefen in Flissigmedium

10 ml Flissigmedium wurde mit Hefeklonen von Agarplatten angeimpft und UN bei 30T und 190 rpm
geschuittelt (= Vorkultur). Nicht-transformierte Hefestdmme wurden in YPDA-Vollmedium inkubiert. Bei
Hefestammen, die mit einem Plasmid (Plasmid-Prototrophiemarker TRP1, LEU2 oder HIS3) oder mit
den beiden Y2H Plasmiden pGBKT7-BD-bait (Plasmidmarker TRP1) und pGADT7-AD-prey bzw.
pRS315-AD-prey (Plasmidmarker LEU2) transformiert wurden, wurde Minimalmedium verwendet, in
dem die entsprechende Aminosaure die durch den/die Plasmidmarker kodiert ist, nicht enthalten war
(Drop Out Medium DO Trp, DO Leu, DO His bzw. DO TrpLeu). Somit konnten in der Vorkultur alle
Hefen wachsen, die ein oder zwei Plasmide aufgenommen hatten, ungeachtet ob Protein-Protein-
Interaktion stattfindet oder nicht.

Die 20 ml Hauptkultur wurde mit einer Anfangs-ODgo = 0,1 gestartet. Bei nicht-transformierten
Hefestdmmen wurde wiederum YPDA verwendet. Transformierte Hefestdmme wurden entsprechend
dem/den Plasmidmarker(n) in Drop Out Medium kultiviert. Bei Uberpriifung der Y2H Interaktion wurde
das Minimalmedium so gewahlt, dass fir das Wachstum nicht nur die Expression der Plasmid-
kodierten Marker TRP1 und LEU2 notwendig war, sondern auch Reportergene des genomischen Y2H

Systems aktiviert sein mussten. Beim Test auf Expression von HIS3 wurde Histidin-freies
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Minimalmedium (DO TrpLeuHis) verwendet bzw. zur Erhéhung der Stringenz 3-Aminotriazol (3-AT) im
millimolaren Bereich zugesetzt (z. B. DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT). Beim Test auf Expression von
Aurl-C wurde Aureobasidin A (AbA) im nanomolaren Bereich zugesetzt (z. B. DO TrpLeuHis/64 nM
AbA). Sobald die Hauptkultur die stationdre Phase (ODgoo > 3) erreichte, wurde sie erneut mit einer

Anfangs-ODgg = 0,1 in frisches Medium Uberimpft.

2.2.2.3 Transformation mit PEG/LIAc

Die Transformation von Hefe wurde nach (Gietz et al. 2002) durchgeftihrt.

Eine Hefekolonie (ca. 0,5 cm im Durchmesser) wurde UGN in 10 ml 2-fach konzentriertem YPDA-
Medium bei 30C und 190 rpm geschiittelt. Mit dieser Vorkultur wurden 50 ml 2-fach YPDA mit einer
ODgyo =0,5 angeimpft und fir 3-5h geschittelt. Die Hefezellen der logarithmischen
Wachstumsphase wurden durch Zentrifugation bei 3.000 g fiir 5 min geerntet, mit 20 ml Wasser und
im Anschluss mit 1 ml gewaschen. Die gewaschenen Hefezellen (~ 108) waren kompetent, um
Plasmid-DNA aufzunehmen. Pro Transformationsansatz wurden 100 pl Zellen pelletiert und mit dem
in Tab. 29 aufgefuihrten Transformationsmix resuspendiert. Der Transformationsansatz wurde kréftig
gevortext, 40 min bei 42T inkubiert und dann die transformierten Hefezellen abzentrifugiert, in
Wasser aufgenommen und auf Selektionsplatten entsprechend den Plasmidmarkern bzw.
Y2H Selektionsmarkern ausplattiert. Die Transformationsplatten wurden 2 Tage bei 30T inkubiert
bzw. 3 Tage, wenn die Selektionsplatten 3-AT (3-Aminotriazol) oder AbA (Aureobasidin A) enthielten.
Einzelkolonien wurden auf neuen Agarplatten ausgestrichen und weitere 2 Tage bebriitet. Agarplatten
wurden bis zu 4 Wochen bei RT oder 4C gelagert.

Hefen kénnen mit mehr als einem Plasmiden transformiert werden, entweder nacheinander oder
gleichzeitig (Kotransformation). Die (Ko-)Transformationsrate wurde bestimmt aus der Anzahl an
Kolonien auf den Selektionsplatten pro eingesetzter Gesamtzellzahl und pro pg DNA. Die
Transformationsrate von Plasmid-DNA betrug in der Regel 10°, die Kotransformationsrate 10°. Die
(Ko-)Transformanten wurden entsprechend ihrer Stammes und ihrer heterolog exprimierten Proteine
bezeichnet. Beispiel: AH109-bait/prey bedeutet, AH109 wurde mit pGBKT7-bait und pGADT7-prey

kotransformiert.

Tab. 29. Transformationsmix

Komponente |Volumen [ul]
50% PEG 3350 (w/v) 240
1 M LiAc 36
ssCarrier DNA (2 mg/ml) 50
Plasmid (100 ng/pl) 1-10
H>O ad 360

2.2.2.4 Elektroporation von S. cerevisiae

Methode | — Herstellung von Spheroblasten nach Everett (1992)

15 ml einer logarithmisch wachsenden Hefekultur (ODgg <2) wurden durch eine 10-minltige
Zentrifugation bei 4.000 g geerntet, in 5 ml Spheroblastenpuffer A resuspendiert, mit 100 Units
Lytikase versetzt und 10 — 30 min bei 30C und schwachem sch dtteln (25 rpm) inkubiert, um die
Zellwand anzudauen. Die so generierten Spheroblasten wurden durch 5-minitige Zentrifugation bei

400 g geerntet, zweimal mit 5ml Spheroblastenpuffer A gewaschen und schlieBlich in 1 ml
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Spheroblastenpuffer A aufgenommen. In 10 ml YPDA-Sorbitol Medium wurden die Spheroblasten bei
50 rpm fir 90 min geschuttelt. Die regenerierten Spheroblasten wurden im Anschluss geerntet und
zweimal mit 5ml 1 M Sorbitol gewaschen, um jegliches Salz zu entfernen, das die Effizienz der
Elektroporation beeintrachtigen wiirde. Schlielich wurden die Spheroblasten in 1 M Sorbitol zu einer
Zellsuspension von 1 x 10° Zellen/ml verdinnt. Die kompetenten Hefen wurden in 200 pl-Aliquots in
vorgekuhlten Elektroporationskivetten (Spaltbreite 2 mm) mit bis zu 1 ug RNA bzw. DNA fiir 5 min
inkubiert. Die Ansatze wurden bei 800V, 21 pF, 1.000 Ohm und einer Zeitkonstante von 4,5-5
elektroporiert, mit 500 pl vorgewarmtem YPDA-Sorbitol in Reaktionsgefa3e tbertragen und 2 - 16 h

bei 30T regeneriert. Die Elektroporationsansatze w urden anschlie3end auf Agarplatten selektiert.

Methode Il — nach Lundblad (1993)

50 ml einer logarithmisch wachsenden Hefekultur (ODgg < 1,5) wurden durch Zentrifugation bei
4.000 g fir 10 min bei 4T geerntet. Das Zellpellet wurde in 8 ml gekihltem Wasser aufgenommen,
mit 1 ml 10x TE und 1 ml 1 M Lithiumacetat versetzt und 45 min sowie nach Zugabe von 0,25 ml 1 M
DTT weitere 15 min bei 30T bei 90 rpm inkubiert. I m Anschluss wurden 40 ml eiskaltes Wasser
zugegeben und die Zellen bei 4C geerntet. Nach Was chen mit 25 ml eiskaltem Wasser und 2,5 ml
eiskaltem 1 M Sorbitol wurden die Zellen schlief3lich in 50 pl 1 M Sorbitol aufgenommen, so dass eine
150 ul Suspension entstand. 40 ul der Zellsuspension wurden mit bis zu 1 ug RNA oder DNA
gemischt, in Elektroporationskivetten (Spaltbreite 2 mm) fiir 5 min in Eiswasser inkubiert und bei 5 kV,
25 puF und 200 Ohm und einer Zeitkonstante von 4,5 - 5 elektroporiert. Unmittelbar danach wurde 1 ml
eiskaltes Sorbitol (1 M) zugegeben, die Anséatze in Reaktionsgefalle Gberfihrt und entweder direkt

plattiert oder bis zu 8 h in Eiswasser gekuhlt und im Anschluss auf Agarplatten selektiert.

2.2.2.5 Bestimmung der Wachstumsrate von Hefekultur  en

Eine Hefekolonie wurde in 10 ml Medium UN bei 30T und 190 rpm geschiittelt. Die Hauptkultur wurde
mit einer ODggo von 0,1 in Selektivmedium gestartet und die Zelldichte Uber 24 bzw. 48 h bestimmt
(2.2.2.1). Die Generationszeit der Hefekultur in der exponentiellen Phase errechnete sich gemaf

folgender Gleichung:

N = No x 2% N: Zellzahl, die sich aus der gemessenen ODgq ergibt
At x log2 t: Anzahl an Stunden, die die Kultur gewachsen ist
9= AlogN g = Generationszeit: Zeit, die Hefezelle fiir eine Ver-

doppelung braucht
1
Wachstumsrate/h [%] = —— x 100
g

Die Wachstumsrate pro Stunde in Prozent ergibt sich aus dem Kehrwert der Generationszeit und
besagt, um wie viel Prozent die Hefekultur pro Stunde an Masse zunimmt. Bei einer Generationszeit
von 2 h betragt die Wachstumsrate/h 50%.
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2.2.2.6 Lagerung von Hefekulturen

Ausstriche von S. cerevisiae auf Agarplatten wurden max. 4 Wochen bei RT oder 4C gelagert. Zur
langfristigen Aufbewahrung wurden Glycerinkulturen angelegt. Dafiir wurden Ubernachtkulturen (in

YPDA oder Minimalmedium) mit sterilem Glycerin versetzt (25% Endkonz.) und bei -80C gelagert.

2.2.2.7 Kurieren von Plasmiden

Hefen verloren ihre Plasmide, wenn sie mind. 30 Generationen lang in Vollmedium kultiviert wurden.
Ein Aliquot der Flussigkultur wurde auf YPDA ausplattiert, um Einzelkolonien zu erhalten.
Einzelkolonien wurden auf Selektivplatten ausgestrichen; die Aminosaure, die durch den/die
Plasmidmarker codiert wurde, fehlte in dem Minimalmedium. Kolonien, die auf Minimalmedium nicht
anwuchsen, waren von dem/den Plasmid(en) kuriert und wurden ausgehend von der YPDA-Platte

weiter verwendet.

2.2.2.8 Plasmidisolation aus S. cerevisiae

Zwischen 10° und 10° Hefezellen wurden fir die Plasmidisolation benutzt. Diese wurde mithilfe des
QIAprep Spin Miniprep Kits (Qiagen) und nach Vorgaben von Singh et al. (2002) durchgefuihrt. Das
Hefepellet wurde in 200 pl P1 Puffer resuspendiert, mit 50 pl Lytikase (1.000 Units) versetzt und zum
Andauen der Zellwand 45 min bei 37 inkubiert. Durch Zugabe von 250 pyl P2 Puffer und 10-
minUtiger Inkubation bei RT wurden die Hefezellen lysiert. Durch Zugabe von 700 ml N3 wurde der
Ansatz neutralisiert und die Zelltrimmer im Anschluss bei 14.000 g 10 min abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde auf DNA-bindende Silikaséaulchen geben, mit 500 pl PB gespiilt und mit 750 pl PE

gewaschen, 2 min trocken zentrifugiert und schlieBlich mit 50 pl Wasser eluiert.

2.2.2.9 Genomische Integration bzw. Deletion

Zur Expression von einem heterologen Gen in Hefe wurde eine Expressionskassette bestehend aus
Promotor, Terminator und dem Gen hergestellt. Zur ortsgerichteten Integration wurden integrative
Vektoren (Tab. 3) benutzt, welche dem Genlokus entsprechende homologe Enden besitzen. Zur
Selektion von Integranden wurden Expressionskassetten mit einem Antibiotikum-Resistenzgen
(Antibiotikum®-Gen) benutzt, die zusatzlich integriert wurden. In Abb.5 ist schematisch eine
Integration an den LEU2-Lokus dargestellt. Integranden kdnnen durch Selektion auf Agarplatten mit
G418 auf die Expression von KanMX selektiert werden. Das Genom der Integranden wurde mittels
PCR von Hefekolonien (cPCR, 2.2.3.1) mit sequenzspezifischen Primern und anschlieRender
Sequenzierung der Amplifikate (2.2.3.9) auf die korrekte Integration hin Gberprift.

Bei der genomischen Deletion wird eine Expressionskassette eines Antibiotikum®-Gens uber
homologe Enden (am 5 und 3" Ende ca. 500 bp lang) an den entsprechenden Genlokus im
Hefegenom integriert. Dadurch wurde der ORF des Zielgens komplett deletiert. Integranden wurden
durch Selektion auf Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum selektiert und die

ortsspezifische Deletion ebenso Uberprift.
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—[ 5 LEU2 ]—[ Prom I Gen [Term ]—[ Prom I KanMXx [Term ]—| 3’ LEU2 |— 'F:‘I;esgnf’i‘g"es

— T =

—| Prom | - | Term l— Hefegenom

|

—| Prom 5 LEU2 I—[ Prom l Gen [ Term ]—[ Prom l KanMX [ Term ]—' 3" LEU2 | Term I- Hefegenom

P1.fwd Pl.rev

P2.fwd P2.rev

Abb. 5. Integration einer Gen- und KanMX-Kassette i n den LEU2 Lokus des Hefegenoms. Das
linearisierte Integrationsplasmid hybridisiert mit dem 5" und 3" Ende des LEU2 Gens und wird durch
homologe Rekombination in das Hefegenom integriert. Integranden kénnen Uber die Expression des
Antibiotikum®-Gens kan selektiert werden. Die Korrektheit der Integration wurde mit den Primerpaaren
P1.fwd/rev und P2.fwd/rev mittels cPCR und Sequenzierung Uberpruift.

2.2.2.10 Anreicherung von schnell wachsenden Hefen in einer definierten Mischkultur

AH109 wurde mit pGBKT7-Sam68 (Plasmidmarker TRP1, KanaR) und pRS315-AD-Yesl-wt bzw.
pRS315-Yesl-weak (Plasmidmarker LEU2, AmpR) kotransformiert (2.2.2.3). Es wurden Vorkulturen
mit AH109-Sam68/Yes1-wt (starke Interaktion) und AH109-Sam68/Yesl-weak (schwache Interaktion)
in DO TrpLeu Flussigmedium 0N geschiittelt. Die Vorkulturen wurden im Verhaltnis 1:100 bzw. 1:10°
gemischt, so dass die Hauptkultur mit einer Gesamt-ODgoo = 0,04 gestartet wurde. Zur Selektion der
Minderheit von Hefen mit starken Interaktionspartnern wurde die gemischte Kultur in
DO TrpLeuAdeHis Uber 3 Tage hinweg geschittelt und bei Erreichen der stationdren Phase in
frisches Medium Uberimpft (ODggo = 0,1). Die Wachstumsraten/h wurden ermittelt (2.2.2.5). Zur
Quantifizierung des aktuellen Verhaltnisses zwischen Hefen mit starken und schwachen Protein-
Protein-Interaktionspartnern wurden taglich die Plasmide von 10° Hefezellen isoliert (2.2.2.8) und in
E.coli vereinzelt (2.2.1.5). Pro Zeitpunkt wurde der Yesl-Genabschnitt von 48-96 Amp"-
Bakterienklonen mittels cPCR und Sequenzierung analysiert (2.2.3.1, 2.2.3.9).

2.2.2.11 Mutagenese durch Ethylmethansulfonat (EMS)

AH109 wurde mit pGBKT7-p53 (Plasmidmarker TRP1) und pGADT7-T (Plasmidmarker LEU2)
kotransformiert (2.2.2.3) und auf DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT Agarplatten selektiert. 10 ml
DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT wurde mit einem AH109-p53/T Einzelklon mit starker Y2H Interaktion
angeimpft und UN geschuttelt. Mit der Vorkultur wurden vier Hauptkulturen angeimpft, mit EMS in den
Konzentrationen 1,00%, 0,10%, 0,01% und 0,00% (= Kontrolle) versetzt und fur 32 h inkubiert. Die
Hefekulturen in der stationaren Phase wurden in frisches Medium mit entsprechender Menge an EMS
Uberimpft (ODggo =0,1) und weitere 48 h kultiviert. Aus den Flussigkulturen wurden téaglich
10° Hefezellen auf DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT Agarplatten plattiert und die KoloniengroRen im

Vergleich zum Kontrollansatz (ohne EMS) bestimmt.

2.2.2.12 Oligonukleotid-vermittelte Mutagenese und Selektion starker Interaktions-
paare

Hefen wurden mittels PEG/LiAc-Methode mit Oligonukleotiden transformiert (2.2.2.3). Von den
Oligonukleotiden mit einzelnen Nukleotid-Austauschen (100 uM) wurden 7,5 - 15 pl (0,75 - 1,5 nmol)

eingesetzt, von den Oligonukleotid-Bibliotheken (100 uM) wurden jeweils 4 pl (4 nmol) verwendet. Um
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bakterielle Kontaminationen zu inaktivieren, wurden die Oligonukleotide vor der Transformation 5 min
bei 95C im Thermoblock erhitzt. Zum Einbau der Oligonukleotide in die DNA wurde der
Transformationsansatz (N in 1 ml YPDA bei 30C und 200 rpm im 2 ml-Reaktionsgefal} geschiittelt
und im Anschluss zweimal mit 1 ml Wasser gewaschen. Zur Selektion von Hefen mit starken Protein-
Protein-Interaktionspartnern wurde der Transformationsansatz in 15 ml DO TrpLeuHisAde verdinnt,
Uber 11 Tage hinweg mit steigendem Selektionsdruck (Zugabe von 3-AT) Kkultiviert und die
Wachstumsraten/h ermittelt (2.2.2.5). Nach Erreichen der stationdren Phase wurde die Kultur in
frisches Medium Uberimpft (ODggo = 0,2); auRerdem wurden rechnerisch bis zu 10° Hefezellen auf
Agarplatten mit und ohne Selektionsdruck auf Y2H Interaktion plattiert, um die Qualitat der Selektion
in Flussigkultur zu verfolgen. Aus den Flissigkulturen und den gewachsenen Kolonien auf

Selektionsplatten wurden Plasmide isoliert und sequenziert (2.2.2.15).

2.2.2.13 Bestimmung des mutagenen Potentials der hu  manen AID in S. cerevisiae

Ein Hefestamm, der die humane AID konstitutiv exprimiert (TEFp-AID) wurde mit pRS313-
AL_LEU20ptNSM (Plasmidmarker HIS3) transformiert (2.2.2.3) und auf DO His Agarplatten selektiert.
Einzelkolonien wurden in 10 ml DO His angeimpft und am nachsten Tag in 20 ml frisches DO His
Medium verdiinnt (ODsggo = 0,1). Parallel wurden rechnerisch 10° Zellen auf DO HisLeu Agarplatten
ausplattiert, um LEU2opt-Revertanten zu identifizieren und 10° Zellen auf DO His Agarplatten, um die
konkrete Gesamtzellzahl zu bestimmen. Die Hefekulturen wurden insgesamt 7 Tage hintereinander
Uberimpft und taglich plattiert. Aus der Anzahl an Revertanten im Verhdaltnis zur Gesamtzellzahl und
Anzahl an Generationen wurde die Mutationsrate pro Basenpaar und Generation berechnet.

10 bzw. 20 LEU20pt-Revertanten wurden in DO HisLeu angeimpft und UGN kultiviert (2.2.2.2). Aus den
Vorkulturen wurde pRS313-AL_LEU20ptNSM isoliert und in E.coli (2.2.2.8, 2.2.1.5) vereinzelt
(Selektionsmarker amp). Nach Amplifikation von ADHp-LEU20ptNSM aus 96 Bakterienkolonien folgte
die Sequenzierung (2.2.3.1, 2.2.3.9).

2.2.2.14 AlD-induzierte Mutagenese und Selektion vo  n starken Interaktionspartnern

Y2HGold-TEFp-AID wurde mit pGBKT7-BD-bait (Plasmidmarker TRP1) und pRS315-AD-prey
(Plasmidmarker LEU2) kotransformiert und auf DO TrpLeu Agarplatten selektiert. Jeweils
3 Kotransformanten wurden UGN in DO TrpLeu kultiviert. In diesem Medium wurde lediglich auf die
Prototrophiemarker der beiden Plasmide selektiert und nicht auf Y2H Interaktion, somit konnten in der
Vorkultur alle Hefen wachsen, die beide Plasmide aufgenommen haben. Am nachsten Tag wurde die
Vorkultur in 20 ml frisches Medium tberimpft (ODgoo = 0,1), UN bis zur stationaren Phase kultiviert und
noch weitere 3 bzw. 4 Tage so verfahren. Zur Selektion von Hefen mit starken Interaktionspartnern
wurde das Medium anschlieend so gewahlt, dass fir das Wachstum nicht nur die Expression der
Plasmid-kodierten Marker notwendig war, sondern auch die Reportergene des genomischen
Y2H Systems HIS3 und Aurl-C (3.1.1) exprimiert werden mussten. Fur die Selektion auf HIS3-
Expression wurde Histidin-freies Medium verwendet und zur Erh6hung des Selektionsdrucks 100 mM
3-AT zugesetzt. Zuséatzlich wurde dem Medium fir die Selektion auf Expression des Antibiotikum-
Resistenzmarkers Aurl-C Aureobasidin (64 nM) zugesetzt. Auf diese Weise wurden die Hefekulturen
bis zu zwei Wochen einem sténdig steigenden Selektionsdruck ausgesetzt, so dass letztendlich nur

Hefeklone Uberleben konnten, deren Y2H Plasmide fiir ein gut interagierendes Proteinpaar kodierten.
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Taglich wurden Aliquots von 10°® Zellen auf Selektionsplatten plattiert. DO TrpLeuAde diente aufgrund
der resultierenden Hefekolonienfarbe (weil oder rosa) zur Bestimmung des Verhaltnisses von starken
und schwachen Bindern. Auf DO TrpLeuHisAde wuchsen nur Hefeklone mit starken
Interaktionspartnern, ebenso auf DO TrpLeuHis/64 nM AbA/X-a-Gal, wobei die Expression von den
drei Y2H Reportern — HIS3, Aurl-C und MEL1 Uberprift wurde. Die Wachstumsrate/h der
Flussigkulturen wurde bestimmt (2.2.2.5), sowie aus den Flussigkulturen und den gewachsenen

Kolonien auf Selektionsplatten Plasmide isoliert und sequenziert (2.2.2.15).

2.2.2.15 Analyse von bait und prey aus mutagenisierten Hefekulturen

Nach Mutagenese von Hefen mit bait-prey-Interaktionspartnern wurden die shuttle-Plasmide pGBKT7-
bait (2 pm, Kana®) und pGADT7-prey (2 um, AmpT) bzw. pRS315-AD-prey (CEN/ARS, Amp©)
analysiert, um maogliche bait-prey-Mutationen zu identifizieren. Bei 2 um Plasmiden existieren pro
Hefezelle bis zu 1.000 Kopien, bei Plasmiden mit CEN/ARS-Elementen hingegen nur 2 — 3 Kopien.
Eine Kopie eines besseren Interaktionspartners reicht aus, um der Hefezelle einen Wachstumsvorteil
zu verschaffen. Verbesserte bait- oder prey-DNA reicherte sich erst durch Selektion zu 100% in der
Hefezelle an und war erst dann direkt aus der Hefekolonie als Variante identifizierbar. Mutagenisierte
Hefen konnten am Anfang der Selektion deshalb nicht direkt in cPCRs eingesetzt werden, sondern
Plasmide wurden isoliert und in E. coli vereinzelt.

Aus 10 ml Hefekultur der stationéren Phase zwischen ODgy 1 und 5 (= 2 x 10® - 10° Zellen) oder von
10° Hefezellen auf Agarplatten wurden Plasmide isoliert (2.2.2.8). Das aufgereinigte prey/bait-
Plasmidgemisch wies eine durchschnittliche Konzentration von 0,3 pg/ul auf. 3 ug (~ 10" Molekile)
wurden zur Elektroporation von E. coli verwendet (2.2.1.3). Die 100 -500 Bakterien auf LBanp-Platten
enthielten ein prey-Plasmid. Zur Vereinzelung von Bakterien mit pGBKT7-bait wurde der
Transformationsansatz 1:100 verdinnt, so dass auf den LBgaha-Platten 500 — 1.000 Bakterien
wuchsen. Es wurden jeweils 24 - 130 Bakterieneinzelklone gepickt und mittels cPCR der BD-bait bzw.

AD-prey-spezifische Genabschnitt amplifiziert und sequenziert (2.2.3.1, 2.2.3.9).
2.2.3 DNA-Techniken

2.2.3.1 Amplifikation von Nukleinsauren

Die polymerase chain reaction (PCR) ermdglicht eine gezielte Amplifikation gewiinschter DNA-
Abschnitte (Mullis et al. 1986). Die Reaktionen wurden in sterilen, dinnwandigen 0,2 ml
Reaktionsgefalie nach folgenden Schemata (Tab. 30 — 33) auf Eis pipettiert.

Fur die Standard-PCR lag das template als Plasmid oder linear vor. Zur Amplifikation wurde die DNA-
Polymerase Phusion™ High-Fidelity verwendet.

Bei PCR-Reaktionen direkt von Kolonien (cPCR) wurden 1 — 2 pl Zellmaterial mit Tag-Polymerasen
amplifiziert. Fir die Analyse von Bakterienkolonien wurde der PCR Master Mix (Promega) verwendet.
Die PCR-Analyse direkt von Hefekolonien wurde zur Uberpriifung der genomischen Integration bzw.
Deletion genutzt bzw. zur Amplifikation hefeeigener IRES-Sequenzen aus AH109. Dafur wurde die
KAPA2G™Robust Polymerase (PEQLAB) verwendet.
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Tab. 30. Zusammensetzung einer Standard-PCR

Komponente Endkonz.
Phusion™ HF-Puffer (5x) 1x

dNTPs 0,20 mM

Primer forward/reverse 1,00 uM
Phusion™ Polymerase 0,02 U/ul
template-DNA 0,50 — 2,00 ng/pl
DMSO* 3,00%

* bei Amplifikation von Sam68-templates

Tab. 31. Zusammensetzung einer cPCR von Bakterienkolonien

Komponente |Endkonz.

PCR Master Mix (2x) 1x
Primer forward/reverse 0,5 uM

Tab. 32. Zusammensetzung einer cPCR von Hefekolonien

Komponente |Endkonz.
KAPA2G™Robust Puffer B (5x) 1x
dNTPs 0,2 mM
Primer forward/reverse 1,0 uM

KAPA2G™Robust Polymerase 0,5 U/ul

Das Einfiigen von Punktmutationen in Yesl wurde mittels quick change PCR (qcPCR) generiert. Die

Primer enthielten die gewiinschten Nukleotidverdnderungen.

Tab. 33. Zusammensetzung einer qcPCR

Komponente |Endkonz.
PfuUltra™ HF-Puffer (10x) 1x

dNTPs 0,5mM

je Primer 1,0 uM
PfuUltra™ Polymerase 0,1 U/ul
template-DNA 0,5-1,0 ng/ul

Tab. 34 zeigt die Amplifikations-Programme, die entsprechend den Polymerasen eingestellt wurden.
Die Elongationszeit wurde der Lange des zu amplifizierenden DNA-templates angepasst. Bis zur
Weiterverarbeitung wurden die Proben bei 4C gekiihlt. Das Ergebnis der PCR-Amplifikation wurde
durch Auftrag von 5 pl (analytisch) bzw. des ganzen Ansatzes (praparativ) auf ein Agarosegel und

elektrophoretischer Auftrennung der Produkte tberpruft.

Tab. 34. Programme der PCR-Reaktion im Thermocycler

Programmschritt Phusion™ Taq PfuUltra™

Zeit | Temp | Zyklen- | Zeit | Temp | Zyklen- Zeit Temp | Zyklen-

[sec] [C] zahl [sec] [C] zahl [sec] [C] zahl
Anfangsdenaturierung | 120 98 1 300 95 1 95 95 1
Denaturierung 20 98 30 95 95 95
Primer-annealing 20 58 30 30 55 30 12:(3)(/)kb 50-70 o5
Elongation 30/kb 72 60/kb 72 68

max.960

Endelongation 300 72 1 300 72 1 1200 68 1

2.2.3.2 Enzymatische Spaltung von Nukleinséauren

Enzymatische Spaltungen von DNA (bis zu 1 ug fur analytische und bis zu 5 pug fur praparative

Ansatze) wurden in 30-50pul Gesamtvolumen mit 1/10 Vol 10x Restriktionspuffer und
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Restriktionsenzym zwischen 5 - 10 Units/ug DNA fir 1 - 8 h durchgefiuhrt. Die Wahl des Puffers sowie
der Inkubationstemperatur erfolgte nach Angaben des Herstellers. Nach Restriktion wurde der

Reaktionsansatz mittels Gelelektrophorese analysiert.

2.2.3.3 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Zur Vermeidung falsch-positiver Kolonien bei der E. coli-Transformation bedingt durch
Rezirkularisierung von linearisierten  Vektoren in der Ligationsreaktion, wurden die
5" Phosphatgruppen entfernt. Dazu wurden Vektoren nach der Restriktion mit 5 U/ug calf intestinal
phosphatase (CIP) 30 min bei 37<C inkubiert.

2.2.3.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Durch eine Ligationsreaktion wurden zu Kklonierende DNA-Fragmente und Vektor-DNA mit
T4 DNA Ligase kovalent verknupft. Dazu wurden 50 ng Vektor und Insert im 3-fachen molaren
Uberschuss eingesetzt. Die Ligation von Fragmenten mit iiberhdngenden Enden wurde 2 h bei RT
und die von stumpfen Enden UN in Eiswasser durchgefiihrt. Vor der Transformation von E. coli wurde

der Reaktionsansatz 10 min bei 65T inaktiviert.

2.2.3.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die RNA- und DNA-Konzentration wurde entweder anhand eines Agarosegels im Vergleich zum
GrolRenstandard abgeschatzt oder photometrisch bestimmt. Eine OD,s =1 entspricht einer
Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA bzw. 40 pg/ml einzelstrangiger DNA oder RNA
(Sambrook et al. 2001). Der Quotient DO,g/OD,gy diente als Mald fur die Reinheit der
Nukleinsédureldsung. Reine DNA besitzt einen Quotient Axgo/Asgo VOn 1,8 — 2,0; bei reiner RNA liegt er

zwischen 1,9 — 2,1.

2.2.3.6 Agarose-Gelelektrophorese

DNA- und RNA-Fragmente (100 bp bis 17 kb) wurden zur analytischen GréRenbestimmung bzw. far
praparative Zwecke auf 0,8 - 1%igen Agarosegelen in 0,5x TBE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt.
Zur Sichtbarmachung der Nukleinsauren wurde der Agarosegellésung 0,5 ug/ml EtBr und als Schutz
der DNA vor UV-Schaden 30 pg/ml Guanosin zugesetzt. Die aufzutrennenden Proben wurden mit
10x Gelauftragspuffer versetzt. Die Gele wurden bei 8 - 10 V/cm Abstand Kathode/Anode an das
Spannungsgerat angeschlossen. Die Proben sowie ein DNA-Standard wurden in 30 - 120 min
elektrophoretisch aufgetrennt. DNA wurde mittels UV-Licht detektiert und mithilfe einer Gel-

dokumentationsanlage aufgezeichnet.

2.2.3.7 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Lésung bzw. aus Agarosegelblockchen wurde mit dem
MinElute PCR Purification Kit nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt und mit EB-Puffer eluiert.
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2.2.3.8 Aufreinigung von cPCRs im 96  well-Format

Die DNA-Aufreinigung von cPCRs aus Bakterienkolonien erfolgte Uber Aufreinigungsplatten im
96 well Format nach Angaben des Herstellers. Die Proben wurden in 50 pl EB-Puffer eluiert und
anschlieBend sequenziert.

2.2.3.9 DNA-Sequenzanalyse

Sequenzreaktionen fir die Auftrennung mit einem Kapillar-sequencer wurden nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Die Methode beruht auf der Kettenabbruchmethode (Sanger et al. 1977), wobei hier
fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide zum Einsatz kamen. Die Sequenzen wurden mit der
Software SeqMan'"Il ausgewertet. Homologievergleiche (BLASTX, BLASTN) (Altschul et al. 1997)
und Datenbankrecherchen erfolgten (ber die Internetseiten des NCBI (National Center for

Biotechnology Information; http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

2.2.3.10 Einstellung der Verunreinigung von Oligonu  kleotiden

Dirty bottle-Oligonukleotide wurden von der Firma ELLA bezogen. In Tab. 35 sind die theoretischen
AS-Verteilungen dargestellt, die sich theoretisch durch den Grad der eingestellten Verunreinigung
ergaben.

Tab. 35. Theoretische AS-Verteilung in den beiden  dirty bottle-Oligonukleotiden.

A. Yesl-weak dirty (5%). B. Yesl-mut dirty (8,5%). Die Yesl-wt-AS stellt die héchste
Wahrscheinlichkeit dar und ist rot markiert. Wahrscheinlichkeiten < 1% sind hellgrau markiert. # gibt
Wabhrscheinlichkeit fir ein Stopp-Codon an.

Codon

>

GAA __ CGT
000 000

000 0,007
0005 0,00%
¢ 100,005 0007

0,002

- |z || mm|o|0|=(gy

i
7 100,002 % 3
1 1 1 2 1 Fil Fil 1 1 1 1 1

7 100,00%

noStop 000 0000 W000% D000k 0000 W0000% 000 9356 9afn  @93Ew  GG96n W00 9956w D000 M000:  863Ex  B9BEw  B87Ex  GA3x @93k 000 WO000%  0000%  W0000  M000% 10000
noCus  10000% 0000 100.00% 10000% 10000% 0000% 10000x 8977 SA7TX 8RR 89S WODOX  SATTX 000X 0000 S9STX 9387 GEATX SEATX SAFTX W000DK  WO00X  00.00%  0000%  W0000%  10000%

Codon

AS eic eoc ee  tAar  ear 176 TIT___AAA _ AAA  GBT

A 000 100,00% 000%  000% 000 [ 00% 000 000% 000 000
c 000 000 000x  000% 0,002 00 000 000 000 000
D 0004 000 000% 100,00 0,002 0% 000 000% 00k 000
E 0004 000 000x 000x 000z 0% 000 000% 00k 000
F 0000 0002 000x 000 0,002 100,005 000 000 000
[} 0004 000X 000X 000 0,002 | 000 000 000 100,003
H 000 000%  000% 000K 000z 0% 000%  000% 000 000
1 0005 000%  000x  000% 0,00 000 000 000k 000

00000 002 002 0,00 00 007 100,00 100,00 0,005
L 005 100,002 1,002 1,00 100, I I I I
7] 00 0,00 00z 00z [ % % e e
N 00 000 W00z 0z 0 4 4 e e
P 00 000 W0z 0z 000 00 00 00 00
Q 0000 0002 000x 000 [ 000: 000 000 000
R 0004 000% 000X 000% X [ | 000 000 000k 000
s 0005 000%  000%  000% 0, 000 100,003 000 000k 00mE 000
T 000 000%  000x  000%  000% 000x 000 000 000 00m: 000
v 0005 000%  000x  000%  000% 000x 000 000% 000 000 000
v 000 000 000x  000x  0.00% 000 000 000 000 00m: 000
Y 0004 000 100,00 000% 100,005 [ 000 000k 000% 000
2 0, 0004 000 000k 000 0.00% 0,042 [ 000 000 000n  0.00n

e 04 2
Maz: 10000 10000% 10000 10000 0000 100,00 7225 0000 0000 0000 10000 100,005 100,002
1 1 1 1 1 1 21 21 2 2 2 21 1 1 1 1 1 1 1
noStop 100005 10000%  10000%  W0000x%  WO00x  W0000%  95.36%  9936x  9976x  99.96%  9996W  3598%  W000% 0000 WO00X  W0000%  10000% 100003 100003
noCys 000X 10000%  10000%  10000%  W00,00% W0000x 8937 S9FFH SEATK SA77x 8977k 9987x  WO00x  10000%  0000%  10000% 10000 00003 100003

Bei Yesl-weak_dirty wurden pro Nukleotid 5% Verunreinigung eingestellt, so dass durchschnittlich pro
Codon 85% wt erhalten blieb bzw. 15% nicht-wildtypisch sein sollen. Fur das ganze Oligonukleotid
(30 degenerierte Positionen) ergaben sich durchschnittlich 4,5 Nukleotid-Austausche. Da 25% der

Austausche still sind, wird eine AS-Substitution von durchschnittlich 3,4 pro Oligonukleotid erwartet.
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Bei Yesl-mut_dirty wurden die Einzelnukleotide zu 8,5% verunreinigt, wodurch 75% wildtypisch bzw.
25% nicht-wildtypische Codons entstehen sollten. Im ganzen Oligonukleotid (6 degenerierte
Positionen) wurden somit durchschnittlich 4,6 Nukleotide ausgetauscht. Unter Beriicksichtigung der

stillen Austausche ergab sich im Mittel ein AS-Austausch von 3,4.
2.2.4 RNA-Techniken

2.2.4.1 In vitro Transkription (IVT)

Ausgehend von dsDNA mit T7-Promotor wurde mittels T7-RNA Polymerase ssRNA hergestellt
(Schenborn et al. 1985). Die Ansatze (Tab. 36) wurden 2 h bei 37T inkubiert. Zur Analyse und
Bestimmung der ssRNA-Konzentration wurde 1 pl der Reaktion auf einem 1%igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und die Menge anhand des 2log DNA-GrdlRenstandards abgeschatzt.

Tab. 36. Pipettierschema zur IVT

Komponenten Endkonz.
RNA Polymerase 1x
Reaction Puffer (10x)
PCR-Produkt 5,0 ng/ul
NTPs 4,0 mM
MnCl, 10,0 mM
RNase Inhibitor 1,0 U/ul
T7 RNA Polymerase 2,5 U/l

2.2.4.2 mRNA Nachweis in Hefe

Mit dem EZNA Yeast RNA Kit (Omegabiotek) wurde aus 5 x 10’ frisch gewachsenen Hefezellen nach
Angaben des Herstellers Gesamt-RNA isoliert und durchschnittlich 75 ug in 60 ul RNase-freiem
Wasser eluiert. Zur spezifischen Anreicherung von mRNA wurden magnetische Partikel verwendet, an
die Oligonukleotide aus 25 Thyminen gekoppelt waren (Dynabeads® Oligo(dT),s, Invitrogen). Durch
Hybridisierung der Thymine mit der polyadenylierten Hefe-mRNA konnten die Partikel mit daran
gebundener mRNA durch magnetische Separation vom Uberstand getrennt werden. Dazu wurden
50 pg Gesamt-RNA im Volumen von 100 pl mit 1 mg gewaschener Partikel inkubiert und nach
Angaben des Herstellers aufgereinigt. Auf diese Weise wurde die DNA-Verunreinigung (Plasmid,
Genom) vollstandig entfernt. Die Partikel mit gebundener mRNA wurden in 20 ul Wasser
aufgenommen und direkt (ohne Elution) in eine reverse Transkription eingesetzt, zur Herstellung von
cDNA und anschlieBender Amplifikation mittels Taq Polymerase. Die Pipettierschemata sind im
Folgenden aufgefuihrt (Tab. 37, Tab. 39). 5 ul des RT-PCR-Produkts wurde zur Analyse auf einem
1%igen Agarosegel gelelektrophoretisch aufgetrennt. Negativkontrollen wurden ohne AMV Reverser
Transkriptase angesetzt, um zu Uberprifen, ob die Amplifikation von DNA-Verunreinigungen oder wie
erwartet von mRNA stattgefunden hat.

Tab. 37. Pipettierschema zur reversen Transkription

Komponente Endkonz.
AMV Puffer (5x) 1x
Dynabeads Oligo(dT)2s 20,00% (v/v)
mit daran gebundener mRNA

dNTPs 0,20 mM
MgSO. 1,00 mM
AMV Reverse Transkriptase 1,25 U/ul
Nach Erststrangsynthese

RNase H | 0,08 U/l
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Tab. 38. Programm zur cDNA-Synthese

Programmschritt [;e(l:t] Z%T;p Zi‘gﬁln'
Erststrangsynthese 3600 45 1
Denaturierung 300 94 1
Zweitstrangsynthese 1200 37 1
Denaturierung 300 95 1

Tab. 39. Pipettierschema zur PCR nach reverser Transkription

Komponente |Endkonz.
PCR Master Mix (2x) 1x

cDNA 10,0% (v/v)
Primer forward/reverse 0,5 uM

Die PCR-Reaktion nach reverser Transkription wurde wie in Tab. 34 aufgeflhrt, inkubiert.

2.2.4.3 Nachweis zur autokatalytischen Abspaltung d  er Ribozymsequenz

Zum Nachweis der autokatalytischen Ribozymabspaltung wurde ssRNA aus einer IVT-Reaktion
(2.2.4.1) mit 5 mM MgCl, versetzt, 1,5 h bei 55T inkubiert und die Reaktio n im Anschluss auf einem
0,8%igen Agarosegel gelelektrophoretisch aufgetrennt (2.2.3.6).

2.2.4.4 QP Aktivitatstest in vitro

In einen QB-Aktivitatstest wurde ssRNA mit QB-spezifischen Enden eingesetzt, um diese durch die

QpB-Replikase uber das Stadium der dsRNA zu amplifizieren.

Tab. 40. Pipettierschema zum Qp-Aktivitatstest in vitro

Komponente Endkonz.

TA Puffer (10x) 1x

ssRNA aus IVT 5,00 ng/pl
NTPs 4,00 mM
QB-E. coli 0,05 U/ul
bzw. QB-Hefe an Agarose* 75,00% viv
RNase-Inhibitor 1,00 U/ul

* Zum Test der heterolog exprimierten QB-Hefe wurde statt QB-E. coli Agarosebeads mit daran
gebundenen flag- QB-Komplexproteinen durchgefuhrt (2.2.5.9).

Die Reaktionen wurden 1-24 h bei 30T inkubiert. Soweit nicht anders angegeben wurden die
Reaktionen im Anschluss mit 0,025 U/ul DNase behandelt, damit dsDNA, die durch die IVT
mitgeschleppt wird, im Gelauftrag nicht sichtbar wird. 50% der Reaktion wurden vergleichend mit 1 pl

des 2log DNA-Standards auf einem 0,8% Agarosegel gelelektrophoretisch aufgetrennt (2.2.3.6).

2.2.4.5 RNA cloning

QP amplifizierte RNAs wurde mithilfe des ExactSTART ™ End-Tagged Double-Strand cDNA Synthesis
Kits for small RNA kloniert. Die Schnittstellen-Primer zur gerichteten Klonierung wurden eigens
konstruiert und die Synthesezeiten zur Amplifikation von bis zu 200 Nukleotid langen ssRNAs
verlangert.

5 bis 16 ul der QB-amplifizierten potentiell doppelstrangigen RNA aus den Qp in vitro Tests wurden bei

75<C fir 5 min aufgeschmolzen, so dass ssRNA fiir di e Klonierung zur Verfligung stand. Das 3" Ende
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von ssRNA wurde mit Hilfe einer PolyA-Polymerase um ca. 20 Adenine verlangert, indem der Ansatz
15 min bei 37T inkubiert wurde. Nach Aufreinigung Uber eine RNA-bindende S&ule wurde an das
5" Ende der adenylierten ssRNA durch eine T4-RNA-Ligase ein RNA Akzeptor-Oligo ligiert. Dazu
wurde der Ansatz 2 h bei 37C inkubiert. Die modifi zierte sSRNA wurde im Anschluss durch eine
reverse Transkriptase und einem Oligo-dT-Primer in cDNA umgeschrieben wahrend der Ansatz
30 min bei 37<C inkubiert wurde. Fir die Zweitstran gsynthese wurde der 5" Primer so designt, dass
dessen 3'Bereich am Linker hybridisiert, der Bereich davor wird um eine Kpn I-Schnittstelle erweitert.
Der 3" Primer wurde so gewahlt, dass er am 5" Ende mit PolyA hybridisiert und zusétzliche Basen fir
eine Sac I-Schnittstelle mitbringt. Von der entstandenen cDNA wurde die Hélfte mit Kpnl/Sacl verdaut,
gerichtet in pBlueskript ligiert und E. coli wurde mit dem Ligationsansatz transformiert und auf LBamp-
Agarplatten selektiert. Von den Bakterienklonen wurden mittels cPCR die Regionen zwischen den

Schnittstellen spezifisch amplifiziert und sequenziert.

2.2.5 Proteinbiochemische Techniken

2.2.5.1 SDS-PAGE

Bei der sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) werden Proteine
unter denaturierenden und reduzierenden Bedingungen im elektrischen Feld nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt (Laemmli 1970). Dazu wurden 4-20%ige Polyacrylamid-Gradientengele
mit 5%igem Sammelgel verwendet. Die Proben wurden mit SDS-Laufpuffer versetzt, fir 5 min bei
95T denaturiert und zusammen mit einem Protein-Gro Renstandard aufgetragen. Die angelegte
Stromstarke bei der Elektrophorese in einer Minigel-Twin Apparatur betrug pro Gel 30 mA und dauerte
ca. 1 h. Die Gele wurden nach dem Lauf entweder mit Coomassie-Losung geféarbt oder in einen

Western Blot eingesetzt.

2.2.5.2 Coomassie-Farbung von SDS-Gelen

SDS-Gele wurden nach dem Lauf 30 - 60 min in einer auf 50C erwarmten Coomassie-Farbelésung
unter leichtem Schiitteln gefarbt. Die Entfarbung erfolgte in Entfarbelésung bis die Proteinbanden
deutlich erkennbar waren. Zur Dokumentation wurden die Gele mittels Scanner abgelichtet.

2.2.5.3 Proteinnachweis mittels Western Blotting und Immunodetektion

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels Tank-Blot Apparatur elektrophoretisch
auf einer Nitrocellulose-Membran Ubertragen. Dazu wurde ein Sandwich aus zwei Lagen Whatman
3MM Filterpapier, der Nitrocellulose, dem Gel und zwei weiteren Lagen Whatman-Papier aufgebaut.
Der Transfer erfolgte bei 100 V fur 1,5 h in Proteintransferpuffer. Im Anschluss wurde die Membran mit
5% Milchpulver/TBS-T 1 h bei RT inkubiert, um unspezifische Bindestellen abzusattigen. Der
Primarantikdrper wurde in 5% Milchpulver/TBS-T laut Herstellerangaben verdinnt und die Membran
damit UN bei 4C unter leichtem Schwenken inkubiert. Nach drei 5-minitigen Waschschritten mit
1x TBS-T wurde die Membran mit einem Sekundarantikdrper-HRP-Konjugat, entsprechend verdiinnt
in TBS-T, fur 2 h inkubiert. Nach drei 10-minltigen Waschschritten wurde das Antikdrper-Enzym-
Konjugat entweder (1) mittels enhanced chemiluminescence (ECL) detektiert, woflr die Membran mit

dem BM Chemiluminescence Blotting Substrate benetzt und im Chemilumineszenz Imager fotografiert
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wurde oder (2) das Antikorper-Enzym-Konjugat wurde mittels DAB-Farbung nachgewiesen. In
Anwesenheit von Wasserstoffperoxid oxidiert HRP 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) zu einem braunen,
unléslichen Prazipitat, das sich auf der Membran niederschlagt und somit spezifisch Proteinbanden
anfarbt. Dazu wurde die Nitrocellulose-Membran 3 -5 min in der DAB-Farbelésung bei RT
abgedunkelt inkubiert, die Reaktion nach Ausbildung einer intensiven Braunfarbung mit Wasser

abgestoppt und die Membran zur Dokumentation eingescannt.

2.2.5.4 Proteinexpression in E. coli und native Aufreinigung

Die SH3-Varianten von Yesl wurden N-terminal Gber einen Glycin-Serin-Linker mit Glutathion-S-
Transferase (GST) fusioniert (pGEX4T1-Yesl) und Sam68 wurde N-terminal mit einem 6xHN-tag
((His-Asn)e) gekoppelt (pEVH1-HN-Sam68). Die Fusionskonstrukte wurden im E. coli
Expressionsstamm BL21 exprimiert. 10 ml LB-Medium wurden mit einer frisch transformierten
Einzelkolonie angeimpft und UN bei 37 bei 220 rpm geschiittelt. 200 ml Hauptkultur wurden auf eine
ODggo~ 0,1 angeimpft und bis zu einer ODgg ~ 0,6 kultiviert. Durch Zugabe von 1 mM IPTG
(Endkonz.) wurde die Proteinexpression induziert. Die Expression von Sam68 wurde UGN bei 4T bzw.
die der Yesl1-Varianten wurde UN bei 30C durchgefiih rt. Die Bakterienkultur wurde fir 15 min bei 4C
und 4.000 rpm pelletiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 10 ml PBS aufgenommen und mit
80 pl Proteaseinhibitor-Cocktail und 2 ul Benzonase versetzt. Zum Zellaufschluss wurde die
Bakteriensuspension in einem Glas-Rosettenzylinder, auf Eis gekihlt, 5 min mit dem Ultraschall-
Homogenisator (5 Zyklen, 65% Intensitat) behandelt. Unlésliche Zellbestandteile wurden im 2 ml
Reaktionsgefal fiir 15 min bei 4C und 14.000 rpm ze ntrifugiert. Der Uberstand mit den Igslichen
Proteinen wurde mit einem 0,45 um SpritzenvorsatZfilter sterilfiltriert. Zum Nachweis der erfolgreichen
Uberexpression wurde von der uninduzierten und induzierten Bakteriensuspension jeweils 0,1 ODggo-
Einheiten mittels SDS-PAGE und anschlie@ender Coomassie-Farbung bzw. mittels Western Blot
analysiert.

Die Aufreinigung von 1 mg HN-Sam68 aus 2 | Kultur wurde mit 1 ml TALON® Metal Affinity Resin
durchgefiihrt, wobei das Protein mit der immobilisierten Saulenmatrix einen Kobalt-Chelatkomplex
ausbildet. Nach Aquilibirieren der Saule mit PBS wurde das Lysat uiber die Saule gegeben, 3x mit 5 ml
PBS mit 5 mM Imidazol gewaschen und mit 3x1 ml PBS mit 500 mM Imidazol eluiert. Die Fraktionen
E1 und E2 wurden vereinigt und mit einer PD-10 Entsalzungssaule nach dem Prinzip des
GrolRenausschlusses entsalzt. Nach Elution des gereinigten Proteins in 3x 1 ml wurden die Fraktionen
Egesarr?2 Und Egesar3 Vereinigt und zur Bestimmung der Dissoziationskonstante verwendet.

Zur Aufreinigung von 1-3 mg GST-Yesl1 wurde mit 1 ml GST-Tag Purification Resin verwendet. Nach
Aquilibieren der Saule mit PBS wurde das Lysat (iber die S4ule gegeben, 3x mit 5 ml PBS gewaschen
und mit 3x 1 ml PBS mit 33 mM Glutathion (Endkonz.) eluiert. Die Fraktion E2 wurde direkt zur
Bestimmung der Dissoziationskonstante verwendet.

Pro Reinigungsfraktion wurden 5 pl mittels SDS-PAGE und anschlieRender Coomassie-Farbung

analysiert und die erfolgreiche Aufreinigung bestatigt.
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2.2.5.5 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Proteinkonzentrationen wurden mit BSA als Standardprotein bestimmt. Definierte BSA-Mengen
wurden zusammen mit verschieden Volumina der Elutionsfraktionen mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
Nach Coomassie-Farbung wurden die Bandenstarken zwischen Proben- und Standardprotein mittels

Scion Image quantifiziert und die Konzentration des aufgereinigten Proteins bestimmt.

2.2.5.6 Bestimmung der Dissoziationskonstante mitte  Is ELISA

Die Affinitat ist ein Mal3 fur die Bindungsstarke zwischen Protein und Ligand. Je hdher die Affinitat,
desto starker die Bindung. Die Dissoziationskonstante (Kp) entspricht dem reziproken Wert der
Affinitat. Je starker die Protein-Ligand-Wechselwirkung, desto niedriger der Kp-Wert

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstante zwischen Sam68 und Yesl-Varianten wurde ein ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) etabliert. Pro Ansatz wurde 1 ug HN-Sam68 in 100 ul PBS in
die Vertiefung einer Kupfer-beschichteten 96 well-Platte (Copper Coated Binding Capacity Plates,
Pierce) gegeben und 1 h unter leichtem Schitteln bei RT inkubiert. Durch Ausbildung eines Kupfer-
Chelatkomplexes wird Sam68 Uber den 6xHN-tag spezifisch an die Platte gebunden. Die
Proteinlésung wurde im Anschluss entfernt und dreimal mit mind. 200 ul Waschpuffer gewaschen.
Unspezifische Bindestellen wurden durch eine einstiindige Inkubation mit je 200 pl Blocking-Puffer
abgesattigt. Nach Entfernen der Blockldsung und drei weiteren Waschschritten wurden je 100 pl einer
Yesl-Verdunnungsreihe (zwischen 0,1 und 50 ng bei starken Bindern bzw. 0,1 bis 12 pug bei
schwachen Bindern) zugegeben. Wahrend der einstiindigen Inkubation bei RT konnte die SH3-
Domaéne von Yesl an die PxxP-Motive des gecoateten Sam68-Proteins binden. Die Yesl-Lésungen
wurden anschlieBend abgezogen und die Platte fiinfmal gewaschen. Je 100 ul eines anti-GST-HRP-
Antikorpers (1:25.000 in Blocking buffer) wurden in jede Vertiefung gegeben und bei leichtem
Schwenken fir 1 h bei RT inkubiert. Nach sechs Waschschritten wurden 100 pl TMB-Substrat-Lésung
(3,37,5,5"-Tetramethylbenzidin) zugegeben. Das Enzym HRP setzt das TMB-Substrat zu einem blauen
Farbstoff um. Bei ausreichender Farbung wurde die Reaktion durch Zugabe von 100ul 1M
Schwefelsaure abgestoppt, wodurch der Farbstoff nach gelb umschlagt. Die Absorption der einzelnen
Proben wurde im 96 well-Plattenauswerter bei 450 nm gegen die Referenzwellenldnge von 570 nm
gemessen. Die Sattigungskurve (frei gegen gebunden) wurde mithilfe des Scatchard plot (gebunden
gegen gebunden/frei) als Gerade dargestellt, deren Steigung dem negativen reziproken Wert der Kp

entspricht.

2.2.5.7 Alkalische Lyse von Hefe

Alle Schritte des Hefezellaufbruchs wurden bei 4C durchgefiihrt. Von einer Hefekultur der log-Phase
(ODggo~ 1 — 3) wurden 10 ODgqoo Einheiten geerntet, mit 1 ml H,O gewaschen und das Zellpellet in
150 ul alkalischem Lysepuffer resuspendiert. Wahrend der alkalischen Lyse wurden die Ansatze
10 min inkubiert, im Anschluss mit 150 ul 50% Trichloressigsaure versetzt und weitere 10 min
inkubiert. Die gefallten Proteine wurden 10 min bei 20.000 g abzentrifugiert, zweimal mit 1 M Tris
Uberschichtet, zweimal mit 0,5 ml kaltem Aceton gewaschen und das Pellet in 100 ul 1-fach SDS-

Probenpuffer aufgenommen. Die Proteinproben wurden 10 min bei 95T aufgekocht, scharf
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abzentrifugiert und 20 pl des Uberstandes (= 2 ODgyo-Einheiten) fiir die Auftrennung per SDS-PAGE

verwendet.

2.2.5.8 Herstellung von nativem Hefelysat

10 ml YPDA wurden mit Hefeeinzelkolonien angeimpft und UN bei 30C und 190 rpm geschuttelt.
Ausgehend von dieser Vorkultur wurde eine Hauptkultur angeimpft (ODgyo = 0,1) und 4 h geschittelt.
30 ml der Hauptkultur wurden bei 3.000 g fur 5 min zentrifugiert und zweimal mit 10 ml Wasser
gewaschen. Das Pellet wurde in 500 pl Lysepuffer aufgenommen und zusammen mit 500 pg
Glasperlen fir 5 min auf Stufe 10 gevortext, um die Hefezellen aufzuschlieRen. Nach abzentrifugieren

von Zelltrimmern bei 10.000 g fur 2 min wurde der Uberstand abgezogen.

2.2.5.9 Anreicherung der flag-Q [B-Replikasekomponenten aus Hefelysat

Aus den Hefestammen AH109-Qp, AH109-QB/CYCp-S1/CYCp-Hfq oder AH109-QB/ADHp-S1/CYCp-
Hfq wurde Lysat hergestellt (2.2.5.8) und der Uberstand in eine Immunprazipitation eingesetzt. Alle
Schritte wurden bei 4C durchgefiihrt. Agarose mit anti-flag gekoppelten Antikérpern (anti-Flag M2
Affinity Gel Suspension) wurde zweimal mit 0,5 ml 1x TBS gewaschen und bei 8.200 g fur 30 sec
zentrifugiert. Das Agarosesediment (20 pl) wurde mit 500 pl QB-Hefelysat resuspendiert und UGN bei
4 im Uberkopfschiittler inkubiert. Die Proben wurd en 30 sec bei 8.200 g zentrifugiert und dreimal
mit 0,5 ml 1x TBS gewaschen. Auf diese Weise wurden flag-Proteine aus dem Hefelysat angereichert.
Die Agarosepartikel mit daran gebundenen flag-Qp-Komponenten wurden direkt in den

QB in vitro Test (2.2.4.3) eingesetzt.

2.2.5.10 In vitro Translation

Zur Uberpriifung der Korrektheit des ORFs des synthetisch hergestellten AID-Gens, wurde die AID
ausgehend von dem Plasmid pIVEX-MCS_AID in vitro im RTS 100 E. coli HY Kit nach Angaben des
Herstellers bei 30<C innerhalb von 2 h translatiert . Als Positivkontrolle wurde GFP translatiert (pIVEX-
GFP). 20% des Produktes wurden mittels SDS-PAG aufgetrennt und im Western Blot mittels anti-
AICD-Antikorper (Abcam) detektiert.

Tab. 41. Pipettierschema zur in vitro Translation

Komponente Endkonz.
Plasmid-DNA 200 ng
Reaktionsmix 20%
Reaktionspuffer 10%
Aminosauremix 24%
Methionin 2%
E. coli Lysat 24%
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3 ERGEBNISSE

Ziel dieser Arbeit war es, ein autonomes kontinuierliches Evolutionssystem zu etablieren, kombiniert
aus Mutations- und Selektionssystem. Dabei sollten auf Nukleinsaure-Ebene Mutationen in ein
Protein-Protein-Interaktionspaar eingefiihrt und die resultierenden Protein-Mutanten direkt mittels
yeast two-hybrid (Y2H) System durchmustert werden. Das Prinzip der Y2H Selektion und deren

Anwendung in den Evolutionssystemen wird im Folgenden erlautert.

3.1 Invivo Selektion von Protein-Protein-Interaktionspartnern im yeast two-
hybrid System

Das Y2H System ist eine sensitive Methode, um in vivo Protein-Protein-Interaktion nachzuweisen. Zur
Selektion von Protein-Protein-Interaktionspartnern in der Béckerhefe diente in dieser Arbeit ein Gal4-
basiertes System (Fields et al. 1989). Gal4 ist ein Transkriptionsaktivator und wird fir die Expression
von Genen bendtigt, die Galaktose umsetzen. Er besteht aus zwei teilbaren Doméanen, die zusammen
fir die Funktionalitat nétig sind: die N-terminale DNA-Bindedoméane (BD) und die C-terminale
Aktivierungsdomane (AD). Wie in Abb. 6 verdeutlicht, wird bei diesem System BD an ein Kdéderprotein
(BD-bait) und AD an ein Beuteprotein (AD-prey) fusioniert. In der Regel werden die bait- und prey-
Fusionen auf je einem Plasmid kodiert, die sowohl fiir E. coli als auch fir Hefe jeweils unabhangige
Selektionsmarker tragen (shuttle-Plasmid). Hefe-Kotransformanten, die beide Plasmide aufgenommen
haben, werden auf Doppelselektivmedium (Drop Out = DO TrpLeu) selektiert. Meist handelt es sich
bei dem prey-Protein um ein Gemisch aus Proteinvarianten, die mit dem bait-Protein unterschiedlich
gut interagieren. Fir die Selektion von echten Interaktionspartnern muss zuséatzlich auf die Expression
von einem bzw. mehreren Y2H Reportern selektiert werden. Findet zwischen BD-bait und AD-prey
eine Protein-Protein-Interaktion statt, so kommen auch die beiden Gal4-Komponenten BD und AD in
raumliche Nahe, binden an die upstream activation sequence (UAS) und die Expression des
Reportergens durch die RNA Polymerase Il wird aktiviert. Handelt es sich bei dem Reporter um ein
Enzym aus dem Aminosaurestoffwechsel, so kann die Hefezelle eines dafiir auxotrophen Stamms nur
wachsen, wenn Protein-Protein-Interaktion stattfindet. Somit kann bei entsprechender Selektion aus
dem Proteingemisch ein gutes Bindepaar identifiziert oder aber auch eine bereits vermutete

Interaktion verifiziert werden.

\ 8D RNAPol I

\:\ — UAS [ Promotor | Reportergen > Wachstum?

Y2H Interaktion

Abb. 6. Schematische Darstellung des Gal4-basierten yeast two-hybrid Systems. Details siehe
Text. Rote Markierung symbolisiert Mutationen im prey-Protein.
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Im Hinblick auf diese Arbeit sollte mithilfe des Y2H Systems aus einem Gemisch an Hefeklonen mit
unterschiedlich affinen Interaktionspartnern diejenigen Hefeklone bevorzugt angereichert werden, die
auf ihren Plasmiden Gene fir gute Interaktionspartner kodieren und sich Gber schnelleres Wachstum
durchsetzen. Die Kopplung von Genotyp und Phanotyp war eine essentielle Voraussetzung zur
Etablierung eines Evolutionssystems.

Das Y2H System wurde urspriinglich dafir entwickelt, Hefen mit den beiden Plasmid-kodierten
Interaktionspartnern zu transformieren und anschlieend den Transformationsansatz auf Agarplatten
auszuplattieren (Fields et al. 1989). Diese Selektionsmethode auf Platte funktioniert in der Regel recht
gut, ist aber auf 10°® Klone pro Platte beschrankt; werden Hefezellen zu dicht plattiert, erndhren sie
sich von sterbenden Nachbarzellen (Kannibalismus/cross-feeding, Pfeiffer et al. 2004)), so dass keine
echte Selektion mehr stattfindet. Fir die Entwicklung eines kontinuierlichen Evolutionssystems, in dem
die Mutation von Protein-Protein-Interaktionspartnern und die anschlieBende Selektion Gber mehrere
Generationen hinweg stattfinden soll, war es notwendig, die verlaufende Selektion in Flissigkultur

durchzufiihren. Nur dort kann kontinuierlich eine gentigend hohe Klonanzahl durchmustert werden.

3.1.1 Protein-Protein-Interaktionsstirke und Wachst umsverhalten korrelieren in
Flassigkultur

Zur Selektion wurden zwei Y2H Hefestamme verwendet: AH109 und im spateren Verlauf der Arbeit
war Y2HGold verfiligbar. Die Genotypen sind identisch, mit Ausnahme der Y2H Reporter lacZ (AH109)
bzw. Aurl-C (Y2HGold). Beide Hefestamme enthalten jeweils vier Reportergene (HIS3, ADE2, MEL1
und lacZ bzw. Aurl-C) als Y2H Selektionsmarker (Abb. 7), die von drei unabhangigen Promotoren
(G1, G2 und M1) kontrolliert werden (Giniger et al. 1985; 1988). Gemeinsam ist den
Promotorelementen lediglich die kurze Protein-bindende Sequenz in der UAS, an die die Gal4-
DNA BD bindet. Selektiert man auf die Expression mehrerer Selektionsmarker gleichzeitig, verringert
sich die Anzahl an falsch positiven Klonen. Da sich das Auslesen der lacZ-Expression nicht fir die
direkte Quantifizierung der Y2H Interaktion in Flussigkultur eignete, wurde bevorzugt Y2HGold mit

dessen alternativem Reporter Aurl-C verwendet, sobald er verfiigbar war.

| GAL1 UAS |GAL1 TATA| HIS3 |
| GAL2 UAS |GAL2 TATA| ADE2 |
| MEL1 UAS |MEL1 TATA| MEL1 |
| MEL1 UAS |MEL1 TATA| Aurl-C |
| MEL1 UAS |MEL1 TATA| lacz |
Abb. 7. Y2H Reportergene mit Promotorelementen. In den Y2H Stammen sind bis zu vier der

Reportergene im Genom integriert. Sie sind unter der Kontrolle von drei unabhangigen Gal4
Promotorelementen.

Wie bereits erwahnt, ist es notwendig, die Protein-Protein-Interaktion im Y2H mittels Kombination
unabhéngiger Reporter zu Uberprifen, um falsch positive Ergebnisse so gering wie méglich zu halten.
Bei den Reportern unterscheidet man generell zwischen Nahrstoff-, Antibiotika- und Farbmarkern.
Tab. 42 zeigt, welche Y2H Reporter bei den verwendeten Hefestdmmen zur Auswahl standen. Bei
Verwendung von Farbmarkern wachsen Hefeklone, egal ob Protein-Protein-Interaktion stattfindet oder

nicht, jedoch ist eine visuelle Unterscheidung zwischen Interaktion und Nicht-Interaktion mdglich.
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Fehlende ADE2-Expression in Hefezellen fuhrt zur Anhaufung von Stoffwechselprodukten, die in der
Vakuole zu roten Pigmenten polymerisieren, weswegen die Hefekolonie rosa erscheint (Fisher 1969).
MELZ1-Expression fihrt zur Bildung des Enzyms a-Galaktosidase, welches X-a-Gal (5-Brom-4-chlor-3-
indolyl-a-D-galaktopyranosid) hydrolysiert und zur Blaufarbung der Kolonie flhrt.

Nahrstoff- und Antibiotikamarker sind dazu geeignet zwischen Hefewachstum und Nicht-Wachstum zu
unterscheiden. Das wichtigste Kriterium bei der Etablierung eines Selektionssystems war die
graduelle Kopplung zwischen Genotyp und Phanotyp. Dazu wurden titrierbare Reporter genutzt, deren
Expressionsstarke mit dem Wachstumsverhalten korrelieren. Je besser die bait-prey-Interaktion, desto
mehr Reporter soll exprimiert werden, und desto schneller soll der Hefeklon wachsen, sich also
schneller teilen als Hefeklone mit schwach interagierenden Proteinpaaren. Diese Sensitivitat war bei
dem Reporter HIS3 gegeben. Je mehr von diesem Enzym des Histidin-Stoffwechsels produziert wird,
desto besser kann der Hefeklon in Medium ohne Histidin wachsen. Um den Selektionsdruck zu
erhéhen, kann 3-Amino-1,2,4-Triazol (3-AT) dem Medium zugesetzt werden, um Histidin zu limitieren
(Klopotowski et al. 1965). 3-AT ist ein kompetitiver Inhibitor der Imidazolglycerolphosphat-
Dehydratase, dem Protein des HIS3-Gens.

Des Weiteren fand fir die Selektion in Flussigkultur ein zweiter titrierbarer Reporter Anwendung; Aurl-
C kodiert fur die mutierte Variante der Phosphatidylinositolceramidphosphoinositol-Transferase (IPC-
Synthase), welche zur Sphingolipid-Biosynthese benétigt wird. Die Expression von Aurl-C vermittelt
starke Resistenz gegeniiber dem Antibiotikum Aureobasidin A (AbA), das sonst schon in geringen
Mengen toxisch auf Hefen wirkt. Im Hefestamm Y2HGold ist Aurl-C als Y2H Selektionsmarker mit

entsprechender Expressionskassette in den ura3-52 Lokus integriert (Nguyen, unveréffentlicht).

Tab. 42. Y2H Reportergene und ihre Verwendung bei der Selektion von Y2H Interaktionspartnern
Agar- | Flissig-

Reportergen Kategorie Phanotyp bei Interaktion platte Kultur
HIS3 Wachstum bei Abwesenheit von Histidin

(Imidazolglycerolphosphat Dehydratase; Néhrstoff Tt el B A stiterel e el v v
Histidin-Biosynthese-Stoffwechsel) 9

ADE2 Néhrstoff Wachstum trotz Abwesenheit von Adenin
(Phosphoribosylaminoimidazol Carboxylase;

Purin-Biosynthesestoffwechsel) Farbmarker | Kolonie verféarbt sich nicht rosa, sondern bleibt weif3 v v
MEL1

(a-Galaktosidase, sekretiert ins Periplasma, Farbmarker | Blaufarbung bei Anwesenheit von X-a-Gal v
hydrolysiert Melibiose zu Galaktose und Glucose)

Aurl-C

(dominante Mutante der Antibiotikum | Vermittelt Resistenz gegeniiber Aureobasidin A v v
Inositolphosphorylceramid Synthase)

lacZ aus E. coli O EETCT Blauférbung bei Anwesenheit von X-B-Gal

(B-Galaktosidase, sekretiert nicht) (nach Zellaufschluss!)

Sowohl fur die Selektion von Interaktionspartnern nach der Kotransformation als auch wahrend der
Selektion von Hefemutanten in Flussigkultur wurden die Farbmarker ADE2 oder MEL1 mit den
Selektionsmarkern HIS3 und Aurl-C kombiniert. Konkret wurde ein Minimalmedium verwendet, in
dem Histidin und Adenin fehlten und das zusétzlich 3-AT oder im Fall von Y2HGold Aureobasidin A
(AbA) enthielt. Im Folgenden wird das Selektivmedium mit alleiniger Selektion auf die Plasmide als
DO TrpLeu bezeichnet. Um die Selektionsbedingungen beziglich Y2H Interaktion hervorzuheben,
werden die weiteren Marker unterstrichen bzw. Zusétze mit angegeben (z. B. DO TrpLeuHis/3-AT
oder DO TrpLeuHisAde/AbA).
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Das Wachstumsverhalten von Hefekulturen in Minimalmedium mit hohem Selektionsdruck auf
Y2H Interaktion (durch Zugabe von 3-AT- bzw. AbA) wurde im Folgenden anhand verschiedener

Protein-Protein-Interaktionspaare ausgetestet.

3.1.1.1 Modellsystem p53 und grofR3es SV40 T-Antigen

Eines der Interaktionspaare auf das in dieser Arbeit zuriickgegriffen wurde, ist das Tumorsuppressor-
Protein p53, das an einige virale Onkogene bindet, darunter auch an das grof3e SV40 T-Antigen.
Dabei handelt es sich um ein gut untersuchtes Protein-Protein-Interaktionspaar, dessen starke
Interaktion im Y2H bereits Uberprift wurde (lwabuchi et al. 1993; Li et al. 1993).

In dem kommerziell erhaltlichen Y2H Kit (Clontech) sind neben den Leervektoren pGBKT7-BD
(Plasmidmarker TRP1) und pGADT7-AD (Plasmidmarker LEU2) fir die Klonierung eigener BD-bait
und AD-prey Fusionen auch ein Positiv- und Negativkontrollpaar enthalten. Als Positivkontrollpaar
diente das murine p53, das an die DNA-Bindedomane fusioniert ist (0 GBKT7-p53) und das T-Antigen,
das an die Aktivierungsdoméne kloniert wurde (pGADT7-T). Als Negativkontrolle diente das humane
Lamin C, das mit der BD fusioniert wurde (pGBKT7-Lam). Lamin C bildet keine Komplexe und

Interaktionen mit anderen Proteinen sind nicht bekannt (Bartel et al. 1993; Ye et al. 1995).
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Abb. 8. Wachstumsraten von Hefe-Kotransformanten in Abhangigkeit von 3-AT. AH109 wurde
mit pGADT7-T und pGBKT7-p53 bzw. pGBKT7-Lam kotransformiert (2.2.2.3) und auf
DO TrpLeu Agarplatten selektiert. Je funf Klone wurden in DO TrpLeuHis Flussigmedium mit 3-AT
Uber 48 h kultiviert und die Wachstumsrate bestimmt (2.2.2.5). Die Wachstumsraten der Hefen mit den
unterschiedlichen Interaktionspaaren lieRen sich mit 3-AT titrieren und Kkorrelierten mit den
vorhergesagten relativen Interaktionsstarken:

p53/T = starkes Interaktionspaar > schnelles Wachstum, hohe Wachstumsrate;

Lam/T = schwaches Interaktionspaar > langsames Wachstum, niedrige Wachstumsrate

Diese beiden Paare dienten in den ersten Protein-Protein-Interaktionsstudien als Positiv- und
Negativkontrolle. Der Y2H Stamm AH109 wurde mit pGBKT7-p53 und pGADT7-T bzw. pGBKT7-Lam
und pGADT7-T kotransformiert (2.2.2.3). Kotransformanten wuchsen auf DO TrpLeu Agarplatten. Nur
die Positivkontrolle lieferte aufgrund der Y2H Interaktion Klone auf DO TrpLeuHis Agarplatten. Der

Test auf Eigenaktivierung des Systems (pGADT7-T und pGBKT7-BD bzw. pGBKT7-p53 und
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pGADT7-AD) war negativ, so dass mit diesen beiden Proteinpaaren das Wachstumsverhalten in
Flissigmedium DO TrpLeuHis mit steigenden Konzentrationen an 3-AT untersucht werden konnte.

Die Zunahme der Absorption Uber 48 h wurde gemessen und daraus die Wachstumsrate berechnet
(2.2.2.5). Wie in Abb. 8 ersichtlich, sinkt bei der Positivkontrolle die Wachstumsrate mit zunehmender
Konzentration an 3-AT. Wie erwartet, zeigt die Negativkontrolle schon bei geringster Zugabe an 3-AT
kein Wachstum mehr. Eine Titration der HIS3-Expression in Fliissigkultur war demnach gegeben.

Zur Austestung der Empfindlichkeit des Y2H Systems wurden Interaktionspartner verschiedener
Interaktionsstarken im Y2H System in Flussigkultur miteinander verglichen. Da bei dem oben
beschriebenen Paaren keine Partner bekannt waren, die auf mittelstarke Interaktion schlie3en liel3en,

wurde ein weiteres Modellsystem etabliert.

3.1.1.2 Modellsystem Sam68 und SH3-Domé&nen

Das zweite Interaktionspaar, das in dieser Arbeit Anwendung fand, ist die Interaktion des humanen
Proteins Sam68 mit verschiedenen SH3-Domanen. Namengebend fiir Sam68 (Src-associated protein
during mitosis of 68 kDa) war seine Bindung an die c-Src-Kinase wahrend der Mitose (Fumagalli et al.
1994a; Taylor et al. 1994a). Sam68 enthalt eine KH-Domaéane (heterogeneous nuclear ribonuclear
protein K homology), die an RNA-Bindung beteiligt ist (Itoh et al. 2002), und mehrere Prolin-reiche
(PXXP)Motive, die bekannten Src homology-3 (SH3)-Bindestellen sehr &hnlich sind (Wong et al.
1992). Seine biologische Rolle ist vielfaltig: Regulation von RNA splicing, nukleozytoplasmatischer
Transport, mRNA Stabilitdt, Translation und Signaltransduktion, sowie Zellzyklus-Regulation
(Fumagalli et al. 1994a; Taylor et al. 1994a; Richard et al. 1995; Resnick et al. 1997).

In der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. R. Wagner (Universitatsklinikum Regensburg) wurde mittels
phage display die Wechselwirkung zwischen Sam68 und diversen SH3-Domanen untersucht (Kellner
et al. 2007, Asbach et al. 2010). Es zeigte sich, dass die SH3-Doméne von Yesl, einer Src (sarcoma)-
Tyrosinkinase, sehr gut mit Sam68 interagiert. Nach Generierung einer Yesl-library wurde nach
mehreren penning-Runden eine Variante (= Yesl-mut) mit sechs AS-Mutation im RT-loop selektiert,
die 67-fach besser mit Sam68 interagiert als der Yesl-Wildtyp (Yesl-wt). Zudem konnte mittels
phage display gezeigt werden, dass die SH3-Doméne von Ras-GAP, ein Protein der GTPase-
activating protein Familie (Pomerance et al. 1996), nicht mit Sam68 interagiert bzw. SH3 von
Intersectin 2, einem Protein der Clathrin-vermittelten Endozytose (Pucharcos et al. 2000), schwach mit
Sam68 interagiert. In dieser Arbeit wurde Uberprift, ob sich die durch Phagen-ELISA ermittelten
Interaktionsstarken (schwach — méaRig — stark — sehr stark) im Y2H System durch Abstufung der
Wachstumsgeschwindigkeiten von Hefe-Kotransformanten widerspiegeln lassen. Dies war
Voraussetzung, um in einem Evolutionssystem gut bindende Mutanten in einem Hefemutanten-
Gemisch mit unterschiedlichsten Wachstumsraten anzureichern.

Die urspriinglichen Y2H Plasmide pGBKT7 (Selektionsmarker TRP1, Kana®) und pGADT7
(Selektionsmarker LEU2, Amp") besitzen einen 2 pm Hefe-origin of replication (ori), so dass von
jedem Plasmid ca. 1.000 Kopien in einer Hefezelle enthalten sind. Passiert — im Hinblick auf die
Kombination mit einem Mutationssystem — auf einem Plasmid eine Mutation im prey-Gen, so dauert
es relativ lang bis sich dieses mutierte Gen/Plasmid durchsetzt. Im Gegensatz dazu gibt es CEN/ARS

Plasmide, die in nur 2 - 3 Kopien pro Zelle vorliegen. Passiert die Mutation auf einem der Kopien, so
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werden die Plasmide bei der ndchsten Zellteilung auf Tochter- und Mutterzelle verteilt. Das mutierte
Gen und die damit verbundene phanotypische Verédnderung kann sich mit einer hoheren
Wahrscheinlichkeit durchsetzen.

Weil in den Mutationssystemen die Mutation bevorzugt auf AD-prey gerichtet sein soll, wurden die
verschiedenen prey-Gene mit der kompletten Y2H Kassette in das CEN/ARS-Plasmid pRS315
umkloniert (pRS315-AD). Dieser Vektor enthélt zur Selektion in E. coli identisch zum urspringlichen
Vektor pGADT7 das Ampicillin-Resistenz (Amp~)-Gen bla und zur Selektion in Hefe ebenfalls das
LEU2-Gen. Die SH3-Doméanen wurden mit AD fusioniert, wodurch pRS315-AD-Yesl1-wt, pRS315-AD-
Yesl-mut, pRS315-AD-Intersectin und pRS315-AD-RasGAP entstanden.

Zur prey-spezifischen Mutagenese, die im folgenden Kapitel naher erlautert wird, wurde im zweiten
Y2H Plasmid pGBKT7 der starke ADH1-Promotor gegen den schwachen CYC1-Promotor
ausgetauscht. Nach Fusion von Sam68 mit DNA-BD entstand das Plasmid pGBKT7-CYCp-Sam68.
Der Hefestamm AH109 wurde mit den Sam68/SH3-Plasmiden kotransformiert. Zur Selektion der
Plasmidaufnahme wurden die Transformationsansétze auf DO TrpLeu Agarplatten plattiert; zur
Selektion von Y2H Interaktion auf TrpLeuHis/100 mM 3-AT/X-a-Gal. Die Spaltung von X-a-Gal ist
durch die Expression des Y2H Reporters MEL1 méglich und fuhrt zur Blaufarbung der Hefekolonien
auf Agarplatten (3.1.1). Dieser Farbmarker ermdglichte visuell eine graduelle Unterscheidung
zwischen Protein-Protein-Interaktionsstarken auf Agarplatten. Die Hefen mit den Proteinpaaren
Sam68/Intersectin und Sam68/RasGAP konnten auf Platten mit 100 mM 3-AT keine Kolonien
ausbilden. Es zeigte sich klar, dass die Blaufarbung der Hefekolonien mit Sam68/Yes1-wt bzw. -mut
mit der relativen Interaktionsstéarke des phage display korrelierte. Um die relativen Interaktionsstarken
mittels Y2H zu bestimmen, wurden Wachstumskurven von je zehn Hefeklonen aufgenommen (2.2.2.5)

und die mittlere Wachstumsrate pro Stunde bestimmt (Abb. 9).
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Abb. 9. Korrelation von Interaktionsstarke und Wach stumsrate. AH109 wurde mit pGBKT7-
CYCp-Sam68 und pRS315-AD-prey kotransformiert (2.2.2.3) und auf DO TrpLeu Agarplatten
selektiert. Pro Kotransformante wurden zehn Einzelklone in DO TrpLeuHis (+/- 3-AT) Flissigmedium
fir 48 h kultiviert und die Wachstumsraten bestimmt (2.2.2.5). Die ermittelten Wachstumsraten der
Hefekulturen korrelieren mit den relativen Protein-Protein-Interaktionsstarken des phage displays.

Hefen mit dem Nicht-Interaktionspaar Sam68/RasGAP konnten mit Zugabe von 100 mM 3-AT

komplett an ihrem Wachstum gehindert werden. Auf den Transformationsplatten DO TrpLeuHis
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konnten sie wie erwédhnt keine Kolonien ausbilden, also nicht wachsen; in Flissigkultur hingegen
schon, wenn auch langsam. Dies ruhrt daher, dass Vorkulturen von DO TrpLeu in DO TrpLeuHis
Uberimpft wurden. Die Hefezellen hatten demnach noch intrazellulare Histidin-Vorrate, die es
ermoglichten, trotz fehlender Y2H Interaktion in Selektivmedium langsam zu wachsen. Zudem ist
bekannt, dass Hefen Nahrstoffe der sterbenden Nachbarklone nutzen (Kannibalismus/cross-feeding,
Pfeiffer et al. 2004)). Hefen mit Sam68/Intersectin wuchsen besser als Hefen mit dem Nicht-
Interaktionspaar aber langsamer als Hefen mit den beiden Sam68/Yes1-Paaren. Diese verhielten sich
in DO TrpLeuHis-Medium relativ ahnlich. Durch Zugabe von 3-AT wurde deutlich, dass Yes1l-mut
besser mit Sam68 interagiert als Yesl-wt. Tab.43 zeigt zusammenfassend die relativen

Interaktionsstarken die im Y2H ermittelt wurden im Vergleich zu denen des phage displays.

Tab. 43. Relative Interaktionsstarken zwischen Sam68/SH3-Domaéanen

Relative Interaktionsstarke im

AH109- phage display | Y2H System
Sam68/Yesl-mut +++ +++
Sam68/Yesl-wt ++ ++
Sam68/Intersectin + +
Sam68/RasGAP - )

Mit den Wachstumstests basierend auf Y2H Interaktion konnte gezeigt werden, dass sich mit dem
Y2H System die Protein-Protein-Interaktionsstarke im Wachstumsverhalten sowohl auf Agarplatte als
auch in Flussigkultur mit 100 mM 3-AT abbilden lasst. Protein-Protein-Interaktionstarke, Menge an
exprimiertem Y2H Reporter und Wachstumsrate korrelierten. Somit war die Kopplung von Genotyp
und Phéanotyp in dem Modellsystem Sam68/SH3 erfullt.

Die Mutations-/Selektionssysteme sollten mit einem einfachen Modellsystem etabliert werden. Dabei
sollten durch Punktmutationen in der kodierenden Sequenz prey-Proteinvarianten entstehen, die sehr
viel besser mit bait interagieren als das urspriinglich eingesetzte prey-Protein. Uber
Wachstumsvorteile sollten Hefen mit den besseren Interaktionspartnern selektiert werden. Je gréR3er
die Wachstumsunterschiede, desto schneller erfolgt die Selektion. Um im Zuge der Etablierung die
Dauer der Selektion zu reduzieren, wurden gezielt schlechte Yesl-Varianten hergestellt, die mit
Sam68 verminderte Protein-Protein-Interaktion zeigen. Dazu wurden mittels qcPCR (2.2.3.1) gezielt
Punktmutationen in Codons konservierter Aminosauren von Yesl-wt eingefiigt (Abb. 10). Die Auswahl
der konservierten Bereiche wurde mithilfe von AS-Sequenzvergleichen verschiedener Tyrosinkinasen

aus der Src-Kinase Familie getroffen (Martin-Garcia et al. 2007).

170 175 180 185 190 195 200 205
| | | | | | | |
Yesl-wt [ ... TIFVALYD YEARTTE DLSFKKG ERFQIINNTEGD WWEARS..

%l : I RT-loop %2 ": n-Src-loop %3 ":

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
[ | Jooe] | | [ooo] | [ s s
Yesl-wt ACCATCTTTGTCGCCCTGTATGATTATGAAGCCCGTACCACCGAAGGTCCTTTAAAAAAGGTGAACGTTTCCAGATTATCAACAACA
Yes1-Y177H .. .C . .
Yes1-D184G ...
Yes1- E191G ...
Yes1- W203R ..

.G.

Abb. 10. Nukleotidsequenz- alignment zwischen der SH3-Doméane von Yesl-wt und deren
Varianten. Die generierten Yesl-Varianten enthalten jeweils in unterschiedlichen konservierten
Bereichen einen Nukleotidaustausch und sind entsprechend ihrem AS-Austausch benannt, wobei der
ORF mit der Aktivierungsdoméane beginnt. Die AS-Sequenz von Yesl-wt ist Uber den
Nukleotidsequenzen dargestellt, mit schematischer Darstellung der Sekundarstruktur.
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Die relativen Interaktionsstarken zwischen Sam68 und der vier generierten Yesl-Varianten, die sich
unmittelbar nach der Kotransformation von Y2HGold mit pGBKT7-CYCp und pRS315-AD-prey auf
unterschiedlich stringenten Selektionsplatten zeigten, sind in Tab. 44 dargestellt. Die Interaktion
zwischen Sam68 und Yes1-Y177H bzw. Yes1-D184G war um 50% reduziert, die von Sam68/Yes1-
E191G war auf 10% reduziert. Durch Mutation von W203R wurde das WW-Motiv zerstort und dadurch
auch die Fahigkeit an das Prolin-reiche Sequenzmotiv (PXXP) von Sam68 zu binden (Chen et al.
1995), wodurch die Affinitat zwischen Sam68 und Yes1 drastisch reduziert wurde. Da alle Agarplatten
mit Selektionsdruck auf Y2H Interaktion leer blieben, wurde weder HIS3 noch Aurl-C exprimiert,

wodurch Yes1-W203R fir die Etablierung von neuen Evolutionssystemen sehr geeignet war.

Tab. 44. Relative Y2H-Interaktionsstarken von Sam68/Yesl1-Varianten auf Selektionsplatten

Wachstum auf Selektionsplatten
Kotransformation DO TrpLeuHis DO TrpLeuHis DO TrpLeuHis Relative Y2H
von Sam68/Yesl mit 100 mM 3-AT mit 64 nM AbA | Interaktionsstérke
Yesl-wt ++ ++ ++ 100%
Yes1-Y177H + ) ) 50%
Yes1-D184G + +) +) 50%
Yesl-E191G + - - 10%
Yes1l-W203R - - - 0%

Fur die folgenden Evolutionsexperimente wurden die Wachstumsraten in Flussigselektivmedium mit
Einfluss von 3-AT bzw. AbA ermittelt (Abb. 11). Die Hefekulturen mit Sam68/Yes1-W203R wuchsen in
DO TrpLeuHis sehr langsam und konnten mit Zugabe von 100 mM 3-AT bzw. 136 nM AbA schlieflich
komplett am Wachstum gehindert werden. Aufgrund der schwachen Interaktion mit Sam68 wird Yes1-
W203R im Folgenden als Yesl-weak bezeichnet.
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Abb. 11. Wachstumsraten von Y2HGold mit Sam68/Yesl- wt bzw. Sam68/Yesl- weak. Y2HGold
wurde mit pGBKT7-CYCp-Sam68 und pRS315-AD-prey kotransformiert und auf DO TrpLeu
Agarplatten selektiert. Je zehn Einzelklone wurden in DO TrpLeuHis mit 3-AT bzw. AbA
Flissigmedium Uber 48 h kultiviert. Die Wachstumsraten von beiden Interaktionspartnern lassen sich
sowohl mit 3-AT als auch mit AbA titrieren. Hefen mit dem schwachen Interaktionspaar Sam68/Yes1-
weak stellen ab 100 mM 3-AT bzw. 136 nM AbA das Wachstum ein.
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Durch Verénderung des WW-Motivs (W203R) aufgrund einer Punktmutation wurde eine Yesl-
Variante generiert, die mit Sam68 kaum Interaktion aufweist. Ausgehend von Yesl-weak sollte durch
verschiedene Mutagenesesysteme Yesl-wt oder andere besser interagierende Varianten generiert
und aufgrund der starkeren Interaktion mit Sam68 und dem resultierenden Wachstumsvorteil der
Hefen in DO TrpLeuHis (mit 3-AT/AbA) selektiert werden kénnen.

3.1.2 Besseres Y2H Interaktionspaar setzt sich in M ischkultur durch

Das Y2H System sollte in dieser Arbeit dafiir genutzt werden, um in Flissigkultur schnell wachsende
Hefen (mit guten Interaktionspartnern) unter einer Mehrheit langsamer wachsenden Hefen (mit
schlechten Interaktionspartnern) anzureichern. In Vorversuchen wurde am Modellbeispiel
Sam68/Yesl geprift, ob dies unter gegebenen Selektionsbedingungen moglich ist. In einer
gemischten Hefekultur bestehend aus Hefen mit Sam68/Yesl-wt (starke Interaktion) und
Sam68/Yesl-weak (schwache Interaktion) sollten nach Selektion nur Hefen mit Sam68/Yesl-wt
Uberleben.

AH109 wurde mit pGBKT7-CYCp-Sam68 und pRS315-AD-Yesl-wt bzw. -Yesl-weak kotransformiert
(2.2.2.3). Die beiden Vorkulturen AH109-Sam68/Yesl-wt bzw. AH109-Sam68/Yesl-weak wurden in

zwei verschiedenen Anfangsverhaltnissen gemischt, anschlieend in DO TrpLeuHisAde kultiviert

(2.2.2.10), die Wachstumsraten berechnet (2.2.2.5) und die Entwicklung verfolgt. Der praktische
Wachstumsverlauf wurde mit dem theoretisch berechneten Verlauf der Selektion verglichen, wobei die
in Abb. 11 gezeigten durchschnittlichen Wachstumsraten zu Grunde gelegt wurden: 46% bei Hefen
mit Sam68/Yesl-wt und 5% bei Sam68/Yesl-weak. Zur Quantifizierung des vorliegenden
Verhaltnisses von Hefen mit Sam68/Yesl-wt und Sam68/Yesl-weak wurde Zellmaterial aus
Flussigkultur geerntet, Plasmide isoliert, diese durch Transformation von E. coli vereinzelt und die

Yesl-Bereiche nach cPCR von 48 Bakterienklonen sequenziert (2.2.2.10).

Mischkultur im Verhéltnis 1:100

Beim ersten Selektionswettbewerb wurde die Mischkultur im Zellzahl-Verhéltnis 10*:10° (= AH109-

Sam68/Yesl-wt : AH109-Sam68/Yesl-weak) angeimpft. Die beiden Kontrollkulturen enthielten jeweils
die entsprechende Zellzahl der reinen Hefekultur (AH109-Sam68/Yesl-weak oder AH109-
Sam68/Yes1-wt).

Laut theoretischer Berechnung sollte nach 35 Stunden die Mischkultur zu 100% aus Sam68/Yes1-wt
bestehen. Tatsachlich gelang es nach 44 Stunden den anfanglichen Gehalt von 1% Yesl1-wt auf 94%
anzureichern. Nach 72 h (nach einmaligem Uberimpfen im Verhaltnis 1:100) konnten zu 100% Yes1-
wt Sequenzen identifiziert werden, so dass man davon ausgehen kann, dass diese Kultur auch zu
100% aus Hefezellen mit Sam68/Yesl-wt bestand. Aufgrund des Farbmarkers ADE2 konnte
beobachtet werden, dass die Mischkultur anfangs rosa gefarbt war und nach dem Uberimpfen in
frisches Medium weil3 blieb, so dass auch optisch die Selektion von Hefen mit starken
Interaktionspartnern verfolgt werden konnte.

Die theoretisch und tatsachlich ermittelten Zeitpunkte an denen der starke Binder zu 100% in der
selektierten Mischkultur enthalten ist, weichen um ca. 10 h voneinander ab. Durch Vergleich der

Kontroll-Reinkulturen lie3 sich dies damit erklaren, dass Hefen wenn sie dinn angeimpft werden
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(< 10° Zellen/ml) langsamer wachsen als in der spéter dichteren Kultur. Die Anfangzellzahl wurde
jedoch mit Absicht so niedrig eingestellt, damit die Mischkultur selten tberimpft werden musste, um
Verfalschungen zu vermeiden.

Mit diesem Versuch wurde erstmals gezeigt, dass aus einer Mischkultur mit einem anfénglichen
Mischungsverhéltnis von 1:100 der bessere Binder Uber Y2H-Interaktionsstarke selektiert werden
kann.

Mischkultur im Verhaltnis 1:10°

Im Hinblick auf die Situation im gekoppelten Mutations-/Selektionssystem, in dem sich eine Mutante
gegen eine Vielzahl an Nicht-Mutanten durchsetzen kénnen muss, wurde das Mischungsverhaltnis im
zweiten Selektionswettbewerb auf 1:10° gesteigert (2.2.2.10). Rechnerisch wurde eine einzelne
Hefezelle mit Sam68/Yesl1-wt und eine Million langsam wachsender Hefezellen mit Sam68/Yes1-weak
in Flassigkultur gemischt und als Kontrolle wiederum Reinkulturen mit entsprechender Zellzahl
angeimpft. Die Wachstumsraten der Misch- und Reinkulturen sowie der Sequenzanteil an Yesl-wt
wurden ermittelt. Abb. 12 zeigt die theoretische Zellzahlentwicklung der beiden Interaktionspartner
sowie die Yesl-wt-Anteile in der Mischkultur. Bedingt durch die geringe Anfangszellzahl ergibt sich
eine lag-Phase, die zur Verschiebung der gesamten Wachstumskurve um ca. 8 h fuhrt. Des Weiteren
verhielt sich die Mischkultur entsprechend der vorhergesagten Wachstumsrate. Nach 47 h waren 97%
und nach 68 h waren 100% der Sequenzen Yesl-wt. Somit wurde gezeigt, dass sich tatsachlich auch

eine schnell wachsende Hefezelle unter einer Million langsamer wachsenden Hefezellen durchsetzen

kann.
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Abb. 12. Theoretische und praktische Entwicklung ei ner Hefemischkultur. AH109-Sam68/Yes1-
wt und AH109-Sam68/Yes1-weak wurden im Zellzahl-Verhaltnis 1:10° gemischt und in DO TrpLeuHis
selektiert. Die dinnen Linen (orange, blau) zeigen die Zunahme der Zellzahl der schnell und langsam
wachsenden Klone. Die daraus resultierende Wachstumsrate ist in blauer Strichlinie dargestellt. Die
dicken Linien (orange, blau) geben den prozentualen Anteil von Yesl-wt und Yesl-weak in der
Mischkultur wider. Nach 47 und 68 h unter selektiven Wachstumsbedingungen wurden in der
Gesamtkultur zu 93 bzw. 100% Yesl-wt Sequenzen identifiziert, was den Erwartungen entsprach,
dass sich Hefen mit dem besseren Interaktionspaar anreichern und schlief3lich durchsetzen.
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In diesen Selektionswettbewerben zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Wachstumsrate, sobald sich
in der Mischkultur tber 20% der schnell wachsenden Kultur angereichert hatte. Dies lie? wiederum
darauf schlie3en, dass die Anreicherung von schneller wachsenden Mutanten in einer Hefekultur tiber
den Anstieg der Wachstumsrate verfolgt werden kann.

Mit diesen Mischversuchen konnte insgesamt gezeigt werden, dass Hefen mit einem starken
Interaktionspaar tatsachlich den Wachstumsvorteil in DO TrpLeuHis-Fliissigmedium dazu nutzen
kénnen, sich gegen Hefen mit einem schwachen Interaktionspaar durchzusetzen. In dem hoheren
Mischungsverhltnis hat es wie erwartet einige Stunden langer gedauert bis sich der bessere

Interaktionspartner durchgesetzt hat.

3.1.3 Zusammenfassung Selektion von Protein-Interak  tionspartnern in Flissigkultur
In diesem Kapitel wurde das Y2H Selektionssystem in Flissigmedium fir die Anwendung im
Evolutionssystem ausgetestet. Dabei ist folgendes festzuhalten:
- Interaktionpaare p53/T und Sam68/SH3-Doméanen kdénnen fur Etablierung der Mutationssys-
teme verwendet werden
- Protein-Protein-Interaktionsstarke korreliert mit Wachstumsrate
- HIS3 und Aurl-C eignen sich als titrierbare Y2H Reporter in Fliissigmedium
- ADEZ2 kann in Flussigmedium als Farbmarker verwendet werden
- Y2H Selektion in Flissigkultur ist nicht so stringent wie auf Agarplatten, aber funktioniert
- schneller wachsende Hefen mit starken Interaktionspartnern kénnen sich in den Mischkulturen
entsprechend den Erwartungen durchsetzen
- Anreicherung von schneller wachsenden Mutanten wird durch Anstieg der Wachstumsrate
sichtbar
Fazit: Mithilfe der Y2H Marker HIS3 und Aurl-C kann in Flussigkultur graduell zwischen schwachen,
mafigen bzw. guten Proteinaffinititen unterschieden werden. Folglich kann dieses Y2H

Selektionssystem mit verschiedenen Mutationssystemen gekoppelt werden.

Wie in 1.2.1 erlautert, gibt es zwei Arten, um Mutationen in Nukleinsduren einzufiigen. Bei den
gerichteten Systemen werden Mutationen gezielt innerhalb einer definierten Region in der
Erbsubstanz eingefligt. Hingegen passieren bei den ungerichteten Systemen Mutationen an zufélligen
Stellen im Genom bzw. in episomalen Plasmiden. In dieser Arbeit soll gezielt einer der beiden Protein-
Protein-Interaktionspartner verandert werden. Fir diesen Zweck ist sicherlich ein gerichtetes
Verfahren zu bevorzugen. Der Nachteil einer ungerichteten Mutagenese wird im Folgenden kurz

aufgezeigt.
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3.2 Ungerichtete Mutagenese durch Ethylmethansulfon at

Die Zufallsmutagenese wird auch heute immer noch angewendet, um das Genom verschiedenster
Organismen wie Drosophila melanogaster, Arabidopsis thaliana oder S. cerevisiae zu verandern.
Dabei werden UV-Strahlung (James et al. 1977), Transposons (Takahashi et al. 2001) und chemische
Mutagene wie Ethylmethansulfonat (EMS) (Hapala et al. 2005) genutzt, um zuféllige DNA-Mutationen
einzufigen. Auf diese Weise werden Organismen mit veranderten Eigenschaften generiert und

entsprechend der gesuchten Funktion durchmustert.

3.2.1 Das mutagene Agens Ethylmethansulfonat

Ethylmethansulfonat (EMS) gehért zur Gruppe der alkylierenden Agenzien. EMS kann Ethylreste auf
Guanin Ubertragen wodurch O6-Ethylguanin entsteht (Abb. 13). Diese veranderte Base kann mit
ihrem Cytosin-Partner nur noch zwei Wasserstoffbricken ausbilden. Bei der DNA-Replikation paart
06-Ethylguanin mit Thymin (zwei Wasserstoffbriicken) und im folgenden Replikationszyklus paart
Thymin mit Adenin. So wird aus dem urspriinglichen G-C Basenpaar ein A-T Paar (Haughn et al.
1990; French et al. 2006). EMS flugt also als Folge von Nukleotid-Substitutionen zuféllig Mutationen

ein.

Guanine O-6-Ethylguanine Thymine

Abb. 13. Alkylierung von Guanin durch EMS.
G=c —> AT Erlauterungen siehe Text.
Quelle: http://www.immuneweb.com

In Hefe ist die EMS-induzierte Mutagenese eine beliebte Methode, um beispielsweise Bioethanol-
Produzenten herzustellen (Mobini-Dehkordi et al. 2008). Eine Hefekultur wird mit 3 - 5% EMS fiir 20 -
60 min geschiittelt (Amberg et al. 2005) und die Mutationsreaktion anschlieend durch die Zugabe
von Natriumthiosulfat (Endkonz. 4%) abgestoppt. Je langer die Hefezellen in EMS inkubiert werden,
desto mehr Mutationen etablieren sich, doch desto hdher wird auch die Mortalitatsrate. Mutationen
werden also in der Regel innerhalb kurzer Zeit eingefiigt und im Anschluss daran die resultierenden
Mutanten durchmustert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde basierend auf dem mutagenen Agens EMS
ein ungerichtetes, aber kontinuierliches Mutationssystem entwickelt und Hefemutanten mit

verbesserten Wachstumseigenschaften selektiert.

3.2.2 EMS-induzierte Wachstumsraten-Steigerung aufg  rund genomischer Mutationen

Ziel dieser Arbeit war es, Mutationen kontinuierlich einzufigen, denn Mutation und Selektion sollen
Uber mehrere Generationen hinweg stattfinden, um schrittweise ein Interaktionspaar zu verbessern.
Da EMS in hohen Konzentrationen abhangig von der Dauer der Behandlung toxisch wirkt, wurde
zunachst ermittelt, bei welcher EMS-Konzentration die Hefekultur zwar Uberleben kann und dennoch

geniigend viele DNA-Mutationen eingefiigt werden.
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AH109 wurde mit pGBKT7-p53 (Plasmidmarker TRP1) und pGADT7-T (Plasmidmarker LEU2)
(3.1.1.1) kotransformiert (2.2.2.3). EMS sollte die DNA von einem oder beiden Interaktionspartnern so
verandern, dass die Protein-Protein-Interaktion verbessert wird. Schneller wachsende Mutanten
sollten in Selektionsmedium angereichert werden.

AH109-p53/T wurde in DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT angeimpft. EMS wurde zu 1%, 0,1% und 0,01%
bzw. 0% zugesetzt (2.2.2.11). Von den vier Kulturen wurde die Zunahme der Absorption Uber die Zeit
gemessen. Abb. 14 zeigt den Wachstumsverlauf Gber 80 Stunden hinweg. Es war deutlich erkennbar,
dass die Kultur mit 1% EMS (dunkelblau) nach 24 h nicht mehr wuchs, sondern die Hefezellen
abstarben. Der Zusatz von 0,01% EMS schien hingegen wenig Einfluss auf das Wachstum zu haben;
die Wachstumskurve gleicht der der Kontrolle ohne EMS-Zusatz (hellblau). Die Hefekultur mit
0,1% EMS wuchs anfangs langsam und erhielt nach 47 und 72 h einen Wachstumsschub (Pfeil), was
vermuten lie3, dass sich zu diesen Zeitpunkten neue Mutanten mit verbessertem Wachstum

angereichert hatten.

0,6 A
0,00 % EMS
—4— 0,01 % EMS
0,4 +H —8—0,10 % EMS A
—e— 1,00 % EMS /
0.2 s

o )
N4 /
N2 e

Ny

N/ : .

Wachstumsschub

log ODgy,

4

Abb. 14. Einfluss der EMS-Konzentration auf das Wac  hstum von Hefen. AH109-p53/T wurde mit
0-1% EMS fur insgesamt 80 h in DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT kultiviert, wobei die stationdren
Hefekulturen nach 32 h in frisches Medium udberimpft wurden (2.2.2.11). Die steigende EMS-
Konzentration wirkt sich negativ auf die Vitalitdt der Hefekultur aus. Der Zusatz von 0,10% EMS wirkte
mutagen, wodurch sich in der Hefekultur Wachstumsschiibe zeigten.

Fur weitere Analysen wurden die vier EMS-Kulturen ausplattiert, mit rechnerisch 10° Hefen auf
DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT Platten. Wildtypische AH109-p53/T-Klone bildeten in der Regel auf
Agarplatten mit 100 mM 3-AT nach 3 Tagen Kolonien im Durchmesser von 2 mm aus (14%
Zuwachs/h), ohne 3-AT dauert es hingegen nur 2 Tage (42% Zuwachs/h). Die Platten der EMS-
Kulturen wurden lediglich 2 Tage bebritet. Sind Mutanten entstanden, die tatsdchlich schneller
wachsen als Wildtyp, sollten sie schon nach 2 Tagen auf 100 mM 3-AT Platten merklich gréRer
gewachsen sein.

Von der 1% EMS-Kultur hat (wie aus der Wachstumskurve in Abb. 14 bereits ersichtlich) kein einziger
Klon tberlebt, die Agarplatten blieben leer. Bei der 0% EMS-Kultur bzw. 0,01% EMS-Kultur haben 10°
bis 10° Kolonien tiberlebt, die als schwacher Rasen sichtbar wurden. Bei der 0,1% EMS-Kultur war ein

schwacher Hintergrund von 3.000 Kolonien erkennbar; zusatzlich tauchten interessanterweise
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100 grof3e Kolonien auf, die deutlich schneller gewachsen waren (Durchmesser ca. 2 mm). Diese
grofRen Kolonien waren die potenziell EMS-mutierten Klone, die weiter untersucht wurden. Ob dieses
verbesserte Wachstum auf bessere Protein-Protein-Interaktion zwischen p53 und T-Antigen
zurlickzufiihren ist, oder ob Veranderungen des Genoms stattgefunden haben, wurde bei den
anschlieBenden Analysen geklart.

Der EMS-mutierte Hefestamm mit dem Interaktionspaar p53/T wird im Folgenden als AH109-EMSmut-
p53/T bezeichnet. Die Wachstumsraten von zehn Einzelklonen im Vergleich zu AH109-p53/T wurden
in DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT und DO TrpLeu bestimmt. Die Wachstumsraten der zehn EMSmut-
Klone schwankten in DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT zwischen 23 und 38% Zuwachs/h. Im Mittel war die
Wachstumsrate der EMSmut-Klone etwa doppelt so hoch wie die der nicht-mutierten Klone
(Abb. 15A). Bei Selektion auf die beiden Plasmidmarker (ohne Y2H Interaktion) zeigten sowohl EMS-
mutierte Klone als auch nicht-mutierte Klone identische Wachstumsraten (ohne Abbildung). Somit
wiesen die EMS-mutierten Hefeklone nicht generell besseres Wachstum auf, sondern speziell in

Histidin-freiem Medium.
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Abb. 15. Gesteigerte Wachstumsraten EMS-mutierter H  efeklone. AH109-EMSmut-p53/T wurden
im Vergleich zu AH109-p53/T in DO TrpLeuHis mit 3-AT flur 48 h kultiviert. A. Die Wachstumsrate
zehn mutierter Hefeklone war im Mittel doppelt so hoch wie die der nicht-mutieren Hefekulturen. B.
Die Wachstumsrate der beiden EMS-mutierten Einzelklone Al und G1 war unter stringenten
Bedingungen stets hdher als die von AH109-p53/T.

Um die anschlieBenden Analysen einzugrenzen, wurden aus den zehn getesteten AH109-EMSmut-
p53/T Klonen zwei Klone (Al, G1) ausgewahlt, die in DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT die groRten
Wachstumsraten zeigten. Wachstumstests in stringentem Selektionsmedium machten deutlich, dass
die Wachstumsraten von Al und G1 durch 3-AT titriert werden konnten (Abb. 15B). Wahrend AH109-
p53/T bei 300 MM 3-AT nicht mehr wuchsen, wiesen die EMSmut-Stamme noch eine beachtliche
Wachstumszunahme von 10% (Al) bzw. 17% (G1) pro Stunde auf. Somit beeintrachtigt 3-AT das
Wachstum von Al und G1 weniger stark als das von AH109-p53/T. Die reduzierte Empfindlichkeit war
ein Hinweis darauf, dass in den EMS-Mutanten mehr HIS3 exprimiert wird. Dies konnte wie angestrebt

aufgrund verbesserter p53/T-Interaktion verursacht worden sein. Dann musste die Mutation in der
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prey oder bait DNA stattgefunden haben und auf den Plasmiden identifiziert werden kénnen. So
wurde zunéchst Uberprift, ob das Einbringen der potentiell mutierten Y2H Plasmide in einen
wildtypischen Hefestamm den Effekt der verbesserten Y2H Interaktion zeigt (Abb. 16, rechter Pfad).
Dazu wurden beide Plasmid-Arten aus AH109-EMSmut isoliert und in E. coli vereinzelt (2.2.2.8,
2.2.1.5). Der wildtypische Hefestamm AH109 wurde im Anschluss mit jeweils potentiell mutierten und
unmutierten Plasmidpraparationen (p53mut/T bzw. p53/Tmut) kotransformiert (2.2.2.3). Die
Wachstumsraten/h von jeweils zehn unabhéngigen Kotransformanten war in
DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT identisch zu den Kontrollkulturen AH109-p53/T (15%). Da den Hefen
keine Wachstumsvorteile vermittelt wurden, haben folglich auf den Plasmiden (bzw. in p53 oder T)
keine Mutationen stattgefunden. Die durch EMS ausgeldste Mutation konnte ebenso genomisch ein
beliebiges Enzym des Histidin-Biosynthesestoffwechsels verandert haben, so dass Wachstum in
Histidin-freiem Medium mdglich wurde. Deswegen wurde des Weiteren untersucht, ob der EMSmut-
Hefestamm mit frisch transformierten Plasmiden in DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT besser wachsen kann
(Abb. 16, linker Pfad).

Schnelleres Wachstum durch Mutation auf
Plasmiden oder im Genom?

O

AH109-EMSmut-p53/

1A. AH109-EMSmut kurieren 1B. Plasmidisolation
2A. Transformation von 2B. Transformation von
AH109-EMSmut mit p53/T wt-AH109 mit p53/T und

wt-AH109 mit p53/

AH109-EMSmut-p53/],

AH109-p53/T AH109-p53/
Wachstumsrate/h in Wachstumsrate/h in
DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT
AH109-EMSmut-pS3/T | ~31% AH109-EMSmut-p53/T | ~31%
AH109-EMSmut-p53/T | ~33% AH109-p53/T 5%
AH109-p53/T (Ko.) 15%
AH109-p53/ 15%
- Schnelleres Wachstum AH109-053/T (Ko.) 15 %
durch Mutation im Genom! i

Abb. 16. Uberblick der durchgefiihrten Analysen von AH109-EMSmut-p53/T zur Klarung ob
EMS eines der Plasmide oder das Hefegenom verdndert  hat. Details siehe Text.
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Fur die Analysen des potentiell mutieren Hefestammes wurde dieser von den Plasmiden kuriert
(2.2.2.7). So entstanden die beiden AH109-EMSmut-Stamme Alkur und Glkur. Sie zeigten in
Minimalmedium (inklusive aller Aminosauren) das gleiche Wachstumsverhalten wie AH109. Hat
tatsachlich im Genom eine Basenveranderung stattgefunden, so verhilft sie dem Hefestamm nicht
generell zu besserem Wachstum, sie ist Histidin-spezifisch.

Jeweils zwei Klone von Alkur und Gilkur wurden mit den Y2H Plasmiden pGADT7-T-Antigen und
pGBKT7-p53 kotransformiert (2.2.2.3). Zum GroRenvergleich der Kolonien wurde der wildtypische
Hefestamm AH109 ebenso kotransformiert. Die Selektion erfolgte auf DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT
Agarplatten. Tatsachlich formten die Kotransformanten Alkur- und G1kur-p53/T nach 2 Tagen
Inkubation grofRere Kolonien als AH109-p53/T. Pro Hefestamm wurden fiinf Kotransformanten in
DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT Flussigmedium angeimpft, um die Wachstumsraten zu ermitteln
(2.2.2.5). Daraus war klar ersichtlich, dass die Kotransformanten der EMSmutkur-Stamme doppelt so
schnell wuchsen wie die des wt-Stamms. Diese Tatsache bestérkte den Verdacht, dass die Mutation
im Genom eine Veréanderung herbeiftihrte, die A1/G1 zu besserem Wachstum ohne Histidin befahigt.
Mdgliche Gene dafur waren am Histidin-Biosynthesestoffwechsel beteiligte. Die Mutationen ortsgenau
zu lokalisieren lag jedoch aul3erhalb des Ziels dieser Arbeit.

Durch Kopplung von EMS-induzierter Mutagenese und Y2H Selektion wurden Hefen selektiert, die in
Histidin-freiem Medium schneller wachsen als wt-Hefen. Dass die Mutationen nicht in den
Y2H Partnern BD-p53 oder AD-T-Antigen stattgefunden haben, sondern genomischer Natur waren,
verdeutlicht, dass das Selektionsergebnis vom screening-System abhangt: ,You get what you screen
for.* (Schmidt-Dannert et al. 1999). Nur wenn Mutationen ortsgerichtet in die Interaktionspartner
eingefuhrt werden, ist die Wahrscheinlichkeit gro3 genug, dass die selektierten Hefen aufgrund

verbesserter Y2H Interaktion besser wachsen.

3.2.3 Zusammenfassung EMS-induzierte, ungerichtete Mutagenese

- kontinuierliche in vivo Mutagenese mit EMS wurde etabliert
- Hefemutanten mit Wachstumsvorteilen in Selektivmedium wurden generiert und selektiert
- EMS-induzierte Mutationen fanden wie erwartet ungerichtet statt: Hefegenom statt bait-/prey-
Genabschnitte wurden mutiert
Fazit: Zur Verbesserung von Protein-Protein-Interaktionspartnern wird die Etablierung eines

gerichteten Mutationssystems bevorzugt!

Im Folgenden wird die Entwicklung von gerichteten DNA- bzw. RNA-Mutationssystemen vorgestellt.
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3.3  Gerichtete Mutagenese durch RNA abhangige RNA-R  eplikasen

Das Genom von RNA-Viren wird durch RNA-abhangige RNA Polymerasen (RdRP, Replikase)
repliziert. Diese Enzyme zeichnen sich durch hohe Fehlerraten aus, was auf deren fehlender
proof reading-Aktivitat beruht. Ohne DNA-Zwischenstadium lauft die Replikation schnell und einfach
ab. Aufgrund dessen wurde die Etablierung eines autonomen RNA-Replikons bestehend aus RNA
und Replikase vorangetrieben. Ziel dieser Arbeit war es, in Hefe ein kontinuierliches Evolutionssystem
zu entwickeln, bestehend aus der Y2H Selektionsmethode und einem gerichteten Mutationssystem,
das basierend auf einem RNA-Replikon folgendermaRen ablaufen sollte: BD-bait und die zu
verdndernde AD-prey DNA werden in den Hefezellkern geschleust, dort zu mRNA transkribiert und ins
Zytoplasma ausgeschleust. Dort soll gezielt nur die einzelstrangige AD-prey mRNA in den
fehlerbehafteten Replikationszyklus eintreten. Eine Replikase repliziert den Plusstrang der
einzelstrangigen RNA (ssRNA) indem sie den Minusstrang bildet, der wiederum als template zur
Plusstrangsynthese dient. Da die Replikase keine proof reading-Aktivitat besitzt, werden die RNA-
Replikate z. T. fehlerhaft repliziert (rote Markierung, Abb. 17). Fehler haufen sich mit jedem
Replikationszyklus an. Die daraus resultierenden (+)RNA-Molekiile dienen gleichzeitig als templates
fir die Translation. Es entstehenden AD-prey Proteinvarianten. Je besser die Protein-Protein-
Interaktion zwischen bait und prey-Varianten, desto mehr Y2H Reporter (HIS3, Aurl-C) wird exprimiert
und umso besser kann die Hefezelle mit dem guten Interaktionspaar in Selektivmedium wachsen.
Durch die kontinuierliche RNA-Replikation werden tUber mehrere Generationen hinweg prey-Varianten
erzeugt, die sich an verschiedensten Positionen zum urspriinglich eingesetzten prey unterscheiden
und letztendlich durch Selektion des besten Protein-Protein-Interaktionspaares zum perfekten Binder

evolviert werden.
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Abb. 17. Kontinuierliches Evolutionssystem kombinie rt aus autonomer RNA-Replikation und
Y2H Selektion. Erklarung siehe Text.

Fur die Etablierung von RNA-Replikons wurden RdRP sowohl von Hefe-eigenen Viren (autologe) als

auch von Viren aus anderen Wirtsorganismen (heterologe) ausgetestet.
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3.3.1 RNA-Replikasen aus den Hefeviren 20S und 23S

In nahezu allen S. cerevisiae Laborstdmmen persistieren nicht-infektidse Viren, die ihrem Wirt keinen
Schaden zufiigen und deswegen meist unentdeckt bleiben. Die endogenen Narnaviren 20S und 23S
wurden erstmals 1971 aus sporulierenden Hefen mittels Sucrose-Dichtegradientenzentrifugation
isoliert (Kadowaki et al. 1971a, b). Unter Stressbedingungen wie bei der Kultivierung wahrend der
Sporulation in Stickstoffmangel-Medium wird in einer infizierten Hefezelle die sonst niedrige
Kopienzahl (zwischen finf und 20) auf einige tausend erhéht (Garvik et al. 1978; Wesolowski et al.
1984). Die Viren werden horizontal durch Kreuzung Ubertragen oder vertikal wahrend der Meiose an
die Tochterzellen weitergegeben. Narnaviren sind die einfachsten Viren, die bislang bekannt sind. Sie
besitzen keine Virushille und auf ihrem (+)ssRNA Genom ist lediglich ein einziges Protein kodiert,
namlich die Replikase (Matsumoto et al. 1990, 1991). Da Narnaviren nicht in Viruspartikeln verpackt
sind, wurde anféanglich angenommen, dass sie lediglich aus nackter RNA bestehen, was
namengebend war: naked RNA = NaRNA (Widner et al. 1991). Allerdings wurde durch neuere Studien
gezeigt, dass die Replikase mit den Genom-Enden uber nicht-kovalente Bindungen einen
Ribonukleoprotein-Komplex (1:1) ausbildet. Durch ausgepragte Sekundarstrukturen wird die
genomische RNA stabilisiert und so zusatzlich vor Abbau geschitzt. Die Narnaviren existieren auf
diese Weise als autonomes Replikon im Zytoplasma der Hefezelle, wobei die Replikase Giber dsRNA-
Zwischenstadien fiir die Amplifikation des Virusgenoms sorgt (Garcia-Cuéllar et al. 1995; Solorzano et
al. 2000).

ATG TGA
GGGGCTGATCCC ORF p91 GGCCACGGCCCC
20S (12 bp) (2490 bp) (12 bp)
ATG TGA
GGGGCC ORF p104 TGGCAGAACGGGGAAACTCGTTCCGCTCAGGCACGGTATAATTACCGGGCCTGAGCCCC
23S (6 bp) (2826 bp) (59 bp)

Abb. 18. Schematische Darstellung der cDNA Sequenz der 20S und 23S Hefeviren. 5 und 3’
UTRs sind jeweils in ihrer vollen Sequenz dargestellt, wobei die inverted repeats durch Fettdruck
hervorgehoben sind.

Die RNA Genome von 20S bzw. 23S bestehen aus 2514 bzw. 2891 Nukleotiden und besitzen an den
Enden inverted repeats in Form von 5 GGGGC-GCCCC3" (Abb. 18), die fur die Bindung der
Replikase und zugleich fur die Replikation zwingend erforderlich sind (Poch et al. 1989). Die
Replikasen werden aufgrund des Molekulargewichts als p91 (91 kDa) bzw. pl04 (104 kDa)
bezeichnet (Rodriguez-Cousifio et al. 1991) und besitzen jeweils vier Aminosauremotive, die fur RNA
abhangige RNA Polymerasen typisch sind. Die Expression von viraler cDNA oder viraler cDNA in
reverse-Orientierung zusammen mit der entsprechenden Replikase in trans fuhrte zur Etablierung
eines autonom replizierenden Replikons in einem urspriinglich Virus-freien Hefenstamm (Esteban et
al. 2003, 2005). Aus diesen in vivo Experimenten ging hervor, dass beide Replikasen ein distinktes 3
RNA-Ende bendtigen, um mit der Replikation zu starten. Dies wurde erreicht, indem eine selbst
abspaltbare Ribozymsequenz des Hepatitis Delta Virus (HDV) an das 3" Ende des Virusgenoms

kloniert wurde (Perrotta et al. 1996). Das 5" Ende des Genoms hingegen kann verlangert sein, wird
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jedoch in Lange und Sequenz durch die jeweilige Replikase im Laufe der Amplifikation
wiederhergestellt (Esteban et al. 2003, 2005).

Interessanterweise kdnnen 20S und 23S sowohl einzeln vorkommen als auch in einem Hefestamm
koexistieren (Lépez et al. 2002; Esteban et al. 2003). Dies bedeutet, dass die Replikase ihr eigenes
Genom jeweils sehr spezifisch amplifiziert, um ihre eigene Existenz zu sichern. Es wurde gezeigt,
dass die Replikasen nicht austauschbar sind, also das 20S Genom durch p104 bzw. das 23S Genom
durch p91 nicht repliziert werden kann (Garcia-Cuéllar et al. 1995). Durch footprinting-Analysen
konnte ermittelt werden, dass die Replikase p91 spezifisch mit dem zweiten stem loop des 5 Endes
und dem letzten stem loop am 3" Ende in Kontakt steht (Abb. 19) und schwachen Kontakt mit der
Mitte des RNA-Genoms aufnimmt (Fujimura et al. 2004, 2007), um so die nétige Stabilitat zu

gewabhrleisten.

T
- “
7 \\
‘ | Stem-loop 1
o G . A\lleccc-oR/
3' cisite for replication’ 514 |
and binding e

§' ¢is site for replication
7‘1‘ and binding

Abb. 19. Sekundarstruktur des 20S RNA Genoms. p91 bindet am stem loop Il sowie am letzten
stem loop am 3" Ende. Diese Bindestellen sind fiir die Replikation des Virusgenoms essentiell. Nach
Esteban et al. (2008)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde, basierend auf den autologen Replikasen p91 bzw. pl04 die
Etablierung eines autonomen Replikons in Hefe vorangetrieben. Da die Plasmid-kodierten Replikasen
ihr eigenes template, also ihr eigenes Genom, replizieren kénnen auch wenn sie in trans exprimiert
werden (Esteban et al. 2003, 2005), so sollte es mdglich sein, den ORF der Replikase in der cDNA
durch AD-prey zu ersetzen, so dass AD-prey (m)RNA repliziert wird und sich somit ein autonomes,
fehlerbehaftetes Replikase/AD-prey Replikon etabliert. Aufgrund fehlender proof reading-Aktivitat
sollten dadurch AD-prey Varianten sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene entstehen, die
gleichzeitig im Hinblick auf verbesserte bait-prey-Interaktion mittels Y2H System selektiert werden
sollen.

Die Herausforderung beim Aufbau dieses Hefeviren-basierten Replikationssystems bestand darin, das
AD-prey template so anzupassen, dass es spezifisch durch die Replikase p91 bzw. pl104 repliziert
wird. Zur Etablierung des Hefeviren-Replikons wurde zunéchst unabhangig vom Y2H System statt AD-
prey ein Testreporter verwendet. Erst wenn dieses vereinfachte System der autonomen Replikation
der Testreporter-RNA durch die Hefe-Replikase gewahrleistet ist, sollte das Hefeviren-Replikations-/
Mutationssystem mit dem Y2H gekoppelt werden. Als Testreporter wurde LEU2opt (1,1 kb)
ausgewahlt. Um spontane Rekombination mit genomischer DNA zu vermeiden, wurde die
Gensequenz von LEU2 so optimiert, dass sie moglichst unéhnlich zum wildtypischen Gen ist. Durch
Einfigen von stillen Mutationen ist LEU2opt auf DNA-Ebene nur noch zu 79% mit dem wt-Gen
identisch. Auf AS-Ebene gleichen sich LEU2 und LEU20pt zu 100%.

Da nicht bekannt ist, welche template-Erkennungssequenz genau nétig ist, um von Hefevirus-

Replikasen spezifisch gebunden und ampilifiziert zu werden, wurde basierend auf unterschiedlichen
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Literaturhinweisen, der ORF von LEU20opt mit definierten, aber unterschiedlich langen 20S bzw. 23S
Virusgenomanteilen fusioniert (Tab. 45). Zum einen wurde der Reporter nur mit den UTRs der Viren
flankiert (Gruppe 1 bzw. A; Tab. 45). Zudem wurde LEU20pt am 5” oder 3" Ende mit dem kompletten
Virusgenom fusioniert (Gruppen 6, 7 bzw. E, F; Tab. 45) oder mit Sequenzen, die Teile des viralen
Replikase-ORFs enthielten (Gruppen 2 -5 bzw. B-D; Tab. 45). Zur Erzeugung von distinkten
3" Enden wurde generell die Ribozymsequenz von HDV an die 3" Enden der Virusenden flankierten

Reporterkonstrukte kloniert.

Tab. 45. Virusgenomanteile, mit denen LEUZ2opt flankiert wurde und Auswirkung auf Leu2opt-Aktivitat
(Grau hinterlegte Gruppen vermittelten als Expressionskassetten in Hefe Leucin-Prototrophie)

Anzahl bp des

. . Leu2opt-
Virus | Gruppe \é[rusgenor??s Aktivitat
1 12 12 A
2 102 1260 A
3 327 26 -
20S 4 327 36 -
5 1515 228 +
6 2514 327 -
7 327 2514 -
A 6 6 A
B 6 75 A
C 300 36 -
235 D 300 75 -
E 2891 300 -
F 300 2891 -

Beim Anfligen langerer 5" Sequenzen als 12 bzw. 6 bp (= UTR) wurden auch Teile des viralen
Replikase-Leserahmens abgedeckt. Diese wurden entweder direkt oder Uber einen Glycin-Serin-
Linker [(EGGGS),] mit LEU20pt fusioniert und mit bzw. ohne naturlichem Virus-Startcodon kloniert.
Insgesamt wurden 19 Konstrukte mit 20S- Virusenden, sowie zehn Konstrukte mit 23S-Virusenden
hergestellt. Diese wurden als Expressionskassetten mit einem ADH1-Promotor und LEU2-Terminator
auf dem Plasmid pGBKT7 (mit Hefe-origin of replication, ori) in Hefezellen eingebracht, um zunéchst
die generelle Leu2opt-Funktionalitédt zu Uberprifen. Als Hefestamm wurde sowohl der Y2H Stamm
AH109 verwendet, der wie die meisten Laborstamme bereits 20S und 23S Viren tragt, als auch der
Virus-freie Hefestamm 2928-4 (R. Esteban, Spanien). Nach konstitutiver Expression in Hefe
vermittelten lediglich die 23S-Konstrukte der Gruppen A und B Leucin-Prototrophie (Tab. 45). Die
5" Enden von LEU2opt lieBen sich nur um die 5" UTR des 23S-Virus (6 bp) verlangern, um die
Funktionalitdt von Leu2opt zu erhalten. Von den 20S-Konstrukten vermittelten die Gruppen 1, 2 und 5
Leucin-Prototrophie. Hierbei konnte das 5" Ende von LEU2opt zwar mit 1515 oder 102 bp, aber nicht
mit 327 bp Virussequenzanteil oder dem kompletten 20S-Virusgenom verlangert werden. Uber den
Grund fur die fehlende Leu2opt-Aktivitat bei den Gruppen 3, 4, 6 und 7 (Tab. 45) kann nur spekuliert
werden (4.1.1). In nachfolgenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass Leu2opt mit
unterschiedlich langen Virusanteilen ausschlieBlich am 3" Ende ausnahmslos aktiv ist und dessen
Proteinfunktion nicht beeintrachtigt wird, wenn am 5 oder 3" Ende das Kana"- oder ADE2-Gen
fusioniert ist. Somit scheinen beide Enden von LEU2opt generell fusionierbar zu sein. Sowohl von
LEUZ2opt-Konstrukten die aktives Leu2opt produzieren (Gruppen 1, 2, 5 bzw. A, B; Tab. 45) als auch

von jenen, die keine Leucin-Prototrophie vermitteln (Gruppen 3, 4, 6, 7 bzw. C-F; Tab. 45), konnte in
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Hefe polyadenylierte LEU2opt-mRNA nachgewiesen werden (Abb. 20), so dass alle templates
transkribiert wurden. Da die Konstrukte zur Uberprifung der Leu2opt-Funktionalitit auf pGBKT7,
einem Plasmid mit Hefe-ori, in die Hefezelle eingeschleust wurden, waren die Hefen in diesem
Testsystem nicht auf Replikation der LEUZ2opt-Virusenden templates durch die Replikasen
angewiesen. Diese Experimente lassen damit den Schluss zu, dass bei den Konstrukten der Gruppen
3, 4, 6, 7 bzw. C-F (Tab. 45) die Translation durch die Virussequenz gestért bzw. verhindert wird,

mdoglicherweise da die mRNAs sequenzabhéangig eine starke Sekundarstruktur ausbilden (4.1.1).
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Abb. 20. Nachweis von LEUZ2o0pt-Virusende mRNA in Hefe. LEU2opt wurde mit 20S-Virusanteilen
flankiert, als Expressionskassetten auf pGBKT7 in AH109 eingebracht (2.2.2.3) und mittels ADH1-
Promotor exprimiert. Polyadenylierte mRNA wurde aus Hefetransformanten angereichert, Giber RT-
PCR in cDNA umgeschrieben und tber PCR amplifiziert (2.2.4.2). Das Konstrukt aus Gruppe 3 wird
wie Konstrukte der Gruppen 1, 2 und 5 zwar transkribiert, vermittelt aber den Hefen keine Leucin-
Prototrophie. Negativkontrollen (Neg.ko) wurden ohne Zugabe von reverser Transkriptase (RT)
durchgefuhrt und zeigen, dass keine Amplifikation der Plasmid-DNA stattgefunden hat. Bezeichnung
der Proben entspricht Gruppennummer in Tab. 45.

Die Reporterkonstrukte, die nach Transformation von Hefen mit Plasmiden mit Hefe-ori Leucin-
Prototrophie vermittelten (Gruppen 1, 2, 5 bzw. A, B; Tab. 45), waren als Reporter-Konstrukte fir die
Etablierung eines Replikons geeignet. Als Test dafir wurden diese funktionellen LEU2opt-
Expressionskassetten auf ein Plasmid ohne Hefe-ori kloniert (pSc). Der ORF der Replikasen p91 bzw.
pl104 wurde zwischen den starken TEF1-Promotor und den CYC1-Terminator auf pGBKT7 kloniert.
Die Koexpression von Replikase und Reporterkonstrukt mit entsprechenden Virusenden liel3 jedoch in
keinem Fall Hefeklone auf Leucin-freiem Agarmedium wachsen. Somit ist davon auszugehen, dass in
keinem der transformierten Hefestiamme (AH109, 2928-4) Leucin-Prototrophie vermittelt wurde und
sich folglich auch endogen kein Replikon etabliert hatte. Da das 3" Ende der Reporterkonstrukte ein
empfindlicher Punkt bezlglich Replikationserfolg ist (Esteban et al. 2003, 2005), wurde Uberprift, ob
wie vorgesehen definierte 3" CCC-Enden durch intramolekulare Abspaltung der Ribozymsequenz
nach der Transkription entstehen. Wie aus Abb.21 hervorgeht, konnte die autokatalytische
Ribozymabspaltung in vitro induziert werden, somit war die neu synthetisierte Ribozymsequenz
korrekt und richtig kloniert, so dass tatsachlich distinkte 3" Virusenden entstanden.

Die Beschaffenheit der 5° und 3" Virusenden, die den LEUZ2opt-Reporter flankieren, scheint

offensichtlich kritisch fir die Expression von LEUZ2opt einerseits und fir die Replikation des
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Transkripts andererseits zu sein. Da es durch Anflgen definierter Virussequenzanteile nicht gelungen
ist, Replikons bestehend aus dem template LEUZ2opt-Virusende und Replikase zu etablieren,
entwickelte sich die Idee eines directed evolution-Ansatzes zur gezielten Optimierung von einem
template mit perfekten Enden (4.1.1). Die Durchfihrung wurde jedoch im Interesse von weiter

fortgeschrittenen Projekten zurtickgestellt.

209 P
5T "
\)’LOQ 6\)‘109
MgCl,/55
Hw -
Lad -
Ribozym-
abspaltung
Abb. 21. Nachweis zur autokatalytischen Abspaltung der Ribozymsequenz nach in vitro

Transkription und Induktion.  LEU2opt flankiert mit 5" und 3° UTRs von 20S bzw. 23S und HDV
Ribozym am 3" Ende wurde hinter den T7-Promotor kloniert. LEU20pt-20S und LEU20pt-23S wurden
in vitro transkribiert. Die intramolekulare Abspaltung der Ribozymsequenz wurde in vitro durch Zugabe
von MgCl, und Inkubation bei 55T induziert (2.2.4.3).

Ein groRer Vorteil des Hefevirus-Replikons ist die garantierte Funktionalitdt der Replikase in ihrem
natirlichen Wirt der Backerhefe. Durch die Herstellung von Reporterkonstrukten mit definierten
Virusenden konnte folgendes erarbeitet werden:
- LEU20pt wurde als Testreporter mit definierten Virussequenzen flankiert
- nicht alle LEU2opt-Konstrukte vermittelten in Hefe Leucin-Prototrophie, obwohl mRNA
vorhanden ist
- Virussequenz scheint erheblichen Einfluss auf Translationseffizienz zu nehmen, evtl. Uber
Ausbildung von Sekundarstrukturen
- Uber Anfugen definierter Virussequenzen an die Enden des Testreporters LEU20pt konnte in
Hefe kein Replikon etabliert werden
- Ansatz der directed evolution bietet Mdglichkeit, ein template mit perfekten Enden zu
generieren und selektieren
Fazit: Da Uber den genauen Mechanismus der Hefeviren-Replikation, der essentiellen Sequenzmotive
der RNA templates und das Zusammenspiel mit dem Translationssystem bislang nur wenig Fakten
vorliegen, wurde im Rahmen dieser Arbeit des Weiteren mit heterologen Virusreplikasen gearbeitet,

Uber deren template-Eigenschaften bereits mehr Details zur Verfligung standen.

3.3.2 RNA-Replikasen P2 aus Phi6 und NS5B aus HCV

Die RNA-Replikasen P2 aus dem Bakteriophagen Phi6 und NS5B aus dem Hepatitis C Virus (HCV)
sind in ihrem Replikationsmechanismus sehr &hnlich und recht gut erforscht (Butcher et al. 2001; van
Dijk et al. 2004). Die ssRNA oder ssDNA templates benétigen fir die Erkennung durch P2 lediglich

-59-



ERGEBNISSE

5"GGAAAAAAAST -Enden. Eine modifizierte P2-Version aufgereinigt aus E. coli (Finnzymes) wird fir
die Produktion von dsRNA angeboten. Durchgefiihrte in vitro Tests zeigten allerdings, dass ssRNA mit
den spezifischen Enden zwar zum Doppelstrang aufgefillt, aber nicht amplifiziert, sprich vermehrt
wird. Dieses Kriterium ist jedoch die Voraussetzung fiir ein kontinuierliches Mutationssystem. Da dies
bei der P2-Replikase selbst in vitro unter kontrollierten Reaktionsbedingungen nicht gegeben war,
womadglich weil bislang unbekannte Kofaktoren zur Amplifikation nétig sind, wurde von der Etablierung
eines Replikations-/Mutationssystems in S. cerevisiae basierend auf P2 bzw. ihrer verwandten

Replikase NS5B abgesehen.

3.3.3 RNA-Replikase Q B aus dem E. coli Phagen Q3

Ein noch beliebteres Forschungsobjekt ist die QB-Replikase aus dem E. coli Phagen QP. Diese
Replikase wurde vor rund 45 Jahren entdeckt (Haruna et al. 1965) und kam aufgrund seiner hohen
Fehlerrate bereits in diversen in vitro Evolutionsexperimenten zum Einsatz, wie im Folgenden erlautert
wird. Es war eine Herausforderung das System der QB-Replikation auf die Anspriiche in S. cerevisiae
anzupassen, um ein autonomes Replikations-/Mutationssystem zu generieren.

Der Enterobakteriophage QP gehort zur Gruppe der einzelstrangigen (+)RNA-Viren. Diese besitzen
ein lineares, einzelstrangiges RNA-Genom, dessen Orientierung der der mRNA entspricht. Das Q-
Genom umfasst 4215 bp; darauf sind vier Strukturproteine kodiert: major coat protein, minor coat

protein, ein Protein zur Partikelreifung und eine Replikase (Beekwilder et al. 1995; 1996)

3.3.3.1 Aufbau, Funktion und Anwendung der Q  B-Replikase

QB benutzt wie alle (+)ssRNA-Viren die ssRNA direkt fiir die Translation der darauf kodierten Proteine,
darunter auch die Replikase. Diese Replikase stellt Giber doppelstrangige Zwischenstufen RNA-Kopien
her. Die gebildeten Plus- und Minus-Strange liegen nicht als Duplex vor, sondern bleiben
einzelstrangig (Weissmann et al. 1968) und bilden zur Stabilisierung eine panhandle-Struktur aus
(Haruna et al. 1965). Die RNA-Replikation verlauft ohne DNA-Zwischenstadium.

Die Replikation des QB-Genoms wird von einem Proteinkomplex durchgefiihrt, dessen Untereinheiten
als alpha (74 kDa), beta (64 kDa), gamma (47 kDa) und delta (33 kDa) bezeichnet werden (Kondo
1975). Nur die B-Untereinheit, die RNA-Replikase, wird von dem Q( Phagen selbst kodiert. Die
anderen drei Untereinheiten werden vom Wirt kodiert und sind dort an der Proteinbiosynthese
beteiligt. Die a-Untereinheit ist identisch zu S1, einem 30 S ribosomalem Protein. Kondo schlie3t aus
seinen Versuchen, dass S1 fir die Synthese des Minus-RNA-Strangs aus dem Plusstrang benétigt
wird. Andere in vitro Experimente zeigten, dass S1 nur fir die Synthese des eigenen QB-Genoms
erforderlich ist (Blumenthal et al. 1980). Die Untereinheiten y und & sind identisch zu den
Elongationsfaktoren EF-Tu bzw. EF-Ts. Diese beiden sind fir die Initiation der RNA-Synthese nétig,
nicht fiur die Elongation. Zusatzlich wurde noch ein weiterer Kofaktor entdeckt (de Fernandez et al.
1968): bei dem host factor of QS (Hfg) handelt es sich um ein kleines Wirtsprotein (11 kDa), welches
zu einem Hexamer multimerisiert. Der Hfg-Komplex bindet spezifisch an QB-RNA im Verhéltnis 1:1
und erlaubt ihre spezifische RNA-Replikation bei niedrigen GTP-Konzentrationen (de Fernandez et al.
1972; Blumenthal 1980).
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In weiteren in vitro Experimenten wurde gezeigt, dass beide Kofaktoren S1 und Hfq an Sequenzen der
QB-RNA nahe dem 3" Ende binden und fir die Inititation der QB-RNA Synthese benétigt werden (de
Fernandez et al. 1972; Kamen et al. 1972; Senear et al. 1976). Somit wurde gefolgert, dass sowohl S1
als auch Hfq an der Erkennung des 3" Endes der QB-RNA durch ihre eigene Replikase beteiligt sind.
Neuere Untersuchungen untermauern diese Vermutungen weiter. So wurde gezeigt, dass S1 die
Erkennung des Qp-Plusstranges durch die Qp-Replikase steuert, indem es mit zwei internen RNA-
Abschnitten interagiert (Schuppli et al. 1997). Die Interaktion der QB-Replikase mit dem 3" Ende, an
dem die Minusstrangsynthese beginnt, wird durch Hfg gesteuert. Dabei wird die Replikation stimuliert,
indem Hfq das 3" Ende des QB-Plusstrangs aufschmilzt.

Nach Expression und Aufreinigung aus E. coli-Lysat (Blumenthal et al. 1979) konnte die Funktion der
QpB-Replikase invitro bereits eingehend studiert werden. Bei den kurzen RNA Sequenzen 6 S
(Banerjee et al. 1969), midivariant MDV-1 (Kacian et al. 1972) und RQ135 (Munishkin et al. 1991)
handelt es sich um kurze RNA-Sequenzen, die bevorzugt amplifiziert werden. So konnte gezeigt
werden, dass die RNA-Amplifikation in vitro isothermal (bei 37C) und exponentiell verlauft, so dass
aus einem Molekiil des QB-Genoms in weniger als einer Stunde 10* Molekiile generiert werden und
aus kurzen RNA-templates bis zu 10" Kopien in 10 min entstehen (Chetverin et al. 1995). Sowohl
Plus- als auch Minusstrang dienen als template, solange das Enzym in molarem Uberschuss vorliegt
(Haruna et al. 1965). Die QB-Amplifikation findet Anwendung in der zellfreien Proteinsynthese durch
Amplifikation von mRNA (Wu et al. 1992; Morozov et al. 1993; Chetverin et al. 1995). Des Weiteren
wird die QB-Replikase zur Detektion spezifischer Gene genutzt, indem Sonden-RNA amplifiziert wird
und mit dem Zielgen hybridisiert (Lizardi et al. 1988; Shah et al. 1995; Tyagi et al. 1996). Aufgrund der
hohen Mutationsrate (1 Mutation pro 700 bp) wird die QB-Replikase eingesetzt, um ex vivo RNA-
Bibliotheken herzustellen (Kopsidas et al. 2006, 2007). Diese Bibliotheken wurden mittels ribosome
display durchmustert und auf diese Weise konnten flir Antigene verbesserte Antikorper identifiziert
werden. Die Mutagenese mittels QB-Replikase wurde bislang nur im zellfreien System durchgefihrt. In

diesem Teil der Arbeit wurde die Etablierung eines QB-Replikons in S. cerevisiae begonnen.

3.3.3.2 Prinzip des autonomen Q B-Replikons in S. cerevisiae

Basierend auf den zahlreichen Berichten der QB-basierten in vitro Mutagenese, sollte das autonome
QpB-Replikon in Hefe folgendermalien ablaufen: eine Hefezelle wird mit AD-prey DNA transformiert, im
Zellkern transkribiert und die mRNA ins Zytoplasma exportiert. Dort tritt die einzelstrangige mRNA in
den autonomen Qp-Replikationszyklus ein. Der QB-Enzymkomplex repliziert (+)RNA indem er den
Minusstrang ((-)RNA) bildet, der wiederum als template zur Plusstrangsynthese dient. Da die Qp-
Replikase keine proof reading-Aktivitat besitzt, werden die RNA-Replikate z. T. fehlerhaft sein (rote
Markierung, Abb. 22). Fehler haufen sich mit jedem Replikationszyklus an. Die daraus resultierenden
(+)RNA-Molekile werden gleichzeitig als template fur die Translation benutzt. Es entstehenden AD-
prey Proteinvarianten. Je besser die Protein-Protein-Interaktion zwischen bait und prey-Varianten,
desto mehr Reporter (HIS3, Aurl-C) wird exprimiert und umso schneller kann die Hefezelle mit dem
guten Interaktionspaar in Selektivmedium wachsen. Durch die kontinuierliche QB-Replikation werden

Uber mehrere Generationen hinweg prey-Varianten erzeugt, die sich an verschiedenen Positionen
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zum urspriinglichen prey unterscheiden und letztendlich zum perfekten Binder evolviert werden,

indem sich das beste Protein-Protein-Interaktionspaar durchsetzt.

DNA —{ AD | Prey |- \

Transkription

mRNA—_AD | Prey =

TR
{ADTN Prey T —{ADTN Preyi 1
'm]' Replikation durch 'm
-ZDIEPEA T QbRepikese [ADTI P+

+ RNA - RNA

\ato® u
D a0S
— Ay 2/
Pre: = AD
P .p\,
w Try
~Z,
p—
\' AD
\\
) i Pre
Bait Y, Y
8D RNA Pol II
— UAS [ Promotor Reportergen > Wachstum?

Y2H Interaktion

Abb. 22. Kontinuierliches, zielgerichtetes Evolutio nssystem kombiniert aus Q [B-Replikation und
Y2H Selektion. Details siehe Text.

Somit galt es folgende Einzelschritte zu etablieren:

1. Design von templates, die die QB-Replikase spezifisch erkennt und amplifiziert
2. Expression der funktionellen QB-Replikase in Hefe

3. Etablierung eines autonomen RNA-Replikons in vitro

4. Etablierung eines autonomen RNA-Replikons in vivo

3.3.3.3 Amplifikation von Q B-templates im in vitro Test

Die erste Herausforderung zur Etablierung des QB-Replikations-/Mutationssystems in Hefe war es ein
template zu konstruieren, das von der QB-Replikase spezifisch erkannt und repliziert wird. In der
Hefezelle soll ausschlieRlich oder zumindest bevorzugt prey-RNA in einem komplexen Gemisch aus
Hefe-mRNAs, rRNAs, tRNAs und zahlreichen anderen kleinen RNAs amplifiziert werden. Das Design
QpB-spezifischer templates wurde unabhéangig vom Y2H System an einem Testreporter optimiert. Erst
wenn dieses vereinfachte System von Replikase und Testreporter-RNA gewahrleistet war, sollte das
QpB-Mutationssystem mit dem Y2H gekoppelt werden. LEU2opt (1,1 kb) wurde als Testreporter
ausgewahlt und dessen Enden entsprechend modifiziert, damit die LEU20opt-RNA durch die Q-
Replikase spezifisch amplifiziert wird.

QPB bendtigt fur die Amplifikation seines Genoms keinen Primer oder Promotor. Die QB-Replikase
erkennt den QPB-RNA-Strang spezifisch und repliziert ihn. Der genaue Mechanismus der
Strangerkennung ist trotz intensiver Forschung seit den 60er Jahren nicht bis ins Detail geklart. Die
QB-Replikase kann in vitro zwischen RNA-Sequenzen unterscheiden. Eine solche Differenzierung bei

der Wahl der template-RNA ist sicher notwendig, um im Wirtsbakterium sicherzustellen, dass
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bevorzugt das eigene QB-Genom amplifiziert wird, um die eigene Existenz zu sichern. Wodurch die
Unterschiede in der template-Wahl zustande kommen bzw. welche Eigenschaften oder
Sequenzmerkmale eine RNA haben muss, um von der QB-Replikase repliziert zu werden, ist nach wie
vor unbekannt. Allen templates gemeinsam sind lediglich die 5°"GGG und 3"CCC Enden, die auch das
QpB-Genom selber flankieren. Somit scheint dieses Motiv zwar essentiell (Ugarov et al. 2003), aber

nicht unbedingt ausreichend fir die spezifische Strangerkennung zu sein.

Tab. 46. Amplifikationseffizienz von LEU20pt mit verschiedenen Enden im in vitro Test

QB-tem plate | 5Erk.seq. 3’Erk.seq. Referenz der Enden Arrl;sllleigt?ctm
T1 GGG CCE QB-Genom P
T2 GGG CCCA Tretheway et al. (2001) ++
T3 GGG GAGTTGAGGGCTCTGCTTTGCCCTCACTCC Schuppli et al.(1997) +
T4 GGG-RQ135left RQ135right-CCC Morozov et al.(1993) +++
LEUZ20pt - - - +

In der Literatur findet man verschiedenste in vitro getestete kleine RNAs, die von der Qp-Replikase
aus E. coli bevorzugt amplifiziert werden. Zudem sind Sequenzen des QB-Genoms bekannt, an denen
Kofaktoren binden und die Replikation hervorrufen. Daher wurde der Testreporter LEU20pt mit
verschiedenen Enden flankiert (Tab. 46). Es wurden kurze Enden ausgewahlt: 5’GGG/CCC3" (Qp3-
Genom) bzw. 5"GGG/CCCA3’ (Tretheway et al. 2001). Zudem wurde eine 35 bp lange Sequenz des
3" Endes des QB-Genoms ausgewahlt, da festgestellt wurde, dass Hfq in diesem Bereich bindet und
fur die Aufschmelzung der RNA sorgt (Schuppli et al. 1997). Zudem erwies sich RQ135 als gutes Q-
template, was mdoglicherweise an der starken Sekundarstruktur liegt, die sie zusatzlich zu den
5°"GGG/CCC3’-Enden aufweist (Abb. 23). Diese 135 bp lange Sequenz ging aus einer in vitro QB-
Reaktion ohne zugesetztes template hervor (Munishkin et al. 1991). Nach Flankierung von Ziel-RNA
mit RQ135-Halften (links: 53 bp und rechts: 80 bp) konnte eine Ziel-RNA effizient amplifiziert werden
(Morozov et al. 1993; Kopsidas et al. 2007). Analog dazu wurde im Rahmen dieser Arbeit der
Testreporter LEU20pt mit den beiden RQ135-Halften flankiert.

Der ORF von LEU20pt (1,1 kb) wurde mit diesen vier ausgewahlten QB-Enden flankiert (Tab. 46). Die
Enden sollten der QPB-Replikase als Erkennungssequenz dienen und die dazwischen liegende
Sequenz mdglichst gut amplifizieren.

Bevor das Replikationssystem in Hefe etabliert wurde, wurden die verschiedenen Qp-templates in
einem invitro Test bezlglich ihrer Amplifikationseffizienz verglichen. In vitro kénnen im Gegensatz
zum komplexen Hefeorganismus die Amplifikationsbedingungen optimal eingestellt werden. Der Q-
Replikasekomplex kann, aus E. coli aufgereinigt, kommerziell erworben werden (Epicentre). Diese
wird im Folgenden als QB-E. coli bezeichnet. Der QB-E. coli Enzymkomplex enthalt zu gleichen Teilen
EF-Tu, EF-Ts, QB und S1. Der Hfg-Kofaktor ist darin (laut Hersteller sowie eigener Western Blot-
Analysen) nicht enthalten. In QB invitro Tests wurde ssRNA eingesetzt (2.2.4.4), die durch T7-
basierte Transkription hergestellt wurde (2.2.4.1). Dazu wurde lineare Qp-template-DNA verwendet,
die einen T7-Promotor besitzt und mit genau der letzten Base der entsprechenden Erkennungsse-
quenz endete, um ein definiertes 3" Ende zu garantieren, an dem die Replikase mit der Amplifikation

beginnen kann.

-63-



ERGEBNISSE
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? 1¢c sc 7 Abb. 23. Sekundéarstruktur der RQ135-Sequenz. Die einzelstrangige RNA
Y <o ca s bildet intramolekulare Basenpaarungen aus, so dass eine stabile

AU Sekundarsturktur entsteht. Die rote Markierung verweist auf die
cCG - - . . .
¢c 5"GGG/CCC3 Enden, die allen Qp-templates gemeinsam ist. Nach
A’ (Munishkin et al. 1991)

Die in vitro Testansatze wurden bei 30C (Temperaturoptimum von Hefe) 1 h lang inkubiert und im
Anschluss im Agarosegel aufgetrennt (2.2.4.4). Die eingesetzte ssRNA lief im Vergleich zum dsDNA-
Standard bei ca. 700 bp. Durch QPB-E.coli wurden die einzelstrangigen templates mit Q-
Erkennungssequenzen zum Doppelstrang aufgefullt (T1 bis T4, Abb. 24), so dass diese QB-Produkte
auf einer Héhe von 1,1 kb (T1 bis T3) bzw. 1,2 kb (T4) erschienen. In geringem Mal3e wurde LEU20pt
ohne Erkennungssequenz von Qf-E.coli erkannt und zum Doppelstrang aufgefillt. Aus der
beobachteten Amplifikationseffizienz lasst sich schlie3en, dass die einfachen QB-Enden (T1, T2) von
QB-E. coli sehr gut erkannt werden. Das langere 3" Ende des QB-Genoms (T3) hatte keinen positiven
Effekt auf die QRB-Aktivitat; die Herstellung von Doppelstrangen fand noch ineffizienter statt als bei der

Kontrolle LEU20pt ohne Erkennungssequenz.

(8] (8]
€ £
& & &
T T2 13 ¥ & T4 <
[ 2] .
dsRNA —> | ' - v |y <— ds-T4
- - -
-
SSRNA —> “ . ¢ ss-T4
- 500 bp—|

Abb. 24. Amplifikationseffizienz von ~ LEU20pt-RNA mit verschiedenen Enden durch Q B-E. coli.
sSRNA wurde mit QB-E. coli 1 h bei 30T inkubiert (2.2.4.4). Pro Spur wurden 5 pl aufgetragen und im
0,8% Agarosegel aufgetrennt. T1 bis T4: LEU2opt flankiert mit versch. QB-Enden (Tab. 46)
Eingesetzte ssRNA lauft auf der Héhe von 700 bp. Das dsRNA-Produkt der QB-Amplifikation lauft auf
der Hoéhe von 1,1kb (T1 bis T3) bzw. 1,2 kb (T4) im Vergleich zum dsDNA-Standard.

Neg.ko = Negativkontrolle ohne QpB-E. coli.

Der Amplifikationsvergleich zwischen den templates T1 bis T4 wurde dreimal wiederholt. Die relativen
Amplifikationseffizienzen sind in Tab. 46 zusammengetragen. T1 (GGG-LEU20pt-CCC) ist ein sehr
gutes template fiir die QB-Replikase und T4 (LEU20pt-RQ135) wird etwas schlechter amplifiziert, was
moglicherweise auf den GréRenunterschied von 100 Nukleotiden zurtckzufihren ist. Da die

Amplifikation in Hefe etabliert werden sollte, musste sichergestellt sein, dass die einzelstrangige
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Reporter-RNA mdglichst stabil ist, also vor Nukleaseabbau geschitzt und dadurch lange fir die
Translation zur Verfiigung steht. Fir die weiteren Versuche wurden deswegen die LEU2opt-templates
T1 und T4 (RQ135 mit kleeblattartiger Sekundarstruktur) benutzt.

Die zweite Herausforderung zur Etablierung eines QB-Replikons bestehend aus template und RNA-
Replikase war es, die Komponenten des QB-Replikasekomplexes in Hefe funktionell zu exprimieren.

Dies wird im Folgenden beschrieben.

3.3.3.4 Expression des Q B-Replikasekomplexesin S. cerevisiae

Das autonome Qp-Replikationssystem ist in E. coli relativ einfach, da es lediglich aus Replikase und
RNA besteht; die bendtigten Kofaktoren werden vom Wirt zur Verfigung gestellt. Im Rahmen dieser
Arbeit sollte das QB-Replikon de novo in der Backerhefe S. cerevisiae etabliert werden. Dazu musste
die QB-Untereinheit inklusive aller E. coli Kofaktoren in Hefe exprimiert werden.

Aus den in vitro Studien war insgesamt bekannt, dass EF-Tu, EF-Ts sowie die Qp-Einheit fur die
Amplifikation von RNA zwingend erforderlich sind. In vitro konnte gezeigt werden, dass aus einer
Fusion von EF-Ts — EF-Tu — QP ein funktioneller Replikasekomplex gebildet wird (Kita et al. 2006).
Die Fusion der drei Komponenten wurde fiir diese Arbeit auf die Expression in S. cerevisiae und deren
Proteinnachweis angepasst. Der gesamte Genabschnitt EF-Ts — EF-Tu — Linker — Q-flag wurde auf
die codon usage von S. cerevisiae angepasst. Weil sich in der Klonierung massive Probleme ergaben,
wurde ein Teil der DNA-Sequenz im Bereich des Linkers nachtraglich wieder in die urspringlich
publiziert wt-Sequenz geandert (8.2.2). Wie in Abb. 25A dargestellt, wurde diese Genfusion fur die
Expression in Hefe zwischen den starken TEF1-Promotor und den CYC1-Terminator kloniert. Diese
Expressionskassette wurde in den integrativen Vektor pRS306N kloniert. Damit konnte das
Fusionskonstrukt Giber den URA3 Lokus in das Genom von AH109 integriert werden und Integranden
mittel Nourseothricin-Resistenz selektiert werden (2.2.2.9). Durch die genomische Integration der Qp3-
Fusion in den URA3 Lokus von AH109 wurde ein Hefestamm erzeugt, in dem Ts-Tu-Qp konstitutiv

exprimiert werden (AH109-Qp).

. linkerl

linker2 flag
linker2 flag
o B fiag linker2 flag
evel flag linker2 flag

Abb. 25. Schematische Darstellung der Expressionska  ssetten des Q B-Replikasekomplexes
bestehend aus Promotor, Gen (flag-markiert) und Ter  minator. P = Promotor; T = Terminator. A.
Fusionskonstrukt bestehend aus EF-Ts, EF-Tu und QB-Untereinheit. His = Histidin-Codon. Ptgr, sorgt
fur starke Genespression. B. Alternative Konstrukte zur Expression von S1 und Hfg. Sie
unterscheiden sich in ihrer Promotoren und damit in der Menge an produziertem Protein. Papy; und
Peck1 sorgen fur starke Expression der Gene, Pcyc: dagegen fihrt zu schwacher Expression der
Gene.
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Aufgrund der Literaturangaben war es fraglich, ob die beiden Kofaktoren S1 und Hfqg tatséchlich nétig
sein wirden, um im komplexen Hefeorganismus eine spezifische Amplifikation eines templates
stattfinden zu lassen. S1 und Hfq binden an das 3" Ende der QB-RNA und werden fiir die Amplifikation
der QP eigenen RNA bendtigt, allerdings nicht zwingend fir andere kleinere RNAs (Wu et al. 1992;
Morozov et al. 1993; Chetverin et al. 1995). Die Idee fir die Konstruktion eines Qp-templates war,
einen Reporter mit Sequenz des QB-Genoms zu flankieren, um gerichtet diese spezifische RNA zu
amplifizieren. Fir die spezifische Strangerkennung in Hefe sollten S1 und Hfg zumindest nicht von
Nachteil sein, so dass auch die Gene dieser beiden Kofaktoren auf die codon usage von S. cerevisiae
optimiert wurden. Zur Expression von S1 und Hfg in Hefe wurden je vier Expressionskassetten
generiert (Abb. 25B), die sich in den Promotoren und damit der Expressionsstarke unterschieden
(Tab. 47).

Tab. 47. Korrelation zwischen Hfg-Expressionsstarke und Hefewachstum

S1 Hfq Hefe-
Promotor | Expression Promotor | Expression | wachstum
ADH1 stark PGK1 stark schlecht

gut
ADH1 stark gut
PGK1 stark schlecht

Uber einen DNA-Linker verbunden wurden die vier verschiedenen S1- und Hfg-Expressionskassetten
zusammen auf jeweils einen Vektor kloniert. Um die Expression beider Gene zu Uberprifen, wurden
sie zunachst auf das CEN/ARS-Plasmid YCplac111 kloniert und AH109 damit transient transformiert.
Zwischen den vier Transformationsstémmen waren Wachstumsunterschiede erkennbar, die mit der
Starke des Promotors zur Expression von Hfg korrelierten (Tab. 47). Beide Hefestamme mit PGKp-
Hfq wuchsen sehr langsam, so dass die erhéhte Menge an Hfg in der Hefezelle einen negativen
Einfluss auf das Wachstum zu haben schien.

Pro Transformationsstamm wurden je zwei Klone ausgewahlt und im Western Blot mittels flag-
tag Nachweis analysiert (2.2.5.3). Sowohl S1 als auch Hfg konnten detektiert werden, wobei die
Expressionsstarke mit dem verwendeten Promotor korrelierte (Abb. 26).

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die S1/Hfg-Konstrukte auf CEN/ARS-Plasmiden in Hefe
exprimiert werden, wurden die Expressionskassetten in das Hefegenom integriert. Dies war nétig,
damit das QP-Mutationssystem mit dem Y2H System gekoppelt werden konnte, fir welches zwei
weitere Plasmide nétig sind. Jedoch stehen in den Y2H Stdmmen nur drei Selektionsmarker (TRP1,
LEUZ2, HIS3) zur Verfligung. Die ersten beiden wurden zur Selektion der Y2H Plasmide benétigt; der
dritte diente als Reporter fur die Y2H Interaktion. Somit musste die QpB-Replikase inklusive ihrer
Kofaktoren ins Hefegenom integriert werden.

Wegen der Wachstumsbeeintrachtigung durch PGKp-Hfg wurden fiir die Integration lediglich die
beiden Expressionskassetten mit den schwachen CYC1-Promotoren verwendet: CYCp-S1-CYCp-Hfq
und ADHp-S1-CYCp-Hfg. Da nicht bekannt war, in welchem Verhdltnis S1 zu den anderen Faktoren
des Replikasekomplexes vorliegen muss, wurden beide Konstrukte mit starkem ADH1- und

schwachem CYC1-Promotor verwendet.
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Abb. 26. Expressionsnachweis der Replikasekomponent en (Tu, Ts, QPB, S1, Hfg) im

Western Blot. Pro Spur wurde Hefelysat von 4 x 10’ Zellen aufgetragen und im 4-20% SDS-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt (2.2.5.7, 2.2.5.1, 2.2.5.3). Proteinnachweis mittels anti-flag Antikdrper
(1:500, 2.2.5.3). A. Kofaktoren S1 und Hfg auf YCplacl1l1-CEN-Plasmid. Linke Seite: S1 und Hfq
werden von starken Promotor ADH1 bzw. PGK1 exprimiert. Rechte Seite: S1 und Hfq werden von
dem schwachen CYC1-Promotor exprimiert. Die Proteingroen entsprechen den Erwartungen.
Detektion mittels DAB-Farbung. B. Integrierte Kofaktoren Tu-Ts-QB, S1 und Hfg. Qp-Fusion wird
durch starken TEF1-Promotor exprimiert und erscheint als prominente Bande. Proteinmenge von S1
und Hfg nach Expression durch schwachen CYC1-Promotor liegt unter der Nachweisgrenze.
Chemilumineszenz-Nachweis; Exp. 1 min.

Die S1/Hfg-Expressionskassetten wurden in den integrativen Hefevektor pRS305K kloniert. Damit
wurden die Kofaktoren tber den LEU2 Lokus in das Genom von AH109 und AH109-Qf (s.0.)
integriert und Integranden mittels KanMX-Resistenz selektiert (2.2.2.9). Insgesamt wurden drei
verschiedene Qp-Hefestamme generiert, in denen Komponenten des QpB-Replikationssystems
konstitutiv exprimiert werden: AH109-Qf, AH109-QB/ADHp-S1/CYCp-Hfq und AH109-QB/CYCp-
S1/CYCp-Hfg. Je zwei Integranden wurden im Western Blot auf die Expression der flag-markierten
Proteine analysiert (2.2.5.7, 2.2.5.1, 2.2.5.3). Das Fusionsprodukt Ts-Tu-Qp war auf der entwickelten
Nitrocellulosemembran als dominante Bande auf der erwarteten Hohe von 141 kDa deutlich
erkennbar (Spuren 1-4, Abb. 26B). Zwei Abbruchfragmente auf der Hohe von 100 und 70 kDa wurden
zusatzlich detektiert. S1 konnte bei starker Expression (Spur 2 und 3, Abb. 26B) auf der erwarteten
Hohe von 74 kDa detektiert werden. Bei Expression durch den schwachen CYC1-Promotor fiel die
Proteinmenge sowohl von S1 (Spur 4, Abb. 26B) als auch von Hfg (Spuren 2 bis 4, Abb. 26B) unter
die Nachweisgrenze. Da die S1/Hfg-Expression auf den CEN/ARS-Plasmiden eindeutig gezeigt
werden konnte (Abb. 26A), ist anzunehmen, dass aufgrund der verminderten Kopienzahl (eine Kopie
im haploiden Hefegenom statt 2 - 3 durch CEN/ARS-Plasmid) die Proteine im Western Blot nicht

nachgewiesen werden konnten, aber dennoch exprimiert wurden.
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Die drei QB-Stamme AH109-QpB, AH109-QB/ADHp-S1/CYCp-Hfg und AH109-QB/CYCp-S1/CYCp-Hfq.

wurden im Weiteren fir die Etablierung eines Qp-Replikons genutzt.

Um ein QB-Replikon in Hefe aufzubauen sind zwei Komponenten nétig. Zum einen ein geeignetes
template, das von der QB-Replikase erkannt und spezifisch amplifiziert wird und zum anderen eine
funktionelle Replikase. Durch invitro Tests mit QB-E. coli wurden T1 und T4 als geeignete Qp-
templates identifiziert (3.3.3.6). Des Weiteren wurden die Komponenten des QB-Replikasekomplexes
in Hefe erfolgreich exprimiert. Fur die Etablierung eines QB-Replikons standen sowohl Enzym als auch
templates zur Verfligung. Somit konnten die Aktivitdten der drei in Hefe exprimierten Qp-Replikasen

(QB-Hefe) in vitro unter definierten Bedingungen getestet werden.

3.3.3.5 Heterolog exprimierter Q B-Komplexist in vitro aktiv

Die Expression der einzelnen Qp-Komponenten in Hefe konnte erfolgreich nachgewiesen werden
(3.3.3.4). Da sich der heterolog exprimierte Enzymkomplex nicht in seiner natirlichen Umgebung
(E. coli), sondern in einem neuen Wirt — der Hefe — befand, wurde in vitro Uberprift, ob er aktiv ist.
Zunachst wurde Hefelysat aus Qp-exprimierenden Hefestdammen hergestellt (2.2.5.8). Dieses Q-
haltige Hefelysat wurde in verschiedenen Mengen in einen Qp invitro Test (2.2.4.4) anstelle der
gekauften Qp-E. coli eingesetzt. In Hefelysat ist sehr viel ribosomale RNA enthalten, die im
Agarosegel mit zwei prominenten Banden bei 900 bp und 1,4 kb im Vergleich zum dsDNA-Standard
sichtbar wurde. Aufgrund des starken rRNA-Hintergrunds im Agarosegel war nicht zu erkennen, ob
die Qp-spezifischen templates repliziert wurden. Denn sowohl die einzel- als auch die
doppelstrangigen LEU20pt-RNAs laufen im Agarosegel auf Hohe der ribosomalen Hefe-RNAs.
Deshalb wurde eine neue Methode zum Nachweis der Aktivitét etabliert.

Da die Enzymkomponenten Ts-Tu-Q, S1 und Hfqg jeweils mit einem C-terminalen flag-tag exprimiert
wurden und der Expressionsnachweis im Western Blot mit anti-flag Antikérper positiv war (3.3.3.4),
konnte der flag-tag zur Anreicherung der flag-markierten Komponenten unter nativen Bedingungen
aus dem Hefelysat genutzt werden (2.2.5.9). Von QB-exprimierenden Hefestdammen wurde Hefelysat
hergestellt und mit anti-flag Agarose inkubiert. Die flag-markierten Proteine wurden an anti-
flag Antikérper gebunden, die wiederum an Agarose gekoppelt waren. Die Agarose konnte durch
Zentrifugation sedimentiert und der Uberstand abgezogen werden. Das gewaschene Agarosematerial
mit den daran gebundenen flag-Proteinen wurde direkt in den Qp in vitro Test anstelle von QB-E. coli
eingesetzt (2.2.4.4). Zu beachten ist, dass von den angereicherten Qp-Komplexen die Proteinmenge
nicht bestimmt wurde, so dass in diesem Test die Aktivitaten von QB-Hefe und Qp-E. coli nicht
identisch sind.

Das ssRNA-template T4 wurde in einen in vitro Aktivitatstest eingesetzt, dessen Ansatze inklusive
Kontrollen in Tab. 48 aufgefiihrt sind. Nach 1 h Inkubation bei 30C wurden die Reaktionen auf einem

Agarosegel analysiert (2.2.4.4).
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Tab. 48. Ansétze der in vitro Aktivitatstests mit angereicherter QB-Replikase aus Hefe im Vergleich zur
Aktivitat der QB-Replikase aus E. coli (Epicentre)

Ansatz Agarose Lysat aus Hefestamm Kontrolle
1 AH109+QR-E. coli ja AH109 Positiv-
2 AH109 ja AH109 Negativ-
3 AH109-QR ja AH109-QR

4 AH109-QR/ADHp-S1/CYCp-Hfq ja AH109-QR/ADHp-S1/CYCp-Hfq

5 AH109-QR/CYCp-S1/CYCp-Hfq ja AH109-QR/ADHp-S1/CYCp-Hfq

6 Agarose ja -- Negativ-
7 ohne QR-E. coli nein - Negativ-
8 QR-E. coli nein -- Positiv-

Es zeigte sich, dass das eingesetzte einzelstrangige LEU20ptRQ135-template (= T4) in den Ansatzen
mit QB-Hefe repliziert wurde, so dass dsRNA gebildet wurde (Ansatz 3, 4 und 5; Abb. 27).
Bemerkenswert war, dass die Replikation auch ohne die Kofaktoren S1 und Hfg (Ansatz 3, Abb. 27)
stattgefunden hatte. Die Reaktionen liefen insgesamt nicht vollstandig ab, auch nicht bei der Kontrolle
mit AH109-Agarose mit QB-E. coli (Ansatz 1, Abb. 27), im Gegensatz zur Kontrolle mit QB-E. coli ohne
Agarosebeads (Ansatz 8, Abb. 27). Somit war festzustellen, dass die Agarosebeads (oder daran
gebundene Komponenten des Hefelysats) die in vitro Reaktion in ihrem Ablauf tendenziell negativ
beeintrachtigen. Aus diesem ersten Versuch lie3 sich erkennen, dass die in Hefe exprimierte Q-
Replikase in vitro aktiv ist, auch ohne die beiden Kofaktoren S1 und Hfqg. Die finf verschiedenen
Komponenten des QB-Replikasekomplexes wurden demnach korrekt exprimiert und konnten sich in

Hefe zu einem funktionellen Komplex zusammenfinden.

dsDNA__» :
dsRNA—» & . a
: - 1kb
ssSRNA—> e - g . - :
; & B — 500 bp

wE B bt

= | -

" :

Abb. 27. Invitro Aktivitatsnachweis des Q p-Replikasekomplexes nach Anreicherung aus
Hefelysat. ssRNA LEU20ptRQ135 wurde mit Qp-gebundenen Agarosebeads 1 h inkubiert (2.2.4.4).
5 pl des Gesamtansatzes wurden auf einem 0,8% Agarosegel analysiert. Ohne DNase-Verdau, daher
dsDNA (= template fir in vitro Transkription) sichtbar. Links: Anreicherung der flag-Proteine der in
Hefe exprimierten QB-Faktoren Uiber Agarosebeads. Rechts: Kontrollen ohne Agarosebeads.

Der in vitro Aktivitatstest wurde des Weiteren mit dem template LEU20pt ohne QB-spezifschen Enden
durchgefiihrt. Hier war wie erwartet keine Replikation der ssRNA erkennbar (ohne Abbildung).
Uberraschend war hingegen, dass bei der Durchfiihrung mit T1 (GGG-LEU20pt-CCC) auch keine

-69 -



ERGEBNISSE

Replikation stattfand (ohne Abbildung). T1 wurde scheinbar durch QB-Hefe weniger effizient erkannt
bzw. zum Doppelstrang aufgefiillt als durch QB-E. coli.

Da die Reaktionen von Qp-Hefe nicht vollstandig abgelaufen sind — erkennbar an der noch
vorhandenen ssRNA auf Hohe von 700 bp — wurden die Ansétze langer als 1 h inkubiert und die Q-
Replikation im zeitlichen Verlauf beobachtet. Dafur wurde der Q3 in vitro Test mit LEU20ptRQ135 als
template angesetzt, da es sich am besten amplifizieren lie3. Lysat aus den beiden Hefestammen die
S1 und Hfg exprimierten (AH109-QB/ADHp-S1/CYCp-Hfg, AH109-QB/CYCp-S1/CYCp-Hfqg) und Lysat
aus AH109 (Negativkontrolle) wurde verwendet. Zu vier Zeitpunkten (30 min, 1 h, 2 h, 4 h) wurden
Proben entnommen und im Agarosegel analysiert (Abb.28). Wie erwartet blieb in dem
Negativkontrollansatz mit AH109-Lysat die ssRNA (700 bp) Uber die komplette Reaktionszeit
unverandert erhalten. Durch QB-Hefe wurde bereits nach 30 min die eingesetzte ssSRNA zu dsRNA
(1,2 kb) repliziert. Die replizierte dsRNA vermehrte sich jedoch nicht mit Dauer der Reaktion, sondern
ab einer Reaktionszeit von 2 h wurden unspezifische kleinere RNAs bevorzugt amplifiziert, die
bezogen auf die GréRe des dsDNA Standards zwischen 100 und 600 bp grof3 waren. Dabei schien die
Amplifikation mit Hefelysat aus AH109-QP/CYCp-S1/CYCp-Hfq weniger effektiv zu sein. Die
Expression von S1 mit dem starken ADH1-Promotor schien sich demnach positiv auf die QB-Aktivitat
auszuwirken.

Der Effekt der bevorzugten Amplifikation von kleinen RNAs war auch in den Kontrollansatzen mit Q-
E. coli zu beobachten (ganz rechts, Abb. 28). Aus Experimenten ohne exogen zugesetzte templates
wurden durch QpB-Hefe analog zu Ansadtzen mit QB-E. coli kurze RNAs (100 — 250 Nukleotide)
gebildet. Wie in der Literatur beschrieben, neigt die Q3-Replikase dazu, grol3e templates wahrend der
Replikation zu verkirzen (Mills et al. 1967; Kacian et al. 1972; Munishkin et al. 1991) bzw. de novo
(Sumper et al. 1975) schnell amplifizierbare Sequenzen zu generieren. Aufgrund der in vitro
Aktivitatstests konnte gezeigt werden, dass auch die heterolog in Hefe exprimierte QB-Replikase diese

Eigenschaft aufweist (4.1.2).

AH109-QR/ AH109-QR/ )
ADHp-S1/ CYCp-S1/ &
AH109 CYCp-Hig CYCp-Hifg o
—
- % # <— dsRNA
1kb — -
-
SSRNA—>| unspezifische RNAs
500 bp - - /

Abb. 28. Zeitlicher Verlauf der in vitro Amplifikation mit Q B-Hefe. sSRNA LEU20ptRQ135 wurde
mit QB-gebundener Agarose bis zu 4 h inkubiert (2.2.4.4). je 5 ul des Gesamtansatzes wurden auf
einem 0,8% Agarosegel analysiert. Negativkontrolle AH109: wt-Hefestamm ohne Qp-Proteine;
Positivkontrolle QB-E. coli. In den Ansatzen mit QB-Hefe bzw. QB-E. coli (rechts vom Standard)
entsteht in Abhangigkeit der Zeit dsRNA und groBe Menge an kleinen, unspezifischen RNAs der
Grol3e 100 bis 600 bp (im Vergleich zum dsDNA-Standard).
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Die evolvierten RNA-Fragmente aus in vitro Tests mit Q3-Hefe wurden in cDNA umgeschrieben. 10 -
200 bp groRBen cDNA Sticke wurden kloniert und sequenziert (2.2.4.5, 2.2.3.9). Durch
Sequenzvergleich im Nukleotidblast ergab sich, dass es sich dabei v.a. um kurze Bereiche von
ribosomaler RNA aus Hefe handelte (18S, 25S). Unter 132 lesbaren Sequenzen waren vier kurze
Sequenzen (15 - 26 bp), denen keine bekannte Sequenz zugewiesen werden konnte. Ihr Potential als
QpB-spezifische Erkennungssequenzen wurde in vitro im Vergleich zu LEU20pt-RQ135 getestet. Es
stellte sich heraus, dass die neu identifizierten kurzen RNA-Fragmente sich nicht besser fur die
Amplifikation von LEU2opt eigneten. Fir die Etablierung des QB-Replikons in vivo wurde demnach die
RQ135-Sequenz beibehalten.

3.3.3.6 Anpassen der Q B-templates an Gegebenheiten in der Hefezelle

Die Etablierung eines autonomen QpB-Replikons im komplexen Hefeorganismus war eine
Herausforderung. Da die Qp-Replikase nur ssRNA als template verwenden kann, muss in der
Hefezelle ssRNA mit entsprechender Qp-Erkennungssequenz vorhanden sein. Dieses
ssRNA template muss entweder in die Hefezelle eingebracht oder in ihr selbst generiert werden. Des
Weiteren muss das Qp-template in einem Gemisch aus diversen Hefe-RNAs und -DNAs von dem
funktionsfahigen Qp-Komplex gebunden und in hohem Malie amplifiziert werden. Die resultierende
(mutierte) RNA muss danach translatierbar sein. Fir die Etablierung des Systems in vivo wurde
weiterhin LEU2opt als Testreporter genutzt. Nur diejenigen Hefen sollten auf Leucin-Mangelmedium
wachsen koénnen, in denen funktionelles Leu2-Protein gebildet wird. Wenn einer dieser Einzelschritte
von template-Erkennung, Amplifikation oder Translation nicht funktioniert, wachsen keine Hefeklone
auf Leucin-Mangelmedium.

In Anlehnung an die Qp in vitro Tests wurden Hefen entweder direkt mit T7-transkribierter LEU20pt-
RQ135 RNA elektroporiert (2.2.2.4) oder aber mit einem Hefepromotor-DNA-Konstrukt transformiert,
welches in der Hefe zu mRNA transkribiert wird und dann als Qp-template fungieren kann. Bei der
Verwendung eines DNA-Reporterkonstruktes war es wichtig, dass dieses nicht in Form von DNA an
die Tochterzelle weitergegeben werden kann, sondern lediglich als funktionelles RNA-Replikon. Um
dies zu gewahrleisten, wurden nur DNA-Reporterkonstrukte verwendet, die Uber keinen Hefe-ori
verfigen, welcher fur eine Replikation von transienter DNA in der Hefezelle zwingend erforderlich ist.
Die DNA-Konstrukte wurden sowohl linear als auch zum Schutz vor Nukleaseabbau zirkuléar in die

Hefen eingebracht. Der Aufbau der getesteten Reporterkonstrukte ist in Tab. 49 zusammengestellt.

Tab. 49. QB-templates, die zur Etablierung des Replikons in vivo getestet wurden

t?nl;tpollztses Prom. 5°Erk.seq. thJL?EtSa?agg)Ol) Reporter PolyA 3’Erk.seq. Ribozym Term.

ssRNA - RQ135I - LEU20pt - RQ135r - -
DNA ADHp RQ135I - LEU20pt - RQ135r - LEUt

DNA ADHp RQ135I - LEU20pt - RQ135r - -
DNA ADHp RQ135I YAP1 (1 - 164) LEU20pt - RQ135r Ribozym LEUt
DNA ADHp RQ135! p150 (1 -508) LEU20pt - RQ135r Ribozym LEUt
DNA ADHp RQ135I p150 (160 - 508) LEU20pt - RQ135r Ribozym LEUt
DNA ADHp RQ135I p150 (250 - 390) LEU20pt - RQ135r Ribozym LEUt
DNA ADHp RQ135! YAPL (1 - 164) LEU20pt PolyA RQ135r Ribozym LEUt
DNA ADHp RQ135I pl150 ( 1 -508) LEU20pt PolyA RQ135r Ribozym LEUt
DNA ADHp RQ135I p150 (160 - 508) LEU20pt PolyA RQ135r Ribozym LEUt
DNA ADHp RQ135! p150 (250 - 390) LEU20pt PolyA RQ135r Ribozym LEUt
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Eukaryontische mRNAs werden fiir gewodhnlich posttranskriptional modifiziert, indem sie am 5° Ende
ein Cap erhalten und am 3" Ende polyadenyliert werden (bei Hefen bis zu 150 Adenine) (Wormington
1993). Zwar kann die Translation von nicht modifizierten RNAs stattfinden, jedoch ist ihre Effizienz bis
zu 1.000-fach verringert (Russell et al. 1991; Everett et al. 1992). Aus diesem Grund wurden die Q-
templates zur Steigerung der Translationseffizienz entsprechend angepasst. Alternativ fir das 5 Cap
gibt es Hefe-eigene IRES (internal ribosomal entry sites)-Sequenzen, die als Signal fur den
Translationsstart Hefe-fremder Gene genutzt wurden (Zhou et al. 2001; Thompson et al. 2001; Seino
et al. 2005; Reineke et al. 2008). Dabei handelt es sich um einen DNA-Bereich vor einem ORF, der
durch die Ausbildung einer spezifischen Sekundarstruktur von Ribosomen erkannt und gebunden
wird. Der 5" nicht-translatierte Bereich der Hefegene YAP1 und p150 (Zhou et al. 2001) wurde in die
QpB-templates eingebaut. Das fehlende PolyA-Signal wurde durch eine Abfolge von 25 bzw. 50
Adeninen ersetzt. Zusatzlich wurde eine Hepatitis Delta Virus Ribozymsequenz (Perrotta et al. 1996)
zwischen RQ135rechts und Terminator kloniert. Nach Transkription der DNA spaltet sie sich
autokatalytisch ab, so dass ein distinktes 3" Ende entsteht und die QB-Replikase direkten Zugang zu
ihrer Erkennungssequenz hat (Abb. 29).

Die diversen DNA-templates (Tab. 49) wurden zur Kontrolle der Expression auf Plasmide mit Hefe-ori
kloniert (pRS313) und fir die Etablierung des Replikons auf Plasmide ohne (pSc). AH109 und die drei
QpB-exprimierenden Hefestamme wurden mittels PEG/LIAc transformiert, jeweils mit und ohne
anschlieBender Regeneration von 2 h, 4 h oder 16 h. Hefen mit pRS313-Konstrukten wuchsen auf
Leucin-freiem Medium, was zeigt, dass die Leu2-Expression bzw. die Funktionalitat des Enzyms durch
die Modifikationen nicht beeinflusst wurden. In keinem Fall wuchsen Hefen mit pSc-IRES-LEU20pt-
Konstrukten. Somit konnte durch Modifikation von LEU20pt in der Hefe kein Replikon etabliert werden
(4.1.2).

autokatalytische
Spaltung

" [RO135/] IRES | Reporter |AAAALJRO1357] Ribozym |  MRNA

Abb. 29. Schematisch Darstellung der IRES-Konstrukt e zur QB-Amplifikation und Translation in
Hefe. In der transkribierten mRNA spaltet sich die Ribozymsequenz autokatalytisch ab und sorgt fur
ein distinktes 3" Ende der RQ135r Sequenz. Damit dient es als template fur die QB-Replikase. Die
Amplifikate besitzen eine IRES-Sequenz, an die die Ribosomen binden kénnen und den Reporter
exprimieren. Die PolyA-Sequenz sorgt fur die Stabilisierung der RNA. Die 135bp lange Q-
Erkennungssequenz wurde in zwei Halften aufgeteilt. RQ135links, RQ135rechts.

Die IRES-Expressionskassetten wurden zusatzlich mit dem alternativen Testreporter TRPlopt
(678 bp) ausgetestet. TRP1opt wurde (analog zu LEU20pt) so undhnlich zum wildtypischen TRP1-
Gen wie mdglich optimiert, um homologe Rekombination mit dem Genom zu vermeiden. Die AS-
Sequenzen sind identisch, die Basensequenz von TRP1 und TRP1opt stimmt insgesamt mit dem des
wt-Gens nur noch zu 68% Uberein. Doch auch die Transformation mit den IRES-TRP1opt-Konstrukten
brachte keine Hefekolonien auf den Selektionsplatten DO Trp hervor.

Somit lie’ sich das QB-Replikon in vivo mit keinem der ausgetesteten templates etablieren. Es bleibt

festzuhalten, dass die Transkription ausgehend vom Promotor stattfindet, da bei den Kontrollen
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funktionelles Leu2-Protein gebildet wurde. Es liegt nahe, dass der Ablauf zwischen Transkription —
Replikation oder Replikation — Translation blockiert ist. Entweder findet die Replikase ihr spezifisches
template in der Unmenge an Hefe-RNAs nicht, die Replikation findet nicht effizient genug statt oder

das Reporter-template kann nach der QB-Amplifikation nicht (korrekt) translatiert werden (4.1.2).

3.3.3.7 Zusammenfassung Q B-Replikon

- QpB-Replikasekomplex aus EF-Tu, EF-Ts, QB, S1, Hfq wurde in Hefe de novo zu einem korrekt
gefalteten Enzymkomplex aufgebaut (Qp-Hefe)

- Qp-Hefe besitzt &hnliche Eigenschaften wie QB-E. coli: ssSRNA templates werden amplifiziert,
allerdings wird bei Selektionsdruck auf schnelle Amplifikation das template schrittweise
verkirzt und kurze RNA-Molekile werden bevorzugt amplifiziert

- RNA templates und verschiedenste DNA-Expressionskassetten wurden in Qp-exprimierende
Hefestdmme eingebracht, jedoch etablierte sich daraus in vivo kein autonomes QpB-Replikon

Fazit: Basierend auf QB-Hefe und LEU20ptRQ135 konnte in vitro zum ersten Mal ein funktionelles

Replikon etabliert werden. Ohne funktionelles Replikon invivo wurden keine Hefeklone

ausgebildet, so dass die Funktionalitit der Teilschritte Transkription, template-Findung,

Amplifikation, Translation nicht analysiert werden konnten. Da die DNA-basierten

Mutationssysteme erfolgversprechender waren, wurde deren Entwicklung in Bezug auf die

Etablierung von Evolutionssystemen intensiver vorangetrieben.
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3.4  Erfolgreiche Etablierung von zielgerichteten Ev  olutionssystemen in der
Backerhefe durch Kopplung von Replikation, Mutation und Selektion

Zur Etablierung eines kontinuierlichen Evolutionssystems in S. cerevisiae bestehend aus Mutations-
und Selektionssystem wurden neben den herausfordernden RNA-basierten (3.3) auch DNA-basierte
Strategien zur Mutagenese entwickelt. Durch Kombination der zielgerichteten prey-DNA Mutagenese

und Y2H Selektion wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei neue Evolutionssysteme etabliert.

3.4.1 Sequenzspezifische, Oligonukleotid-vermittelt e Mutagenese

Bei der sequenzspezifischen, Oligonukleotid-vermittelten Mutagenese sollte die Mutation des prey-
Anteils gezielt stattfinden, indem mismatch-Oligonukleotide in die DNA eingebaut werden. Damit die
Mutation/Selektion kontinuierlich stattfinden kann, sollten diese prey-spezifischen Oligonukleotide mit
Basenaustauschen auch kontinuierlich aus dem Kulturmedium aufgenommen werden. Die mismatch-
Oligonukleotide werden in den Zellkern der Hefezelle geschleust und werden mit dem néchsten
Replikationszyklus in die DNA eingebaut, indem sie Uber die homologen Bereiche mit der Ziel-DNA
hybridisieren, so dass prey DNA- bzw. Protein-Varianten entstehen (rote Markierung, Abb. 30). Je
besser die Protein-Protein-Interaktion zwischen bait und prey-Varianten, desto mehr Reporter (HIS3,
Aurl-C) wird exprimiert und umso besser kann die Hefezelle mit dem guten Interaktionspaar in
Selektivmedium wachsen. Durch die kontinuierliche Oligonukleotid-Aufnahme werden Uber mehrere
Generationen hinweg prey-Varianten erzeugt, die sich an verschiedensten Positionen zum Original-
prey unterscheiden und letztendlich zum perfekten Binder evolviert werden. Survival of the fittest —

das beste Protein-Protein-Interaktionspaar setzt sich durch.

DNA —{ AD | Prey /

Replikation fligonukleotid-Einbau

[AD TN Pre
o
1(6“2“5\3(\0“ [AD T Prey W]
B\
any [AD TW Prey[ |
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yl
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q
\, Bai Pre)
Y .
BD RNA Pol Il
UAS Promotor HIS3, Aurl-C > Wachstum?
Y2H Interaktion

Abb. 30. Kontinuierliches, zielgerichtetes Evolutio nssystem bestehend aus sequenz-
spezifischer, Oligonukleotid-vermittelter Mutagenes e und Y2H Selektion. Details siehe Text.
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Zur Etablierung dieses kontinuierlichen, zielgerichteten Evolutionssystems basierend auf
Oligonukleotid-Einbau galt es folgende Teilschritte zu etablieren:

1. kontinuierliche Aufnahme von prey-spezifischen Oligonukleotiden durch die Hefe aus dem Medium
2. gezielter Einbau der aufgenommenen Oligonukleotide mit Misspaarungen in die prey-DNA

3. Selektion von Hefen mit besser interagierenden Proteinpaaren Gber das Wachstumsverhalten

3.4.1.1 Vorarbeiten zur Transformation von Hefe mit  Oligonukleotiden

Site-directed mutagenesis ist eine einfache Methode zur ortsgerichteten DNA-Mutation durch
Verlangerung von mismatch-Primern (Hutchison et al. 1978). Basierend auf dieser in vitro Methode
wurde die Transformation von S. cerevisiae mit Oligonukleotiden etabliert, um genomische DNA
gezielt zu verandern (Moerschell et al. 1988). Dabei wurde beobachtet, dass es Unterschiede in der
Bevorzugung des Stranges gibt: sense und antisense-Oligonukleotide werden unterschiedlich gut
bzw. Oligonukleotide werden bevorzugt am lagging strand eingebaut (Kow et al. 2007). Daraus
erwuchs die Vorstellung, dass sich die transformierten Oligonukleotide in der Replikationsgabel an die
einzelstrangige DNA anlagern und als Primer fur die Synthese der Okazakifragmente fungieren. Des
Weiteren wurde herausgefunden, dass zusétzlich zum Ereignis der Oligonukleotid/DNA-Paarung auch
Komponenten der DNA-Reparatur fir die Etablierung der Oligonukleotid-Basenaustausche von
entscheidender Bedeutung sind (Cole-Strauss et al. 1999; Rice et al. 2001; Liu et al. 2002; Dekker et
al. 2003; Maguire et al. 2007). Diese Ergebnisse lassen somit den Schluss zu, dass die DNA-
Replikation ein sehr wichtiger von vielen weiteren zellularen Prozessen ist, die als Voraussetzung fir
den Einbau von Oligonukleotiden notwendig sind.

Auch wenn der genaue Mechanismus bislang ungeklart ist, konnte gezeigt werden, dass
Oligonukleotide in genomische DNA eingebaut werden. Zundchst wurde im Rahmen dieser Arbeit fur
die Etablierung des Oligonukleotid-basierten Mutagenesesystems Uberprift, ob der Oligonukleotid-
Einbau auch in Vektor-DNA mdglich ist. Dies war insofern eine Herausforderung, da sich ein mutierter
Vektor — wenn mehr als eine Kopie pro Zelle vorliegt — gegentiber nicht mutierten Kopien durchsetzen

muss. Im Gegensatz dazu wirkt sich eine Mutation im haploiden Genom zu 100% aus.

3.4.1.2 Einbau transformierter Oligonukleotide in P lasmid-kodiertes Gen LEU20ptNSM

Zunachst wurde experimentell ermittelt, ob ein Plasmid-kodiertes Gen in S. cerevisiae durch
Transformation mit einem Oligonukleotid mutiert werden kann. Dies wurde anhand der Reversion des
defekten Nahrstoffmarkers LEU20ptNSM (non sense mutation) zu LEU20pt getestet.

LEU20ptNSM wurde fiur diesen Test aus dem optimierten Gen LEU2opt (3.3.1) hergestellt. LEU20pt
wurde - flankiert von dem starken ADH1-Promotor und LEU2-Terminator - auf das CEN/ARS-Plasmid
pRS313 (Plasmidmarker HIS3) kloniert. Ausgehend von pRS313-AL_LEUZ2opt wurde mittels qcPCR
(2.2.3.1) das Start-Methionin ATG zu ACG (Threonin) verandert und so pRS313-AL_LEU20ptNSM
generiert. Hefeklone mit diesem Plasmid konnten zwar auf DO His Agarplatten wachsen, aber wie
erwartet nicht auf DO Leu, im Gegensatz zu Transformanten mit pRS313-AL-LEU20pt. Durch
Transformation und Einbau eines Oligonukleotids zur Reparatur kann LEU2opt aus LEU20ptNSM
gezielt wiederhergestellt werden. Die Reversion von LEU20ptNSM zu LEUZ2o0pt durch die

Punktmutation von ACG - ATG diente zur Bestimmung der Mutationsrate.
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3.4.1.2.1 Einfigen von Punktmutationen

Zur gezielten Generierung von LEU2opt-Revertanten wurden Oligonukleotide hergestellt, die nach
Einbau in LEU20ptNSM zusétzlich zur Wiederherstellung des Startcodons eine stille Basenmutation
verursachten. Dadurch konnte zwischen spontaner Mutation und tatsachlichem Einbau des
Oligonukleotids differenziert werden (Reversionsrate = Einbaurate + Spontanmutationsrate). Es
wurden neun Oligonukleotide verwendet, die sich in Lange (20mer, 30mer oder 40mer) und Position
der Punktmutationen (nahe 5 oder 3" Ende bzw. mittig) unterschieden. Abb. 31 zeigt die kirzesten
und eines der langsten Oligonukleotide mitsamt ihrer Nukleotid-Austausche (grau hinterlegt) und
Position relativ zum Zielgen LEU20ptNSM.

Da die Literatur widerspriichliche Aussagen bezuglich der Strangbevorzugung lieferte (Moerschell et
al. 1988; Kow et al. 2007), wurden die Oligonukleotide sowohl in forward (fwd) als auch in reverse
(rev)-Orientierung transformiert und zusétzlich als fwd/rev-Oligonukleotidpaar. 5x 10" Zellen des
Leucin-auxotrophen Hefestamms AH109-LEU20ptNSM wurde mittels PEG/LiAc-Methode mit
1 nmol Oligonukleotiden (= 6 x 10" Molekule) transformiert und nach Regeneration UN in Vollmedium
zur Selektion von Revertanten auf DO HisLeu Agarplatten plattiert, die 2 Tage inkubiert wurden
(2.2.2.12). Ohne Regenerationsschritt N entstanden keine Revertanten, was dafir spricht, dass die

Replikation eine bedeutende Rolle spielt.

Leu2opt MSAPKLIVVLP..
20 -10  +1  +10 +20  +30
N T S R A R e S
LEU20pt NSM ... AGCATACAATCAACTCCAGAATTCACECTGCTCCAAAAAAGATTGTTGTTTTACCA...
LEU20pt.fwd1 CAACTCCAGAATTCATGTCAG
LEU20pt.fwd2 GAATTCATGTCAGCTCC AAA
LEU20pt.fwd3 CATGTCA GCTCCAAAAAAG
LEU20pt.fwd8 ATCAACTCCAGAATTCATGTCAGCTCC AAAAAAGATTGTT

Abb. 31. Nukleotidsequenz- alignment zwischen LEU20ptNSM und Oligonukleotiden mit zwei
Basenaustauchen. LEU20ptNSM tragt durch die Verdnderung des Startcodons zu ACG eine non-
sense-Mutation (unterstrichen). Die Oligonukleotide LEU2opt.fwdl bis fwd3 sind 20 Nukleotide lang,
Leu2opt.fwd8 ist 40 Nukleotide lang. Sie enthalten jeweils das korrekte Startcodon, sowie eine stille
Mutation an der 3. Position der folgenden Aminosaure Serin. Die Basenaustausche im Vergleich zur
LEU20ptNSM-Sequenz sind grau hinterlegt.

Die Plasmide von bis zu zehn LEUZ2opt-Revertanten, also Klone die auf DO HisLeu Agarplatten
wuchsen, wurden analysiert, um zwischen tatsachlichem Oligonukleotid-Einbau und spontaner
Mutation zu differenzieren. Dabei musste berlicksichtigt werden, dass das LEU20ptNSM-Gen auf
einem low copy-Vektor (CEN/ARS) kodiert ist, welcher in der Hefezelle in 2 - 3 Kopien vorliegt. Eine
Kopie mit funktionellem LEU2opt reicht aus, um der Hefezelle das Wachstum auf Leucin-freiem
Medium zu ermdéglichen. Die direkte Analyse mittels cPCR von Hefe-Revertanten mit einem
Vektorgemisch aus LEU2opt und LEU20ptNSM und anschlieBender Sequenzierung des
LEU20ptNSM-Genabschnitts konnten deswegen nicht genutzt werden. Somit wurden aus den
Revertanten Plasmide prapariert (2.2.2.8) und durch Transformation von E. coli vereinzelt (2.2.1.5).
Erst durch cPCRs von Bakterieneinzelklonen (pro Hefeklone 16 lesbare Sequenzen) und
anschlieBender Sequenzierung (2.2.3.1, 2.2.3.9) konnte das Verhéltnis von Einbaurate (LEU2opt-still)
Zu Spontanmutationsrate  (LEU20pt) bestimmt werden. Die Spontanmutationsrate st

vernachlassigbar, wenn die Einbaurate um Zehnerpotenzen hoher ist. Abb. 32 zeigt die
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Mutationsraten von drei unabhangigen Transformationen im Uberblick. Die spontane Mutationsrate
lag bei 1x 10°®. Die 20mer Oligonukleotide wurden nicht in die Zielsequenz eingebaut; vermutlich
waren die homologen Bereiche zu kurz. Die 30mer Oligonukleotide mit mittigen Basenaustauschen
wurden —wenn auch wenig effektiv (5 x 10°) — eingebaut. Die Transformationsansatze mit den
langsten 40mer Oligonukleotiden mit mittigem Basenaustausch (LEUZ2opt.fwd8/.rev8) lieferten die
hochste Oligonukleotid-Einbaurate von 6 x 107. Durch Modifikation der Oligonukleotide mittels

Phosphorylierung des 5" Endes konnte die Mutationsrate auf 2 x 10° gesteigert werden.
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Abb. 32. Mutationsraten durch mismatch-Oligonukleotid-Transformation. 5 x 10" Hefezellen

(AH109-LEU20ptNSM) wurden mit 1 nmol Oligonukleotiden transformiert, UGN regeneriert und
LEUZ2opt-Revertanten auf DO Leu Agarplatten selektiert (2.2.2.12). Die LEU20ptNSM-Genregion der
Revertanten wurden sequenziert (2.2.3.9), um die Mutationsrate zu bestimmen.

Durch diese Versuche konnte gezeigt werden, dass auch Plasmid-DNA in Hefe durch Einbau von
transformierten Oligonukleotiden sequenzspezifisch mutiert werden kann. Da phosphorylierte
Oligonukleotidpaare (fwd/rev) mit mittigen Nukleotid-Austauschen am effektivsten eingebaut wurden,
wurden fur die folgenden Experimente zum Einflgen von multiplen Basenaustauschen
phosphorylierte Oligonukleotide verwendet, die sowohl am 5  als auch am 3" Ende mit mind.

12 Nukleotiden zu 100% mit der Zielsequenz hybridisierten.

3.4.1.2.2 Einfigen multipler Basenaustausche

Da basierend auf Oligonukleotid-Einbau ein Mutagenesesystem aufgebaut werden sollte, wurden in
den folgenden Experimenten vier verschiedene Oligonukleotide so gestaltet, dass nach Einbau
mehrere Mutationen hintereinander in das LEU20ptNSM Gen eingefiigt wurden. Abb. 33 zeigt die

Oligonukleotide mit den verschiedenartigen Basenaustauschen und Positionen relativ zum Zielgen.
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LEWopt MSAPKKIVVLPGDHVGQE ITAEAIK.
20 <10 +1 +10 +20  +30  +40  +50  +60 +70
R ] O O OO OO O O T o I e

LEU20pt NSM ... TACAATCAACTCCAGAATTCACTCTGCTCCAAAAAAGATTGTTGTTTTACCAGGTGATCATGTAGG TERMBBPGCTGAAGCTATCAAA. .

LEU2opt.fwd8  ATCAACTCCAGAATTCATGTCAGCTCCAAAAA AGATTGTT

Oligomut1.fwd GCTCCAAAAA AAATCGTTGTTTTACCAGGTGATCATGTAGG

Oligomut2.fwd TTACCAGGTGATCATGTAGGACAGGAAATTACTGCTGAAGC

Oligomut3.fwd ~ ATCAACTCCAGAATTCATGTCAGCACCTAAGT TAATTGTTGTTTTACCAG
Oligomut4.fwd ~ ATCAACTCCAGAATTCATGNNKNNKNNKNNKA AGATTGTTGTTTTACCAG

Abb. 33. Nukleotidsequenz- alignment zwischen LEU20ptNSM und Oligonukleotiden mit
multiplen Nukleotidaustauschen. LEU20ptNSM tragt durch die Veranderung des Startcodons zu
ACG eine non-sense-Mutation (unterstrichen). Der Nukleotidaustausch an Position +2 fir die
Reversion von LEU20ptNSM zu LEUZ2o0pt sowie die stille Mutation an Position +6 zur Unterscheidung
von Spontanrevertanten sind jeweils grau hinterlegt. Weitere gezielte Nukleotidaustausche in den
Oligonukleotiden sind gelb markiert. Der NNK-Bereich in Oligomut4.fwd kennzeichnet die Variabilitat
der Positionen (N =A, C, G oder T; K= G oder T).

Die Transformation von AH109-LEU20ptNSM und die Revertanten-Selektion sowie deren
Plasmidanalyse erfolgte analog zu den Versuchen mit den Nukleotidaustauschen (3.4.1.2.1). In
Tab. 50 sind die Oligonukleotidpaare aufgefiihrt, die aufgrund der unterschiedlichen Eigenschaften
und Kombinationen neue Erkenntnisse liefern sollen bezuglich Einbau von zwei Oligonukleotiden, die
sich (nicht) Uberschneiden oder mehrere Nukleotidaustausche zur Folge haben. Neben der
Wiederherstellung des Startcodons und der stillen Mutation an der benachbarten Aminoséure Serin
sollten weitere Mutationen eingefihrt werden. Diese Mutanten werden allgemein als LEU2opt-still-

Varianten bezeichnet.

Tab. 50. Oligonukleotidpaare und Fragestellung beziiglich der Einbaueffektivitat in LEU20ptNSM

Transf.- Oligonukleotidpaarl Anzah_l Uberla_ppungs— - g
. . . Nukleotid- bereich der Erwarteter Genotyp Wie hoch ist Einbaurate ...?
Ansatz Oligonukleotidpaar2
Austausche O.-Paare
T1 LEU20pt.f_wd8/.rev8 2 - LEU20pt-still (Positivkontrolle)
LEU2opt.fwd8/.rev8 2 LEU2opt-still . .
T2 Oligomutl.fwd/rev 2 11 LEU2opt-still-Variante des 2. Oligonukleotids
LEU20pt.fwd8/.rev8 2 LEU2opt-still . )
) Oligomut2.fwd/rev 2 g LEU2opt-still-Variante tes 2 Qllmlleis
Oligomut3.fwd/rev . . aufgrund
T4 ) 8 - LEU2opt-still-Variante 8 Nukleotid-Austauschen
n aufgrund
T5 Oligomut4.fwd/rev 13 - LEU20pt-still-Variante 13 Nukleotid-Austauschen
(degenerierter Bereich, 4x NNK)
T6 - (LEU20pt) (Negativkontrolle)

In Abb.34 sind die Sequenzanalysen von je sieben unabhangigen Transformationen
zusammengefasst. Es sei daran erinnert, dass in einer einzelnen Hefezelle 2 - 3 Kopien eines
CEN/ARS-Plasmids enthalten sind, wobei eine Kopie des funktionellen LEU20pt-Gens ausreicht, um
der Hefezelle Prototrophie zu vermitteln. Deshalb kann der Anteil dieses Gens/Plasmids in den Hefe-
Revertanten minimal 33% betragen. Erst durch Ausdehnung der Selektionszeit auf Leucin-freiem
Medium steigt der Anteil auf 100% an, da nur diejenigen Nachkommen Uberleben, die eine
funktionelle Genkopie vererbt bekommen. Der Negativkontrollansatz T6 zeigt die Entstehung von
einigen wenigen spontanen Mutanten (LEU2opt, orange, Abb. 34). Insgesamt wurden die

Oligonukleotidpaare in allen finf Ansatzen effektiv eingebaut. In den Sequenzen von T1 bis T5 war

-78 -



ERGEBNISSE

die LEUZ2opt-still-Mutation, die durch den Einbau der Oligonukleotide hervorgerufen wurden, zu 36 -
63% nachweisbar (griin bei T1 bis T3 und blau bei T4 und T5, Abb. 34). Oligonukleotide, deren
Einbau fur das Wachstum nicht zwingend notwendig waren (Zusatzoligonukleotide Oligomutl in T2
bzw. Oligomut2 im T3, blau, Abb. 34) wurden zu 3% nachgewiesen. Da darauf kein Selektionsdruck
angelegt wurde, fand man diese Sequenzen wie erwartet weniger haufig. Es zeigt aber, dass der
gleichzeitige Einbau von zwei Oligonukleotiden mdglich ist. Obwohl Oligonukleotide mit mehreren
Nukleotid-Austauschen im zentralen Bereich (8 Einzelpositionen bei T4 und 12 degenerierte
Positionen bei T5, blau, Abb. 34) schlechter mit dem Zielgen hybridisieren, wurden sie zu 55 bzw.
60% in LEU20ptNSM eingebaut. Dies lie darauf schlieBen, dass fur den effektiven Einbau von
Oligonukleotiden ins Plasmid der mittlere Bereich frei wahlbar ist, um beliebige Mutationen in das

Zielgen einzufiihren und an den Enden 15 — 20 Nukleotide fiir die Hybridisierung ausreichen.
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T1 T2 T3 T4 T5 T6
Oligopaar 1 LEU2o0pt. LEU2o0pt. LEU2o0pt.
(LEU20pt-still) fwd8/rev8 fwd8/rev8 fwd8/rev8
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B LEU20pt-still @ LEU20pt-still-Variante B LEU2optO LEU20ptNSM

Abb. 34. Verteilung der Mutationen in LEU20opt-Revertanten nach Transformation mit
mismatch-Oligonukleotiden. In sieben unabhéngigen Ansétzen wurde AH109-LEU20ptNSM mit
dargestellten  Oligonukleotidpaaren  transformiert  (2.2.2.12).  Revertanten  wurden  auf
DO HisLeu Agarplatten selektiert. Jeweils 16 lesbare Sequenzen aus E. coli aus jeweils zehn
Hefeklonen wurden analysiert. T6: ohne Oligonukleotide. 1. Spontane Mutation: LEU20opt (orange) =
nur ATG aber keine stille Mutation; 2. Einbau von Oligonukleotiden: LEUZopt-still (grin) =
Oligonukleotid mit ATG und stiller Mutation, bzw. LEU2opt-Varianten (blau) = Einbau des zweiten
Oligonukleotids (T2, T3) oder aufgrund des Oligonukleotid-Designs (T4 und T5); 3.Kein
Basenaustausch: LEU20optNSM (gelb).

Die LEUZ2opt-Revertantenversuche belegen, dass durch den Einbau von sequenzspezifischen
Oligonukleotiden in Plasmid-DNA 1 — 12 aufeinanderfolgende Einzelpositionen gezielt mutiert werden
kénnen. Somit wurde in vivo ein funktionelles Mutationssystem etabliert.

Die Transformation gekoppelt mit dem Oligonukleotid-Einbau ist ein einmaliges Ereignis, von dem
ausgehend neu generierte Mutanten selektiert werden und somit die fortdauernde Entstehung von
Mutanten nicht gegeben ist. Die Vielfalt an Mutanten oder die Kombination von Mutationen ist durch

kontinuierliche Aufnahme und Einbau von Oligonukleotidgemischen hoher als bei einer einmaligen
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Transformation. Je grol3er die Menge an DNA/Protein-Varianten, desto wahrscheinlicher ist es, eine
bessere Variante zu erhalten. Die Vorraussetzung fir eine kontinuierlich stattfindende Evolution in
diesem System sollte die Aufnahme einer Mischung an sequenzspezifischen Oligonukleotiden aus
dem Medium darstellen. So stellte sich die Frage, ob man die Kulturbedingungen so anpassen kann,

dass Hefen eigenstandig Oligonukleotide aus dem Medium aufnehmen.

3.4.1.3 Versuche zur kontinuierlichen Aufnahme von Oligonukleotiden aus Medium

Nach der Transformation von Hefezellen wird ein Teil der aufgenommenen Oligonukleotide in das
Zielgen eingebaut, der Rest geht verloren und steht fir keine weitere Mutagenese zur Verfligung.
Durch den Einbau von degenerierten Oligonukleotiden entsteht letztendlich eine mehr oder weniger
hohe, aber begrenzte Anzahl an Proteinvarianten, die im Anschluss an die Transformation
durchmustert werden. Fir eine kontinuierliche Evolution war es erstrebenswert, das einmalige
Transformationsereignis zu ersetzen und die Kulturbedingungen so zu wahlen, dass Hefen
kontinuierlich Oligonukleotide aus dem Medium aufnehmen. Dazu sollten die beiden eigenstéandigen
Prozesse Oligonukleotid-Aufnahme und Verdoppelung der Hefezelle kombiniert werden, da die

Replikation fur den Einbau der Oligonukleotide essentiell ist (3.4.1.1).

Tab. 51. Einflisse auf Transformationsrate und Vitalitat der Hefen

Transformationsansatz Transforma- Vitalitat
PEG/LiAc-Methode tionsrate Hefen
Standardprotokoll 10" 100%
ohne Hitzeschritt 10° 100%
ohne Waschen 10° 100%
ohne ssDNA 10° 100%
ohne PEG <10® 100%
ohne LiAc <10°® 100%
0,5 ug PEI (15h, RT) <10°® 100%
Lytikase (500 U, 30 min, RT) 10°® 10%
Glaskugeln vortexen 10”7 20%

Generell kann Uber PEG/LiAc-Transformation lineare oder zirkuldre DNA in Hefen eingeschleust
werden. Die Methode der Transformation sollte so reduziert werden, dass idealerweise Hefen die
DNA aus der Umgebung direkt aufnehmen kénnen. Es wurde ausgetestet, welche Komponenten die
Transformationseffizienz beeinflussen und welche Auswirkung sie auf das Hefewachstum haben. Die
Minimal-Transformationen wurden mit dem wt-Hefestamm AH109 und dem CEN/ARS-Plasmid
pRS315 (Plasmidmarker LEU2) in Anlehnung an das Standardprotokoll (2.2.2.3) durchgeftihrt. Die
Abweichungen davon sind in Tab. 51 dargestellt. Die Selektion der Transformanten fand auf
DO Leu Agarplatten statt. Insgesamt konnte aus diesen Experimenten geschlossen werden, dass
PEG und LiAc fur eine erfolgreiche Transformation essentiell sind. Ohne Waschschritte,
einzelstrangiger Trager-DNA oder Hitzeschock bei 42 konnten Hefezellen transformiert werden,
wenn auch die Transformationseffizienz um ein bis zwei Zehnerpotenzen sank. Der Zusatz von
Polyethylenimin (PEI), einem Transfektionsreagenz das mit der DNA einen Komplex bildet und in der
Zellkultur Anwendung findet, war fur die Hefe-Transformation nicht geeignet. Die Inkubation der

Hefezellen mit Lytikase zum Andauen der Zellwand bzw. Vortexen des Transformationsansatzes mit
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Glaskugeln (10 - 20 sec, Stufe 10) statt Hitzeschock verminderte die Transformationsrate und zugleich
den Anteil an lebenden Hefezellen dramatisch.

Bevor die Kulturbedingungen im Folgenden so verandert wurden, dass sie den Hefen eine autonome
Oligonukleotid-Aufnahme aus dem Medium ermdglichen, wurde getestet, ob die Oligonukleotide in
Kulturmedium dberhaupt entsprechend stabil bleiben oder beispielsweise durch Nukleasen vorzeitig
abgedaut werden. Hierzu wurde ein PCR-Test etabliert: eine Hefekultur wurde mit einem
Oligonukleotid bis zu 24 h bei 30C geschiittelt, wo bei das Zellzahl/Oligonukleotid-Verhaltnis analog
zum Transformationsansatz eingestellt wurde. Aliquots der Kultur wurden zu 10%, 20% und 30% in
eine PCR-Reaktion eingesetzt, zusammen mit dem linearen template LEU20ptNSM und einem
Primerpaar, das spezifisch an das Oligonukleotid und template bindet (Abb. 35). Die Analyse der
PCR-Produkte nach 0, 5 und 24 h ergab, dass sowohl nach 5 als auch nach 24 h mind. 80% des
Oligonukleaotids erhalten blieben. Somit war die Stabilitat des Oligonukleotids in einer Hefekultur tiber

24 h hinweg gewabhrleistet.

| template |

| Oligonukleotid |

Abb. 35. PCR-Strategie zum Test der Oligonukleotid-  Stabilitat in Hefekulturen. Der forward-
Primer hybridisiert mit dem Oligonukleotid, der reverse-Primer mit dem template. Das Oligonukleotid
liegt in geringer Konzentration vor. Nur wenn das Oligonukleotid noch intakt ist, entsteht iber PCR mit
dem Primerpaar ein Produkt von entsprechender Grolie.

Ausgehend von diesen Vorversuchen wurde das Kulturmedium mit verschiedenen Komponenten
versetzt, die der Hefe zur Aufnahme von Oligonukleotiden verhelfen sollten und zugleich Zellteilung
zulasst. Die Optimierung der Oligonukleotid-Aufnahme wurde am Beispiel von AH109-LEU20ptNSM
(Plasmidmarker HIS3) mit dem 40mer Oligonukleotid LEU20pt.fwd8/.rev8 begonnen, da der Einbau in
LEU20ptNSM nach Aufnahme durch Transformation bereits erfolgreich nachgewiesen werden konnte
(3.4.1.2.1). Um sich lediglich auf die Aufnahme von DNA zu konzentrieren und die Notwendigkeit des
Oligonukleotid-Einbaus auszublenden, wurde parallel der wt-Hefestamm AH109 mit dem Plasmid
pRS315 (Plasmidmarker LEU2) im Vollmedium YPDA inkubiert. Tab. 52 zeigt die Nukleinsduren sowie

die Hefestamme und ihrer entsprechenden Medien.

Tab. 52. Systeme zur Austestung der DNA-Aufnahme aus dem Flissigmedium

Oligo: Plasmid:
DNA Le%Z.fwdS/.revS pRS315
Hefestamm AH109-LEU20ptNSM AH109
DNA-Menge 0,75 nmol - 7,50 nmol | 0,50 ug
Flissigmedium DO His, pH 5,8 YPDA, pH 5,8
Selektionsplatten DO HisLeu DO Leu

Es wurden 10" Hefezellen in 1 ml Medium inklusive DNA in einem 2 ml-GefaR bei 30C fiir 6 h bzw.
UN bei 330 rpm im Thermoblock geschittelt. Unter diesen Bedingungen wuchsen auch nach
zahlreichen Wiederholungen auf entsprechenden Selektionsplatten keine Leucin-prototrophen
Hefekolonien, weder resultierend aus Plasmid-Aufnahme noch durch LEUZ2opt-Reversion durch

Oligonukleotid-Einbau. Da unter 10’ Zellen keine einzige zu finden war, die DNA aufgenommen hatte,
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fuhrte dies zum Schluss, dass die DNA-Aufnahme unter gegebenen Bedingungen nicht effizient
genug stattfand. Zur Effizienzsteigerung der DNA-Aufnahme wurden zahlreiche Kulturbedingungen
ausgetestet. Sie sind in Tab. 53 zusammengestellt. Die Aufnahme von Oligonukleotiden ist ein
energieabhéngiger, aktiver Prozess (Disney et al. 2003), der durch sauren pH-Wert (pH = 2,5) des
Mediums begunstigt wird, welcher die Anndherung von negativ geladener DNA und Membran
ermdglicht. Deswegen wurden verschieden saure pH-Werte getestet, allerdings teilen sind Hefen erst
ab pH5. Die Anwesenheit von 1 M Saccharose wurde bereits fir erfolgreiche Transformationen
mittels osmotischem Schock genutzt (Nevoigt et al. 2000). Zur Destabilisierung der Zellwand und
damit Erleichterung des DNA-Eintritts wurden PEG/LiAc, Lytikase und Glasperlen mit zum
Kulturmedium gegeben. Aus keiner dieser Kulturbedingungen gingen auf entsprechenden

Selektionsplatten Leucin-prototrophe Hefekolonien hervor.

Tab. 53. Getestete Kulturbedingungen zur Aufnahme von DNA aus dem Hefemedium

Zusatze im Kulturmedium

10 mM Citrat, pH 2,5

40% PEG in LiAc, pH 5,8

20% PEG in LiAc, pH 5,8

20% PEG in LiAc + 10 mM Citrat, pH 3,5
20% PEG in LiAc + 10 mM Citrat, pH 4,0
10% PEG in LiAc, pH 5,8

10% PEG in LiAc + 25 mM Citrat, pH 3,5
10% PEG in LiAc + 25 mM Citrat, pH 4,0

1 M Saccharose

1 M Saccharose + 10 mM Citrat, pH 4,0

1 M Saccharose + 10% PEG in LiAc

1 M Saccharose + 10% PEG in LiAc + 10 mM Citrat, pH 4,0
Glasperlen

mit Lytikase (500 U) 30 min inkubiert

0,5 ug PEI (Transfektionsreagenz Zellkultur)

Tab. 54 zeigt, dass weitere Parameter wie Verhaltnis von Hefezellen zu Oligonukleotiden,
Kulturvolumen und GefalRgroRe variiert. In Anlehnung an den Hitzeschritt bei der Transformation
(42C) zur Offnung der Zellwandporen wurden die Kulturen bei Temperaturen iiber 30T inkubiert
oder bei unterschiedlichen Geschwindigkeiten mit Glasperlen geschiittelt (Costanzo et al. 1988). Auch
mit diesen verénderten Kulturbedingungen konnten sich weder Oligonukleotide noch Plasmid-DNA in
der Hefezelle etablieren. Vermutlich war die Effizienz der DNA-Aufnahme zu gering, da selbst die

Aufnahme von Plasmid nicht nachweisbar war.

Tab. 54. Variation diverser Parameter zur Aufnahme von DNA aus dem Medium

Volumen GefallgroRe Zeit Temp .
Zellzahl ‘ ‘ | Kulturbedingungen
[m1] [m1] h | (<] gung
1x10° 1 2 45 30 | 330 rpm, Thermomixer
1x10° 10 10 6 37 180 rpm, Schuttelinkubator
3x10° 50 24 42 Brutschrank
1x 10’

Trotz intensiver Bemihungen flihrte keiner der getesteten Zusatze in Flissigmedium und

Veranderungen unterschiedlichster Parameter zur autonomen Aufnahme von DNA aus Flissigkeit.

-82-



ERGEBNISSE

Deswegen wurde das System der Transformation beibehalten und im Hinblick auf die Etablierung
eines bedingt kontinuierlichen Evolutionssystems optimiert.

Es hatte sich gezeigt, dass der Einbau von degenerierten Oligonukleotiden in die LEU2opt-DNA
problemlos funktioniert. Zur Kombination des Mutationssystems mit dem Y2H Selektionssystem wurde
die Anwendung der sequenzspezifischen, Oligonukleotid-vermittelten Mutagenese auf das

Sam68/Yesl1l-Modellsystem Ubertragen.

3.4.1.4 Erfolgreiche zielgerichtete Evolution von P rotein-Protein-Interaktionspaaren in
Flassigkultur

Nachdem die Funktionalitéat der Oligonukleotid-vermittelten Mutagenese am vereinfachten System der
LEU20ptNSM-Reversion erfolgreich getestet wurde (3.4.1.2), konnte die Kombination mit dem
Y2H System begonnen werden, um ein zielgerichtetes Evolutionssystem zu etablieren. Anhand des
Y2H Interaktionspaars Sam68/Yesl-weak (3.1.1.2) wurde die Oligonukleotid-vermittelte Mutagenese
auf die Mutation der prey-Komponente Yesl-weak angepasst. Yesl-weak ist ein schlechter
Interaktionspartner; Yesl-wt hingegen interagiert sehr gut mit Sam68, so dass diese Hefen die
Y2H Reporter exprimieren kdnnen und somit einen Wachstumsvorteil haben (3.1.2). Aus einem
schlechten Interaktionspaar sollte durch Transformation und Einbau von Oligonukleotiden in Yes1-

weak ein gutes Interaktionspaar entstehen und in Flissigkultur selektiert werden.

3.4.1.4.1 Definierte Oligonukleotide zur Mutationv  on Yesl-weak

Analog zur Reversion von LEU20ptNSM wurde Yesl-weak durch ein Oligonukleotid mit zwei
Nukleotidaustauschen mutiert, Yesl-wt zu generieren. Dazu wurde ein 41 bp langes Oligonukleotid
(Yesl-weak R203W) hergestellt. Der erste Nukleotidaustausch an Position 603 (Abb. 36) fiihrt zu
einer stillen Mutation und dient zur Unterscheidung zwischen Oligonukleotid-Einbau und spontaner
Mutation. Der zweite Basenaustausch an Position 607 (Abb. 36) war erforderlich um das WW-Motiv
von Yesl-wt wiederherzustellen (3.1.1.2). Nur durch die zweite Basenveranderung waren die

Hefezelle in der Lage die Y2H Reporter zu aktivieren und in Selektivmedium ohne Histidin zu

wachsen.
195 200 205 210
Yes1-wt "'l".'.l.RFQHNNTEGD ""l\'/v'vv"ElA“RS|ATG...
+580 +590 +6 00 +610 +620 +630
Yes1- weak 'lm'|'.'.'.k'félﬁ#é'c‘:AGATTATCAACAACACCGAAGGCGK'TE'&! CCGAMCCACETICTATIGECACCEE T
Yesl- weak_R203W.fwd CAACAACACCGAAGGAGATTGG TGGGAAGCACGTTCTATTG

Abb. 36. Nukleotidsequenz- alignment zwischen  Yesl-weak und Oligonukleotid zur
Wiederherstellung des WW-Motivs. In Yesl-weak ist das erste Tryptophan-Codon (TGG) des WW-
Motivs verandert (unterstrichen). Die Basenaustausche des Oligonukleotids im Vergleich zur Yesl-
weak-Sequenz sind grau hinterlegt. Zusatzlich zum Basenaustausch an Position 607 (mutiert Arginin
zu Tryptophan) wurde das Oligonukleotid so hergestellt, dass zwei Codons vorher (Position 603) eine
stile Mutation im Glycin-Codon entsteht. Die Nummerierung des Yesl1l-ORFs beginnt mit der
Aktivierungsdomane.

Der Hefestamm Y2HGold wurde mit pGBKT7-CYCp-Sam68 (Plasmidmarker TRP1) und pRS313-
Yesl-weak (Plasmidmarker LEU2) kotransformiert (2.2.2.3), so dass Hefeklone mit dem schlecht
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interagierenden Y2H Paar Sam68/Yesl-weak entstanden (Y2HGold-Sam68/Yesl-weak). Sie waren
aufgrund der zu schwachen Protein-Protein-Interaktion nicht in der Lage auf Agarplatten ohne Histidin
zu wachsen und deshalb geeignet, sie mit Oligonukleotiden zu besseren Bindern zu mutieren.
Y2HGold-Sam68/Yesl-weak wurde mit dem phosphorylierten Oligonukleotidpaar Yes1-
weak R203W.fwd/rev transformiert und UN in Vollmedium regeneriert, zum Einbau der
Oligonukleotide in Yesl-weak (2.2.2.12). Im Anschluss wurde der Transformationsansatz 2x zwei
Tage in DO TrpLeuHis Flussigmedium kultiviert. Ein Aliquot der Kultur wurde auf Agarplatten
DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT/64 nM AbA plattiert und die gewachsenen Hefeklone (102) bezlglich
Yesl-Mutationen analysiert. Die Kontrollkultur (Transformation ohne Oligonukleotide) konnte unter
diesen Selektionsbedingungen keine Hefekolonien ausbilden. Da Yes-weakl auf einem CEN/ARS-
Plasmid kodiert ist (2 -3 Kopien pro Hefezelle), wurden die Plasmide der abgeschwemmten
Hefeklone isoliert und in E. coli vereinzelt (2.2.2.12). Unter 32 lesbaren cPCR-Sequenzen war
ausschlieBlich der Genotyp von Yesl-wt mit der zusatzlich stillen Basenveranderung (Yesl1-wt-still)
enthalten. Uber die Effizienz von Oligonukleotid-Aufnahme und —Einbau lasst sich in diesem Fall keine
Aussage treffen, da die Selektion von Hefen mit besseren Interaktionspartnern daran gekoppelt war.
Mit der Mutation von Yesl-weak zu Yesl-wt-still konnte gezeigt werden, dass Oligonukleotid-
vermittelte Mutation und Y2H Selektion prinzipiell gekoppelt werden kénnen. Zur Etablierung eines
Mutationssystems, das zahlreiche Basenveranderungen im Zielgen hervorbringt, wurden des

Weiteren Oligonukleotid-Bibliotheken verwendet.

3.4.1.4.2 Oligonukleotid-Bibliotheken zur Mutation von Yesl- weak

Zur Herstellung einer Genbibliothek im Hefeorganismus wurde das einzelne mismatch-Oligonukleotid
(3.4.1.4.1) durch eine Oligonukleotid-Bibliothek ersetzt. Dies sollte dazu fiuihren, dass verschiedenste
Mutationen im Yesl-weak Zielgen entstehen. Die Oligonukleotid-Bibliothek wurde hergestellt, indem
wahrend der Oligonukleotid-Synthese Einzelnukleotide benutzt wurden, die nicht zu 100% rein sind,
sondern zu einem geringen Prozentsatz mit den anderen drei mdglichen Nukleotiden verunreinigt
waren (= dirty bottle). So wurde gewahrleistet, dass die urspringliche AS-Sequenz zu einem
geniigend hohen Prozentsatz erhalten blieb, da bei hoher Mutationsrate (degenerierter Bereich)
maoglicherweise nur noch ein minimaler Teil der Protein-Varianten funktionell wéare (2.2.3.10).

Die erste Oligonukleotid-Bibliothek (Yesl-weak_dirty, Abb. 37) wurde so gestaltet, dass sie in dem
Bereich von Yesl-weak bindet. Durch Einbau dieses Oligonukleotids wird das WW-Motiv von Yesl-
weak durch Mutation des ersten Tryptophans wiederhergestellt, zugleich wird eine stille Mutation in
das benachbarte Gylcin-Codon eingefiigt (3.4.1.4.1) und gleichzeitig konnten in 5°- und 3"-Richtung in
einem definierten Bereich von insgesamt 39 bp zufdllige Mutationen einfigt werden. Bei der
Gestaltung der Oligonukleotid-Bibliothek wurde bertcksichtig, dass das zweite Tryptophan-Codon
zum Erhalt des WW-Motivs nicht veréandert wird.

Das Oligonukleotid enthielt zehn degenerierte Codons, die zu 85% wt bleiben sollten bzw. zu 15%
nicht-wt sein sollten. Unter Bertcksichtigung der stillen Basenaustausche wurde ein durchschnittlicher
AS-Austausch von 3,4 pro Oligonukleotid erwartet (2.2.3.10). Insgesamt war eine Variantengréf3e von
1,7 x 10" moglich.
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170 175 180 185 190 195 200 205 210
| | | | | | | | |

Yesl-wt TIFVALYDYEARTTED LSFKKGERFQIINNTEG D WWEARSIAT

+510 +520 +530 + 540 +550 +560 +570 +580 +5 90 +600 +610 +620 +630

[ ]| | [ SR e e o R I e F |
Yesl-weak ACCATCTTTGTCGCCCTGTATGATTATGAAGCCCGTACCACCGAARTTGTCCTTTAAAAAAGGTGAACGTTTCCAGATTATCAACAACRBUEMY CAGGGAAGCACGTTCTATTGCCACC
Yesl- weak_dirty.fwd GGTGAACGTTTCCAGATTATCaacaacaccgaaGGAgat TGGTGGgaagcacgttctatt GCCACC
*Yesl-mut_ dirty.fwd CTTTGTCGCCCTGTATGATTATgaagccegtaccaccgaaGATTT GTCCTTTAAAAAAGGTGAACG
*Yesl- weak_R203W.fwd CAACAACACCGAA GGAGATEGTGGGAAGCACGTTCTATTG

Abb. 37. Nukleotidsequenz -alignment zwischen Yesl-weak und der beiden Oligonukleotid-

Bibliotheken zur Generierung von  Yes1-wt-still-Varianten. In Yesl-weak ist das erste Tryptophan
(W)-Codon verandert (unterstrichen). Die gezielten Nukleotidaustausche der Oligonukleotide im
Vergleich zur Yesl-weak-Sequenz sind grau hinterlegt. Dabei findet ein Basenaustausch an Position
607 statt, was zur Wiederherstellung des WW-Motivs fihrt (Arginin wird zu Tryptophan) und ein
zweiter Basenaustausch an Position 603, welcher zu einer stillen Mutation im Glycin-Codon fuhrt. Die
variablen Positionen die durch dirty bottle—Verunreinigungen mutiert werden kénnen, sind als
Kleinbuchstaben dargestellt und gelb hinterlegt. Der Beginn der Yesl-wt-Aminosduresequenz ist tiber
den Nukleotidsequenzen dargestellt (Kasten). (*) markierte Oligonukleotide wurden kotransformiert.

Die zweite Oligonukleotid-Bibliothek (Yes1-mut_dirty, Abb. 37) wurde so gestaltet, dass Mutationen im
RT-loop von Yesl eingefugt und auf diese Weise Yesl-mut-dhnliche Varianten (3.1.1.2) generiert
werden. Bei der zweiten Oligonukleotid-Bibliothek mit sechs degenerierten Codons sollte zu 75% wt
erhalten bleiben bzw. zu 25% nicht-wt entstehen, was wiederum zu einem durchschnittlichen AS-
Austausch von 3,4 pro Oligonukleotid fuhrte (2.2.3.10). Die maximale Variantengréf3e betrug hierfur
8,6 x 10"

Um in diesem zweiten Ansatz das essentielle WW-Motiv wiederherzustellen, so dass mindestens
Yesl-wt-still generiert werden konnte, wurde das Oligonukleotid Yesl-weak R203W (3.4.1.4.1)
kotransformiert. Auf den Einbau dieses definierten Oligonukleotids wurde direkt selektiert, da
Hefeklone die dadurch das WW-Motiv wiederherstellen in Selektivmedium wachsen kdnnen. Der
Einbau der dirty-mut-Bibliothek ist ein zweites, unabhéngiges Ereignis, das mit einer gewissen
Wabhrscheinlichkeit stattfinden kann. Wie unter 3.4.1.2 beobachtet, wirde der Basenaustausch durch
das zweite Oligonukleotid weniger oft in Erscheinung treten als der durch das definierte Oligonukleotid
verursachte, auf das selektiert wird (T3, T4, Abb. 34). Der Einbau des dirty-mut-Oligonukleotids ist
nicht zwingend notwendig um Hefen zum Wachstum zu verhelfen; es besteht lediglich die Chance auf
Generierung einer besseren Yesl-Variante, die sich im Y2H System durchsetzt, indem sie Hefen
einen Wachstumsvorteil verschafft oder aber es wirde eine schlechtere Variante als Yesl-wt-still
entstehen, welche dann von Hefen mit Sam68/Yes1-wt-still (oder noch besseren Interaktionspartnern)
Uberwachsen werden wirde.

Y2HGold-Sam68/Yesl-weak wurde mit phosphorylierten Oligonukleotidpaaren (ko-)transformiert: V1
enthielt die Oligonukleotid-Bibliothek Yesl-weak_ dirty, V2 enthielt die Oligonukleotid-Bibliothek Yes1-
mut_dirty zusammen mit dem definierten Oligonukleotid Yesl-weak R203W. Zuséatzlich gab es zwei
Kontrollen ohne Oligonukleotide im Transformationsansatz. Zum Einbau der Oligonukleotide wurde
der Transformationsansatz (N in Vollmedium regeneriert und anschlieBend fiir einen Tag in
DO TrpLeuHis Selektionsmedium geschittelt. Durch Erhdéhen des Selektionsdrucks kommt der
Wachstumsvorteil der Hefen zu tragen, die das reparierte WW-Motiv in Yesl aufweisen, sei es durch
spontane Mutation (Yesl-wt) oder durch den Einbau des entsprechenden Oligonukleotids (Yesl1-wt-
still). Nach Tag1l wurden die vier Kulturen in DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT und am Tag 7 in
DO TrpLeuHis/200 mM 3-AT Uberimpft. Nach 11 Tagen wurde die Selektion in Flussigkultur beendet.

Von jeder dicht gewachsenen Flissigkultur und zusatzlich am Tag 4 wurde Zellmaterial fir die

-85-



ERGEBNISSE

Plasmid-Analysen zurtickgehalten. Abb. 38 stellt den Verlauf der Selektionsbedingungen und die
Zeitpunkte der Probennahmen dar.

Transformation
und
Regeneration Tag 1 Tag 4 Tag 7 Tag 11

| | | | | | | | | | |
[ L ‘I I I I I I I I I I I

YPDA DOTLH DO TLH/100 mM 3-AT DO TLH/200 mM 3-AT

v

Abb. 38. Selektion von Sam68/Yesl- weak Varianten nach Transformation mit Oligonukleotid-
Bibliotheken. Y2HGold-Sam68/Yesl-weak wurde mit dirty bottle-Oligonukleotiden transformiert und
UN in Vollmedium regeneriert. Die Selektion des Transformationsansatzes erfolgte zunachst einen
Tag in mildem Selektionsmedium DO TrpLeuHis, von Tag 1 bis Tag 7 in stringentem Selektionsme-
dium mit 100 mM 3-AT und weitere 4 Tage mit 200 mM 3-AT. Zu den Zeitpunkten Tagl, Tag4, Tag 7
und Tagll wurden Proben aus den Flussigkulturen genommen sowie Aliquots auf Agarplatten
DO TrpLeuAde bzw. DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT plattiert.

Zur optischen Verlaufskontrolle wurden an Tagl, Tag4, Tag7 und Tag 1l Aliquots der
Flussigkulturen auf zwei unterschiedlichen Agarmedien plattiert und jeweils nach 2 Tagen bebriten
analysiert. DO TrpLeuHisAde/100 mM 3-AT-Agarplatten wurden zur stringenten Selektion von
Hefemutanten genutzt. Auf DO TrpLeuAde Platten konnten Hefen mit schwach (rosa) und stark (weif3)
interagierenden Protein-Protein-Interaktionspartnern wachsen; der Unterschied der Interaktionsstarke
aulert sich in der Kolonienfarbe und ist in Abb. 39 fur V1 und Ko2 exemplarisch dargestellt. Nach
1 Tag Selektion in Flissigselektivmedium waren bei allen Ansatzen auf DO TrpLeuAde Platten nur
rosafarbene Kolonien gewachsen. Nach 4 Tagen waren bei V1, V2 und Kol knapp 50% der
Hefeklone weil3. Diese Hefekolonien schienen also neben den urspriinglich schwach interagierenden
auch stark interagierende Proteinpartner zu beinhalten. Nach 6 Tagen wuchsen bei V1, V2 und Kol
nur noch weil3e Kolonien. Bei der Kontrolle Ko2 konnten Hefen in Flussigkultur wie erwartet nicht
Uberleben, so dass auch auf den DO TrpLeuAde Agarplatten keine Kolonien mehr ausgebildet werden
konnten. Warum sich die Kontrolle Kol entgegen den Erwartungen verhielt, konnte im Folgenden

geklart werden.
Tag 1 Tag 4 Tag 6

DO TrpLeuAde

Abb. 39. Anreicherung von Hefen mit stark interagie  renden Y2H Paaren nach Oligonukleotid-
Transformation. V1: Y2HGold-Sam68/Yesl-weak (= schwaches Interaktionspaar) wurde mit Yesl-
weak_dirty transformiert und in Flussigkultur selektiert. Ko2: Kontrolle (ohne Oligonukleotide). Details
siehe Text. Plattierte Aliquots auf DO TrpLeuAde Agarplatten zur optischen Verlaufskontrolle. Der
Anteil an weiRen Kolonien (mit starken Interaktionspartnern) nahm bei V1 mit Dauer der Selektion zu.
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Bei V1, V2 und Kol nahm insgesamt das Verhaltnis von weien Kolonien zur Gesamtzellzahl (rosa +
weiR) mit der Dauer der Kultivierung in Selektivmedium zu, was annehmen lie3, dass aus den
urspringlich eingesetzten schwachen Interaktionspartnern besser interagierende Partner entstanden
sind. Mutationsart und Entstehung (spontan oder Oligonukleotid-Einbau) wurden durch
Sequenzierung der Yesl-Bereiche aufgeklart. Da die Selektion auf DO TrpLeuHisAde/100 mM 3-AT
Agarplatten stringenter war und darauf nur weie Kolonien, also potentiell mutierte Yesl-Varianten
wuchsen, wurden fir die weiteren Analysen die Kolonien dieser Agarplatten abgeschwemmt (~ 103).
Nach Plasmidisolation und Vereinzelung in E. coli (2.2.2.15) wurden pro Tag und Ansatz zwischen 50
und 60 lesbare Yes1-Sequenzen ausgewertet.

Die Mutation von Yesl-weak zu Yesl mit wiederhergestelltem WW-Motiv konnte auf zweierlei Arten
stattgefunden haben: 1) durch spontane Mutation (Yesl-wt), dann war nur der eine Basenaustausch
von CGG zu TGG zu beobachten oder 2) durch Einbau von Oligonukleotiden, die das WW-Motiv und
eine stille Mutation einfuhrten (Yes1-wt-still). Zusétzlich zur Wiederherstellung des WW-Motivs und der
stilen Mutation konnten in den dirty-Bereichen Nukleotide ausgetauscht sein, so dass neue Yesl1-
Varianten  entstanden  (Yesl-Variante). Abb.40A zeigt die Zusammenfassung der
Sequenzierergebnisse der Hefen von Agarplatten zu vier Zeitpunkten der Selektion. Die
verschiedenen Arten der aufgetretenen Mutationen sind aufgeschlisselt und in prozentualen Anteilen
dargestellt. Die Y2H Selektion auf den DO TrpLeuHisAde/100 mM 3-AT Agarplatten hatte in den vier
Kulturen entsprechend den Erwartungen funktioniert. Nach Tagl sind keine Hefekolonien
gewachsen, was drauf schlieRen lie3, dass die Hefenklone mit den schneller wachsenden
Sam68/Yesl-Mutanten bei V1/V2 bzw. Kol noch deutlich in Unterzahl waren. (Es wurde nur ein
Aliquot des kompletten Ansatzes plattiert.) In Kol ist eine spontane Mutation aufgetreten (Yesl-wt),
welche sich nach Tag 4 bereits zu 100% durchgesetzt hatte. Dies erklart das Wachstumsverhalten
entgegen den Erwartungen. In der zweiten Kontrolle Ko2 trat das Ereignis der spontanen Mutation
nicht auf. Aus diesem Negativkontrollansatz sind entsprechend der Erwartung zu keinem der
untersuchten Zeitpunkte Hefekolonien auf Agarplatten mit 100 mM 3-AT gewachsen. Bei V1 wurden
an Tag4 zum ersten Mal Yesl-Varianten identifiziert, die sowohl durch spontane Mutationen
entstanden sind (Yesl-wt, 23%), als auch durch gezielten Einbau der Oligonukleotid-Bibliothek im
Yesl-weak-Bereich (Yesl-wt-still: 20%; Yesl-Variante: 57%). Der Anteil an Yesl-Varianten stieg bis
Tag 11 zu 98% an. Bei V2 mussten beide der kotransformierten Oligonukleotide eingebaut werden,
um neue Yesl-Varianten zu generieren. So waren in den Sequenzen an Tag 4 zum uberwiegenden
Anteil (68%) Yesl-wt-still und zu 30% Yesl-Varianten enthalten. Die Vermutung, dass der Einbau der
Oligonukleaotid-Bibliothek bei V2 seltener passiert als bei V1 hatte sich demnach bestatigt. In V2 wurde
durch das einzelne Oligonukleotid das WW-Motiv wiederhergestellt (und die zusatzliche stille Mutation
in das Glycin-Codon eingefuhrt), die Veranderung im RT-loop war ein zweites, unabhéngiges Ereignis
(3.4.1.2.2), welches wie angenommen seltener stattfand.

Durch die Kombination von Selektion in Flussigkultur und auf Agarplatten konnten in V1 und V2
sowohl Yesl-wt, Yesl-wt-still als auch ganz neue Yesl-Varianten identifiziert werden. Da auf
Agarplatten max. 10° Klone analysiert werden koénnen (3.1) und die Evolution kontinuierlich stattfinden
soll, wurde generell die Selektion in Flussigkultur bevorzugt und somit parallel auch die

Flussigkulturen analysiert.
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A 100%
O vyes1-wt
E Yesl-weak
Yesl-VariX
80% 1 M vesI-wtstil
60%
40%
20%
0%
Vl‘ Vz‘Kol‘Koz V1| V2|Kol|Ko2|V1|V2|Kol|Ko2| V1| V2| Kol|Ko2
Tag 1 Tag 4 Tag 6 Tag 11
Minimal- Trp Trp Trp Trp
medium Leu Leu Leu Leu
drop out: His His His His
Zusatz 100 mM 3-AT 100 mM 3-AT 200 mM 3-AT
B 100% 11
| B ves1-wt
E Yesl-weak
% Yesl-VariX
80% B Yes1-wt- still
60% H H H H H H
40% H H H H H H
20% H H H H H H
0%
v1‘ VZ‘Kol‘KOZ v1‘ VZ‘Kol‘KOZ V1| V2| Kol|Ko2|V1|V2|Kol|Ko2
Tag 1 Tag 4 Tag 7 Tag 11
Minimal- Trp Trp Trp Trp
medium Leu Leu Leu Leu
drop out: His His His His
Zusatz 100 mM 3-AT 100 mM 3-AT 200 mM 3-AT

Abb. 40. Anreicherung von Hefen mit Yes1-Mutationen nach Transformation mit
Oligonukleotid-Bibliotheken und Y2H Selektion. Y2HGold-Sam68/Yesl-weak wurde mit Yesl-
weak_dirty (V1) bzw. Yesl-mut_dirty/Yesl-weak R203W (V2) transformiert und in Flussigkultur mit
steigender Stringenz kultiviert. Kol, Ko2: ohne Oligonukleotide. A. Aliquots der Flissigkulturen
wurden auf DO TrpLeuHisAde/100 mM 3-AT Agarplatten plattiert und die Uberlebenden Klone
analysiert. Die spontane Mutation Yesl-wt hatte sich in Kol ab Tag 4 zu 100% durchgesetzt. Ko2
brachte keine Kolonien hervor, so dass die Selektion auf Platte stringent genug ist, um Hefen mit
schwach interagierenden Proteinpaaren abzutéten. B. Analyse der Flussigkulturen. In den
transformierten Kulturen V1 und V2 reichern sich Hefen mit Sam68/Yes1-wt-still bzw. neue Yesl-
Varianten (Yesl-VariX) an.

evolvierenden Kulturen wurde und die

Die Absorptionszunahme der taglich gemessen

Wachstumsraten berechnet (2.2.2.5). Die Wachstumsrate von Hefen mit Sam68/Yesl-weak ist in
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Selektivmedium mit 3-AT recht gering (5% Wachstumsrate/h). Wenn aus Yesl-weak (durch
Oligonukleotid-Einbau oder spontaner Mutation) Yesl-wt(-still) entsteht, so sollten sich die schnell
wachsenden Hefeklone mit Sam68/Yesl-wt(-still) (mind. 45% Wachstumsrate/h) gegeniiber den
langsam wachsenden Hefen mit Sam68/Yesl-weak durchsetzen. Deshalb war die Erwartung, dass
die Wachstumsrate der Gesamtkultur zundchst niedrig ist und nach einer gewissen Zeit ansteigt,
namlich dann, wenn sich schnell teilende Hefen zu einem geniigend hohen Anteil in der Gesamtkultur

angereichert haben.

20%

15% +

10% +

Wachstumsrate/h

5%

0% O
Tagl Tag9 bis Tagll

DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT | DO TrpLeuHis/200 mM 3-AT

Tag2 ‘ Tag3 Tag6 Tag7

DO TrpLeuHis DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT

‘EI V1 B V2 O Kol O Ko2 @ Sam68/Yesl-wt

Abb. 41. Wachstumsraten der Oligonukleotid-transfor ~ mierten Hefekulturen in Selektionsme-

dium. Details siehe Text. Schrittweiser Anstieg durch Anreicherung von Hefen mit Sam68/Yes1-VariX
Der schrittweise Anstieg der Wachstumsraten in den 11 Tagen mit ansteigendem Selektionsdruck ist
in Abb. 41 veranschaulicht. Die Wachstumsraten der Kulturen V1, V2 waren vergleichbar und auch die
Kultur Kol zeigte deutliches Wachstum, was auch hier in den Flissigkulturen auf die spontane
Reversion hindeutete (vgl. Plattenanalyse). Zellen der Kultur Ko2 hingegen starben nach Uberimpfen
in Medium mit 3-AT wie erwartet vollstdndig ab. Da die Wachstumsraten von Hefen in Medium mit 3-
AT generell sehr niedrig sind, liel3 sich der Anstieg der Wachstumsrate aufgrund der Anreicherung von
mutierten Hefeklonen auch hier erst nach 4 — 5 Tagen erkennen und somit vermuten, dass Hefen mit
guten Interaktionspartnern selektiert wurden (4.2.1). Analog zu den Analysen der Agarplatten wurden
nach 1, 4, 7 und 11 Tagen aus den Flussigkulturen Plasmide isoliert, in E. coli vereinzelt und 50-
120 cPCRs sequenziert (2.2.2.15). Klar zu erkennen war auch bei den Analysen der Fliissigkulturen,
dass sowohl die Mutation zu Yesl-wt-still, als auch zusétzliche Basenaustausche durch die
Oligonukleotid-Bibliothek (Yesl-VariX) stattfanden (Abb. 40B). Im Vergleich zur Selektion auf Platte
verzdgerte sich die Anreicherung von schnell gegeniber langsam wachsenden Hefen um 1 - 2 Tage,
wobei beriicksichtig werden muss, dass durch Plattenselektion ein zusétzlicher Selektionsschritt (2 -
3 Tage Inkubation auf Platten mit 100 mM 3-AT) hinzu kam. In den Sequenzen von V1 und Kol
waren am 4. Tag zu 25% bzw. 30% lediglich spontane Mutanten (Yesl1l-wt) nachzuweisen, ansonsten
war im Uberwiegenden Anteil der Sequenzen das urspringliche Yesl-weak enthalten. Erst ab dem

7. Tag (statt auf Platte schon nach 4 Tagen) konnten aus der V1-Flussigkultur Yesl-Varianten
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identifiziert werden. Dies stimmt mit der Beobachtung Uberein, dass die Selektion in Flissigmedium
nicht so stringent funktioniert wie auf Agarplatten (3.1.1.2): die Negativkontrolle Ko2 konnte in
DO TrpLeuHis und kurze Zeit auch in DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT noch Uberleben, obwohl darin laut
Sequenzierung ausschlie3lich Hefen mit Sam68/Yes1-weak enthalten waren. Dies ist darin begrindet,
dass Hefen in Flussigkultur bedingt von lysierten Nachbarhefen leben kénnen (cross feeding).

Aus den Sequenzanalysen der Flissigkulturen und Agarplatten von V1 (Oligonukleotid-Bibliothek im
Yesl-weak-Bereich) war ersichtlich, dass die Punktmutationen vollstandig tber den dirty bottle-
Bereich (sowohl 5" als auch 3" des WW-Motivs) verteilt waren. Es konnten insgesamt 13 verschiedene
Yesl DNA-Varianten (VariOl — 13, Abb. 43A) identifiziert werden, die in sieben Protein-Varianten
resultierten (ProteinVariOl - 07, Abb. 43B). Bemerkenswert war, dass ProteinVariOl mit dem AS-
Austausch E205D aus drei verschiedenen DNA-Varianten (VariOl, Vari02, Vari04) hervorging. Diese
Yesl-Varianten waren zu einem hohen prozentualen Anteil in den mutierten Sequenzen enthalten.
Vari02 reicherte sich tUber die 11 Tage hinweg in den Kulturen (Flissigmedium bzw. auf Platte) an,
wohingegen sich VariOl und VariO4 tendenziell abreicherten, wie aus Abb. 42 deutlich hervorgeht.
Welche Interaktionsstarken sie mit Sam68 aufweisen, wurde im Folgenden ndher analysiert.

Aus dem Transformationsansatz V2 (zwei definierte Basenaustausche durch Yesl-weak R203W und
Oligonukleaotid-Bibliothek im RT-loop) wurden insgesamt zwei nheue DNA-Varianten identifiziert, wobei
VariA einen Basenaustausch enthélt und VariB funf Basenaustausche bzw. zwei AS-Austausche
aufweist (VariA, VariB, Abb. 43). Yes1-wt-still VariB war zu 99% in den Sequenzen enthalten, so dass
davon auszugehen ist, dass sich Hefen mit dem Proteinpaar Sam68/Yes1-VariB ebenfalls zu 99% in
der Gesamtkultur angereichert hatten. Die Interaktionsstarke zwischen Sam68/Yesl1-VariB wurde im

Folgenden naher analysiert.

100% 7
90% 1
80%
70%
60% 1 —
50% 1 ] —

40% —

30% T —

20% I

10% 1 —

0% ‘ ‘ ‘ : )
Tag 4 Tag6 Tagll| Tag4 Tag6 Tag 1l
Agarplatten Flussigkulturen

O Vari0l O Vari02 @ Vari04 B Vari B Yesl-wt-still

Abb. 42. Sequenzanteile der 13 entstandenen  Yesl-wt-still DNA-Varianten. Die Yesl-wt-still
Varianten Vari01, Vari02 und Vari0O4 nehmen einen hohen prozentualen Anteil ein, sowohl auf
Agarplatten als auch in Flussigkultur. Die Varianten Vari03, VariO5 - Varil3 sind zusammengefasst
(Vari, dunkelblau).
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Das Evolutionsexperiment mit Oligonukleotid-Bibliotheken und Y2H Selektion in DO TrpLeuHis/(+/- 3-
AT) wurde auf die gleiche Weise wiederholt. Die Anreicherung von Hefen mit besseren Bindern als
Sam68/Yesl-weak wurde wiederum anhand der schrittweise ansteigenden Wachstumsraten verfolgt.
Hefen von Agarplatten sowie Aliquots der Flussigkulturen wurden analysiert. Aus Ansatz V1
(Oligonukleotid-Bibliothek im Yesl-weak-Bereich) wurden drei neue DNA-Varianten (Varil4 - 16,
Abb. 43) und aus dem Ansatz V2 (Yesl-weak R203W und Oligonukleotid-Bibliothek im RT-loop) eine
neue DNA-Variante (VariC, Abb. 43) selektiert.

A 17 180 185 190 195 200 205 210
| | | A T | | . | .
Yesl-wt LYDYEARTTEDLSFKKG ERFQIINNTEGD WWEARSIAT.
+520 +530 +540 +550 +560 +570 +580 +590 +600 +610 +620 +630
IO ) e oo e | R [ o e o R o o
Yes1-weak

CTGTATGATTATGAAGCCCGTACCACCGAAGATTTGTCCTTTAAABGTGAACGTTTCCAGATTATCAACAACACCGAAGGCEBBTBBBABGCACGTTCTATTGCCACC
Yesl-wt . T .
Yesl-wt - st
Variol *
Vario2 *
Vario3
Vario4 *
Varioé
Vario7
Variog
Vario9
Varil0
Varill
Varil2
Varil3
Varil4
Varils
Varilé
VariA
VariB
VariC

B 180 190 200 21 0
Y Y OO O PO PO O IO .

Yesl- weak LYDYEARTTEDLSFKKGERFQIINNTEGDRWEARSIA
Yesl-Wt e W.......
Yesl-wt-still .... .
Variol* ... ...W.D..... . —ProteinVario1*
Vari02 * ... ...W.D..... . —ProteinVario1*
Vario3 ... VWLV . —ProteinVari02
Vario4 * ..W.D..... . —ProteinVario1*
Vari06 . .
Vario7 e —— W...C... . —ProteinVari03
Vario8 ..S..W..LF. . —ProteinVario4
Vario9 LLSLW . —ProteinVario5
Varilo WKL . —ProteinVariO6
Varill e —— W....... .
Varil2 LS..W....... . —ProteinVario7
Varild W....... .
Varild . NW....... . —ProteinVari09
Varils . —ProteinVaril0
Varilé . —ProteinVarill
VariA
VariB
VariC

: —Proteinvario8
V... —ProteinVaril2

Abb. 43. Identifizierte Yesl DNA- bzw. Protein-Vari anten nach Transformation mit  dirty bottle-
Oligonukleaotid-Bibliotheken und Y2H Selektion. Die Varianten wurden aus zwei unabhangigen
Transformationen zwischen Tag 4 und Tag 11 aus Flussigkulturen und von Agarplatten identifiziert.
A. Nukleotidsequenz-alignment. B. Aminosauresequenz-alignment. Die gezielten Austausche durch
die Oligonukleotid-Bibliothek sind grau hinterlegt, die verschmutzten Positionen sind gelb hinterlegt.
(*) kennzeichnet DNA-Varianten, die zum gleichen AS-Austausch fuhren.

Mit diesen Evolutionsversuchen wurde anschaulich dargelegt, dass der Einbau von Oligonukleotid-
Bibliotheken in die Plasmid-kodierte Yesl-weak DNA effektiv stattgefunden hat. Hefeklone mit
Sam68/Yesl-wt-still und Sam68/Yesl-VariX wurden wahrend der Selektion gegeniber den

urspringlichen Hefeklonen mit Sam68/Yesl-weak angereichert. Die Selektion von neuen Yesl-
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Varianten war in Flussigkultur sowie auf Agarplatten mdglich, wobei die Plattenselektion effektiver ist,
jedoch weniger Einzelklone abbilden kann. Dies fuhrte zu der Annahme, dass die generierten Yes1-
Varianten besser mit Sam68 interagieren als der urspriingliche Partner Yesl-weak und diesen
Hefeklonen den ndétigen Wachstumsvorteil verschafft haben. Im Folgenden wurden die

Interaktionsstarken der neu entstandenen Yesl-Varianten zu Sam68 naher analysiert.

3.4.1.4.3 Neue Yesl-Varianten interagieren besser m it Sam68 als Yesl- weak

Durch die sequenzspezifische, Oligonukleotid-vermittelte Mutagenese wurden insgesamt 12 neue
Yesl-Varianten identifiziert, die sich auch auf Proteinebene von Yesl-wt-still unterscheiden
(3.4.1.4.2). Diese Varianten wurden neben Yesl-wt-still in den evolvierten Kulturen identifiziert. Die
Interaktionsstarke der neu generierten Yesl-Varianten mit Sam68 gegeniber der von Sam68/Yesl-
weak bzw. Sam68/Yesl-wt wurde analysiert.

Die Plasmide der neu identifizierten Yesl-Varianten (pRS315-AD-Yesl-VariX) wurden nach
Vereinzelung aus E. coli isoliert und zusammen mit pGBKT7-CYCp-Sam68 in den Hefestamm
Y2HGold eingebracht (2.2.2.3). Kotransformanten wurden nach Selektion auf DO TrpLeuHisAde
Agarplatten identifiziert. Pro Interaktionspaar wurden drei Einzelkolonien fir die Bestimmung der
Wachstumsraten in Selektivmedium DO TrpLeuHisAde mit 100 bzw. 200 mM 3-AT angeimpft. Da die

Yesl-Varianten aus Flissigkulturen mit 200 mM 3-AT isoliert wurden, musste demnach die Protein-
Protein-Interaktion zwischen Sam68 und Yesl-VariX ungefahr so gut sein wie die zwischen
Sam68/Yesl-wt(-still). Die Zunahme der Absorption Uber die Zeit wurde gemessen und zur

Berechnung der Wachstumsraten genutzt (2.2.2.5).

Tab. 55. AS-Mutationen der neu entstandenen Yesl-Varianten

Bezeichnung AS-Austausch
Yesl-wt-still | G201G

Variol E205D

Vari02 E205D

Vario4 E205D

Vario8 T199S 1209F
Varil0 E205K

Varil4 T199T | D202N
Varil5 T199S | D202E
Varil6 T199S | R207R | 1209T
VariB E178D | T182S
VariC E178V

Aus den experimentellen Daten ging hervor, dass alle getesteten Hefekulturen mit Sam68 und Yesl1-
VariX (vgl. Tab. 55) deutlich schneller wuchsen als die Kontrollkultur mit Sam68/Yesl-weak und sich
auf dem Niveau der Wachstumsrate von Hefen mit Sam68/Yes1-wt(still) bewegten (Abb. 44). Hefen
mit Sam68/Yes1-wt-still (stille Mutation G201G) wiesen die gleiche Wachstumsrate auf wie Hefen mit
Sam68/Yesl-wt, weshalb die Wachstumsraten zusammengefasst wurden. Somit konnte mittels
Oligonukleotid-Transformation aus langsam wachsenden Hefen mit dem Interaktionspaar
Sam68/Yesl-weak Hefen generiert werden, die vergleichbar schnell wachsen wie Hefen mit
Sam68/Yesl-wt.

Die Yesl-Varianten VariOl, Vari02 und VariO4 besitzen zwar denselben AS-Austausch (E205D),

dieser wurde allerdings durch unterschiedliche Punktmutationen verursacht. Bemerkenswert ist, dass
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sich diese Kulturen in den Wachstumsraten merklich unterschieden, und zwar reproduzierbar in
Selektivmedium mit 100 oder 200 mM 3-AT (griine Balken, Abb. 44): Hefen mit Sam68/Yes1-Vari0l
wuchsen mindestens genau so gut wie Hefen mit Sam68/Yesl-wt(-still). Die Wachstumsraten von
Hefen mit Sam68/Yesl1-Vari02 bzw. Yesl-Vari0O4 waren dagegen erkennbar niedriger. Wodurch diese
Wachstumsunterschiede trotz Expression derselben Yesl-Proteinsequenz zustande kamen, wurde
néher untersucht.

16%

O Yesl-weak

B Yesl-wt(-still)
W Variol

14% W Vari02

O Vario4

W Vario8

W Varil0

W Varild

O Varils
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O VariC
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=
o
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X
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DO TLH/100 mM 3-AT DO TLH/200 mM 3-AT

Abb. 44. Interaktionsstarken zwischen Sam68 und neu entstandenen Yesl-Varianten. Y2HGold
wurde mit pGBKT7-CYCp-Sam68 und pRS315-AD-Yesl-Varianten kotransformiert (2.2.2.3). Yesl-wt
und Yesl-weak dienten als Kontrolle. Jeweils drei Einzelklone wurden in DO TrpLeuHis Medium mit
100 bzw. 200 mM 3-AT angeimpft und die Zunahme der Absorption Giber 48 h gemessen (2.2.2.5). Je
hoher die Wachstumsraten, desto starker ist die Protein-Protein-Interaktion zwischen Sam68 und
Yesl-Variante.

Eine mdgliche Ursache der Wachstumsunterschiede ware eine unterschiedlich effiziente Transkription
oder Translation der Yesl1-Varianten, die sich in der Menge an exprimiertem Y2H Reporter auswirken
konnte. In Vorversuchen mit Interaktionspaaren auf low copy-Plasmiden wurde bereits die
Beobachtung gemacht, dass die Interaktion und damit Wachstumsgeschwindigkeit durchaus
schwécher war im Vergleich zu Hefen mit denselben Interaktionspaaren auf high copy-Plasmiden. Die
in der Hefezelle zur Verfigung stehenden Proteinmengen der Interaktionspartner kénnte folglich die
limitierende GréRe bezlglich Y2H Reporterexpression darzustellen; Yes1-ProteinVari01 ware damit in
diesem Fall der begrenzende Faktor. Daraufhin wurden die Proteinmengen mittels Western Blot
analysiert. Pro Kotransformante wurden drei Klone untersucht, die jeweils in Duplikaten angeimpft
wurden. Aus den Hefekulturen der logarithmischen Wachstumsphase wurden Proben gewonnen,
gleiche ODgpo-Einheiten aufgetragen und mittels SDS-PAGE aufgetrennt (2.2.5.7, 2.2.5.1). Die
Detektion im Western Blot richtete sich gegen die Gal4-AD (2.2.5.3), die mit Yes1 fusioniert war. Bei
dieser Detektion erschien wie erwartet Gal4AD-HA-Yes1 auf der Hohe von 31 kDa und ein weiteres

spezifisches Signal erschien bei ca. 20 kDa. Mdglicherweise handelt es sich hierbei um ein C-terminal
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verkirztes Produkt. Zur Normalisierung der Proteinmenge wurde ein anti-Cdc28-Antikorper
verwendet. Die Signalstarke von Gal4AD-Yesl (31 kDa) wurde gegen die von Cdc28 abgeglichen.
Nach zwei unabhangigen Wiederholungen zeichnete sich deutlich ab, dass die Proteinmenge der neu
generierten Yesl1-Varianten um ca. 40% niedriger war als die von Yesl-wt-still bzw. Yes1l-weak (Scion

Image). Folglich stand pro Zelle weniger AD-Yes1 fiur die Interaktion mit BD-Sam68 zur Verfigung.
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Abb. 45. Expressionsstarke von Yesl-Varianten. A. Reprasentativer Western Blot zur Bestimmung
der Expressionsstarke von Gal4AD-Yesl mit anti-Gal4AD (1:5.000, oben) und zur Ladungskontrolle
Detektion mittels anti-Cdc28 (1:250, unten). Chemilumineszenz-Detektion, Exp. 1 min (2.2.5.3) B.
Relative Expressionsstarke von Yesl-Varianten aus drei unabhangigen Expressionstests.
Proteinmenge von Yes1-wt-still wurde auf 100% gesetzt.

Um die Bindungsaffinitdit der neuen Yesl-Varianten an Sam68 losgelést vom Y2H System zu
bestimmen, wurde die Dissoziationskonstante mittels ELISA ermittelt. Nach Expression von HN-
Sam68 und GST-Yesl in E. coli und Aufreinigung mittels Affinitatstags wurde die Interaktionsstérke
mit ansteigenden Mengen an Yesl-ProteinVari0l (Yesl-E205D) im Vergleich zu Yesl-weak und
Yesl-wt gemessen (2.2.5.6). Die berechneten Dissoziationskonstanten gehen aus Abb. 46 hervor. Es
zeigte sich, dass die neue Variante Yesl-E205D etwa 100-fach besser mit Sam68 interagiert als
Yesl-wt. Die Wachstumsraten der Hefen mit Sam68/Yes1-VariOl, -Vari02 und -Vari04 unterschieden

sich jedoch merklich voneinander und waren niedriger als die von Hefen mit Sam68/Yesl-wt. Eine

-94-



ERGEBNISSE

Unterscheidung zwischen in vitro- und in vivo-Analysen stellt sicherlich das Expressionssystem dar
(4.2.2).

10.000

3990 £ 11 %

886 + 6 %

10.00 1+

1001

9+13 %
10+

Dissoziationskonstante [nM]

Yesl-weak Yesl-wt Yesl-E205D

Abb. 46. Logarithmische Darstellung der ermittelten Dissoziationskonstanten zwischen Sam68
und Yesl-Varianten. HN-Sam68 und GST-Yesl-Varianten wurden in E. coli exprimiert, nativ

aufgereinigt und in einen ELISA eingesetzt (2.2.5.4, 2.2.5.6). Je niedriger die Dissoziationskonstante,
desto starker die Interaktion mit Samé68.

Aus den Analysen der Interaktionspartner lasst sich folgendes zusammenfassen: Yes1-wt-still und die
neu entstandene Variante Yes1-E205D interagieren sehr viel besser mit Sam68 als Yesl-weak. Somit
wurde zum ersten Mal eine erfolgreiche in vivo Evolution bestehend aus Oligonukleotid-vermittelter
Mutation und Y2H Selektion durchgefiihrt. Obwohl im Western Blot gezeigt wurde, dass die
Proteinmenge der Yesl-Varianten in der Hefezelle geringer ist, reicherten sich Hefen mit
Sam68/Yesl-VariX bis zu 88% an, so dass die sehr starke Interaktion den Proteinmangeleffekt
teilweise kompensieren kann.

3.4.1.5 Zusammenfassung Oligonukleotid-vermittelte Evolution

- Kulturbedingungen konnten nicht so eingestellt werden, dass Hefewachstum und gleichzeitig
die kontinuierliche Aufnahme von Oligonukleotiden aus dem Medium stattfinden kann

- Transformationen von Hefen mit definierten Oligonukleotiden fihrten zu sequenzspezifischen
Einzel- und Mehrfachmutationen in LEU20ptNSM sowie in Yesl

- Transformationen von Hefen mit Oligonukleotid-Bibliotheken generierte Yes1-Bibliotheken

- Hefen mit neu entstandenen Yesl1-Varianten wurden mittels Y2H System identifiziert

- Neu generierte Yesl-Varianten interagieren mit Sam68 sehr viel besser als das urspriinglich
eingesetzte Yesl-weak

Fazit: In S. cerevisiae wurde ein sehr sequenzspezifisches Evolutionssystem etabliert, das auf

Transformation mit Oligonukleotid-Bibliotheken und Y2H Selektion basiert.

-05-



ERGEBNISSE

3.4.2 Gerichtete Mutagenese durch activation-induced cytidine deaminase (AID)

Die Etablierung eines zweiten DNA-basierten Mutationssystems wird im Folgenden beschrieben. Die
zielgerichtete Mutation der prey-DNA wird dabei von der activation-induced cytidine deaminase (AID,
AICD) ausgeldst. Dieses Enzym ist in humanen B-Zellen an der Antikorperreifung beteiligt und wurde

an die Expression in S. cerevisiae angepasst.

3.4.2.1 Funktion der AID bei der Antikdrperreifung in humanen B-Zellen

Genveranderungen sind nicht nur fir die nattrliche Evolution notwendig, sondern auch zur Regulation
physiologischer Prozesse in lebenden Organismen. Die bekannteste Art ist die Rekombination
zwischen homologen Bereichen von DNA-Abschnitten. Sie findet haufig wahrend der Meiose aber
auch in somatischen Zellen statt (Sonoda et al. 1999; Haber 1999).

Eine weitere Art von Veranderung wird als RNA editing bezeichnet. Hierbei etablieren sich die
Veranderungen nicht dauerhaft im Gen, sondern lediglich auf RNA-Ebene. Die erste entdeckte mMRNA
die mittels Cytidin nach Uracil-RNA editing veradndert wurde, war die mMRNA des mMRNA-
editing Enyzmkomplexes selber: apoB (humane apolipoprotein B). Durch Desaminierung von Cytidin
zu Uracil entstand an Pos. 6666 aus dem Glutamin-Codon CAA das Codon UAA, was zu einem
frihzeitigen Stopp in der 14 kb langen mRNA fiihrte (Scott 1989). Zehn Jahre spéater wurde ein
weiteres Mitglied der Cytidin Deaminase-Familie entdeckt: die activation-induced cytidine deaminase,
kurz AID (Muramatsu et al. 1999). Die AS-Sequenzen von AID und APOBEC-1, welches die
katalytische Untereinheit des apoB mRNA editing-Komplexes darstellt, sind zueinander homolog.
Beide Proteine sind an Nukleinsdure-Mutationen beteiligt, wobei APOBEC-1 RNA-Verédnderungen
hervorruft und die AID hingegen dauerhafte DNA-Mutationen verursacht.

Die Aktivitat der AID ist natlrlicherweise auf humane B-Zellen beschrankt, wo sie maf3geblich an der
Antikorperreifung beteiligt ist. Nach Kontakt eines Antigens mit einer B-Zelle bildet sich in den
Lymphfollikeln eine hochspezialisierte Mikroumgebung aus, die als Keimzentrum bezeichnet wird. In
diesem Keimzentrum findet der letzte Reifungsschritt von B-Zellen zu Antigen-spezifischen
Gedachtniszellen oder Plasmazellen statt (Abb. 47). Es ist bekannt, dass in dieser Umgebung die
Veranderung der Immunglobulingene erfolgt (Honjo et al. 1981; Kraal et al. 1985; Jacob et al. 1991;
Berek et al. 1991). Zum einen héaufen sich in den Immunglobulingenen zahlreiche Punktmutationen in
der variablen Region an (somatische Hypermutation, SHM, Neuberger et al. 1995); des Weiteren
kommt es zur class switch recombination (CSR, Lorenz et al. 1996), bei der die Exons der konstanten
Region der schweren Kette verschoben werden. Mittels gene conversion wird die Diversitdt von
Antikorpern, die fur eine effektive humorale Immunantwort nétig ist, noch weiter erhéht. Die genauen
Mechanismen sind noch nicht vollstédndig aufgeklart. Jedoch konnte gezeigt werden, dass die AID-
Expression in der dunklen Zone des Keimzentrums stark induziert wird (Muramatsu et al. 1999;
Moldenhauer et al. 2006; Cattoretti et al. 2006) und AID an den Ereignissen SHM, CSR und
gene conversion initial beteiligt ist (Muramatsu et al. 2000; Arakawa et al. 2002; Noia et al. 2004).
Mithilfe des Nicht-lmmungolublin-Gens GFP (Griin fluoreszierendes Protein) wurde nachgewiesen,
dass die Aktivitat der AID in B-Zellen nicht auf Immunglobulin-Loci beschrankt ist, sondern generell an
stark transkribierte Bereiche gekoppelt ist (Kanayama et al. 2006). In vitro desaminiert AID als
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Monomer einzelstrangige DNAs (Bransteitter et al. 2003; Dickerson et al. 2003; Brar et al. 2008; Shen
et al. 2009). Nach Expression humaner AID in E. coli oder S. cerevisiae konnte gezeigt werden, dass
das Enzym im Genom in stark transkribierten und damit Einzelstrang-DNA Bereichen Cytidine
desaminiert und Hypermutationen auslost (Petersen-Mahrt et al. 2002; Mayorov et al. 2005; Rogozin
et al. 2006), und zwar bevorzugt an GYW/WRC-Motiven (W =C, G; R=A, G). Diese Sequenz
entspricht dem hotspot-Motiv der SHM: RGYW/WRCY (Rogozin et al. 1992).

Site of somatic hypermutation Site of class-switch recombination
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Abb. 47. Reifung von B-Zellen nach Antikdrperkontak t. Details siehe Text. Nach Klein et al.
(2008).

Die AID scheint mutagenes Potential zu besitzen, welches auf stark transkribierte DNA-Regionen
konzentriert ist. Aul3erdem ist sie in der Backerhefe funktionell aktiv, bendtigt somit keine B-
Zell spezifischen Kofaktoren. Deswegen wurde die AID als mutagenes Enzym zur Etablierung eines

gerichteten Evolutionssystems verwendet.

3.4.2.2 Prinzip der AID-basierten Mutagenese

Zur Entwicklung eines zielgerichteten Evolutionssystems wurde das mutagene Enzym AID zu einem
gerichteten DNA-Mutationssystem ausgebaut. Die Modellvorstellung ist folgende (Abb. 48): die
Expressionskassetten von BD-bait und AD-prey werden in die Hefezelle eingebracht. Dabei wird BD-
bait von einem schwachen und AD-prey von einem starken Promotor exprimiert. Stark transkribierte
Bereiche werden durch die AID mutiert, so dass in diesem Fall bevorzugt AD-prey Varianten auf DNA-
und Proteinebene entstehen (rote Markierung, Abb. 48). Je besser die Protein-Protein-Interaktion
zwischen bait und prey-Varianten, desto mehr Y2H Reporter (HIS3, Aurl-C) wird exprimiert und umso
besser kann die Hefezelle mit dem guten Interaktionspaar in Selektivmedium wachsen. Durch die
kontinuierliche AlD-basierte Mutation werden Uber mehrere Generationen hinweg prey-Varianten
erzeugt, die sich an verschiedensten Positionen zum Original-prey unterscheiden und letztendlich zum
perfekten Binder evolviert werden. Das beste Protein-Protein-Interaktionspaar setzt sich durch.

Fur die Etablierung eines AlD-basierten Evolutionssystems mussten folgende Punkte erfillt werden:

1. Expression einer funktionellen AID aus H. sapiens in S. cerevisiae

2. Gerichtete Mutagenese der prey-DNA durch die AID

3. Selektion von AlD-generierten prey-Varianten tiber Protein-Protein-Interaktion mittels Y2H System
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Abb. 48. Kontinuierliches, zielgerichtetes Evolutio nssystem bestehend aus AlD-basierter
Mutagenese und Y2H Selektion. Details siehe Text.

3.4.2.3 Expression und mutagenes Potential humaner  AID in S. cerevisiae

Die AID mutiert in der Regel stark transkribierte DNA-Bereiche. Dies kann auch essentielle Gene im
Hefegenom betreffen. Ist die Mutationsrate in der Hefezelle zu hoch, kénnte dies zum Zelltod fuhren.
Die Menge an exprimierter AID in der Hefezelle kann demnach ein kritischer Punkt in dem neu zu
etablierenden Mutationssystem sein. Um die Expressionsstarken und damit die Menge an AID zu
variieren, wurden verschiedene Promotoren ausgetestet und der Einfluss auf das Wachstum von Hefe
analysiert. Die beiden konstitutiven Promotoren von TEF1 (stark) und CYC1 (schwach) (Mumberg et
al. 1995) und der schwache, aber induzierbare CUP1-Promotor (Labbé et al. 1999) wurden
verwendet. Der Vorteil des induzierbaren Promotors wére, dass die AID-Expression durch Zugabe von
Kupfer definiert an- oder abgeschaltet und damit der Zeitraum der Mutationsentstehung gesteuert
werden konnte. Zur Expression der humanen AID in Hefe wurde die codon usage des Gens auf
S. cerevisiae angepasst, und mit einem der drei Promotoren und LEU2-Terminator in den Y2H Vektor
pGBKT7-BD (Plasmidmarker TRP1) kloniert. So entstanden die drei Plasmide pGBKT7-TEFp-AID,
pGBKT7-CYCp-AID und pGBKT7-CUPp-AID, die in AH109 eingebracht wurden (2.2.2.3).
Transformanten wurden auf DO Trp Agarplatten selektiert. Die Transformanten mit AID-
Expressionskassetten wuchsen unabhangig vom Promotor knapp 10% langsamer als die
Transformanten mit dem Leerplasmid pGBKT7-BD. Die AID-Expression wurde mittels anti-
flag Antikdrper und zwei verschiedenen anti-AID Antikorpern im Western Blot analysiert (2.2.5.7,
2.2.5.1, 2.2.5.3), allerdings konnte in keinem Fall AID-Protein detektiert werden. Auch diverse
Veranderungen im Protokoll zur Probenherstellung fihrten nicht zum Nachweis der humanen AID. Zur
Kontrolle des ORFs wurde die AID invitro transkribiert und translatiert (2.2.4.1, 2.2.5.10). Diese
in vitro translatierte AID war im Western Blot mit einem AlD-spezifischen Antikérper detektierbar
(Abb. 49). Somit war gezeigt, dass der ORF des synthetisch hergestellten Gens korrekt ist. Es liegt die
Vermutung nahe, dass das AlID-Protein in Hefe modifiziert wurde und dadurch die Immundetektion
nicht effektiv stattfand.
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Die Promotoren von TEF1 und CYC1 wurden bereits erfolgreich zur Expression des Qp-
Replikasekomplexes genutzt und deren Expressionsstarke im Western Blot klar gezeigt (3.3.3.4).
Somit war davon auszugehen, dass die AID zwar exprimiert aber nicht detektiert werden konnte. Des
Weiteren wurde ein verlangsamtes Wachstum der AID-Transformanten beobachtet, was die AID-
Expression weiter untermauerte. Unabhéngig von einem positiven Nachweis im Western Blot musste

die Aktivitat der in Hefe exprimierten AID direkt gezeigt werden.

Ko AID

<¢— hAID: 25 kDa

Abb. 49. Expressionsnachweis der AID nach  in vitro Translation. 20% der RTS-Reaktion wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt (2.2.5.10, 2.2.5.1) und die Chemilumineszenz des Western Blots (anti-
AICD Antikérper, 1:1.000, Abcam) detektiert (Exp. 1 min, 2.2.5.3). Kontrolle: GFP-Expression.

Der hierfur etablierte Aktivitatstest untersuchte die Fahigkeit der AID, Cytosin in stark transkribierten
DNA-Regionen zu desaminieren, so dass aus einem G/C-Basenpaar schlie3lich ein A/T-Basenpaar
entsteht. Die Reversion des defekten Reporters LEU20ptNSM zum funktionellen Gen LEU2opt
(3.4.1.2.1) diente dabei als Mal} fur die Aktivitit der AID. LEU20ptNSM besitzt ein defektes
Startcodon; nur wenn ACG zu ATG mutiert wird, kann der Hefeklon auf Leucin-freiem Medium
wachsen. LEU20ptNSM wird von dem starken ADHI1-Promotor exprimiert, wodurch das stark
transkribierte Gen durch die AID zielgerichtet mutiert werden kann. Die Anzahl an generierten
LEUZ2opt-Revertanten war ein MalR3 fir die Aktivitat der AID in Hefe. Zur Bestimmung der Mutationsrate
wurde die Anzahl an Revertanten ins Verhdltnis gesetzt zu der Gesamtzellzahl und durch die Anzahl
der Generationen und Basenpaare (1,1 kb) geteilt.

Die AID-Aktivitat wurde im wt-Hefestamm AH109 und einem neu generierten UNG1-Deletionsstamm
(AH109ung1A) getestet, basierend auf der Erkenntnis, dass die AID induzierte Mutationsrate in einem
UNG1-defizienten Hefestamm knapp 200-fach héher war als beim wt-Hefestamm (Mayorov et al.
2005). UNG1 kodiert fur die Uracil-DNA-Glykosylase. Dieses Enzym repariert Uracil in der DNA
(Sekiguchi et al. 1976), welches z. B. durch Desaminierung von Cytosin durch die Einwirkung von AID
entstanden ist. Das UNG1-Gen von AH109 wurde durch homologe Rekombination einer KanMXF-
Kassette genomisch deletiert (2.2.2.9). Fir den AID-Aktivitatstest wurden die Hefestdmme AH109 und
AH109unglA mit den AID-Expressionskassetten pGBKT7-TEFp-AID bzw. pGBKT7-CYCp-AID bzw.
pGBKT7-CUPp-AID (Plasmidmarker TRP1) und dem zu revertierenden Reporter auf pRS313-
AL_LEU20ptNSM (Plasmidmarker HIS3) kotransformiert und auf DO TrpHis Agarplatten selektiert.
Kotransformanten wurden anschlieend 7 Tage lang in DO TrpHis Flissigmedium kultiviert, wobei die
Kultur taglich in frisches Medium tberimpft wurde (2.2.2.13). Aliquots der Flussigkulturen wurden auf
DO TrpHisLeu Agarplatten plattiert, wodurch LEUZ2opt-Revertanten identifiziert werden konnten. Die
Zahl der LEU20pt-Revertanten die durch CYCp-AID bzw. CUPp-AID generiert wurden, war in beiden

Hefestammen vergleichbar mit den spontanen Revertanten der Kontrollen (Leerplasmid pGBKT7-BD).
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Hingegen entstanden durch TEFp-AID tausendfach mehr LEUZ2opt-Revertanten gegeniber den
Kontrollen, wie aus der logarithmischen Darstellung in Abb. 50 ersichtlich ist. Dies war ein eindeutiger

Hinweis darauf, dass TEFp-AID in Hefe hoch aktiv ist.
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Abb. 50. Logarithmische Darstellung der  LEUZ2opt-Revertanten durch Expression von Plasmid-
kodierter AID in S. cerevisiae. Die Hefestamme AH109 und AH109unglA wurden mit pRS313-
AL_LEU20ptNSM und pGBKT7-TEFp-AID bzw. Kontrollen mit pGBKT7-BD kotransformiert und in DO
TrpHis kultiviert. Darin entstanden pro Tag sechs neue Hefe-Generationen. Die generierten LEU20pt-
Revertanten wurden auf DO TrpHisLeu Agarplatten ermittelt. 10° Hefezellen wurden plattiert. Aus drei
unabhéngigen Versuchen wurden Durchschnittswerte ermittelt.

Mit der Annahme, dass der offene Leserahmen im LEU20ptNSM Gen durch eine Punktmutation
(ACG > ATG) wiederhergestellt wurde, wurde aus der Anzahl an Revertanten in Bezug auf die
plattierte Gesamtzellzahl und Anzahl an Generationen in Flussigkultur die Mutationsrate pro
Basenpaar und Generation berechnet (2.2.2.13). Tab. 56 zeigt die Mutationsraten, die aus drei
unabhéngigen Versuchen ermittelt wurden. Entgegen publizierter Daten (Mayorov et al. 2005) lagen
die Mutationsraten im Hefestamm AH109unglA insgesamt unter denen des wt-Hefestamms (4.3.1).
Aus den Reversionsexperimenten ging weiterhin hervor, dass die Mutationsrate bei schwacher
Expression (CYCp-AID und CUPp-AID) im Bereich der spontanen Mutationsrate lag. Hingegen fihrte
die starke Expression der AID durch die Expressionskassette TEFp-AID-LEU2t im wt-Hefestamm
AH109 zu einer 1.000-fachen Steigerung gegenliber der spontanen Mutationsrate. Somit war TEFp-
AID in AH109 mit einer Mutationsrate von 4,0 x 10 am aktivsten. Die Sequenzveranderung in
LEU20ptNSM wurde im Anschluss analysiert.

Tab. 56. Mutationsraten episomaler AID, die durch LEU2opt-Reversion ermittelt wurden

Mutationsrate/bp/Generation

AH109 | AH109ungla
TEFp-AID 4,0x10* 4,6x10°
CYCp-AID 58x107 3,4x107
CUPp-AID 1,6 x 107 2,0x10%
Kontrolle 3,7x107 2,1x107

Der LEU20ptNSM-Bereich von 20 Leucin-prototrophen Hefe-Revertanten AH109(TEFp-AID/ADHp-
LEU20ptNSM) wurde nach 1 und 3 Tagen Kultivierung analysiert. Da das LEU20ptNSM-Gen auf
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einem CEN/ARS-Plasmid kodiert ist, lagen pro Hefezelle 2 —3 Kopien vor, wobei eine intakte
Genkopie ausreicht, um der Hefezelle Leucin-Prototrophie zu vermitteln. Somit konnten minimal 33%
der Plasmide das intakte LEU2opt-Gen enthalten und waren durch cPCRs von Hefekolonien nicht
nachweisbar. Deshalb wurden die Plasmide aus Hefekolonien isoliert und in E. coli vereinzelt
(2.2.2.15). Die Sequenzierung von 66 cPCRs von Bakterienklonen (2.2.3.1, 2.2.3.9) ergab, dass 66%
der Sequenzen das revertierte Startcodon (ACG > ATG) enthielten und erstaunlicherweise zehn der
44 revertierten Sequenzen an verschiedenen Positionen im Promotorbereich eine weitere Mutation
aufwiesen (Abb. 51, Blau). Wabhrscheinlich liegt nicht nur der transkribierte Bereich
(Transkriptionsstarts des ADH1-Promotors zwischen Pos. -61 und -12, Russell et al. 1983; Faitar et al.
2001), sondern auch die upstream-Region einzelstrangig vor, so dass die Mutationen bis Pos. -190
zustande kamen. Da Punktmutationen im Promotorbereich meist keine unmittelbaren Auswirkungen
auf das dahinter kodierte Protein haben, sammeln sich diese Mutationen an; zuséatzliche Mutationen
im ORF von LEU2opt, die nur sichtbar wéaren, wenn sie die Funktionalitat von Leu2opt nicht zerstoren,
wurden unter den analysierten Mutanten nicht gefunden.

Auf dem sequenzierten Abschnitt zwischen ADH1-Promotor (500 bp) und LEU20ptNSM (1,1 kb)
fanden somit durchschnittlich 1,2 Mutationen statt. Dabei handelte es sich stets um Transitionen von
C/G > T/A, was die AID-Aktivitat als Mutationsursache untermauert. Die Mutationen fanden sowohl

auf dem Sinn- als auch auf dem Nicht-Sinnstrang statt und zwar bevorzugt an WRC-Motiven (4.3.1).

... TGAGCAACGGTATACGGCCTTCCTTCCAGTTACTTGAATTTGAAARAAAAGTTTGCTGTCTTGCTATCAAGTATAAA
A A

TAGACCTGCAATTATTAATCTTTTCTTTCCTCGTCATTGTTCTCGTTOCTICCTTGTTTCTTTTTCTGCACAATC
T ATARY) T@x) T G(9x)

[TSAPKKIVVLPGDH.. |

TTTCAAGCTATACCAAGCATRATCAACTCCAGAATACGTCTGCTCCAAAAAAGATTGTTGTTTTACCAGGTGATCAC |..
G(9x) T(56x)
T(44x)

Abb. 51. Punktmutationen in ADHp- LEU2o0pt ausgelést durch TEFp-AID. C/G nach T/A-
Transitionen durch Desaminierung von Cytosin im Sinnstrang bzw. Nicht-Sinnstrang. Defektes
Startcodon ACG (Pos. +1) ist fett gedruckt. Mutationen sind farbig dargestellt. pRS313-
AL_LEU20ptNSM wurde aus den Revertanten isoliert, in Bakterien vereinzelt und nach Amplifikation
ADHp-LEU20ptNSM sequenziert (2.2.2.13). Blau. Je zehn Revertanten mit AH109-TEFp-AID-
LEU20ptNSM wurden nach 1 und 3 Tagen in Kultur analysiert. Bei 44 von 66 Sequenzen (66%) war
das Startcodon revertiert und in zehn der 44 revertierten Sequenzen wurden zusatzliche
Punktmutationen im Promotorbereich bis -191 gefunden. Orange. Je 20 Revertanten Y2HGold-AIDint-
LEU20ptNSM wurden nach 3 und 4 Tagen in Kultur analysiert. Bei 56 der 75 Sequenzen (75%) wurde
das defekte Startcodon wiederhergestellt (Pos. +1); bei je neun Sequenzen (12%) wurden alternative
Startcodons generiert (unterstrichen).

Anhand der LEU2opt-Reversionstests konnte gezeigt werden, dass AID hoch mutagen auf Plasmid-
DNA wirkt. Basierend auf TEFp-AID wurde das neu zu etablierende Mutationssystem mit dem
Y2H System gekoppelt. Dabei sollte gezielt die prey-DNA mutieren werden, um dessen Bindungs-

eigenschaften zu bait zu verbessern. AID wirkt bevorzugt an stark transkribierten DNA-Bereichen. In
den originalen Y2H Vektoren pGBKT7-BD-bait und pGADT7-AD-prey besitzen sowohl bait als auch
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prey einen starken Promotor zur Expression. Um die mutagene Wirkung der AID auf die bait-DNA zu
verringern, wurde der starke ADH1-Promotor zur Expression von bait in pGBKT7-BD gegen den
schwachen CYC1-Promotor ausgetauscht (pGBKT7-CYCp-bait). Da auf diesem Plasmid zusétzlich
die Expressionskassette der AID sitzt, wird es als pGBKT7-CYCp-bait/TEFp-AID bezeichnet
(Plasmidmarker TRP1). Die prey-Y2H Expressionskassette wurde inklusive des starken ADH1-
Promotors auf das CEN/ARS-Plasmid pRS315 kloniert und wird als pRS315-AD-prey bezeichnet
(Plasmidmarker LEU2). Ausgehend von diesen umgestalteten Y2H Plasmiden wurden zur Etablierung
eines kontinuierlichen Evolutionssystems unterschiedliche Protein-Protein-Interaktionspartner
getestet. Als Negativkontrolle wurden jeweils die Plasmide pRS315-AD-prey und pGBKT7-CYCp-bait
(ohne AID-Expressionskassette) in die Hefen eingebracht.

Verbesserte Interaktionspartner konnten weder am Modell p53/T-Antigen (3.1.1.1) noch am
Sam68/Yesl-weak Modell (3.1.1.2) isoliert werden. Bei Uberpriifung der Expressionen von bait und
prey fiel auf, dass bei Koexpression von bait und AID ausgehend von eigenen Expressionskassetten,
die auf demselben Plasmid kodiert sind, die Menge an bait-Protein im Western Blot nicht mehr
nachweisbar war. Abb. 52 zeigt dieses Phanomen fur die Expression von Sam68 durch die
Expressionskassetten ADHp-Sam68 bzw. CYCp-Sam68. Sam68 besitzt einen N-terminalen cMyc-tag.
Bait-cMyc Protein konnte nachgewiesen werden, wenn keine AID-Expressionskassette auf dem
Plasmid vorhanden war (Spuren1l und 3, Abb.52). In beiden Plasmiden (pGBKT7-AHDp-
Sam68/TEFp-AID und pGBKT7-CYCp-Sam68/TEFp-AID) schien sich die Koexpression der AID
negativ auf die Sam68-Expression auszuwirken (Spuren 1/2 und 3/4, Abb. 52). Da fiir das verwendete
Hefesystem keine weiteren Selektionsmarker zur Verfiigung standen, wurde die AID-
Expressionskassette nicht auf einem separaten Plasmid untergebracht, sondern im Zuge dessen ins

Hefegenom integriert.
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Abb. 52. Expressionsnachweis von cMyc-Sam68 bei Koe  xpression von AID. Y2HGold wurde mit
entsprechenden Plasmiden transformiert. Kontrolle ist untransformierter Hefestamm. Pro Spur wurde
Hefelysat von 2x 10’ Zellen aufgetragen und im 4-20% SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt
(2.2.5.1). Der Western Blot wurde Uber Chemilumineszenz detektiert (anti-cMyc Antikérper, 1:250;
Exp. 1 min, 2.2.5.3). Ohne Koexpression von AID ist Sam68 uber das c-Myc Epitop nachweisbar.
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3.4.2.4 Integration der AID-Expressionskassette ins Hefegenom

Mithilfe des integrativen Plasmids pRS305K wurde die TEFp-AID Expressionskassette zusammen mit
einer KanMXR-Expressionskassette Uber homologe Enden an den LEU2-Lokus von Y2HGold
rekombiniert (2.2.2.9). Da Y2HGold gegeniiber AH109 zuséatzlich den Aurl-C Reporter zum Auslesen
der Y2H Interaktion besitzt, wurde der Einsatz von Y2HGold fiir die Evolutionsexperimente bevorzugt.

Integranden besafRen zur Selektion die KanMXR-Expressionskassette, so dass sie in Gegenwart von
G418 (200 pg/ml) auf Agarplatten wachsen konnten. Im Gegensatz zur Plasmid-kodierten AID
beeinflusste die Expression der integrierten AID (AIDint) das Wachstum von Hefen nicht (53%
Zuwachsrate/h in YPDA). Zur Bestimmung der Mutationsrate wurde wiederum das Reversionssystem
mit LEU20ptNSM verwendet (3.4.1.2.1).

Der wt-Hefestamm Y2HGold und zwei unabhéangige Klone mit integrierter AID (Y2HGold-AIDint1 bzw.
-2) wurden mit pRS313-AL_LEU20ptNSM (Plasmidmarker HIS3) transformiert und auf DO His
Agarplatten selektiert. Zur Reversion des LEU2opt-Startcodons wurden pro Transformante zwei Klone
Uber 10 Tage in DO His kultiviert und taglich auf DO HisLeu Agarplatten plattiert. Die entstandenen
LEUZ2opt-Revertanten wurden ausgezahlt und die Mutationsraten berechnet (2.2.2.13). Abb. 53
veranschaulicht die Anzahl an entstanden LEU2opt-Revertanten in den beiden AlDint-Stdmmen im
Vergleich zum wt-Stamm Y2HGold. Es war aufféllig, dass die AIDint-Klone untereinander sehr
unterschiedliche Mutationsraten aufwiesen (4.3.2). AlDint1l/Klon 2 brachte am meisten Revertanten
hervor und lag mit der durchschnittlichen Mutationsrate (Tag 4 bis Tag 10) von 5,5 x 107 50-fach tber
der spontanen Mutationsrate von Y2HGold-wt (1,1 x 10'8).
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Abb. 53. Anzahl an LEUZ2opt-Revertanten nach Expression von integrierter AIDi  n S. cerevisiae.

Y2HGold bzw. Y2HGold-AlDint1 und -AlDint2 wurden mit pRS313-AL_LEU20ptNSM transformiert und
in DO His kultiviert. Pro Tag entstanden sechs neue Hefegenerationen. Resultierende LEUZ2o0pt-
Revertanten wurden auf DO HisLeu selektiert. 10° Hefezellen wurden plattiert. Zwischen AlDint-
Klonen traten Unterschiede in der AID-Aktivitat auf.

Nach Tag 3 und 4 wurden jeweils 20 LEU20opt-Revertanten des Stammes Y2HGold-AlDint1/Klon 2
analysiert. Dazu wurden Plasmidpréparationen durchgefuhrt und in E. coli vereinzelt (2.2.2.8, 2.2.1.5).

Per cPCR von Bakterien wurde der ADH1-Promotor und LEU20pt-ORF amplifiziert und beidseitig
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sequenziert (2.2.3.1, 2.2.3.9). In allen 75 Sequenzen waren revertierte Startcodons enthalten. Die
Mutation von ACG zu ATG fand zu 75% am urspringlichen Startcodon statt (Pos. +1). Im
Promotorbereich an Pos. -40 bzw. -19 entstanden in je 12% der Sequenzen alternative Startcodons
durch Mutation von C/G zu T/A (Abb. 51, Orange).

In diesem Aktivitatstest konnte gezeigt werden, dass AIDint aktiv ist, auch wenn ihre Mutationsrate im
Vergleich zur Plasmid-kodierten AID 1.000-fach niedriger ist (3.4.2.3). Durch das Plasmid pGBKT7
liegt die Plasmid-kodierte AID in bis zu 1.000 Kopien in der Hefezelle vor; hingegen existiert nach
Integration ins haploide Hefegenom nur eine Kopie der AID-Expressionskassette. Die verringerte
Expressionsrate nach genomischer Integration kénnte eine mdgliche Erklarung fur die verminderte
Reversionsrate sein. Durch die hoch mutagene Plasmid-kodierte AID konnte jedoch kein
Evolutionssystem etabliert werden, was mdoglicherweise an der Beeintrachtigung der Koexpression
von AlDint und Sam68 lag. Des Weiteren wurde festgestellt, dass sich die AIDint-Klone in ihren
Mutationsraten unterscheiden, was durchaus durch die AID-Aktivitat hervorgerufen sein kann. Somit
kann davon ausgegangen werden, dass kein AlIDint-Klon dem anderen gleicht, sondern genomische

Veranderungen passieren, die sich nicht immer unmittelbar im Phéanotyp zeigen (4.3.2).

3.4.2.5 Erfolgreiche kontinuierliche, zielgerichtet e Evolution des Interaktionspaares
Sam68/Yesl durch AID-induzierte Mutagenese in Fliss  igkultur

Durch die LEU2opt-Reversion konnte gezeigt werden, dass Y2HGold-AIDint mutagen wirkt (3.4.2.4).
Das AlD-basierte Mutationssystem wurde im Folgenden mit dem Y2H System kombiniert, um dadurch
ein besser interagierendes Proteinpaar als das urspriinglich eingesetzte zu generieren und aufgrund
der Wachstumsvorteile zu selektieren. Als Modell wurde das Sam68/Yesl-weak System gewahlt
(3.1.1.2). Dieses Proteinpaar weist eine schwache Protein-Protein-Interaktion auf, die sich in
Selektivmedium in langsamem Wachstum widerspiegelt. Aus Yesl-weak sollte durch mindestens eine
AID-basierte Punktmutation Yesl-wt entstehen, und zwar durch Wiederherstellung des Tryptophan-
Codons TGG aus CGG (Arg). Sam68 interagiert Uber das WW-Motiv gut mit Yesl-wt und die
Hefezelle wachst schneller, kann sich in Flissigkultur schnell anreichern und bei entsprechender
Selektion gegeniber den langsam wachsenden Hefen vollstédndig durchsetzen (3.1.2). Demnach war
dieses Paar fur die Etablierung eines kontinuierlichen, zielgerichteten Evolutionssystems geeignet.
Y2HGold-AlDint1l/Klon2 wurde mit pGBKT7-CYCp-Sam68 (Plasmidmarker TRP1) und pRS315-AD-
Yesl-weak (Plasmidmarker LEU2) kotransformiert und auf DO TrpLeuAde Agarplatten selektiert. Als
Kontrolle diente der wt-Hefestamm Y2HGold, der mit pGBKT7-CYCp-Sam68 und pRS315-AD-Yesl-
weak bzw. und pRS315-AD-Yesl-wt kotransformiert wurde. Da die Protein-Protein-Interaktion
zwischen Sam68 und Yesl-weak relativ schwach ist, wurde der ADE2 Reporter nicht exprimiert, so
dass rosafarbene Hefekolonien wuchsen. Aus diesem schwachen Interaktionspaar sollte durch AIDint
ein stark interagierendes Proteinpaar mutiert werden, das durch Expression der Y2H Reporter HIS3
und Aurl-C sowohl in Medium ohne Histidin als auch mit Zusatz von 3-AT bzw. in Anwesenheit von
Aureobasidin (AbA) weil3e Kolonien bilden kann.

Von den Kotransformanten wurden jeweils drei Klone angeimpft und zunachst 5 Tage lang in
DO TrpLeuAde Medium Kkultiviert (2.2.2.14). Auch ohne Protein-Protein-Interaktion war in diesem
Medium das Wachstum moglich und Mutationen durch die AID konnten stattfinden. Aus den

evolvierenden Flussigkulturen (Evo-1 bis 3) wurden 10° Hefezellen auf DO TrpLeuAdeHis Agarplatten
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plattiert, worauf nur Hefen mit Histidin-Prototrophie wachsen konnten, welche durch den Y2H Reporter
HIS3 vermittelt wird. Hefen, die den zweiten Y2H Reporter ADE2 exprimierten, bildeten weil3e
Kolonien aus, andernfalls entstanden rosafarbene Kolonien. So konnte man optisch zwischen Hefen
mit echter Protein-Protein-Interaktion (weif3, Abb. 54) und falsch positiven Hefeklonen (rosa)
unterscheiden und wahrend des Verlaufs Einzelklone analysieren (2.2.2.15). Aus den Kontrollkulturen
mit Y2HGold-Sam68/Yesl-weak (Ko.1 bis 3) sind auf den DO TrpLeuAdeHis Agarplatten nur
vereinzelt (O - 1) Klone gewachsen. Diese waren weil3, zeigten jedoch keine Sequenzveranderungen
in Yesl-weak. Aus den Kontrollkulturen Y2HGold-Sam68/Yes1-wt (Ko.4 bis 6, ohne Abb.) wuchs wie

erwartet ein weiler Rasen. Aus Kultur AlDint-Sam68/Yesl-weak-3 wuchsen pro Agarplatte bis zu

20 rosafarbene und nur 1 — 2 weil3e Histidin-prototrophe Kolonien, in denen keine Mutation von Yes1-
weak festgestellt werden konnte, so dass in dieser Kultur die Histidin-Prototrophie durch eine
genomische Mutation verursacht worden sein musste. Aus den AlDint-Sam68/Yesl-weak Kulturen
Evo-1 und Evo-2 hingegen wuchsen pro einer Million plattierter Zellen zwischen zehn und 20 weiler,
Histidin-prototropher Kolonien. Sequenzanalysen von jeweils funf Klonen bestatigten, dass die
Punktmutation von Yesl-weak zu Yesl-wt stattgefunden hat. Wie erwartet war in diesen beiden
Kulturen die Y2H Interaktion zwischen Sam68 und Yes1-wt fir die Expression der Y2H Reporter HIS3
und ADE2 verantwortlich.
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Abb. 54. AlID-induzierte Mutation vom schwachen zum starken Binder nach Selektion auf

Agarplatten. Y2HGold-AIDint und Y2HGold (Kontrolle) wurden mit pGBKT7-CYCp-Sam68 und
pRS315-AD-Yesl-weak kotransformiert. Durch Kultivierung in DO TrpLeuAde FlUssigkultur tber
5 Tage hinweg konnten in den Kulturen Evo-1 bis Evo-3 AlD-induzierte Yesl1-Mutanten entstehen, die
mit Sam68 besser interagieren kdnnen als Yesl-weak. Pro Tag wurden aus der evolvierenden Kultur
10° Hefezellen auf DO TrpLeuHisAde plattiert und weiRe, Histidin-prototrophe Kolonien ausgezahit.

Sowohl die optische Verlaufskontrolle mittels Agarplatten als auch die Sequenzanalysen bestatigten,
dass AID in Yesl-weak gezielt Mutationen einfiigen kann (Evo-1 und -2). Hefen mit Sam68 und Yes1-
Mutanten, bei denen mindestens das WW-Motiv wiederhergestellt sein muss (Yesl-wt), wurden im

Anschluss mittels Y2H selektiert. Da die Anzahl an selektierbaren Hefezellen auf Agarplatten begrenzt
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ist, wurde generell eine Selektion in Flussigkultur bevorzugt, so dass die Evolution kontinuierlich tber
mehrere Generationen hinweg autonom stattfinden kann. Wie in 3.1.2 gezeigt, war es madglich in
Flissigkultur Uber beschleunigtes Wachstum eine einzige Hefezelle mit guten Bindern unter
10° Hefezellen mit schwachen Bindern anzureichern. Bei den evolvierenden Kulturen Evo-1 und -2
waren es zwischen zehn bzw. 20 Hefekolonien mit guten Bindern, die sich gegeniber einer Million
Zellen mit schlechten Bindern durchsetzen mussten. Dies sollte erreicht werden, indem die
evolvierende Kultur in Medium mit hohem Selektionsdruck kultiviert wird, um grof3e Unterschiede in
den Wachstumsraten zu garantieren.

Nach 5 Tagen (= 30 Generationen) Kultivierung in DO TrpLeuAde ohne Selektionsdruck wurden die
evolvierenden Kulturen in DO TrpLeuAdeHis {berimpft und dadurch Selektionsdruck auf
Y2H Interaktion angelegt (2.2.2.14). Hierin kdnnen sich Hefen mit schlechten Y2H Bindern zwar
langsam aber immer noch teilen, so dass die AID weitere Mutationen in die DNA einfiigen kann.
Durch den Mangel an Adenin konnte optisch beobachtet werden, wie die Hefekulturen Evo-1 und -2
ihre anfangliche Rosafarbung (Hefen mit schwachen Interaktionspartnern) verloren (Abb. 55), weil
aufgrund starker Protein-Protein-Interaktion der ADE2-Reporter abgelesen wurde. Die Flissigkulturen
der Kontrollen (Ko.1 bis 3) sowie Evot-3 behielten die Rosafarbung aufgrund fehlender Protein-

Protein-Interaktion wie erwartet bei.

Abb. 55. Farbung von Hefekulturen mit schwachen bzw . starken Interaktionspartnern in
Adenin-Mangelmedium.  Kotransformanten wurden in DO TrpLeuAde 0N Kkultiviert. Links: mit
schwachem Interaktionspaar Sam68/Yes1-weak wodurch ADE2 nicht exprimiert wurde und sich rotes
Pigment in der Hefezelle akkumuliert. Rechts : mit starkem Interaktionspaar Sam68/Yes1-wit.

Die Kulturen wurden an Tag 7 und 8 in DO TrpLeuHis/64 nM AbA Uberimpft. In diesem stringenten
Selektionsmedium konnten nur Hefen wachsen, die den dritten Y2H Reporter Aurl-C exprimieren
konnten. Die Kontrollen Ko.1 bis 3 (Sam68/Yesl-weak) sowie Evo-3 Uberlebten in diesem Medium
nicht und verhielten sich demnach wie erwartet, da diese Kulturen Hefen ohne starke Protein-Protein-
Interaktionspartner beinhalteten.

Der Selektionsdruck in den Flussigkulturen Evo-1 und -2 wurde zwischen Tag 9 und 11 durch Zusatz
von 64 nM AbA und 100 mM 3-AT noch weiter gesteigert. Abb.56 zeigt den Verlauf der
Wachstumsraten der Kulturen Evo-1 und -2 im Vergleich zu den Kontrollen mit reinen Kulturen
Sam68/Yesl-weak bzw. Sam68/Yesl-wt ohne AID-Expression. Die Kultur Evo-3, bei der Yesl-weak
nicht mutiert wurde, ist aus Griinden der Ubersicht nicht dargestellt. Aus Abb. 56 geht klar hervor,
dass sich mit steigendem Selektionsdruck die Wachstumsraten der evolvierenden Kulturen Evo-1
und-2 denen der schnell wachsenden Sam68/Yesl-wt Kulturen angeglichen haben. Dies lie3 den
Schluss zu, dass Yesl-weak zu einem besseren Sam68-Bindepartner mutiert ist und sich Hefen mit
diesem Interaktionspaar gegentiber Hefen mit dem urspriinglich eingesetzten Paar Sam68/Yes1-weak

durchgesetzt haben. Die Plasmide der evolvierenden Kulturen wurden analysiert (2.2.2.15). Analog zu
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den Einzelklonen auf Agarplatten konnte in den evolvierenden Flussigkulturen (bis zu 10° Hefezellen
bzw. 96 Bakterien) die Punktmutation von Yesl-weak zu Yesl-wt nachgewiesen werden. Die
ansteigenden prozentualen Anteile zwischen Yesl-weak und Yesl-wt, die durch Sequenzierung zu
verschiedenen Zeitpunkten ermittelt wurden, sind in Abb. 56 als Tortendiagramme dargestellt. Mit
zunehmendem Selektionsdruck reicherten sich Hefen mit dem neu generierten Paar Sam68/Yes1-wt
an, bis sie sich schlief3lich zu 100% in der evolvierenden Kultur durchsetzten.

0% 5-9% 38-12% 100 % Yesl-wt
O O & O,
40%
B Sam68/Yesl-weak + AID (Evo-1)
35%1 0 Sam68/Yesl-weak + AID (Evo-2) | |
’ O Sam68/Yesl-weak
B Sam68/Yesl-wt
30%-
£ 25%-
9
o
2]
£ 20% T
=
2]
S
© 15%
=
10%
5%-
0%
Tage 1 bis 5 Tag 10 Tag 11
30 Generationen
Minimal- Trp Trp Trp Trp
medium Leu Leu Leu Leu
drop out: His His His
Zusatz 64 nM AbA 64 nM AbA
100 mM 3-AT
Zunehmender Selektionsdruck
Abb. 56. Kontinuierliche Evolution durch AlD-induzi erte Mutation von Yesl- weak zu Yesl-wt

und Y2H Selektion von Hefen mit Sam68/Yesl-wt aufgr und starker Protein-Protein-Interaktion.

Y2HGold-AlDint und Y2HGold (Kontrolle) wurden mit pGBKT7-CYCp-Sam68 und pRS315-AD-Yes1-
weak kotransformiert (2.2.2.3). Durch Kultivierung in DO TrpLeuAde Flussigkultur konnten AID-
induzierte Yesl-Mutanten entstehen, die mit Sam68 besser interagieren kdnnen als Yesl-weak. Die
Wachstumsraten von zwei evolvierenden Kulturen sowie Kontrollen (Y2HGold-Sam68/Yesl-weak
bzw. Y2HGold-Sam68/Yesl-wt) sind in Abh&ngigkeit ihrer Selektionsmedien dargestellt. Die

ansteigenden prozentualen Sequenzanteile von Yesl-wt im Vergleich zu Yesl-weak sind als
Tortendiagramme dargestellt.

Bei echter Interaktion zwischen Sam68 und Yesl-wt muss im Hefestamm Y2HGold neben HIS3,
ADE2 und Aurl-C zusatzlich ein vierter Y2H Reporter aktiv sein: MEL1. Die Expression von MEL1

befahigt Hefen, X-a-Gal in Festmedium zu spalten, wodurch sich die Hefezelle blau farbt (3.1.1). Zur

Uberprufung der MEL1-Expression wurden Aliquots der evolvierenden Fliissigkulturen auf
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DO TrpLeuHis/64 nM AbA/X-a-Gal plattiert. Abb. 57 zeigt eindrucksvoll das Wachstum von blauen
sowie weillen Kolonien aus den Kulturen Evo-1 und -2, die bereits 3 Tage lang unter milden
Selektionsbedingungen selektiert wurden (Tag 8). Bei den weiRen Kolonien ist zwar der Reporter
Aurl-C aber nicht der Reporter MEL1 aktiv; demnach handelte es sich um falsch positive Klone. Nach
stringenter Selektion in Flissigmedium mit AbA und 3-AT fir weitere 3 Tage (Tag 11) wurden die
weif3en Kolonien verdrangt, so dass wie erwartet nur noch blaue Kolonien, sprich Hefen mit starken
Interaktionspartnern wuchsen. Somit war klar erkennbar, dass zur Selektion von echten
Interaktionspartnern in Flussigkultur die Expression von mehr als einem Y2H Reporter tberprift und

Selektionsbedingungen entsprechend stringent angelegt werden mussten.

Abb. 57. Selektion der evolvierenden Hefekulturen a uf Agarplatten. Die evolvierenden
Flissigkulturen Evo-1 und -2 wurden am Tag 8 und Tag 11 auf Agarplatten DO TrpLeuHis/64 nM
AbA/X-a-Gal plattiert. Hefen mit Sam68/Yesl-weak dirften auf diesen Selektionsplatten nicht
wachsen; Hefen mit Sam68/Yesl1-wt bilden blaue Kolonien aus. Nach Selektion der Flissigkulturen in
DO TrpLeuHis/64 nM AbA, waren an Tag 8 30% der gewachsenen Kolonien blau und 60% weil3.
Nach weiterer Selektion der Flussigkulturen in Selektivmedium mit 64 nM AbA und 100 mM 3-AT
wuchsen wie erwartete zu 100% blaue Kolonien. Auf diese Weise wurden Hefen mit echter Protein-
Protein-Interaktion zwischen Sam68/Yes1-wt selektiert.

Dieses Evolutionsexperiment der AlD-induzierten Mutation von Sam68/Yesl-weak zu Sam68/Yes1-wt
mit Koppelung der Y2H Interaktion und Selektion konnte im Anschluss wiederholt werden. Fir die
Wiederholung wurden dieselben Kotransformanten verwendet, die auch fir das erste Experiment
benutzt wurden und insgesamt 11 Tage analog zum ersten Versuch kultiviert. Die Wachstumsraten/h
der beiden Versuche waren vergleichbar, so dass in Abb. 56 die Mittelwerte mit entsprechenden
Abweichungen dargestellt sind.

Zusétzlich wurden die AID-Evolutionsexperimente mit unabhéngigen Kotransformanten wiederholt.
Die evolvierenden Kulturen wurden 25 Generationen ohne Selektionsdruck inkubiert und auch hier

wurden Hefen mit Sam68/Yesl-wt generiert und nach 7 Tagen als schnell wachsende Hefekultur zu
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100% angereichert (4.3.3). Abb. 58 stellt die urspriinglich eingesetzte prey-Sequenz — Yesl-weak —
und die durch AID-Mutagenese resultierende prey-Variante — Yes1-wt — vergleichend dar.

Yes1- weak |.. RFQIINNTEGDRWEARS IATG.. |

+580 +590  +600 +610 +620 +630

IR R R S
Yesl-weak  CGTTTCCAGATTATCAACAACACCGAAGGCGATCGBEGGAAGCACGTTCTATTGCCACCGT

Yes1-wt CGTTTCCAGATTATCAACAACACCGAAGGCGATTGGTGGGAGCACGTTCTATTGCCACCGT
Yes1-wt |...RFQIINNTEGD WWEARSIATG.. |

Abb. 58. Punktmutation von Yesl- weak zu Yesl-wt durch AlD-induzierte Mutagenese und
Anreicherung durch Y2H System. In drei Evolutionsexperimenten wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten der DNA-Bereich ADHp-AD-Yesl-weak aus Hefen von Agarplatten sowie aus den
evolvierenden Flussigkulturen analysiert (2.2.2.15). Die gelbe Markierung hebt die Cytosin-
Desaminierung und den daraus resultierenden AS-Austausch zur Wiederherstellung des WW-Motivs
in Yes1-wt hervor.

In diesen Experimenten der kontinuierlichen zielgerichteten Evolution konnte zum ersten Mal gezeigt
werden, dass in Flissigkultur in einem AlID-exprimierenden Hefestamm aus einem schwachen Y2H
Interaktionspaar ein sehr gut bindendes Interaktionspaar generiert und zugleich mithilfe des
Y2H Systems unter stringenten Selektionsbedingungen zu 100% angereichert werden konnte, wobei
mehrere Y2H Reporter kombiniert wurden (4.3.2). Die Anreicherung von schnell wachsenden Hefen
mit starken Interaktionspaaren lie3 sich Uber die ansteigenden Wachstumsraten/h der evolvierenden
Kulturen verfolgen. Die Affinitdten der Bindepartner liegen im pmolaren Bereich und wurden durch die
AID-Mutagenese um das 4,5-fache verbessert (Yesl-weak: 4,0 uM; Yesl-wt: 0,9 pM, 3.4.1.4.3).

3.4.2.6 Zusammenfassung AlD-basierte kontinuierlich e Evolution

- humane AID wird in S. cerevisiae funktionell exprimiert

- episomal exprimierte AID wirkt mit einer Mutationsrate von 4,0 x 10" hoch mutagen

- Mutationsrate der integrierten AID von 55x107 liegt 50-fach Uber der spontanen
Mutationsrate

- aus dem schwachen Interaktionspaar Sam68/Yesl-weak wurde durch genomisch integrierte
AID das starke Interaktionspaar Sam68/Yesl-wt generiert und in FlUssigkultur mittels
Y2H System zu 100% selektiert

Fazit: Basierend auf der mutagenen AID wurde erstmals ein autonomes kontinuierliches

Evolutionssystem zur Verbesserung der Protein-Protein-Interaktion in S. cerevisiae etabliert!
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4  DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, ein Mutagenesesystem mit dem Y2H System zeitlich und rdumlich zu
koppeln, um Affinitdten von Protein-Protein-Interaktionspartnern zu verbessern. Am Beispiel der
ungerichteten EMS-Mutagenese (3.2.2) wurde anschaulich dargelegt, dass zur gezielten
Verbesserung von Proteinaffinitdten gerichtete Mutagenesesysteme deutlich von Vorteil sind. Aus
diesem Grund wurde die Etablierung von prey-spezifischen Evolutionssystemen vorangetrieben,
wobei DNA- und RNA-basierte Methoden ausgetestet wurden (Tab. 57).

Tab.57. Ubersicht der bearbeiteten Mutagenesesysteme und aktuelle Anwendbarkeit im
kontinuierlichen, zielgerichteten Evolutionssystem
Aktuelle
Mutagenese Vorteile Meilensteine Erreicht Anwend-
barkeit
» Expression funktioneller Replikasen
*hohe Fehlerrate (autolog/heterolog) in S o ( 0
) autolog/heterolog) in S. cerevisiae p91/p104,Q
RNA-Replikon e sequenzspezifisch . . .
) « spezifische Bindung des templates v (QB) nein
(Hefeviren, Q B) e kostengiinstige I .
) )  template-Amplifikation durch Replikase v" (QB in vitro)
Variantengenerierung ) )
 Verknipfung mit Hefe-Translationssystem --
Oligonukleotid- «definierbare Mutationsrate « prey-spezifische Mutagenese v (i)
a

Bibliotheken « dulerst sequenzspezifisch « kontinuierliche Oligonukleotid-Aufnahme

*hohe Mutationsrate * Expression funktioneller AID in S. c. v

« Zielgerichtet * prey-spezifische Mutagenese v )
AID ja

«kostengunstige .

Variantengenerierung .

*Kontinuitat mittels aufeinanderfolgender Transformationen

4.1 Replikase-basierte Mutagenese

Das Genom eines RNA-Virus wird durch eine Replikase mit einer hohen Fehlerrate schnell und ohne
DNA-Zwischenstufen repliziert. Die hohe Variabilitat ermdéglicht eine schnelle Anpassung an sich
andernde Umweltbedingungen. Das besser angepasste Virus Uberlebt und setzt sich durch. In
Anlehnung an die biologische Evolution von Viren wurde im Rahmen dieser Arbeit mit der Etablierung

von Replikase-basierten Evolutionssystemen begonnen.

4.1.1 Anforderungen zur Etablierung eines Hefeviren  -Replikons

Zur Herstellung von Virus-spezifischen templates, wurde das Reportergen LEU20pt mit
unterschiedlich langen 20S- bzw. 23S-Virussequenzen flankiert (3.3.1). Beim Reporterassay in Hefe
basierend auf Hefewachstum in Leucin-freiem Medium zeigte sich deutlich, dass die
Proteinexpression teils durch die fusionierte Virussequenz am 5" Ende negativ beeintrachtigt wurde.
Da von allen Konstrukten mRNA nachgewiesen werden konnte, unabhéngig davon ob sie Leucin-
Prototrophie vermittelten oder nicht (3.3.1), liegt die Vermutung nahe, dass die Translation gestort
wurde. LEU2opt-templates mit spezifischen Virusenden, die in funktionellem Leu2opt resultierten

(Tab. 45, 3.3.1), wurden auf Vektoren ohne Hefe-ori umkloniert und Hefen mit konstitutiv
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exprimierender Replikase (p91 bzw. p104) transformiert. Jedoch blieb die autonome Replikation bzw.
Translation in funktionelles Leu2opt in diesem System aus. Durch footprint-Analysen der Virusgenome
ist bekannt, dass im RNA-Replikon die Mitte und das 5" und 3" Ende in rdumliche Nahe kommen.
Dieser Komplex wird durch die Replikase stabilisiert (Fujimura et al. 2007). Austausche einzelner AS
an bedeutenden Positionen verhindern die Komplexbildung bzw. Replikation des Virusgenoms
(Esteban et al. 2005; Fujimura et al. 2007). Bei 20S liegt das Startcodon in der ersten Stammstruktur
(Abb. 59); die zweite Stammstruktur ist fur eine erfolgreiche Replikation ebenso erforderlich. Somit
scheint die Sekundarstruktur des Virusgenoms am 5 Ende im Hinblick auf Schutz und Replikation
durch naturliche Evolution optimiert zu sein und dient zudem als Art IRES der Translationsinitiation
(Esteban 2004). Deshalb ist es denkbar, dass verkiirzte Virussequenzen eine unnatirliche
Sekundarstruktur ausbilden, wodurch der LEUZ2opt-Translationsstart verhindert oder aber die

Progressivitat des Ribosomenkomplexes (durch die fest gebundene Replikase) behindert wird.

30
AI

U A C U .
. Gecugcgug b
G CGAC GCAG U-40
A C! c
cg

oG

AU
- 41

GU

GC

Aav

Start [GIC
3 -60
C-G

CG

- CG
AUA
G-C
0A

CG Abb. 59. Vorhergesagte Sekundarstruktur des 5" Ende s von 20S.

gjg Das Initiations-Startcodon zur Translation von p91 ist markiert. Nach

5 GE Esteban et al. (2008).

Eine weitere Ursache fir die fehlende Etablierung des Hefeviren-Replikons kdnnte die mangelnde
Stabilitat der Reporter-RNA in der Hefezelle darstellen. Wie die meisten Virus-RNAs besitzt auch die
RNA des 20S und 23S Genoms weder ein 5" Cap noch PolyA am 3" Ende (Fujimura et al. 2004), so
dass die Replikate mRNA-Abbauprodukten &ahneln, welche in der Regel durch den Exosomen-
Komplex abgebaut werden (Jacobson et al. 1996; Wilusz et al. 2001). Durch den Kontakt der
Replikasen mit der eigenen RNA wird die RNA stabilisiert und vor Abbau geschitzt und zudem die
Replikation des eignen Virusgenoms im Hefezytoplasma unter einer Vielzahl an Wirts-RNA gesichert.
Durch den Austausch des Replikase-ORFs gegen LEU20opt bzw. die Modifizierung von LEU20pt mit
Virussequenzanteilen (3.3.1) wird die RNA mdglicherweise intrazellular schneller abgebaut, da der
optimale Schutz nicht gegeben ist, falls beispielsweise die Ausbildung der Sekundarstruktur oder die
Bindung der Replikase nicht optimal ablauft. Eine weitere Moglichkeit ware, dass durch
Sekundarstrukturveranderungen keine oder keine effiziente Replikation stattfindet. Aufgrund der
Beobachtungen ist nicht auszuschlieen, dass in den Hefeviren Replikation und Translation gekoppelt

ablaufen, und diese Prozesse durch Veranderung der Virus-templates teilweise gestért werden.
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Abb. 60. Directed evolution-Ansatz zur Generierung von Reporter- templates, die optimal fir
Replikation sind und zugleich Funktionalitat des Re porters gewahrleisten. Details siehe Text.

Bei dem derzeitigen Wissensstand ist es schwierig, die Enden des Reporters in silico so anzupassen,
dass die Reporter-RNA im Hefeorganismus durch Hefevirus-Replikasen zuverlassig repliziert und
funktionell translatiert wird. Die Erstellung einer Genbibliothek im Rahmen eines directed evolution-
Ansatzes ist ein mdglicher Versuch, um in vivo Strukturen zu selektieren, die sowohl zur erfolgreichen
Replikation als auch Translation von virusfremden templates wie LEU20opt genutzt werden kdnnen.
Die Durchfihrung kdnnte folgendermaf3en ablaufen (Abb. 60): unterschiedlich lange Virusenden, die
beispielsweise durch Ultraschall-Fragmentierung von Virus-cDNA generiert werden, werden in
zufélliger Kombination 5" und 3" an einen Testreporter wie LEU2opt ligiert. Da mindestens die
inverted repeats (GGGC/GCCCC) der Virussequenz vorhanden sein missen, um Replikation zu
garantieren, werden aus den ligierten LEU2opt-Konstrukten tber PCR mit Virusenden-spezifischen
Primern (incl. Schnittstellen) diejenigen amplifiziert, die mindestens die inverted repeats aufweisen.
Aus einer gro3en Anzahl an méglichen Kombinationen kénnten so Reporterkonstrukte entstehen, die
replikationsfahig sind und zugleich Leucin-Prototrophie vermitteln. Diese LEU2opt-Virusenden-
Genbibliothek wird Uber die angefiigten Schnittstellen zwischen Promotor und Ribozym/Terminator
kloniert. Die Expressionskassetten dieser Konstrukte wird im Anschluss ber Plasmide ohne Hefe-ori
in Hefen mit konstitutiv exprimierender Virus-Replikase (p91 bzw. pl104) eingebracht und dort
selektiert. Hefeklone, die auf Leucin-freiem Medium wachsen, wirden ein RNA-template in sich

tragen, das die idealen Virusenden fir LEU20opt-Expression und Replikation besitzt.

4.1.2 Bedingungen zur Etablierung eines Q B-Replikons in Hefe

Der QB-Replikasekomplex wurde hier zum ersten Mal in Hefe funktionell exprimiert. Der Testreporter
LEUZ2o0pt, flankiert mit RQ135-Enden, wurde als QB-spezifisches template verwendet. Nach Inkubation
der in vitro Reaktionen langer als 2 h mit template und aus E. coli oder Hefe isolierter QB-Replikase —
ohne Selektionsdruck auf Vollstandigkeit des ORFs — wurden verkirzte RNAs gebildet bzw. ohne

exogenem template kurze RNAs (100 - 300 Nukleotide) generiert (3.3.3.5). Die gleichen
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Beobachtungen machten Wissenschaftler in in vitro Evolutionsexperimenten mit QB-E. coli als sie der
Frage nachgingen ,What will happen to the RNA molecules if the only demand made on them is the
Biblical injunction, multiply, with the biological proviso that they do so as rapidly as possible?" (Kacian
et al. 1972). Durch Amplifikation der genomischen QQ(-RNA bestehend aus urspringlich
3.600 Nukleotiden reduzierte die QB-Replikase das eigene Genom um 83% auf die GroRe von
218 Nukleotiden (,kleines Spiegelman-Monster”; Mills et al. 1967; Kacian et al. 1972). Da bei diesen
Evolutionsexperimenten kein Selektionsdruck bezlglich Funktionalitéat der QB-ORFs angelegt wurde,
verkirzte sich die Genom-RNA in Richtung schnelle Replikation durch Verédnderung der
Nukleotidsequenz. Im Gegensatz dazu wurde beobachtet, dass QPB-E. coli ohne Zugabe von
exogenem template — de novo — kleine RNAs synthetisiert (Sumper et al. 1975). Auf diese Weise
entstand eine 114 nt (microvariant RNA) bzw. 135 nt (RQ135) kurze RNA-Sequenz (Mills et al. 1975;
Munishkin et al. 1991). Durch diese Phanomene der de novo Synthese bzw. template-Verkiirzung
wurden optimierte kinstliche Qp-templates generiert, die zum Flankieren von Qpf-fremder RNA
verwendet werden. Diese identifizierten kurzen RNA-Molekile gleichen sich bis auf die GGG/CCC-
Enden nicht in ihrer Nukleotidsequenz, besitzen jedoch alle eine ausgepragte Sekundarstruktur,
welche fir die QB-Strangerkennung und Amplifikationseffizienz von entscheidender Bedeutung zu
sein scheint.

In dieser Arbeit wurde QB-Hefe nativ aus Hefelysat aufgereinigt. In in vitro Reaktionen vermehrten sich
— ohne Zugabe von template — bevorzugt 18S und 25SrRNAs, die vermutlich mit dem
Replikasekomplex aufgereinigt wurden. QB-Hefe scheint demnach ribosomale Hefe-RNA zu binden,
die ebenfalls durch eine starke Sekundarstruktur gepragt ist. Die Bindung von LEUZ2opt-
RQ135 template in Hefe konnte nicht nachgewiesen werden, was mutmafRen lasst, dass es durch den
QpB-Komplex in vivo nicht gebunden wird oder dass die QB-Replikase in der Fille an zellularen RNAs
(85% rRNAs, Waldron et al. 1975) das speziell gestaltete template nicht mit genligend hoher
Wabhrscheinlichkeit findet. Der genaue Mechanismus der Qp-Strangerkennung in E. coli ist bislang
nicht geklart. In mehreren in vitro Versuchen wurde jedoch dargelegt, dass die GTP- und Mn?*-
Konzentration bezlglich template-Spezifitdt eine entscheidende Rolle spielen (Blumenthal 1980;
Nakaishi et al. 2002). Diese Bedingungen konnten in vitro sehr gut eingestellt werden (3.3.3.3). Es ist
vorstellbar, dass in Hefe nicht die optimalen Bedingungen fir eine erfolgreiche/effiziente Replikation
des QpB-spezifisch gestalteten templates herrschen. In einem Kaninchenretikulozyten-zellfreiem
System wurde genomische QB-RNA translatiert und zugleich autokatalytisch repliziert (Fukano et al.
2002). Da es sich auch hier um eukaryontisches Milieu handelt, erscheint es prinzipiell méglich,
auB3erhalb von E. coli ein Replikon zu etablieren. Allerdings ist dies in eukaryontischen Zellen bislang
noch nicht gelungen.

Im Gegensatz zum bakteriellen Wirt besitzt Hefe eine Zellkompartimentierung: Zellkern und
Zytoplasma sind getrennt. In der Theorie sollte die QB-Replikation im Zytoplasma der Hefezelle
ablaufen, analog zur Replikation von Hefeviren; diese agieren ausschlie3lich im Hefelysat (Solérzano
et al. 2000). QB-Replikate werden naturlicherweise in E. coli nicht posttranskriptional modifiziert
(5" Cap oder polyadenyliertes 3" Ende). Viren in Eukaryonten wie beispielsweise das Influenzavirus

(RNA-Virus), verschaffen sich das 5 Cap von zellularen mRNAs und Ubertragen es auf die
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viruseigene RNA; ausgel6st durch die intrinsische Endonukleaseaktivitat der Replikase werden einige
Basen des 5 Endes abgespalten und als Primer zur RNA-Synthese benutzt (Rao et al. 2003). Die
Erkenntnis, dass die Hefeviren-RNA kein 5" Cap besitzt, scheint jedoch gesichert (Fujimura et al.
2004). Folglich besteht im Hefe-Replikationssystem nicht zwingend die Notwendigkeit modifizierter
5" Enden. Dennoch ist bekannt, dass polyadenylierte RNAs mit 5 Cap bis zu 25-fach héhere
Translationseffizienzen aufweisen als ungeschitzte RNAs (Russell et al. 1991; Everett et al. 1992).
Um die Translationseffizienz der QB-templates in Hefe zu erhéhen, wurden die mutmalflich fehlenden
Modifikationen kinstlich angefiigt, indem bereits in das RNA-template eine IRES- und PolyA-Sequenz
integriert wurde. Verschiedenste Variationen fiihrten jedoch nicht zur erfolgreichen Etablierung eines
QpB-Replikons in Hefe.

Der Reporter mit QB-spezifischen Enden wurde bevorzugt auf einem nicht-replizierenden Plasmid
(pSc) in die Hefezelle eingeschleust (3.3.3.6). Dieses Plasmid wird nach der Zellteilung nicht an die
Tochterzelle weitergegeben, lediglich RNA-Transkripte des Reporters. Es ist nicht auszuschlie3en,
dass die Menge an ssRNA-template in der Hefezelle zu gering ist, um in einer begrenzten Zeit von der
QB-Replikase gebunden zu werden. Zur Erhéhung der RNA-Menge ware eine mdogliche
Vorgehensweise, den Reporter relativ zum Promotor in reverse-Orientierung auf ein replizierendes
Plasmid zu klonieren. Der Reporter wiirde durch die Hefezell-Maschinerie transkribiert, das Reporter-
Protein wére aber erst funktionell, nachdem die RNA durch Qf repliziert wurde, da der Minusstrang

den Reporter-ORF kodiert.

Die template-Optimierung fiir die Replikation durch die Hefeviren-Replikasen p91 bzw. p104 oder den
QpB-Replikasekomplex wurde nicht weiter verfolgt, da sich die DNA-basierten Mutationssysteme
besser handhaben lieBen und somit deren erfolgreiche Einbindung in ein Evolutionssystem

vorangetrieben wurde.

4.2  Oligonukleotid-vermittelte Mutagenese und Y2H S elektion

4.2.1 Vergleich zwischen theoretischem und praktisc ~ hem Verlauf der Hefeselektion

In den Experimenten zur Yesl-Mutagenese mittels Oligonukleotid-Transformation wurde Y2HGold-
Sam68/Yesl-weak mit dem dirty bottle-Oligonukleotidpaar Yesl-weak dirty.fwd/rev transformiert
(3.4.1.4.2). Durch Einbau von Oligonukleotiden zur Wiederherstellung des WW-Motivs und Einfligen
weiterer Basenaustausche entstanden Yesl-Varianten. Die nach 11 Tagen angereicherten Hefen mit
Sam68/Yesl-VariX zeigten aufgrund verbesserter Proteinaffinitdt gegeniiber Sam68/Yesl-weak
deutlich schnelleres Wachstum in Selektivmedium (Tab. 58) und setzten sich schlielich zu 100% in

der Flussigkultur durch.

Tab. 58. Wachstumsraten von Y2HGold mit starken bzw. schwachen Interaktionspaaren

Durchschnittliche Wachstumsrate/h in Selektivmedium

DO TrpLeuHis_ DO TrpLeuHis_ DO TrpLeuHis_
Y2HGold - mit 100 mM 3-AT mit 200 mM 3-AT
Sam68/Yesl-weak 5% 1% 1%
Sam68/Yes1-wt(-still) 50% 13% 4%
Sam68/Yesl-VariX 48-34% 13-8% 8-5%
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Der experimentelle Verlauf der ersten Oligonukleotid-Transformation, dem Oligonukleotid-Einbau in
Yesl-weak sowie der anschlieRenden Selektion von Hefemutanten in Flussigkultur und auf
Selektionsplatten wurden im Vergleich zum theoretischen Verlauf analysiert. Dazu wurden die
Wachstumsraten pro Tag berechnet bzw. die Anteile von wei3en zu rosafarbenen Kolonien auf
DO TrpLeuAde Agarplatten als Maf} fur den Anteil an guten und schlechten Bindern bestimmt.
Abb. 61 zeigt die praktische und theoretische Entwicklung der Oligonukleotid-transformierten
Hefekultur V1 (3.4.1.4.2) Uber 7 Tage hinweg.

1%)%
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I 90%
1,0E+08 //_\\— \ / 80%
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/| :
1,0E+06 60% S <
- )
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DO TrpLeuHis DO TrpLeuHis /100 mM 3-AT i
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Yesl-wt Yesl-wt Wachstumsrate/h - gemessen
Yesl-weak Yesl-weak @  %-Anteil Yesl-wt-still - sequenziert

Abb. 61. Theoretische und praktische Entwicklung de r Oligonukleotid-transformierten
Hefekultur in Selektionsmedium. Y2HGold-Sam68/Yesl-weak wurde mit dem dirty bottle-
Oligonukleotid Yesl-weak dirty.fwd/rev transformiert und 32 h in DO TrpLeuHis und im Anschluss in
DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT Flussigmedium selektiert. Darin haben schnell wachsende Hefeklone mit
Sam68/Yesl-wt(-still) einen Wachstumsvorteil. Die diinnen Linen (orange, blau) zeigen die Zunahme
der Zellzahl von schnell (blau, 50% bzw. 13% Zuwachs/h) und langsam (orange, 5% bzw. 1%
Zuwachs/h) wachsenden Klonen. Knicke in den Kurven verdeutlichen das Uberimpfen der Kultur vor
Erreichen der stationdren Phase im Verhdaltnis 1:30 nach 32 h bzw. 1:100 nach 122 h. Die
resultierende Wachstumsrate/h der Kultur mit schnell und langsam wachsenden Hefeklonen ist in
grauer Strichlinie dargestellt. Die dicken Linien (orange, blau) geben den theoretischen prozentualen
Anteil von Yesl-wt und Yesl-weak in der Hefekultur wider. Nach 100 h unter selektiven
Wachstumsbedingungen wurden in der Gesamtkultur zu 45% und nach 133 h zu 100% Yes1-wt-still-
Varianten identifiziert. Somit setzten sich nach Einbau von Oligonukleotiden Hefen mit dem gut
interagierenden Paar Sam68/Yesl1-wt-still gegentber dem schwachen Interaktionspaar Sam68/Yes1-
weak durch.

5x 10" Hefezellen wurden mit 2 x 10" Oligonukleotid-Molekilen transformiert. Bei einer Einbaurate
von 10°® (3.4.1.2.1) entstehen nach einem Replikationszyklus 100 Hefezellen, die ein Oligonukleotid in
die DNA eingebaut haben. Da mit Einbau jeden Oligonukleotids das WW-Moativ in Yesl-weak repariert

wird, liegt der theoretischen Berechnung zugrunde, dass Hefen mit neu entstandenen Yes1-Varianten
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(Yesl-VariX) im Durchschnitt so schnell wachsen wie Hefen mit Yesl-wt. So sollten sich nach 32 h
Selektion die 100 schnell wachsenden Hefen unter 10° langsam wachsenden Hefen zu 1% und nach
100 h zu 73% angereichert haben. Nach 154 h sollten nur noch Hefen mit Sam68/Yesl-VariX
vorhanden sein. In der Praxis wurde der Anteil an guten Bindern durch Plattieren auf DO TrpLeuAde
bestimmt (Abb. 39); Hefeklone mit guten Interaktionspartnern blieben weil3, wahrend sich Kolonien mit
schwachen Interaktionspartnern rosa farbten (3.1.1). Der Anteil an weiRen Kolonien stieg von < 1%
nach 24 h auf knapp 50% nach 100 h. Nach 144 h hatten sich die weil3en Kolonien, also Hefen mit
guten Interaktionspartnern, bereits zu 100% durchgesetzt. Damit entwickelte sich der Anteil an Hefen
mit den guten Bindern Sam68/Yes1-VariX entsprechend den Erwartungen.

Bei Vergleich der theoretisch und experimentell ermittelten Wachstumsraten (graue Linie bzw.
Dreiecke, Abb. 61) zeigte sich auBerdem wie erwartet, dass die anfanglich niedrige durchschnittliche
Wachstumsrate der Mischkultur mit zunehmender Anreicherung von schnell wachsenden Hefeklonen
kontinuierlich anstieg. Lediglich nach dem Uberimpfen im Verhéltnis 1:100 in frisches Medium (nach
133 h) fiel die Wachstumsrate/h mit 7% knapp unter den erwarteten Wert von 10%, was auf die
anfangliche lag-Phase nach dem Uberimpfen zuriickzufiihren ist.

Bei Transformation von Y2HGold-Sam68/Yesl-weak mit zwei unabhangigen Oligonukleotiden (Yesl-
weak R203W und Yesl-mut dirty, V2, 3.4.1.4.2) war die Erwartung, dass bei allen selektierten
Varianten das WW-Motiv wiederhergestellt ist und zu einem gewissen Anteil auch Varianten im RT-
loop entstehen. Da nicht ausgeschlossen werden kann, dass Mutationen in diesem Bereich auch
nachteilig bezuglich Sam68-Interaktion sein kdnnen, wurden sie in den theoretischen Verlauf nicht mit
aufgenommen. Der Einbau der beiden Oligonukleotide findet unabhangig voneinander statt, tber
dessen Statistik wenig bekannt ist. Bei vergleichbaren Transformationsbedingungen wurde das zweite
Oligonukleotid zu 20% mit eingebaut (Yamamoto et al. 1992). Ubertragt man die Ergebnisse der
LEU20ptNSM-Transformationen mit zwei unabhangigen Oligonukleotiden (3.4.1.2.2) auf die Yesl-
weak-mut Transformation, so wirde man erwarten, dass nach Selektion auf Einbau des ersten
Oligonukleotids das zweite Oligonukleotid zu 5 - 7% eingebaut wird. Nach 4-tagiger Selektion in
Flissigkultur waren rund 30% der Sequenzen Yesl-mut-Varianten (Abb. 40A), was deutlich tber den
Erwartungen lag. Fir die variierenden Einbauraten ist die Gestaltung der Oligonukleotide (Lange, bzw.
die Distanz der Oligonukleotid-Bereiche sicherlich mit ausschlaggebend. Von gréRerer Bedeutung
durfte jedoch der verlangerte Selektionsschritt in Flissigkultur darstellen. Wéhrend dieser Zeit kamen
bereits Wachstumsvorteile zu tragen; Hefen mit Sam68/Yesl-Varianten konnten sich gegeniber
Hefen mit Sam68/Yesl-weak aufgrund verbesserter Affinitaten schneller vermehren. Somit bleibt
festzustellen, dass die Einbaurate in diesem Evolutionsexperiment nicht konkret bestimmt werden
kann, aber das zweite Oligonukleotid definitiv auch hier erfolgreich eingebaut wurde, wodurch neue

Varianten im RT-loop Bereich selektiert werden konnten.

4.2.2 Maogliche Ursachen fur die Diskrepanz zwischen ELISA und Y2H Ergebnissen
bezlglich Bindeaffinitat von Yesl-VariX an Sam68

Durch Oligonukleotid-vermittelte Mutagenese und Y2H Selektion wurden schnell wachsende Hefen
erhalten, die neue Varianten von AD-Yesl1-wt-still (Yes1-VariX) enthielten. Aufgrund der verbesserten
Wachstumsraten war davon auszugehen, dass Yesl-VariX deutlich besser mit Sam68 interagieren als
Yesl-weak und ungefdhr so gut wie Yesl-wt(-still). Das Y2H System liefert lediglich relative
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Bindungsstéarken und erlaubt keine Quantifizierung der Affinitaten, im Gegensatz zum ELISA. ELISA-
Tests mit bakteriell exprimierten Proteinen HN-Sam68 und GST-Yesl1-Varianten ergaben, dass Yesl-
E205D in vitro rund 400-fach starker mit Sam68 interagiert als Yesl-weak und sogar 100-fach starker
als Yesl-wt (3.4.1.4.3). Somit ergab sich die Frage: Warum spiegelt sich diese stark erhdhte Affinitat
im ELISA von Yes1l-E205D an Sam68 im Y2H durch verbesserte Wachstumsraten gegeniiber Hefen
mit Sam68/Yes1-st(-still) nicht wider?

Dass es prinzipiell moglich ist, die Interaktionsstarke im Y2H System Uber Wachstumsraten
abzubilden, zeigten die Wachstumsversuche mit Yesl-mut (3.1.1.2), dessen Affinitdt zu Sam68 laut
ELISA-Tests 150-fach hdher ist als die von Yesl-wt (Daten nicht gezeigt). Die Selektionskapazitat des
Y2H Systems ist folglich im Bereich zwischen 4 uM und 9 nM gewabhrleistet.

Durch Sequenzierung konnte abgeklart werden, dass wahrend der 11-tdgigen Evolution in der
Promotorregion im Vektor pRS315-AD-Yesl1-VariX keine unbeabsichtigten Mutationen stattgefunden
haben. Dass sich die Sequenz von Sam68 verandert hatte, konnte aufgrund der hohen Kopienzahl
des Vektors (bis zu 1.000 pro Zelle) nicht definitiv ausgeschlossen werden, da eine einzige veranderte
Kopie ausreichen wirde, um in der Zelle verdndertes Sam68-Protein zu exprimieren. Dass Sam68
mutiert wurde erscheint aber unwahrscheinlich, da in diesem Evolutionssystem sequenzspezifische
Yesl1-Oligonukleotide zur Mutagenese zugegeben wurden.

Die Ergebnisse von in vitro und in vivo Tests sind nur bedingt vergleichbar; Sam68 und Yes1 wurden
jeweils ohne GAL4BD- bzw. GAL4AD-Fusionsanteil, dafir mit Affinitdtstags zur Expression in E. coli
umkloniert. Es ist nicht auszuschlieRen, dass sich die Interaktion der Proteine in vitro von ihrem
Verhalten invivo unterscheiden, womdbglich durch Verdnderung der Teritarstruktur oder

unterschiedlicher posttranslationaler Modifikationen.

Yes-SH3
Src-SH3
Fyn-SH3
Yrk-8SH3
Fgr-SH3
Hck-8H3
Lyn-SH3
Blk-SH3
Lck-8H3
Abl-SH3
Spc-SH3

Abb. 62. Aminosduresequenz- alignment der SH3-Doméne der Src-Kinase-Familie. Die
konservierten Aminosauren sind eingerahmt. Nach Martin-Garcia et al. (2007)

Durch Western Blot-Analysen konnte gezeigt werden, dass zum Zeitpunkt der Zellernte weniger
Protein von Yes1-E205D existiert als von Yes1-wt(-still). Somit scheint denkbar, dass in Hefe weniger
ProteinVariO1 exprimiert wird (durch gestorte Transkription oder Translation) oder das Protein weniger
stabil ist als Yesl-wt. Durch Anderung der AS, die benachbart zum WW-Motiv liegt, welches fiir die
Bindung der Prolin-reichen Sequenz von Sam68 essenziell ist, kénnten z. B die Struktur des R3-
Faltblattes verandert vorliegen. Uber Yes1 selbst ist wenig bekannt; die wenigen Details tiber die Src-
Kinase wurden durch Homologievergleiche gewonnen (Abb. 62). Bemerkenswert ist, dass vier von 11

Homologen der Src-Familie an Pos. 205 ein Lysin (K) besitzen, zwei Leucin (L) und die anderen funf
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Glutamat (E). Diese drei Aminosauren weisen keine gemeinsamen Eigenschaften auf. Obwohl durch
nur einen Basenaustausch aus E (GAA) die Aminosaure Aspartat (D, GAT oder GAC) entstehen
kénnte, taucht D bei keinem der Homologen an dieser Position auf. Durch die Oligonukleotid-Evolution
entstand interessanterweise auch Yesl1-Varil0 (E205K). Das Wachstum von Hefen mit Sam68/Yes1-
Varil0 wird durch diese AS-Veranderung nicht merklich beeinflusst. K ist auch in den Homologen an
Pos. 205 sehr haufig vertreten. D weist zwar wie E saure Eigenschaften auf, ist aber relativ klein und
kénnte z. B. die Ausbildung von Salzbriicken erschweren. Dies ist ein Hinweis darauf, dass der AS-
Austausch an Pos. 205 abhangig von der GroRe der Aminosaure Einfluss auf die Faltblattstruktur
nimmt.

Vergleicht man die Wachstumsraten von Hefen mit Sam68 und der auf Proteinebene identischen
Yesl-Varianten VariOl, Vari02 und VariO4, so fallt auf, dass Hefen mit Sam68/Yes1-Vari0O1 um ca.
25% schneller wachsen. Vari02 hat im Vergleich zu VariOl einen stillen Basenaustausch mehr (Pos.
621), sonst zwei identische Basenaustausche mit VariOl (Pos. 615, 624), die zu einem AS-Austausch
(E205D) fuhren (Abb. 63). Somit schlief3t sich die zweite Frage an, die sich beziiglich des Vergleichs
von in vitro und in vivo Ergebnissen stellt: warum unterscheiden sich die Wachstumsraten zwischen
Hefen mit Sam68/Yesl1-Vari0l und —Vari02 und —Vari04, obwohl die Yesl1-Varianten auf Proteinebene

identisch sind? Wie beeinflusst die Yes1-DNA-Sequenz die Wachstumsrate?

580 590 600 610 620 630

IR N O IO O O
Yesil-wt-still CGTTTCCAGATTATCAACAACACCGAAGGAGATTGGTGGGAAGTATSTTGCCACCGT
Yes1l-w RFQIINNTEGD WWEARSIATG
Variol CGTTTCCAGATTATCAACAACACCGAAGGAGATT GGTGGGATGCACGTTCCATTGCCACCGT
Vario2 CGTTTCCAGATTATCAACAACACCGAAGGAGATT GGTGGGATGCACGGTCCATTGCCACCGT
Vario4 CGTTTCCAGATTATCAATAACACCGAAGGAGATT  GGTGGGACGCACGTTCTATTGCCACCGT
Proteinvari0l R FQIINNTE G D WW DARSIATG
Vari10 CGTTTCCAGATTATCAACAACACCGAAGGAGATT GGTGGAAAGCACGCTCTATTGCCACCGT
Proteinvari06 R F QO I INNTE G D WW KARSIATG

Abb. 63. Nukleotid- und Amiosauresequenz- alignment von Yesl-wt(-still) und Yesl-Varianten.
Gegeniber Yesl1-wt-still verdnderte Basen und Aminoséuren sind gelb hinterlegt.

Yesl-VariOl, Vari02 und Vari04 bringen dasselbe Yesl-Protein, namlich ProteinVariOl hervor, das
sich lediglich in einer einzigen AS von Yesl-wt(-still) unterscheidet. Von diesen drei DNA-Varianten
liegt unterschiedlich viel Protein in der Hefezelle vor (3.4.1.4.3). Da sie sich auf Proteinebene nicht
unterscheiden, spielt in diesem Zusammenhang die Stabilitat des Proteins selber keine Rolle. Folglich
fallt das Augenmerk auf die Transkription und Translation in Hefe, die letztendlich zu verminderter
Yesl-Proteinmenge fuihren kdnnten. Mdglicherweise ist die Transkription im Vergleich zu Yes1-wt-still
durch Veranderung von bis zu drei Basen weniger effektiv. Von den drei Yesl-Varianten besitzt
lediglich Yes1-Vari02 eine Mutation, die ein seltenes Codon hervorbringt (Pos. 621, CGG). Damit lasst
sich die Variabilitat innerhalb der drei Varianten nicht erklaren. Es ist vorstellbar, dass die mRNA
aufgrund der Basenveranderungen destabilisiert wird oder lokal Sekundarstrukturen ausbildet,
wodurch die Translation weniger effektiv stattfinden kann bzw. friiher abbricht. Die Quantifizierung der
MRNA und DNA kdnnte dariiber Aufschluss geben.

Es ist nicht auszuschlielRen, dass mehrere Effekte zusammenspielen und zu Unterschieden im

Auslesen des Interaktionsergebnisses mittels Wachstumskurven im Y2H System fuhren. Das
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verwendete Y2H Selektionssystem scheint mit den beiden Reportern HIS3 und Aurl-C relativ
empfindlich zu sein, was fur diese Evolutionsmethode auch notwendig ist, um Protein-Protein-
Interaktionspartner mit unterschiedlichen Affinitaten voneinander zu differenzieren. Die Empfindlichkeit
gegenuber der Menge an exprimiertem Protein ist ein genereller Nachteil von in vivo
Selektionssystemen. Dadurch kénnen an sich gute Interaktionspartner, die aber fir Hefe nachteilige
Eigenschaften mitbringen oder durch Transkriptions- oder Translationseffekte in verminderter Menge
vorliegen, wahrend des Selektionsschrittes verloren gehen. Um diesem Phdnomen entgegenzuwirken,
kénnte die Proteinmenge von BD-bait und AD-prey grundsatzlich verringert werden, z. B. indem die
beiden Y2H-Kassetten ins Genom integriert werden und folglich nur noch in einer Kopie existieren. Ob
ohne Verstarkungseffekt die Empfindlichkeit des Y2H Systems ausreicht, um Protein-Protein-

Interaktionsstarken zu unterscheiden, misste neu ausgetestet werden (5.3).
4.3  AlD-basierte autonome, kontinuierliche Evolutio n

4.3.1 Mutagenesepotenzial der humanen AID in der Ba ckerhefe

Die humane AID desaminiert Cytosin an stark transkribierten DNA-Bereichen, wodurch Uracil entsteht.
Sie fordert dadurch die DNA-Reparatursysteme heraus und sorgt natirlicherweise in B-Zellen
ausgeldst durch verschiedene nachgelagerte Ereignisse (SHM, CSR, gene conversion) fir die
Antikorperdiversitat (M Muramatsu et al. 2000). Nach Desaminierung von Cytosin wird die falsche
Base Uracil entweder nicht ausgetauscht, so dass mit dem nachsten Replikationszyklus aus C/G ein
T/A-Basenpaar entsteht, oder es greift ein Reparatursystem. Dabei gilt das Entfernen des Uracils als
initiales Mutationsereignis. Beim base excision repair wird dies durch die Uracil-DNA-Glykosylase
(UNG1) bewerkstelligt. Beim mismatch repair wird die fehlgepaarte Base durch das Heterodimer
MSH2-MSH6 entfernt. Die Lucke wird im Folgenden mithilfe von DNA-Polymerasen aufgefullt und die
Einzelstrangbriiche tber die DNA-Ligase lll geschlossen (Liu et al. 2007). Wenn das Auffullen durch
eine Polymerase mit hoher Leseungenauigkeit stattfindet wie z.B. durch Revl oder Poln, so
entstehen Transitionen oder Transversionen. Werden Doppelstrangbriiche verursacht, kénnen
Rekombinationsereignisse ausgeldst werden (Guikema et al. 2007).

Aufgrund des mutagenen Potentials wurde die humane AID in der Backerhefe exprimiert, um darauf
basierend ein autonomes Evolutionssystem zu etablieren. Die Mutationsrate von episomal und
integrierter AID wurde Uber die Reversion von LEU20ptNSM ermittelt und die Evolution am Beispiel
des schwach interagierenden Proteinpaares Sam68/Yesl-weak durchgefiihrt. Bisher wurden
(autologe oder heterologe) Gene im Hefegenom fur AID-Aktivitatsstudien verwendet. Entgegen
publizierter Daten (Krause et al. 2006) konnten in dieser Arbeit auch Plasmid-kodierte Gene
(LEU20ptNSM und Yesl-weak auf CEN/ARS-Plasmiden) durch die AID mutiert werden. Die hohe
Kopienzahl des 2 um Plasmids pBridge (Krause et al. 2006) mag ein Grund dafur sein, warum dort
keine Mutanten gefunden wurden.

Die episomale AID wurde in AH109 durch einen starken Promotor konstitutiv exprimiert und erzeugte
4,0 x 10 Mutationen pro bp und Generation (3.4.2.3). Dieser Wert (ibersteigt selbst die Mutationsrate
in UNG1-defizienten Hefestammen (2 x 10), die ca. 200-fach hoher ist als bei wt-Stammen (Mayorov
et al. 2005; Rogozin et al. 2006). Da die AlD-abhéngige Mutationsrate im wt-Stamm AH109 bereits
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sehr hoch war, ist es denkbar, dass durch UNG1-Deletion in diesem Fall keine signifikante Steigerung
mdoglich war (3.4.2.3), weil zu viele Mutationen zum Zelltod fuhren oder aber die Reparatur von
Einzelfehlpaarungen durch Komponenten des mismatch repair Systems ibernommen wird.

Durch Kombination der episomalen, hoch mutagenen AID mit dem Y2H System ist es nicht gelungen,
Hefen mit verbesserten Interaktionspartnern zu selektieren. Die Koexpression von bait und AID
ausgehend von demselben Plasmid (pGBKT7-CYCp-bait/TEFp-AID) wirkte sich negativ auf die
exprimierte bait-Proteinmenge (3.4.2.3) aus, was wiederum zu verminderter Interaktionsfahigkeit mit
prey-Protein gefiihrt haben kénnte und im Y2H System nicht in der erwarteten Selektion von Hefen mit
besseren bait-prey-Interaktionspartnern resultierte (vgl. Expressionsunterschiede bei Oligonukleotid-
vermittelter Mutagenese, 4.2.2). Aus diesem Grund wurde die AID-Expressionskassette ins
Hefegenom (von Y2HGold) integriert (AIDint). Aufgrund der Reduktion der Kopienzahl von ca. 1.000
auf eine einzige Kopie im Genom verringerte sich sehr wahrscheinlich die AID-Aktivitat und das damit
verbundene Mutagesepotential drastisch (3.4.2.4). Dennoch wurde damit erfolgreich ein

kontinuierliches, zielgerichtetes Evolutionssystem etabliert.

Tab. 59. AID-induzierte Mutationen in LEU20ptNSM und Yesl-weak mit Sequenzmotiven

Motiv im
Sequenz des -
Sinnstrangs mutierten
DNA-Strang
AAGT WRCT
5 TTGIT WRCA
5] TCAT WRCG
5 TTCTC WTCT
a CGGA WRCC
TTCTT WTCT
ATCTT WTCT
L ATCCA WTCC
e) CAGST CRCG
ATGGG WTCG

Die AID agiert an stark transkribierten DNA-Abschnitten. Inwiefern sie mit dem Transkriptionskomplex
interagiert ist bislang nicht geklart, ebenso wenig wie sie an die variablen Regionen der
Immunglobulin-Gene gelotst wird. Beim targeting scheint das Sequenzmotiv WRC (W = A, T; R = A,
G) eine Rolle zu spielen. Die AID-Testsysteme (invitro bzw. in E. coli, S. cerevisiae, B-Zellen,
Fibroblasten, Maus) liefern beziglich der Praferenz zur Mutation im WRC-Motiv in chromosomalen
Genen soweit Ubereinstimmende Ergebnisse (Rada et al. 2002; Arakawa et al. 2002; Yoshikawa et al.
2002; Pham et al. 2003; Beale et al. 2004; Mayorov et al. 2005), wahrend sich die Mutationsraten
vermutlich aufgrund zellspezifischer Faktoren in den Organismen bzw. Zelltypen unterscheiden. Aus
den hier durchgefiihrten Hefe-Experimenten ging hervor, dass im Promotorbereich Mutationen von
C/G zu T/A gehauft an WRC-Motiven auftreten, aber dennoch auch Mutationen auf3erhalb dieses
Motivs einfligt werden (3.4.2.3 und Tab. 59). Dabei handelt es sich v. a. um ein WTC-Motiv, das auch
bei Mutationen in den Leserahmen der Zielgene als bevorzugtes Sequenzmotiv der AID identifiziert
wurde (Tab.59). An die Mutation der Zielgene LEU20ptNSM bzw.Yesl-weak war ein
Selektionssystem angeschlossen: es konnten nur diejenigen Hefen (berleben, in deren Zielgen
wenigstens eine bestimmte Base gezielt mutiert wurde, um ein essentielles ATG-Startcodon bei

LEUZ2o0pt bzw. das fur die Protein-Protein-Interaktion nétige WW-Motiv bei Yesl-weak zu generieren.
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Daraus ist zu schlieBen, dass Mutation auf3erhalb des WRC-Motivs seltener stattfinden, diese
wenigen Mutanten aufgrund der essentiellen DNA-Veranderung aber einen Selektionsvorteil
vermittelten und somit ausschlieRlich identifiziert wurden. Fir das Evolutionssystem bedeutet das,
dass prey ungeachtet von WRC-Motiven durch die AID mutiert wird und sich Varianten mit positiver

Auswirkung auf die bait-prey-Interaktion durch die gekoppelte Selektion anreichern.

4.3.2 Individuelle Mutationsraten der AlDint-Klone

Bei der Bestimmung der AIDint-Mutationsrate durch LEU20ptNSM ergab sich eine interessante
Beobachtung: die einzelnen AIDint-Transformanten wiesen sehr unterschiedliche Mutationsraten auf
(3.4.2.4) und unterschieden sich folglich genetisch, obwohl sie von derselben AID-Integrante
(Y2HGold-AlDint1/Klon2) abstammten. Zwischen Integration der AID-Expressionskassette und
Selektion der korrekten Integrante auf Agarplatten lagen ca. 100 Generationen. Wahrend dieser Zeit
teilten sich die Hefen unentwegt und essentielle Gene wurden transkribiert. Erst danach wurde AlDint
mit dem LEU20ptNSM-Plasmid transformiert. Im Gegensatz dazu wurde AH109 mit episomaler AID
und LEU20ptNSM kotransformiert. Da die mutagene AID durch einen starken Promotor konstitutiv
exprimiert wird, kann sie sich sowohl selbst, als auch andere stark transkribierte Gene im Hefegenom
mutieren. Je Ofter sich eine Hefezelle teilt, desto mehr Fehler kdnnen sich im Genom der
Nachkommen etablieren. Dabei konkurriert die mutagene AID mit den hefeeigenen
Reparaturmechanismen: agieren sie zu langsam oder wurden deren Komponenten mutiert, etablieren
sich verstarkt Mutationen im Hefeorganismus. Je nach Effekt (stille Mutation oder AS-Austausch),
Rolle der mutierten Gene und Selektionsdruck kommen sie im Hefewachstum zu tragen oder nicht. Da
sich die beiden Hefestamme AH109 und Y2HGold genotypisch lediglich in einem der Y2H Reporter
(lacZz bzw. Aurl-C) unterscheiden, ist auszuschlieRen, dass sich die Klon-Differenzen aus den
Stammbhintergriinden ergaben. Vielmehr ist davon auszugehen, dass aufgrund der Lange des AID-
Einflusses Mutationsereignisse auftraten, die dazu fiihrten, dass die Hefen in Leucin-freiem Medium
nicht wachsen kénnen. Das kann entweder daher riihren, dass LEU20ptNSM nicht mutiert wird, weil
die AID-Aktivitat verringert ist, indem die AID selbst mutiert wurde, das Reparatursystem gestarkt
wurde, oder andere Enzyme des Leucin-Stoffwechselwegs mutiert wurden und ihre Funktionalitat
verloren. Dass die Uberexpression von AID massive Folgen haben kann, zeigen Versuche mit
transgenen Mausen, die im Alter Tumore entwickelten, weil die AID nicht nur an den Zielgenen aktiv
war, sondern Onkogene entstanden (Nilsen et al. 2003; Okazaki et al. 2003). Generell traten bei den
AIDint-Klonen keine zu massiven Zellschadigungen auf, denn das Wachstum der verschiedenen
AIDint-LEU20ptNSM-Transformanten in Leucin-haltigem Medium war nicht eingeschrankt. Insgesamt
ist festzuhalten, dass die ermittelte Mutationsrate von AlDint1/Klon2 ein individueller Wert ist, der sich
lediglich auf den Zeitpunkt der LEU20ptNSM-Reversion bezieht.

Fur die Evolutionsexperimente mit Sam68/Yesl-weak wurde ebenso der mutagene Hefestamm
Y2HGold-AlDint1/Klon2 verwendet. Zwischen den Transformationen mit pRS313-AL_LEU20ptNSM
bzw. pGBKT7-CYCp-Sam68/pRS315-AD-Yesl-weak, die im Zeitraum von vier Monaten durchgefihrt
wurden, wurde der AlDint-Stamm auf Vollmedium-Agarplatten bei RT aufbewahrt und nach je
3 Wochen neu lberimpft. Wahrend dieser Zeit kdnnen sich die Nachkommen des AlDint-Klons auf

genetischer Ebene durchaus weiter verandert haben, so dass es nicht méglich ist, die Mutationsrate in
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den Evolutionsexperimenten mit Sam68/Yesl-weak anzugeben. Im Endeffekt gleicht keine Zelle der
anderen und kann sich wéhrend der Evolution aus oben erlauterten Grinden weiter veréandern.
Deshalb ergibt es wenig Sinn, an dieser Stelle theoretische Berechnungen anzustellen, wie viele
Mutanten in den Evolutionsexperimenten hatten entstehen kénnen. Durch Plattieren von Aliquots auf
DO TrpLeuHis-Platten kann man nachvollziehen, wie viele Histidin-prototrophe Klone in den ersten
5 Tagen entstanden sind. Diese reicherten sich durch das Selektionssystem entsprechend
theoretischen Berechnungen an (Daten nicht gezeigt). Es stellt sich die Frage, ob wahrend der
Evolution auch noch bessere Interaktionspartner héatten entstehen konnen. Generell kdnnen im
Y2H System Hefen mit noch besser interagierendem Partner selektiert werden, wie z.B.
Sam68/Yesl-mut (3.1.1.2). Je geringer die Wachstumsunterschiede der Hefen mit guten und
besseren Interaktionspartnern, desto mehr Zeit ist allerdings zur Selektion des besseren
Interaktionspaares nétig. In den Evolutionsexperimenten dauerte es bereits 5 Tage, um Hefe-
Mutanten mit Sam68/Yesl-wt unter Hefen mit Sam68/Yesl-weak anzureichern. Durch Simulation
lasst sich klar feststellen, dass zusétzliche Yesl-Mutationen, die der Hefezelle zu noch schnellerem
Wachstum verholfen hatten — vergleichbar der Interaktionsstérke zwischen Sam68/Yes1-mut (3.1.1.2)
— sehr frih héatten entstehen mussen, da ansonsten die Selektionszeit nicht ausgereicht hatte, um
diese Mutanten anzureichern bzw. héatten die Selektionsbedingungen im Anschluss noch viel
stringenter gewahlt werden missen, um diesen Mutanten einen geniigend hohen Selektions- und

damit Wachstumsvorteil zu verschaffen.

4.3.3 AID-induzierte Mutationsereignisse in den evo  Ivierenden Kulturen

Durch genomisch integrierte, konstitutiv exprimierte AID ist es im Rahmen dieser Arbeit erstmals
gelungen, prey-Varianten zu generieren und durch simultane Kopplung von Geno- und Phanotyp im
Y2H System diejenigen anzureichern, deren Affinitdt zum bait-Protein deutlich starker ist. Bei den
Evolutionsexperimenten ausgehend von AlDint-Sam68/Yes1-weak ergaben sich in den evolvierenden
Kulturen individuelle Mutationsergebnisse: 1) Mehrheitlich wurden wie beabsichtigt Hefen mit
Punktmutationen in Yesl-weak (= Yesl-wt) selektiert, die durch das essentielle WW-Motiv Protein-
Protein-Interaktion mit Sam68 vermittelten (Evo-1 und -2; 3.4.2.5). Des Weiteren kam es zu zwei
seltenen Ereignissen: 2) In der Kultur Evo-3 fanden ungeklarte Ereignisse statt, die der Hefezelle
unabhéngig von bait-prey-Interaktion zu besserem Wachstum verhalfen (3.4.2.5). 3) In einer
unabhéngigen Versuchswiederholung wurde aus AD-Yesl-weak durch homologe Rekombination AD-
Sam68 generiert, so dass sich Hefen mit dem Proteinpaar BD-Sam68/AD-Sam68 zu 100%
durchsetzten (Daten nicht gezeigt). Das Ereignis der Rekombination existiert naturlicherweise in
Hefezellen — auch ohne AID-Expression, bevorzugt mit linearen DNA-Fragmenten (vgl. genomische
Integration/Deletion, 2.2.2.9). Jedoch wurde beschrieben, dass die AID in der Béckerhefe
transkriptionsabhéngig die Rekombinationsereignisse um das 10-fache steigert (~ 10° pro Gen und
Generation, (Poltoratsky et al. 2004; Mayorov et al. 2005; Gomez-Gonzalez et al. 2007), und zwar
ausschlieRlich in UNG1+, also wt-Stammen. Durch das Entfernen des AID-generierten Uracils durch
die Uracil-DNA-Glykosylase (kodiert durch UNGL1) entstehen Doppelstrangbriiche, wodurch die
Rekombinationswahrscheinlichkeit erhéht wird (Poltoratsky et al. 2004). Wéhrend den

Evolutionsexperimenten in dieser Arbeit wurde in den Kontrollkulturen (ohne AID) in keinem Fall
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Rekombination beobachtet, was die Vermutung bestérkte, dass das Rekombinationsereignis durch die
AID verursacht wurde. Aufgrund des Selektionssystems und der Tatsache, dass Sam68 in vivo
multimerisiert (Chen et al. 1997), wurden Hefen in dieser Kultur mit BD-Sam68/AD-Sam68 zu 100%
angereichert.

Die Ereignisse 1) bis 3) veranschaulichen sehr deutlich, dass das Selektionssystem insgesamt in
Richtung besseres Hefewachstum abzielt, wenngleich das Ereignis zur Erzeugung von schneller
wachsenden Hefen individueller Natur ist und auch anders stattfinden kann als beabsichtigt (,You get
what you screen for.”, Schmidt-Dannert et al. 1999). Alles in allem konnte demonstriert werden, dass
die Evolution von Protein-Bindepartnern basierend auf AlD-induzierter Mutation erfolgreich
durchgefiihrt werden kann. Dabei ist es klar notwendig, die Evolutionsexperimente parallel mit
mehreren unabhangigen Kotransformanten durchzufiihren und das Ergebnis der Evolution sorgfaltig
zu Uberprifen. Zudem ist es erstrebenswert, die somatische Hypermutation im Gegensatz zur

Rekombination zu erhéhen und die AID noch zielgerichteter an die prey-DNA zu lenken (5.2).
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5 AUSBLICK

5.1  Optimierung der Oligonukleotid-vermittelten Mut agenese

Durch Transformation von Hefen mit degenerierten Oligonukleotiden wurde eine prey-Bibliothek
generiert und durch Kopplung mit dem Y2H System Hefen mit verbesserter bait-prey-Interaktion
selektiert. Da die Transformation ein einmaliges Ereignis zur Inkorporation von Oligonukleotiden
darstellt, wéare die Kombination von kontinuierlicher Oligonukleotid-Aufnahme aus dem Medium und
Hefewachstum — und damit verbunden dem sequenzspezifischen Einbau des Oligonukleotids in die
prey-DNA — eine elegante Losung zur Etablierung eines autonomen, kontinuierlichen Evolutionssys-
tems. Elektrische Impulse, die der Hefekultur in kurzen Intervallen zugefiigt werden, kdnnten die
Aufnahme begunstigen, wobei die Effizienz der Aufnahme Uber Impulsdauer, -Starke und Frequenz
optimiert werden muss (Delorme 1989).

Sowohl die Eintrittsrate in die Zelle als auch die Einbaurate der Oligonukleotide in die DNA
beeinflussen die Anzahl der generierten Mutanten. Die Effizienz des Oligonukleotid-Einbaus kénnte
deshalb durch Manipulation der Hefe-Reparatursysteme gesteigert werden. Es ist bekannt, dass am
Oligonukleotid-Einbau  diverse Komponenten des mismatch repair (MSH2, MSH3) und
nucleotide excision repair beteiligt sind (Cole-Strauss et al. 1999; Rice et al. 2001; Dekker et al. 2003).
Konkret konnte bereits gezeigt werden, dass durch Uberexpression von RAD51, dem homologen
RecA-Gen in E. coli, die Einbaurate 100-fach erhdht wird (Liu et al. 2004).

Die Gestaltung der Oligonukleotide ist ausschlaggebend fiir die resultierenden prey-Mutationen. Sie
sollte dahingehend optimiert werden, als dass die komplette prey-DNA an jeder Position mutiert
werden kann und dennoch ein geniligend langer hybridisierender Bereich existiert, um den effektiven
und sequenzspezifischen Einbau zu garantieren. In den beschriebenen Evolutionsexperimenten
wurden zwei kurze Bereiche (finf bzw. zehn AS im RT-loop und der Region um WW-Motiv von Yesl1-
weak) durch Oligonukleotide mutagenisiert, deren 5" und 3" Enden zu 100% mit prey hybridisierten
(3.4.1.4.2). Um einen langen Sequenzabschnitt oder den kompletten prey-ORF durch mismatch-
Oligonukleotide zu mutagenisieren, missten mehrere mdglichst lange Oligonukleotide hergestellt
werden, die sich Uberlappen, wobei die nicht-variablen Enden stets die wt-Sequenz generieren
wirden. Aus derzeit noch laufenden Versuchen gibt es allerdings erste Hinweise, dass bei einer
Verunreinigung von 15% pro Position kein 100%ig hybridisierender Bereich nétig ist, sondern
aufgrund der Syntheseart lediglich eine feste Base am 3" Ende gewahlt werden muss. Unter diesen
Umstéanden konnten zur Mutation des gesamten prey-ORFs oder einzelner Sequenzabschnitte
degenerierte Oligonukleotide direkt aneinander gereiht werden. Durch den Grad der Verunreinigung
bei der Oligonukleotid-Synthese kann die Mutationsrate basengenau eingestellt werden. Wie hoch
dieser gewahlt werden kann, um die Anzahl an Mutanten méglichst hoch zu halten, aber dennoch eine
geniigend hohe Einbaurate zu garantieren, gilt es auszutesten. Um die Mutationsereignisse nahe
benachbarter Positionen in einem kontinuierlichen Evolutionsprozess zu entkoppeln, sollten jedoch
maoglichst kurze Oligonukleotide verwendet werden, die an wenigen Positionen mit den benachbarten

Oligonukleotiden tberlappen.
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Da die sequenzspezifische Mutation durch Oligonukleotide auch auf prey-DNA-Sequenzabschnitte
beschrankt werden kann, kénnten mit dieser Methode auch complementary determining regions
(CDR) in Antikérpern mutagenisiert werden. CDRs sind kurze Aminosaureabschnitte in der N-
terminalen variablen Region der Immunglobulingene. Pro leichter und schwerer Kette existieren drei
CDRs (CDR1, CDR2, CDR3), die die Spezifitdt der Antigen-Antikérper-Bindung vermitteln (Wu et al.
1970).

5.2  Weiterentwicklung der AID-Mutagenese

In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal plasmid-kodierte Gene (LEU20ptNSM und Yesl-weak) durch
die humane AID in Hefe mutiert und die Evolution eines schwachen zu einem starken Interaktionspaar
erfolgreich durchgefihrt.

Anhand der Reversion von LEU20ptNSM zeigte sich, dass die Mutationsrate der integrierten AID im
Vergleich zur episomalen AID relativ niedrig ist, aber trotzdem eine erfolgreiche Evolution
durchgefuhrt werden konnte. Da die Variantenzahl proportional zur Mutationsrate ist, ware eine
Erhéhung der Mutationsrate in Hinblick auf die Verbesserung von Protein-Protein-Interaktionspaaren
sinnvoll. Ob es mdglich ist, die Mutationsrate auf bis zu 10° pro bp und Generation zu erhéhen, wie es
in AID exprimierenden Saugerzellen erreicht wird (Rogozin et al. 2006), muss ausgetestet werden.
Eine hohere Mutationsrate kénnte zum einen Uber eine Steigerung der AID-Kopienzahl erreicht
werden. Da AIDint bereits einen starken Promotor (TEF1) besitzt, kénnten mehrere AID-
Expressionskassetten (einzeln oder als tandem repeat) ins Hefegenom integriert werden. Dies wirde
die AID-Aktivitat vermutlich nur maRig erhéhen. Da die AID, kodiert auf dem high copy-Plasmid
pGBKT7, bereits eine sehr mutagene Wirkung zeigte (4,4 X 10, 3.4.2.3), ware diese zur
Durchfiihrung von Evolutionsexperimenten generell sehr geeignet, bzw. aufgrund der kontinuierlichen
AID-Aktivitat absolut zu bevorzugen, um den Organismus lediglich zum Zweck der Protein-Evolution
dem mutagenen Einfluss auszusetzen. Allerdings gilt es, den Effekt der hohen AID-Aktivitat auf das
Hefegenom und damit das Hefewachstum genau zu beobachten und auszutesten, ob diese Hefen
eine mehrwochige Selektion Uberleben. Bei Verwendung der episomalen AID (pGBKT7-CYCp-
bait/TEFp-AID) musste folglich BD-bait auf ein separates Plasmid kloniert werden, da die
Koexpression ausgehend von demselben Plasmid stérend auf die bait-Expression wirkte (3.4.2.3).
Aufgrund der beschrankten Plasmidmarker ist die genomische Integration von BD-bait eine mdgliche
Alternative. Optional kann AD-prey integriert werden, was zusatzlich das screening erleichtern wiirde,
weil dann nur eine Kopie von prey-DNA oder dessen Varianten in einer Hefezelle existiert. Dies wiirde
sich direkt auf die Y2H Interaktion also auf Hefewachstum auswirken und die prey-Region der
evolvierten Hefeklone konnten direkt analysiert werden. Die Vereinzelung von prey-Plasmiden in
E. coli ware dadurch nicht mehr nétig, wodurch Zeit und Kosten gesenkt werden. Wie mutagen die
AID auf prey-benachbarte Regionen im Genom wirkt, musste dann ebenso untersucht werden. Da die
Frequenz der AID-Mutation mit Abstand zum Promotor sinkt (Rada et al. 2001), ist anzunehmen, dass
C-terminal benachbarte Regionen weniger stark mutiert werden, so dass es zweckdienlicher ist, die
Aktivierungsdomane an den C-Terminus von prey zu klonieren.

Nach Integration von bait und/oder prey ins Hefegenom verandert sich die Kopienzahl. Da die Menge

an exprimiertem Protein die Y2H Interaktion beeintrachtigt, wie bereits unter 3.4.1.4.3 aufgegriffen,
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muss deshalb neu Uberprift werden, ob die Interaktionsstéarke ohne Verstarkungseffekt noch
auslesbar ist.

Zur Steigerung der AID-Aktivitat wird des Weiteren der Einfluss des THO-Komplexes diskutiert. Dabei
handelt es sich um einen konservierten Proteinkomplex, der bei der mRNP (messenger
ribonucleoprotein)-Bildung eine entscheidende Rolle spielt. Durch den THO-Komplex wird die
Wechselwirkung zwischen wachsender mRNA und transkribiertem DNA-Strang verhindert, wodurch
der DNA-Doppelstrang maoglichst schnell nach der Transkription wiederhergestellt wird. Fehlt der
intakte THO-Komplex, bildet sich ein mRNA:DNA-Hybrid und der nicht-transkribierte DNA-Strang liegt
einzelstrangig vor. Die AID-Mutationsrate konnte durch Mutation von THO-Komponenten um zwei
Zehnerpotenzen erhoht werden (Gomez-Gonzalez et al. 2007).

Da die AID-Mutagenese mit dem Hefe-eigenen Reparatursystem konkurriert, ware zur Erhéhung der
Mutationsrate eine Verschlechterung des Systems ein weiterer Losungsansatz, wodurch allerdings
auch die Vitalitat der Hefen mit beeinflusst werden kann. Die Deletion von UNG1, der
Hauptkomponente des base excision repair, in Kombination mit der episomalen AID brachte entgegen
publizierter Daten (Mayorov et al. 2005) keinen weiteren Vorteil (3.4.2.3), konnte jedoch die
Mutationsrate in AlDint-Stammen steigern, da sie dort sehr viel niedriger war. Aul3erdem zeigten
Experimente in Mausen sowie in der Backerhefe, dass die Ereignisse der Hyperrekombination durch
Deletion von UNG1 verringert wurden (Rada et al. 2002; Poltoratsky et al. 2004; Mayorov et al. 2005).
Da durch Desaminierung von Uracil sowohl Punktmutationen als auch Rekombinationen ausgelost
werden, Rekombinationen in diesem Evolutionssystem aber unerwiinscht sind, ist es notwendig, diese
Ereignisse weitestgehend zu unterbinden. Der Mechanismus wie aus Einzelstrangbriichen beim
base excision repair Doppelstrangbriiche entstehen, ist bislang unbekannt. Mdglicherweise 16st die
AID selbst Rekombinationen aus. Dafilir sprechen Experimente in E. coli und B-Zellen, die zeigten,
dass Rekombinationen durch eine am C-Terminus verkirzte AID unterbunden werden, wéhrend die
somatische Hypermutationsrate unbeeinflusst bleibt (Barreto et al. 2003).

SHM findet naturlicherweise sowohl auf dem Sinn- als auch auf dem Nicht-Sinnstrang statt (Shen et
al. 2009). Dadurch erhéht sich die Anzahl an mdglichen Varianten. In der Literatur finden sich
Hinweise, wonach UNG1 auch Einfluss auf die Strangbevorzugung haben soll. Da in dieser Arbeit
keine Bevorzugung des einen oder anderen Strangs beobachtet werden konnte, besteht momentan
nicht die Notwendigkeit, diesbeziglich Verdnderungen vorzunehmen.

Neben der hohen Punktmutationsrate wéare eine noch zielgerichtetere AID-Aktivitat speziell auf die
prey-DNA wiinschenswert. Die humane AID agiert ausschlieBlich an einzelstrangigen DNA-
Abschnitten, die v. a. wahrend der Transkription gehauft auftreten. Ob die AID durch zellspezifische
Kofaktoren zur Zielsequenz in den variablen Regionen der Immunglobulin-Gene gefiihrt wird, ist
bislang nicht bekannt. Derzeit werden in B-Zelllinien DNA-Motive in oder nahe der Immunglobulin-
Gene analysiert, die es der AID ermdglichen sollen, sich gezielt dort in die ssDNA einzuklinken und
dann daran entlang zu gleiten (Tanaka et al. 2010). Um die AID gerichteter zur prey-DNA zu fiihren,
kénnten derartige Motive in die prey-Promotorregion eingesetzt werden. Dass fir die zielgerichtete
Steuerung spezifische DNA-bindende Proteine bendtigt werden, ist sehr wahrscheinlich, wenngleich
noch nicht ausreichend erforscht. Inwiefern diese Aufgabe von Homologen in Hefe Ubernommen

werden kann, musste des Weiteren Uberpriift werden.
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Welche Aufgaben die humane AID selbst erfillt und an welchen Prozessen zellspezifische Kofaktoren
beteiligt sind, ist derzeit noch nicht vollstandig aufgeklart. Dass durch die AID in Hefen prey spezifisch
mutiert werden kann, wurde in den Evolutionsexperimenten klar gezeigt. Da sie urspriinglich fir die
Antikorpervariabilitat in  B-Zellen verantwortlich ist und in Immunglobulin-Genen sowohl
Hypermutationen als auch Rekombinationsereignisse auslost, erscheint dieses mutagene Enzym fir
die Verbesserung von Antigen-Antikdrper-Bindungen in der Béckerhefe gut geeignet zu sein.
Aufgrund vieler natirlichen Sequenz-Voraussetzungen wie den variablen Regionen und darin
enthaltenen AID-spezifischen Motiven sollten mit dem AID-Mutagenesesystem in Hefe ebenso
Antikérper mutiert und mit dem daran gekoppelten Selektionssystem bessere Antigen-Antikdrper-

Paare selektiert werden kénnen.

5.3 Anwendbarkeit des Y2H Systems zur Selektion von hochaffinen Protein-
Interaktionspartnern

Das Y2H System eignete sich als eines der eukaryontischen Selektionssysteme aufgrund der
einfachen Handhabung gut zur Etablierung von kontinuierlichen Evolutionssystemen, bei denen die
raumliche und zeitliche Kopplung von Mutation und Selektion im Mittelpunkt stand. Sowohl mit der
Oligonukleotid-vermittelten (3.4.1) als auch mit der AlD-induzierten Mutagenese (3.4.2) konnte am
Beispiel von Sam68/Yesl eine erfolgreiche Evolution von wenig affinen zu hochaffinen Protein-
Protein-Interaktionspartnern durchgefiihrt werden. Das Auslesen der Y2H Interaktion fand direkt Gber
Hefewachstum statt: je besser die Protein-Protein-Interaktion, desto schneller wachsen die Hefen.
Parallel zur Optimierung der beiden Mutagenesesysteme (5.1, 5.2.) sollte das Prinzip der Evolution
anhand weiterer Protein-Protein-Interaktionspaare Uberpriift werden. Dass Protein-Protein-
Interaktionen mit Bindungsaffinitaten im Bereich von 4 uM bis 9 nM mittels Y2H unterschieden werden
kénnen, wurde gezeigt (3.4.1.4.3). Offen ist hingegen, ob eine zusétzliche Verbesserung durch das
Auslesen im Y2H nachvollziehbar ist. Yes1l-mut bindet laut ELISA ca. 150-fach starker an Sam68 als
Yesl-wt. Dass sich im Y2H die Wachstumsraten von Hefen mit Sam68/Yes1-mut und Sam68/Yes1-wt
selbst unter stringenten Selektionsbedingungen nur maRig unterscheiden (vgl. 13% bzw. 16%
Zuwachs/h in DO TrpLeuHis/100 mM 3-AT, 3.1.1.2), zeigt, dass die Kapazitat zur Selektion von
starken Interaktionspartnern mit anfénglichen Bindungsaffinitdten <6 nM im Y2H relativ schnell
erschopft sein wird. Eine Mdglichkeit, den Expressionslevel der Reportergene generell zu senken,
ware die Kopienzahl von prey und bait zu verringern. Die effektivste Losung hierfur ware, BD-bait und
AD-prey ins Hefegenom zu integrieren. Ob dartber hinaus schwache Promotoren zur
Proteinexpression ausreichen, misste anhand von Wachstumstests auf Selektivmedien ausgetestet
werden. Durch die einzige Kopie der Expressionskassetten wird in der Hefezelle weniger bait- und
prey-Protein gebildet, die Protein-Protein-Interaktion I6st die Transkription der Y2H Reporter
spezifischer aus, wodurch die Anzahl an falsch-Positiven reduziert und zugleich die Sensitivitat des
Selektionssystems signifikant gesteigert wird (Miyashita et al. 2008). Deshalb scheint dies ein
erfolgversprechender Weg zu sein, zellspezifische Artefakte einzugrenzen und gleichzeitig die
Selektionskapazitat des Y2H Systems auszudehnen.

Um generell auszuschlie3en, dass die Verbesserung der Protein-Protein-Interaktionspartner aufgrund
von Artefakten wie Expressionsunterschieden oder unbeabsichtigter Veranderung von bait oder der

Gal4 Aktivierungs-/Bindedoméane hervorgerufen wurde, sollte — wie auch nach anderen
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Selektionsmethoden Ublich — im Anschluss an die Evolution die Affinitat zwischen bait und selektierter
prey-Mutante Uberprift werden, und zwar mit moglichst unabhéngigen Systemen. Zunachst sollten
Uber Wachstumstests im Y2H die in vivo Ergebnisse verifiziert werden und des Weiteren in vitro
Methoden wie ELISA oder Biacore-Messungen Anwendung finden. Dadurch kann gleichzeitig die
Affinitdt des neu isolierten Protein-Partners gegeniiber dem urspringlich eingesetzten quantifiziert
werden.

Fur die Evolution speziell von Antigen-Antikérper-Komplexen stellt das yeast cell surface display
(1.2.2) ein alternatives Selektionssystem dar, da damit die Selektion von hochaffinen Antikdrpern sehr
erfolgreich durchgefiihrt werden kann (Boder et al. 2000; Feldhaus et al. 2003). Um die Kontinuitat
bzw. Autonomie des Evolutionssystems beizubehalten, ist statt der herkdmmlichen Selektion
Antikorper-prasentierender Hefezellen mittels FACS-Analyse (Uber Fluoreszenz-markierte Antikérper)
oder magnetischer Partikel (Biotin-Streptavidin-Bindung) die Kombination zwischen Oberflachen-
Prasentation und selektivem Wachstum zu favorisieren. Ein Selektionssystem, indem die Information
der extrazellularen Protein-Protein-Interaktion in den Zellkern gelangt und dort zu einer selektiven
Expression von Nahrstoffmarkern fiihrt, wurde bislang nicht entwickelt. Erste Uberlegungen gehen
dahin, Oberflachenrezeptoren (wie Pheromonrezeptoren) zu nutzen, die aufgrund von
Konformationsdnderungen — hervorgerufen durch die Antigen-Antikdrper-Bindung - eine Signalkas-

kade auslésen, die letztendlich zur Expression von Nahrstoff- oder Antibiotikamarkern fuhrt.

-128 -



ZUSAMMENFASSUNG

6 ZUSAMMENFASSUNG

Die zielgerichtete Optimierung von Protein-Protein-Interaktionen (z. B. bei der Signaltransduktion oder
Antigen-Antikdrper-Bindung) spielt in vielen Bereichen von Medizin bis hin zur Industrie eine immer
bedeutendere Rolle. Herkémmliche in vitro-Verfahren beruhen auf getrennten Mutations- und
Selektionssystemen, mit denen die enorme Menge an potentiell moglichen Varianten nicht
durchmustert werden kann, so dass der beste Binder unter Umstanden nicht identifiziert wird. Statt
einmalig eine groRe Menge an Varianten zu generieren, finden in der Natur tiber Generationen hinweg
einzelne Gen-Mutationen statt, die sich in der Summe im Genpool durchsetzen, wenn sie dem
Organismus einen Uberlebensvorteil verschaffen. Ziel dieser Arbeit war es, in Anlehnung an die
Darwin’sche Evolution ein autonomes, kontinuierliches Evolutionssystem bestehend aus raumlich und
zeitlich gekoppelter Mutagenese, Selektion und Replikation zu etablieren, um damit in
Saccharomyces cerevisiae die Affinitat von zwei Interaktionspartnern Uber zahlreiche Generationen
schrittweise zu verbessern. Das sollte erreicht werden, indem spezifisch das Zielgen (prey) zufallig an
beliebigen Positionen mutiert wird und gleichzeitig eine Selektion mittels yeast two-hybrid (Y2H)
Interaktion in Flussigkultur stattfindet. Die verbesserte Protein-Protein-Interaktion verleiht der
Hefezelle einen Wachstumsvorteil, wodurch sich die Interaktionsstarke in der Wachstumsgeschwindig-
keit widerspiegelt und die ,Gewinner" unter Selektionsbedingungen bevorzugt repliziert werden.

Am Beispiel von RNA-abhédngigen RNA Replikasen wurde die Entwicklung eines autonomen
Replikons als Mutationssystem vorangetrieben. Da die template-Eigenschaften der autologen
Hefeviren 20S und 23S noch relativ unerforscht sind, gestaltete sich der Aufbau durch rationales
template-Design als komplex. Der QB-Replikasekomplex, der bakterielle Wirtsfaktoren benétigt, wurde
in dieser Arbeit zum ersten Mal in einem eukaryontischen Organismus funktionell exprimiert. Die
Entwicklung eines stabilen RNA-Replikons in der Backerhefe war aufgrund der noch unzureichend
bekannten Anforderungen fiir eine spezifische template-Erkennung jedoch nicht méglich.

Basierend auf der Oligonukleotid-vermittelten Mutagenese wurde ein &ufRerst sequenzspezifisches
Evolutionssystem etabliert. Die Mutationen kénnen — mit oder ohne Beriicksichtigung von Kenntnissen
der Proteineigenschaften — prézise in die prey-DNA eingefuihrt und dariber hinaus auf definierte
Sequenzabschnitte begrenzt werden, wobei jede Position einer beliebigen Mutationswahrscheinlich-
keit unterworfen werden kann. Nach einer Evolutionsrunde, bestehend aus Hefe-Transformation mit
Oligonukleotid-Bibliotheken und Selektion in Flussigkultur mit ansteigendem Selektionsdruck wurden
Hefen mit Interaktionspaaren angereichert, deren bait-prey-Affinitat bis zu 400-fach verbessert wurde.
Die Bedingung der Kontinuitat ware dann erfullt, wenn die Aufnahme der degenerierten
Oligonukleotide wahrend des Hefewachstums sténdig erfolgt oder weitere Runden bestehend aus
Transformation von prey-Varianten-spezifischer Oligonukleotid-Bibliotheken und Selektion folgen.
Durch Kombination der humanen activation-induced cytidine deaminase (AID) mit dem Y2H System
ist die Etablierung eines autonomen und kontinuierlichen Evolutionssystems gelungen. Dazu wurde
ein Hefestamm, der mutagene AID stabil exprimiert, mit bait- und prey-Plasmid-DNA transformiert und
Uber zahlreiche Generationen hinweg unter steigenden Selektionsbedingungen kultiviert. Hefen mit
einem besseren Bindepaar wurden generiert und reicherten sich in der Kultur zu 100% an, was durch
den Verlauf der Wachstumsrate beobachtet werden konnte. Indem prey mutiert wurde, wurde aus
einem schwachen Interaktionspaar mit einer Affinitat im p-molaren Bereich ein 4,5-fach starkerer
Bindepartner erzeugt. Durch Erh6hung der prey-Mutationswahrscheinlichkeit, was beispielsweise tber
die Steigerung der AID-Aktivitat erreicht werden kann, kdnnte dieses Evolutionssystem optimiert
werden, um im gleichen Zeitraum mehr Varianten und somit potentiell noch bessere Binder zu
erzeugen.
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8 ANHANG

8.1 Plasmidkarten

pRS

GAL4-AD-NSL-
_ HA-prey
pGBKT7-BD PRS315-AD
7.3 kb 8,6 kb
ADH1t

KanaR

ADH1p

AmpR
pRS313-AL_LEU20ptNSM

7,6 kb

LEU20ptNSM

LEU2t

HIS3

8.2  Nukleinsauresequenzen der synthetisch hergestel  Iten Gene

8.2.1 Activation-induced cytidine deaminase (AID) (-flag)

1 ATGGATTCTT TGTTGATGAA TAGAAGAAAG TTCTTGTACC AAIICAAAAA TGTTAGATGG
61 GCTAAAGGTA GAAGAGAAAC TTATTTGTGT TACGTTGTTA AGAAGAGA TTCTGCTACT
121 TCTTTTTCTT TGGATTTCGG TTACTTGAGA AACAAAAACG GBETCATGT TGAATTGTTG
181 TTCTTGAGAT ACATTTCTGA TTGGGATTTA GATCCAGGTA GANTATAG AGTTACTTGG
241 TTTACTTCTT GGTCACCATG TTATGATTGT GCTAGACATG TCGGATTT TTTGAGAGGT
301 AATCCAAATT TGTCTTTGAG AATTTTCACT GCTAGATTGT ACTTGTGA AGATAGAAAA
361 GCTGAACCAG AAGGTTTGAG AAGATTGCAT AGAGCTGGTGARRI TGC TATTATGACT
421 TTCAAGGATT ACTTTTACTG TTGGAACACT TTTGTTGAAA ABTGAAAG AACTTTTAAA
481 GCATGGGAAG GTTTGCATGA AAATTCTGTT AGATTGTCAA BATTGAG AAGAATTTTG
541 TTGCCATTGT ACGAAGTTGA TGATTTGAGA GATGCTTTTA GANTGGG TTTGATTAC
601 AAAGATGATG ATGATAAB ATAA
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8.2.2 Ts-His-Tu-Linker -QB-flag

1 ATGGCTGAAA TTACTGCTTC TTTGGTTAAA GAATTGAGAG AAGAACTGG TGCTGGTATG
61 ATGGATTGTA AAAAGGCTTT GACTGAAGCT AATGGTGATA TGAATTGGC TATTGAAAAC
121 ATGAGAAAGT CTGGTGCTAT TAAAGCTGCT AAAAAGGCTGARTGTTGC TGCTGATGGT
181 GTTATTAAGA CTAAGATTGA TGGTAACTAC GGTATCATTT TGAAGTTAA TTGTCAAACT
241 GATTTCGTTG CTAAAGATGC TGGTTTTCAA GCATTTGCTG ARAGTTTT GGATGCTGCT
301 GTTGCTGGTA AAATTACTGA TGTTGAAGTT TTGAAGGCTC ARTGAAGA AGAAAGAGTT
361 GCTTTGGTTG CTAAAATTGG TGAAAACATT AACATTAGAA GATGCTGC TTTGGAAGGT
421 GATGTTTTGG GTTCTTATCA ACATGGTGCT AGAATTGGTG TTGGTTGC TGCTAAAGGT
481 GCTGATGAAG AATTGGTTAA GCATATTGCT ATGCATGTTG GTTTCTAA ACCAGAGTTC
541 ATTAAGCCAG AAGATGTTTC TGCTGAAGTT GTTGAAAAAG PACCAAGT TCAATTGGAT
601 ATTGCAATGC AATCTGGTAA ACCAAAAGAA ATTGCTGAAA AGGGTTGA AGGTAGAATG
661 AAAAAGTTTA CTGGTGAAGT TTCTTTGACT GGTCAACCAT TITTATGGA ACCATCTAAA
721 ACTGTTGGTC AATTGTTGAA AGAACATAAC GCTGAAGTTA GGTTTTAT TAGATTCGAA
781 GTTGGTGAAG GTATTGAAAA AGTTGAAACA GATTTTGCTG GEBAGTTGC TGCTATGTCT
841 AAACAATCTC AT ATGTCTAA AGAAAAGTTC GAAAGAACTA AGCCACATGT TAATGTTGG
901 ACTATTGGTC ATGTTGATCA TGGTAAAACT ACTTTGACTG GICTATTAC TACTGTTTTG
961 GCTAAAACTT ATGGTGGTGC TGCTAGAGCT TTTGATCAAAGARTAACGC TCCAGAAGAA
1021 AAAGCTAGAG GTATTACTAT TAACACTTCT CATGTTGAAT SATACTCC AACTAGACAT
1081 TATGCTCATG TTGATTGTCC AGGTCATGCT GATTACGTTAASTATGAT TACTGGTGCT
1141 GCTCAAATGG ATGGTGCTAT TTTGGTTGTT GCTGCTACTGFATCCAAT GCCACAAACT
1201 AGAGAACATA TTTTGTTGGG TAGACAAGTT GGTGTTCCATAMTATTGT TTTCTTGAAC
1261 AAGTGTGATA TGGTTGATGA CGAAGAATTA TTGGAATTGGGAAATGGA AGTTAGAGAA
1321 TTGTTGTCTC AATATGATTT TCCAGGTGAT GATACACCAA GITAGAGG TTCTGCTTTG
1381 AAAGCATTAG AAGGTGATGC TGAATGGGAA GCTAAGATCGABCTGGC TGGCTTCCTG
1441 GATTCTTACA TTCCGGAACC AGAGCGTGCG ATTGACAAGCTIETGCT GCCGATCGAA
1501 GACGTATTCT CCATCTCCGG TCGTGGTACC GTTGTTACCEGTGTAGA ACGCGGTATC
1561 ATCAAAGTTG GTGAAGAAGT TGAAATCGTT GGTATCAAAGMIGCAGAA GTCTACCTGT
1621 ACTGGCGTTG AAATGTTCCG CAAACTGCTG GACGAAGGCGEIGGTGA GAACGTAGGT
1681 GTTCTGCTGC GTGGTATCAA ACGTGAAGAA ATCGAACGTEMIGTACT GGCTAAGCCG
1741 GGCACCATCA AGCCGCACAC CAAGTTCGAA TCTGAAGTGATATTTGTC CAAAGATGAA
1801 GGCGGCCGTC ATACTCCGTT CTTCAAAGGC TACCGTCCGUISGACTT CCGTACTACT
1861 GACGTGACTG GTACCATCGA ACTGCCGGAA GGCGTAGAGAABTGCC GGGCGACAAC
1921 ATCAAAATGG TTGTTACCCT GATCCACCCG ATCGCGATGGACGGTCT GCGTTTCGCA
1981 ATCCGTGAAG GCGGCCGTAC CGTTGGCGCG GGCGTTGTAGAN TCT GAGCGGGGCC
2041 TCTGGGGCCG CAGGTGGAGG CGGTTCAGGC GGAGGTGBIGTITAA GACAGCATCT
2101 TCGCGTAACT CTCTCAGCGC ACAATTGCGC CGAGCCGCGXCABGAAT TGAGGTTGAA
2161 GGTAACCTCG CACTTTCCAT TGCCAACGAT TTACTGTTGGIBTCGGTCA GTCGCCATTT
2221 AACTCTGAGG CTGAGTGTAT TTCATTCAGC CCGAGATTCGEEGACCCC GGATGACTTT
2281 AGGATAAATT ATCTTAAAGC CGAGATCATG TCGAAGTATGRACTTCAG CTTGGGTATT
2341 GATACTGAAG CTGTTGCTTG GGAAAAGTTT TTGGCTGCTGSRAGAATG TGCTTTGACT
2401 AATGCTCGTT TGTATCGTCC AGATTACTCT GAAGATTTCARTTTCATT GGGTGAATCT
2461 TGTATTCATA TGGCTCGTCG TAAAATTGCT AAGTTGATTG GATGTTCC ATCTGTTGAG
2521 GGAATGTTGC GTCATTGTCG TTTTTCTGGT GGTGCTACTAXCAAACAA TCGTTCTTAT
2581 GGTCATCCAT CTTTTAAGTT TGCTTTGCCA CAAGCATGTACCACGTGC TTTGAAATAC
2641 GTTTTGGCTT TGCGTGCTTC TACTCATTTT GATACTCGTA TCTGATAT TTCTCCATTT
2701 AACAAGGCTG TTACTGTTCC AAAAAACTCT AAGACTGATCTEITATTGC TATTGAACCA
2761 GGTTGGAACA TGTTTTTTCA ATTGGGTATT GGTGGTATTT TGTGATCG TTTGCGTTGT
2821 TGGGGTATTG ATTTGAACGA TCAAACTATT AATCAACGTCGTACACGA AGGTTCTGTT
2881 ACAAACAATT TGGCTACTGT TGATTTATCT GCTGCTTCTG ATTATTTC TTTGGCTTTG
2941 TGTGAATTGT TGTTGCCACC AGGTTGGTTT GAAGTTTTAAGSTTTGCG TTCTCCAAAA
3001 GGTCGTTTGC CAGATGGTTC TGTTGTTACT TACGAAAAGATCITTCTAT GGGTAATGGT
3061 TACACTTTTG AATTGGAATC TTTGATTTTT GCTTCTTTGG GIGTTCTGT TTGTGAAATT
3121 TTGGATTTGG ATTCTTCTGA AGTTACAGTT TACGGTGATGATCATTTT GCCATCTTGT
3181 GCTGTTCCAG CTTTGCGTGA AGTTTTTAAG TACGTTGGTTATTACTAA TACTAAAAAG
3241 ACTTTCTCTG AAGGTCCATT TCGTGAATCT TGTGGTAAACPATTACTC TGGTGTTGAT
3301 GTTACTCCAT TCTACATCCG TCACCGTATT GTTTCTCCAG GATTTGAT TTTGGTTTTG
3361 AACAACTTGT ATCGTTGGGC TACTATTGAT GGTGTTTGGGCEACGTGC ACATTCTGTT
3421 TACTTGAAGT ACCGTAAATT GTTGCCAAAA CAATTGCAACBACACTAT TCCAGATGGT
3481 TATGGTGATG GTGCTTTGGT TGGTTCTGTT TTGATTAATC TFCGCTAA AAATCGTGGT
3541 TGGATACGTT ACGTTCCAGT TATTACTGAT CATACTCGTG@GTGAACG TGCTGAATTA
3601 GGTTCTTATT TGTACGATTT GTTCTCACGT TGTTTGTCTG ARTAATGA TGGTTTGCCA
3661 TTGCGTGGTC CATCTGGTTG TGATTCTGCT GATTTGTTTGAIMGATCA ATTGATTTGT
3721 CGTTCTAACC CAACTAAGAT TTCACGTTCT ACTGGTAAGTGATATTCA ATACATTGCT
3781 TGTTCTTCAC GTGTTTTGGC TCCATATGGT GTTTTTCAAG BTTAAAGT TGCTTCTTTG
3841 CATGAAGCTG ATTACAAAGA TGATGATGAT AATAATAA

8.2.3 Sl-flag

1 ATGACTGAAT CTTTTGCTCA ATTGTTCGAA GAATCTTTGA AGGAAATTGA AACTAGACCA
61 GGTTCTATTG TTAGAGGTGT TGTTGTTGCT ATTGATAAGG AITTGTTTT GGTTGATGCT
121 GGTTTGAAAT CTGAATCTGC TATTCCAGCT GAACAATTTA MBTGCTCA AGGTGAATTG
181 GAAATTCAAG TTGGTGATGA AGTTGATGTT GCTTTGGATG GTTGAAGA TGGTTTTGGT
241 GAAACTTTGT TGTCTAGAGA AAAAGCTAAA AGACATGAAG TBGATTAC TTTGGAAAAG
301 GCTTATGAAG ATGCTGAAAC TGTTACTGGT GTTATTAATG BAAGTTAA GGGTGGTTTT
361 ACTGTTGAAT TGAACGGTAT TAGAGCTTTT TTGCCAGGTT CTGGTTGA TGTTAGACCA
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421 GTTAGAGATA CTTTGCATTT GGAAGGTAAA GAATTGGAAT ARGGTTAT TAAGTTGGAT
481 CAAAAGAGAA ACAACGTTGT TGTTTCTAGA AGAGCTGTTA GRATCTGA AAACTCTGCT
541 GAAAGAGATC AATTGTTGGA AAATTTGCAA GAAGGTATGG@RTAAAGG TATTGTTAAG
601 AACTTGACTG ATTATGGTGC TTTTGTTGAT TTGGGTGGTG GATGGTTT GTTGCATATT
661 ACTGATATGG CTTGGAAAAG AGTTAAACAT CCATCTGAAA GTTAATGT TGGTGATGAA
721 ATTACTGTTA AGGTTTTGAA GTTCGATAGA GAAAGAACTA GATTCTTT GGGTTTGAAA
781 CAATTGGGTG AAGATCCATG GGTTGCTATT GCTAAAAGAT@TAGAAGG TACTAAATTG
841 ACTGGTAGAG TTACTAATTT GACTGATTAC GGTTGTTTCG GRAATTGA AGAAGGTGTT
901 GAAGGTTTGG TTCATGTTTC AGAAATGGAT TGGACTAACAAGTATTCA CCCTTCTAAG
961 GTTGTAAACG TCGGTGACGT TGTTGAAGTT ATGGTACTAGANTTGATGA AGAGAGGAGA
1021 AGAATTTCAT TGGGTTTAAA GCAGTGTAAA GCTAATCCAT GERACAATT TGCTGAAACT
1081 CATAACAAAG GTGATAGAGT TGAAGGTAAG ATTAAGTCTAAOTGATTT CGGTATTTTC
1141 ATTGGTTTGG ATGGTGGAAT TGACGGTTTA GTTCATTTGT@ATATTTC TTGGAACGTT
1201 GCTGGTGAAG AAGCTGTTAG AGAATACAAA AAGGGCGACKTAGCTGC TGTTGTTTTG
1261 CAAGTTGACG CAGAGAGAGA AAGGATATCT TTAGGTGTTAAGTTAGC TGAAGATCCT
1321 TTCAACAATT GGGTTGCTTT GAACAAAAAA GGTGCTATTGATTGGTAA AGTTACTGCT
1381 GTTGATGCTA AAGGTGCTAC AGTTGAATTG GCTGATGGTGARAGGCTA TTTGAGAGCT
1441 TCTGAAGCAT CTAGAGATAG GGTTGAGGAT GCTACTTTGATGETCTGT TGGAGATGAA
1501 GTAGAAGCTA AATTTACTGG TGTTGATAGA AAGAATAGAGAOTTCTTT GTCTGTTAGA
1561 GCTAAAGATG AAGCTGATGA AAAAGATGCT ATTGCTACAGARCAAGCA AGAAGATGCT
1621 AATTTTTCTA ACAATGCTAT GGCTGAAGCA TTTAAAGCTG BAAGGTGA SATTACAAG
1681 GATGATGATG ATAATAATG A

8.2.4 Hfg-flag

1 ATGGCTAAAG GTCAATCTTT GCAAGATCCA TTTTTGAATG CTMIGAGAAG AGAAAGAGTT
61 CCAGTTTCAATTTACTTGGT TAATGGTATT AAGTTGCAAG GRBATTGA ATCTTTCGAT
121 CAATTCGTTA TTTTGTTGAA GAACACTGTT TCTCAAATGG TACAAGCA TGCTATTTCT
181 ACTGTTGTTC CATCTAGACC AGTTTCTCAT CATTCAAACA ATEGGTGG TGGTACTTCT
241 TCTAATTATC ATCATGGTTC TTCAGCTCAA AATACTTCTG CRBCAAGA TTCTGAAGAA
301 ACTGAGGACT ATAAAGATGA CGATGACAABATAG

8.2.5 LEU20pt

1 ATGTCTGCTC CAAAAAAGAT TGTTGTTTTA CCAGGTGATC AGTAGGTCA AGAAATTACTLEU2
1 ...C.TG..CC..G.... c..C WTe C.A LEU20pt NSM

61 GCTGAAGCTA TCAAAGTTTT GAAAGCCATT TCAGATGTCA GRTAACGT TAAGTTTGAC LEUZ
61 .C..C..T.G.CT..T..T..TC.T .C.T.C...C.T LEU2opt NSM

121 TTCGAAAACC ACTTGATAGG TGGTGCAGCT ATTGATGCAAGGTGTTCC ATTGCCTGATLEW2
121 LT TLALT. LT LCLLT A e J(CTLALL LEU20pt NSM

181 GAAGCTTTGG AAGCTTCTAA AAAAGCTGAT GCTGTTTTAT B&TGCAGT TGGTGGTCCAEWU2
181 ..G.GC......C..C..G..G...... .. c.c.A Ll T.G....... T LEU2opt NSM

241 AAGTGGGGTA CTGGTTCTGT AAGACCAGAA CAAGGTTTGTARGATCAG AAAAGAATTGLEU2
241 .A...... C.AG.T..T.. ... AC A JALCTLLLCT LEU2opt NSM

301 CAATTGTACG CTAATTTGAG ACCTTGCAAT TTTGCTTCTG ACTTTGTT GGATTTGTCT LEU2
301 ........C.C.A...A.T.C...A.C.C ..C.T.A.C.A.. LEU2opt NSM

361 CCAATTAAAC CTCAATTCGC AAAGGGTACT GATTTTGTTG TATAGAGA ATTGGTTGGTLEU2
361 ... C.G. A.T.T.A....C.C...T .C.... . ALG.A LEU20pt NSM

421 GGTATCTATT TCGGTAAAAG AAAAGAAGAT GATGGTGACGEIT GCATG GGACTCAGAA EU2
421 ... T.C. . T...G...G...C.... T.T .C.T.. ..TAGT... LEU20opt NSM

481 CAATATACTG TTCCTGAAGT TCAAAGAATT ACTAGAATGG GCATTTAT GGCTTTGCAALEU2
481 ... C.C...A...G.... C.A... .C .T.C....CCA.. LEU2opt NSM

541 CATGAACCAC CATTACCAAT TTGGAGTTTG GATAAGGCAABTITTAGC TTCTTCTAGA LEU2
541 ... G.... ... G.T....TCC......AT.T .. G.C...A. LEU20pt NSM

601 TTGTGGAGAA AAACAGTTGA AGAAACTATT AAGAATGAAT TCAACCTT GAAAGTTCAALEU2
601 .A.......... T.G.G....C.C...C....C JTLAL LG LEU2opt NSM

661 CACCAATTAA TAGATTCAGC TGCTATGATT TTGGTTAAGA ATAACTCA TTTGAATGGTLEWU2
661 .T...G..T..T.C.C..CCA...... .. C.CCA.... LEU20opt NSM

721 ATTATCATTA CCTCTAACAT GTTCGGTGAT ATTATCAGTG AGAAGCTTC TGTTATTCCT LEU2
721 ....A.C. ..AGC..... ... T c.rtcc... L C.C...C.A LEU2opt NSM

781 GGTTCTTTAG GTTTGTTACC ATCTGCTTCA TTGGCTTCAT T@CAGATAA GAATACTGCTLEU2
781 ... C.G. ... G.. ... G.C...C.T. G ...C....C.C.A LEU20pt NSM
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841 TTCGGTTTGT ATGAACCATG TCACGGTTCA GCACCTGATT CBAAAAAA CAAGGTTAATLEUZ

841 .T....... C.....e. C....... T.T.AL..G L. G.T...C.C LEU20pt NSM
901 CCAATTGCTA CTATTTTATC TGCAGCCATG ATGTTAAAGT TRETTTAAA CTTACCAGAA LEU2
901 .T.C.C....C.G....T.A......G.A . JALGLLGLTL LEU2opt NSM
961 GAAGGTAAAG CTATAGAAGA TGCTGTCAAG AAAGTTTTGGRUITGGTAT TAGAACAGGTLEU2
961 ........ G.CT...ATA.G......... . A...C...T.. LEU2opt NSM
1021 GACTTGGGTG GTAGTAATTC TACTACTGAA GTTGGTGATGETAGCTGA AGAAGTAAAALEUZ
1021 .T.A... .TCC.CAG ..C.C... .C....T .C.C....T.G LEU20pt NSM
1081 AAGATTTTGG CTTGA LEU2
1081 ..A..CC.T. .. A. LEU2opt NSM

8.2.6 TRPlopt

1 ATGTCTGTTA TTAATTTCAC AGGTAGTTCT GGTCCATTGG TGMAGTTTG CGGCTTGCAGIRP1

1 ..ALACT.T.TC.A...T.A T G.LALLT.LLA TRPlopt
61 AGCACAGAGG CCGCAGAATG TGCTCTAGAT TCCGATGCTGTREOTGGG TATTATATGT TRP1

61 TCT.T.A. .T.T.G.. C.AT.G... .T..A..T. .T.A.C.A.T.C TRPlopt
121 GTGCCCAATA GAAAGAGAAC AATTGACCCG GTTATTGCAASMITTC AAGTCTTGTA TRP1
121 .T.A.C...A...C..T.A..AT A .G.... TTCAT.G..T TRPlopt
181 AAAGCATATA AAAATAGTTC AGGCACTCCG AAATACTTGG TTGETGTT TCGTAATCAATRPL
181 ....T.C. G.TC.. T.T...A.G....A. A. T.T...AA.C.G TRPlopt
241 CCTAAGGAGG ATGTTTTGGC TCTGGTCAAT GATTACGGCAATASTCGT CCAACTGCAT TRP1
241 .ALA... CAA.CT..T.C..T.T..C. LTLUTLTAC TRPlopt
301 GGAGATGAGT CGTGGCAAGA ATACCAAGAG TTCCTCGGTTCR&ITAT TAAAAGACTC TRP1
301..T.C.AAGT....G....T.G.A.TT.G.A. A .T.C.C.G..T.G TRPlopt
361 GTATTTCCAA AAGACTGCAA CATACTACTC AGTGCAGCTT GSAAACC TCATTCGTTT TRP1
361.T.C.T. G.T.T....Tr.GT.GTC..T.C.T. ... A.C.T.C TRPlopt
421 ATTCCCTTGT TTGATTCAGA AGCAGGTGGG ACAGGTGAACTGEBATTG GAACTCGATTTRPL
421 .A.A.A. C.C.T.G.C.A.T.T.A..T .G A.C.. ..TAGT..A TRPlopt
481 TCTGACTGGG TTGGAAGGCA AGAGAGCCCC GAAAGCTTAOMATGTT AGCTGGTGGATRP1
481 .A.T... A.C.A.. . ATCT.A..TCT..G..C. C...G.AA.T TRPlopt
541 CTGACGCCAG AAAATGTTGG TGATGCGCTT AGATTAAATG GG TGG TGTTGATGTA TRP1
541 T...T.T. G.C.A.C.C.TT.G ...G..C. .T. .C.A.C.C.C.T TRPlopt
601 AGCGGAGGTG TGGAGACAAA TGGTGTAAAA GACTCTAACATAGCAAA TTTCGTCAAA TRP1
601 TCT..T..... T.A.T..C.C.T.G . T.A... .G. J.T..C.T.T.G TRPlopt
661 AATGCTAAGA AATAG TRP1
661..C..C.... .G.GA TRPlopt

8.2.7 20S-Ribozym

1 GGGGCTGATC CCATGAAGGA ACCAGTAGAC TGCCGTCTTTAECCAGC CGGTTTCTCG
61 GGGACAGTCC CCCCTCCTGG TCGCACTAAG GCGGCCAGGGGIACCAT CCCTGTGAGG
121 CGTTCGCGTG GAAGCGCGTC TGCCTTACCG GGTAAAATCGBTTGGAG CCGTCGACAA
181 CGGGATAGGT TCGCGATGTT GCTGTCGTCT TTCGACGCGGTIGCGGC CTACTCCGGC
241 GTCGTCGTTT CCAGAGGTAC ACGCTCTCTA CCGCCATCGECTBGTTATT CCGGGCGATG
301 ACGCGTAAGT GGCTTTCAGT GACCGCCCGC GGGAACGGEABITCGC CATCGCTTCT
361 GCGAAGGAGT TCTCAGCCGC GTGCCGCGCG GGTTGGATTEBEACCGT TCCGGACCAC
421 TTCTTTATGA AGTGGCTTCC GGAACCCGTT CGCCGTAAATEGGTTGTG GGCCCAGCTT
481 TCATTCATTG GACGTTCGCT CCCCGAGGGG GGCGACCGUOEANATCGA GGCGTTGGCC
541 AACCACAAGG CTGCGTTGTC CAGTTCCTTT GAGGTTCCTGGE2EGTACT TACTTCTCTA
601 AGGAATTACT CAGAGGACTG GGCCCGCCGC CACCTCGCTGAIGCTGA TCCTTCGCTG
661 CTCTGTGAGC CCTGTACGGG TAACAGCGCA ACGTTCGAABGIEZGCCG CGAGGGTGGT
721 TTTGCACAAT CTATCACTGA CTTGGTTTCG TCCTCACCCA GACAACCT CCCTCCCCTT
781 GAGTCGATGC CCTTCGGGCC GACCCAAGGC CAGGCGTT@IGBACGT GCTCGAGGTC
841 TCTCTCTCTC GATACCACAA TGGCTCAGAC CCTAAGGGTAGEATCTGT GGTGAGGGAG
901 AGAGGCCACA AGGTCCGTGT GGTCTCTGCA ATGGAGACTGARCTTGT ACTCGGTCAC
961 GCGGCTAGGC GCAGACTCTT TAAGGGACTG CGTCGTGAGTGITTGAG GGACACCCTC
1021 AAGGGTGACT TCGAGGCGAC AACCAAGGCC TTTGTGGGTICIGGTAC TGTTATCTCA
1081 TCAGATATGA AATCTGCCTC GGACCTCATC CCTCTATCGGEITCTGC GATCGTAGAT
1141 GGTCTGGAGG CCTCTGGTAG ACTCCTACCT GTCGAGATAGEITTGCG GGCCTGTACT
1201 GGCCCTCAGC ACTTAGTCTA CCCTGACGGT TCTGAAATCACBCGGCG AGGGATCCTT
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1261 ATGGGACTCC CCACCACGTG GGCGATTCTG AATCTCATGCTOIGGTG CTGGGATTCT
1321 GCGGATCGTC AGTATAGATT AGAGGGACAT CCCTTCCGCBGEETTAG ATCGGATTGT
1381 CGCGTTTGCG GCGACGATCT AATCGGCGTG GGTCCGGACTAILTACG GTCTTATGAC
1441 CGCAATTTGG GTCTGGTTGG GATGATCCTC TCCCCTGGCEBACITCCG CAGTAACAGG
1501 AGGGGGGTTT TCCTCGAGCG TTTACTCGAG TTCCAGACCEBARRNCCGT GTACGAACAC
1561 GCTGTGATTT ACCGTAAGGT AGGTCACCGT CGCGTGCCCGAT&EGGTC TCACATTCCC
1621 GTCGTCACCC GAGTGACCGT CCTGAATACC ATCCCACTTABSTTGGT TCGGGCTTCG
1681 GTTCTCGGTC GTGACGATCC TCCCGTTTGG TGGGCTGCBB®IGGCGGA ATCTTCACTG
1741 CTCAGTGACT ATCCTCGTAA GAAGATATTC GCTGCAGCARGEBCTCCG CCCTGGCCTC
1801 TCCCGCCAAT TCAGAAGGTT GGGAATCCCA CCATTCCTCCGTGAACT CGGGGGCGCA
1861 GGCTTGGTCG GACCTTCCGA TCGTGTCGAC GCCCCTGCE®RDBGGAA AGCCATTTCT
1921 TCCCTGGTGT GGGGCTCTGA TGCCACTGCT GCATACAGTATCGTAT GTGGCAGGGG
1981 TTCGAGGGCC ACCCTTGGAA AACGGCGGCC TCACAGGAGACACTTG GTTCGCCGAC
2041 TATAAGGTCA CCCGGCCGGG TAAGATGTAC CCAGACCGTERACTTTCT TGATGGAGAG
2101 TCTCTTCGGA CCAAGTCAAC TATGTTGAAC TCGGCCGTCTEGAGACTTT TCTCGGACCT
2161 GACCCTGACG CCACCCATTA CCCTTCCTTG CGAATCGTCBETAGACT GGCGAAGGTC
2221 CGGAAGGATT TGGTAAATCG GTGGCCATCG GTCAAGCCGEBGENAGGA TCTTGGTACT
2281 ATCTTAGAAG CTTTCGAAGA GTCAAAGTTG TGCACCCTTT@&K&ACACC TTACGACGCT
2341 TCGGGCTACT TTGATGATTC CTTGTTACTG ATGGATGAGAGIGTACCA ACGTAGATTC
2401 CGGCAACTGG TCATTGCCGG CTTGATGCGT GAGGGCCGGSTGACTT ATTGTTTCCC
2461 AACTGGCTTC CACCATCCAC CGTGGTCTCG GGTTTCCCCBGGABCACGG CCGGGTCG
2521 GCATGGCATC TCCACCTCCT CGCGGTCCGA CCTGGGCATC CGABSGSTCGTCCAC
2581 TCGGATGGCT AAGGGA

8.2.8 23S-Ribozym

1 GGGGCCATGC ATCACAAGGT TAATGTGAAA ACACAGCGAG@FRCCATTT CCCAATGGAC
61 CTCTTGCAAG CCTGTGGTGC ATCTGCCCCA AGGCCAGTTAIBIGTTTC ACGTGCAACC
121 GACCTAGACC GACGCTACAG GTGCGTCCTC AGTTTACCT&GAGCGTGC TCGCAGTGTT
181 GGGTGTAAAT GGTCGTCGAC CCGAGCGGCG TTACGACGTGIGBAGGA GCTTGGCTCC
241 CGCGAGTTCC GCCGTCGTTT GCGTTTGGCG GACGATTGCTGGGCGAT CTGCGCGGCC
301 GTCTGCACGG GTCGGAAGTT TCCTTCCTTC TCGGTGACAESGCCGGC AAGAGCACGC
361 CTTGCAAAAG TCTACCGTAT GGGTCGTCGA CTGCTAGTAGEIGGTCTG CCGAGGCGAA
421 TCGGTCGTTT CCGACCTCAA GCAGGAGTGT GCAGATTTGECGEGTGAT CTTCGAAGGG
481 TCCACCCGGA TCCCGTCCAG TTCCTTATGG GGACTGGTCGTBGITGGG TTGGACCTCT
541 CCGGAGAGGG CGATGCAGCT GACGTTCATC GGCCGGGCTTTTATGG GAGTCCAGAC
601 GTTGAGCGTC GTGCTCTCGC CTCACATGCC GCCACTCTGRTCCCCGC TGAGTGCCAT
661 CCTAACTACC TCGTAGCCGC GGAACAATTC GCGAAATCCTBEIBGATGA TAACCTGCCC
721 CGGAAATTCC GGATTTATCC CATTGCGGTG CAGGAGTCCTTGTATGGA GTACTCCCGT
781 GCGCAAGGCG GTCTACTGCA GTCGTTTAGG AAAGGCTTTGEGTACGA TCCCGCGGCG
841 CCTTCGGCAG ACCCTGATGA TCTCGAGTTG GCAAAGGAGGGATTCTC TCGAATCCGC
901 GCCTCTTGGT ACTCCACTTT CCGCTATCGC GGAGAGTTGATRGACCAA TCAGTCTCTC
961 GAGGCCCGGG TCGCTGTGGT CCCTGAGAGG GGGTTCAABGGATTGT GACCACGCAC
1021 AGCGCATCGC GCGTGACGTT CGGTCATCAA TTCCGCCGTTTALTTCCA GGGGATCAGG
1081 CGACACCCGG CTCTGGTTGA CGTGATTGGA GGCGATCATRGASGCTGT CGAAACTATG
1141 GATGGCGACT TCGGCCTGTT AAGGCCAGAT GGTCGTTTGECOGCGGA CTTGACGTCA
1201 GCATCTGACC GGATACCCCA TGACTTGGTG AAAGCCATTTCBGGGCAT CTTCTCGGAT
1261 CCTGATCGAC GTCCTCCGGG AACGTCCCTT GCGGACGTTBATCTCGT CCTCGGACCC
1321 TATCACCTTC ACTACCCTGA CGGTAGTGAA GTGACCGTTEAEGGAAT CCTTATGGGA
1381 CTCCCGACGA CCTGGCCTCT GCTATGTCTA ATCCACCTGTGGGTGGA ACTCTCCGAT
1441 TGGGCCCCCG CGCGTCCTAA TCATTCGCGC GGGTTTGTGEGIEGAGTC CTTCAGAATT
1501 TGTGGCGACG ACCTGATTGC TTGGTGGCGA CCCGAAAGECTCTCTA CAATCAGATT
1561 GCCGTAGACT GCGGAGCCCA GTTTTCAGCG GGGAAGCAGAGTCGAA AACTTGGGGG
1621 ATCTTCACTG AAAAGGTTTT CACGGTTAAA CCCGTGAAGAAREGGTCCG GGTTCGCTCT
1681 GAGCCATCTT TGAAGGGCTA CGTGTTCTCC CGATCTAGTGTLTCCTG CCGAATGGGA
1741 GGAAAGGGCA TAACTGGTAT CCGGGCGGCC CGGCTATAGATGEBGAGC GATGCCTCGT
1801 TGGAGTCGTC GCATCCGGGA TGTCTATCCT GGTTCGCTCGAIELGTAC TGCTTCTCAG
1861 CGGTACGGTG AACCGGTTAC TGTGTACCGT TTTGGTCGCT@ICCGC AATTCCACTT
1921 CGGTGGGCTG TTCGGGCCCC CACCCGTACG GTGGGGAAGTOCAGTC CTTACCGGAT
1981 TGGTTCACGG TGGGACCAGC TGCTTCTTCG GTCGCTGCTBCARACGC CTTTGGGGCG
2041 GTATCGAGGG TCCTTCGACG GATGTTCCCG GGTTTACCCRABGTTGC GTCAGCGGGC
2101 ATTCCTCCGT ACCTCCCTCG GGTGTTTGGC GGCGGCGGTEIBAAATC CACCGGACTC
2161 ACAACTAAGA TCGGGGCCGT TGCTTCCCGC CGCTGGATGE2G&EATCGG GCACGATCTT
2221 TATAGATCCC GTGAGAGGAA GTCGACGTTA GGGAGGGTGIOBGTGTC CACATCCCCC
2281 GCTTACGCCG CCTCCCTCCA CGAGGTCGAG AAGTTCATGGHLCCGA CATCATCTTG
2341 ACGAGGAAGT GTCGGAACCC CATGCTGAAG CATGCTCGGEIBAGTTT ATTCGAGGAG
2401 GTTTTCGAGA GTCGGGTGGG AGGTGGAATC CTATGGGCTITTBATGG AAAAGCCCTT
2461 GTGGAATCCC ACTCCCCCTC GATCCTCCAA GTCTCCCGGBTKICGGCG ATCCCTTGCG
2521 TGCCCCAGTG GGGGTTTCCT CAGACCATCT GCCCCTATABABETGGT CCAACGACAT
2581 ACGTTGCCTC GGGGAACGGT CTGGTTCTTA GAAAGTTCCAWIBACTC GGCCCGTCAG
2641 GGAGGGATGG GTCTGCCACC ACCACCACCG CCGCCTCTSGSEGGTGG GATGGCGGGT
2701 CCGCCACCAC CTCCTTTCAT GGGCCTTCGC CCCGAATCABGTIFCCTAC TAGTGTTCCA
2761 TTTACACCTT CAATGTTCTC TGAACGCCTT GCTGCGTTAGEATTGTT CGGCCGCCCG
2821 CCACCTTCAT GATGGCAGAA CGGGGAAACT CGTTCCGCTGRECGGTA TAATTACCGG
2881 GCCTGAGCCC GGGTCGGCA TGGCATCTCC ACCTCCTCGC GGTCCGACCT GG@&RATCC
2941 AGGAGGACGT CGTCCACTCG GATGGCTAAG GGAG
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