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1. Einleitung

1.1. Methanocaldococcus jannaschii
Im Jahre1977 wurden von Woese und Fox die ersten Prokaryotengruppen in
phylogenetische Baume anhand ihrer ribosomalen RNA aufgétdit. die Trennung
dieser Prokaryotengruppen voneinander deutlich zu machen, wurden 1990relie d
Domanen des Lebens Eukaryoten, Bakterien und Archéen eingéfiihrt.
Archaen kénnen weltweit irallen Habitaten, von hei3en Tiefseequellgher stark
mineralhaltigen Gewasseris zum lebenden Menschen, gefunden werdes wird
eine ebenso breite Verteilung der Metabolismen gefunden, mit Sonnenlicht sowie
anorganischen und organischen Stoffen als Energielieferanten, allerdings wurde bisher
keine Photosynthese von elementarem Sauerstoff gaénf-°
Archaen stehen den Eukaryoten genetisch naher als den Bakferieakaryotische
Gene sind sowohl archéaellensabuch bakteriellen Ursprungsndere Gene sind
exklusivden Eukaryotenvorbehalten® Ein gemeinsamer Vorfahre von Archaen und
Eukaryoten genannt Lkiarchaeota,unterstreicht diese enge Verwandtschafta in
diesem bereits fuir Eukarytoen spezifische Gene existigren
Methanocaldococcus jannaschiMj), dessen ArgonautBrotein (MjAgo) in dieser
Arbeit betrachtet werden sollist ein thermophiles, methanogenes Archdon aus dem
Phylum der Euryarchaeqgtavelchesan einer hydrothermalen Tiefseequeligefunden
wurde.® Sein Genom war das erste archaelle Genom, das vollstéatigenziert
wurde 1°Die evolutionare Nahe zu den Eukaryomaglicht esProteine aus diesem
Organismus aldModellsystemezu betrachten, um da¥erstandnis der Mechasinen,
deren Proteine me hohe Konservierungmschenden archéellerund eukaryotischen
Variantenaufweisen vertiefen zu kbnnenDesweiteren kénnen die Anpassungen an
die Anforderungen der Umgebung, der verfligbaren Ressourcen und evolutionarer
Druck durch virale Belastung eigartige Veranderungen in den zu untersuchenden
Mechanismen hervorbringerderen Verstandnis zusammen mit dem eukaryotischen
Modell zur allgemeinen Aufklarung ihrer Wirkungsweise und Spezifitdt dienen kann
MjAgo weist eine Sequenzidentitat von 23% zum hkoen Argonaute2 auf
Zusammen mit der Struktur vdPyrococcus furiosesrgonaute(PDB 1Z23jonnte ein
Homologiemodell erstellt werden, welches strukturelle Untersuchungen eohn
Kristallstruktur erméglicht.

1.2. Generelle Eigenschaften der ArgonadRroteineund RNAInterferenz



ArgonauteProteine sind in allen Doménen des Lebens zu finden. Ihre erste Beschreibung
fanden sie in eineBtudie UberArabidopsis thaliandutanten. Dort zeigten Mutanten mit
Defekten im ArgonauteSsystem ein ungewOhnliches Wachstumelches zu einer
Ahnlichkeit der Pflanze mit einem Tintenfisch fiihrte, sodass der betroffenen
Proteinfamilie der Name Argonaute zugeordnet wutd®ie ArgonauteProteine wurden
anschlieBend als zentrale Akteure der RIN#erferenz (RNAI) erkannt.d3 RNAiSystem
nutzt kurze, einzelstragige RNAs zur pestanskriptionalen Geninaktivierung durch
Paarung mit komplementaren Abschnitten der mRNA.

Zum jetzigen Zeitpunkt sind drei Arten von ArgonaBteteinen bekannt. Dabei handelt es
sich zum einen um die PIWloteine,die Homologe zunbrosophila melanogastePiwi
darstellen und mit Piwinteracting RNAs (piRNAs) Transposonen in Keimzellen
unterdriicken'? Desweitererexistieren die auf\rabidopsis thalian&GO1 zurlick gehende
Klss® der AGGProteine und die irCaenorhabditis elegangefundene WAG®& I 1314

Es soll in dieser Arbeit nur auf dleeGOProteine eingegangen werdenvelche aus vier
Domanen sowie zwei Linkerregionen bestehen

In diesen bildet die Nerminale zusammen mit der PARIW}ArgonauteZwile)-Domane
einen Lobus, MID(Middle) und PIWA (P elemeninduced wimpy testjsDoméne einen
zweiten Lobus, verbunden durche LinkerRegionen L1 und L2.

Die PIWADoméane nimmt eine der RNBNAHybrid schneidende RNaseH &hnliche
Faltung ein">° Eineflr die RNaséH-Familie typischekonservierte katalytische Tetrade
innerhalb der PIWDomaéne sorgt fur die Endonukleaseaktivitatder schnittfahigen
Argonauten. Diese besteht aus dem DEM¢iv, mit X =D, N oder H. 161&21 Dje
Neuorientierung von LXurch Formung dedinaren (eukaryotische Argonauten) bzw.
ternaren (prokaryotische ArgonautenKomplexes aus Argonauté.eitstrang und ggf.
Zielstrangermoglicht die Repositionierung von L2, sodass eine Glutamatseitenkettie
katalytische Tasche eingebraalrd vervollstandigtverden kanr?®2223Zusatzlictwird die
endonukleolytiscke Aktivitat durch ein M§-lon vermittelt. Die entstehenden Produkte
der Degradation von Nukleinsauren

durch ein Argonauteveisen ein 5Phosphat und eine 34ydroxylgruppe auf®?® Bindung
des Nukleins&wwduplex erfolgt in einer grol3en, positiv geladenen Tasche, sodass die zu
spaltende Bindung direkt am aktiven Zentrum positioniert'§sfArgonauteassoziierte

Proteine nit GlycinTryptophanreichen Regionen (G\Roteine) konnen mit der PIWI



Domane interagierenund den miRISGnicroRNANduced silencing complemRNA

Komplexden allgemeinen mRNBegradationsmechanismen fzilren. 212724

PAZ

53 139 229 347 445 858

Abb. 1.21. hAgo2Struktur. Kristallstruktur des humanen Argonaute2 (PDB: 40LB, enthnommen aus Schirle et
al. %) mit siRNANukleotiden 18 (rot), mit der PADoméne in blau, der #&rminalen Doméane in violett,
Linker 1 (L1) in hellbladjinker 2 (L2) in orange, der PMdbmane in grau und deviiD-Doméne in grun.

Darunter eine schematische Darstellung der Doméanen mit einzelstrangiger Nukleinsaure.

Die Inaktivierung delGW-Proteine in Saugerzellen flhrigeshalbzu einer reduzierten

Effizenz der miRNAermittelten Translationsrepressiofi Es konnte dariber hinaus

9



gezeigt werden, dass eine rekombinante, isolierte FD&iindne allein in der Lage ist,
Nukleinsauren zu binden und zu prozessiet€Burch den Austausch der PRNbmane
des katalytisch inaktiven humanen Agoit mier PIWIDomane eines aktiven Argonautes
konnte eine katalytische Aktivitat fir Agol erhalten werdén.

Bei derPAZDomanehandelt es sich ureine hochflexible Domane aus charakteristischen
hK St A1 I f Galtblatididtloménert? Im binden Komplex wird das Ende des

Leitstrangsn einer Bindetasche der PAYbmane gebundeff 2

Abb. 1.22. MIDPIWtLobus des humanen Argonautes. Abbildung erzeugt aus PDB 40LB. In griin ist die MID
Domane dargestellt, die PIVilloméane in grau. Die aufgelosten Nukleotide der gebundenen siRN/Ai(rdt)

in der MIDDomaéane gebunden.

Diese Bindetasche wst eine OligonukleotidOligosacchariebindende Faltungengl. OB
fold) auf, die durch konservierte aromatische Aminosauren spezifisclEn@en
einzelstrangiger Nukleinsauren bindétBindung ds Zielstranggihrt zur Entlassung des
3-Endes de Leitstranggl3° wobei eine Dynamik zwischen RPg&bundener und PAZ

ungebundener Form im ternaren Komplex vbhermus thermophilugrgonaute (TAgo

10



durch Einzelmolekiforster-ResonanzEnergie TransferStudien gezeigwerden konnte3!
Wahrend der Beladung von Argonawem Zeitpunktder Bildung des RISC unterstitzt die
PAZDomane die Entwindung der Nukleinsaureduplék®&urch Mutationsstudien sowie
der Kristallstuktur von Rhodobacter sphaeroidesrgonaute (RsAgo) konnte gezeigt
werden, dass die PAZoméne fir die Bindung des mittleren Bereiches deitstrangs
verantwortlich ist3® Diese Form der Bindung konnte fiir eukaryotische Argon&utgeine
noch nicht beobachtet werden, da dieser Bereich bisher in Kristallstrukturen nicht
aufgelost werden konnteDie konservierte HeliX wird zusammen mit der PAZomane

als starrer Korper relativ zu MiCPIW} und Nterminaler Doméane bewegtsodass der von
der Nterminalen und PADomane gebildete Bindungskanal wahrend der Formung des
ternaren Komplexes geoffnet werden kaffh Dies ermdglicht erst die Bimdg der
Nukleinsauren.

Die MIDDom&ne nimmt eine Rossmadamtige Faltung eilf YA (i  LJIFdbI4tténsSt Sy |
SA Yy 3S NI KNelicesB23n eukaryotischen Zellemteragiert das GW18Protein

mit der MIDDoméane.Mutationen in der MIBDomane vorNeurospora crassargonaute
(NcAgo)verhinderten diese Interaktion und unterbanden damit die Geninaktivierung
durch Argonauté’ In der MIDDomane befindet sich diBindungstasche fiir die Bindung
des 5'Endes de Leitstrangs’ct9:36:38.39 Storungen der Integretitat der MIBDDoméane
unterbindendie Geninaktivierungsfahigkeit Argonasgebenfalls*® Desweiteren wird das
5'-Phosphat ds Leitstrangsdurch ein von der MIbsowie der PIWDomé&ne koordiniertes
Magnesiumion stabilisief?3>3840 |m Neurospora crassérgonaute wurde eine zweite
Bindungstasche gefunden, welche sich mit der ersten zwei bindungsrelevante Lysine
teilt.?r Es wird vermutet, dass durch allosterische Wechselwirkungen bei Bindung de
Leitstrangseine Bindung der nGpppGBindungsdomane des eukaryotischen Translations
Initiations-Faktors elF4E moglich ®t* Die Bindetasche der MiDomaéne einiger
Argonautenweist anhand ihrer Struktur eine Praferenz fir bestimmte Nukleotide auf,
welche sodann in Prazipitationsstudien vermehrt arfEbtle de Leitstrangsgefunden
werden18334243Es konnte allerdings auch eine vomNalkleotid unabhéngige Bindung
nachgewiesen werdeff. Zusatzlich zur MiBindetasche findet unter anderem Fhermus
thermophilus Argonaute, Drosphila melanogasterArgonaute, Arabidopsis thaliana
Argonaute und den humanen Argonauten eine SortierunglLadistrangeanhand ihre 5'-

Nukleotids durch die Nukleoti8pezifititsschleife (englnucleotide specificity logp

11



Statt.35’38'42’45

4

e £ w4
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— % e

Abb. 1.23. N-PAZlobus.N-terminale (violett) und PADomane (blau) mit den LkernL1 pellblay) und L2
(silberlau). Abbildung erzeugt aus PDB 40LB.

Diese stabilisiert die praferierten Nukleotide durch Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen Nukleobase und den Aminosauren der Schleife, wahrend unpréferierte
Nukleotide zur AbstoRBungdiihren, sodass eine Auswahl der Nukleinsduren getroffen

werden kann®®

12



Die Nterminale Domane verhindert die WatsdbrickPaarung der daundenen
Nukleinsauren im 3Bereich ds Leitstrangs'®#’ Desweitererentwindet diese in humanen
Zellen den Duplex der Nukleinsauren wahrend der Bildung des*RIB€ses System ist
nicht in allen Argonauten konserviert, di@&npaarung ifrRsAgdindet auch am 3Ende
des Leitstrangsstatt.33

Fur die Bindung der Nukleinsauren und deren Erkennung ist die sogenanntd8gieah
von besonderer Bedeutung. Intensive  Wechselwirkungen bestehend aus
Wasserstoffbriickenbindungen sowie ischer Wechselwirkungen zwischen Argonaute
und dem Phosphatriickgrader Nukleinsaureund Vander-WaalsWechselwirkungen zur
Ribose,zwischenLeitstrangund Protein im Bereich der Nukleotide82stabilisieren den
ArgonauteNukleinsaureKomplexX*4%52 und fiihren zu weitichenden allosterischen
Wechselwirkunged’*® Durch die Wechselwirkungen des Proteins mit dem
Phosphatriickgrat wird eine hohe Sequenzpromiskuitat gewahrlei&®@t?43%44 Die
Struktur des LeitstrangsauRerhalb der SeeRegion istliberwiegend ungeordnet?40:53
Innerhalb der See®egion sind die Nukleotide in einéFormvorkonfiguriert, mit den zur
WatsonCrickPaarung fahigen Oberflachen von der Proteirseitegzeigendsodass die
entropischen Konsten zur Bildung eines Duplex mitndé&elstrangreduziert werden
18,20,24,3840.54 Dje Bindungdes Zielstrangsunter Einnahme der Aorm mit konsekutiver
Basenstapelunguhrt zur gleichzeitiga Entlassung des -Endes ds Leitstrangsaus der
PAZDoméane und, sofern das jeweilige Protein katalytische Aktivitdt aufweist, Adaption
einer zur Prozessierung degielstrangs befahigten Konformation395355 Zwischen
Nukleotid 6und 7 befindet sich im bindren Komplex ein Knick, der dieodn in dieser
Region verhindert? Wahrend der Bindung deZielstrangswird die fur diesen Knick
verantwortliche Helix7, die sich in der Linkerregiob2 befindet, neu positioniert, sodass
der Duplex eine vollstandige-Rorm einnehmen kann?* Dabei wird die Bindung der
Nukleinsduren an das Protein Uberwiegend duran d.eitstrangund nur im geringen
MaRe Uber @n Zielstrang vermittelt.*® Eine Paarung des ersten -Blukleotids des
Leitstrangsmit dem 3:Nukleotid des Zielstrangsst nicht notwendig und kann sogar die
Prozessierung verlangsamét®® Die Bedeutung der See®egion entsteht aus der
Tatsache, dass mobile genetische Invasoren schnell identifiziert und neutralisiert werden
muissen Eine vollstandige Paarung des Leitstragérde diesen Prozess zu sehr

verlangsamen, sodass eine vorlaufige Erkennung durch die -Begidn mit
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anschlieBender weiterer Bindung eime ausgewogene Mittelweg zwischen

Bindungsstabilitat und Erkennungsgesahdifikeitdarstellt57>°

1.3. Humane RNAnterferenz

In humanen Zellen befinden sich vier verschiedene ArgonBub¢eine, hAgol bis hAgo4.
Alle vier Argonauten kesiben RNAgefuhrte Geninaktivierung, obwohl nur hAgo2
endonukleolytische Aktivitat aufweig,69.61

Die humane RN#nterferenz ist ein zentilar Prozess zur pos$tanskriptionalen Regulation
der Genexpressn durch ein Argonaut®rotein und kleie RNAsgmall interferingRNAs
(SiRNA} microRNASmMiRNA}, PIWiinteragierende RNAs (piRNAsjler mirtrong.62:64
Diese formerzusammen mit Argonautden RNAnduced silencing compléRISC), dessen
Aufgabe von der Spezies der gebundenen kleinen RiNAdem jeweiligen Argonaute
abhangt.

Die meisten microRAs werden als primare Transkripte (priRNAs) durch die RNA
Polymerase laus dem Genonerstellt. Der die RNase MDrosha und das RNAindende
Protein DGCR8enthaltende  nuclear microprocessor complexyrozessiert die
Haarnadelstruktur enthaltende pmiRNAs und setzt diese an deren doppelstrangigem
Stamm frei, sodass die precursmiRNA (premiRNA) gebildet wir@%5° AnschlieBend
erfolgt der Transport ins Cytoplasma durch Exportinrsl RanGTP 't Das RNase Al
Enzym Dicer entfernt den zyklischen Teil der Haarnadelstruknd schafft somit eine
doppelstrangige RNA&on ca. 22 BasenpaareNach derasymmetry rulewird der RNA
Strang mit dem thermodynamisch weniger stabilenREGde vom Argonaute geladen,
wahrend der Gegenstran@gngsam entladen wird "2 Dabeikann Argonaute durch Dicer
und TRBPmit dem Doppelstranggeladenwerden’ Entwindung des Doppelstrangs und
die daraus resultierendéoglichkeit zur Entlassung des Gegenstrangs nach Einbau des
Leitstrangserfolgt in den nichkatalytischen Argonauten durch Einwirkung der PAZ
Domaéane3? Der RISC ist sodann zur translationalen Repressimoh Binding in der 3'
nicht-translatierten Region (3JTR)durch WatsorCrickPaarungahig® 7> Ein alternativer
Reifungsweg unght die Prozessierung durch Dicer. Die -priilRNA wird direkt in
Argonaute gelademnd zur fertigen miRNA durch Argonaute prozessieBurch miRNA
translational repressierte mRNAs werden durclyeineine mRNMAegradationsprozesse,

wie Deadenyerung und Hydrolyse des #Endes der mRNA mit Freisetzung eines
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Phosphats abgebaut (s. Abb. 1.3) 21,3117

miRNA-
pri-miRNA mit Pathway
Haarnadelstruktur
G SiRNA-
> — pre-miRNA ratnway
X
E ortin 5
———— clear Pore Complex
n ssRNA
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7 |
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Abb. 1.31. Generierung und Einbau von siRNA und miRNAukleus erzeugte pmiRNA werden durch die
RNase Drosha zu pmiRNA prozessiert, anschlieRend durch Exportin 5 in das Cytoplasma transportiert und
dort entweder direkt in Argonaute geladen und von diesem zur fertigen miRNA prozessiert oder zunéchst
durch Dicer geschnitten, sodass ein RD@ppelstrang entsteht. Dieser Doppelstrang wird in Argonaute
geladen, wobei die miRNA* alsassenger strancentlassen wird. siRN¥Xorldufer werden durch Dicer
prozessiert und der Leitstrang wird anschlieBend in Argtmageladen. Bei entsprechend hoher
Konzentration kann der Leistrang auch direkt in Argonaute geladen werden. In allen Fallen entsteht der

minimale RISC aus Argonaute und einer kurzen Nukleinsaure.

siRNAs konnen aus einer Vielzahl von Quellen gewonnen werden. Diese sind unter
anderem virale RNAskonvergente Transkripte sowie Transposorigmie langkettigen
Vorlaufer werden durch Dicer prozessiert und in der gleichen Weise wientRNAS in
Argonaute integrierf® AnschlieRend erfolgt der Schnitt des Gegenstrangs, wodurch die
thermodynamische Stabilitdt des Duplexes stark herabgesetmt der Gegenstrang
entladen wird.®° Die siRNA paart vollstaindig mit der mRNA, diese wird sodann
endonukleolytisch prozessieft Im Gegensatz zu den miRNAs weisen siRNAs eine

vollstandige Komplementaritazum RNAZielstrangauf 168182 wodurch die Degradation
15



der mRNA durch Argonaute eingeleitet wir@esweiteren besteht die Mdoglichkeit,
Argonaute direkt miteinzelstrangigen siRNAs beladen, sodass keine Prozessierueg d

Gegenstrangs erfolgen mu&s$%86

(A) (B) (€)

— Argonaute —

Argonaute Argonaute

! \J

e~ S'Zf:’t‘c
J J

translationale Repression / | ===
mRNA-Degradation e

miRNA- SiRNA-
Pathway Pathway

Abb. 1.32. Schematische Darshehg der Geninaktivierung durch Argonaute. (A) Bindung einer mRNA (blau)
mit geladener miRNA (rot). Die ungepaarten Nukleotide sind griin umrahmt. (B) Direkte Interaktion von
Argonaute mit einer Haarnadelstruktur einer mRNA. (C) Bindung eif®¥A (blau) deh Argonaute mit
geladener siRNA (rot). Es erfolgt sodann die endonukleolytische Spaltung der mRNA.

mMiRNAs und siRNAs weisen durch die Prozessierung durch Dicer eine Lange von ~22
Nuklediden auf88%89 einen 5‘phosporylierten Terminusowie einen 3Uberhang von

zwei Nukleotidengegeniiber ihren RNAZielstrang®® Das humane Argonaute2 kann
dartiber hinaus auchmiRNA unabhangig von Dicer verarbeit€nDurch Bindung an
Haarnadelstrukturen der mRNA kann hAgo2 auch ohne miRNA die Translation
unterdriicken?® DNAgefilhrte Gennaktivierung konnte in SaugetieiZellstudien
nachgewiesen werdereinin vitro-Beweis fehlt bishe??

Die Beladung des humanen Argonautes2 mit doppelstrangiger RNA bendtigt sowohl den
ChaperonKomplex Hsc70/Hsp90 als auch ETBindung einzelstrangigeRNAs findet

ohne weitere Kofaktoren staff2 Kobayashi et al. schlageinen Mechanismus vor, in dem
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der stabilse Zustand des humanen Argonautes der binare Komplex aus Argonaute und
einzelstrangiger RNdarstellt sodass alle Prozesse zur Schaffung des bindren Komplexes
aus dem durch die ATHydrolyse gespanntenternaren Komplex bzw. aus dem
ungeladenen Proteindie energetisch bevorzugte Konfiguration erzeudénDieser
Mechanismus erklart, wie die Hydrolysesd@NAZielstrangsohne weitere Energiezufuhr
geschehen kann. Auch die préaferierte Bindung einzelstrangiger RNA gegeniber
doppelstrangiger RNAurch hAgo2 beobachtet in Fluoresze#msierten stoppedflow-
Messungenstitzt diese Thes&:

Die Bedeutung der humanen RNAI ergibt sich des theoretischen Mdoglichkeit, jede
Translation regulieren zu koénnenDadurch sind im Bereich der Onkologie, der
Virenabwehr sowie neurodegenativer Erkrankugen neuartige Therapien mogliéhSo
konnten Enzyme, die in Krebszellen im besonderen Mal3e exprimiert werden, auf ein fur
gesunde Zellen normales Level reguliert werde@leichzeitig besteht die Notwendigkeit,

das gesamte System im Detail zu verstehen, da die Toleranz in der Komplementaritat
zwischen miRNA und mRNA dazu fihren kann, dass eine einzelne oilRRAgulation
vieler unterschiedlicher Gene beeinflussen kdhmisher unbekannte Funktionen und
Arbeitsweisen der ArgonautBroteine konnen zwveiteren Nebenwirkungen wahrend der

Therapie fuhren.

1.4. Prokaryotische Argonautéroteine

Prokaryotische ArgonautBrotane (pAgos)sind in ~32% der sequenzierten archéellen
Genome codiert, aber nur zu ~9% in den bakteriellen Genoth&ie Prasender PAZ
Doméne lasst dabeeine Einteilung in eine PAZomé&nen enthaltende Gruppe, die
Uberwiegend katalytisch aktive Argonauten enthalt, sowie eine -fP& Gruppe zu,
welche Uberwiegend katalytisch inaktiv iddie Operons, in denen die Argonauten der
zweiten Gruppe zu finden sind, enthalten vorhergesagte Nukleasgihrend diese
Nukleasen nicht in Operons mit katalytisch aktiven Argonddganten zu finden sinddn
Argonautegefuihrter Nukleasekomplex zur Abwue invasiver genetischer Elemente ist
deswegen anzunehmemBekannte Gene prokaryotischer Immunsysteme werden in enger
Nachbarschaft zueinandergenannt defense islandsgefunden, Argonauteodierende

Gene befinden sich innerhalb diesdfense island%’-%8
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Obwohl zwischen prokaryotischen und eukaryotischen ArgonBuatmanen ein hoher
Grad an struktureller Konservierung herrséhist die Sequenzidentitat zwischen pAgos
und eukaryotischen Agos (eAgagring?® Genomische Analysen lassen auf intensiven
horizontalen Gentransfer der pAgmdierenden Gene schlieR&h vermutlich bedngt

durch den hohen evolutiondren Druck durch die virale Belastung

'. )
rea g
as - 4

Abb. 1.41. Strukturvergleich eines prokaryotischen und eukaryotischen ArgonauBzspielhafte
Uberlagerung der Struktur des humanen Argonaute2 (rot) mit gebundener siRNA in gelb (PDB: 4W5N) und
des archéaellerMarinitoga piezophilaArgonaute (violett) mit gebundener ssRNA in griin (PDB: 514A). Die
einzelnen Domanen weisen eine hohe s&turelle Ahnlichkeit auf, die PAZomane weist in der
Gesamtstruktur eine deutlich unterschiedliche Position zwischen den beiden Argeviadtetern auf.

Zwischen beiden Proteinen herrscht eine Sequenzidentitat von 21% (BLAST).

Im Gegensatz zu eukaryotismn Argonauten werdenvon pAgoshicht exklusivRNA
Leitstrangeverwendet?® sondern auchDNALeitstrangeund DNAZielstrange®®409 Die
daraus entstehende DNterferenz wird sowohl fir die Argonauten der archéellen

OrganismenPyrococcus furiosu@PfAgo)® Natronobacterium gregory{(NgAgo}°* und
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Methanocaldococcus jannascBiigefunden, als auch fiir bakteriellen Vertretavie
Thermus thermophilugTtAgo)!? In Immunoprazipationsstudien mirekombinantem
Rhodobacter sphaeroidesArgonaute (RsAgo) wurden gebundene DNAragmente
gefunden, die in @Gif3e und Struktur den eigentlich bevorzugtRNALeitstrangerahneln.
Ebenfalls wurde eine Abnahme des Expressionsplasmids bei Uberexpression von RsAgo
beobachtet. Dies zeigt die Fahigkeit eines bakteriellen Argonautes, sowohlaBN&uch
RNAgefuhrte DNAInterferenz zu betreibeA® In Argonaute gebundene Fragmente, die
einem Plasmid zugeordnet werden kdonnen, wurden auch bei TtAgo, PfAgo und bigjAgo
Immunoprazipitationen rekombinanter Expressiongefunden?®10.101 |n allen Fallen

konnte nicht bestimmt werden, woher die notwendigémitstrangestammen.

Tab. 1.41. Ubersicht uber die Substrate prokaryotischer Argonauten. Nukl.: Nukleinsaure; Plasmide in vitro:
Degradationvon Plasmiden in vitro nachgewiesen; Plasmide in-N#vd-ragmente vodegradiertan Plasmid
gebunden an Argonaute durclhmmunopréazipitation nachgewiesen; nein bedeutet dabei, dass kein

entsprechender Versuch mit positivem Ergebnis veréffentlicht wurde.

Organismus Doméane | Leit Ziet 5-Ende | Plasmide | Plasmide | Quelle
strang strang Leitstrang| In vitro In vivelP

Thermus Bakterien | DNA DNA Phosphat | gezeigt gezeigt 43

thermophlus

Pyrococcus Archaen | DNA DNA Phosphat | gezeigt gezeigt 100

furiosus

Aquifex Archaen | DNA/RNA| RNA Phosphat | nein nein o

aoelicus

Rhodobacter Bakterien | DNA/RNA| DNA/RNA| Phosphat | nein gezeigt 104

sphaeroides

Natronobacterium| Archden | DNA DNA Phosphat | gezeigt nein 101

gregoryi

Marinitoga Bakterien | RNA DNA/RNA| Hydroxyt | nein nein 44

piezophila gruppe

Eine Mdglichkeit ware die Bereitstellung entsprechender Nukleinsauren aus Prozessen des
zur Expression genutztdescheribia coli (E. cal), allerdingswvéren die einziga, bekannte

Quellen kurzer DNAFragmentedie OkazakiFragmente. Diese haben allerdings eine Gréf3e
von 1 bis 2 kb in Bakteriennd ca. 100 Basen in Arch®h sodass eine weitere

Prozessierung vor der Nutzung durch Argonaute notwendig viZeakbar wéare auch eine
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Prozessierung von langerkettigen Vorlaufernukleinsauren durch das jeweilige Argonaute,
ein experinenteller Nachweis dessen ist bisher nicht erfolgt.

In silico wurden in Bakterien und Archaen reverse Transkriptasen gefunden, deren
Aufgaben icht vollstandig geklart wurdetf? eine Bereitstellung voDNALeitstrangerfiir

das ArgonauteSystem kann nicht ausgeschlossen werdervitro konnte fiir TtAgo, PfAgo
und NgAgo die Prozessierung votagtiden unter Einwirkungeines DNA_ eitstrangs
gezeigt werdert3190.101 Dabei fand allerdings nur ein Schnitt des Plasmids statt, eine
Bildung von Fragmenten konnte nicht gezeigt werddit.der Ausnahme des bakteriellen
Marinitoga piezophilaArgonaute (MpAgo) bevorzugen alle bekannten pAgoserein
Leitstrang mits'-Phosphagruppe(Tabellel.4-1).

Die aullerst ausgepragte virale Belastung der Prokarydigmgefahr im Verhéltnis
Phagen:Bakterien 1:10'%") ist eine treibende Kraft der Evolutidf® Dabei sind
Mechanismen entstanden, die zum jetzigen Zeitpunkt in die zwei Gruppen der
immanenten und adaptierten Immunsysie aufgeteilt werden kénnen. Dasmmanente
RestriktionsModifikationssystemR-M] verwendd dabei die Erkennung vorelkeigenam

und zelfremden genetischen Material durch Restriktionsenzyme, die bestimmte
Methylierungen oder Phosphothioationen als wirtseigen erkennen und deshalb nicht
degradierent®®1? Wird das Genomeines unmethylierten Phage durch zelkigene
Methylasennach Eindringen in di&elle methyliert, erfolgt allerdings keine Erkennung
durch das RM-System, sodass eine Infektion der Zelle stattfinfrirch Methylierung des
Genoms derentstehenden Phagen sind dieNRSysteme anderer Zellen, die auf dem
gleichen Erkennungsmuster beruharicht mehr im Stande, eine Infektion abzuwehféh
Desweiteren werden Erkenngssequenzen fiizelkigene Endonukleasen mutiert, sodass
das Phagengenom nicht mehr angegriffen werden kdfmie Adaption der benétigten
Methylasen durch die Phagen ist eine weitere Maoglichkeit, daddl-Rstem zu
umgehent!3 Der evolutionare Druck, der durch diese und weit Mechanismen erzeugt
wird, hat einadaptiertes Immunsystemhervorgebrachtwelchesdurch casCRISRRystem
bereitgestelltwird. Dieses integrierzelfremdes genetisches Material stabil in CRIEB&

und liefert somit eine spezifische Immunantwort beiner weiteren Infektion (s. 1.5).
Desweiteren existiert das ToxAntitoxin-(TA}System in dem ein stabiles Toxin dureim
instabiles Antitoxin blockiert wirdt* So kann unter anderem der Prophage des

Bacteriophagen P1 ik. colidurch Bindung der Rerminalen Region de®revent Host
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Death-Antitoxins an zwei palindrome Sequenzen der Promoterregion des Prophagen
Operons unterdriickt werdeht®

Prokaryotische Argonauten kénnen einen weiteren Teil des Immunsystems darsizdien.
sowohl RNA alauchDNA al<Zielstrangprozessiert werden kdnnen, ist eine Verwendung
des Systems imler Abwehr invasivegenetischer Elemente ahnlich der eukaryotischen
RNAInterferenz denkbar. Eim viveBeweis fur diese Theorie konnte noch nicht erbracht
werden. Ebenso fehlt eine Quelle fur die notwendidamtstrange die fur die Interaktion
des Argonautes notwendig sinEine potentielle Quelle fllreitstrangesowie Hinweise auf
eine biologische Rolle des Argonautes asthanocaldococcus jannasclsoll in dieser

Arbeit dargestellt werden.

1.5. Das CRISPtasSystem

In vielen Prokaryotennachgewiesen in ca 90% aléachaellen und ~40% aller bakteriellen
Genome!!&18 konnte ein RNAasiertes, adaptives Immunsystem zur Identifikation und
Abwehr genetischer Parasiten nachgewiesen werd@ases System wurde 1987 zunachst
in Escherichia colbeobachtet!® als regelmaRige SequenzwiederholungéRepeat$
entdeckt wurden, die von einzigartigen Sequenz@&ace) getrennt wurden??® Die
Repeatszwischen denSpacernweisen zwischen 28 und0 Basenpaaren adf® Diess
Motiv ausSpacerrund Repeatswird als clustered regularly interspaced short palindromic
repeats (CRISPR) bezeichn®&abei werden dieSpacermit einer Lange von 26 bis 72
Basenpaaremus invasivem genetischen Material gewonnen und stabil in ¢ao@ des
Organismus integrief?s?3 Die Integration erfolgt am Anfang des Logtissodass eine
chronologische Auflistung der Infektiotrmmunitatszyklen entsteht?* Der Vergleich der
Spacer innerhalb eines CRISRRus zeigt, dass keir@pacetSequenzinnerhalb eines
Locusdoppelt auftritt.*?® Integration derSpacerfihrt zu einer Immunitat gegen virale
Angriffe, der Verlust deGpacerfuhrt demnachauch zu einem Verlust der adaptierten
Immunitat!?? Die Immunitat wird gewahrleistet, indem die CRISRRi transkribiert
werden und die Transkripte durch CRI@BBoziierte Proteine gebunden werdéh,
experimentell nachgewiesen durch Infektisstudien inStreptococcus thermophilisd! Die
Transkripte aus dem CRISERus, welche Vorlauf€fRISPRNAs darstellen, werden von
dem Caskomplex Cascade so prozessiert, dass die Sequenzen viraler Abstammung
Unterstutzurg der Helicase Cas3 dRNALeitstrangefir den Komplex Cascade dienen,

welcher die virale Proliferation unterdricki® CRISPRteraktionen stellen somitinen
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weiteren Mechanismus der RNgefuhrten Geninaktivierung durch Prozessierungs de
DNAZielstranggar?”128 Das CRISRRsSystem arbeitet sodann in drei Stufen: CRISPR
Adaption durch Einbau eines invasiven DBIRtAgments in Form eines Spacers mit
nachfolgender Transkription und Einbagdes Trankripts in ein casProtein sowie
abschlieBender CRISRRerferenz zur Abwehr des Pathogehs. Es besteht die
Moglichkeit, dass Fragmente aus der Prozessierung durch dielsSystem in S.
thermophilusals Spacerfir das CRISPR/stem dienen konnel? Die hohe Diversitat der
CRISPRasSystene lasst die Einteilung in drei verschiedene Typendiversen Subtypen
anhand jeweils eines charakteristischen Proteins zu: Typ |, welche alle did\deadse
Helikase enthalten, Typ Il mit der CddQklease sowie Typ Il mit Cas10, dessen Funktion
bisher ungeklart ist?>124 Typ |l existiert exklusiv in Bakteriefyp | und Typ Il werden
sowohl in bakteriellen als auch archéellen Organismen gefuhttéf:13°Darin enthalten
sind vorhergesagte der beobachtete Nukleasen, Helicasen, Integrasen und
Polymeraser?®13lcasGene werden exklusiv in den Genomen gefunden, die CRI8PR
enthalten1?°

Die genauen Mechanismen sowie die einzelnefglben der grschiedenen caBroteine
sind bisher nur unvollstéandig geklaBemerkenswert sind id hochgradig konservierten
Proteine Casl und Cad2iesebilden einen Komplex, der die Integration der neue &

in das Genom gewahrleistét? und konnen in allen CRISFPRoen gefunden werde?f.Von
besonderer Bedeutung fir diese Arbeit ist die Endonuklé€zs®, welche, nach mehreren
Prozessierungsschritten unter Mithilfe der Ribonuklease RNase Il und bisker
unbekannten Nuklease, eine doppelstrangige RNA von 20 Nukleotiden bindet und in der

Lage ist, sodann RNgeflihrt DNAZielstrangezu prozessierefg 127,130,133
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1.6. ForsterResonanZEnergieTransfer

Rontgenstrukturanalyse und NMRechnken erlauben sukturelle Untersuchungen von
biologischen Makromolekilen und erméglichen damit Einblicke in die molekularen
Mechanismen des Lebens. Die Natur dieser Methoden erlaubt allerdings nur die
Betrachtung statischerZustdnde, sodass sowohl dynamische Prozedaezlebige
Ubergangszustande als auch seltene Subspezig schlecht oder gar nicht betrachtet
werden konnen. Durch Nutzung fluoreszenzbasieEanzelmolekilasatze eroffnet sich

die Mdglichkeit der Betrachtung dynamischer Wechselwirkungen von Proteimeh
Substraten, konformationeller Reorganisation eines Proteins wahrend seiner Aktivitat und
dynamischer Komplexbildung, wahrend gleichzeitig eine in Enseltédsungen ubliche
Mittelwertbildung des jewiligen Signals vermieden wird und somit auklomplexe
untersuchtwerden kdénnen, die nur wenige Prozent der Probe ausmachen

Fluoreszenz ist die Emission von Licht nach Anregung eines Mdfékitshrend dieses

(A) (B) Stokes Shift
IC Ai VR 1sc ] Akzeptor
- ¢ 51 1 VR Anregung Em.
Cnmnn [ 4
1SC T1 "
. ‘B
s .

VR A F {VR P t
s [ =]

B 2B N AA
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Abb. 1.61. Photophysikalische Grundlage(d) JablonskbDiagramm zur Veranschaulichung der Vorgange
wahrend der Aufnahme eines Bfons durch einen Fluorophor.o $st der Grundzustand,i1Sder erste
angeregte Zustand,1Tder Triplettzustand. VR stellt die vibronische Relaxation dar, bei der die Energie
strahlungsfrei abgegeben wird. IGnternal conversion strahlungsfreier Ubergangn i tiefergelegene
elektronische Zustande. ISIBtersystem crossindJbergang aus einem angeregten Singulettzustand in einen
Triplettzustand. A: Anregung. F: Fluoreszenz. P: Phosphoreszenz. (B) Schematische Darstellung des
Anregungsund Emissionsspektrun{&m.) des Donors (gritmd helles orangeund des Akzeptors (ratnd

dunkles ro} mit Uberlappungsintegral (orange) sowie Darstellung des Stokes Shift.

Vorgangs wird durch Absorption elektromagnetischer Wellen ein Elektron vom
Grundzustand &n einen angeregten Zustand &gehoben und emittiert bei strahlender
Desaktivierung ein Photorurch Spinumkehr ist der Ubergamgm angeregten Zustand

S in den langlebigen Tripletustand T mdglich, die strahlende Desaktivierurieses

Zustandswird in diesem Fall als Phosphoreszenz bezeickitdbas emittierte Licht hat
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sowohl bei der Fluoreszenz als auch bei der Phosphoresmeagyrofiere Wellenlange als

das absorbierte Licht Die Anregung aus demGrundzustand erfolgt in einen
schwingungsangeregten Zustand des elektronisch angeregten Zustands. AnschlielRend
erfolgt die Relaxation in den Schwingungsgrundzustand des elektronisch angeregten
Zustands mit nachfolgender Relaxation in einen angeregten iBghngszustand des
elektronischen Grundzustands. Innerhalb des elektronischen Grundzustands erfolgt
daraufhin die Relaxation in den SchwingungsgrundzustBedinach erfolgen Absorption

und Emission zwischen verschiedeneBnergiezustdnden, sodass die jevgah
Wellenlangen nicht die gleichen Werte aufweisebie Differenz der Maxima von
Emissionsund Absorptionsspektim ist der Stokes Shift.

Wenn das Emissionsspektrum eines angeregten Farbstoffs (Donor) mit dem
Absorptionsspektrum eines weiteren Farbstoffskzeptor) Uberlappt, findet der Forster
ResonanEnergieTransfer(FRETktatt, ein strahlungsfreier Energietibertrag von Donor

auf Akzeptorfarbstoftiurch DipolDipotWechselwirkunger®6:137

@ (B)
~“$ VR FRET
$1 . i‘m N bt
S1 c 05
§
E o
1]
II_ A
A F W
'S
__ J v I TR, ¢ ®
So Fluorophordistanz [nm]

Abb. 1.62. FREFarbstoffabstandsabhangigkeifA) Schematische Darstellung der Anregungszusténde
wahrend eines ForsteResonanEnergieTransfersS ist der Grundzustand, 8er erste angeregte Zustand.

VR stellt die vibronische Relaxation dar, bei der die Energie strahlungsfrei abgegeben wird. A: Anregung. F:
Fluoreszenz. (B) Verdeutlichung der Abhéngigteit FREIEffizienzvon der FarbstoffdistanzRy ist der
Forsterradius und stellt den Farbstoffabstand dar, bei dem die HfEienz 50% betragt.

Dieser findetbei einemFarbstoffabstand von zwei bis zehn Nanometer statt, sofern die
Dipolmomente dieser nicht senkrechtzueinander sind®® Die Effizienz des
Energietbertrag& hangt zum einen vom Abstand der Farbstoffe zueinan&8gutd den

spezifischen Eigenschaften deweiligenDonorAkzeptorPaaresab.
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1.7.

0 ——- (1)

Ry ist der Forsterradius, welcher di@istanz der Farbstoffe beschreibt, bei der die FRET
Effizienz 50% betragt, und berechnet sich aus dem Uberlappungsihtdgs Donor

Emissionsspekiims mit dem AkzepteAbsorptionsspektrum

Y Q- Q )

v = = = =

Y A (p : Quantenausbeute des Donors (Quotient aus absorbierten und emittierten
t K202y Syoz b Y ! @23 RNR 2yadlyidsSs %: Y . N
Orientierungsfaktor (Orientierung der Farbstoffdipole zueinandds 2/3 angenommen

bei uneingeschranktdd w2 G GA2yY aFNBAKSA UGV Za :<molekularery NB 3 dzy
Extinktionskoeffizient des Akzeptors, :fEmissionsspektrum des Donors in Abhangigkeit
der Wellenlangé3®

Fluoreszenzbasierte Einzelmolekilmessungen

Die Integration zweier Farbstoffe in ein biologisches Makromolekil oder einen Komplex an
distinkten Positionen erlaubdie Bestimmung der Absténde beider Fluginore durch die
Bestimmung der FRE¥Effizienz In dieser Arbeit wurde dazu ein konfokales
Einzelmolekulfluoreszenzmikroskop mit alternierender Laseranregung verweAds.
1.6-3). Dabei werden Donerund Akzeptoranregungslicht durch einen akusfatisch
steuerbaren Filter §cousteoptical tunable filter AOTF) alterniert, sodass sowohl Donor als
auch Akzeptor eineKomplexeswahrend der Diffusion durch den Anregungsbereich
mehrfach separat angeregt werden. Das Anregungsvolumen wird begrenzt, indem ein
Objektivmit hoher numerischer Appertuitas Lichbeugungbegrenzt auf einen einzelnen
Bereich in Losung fokussiert. Durch &®dterung der Fluoreszenz durch eine Lochblende
mit nachfolgenderAuftrennung derSignale von Donor und Akzeptor durch dichroitische
Strahlteilersowie der Verwendung von Emissionsfiltemrd die separateDetektion von
Donor und Akzeptorfluoreszenz ohnéDetektion des Anregungslichtesnit einer
AvalanchePhotodiode(APD)ermdoglicht139:140
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Anregungs- .
volumen
Objektiv —
¢ ™
Dichroider Spiegel — < gﬂ
I* =
P Laser
Lochblende — x :
Linse —< >
Dichroider Spiegel — . 3
Filter — _
Abb. 17-1. ALEXFREAMikroska. Schematische Darstellung eines konfokalen

Einzelmolekilfuoreszenzmikroskops mit alternierender Laseranregung. APD: Avalanche Phot@itEe.

acousteoptical tunableFilter.

Durch die alternierende Laseranregung kénnen fir jedes einzelne Molekul zwei GroRR3en
bestimmt werden. Dies ist zum einetler FREEffizienzwertgE der die Effizienz der
Energietbertragung von Donorauf Akzeptorfarbstoff beschreibt, zum anderen der
Stochionetriewert S der das stochiometrische Verhltnis der Farbstoffegmmessenen
Molekdl angibt.
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mit Dex: Anregungslicht fur den Dono#ex: Anregungslicht fur den Akzeptor.

Die Kombination beider Werte er6ffnet die Moglighk die Spezia mit einem einzelnen
Flourophorvon den Spezie mit einem FREPaar zu sortierensodass auch Spenienit
geringem Anteil an allen gemessenen Molekuiilen separat betrachtet werden kéfihén.

Ein mit einem Farbstoff versehenes Molekil, welches der Molekularbewegung nach Brown
in der Probenkammer unterliegt, wird beim Passieren kl@sfokalenAnregungsvolumens
mehrfach den beiden Anregungslasern ausgesetzt. Die Detektion des emittierten
Fluoreszenzlichtes findet durch separate Detektion jedes einzelnen Photons statt. Die
Unterscheidung eines Molekulsignals von Hintergrundsignalen erfolgt ddrehall-
photonburstsearchMethode. Dieseidentifiziert ein Molekdlsignal, indem innerhalb eines
ZeitbereichsT mindestensL sukzessive Photonen mindesteis benachbarte Photonen
aufweisent*® Die Detektion der Molekilsignale erfolgt getrennt fiir Akzeptand
Donorfarbstoffe.

Konfokale Einzelmolekiiforeszenzspektroskopi&ann sowohlfir Proben angewendet
werden, die frei in Loésung diffundieren, als audiir immobilisierte Proben.
Immobilisierung kann beispielsweise durch Antikérper odemBiotin-Neutravidin
Wechselwirkung der Proben mit der Probenkasmmerfolgen®” Dadurch wird die
Betrachtung der Fluoreszenzfatbe und damit assoziierter Zustande (z.B. Assoziation
oder Dissoziationvon Untereinheiten eines Komplexes, Konformationswechsel eines
Proteins oder Proteinkomplexes, Bewegung eines Molekils entlang eines- DNA
Strang$3”14414y Uiber langere Zeitraume als bei frei diffundiedem Proben moglich.Zu
diesem Zweck kandie Probenkammer mit einem die biologischen Makromolelddwie

die Farbstoffe nicht beeinflussenden Passivierungsreagenz, wie z.B. Rinderdeumin

(bovine serum albumiBSA), passiviert werden.
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Abb. 1.72. ALEXTIRFMikroskop. Schematische Darstellung eingstal Internal Reflectiorfluorescence

Mikroskops mit alternierender Laseranregung.

Das geringe Anregungsvolumen eines konfokalen MikroskiopsBereich weniger
Femtoliter lasst nur die Betrachtung einzelner immilerter Molekile zu. Die
gleichzeitigeBetrachtung mehrerer immobilisierter Molektle wird durch die Verwendung
eines auf totaler interner Reflexion basierenden Fluoreszenzmikroskops (nternal
reflection fluorescence TIRF) ermdglicht. Diese Mikrokope gehdren zu den
Weitfeldmikroskopen und nutzen Laser zur Illumination einer Flache von mehreren
Mikrometern Durchmessemit anschlielBenderDetektion des Fluoreszenzlichtegurch
charge coupled devic€CCDDetektoren'*® Das Anregungslicht wird bei dieser Technik
zunachst durch eine Linse fokussiert und von einem Prisma gebrochen. Der Einfallswinkel
des Anregungslichts muss dabei gro3er als 63° sein, ustérligvon der von der Probe
abgewandten Seitaeflektiert zu werden.Es entsteht daberauf der Probenseite ein
evaneszentes, exponentiebklingendes Feld, welches nur Farbstoffmolekiile nahe an der
Oberflache anregtAuf diese Weise ist die Betrachtueger grél3eren Flache und damit
Anzahl an immobilisierten Molekulen als mit einem konfokalen Mikroskop maéglich.
Gleichzeitig ist durch die Detektionstechnik ein TVMRroskop auf eine Zeitauflosung im

Bereich von Millisekunden oder langer beschréankt, vealrauf konfokalen Techniken
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beruhende Mikroskopeim Bereich von Nanosekunden detektieren kénnen. Allen
Techniken gemein ist die Problematik von unspezifischen Wechselwirkungen der Proben
mit den Oberflachen der Probenkammern, welche bei inkorrekter Imhsdyiung
zusatzlich mit den Farbstoffen interagieren konriéh#6

Wechselwirkungen der Farbstoffe mited Umgebung kdnnen allerdings auch genutzt
werden, um weitere Informationerau gewinnen. Die Techniroteinrinduced fluorescence
enhancementiPIFE) nutzt die Verdnderungen der Quanmigsbeute der Farbstoffgruppe

der Cyaninfluorophore in Abhangigkeit von der jeweiligen Mikroumgebung des Farbstoffs.
Sterische Hinderung des Farbstoffs durch Proteinwechselwirkungen verzogert die
Photoisomerisierung in ein fluoreszenzinaktives, angeregtessmér, sodass die
Fluoreszenzintensitat gesteigert wird, ohne die sonstigen Eigenschaften des Farbstoffs zu
verdndern. Dieses Verhalten des Farbstoffs verandert den Stochiometriewert des FRET
Paares, an dem der Cyaninfluorophor beteiligt ist, und kann tsomisétzliche
Informationen Uber die direkte Umgebung des Farbstoffs liefern, zusatzlich zum FRET
Effizienzwert, welcher in der gleichen Messuhmormationen tber den Abstand der
beiden Farbstoffe zueinander liefef’!

Weitere Informationen konen durch Verwendung gepulster Laser mit zeitlicher
Verschiebungzueinander gewonnen werden. Bei dePRulsed interleaved excitation
Verfahren (PIE) wird die Probe zunachst durch einen gepulsten Laser mehrfach angereqgt,
dzY yIF OK SAYySNI +SNI | 3SNHzy3a . @2y SAySY 1T 6SA(
erfolgt jeweils nu die Anregunggines FarbstoffR dzZNOK SAy Sy [ aSNX» 5AS
so gewahlt, dass alle emittierten Photonen nach Anregung detektiert werden konnen,
bevor die Anregung durch den jeweils anderen Laser beghitiiels dieses Vorgehesist

die eindeutige Zuordnung der Herkunft (Anregungsquelle) eines emittierten Photons durch
Bestimmung des Detektionszeitpunktes (Zuordnung des Detektorkanals) moglich, sodass
vom Donoranregungslicht angeregte Akzeptorfarbstoffe aus der weiteren Betrachtung
heraugefiltert werden konnen. Durch die getrennte Betrachtung der Fluoreszenz unter
direkter Anregung des Donors und des Akzeptors kénnemit dieser Methode
Molekile anhand ihrer Farbstoffspezien, alder Existenz von einem oder zwei bzw.
mehreren Fluorophorenahnlich der ALEMethode sortiert werden. Die stark erhohte
Frequenz der Anregungsalternierung von PIE (ca. 5 MHz, Erh6hung mdglich) im Vergleich

zu ALEX (ca. 10 kHz) ermodlidesweiterendie zusétzliche Nutzung vdiuorescence
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correlation spectrosquy (FCS) unfluorescence crossorrelation spectroscopfFCCS)FCS

nutzt eine Autokorrelationsfunktion zur Betrachtung der temporalen Abhangigkeit der
Fluktuation eines Fluoreszenzsignals. Diese Fluktuationen entstehen durch Veranderungen
in der Umgebug des mit einem zu beobachtenden Molekils assoziierten Fluorophors,
sodass Aussagen uUbeaktiven Transport, Diffusion oder anomaler Diffusion sowie
intermolekularer Vorgange wie Bindungskinetiken von EBtr&ingen getroffen werden
kénnen. Der Vergleich zwer Autokorrelationsfunktionen in FCCS ermdglicht eine
Zeitauflosung im Bereich unterhalb von Mikrosekunden und damit die Betrachtung von

Vorgangengdie mit ALEX lediglich einen Mittelwert der Zustande ergeben wiitderi&0

0,5-

FRET-Population

Stochiometrie-Wert S

|
) 0,5 1

FRET-Wert E

Abb. 17-3. Molekulsortierung.Veranschaulichung der Sortierung von Molekilen durch Kombination von
Stdchiometrie und FREWert. Eine Trennung der Spegianit geringem FREWert von einer Spezies, die
nur den Donor tragt, ist ohn&tdchiometriewert nicht eindeutig mdglich. DasSHistogramm zeigt die
Auftrennung in die verschiedenen Spezienit einem Farbstoff sowie zwei FREdpulationen. Die
gestrichelte Linie zeigt die Isolierung der FREpulationen durch Extraktion aller von diesen Linien

eingeschlossenen Messwerte.

1.8. Ortsspezifische Markierung von Proteinen

30



Sofern Konformationsdnderungen eines Proteins betrachtet werden sollen, muss
mindestens ein Fluorophandas Protein ortsspezifisadekoppeltwerden. Dies kann tber
markierte Cofaktoren erfolgen, sofern diese wéahrend der Messung stabil gebunden
bleiben15%!53 Alternativ dazu ist eine Maleimid€opplung eines Farbstoffs mit der
Thiolgruppe eine€ysteins moglich. Diese Methode kann nur dann ortsspezifisch werden,
wenn genau ein Cystein im Protein vorlié¥t!®® Diese Limitierung kann mittels des
AmberSuppressoierfahren umgangen werderDurch ortsgerichtete Mutagenese mit
zusatzlicher Prasenz des Aminoa&®MNASynthetase/Suppressor tRNRaares aus Mj kann
eine unnatirliche Aminosaurmit einzigartigen chemischen Verhaltespezifisch in das
vollstandige Protein integriert werdel?%'>° Dazu wird das Codon, das flr die durch die
unnatdrliche Aminoséure zu ersetzende urspriingliche Aminosaure codiert, zum Amber
StoppCodon, TAG, mutiert. IMethanocaldococcugannaschiicodiert dieses Codon fur

die Amirosaure Tyrosin, wahrend es i colizur Rekrutierung des Abbruchfaktors RF1
und damit zum Abbruch der Translation fuik¢:161 Die Methanocaldococcus jannaschii
TyrosyitRNASynthetase (MjTyrRS) amkuagyliert keine endogeneE. cohtRNA mit
Tyrosin®” Mutationsversuche mitPositivselektion anhand der Vervollstandigung der
Chloramphenicolacyltransferase mider zum Medium hinzugefligte unnatuirlichen
Aminosaure und damit einhergehender Resistenz gegen Chloramphenicol sowie
Negativselektionmit einem von unnaturlichen Aminsoduren freien Mediudurch
Aussortierung aller Zelllinien, welche den unerwinschten Einbau einer endogenen
Aminosaurein ein toxisches Gemit AmberStoppCodondurchfiihren, ergaben mutierte
MjTyrRSVarianten Expression der korrespondierenden tRNA ermdglicht deren
Aminoacylierung mit der unnattrlichen Aminosaure sowie nachfolgermtsgerichteten
Einbau orthogonal zum Aber-StoppCodon wéahrend der Translation in das
Protein157:162.163 Djeser Prozess steht in Konkurrenz zum Translationsabbruch durch
Rekrutierung von RF1. Dies fuhrt zum einen zur Expression unvollstandigen®, in die

die unmatirliche Aminosaure nicht inggiert werden konnte. Zum anderen interferiert der
Mechanismus mit den endogenen AmketoppCodons vork. coli Inaktivierung von RF1

ist lethal fur E.coli.!®* Es existieren mehrere Moglichkeiten, dieses ProbifmKorkurrenz

von RF1 und Einbau der unnatUrlichen Aminosdure umgehen oderzumindest
einzuschranken. Die Expression von sieben essentiellen Genen Uber ein Plasmid ermdglicht

die Inaktivierung von RP#$ Die Mutation von Threonir246 zuAlaninim Abbruchfaktor

31



RF2 ermdglicht die volistandige Inaktivierung von ,Réddass die Ausbeuten von
mutierten Proteinen mit integrierter unnatirlicher Aminoséure gesteigert werden

konnten.160

Auch die Ersetzung aller 314 endogenen ArfbEnp-Codons durch das Och&opp

Codon TAA ermdglicht die Elimination von RF1 und somit zu einer

Auszutauschendes Amber-Stop-
Codon Codon

Ortsgerichtete
M utagenese

Plasmid Plasmid

Transkription Transkription

Translation

AUC

——__UAG___— —_URG___—

Translation T
AUC
Mutiertes Protein mit
ortsspezifisch integrierter

@ unnatiirlicher Aminosaure

Unvollstdndig exprimiertes Protein
mit Translationsabbruch durch RF1
am Amber-Stopp-Codon

Suppresor-tRNA

Abb. 1.8-1. Einbau einer unnatirlichen Aminosaumgttels der AmbetfSuppressofStrategie (rechtefTeil)

und Darstellung des Abbruchs der Translation durch(iRiker Teil)

ungehinderten Nutzung des Amb8toppCodons fir den Einbau unnatirlicher
Aminosauren-®® Steigerung der Integrationseffizienz der unnatirlichen Aminosaure ohne

Inaktivierungvon RF1 oder Mutation der endogenen Ami&toppCodons wurde durch
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die Kombination eines konstitutiven glA*omoters sowie einesrabinoseinduzierbaren
araBADBPromoters erreicht. Dies ermdoglicht die Bereitstellung basaler Mengen an
AminoacytRNASynthetase zum Zeitpunkt der Induktioler Expression des Zielproteins
mit geringfigigem Einfluss auf die Vitalitdt der Zellemdhrend fii eine effiziente
Integration der unnatirlichen Aminosdure notwendige Mengen an Amind&yA

Synthetase durch Induktion mit Arabinose gesichert werthén

Zusatzlich zum System aMthanocaldococcus jannaschiird auch dasviethanosarcina
barkeri/Methanosarcina mazdvylS/PylPaar fir die Erweiterung des genetischen Codes
von E. coligenutzt!62

Je nach geforderter Anwendung steht eine Vielzahl an unnatirlichen Aminosauren bereit.
Diee ermdglichen die U¥dktivierte Quervernetzung von Proteinen oder Proteigand
Komplexen, den gezielten Einbau acetylierter Lysine zur Untersuchung von
Stoffwechselproteinen, die Integration von Phosphoserin zur Untersuchung von
phosphorylierungsabhéngigen Protdfmoteininteraktionen, die Bereitstellung von
AntikbrperMedikamentTransportsysteran zur Behandlung von Krebszellen, die
Steigerung von Enzymaktivitaten, die Schaffung photoinduzierbarer Kinasen durch
Deaktivierung der Uber unnatirliche Aminosduren gebundenen Inhibitordie
Etablierung neuartiger, katalytischer Enzymfunktiondig ortsgerichtete Integration von
fluoreszierenden Aminosauren sowk®pplung organischer Farbstoffe an die Seitenkette
einer unnatirlichen Aminosaure unter bioorthogonalen Bedinguntjétf.’:168

Von besonderer Bedeutung fludie Einzelmolekilfloureszenzspektroskopist die
Integration einer unnatirlichen Aminosaure, deren chemisch einzigartige Seitenkette die
ortsspezifischeKopplung einesorganischen Farbstoffs unter milden, bioorttorglen
Bedingungen ermdglicht.

Ein Fluorophor, der eine Phosphingruppe tragt, kann in einer bioorthogonalen Staudinger
BertozziLigation an eine unnatirliche Aminosaure mit einer AzidgruppeeirSeitenkette
gebunden werdert>*16® Weder Azid noch Phosphingruppen existieren in natirlichen
Biomolektilen, noch reagieren diese Gruppen unspehifister milden Bedingungen mit
natirlichen Biomolekilen. Die StaudingertozziLigation findet ohne Zusatz von

Katalysatoren und organischen Losemitteln statt. Temperaturerhbhung sowie stark
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erhohte oder gesenkte pMerte sind fir die Reaktion nicht noemdig. 159169

NH-Farbstoff

Phosphin-
+ Farbstoff

O?.ﬂ ﬁn GPQ

Abb. 18-2. Reaktionsgleichung der StaudinggertozziLigation.p-AzideL-phenylalanine reagiert mit einem
Farbstoff, der eine reaktivBhosphingruppe tragt. Die Reaktion ist hochspezifisch, findet im wassrigen Milieu

bei Raumtemperatur statt und bendétigt keinen Katalysator, sodass die Bioorthogonalitat gewéhrleistet ist.

Zusatzlich zur Stauding8ertozziLigation, welche eine Phosphigpe und eine
Azidgruppe bendtigt, ist die Kopplung eines Farbstoffs mit terminaler Alkingruppe an eine
Aminosaure mit Azidgruppm einer 1,3dipolaren Cycloadditioricoppercatalysed azide
alkyne cycloaddition CuAAQ zu nennen welche ebenfalls unter iden pH und
Temperaturbedingungen stattfinde allerdings einen CGlKatalysator benotigt’® Die
Entfernung des Kupferkatalysators nach der Reaktion sowie die Toxizitat des Katalysators
fur diverse Zelllinien macht diese Methode den katalysatorfreien Techniken allerdings
unterlegen!’* Durch Nutzung von gespannnten Cyclooctinderivateannk der
Kupferkatalysator eliminiert werdet/s173 Weitere Methoden umfassen die Nutzung von
Palladium oder Rutheniumkatalysatoren sowie die {dMtivierte TetrazolAlken
Kopplungt’*

Von geringerer Bedeutung fur die konformationelle Untersuchung eines einzelnen Enzyms
sind fluoreszierende Protedrwie das green fluorescing protein (GE#)la dieseaufgrund

der Notwendigkeit der Coexpressi@ntweder terminal am Zielprotein lokalisiert sind
oder durch die zuvor besprochenen Mdglichkeiten gekoppelt werden missen.
Desweiteren sind groRenbedingt Wechselwirkungen mit dem Zisdprau beachten. Die
Helligkeit der fluoreszierenden Proteine ist erheblich niedriger als die der organischen
Farbstoffe!3”152 In der vorliegaden Arbeit wurden nur organische Fluorophore

verwendet.

1.9. Zielsetzung
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Das Ziel dieser Arbeist die biochemische Charakterisierung des Argondeiteteins aus
Methanocaldococcus jannasclsbwie die Etablierung eindvlethode zur Aufklarung der
strukturelHfunktionellen Beziehungen innerhalb des Proteim&hrend der Bindung von
einzel und doppelstrangiger Nukleinsduretm Zentrum standen die Fragewp und
welche Substrate auf welche Weise prozessiert weraea das Proteinn die Gruppe der
prokaryotischen Argonauten eingegliedert werden kamnmelche Funktion MjAgom
Organismus  Methanocaldococcus jannaschii  wahrnimmt, und welche
Konformationsanderungen des Proteins bei Bindung seiner Substrate auftreten

Die dafur etablieten Bindungs und Aktivitatsstudien zeigten, dass auch Nukleinsauren
stabil gebunden werden, die nicht prozessiert werdenvariationen der
Substratkomposition zeigten bisher einmalige Prozessierungsmechanismen und
charakterisieren MjAgo damit als einziggen Vertreter der ArgonautEamilie mit der
Fahigkeit, eine Selbstbeschleunigung des Abbaus invasiver genetischer Elemente durch
den Ubergang von einem unspezifischen zu einem spezifisemelonukleolytischen
Mechanismugurchzufihren. Strukturelle Dategewonnen durch EinzelmolekEbrster
ResonanEnergieTransfetechniken und ermaoglicht durchortsgerichtete Integration
unnatdrlicher Aminosauren in  dasProtein mit nachfolgender spezifischer
Fluorophormarkierung belegten nukleinsdurabhangige Konformationswechsel des
Proteins Damit wurde eine Methode etabliert, die die Nachverfolgung Besitionierung
der Nukleinsduren in Relation zu den einzelnen Domanen ermogsatbiochemische
Charakterisierung und die dafir etablierten Techniken eriotign erstmals fundierte

Vermutungen, welche Rolle die Familie der Argonauten in eiAechaeon einnimmi.

2. Material

2.1.Medien
2.1.1. Lysogeny Broth [LBYledium

20 g/L Trypton
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2.1.1.

15 g/L Hefeextrakt

8 g/L NaCl

0,8% (v/v) Glgerin
Sterilisation durchAutoklavieren
M9-Minimalmedium
0.4% Glkose

2 mM MgGJ

0,1 M CagGl

3 nM (NH)sM07024

400 nM HBG

30 nM CoGl

10 nM CuS®

80 nM MnCl

20 NnM ZnS©®

2 mg/mL Thiamin

0,4 mg/mL Cholinchlorid
0,5 mg/mL Folsaure
0,5 mg/mL Nicotinamid
1 mg/mL Myoinositol

1 mg/mLPyridoxal
0,05 mg/mL Riboflavin

1 mg/mL Biotin
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Sterilisation durch Sterilfiltration, Porendurchmessesd-ilter9,45um, GE

Healthcare Life Sciences
2.1.2. Super Optimal Broth [SOBYledium

20 g/L Trypton

5 g/L Hefeextrakt

10 mM NacCl

2.5 mM KClI

10 mM MgGl

10 mMMgSQ

pH 75

Steril bezogen voNew England BioLabs GmbH
2.1.3. Super Optimal Brothmit katabolischer Repressior§OC-Medium

20 g/L Trypton

5 g/L Hefeextrakt

10 mM NacCl

2.5 mM KCI

10 mM MgGl

10 mM MgS@

20 mM Glkose

pH 7,5

Steril bezogen voNew England BioLabs GmbH

2.2. Antibiotika (1000x Stammlosung)

Chloramphenicol
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25 mg/mL in Ethanol
Ampicillin
100 mg/mL in Wasser

Sterilisation durch Sterilfiltration, Porendurchmessless Filter€,45um, GE
Healthcare Life Sciences

2.3. Induktionsmittel (1000xStammldsung)

Sterilisation durclSterilfiltration, Porendurchmesseles Filter9,45um, GE
Healthcare Life Sciences

Arabinose
20% (w/v) in Wasser
Isopropyh -D-thiogalactopyranosid
1 M in Wasser

2.4. Puffer fur Gelelektrophoresen

Alle Puffer wurden mit einerfilter mit einem Porendurchmesser vo5um, GE
Healthcare Life Sciencegfiltert.

10x LaemmHL_aufpuffer
240 mM Tris(hydroxyethyl)aminomethan [Tris], pH 3,
1,92 M Glycin
35 mM Natriumdodecylsulfat
10x Nativer Laemmlid.aufpuffer
240 mM Tris, pH,8
1,92 M Glycin
50x TrisAcetatEDTA [TAEPuffer

2 M TrisHC| pH 80
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1 M Essigsaure
50 mM Ethygndiamintetraessigsaure [EDTA]
10x TrisBoratEDTA [TBERuffer
893 mM TrisHCI, pH 8,3
890 mM Borsaure
27 mM EDTA
10x TowbinTransferpuffer
24 mM Tris, pH 8,
192 mM Glycin
Anodenpuffer fur WesternBlot
TowbinTransferpuffer mit 15% (v/v) Ethanol
Kathodenpuffer fur WesternBlot
TowbinTransferpuffer mit 0.1% (w/v) Natriumdodecylsulfat
TBST
50 mM TrisHCI, pH 7,6
150 mM NacCl
0,05% (w/v) Tween 20
Blockierlésungur WesternBlot
TBST
5% (w/v) Casein
2x SDSAGH_adepuffer nach Laemmli

0,125 M TrisHC] pH 68
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20% (v/v) Glzerin
4% (w/w) Natriumdodecylsulfat
4% (viv) 2Mercaptoethanol
0,02% (w/w) Bromphenolblau
6x DNA Ladepuffer fur Agarosegelelektrophorese
10 mMTrisHC| pH 75
0,03% (w/w) Bromphenolblau
60% Glgerin

6 mM EDTA

2x RNALadepuffer fur denaturierende HarnstofPolyacrylamidGelelektrophorese

95% (v/v) Formamid
0,02% (w/v) Natriumdodecyclsulfat
0,02% (w/v) Bromphenolblau
0,01% (w/v) Xylencyanol
1 mMEDTA

2x Ficoll40eLadepuffer
125 mM TrisHC| pH 68

5% Ficoll 400

2.5. Farbelbésungen
Coomassiefarbeldsung

0,1% (w/v) CoomassiBrilliantblau R
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10% (v/v) Essigsaure

40% (v/v) Ethanol
Coomassieentfarbeldsung

20% (v/v) Ethanol

10% (v/v) Essigsaure

2.6. Puffer fur FPL®asierte Chromatographien, Aufschluss, Aktivitat8indungs und
Einzelmolekulfloureszenzenergietransfegrsuche

Natriumchlorid-Glyzerin-TrisPuffer (NaGIPuffer)
100 mM NacCl
50 mM TrisHC| pH 74
10% Glyerin

1 mM MgCJ

2.7.Verwendete Oligonukleotide
Folgende, HPL@ereinigte und von EurofiflglWG bezogenen Oligonukleotide

wurden verwendet:

Tah 2.7-1. Verwendetd_eitstrangNukleinsauren.

Konstruktbezeichnung ‘ Sequenz Position Nukleotic ’ Farbstoff‘ Farbstof- ’
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des anzahl position
Phosphats
LeitstrangRNA 5-P-UGAGGUAGUAGGUUGUATAGU 5-Ende 21
T-Leitstrang 5-P-TGAGGTAGTAGGTTGTATAGT 5-Ende 21 -
G-Leitstrang 5-P-GGAGGTAGTAGGTTGTATAGT 5-Ende 21 -
GlLeitstrang 5-P-CGAGGTAGTAGGTTGTATAGT 5-Ende 21 -
A-Leitstrang 5-P-AGAGGTAGTAGGTTGTATAGT 5-Ende 21 -
GGClLeitstrang 5-P-GCAGGTAGTAGGTTGTATAGT 5-Ende 21 -
GALeitstrang 5-P-GAAGGTAGTAGGTTGTATAGT 5-Ende 21 -
GTLeitstrang 5-P-GTAGGTAGTAGGTTGTATAGT 5-Ende 21 -
13 ntLeitstrang 5-P-TGAGGTAGTAGGT 5-Ende 13 -
15 ntLeitstrang 5-P-TGAGGTAGTAGGTTG 5-Ende 15 -
17 ntLeitstrang 5-P-TGAGGTAGTAGGTTGTA 5-Ende 17 -—-
19 ntLeitstrang 5-P-TGAGGTAGTAGGTTGTATA 5-Ende 19 -
23 ntLeitstrang 5-P-TGAGGTAGTAGGTTGTATACTAG 5-Ende 23 -
41 ntLeitstrang 5'- 5-Ende 41 ---
ACGGACATTACGAGGTAGTAGGTTGTATAGTCTT]
Leitstrang-P 5-TGAGGTAGTAGGTTGTATAGT 21 -
3'AFLeitstrang 5-P-TGAGGTAGTAGGTTGTATAGT 5-Ende 21 Atto550 | 3-Ende
p13AT-Leitstrang 5-P-TGAGGTAGTAGGTTGTATAGT 5-Ende 21 Atto550 | 13
pl4AT-Leitstrang 5-P-TGAGGTAGTAGGTTGTATAGT 5-Ende 21 Atto550 | 14
p18AT-Leitstrang 5-P-TGAGGTAGTAGGTTGTATAGT 5-Ende 21 Atto550 | 18
p18AT-RNA 5-P-UGAGGUAGUAGGUUGUATAGU 5-Ende 21 Atto550 | 18
as2B TLeitstrang 5-P-TAGAGGTACGTGCTGAGGCTT 5-Ende 21 -
as2B G_eitstrang 5-P-GAGAGGTACGTGCTGAGGCTT 5-Ende 21
as2B TLeitstrang-P 5-TAGAGGTACGTGCTGAGGCTT 21 ---
as2B @ eitstrang-P 5-GAGAGGTACGTGCTGAGGCTT 21
siLuc TLeitstrang 5'-P-TATTCTATCCGCTGGAAGATG 5-Ende 21 ---
siLuc @ eitstrang 5-P-GATTCTATCCGCTGGAAGATG 5-Ende 21 -
TT-Leitstrang vorwarts | p QACCTATAGTGAGTCGTATTA 5-Ende 20 -
TT-Leitstrang rickwarts | p QITCACAATTCCCCCATAGTG 5-Ende 20 -
Tah 2.7-2. VerwendeteZielstrangNukleinsauren
Konstruktbezeichnung Sequenz Position Nukleotid | Farbstoff | Farbstoff
des anzahl position
Phosphats
ZielstrangRNA 5'-P- UAUACAACCUACUACCUCGU 20
ZielstrangRNA p17 5-UAUACAACCUACUACCTCGU - 20 TAMRA | 17
TAMRA
Let7Zielstrang 5-TATACAACCTACTACCTCGT - 20
pl7-AFZielstrang 5-TATACAACCTACTACCTCGT - 20 Alexa647| 17
Zielstrang3'P 5-P-TATACAACCTACTACCTCGT 3-Ende 20 Alexa647| 17
pl7-AR5'P 5'-P-TATACAACCTACTACCTCGT 5-Ende 20 Alexa647| 17
p3-ARZielstrang 5-P- TATACAACCTACTACCTCGT --- 20 Alexa647| 3
41 nt5'AFRZielstrang | 5'- -- 41 Alexa647| 5-Ende
AGGTGATAAGACTATACAACCTACTACCTCGTAA|
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41 ntp37-Zielstrang 5'- --- 41 Alexa647| 37
AGGTGATAAGACTATACAACCTACTACCTCGTAA|

Zielstrangl 7f 5-TATACAACTCACTACCTCGT - 20 Alexa647| 17
as2b pleAr 5-GCCTCAGCACGTACCTCTATT 21 Alexa647| 18
Zielstrang

as2b p4AFZielstrang | 5-GCCTCAGCACGTACCTCTATT - 21 Alexa647| 4
as2bZielstrang5'-P 5-P-GCCTCAGCACGTACCTCTATT 5-Ende 21 Alexa647| 18
as2bZielstrang3'-P 5-GCCTCAGCACGTACCTEHATT 3-Ende 21 Alexa647| 18
siLucZielstrang 5-TCTTCCAGCGGATAGAATTA - 20 Alexa647| 18
siLucZielstrang3'P 5-TCTTCCAGCGGATAGAATTA 3-Ende 20 Alexa647| 18

2.8.Verwendete Plasmide

Alle Plasmide wurdegemal3 Punkt 2.1ausE.

Tah 2.8-1. Verwendete Plasmide.

coligewonnen.

Konstruktbezeichnung| Vektor Vektorhersteller | Insert / ggf.Mutation Anmerkungen Resistenz

WT Expressiond#¢rm | pET101 Invitrogen MjAgo Gterminaler 6xHis | Ampicillin
Tag

WT Expression-&rm | pET151/D Invitrogen MjAgo N-terminaler6xHis | Ampicillin
Tag

N76AzF pET101 Invitrogen MjAgo/226A>T 228C>G Gterminaler 6xHis | Ampicillin
Tag

S221AzF pET101 Invitrogen MjAgo/662C>/A63T>G Gterminaler 6xHis | Ampicillin
Tag

1410AzF pET101 Invitrogen MjAgo/1230A>T 1231T>A | Gterminaler 6xHis | Ampicillin

12327>G Tag

E541A pET101 Invitrogen MjAgo/541E>A Gterminaler 6xHis | Ampicillin
Tag

pGEXTK pGEX2TK F. Wernet™ MjSpt4/5 Ampicillin

pEvolmit Mj- pEvol Nach Young, 2010 | Chloramphenicol

aaRS/appressor tRNA
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2.10. Methanocaldococcus jannaschiirgonaute
GenelD: DSM2661
Berechnete molare Masse: 84,5 kDa
Anzahl Aminosauren: 713
Extinktionskoeffizient: 122510 ftm*

2.11. Gerételiste

Zentrifugen
Eppendorf Zentrifuge 5424 R
EppendorfZentrifuge 5418 R
Eppendorf, Zentrifuge 5810R
Beckman Coulter, Avant

Ultraschallsonde
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Bandelin, HD 2070
Spektrometer
WPA biowave, CO800@eIl Density Meter
Cary Eclipse, FluoremnzSpektrophotometer
ThermoScientific, Nanodrop
PegLab, NEL00O
Beckman, DU 640
Sterilbank
Heraeus, HLB 2448
Stromzufuhr flr Elektrophoresen
Bio-Rad, PowerPac Basic
Bio-Rad, PowerPac HV Hiloltage PoweBupply
Thermocycler
Eppendorf, Mastercycler gradient
MJ Research, PIX25 Peltier Thermal Cycler
Eppendorf, ThermoMixer C
Waage
Sartorius, Acculab
Sartorius, CP2202 S
Schttler
Labnet, Rocker 25

Infors, Multitron Pro
UV-Transilluminator

UVPBIioDoelt Imaging System
FPLC
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GE Healthcare, Akta Basic
GE Healthcare, Akta Explorer
GE Healthcare, Akta Purifier
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3. Methoden

Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle Schritte Raumtemperatudurchgefiuhrt.

3.1.Klonierung und Lagerung vd&. coli

3.1.1. Ortsgerichtete Mutageneseles MjAgeGens

Zur strukturelfunktionellen Untersuchung durch FRET von MjAgo unter verschiedenen
Bedingungen sollte das Protein ortsgerichtet mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt
werden. Die Mdglichkeit, dies Uber eine Ktyopg des Farbstoffs an die Sulfhydrylgruppe
der Cysteine durchzufiihref§}1>°schloss sich aus, da auf Gruresd/orhandenseins von 6
Cysteinen in MjAgo eine eindeutige, ortsgerichtete Farbstoffinkorporation nicht

durchfiihrbar war.

Infolge dessen wurde die Amb&uppressofStrategie angewendet. Dazu wird eine
Aminosaure des Proteins durch die gewlnschte unnafieliAminosdure ersetzt. Das
Codon, welches fir die urspriingliche Aminosaure codiert, wird zum ASiogpCodon

TAG mutiert. Dieses Codon codiertBn colinicht fur eine natiurliche Aminoséure und
wirde normalerweise zur Termination der Translation fuhrganr Unterdriickung dieses
Vorgangs wurde ein Paar amaitierter AminoacytRNASynthetase und SuppresstiRNA
[aaRS/tRNA] auBlethanocaldococcus jannascimi den E. coli-Expressionsstamm mittels

des pEvolpAzFPlasmids eingebracht. Dadurch werden aufis@ich die gewlnschten
tRNAs durch die orthogonalen aaRS aminoacyliert und demnach nur in Reaktion auf das

amberCodon die unnattirliche Aminosaure inkorporiét§s8.175

Das AmbeiStoppCodon TAG wurde durch ortsgerichtete Mutagenese mittels des
QuikChange |l sitdirected mutagenesis kit(Agilent) nach Herstellerangabermit
Verwendung der Polymeras@®fuUltra eingebracht Bei dieser Methode wird eine
Polymerasekettenreaktion pplymerase chain reactiopnPCR) des gesamten Plasmids
durchgefuhrt. Die dafir verwendeten Primer enthalten die gewinschte Mutation, die
daraus entstehenden Amplifikate kbnnen auf Grund des Fehlens einer Methylierung durch
Inkubation mit einer methylierungssensitiven DNase von denpliconen, sofern diese
eine entsprechende Methylierung aufweisen, getrennt werd@usatzlich kann displice
by-overlapMethode angewendet werderBei dieser Methode werdeAbschnitte des zu

mutierenden Gens anstatt eines vollstandigen Gens mit Pringenplifiziert, die die
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gewulnschte Sequenz enthalten, und anschliel3end das mutierte Gen in einen Vektor ligiert.
Das mutierte Gen wurde anschlieend in den pET1OXPOGVektor mit Gterminalem
6xHistidinTag kloniertDieser weist ein IPFRduzierbares LaoseOperon aufDaraufhin
konnte das mutierte Protein . coliBL21/DE3 exprimiert werdefi®17°Die Verifikatio

der erfolgreichen Mutation erfolgte durch Sequenzierung des relevanten

Plasmidabschnitts durch die Firma Eurofins MWG.
Die Mutanten N76AzF und 1410AzF wurden aus vorhergehenden Arbeiten erhalten.

Die Doppelmutante S221/1410AzF sowie S221AzF wurden nedn®. Dina Grohmann

hergestellt
3.1.2. Transformation von Plasmiden i&. coli

50 pL einer Kultur chemisdtompetenter, bei-80°C gelagerteE. CotZellen wurden auf

Eis fur 30 Minuten aufgetaut, mit 500 ng Plasmid versetzt und fur weitere 30 Minuten auf
Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte der Hitzeschock bei 42°C fur 30 Sekunden mit
nachfolgender Inkubation auf Eis fur zwei Minuten. Nach Zugabe von 500 HM&Dn
wurden die Zellen bei 37°C fur eine Stunde kultiviert und anschliel3end auf eihgaleB
Kulturplatte ausgebracht, um tber Nacht bei 37°C die Bildung einer sichtbaren Kolonie zu
ermdglichen. Die in der Platte enthaltenen Antibiotika gewahrten den fir die Selektion

notwendigen evolutionaren Druck und ermoéglichten die Isolierung transformiériexi.
3.1.3. Erstellung von Glyzerinkulturen zur Dauerlagerung

Zur Dauerlagerung wurden Kulturen in -MBdium mit dem entsprechenden
Selektionsmarker bis zu einer optischen Dichte von 1.0 kultiviertsteitlem Glycerin auf
eine Glycerinkonzentration von 408tgestellt, in flissigem Stickstoff schockgefrostet und

bei-80°C gelagert.

3.2. Gewinnung und Konzentrationsbestimmung von DNA

3.2.1. Extraktion von Plasmiden aus. coli
5 mL bzw. 100 mL LB mit dem entsprechenden Selektionsmarker wumiteeiner
Einzelkolonie midem entsprechend transformiertelk. coli5 | p dngeimpft und Uber
Nacht bei 37°Qunter schitteln bei 120 rpnkultiviert. Die Aufreinigung des Plasmids

erfolgte mit dem Qiagen Plasmid Mithizw. Midiprep Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben.

49



3.2.2. Extraktion genomscher DNA auMethanocaldococcus jannaschii

Die Extraktion genomischer DNA wurde mit dem DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) nach

Herstellerangabemus 2 gviethanocaldococcus jannasciiellmassealurchgefiihrt.

3.2.3. Genomische DNA auSulfolobus acidocaldariusnd Pyrococcus furiosus

Genomische DNA vo8. acidocaldariusvurde von der Arbeitsgruppe von Sonja Albers,

Albert-LudwigsUniversitat Freiburg, zur Verfigung gestellt.

Genomische DNA voR. furiosuswurde von der Arbeitsgruppe von Winfried Hauser,

Universitat Regensburg, zur Verfligung gestellt.
3.2.4. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren und Proteinen

Die Konzentration von Nukleinsauren und Proteinen wurde mittels Nanedesfahren
durch Absorption bi einer Wellenlange von 280 nm (Proteine) bzw. 260 nm

(Nukleinséduren) nach Betriebsanleitung des Gerateherstellers bestimmt.
3.2.5. DNAFallung

Zur  Reinigung  und Konzentrationserhbhung von  BNében  wurden

Natriumacetatfallungen durchgefihrt. Dazu wurde die Bd&ung mit 10% (V/V) an 3 M
Natriumacetatlosung und dem zweifachen Volumen an 70% Ethanollésung versetzt,
bei-80°C fur eine Stunde inkubiert und anschliel3end fur eine Stunde bei 4°C mit @000

zentrifugiert und damit pelletiert. Der Uberstand wurd@dann verworfen und das

doppelte urspringliche Probenvolumen an 70% Ethanolldsung zu der ausgefallenen DNA

gegeben. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 20.000 x g fur 45 Minuten bei 4°C wurde

der Uberstand verworfen und das DMp&llet bei 37°C getrockheAnschlieRend erfolgte

die Ricklésung in Wasser in einem geeigneten Volumen.

3.3. Expression
Alle Expressionen fanden ih colBL21/DE3tatt.
3.3.1. Wildtypprotein und MjAgo=>4A
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Zur Expression des MjAyWildtyps sowie der katalytischen Mutante MjAgémit wurde
mit Ampicillin(Endkonzentration 100 mg/Mersetztes LBAedium mit einer Glycerinkultur
vonE. colBL21/DES3, die das entsprechende Expressionsplasmid enthaitgaimpft und
bei 37°C Uber Nacht untexchitteln bei 120 rpmkultiviert. Die Exgessionskultur in LB
Medium mit Ampicillin wurde mitler Vorkultur auf eine optische Dichte von 0,1 angeimpft
und bei 37°C unter schitteln kultiviert. Bei Erreichen einer optischen Dichte vavuig2
die Expression mit IPT@&ndkonzentration 1 mM) indweait und die Kultur fur 12 Stunden

bei 37°C unter schitteln inkubiert.

3.3.2. MjAgo-Derivate mit unnattrlicher Aminosaure
Die Expression der mutierten MjAg@rianten beinhaltete die Integration der
unnatirlichen Aminosaure-pzidol-phenylalanin. Dazu wurde eirigbernachtkultur aus
10 mL LBMedium, versetzt mit Ampicilin (Selektionsmarker des MjAgo
Expressionsplasmids, Endkonzentration 100 tngfid Chloramphenicol (Selektionsmarker
des MfAminoacytRNASynthetase/Suppressor tRNFaarExpressionsplasmidsEVO£F,
Endkonzentration 25 mg/L), bei 37°C unter Schutteln bei 120ingwbiert. Diese Kultur
wurde am nachsten Tabei 6000 x gpelletiert und in 200mL M9-Minimalmedium,
versetzt mit Ampicillin und Chloramphenicwl der zuvor verwendeten Konzentration
Uberfuhrt. Dabei wurde eine optische Dichte von 0,1 eingestélich Kultivierung tber
Nacht bei 37°C unter Schutteln wurd®,5 Litereiner frischen M9-Minimalmediumkultur
mit Ampicillin und Chloramphenigahit den zuvor beschriebenen Endkonzentrationais
Expressionskultur angelegt und mit der vorhergehenden Ubernachtkultur auf eine
optische Dichte von 0,1 eingesteldie Kultivierung erfolgte bei 37°C unter schiitteln bei
120 rpm.Bei Erreichen einer optischen Dichte von 1,2 erfolgte die InduktidnlnmM
IPTG und0,02% Arabinose unter Zugabe von 50 mg/l-ApidelL-phenylalanin, die
Expression wurddei 37°C unter schitteln bei 120 rpm fir 12 Stundiemchgefihrt.
(nach'’®)

3.4. Extraktion und Purifikation von MjAgo

3.4.1. Zellaufschluss und Hitzedenaturierung dEr coliProteine
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Expressionskulturen wurden bei 6000 x g fur 20 min pelletiert und anschlieRend in NaGT
Puffer, versetzt mit 20 mM Imidazol, resuspendiert. Der Zellaufschluss erfoigtels

einer Ultraschallsonde bei einer Ausgangsleistung von 50 W in zwei Schritten flr insgesamt
15 Minuten mit anschlielBender Zentrifugation bei 10000 x g fur 45 Minuten. Der
Uberstand wurde anschlieBend abgenommen und zum Zwecke der Hitzedenaturigung

E. coliproteine bei 85°C (Wildtyp) beziehungsweise 75°KjAgo-Derivate mit
unnatirlicher Aminosaureund katalytischinaktive Mutante MjAgd>*') fir 45 min
(Wildtyp) beziehungsweise 30 min (Mutanten) inkubiert. Der Uberstand mit geléstem
MjAgo,welches auf Grund seiner Herkunft aus einem thermophilen Organismus eine hohe
Temperaturstabilitat aufweist, wurde nach erneuter Phasentrennung bei 15000 x g fur 45
Minuten abgenommen. Die endgiiltige Reinigung des MjRgueins erfolgte mittels

Immobiliserter-Metallionen-Affinitatschromatographie (IMAC).
3.4.2. Chromatographische Reinigung von MjAgo mittels IMAC

Das im zuvor hitzeinkubierten Zellextrakt befindliche Argonaute wurde mittels des
6xHistidinTags durch Chelatisierung der an der Saulenmatrix befiralicN?*-lonen
immobilisiert. Anschliel3end fand die Entfernung unspezifisch gebundener Proteine durch
Spulen der Saule mit Na@lffer, versetzt mit 20 mM Imidazol, fir 20 Saulenvolumina
statt. Die daraufhin erfolgte StofR3elution mit NaBiuiffer, versetzt mt 250 mM Imidazol,
ergab eine hochreine, konzentrierte ArgonatReoteinldsung. Die Proteindetektion
wahrend des gesamten Vorgangs fand UberABgorption bei 280 nm statt. Es wurde die
Séaule HisTRap HP von GE Healthcare LifeSciences (1 mL;Sépbeslsematrix)

verwendet.
3.4.3. Grolenausschlusschromatographie

GroRRenausschlusschromatographien nutzen die Unfahigkeit groRer Proteine,Pemge

in der S&aulenmatrix zu passieren, aus. Dadurch erfolgt eine Auftrennung einer
heterogenen Ldsung nach der Gro3e der dkaille. Dabei passieren kleine Molekile enge
Offnungen innerhalb der Gelmatrix und werden dadurch in ihrer Migration im Verhaltnis
zur Lauffront ausgebremst, wahrend diese Verlangsamung bei Molekilen, die
groRenbedingt weniger Offnungen passieren kénnengaringeren MafRe auftritt. GroRe

Molekile passieren somit die Saule schneller als kleine Molekile.
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Abb. 34.3-1. Schematische Darstellung der GréRenausssiclhwromatographie mit

Elutionsprofil.

In dieser Arbeit wurden alle GroRRenausschlusschromatographien mit der Superose 6
10/300 GL (GE Healthcare Life Sciences) mit einer Saulenmatrix aus quervernetzter
Agarose durchgefihrt. Als Laufpuffer diente der N&@ifer, frisch versetzt mit 10 mM

DTT, ki einer Flussgeschwindigkeit von 0.5 mL/min. Auch hier fand die Detektion der
Proteine Gber UMAbsorption bei 280 nm statt. Mit dieser Technik konnten Uberschissige,
ungebundene Farbstoffe, ungebundene DNA sowie Homiplexierte Proteine von DNA
ProteinKomplexen fur die Verwendung in Einzelmolekilmessungen getrennt weden.

Elutionsfraktionen wurdemwlabei in 0,5 miEraktionen aufgefangen.

3.5. Techniken fur Aktivitdts und Bindungsstudien von MjAgo

3.5.1. Native und denaturierende PolyacrylamidgelelektrophorefeAGE]
Polyacrylamidgelelektrophorese nutzt eine Gelmatrix zur Behinderung der Migration von
Makromolekuilenunter Beschleunigung durch ein elektrisches Feld. Die Beschleunigung
der jeweiligen Proteinspezies hangt im nativen Falle von der Lange der Aminosaureketten,
der Struktur des Proteins bzw. des Komplexes sowie von der durch dewepH
bestimmten Eigenladuy ab. Die Proteine sind in der denaturierenden Variante durch
Natriumdodecylsulfat linearisiert und weisen eine ihrer Lange proportionale Ladung auf,
sodass die Migration der Proteine direkt abhangig von ihrer Primérstruktur ist und
sekundare, tertiare seie quartare Strukturen keine Relevanz mehr aufweidéittels der
denaturierenden PAGE konnte eine Identifikation der Proteine durch ihr anhand des

Markers bestimmtes Molekulargewicht durchgefiuihrt werden. Desweiteren wurde die
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Reinheit der Proteinlésung  estimmbar. Native PAGE wurde far
Gelverzdgerungsexperimente genutzt.

Fur die denaturierende PAGE wurden die jeweiligen Proteinlosungen mHPS0GE
Ladepuffer versetzt, fir 5 Minuten bei 95°C inkubiert und anschlieRamddas Gel
geladen. Im Falle der naen PAGE wurden die Proben mit Ficold@@epuffer versetzt

und ohne weitere Behandlung dire&tf das Gegeladen. Die beladenen Gele liefen fur 50
Minuten bei 200V. Visualisierung der nativen Gele erfolgte Uber Fluoreszenzdetektion der
markierten Spees innerhalb der Probe. Die denaturierenden Gele wurden fur eine Stunde
mit Coomassiefarbelésung unter leichtem Schitteln inkubiert und anschlielend fir
mindestens eine Stunde unter leichtem Schitteln mit Coomassieentfarbelésung von

Uberschissigem Farbdgtdefreit.

DenaturiendePolyacrylamidgele wurden mit folgender Zusammensetzung angefertigt:
12% Trenngel in Wasser:
1 12% (w/v) BisAcrylamid/AcrylamidVerhaltnis 37,5:1, Rotiphorese 40, Carl
Roth GmbH & Co. KG)
1 400 mM TrisHC] pH 88
1 0,1% (w/v)Natriumdodecylsulfat
5% Sammelgel in Wasser:
1 5% (w/v) BisAcrylamid/AcrylamidVerhaltnis 37,5:1, Rotiphorese 40, Carl
Roth GmbH & Co. KG)
1 12,75 mM TrisHC] pH 68
1 0,1% (w/v)Natriumdodecylsulfat
Die Polymerisation wurde durch Zugabe vd8 Ammoniumpersuat und 0.1 %
Tetramethylethylendiamin gestartet.
Native Polyacrylamidgele wurden mit der gleichen Zusammensetzung wie denaturiende
Gele angefertigt, allerdings ohne Zusatz von Natriumdodecylsulfat.

3.5.2. Native und denaturierende Agarosegelelektrophorese

Zur analytischen Auftrennung von DNAagmenten im Auflésungsbereich grol3er als 100
Basenpaare wurde die Agarosegelelektrophorese eingesetzt. Dies betrifft im besonderen
PCRProdukte, Plasmide und Fragmente genomischer DNA, auch deren Abbauprodukte

nach Inkubabn mit MjAgo.
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0.5- 1% (v/v) Agarose in TARuffer wurden aufgekocht und anschlieend bis kurz vor
Erstarren abgekuhlt. Zur spateren Visualisierung der geladenen DNA wurde direkt vor dem
Guss Sybr Safe (Thermo Fisher Scientific, 1 uL/20 mL Agarosegetjegeben. Native
Proben wurden mit 1 pL FastDigest Green Buffer (Thermo Fisher Scientific) versetzt und

geladen. Das Gel lief sodann fiir 45 Minuten beV80

- e——— 2

Laufrichtung Molekulargewicht

—
L e

Abb. 35.2-1. Schematische Darstellung einer Gelelektrophorese. In diesem Schema wirchdagegangen,
dass die Molekile eine Ladung proportional zu ihrem Molekulargewicht aufweisen.

Denaturierende Gele wurden analog zu den nativen Gelen angefertigt, enthielten als
Denaturierungsreagenz zusatzlich 1 M Harnstoff sowohl in der Gellésung alsimuch

Laufpuffer. Die Proben hierfir wurden auf eine Harnstoffendkonzentration von 3 M
eingestellt und ebenfalls mit iL FastDigest Green Buffer geladen. Auch diese Gele liefen

fur 45 Minuten bei 80 V.

3.5.3. Denaturierende Harnstoffpolyacrylamidgelelektrophose mit
Sequenziergelen
Zur nukleotidgenauenAuftrennung von DNAund/oder RNAOligonukleotidenwurde
denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese eingesetitn eine nukleotidgenaue
Auftrennung erreichen zu kénnen, wird eine Sequenziergelapparatur (&=quiGT
Nucleic Acid Electrophoresis Cell, BioRad) mit einer Trennstrecke des Gels von 50 cm sowie

einer durch Verwendung von intensiver quervernetzender-Aig/lamid/Acrylamid
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Losung starker separierenden Gelmatrix genutzt. Zusatzlich findet eine Demangider
Probe, bestehend aus Nukleinsauren und Protein, durch Formamid, Harnstoff und eine
erhdhte Temperatur statt, um Wechselwirkungen der Probenkomponenten untereinander
und damit eine Veranderung des Laufverhaltens zu vermeiden.
Mittels dieser Metho& konnten die Reaktionsprodukte einer Prozessierung von
Nukleinsduren durch MjAgo untersucht werden. Die Auftragung der zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Reaktion entnommenen Proben lieR Riuckschlisse tUber den Einfluss der
Substrateigenschaften sowie ddReaktionsbedingungen auf die Prozessierung durch
MjAgo zu. Speziell Grol3e und Anzahl der entstehenden Produkte waren von besonderem
Interesse.
Denaturierende Harnstoffplyacrylamidgele im folgenden Sequenziergelgyurden mit
folgender Zusammensetzung afgrtigt:

1 15% (w/v) BiAcrylamid/Acrylamid(Verhaltnis 19:1, Rotiphorese 40, Carl

Roth GmbH & Co. KG)

1 89 mM Borsaure

1 89,3 mM TrispH 8,3

1 2,7mMEDTA

1 6 M Harnstoff

Das Gel wurde auf 30°C erhitzt und anschlie3end beladen. Die zu ladenden Proben wurden
zuwor mit RNALadepuffer versetzt und auf 95°C fur 5 Minuten erhitzt. Anschlielend
wurde die Trennung bei einer Maximalleistung von 70 W fiir 80 Minuten vollzogen. Dabei
wurde das Gel auf 40°C erhitzt. Die Visualisierung erfolgte durch Fluoreszenzdetektion

(FIA-Scanner 7000, GE Healthcare) der markierten Spezies.
3.5.4. Aktivitatsassays/on MjAgomit Visualisierung durctsequenziergel

Die Fahigkeit MjAgos, doppelstrangige Nukleinsauren zu prozessieren, sollte durch einen
Aktivitatsassay untersucht werden. Hierbgaren insbesondere die GroRe der einzelnen
Schnittprodukte sowie die Geschwindigkeit dieses Vorgangs in Abhangigkeit des
Vorhandenseins und der Position eines Phosphats an einem oder beiden Strangen von
Interesse. Desweiteren sollte der Einfluss der Nukl@iiresequenz auf die nukleotlytische
Aktivitat analysiert werden. Dazu wurde ein Aktivitdtsassay etabliert, in welchem die
Prozessierung von doppelstrangiger DNA und RNA sowie Hybride dieser durch MjAgo
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untersucht wurden. Durch Probennahme zu unterscheden Zeitpunkten konnten
desweiteren Geschwindigkeitsunterschiede in Abhangigkeit von der verwendeten DNA
beobachtet werden. Zur Visualisierung der Spaltprodukte wurde denaturierende
Harnstoffpolyacrylamidgelelektrophorese mit Sequenziergelen verwerndéiabelle 3.15

1 findet sich die typische Zusammensetzung eines solchen Aktivitatsassays. Es wurde

standardmafiig ein Volumen von 15 pL verwendet.

Tah 3.5.4-1. Zusammensetzung eines Aktivitdtsassays; die Reaktion findet infNdfalT

statt.

BSA 4,4ug/pL
DTT 10mM
Leitstrang 333nM
Zielstrang 666 NM
Ago 3uM

Die Komponenten wurden zusammen auf 85°C erhitzt, wodurch die Reaktion gestartet
wurde. Die Reaktion wurde durch Zugabe von RMEdepuffer mit anschlielender

Erhitzung auf 95°C fur 5 Minuten und damit einhergehender Denaturierung von Protein
und Nukleinsauren durch das im Ladepuffer befindliche Formamid nach 7,5 und 15

Minuten beendet. Zuséatzlich wurde eine Probe vor Reaktionsbeginn genommen.

Dabei wurdenLeitdrange einer Lange von 13 bis 41 Nukleotiden verwendaglstrange
einer Lange von 20 bis 41 Nukleotiden. Mit dieser Technik konnte der Einfluss der Lange,

der Struktur, der Sequenz sowie der DMAdifikationen untersucht werden.

3.5.5. Aktivitatsassays von MjAg mit Visualisierung durch

Agarosegelelektrophorese

Zur Untersuchung, ob und unter welchen Bedingungen MjAgo langkettige, doppelstrangige
DNAKonstrukte wie Plasmide und genomische DNA prozessieren kann, wurden
entsprechende Aktivitdtsassays maimschlielRender Auftrennung und Visualisierung durch

Agarosegelelektrophorese etabliert. Da auch nach der Prozessierung weiterhin eine

Bindung von MjAgo mit den Nukleinsauren auftreten kann, wurde 1 M Harnstoff als
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Denaturierungsreagenz sowohl im Gel alstaum Laufpuffer verwendet. Die Aktivitat
MjAgos bei Nutzung dieser Konstrukte konnte im Temperaturbereich von 37°C bis 85°C
beobachtet werden. Die Reaktion wurde durch Einstellen einer Harnstoffendkonzentration
von 3 M mit anschlieRender Erhitzung auf @5fur 5 Minuten beendet. Eine typische
Zusammensetzung eines solchen Aktivitdtsassays bei 85°C ist in TabellegdZigt, die
Zusammensetzung fur die Prozessierung von genomischer DNA entspricht der
Zusammensetzung fur die Prozessierung von plasmidaiéA, allerdings mit 14 ng/uL
genomischer DNA. Der Versuch umfasste ein Reaktionsvolumen von 10 pL. Es wurden nach
15, 30, 60 und 120 Minuten Proben entnommen, sowie eine zuséatzliche Probe vor Beginn

der Inkubation.

Tah 3.5.5-1. Zusammensetzung deg&tivitdtsassays zur Untersuchung der Prozessierung

eines Plasmids durch MjAgo; die Reaktion findet in NaGETer statt.

Plasmid 40 ngfL
Ago 3uM

Zunachst wurde PlasmidNA nach der zuvor genannten Methode fur diese Assays
genutzt. Zur genauererCharakterisierung der Prozessierung langkettiger DNA durch

MjAgo wurde der Einfluss folgender Faktoren untersucht:

Einsatz vonLeistrangen Es wurden DN®ligonukleotide T7Leitstrang vorwarts, F7
Leitstrang ruckwarts, je pM) zur Reaktion hinzugegebemelche je einenLeitstrang
gefuhrten Schnitt pro Plasmidstrang durch MjAgo ermdglichen. Desweiteren wurde der
Einfluss von DN®ligonukleotiden (Leitstrang, as2Beitstrang, je 2 uM) auf die Reaktion
MjAgos mit einem Plasmid untersucht, welche nichtladgstrang genutzt werden kénnen.

Mit diesem Vorgehen sollte untersucht werden, ob eine initiale Offnung der ringférmigen
Struktur der PlasmiDNA einen signifikanten Einfluss auf die Geschwindigkeit der

Degradation durch MjAgo hat.

Es konnte beobachtet wden, dass die Prozessierung von PlasBiWA und genomischer
DNA zu einer Akkumulation kurzkettiger Degradationsprodukte fuhrt. Durch Zugabe dieser
Produkte zu der Prozessierungsreaktion von PlagdiNd (pGEXTK) durch MjAgo sollte

die potentielle Nutzungler Produkte ald eitstranguntersucht werden. Die zur Reaktion
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hinzugefligten Produkte wurden durch die zuvor beschriebene Methode bei 85°C fir 2
Stunden durch Prozessierung von 100 ng entweder des PlasmidsZ3®&EX¢tler pMA mit
MjAgo erzeugt. Es sollteatlei untersucht werden, ob die Degradationsprodukte eines
Plasmids die Degradation eines anderen Plasmids beschleunigen kénnen, oder ob eine
potentielle Beschleunigung nur bei Verwendung von Degradationsprodukten des gleichen

Plasmids auftritt.

Einsatz vorgenomischer DNA: Es wurde die genomische DNA der OrganiRynecoccus
furiosus Sulfolobus acidocaldariusund Methanocaldococcus jannaschifir die
Prozessierung durch MjAgo eingesetzt. Damit sollte geklart werden, ob Modifikationen der

DNA eine Degradain durch MjAgo verhindern.
3.5.6. Gelverzdgerungsexperimente

Zur Untersuchung der Fahigkeit MjAgos zur Bindung von verschiedenen
Nukleinsdurekonstrukten wurden Gelverzégerungsexperimeriiéectro Mobility Shift
Assays EMSA) durchgefiihrt. Dabei wird die Anderumgr Mobilitat des von
Nukleinsauren freien MjAgos bei Bindung von Nukleinsauren ausgenutzt, um ein
unterschiedliches Laufverhalten wahrend einer nativen Polyacrylamidgelelektrophorese zu
erzeugen. Dadurch passieren innerhalb einer bestimmten Zeit diersoitedlichen
Komplexe eine unterschiedliche Laufstrecke im Gel. Komplexe, bestehend aus MjAgo und
Nukleinsaure, migrieren dabei entsprechend der hoheren Molekulgrof3e langsamer als das
unbeladene Protein. Eine typische Zusammensetzung eines solchen Biadsags ist in

Tabelle 3.171 dargestellt, es wurde ein Gesamtvolumen von 15 L angesetzt.

Tab. 3.5.6l. Zusammensetzung des Bindungsassays von MjAgo mit Nukleinsauren; die Reaktion

findet in NaGiPuffer statt.

BSA 67 pg/mL
DTT 10mM
Leitstrang 333mM
Zielstrang 333mM
Ago 2,8uM

Die Bindungsreaktion wurde gestartet, indem die Reaktionsldsung auf 65°C fir 10 Minuten

erhitzt wurde. Die Proben wurden mit dem Probenvolumen an Ficoll4@epuffer
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versetzt, auf ein 10% bzw. 12% natifesyacrylamidgel geladen und anschlielR3end wurden
die Proben bei 200 V fur 50 Minuten separiert. Visualisierung der Proben fand mittels

Fluoreszenzdetektion der markierten DNA statt.

Zur Charakterisierung der Bindungsfahigkeit MjAgos wurden verschiedenstridde
genutzt. Diese umfassten einzelstrangige DNA [ssDNA] und RNA [ssRNA], doppelstréangige
DNA [dsDNA] und RNA [dsRNA] und doppelstrangige Hybriden aus DNA und RNA
[RNA/DNA bzw. DNA/RNA, nhieitstrangZielstrang. Dabei umspannen diéeitstrange
eineLange von 10 bis 21 Nukleotiden, dielstrangevon 20 bis 41 Nukleotiden. Es befand

sich je ein Fluoreszenzfarbstoffmaleitstrang (Atto550 oder Alexa647) odefielstrang
(Alexa647 oder TAMRA). Die Farbstoffpositionlaitstrangwurde variiert, um Effete in
Abhangigkeit von der Farbstoffposition zu untersuchen. Dabei sind alle Farbstoffe, die
nicht am 3 beziehungsweise #£nde positioniert sind, an ein Thymin gekoppelt. Alle
Leitstrangeweisen ein 5Phosphat [P] auf, di€ielstrangenicht. Zum Zeitpokt der
Versuchserstellung war kein ArgonatReotein bekannt, dass eine effektive Prozessierung
von Nukleinsauren ohne Phosphatgruppe @& Leitstrangdurchfiihren konnte. Es wurde
desweiteren einZielstrangmit nicht vollstandig komplementéarer Sequenz zumitstrang
verwendet ("bubble"), um die Auswirkung einer unvollstdndigen Komplementaritat auf die

Bindung zu untersuchen.

3.6. Konfokale fluoreszenzbasierte Einzelmolekilmessungen

Zur Bestimmung der konforrtianellen Anderungen von MjAgo wahrend der Bindung von
einzel und doppelstrangiger DNA wurderFRE®asierte Einzelmolekilmessungen
durchgefiihrt. Dazu wurd®0 pLeines der jeweiligenMjAgo-Derivate mit unnatirlicher
Aminosaure MjAgoN76AzF (unnatirliche Amoséure p-Azidel-phenylalaninin der N
terminalen Domanen Aminosaureposition J6MjAgoS221AzF (unnatirliche Aminosaure
p-AzideL-phenylalanin in der PAZDomane an Aminosaureposition 231 oder
MjAgol410AzF (unnatlrliche AminosayseAzidolL-phenylalann in der MIDDoméanean
Aminosaureposition 410mit 50 uM DyLight650 (Piercgeldst in Dimethylsulfoxjdbei
25°C fur 30 Minuten inkubiert, wodurch der Farbstoff durch die Phosphingruppe mittels
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der StaudingeBertozziLigation an die Azidgruppe vorAzid-L-phenylalanin gekoppelt
wurde. Durch Zugabe von 10 mM DTT wurde die Realg&stoppt!®®

Das fluoreszenzmarkierte Protein wurde anss®énd mit 4 pM einzel oder
doppelstrangiger DNA fir 20 Minuten bei 72°C inkubiert. Der dabei entstehende Komplex
wurde von sowohl von freier DNA als auch freiem Farbstoff durch
Groélienausschlusschromatographigetrennt (Abschnitt 34.3) und ohne weitere
Verzogerung fur konfokale Einzelmolekilspektroskopie Nunc LabrekKammern
(ThermoFisher)genutzt Diese wurden zuvor mit einer B&Asung (1 mg/mL) fir 5
Minuten bei Raumtemperatur passiviert.

Der Ubergang von konventionellen Messmetlea zu einzelmolekiilbasierten Techniken
benétigt eine Einstellung der zu messenden Fluoreszenzfarbstoffe auf picomolare
Konzentrationen. Dies erfolgte durch Zugabe von NRGffer mit 10 mM DTT in LabFek
Kammern der Firma Nunc bis zur Unterscheidbarkeizedner Molekile im Intensitats
ZeitSpektrum. Typische Verdinnungsfaktoren waren 1000 bis 100Bthe genaue
Bestimmung der Konzentration von Protein und DNAr in diesem Fall nicht mehr
maglich.

Es wurde ein konfokales Fluoreszenzmikroskop nafternierender Laseranregung
verwendet, die Messung wurde ohne Immobilisierung durchgefiigs ermoglichte zum
einen eine Trennung zwischen Spezies mit einem und zwei Farbstoffen, wodurch
Komplexe mit unmarkiertem Btein, markiertes Protein ohne gebundel@NA,freie DNA
sowie freie Farbstoff in der Datenanalyse aussortiert vekan konnten. Zum anderen
konnte durch Nutzung des FRETDEFilters bestimmt werden, ob der Abstand der
Farbstofé einesKomplexeamit zwei Fluoreszenzfarbstoffeméahrend des Passierens de
Anregungsvolumen stabil wamwodurch eine Aussage Ubéonformationelle Dynamik
wahrend der Messung getroffen werdeornte,14%142.177,178

Die Alternierungder lllumination der Probe durch die Laseurde durch Nutzung ires
AOTFn/IS &coustceoptical tunable filter optoelectronic) mit einer Periode von 100 ps
erreicht. Dadurch wurde jeder durctlen Fokus diffundierende Farbstoff mehrmaligen,
separaten Anregungen unterzogen. Die Anregung des DBelareszenzfarbstoffs
Atto550 erfolgte bei 532 nm durch den Diodenlaser Sapphire LP 532 nm 100 mW (115 pwW
eingesetzte Leistung) mit kontinuierlicher Wel Die Anregung des Akzeptor

Fluoreszenzfarbstoffs DyLight 650 bei 640fand durch den gepulsten Laser LIDHZ640
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der Firma Picoquant (55 uW eingesetzte Leistung) mit einer Pulsung von 86tatHiDie
Laser wurden in ein Olimmersionsobjektiv einegeiierten MikroskopgOlympus 1X71)
mittels eines dualbandigen, dichroitischen Strahlteilers (Dualband z532/633, Firma AHF)
eingekoppelt. Emittierte Fluoreszenz wurde durch das selbe Objektiv gesammelt, durch
eine Lochblende mit 50 pm Durchmesdginos)fokussiert und spektral durch einen
dichroitischen Strahlteiler bei 640 nm (640DCXR, Firma AHF) aufgeteilt. Detektion von
Donor und Akzeptorfluoreszenz erfolgte durch zwei Avalanchié 2 (i 2 R ASPREE0P, 0 _
Firma Picoquant) mit vorherigem spektralen éitt (Brightline HC582/75, Bandpass ET
700/75 min, beide Firma AHF; RazorEdge LP 532, RazorEdge LP 647, beide Firma Semrock).
Die Datenaufzeichnung erfolgte durch-BBertragung mittelsdes Verarbeitungsmoduls
SPEB30 (Firma Becker&Hickl).
Die Aalyse der Pohdaten erfolgte mittels nichkkommerzieller LabView(National
Instruments)Software bereit gestellt von Prof. Dr. Markus Sauer und Prof. Dr. Philip
Tinnefeld Erkenung von Fluoreszenzmolekilen anhand der Photdegdichte erfolgte
gemaRNir et al., 2008* mit den Einstellungen t = 500 ps, M = 30, L 6.1Die FRET
Effizienz sowie die Stochiometrie jedes Molekuls konnten bestimmt werden, indem drei
verschiedene Fluoreszenzwerte bestimmt wurden. Diese beinhalteten:
Donoremission wahrend Donoranregung

0
Akzeptoremission wahrend Akzeptoranregung

0
Akzeptoremisson wahrend Donoranregung

0
Die erhaltenen Wertavurden anschlie3end um den jeweiligen Hintergru(@3 kHz fur
"0, 1,3 kHz futO, 1,0 kHz fifO) korrigiert und fur jedes Molekil die Stochiometrie
sowie die FREHEffizienz bestimmt. Desweiteren wurde um den Faktor fur Detektion von
Donorfluoreszenz  im  Akzeptorkanal legkage k), bestimmt aus der
Donorfarbstoffpopulation,sowie fir direkte Anregungles Akzeptorfarbstoffs wéahrend
Donoranregung direct excitation dir), bestimmt aus der Akzeptorfarbstoffpopulation,

korrigiert42

& Q— ()
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Damit ergibt sictder korrigierte FREEffizienzwert zu:

(6)

mit "O O a0VO0 QO
Die genutzte Alternierung der Anregung ermdglicht desweiteren die Bestimmung des

Stochiometriefaktors:

Y — (7)

Aufgrund des schlechten Verhaltnisses von Komplexen mit zwei Fluoreszenzfarbstoffen zu
Spezies mit Einfachmarkierung war eine weitere Filterung der erhaltenen Daten
notwendig. Dazu wurden nachomov et al., 202 alle Messdaten durch den ALEZEDE

und FRERCDEFilter weiter aufgearbeitet’’

Gefiltert mit
FRET-2CDE und
ALEX-2CDE

Gefiltert nach
S-Wert

ungefiltert

7000

H

g &

g

EY

Anzahl der Molekille
Anzahl der Molekile
Anzahl der Molekille

2000

oo 02 04 0s 08 10 4 08 L 10 00 f 08 08 1.0
FRET-Wert FRET-Wert FRET-Wert

Abb 36-1. Bedeutung der angewandten Filter fur die Auswertung der MesqéjdDie ungefilterten Werte
lassen keine FREPBpulation erkennenBei E~ 0 befinden sich Donorfarbstoffe ohne Akzeptorfarbstoffe
bzw. ohne fluoreszenzaktive Akzeptorfarbstoffe. Bei~El befinden sich Akzeptorfarbstoffe ohne
Donorfarbstoffe bzw. ohne fluoreszenzaktive Donorfarbsto{f8) Ausschlie3liche Betrachtung von FRET
Werten mit einem StochiometriaNert zwischen 0,3 und 0,7. Die FRESpulationbei E- 0,5 ist deutlich
erkennbar, die Akzeptorfarbstoffe ohne Donorassoziierung sind nicht mehr im Histogramm verii@}en.
Anwendung der ALEXCDE und FRERCDEHFilter isoliert die FREPopulation durch Elimination der

akzeptorfreien Donorfarbstoffe.
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Der FREZCDEFilter untersucht durch eine Verteilungsfunktion die Stabilitat des FRET
Effizienzwertes wahrend der Passage des Molekils durch den Anregungsbereich
(Gleichung (8))Dies ermdglicht die Trennung dynamischer Komplexe von Komplexen mit
stabiler Konformation. Sehr starke Dynamik weist zum einen auf unspezifische Komplexe

mit instabiler Struktuihin.

OYO'X6 0O® ppmpm®O p O (8)

Mit CHA: Akzeptorkanal, CHD : Donorkanalp@#llt den mittleren FREEffizienzwert in

der Umgebung der Donorphotonen dar, -E} stellt den Mittelwert der von 1
subtrahierten FREEffizienz in der Umgebung der Akzeptorphotonen dar. Beide zuletzt
angesprocheen Mittelwerte sind durch eine zeitabhangige Photonendichtefunktion
definiert.

Zum anderen ist im Falle starker Dynamik der ermittelte RRET ohne Filterung
lediglich ein Durchschnittswert und lasst keine Aussage Uber die vorliegende Struktur zu.
EineAuftragung der ermittelten FREBVerte gegen die zugehorigen FREIDE-ilterwerte
ermdglicht im Umkehrschluss die Aussage, ob Dynamik wahrend des Messvorgangs vorlag.
Dabei ist zu beachten, dass eine Dynamik nur dann erkennbar ist, wenn diese im Bereich
der Zeitauflosung der Messmethode oder langsamer ablauft. Im vorliegenden Fall des
konfokalen Fluoreszenzmikroskops ist die APD die limitierende Komponente, mit einer

Zeitauflésug voris zu350 ps
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Abb. 36-2. Aufklarung der Dynamilduftragung der FREACDBENerte gegen die zugehoérigen FRE€rte

zur Bestimmung potentiell vorliegender Dynandikstandsder gemesseneffrarbstoffe So héher der FRET
2CDBEWert, umso dynamischer ist das Verhalten des HR&Fes wahrend der Messung. Mit dies
Methode kann lediglich der Abstand der Farbstoffe betrachtet werden, eine Aussage uber die Herkunft
potentieller Bewegung (Konformationsanderung des Proteins, Bewegung der Farbstoffe an ihren Linkern in

Relation zueinander, photochemische BeeinflussdeigFarbstoffe) kann nicht getroffen werden.

Eine ahnliche Verteilungsfunktion nutzt der ALECDEFilter. Dieser betrachtet nicht die
Ubertragungseffizienz der Fluoreszenz, sondern die StatdéatHelligkeitder einzelnen
Fluoreszenzfarbstoffe innerla des zuvor als Molekils identifizierten Signafsl bildet

ein Verhaltnis der Stabilitat der Helligkeit beider Farbstoffe zueinand@deichende
Farbstoffe sowie colokalisierte, nickbmplexierte Farbstoffe konnen sanhand ihrer
Instabilitat der Hellykeit identifiziert und aussortiert werden. Aufgrund slenstabilen
Helligkeitsverhaltnissesfindet bei diesen Molekilen eine Verzerrung sowohl des
Stochiometriewertes als auch des FRMEdrtes statt, sodass mit diesen Werten keine
sinnvolle Aussage ubeen inter- oder intramolekularen Abstangetroffen werden kann.

Alle Messverte wurden mit Hilfe desFRERCDEund ALEXRCDEFilter bereinigt. Da nur
Komplexe mit zwei Farbstoffen eine strukturelle Relevanz hatten, wurden nur Proben mit
einem SWert zwischen0,3 und 0,7 betrachtetDonorfarbstoffe ohne Akzeptorfarbstoffe
bzw. ohne fluoreszenzaktiven Akzeptorfarbstoff weisen eineWes von - 1 auf,
Akzeptorfarbstoffe ohen Donorfarbstoff bzw. ohne fluoreszenzaktiven Donorfarbstoff
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einen SWert von-0.Im Zug der physikalischen Sinnhaftigkeit wurden &llesswertemit
einem EWert gro3er als eins oder kleiner als null nicht beachEgir alle Messungen
wurde ein FREZCDEFilter angewendet, der nur Molekile mit einem FREDBENert

von 8 bis 12 fur die weiterBetrachtung zuliel3. Die gleichen Werte wurden flr den ALEX

2CDEHFilter genutzt, welcher ebenfalls auf alle Messungen angewendet wurde.

3.7.Western Blot

Mit diesem Versuch sollte zum einen der mit rekombinantem MjAgo erzeugte Antikdrper
auf seine Detektionsfahigkeit beziiglich des endogenen MjAgos hin geprift werden.
Desweiteren sollte geprift werden, ob eine nachweisbare Menge an Protein in
Methanocaldococus jannaschivorliegt. Dies erfolge mittels eines WesternBlots nach
Towbin.17®

Dazu wurden Methanocaldococcus jannasciiellen funf wiederholten Zyklen aus
Gefrieren bei-80°C mit anschlieBendem Auftauen bei 37°C im Wasserbad ausgesetzt.
Anschliel3end erfolgt die Phasentrennungwischen wassriger und fester Phdms 10000

x g fur 30 Minuten und dedie DNA enthaltend&berstand wurde abgenommen. Das Gel
aus der darauf folgenden denaturierenden SPYSGEmit Proben dedUberstand wurde

auf eine Nitrocelluloseembran bei 10/ fur 50 Minuten Ubertragen.

Dabei wurde das Verfahren des diskontinuierlichen halbtrockenen Western Blots genutzt,
welches die Transferleistung durch Erhdhung der Bindungsfahigkeit des Proteins an die
Nitrocellulosenembran mittels des aufet Anodenseite im Puffer vorhandenen Ethanols
verbessert und gleichzeitig durch das im Kathodenpuffer befindliche Natriumdodecylsulfat
eine starkere Migration aus dem Polyacrylamid hervorrDier Elektrodenkontakt wurde
Uber 4 Whatmanpaper(Starke: je 3 mm) hergestellt, die im jeweiligen Puffer getrankt
waren.

Unspezifische Bindungen im weiteren Verlauf wurden mit einer 5%igen Caseinldsung in
TBST Uber Nacht blockiert. Daraufhin wurde dreimal fir je 10 Minuten mit-TBS
gewaschen und mit fig/mL monokloraler Primarantikbrperlésung(Antibody Facility,
Braunschweigin TBST fur eine Stunde inkubiert. Nach weiterem dreimaligen waschen mit
TBST wurde der mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa647 gekoppelte Aatmaus
Zweitantikorper fur eine Stunde mit deviembran inkubiert. Die Visualisierung erfolgte

durch Fluoreszenzdetektiamch erneutem waschen mit TBS
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3.8. Homologiemodell
Das Homologiemodell von MjAgbasierend auf PfAgo wurde von Daniel Klose,

beschrieben irzander et al., 201%° erstellt.
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4. Ergebnisse
Das Ziel dieser Arbeit umfasste drei Teilschritte:
1. Etablierung eines Expressionsnd Reinigungsprotokolls zum Erhalt von MjAgo in
absoluter Reinheit und einer Menge, die die biochemische und strukturelle
Charakterisierung ermdglicht. Da das Protein bisher nicht charakterisiert wurde, mussten
ebenfallsBindungs und Aktivitatsassayzur Aufklarung der nutzbaren Substragtabliert
werden.
2. Etablierung und Durchfiihrung véiRE®asiertenEinzelmoleki#tudien zur Aufklarung
der konformationellen Reorganisation von MjAgo wahrend der Bindung von
Nukleingwuren Dies umfasstelie Integration einer unnatirlichen Aminosaure MjAgQq
Expression und Aufreinigung delamit erhaltenen MjAgo-Derivate Kopplung eines
Farbstoffs an diese unnatirliche Aminosdure mit anschlie3ender Bildung eines Komplexes
mit einzel oder doppelstrangiger DNA, Isolation des Komplexes und Durchfihrung der
konfokalen Einzelmolekilmessuamy
3. Aufklarung derbiologischenFunktion von MjAgo. Dazu wurde untersucht, welchen
Einfluss Modifikationen der Nukleinsaure auf die ProzessierunghdiijAgo haben, um
dadurch Rickschlisse auf vorgeschaltete Prozesse sowie bevorzugte Substrate MjAgos
ziehen zu konnenDabei wurde ein Mechanismus entdeckt, der es MjAgo erlaubt,
plasmidale und genomische DNA zu prozessiei@esweiteren wurde der Nachwsei
erbracht, dass MjAgo konstitutiv iMethanocaldococcus jannascleixprimiert wird. Auf
Grundlage dessen soll eine Einordnung MjAgos in das zelleigene Immunsystem von

Methanocaldococcus jannasctiorgenommen werden.

4.1. Expression, Aufreinigung unBluorophorkopplung an MjAgo

Es konnte erfolgreich ein ExpressionsprotokollEn colierstellt werden, welches zur
Uberexpression relevanter Mengen von MjAgo mitHistidinTag genutzt wurde. Dabei
wurden die Zellen in LBledium kultiviert und die Express bei einer hohen optischen
Dichte von 1,2 mit IPTG induziert. Nach uber Nacht erfolgter Uberexpression konnte das
unmutierte  MjAgo durch Ultraschallbehandlung der Zellen mit anschlieRender
Hitzebehandlung (85°C fiir 45 Minuten) des Uberstands zur Ddeatng derE. coh

Proteine und abschlieRender IMAC mit StoRRelution in hoher Reinheit und hochkonzentriert
G°Di € 0QQe
aAbLOaOOoI
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gefunden werden(Abb. 4.11). Die fur die Einzelmolekibktudien genutzten MjAgo
Derivatewiesen eine geringere Hitzestabilitat (75°C fur 30 Minuten) auf, sodass leichte
Verunreinigungen nach der IMAC gefunden wurden. Diese Verunreinigungen wurden, im

Gegensatz zu den MjAdoerivatenmit integrierter unnatirlicherAminosaure, nicht von

den Farbstoffen markierfAbb. 4.13).

Rl p——— — MjAgo

Abb. 4.11. Isolationdes MjAgeWildtyps.10%igeSDSPAGHNIt anschlielender Coomasdiérbung ZE v. I.
bezeichnet den Zellextrakt entnommen vor Induktion der Expression, ZE n. |. detr&dllrach Induktion

der Expression. US n. S. stellt den Uberstand nach Ultraschallaufschluss der Zellen dar, die Expression wurde
bereits fiir 4 Stunden durchgefiihrt. HD 65°C, HD 75°C und HD 85°C zeigen den erhaltenen Uberstand nach
Phasentrennung durch BAgifugation nach Hitzedenaturierung fir 30 Min bei 65°C, 75°C bzw. 85°C. Elu.
IMAC zeigt das isolierte MjAdtrotein nach Affinitditschromatographie. Die durchgefiihrte
Hitzedenaturierung denaturiert erfolgreich die Proteine vé@h coli MjAgo bleibt davon unberihrt.

Abschlie3ende NAffinitatschromatographie isoliert das gewinschte Protein.

Das Reinigungsprotokoll mit Modifikation der fiur die Denaturierung BecoliProteine
genutzten Temperatur von 85°C auf 75°C konnte ebenfallsdeuiMjAgeDerivate im
weiteren Verlauf angewendet werde(Pbb. 7.4-1). Es wurden drei Positionen fir den

Fluoreszenzfarbstoff im Protein gewahlt, dazu wurde jeweils eine Mutante mit einer

unnatirlichen Aminosaure erzeu@ibb. 4.12).
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Abb. 4.12. Positonen der unnatirlichen Aminosaure im Homologiemodell MjAgos mit PfAgo. Die

drei Positionen, je eine in PAZSerin221), MID (Isoleucin410) und #kerminaler Doméne

(Asparagin76) sind in rot markiert.

Die fur die Einzelmolekilstudien genutzten Derivatkonnten erfolgreich mit
Fluoreszenzfarbstoffen  durch  die  bioorthogonale  StaudifgertozziLigation

ortsgerichtet an der unnattrlichen Aminosaure markiert werden.
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DyLight550 | DyLight650 | — Farbstoff-
E E Spezies
3 alg a
28|23

: ‘ — MjAgo
__ Freier
Farbstoff

Abb. 4.13. Markierungsnachweis. Farbstoffinkorporation in die Einzelmolekilmutantenognaum
Vorgehen fiir die EinzelmolekilStudieRs wurde sowohl DyLight550 als auch DyLight650 getestet, die
Markierung erfolgte fur all®erivatemit beiden FarbstoffenDie Trennung der markierten Proteine von den

freien Farbstoffen erfolgte durch 12%ige SEYSSE mit anschlieRender Detektion der Fluoreszenzsignale.

Die Mutanten mit einer einzelnen unnatirlichen Aminoséure zeigen in deiP3E keine
weiteren markierten Spezien nach Kopplung eines Farbstoffs (DyLight550 bzw. DyLight650,
Abb. 4.13), da der 6xHW&ag @erminal positioniert ist und demnach nur

Volllangenproteine durch die IMAC aufgereinigt werden.

4.2. Bindungsfahigkeit und Aktivitatsbestimmungon MjAgo
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4.2.1. Nukleinsaurebndungsfahigkeit von MjAgo
Electro Mobility Shift Assays konnten zeigen, dass MjAgo in der Lage ist, sowoRhlasnzel
auch doppelstrangige DNKonstrukte zu binden. Auch ein Hybrid aus ElAstrangund
RNAZielstrangvurde erfolgreich geunden(Abb. 4.21-1).

Ak 13 2% 18
L o . .
B S NS T U ST E R E R
Zielstrang 33 T GCTCCATCATCCAACATAT 3
s
A B
( ) Leitstrang ( ) + + + + + + DNA-Leitstrang
Zielstrang - 4+ 4+ - - + DNA-Zielstrang
Fluorophor an - - - + 4+ - RNA-Zielstrang
der target-DNA
" _ ternirer Komplex—
—bindrer Komplex — | ~
Fl hor-
18 13 18 13 18 17-F position

Abb. 4.21-1. Bindungsassay von MjAgo mit DNA und RNA. Es wurden 2,8 uM MjAgo zusammen mit je
333nM Nukleinséuren bei 65°C fur 10 Minuten inkubiert uié Molekulenach Zugabe von Ficoll400
Ladepuffer Uber eine 10%ige native Polyacrylamidgelelektrophorese separi®ie Sequenzen der
verwendetenDNAKonstrukte sind aufgefuhrt. Dabei ist als griiner Stern die Farbstoffposition angegeben, in
rot die Anderung der Sequenz fiir das Konstrukt mit ungepaarter StelleoaitioR 10/11. (A) Der
Fluoreszenzfarbstoff Atto550 befindet sich an Position 18 (gezahlt v&ndg) de T-Leitstranggdargestellt

in grin, Alexa647 m Zielstrang(dargestellt in rot), Kolokalisation beider Farbstoffe ist in gelb dargestellt.
Die Zugab und Bindung eireDNAZielstrangszusatzlich zon Leitstrangfihrt zu einer Verringerung der
zuriickgelegten Laufstrecke im Gel durch den vergoRerten ternaren Komplex im Verhaltnis zum bindren
Komplex bestehend aus MjAgo uhéditstrang (B) Atto550 befindesich an der angegeben Position (13 oder

18 gezahlt vom BEnde) ds Leitstrangs Es befindet sich kein Farbstafin DNAZielstrang Der ternéare
Komplexkann sowohl fiir eien DNA als auch fir eiean RNAZielstrangdetektiert werden sofern keine
ungepaare Stelle zwischen den beiden Stranger-f)lauftritt. Es findet keine vollstandige Absattigungsde
Leitstrangsmit DNAZielstrangstatt, sodass zusétzlich zum binaren immer auch ein terndrer Komplex

auffindbar ist.

MjAgo bindetbei Verwendung eing Leitsrangs sowohl RNAals auch DN&Kielstrange

letztere mit hoherer Effektivitat und damit Spezifitdt. Eine ungepa&tellean Position
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10/11 zwischen den Strédngen wird nicht toleriert, obwohl sich diese auRerhalb der Seed
Region anderer Argonauten befind&tDurch Verwendung verschiedener Positionen des
Farbstoffs am Leitstrang konnte de& Einfluss der Markierungsposition auf die
BindungsfahigkeiMjAgos weiter untersucht werde(Abb. 4.2.12). Dabei sollteauch die

optimale Markierungsposition fur die nachfolgenden Einzelmolekilmessungen festgestellt

werden.
Position 13 14 i8
5' “ * 3'
PLLLIIILILILINNIIIIIN ]y @
oo
Position 13 Pogltion 14 Position 18 ﬁ
- el — el _ st Konzentration MjAgo |
, = —binkrer Komplex |2
=
2
0,0
1 3 5
- Freie DNA Konzentration
MjAgo [uM]

Abb. 4.21-2. Bindungsassay von MjAgo mit_eitstrang Es wurder0, 1, 3 und UM MjAgo zusammen mit

333 nM T-Leitstrangbei 65°C fiir 10 Minuten inkubiert und nach Zugabe von Ficolié@epuffer Gber
10%ige native Polyacrylamidgelelektrophorese separiert. Der Farbstoff Atto550 befindet sich an der
angegeben Position de_eitstrangs P ist eine Phosphatgruppe am-BEhde derDNA.Die Bindung ist am
effektivsten, wenn sich der sterisch anspruchsvolle Farbstoff ndher demd® des Leitstrangsbefindet,
allerdings annahernd nicht mehr vorhanden bei Positionierung astn8e Anhang Abb. 7-3). Die
Effektivitat der Bindung istelativ zur maximalen Bindungsfahigkeit bei Verwenduaeg Leitstrangsnit

Atto550 an Position 18 angegebdts wurden drei unabhéngige Experimente zur Quantifizierung genutzt.

Die sterisch anspruchsvolle Struktur des Farbstoffs verhindert eine Bindurppplung

an das 3Ende der DNA und verringert die Effizienz der Bindung bei Kopplung an Position
13 und 14 verglichen mit einem an Position 18 gekoppelten Farbsié Verankerung

des 3*Endes ds Leitstrangsn der PAZDomane ist fur die Bindung es Einzelstrangs so
wichtig, dass ein sterisch anspruchsvolles Molekil an dieser Stelle die Bindung annéhernd
vollstandigunterdriickt, sodass der zentrale Bereichsdeeitstrangsals essentiell fur die
Bindung der Nukleinsduren an MjAgo identifiziert werdenn.

4.2.2. Nukleasek&tivitdt von MjAgo
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Nicht alle bekannten Argonauteroteine sind katalytisch aktiZurKlarung, ob MjAgo eine
aktive Nuklease darstelkyurde ein Aktivitatsassay etabliert. Dabei wird MjAgo zusammen
mit Nukleinsduren erhitzt und die dab entstehenden Reaktionsprodukte durch
denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese getrennt. Es erfolgt die basengenaue
Auftrennung der Nukleinsduren, wodurch eine eindeutige Betrachtung der
Prozessierungsprodukte ermdglicht wird. Probennahme zu verdehen Zeitpunkten

erlaubt die Untersuchung zeitabhangiger Vorgéange.

5' P e 3

3 * 5

37°C 55°C 65°C 75°C 85°C 95°C
zeit (:‘15' ‘:'_‘15' o 1|5' o' 15 o 15 o 15

Ridsadssnavasa pa”
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Abb. 4.22-1. Aktivitdtsassay von MjAgo bei verschiedenen Reaktionstemperatiewurde jeweils 666vh
pl7-AFZielstrangund 333nM T-Leitstrangzusammen mit 3 uM MjAgo bei den angegeben Temperaturen
inkubiert und die Produkte der Reaktion  Uber 15%ige denaturierende
Harnstoffpolyacrylamidgelelektrophorese getrentiis befindet sich eine Phosphatgruppe arEbte des
Leitstrangs Die Fluoreszenzmkierung Alexa647des Zielstrangs an Position 17 (gekennzeichnet durch den
blauen Sternwurde mithilfe eines Fluoreszenzscannatstektiert. Proben wurden zu den Zeitpunkten 0,

7,5 und 15 Minuten genommen. Fir 37°C bis 65°C ist keine Degradation derk@Nabar, ab 75°C sind die
Abbauprodukte im niedermolekularen Bereich sichtbar. Die Aktivitat ist bei 85°C am hdchsten. Es entstehen
funf Hauptprodukteeiner Léange von 10, 11, 13, 14, 15 Nukleotiden (gekennzeichnet durch rote &feile)

drei Nebenproduke einer Lange von 9, 16 und 17 Nukleotiden (gekennzeichnet durch blaue. ¥l &)r

die Hauptprodukte notwendigen Schnittstellen sind im Schema rot gekennzeichnet, fur die Nebenprodukte

in blau.
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Zundachst sollte geklart werden, unter welchen Temperagalingungn die hydrolytische
Aktivitat MjAgos stattfindet. Methanocaldococcus jannaschiebt als thermophiler
Organismus bei einer Temperatur von ca. 85%0¢dass ein Temperaturbereich von 37°C

bis 95°C untersucht wurd€Abb. 4.22-1)

5
%
Leitstra ng DNA DNA RNA RNA
Zielstrang Dona RNA DNA RNA
ze it a 15 o' 15' o' 15' o 15’
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Abb. 4.22-2. Aktivitdtsassay von MjAgo mit DNA und R3dvie deren HybridenEs wurden 3IM MjAgo,

500 nMLeitstrangund 1 puM Zielstrangbei 85°C eingesetzt undie Produkteliber 12%ige denaturierende
Harnstoffpolyacryalmidgelelektrophorese getrennt. Die Fluoreszenzmarkier(pity AFZielstrang mit
Alexa647, ZielstranBNA p17TAMRA mit TAMRAgide an Position 17, blauer Sterdgs Zielstrangsvurde
detektiert. Es befand sich eine Phosphatgruppe adtrfide ded eitstrangs Probennahme erfolgte zu den
Zeitpunkten 0, 7,5 und 15 Minuten. Die jeweils eingesetzte Spezies an Nukleinsduren Bitdim
gekennzeichnet. Eine Degradation der Nukleinsduren findet nur im Falle doppelstrangiger DNA statt, die
Anwesenheit von RNA unterdriickt jegliche Reaktion. Das schwéchere Sigreal RiNAZielstrangentsteht

durch den verwendeten Farbstoff TAMRA, vielc eine schlechtere Detektion unter den gegebenen

Bedingungen gewahrt atter am DNAZielstrang gekoppelte Farbstdtfexa647.

Dabei wurde eine Aktivitat oberhalb von 75°C mit einem Aktitivatsmaximum bei 85°C
gefunden. Da bei Temperaturen unterhalb véB°C eine Bindung ohne Schnittaktivitat
gefunden wurde, ergab sich damit die einzigartige Mdglichkeit, Bindung und nukleolytische

Aktivitdt MjAgos getrennt voneinander beobachten zu kénnen, ohne weitere Modifikation
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jeglicher Art. Bei 95°C nimmt die Reaksgeschwindigkeit wieder ab, verglichen mit der
Umsetzung bei 85°Es wird auch eine geringere Anzahl an Produkten gefunden.

Im Gegensatz zu anderen Vertretern der Argondedgnlie entstehen finf Produkte bei

der Prozessierungnit MjAgo mit annahernd lgicher Konzentration und jeweils einem
Nukleotid Gréf3enunterschied zum nachsten Produkt (Hauptprodukt) dredProduken

in niedriger Konzentration (Nebenprodukt)

Es wurde sodann gepruft, welche Nukleinsdurespezies prozesseiemw(Abb. 4.2.22).

Fur prokaryotische Argonauteroteine konnte die Prozessierung sowohl von DNis

auch RNAonstrukten gezeigt werdeti:4344.88.100.1017r |dentifikation der Substrate
MjAgos wurden doppelstrangige Konstrukte aus DNA/DNA, RNA/RNA, DNA/RNA und
RNA/DNAm AktivitatsassayAbb. 4.24) eingesetzt.

Einzig DNA/DNKonstrukte werden von MjAgo prozessiert, R&Ahaltende Konstrukte
werden trotz Bindung nicht geschnitten. MjAgo muss demnach als endonukleolytische
DNase klassifiziert werden. Exklusivitat fur eine Nukleinsaurespezies bzw. eine spezielle
LeitstrangZielstrangZusammensetzung konnte auch fir andere Vertreter der Argonaute
Famile beobachtet werden, z.Bfir das humane ArgonauteZlhermus thermophilus
Argonaute odeiPyrococcus furiosusrgonauté®431% Prozessierung vonNAZielstramen
schlief3t eineposttranskriptionaleRegulationvon mRNAdurch deren Prozessieruraus.

Wie bei anderen Vertretern der Argonadk@amilie konnte auch bei MjAgmhand eines
Aktivitatsassays (Abb. 423) gezeigt werden, dass einzelstrdngige Substratehtni

verarbeitet werden, sondern ein Konstrukt ausitstrangund Zielstrangnotwendig ist
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Abb. 4.22-3. Aktivitatsassay von MjAgo mind ohne LeitstrangEs wurden 3 uM MjAgo und 666 ndd7-
AFRZielstrangund 333 nMLeitstrangbzw. nurpl7-ARZielstrangoei 85°C inkubieridie Produkteliber 15%ige
denaturierende Harnstoffpolyacrylamidgelelektrophorese getrenmtd udie Fluoreszenzmarkierung des
Zielstrangsdetektiert. Der Leitstrangwies eine 5Phosphatgruppe aufProbennahmeerfolgte zu den
ZeitpunktenO, 7,5 und 15 Minuten. Ohne Verwendung eines komplementéren-Bikgs konnte keine

Prozessierung der DNA beobachtet werden.

Damit ist MjAgo eirkatalytisch aktiveNertreter der Argonautd-amilie und in der Lage,
bei hohen Temperatume ausschlielich doppelstrangige DNA zu prozessieren. Der
vollstandige Abbau deim Uberschuss vorliegendeZielstrangszeigt, dass mit einma
Leitstrangmehrere Zielstrangeprozessiert werden konnen. Eine Methode zur Formung
des binaren und ternaren Komples konnte ebenso wieine Mdglichkeit zur Kopplung
der Fluoreszenzfarbstoffe agie MjAgo-Derivate mit unnattrlicher Aminosauretabliert

werden.

4.3. Einfluss der Nukleinsaurezusammensetzwigas erste Nukleotidies Leitstrangs

In der humanen RN#Faterferenz werden dielLeitstrangefir das humane Argonaute aus
einem vorgeschalteten, mehrstufigen Prozess aus Vorlaufermolekilen unter Beteiligung

diverser Enzyme (z.B. Drosha, Dicer) bereit gestélin solches oder auch nur &hnliches
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System ist weder fur Archaeen und Bakterien im Allgemeinen noch fur MjAgeinnellen
bekannt, sodass digusammensetzung deratiirlich genutzterLeitstrangenicht bekannt

ist.

T/AfGSC
> T
3 ‘ 5
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Abb. 43-1. Einfluss des ersten Nukiéts. 666 nmpl7-ARZielstrangund 333nm T-, A, G bzw. C Leitstrang
wurden zusammen mit 3 UM MjAgo fur die angegebene Zeit inkubiert und Uber denaturietstdee
Harnstoffpolyacrylamidgelelektrophorese getrennt. AnschlieRend wurde die Fluoreszemzmagk des
Zielstrangs (Alexa647 an Position 17, blauer Staetgktiert. Probennahme zu den Zeitpunkten 0, 7,5 und
15 Minuten.An allen Leitstrangen befand sich einéPsiosphatgruppeln der Sequenz ist dasisgetauschte
Nukelotid blau markiert. Im Fa# eines Guanin am “Ende konnte eine Anderung des Schnittmusters im
Vergleich zu Thymin, Adenin und Cytosin an ddben Position gefunden werderbabei werden die
Hauptprodukte auf zwei Grol3en reduziert, es treten zwei schwache Nebenprodukte mit jexmls
Nukleotiden Abstand zum grof3ten Hauptprodukt bzw. zum kleineren Nebenprodukt auf. Die

Degradationgeschwindigkeit ist fir den-Gnd fir den ALeitstrangim Vergleich zu den beiden anderen
erhoht.
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Immunoprazipitationen von endogenen und rekombinamt Argonauten zeigterbei
einigen Vertretern der Familie der Argonauteine Akkumulation eines bestintan
Nukleotids am 5Ende des Leitstrandd1%%1%Dessen Einfluss auf das Schnittverhalten
MjAgos wurde untersucht. Dazu wurde das erste NukleotidLeé@strangsgezéahlt vom 5'

Ende, ausgetauscht und Aktivitdtsassays durchgefiitib. 43-1).
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Abb. 43-2. Vergleich detmsatzrate MjAgos Abhangigkit vom 5-Nukleotiddes LeitstrangsEs wurden je

3 UM MjAgo mit 333 nM_eitstrang (ILeistrang oder ¢eitstrang, beide mit 52hosphatgruppe) und 666 nM
pl7-AFZielstrangbei 85°C umgesetzt. Die FluoreszenzmarkierungZikdstrang (Alexa647 an Positinl7,

roter Stern im Konstruktschemajurde nach denaturierender Harnstoffpolyacrylamidgelelektrophordse
Produktedetektiert. Probennahme mit Reaktionsstopp erfolgte zu den Zeitpunkten 0, 30 s, 60 s, 90 s, 120 s,
150 s, 180 s, 210 s, 240 s, 270 s, 80860 s, 420 s, 480 s, 540 s, 600 s, 900 s, 1200 s. Es wurden die
Umsatzratermit dazugehorigen Standardabweichungaus je 3 unabhangigen Experimenten tirasnt. Das

ausgetauschte Nukleoti(b-Ende, Thymin oder Guaniist in der Sequenblau markiert. &) Abbau ater

Einfluss des-Leitstrangs mit einer Umsatzrate vaoip Fata, ¢ a zi(B)Abbau unter Einfluss des

G-Leitstrangsmit einer Umsatzrate vonfg © ¢ % . . . . ..

Das erhaltene Schnittmuster zeigt die gleichen ProduktghimicherVerteilung fur eirb'-

Thymin, 5-Adenin und5'-Cytosin ded eitstrangs Im Falle des Geitstrang reduzieren
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sich die Hauptprodukte auf die zwei kleinsten Hauptprodukte, die zuvor fir Be
Leitstranggefunden wurden. Auch die Geschwindigkeit der Degradatider Fiihrung des

G-Leitstrangs im Vergleich zurA_€itstrangist erhéht(Abb. 43-2).

GA/GGfGC/GT
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Abb. 43-3. Einfluss des zweiten Nukleotid666 nm pl7-AFZielstrang und 338m des jeweiligh G

Leitstrangs (zweites Nukleotid ausgetauscht, markiert in blawden zusammen mit 3 pM MjAgo fir die
angegebene Zeit inkubiert und Uber denaturierende Harnstoffpolyacrylamidgelelektrophorese getrennt.
AnschlieRend wurde die Fluoreszenzmarkierung deelstrangs (Alexa647 an Position 17, blauer Stern)
detektiert. Jeder verwendetéeitstrangfihrt zu einer andereegradatiosgeschwindigkeit, wobei der G
Leitstrangzur héchsterDegradatiosgeschwindigkeit fuhrt, der Ta_eitstrangzur geringsten. Der Aail der
entstehenden Nebenprodukte korreliert mit der Reaktionsgeschwindigkeit, sodass die hochste

Reaktionsgeschwindigkeit den geringsten Anteil an Nebenprodukten erzeugt.

Die Prozessierung unter Nutzung desLéhistrang zeigt eine geringere Anzahl an

Schnittprodukten mit gleichzeitig erhohter Abbaugeschwindigk&er Vergleich der
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Umsatzraten zeigt eine um 65% erhohte Umsatzgeschwindigkeit fur deeit§&rang

gegeniiber dem Leitstrang (0,2 und 0,183% ¢ & . for G-und T-Leitstrang.

aéa

Der Einfluss des zweiten Nukleotids auf die Produktverteilung ist geringer, die
Verdnderung der Reaktionsgeschwindigkeit ist allerdings sehr deutlich sichtbar. Dazu
wurde das zweite Nukleotid, gezahlt vomEside, des eitstrangin den Akivitatsassays
variiert (Abb. 43-3).

Der Aktivititsassay zeigtlass einGTFLeitstrangzu einem vergleichbaren Schnittmuster

mit &hnlicher Abbaugeschwindigkeit wie eif@itstrangfihrt, ein GGLeitstrangallerdings
Spezifitat und Reaktionsgeschwindigkeeutlich erhéht. Auch hier ist anzumerken, dass
eine effektive Prozessierung si&ielstrangstrotzdem fir alle verwendeterleitstrdnge
sichtbar ist. Die Bevorzugung einer bestimmten Sequenz lasst allerdings auch die
Spekulation zu, ob ein potentiell vagchalteter Prozedseistrangdir MjAgo bereit stellt,

welche préferentiell ein GuaniGuanin5'-Ende aufweisen.
4.4. Einfluss der Nukleinsaurezusammensetzwighosphate

Nachdem ein starker Einluss des ersten und zweiten Nukleotids auf das
Prozessierungsverltan MjAgos sowie die konformationellen Zustdnde des ternaren
Komplexes beobachtet werden konnte, sollte nun untersucht werden, ob ein
phosphorylierte Zielstrangdie Zuordnung vorieitstrangund Zielstrangerschwert oder
sogar umkehrt, sofern deteitstrangkein entsprechendes Phosphat aufweist. Dazu
wurden Aktivitatsassays midenaturierende Harnstoffpolyacrylamidgelelektrophorese

verwendet(Abb. 44-1).
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Abb. 44-1. Einfluss der Phosphatposition auf das Schnittverhalten MjAgos. 3 pM MjAgemwund je
500nM Leitstrang(erstes Nukleotid Thymin oder Guanin, PositimnKonstruktschemalau dargestellt) und

1 uM Zielstrangbei 85°C fiur die angegebenen Zeit inkubiert. Der Reaktionsstop erfolgte mik &depuffer,

die Auftrennungder Produkteliber 15%igedenaturierende Harnstoffpolyacrylamidgelelektrophorese mit
Probennahme zu den Zeitpunkten 0, 7,5 und 15 Minuterit anschlieBender Detektion der
Fluoreszenzmarkierung deSelstrang (Alexa647 an Position 17, blauer Stern). Das Konstruktschegta zei
die verwendeten Phosphatpositionen in rofA) FlLeitstrang pl7AFZielstrang Bei Verwendung eirse
Zielstrangsnit einem Phosphat am 3(Zielstrang3'P)oder 5-Ende(p17-AFR5'P)und eines Leitstrangamit 5'-
Phosphatreduziert sich die Anzahl der Suttprodukte auf vier mit Langen von 7, 8, 11 und 12 Nukleotiden,
wobei die Produkte mit 7 und 11 Nukleotiden die hochste Konzentration aufweisen. Die Geschwindigkeit des
Abbaus befindet sich im gleichen Rahmen fur Konstruktephusphattragendem Ende d&ielstrangswie

fur phosphatfreie Zielstrange Wenn sowohlLeitstrang (Leitstrang-P) als auchZielstrangeine terminale
Hydroxylgruppe aufweisen, wird die Abbaugeschwindigkeit stark herabgesetzt und es entsteht ein
Hauptabbauprodukt mit einer Lange von 11 Nukleotiden nebst geringer konzentrierten Nebenprodukten
einer Lange von 10, 12 und 13 Nukleotiden. @)eitstrang. Die zwei Hauptprodukte (8 und 9 Nukleotide)
des Abbaus eines HydroxgiminalenZielstrangsverden durch ein PhosphatraZielstrangeduziert auf ein
Abbauprodukt mit 7 Nukleotiden. Das Schnittmuster sowie die Verlangsamung bei der alistigie
Verwendung hydroxylterminaler DNA entsprechen dem Ergebnis fur degitdirang allerdings weist das

Hauptprodukt eine Lange von 13 Nukleotiden auf.
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Eine Phosphatgruppam Zielstrangfiuihrt zu einer Reduktion der Schnittstellen auf die
Halfte sowdl bei Verwendung eiree Guanin als auch eing ThyminlLeitstrangs
gleichzeitig werden zwei weitere Schnittstellen naher &@wnEnde des Zielstrangs
verwendet. Die Abbaugeschwindigkeit ist anndhernd unbeeinflusst, soferhealtstrang
ein 5-Phosphat aufwist. Es ist bemerkenswert, dass sowohl Hydroxals auch
PhosphatterminaleLeit und Zielstrangeverarbeitet werden knnen, wenn auch mit

erheblichem Unterschied der Abbaugeschwindigkeiten.

4.5.Einfluss der Nukleinsaurezusammensetzungange demMukleinsauren, Uberhange

und Abbaurichtung

In Ermangelung der Kenntnis um endogdretstrangZielstrangkonstrukte von MjAgo
wurde bishe ein Konstrukt verwendetwelcheseinen Leitstrangmit 21 Nukleotiden Lange
und 5-Phosphatgruppeaufweist Da die endogene Quelle ddreistrange weiterhin
unbekannt war, wurde das Spektrum déeitstrangLange untersucht, in dem MjAgo
katalytisch aktiv ist. Dazu wurden D¥Anstrukte einer Lange von 13 bis 41 Nukleotiden
in Bezug auf ihre Nutzbarkeit dleigrang untersucht sowie das Prozessiegsverhalten

bei Nutzung eineZielstrangs mit 41 Nukleotiddretrachtet(Abb. 45-1).

Die Mindestlange de Leitstrangsbetragt 15 Nukleotide, es wurde keine Obergrenze
gefunden. Das Schnittmuster fir eine Langes detstrangsvon 19 bis 23 Nukleotiden ist
vergleichbar mit dem fur den bisher verwendeter_ ditstrang Im Falle der 15 bzw. 17
NukleotidLeitstrangeentstehen zwei Hauptprodukte, fir die 41 Nukleeliditstrangeein
Hauptprodukt. Es muss also von einesstabileren Positionierung des verwendeten
Konstrukts ausgegangen werden, sobald die Lange von 17 Nukleotiden tberschritten wird.
Gleichzeitig ist ein anderer Prozessierungsmodus flr sehr |aagstrangedenkbar, da
sich sowohl das Schnittmuster als autie Abbaugeschwindigkeit bei Verwendung von
langer, doppelstrangiger DNA grundlegend andert. Das Konstrukt aus emiestrangmit

41 Nukleotiden und einenZielstrangmit 20 Nukleotiden wird, wenn auch &ul3erst
langsam, ebenfalls degradiert. Eine kanones@&indung de Leitstrangamit Positionierung

des Zielstrangsin ausreichender Nahe zum aktiven Zentrum ist in diesem Fall nicht

mdoglich. Auch die Verwendung sleZielstrangs als Leitstrang ermoglicht keine
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Prozessierung der kurzen DNA, da auch nachreirezessierungdes 41-Nukleotid

Zielstrangkein entspechende Leitstrangentsteht.

(A) (B)
Zlelstrang- 21 21 41 41 gagermy
Linge [nt] 13 15 17 19 21 23 20 41 20 41 Deistrang-

- o 5T v o 1F 0 T wr ¥ - 15 0 w o 15 0 15 Iim lml
Zoit ot ol et el il sl e T TR
SE | ==ads
L Z - |
(C) 15 21 . -
17 21 .'
19 21 =
21 21
23 21 -
21 21
21 41
41 21 o
41 41
% proz‘essierter DNA

Abb. 45-1. Unterschiedliché eitstrangLangen. Es wurden 3 pM MjAgo mit je 500 hbitstrang und 1 pM
Zielstrangbei 85°C fur 0, 7,5 und 15 Minuten inkubiert utié ProdukteanschlieBend lber denaturierende
15%igeHarnstoffpolyacrylamidgelelektrophorese getreniidie Detektion der Fluoreszenzmarkierung des
pl7-AFZielstrangs (Alexa647 an Position 17) bzw. des 43'AftZielstrangs (Alexa647 am-Berminus)
erfolgte mittels eines Fluoreszenzscanners. Alle Leitstrénge einer Lange von 13 bis 23 Nukleotiden wiesen
eine 5-Phosphatgruppe auf, die 4duklectidLeitstrange einen EHydroxylterminus.(A) LeitstrangLange

von 13 bis 23 NukleotiderzielstrangLange 21 Nukbtide. Schnittaktivitat kann ab eindreitstrangLange

von 15 Nukleotiden beobachtet werden, dabei entstehen zwei Hauptprodukte einer Ladnge von 9 und 10
Nukleotiden bei Verwendung eisel5 und 17 Nukleotid langebeitstrangs fur 19 bis 23 Nukleotid lange
Leitstrange entsteht das fir dn T-Leitstrang kanonische Muster. Bemerkenswert ist die erhdhte
Abbaugeschwindigkeit fir die 15 und 19 Nukledtitstrangem Verhéltnis zu den anderen Konstrukten. (B)
LeitstrangLange 21 und 41 NukleotidéielstrangLarge 21 und 41 Nukleotide. Die Abbaugeschwindigkeit im
Falle ds 41 NukleotidLeitstrangsst deutlich herabgesetzt im Vergleich @dem kanonischen Konstrukt. Der

41 nt5'ARZielstrangwird dabei mit den 21 NukleotidLeitstrangzu finf Hauptprodukten mit egr Lange

von 16 bis 21 Nukleotiden abgebaut. Es entsteht ein bemerkenswertes Hauptabbauprodukt des'AF
Zielstrang von 10 Nukleotiden bei Verwendung eise 41-NukleotidLeitstrangs mit mehreren
Nebenprodukten zwischen 11 und 30 Nukleotiden. Die Psiersg de pl7-ARZielstrangsindet nur in

sehr geringem MalRe statt. (Gergleich der Prozessierung rdgielstrangedurch MjAgo.L: Leitstrang. Z:
Zielstrang.Angabe als prozentual abgebaute DNA nach 15 Minuten Inkubation mit MjAgo. Auffallig ist die

bedeutend ineffektivere Prozessierung bei Verwendung e#feNukleotidLeitstrangs
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Der Abbau des doppelstréangigen 41 Nukles#fohstrukts verlauft in bemerkenswerter
Weise, da dort der Abbau praferenziell amEside des Zielstrangsstattfindet, erkennbar

am entstehenden Produktmuster mit einem Hauptprodukt von 10 Nukleotiden.

Leitstrangldnge 21 21 41 41
Zielstranglange 20 20 41 41

Fluorophorposition 3 17 32 5
- o is' 0 15' 0" 15 @ 15
el et el el e

i

(A) (B) € (O

Abb. 45-2. Bevorzugte Seite des Abbaus. 3 pM MjAgo wurden mit je 50Qeitdtrangund 1 pMZielstrang

bei 85°C fur 0, 7,5 und 15 Minuten inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Sepadiofrrodukteliber
denaturierende 15%ige Harnstoffpolyacrylamidgelelektrophoresemit nachfolgender Detektion des
Fluoreszenzmarkierung des Zielstrangs (Alexa®s befandsich eine Phosphatgruppe amBhde des 241
Nukleotid-Leitstrangs, die 4NukleotidLeitstrange wiesen einen -Blydroxylterminus auf. A: Der Farbstoff
Alexa647 befindet sich an Position 3 desA¥Zielstrangs. Es wird ein Hauptprodukt einer Lange von 10
Nukleotiden gefunden. B: Alexa647 befindet sich an Position 17 desApZfelstrangs. Es werden zwei
Hauptprodukte mit 12 bzw. 13 Nukleotiden L&nge gefunden. C: Der Farbstoff Alexa647 befindet sich an
Position 32 des 41 m37-Zielstrangs. Nach 7,5 Minutemird ein Hauptprodukt von 31 Nukleotiden Lange
gefunden, nach 15 Minuten ist dieses Produkt nur noch in sehr geringer Konzentration auffindbar. Das
Hauptprodukt zu diesem Zeitpunkt weist eine Grof3e von 16 Nukleotiden auf. D:-Bnu&'des 4ht-5'AF

Zieldrangs befindet sich der Farbstoff Alexa647. Nach 15 Minuten fiihrt die Reaktion zu einem Hauptprodukt
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einer Lange von 11 Nukleotiden. Nach 7,5 Minuten ist kein anderes Produkt erkennbar, sondern nur das 11

Nukleotid-Produkt.

Dies deutet auf eine Prozessigig von Konstrukten hin, die fur einen kanonischen Einbau
des Leitstrangsin MjAgo zu lang sind. Gleichzeitig wird ein Ends glelstrangdtur den
Abbau bevorzugfAbb. 45-2).

MjAgo bevorzugt das #nde eing Zielstrangs einer Lange von 41 Nukleotidi@&nden
katalytischen Prozess, erkennbar am einzelnen Reaktionsprodukt bei Verwendung einer
Markierung am 5Ende. Positionierung des Farbstoffs in der Nahe deSn8es des
Zielstrangszeigt zunachst die Abspaltung eines kurzen Bereichs der DNA (Abgpattan

10 Nukleotiden) mit nachfolgender Degradatider tbrigen DNAauf ein 16Nukleotid
Produkt. Gleichzeitig entstehen mehrere Nebenprodukte, die entweder fur einen Schnitt
innerhalb des Konstrukts oder durch sequenziellen Fortsatz des begonnenen Abbaus
sprechen. Da das Hauptprodukt im Reaktionsverlauf von 31 Nukleotiden auf 16 Nukleotide
Lange abgebaut wird, erscheint der sequenzielle Abbau wahrscheinlich. Die Fortsetzung
des Abbaus erzwingt einen anderen Modus der Bindung des zu verarbeitenden Ka)strukt
da eine Verankerung des-Bhdes dsLeitstrangsnnerhalb MjAgoglie Positionierung de
Zielstrangsm katalytischen Zentrum nictermoglichen wiirde. Es sind also zwei Modi fur
die Prozessierung von DNA durch MjAgo nétig. Alternativ ware ein Mechasdemkbar,

in dem MjAgo zuerst einen Strang prozessiert und den prozessierten Strang nachfolgend
als Leitstrangverwendet. Durch Repitition dieses Prozesses ist eine Degradation von

beiden Strangen mdoglich.

Die fur das humane Argonaute2 benotigten und bislverwendeten Uberhénge der
Leitstrangegegentber ds Zielstrangswvaren im Falle der 41 Nukleotionstrukte nicht
gegeben, trotzdem konnte Aktivitat beobachtet werden. Die Uberhiange wurden deshalb

schrittweise entfernt und die Aktivitat beobachtéhbb. 4.53).
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Abb. 45-3. Einfluss der Uberhéange. Es wurden 500 Ir@itstrangund 1 pMZielstrangzusammen mit 1M

MjAgo auf 85°C erhitzt wunddie Produkte anschlieRend Uber 15%ige denaturierende
Harnstoffpolyacrylamidgelelektrophorese getrermit nachfolgender Detektion des Fluoreszenzsignals des
pl7-ARZielstranggAlexa647 an Position 1Blauer Sterh Probennahme erfolgte zu den Zeitpunkten 0, 7,5
und 15 Minuten.Im Konstruktschema ist der entfernte-8berhang in rot markiert, der entfeta 5-
Uberhang in griin.Die Entfernung des &Jberhangs de Leitstrangs hat keinerlei Einfluss auf die
Prozessierung. Eine vollstandige Entfernung der Uberhéange fuhrt zu einer Erhohung der
Reaktionsgeschwindigkeit sowie einer Reduzierung der Produkte veeif FHauptprodukte. Dabei ist zu
beachten, dasseat verwendeteLeitstrangl7 Nukleotide aufweist und somit das Schnittverhalten kongruent

mit dem zuvor fUr eine Leitstrangentsprechender Lange beobachteten ist.

Die Uberhange des DNfonstrukts sind fiir @i Prozessierung durch MjAgo nicht redet.
Es erfolgt keine Auswahl ddreitstrangedurch einen speziellen Uberhang. Potentiell
vorgeschaltete Prozesse, dieitstrangespeziell fur MjAgdereitstellenkénnten, kdnnen

keine Spezifitat durch einen Uberhang erzielen.
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Phosphate ar_eitstrangoder Zielstrangverandern das Ergebnis d@rozessierungsind
allerdings nicht relevant fur die Aktivitat per se. Es wurde eine Mindestlange diir d
Leitstrang gefurden, ab der eine Prozessierung stattfinden kann. Desweiteren wurde
festgestellt, dass auch Konstrukte, die nicht kanonisch gebunden werden kdnnen,
prozessiert werden, weshalb auf einen zweiten Bindungsd Aktivitdtsmodus

geschlossen wurde.

Zusammengefat konnte kein zwingendes Kriterium gefunden werden, dass eine spezielle
DNASpezies exklusiv fur MjAgo bereit gestellt wird, demnach ist auch keine Aussage uber
vorgeschaltete Prozesse moglich. Im Gegenteil kann vermutet werden, dass kein
Mechanismus zuenerierung de Leitstrangexistiert, da kein Grund gefunden wurde,

einen solchen Mechanismus als notwendig anzusehen.

4.6. Einfluss der Nukleinsaurezusammensetzungnderung der vollstandigen Sequenz

Zur Validierung der bisherigen Ergebnisse wurden ausgésvitersuche ausgedehnt auf
zwei weitere Sequenzen, as2b und siLuc. Diese sind nicht nhbistesr verwendeteret7-
Sequenz verwandt und erlauben Ruckschlisse auf die Sequenzabhangigkeit der
beobachteten Einflisse. Es wurden jeweils ein Guamid ThyminLeitstrangsowie ein
Zielstrangmit 3'-Phosphat im Verhéltnis zu eime3'-HydroxyiZielstranguntersucht(Abb.

4.61).
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Abb. 46-1. Einfluss der Sequenz auf das Prozessierungsverhalten von MjAgo. Es wurden 3 pM MjAgo mit je
500 nMLeitstrangund 1 puMZidstrangauf 85°C erhitzt. Die Probennahme erfolgte zu den Zeitpunkten 0, 7,5
und 15  Minuten. Die  Auftrennung der  Produkte erfolgte (ber  denaturierende
Harnstoffpolyacrylamidgelelektrophoresemit anschlieBender Detektion des Fluoreszenzsignals des
Zielstrarmgs (pl17ARZielstrang mit Alexa647 an Position 17, as2b-pEZielstrang und siLuc Zielstrang mit

mit Alexa647 an Position 18s wurde das erste Nukleotiddeeitstrangsentweder als Thymin oder Guanin
gewabhlt, eer Zielstrangst fur das jeweilige Kotrsikt unveréandert. (A) Vergleichon G- und FLeitstrang Der
Einfluss des ersten Nukleotidsdleeitstrangsauf das entstehende Schnittmuster ist nur fir die &&quenz
erkennbar (zuvor besprochen). Im Falle von as2b und siLuc entsteht ein einzelnes Hauptprodukt fir beide
LeitstrangSequenzen, der Abbau erfolgt im Falles deleitstrangsdes siLudonstruktsschneller als mit der
ThyminVariante. Das Hauptprodukt der Prozessierung sieueZielstrangsst ein Nukleotid kirzer als das

der as2bVariante und damit ebenfalls kiirzer als das kleinste Hauptprodukt deiSetjienz. (B) Vergleich
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desEinflusses de®'-Phosphatsles Zielstrangauf das Prozessierungsverhalten von MjAgo. Auch hier ist der
Einfluss auf das entstehende Schnittmuster nur fur das-Hedfstrukt erkennbar. Das fir die asXowie
siLueSequenz entstehende Hauptprodukt ist weder in Bezugd@&ifAnzahl und Gréf3e der Produkte noch
bezlglich der Reaktionsgeschwindigkeit beeinflusst von dedydroxyl bzw. PhosphaGruppe des

Zielstrangs

Der zuvor beobachtete Einfluss des ersten Nukleotids deitstrang sowie der
3'-Modifikation des Zielstangskann fir andere Sequenzen nicht nachvollzogen werden.
Sowohl as2B als auch siLuc zeigen nur ein einzelnes Hauptprodukt in allen Fallen, wahrend
let7 zwei G-Leitstrang oder funf T-Leitstrang Hauptprodukte aufweist. Das Produkt des
Abbaus ds siLueZielstrangsveist dabei eine Grof3e von 6 Nukleotiden auf und ist somit

ein  Nukleotid kurzer als das der as3bquenz. Die verringerte Anzahl an
Prozessierungsprodukten spricht fir eine spezifischere Wechselwirkung von DNA und
MjAgo und deutet damit auf e stabilere Positionierung der DNA innerhalb der
bindenden Domé&nen des Proteins hin. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist fur die drei
getesteten Sequenzen stark unterschiedlich mit einem Maximum fur die&sgbenz und

einem Minimum fur siLuc.
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(A) (B) (C) (D) (E) (F) (G)

Zielstrang 30H 3P 30H 3P 3OH 3OH 3'OH

Leitstrang 5P-T  5'P-T 5'P-G 5'OH-T yombie. 5'P-17nt 5'P-as2b

Abb. 4.6-2. Ubersicht tber den Einfluss der verschiedenen Modifikationen der DNA auf das
Prozessierungsverhalten. Es wurden jeweils 3 uM MjAgo mit ZjeMtrangund 500 nMLeitstrangfir 15
Minuten bei 85°C inkubiert, die anschlielende Auftrennuiey Produkteerfolgte Uber denaturierende
Harnstoffpolyacrylamidgelelektrophoresemit nachfolgender Detektion des Fluoreszenzsignals der
ZielstranggAlexa647 an Position 17)A) T-Leitstrangmit 5'-Phosphat ung17-AFRZielstrangmit 3-Hydroxyt
Gruppe. (B)-Leitstrangmit 5-Phosphat undZielstrang3'P mit 3'-PhosphatGruppe. (C) &eitstrangmit 5'-
Phosphat undpl7-AFZielstrang mit 3'-HydroxylGruppe. (D)LeitstrangP mit 5-Hydroxylgruppe und
Zielstrang3'P mit 3-PhosphaiGruppe. (E) T-Leitstrang mit 5-Phosphatgrppe und vollstandiger
Komplementaritdt zm pl7-AFRZielstrang (F) 17nt-Leitstrangmit 5'-Phosphat ungp17-AFZielstrangmit 3™
HydroxylGruppe. (GY-Leitstrangmit 5'-Phosphat unas2b p18AFZielstrangmit 3'-HydroxyiGruppe

4.7. Einfluss deMNukleinsdurezusammensetzungPlasmide und genomische DNA
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Es konnte keine obere Begrenzung fur die Lange ldststrangsgefunden werden,
allerdings wurde eine schwache katalytische Aktivitat MjAgos auch dann gefunden, wenn
aufgrund der vorhandenen GroReeder das 5 noch das 3Ende kanonisch gebunden
werden kann (vgl. Abbildung 41.). Auch alle anderen getesteten Modifikationensde
Leitstrangsfuhrten nicht zu einer katalytischen Inaktivitdt, trotz Beeinflussung der

Prozessierung d&Zielstrangslurch MjAgo.

PulldownExperimente zeigen afhermus thermophiluArgonaute gebundene Fragmente
plasmidaler DNA bei rekombinanter Expression E. coli Dies lasst auf einen vive
Aktivitat dieses thermophilen Argonautes bei vergleichsweise geringen Tempeamaim
Organismus schlieReft.In vitro-Experimente konnten eine DNgeflihrte Prozessierung
von Plasmiden fuiThermus thermophilu&\rgonaute undPyrococcus furiosu&rgonaute
zeigen'® Dabei fand eine Linearisierung des Plasmids sktwurde bisher nicht geklart,

aus welcher Quelle die vivoverwendeten Leitstrangestammen.

Die bisherigen Ergebnisse zeigtelie Moglichkeit der direkten Prozessierung langer,
doppelstrangiger DNKonstruke durch MjAgo an. Weder Kofaktoren noch eine spezielle
Komposition oder Struktur der Substrate waren fir eine Aktivitdt notwendig, sodass die
Versuche auf andere DNFormen aisgeweitet wurden. Dazu wurden sowohl plasmidale
als auch genomische DNA mit MjAgo versgiib. 4.71).
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Abb. 47-1. Prozessierungon plasmidaler und genomischer DNA. Es wurden 400 ng Plasmid bzw. 300 ng
genomische DNA mit puM MjAgo erhitzund zu den angegebenen Zeitpunkten Proben entnommen. Die
Auftrennung der Produkte erfolgte Uber denaturierende Agarosegelelektrophoreset nachfolgender
Detektion des dem Gel zugesetzten Fluoreszenzfarbstoffs SybiSafeurda keine weiteran Leitstrang
zugegeben. Sowohl Plasmide als auch genomische DNA werden durch MjAgo prozessiert. Die Produkte sind

Uber einen weiten GrofRenbereich verteilt und werden in Abh&ngigkeit von der Reaktionsdauer graduell in
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