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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Biochemische Signale bei mehrzelligen Organismen
und Protozoen

Zellen héherer Organismen sind zu Gewebesystemen differenziert. Die Abstimmung zell- und
gewebespezifischer Aufgaben macht eine Kommunikation mittels signalgebender Substanzen
unabdingbar (Zell-Zell- oder Gewebe-Zell-Kommunikation). Diese Signale bewirken nach
Transduktion eine adaquate Anderung im Zellstoffwechsel.

Bei Saugern wird die Gewebe-Zell-Kommunikation haufig durch solche Hormone vermittelt, die
durch Bindung an ihren Rezeptor die Aktivierung eines GTP-bindenden Proteins bewirken. Die
Untereinheiten aktivierter G-Proteine fiihren meist zur Bildung des zentralen second messen-
gers cAMP, seltener cGMP, katalysiert durch die Enzyme Adenylat- respektive Guanylatcycla-
se. Ein anderer G-Protein vermittelter Transduktionsweg fuhrt zur Bildung der sekundaren Bo-
tenstoffe Inositoltrisphosphat (IP;) und Diacylglycerol und in Folge des ersteren zur Freiset-
zung von Ca*" im Zellinneren. Ca** kann als third messenger betrachtet werden.

Einzeller wie Paramecien sind autarke Individuen, welche weniger mit anderen Zellen, als pri-
mar mit ihrer Umwelt kommunizieren. Da sie nicht von einer, in ihrer Zusammensetzung in
engen Grenzen definierten, Flussigkeit umgeben sind, wie dies bei mehrzelligen Organismen
der Fall ist, sondern ihr Lebensraum natrliche Gewéasser sind, welche in ihrer Zusammenset-
zung starken Veranderungen unterliegen, ist die Aufnahme diese Veranderungen signalisie-
render Reize lebensnotwendig. Paramecien sind sensitiv fur Reize durch Hitze, mechanische
Einwirkung und organische und anorganische Chemikalien. Die Antwort auf solche Reize ist
generell eine Anderung im Schwimmverhalten, die dazu fiihrt, sich der Quelle des Reizes zu
nahern oder davon zu entfernen.

Signale werden also in erster Linie nicht durch Botenstoffe anderer Zellen dargestellt, sondern
durch Bestandteile ihrer Umwelt. Dies macht es wahrscheinlich, daf3 die Signaltransduktion bei
Einzellern andere molekulare Mechanismen verfolgt, als die klassischen hormongekoppelten
Wege via G-Proteine der Sauger.

Die Ubertragung externer Reize ins Zellinnere erfolgt bei Ciliaten durch Anderungen in der
Membranleitfahigkeit fiir Ca®* und /oder K* und wird auf Basis von Potentialen, also Verschie-
bungen im Membranruhepotential weitergeleitet (2).

1.2 Elektrophysiologie von Paramecium (2)

Das Membranruhepotential wird bei Paramecium durch Sickerleitfahigkeiten fir K* und Ca**
gebildet. Es herrscht eine ungleiche lonenverteilung auf beiden Seiten der Zellmembran: eine
hohe intrazellulare K*-Konzentration (=18-34mM) steht einer relativ niedrigen extrazellularen
Konzentration gegeniiber; bei Ca** verhalt es sich umgekehrt, die intrazellulére Konzentration
freier Ca®*-lonen wird sehr niedrig gehalten (=0,1uM), wihrend auRen héhere Konzentrationen
herrschen (3). Diese Konzentrationsgradienten stellen die Triebkraft zweier antagonistischer
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Einleitung

lonenstréme dar (K*-Efflux, Ca®*-Influx), die durch die zuriickbleibende negative Ladung be-
grenzt werden. Aufgrund des Antagonismus der Strome wird das elektrochemische Gleichge-
wichtspotential beider lonenbatterien nicht erreicht. Im Ruhezustand sind die entgegengesetz-
ten Strome ausgeglichen. Das Membranruhepotential betragt ca. -35mV. Die K'-
Ruheleitfahigkeit leistet den groReren Beitrag.

Reize, die eine Membrandepolarisation bewirken (zum Beispiel mechanische Stimuli am vor-
deren Zellende oder Erhéhung der externen Konzentration einwertiger Kationen) fuhren zu
einem abgestuften Aktionspotential, getragen durch spannungsabhéngige Ca®*-lonenkanéle
der Cilienmembran. Die Inaktivierung erfolgt durch lokale Akkumulation von Ca®*-lonen. Eine
schnelle, spannungsabhangige K'-Leitfahigkeit moduliert das Ausmal des Aktionspotentials;
eine spannungs- und Ca®*-abhangige, verzdgerte K*-Leitfahigkeit bewerkstelligt die Repolari-
sation. Im Verhalten ist eine sogenannte avoiding reaction zu beobachten: die Zellen kehren
die Cilienschlagrichtung kurzzeitig um und schwimmen rickwarts. Diese Art der Erregbarkeit
ist begrenzt auf die Cilienmembran. Depolarisation der Membran decilierter Tiere fuhrt zu kei-
nem Ca?*-Aktionspotential.

Reize, die eine Membranhyperpolarisation auslésen (z.B. mechanische Stimuli am hinteren
Zellende oder Verdiinnung der Konzentration einwertiger Kationen oder Erhéhung der Ca?*-
lonenkonzentration (Ca**-Paradoxon)) erhéhen den K*-Ausstrom und bewirken eine voriiber-
gehende Beschleunigung des vorwarts Schwimmens.

Verschiebungen in den extrazellularen lonenkonzentrationen nehmen unter den externen Rei-
zen eine Sonderstellung ein, da sie zusétzlich zur Anderung des Schwimmverhaltens nach
einer aktiven Anpassung verlangen, weil sie a) eine veranderte osmolare Wirkung ausliben
(Regulation durch die kontraktile Vakuole) und b) Einflu® auf das Membranruhepotential besit-
zen. Um das Ruhepotential konstant zu halten (potentiostatische Membran), missen Parame-
cien ihre Membranruheleitfahigkeit permanent den gegebenen dufleren Bedingungen anpas-
sen, insbesondere den herrschenden K*- und Ca?-Konzentrationen. Aber auch andere Katio-
nen haben Einflull auf das Membranpotential.

1.3 Signalweiterleitung

Die Frage ist, wie die elektrophysiologischen Ereignisse aufgrund externer Reize mit biochemi-
schen Stoffwechselanderungen und Verhaltensanderungen verkniipft sind. Hier brachten Un-
tersuchungen Uber das ubiquitéar der Bildung sekundarer Botenstoffe dienende cyclische
Nukleotidsystem weitere Erkenntnisse.

In den Cilien von Paramecium wurden die sekundaren Botenstoffe cGMP und cAMP nachge-
wiesen. Des weiteren konnten die Enzyme der gesamten regulatorischen Kaskade des cycli-
schen Nukleotidsystems gefunden werden: eine Guanylatcyclase, eine Adenylatcyclase,
cGMP- und cAMP-abhangige Proteinkinasen, Phosphoproteinphosphatase, spezifische
Phosphodiesterasen fur cGMP und cAMP und Calmodulin (4).

Die membranstandige Guanylatcyclaseaktivitat erscheint bei der Membranpraparation der Ci-
lien in einer bestimmten Fraktion und ist streng Ca**-reguliert. Diese Ca®*-Sensitivitat wird viel-
leicht durch vom Enzym gebundenem Calmodulin vermittelt (5, 6). Die gemeinsame Stimulati-
on durch Ca®* und die rdumliche Nahe der GC zu den die cilidre Membranerregbarkeit vermit-
telnden, spannungsabhangigen Ca?*-Kanalen lieR eine Kopplung der cGMP-Entstehung und
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des ciliaren Verhaltens durch elektrische Membranereignisse nach Reizaufnahme vermuten. In
vivo konnte gezeigt werden, da die cGMP-Bildung durch Ca**-Einstrom sowohl durch cilidre
depolaristations-aktivierte, als auch durch somatische, hyperpolarisations-aktivierte Ca**-Kana-
le stimuliert wird, jedoch getrennt von den ebenfalls Ca**-stimulierten Verhaltensantworten
(Cilienschlagumkehrung und Cilienschlagbeschleunigung) auftritt (7). Hier bleibt die Frage be-
stehen, welche biochemische Anderung durch einen cGMP-Anstieg nach Ca®*-Influx in der
Zelle hervorgerufen wird (7).

Die Adenylatcyclase erscheint in einer zur GC unterschiedlichen Fraktion der Cilien-
membranpraparation. Die Regulation der Adenylatcyclaseaktivitat war unklar. lhre Unempfind-
lichkeit gegen Choleratoxin, Pertussistoxin, Fluoride, GTP und seine nicht hydrolysierbaren
Analoga GMPPNP' u. GTP-y-S? bestatigt, dal keine Regulation durch G-Proteine vorliegt (8).
In vivo-Untersuchungen ergaben, dal} die cAMP-Bildung durch externe lonenkonzentration-
sanderungen, die eine Hyperpolarisation der Zellmembran bewirken (9), hervorgerufen wird.

Um das Membranpotential bei schwankenden externen lonenkonzentrationen konstant zu hal-
ten, muB die K*-Ruheleitfahigkeit in Paramecium aktiv reguliert werden. Sie ist abhangig von
der lonenkonzentration im Aquilibrierungspuffer, z.B. bedingen hohe externe K*-Konzentration-
en eine hohe K*-Ruheleitfahigkeit, in Niedrig-K*-Umgebung besteht eine niedrige K*-Ruheleit-
fahigkeit. Die herrschende K'-Ruheleitfahigkeit beeinflult das AusmaR der Hyperpolarisation
bei Verdiinnung externer Kationen. In unserem Labor konnte in K*-Verdiinnungsversuchen®
eine Korrelation zwischen der zuvor herrschenden K'-Ruheleitfahigkeit (moduliert durch ver-
schiedene K'-Konzentrationen im Aquilibrierungspuffer) und damit auch dem AusmaR der Hy-
perpolarisation und der akkumulierten cAMP-Menge gezeigt werden. Dies 143t eine Koregula-
tion von K*-Ruheleitfahigkeit und der cAMP-Produktion vermuten, was durch Untersuchungen
an der Paramecium tetraurelia-Mutante restless erhartet werden konnte. restless besitzt einen
Defekt in der Regulation des Membranpotentials. In Niedrig-K*-Losung kann die Zelle kein
konstantes Membranpotential aufrechterhalten, wie Wildtyp-Zellen dies durch Verringerung der
K*-Ruheleitfahigkeit tun. restless hyperpolarisiert unter solchen Bedingungen dauerhaft wie
eine Kaliumelektrode, was sich in permanentem, beschleunigtem Vorwartsschwimmen aufiert
und zum Absterben der Zellen fiihrt (10). In K*-Verdiinnungsversuchen konnte in restless eine
uberdurchschnittlich hohe cAMP-Akkumulation nachgewiesen werden, welche durch vorherige
Behandlung mit dem K*-Kanal-Blocker Tetraethylammonium (TEA®) ausbleibt. Ebenfalls auf-
gehoben ist dieser Effekt in einer weiteren Paramecium-Mutante: manxA. Sie besitzt eine Zu-
satzmutation (aulRerhalb des mutierten Gens von restless), welche die regulatorischen Memb-
ranleitfahigkeitsdefekte von restless kompensiert. Diese Ergebnisse sprechen fir eine Verbin-
dung der K*-Ruheleitfahigkeit und der Regulation der cAMP-Produktion.

In Anbetracht der lonenkanal-ahnlichen Topographie von Sauger-Adenylatcyclasen (11), ist es
denkbar, daf’ die Paramecium-AC selbst als lonenkanal fungiert.

1992 (12) gelang es im Arbeitskreis die membranstandige AC aus den Cilien von Paramecium
tetraurelia bis zur Homogenitat in aktiver Form zu reinigen. SDS-PAGE-Analyse ergab ein Mo-

' 5°-Guanylylimidodiphosphat

2 Guanosin-5'-O-(3-thiotriphosphat)

® Paramecien wurden in einem Puffer bestimmter K*-lonenkonzentration fiir mehrere Stunden aqui-

libriert. Fir die Messungen wurde die duRere K'-Konzentration schlagartig verdiinnt.
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lekulargewicht von 96kDa fur dieses Enzym. Rekonstitution der AC in kunstlichen Lipid-
Doppelschichtmembranen gestattete in vitro-Untersuchungen der mdglichen Leitfahigkeit. Es
konnte dargelegt werden, dal® zusammen mit der AC-Aktivitdt eine lonenpore mitgereinigt
wurde, welche Leitfahigkeiten insbesondere fir K* (und Cs*) und in abgestuften MaRRen fir
Na*, Ca®*, Li* und Mg?* besitzt, wobei die Interpretation der Daten eine Spezifitat fiir einwertige
Kationen mit einer Praferenz fir K* zeigten. Die Offnungswahrscheinlichkeit der lonenpore
stellte sich als spannungsunabhangig heraus, wobei die Leitfahigkeit eines Einzelkanals mit
der angelegten Spannung an der kiinstlichen Membran linear ansteigt. Zwischen der AC-
Aktivitat und der lonenkanal-Aktivitat besteht eine strikte Abhangigkeit. Bei verminderter AC-
Aktivitat war immer eine verminderte Aktivitdt der lonenpore zu finden. Diese Ergebnisse
schlagen dringend eine Kopplung von AC und lonenkanal vor, und lassen sich dahingehend
interpretieren, dal® der lonenkanal die regulatorische Domane der AC darstellt und der
K*-Einstrom, welcher die AC-Aktivitat reguliert, eine intrinsische Aktivitat des Enzyms selbst ist.
Dies bedeutet ein Beteiligung der AC an der Regulation des Membranruhepotentials.

Diese Erkenntnisse zeigten zum ersten Mal eine direkte Kopplung einer AC-Aktivitat mit einem
lonenkanal, so dal} dieses protozoen Enzym evolutionar ein Vorganger der membranstandigen
(2x 6 transmembranspannende Bereiche) mammalia AC sein kdnnte.

Das Labor beschaftigt sich seither mit der Klonierung dieser Adenylatcyclase aus Paramecium
tetraurelia. Eine Proteinsequenzierung war mangels ausreichender Proteinmengen nicht mog-
lich.

1.4 Eine mammalia-AC ahnliche Guanylatcyclase aus Pa-
ramecium tetraurelia

Die vermutete Ahnlichkeit der Paramecium-Adenylatcyclase zu Sauger-Adenylatcyclasen fiihr-
te zu der Klonierung eines Cyclase-Gens aus Paramecium tetraurelia (13). Im korrespondie-
renden, 280kDa schweren Protein lassen sich zwei Doméanen erkennen: N-terminal eine Do-
mane mit zehn transmembranspannenden Helices, welche Ahnlichkeiten zu P-Typ-ATPasen
zeigt; C-terminal eine Nukleotidcyclase mit einer Topologie von Klasse lll Sauger-
Adenylatcyclasen (2x6TM). Die cytosolischen, katalytischen Schleifen besitzen Sequenzahn-
lichkeiten zu den Sauger-Adenylatcyclasen, sind allerdings in umgekehrter Reihenfolge ange-
ordnet. Die heterologe Expression des Enzyms erbrachte den Nachweis flr AC-Aktivitat.

Die Veroffentlichungen zweier Kristallstrukturen der katalytischen Doméane von Sauger-
Adenylatcyclasen (14, 15) ermoglichte erstmals, einzelnen hochkonservativen Aminosauren
Aufgaben zuzuordnen; u.a. konnten die Substratspezifitat-vermittelnden Aminosauren identifi-
ziert werden (16-18). Diese Daten wiesen die klonierte Cyclase als Guanylatcyclase aus, was
experimentell bestatigt wurde: sowohl das Holoenzym, als auch die GC-Domane allein zeigen
signifikant hohere GC- als AC-Aktivitat (1, 19). Dies ist die erste bekannte Guanylatcyclase mit
2x 6TM-Struktur. Bemerkt sei noch, dal} keine Caz"-regulatorischen Effekte an der GC nach-
gewiesen werden konnten. In der weitern Arbeit wird diese GC als ParaGC bezeichnet.



Einleitung

1.5 Aufgabenstellung

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, das Gen der proteinchemisch bearbeiteten Ade-
nylatcyclase aus Paramecium mit dem vermutlich gekoppelten lonenkanal (12) zu klonieren.
Die anschlieRende Synthese des Gens mit einer auf Sdugetiere optimierten Codonusage soll-
ten die heterologe Expression des Gens ermoglichen. Nachfolgende Untersuchungen sollten
Aufschlisse Uber die gegenseitige Beeinflussung der AC-Aktivitat und der Aktivitat der lonen-

pore erbringen.

A

extraz.

M1 M2

ez TNV AVAR v
HaN Cib COOH
C1a C22a Cop

B
M1
extraz. AN AN
intraz.
\V VvV
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Cozlike!
P-Typ-ATPase Ortholog Guanylatcyclase-Doméane

Abbildung 1:

(A) Schematische Darstellung der Topologie von Sauger-Adenylatcyclasen. Mit M1
werden die Transmembranbereiche (TM) 1-6 bezeichnet, mit M2 TM 7-12. Die cytoso-
lischen Schleifen tragen die Bezeichnung C4 und C, und sind unterteilt in die Abschnit-
te C45 und Cy,, respektive C,, und Co,. Die Abschnitte Cq, und C,, tragen die katalyti-
schen Bereiche; Cy, ist nicht bei allen Sduger-AC-Typen vorhanden. (B) Schemati-
sche Darstellung der vermuteten Paramecium-Guanylatcyclase-Topologie. Die P-Typ-
ATPase ahnliche Domane besteht aus 2x2TM- und 1x6TM-Kassetten und zwei cyto-
solischen Schleifen, einer kurzen und einer langen. Die GC-Doméane besteht aus
2x6TM, bezeichnet als M1 und M2, und den cytosolischen Schleifen C,like und Cslike,
jeweils unterteilt in einen a- und b-Abschnitt. Die a-Abschnitte tragen die katalytischen
Bereiche. Die Anordnung der Schleifen ist umgekehrt verglichen mit der der Sduger-
ACn.






Material

2 Material

21 Chemikalien, Enzyme und Kits

AGS, Heidelberg: Restriktionsendonukleasen mit 10x Reaktionspuffern

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg: ECL Plus Western Blot Detection System, Rain-
bow Protein-Standards, Hyperfilm ECL, Thermo Sequenase fluorescent labelled primer
cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP, Thermo Sequenase primer cycle sequencing
kit, Rediprime DNA labeling system, Protein A-Sepharose 4 Fast Flow, OnePhorAll-
Puffer fir Restriktionsendonukleasen, G418 (Sulfat), 25mM MgCl,-Puffer for PCR
(USB)

AppliChem, Darmstadt: HEPES, Acrylamid 4K-Lésung 30%
Appligene Oncor, Heidelberg: Tag-DNA-Polymerase mit Reaktionspuffer

BIO-RAD, Miinchen: BIO-RAD Protein Assay-Reagenz, Affi-Gel 10, Coomassie Brilliant-Blue
G-250

Biogenes, Berlin: Herstellung der Peptidantikérper anti-pAC-NT

Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf: Sequage/™ XR, Sequagel™ Complete Buffer Re-
agent, Chill Out 14 Liquid Wax von MJ Research

Canberra Packard, Taunusstein: Ultima Gold XR Szintillator
Charles River, Sulzfeld: New Zealand White Kaninchen

Clontech, de Schelp (Niederlande): Expressionsplasmid pEGFP, bicistronisches Expres-
sionsplasmid p/RES1neo

Dianova, Hamburg: Sekundarer Ziege-anti-Kaninchen Antikdrper konjugiert mit Meerrettich-
Peroxidase, sekundarer Ziege-anti-Maus Antikorper konjugiert mit Meerrettich-
Peroxidase

Difco Laboratories, Detroit (USA): Agar, Yeast Extract, Tryptic Soy Broth, Casamino Acids,
Bacto Trypton, Malt Extract

ECHAZ microcollections, Tiibingen: Peptidsynthese (Antigen EVDNQSVISEDSNNED),
Lipopeptide Adjuvant

Eurogentec, Seraing (Belgien): Oligonukleotide fur Gensynthese
Fluka, Buchs (Schweiz): Sodiumdodecylsulfat, L-Prolin

Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe: Insektenzellkultur-Medium TC700, CellFECTIN™,
Plasmid pFastBac1, E.coli DH 10 Bac-Bakterienzellen, Gentamycin-Losung (50mg/ml),
Zellkulturmedium MEM

ICN, Eschwege: Radionukleotide [0-**P]-ATP, [a-*?P]-dCTP, 7X™ PF Reinigungsdetergenz,
Ehtidiumbromid Tabletten
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Invitrogen, Groningen (Niederlande): Sf9-Insektenzellen, Expressionsplasmid pRSETa
Macherey-Nagel, Diiren: Nucleobond AX PC 20, Nucleotrap

Merck, Darmstadt: Aluminiumoxid 90 aktiv, Ethanol, Methanol, Chloroform,
2-Mercaptoethanol, Isoamylalkohol, DMSO, Glycerol 87%, Essigsaure 100%, Dioxan,
alle nicht aufgefiihrten Chemikalien in p.a. Qualitat

Messer, Griesheim: Kohlendioxid

MWG-Biotech, Ebersberg: Oligonukleotide (PCR-Primer und Fluoreszenz-markierte Sequen-
zier-Primer (5'-IRD 800-Markierung)

New England Biolabs, Schwalbach/Taunus: Restriktionsendonukleasen mit 10x Reaktions-
puffern, T4-Polynukleotid-Kinase, BSA fur Molekularbiologie

Novagen, Darmstadt: E.coli BL21 (DE3) [pPREP4], E.coli BL21 (DE3) [pLysS]

Promega, Madison (USA): Wizard Plus SV Plasmid Purification Kit (MiniPreps und Mi-
diPreps), Recombinant RNasin (RNase-Inhibitor), Pfu-DNA-Polymerase mit Reaktions-
puffer

Qiagen, Hilden: pQE30-Expressionsvektor, E.coli M15 [pREP4]-Bakterienzellen, Ni**-NTA-
Agarose, monoklonaler Antikérper anti-RGS(His),

Roche Diagnostics, Mannheim: Restriktionsendonukleasen mit 10x Reaktionspuffern, Alkali-
sche Phosphatase, Klenow-Polymerase, Rapid DNA Ligation Kit, INTP’s, Fotales Kal-
berserum, Kreatinkinase, Kreatinphosphat, ATP Nuklease S7, Rapid Translation Sys-
tem RTS500 E.coli Circular Template Kit, Proteaseinhibitorcocktail-Tabletten Comple-
te™ Mini (mit EDTA)

Roth, Karlsruhe: Glycin, Brillant Blau R250, Ampicillin, Kanamycin
Serva, Heidelberg: Chloramphenicol, Polyethylenglycol 1000, TES

Sigma, Deissenhofen: Glycerol 99%, MOPS, Tris, EDTA, EGTA, X-Gal, IPTG, Dowex
50WX4-400, Ponceau S, Tween 20, Pluronic-F68 10% Ldsung, TEMED, LB-Agar Fer-
tigpulver, LB-Broth Fertigpulver, Phenol, Harnstoff, Guanidiniumchlorid, Dithiothreitol,
Kanamycin, Tetracyclin, Thiostrepton, Streptomycinsulfat, Spectinomycin Dihydrochlo-
rid, Bromphenolblau, Xylencyanol, Thioglycerin, Calciumchlorid flr Zellkultur

Stratagene, Heidelberg: Plasmid pBluescript Il SK(-), E.coli XL1Blue MRF-Bakterienzellen,
E.coli SOLR-Bakterienzellen, ExAssist™-Helferphage, Plasmid pBK-CMV

Siidzucker, Mannheim: Fein Zucker (Saccharose)

2.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Amersham Pharmacia, Freiburg: Hybond™-N Nylonfilter (82mm und 132mm), Liquid Scintil-
lation Counter Rackbeta 1209, Elektrophorese-Spannungsquellen EPS 301, EPS 601,
ECPS 3000/150

Beckmann, Miinchen: Ultrazentrifuge Optima L 60, Rotor Ti50

Becton-Dickinson, Heidelberg: Insulinspritzen Micro-Fine+
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Bender & Hobein, Ulm: Vortexer Genie2

Biometra, Gottingen: TR/IO-Thermoblock thermocycler, TRIO Heated Lid beheizbare Deckel
fur TRIO-Thermoblock

BIO-RAD, Miinchen: Blotapparatur Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell
Branson, Danbury (USA): Ultraschallsonde Sonifier B-12, Ultraschallbad Bransonic 12

Eberhard-Karls-Universitat (Werkstatt Pharmazie), Tiibingen: Flachbett-Gelelektro-
phoresekammern

eppendorf, Hamburg: Thermoblock 3407 und 56320, Thermoschiittler 5436, Tischzentrifugen
Zentrifuge 3200 und Centrifuge 5414 und mini spin, Kihlzentrifuge 5402, BioPhotome-
ter, Pipetten Varipette 4810 (0,2-10pl; 10-100ul; 50-250ul; 100-1000ul)

Frobel, Lindau: Consort Microcomputer Electrophoresis Power Supply E411
Gesellschaft fir Labortechnik GFL, Burgwedel: Wasserbader Typ GFL1083

Heraeus, Osterode: Megafuge 1.0R (BS 4402/A), Varifuge 3.0, Olzentrifuge 4121, Tischzent-
rifuge Biofuge A, Laminair HLB2448, Begasungsbrutschrank

Hoefer, San Francisco (USA): GelgielRapparatur Mighty Small SE245, Gellaufkammer SE250
H.Saur Laborbedarf, Reutlingen: Vakuumzentrifuge Typ BA-VC-300H

Kodak, New Haven (USA): Réntgenfilm Biomax MR

Kontron-Hermle, Gosheim: Centrikon H401 und ZK401, Rotoren A6.714 (SS34) und A8.24
KSG Sterilisatoren, Olching: Hochdruckdampf-Sterilisator KSG 40-2-1

Leitz, Wetzlar: Mikroskop Labovert

Logeman, USA: Hand-Homognisator (US Pat. 2064.402)

LTF Labortechnik, Wasserburg: Videoprinter Mitsubishi Video Copy Processor P91 mit Sony
CCD Video Camera Modul XC-ST500E, Thermopapier K65HM, Software BioCapt Ver-
sion 99.01s

Macherey-Nagel, Diiren: Blotmembran porablot PVDF, porablot NCP (0,45um)
Memmert, Schwabach: Kihlbrutschrank BK80

Metrohm, Herisau (Schweiz): pH-Meter E 512

Millipore, Eschborn: Reinwasseranlage MilliQ UF Plus

MWG, Ebersberg: L/-COR DNA sequencer model 4000, Hybridisierschrank Mini OvenMKII,
Hybaid HB-OV BL Glasrohren

Panasonic, Osaka (Japan): CCTV Camera WV-CD20, Videorecorder AG 7350
Promega, Madison (USA): Vac-Man (Vakuumanschlisse fur Plasmidpraparationen)
Roche Diagnostics, Mannheim: Quick-Spin-Column (Gelffiltrationssaulen)

Sartorius, Gottingen: Tischwaage BP 2100 S, Analysenwaage handy, Sterilfilter 0,2um
Savant, (USA): Vacuumzentrifuge Speed Vac concentrator SVC 100 A
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Schleicher & Schuell, Dassel: Whatmanpaper 3MM, Blotmembran Optitran BA-S 83 (0,2um)
und protran BA 83 (0,2um)

Stratagen, Heidelberg: UV-Ofen Stratalinker 2400

UniEquip, Martinsried: Begasungsbrutschrank CO, Unitherm 170
Vetter, Wiesloch: UV Kontaktlampe Chroma 43

Wolf, Geislingen: Tischautoklav Sanoclav

WTB binder, Ulm: Kihlbrutschrank KB 240, Warmeschranke (u.a. fir HeiBluftsterilisation),
Kuhlbrutschranke

Zeiss, Oberkochen: Spektralphotometer PM2 DL, Mikroskop 47 30 11-9901

2.3 Oligonukleotide

Im Folgenden werden alle in der Arbeit verwendeten Oligonukleotide aufgelistet.

2.3.1 Sequenzier-Primer

Die folgenden Oligonukleotide wurden flr die DNA-Sequenzierung verwendet und sind am
5°-Ende Fluoreszenz-Farbstoff IRD 800 markiert.

Tabelle 1: Primer fir die DNA-Sequenzierung

Bezeichng. Position | Sequenz 5'>3° Tn Bemerk.
M13univ. as | 599-616 TGT AAA ACG ACG GCC AGT 56°C
T3-Primer |s |791-772 AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG 56°C pBluesc.
T7-Primer | as |626-645 TAA TAC GAC GCA CTATAG GG 56°C pBluesc.
U-pQE-IR |s |88-108 GAA TTC ATT AAA GAG GAG AAA 54°C PQE30
R-pQE-IR |as |233-212 CAT TAC TGG ATC TAT CAACAG G |54°C pPQE30
pIRES-as as | 10151035 |GCC CGC TTT TGA GAG GGA GTA [56°C pIRES
pRSET-rev |as |2658-2639 |TAG TTATTG CTC AGC GGT GG 56-58°C | pRSETa

plVEX-as as | 886-868 GCT AGT TATTGC TCAGCG G 56-58°C | pIVEX2.4b

2.3.2 Primer fur die Homologieklonierung

Die Primer der folgenden Auflistung wurden fiir die unterschiedlichen Strategien der AC-Suche
verwendet.

Tabelle 2: Primer der AC-Homologieklonierung durch PCR

Bezeichng. Prot.seq. Sequenz 523’ Bemerk.

CIlIAC1-s s |VKTIG(D/E) |GTA AA(AG) ACIAT(ATC) GG(GATC) GA | 24x Deg.

CIIIAC1-as as | GPTVN(V/M) | GC CA(CT) ATT AAC IGT (GATC)GG 32x Deg.
A (GATC)CC

S1 (sense) s |EKIKTVG GAA AAA ATC AAG AC(GC) GT(GC) GG 4x Deg.

S2 (sense) s |KTYMAA AAA ACC TAT ATG GCT GC
CllIAC2-s s |DIAGFT GAT AT(AT) GC(AT) GG(GATC) TT(TC) AC | 32x Deg.
ClllAC2-as as |DIYGP(D/E) |TC (AT)GG ACC GTA (AT)AT (AG)TC 8x Deg.

CIIAC3-s s | TIGDC(Y/Q) |ACC ATA GG(GATC) GA(TC) TG(TC) TA | 16x Deg.

10
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Bezeichng. Prot.seq. Sequenz 5 >3’ Bemerk.
CIIIAC3-as as |R(IMM)GVHT |CC TGT ATG IAC (GATC)CC (GATC)AT 32x Deg.
G (TC)CT
CIlIAC3b-as |as |RVGIHTG CC TGT ATG (AT)AT (GATC)CC (GATC)AC |64x Deg.
(CTCT
ClIAC1a-s s |KSS(D/N)WG | AAA TC(AT) TC(AT) (AG)A(TC) TGG GG 16x Deg.
CIIAC1b-s s |KSS(D/N)WG | AAA TC(AT) AG(TC) (AG)A(TC) TGG GG 16x Deg.
ClIAC1c-s s |KSS(D/N)WG | AAA AG(TC) TC(AT) (AG)A(TC) TGG GG 16x Deg.
CIIAC1d-s s |KSS(D/N)WG | AAA AG(TC) AG(TC) (AG)A(TC) TGG GG 16x Deg.
ClIAC1a-as as | TADYDLF AA CAA ATC ATA (GA)TC (AC)GC (AC)GT | 8x Deg.
ClIAC1b-as as | TADYDLF AA CAA ATC ATA (GA)TC (ATC)GC 18x Deg.
(ATC)GT
ClIAC1c-as as | TADIDLF AA CAA ATC (AT)AT (GA)TC (AC)GC 16x Deg.
(AC)GT
ClIAC1d-as as | TADIDLF AA CAA ATC (AT)AT (GA)TC (ATC)GC 36x Deg.
(ATC)GT
CllIbAC1-s s |DIR(N/D)FT | GAT ATT AG(GA) (GA)A(TC) TT(TC) AC 16x Deg.
ClllIbAC1-as |as | VN(IMNV)AS | CT ACT (AT)GC (GATC)A(CT) (AG)TT 128x Deg.
(RIS) (GATC)AC

2.3.3 Oligonukleotide fiir die Gensynthese

Tabelle 3: Oligonukleotide fir die Gensynthese

Bezeichnung

Sequenz 523’

alu

AAAAGGCGCCGCCACCATGAGCGAGGCCCAGGTTAACCCCGAAG

(121 Basen) TCGATAACCAGTCCGTGATCTCCGAGGACTCCAACAACGAGGACG
TGGACGTGTTCGGCCAGGACCAAGAGATCGAC

alr as | TGCGGATATCGTCGCCGAACAGGGCGTAGATGGTGAGCAGGTTCA

(122 Basen) CCAGGATTTGGGACCAGGAGGAGTCCAGGATGGAGGTGAGCAGG
GGGAACTTGTCGATCTCTTGGTCCTGGCCGAAC

a2u s |CGACGATATCCGCATCATCGCCTTCGACAAGCGGGCCGACGACG

(112 Basen) GCTTCGACGTGATCACCATCATCTGCATGATCATCTTCTCCATCGA
AATCATCATCGCCTCCCTGGTC

azr as | TGAAACTAGTGATGTCCAGGATTTGGGACACGGTGGAGATGATGT

(106 Basen) CCAGCCAGAAGAAGAAGGAGTTGAAGTAGTCGGTGCGGACCAGG
GAGGCGATGATGATTTC

adu s |CATCACTAGTTTCAACATCGCCGTCGGCCTGCAGGGCTCCGTGGC

(110 Basen) CGCGAAGTCCGCCTCCCAACTGTCCCAAGCCAACAAGGCCTCCAA
GACCTCCTCCAAAGCCATCC

agr as | TTGAAAGCTTGCTCTTGGGAGTAGGAGGCGGCCTTGTACAGCTTC

(103 Basen) ACGATGCGGATCAGGCGCACCAGGCGCACCACGCGGATGGCTTT
GGAGGAGGTCTTGG

b1u s | GAGCAAGCTTTCAAGCGCCAGCCCATCCGCACCCAGACCACCAAG

(129 Basen) AAGTCCAAGGCCACCATCTACCCCTCCGTGTACGAGAACATCAAC
AACGGCCCCGTGGAACAAGAGAACCTGAACAAGAAGGAG

b1r as |AGTTATCGATTTGCTGCTGCTTGGCGACCATGTTCTGGTTCTCGCG

(121 Basen) GTTCTCTTGGGAGTTGGCGTTGTCCTCGCCCTCGCGCTGCTCGGT

GTTGTTCTCCTTCTTGTTCAGGTTCTCTTG

11




Material

Bezeichnung

Sequenz 523

clu
(139 Basen)

GCAAATCGATAACTCCATCCCCAAAGTCCAGCAGATCCGCCGCCA
ATCCATGAAGGAGCCCTCGCAAGTGAAGGCCAAGGAGAAGAAGGA
GTCCCGCGTGTCCAAGCGCCTGTCCGACTCCACCACCAAGAAGGT
CATC

cir
(130 Basen)

as

CACCACGCGTACGTATTCGGCGGCGTAGGCCAGGGAGTAGGAGG
GTTCAAAGTAGTAGTCGGAGGAGAACAGGGGCATGATGAGCAGGA
GCAGGATCACCAGGATGATGACCTTCTTGGTGGTGGAGTCG

c2u
(118 Basen)

ACGTACGCGTGGTGGCCGAGATCCCCAACACCAAGCTGACCGAG
ATCAACCAGACCATCTACTTCGTCATCGACCAGCACAAGTCCTTCG
ACACCCCCGTCGGCTACATCACCAACCC

c2r
(107 Basen)

as

CCACGAGCTCGAAGTAGTAGGACTTGGAGGACTCGCGCAGGTATT
GGTAGGAGGGGGTCTCGTAGTTCTCGATCTCGGTGAAGGGGTTG
GTGATGTAGCCGACGGGG

d1u
(127 Basen)

CTTCGAGCTCGTGGACCCCGTGCTGGTCGGCCTGGAGTACATCG
GCGACCCCGTCATCCTGTTCGTGTCCGACAACTCCGACGTCGAAT
CCAAGAACTCCATCATCAACATCGTGAACACCCTGTTC

d1ir
(102 Basen)

as

CGGTCAATTGGCTTCAGGGCCACGTTGTTGGCGTCGTTGGAGAAG
GCGATGGCCCCGAACAGCAGCACGGCGGAGACGAACAGGGTGTT
CACGATGTTGATG

d2u
(126 Basen)

AAGCCAATTGACCGCATGATCGTGAAGGTGAACCTGATCGCCAAG
AACCCCCAACTGGCGAAGGAGATGAAGCTGGAGTCCGACGGCAC
GCAGAAGGAGACCACCCAAATCGAGAACGCCATCATC

dzr
(116 Basen)

as

TGGGGTCGACGTCGCCGGAGGAGGCCATGTTGGTGCCGATGATG
GCGGAGCCGGCGTCGCCGAAGCCGAGGGCCAGCAGTGCGCCGA
TCTTGATGATGGCGTTCTCGATTTGGGTG

elu
(157 Basen)

CGACGTCGACCCCATGCTGCCCGGCAAACGCAAATGGGCCATCTA
CGGCTTCTGCGACATCCGCAACTTCACCGACGCCACGGAAGTCCT
GCAGAAGGACGTCATGCTGTTCGTCAACAACATCGCCGAGATCGT

GCACTCCATGGTCGATCGCTAC

elr
(153 Basen)

as

GTCGGCTAGCTGGTTGATGAAGGTCAGGTTGGACCACTTGATCTC
GTTGCCGTCCTCGTACCACTGGCTGTCGTTGATCTTCCACACGAG
CAGGAAGGCGTCGCCGATGTTCTTGTTGGCGGAGCCTTGGTAGCG
ATCGACCATGGAGTGCAC

e2u
(115 Basen)

ACCAGCTAGCCGACTGCGCCCTGATCGCCTTCATGAAGATCTACG
CCAAGATCAACCGCGAGCCCAAGATCCTGGAATACCGCAACGACG
AGCGCCTGTCCCAACGCCTCCCCGG

ezr
(111 Basen)

as

TAGGACGCGTCGATCTTGAACTCGGAGCCGATGGCCCCCTCGATG
CCCCAGCCGATGTGCAGGCCGAAGCCCATCTTGACTTTGTAGCCG
GGGAGGCGTTGGGACAGGCGC

e3u
(129 Basen)

ATCGACGCGTCCTACCTGTCCCCCAACGTGAACATGGCCTCCCGC
CTGGAAGCCGCCACGAAGCAGTACGGCGTGGCCGTGCTGATCAG
CAGCGAGCTGCACCAGTACTTCTCCAACGAGGTCAAGAAG

edr
(127 Basen)

as

CTGTTTCGAAGGCGGCAGGTCGTCGGCCTCCATCTCCACGGTGAA
CAGGCCGATGGGCTTCACGGAGCCCTTCACGGTGACTTTGTCGAT
CTGGCGGGTGTACTTCTTGACCTCGTTGGAGAAGTAC

flu
(107 Basen)

CGCCTTCGAAACAGGACTACCCGCAAGAGGAGAAGCAGCAAGTCA
TGTACGAGAAGAAGCAGATCTTCCTGCAACAACTGGAGTCCGGCG
ACTTCAACGCCGAGCTG

f1r
(103 Basen)

as

GCCTTGGCCAAACTGGTGCAGGAACTCCTGGTTCACGTTCTTGGT
GATCAGGCCCAGGTCCTTGTTGCGCTTGATGTACAGCTCGGCGTT
GAAGTCGCCGGAC

12
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Bezeichnung

Sequenz 523

f2u
(110 Basen)

AGTTTGGCCAAGGCTTCCAGGGCTACCTGCTGGGCAACTGGAAGG
AGGCCCACATGCTGTTCGAGAAGGCCAAGCAGATCCGCCCCAACG
ACGGCCCCATCTCCACCCTG

f2r
(112 Basen)

as

TTTTGCGGCCGCTCACTTCTCGGTCAGCTCGCGGTAGCCCTTCCA
GTCGCTCGGGGCCTTGAAGTTGGTCTCGCCCATGACGTTGAACAG
GGTGGAGATGGGGCCGTCGTTG

d2rll as | TGGGGTCGACGTCTCCAGATGATGCCATGTTCGTTCCGATGATGG
CAGATCCAGCATCTCCGAATCCGAGTGCCAGCAGTGCGCCGATCT
TGATGATGGCGTTCTCGATTTGGGTG

d2neu2-s s |AAG CCAATT GAC CGC ATG ATC GTC AAAGTCAACCTGATCG

(bp 1363-1402)

d2neu2-as as | TGG GGT CGA CGT CTC CAGATGA

(bp 1558-1579)

2.3.4 Sonstige Oligonukleotide fiir PCR

Tabelle 4: Folgende PCR-Primer dienten der Herstellung von Konstrukten, der Einfihrung oder dem
Anhéangen von Schnittstellen und tags, der Einflihrung von Mutationen oder der
Vervielfaltigung. Kursiv gedruckte Basen binden nicht an der Matrize.

Bezeichng. Position® |Sequenz 5 ->3° Bemerk.

[bp]

u-Primer - AAT ACG ACT CAC TAT AG

r-Primer - AAC AGC TAT GAC CAT G

ACpS1 S GAT GCC ACT GAAGTC TTG Sonde 1

ACpAS1 as TTAATC TCT CAT CATTTC Sonde 1

ACp-s2 s | cKlon: GAA GCT CAA GTA AAT CCG Sonde 2

02-19
ACp-as2 as | cKlon: AAATAG TCAGTT CTA Sonde 2
296-310
pACANfg-s1 s | gKlon: GGA ATA TGA TGA AAG GGA
222-239
pACAnNfg-as1 as | gKlon: AAAATG TTAGATTTT GGT
510-517
ACpQE830s s |1570-1587 | GGA TCC GTC GAC CCC ATG CTG CCC
ACpQE830as as | 2236-2253 | GGA TCC TCATTT CGA AGG CGG CAG
GTC
FragfDer1-s s [2242-2259 |CCG CCT TCG AAA CAG GAC
FragfDer1-as as |2578-2595 | TGC GGC CGC CTT CTC GGT CAG CTC | AStop
GCG

FrageDer1Bam- | s [1561-1587 | TCC GGA TCC GTC GAC CCC ATG CTG

s CCC

FrageDer1Asc- | as |[2254-2280 |CTG GCG CGCCTCTTG CGG GTAGTC

as CTG

AC7mutC1Bam- | as | ACVIImut® | GAT GGA TCC CTT CAT GCC CAT GGA

as 721-747 GAT

* Soweit nicht anders angegeben, beziehen sich die Positionsangaben auf pACsyn.

® AC VII mut ist ein Konstrukt von Andreas Reimer basierend auf der Sauger-AC VIl bei welchem eine
silent Mutation zur EinfGhrung einer Asc I-Schnittstelle durchgefiihrt wurde (20).
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Bezeichng. Position® |Sequenz5->3° Bemerk.
[bp]
AC7mutC1Sal-s | s |ACVIimut |ATG GTC GAC GCC TCC CAC
601-618
AC7mutC2Bam- | as |ACVIImut |[CTT GGA TCC GAT GAA GTG GGC GGC
as 2563-2589 |CAC
AC7mutC2Xho-s | s |ACVIimut |CAG CTC GAG TAT TAT TGC
2440-2457
KozpQE-s s |pQE30 TTGATA TCG CCG CCA CCATGA GAG
115-132 GAT CGC ATC AC
FragfNot-as as | 2589-2606 |TTG CGG CCG CTC ACT TCT CG
SigPara-s1 s |1-18 AAA CCC GGG ATG AGC GAG GCC CAG
GTT
SigPara-s2 s |85-105 AAA CCC GGG CAG GAC CAA GAG ATC
GAC
Myktub1-s s |Rv1625c |AAA GGA TCC ATG GCG GCA AGA AAA | Myc.tu.®
2-18 TGC v. JW’
SigMycP-as as |Rv1625¢c | AAA CCC GGG AGC GCG GGC CTG AGT | Myc.tu.
82-99
IRK1s s |IRK1 AT GGG CAG TGT GAG AAC C Kir2.1
1-18 IRK1
IRK1as1 as | IRK1 AAA GTT AAC ATT GGC ATC TGC AAT
67-84 AGT
IRK1as2 as | IRK1 AAA GTT AAC ACA GGT AGT AAA GAT
211-230 GTC
rSK2s s |rSK2 AAA AGG CGC CGC CAC CAT GAG CAG
1-18 CTG CAG GTAC
rSK2as1 as |rSK2 AAA GAT ATC GTG CAG GTT CCG GCG
60-79 GGA
rSK2as2 as | rSK2 AAA GAT ATC AAA CAG GGC ACG CCG
370-389 ATG
GERKEpPAC-s s |stopMut® |AAA GGA TCC GGT GAA CGC AAG GAG
1603-1620 | GCA ATT TAT GGATTT TGT
GER-VLpAC-s s | stopMut AAA GGA TCC GGT GAA CGC AAG GAG
1615-1632 |GTGACT GTT TTATTT TGT GAT ATT
CGT AAT
pACQe3 as | stopMut AAA CAG CTG TCT GGT GTATTTCTT  |von JL®
2146-2163 |GAC
GKRKWana-s s |AnaCyaB1 | AAA GGA TCC GGT AAA CGT AAA TGG
1798-1815 |GTG ACT GTTTTATTT TCA
GKR-YGana-s s |AnaCyaB1 | AAA GGA TCC GGT AAA CGT AAA TGG
1810-1827 | GCA ATT TAT GGA TTT TCA GAT ATC
CGA GGC
ANCB1as as |AnaCyaB1 |AAAGGA TCC CTACTT TGT GAAAAT |von JL
2563-2580 |TGT

6 Myc.tu.. Mycobacterium tuberculosis

"v. JW: Primer wurde von Jost Weber zur Verfliigung gestellt

8 stopMut: Stopcodon-Mutante des Frag. d von pACsyn (s. Abschn. 4.3.4.2)

® von JL: Primer wurde von Jurgen Linder zur Verfiigung gestellt
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Bezeichng. Position® |Sequenz 5->3° Bemerk.
[bp]

ParAC QKD- s | stopMut AAA CTG CAG GCC GCT GAT GTG ATG

QAAD 1663-1680 | TTGTTT GTA

pACs-4as as | pACsyn TTG TTG CAG GAA GAT CTG von JL
2302-2319

pACsyn- s |1588-1608 | AAA CAT ATG GGC AAA CGC AAATGG

NdeGKRKW-s GCC ATC

pACsyn- as | 2578-2598 |AAA CCC GGG TCACTT CTC GGT CAG

stopSma-as CTC GCG

FCYENE-s s |Kir2.1 AAC TCG AGT CAAATG CAA ATT CAT  |Kir2.1
1104-1137 | TTT GCT ATG AAA ATG AAG IRK1

FCYENE-as as |Kir2.1 AAG GCG CCTTTG CTT GTT AGG GCA |Kir2.1
1119-1154 |ACT TCATTT TCATAG CAA AA IRK1

PIACsyntKat-s s |plACsyn AAA GGA TCC GGC GAG ATC GTG TAC |von JW
1576-1593 | TCC

PlasmMsc-as as | plACsyn AA TGG CCA GAC CAG CAG GAA GGC
1738-1758 |GTC

PlasmDraDra- s | plACsyn AA TTT AAA TAC CAG AAG AAG GAG

mut-s 1759-1809 | TAC TCC AAC AAG AAG ATG AAC ATG

TTCAAATCC

PIACsyntKat-as | as | plIACsyn AAGC GGC CGCTCAGGACTTTTGC von JW
2642-2663

plAC+pSfu-as as | plACsyn ATTT CGA AGG CGG GAT CTT GTT CAG
2239-2256 | GCA GAT

HpaplAC-s s |plACsyn AG GTT AAC ATG GAG AAC TTC GAC
2264-2286

ACeV1s s [1600-1617 | GGA TCC GGC AAA CGC AAATGG GCC |von JL

pAC+plHpa-as | as |2236-2253 |AA GTTAAC CTT CTT GGT CAG GTC

GTC GGC CTC CAT

pAC-sys s |2275-2292 | AAG CAG CAAGTC ATG TAC

plAC-synt- s |plACsyn ACC TTC GAT ATC TGC CTG von JW

EcoRV-s 2230-2247

pUC-rev as AGC GGA TAACAATTT CAC ACA GG Bacmid
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2.4 Verwendete Plasmidvektoren

Abbildung 2: Schematische Darstellung der verwendeten Plasmidvektoren: pBluescript Il SK(-)
(Stratagene): Klonierungsprojekte; pQE30 (Qiagen): Proteinexpression in E.coli M15
[pRep4] und E.coli BL21(DE3)[pRep4], pIRES1neo (Clontech): bicistronischer Vektor
fur Proteinexpression in HEK293; pBK-CMV (Stratagene): Insert-Umgebung der ge-
nomischen DNA-Bank; Fluoreszenz-Lokalisationsuntersuchungen in CHO-Zellen;
PEGFP-C3 (Clontech): Fluoreszenz-Lokalisationsbestimmungen inOK-Zellen;
pIVEX2.4b Nde | (Roche Diagnostics): in vitro-Proteinexpression mit RTS500-System;
pUWL201 (erhalten von Axel Trefzer): Proteinexpression in Streptomyces lividans
1326; pRSETa (Invitrogen): T7-Expressionsvektor flr Fusion mit Streptomycetenvek-
tor pGM9; pGM9 (erhalten von Volker Pfeifer): Proteinexpression in T7-S.lividans;
pFastBac1 (Invitrogen): Donorplasmid fir Bacmidherstellung fiir Sf9-Transfektion.

T =
EETCEDC=_C
Ba835E3%F
] ]
P15 »-lac ©Hlac ©-RBS - ATG]- A Mcsm
|
[Quelle: QIAGEN]
:.&‘-:'
g PQE30
< 3,4kb

Col EV

[Quelle: Invitrogen]
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MCS
(903-974)

Bal Il (1185)
PIRES1neo

5,3kb

Smal|isss)

Xho!l
3001 Xbal

— Clal*

EcoR 'V
Not |
EcoR |
BamH |
BstX |

[Quelle: Clontech]

* Cla |: methylierungsblockiert bei

(2723} Amplifiktion in dam’-Stammen

neo/kan

Kpn |
BstX |
Small
Clal

Apa |
Not |

Xba |
Scall

Xho |
Hind 11l
EcoR |
BamH |
Spe |
Sal |
Pst |
BssH |

Sac |
[Quelle: Stratagene]

Eco01091

poly A

PCM\I" IE

SnaB |

P Nhe 1 5o
Ecod7 Il (597
Agel 501

(3850) pPEGFP-C3 Bsr |
S (1323) Sca
4,7kb SvVao / Bgll
Kan'/ poly A MCS Xho |
Neo’ fl (1328-1413) Sac |
. ; Hind 111
SVA0 ori b or ECoR |
| . Pst |
Miu | (1638) Sal |
) Kpn |
Dra lll (1388) Sac i
Stul Apal
(2573) [Quelle: Invitrogen] Sma |

BamH |
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pBluescript Il SK(-)

3,0kb

plC ori

Kpn |

Apa |

Xho |

Sal I/Hinc Il
Hind 111
EcoR V
EcoR |
Pst |
Small
BamH |
Spe |

Xba |

Not I/Eag |
Sac ll
BstX |
Sacl

[Quelle: Stratagene]

Apall (178)
Apall (3247)

AmpR

3566bp

Apall (2001)
Ori

pIVEX2.4 Nde

Eco R 1 (1331)

T7-Promotor (620-636)

g 10 (675-683)

RBS (686-691)

Start (699-701)

Linker + Histag (702-737)
Factor Xa (738-749)
MCS

Hind 11 (402)

Ksp |
Not |
Pac |
Nde |
Nco |
Sal |
Xho |
Sac |
Pst |
Small
BamH |

Stop (816-818)
T7-Terminator (889-927)

Hind 11 (1300)  Eco RV (955)

[Quelle: Roche Diagnostics]

Eco RV (1146)
T_>2 _ _>_ ___E=
E:%%;::Q)ZQ(U:O-EEE
| IR EFS552EREKG8T
[Quelle: Invitrogen]
S'v"qo
S W
%
& i
/ \
i pFastBac 1 B
5 4,8kb z
2y, h«f
-
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Smal,30
6248 Sacl. :Xhol40
5879 6221.8mal i Smal225
HindlIIl 6187 Kpnl. it : Sall481
EcoRV kR i Fspl,525
Ecg g{ 5900, Xhol
T e oiisio
BamHI © .Neol,908
Spel ermE up z
Xbal
5837 \ _Notl,1123
5405,Sspl.
3118 Dral.. Mun1,1449
pUWL201 o
6590bp
4823 Fspl™
"Sacll,1968
‘Neol,2036
4486,Dral’; y 50 :
4467,.Dral ; " Bel1,2192
ColE1 . Bell,
one \ Nede12210
S Sac 11,2424
2 Clal,2441
3 Nrul 2459
“EcoRV,2714
St Nrul2718
[Quelle: Axel Tretzer] ""N,,f{]é {;»%523
EcoRI1 1
: Ball,18
Bsm1,40
© BamHI,161
: Bsm1,326
et
5723,EcoRV. ;Psfiifg% et
£ Smal,701
Asull 857
5187,Xbal
5175,Pst1 "
5169,Sphl % /\4;(;1 ll,,ll 11 [%67
5036,4vr1l.
4978,Smal.
Fspl, 1438
< Ball,1458
4770 Smal... L Pst1,1489
4631,Smal’”
4589 Sphl’  Bgll1,1702
4475 Smal’
4327,Pstl” . “AlwNIL 1916
= HindI11,2022
“Sph1,2028
4118,PmaCl  Pst12034
2 ‘SnaBI,2175
3939,Bsml1” .
kil "Sacl1,2477
3684,Sacll
M2 Natl § 1 i G
didpal o, LSS
3319,4lwNI Hotl,
3204,Kpnl

[Quelle: Volker Pfeifer]
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2.5 Puffer und Losungen und verwendete Genbanken

Die Einstellung des pH-Wertes erfolgt, wenn nicht anders angeben, bei RT.

2.5.1 Puffer und Losungen fir molekularbiologische Methoden

Die Sterilisierung aller Puffer und Lésungen erfolgte durch autoklavieren (121°C, 1bar, 20min)

oder Sterilfiltration (0,2um).

2.5.1.1 Puffer fur die Isolierung, Reinigung, Elektrophorese, Sequenzie-
rung und Prozessierung von DNA

TAE

40mM Tris/Acetat pH 8,0
1mM EDTA

TE-Puffer

10mM Tris/HCI pH 7,5
1mM EDTA

10x CM

100mM CacCl,
100mM MgCl,

Phenol/Chloroform-Lésung

50% (v/v) Phenol, pH 7,5
48% (v/v) Chloroform
2% (v/v) Isoamylalkohol

10x Dephosphorylierungspuffer

500mM Tris/HCI pH 8,5
1mM EDTA

10x TBE-Puffer (LI-COR)

1,34M Tris
440mM Borsaure
25mM EDTA

10x Klenow

200mM Tris/HCI pH 7,9
60mM MgCl,

10mM Dithiothreitol
0,1% BSA

Probenpuffer (Agarosegel)

1x TAE
5,0% Glycerol
0,5% Bromphenolblau
0,5% Xylencyanol

Chloroform/Isoamylalkohol-Lsg.

96% (v/v) Chloroform
4% (v/v) lIsoamylalkohol

dNTPs
20mM je dNTP

2.5.1.2 Puffer und Lésungen fir Genbibliothek-Screening:

20x SSC

300mM NaCitrat pH 7,0
3M NaCl

20
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Prédhybridisierungs-Lésung
5x Denhards Lésung
5x SSC
50% Formamid
0,1% SDS
100ug/ml denaturiertes
Heringssperma

Denaturierungs-Lésung
0,5M NaOH
1,5M NaCl

Wasch-Puffer

1x SSC
0,1% SDS

Hybridisierungs-Lésung

1,5x10°-6x10°cpm/ml
denaturierte, radioaktiv markierte Sonde
in Prahybridisierungs-Lésung

Neutralisations-Lésung

0,5M Tris/HCI pH 7,5
1,5M NaCl

2.5.1.3 Nahrmedien fur E.coli-Bakterien

LB-Medium
20g/I LB Broth (Fertigpulver)

LB-Plattenagar
35g/l LB Agar (Fertigpulver)

LB-Plattenagar mit Antibiotika

100pug Ampicillin und/oder
50ug Kanamycin und/oder
10ug Tetracyclin und/oder
7ug Gentamycin
pro ml Plattenagar

SM-Puffer

50mM Tris/HCI pH 7,5
100mM NaCl
15mM MgSO,

Pra-SOB-Medium (fiir E.coli)

10g/l Bacto Trypton
0,59/l NaCl

5g/l Hefeextrakt
11g/l KCI

NZY-Medium

10g/l NZ-Amine

59/l Hefeextrakt

5g/l NaCl

2g/l MgSO,
NZY-Plattenagar

1,5% Agar

in NZY-Medium

NZY-Topagar

0,75% Agarose
in NZY-Medium

SOC-Medium (fiir E.coli)

10mM MgCl,
25mM Glucose
in Pra-SOB-Medium
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2.5.2 Puffer und Losungen fir Proteinchemie

2.5.2.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Trenngelpuffer Sammelgelpuffer
1,5M Tris/HCI pH 8,8 500mM Tris/HCI pH 6,8
0,4% SDS 0,4% SDS
Hoefer-Laufpuffer Probenpuffer
25mM Tris 130 mM Tris/HCI pH 6,8
192mM Glycin 10% SDS
0,1% SDS 2% Lithiumdodecylsulfat
pH nicht einstellen! (ca. 8,3) 10% B-Mercaptoethanol
20% Glycerol
0,03% Bromphenolblau
Coomassie Farbel6sung Entfarber
0,2% Brilliant Blue G-250 10% Essigsaure
40% Methanol 30% Ethanol

1% Essigsaure

2.5.2.2 Puffer fir Western Blots und verwendete Antikorper

Transferpuffer (nach Towbin) M-TBS

25mM Tris/HCI pH 8,3
192mM Glycin
20% Methanol

TBS-Puffer

20mM
0,8%

TBS-T

Tris/HCI pH 7,6
NaCl

5% Milchpulver
in TBS-Puffer

0,1% Tween 20
in TBS-Puffer

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Antikdrper, deren Verdlnnung in Immunoblots (in M-TBS)
und die Kombinationen primarer und sekundarer Antikdrper im Blot

Primare Antikorper

Sekundare Antikorper

anti-pAC-1.x und anti-pAC-2.x

Immunseren aus eigener Herstellung, die z.T. gereinigt
wurden.

Epitop: katalyt. Bereich der pAC (AS 524-751)
Verdinnung: ublicherweise 1:2000

anti-pAC-NT #2573 und #2574

Immunseren, die bei Firma Biogenes hergestellt wur-
den; z.T. affinitatsgereinigt

Epitop: Peptid des N-terminalen Bereich der pAC
EVDNQSVISEDSNNED (AS 9-24)

Verdinnung: ublicherweise 1:2000

Ziege-anti-Kaninchen konjugiert mit
Meerrettich-Peroxidase

Firma Dianova

Epitop: F.-Fragment Kaninchen-1gG
Verdinnung: 1:5000
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Primare Antikorper Sekundare Antikorper

anti-myc-Antikorper

Monoklonaler Antikérper aus Kulturiiberstanden einer
Maus-Hybridoma-Zellkultur (ungereinigt eingesetzt)
Epitop: Hexamyc-tag (s. S. 45) (6x 13AS des menschli-
chen c-myc Protoonkogens)

Verdinnung: 1:100

Ziege-anti-Maus konjugiert mit Meer-
rettich-Peroxidase
Firma Dianova

Epitop: F.-Fragment Maus-IgG

anti-RGS(His)s-Antikérper Verdiinnung: 1:5000

Monoklonaler Antikérper der Firma Qiagen.
Epitop: Peptid-tag RGSHHHH
Verdinnung: 0,1ug/ml

2.5.2.3 Puffer fiir denaturierende Proteinreinigung an Ni-NTA-Agarose

Puffer A Puffer B
6M Guanidiniumchlorid 8M Harnstoff
100mM NaH,PO, 100mM NaH,PO,
10mM Tris/HCI pH 8,0 10mM Tris/HCI pH 8,0
Puffer C Puffer E (Elutionspuffer)
8M Harnstoff 8M Harnstoff
100mM NaH,PO, 100mM NaH,PO,
10mM Tris/HCI pH 6,3 10mM Tris/HCI pH 4,5

2.5.2.4 Puffer fiir native Proteinreinigung an Ni-NTA-Agarose

Fiir Expressionsprodukte des RTS500-Systems und aus Streptomyces lividans:

Die pH-Einstellung erfolgte auf Eis

Lysispuffer (P2) *
50mM Tris/HCI pH 8,5
10mM Thioglycerol

50mM NaCl
Wasch Puffer P3 Wasch Puffer P4
50mM Tris/HCI pH 8,5 50mM Tris/HCI pH 7,5
10mM Thioglycerol 10mM Thioglycerol
2mM MgCl, 2mM MgCl,
400mM NaCl 400mM NaCl
5mM Imidazol 15mM Imidazol

"% Dieser Antikérper wurde uns freundlicherweise in Form von Kulturiberstdanden von Dr. Wulf Dirk
Leuschner zur Verfliigung gestellt (Kulturmedium: 10% FCS in RPMI). Er stammt aus Maus-
Hybridomazellen (Klon 9E10).
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Wasch Puffer P5 * Elutionspuffer *
50mM Tris/HCI pH 7,5 50mM Tris/HCI pH 7,5
10mM Thioglycerol 10mM Thioglycerol
2mM MgCl, 2mM MgCl,
10mM NaCl 10mM NaCl
15mM Imidazol 150mM Imidazol

* Fur die native Reinigung aus Streptomyces I. war in den Puffern 10mM [-Mercaptoethanol
anstelle von Thioglycerol enthalten. Der pH-Wert der Puffer betrug pH 8,0.

Fiir die Reinigung von Expressionsprodukten aus Sf9-Zellen '":

Bei diesen Puffern wurde Thioglycerol erst unmittelbar vor Gebrauch zugegeben.

Sf9-Lyse-/Bindepuffer Elutionspuffer
50mM Tris/HCI pH 8,0 37,5mM Tris/HCI pH 8,0
2mM MgCl, 0,188% Thioglycerol
0,025% Thioglycerol 261,25mM Imidazol

15mM Imidazol

2.5.2.5 Puffer und Losungen fiur Adenylatcyclase-Enzymtests

AC-Suspensionspuffer

20mM Tris/HCI oder MOPS"™ *zu Beginn der Arbeit wurde mit den folgenden
pH 7,5 Proteasinhibitoren gearbeitet (anstelle der
20% Gilycerol Tabletten Complete™ Mini):
1% Thioglycerol 1mM Benzamidiniumchlorid
1Tab/10ml Complete™ Mini * 1mM EDTA

(enthalt 1mM EDTA)

Sf9-AC-Suspensionspuffer E.coli-Aufnahmepuffer
50mM Tris/HCI pH 8,0 50mM Tris/HCI pH 7,5
100mM KCI 20% Glycerol
2mM MgCl,
0,025% Thioglycerol™
AC-Substrat-Lésung (10x) AC-Stoppuffer (1,5x)
750uM ATP 3mM cAMP
inkl. 16-30kBq [0-*?P]-ATP 1,5% SDS

" Nach einem optimierten Protokoll von Jost Weber

'> Wenn im Text keine anderen Angaben gemacht werden, wurde der Test mit Tris/HCI-haltigem Sus-
pensionspuffer durchgefihrt.

3 Thioglycerol wurde wegen seiner geringen Stabilitat in Losung direkt vor Verwendung frisch zuge-
geben
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AC-Cocktail (2x)

43,5% Glycerol
100mM Tris/HCI pH 7,5 oder 8,0
100mM KCI

4mM cAMP

inkl. =~100Bq [2,8->H]-cAMP

0,46mg Kreatinkinase

6mM Kreatinphosphat

4mM MnCl, und/oder

20mM MgCl,

2.5.2.6 Puffer fiir Antikorper-Herstellung und -Reinigung

PBS

8g/l NaCl
0,2g/l KClI
1,449/l Na,HPO,
0,24g/l KH,PO,
HCI bis pH 7,4

2.5.2.7 Antikorperreinigung mittels Protein A-Sepharose

Aquilibrierungs-Puffer Waschpuffer |
100mM Tris/HCI pH 8,0 100mM Tris/HCI pH 8,0
Waschpuffer Il Elutionspuffer
10mM Tris/HCI pH 8,0 100mM Glycin/HCI pH 3,0

2.5.2.8 Antikorperreinigung an Antigen-gekoppeltem Affi Gel 10

Aquilibrierungspuffer Hochsalzpuffer

10mM Tris/HCI pH 7,5 500mM NaCl
10mM Tris/HCI pH 7,5

Elutionspuffer
100mM Glycin/HCI pH 2,5

2.5.3 Puffer und Losungen fur Zellkulturen

Die Lésungen wurden sterilisiert durch autoklavieren (121°C, 1bar, 20min) oder, bei nicht-
autoklavierbaren Inhaltsstoffen, durch Sterilfiltration (0,2um). Steril gelieferte Fertigmedien wa-
ren hiervon ausgenommen; hier wurden sterilisierte Zusatze unter keimarmen Bedingungen
zugegeben.
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2.5.3.1 Eukaryotische Zellkulturen

HEK293-Medium

500mlI MEM (Gibco)
50ml FCS
10mg Gentamycin

Calcium-Transfektions-Lsg.
2,5M CaCl,

Sf9-Monolayerkultur-Medium

500ml TC100 Insektenmedium
50ml FCS
5mg Gentamycin

Sf9-Transfektionsmedium

TC100 Insektenmedium
ohne Zusatze

2x HEBS

50mM HEPES pH 7,08
280mM Na,HPO,
1,5mM NaCl

G418-Lésung

10mg/ml G418 (Geniticin)
100mM HEPES/NaOH pH 7,1

Sf9-Suspensionskultur-Medium

500ml TC100 Insektenmed.
50ml FCS

5mg Gentamycin

0,1% Pluronic F-68

Sf9-Einfriermedium

15% DMSO
in Monolayerk.-Med.

2.5.3.2 Herstellung der Paramecienlysate fur RTS500-Expressions-

versuche

Waschpuffer
20mM MOPS/Tris pH 7,2
6mM KCI
1mM MgCl,
50uM CaCl,

Nuklease S7-Lésung
150000U/ml Nuklease S7
50mM Glycin pH 9,2

5mM CaCl,
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2.5.3.3 Streptomyceten-Kultur

Protoplastierungspuffer (P-Puffer)

25mM TES pH 7,2
103g/l Saccharose
10mM MgCl,
2,5mM CaCl,
1,4AmM K,SO,
0,4mM KH,PO,
0,2% Spurenelement-Lsg.

Spurenelement-Lésung

740uM
26uM
8uM
59uM
50uM
300uM

HA-Medium
4q/l
10g/1
44/l
TmM

R5-Medium

103g/l
109/l
0,25¢/I
10,12g/1
0,1g/l
5qgl/l
5,739/l
2ml/l
8ml/l

FeCl;-6H,0
Na,B,0O;10H,0
(NH;)Mo0,024-4H,0
CuCl,-2H,0
MnCl,-4H,0

ZnCl,

Hefeextrakt
Malzextrakt
Glucose
CaCl,

herstellen mit Leitungswasser

pH 7,3

Saccharose

Glucose

KSO,

MgCl,-6H,0O
Casaminoacids
Hefeextrakt

TES
Spurenelement-Lsg.
1N NaOH

in 955ml/I H,O bidest.

nach Autoklavieren zugeben:
20ml/l 1M CaCl,
10ml/l 40mM KH,POQO,
15ml/l 20% L-Prolin

Transformationspuffer (T-Puffer)

25%
2,5%
1,4mM
400uM
50mM
10mM
10mM
0,3%

CRM-Medium

103g/!
20g/!
10,12g/!
109/l

PEG 1000
Saccharose

K2804

KH,PO,

Tris/Maleat pH 8,0
MgCl,

CaC|2
Spurenelement-Lsg.

Saccharose
Tryptic Soy Broth
MgCl,-6H,0O
Hefeextrakt

HA-Agarplatten

189/l

R5-Agarplatten

189/l

Agar
in HA-Medium

Agar
in R5-Medium
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S-Medium mit 0,75% Glycin

Lésung A und Lésung B getrennt
autoklavieren, dann mischen

Lésung A: 49
49

49

29

7,59

Lésung B: 10g
0,59

R3-Weichagar
171g

10g

49

0,59

8,19

2,29

89

Pepton
Hefe-Extrakt
KoHPO,-3H,0O
KH,PO,
Glycin

ad 800ml H,0O bidest.

Glucose

ad 200ml H,0O bidest.

Saccharose
Glucose
Pepton

KCI
MgCl,-6H,0O
CaCl,-6H,0
Agar

NB-Weichagar

8g/l Nutrient Broth
5g/l Agar

auf 860ml mit Wasser auffillen
nach autoklavieren steril zugeben:
40ml 40mM K,HPO,
100ml 250mM TES pH 7,2

2.5.4 Verwendete Genbanken

Zur Verfugung standen zwei Genbanken, die von Jirgen Linder 1995 (13) hergestellt worden
waren:

cDNA-Genbank aus Paramecium tetraurelia 51s

Es handelt sich um eine Genbank, die mit folgenden Kits der Firma Stratagene hergestellt
worden war: Messenger RNA Isolation Kit, ZAP cDNA Synthesis Kit, ZAP Express EcoR I/Xho
| Vector Cloning Kit'*, Gigapack Il Gold Packaging Extract (21, 22). Es wurden zwei Primér-
banken hergestellt (getrennt verpackt), bezeichnet als Fraktion1 und Fraktion2. Sie unterschei-
den sich in der Lange der eingesetzten cDNA-Stiicke'®. Primarbank Fraktion1 besitzt einen
Titer von 3,1x10%pfu/ug, Fraktion2 3,5x10%pfu/ug. Neben den Primarbanken lagen amplifizierte
Subfraktionen vor. Von Primarbank Fraktion1 waren 9 Subfraktionen a 50000pfu der Primar-

bank verfligbar. Von Subfraktion 8 wiederum lagen 20 Amplifikate a 10000pfu vor.

'* Die unmittelbare Umgebung des cDNA-Inserts in diesem Vektor ist pBK-CMV, das heilt in vivo
Excision fiihrt zu cDNA-Inserts im Plasmid pBK-CMV.
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Genomische DNA-Bank aus Paramecium tetraurelia 51s

Diese Genbank war mit folgenden Kits der Firma Stratagene ausgehend von EcoR I-verdauter,
gescherter, genomischer DNA hergestellt worden: Predigested Lambda ZAP ll/EcoR I/CIAP
Cloning Kit'® (23), Gigapack Il Gold Packaging Extract. Die entstandene Primarbank zeigte
einen Titer von insgesamt 3x10°pfu. AuRerdem standen auch von dieser Primar-Genbank
amplifizierte Subfraktionen zur Verfigung: Subfraktionen 1-20 mit jeweils max. 50000 unter-
schiedlichen Viren.

'® Fraktionen 1 und 2 einer Grolenfraktionierung der hergestellten cDNA Uber Sephacryl S 400; die
erhaltenen cDNA-Fraktionen wurden getrennt weiterverarbeitet (Ligation mit dem Lambda ZAP Ex-
pressvektor und in vitro-Verpackung)

'® Unmittelbare Umgebung der genomischen DNA-Inserts sind Arme des Plasmids pBluescript I/
SK(-).
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3 Methoden

3.1 Gentechnologische Methoden

3.1.1 Grundlegende Methoden der Analyse, Prozessierung und Re-
kombination von DNA

3.1.1.1 Routineverfahren

Phenol/Chloroform-Extraktion

Die zu reinigende DNA-Probe wurde mit Wasser auf ca. 300ul verdiinnt. Dies dient der Volu-
menvergroRerung um absolute Verluste bei den folgenden Phasentrennungen zu verringern.
Es wurde die gleiche Menge (300ul) Phenol/Chloroform-Lésung zugesetzt und durch kraftiges
vortexen gut gemischt. Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation in der Tischzentrifuge
(3-5min, 10000xg, RT). Die obere, walrige Phase enthalt die DNA und wurde in ein frisches
Eppendorf-Cup Uberflhrt. Der Reinigungsschritt mit Phenol/Chloroform-Lésung wurde einmal
wiederholt. AnschlieRend wurde die abgetrennte, walkrige Phase mit dem gleichen Volumen
Chloroform/Isoamylalkohol-Losung versetzt und durch starkes Schutteln und vortexen gut
durchmischt. Die Phasen wurden in der Tischzentrifuge (2min, 10000xg, RT) getrennt. Die
obere, walkrige Phase wurde abgenommen und zur weiteren Reinigung und Aufkonzentration
einer Ethanolféllung unterzogen.

Ethanol-Fallung

Die DNA-LOsung wurde mit einem Zehntel ihres Volumens an 3M NaAcetat pH 4,5 gemischt
und anschliellend mit dem 2,5x Volumen an eiskaltem, absolutem Ethanol versetzt und gevor-
text. Nach Inkubation von mind. 30min bei -20°C wurde die gefallte DNA abzentrifugiert
(30min, 15000xg, 4°C) und der Uberstand abdekantiert. Zum Waschen des Pellets wurden
500yl eiskaltes Ethanol 70% zugegeben und erneut zentrifugiert (20-25min, 15000xg, 4°C).
Nach AbgieRen des Uberstandes wurde das Pellet entweder bei RT (10-15min) oder in der
Speed Vac (ca. 5min; evtl. ohne Heizung) getrocknet. Die DNA wurde im gewtnschten Volu-
men Wasser oder einem geeigneten Puffer aufgenommen.

Konzentrationsbestimmung von Nukleinséduren

Die Konzentrationsbestimmung von walrigen Nukleinsaure-Losungen wurde UV-spektrome-
trisch bei A=260nm durchgefiihrt. Die Berechnung des Nukleinsauregehalts erfolgt gemaf dem
Lambert-Beer'schen Gesetz.

c[ng/ul] = Exe x £ x Verdiinnung

f stellt den Absorptionskoeffizienten dar.
Fir Nukleinsauren gilt: fasona = 50ng/pl

1:Oligonukleotide = 30”9/|J|
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Als Maf} fir die Reinheit der DNA-L6sung wurde das Verhaltnis Ezgonm/Ezgonm bestimmt. Ein
Quotient 21,8 zeigt eine ausreichende Reinheit fir weitere Anwendungen.

Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Flachbett-Gelelektrophorese wurde fir analytische und praparative Zwecke zur
Auftrennung von DNA-Fragmenten aus Restriktionsverdauen, Klonierungsversuchen und
PCR-Reaktionen verwendet.

Der Agarosegehalt der Gele richtete sich nach der GroRe der aufzutrennenden DNA-
Fragmente und Betrug zwischen 0,8-2,5%, in Ausnahmefallen 4%.

Fir die Herstellung der Gele wurde eine entsprechende Menge Agarose in TAE-Puffer durch
Erhitzen (Mikrowelle) gelést und anschlieRend im Gelschlitten erstarren gelassen. Die aufzu-
trennenden DNA-Proben wurden in 1/5 ihres Volumens an Probenpuffer aufgenommen. Die
Trennung erfolgte bei konstanter Spannung von 80-100V. Als Probenpuffer diente TAE-Puffer.
Zur Detektion wurden die Gele in Ethidiumbromid-Lésung angefarbt und nach weiteren 10min
Elektrophorese auf einer UV-Kontaktlampe betrachtet. Zur Dokumentation diente ein Video-
printersystem.

Als DNA-Grolenstandard wurden EcoR I/Hind lll-verdaute A-DNA und Msp I/Ssp |-verdauter
pBluescript Il SK(-) verwendet.

Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen und Umpufferung von DNA-Proben

Fir diese Arbeitsschritte wurde der Nucleotrap-Kit der Firma Macherey-Nagel verwendet. Es
wurde nach den Herstellerprotokollen fur ,Purification of DNA fragments from agarose gels*
und ,Concentration and desalination of DNA fragments*” vorgegangen.

Plasmid-Isolierung aus E.coli

Fir die Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli-Bakterienkulturen wurden Wizard Plus SV
Plasmid Purification Kits verwendet. Flr Kulturen von 3-5ml (ca.1-10ug DNA) fanden Minipra-
parationen Anwendung, fur Kulturen von 25-100ml (100-300ug DNA) Midipraparationen. Die
Durchflihrung erfolgte nach Herstellerangaben.

Restriktionsverdaue von DNA-Molekiilen

DNA-Restriktionsverdaue wurden mit dem vom Hersteller empfohlenen 10x Reaktionspuffer
des jeweiligen Restriktionsenzyms angesetzt. Bei gleichzeitigem Einsatz von zwei oder mehr
Endonukleasen im gleichen Ansatz wurden kompatible Puffer oder der OnePhorAll-Puffer von
Amersham Pharmacia verwendet. Zu jedem Ansatz (10ul) wurden 1-5ug BSA zugegeben. Fir
den Verdau von 2-6pl einer Minipraparation bzw. 1-3ul einer Midipraparation wurden zwischen
1 und 6 Units Restriktionsenzym eingesetzt und 1-2 Stunden beim jeweiligen Temperaturopti-
mum (Herstellerangaben) inkubiert. Mit Restriktionsendonukleasen ohne star activity wurde
unter Einsatz kleiner Mengen auch Uber Nacht verdaut. Die Analyse oder Reinigung der erhal-
tenen DNA-Fragmente wurde gelelektrophoretisch durchgeflihrt.
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Glétten iiberhdngender DNA-Enden

Zum Glatten von Einzelstrang-Uberhangen wurden DNA-Molekiile mit Klenow-Enzym behan-
delt. Zu 7,2ul DNA wurden 0,8ul Klenow-Enzym (0,8U) und 1ul 10x Klenow-Puffer zugegeben.
Nach 10min Inkubation bei 37°C wurde 1ul dNTPs zugesetzt und weitere 30min bei 37°C in-
kubiert. AnschlieRend wurde das Enzym bei 70°C (10min) inaktiviert. Bei 5’-Uberhangen wurde
auf die 10-minutige Inkubation ohne dNTPs verzichtet. Lag die DNA in gréf3eren Lésungsvo-
lumina vor, wurde der Ansatz entsprechend vervielfacht.

-Phosphorylierung von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden mit Hilfe der T4-Polynukleotidkinase phosphoryliert. In Ansatze von 10-
25ul wurden 10U T4-DNA-Kinase, 1mM ATP (pH 7-7,5) und 1-2,5ul mitgelieferter 10x Reakti-
onspuffer eingesetzt. Die Inkubation erfolgte fir 1-2Std. bei 37°C, evtl. auch Uber Nacht.

-Dephosphorylierung von linearisierten Plasmiden

Um Religationsprodukte von Plasmidvektoren zu vermeiden, wurden diese in der Regel vor
der Ligation mit DNA-Fragmenten mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. Ublicherwei-
se wurden die Restriktionsansatze ohne Umpufferung direkt in die Dephosphorylierung einge-
setzt. Um eine Anpassung des Puffermilieus zu erreichen, wurden die Ansatze um das 2,5x
verdinnt. Ein 25ul-Ansatz enthielt die DNA-Probe, 1U alkalische Phosphatase und 2,5ul 10x
Dephosphorylierungspuffer. Inkubiert wurde fir 1-2Std. bei 37°C. Anschlieend wurde zur Ent-
fernung der Phosphatase das Plasmid gelelektrophoretisch aufgereinigt.

Ligation von DNA-Molekiilen

Fir die Ligation von DNA-Molekilen wurde der Rapid Ligation Kit von Roche nach Hersteller-
protokoll verwendet. Zur Ligation von DNA-Fragmenten in Plasmidvektoren (linearisiert,
dephosphoryliert) wurden diese in einem Stoffmengenverhaltnis von (2-3):1 eingesetzt. Inku-
bationszeiten variierten von 10-30min. Komplizierte Ligationen wurden auch bei 15°C Uber
Nacht durchgefihrt.

3.1.1.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Als Matrize fur die DNA-Amplifikation mittels PCR diente gescherte, genomische DNA, cDNA-
Genbanken, genomische DNA-Banken, Bacmid-DNA, Plasmid-DNA, DNA-Fragmente, PCR-
Amplifikate selbst und lange, im 3’-Bereich zueinander komplementare PCR-Oligonukleotide
(Syntheseprimer). Plasmid-DNA (Mini-/Midipraparationen) wurde 100-500fach verdinnt einge-
setzt; von Proben mit geringer DNA-Kopienzahl (genomische DNA, Genbanken, Bacmid-
Praparationen) wurden 1(-5)ul in den Ansatz gegeben.

Die verwendeten Polymerase-Typen waren die Tag-Polymerase von Appligene oder die Pfu-
Polymerase von Promega jeweils mit ihrem mitgelieferten Reaktionspuffer. Die teurere Pfu-
Polymerase wurde in PCR-Ansatzen verwendet, deren Produkte fur den Einbau in Konstrukte
bestimmt waren, da man hier den Sequenzieraufwand wegen der niedrigeren Fehlerquote
(proofreading-Aktivitdt der Pfu-Polymerase) reduzieren konnte. Der Einsatz der Pfu-
Polymerase ist nur méglich mit Primern, die in den letzten 6 Basen vor dem 3’-Ende keine Mu-
tation beinhalten.

33



Methoden

Standard-PCR mit nicht-degenerierten Primern

Die Standard-PCR diente der Amplifikation von DNA-Abschnitten zur Klonierung, der Einflh-
rung von Mutationen oder Restriktionsendonuklease-Erkennungssequenzen und dem Scree-
ning von Genbanken.

Standard-Reaktionsansatz (Endkonzentrationen in 50ul):

Reaktionspuffer 1x
dNTPs je 0,2mM
PCR-Primer je 0,5uM
Polymerase 1-1,2U
Matrizen-DNA bis 500ng

Durch die Verwendung der Hersteller-Reaktionspuffer gelangten 1,5mM Mg?®* (Appligene Tag-
Puffer) bzw. 2mM Mg?* (Promega Pfu-Puffer) in den Ansatz.

Standard-PCR-Programm:

Tabelle 6: Phasen, Temperaturen und Dauer des Standard-PCR-Programms

Phase Temperatur Dauer | Zyklen
Denaturierung 94°C 5min
Denaturierung 94°C 1min
Primer-Anlagerung Primer-abhangig (s.u.) | 1min | 20-40
Elongation 72°C 1min
Auffillen 72°C 10min

Die Temperatur fir die Primeranlagerung ist abhangig von deren Schmelztemperatur und wur-
de fir jedes Primerpaar nach folgender Faustregel bestimmt:

Th=2xA+T)+4x(G+C)

Die Formel gilt fir Primer < 22 Basen. In die Berechnung gehen nur Basen ein, die auf der
Matrizen-DNA binden. Es wurde die Anlagerungstemperatur flr beide Primer errechnet und
die niedrigere verwendet. Haufig wurde auch eine Temperatur 2°C unter der berechneten an-
gewendet.

Die Dauer der einzelnen Phasen konnte je nach Lange des PCR-Produktes leicht variieren.

PCR mit degenerierten Primern

Bei der Homologieklonierung der Paramecium-AC wurden PCR an gescherter, genomischer
DNA mit verschiedenen, teilweise stark degenerierten Primern durchgeflhrt. Um ein Binden
der Primer zu erleichtern, wurde mit weniger stringenten Methoden als in der Standard-PCR
gearbeitet. Zum einen wurden erhdhte Mg?*-Konzentrationen eingesetzt (2,5mM, 3,5mM durch
Zusatz von 2ul und 4pl 25mM MgCl,-Puffer zum PCR-Standard-Ansatz), woraus ein unspezifi-
scheres Anlagerungsverhalten der Primer resultiert. Zum anderen wurde das Standard-PCR-
Programm modifiziert:
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Tabelle 7. PCR-Programm fiir PCR mit degenerierten Primern

Phase Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 94°C 5min

Denaturierung 94°C 1min Vor-
Primer-Anlagerung Rampe: 37°C—72°C | 0,15°C/sec | 5 2vklen
Elongation 72°C 1min y
Denaturierung 94°C 1min Haupt-
Primer-Anlagerung 40-48°C (Primer-abh.) 1min 35 zyklen
Elongation 72°C 1min

Auffillen 72°C 10min

Die Einfihrung von Vorzyklen mit einer Temperatur-Rampe ermdglichte eine Primeranlage-
rung Uber einen grolieren Temperaturbereich bei gleichzeitig langsam einsetzender Elongation
durch die Polymerase, wodurch schwach gebundene Primer erschwert wieder herunterfielen.

Fir diese Experimente fand ausschlieRlich die Tag-Polymerase Anwendung.

Bacmid-PCR

Um die in vivo-Transposition eines Inserts aus dem Donorplasmid pFastBac1 in das Bacmid
zu analysieren, wurde das Bacmid mittels PCR auf Rekombinanz tberprift. Die PCR wurden
durchgefiihrt mit einem Bacmid-spezifischen Primer (pUC-rev) und einem Insert-spezifischen
Primer (plACsynt-EcoRV-s bzw. pACsys), ein Produkt trat also nur bei rekombinantem Bacmid
auf.

Es wurde ein Standard-Ansatz gemacht mit 1ul Bacmid-Praparation. Das PCR-Programm ent-
sprach dem Standard-Porgramm, die Temperatur flr die Primer-Anlagerung betrug 45°C
(pUC-rev + plACsynt-EcoRV-s) bzw. 48°C (pUC-rev + pACsys). Es wurden 20 Zyklen gefah-
ren.

PCR mit langen Oligonukleotiden fiir die DNA-Resynthese

Fir die DNA-Resynthese wurden 100-150bp lange Oligonukleotide verwendet, die im
3’-Bereich (24bp) zueinander komplementar waren und sich bei der Elongation gegenseitig als
Matrize dienten. Fir die Reaktion gelangte die tag-Polymerase und der zugehdrige Reaktions-
puffer zum Einsatz.

Reaktionsansatz (Endkonzentrationen in 100ul Reaktionsvolumen):

Reaktionspuffer 1x
dNTPs je 0,4mM
u-/r-Primer je 0,5uM
taqg-Polymerase 2U

Das PCR-Programm entsprach dem Standard-PCR-Programm. Die Primeranlagerung erfolgte
bei 54°C.
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Klonierung von PCR-Produkten

Klonierung der PCR-Produkte der Homologieklonierung:

10ul des PCR-Ansatzes wurden gelelektrophoretisch analysiert. Waren Banden von Interesse
vorhanden, wurde der gesamte Ansatz einer Phenol/Chloroform-Extraktion mit anschlieRender
Ethanolfallung unterzogen. Nach Aufnahme der DNA in Wasser wurden die Enden der enthal-
tenen PCR-Produkte geglattet (Klenow-Reaktion) und anschlieRend phosphoryliert. Die Auf-
trennung und Reinigung der PCR-Produkte geschah mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese.
Die zu klonierenden Banden wurden ausgeschnitten, mittels Nucleotrap (Macherey-Nagel)
eluiert (Aufnahme des DNA-Pellets in 40ul Wasser) und in den EcoRV-verdauten, dephospho-
rylierten Klonierungsvektor pBluescript Il SK(-) ligiert.

Klonierung von Standard-PCR-Produkten:

Standard-PCR-Produkte wurden entweder wie oben beschrieben kloniert oder der folgenden
Prozedur unterworfen. Der gesamte Ansatz wurde Uber ein Agarose-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt und die gewtlinschten Banden ausgeschnitten und mit Nucleotrap (Macherey-
Nagel) eluiert (geringes Endvolumen z.B. 20ul Wasser). Es folgte eine Klenow-Reaktion zum
Glatten der Enden oder ein Restriktionsverdau zur Erzeugung bestimmter Einzelstranglber-
hange. Anschliefend wurde eine Phosphorylierungsreaktion durchgefiihrt. Der Ansatz wurde
mit Hilfe des Nucleotrap-Entsalzungsprotokolls gereinigt und konnte dann in den gewulnschten
linearisierten, dephosphorylierten Vektor ligiert werden.

DNA-Sequenzierung

Es wurde die ,Cycle Sequencing-Methode unter Verwendung des Thermo Sequenase fluores-
cent labelled primer cycle sequencing kits with 7-deaza-dGTP angewendet. 130ng/1kb DNA-
Probe (als Plasmid-DNA) wurden mit 3,3% DMSO, 2pmol Fluoreszenz-markiertem Primer (s.
Abschn. 2.3.1) vermischt und mit Wasser auf ein Volumen von 21ul aufgefillt. 4,5ul dieser
Mischung wurden mit je 1pl der vier ddNTP-Reaktionsmixe vermischt (s. Herstellerprotokoll)
und mit einem Tropfen Chill Out 14 Liquid Wax Uberschichtet. Die Sequenzierreaktion wurde
mit folgendem PCR-Programm durchgefiihrt.

Tabelle 8: PCR-Programm der Sequenzierreaktion

Phase Temperatur Dauer | Zyklen
Denaturierung 94°C 2min
Denaturierung 94°C 20sec
Primer-Anlagerung Primer-abhéngig (s.Abschn. 2.3.1) | 20sec 25
Elongation 70°C 20sec
Abkuhlen 4°C o

Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden die Proben mit je 6ul Stop-Puffer versetzt. 1-
1,54l jeder Probe wurden auf einem 6%-Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt
(1500V, 37mA). Die Elektrophorese und die Detektion der DNA-Fragmente Uber Laserfluores-
zenz-Messung (A=700nm) wurde mit einem LI-COR Sequencer Model 4000 durchgefihrt. Flr
die Dokumentation und die Auswertung der Daten stand die Software Baselmag/R V. 4.0
(MWG-Biotech) zur Verfugung. Ab Mitte 2000 wurde der zuvor genannte Sequenzier-Kit durch

36



Methoden

Thermo Sequenase primer cycle sequencing kit abgeldst. Im Protokoll wurde lediglich die
Menge der Reaktionsmixe auf 2l je Reaktionsansatz erhoht.

3.1.2 Arbeiten mit E.coli-Bakterien

Herstellung kompetenter E.coli-Bakterienzellen fiir die Transformation

Eine Ubernachtkultur des E.coli-Stammes wird 1:100 auf 100ml LB-Medium (mit den Stamm-
spezifischen Antibiotika-Zusatzen) Gberimpft und bei 37°C und 220rpm bis zu einer Dichte von
ODeggonm = 0,3 bis 0,4 heranwachsen gelassen. Nach 10minutiger Inkubation auf Eis wurden die
Zellen durch Zentrifugation (15min, 1100xg, 4°C) vom Medium abgetrennt und in 50ml kalter
100mM CaCl,-Lésung resuspendiert. Es folgte eine Inkubation auf Eis fir 20min. AnschlieRend
wurden die Zellen in 10ml 50mM CaCl, in 20% Glycerin suspendiert und nach einer weiteren
2 stlindigen Inkubation auf Eis in Portionen a 100ul aliquotiert. Kompetente Zellen kénnen bei
-80°C gelagert werden.

Schnelltransformation in E.coli-Zellen

Die Schnelltransformation ist nur fur Plasmid-DNA in ausreichend hoher Konzentration geeig-
net. Zur Transformation von Ligationsansatzen oder schwer-transformierbaren Plasmiden muf}
eine Standardtransformation durchgefiihrt werden.

1ul Minipraparations-DNA (ca. 200ng Plasmid-DNA) wurden zu 100ul angetauten, kompeten-
ten Zellen gegeben, vorsichtig gemischt und fir >10min auf Eis inkubiert. 10-50ul dieses An-
satzes wurden auf einer entsprechend antibiotikahaltigen LB-Agarplatte ausgestrichen und bei
37°C flr mindestens 12Std. inkubiert. Einzelklone konnten dann gepickt und Flissigkulturen
damit angeimpft werden.

Standardtransformation in E.coli-Zellen

Ligations-Ansatze oder Plasmid-DNA wurden mit 10ul 10x CM-Puffer versetzt und mit Wasser
auf 100yl aufgefillt. Diese DNA-CM-Puffer-Mischung wurde zu angetauten, kompetenten
E.coli-Zellen zupipettiert, vorsichtig gemischt und fir >20min auf Eis inkubiert. Danach wurde
fur 60sec bei 42°C ein Temperaturschock durchgeflihrt und die Zellen auf Eis wieder fir 10min
abgekuhlt. Anschlielend wurden 500ul LB-Medium (ohne Antibiotika) zum Ansatz gegeben
und dieser bei 37°C 45-60min bei 220rpm geschittelt. Nach dieser Anwachsphase wurden 50-
200pl oder mehr auf LB-Agarplatten mit entsprechenden Antibiotikazusatzen ausgestrichen
und flr mindestens 12Std. bei 37°C inkubiert. Wuchsen keine Klone auf der Platte, konnte
versucht werden den bei 4°C gelagerten Transformationsansatz nochmals auszuplattieren
oder eine Ubernacht-Fliissigkultur herzustellen (diese Mischkultur wurde bei Bedarf nochmals
auf Agarplatten ausgestrichen um Einzelklone zu erhalten).

Herstellung von Bakteriendauerkulturen

500-1000p! einer Ubernachtkultur wurden pelletiert und in 500ul LB-Medium ohne Antibiotika
resuspendiert. AnschlieBend wurde die Kultur mit 500ul 50% Glycerol gemischt (Endkonzent-
ration Glycerol in LB-Medium: 25%) und sofort bei -80°C eingefroren. Ein solcher Glycerolstock
kann in der Regel mehrere Jahre bei -80°C gelagert werden.
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3.2 Screening von Genbanken

3.2.1 Allgemeine Techniken zur Herstellung von Phagenplatten, Ti-
tern von Genbanken und deren Amplifikation

Herstellung von konditionierten E.coli-Zellen

Fir die Infektion mit A-Phagen missen E.coli-Bakterien konditioniert werden.

Von einem Einzelklon E.coli XL1Blue MRF’ wurde eine Ubernachtkultur in 5ml LB-Medium mit
10mM MgSO, und 0,2% Maltose (ohne Antibiotikum) angeimpft (Inkubation 10-12Std., 37°C,
220rpm). Von der dicht gewachsenen Kultur wurden 200ul auf 20ml LB-Medium mit
10mM MgSO, und 0,2% Maltose (kein Antibiotikum) Uberimpft und bei 37°C, 220rpm bis zu
einer Dichte von ODgyonm = 0,5-1,0 kultiviert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (15min,
1100xg, 4°C) geerntet und in steriler 10mM MgSO,4-Lésung zu einer Dichte von ODgoonm = 0,5
resuspendiert. Die konditionierten E.coli-Bakterien wurden bei 4°C gelagert und konnten bis zu
4 Tage fur die Infektion mit A-Phagen verwendet werden.

Herstellung von Phagenplatten

Als Basis-Nahrboden fur Phagenplatten dienten NZY-Agarplatten (g 92mm bzw. 142mm), wel-
che nicht zu hoch ausgegossen wurden. Diese wurden vor Herstellung der Phagenplatten vor-
temperiert. Fir die Infektion mit Phagen wurden flr grof’e Platten 650ul, fir kleine Platten
200ul konditionierte E.coli-Bakterien mit der gewtnschten Menge (10000-50000pfu) einer
Genbank oder Phagensuspension in einem 10ml Polypropylenréhrchen versetzt und bei 37°C
und 120rpm 20min inkubiert. Zu dieser Mischung wurde geschmolzener, vortemperierter NZY-
Topagar (50-52°C) gegeben, durch umkippen des Réhrchens gemischt und auf die temperier-
ten NZY-Platten gleichmaRig ausgegossen. Fur grof3e Platten wurden 9ml, fur kleine Platten 3-
5ml Topagar benétigt. Nach Erstarren wurden die Platten bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Am
nachsten Morgen sind klare Plaques in einem triben Hintergrund zu erkennen. Dies Pha-
genplatten konnten zur Titerung von Genbanken, zur Herstellung von Platteneluaten (Amplifi-
kation von Genbanken) oder zur Herstellung von Plattenabziigen flr die Durchmusterung mit
radioaktiven Sonden verwendet werden.

Titern von Genbanken und Phagensuspensionen

Phagensuspensionen wurden getitert, indem Phagenplatten mit einer Verdinnungsreihe der
Suspension herstellt und die entstandenen Plaques auszahlt wurden.

Von der zu titernden Phagensuspension wurde eine Verdinnungsreihe (1:10) in SM-Puffer
hergestellt und mit jeweils 10ul einer Verdinnung Phagenplatten gegossen (wie oben be-
schrieben). Die Plaques auf den Platten wurden ausgezahlt, wobei nur Platten verwendet wur-
den, auf denen 10-200 isolierte Plaques vorhanden waren. Der Titer wurde in pfu/ml angege-
ben und ist nicht zu verwechseln mit der Angabe der maximalen Anzahl unabhangiger Phagen
einer Phagensuspension/Genbankfraktion, welche in pfu angegeben wird.
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Amplifikation von Genbanken durch Herstellung von Platteneluaten

Die Amplifikation von Genbanken diente der Vermehrung der darin vorkommenden Phagen.
Von der entsprechenden Phagensuspension wurden Phagenplatten wie oben beschrieben
hergestellt. Zur Elution der vermehrten Phagen wurden die Platten mit 15ml SM-Puffer Gber-
schichtet und durch leichtes Schiitteln tiber Nacht extrahiert (70rpm, 4°C). Der Uberstand wur-
de anschliel3end in sterile Falcontubes tberflhrt und mit 1/20 seines Volumens an Chloroform
versetzt, geschiittelt, und 20-30min bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation (10min, 2000xg) wur-
de der phagenhaltige Uberstand in ein frisches Falcontube pipettiert, erneut mit Chloroform
versetzt und bei 4°C aufbewahrt.

Die Amplifikation der verwendeten Genbanken (vgl. Abschn. 2.5.4) wurde von Jurgen Linder
(13) wie folgt durchgefiihrt. Von einer Primarbank waren Phagenplatten a 50000pfu hergestellt
und diese mit SM-Puffer extrahiert worden. Es entstanden Subfraktionen mit je max. 50000
unabhangigen Phagen. Subfraktionen, die das gesuchte Gen enthielten (analysiert z.B. durch
PCR-Durchmusterung), waren weiter amplifiziert worden, indem 10000pfu enthaltende Pha-
genplatten extrahiert wurden. D.h. es entstanden Subsubfraktionen mit max. 10000 unter-
schiedlichen pfu.

3.2.2 Genbankdurchmusterungen

3.2.2.1 Genbankdurchmusterung mittels PCR

Amplifizierte Genbanken lassen sich als Matrize in einer PCR einsetzen. Sie beinhalten aus-
reichende Mengen freier DNA die in der Regel mit der vorhandener Phagen Ubereinstimmt. 5ul
einer Genbank(-fraktion) dienten im Standard-PCR-Ansatz als Matrize. Als Primer wurden
spezifische Primer verwendet, welche auch zur Herstellung der Sonden-DNA-Fragmente dien-
ten. War auf einem Agarose-Gel eine diskrete Produktbande der erwarteten GroRRe zu erken-
nen, wies dies auf das Vorhandensein des gesuchten Gens hin. Von positiven Genbankfrakti-
onen wurden subfraktionierte Phagensuspensionen a 10000pfu wiederum mittels PCR auf das
Vorhandensein des Sonden-Genabschnittes Uberprift. Mit positiven Subfraktionen wurden
Durchmusterungen unter Verwendung radioaktiver Sonden durchgefiihrt.

3.2.2.2 Herstellung einer radioaktiv markierten Gensonde
Die fur die Markierungsreaktion benétigte DNA-Matrize wurde aus einem Plasmid mit geeigne-
tem Insert entweder durch einen Restriktionsverdau oder durch PCR gewonnen. Die erhalte-
nen DNA-Fragmente wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese gereinigt.

Herstellung der Sonde unter Verwendung des Rediprime-Kits

Ca. 30ng hitzedenaturierte DNA und 50uCi [0-*?P]-dCTP wurden in eine radioaktive Markie-
rungsreaktion mit dem rediprime DNA labelling system eingesetzt. Die Reaktion wurde nach
Herstellerprotokoll (37°C, 15min) durchgefuhrt. Im Anschluf® wurden kleine DNA-Fragmente
und Nukleotide Uber eine Sephadex G-50-Gelfiltrationssaule (Quick Spin-Columns G-50 von
Roche; Anwendung nach Vorschrift) abgetrennt. Aus einem 2fachen Ansatz konnten ca. 85yl
Eluat gewonnen werden, welches die radioaktive Sonde enthielt. Die spezifische Aktivitat der
Sonde wurde mit einem Szintillationszahler bestimmt und sollte mindestens 5x10%cpm/ug fiir
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die Hybridisierung von 8 Membranen betragen. Die markierte Sonde wurde bei -80°C aufbe-
wahrt.

Herstellung der Sonde durch manuelle Durchfiihrung der Markierungsreaktion

Alternativ zum obigen Markierungsverfahren wurde ein Methode entwickelt, bei welcher die
DNA-Matrize durch einen einzelnen, manuell durchgefihrten PCR-Zyklus markiert werden
konnte. Der Ansatz wurde in Anlehnung an die Standard-PCR (S. 34) erdacht und modifiziert.

Tabelle 9: Reaktionsansatz fur die manuelle Sonden-Markierungsreaktion

Inhaltsstoff !Endkonzentr. Bemerkung
im Ansatz
In 25ng (entspricht der in der rediprime-Reaktion eingesetzten
zu markie- 20na/50ul Menge) der Sonde 2 sind insgesamt 0,011nmol C enthalten
rende DNA 9robM (s.u.). Um einen ausreichenden Uberschuf® dCTP in der Re-

aktion zu haben, wurde die DNA-Menge auf 20ng reduziert.
Diese Menge entspricht der im rediprime-Kit (s.0.) eingesetz-
ten Menge pro Ansatz und wurde Gbernommen. Bei einer
spezifischen Aktivitat des Substrats von >3000uCi/nmol ent-
spricht dies ca. >0,016nmol dCTP pro Ansatz

[0-*?P]-dCTP | 50uCi/50ul

dATP jeweils Die Konzentration wurde im Vergleich zur Standard-PCR um
dGTP 1nmol/50ul | 1/10 verringert, um keinen zu starken Uberschul in Relation
dTTP (20uM) zur eingesetzten dCTP-Menge zu erzeugen.
Es wurden die spezifischen PCR-Primer der Sonde verwen-
Primer jeweils det. So wurde sichergestellt, dak lange PCR-Produkte (lber
0,5uM die gesamte Sondenlange) entstehen. Die eingesetzte Menge
entspricht der Standard-PCR.
Taqg- 1U/5041 Die Tag-Polymerase wurde als Standard-Polymerase einge-
Polymerase setzt.
10x Reakti- s. Standard-PCR
onspuffer Sul/S0ul

Die Berechnungen fir die eingesetzte DNA-Menge beziehen sich auf die Anwendung dieser
Methode zur Markierung der genomischen Sonde (Sonde 2) im Rahmen dieser Arbeit (s.
S. 82). Sonde 2 hat ein Molekulargewicht von MW = 233ug/nmol, d.h. 25ng entsprechen
0,11pmol. In s- und as-Strang der Sonde 2 befinden sich zusammen 100 Cytosine, was
1,1pmol Cytosin/25ng Sonde 2 entspricht.

Fir die Durchfiihrung der PCR wurde je ein Heizblock mit 95°C, 47°C und 72°C vorbereitet.
Der Markierungs-PCR-Reaktionsansatz wurde fir 10min bei 95°C zur Denaturierung der DNA-
Matrize erhitzt, anschlieRend kurz zentrifugiert, um entstandenes Kondensat wieder im Ansatz
zu sammeln. Es folgten 5min Inkubation bei 47°C (Primer-Anlagerung) und nach erneuter,
kurzer Zentrifugation eine 20 minltige Elongationsphase bei 72°C. Diese wurde nach 10min
kurzzeitig zum Herunterzentrifugieren des entstandenen Kondensats unterbrochen. Nach Be-
endigung der Reaktion wurde der Ansatz auf Eis abgekuhlt und tber eine Sephadex G-50-
Gelfiltrationssaule (Quick Spin-Columns G-50 von Roche; Anwendung nach Vorschrift) von
kleinen Reaktionsbestandteilen (Nukleotide, Primer, Salze) befreit. Aus einem doppelten PCR-
Markierungsansatz (100ul) konnten ca. 85ul Eluat gewonnen werden. Die weitere Vorgehens-
weise gleicht der mit rediprime (s. voriger Abschnitt).
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3.2.2.3 Genbankdurchmusterung mittels radioaktiver Sonde

Erste Durchmusterung

Es wurden Phagenplatten (8 St.) der zu screenenden Genbank(-fraktion) mit 10000-50000
Plaques hergestellt. Fiur die Herstellung von Plaqueabziigen auf Nylonmembranen wurden
diese Platten fur mindestens 1Std. bei 4°C gekuhlt. Nun wurden auf die numerierten Pha-
genplatten entsprechend beschriftete Nylonmembranen Iuftblasenfrei aufgelegt und fur 5min
auf dem Agar belassen. Die Orientierung einer Membran auf der Platte wurde durch Einstiche
mit einer Kanlle markiert (mehrere Einstiche, die ein asymmetrisches Muster ergeben). An-
schlieRend wurden die Membranen abgezogen und fir 5min auf ein mit Denaturierungslésung
getranktes Whatmanpapier 3MM gelegt. Dabei und bei den nachsten Schritten zeigten die
Phagen-DNA-behafteten Seiten der Membranen nach oben. Die Membranen wurden nun auf
Whatmanpapier 5min trocknen gelassen und anschlieBend fir 5min auf ein mit
Neutralisationslésung getranktes Whatmanpapier gelegt. Nach dem Trocknen der Membranen
fir 30min folgte die dauerhafte Verknipfung der DNA mit den Membranen im UV-Ofen
(Stratalinker) unter Einwirkung von 1,2mJ Strahlungsenergie. Bis zum Beginn der
Hybridisierung wurden die Membranen in 2x SSC aufbewahrt.

Um spater Signale eindeutig verifizieren zu kénnen, wurde von jeder Phagenplatte ein zweiter
Abzug hergestellt. Hierfur wurden die Nylonmembranen 10min auf die Agarplatte gelegt und
die Markierungen des ersten Abzugs auf die Membranen Ubertragen. Die weitere Vorgehens-
weise entsprach der der Herstellung der ersten Abzlge.

Far die Hybridisierung wurden je 8 Membranen facherartig Ubereinandergelegt und flach in
eine Hybridisierungsglasrohre gepackt. Die Membranen wurden mit 20ml Prahybridisierungs-
I6sung bei 40°C flr mindestens 2Std. in einem Hybridisierungsofen unter Rotation inkubiert.
Die Membranen muldten vollstandig mit der Losung benetzt sein. Die radioaktiv markierte Son-
de wurde 7min bei 95°C denaturiert, auf Eis abgekuhlt und in frische Prahybridisierungslésung
einpipettiert, so daR die entstehende Hybridisierungslésung eine Aktivitat von 1,5x10° bis
6x10°cpm/ml aufweist. Die Prahybridisierungslésungen aus den Glasrdhren wurden durch die
radioaktive Hybridisierungslésung ersetzt (15-20ml). Die Hybridisierung erfolgte tiber Nacht bei
40°C im Rotationsofen. Am nachsten Morgen wurde die radioaktive Losung entfernt (Aufbe-
wahrung bei —20°C), die Membranen in der Glasréhre 2 mal 7min mit Waschlésung gespiilt
(40°C) und anschlieflend flir weitere Waschschritte in einen Edelstahlbehalter Gberfihrt. Hier
wurde 2 mal flr 25min in Waschlésung bei 52°C geschiittelt. Nach Trocknen der Membranen
wurde eine Autoradiographie bei -80°C fur 24Std. bis 7 Tage angefertigt.

Anhand von identisch lokalisierten Signalen auf beiden Abziigen konnten positive Klone identi-
fiziert und durch die Einstichmarken deren Position auf den Phagenplatten bestimmt werden.
Sie wurden mit der weiten Offnung einer autoklavierten Pasteurpipette ausgestochen, der re-
sultierende Agarblock in ein Eppendorf-Cup uberfluhrt und durch schitteln (200rpm, 37°C,
25td.) in 500ul SM-Puffer extrahiert. Die Phagensuspension wurde durch Zusatz von 20l
Chloroform konserviert und konnte in einen zweiten Genbankscreen eingesetzt werden, der
der Vereinzelung der Phagen diente.
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Zweite Genbankdurchmusterung mit radioaktiver Sonde

Von der Phagensuspension der ersten Durchmusterung wurden 4 Verdinnungen (Zehnerpo-
tenz-Schritte) in SM-Puffer hergestellt. Von diesen Verdlinnungen wurden kleine (92mm) Pha-
genplatten hergestellt. Die Herstellung der Plattenabziige auf Nylonmembranen, die Hybridi-
sierung und die Autoradiographie erfolgten entsprechend der ersten Durchmusterung. Die
Hybridisierungslésung der ersten Durchmusterung konnte nach Erhitzen fir 20min bei 65°C
wiederverwendet werden. Anhand der Autoradiographie-Signale wurden positive Plaques loka-
lisiert und mit der diinnen Spitze der Pasteurpipette ausgestochen. Es sollten deutlich isoliert
liegende Plaques sein, um sicherzustellen, dal es sich um klonale Phagenkolonien handelt.
War das nicht der Fall, konnte eine dritte Durchmusterung der erhaltenen Phagensuspension
nach dem gleichen Verfahren durchgeflihrt werden. Positive, klonale Phagen wurden nach
dem in vivo excision-Protokoll in Plasmide Uberfihrt.

In vivo excision

Far die in vivo-excision wurden E.coli XL1Blue MRF-Bakterienzellen mit der A-Phagen-
suspension und einem ExAssist-Helferphagen koinfiziert. Der Helferphage tberflhrt Teile der
A-DNA in ein rezirkuliertes Phagemid, welches in Helferphagen verpackt im Uberstand der
Kultur wiederzufinden ist. Mit diesem Uberstand wurden E.coli-XLOLR (fir Excisionen der
cDNA-Genbank) bzw. E.coli-SOLR (fur Aufbereitung der genomischen DNA-Bank) infiziert.
Beide Bakterienstamme propagieren den ExAssist-Helferphagen nicht, d.h. es entstanden
Bakterienkolonien, die die Paramecien-DNA als Insert in den Plasmiden pBK-CMV (cDNA)
bzw. pBluescript Il SK(-) (genomische DNA) enthielten. Die Durchfiihrung erfolgte nach Her-
stellerprotokoll (Anleitung ZAP Express EcoR I/Xho | Vector Cloning Kit (21) fur cDNA bzw.
Predigested Lambda ZAP Il/EcoR I/CIAP Cloning Kit (23) fur genomische DNA).

3.3 Allgemeine proteinchemische Methoden

BioRad Proteinbestimmung

1-12ug Protein wurden mit bidest. Wasser auf 800ul aufgefiillt und gevortext. Nach Zugabe
von 200ul BioRad-Reagenz wurde wiederum gut gevortext und die Proben bei RT 5min inku-
biert. AnschlieRend wurde die Absorption der Proben bei A=595nm gegen eine Leerprobe ge-
messen und die Proteinkonzentration anhand einer Kalibriergeraden berechnet. Die Kalibrier-
gerade wurde bei jeder Proteinbestimmung erneut aufgenommen und wurde mit 2, 4, 6, 8, 10
und 12ug BSA erstellt. Bei der Durchflihrung war zu beachten, daf die Proben in gleichmafi-
gen Zeitabstanden nacheinander mit BioRad-Reagenz versetzt und in entsprechenden Zeitab-
stdnden vermessen wurden.

Proteinféllungen

Ethanol-Fallung

Die Probe wurde mit dem 4x ihres Volumens an Ethanol abs. gemischt, 30min auf Eis inkubiert
und das geféllte Protein abzentrifugiert (30min, 15000xg, 4°C). Der Uberstand wurde verwor-
fen. Je nach Anwendung wurde das Pellet mit kaltem Ethanol 70% gewaschen und bei RT
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oder in der speed vac getrocknet. Fir die Hasenimmunisierung wurde das Proteinpellet feucht
weiterverwendet.

Methanol/Aceton-Fallung

Die Proteinprobe wurde mit dem 4x Volumen einer 1:1-Methanol/Aceton-Mischung versetzt,
gemischt und 5min bei RT inkubiert. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert (15min, 15000xg,
37°C). Mit dem Pellet wurde verfahren wie bei der Ethanolfallung beschrieben.

TCA-Fallung

Die zu fallende Proteinprobe wurde mit 5-10% Trichloressigsaure (TCA) bezogen auf die End-
konzentration versetzt, gevortext, 20min auf Eis inkubiert und der Niederschlag pelletiert
(15min, 15000xg, 4°C). Der Niederschlag wurde mit eiskaltem Ethanol abs. gewaschen und
erneut zentrifugiert. Nun wurde wie bei der Ethanolfallung geschildert vorgegangen.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Ergebnisse von Proteinexpressionen, Proteinreinigungen und Antikérperreinigungen wur-
den elektrophoretisch liber SDS-Polyacrylamidgele kontrolliert.

Die SDS-Polyacrylamid-Gele wurden in Hoefer-GelgieRapparaturen Mighty Small SE245 in der
in Tabelle 10 beschriebenen Zusammensetzung gegossen. Der Polyacrylamidgehalt im
Trenngel richtet sich nach der Grofie der aufzutrennenden Proteine. Zuerst wurde das Trenn-
gel gegossen und sofort mit 100% Isopropanol Uberschichtet, um eine glatte und blasenfreie
Kante zu erzeugen. Nach Auspolymerisation des Trenngels konnte das Isopropanol abgegos-
sen und der Uberstehende Raum 4x mit Wasser gespllt werden. Danach wurde das Sammel-
gel bei steckendem Probenkamm obenauf gegossen. Die GréRe der Gele (nur Trenngel) be-
trug ca. 8cm x 5,5cm x 0,75mm.

Tabelle 10: Rezeptur fir SDS-Polyacrylamid-Gele. Die Menge ist ausreichend fir zwei Gele. Die
Acrylamid-Lsg. ist eine Mischung von Acrylamid/Bisacrylamid 37,5 : 1 (Fertiglésung 30%
von Applichem); TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethyendiamin) wirkt als Katalysator, APS
(Ammoniumperoxodisulfat) ist der Radikalstarter

Trenngel Sammelgel
Inhaltsstoffe 7,5% 10% | 12,5% | 15% |Inhaltsstoffe
Trenngelpuffer 3ml 3ml 3ml 3ml | Sammelgelpuffer| 1ml
Wasser 6ml 5ml 4ml 3ml | Wasser 2,4ml
Acrylamid-Lsg. 3ml 4ml 5mi 6ml | Acrylamid-Lsg. 0,6ml
TEMED 10pl 10ul 10pl 10yl | TEMED 10ul
APS10% 80ul 80ul 80ul 80ul |APS10% 40ul

Proteinproben wurden in 4x Probenpuffer aufgenommen, wobei der Probenpuffer haufig kon-
zentriert, jedoch maximal 4x verdinnt eingesetzt wurde. Proben mit I16slichem Protein wurden
5min bei 80°C erhitzt, Membranproteinproben wurden fir mindestens 2Std. bei RT stehen ge-
lassen.

Die Elektrophorese wurde in der Vertikal-Elektrophoreseeinheit Hoefer Mighty Small bei einer
konstanten Stromstarke von 20(-25)mA und max. 250V durchgeflihrt (gleichzeitige Elektropho-
rese von 2 Gelen: 40(-50)mA, 250V).
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Als Proteinstandard wurde eine Mischung folgender Markerproteine verwendet:

Phosphorylase b 97,4 kDa oder: a-Gelatin Monomer 95kDa
Bovine Serumalbumin 66 kDa
Ovalbumin 45 kDa
GAPDH 36 kDa
Carboanhydrase 29 kDa
Chymotrypsinogen A 25 kDa
Cytochrom C 12,5 kDa

Zur Detektion wurden die Gele mindestens 45min in Coomassie-Losung gefarbt und 30min in
Entfarber-Lésung und mehrere Stunden in Wasser entfarbt (die Dokumentation wurde wie bei
Agarose-DNA-Gelen durchgefihrt (s. S. 32). Sollten die Gele in einen Westernblot eingesetzt
werden, blieben sie ungefarbt und wurden flr einen Elektroblot vorbereitet.

Western Blot

Western Blots dienten dem immunchemischen Nachweis von Proteinen.

Die Proteine wurden nach elektrophoretischer Auftrennung tGber SDS-PAGE (s.0.) durch einen
Elektrotransfer auf eine Membran Ubertragen. Auf diesem stabilen Trager wurden die immun-
chemischen Reaktionen durchgeflihrt.

Elektroblot

Der Elektroblot erfolgte nach der Semi-Dry-Methode. In Abhangigkeit der verwendeten Anti-
kérper wurden zwei verschiedene Membranmaterialien verwendet. PVDF-Membranen (po-
rablot PVDF von Macherey-Nagel) wurden verwendet, wenn der primare AK anti-RGS(His), im
Immunoblot Anwendung fand. AufRerdem hat sich herausgestellt, dal} PVDF-Membranen ei-
nen geringeren Hintergrund erzeugen. Nitrocellulose-Membranen (Optitran BA-S83, protran
BA83, beide von Schleicher & Schuell; porablot NCP von Macherey-Nagel) wurden fir alle
anderen Antikdper benutzt und besitzen den Vorteil, leichter handhabbar zu sein. Die Memb-
ranen wurden auf gleiche GroRRe wie das Polyacrylamid-Trenngel zugeschnitten.

Fir den Elektroblot wurden Nitrocellulose-Membranen zunachst in Wasser vollstandig getrankt
und anschlieRend bis zur Verwendung in Transferpuffer liegen gelassen (ca. 10min). PVDF-
Membranen muf3ten mindestens 10min in Methanol inkubiert werden, um eine Benetzung zu
ermoglichen. AnschlieBend wurden sie ca. 5min in Transferpuffer inkubiert. Von den SDS-
Polyacrylamid-Gelen wurde das Sammelgel entfernt und das Trenngel 5-10min in Transferpuf-
fer inkubiert. Auf der mit Transferpuffer befeuchteten Anode wurde folgendes ,sandwich’ auf-
gebaut. 3 Stiicke in Transferpuffer getranktes, zugeschnittenes Whatman-3MM-Papier wurden
luftblasenfrei aufeinander gestapelt, darauf wurde die nasse Membran gelegt, dann das Gel
und abschlieRend noch einmal 3 getrankte Whatman-3MM-Papiere, welche den Kontakt zur
Kathode bildeten. Der Elektrotransfer erfolgte fiir 3Std. bei 2,8mA/cm? Membran und maximal
20V. Anschlielfend wurde das Acrylamidgel in Coomassie gefarbt (s.o0.), die Membran zur
schnellen Erfolgskontrolle des Transfers 10min in Ponceau S-Lésung inkubiert und mit Wasser
so weit entfarbt, dal® das rote Proteinbandenmuster gegen den Hintergrund erkennbar wurde.
Vor Durchfiihrung der immunologischen Reaktionen wurde die Membran weitere 10min in
Wasser entfarbt.
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Immunoblot

Die hier beschriebene Prozedur wurde fir die Immundetektion proteinbeladener Membranen
angewendet. Die Beladung der Membranen mit Protein erfolgte durch einen Elektrotransfer
(s.o0.) oder durch direktes Aufpipettieren und Eintrocknen von Proteinlésungen (Dot Blot).

Zunachst wurden die Membranen in M-TBS mindesten 1Std. (RT, Schiittler), haufig auch tber
Nacht (4°C) blockiert. Nach 2x 2minltigem Waschen in TBS-T wurde die Membran fir 1Std. in
eine Verdlinnung des primaren Antiképers in M-TBS (1:2000-1:5000) gegeben (RT, langsa-
mes Schiutteln). Die Primarantikdrperlésung wurde durch Waschen (2x kurz, 1x 15min, 2x
5min) von der Membran entfernt und die Membran anschlieRend mit der Sekundarantikérper-
verdinnung (1:5000 in M-TBS) inkubiert. Das Waschen der Membran erfolgte nach dem glei-
chen Schema wie oben. Die Detektion wurde mit dem ECL Plus Western Blotting Detection Kit
(Amersham Pharmacia) nach Vorschrift durchgefihrt. Die auftretende Chemolumineszenz
wurde durch Belichtung von Hyperfilm-ECL Filmen nachgewiesen. Die Belichtungszeiten vari-
ierten von 2sec-5min. (Verwendete Antikorper s. S. 22)

Dot Blot

Bei einem Dot Blot wurde eine bestimmte Menge Antigen-L6sung direkt auf eine Nitrocellulo-
se-Membran pipettiert und eingetrocknet. Die immunchemische Detektion erfolgte wie oben
beschrieben (Immunoblot). Der Dot Blot diente der Ermittlung der Empfindlichkeit eines Anti-
kdrpers bezlglich seines Antigens. Es wurden entweder Antigenverdiinnungsreihen auf die
Membran appliziert und mit einer bestimmten Primarantikdrperverdinnung behandelt oder 1ug
aufpipettiertes Antigen mit verschiedenen Primarantikérperverdiinnungen entwickelt (Titerbe-
stimmung).

Protein-tags fiir den immunchemischen Nachweis und die Affinitatsreinigung

Einige der hergestellten Genprodukte wurden, um deren Nachweis im Immunoblot zu ermégli-
chen, mit C- oder N-terminalen tags versehen. Diese ,tags’ dienten als Epitop fir einen spezifi-
schen priméaren Antikérper. Uberdies konnten die Genprodukte haufig einer Affinitatsreinigung
unterzogen werden, welche durch die ,tags’ vermittelt wird.

myc-tag

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Hexamyc-tag als Epitop N- oder C-terminal mit den her-
gestellten Konstrukten fusioniert. Es handelt sich um eine 6fache Wiederholung eines 13 Ami-
nosauren umfassenden Abschnitts des menschlichen c-myc-Protoonkogens. Der Nachweis
erfolgte mit dem monoklonalen anti-myc-Antikérper.

Sequenz des verwendeten Hexamyc-tag:

MEQKLISEEDLNEMEQKLISEEDLNEMEQKLISEEDLNEMEQKLISEEDLNEMEQKLISEEDLNEMESLGDLTME
QKLISEEDLNSRPL

Hexahis-tag

Hierbei handelt es sich um ein Peptid-Epitop (His)s, welches insbesondere in E.coli-
Proteinexpressionsversuchen Verwendung findet. Neben der Mdglichkeit des immunchemi-
schen Nachweises (in der vorliegenden Arbeit wurde der monoklonale Antikdrper anti-
RGS(His), (Qiagen) verwendet) ermdglicht der Hexahis-tag auch die Affinitatsreinigung von
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Genprodukten Uber Ni-NTA-Agarose (Qiagen). Er ist Bestandteil des Expressionsplasmids
PQE30 und wird hier N-terminal angehangt. In dieser Arbeit wurde der Hexahis-tag auch euka-
ryotischen Expressionsprodukten vorangestellt.

3.4 Proteinreinigung

3.4.1 Affinitatschromatographische Reinigung mit Ni-NTA-Agarose

Voraussetzung fiir die Reinigung von Expressionsprodukten Gber Ni-NTA-Agrose ist deren N-
oder C-terminal Fusion mit einem Hexahis-tag (24). Ni**-lonen sind chelatartig an die Nitri-
lotriessigsaure-Arme des Saulenmaterials gebunden. Die Histidin-Reste des Hexahis-tag kdn-
nen mit den freien Koordinationsstellen des Metallions interagieren. Die Elution erfolgt entwe-
der durch pH-Erniedrigung (Protonierung der Histidin-Reste) oder durch Erhéhung der Imida-
zolkonzentration (Konkurrent um Ni**-Koordinationsstellen).

3.4.1.1 Proteinreinigung unter denaturierenden Bedingungen

Bei der denaturierenden Reinigung werden die Proteine in hochprozentigen Guanidinium- und
Harnstoffpuffern unter Denaturierung geldst. Auch inclusion-bodies (hochverdichtete Protein-
aggregate) kdnnen durch diese Methode aufgeldst werden.

Die pelletierten Zellen einer 20-100ml E.coli-Expressionskultur wurden in 3-5ml Puffer A unter
Zugabe von 6mM B-Mercaptoethanol und 0,2% Tween 20 aufgenommen (auf- und abpipettie-
ren). Um eine vollstandige Zelllyse zu erreichen, wurden die Proben 4x 5sec mit der Ultra-
schallsonde behandelt (Stufe 4-5). Im Anschluld wurden die Zellbruchstiicke durch Zentrifuga-
tion (6-10min, 14000xg, RT) entfernt, der Uberstand abgenommen, mit 40-100ul Ni-NTA-
Agarose (Menge abhangig von dem zu reinigenden Produkt und der Expressionseffizienz)
versetzt und 45-60min bei RT leicht geschittelt. Fir die folgenden Wasch- und Elutionsschritte
wurde der Ansatz auf ein Midiprep-Saulchen (Wizard Plus SV Plasmid Purification Kit) gege-
ben und die Agarose-Partikel auf der Fritte aufgefangen. Es wurde mit Hilfe einer Luer-lock-
Spritze nacheinander mit jeweils 1ml Puffer A, Puffer B und 2x Puffer C gewaschen. Die Eluti-
on erfolgte sehr langsam mit 200l Elutionspuffer. Die Elutionsfraktion konnte noch ein zweites
mal Uber die Saule gegeben werden, um die Ausbeute zu erhéhen. Die Eluate wurden bei 4°C
aufbewahrt und waren mehrere Monate haltbar.

3.4.1.2 Proteinreinigung unter nativen Bedingungen

Die verwendete Expressionskultur (Streptomyces I., RTS500"") wurde auf geeignete Weise
in ein Homogenat (iberfiihrt und von diesem durch Zentrifugation (30-45min, 48000xg'®, 4°C)
die unléslichen Bestandteile abgetrennt. Zu dem Uberstand wurde eine angemessene Menge
Ni-NTA-Agarose (40-200ul) zugegeben und auf Eis 1Std. bei langsamem Schdtteln inkubiert.

17 Zellfreies Expressionssystem, d.h. es liegt bereits als Homogenat vor; fir die Aufbereitung ist ledig-
lich der im Anschlufd beschriebene Zentrifugationsschritt notwendig.

'® Es wurden im Reaktionsgefal® keine 48000xg erreicht, da sich die Berechnung der Beschleunigung
auf den Radius am Boden der Gefaleinschibe des jeweiligen Rotors bezieht. Es wurde hier aber
mit Eppendorf-Cups gearbeitet, welche nur bis ungefahr in die Mitte reichen. Im Kontronrotor A8.24
betragt der mittlere Radius 8,2cm. Die erreichte Beschleunigung im Cup war ca. 36700xg.
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Fir die Wasch- und Elutionsschritte wurde der Ansatz wie oben auf Midiprep-Saulchen (Wi-
zard Plus SV Plasmid Purification Kit) gegeben und mit je 2ml folgender eisgekihlter Puffer
gewaschen: Waschpuffer P3, Waschpuffer P4, Waschpuffer P5. Die Elution wurde mit 200l
Elutionspuffer durchgeflihrt und das erste Eluat noch ein zweites Mal iber die Saule gegeben.
Wahrend der gesamten Prozedur wurde der Ansatz auf Eis gehalten. Das Eluat wurde Ubli-
cherweise sofort in einen Enzymtest eingesetzt.

Die native Reinigung von Expressionsprodukten aus Sf9-Zellen wurde nach einem abge-
wandelten Protokoll von Jost Weber durchgeflihrt. Die geernteten Zellen einer 50ml-Kultur
wurden in 500-750ul Sf9-Lyse-/Binde-Puffer aufgenommen und wie in Abschn. ,Herstellung
von Sf9-Zellhomogenaten’ beschrieben lysiert. Das Homogenat wurde durch Zentrifugation fur
30min, 37000xg"®, 4°C von partikuldren Bestandteilen befreit und in die Reinigung eingesetzt.
50l Ni-NTA-Agarose wurden in 1ml Binde-Puffer gewaschen und in 4ml Binde-Puffer re-
suspendiert. Das Sf9-Lysat wurde zugegeben und die Mischung fir 1Std. auf Eis langsam ge-
schittelt. Die Suspension wurde auf ein Midiprep-Saulchen (Wizard Plus SV Plasmid Purifica-
tion Kit) gegeben und 2x mit 1ml kaltem Binde-Puffer gewaschen, das Saulchen sehr kurz in
einer Tischzentrifuge, aufgesteckt auf ein Eppendorf-Cup, zentrifugiert (Zentrifuge nur kurz
starten und sofort wieder ausschalten) um alle Pufferreste zu entfernen, bevor mit 100-120pul
Elutions-Puffer eluiert wurde. Das Eluat wurde zwei weitere Male Uber die Reinigungssaule
gegeben. Wahrend des gesamten Vorgangs des Waschens und Eluierens wurde streng auf
Eis gearbeitet.

3.4.2 Antikorperreinigung

3.4.2.1 Affinitatsreinigung von Antiseren an Protein A-Sepharose

Protein A ist ein Zellwandbestandteil von Staphylococcus aureus, welcher mit dem F.-
Fragment verschiedener Antikorper interagiert. Immunglobulin G (IgG) von Kaninchen besitzt
eine hohe Affinitat zu Protein A (25). Die Reinigung von (Kaninchen-)Antiseren Uber Protein A-
Saulen erlaubt lediglich die Abtrennung der IgG-Fraktion von den restlichen Blutserumbestand-
teilen.

Herstellung der Saule: Mit dem Saulenmaterial Protein A-Sepharose 4 Fast Flow (Amersham
Pharmacia), einer gekirzten Pasteurpipette und Glaswolle wurde eine Saule gebastelt. Das
Gelbett besall nach Ablauf des Suspensionspuffers ein Volumen von 1ml. Zur Entfernung des
ethanolhaltigen Suspensionspuffers wurde mit dem 20fachen Saulenvolumen Wasser (bidest)
und dem 10x Saulenvolumen 100mM Tris/HCI pH 8 gespililt. Die Saule lief allein aufgrund der
Schwerkraft, es wurde kein Druck benétigt.

Reinigungsprozedur (26): Die Bindekapazitat der Protein A-Sepharose fir IgG betragt 35mg
pro 1ml Gelbett. Der maximale IgG-Gehalt im Antiserum betragt 10mg/ml. Entsprechend wur-
den 3,5ml Antiserum in die Reinigung eingesetzt, welche zur pH-Anpassung mit 1/10 des Vo-
lumens an 1M Tris/HCI pH 8,0 versetzt wurden (0,388ml). Die Saule wurde mit 10ml 100mM

'% Auch hier gilt der in FuBnote 18 beschriebene Effekt, dal im Eppendorf-Cup diese Beschleunigung
nicht erreicht wird. (Erreicht werden ca. 23500xg; es wurde ebenfalls mit dem Kontronrotor A8.24
gearbeitet). AuBerdem wurde die Beschleunigung generell vermindert, da sich gezeigt hatte, dal}
sich der Rotor trotz Zentrifugenkihlung erwarmt.
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Tris/HCI pH 8,0 aquilibriert. Anschliefend wurde die Antiserum-Losung aufgetragen und mit
10ml 100mM Tris/HCI pH 8,0 und 10ml 10mM Tris/HCI pH 8,0 gewaschen. Die Elution erfolgte
mit 100mM Glycin pH 3,0 in 10x 500ul-Schritten. Die Eluate wurden zur Neutralisation in 50l
1M Tris/HCI pH 8,0 aufgefangen. Zur Uberprifung der Elutionsfraktionen auf Reinigungspro-
dukt (IgG) wurden SDS-PAGEs (Banden bei 55 und 25kDa) und Dot Blots angefertigt.

Saulenregeneration: Die Saule wurde sofort nach Verwendung mit 20ml 100mM Tris/HCI
pH 8,0 neutralisiert und unter diesem Puffer (2-3ml) aufbewahrt (4°C).

3.4.2.2 Antikorperreinigung uber spezifisches Affinitatsmaterial

Ein fir einen Antikérper spezifisches Affinitatschromatographiematerial kann durch Kopplung
des entsprechenden Antigens an ein Saulenmaterial gewonnen werden. Affi Gel 10 (BioRad)
ist eine Agarose-Matrix, an welche Uber neutrale 10atomige Abstandshalter N-hydroxysuccin-
imid-Ester gebunden sind. Diese aktivierten Ester koppeln spontan in wafrigen und nicht-
walrigen Lésungen an primare Amine unter Abspaltung von N-Hydroxysuccinimid.

Herstellung des Affinitdtsmaterials

Die Kopplung wurde wasserfrei in DMSO durchgefihrt. Das Gel wurde auf eine Saule aufge-
tragen, so dal} ein Gelbettvolumen von 700ul entstand (nach Ablauf des Suspensionsmittels
Isopropanol). Das Gel wurde 5x mit 750ul kaltem Isopropanol und 1x mit 750ul DMSO gesplilt
(dabei schrumpfte das Volumen des Gelbetts auf ca. 400ul). Fir die Uberfihrung in ein GefaR
zur Durchfiihrung der Kopplungsreaktion, wurde das Gel in 500ul DMSO aufgeschwemmt und
umpipettiert. Affi Gel 10 besitzt eine Kopplungskapazitat von 25mg Protein/ml Gel bzw. tragt
15umol aktivierter Ester/1ml Gel. Zu koppelndes Peptid war das Antigen der Antiseren anti-
pAC-NT, ein synthetisches 16AS-Peptid von 1,8kDa. 13,5mg = 7,5umol lyophilisiertes Peptid
wurden in 1ml DMSO gel6st und zu der Affi Gel-Suspension gegeben. Die Reaktanden wur-
den 4h bei RT unter stdndigem Umkippen inkubiert. Der Ansatz wurde bei 300xg 1min zentri-
fugiert und die Reaktionslésung abpipettiert. Es wurden wieder 1450ul DMSO Reaktionsvolu-
men und 50ul 1M Ethanolamin in DMSO zugegeben, um evtl. verbliebene aktive Ester abrea-
gieren zu lassen (1h, RT, standiges Umkippen). Fir die folgenden Waschschritte wurde die
Suspension wieder auf die Saule Ubertragen, das Reaktionsgemisch lie man ablaufen und
spulte 1x mit 1ml DMSO und 2x mit 5ml 10mM Tris/HCI pH 7,5. Um evtl. ausgefallenes Peptid
von der Saule zu entfernen, wurde wiederholt mit DMSO (1,5ml) gewaschen und anschliel3end
wieder wafrig mit 10ml 10mM Tris/HCI pH 7,5. Es schloR sich eine Waschprozedur mit allen
Puffern der Antikdrper-Reinigung an (s.u.). Die Kopplungseffizienz wurde kontrolliert durch den
Vergleich des Peptidgehalts in der Reaktionslésung vor und nach Kopplung.

Antikérperreinigung liber die spezifische Affinitidtsséule

500pl des zu reinigenden Antiserums wurden 1:10 mit 10mM Tris/HCI pH 7,5 verdinnt. Nach
Aquilibrierung der Saule mit dem gekoppelten Antigen (s.0.) mit 10ml 10mM Tris/HCI pH 7,5
wurde die Antiserum-Verdiinnung auf die Saule aufgetragen. Es wurde mit 10ml Aquilibrie-
rungspuffer (10mM Tris/HCI pH 7,5) und 10ml Hochsalzpuffer gewaschen und 8x mit 250l
100mM Gilycin pH 2,5 eluiert. Die Eluate wurden zur sofortigen Neutralisation in 25ul 1M
Tris/HCI pH 7,5 aufgefangen. Die Saule wurde anschliefend mit 15ml 10mM Tris/HCI pH 7,5
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neutralisiert. Die Elutionsfraktionen wurden gelelektrophoretisch iber Acrylamidgel untersucht.
Darlber hinaus wurden Dot Blots mit den Fraktionen durchgefihrt.

3.5 Proteinexpression in E.coli

Die Expression in E.coli-Bakterienzellen wurde hauptsachlich fir I6sliche Konstrukte der Pa-
ramecium-AC standardmallig versucht und stellte, wenn erfolgreich, ein schnelles und effizien-
tes Uberexpressionssystem dar. Die Expression integraler Membranproteinen in E.coli ist mit
wenigen Ausnahmen nicht moglich.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem QlAexpress-System (Qiagen) (24) gearbeitet. Ver-
wendet wurde das Expressionsplasmid pQE30 und die Bakterienstdamme E.coli M15 [pREP4]
und E.coli BL21(DE3) [pREP4]. Das Zusatzplasmid [pREP4] wird selektiert durch Kanamycin
und codiert flr das lac-Repressorprotein, welches konstitutiv exprimiert wird. Die dadurch er-
héhten lac-Repressorproteinlevel in der Zelle sind notwendig, um die hohe Transkriptionsrate
des T5-Promotors (pQE) zu regulieren.

Fir Expressionsuberprifungen von Konstrukten in pRSETa (Verwendung als Fusionsvektor
mit pGM9 flur T7-Streptomyces-System) wurde der Stamm E.coli BL21(DE3) mit Zusatzplas-
mid [pLysS] benutzt. [pLysS] codiert flr T7-Lysozym, ein natlrlicher Inhibitor der T7-Polymera-
se. Die niedrige Expressionsrate wird bendtigt, um geringe Mengen T7-Polymerase in der
nicht-induzierten Phase zu neutralisieren. Dies soll eine Hintergrundexpression vor Induktion
verhindern.

Vorkultur

Als Vorkultur dienten 5ml LB-Ubernachtkulturen, die direkt aus einer Bakteriendauerkultur an-
geimpft wurden. Fiur M15-Zellen wurden 25ug/ml Kanamycin und 100ug/ml Ampicillin, far
BL21-Zellen 50pg/ml Kanamycin und 50ug/ml Ampicillin zugesetzt.

Schnelle Expression

Die schnelle Expression fand unter optimalen Wachstumsbedingungen fir E.coli-
Bakterienzellen und mit einer hohen Konzentration des Induktors IPTG statt. Dies lie} eine
hohe Expressionsrate erwarten, was aber in der Regel zur Bildung von inclusion bodies (hoch-
verdichtete, unlésliche Proteinaggregate) flhrte. Sie diente deshalb nur zur Expressionskon-
trolle oder zur Expression von Proteinen, welche unter denaturierenden Bedingung aufgerei-
nigt werden konnten.

Die Vorkultur wurde 1:40 auf die Hauptkultur (20-200ml LB-Medium mit den entsprechenden
Antibiotikazusatzen (s. Vorkultur)) Gberimpft und bei 37°C, 270rpm bis zu einer Dichte von
ODggo = 0,4 - 0,6 kultiviert. Nach Induktion mit 1mM IPTG wurden die Zellen weitere 3-5Std.
inkubiert (37°C, 270rpm). Die Ernte erfolgte durch Zentrifugation der Kulturen (20min, 3200xg,
4°C). Das Uberstehende Medium wurde abgegossen und die Zellen bei -80°C gelagert.

Langsame Expression

Dieses Protokoll wurde fiir die funktionelle Expression angewendet. Die Bakterien wurden un-
ter verschlechterten Kulturbedingung (Temperatur < 37°C, geringere Sauersoffzufuhr durch
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langsameres Schitteln) gezlchtet, was eine verlangsamte Proteinbiosynthese zur Folge ha-
ben sollte. Diese verringerte Expressionsrate sollte eine Steigerung der I8slichen Expression
mit sich bringen. Eine Erklarung hierfir ware die verlangerte Zeit fir die Proteinfaltung und
geringere Fremdproteinspiegel im E.coli-Bakterium.

Die Uberimpfung der Vorkultur auf die Hauptkultur (20-200ml LB-Medium mit entsprechenden
Antibiotikazusatzen) geschah in einer Relation von 1:40. Die Bakterien wurden bei 30°C bis zu
einer Dichte von ODgy =0,4 - 0,6 bei 270rpm inkubiert und dann vor der Induktion auf RT
(langsames Schitteln) abgekuhlt. Die Induktion erfolgte mit 30uM IPTG, flir das weitere
Wachstum wurden die Expressionskulturen 3-5Std. bei RT belassen und mit ca. 100rpm ge-
schittelt. Die Zellen wurden wie oben beschrieben geerntet und bei -80°C eingefroren.

Herstellung von Zellhomogenaten fiir Adenylatcyclase-Enzymtests

Bei den ersten Expressionsversuchen in E.coli (PAC-Frag. e (AS 524-751) und pAC-Frag.e+f
(AS 524-865) s. Abschn. 4.4.1) erfolgte die Homogenatherstellung durch Aufnahme der Zellen
in 1ml AC-Suspensionspuffer (Tris, Proteaseinhibitoren Benzamidiniumchlorid und EDTA),
Ultraschallbehandlung (3x10sec), 30mindtiger Inkubation auf Eis mit 0,2mg/ml Lysozym und
abschlielend einer 30minutigen Inkubation auf Eis mit 0,2mg/ml DNAse und 5mM MgCl,. Un-
I6sliche Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation (45min, 48000xg, 4°C) abgetrennt.

Diese Methode wurde durch die Lyse durch Flissigstickstoff-Schocks abgeldst: Das (bei 37°C
aufgetaute) Zellpellet von 6-15ml Kultur wurde 3 mal in flissigem Stickstoff eingefroren und bei
37°C zugig aufgetaut (ohne das Pellet zu warm werden zu lassen). Im Anschlu® wurde das
Lysat in 500l E.coli-Aufnahmepuffer (50mM Tris/HCI pH 7,5 mit 20% Glycerin) aufgenommen
und durch Ultraschallbehandlung (1-2x 5sec Stufe 4 auf Eis) vollstandig aufgeschlossen. Bei
Bedarf wurden partikulare Zellbestandteile wie oben beschrieben abzentrifugiert.

3.6 Methoden der zellfreien Expression

3.6.1 Rapid Translation System RTS500

Die Anwendung des Rapid Translation System RTS500 in Verbindung mit dem E.coli Circular
Template Kit (Roche) erfolgte nach Herstelleranleitung. Fur die Klonierung der I6slichen pAC
wurde der Plasmidvektor p/VEX2.4b Nde verwendet. Das Modellkonstrukt der AnaCyaB1?% lag
einkloniert in p/VEX2.4c vor (Tobias Kanacher). Es wurden 10ug rekombiniertes Expressi-
onsplasmid eingesetzt, die Expressionslaufe wurden bei 30°C, 120rpm, 12Std. durchgefiihrt,
was einem Mittelmaf’ beziglich aller Parameter entspricht.

3.6.2 Herstellung von Paramecienlysaten als Zusatz zu zellfreien
Expressionsversuchen

Die Entwicklung des Protokolls geschah in Anlehnung an (27) und (28).

0 AnaCyaB1: Adenylatcyclase B1 aus Anabaena spirulina

50



Methoden

3.6.2.1 Herstellung der Lysate

Ernte der Paramecien

Es wurden Paramecium tetraurelia 51S in 3| axenischem Kulturmedium geziichtet (Gertrud
Kleefeld) (29) und wie folgt geerntet. Jeweils 100ml Kultur wurden bei 400xg in der Olzentrifu-
ge fur 2min zentrifugiert, das Uberstehende Medium abgesaugt und die Paramecien in einer
geeigneten Menge Waschpuffer aufgenommen, welcher weder de- noch hyperpolarisierend
wirkt. In einem Aliquot der vereinigten, in Puffer aufgenommenen Kultur wurden die Tiere ge-
zahlt. Bei voribergehender Aufbewahrung der Zellen in Waschpuffer wurde die Zellsuspension
zur Beluftung mit Druckluft durchperlt. Die Paramecien wurden zwei weitere Male zentrifugiert
und gewaschen, zum Schlu® wurde das Pellet im gleichen Volumen Lyse-Puffer aufgenom-
men (50% Zellen v/v).

Herstellung des Paramecien-Lysates

Die 50%ige Zellsuspension wurde zlgig mit einem vorgekuhlten Hand-Homogenisator durch
2maliges Durchdriicken bei 4°C aufgeschlossen (mikroskopische Kontrolle) und anschlieend
die groRen, partikuldren Bestandteile (Zellkerne, Mitochondrien, grof3e Zellwandbruchstlcke)
durch Zentrifugation (20min, 10000xg, 4°C) (30) abgetrennt. Der Uberstand wurde méglichst
lipidfrei abgenommen und wird im Folgenden als Lysat bezeichnet. Das Lysat wurde zur Ent-
fernung endogener RNA mit 75U Nuklease S7 pro 1ml Lysat (in 50mM Glycin, pH 9,2, 5mM
CaCl,) unter Zugabe von 20ul 100mM CacCl, pro 1ml Lysat behandelt. Diese microkoccen En-
donuklease verwendet bevorzugt einzelstrangige Substrate, aber auch Doppelstrang-DNA.
Der Ansatz wurde 15min bei 20°C inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 10ul 200mM
EGTA pro 1ml Lysat gestoppt. Das Lysat wurde nun noch einmal bei 10000xg, 4°C fir 20min
zentrifugiert und die Halfte des resultierenden Uberstandes in 250ul-Aliquoten bei -80°C als
10000g-Lysat eingefroren. Die andere Halfte wurde einer Ultrazentrifugation zur Entfernung
der Mikrosomen unterzogen (1Std., 100000xg, 4°C) und als 100000g-Lysat bei —80°C gela-
gert. RNase-Inhibitor (1U/ul rekombinantes RNasin (Promega)) wurde erst unmittelbar vor Ein-
satz der Lysate in in vitro-Expressionsversuchen zugesetzt.

Vor Verwendung der Lysate wurden Tests auf DNAse- und Protease-Aktivitat und auf Stabilitat
durchgefiihrt.

3.6.2.2 Test der Lysate

Stabilititstest

40ul des 10.000g- und des 100.000g-Lysates wurden bei 30°C (ohne Agitation) mehrere Stun-
den inkubiert und die Lysate stiindlich visuell beurteilt.

Zusatzlich wurde ein SDS-PAGE angefertigt, auf dem die vollstdndigen Lysate (frisch, nicht
inkubiert) und die Lysate nach Inkubation, getrennt in Uberstande und Niederschlage (Zentri-
fugation 10min, 12100xg, RT), aufgetragen wurden.

Test auf DNAse-Aktivitat

Es wurde auf zwei verschiedene Arten verfahren: a) Beurteilung der Aktivitdt anhand des Ab-
baus von exogen zugesetzter DNA und b) anhand des Abbaus endogener Rest-DNA.
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Fir den Test mit exogener DNA wurden jeweils 10pl beider Lysat-Typen mit ca. 40ng lineari-
sierter DNA versetzt (linearisiertes Vektor-Insert-Konstrukt, ca. 5kb) und 4Std. bei 30°C inku-
biert. Als Nullpunktkontrolle diente reine exogene DNA und ein Ansatz (Lysat + exogene DNA),
der nicht inkubiert wurde; des weiteren wurden Ansatze mit 2mM EGTA-Zusatz durchgeflihrt.

Fir den Test auf Abbau der endogenen DNA wurde das Lysat 13Std. bei 30°C inkubiert. Zur
Kontrolle wurde ein Ansatz mit 2mM EGTA-Zusatz durchgefuhrt; nicht-inkubiertes Lysat diente
als Nullprobe.

Die Ergebnisse der Tests wurden elektrophoretisch auf einem Agarose-Gel analysiert.

Test auf Protease-Aktivitét

Um feststellen zu kénnen, ob das Lysat noch ungehemmte, proteolytische Aktivitat besitzt (zu-
gesetzte Proteaseinhibitoren: Complete™ Mini (Lyse-Puffer)), wurde der Abbau eines gereinig-
ten, hexahis-getaggten 30,2kDa-Proteins (AnaCyaB1 (AS 595-859)*" von Tobias Kanacher)
untersucht. Hierfir wurden 100ng des Proteins mit jeweils 10ul der Lysate 4Std. bei 30°C in-
kubiert. Als Nullpunktkontrolle dienten nicht-inkubierte Proben der Lysate und des reinen Pro-
teins (100ng); als Negativproben wurden Ansatze gemacht, welche nur die Lysate bzw. nur
das Protein (100ng in Lyse-Puffer mit 20ug BSA) beinhalteten und ebenso wie die eigentlichen
Proben inkubiert wurden. Um einen eventuellen Abbau des Proteins entdecken zu kdnnen,
wurden die Proben elektrophoretisch aufgetrennt und ein Western Blot mit dem SDS-PAGE-
Gel durchgefihrt, in welchen der Primarantikdrper anti-RGS(His), fur den spezifischen Nach-
weis des hexahis-getaggten Proteins und seiner getaggfen Abbauprodukte eingesetzt wurde

3.6.2.3 Paramecienlysat-Zusatz zu der in vitro-Expression mit RTS500

In einem 1ml-Expressionsansatz wurden 500yl FlUssigkeit durch Paramecienlysat ersetzt. Da
die Gesamtmenge an E.coli-Lysat, Energie- und Nahrstoff-Mix (Bestandteile des RTS500
E.coli Circular Template Kit) im Gesamtansatz gleich bleiben sollte, wurden die 500ul Flissig-
keit eingespart durch Aufnahme der Lyophilisate des ,Kits’ in entsprechend geringerem Volu-
men. Der Reaction-Mix wurde hierfur 2fach konzentriert aufgel6st, dadurch verringert sich das
Volumen des Gesamtansatzes um 375ul. Das E.coli-Lysat wurde in 125ul weniger Puffer auf-
genommen als im Herstellerprotokoll angegeben (eingespartes Flussigkeitsvolumen:
375ul+125ul = 500ul). Im Ubrigen wurde der Ansatz nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die
Parameter des Expressionslaufes wurden beibehalten (30°C, 120rpm, 12Std.).

3.7 Methoden der Streptomyces lividans-Zellkultur

Streptomyceten sind eine Familie der Actinomyceten. Actinomyceten sind gram-positive Bakte-
rien, deren Vertreter meist ein pilzartiges Mycel ausbilden. Allen gemeinsam ist ein hoher G/C-
Gehalt der DNA.

Streptomyces (die grofte Gattung der Streptomyceten mit Gber 500 Vertretern) sind tberwie-
gend Bodenbakterien und als Antibiotikaproduzenten bekannt. Sie bilden stark verzweigte,
kompakte Mycelien aus, wobei man zwischen Substratmycel (vollstdndig im Nahrboden) und

*' AnaCyaB1 (AS 595-859): katalytischer Bereich und C-Terminus der Adenylatcyclase B1 aus Ana-
baena spirulina
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Luftmycel unterscheidet. Ein Mangel an essentiellen Nahrstoffen initiiert die Sporulation, wel-
che an den Spitzen des Luftmycels stattfindet. Streptomycesbakterien sind streng aerob und
kénnen haufig viele Kohlenstoff- und Stickstoffquellen abbauen.

Die Kultur wurde ausschlielich unter einer Sterilbank gehandhabt. Samtliches Arbeitsgerat
und alle Lésungen wurden vor Verwendung sterilisiert.

Die Kultivierung erfolgte in Flissigkultur oder auf Agarplatten bei 28-30°C. In Flussigkultur war
fur eine ausreichende Belliftung durch die Verwendung von 2-Schikanenkolben in Kombination
mit Spiralfedern oder Glasperlen (Durchmesser: = 3mm; ca. 1Teel6ffel auf einen 300ml-Kol-
ben) zu sorgen. Die Kulturen wurden bei 170rpm geschdittelt. Allgemein war eine grol3e Vielfalt
von Medien fur die unterschiedlichen Vorhaben notwendig.

Auf Agarplatten bildet S.lividans nach 3-5 Tagen grol3e, feste Kolonien, welche eine mehlartig
aussehende Oberflache ausbilden, die nach mehreren Tagen Falten wirft und sich nach 1-2
Wochen stellenweise rot farbt. Auf Nahrmedien, die zur Sporulation flihren, konnte dies an
einer Graufarbung der Kolonien von innen her erkannt werden. Aufgrund des Mycelwachstums
im Nahrboden, mufiten zum ,Picken” von Kolonien ganze Agarstickchen mit der Impfése her-
ausgeldst werden. Sollten damit Flissigkulturen angeimpft werden, wurden die Stiicke mit we-
nig Medium in einem Eppendorf-Cup mit einem passenden Homogenisator zerkleinert und in
das Medium gegeben.

In Flussigkultur wachsen die Bakterien in kugeligen, kompakten Mycelien, die sich beim Ste-
hen lassen der Kulturkolben absetzen (klares Medium als Uberstand). Die den Kulturen zuge-
gebenen Glasperlen oder Spiralfedern sorgen fir ein standiges Zerschlagen der entstehenden
Mycelkugeln (Bildung vieler, kleinerer Mycele). Um Kulturen zu Uberimpfen, wurde ein Aliquot
(1ml) abgesetzter Kultur durch eine Micro fine™-Insulinspritze (Becton-Dickinson) mit integrier-
ter Kanile durchgedrickt und dadurch homogenisiert. Das Pipetieren von Mycel aus der Flis-
sigkultur erforderte abgeschnittene, blaue Pipettenspitzen.

3.7.1 Streptomyces lividans 1326 als Expressionssystem?

Fir die Expressionsversuche mit S.lividans 1326 wurde das Expressionsplasmid pUWL201
verwendet. Es handelt sich um einen ,Shuttlevektor’, welcher fir Klonierungsaufgaben in E.coli
vermehrt werden kann (Selektionsantibiotikum in E.coli; Ampicillin 100ug/ml). Die Selektion in
S.lividans wird durch eine Thiostreptonresistenz (Medium: 10-25ug/ml; Weichagar: 250ug/ml)
bewerkstelligt. Upstream der Multiple Cloning Site sitzt der ermE up-Streptomyceten-Promotor,
welcher hohe Expressionslevel erreichen kann (31). Eine Ribosomenbindungsstelle ist nicht
auf dem Vektor codiert, diese mull mit dem zu exprimierenden Gen in den Vektor eingesetzt
werden (Konsensussequenzen (32)). In der vorliegenden Arbeit wurde die Ribosomenbin-
dungsstelle des Plasmids pQE30 verwendet. Das in pUWL201 zu inserierende Konstrukt wur-
de am 5’-Ende Uber die EcoRI-Schnittstelle (direkt upstream der Ribosomenbindungsstelle in
PQE30) herausgeschnitten.

?In die Arbeit mit S.lividans wurde ich freundlicherweise von Axel Trefzer eingewiesen. Er Uberlie} mir
die Bakterienkulturen und den Vektor pUWL201.
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Protoplastierung von Streptomyces

Allgemein mussen Streptomyces fur die Transformation mit Lysozym protoplastiert werden.
Die Protoplasten kdnnen anschlief3end in Anwesenheit von PEG 1000 DNA aufnehmen.

Von einer dicht gewachsenen Vorkultur wurde 1ml homogenisiertes Mycel auf 100ml S-
Medium mit 0,75% Glycin Uberimpft. Die Hauptkultur wurde 24-36Std. kultiviert und dann fur
die Protoplastierung auf Eis abgekihlt. Die Ernte erfolgte durch Zentrifugation fir 5min,
6198xg, 4°C, der Uberstand wurde abgegossen. Durch Resuspension in 20ml eiskaltem
P-Puffer und erneuter Zentrifugation wurde das Zellsediment von Medienresten befreit. An-
schlieRend wurde das Pellet in 15-20ml P-Puffer mit 2mg/ml Lysozym aufgenommen und bei
30°C und leichtem schitteln inkubiert. Nach 20min, dann alle 10min wurde der Verlauf der
Protoplastierung mikroskopisch verfolgt (1000x VergréRerung, Olimmersion). Sobald im Medi-
um eine ausreichende Dichte von Protoplasten zu finden war, wurde die Protoplastierung
durch Zugabe von 20ml eiskaltem P Puffer gestoppt und die Suspension wieder auf Eis gela-
gert. Um die Protoplasten vom restlichen Mycel abzutrennen, wurde der Ansatz durch sterile
Watte filtriert (sterilisierte 60ml-Spritzen mit Wattebausch). Das Filtrat wurde zentrifugiert
(10min, 1549xg, 4°C), der Uberstand verworfen und die Protoplasten in einem geeigneten Vo-
lumen P-Puffer aufgenommen. Sie wurden in 200ul-Aliquoten bei -80°C eingefroren.

Transformation von Streptomyces

200ul Protoplasten-Suspension wurden mit mindestens 5-10ug rekombiniertem Streptomyce-
ten-Plasmid gemischt. Zu dem DNA-Protoplasten-Gemisch wurden 500ul eiskalter T-Puffer
gegeben, der Ansatz durch 2-3maliges Auf- und Abpipettieren gemischt, auf zwei vorgewarmte
R2YE-Platten gegeben und zusammen mit 3ml temperiertem R3-Weichagar darauf verteilt.
Die Agarplatten wurden 12-18Std. bei 28°C inkubiert (zu diesem Zeitpunkt sind noch keine
Kolonien sichtbar). Es folgte die Uberschichtung mit 3ml temperiertem NB-Weichagar mit Zu-
satz des Selektionsantibiotikums. Nach 3-5Tagen Inkubation bei 28°C waren Klone sichtbar.
Da ein Durchwachsen der antibiotikumhaltigen Weichagarschicht vorkommen kann, muften
die Klone gepickt und auf Selektionsantibiotikum-haltigen R2YE-Agarplatten auf ca. 1cm? je
Klon ausgestrichen werden. Klone, die anwuchsen, enthielten das transformierte Plasmid. Zu
exprimierende, positiv selektierte Klone wurden vollstandig von der Platte abgekratzt, in einem
Eppendorf-Cup mit Homogenisator zusammen mit ca. 100yl Medium zerkleinert und in 100ml
Flissigkulturmedium R2YE (oder ein anderes, zweckmafiges Medium) mit Selektionsantibioti-
kum gegeben. Die Kultur wurde bei 30°C, 170rpm 24-30Std. gezuchtet. Aus dieser Kultur
konnten Dauerkulturen angelegt und Expressionskulturen angeimpft werden.

Kontrolle der Protoplastenpraparation

Je 200ul Protoplasten wurden einmal mit 1000ul Wasser und einmal mit 1000ul P-Puffer durch
Auf- und Abpipettieren gemischt, ausplattiert und unter den gleichen Bedingungen wie die
Transformationsansatze inkubiert. Dieser Versuch liel3 erkennen, wieviel Mycelreste im Ver-
haltnis zu Protoplasten in den Protoplastenpraparationen vorhanden sind. Wahrend der Inku-
bation mit Wasser platzen die Protoplasten, wahrend Mycelstlicke diese Behandlung aufgrund
ihres intakten Mureinsacculus Uberstehen. Der Zusatz von P-Puffer fuhrt letztendlich nur zu
einer Verdinnung der Protoplasten-Suspension.
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Kontrolle auf Antibiotikasensibilitat / -resistenz

200ul Protoplasten wurden mit 500ul T-Puffer gemischt, gleiche Volumina ausplattiert und un-
ter den gleichen Bedingungen wie die Transformationsansatze inkubiert. Eine Platte wurde mit
NB-Weichagar ohne Antibiotika-Zusatze Uberschichtet, die anderen mit den zu testenden Anti-
biotika. Diese Kontrolle diente vor allem dazu, sich von der Empfindlichkeit nicht transformier-
ter Protoplasten auf das Selektionsantibiotikum zu Gberzeugen.

Expression in Streptomyces lividans 1326

Von einer dicht gewachsenen Flussigkultur wurde 1ml abgesetztes Mycel durch eine Insulin-
spritze homogenisiert und in 100ml Flissigkulturmedium R2YE mit Selektionsantibiotikum ge-
geben. Die Kultur wurde 24-36Std. bei 170rpm geschittelt. Nach 24-36Std. wurden die Bakte-
rien durch Zentrifugation geerntet (5min, 6198xg, 4°C). Das Zellpellet wurde bei -80°C gela-
gert.

Herstellung eines Streptomyces-Zellhomogenates

Das Zellpellet wurde im 4fachen seines Volumens an 50mM Tris/HCI pH 7,5 resuspendiert.
Auf Proteaseinhibitoren wurde verzichtet, da die Proteasen von S.lividans bei 0-4°C wenig
aktiv sind. Wahrend der Homogenatherstellung und im Anschlu® wurde konsequent auf Eis
gearbeitet. Die Bakteriensuspension wurde in einem Glashomogenisator passender Grofie
homogenisiert und anschlielend in drei Laufen durch die French™ Pressure Cell bei 1000psi
aufgeschlossen. Der Zylinder wurde eisgekiihlt verwendet. Zur Abtrennung partikularer Zellbe-
standteile wurde das Homogenat 45min bei 48000xg®®, 4°C zentrifugiert. Auf der Oberflache
sammelte sich eine schwer entfernbare Lipidschicht. Der Uberstand (Lysat) wurde méglichst
ohne Lipidverschleppung abgenommen und direkt in Enzymtests oder in eine native Reinigung
eingesetzt.

Herstellung von Dauerkulturen

Generell sind Sporensuspensionen die dauerhafteste Aufbewahrungsform flr S.lividans. Auf
ihre Herstellung wurde jedoch verzichtet.

Es wurden Glycerolstocks wie folgt hergestellt. 1ml abgesetzter Zellen aus Flussigkultur wur-
den abzentrifugiert (30sec, Tischzentrifuge), das Pellet zum Waschen 2mal in 15% Glycerol
resuspendiert und erneut zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Zellen in 15% Glycerol bei
-80°C eingefroren.

3.7.2 Proteinexpression mit dem T7-Streptomyces lividans-System

T7-Streptomyces lividans ist ein S.lividans-Stamm von Josef Altenbuchner, welcher im Genom
die T7-Polymerase tragt. Der Stamm ist bislang unveréffentlicht und wurde mir freundlicher-
weise fiir Expressionsarbeiten zur Verfiigung (33) gestellt?**. Die Induktion der T7-Polymerase
steht unter Thiostrepton-Kontrolle. Ein Selektionsdruck fir den Erhalt der T7-Polymerase kann

2 Bezuglich der Beschleunigung bei dieser Zentrifugation vgl. FuRRnote 18

4 \olker Pfeiffer wies mich netterweise in die Besonderheiten mit der Arbeit mit diesem Stamm ein
und teilte mir viele seiner personlichen Erfahrungen mit. Er Gberliel3 mir das Plasmid pGMO.
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durch die Antibiotika Streptomycin (10ug/ml) und Spectinomycin (100ug/ml) aufgebaut werden.
Far die in dieser Arbeit durchgeflhrten Expressionsexperimente wurden beide Antibiotika den
Kulturen im standigen Wechsel zugesetzt. Zum Einsatz kam flir diesen Stamm der Streptomy-
ces-Vektor pGM9. Dieser Vektor wird nur in S.lividans propagiert. Der Origin, fur den der Vek-
tor codiert, ist temperatursensitiv (ori ts), um die Replikation des Plasmids sicherzustellen,
wurde bei Kultivierungstemperaturen < 30°C gearbeitet. Der Selektionsmarker fir diesen
Plasmidvektor wird durch eine Kanamycinresistenz dargestellt. Die Selektion erfolgt mit der
hohen Konzentration von 750ug/ml. pGM9 selbst tragt keinen T7-Promotor und keine Multiple
Cloning Site. Fur die Expression wird dieses Plasmid mit einem T7-System-Expressionsvektor
aus E.coli fusioniert. In der vorliegenden Arbeit wurde der Expressionsvektor pRSETa verwen-
det. Die Fusion wurde Uber die Hind llI-Schnittstellen in beiden Vektoren durchgefiihrt. Wichtig
war die richtige Orientierung der Fusionspartner. Nur Produkte, deren samtliche Gene in der
gleichen Richtung transkribiert werden, konnten fiir die Expression Verwendung finden. Die
Auswahl richtiger Klone erfolgte durch Restriktionsverdau mit Nde |, welcher charakteristische
Fragmente liefert: bei richtiger Orientierung der Fusionspartner entsteht ein 7kb-Fragment und
ein Fragment von 2,2kb + InsertgroRe; bei entgegengesetzter Orientierung ist auf dem Agaro-
segel eine 4,8kb-Bande und eine Bande von 4,3kb + Insertgrof3e zu erkennen. Durch die Fusi-
on von pGM9 mit dem E.coli-Plasmidvektor entsteht ein Shuttlevektor, welcher in E.coli ver-
mehrt werden kann. Als Marker flir das Fusionsprodukt diente Kanamycin in einer Konzentrati-
on von (10-)20ug/ml. Hierdurch wurden ausschliefdlich Fusionsprodukte und keine religierten
Einzelvektoren selektiert, weil pGM9 allein nicht in E.coli repliziert und pRSETa keine Kanamy-
cinresistenz zur Verfiigung stellt. Uberdies wurde pRSETa vor Ligation dephosphoryliert. Das
Gen von Interesse wurde vor Fusionierung mit dem Streptomycetenvektor pGM9 in pRSETa
inseriert. Sowohl das Rekombinationsprodukt Insert in pRSETa als auch das Fusionsprodukt
pRSETa mit Insert in pGM9 konnten durch Expression in E.coli BL21(DE3)[pLysS] getestet
werden.

Durch die gewonnene Replizierbarkeit in E.coli von pGM9 nach Fusion mit pRSETa, stand die
Vermehrung des Fusionskonstruktes in E.coli als Quelle fur das Plasmid pGM9 zur Verfugung.
Die aufwendigeren Plasmidpraparationen aus den gram-positiven S.lividans konnten so um-
gangen werden.

Protoplastierung von T7-Streptomyces lividans

Zu Beginn der Arbeiten mit dem T7-S.lividans-System stand ein neues Protoplastierungs-
Protokoll fir Streptomyces von Volker Pfeiffer zur Verfligung.

T7-S.lividans wurde in 100ml CRM-Medium gezichtet (30°C, 24-30Std.). Fir die Protoplastie-
rung wurde das Mycel abzentrifugiert (10min, 1559xg, RT) und durch Resuspension in 7ml
P-Puffer und erneuter Zentrifugation gewaschen. AnschlieRend wurde das Pellet in 10ml P-
Puffer mit 2mg/ml Lysozym resuspendiert und bei 30°C inkubiert. Zur Durchmischung wurde
das Gefall regelmalig 1-2mal umgekippt. Der Fortschritt der Protoplastierung wurde alle
10min mikroskopisch (1000x VergréRerung, Olimmersion) verfolgt. Sobald das Medium zu ca.
30-50% mit Protoplasten angeflllt war (30-60min), wurde die 30°C-Inkubation abgebrochen,
eventuelle Klumpen durch 3maliges Aufziehen der Suspension mit einer 20ml Glaspipette
(auslaufen lassen ohne ausblasen) aufgeldst und fraktionell zentrifugiert. Zunachst wurde flr
7min bei 757xg, RT zentrifugiert. Hierbei sedimentiert das Mycel. Der Protoplasten-haltige U-
berstand wurde abdekantiert und vorsichtig mit 5ml P-Puffer gemischt (umkippen). Die Proto-
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plasten wurden bei 1380xg (10min, RT) pelletiert, der Uberstand verworfen (war er noch triib,
wurde mikroskopisch auf das Vorhandensein weiterer Protoplasten kontrolliert und eventuell
wiederholt zentrifugiert) und das Pellet 1x mit 7,5ml P Puffer gewaschen (Zentrifugation:
1380xg, 10min, RT). Die Protoplasten wurden je nach GrélRe des Pellets in 0,1-1ml P-Puffer
vorsichtig resuspendiert (auf- und abpipettieren) und zu 100ul-Aliquoten bei -80°C gelagert.

Transformation von T7-Streptomyces lividans

Die Transformation erfolgte im Wesentlichen wie bei S.lividans 1326. 100-200ul Protoplasten-
suspension wurde mit 1-10ug DNA gemischt, 500ul T-Puffer zugegeben und nach 1-2maligem
Auf- und Abpipettieren auf vier R5-Agarplatten ausgestrichen. Der Transformationsansatz wur-
de nicht in R3-Weichagar eingebettet. Nach 18Std. Inkubation bei 30°C wurde mit 3ml
temperiertem NB-Weichagar mit Selektionsantibiotikum (500ug/ml Kanamycin) tberschichtet
und fur weitere 3-5 Tage bei 30°C wachsen gelassen. Um sicherzustellen, dal® die angewach-
senen Kolonien nicht durch die Kanamycin-Weichagarschicht durchgewachsen sind, wurden
auch hier die Klone gepickt und auf Kanamycin-haltigen (750ug/ml) R5-Agarplatten wieder
ausgestrichen (je Klon ca. 1cm?). Anwachsende Klone enthalten das transformierte Expressi-
onsplasmid. Sie werden vollstadndig von der Platte gepickt und nach Homogenisation in 100ml
CRM-Medium mit einem der beiden T7-Polymerase-Markerantibiotika Streptomycin oder
Spectinomycin und 750ug/ml Kanamycin Uberfihrt. Nach 24-30Std. Wachstum bei 30°C,
170rpm konnten aus dieser Kultur Dauerkulturen hergestellt und Expressionskulturen ange-
impft werden.

Expression in T7-Streptomyces lividans

1ml abgesetzten Mycels wurde durch eine Insulinspritze (Micro fine™ mit integrierter Kandle,
Becton-Dickinson) homogenisiert und auf 100ml R5-Flussigkulturmedium mit mit 25-50ug/ml
Thiostrepton als Induktor der Proteinexpression Uberimpft und bei 30°C, 170rpm inkubiert.
Nach ca. 24-30Std. wurden die Zellen geerntet (10min, 1559xg, 4°C) und das Pellet bei -80°C
gelagert.

Herstellung von Zellhomogenaten

Die Herstellung der Zellhomogenate erfolgte wie mit S.lividans 1326 (s S. 55).

Herstellung von Dauerkulturen

Glycerolstocks wurden wie schon flur S.lividans 1326 (s. S. 55) beschrieben hergestellt. Zum
Teil wurden die Kulturen auch ohne Glycerolzusatz direkt in ihrem jeweiligen Medium eingefro-
ren. Uberdies wurden Dauerkulturen von Agarplatten-Kolonien angelegt. Hierfir wurden die
Kolonien von der Platte geldst, mit P-Puffer im Eppendorf-Cup homogenisiert und in dieser
Form eingefroren.
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3.8 Methoden der HEK293-Zellkultur

Kultivierung von HEK293-Zellen

Es handelt sich bei dieser Zellkultur um humane Embryonalnierenzellen, welche mit der DNA
des humanen Adenovirus transformiert wurden (34). HEK293-Zellen wurden als Monolayer auf
100mm Gewebekulturschalen bei 37°C, 5% CO,-Atmosphare und mindestens 80% Luftfeuch-
tigkeit gezlichtet. Es wurde mit einem Begasungsbrutschrank (CO2-Regelung) (UniEquip) ge-
arbeitet. Es wurden 10ml Gentamycin- und FCS-haltiges MEM-Medium (Gibco) je Platte ver-
wendet. Die Passage der Zellen wurde bei 80% Konfluenz durchgefuhrt. Hierfiir wurde das alte
Medium abgesaugt, die Zellen durch Spulen mit 10ml frischem Medium von der Platte gel6st.
0,5-2,5ml der Zellsuspension wurden auf eine frische Gewebeschale Uberflhrt und mit Medium
auf 10ml aufgefullt.

Stabile Transfektion nach der Calciumphosphat-Methode

Diese Methode (35) wurde in unserem Labor fir den Expressionsvektor p/RES1neo optimiert
und etabliert. Die zu transfizierende DNA muR eine hohe Qualitat besitzen und keimfrei sein.
Die Qualitat der Midipraparations-DNA (Wizard Plus SV Plasmid Purification Kit (Promega))
hatte sich als ausreichend herausgestellt. 24Std. vor Transfektion wurde eine 80% konfluente
Platte 1:20 passagiert, d.h. 0,5ml abgeldster Zellsuspension (10ml) wurden auf eine neue Ge-
webeschale ausgesat. 1Std. vor Transfektion wurde ein Mediumwechsel durchgefuhrt. Hierfur
wurde das alte Medium abgesaugt und 10ml frisches Medium langsam auf die Kultur gegeben,
ohne die Zellen abzulésen. 20min vor Transfektion wurde 10ug rekombiniertes Expressi-
onsplasmid mit sterilem bidest. Wasser auf 450ul aufgefillt und mit 50ul 2,5M CaCl, vermischt.
Nach Zugabe von 500ul 2xHEBS wurde sofort 5sec gevortext und der Ansatz 20min bei RT
inkubiert. Es bildet sich ein sehr feiner Calciumphosphat-DNA-Niederschlag. Diese Kristallsus-
pension wurde tropfenweise gleichmalig Uber die HEK293-Gewebekultur verteilt. Die GrolRe
des Prazipitats wurde mikroskopisch kontrolliert (GréRe von E.coli-Zellen). Die Zellen wurden
12-16Std. unter Kulturbedingungen inkubiert, dann wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt,
der im jeweils einstlindigen Abstand noch 2mal wiederholt wurde. Nach dem dritten Medium-
wechsel sollte sich das gesamte Prazipitat aufgeldst haben (mikroskopische Kontrolle). 3 Tage
nach Transfektion wurde mit der Selektion auf stabil transformierte Zellen begonnen, indem
alle Zellen der Gewebeschale (sollte konfluent sein) auf eine frische Schale passagiert wurden
und dem Medium das ,Selektions-Antibiotikum* G418 in einer Konzentration von 700ug/ml
(bezogen auf die biologische Aktivitat) zugesetzt wurde. Nach weiteren 3 Tagen (6 Tage nach
Transfektion) wurden die Zellen wiederum vollstandig passagiert und die Konzentration des
Selektions-Antibiotikums beibehalten. Im Laufe der folgenden 3 Tage beginnt das Absterben
der nicht-transformierten Zellen, so dafy am 9. und 13. Tag nach Transfektion nur ein Medium-
wechsel durchgefihrt wurde (weiterhin Zusatz von G418). In der Folgezeit wurden die Zellen
dann bei Erreichen der Konfluenz des Monolayers passagiert. Der Selektionsdruck wurde
permanent aufrecht erhalten. Frihestens 17 Tage nach Transfektion (14 Tage nach Beginn
der Selektion) war also die erste Zellernte moglich.
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Herstellung von HEK293-Zellhomogenaten

Von den zur Ernte bestimmten Kulturplatten (ca. 80% konfluent) wurde das Medium abgesaugt
und langsam 5ml eiskaltes PBS auf die Kultur gegeben ohne die Zellen abzulésen. Nach kur-
zem, vorsichtigem Schwenken wurde der Puffer wieder abgesaugt. Dieser Vorgang diente der
Entfernung von Medienriickstanden. Beim zweiten Waschvorgang, ebenfalls mit 5ml eiskaltem
PBS, wurden die Zellen abgeldst, in ein Zentrifugationsgefal® Gberfuhrt und die Kultur durch
Zentrifugation (3min, 500xg, 4°C) sedimentiert. Der Uberstand wurde vollstéandig entfernt und
das Zellpellet in 200ul AC-Suspensionspuffer resuspendiert. Die Zelllyse wurde durch zweima-
liges Schockgefrieren der Suspension in flissigem Stickstoff und anschlieRendem Auftauen
bei 37°C herbeigefuhrt. Vor Einsatz des Homogenats in Enzymtests oder Proteinbestimmun-
gen wurde es durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren gemischt.

Anlegen von HEK293-Dauerkulturen

Eine konfluente HEK293-Platte wurde mit 10ml frischem Medium in Suspension gebracht, die
Zellen bei 500xg, 3min, RT abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen werden in
0,5ml MEM-Medium mit 40% FCS resuspendiert, mit der gleichen Menge MEM-Medium, das
20% DMSO enthalt, gemischt und sofort bei -80°C eingefroren. Nach 3-7 Tagen werden die
Kulturen zur dauerhaften Einlagerung in Flussigstickstoff (iberfihrt (wéhrend der Uberfiihrung
durfte keine voribergehende Erwarmung der Zellen stattfinden). Die transfizierten Zellinien
sind so wenigstens ein Jahr haltbar.

Zum Wiederanwachsen der Dauerkulturen wurden diese bei Handwéarme angetaut (kein
Schitteln), in eine 250ml Kulturflasche Uberfihrt und zlgig mit 14ml Kulturmedium versetzt.
Sie wurden unter Kulturbedingungen 12-16Std. kultiviert, dann erfolgte ein Mediumwechsel.
Nach 3-4 Tagen sollte ein 50-80% konfluenter Monolayer entstanden, und die Zellen auf Ge-
webeschalen passagierbar sein.

3.9 Methoden der Sf9-Insekten-Zellkultur

Bei der Zellkultur Sf9 handelt es sich um eine Ovarzellinie des Schmetterlings Spodoptera fru-
giperda. Die Transfektion dieser Zellkultur wurde mit dem BAC-TO-BAC™ Baculovirus Ex-
pression System (Gibco BRL Life Technologies) durchgefiihrt. Die Methoden orientierten sich
an den Herstellerprotokollen BAC-TO-BAC™ Baculovirus Expression System (36) und Guide
to Baculovirus Expression Vector Systems and Insect Cell Culture Techniques (beides Gibco)
(37) und Growth and Maintenance of Insect Cell Lines (Invitrogen) (38) und Protokollen, die
von Peter Engel hier im Labor etabliert wurden (39).

Es wurde ausschlieRlich mit sterilen Losungen und Medien, autoklavierten Pipettenspitzen und
Gefalen gearbeitet. Mit Ausnahme der Erlenmayerkolben, die fir die Suspensionskulturen
Verwendung fanden, handelte es sich um Ein-Weg-Plastikware. Die Erlenmayerkolben blieben
exklusiv der Zellkultur vorbehalten und wurden mit dem kulturvertraglichen Detergens 7X™ PF
(ICN) gereinigt. Alle Arbeiten wurden unter einer Laminar Flow-Sterilbank durchgeftihrt.
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3.9.1 Kultivierung von Sf9-Zellen

Sf9-Zellen kénnen sowohl adharent (Monolayer-Kultur) als auch in Suspension kultiviert wer-
den. Beide Kulturen wurden bei 27°C ohne CO,-Begasung und ohne erhdhte Luftfeuchtigkeit
gezlchtet. Unter diesen Bedingungen sind Verdoppelungszeiten von 24Std. typisch.

Monolayer-Kultur

Fir die Monolayer-Kultur wurden die Zellen adharierend am Boden einer 50ml-Kulturflasche
unter 5ml Monolayer-Kulturmedium gezuchtet. Bei Erreichen von 100% Konfluenz wurde das
Medium abgesaugt und die Zellen vorsichtig durch Uberspiilen mit frischem Monolayer-
Kulturmedium abgeldst. 15-20% der Zellsuspension wurde mit frischem Medium aufgefullt auf
5ml auf eine neue Kulturflasche Uberbracht. Die Wachstumsdauer bis zur vollstandigen Kon-
fluenz betrugt ungefahr eine Woche.

Diese Art der Kultivierung ist sehr schonend fur die Zellen, die Ausbeute in der Zellmenge ist
jedoch gering. Monolayer-Kulturen wurden fiir die Lipo-Transfektion der Bacmid-DNA verwen-
det.

Suspensionskultur

Sf9-Suspensionskulturen wurden in 100ml-Kolben (Kulturvolumen 10-25ml), 250ml-Kolben
(Kulturvolumen 25-80ml), 1000ml-Kolben (Kulturvolumen 100-250ml) und 2000ml (Kulturvolu-
men 250ml-500ml) bei 90rpm mit Suspensionkultur-Medium gezlchtet. Der Medium-Zusatz
Pluronic F-68 verringert die mechanische Belastung der Zellen durch die auftretenden Rei-
bungskrafte.

Wichtiger Parameter der Kultur ist die Zelldichte. Zur Bestimmung wurden die Kulturen in einer
Neubauer-Zahlkammer (0,1mm Tiefe, 0,0025mm?) ausgezéhlt.

Die Kulturen wurden regelmafig alle 2 Tage (Wochenende 3 Tage) ausgezahlt und passagiert.
Hierflr wurde ein Aliquot der Kultur in einen frischen Kolben mit Suspensions-Medium Uber-
fUhrt und dabei auf eine Zelldichte von 0,8-1Mio Zellen/ml verdinnt. In 2-3 Tagen wuchsen die
Suspensionskulturen typischerweise auf ein Dichte von 2-3,5Mio Zellen/ml heran.

Um Sf9-Zellen in Suspension zu kultivieren, muf3ten diese aus einer Monolayer-Kultur in Sus-
pension Uberfiihrt werden. Hierzu wurde von 5 vollstandig konfluenten Monolayern (50ml-
Kulturflaschen) (in der Regel frisch in Kultur genommene Flissigstickstoff-Dauerkulturen) das
Medium abgesaugt, die Zellen durch Uberspiilen mit Suspensions-Medium abgeldst, vollstan-
dig in einen Kulturkolben mit Suspensions-Medium Uberfuhrt und auf eine Zelldichte von 0,8-
1Mio Zellen/ml gebracht. Die Passage der Zellen fand regelmaflig nach 2 Tagen (lber das
Wochenende nach 3 Tagen) wie oben beschrieben statt.

Der Vorteil der Suspensionskultur liegt in der GréRe der Kulturen. Es kdnnen Zellmengen (gro-
Re Kulturvolumina) infiziert und geerntet werden. Suspensionskulturen wurden fur die transien-
te Infektion mit rekombinanten Baculoviren und der daraus folgenden Expression der Genpro-
dukte eingesetzt.
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Inkulturnahme von Sf9-Dauerkulturen

Kulturen mit niedrigen Passage-Zahlen lagen als Dauerkulturen in 1:1-Gemischen von Mono-
layer-Kulturmedium und Einfrier-Medium eingelagert in fliissigem Stickstoff vor.

Um eine gefrorene Dauerkultur zu rekultivieren, wurde das Kryogefaly schnell unter Handwar-
me fast aufgetaut und sofort in eine 25ml-Kulturflasche mit 4ml Monolayer-Kulturmedium tber-
fuhrt. Man lieR® die Zellen 30-45min adhéarieren, dann wurde das Medium gewechselt, um das
DMSO-haltige Einfrier-Medium zu entfernen. Die Kultivierung erfolgte wie Ublich, nach Errei-
chen von 100% Konfluenz wurden die Zellen durch Ubersptlen mit frischem Medium abgel6st
und auf 5 frische Kulturflaschen verteilt. Die weitere Zucht als Monolayer oder in Suspension
erfolgte wie in den vorigen Abschnitten beschrieben.

3.9.2 Herstellung rekombinanter Baculoviren

In vivo-Transposition in E.coli DH10 Bac-Zellen

Das Genom von Baculoviren ist zu grof3, um als Klonierungsvektor verwendet werden zu kon-
nen. Eine effiziente, moderne Methode zur Erzeugung rekombinanter Baculoviren beruht auf
einer in vivo-Transposition einer Expressionskassette von einem Donorplasmid (pFastBac1) in
ein Bacmid. Das Bacmid ist ein Baculovirus Shuttlevektor, welcher das gesamte Genom eines
Baculovirus enthalt und in E.coli DH10 Bac-Bakterienzellen repliziert wird. Es tragt eine Kana-
mycinresistenz als Selektionsmarker, das low-copy mini-F replicon und ein Fragment des lacZ-
Gens, dessen Genprodukt mit der chromosomal kodierten /acZ-Deletion komplementieren
kann. Integriert in das lacZ-Fragment auf dem Bacmid liegt der kurze DNA-Abschnitt mini-
attTn7, die Empfangersequenz (attachment site) fir das Transposon Tn7.

Das zu exprimierende Gen wird in das Donorplasmid pFastBac1 inseriert. Flr die vorliegende
Arbeit wurde ein modifizierter pFastBac1 verwendet, welcher N-terminal flr einen hexahis-tag
codiert (s. S. 145). Die Expressionskassette des pFastBac1 tragt den starken Polyhedrin-
Promotor des Baculovirus AcNPV (Autographa californica Nuclear Polyhedrosis Virus), eine
Multiple Cloning Site und ein SV40 poly(A) Signal. Des weiteren umfassen die Transpo-
songrenzen Tn7R und Tn7L den Resistenzmarker Gm'".

Die Transposition des mini-Tn7-Elements aus pFastBac1 in das Bacmid findet bei Transforma-
tion des rekombinierten Donorplasmids in E.coli DH10 Bac-Zellen statt. Diese tragen zusatzlich
ein Helferplasmid, welches die notwendigen Funktionen fiir die Transposition beisteuert.

Ca. 1ug rekombinierter pFastBac1 (Minipraparations-DNA) wurde auf angetaute, kompetente
E.coli-DH10 Bac-Zellen gegeben und 30min auf Eis inkubiert. Es folgte ein 1minutiger 42°C-
Schock und 10min abkihlen auf Eis. Zum Transformationsansatz wurde 1ml SOC-Medium
zugesetzt und die Zellen 4-5Std. bei 37°C, 220rpm anwachsen gelassen. 300-500ul dieses
Ansatzes wurde auf LB-Agarplatten mit Kanamycin-, Gentamycin- und Tetracyclin-Zusatz aus-
gestrichen und 48-60Std. bei 37°C inkubiert. Es entstehen grofe Kolonien, wovon gegen das
Licht betrachtet reinweil} erscheinende Kolonien positive Klone darstellen.

Bacmid-Préparation

Positive Klone wurden gepickt und in 5ml LB-Medium (mit 50pug/ml Kanamycin, 7ug/ml Gen-
tamycin, 10ug/ml Tetracyclin) Uber Nacht (37°C, 270rpm) heranwachsen gelassen. Die Bac-
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mid-Praparation erfolgte mit 3ml Kultur je Klon und wurde mit dem Plasmid-Praparationskit
Nucleobond AX (Macherey-Nagel) speziell fur die Isolierung grofRer DNA-Molekile nach dem
Protokoll Purification of low copy plasmids, cosmids, P1 constructs, BAC’s and PAC’s durchge-
fuhrt. Zum Schluf® wurde die Bacmid-DNA in 30ul TE-Puffer aufgenommen. Wahrend der ge-
samten Prozedur wurde streng darauf geachtet, die Bacmid-DNA nicht zu scheren (nicht
Schitteln oder Vortexen, langsames Pipettieren). Aus dem gleichen Grund wurden die Bacmi-
de nicht eingefroren. Um langere Lagerung zu vermeiden, wurden Bacmide noch am Tag der
Praparation weiterverwendet (Lipo-Transfektion von Sf9-Zellen). 15ul Bacmid-Eluat wurde e-
lektrophoretisch auf einem Agarose-Gel kontrolliert. Der Erfolg der Rekombination der Bacmi-
de wurde mittels PCR Uberprift (s. S 35).

Lipo-Transfektion von Sf9-Zellen

Die Herstellung rekombinanter, infektidser Baculoviren geschah durch Transfektion von Sf9-
Zellen mit den Bacmiden mit Hilfe des Reagenzes CellFECTIN™ (Gibco BRL Life Technolo-
gies). CellFECTIN™ ist eine Mischung aus einem kationischen und einem neutralen Lipid,
welches mit DNA spontan Lipid-DNA-Komplexe bildet. Nach Aufnahme der Bacmid-DNA be-
ginnen die Zellen die Informationen des enthaltenen Virusgenoms umzusetzen und produzie-
ren Viruspartikel, welche nach Zelllyse freigesetzt werden.

Fir die Transfektion wurden ausschliellich FCS- und Gentamycin-freie Medien (TC100-
Insektenzellmedium) verwendet.

Von einer konfluenten Monolayerkultur wurde das Medium abgesaugt, die adharenten Zellen
2mal mit reinem TC700-Medium gewaschen und anschlieRend durch Uberspiilen mit frischem
Medium darin suspendiert und ausgezahlt. 1Mio Zellen wurden auf eine 35mm-
Gewebekulturschale ausgesat und das Medium auf 2ml aufgefillt. Wichtig war hier die gleich-
malige Verteilung der Zellen Uber die gesamte Platte. Die Platte wurde mindestens 45min zur
Adhasion der Zellen im Brutschrank inkubiert. 14ul Bacmid-Praparation wurden mit 86ul
TC100-Medium gemischt und zu einer Mischung aus 10ul CellFECTIN™ und 90ul TC100-
Medium gegeben. Der Ansatz wurde durch langsames 2maliges Auf- und Abpipettieren ge-
mischt, 45min bei RT inkubiert und mit 800ul TC100-Medium auf 1ml Transfektionsansatz ver-
dinnt. Von der vorbereiteten 35mm-Gewebekulturschale wurde das Medium abgesaugt und
der 1ml Transfektionsansatz auf die Zellen gegeben. Nach 5Std. Inkubation im Brutschrank
wurde das Transfektions-Medium-Gemisch abgesaugt und durch 2ml vollstandiges Medium
(FCS- und Gentamycin-haltiges TC100-Medium) ersetzt. Nach 72Std. wurde der Medientber-
stand mit der Pipette abgenommen und bei 4°C gelagert. Er enthalt die rekombinierten Bacu-
loviren verpackt in infektiésen Viruspartikeln. Eventuell mitgeschleppte Zellen wurden durch
Zentrifugation (4min, 250xg, 4°C) entfernt. Dieser sogenannte Primarvirus wurde durch Infekti-
on von gréReren Sf9-Suspesionskulturen in die Virusamplifikation eingesetzt. Auf das Titern
des Primarvirusstocks und auch der amplifizierten Viren durch Plaqueassays wurde verzichtet.

Infektion von Sf9-Zellen mit Baculoviren

Virusamplifikation zur Herstellung von Sekundarvirusstocks

15ml einer frisch passagierten Sf9-Suspensionskultur (0,8Mio Zellen/ml) wurde mit 300yl Pri-
marvirus versetzt. Aufgrund des Verzichts auf Plaqueassays war der Primarvirustiter unbe-
kannt, und es mufdte mit 300ul Primarvirus auf 15ml Kultur auf eine mittlere Infektionsrate (Er-
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fahrungen von Laborkollegen) zurlickgegriffen werden. Die Alternative ware eine Infektionsrei-
he mit unterschiedlichen Primarvirusmengen gewesen. Nach 48Std. wurden die Kulturen unter
sterilen Bedingungen in Falcontubes Uberfuhrt und bei 150xg, RT fir 4min zentrifugiert. Der
Viren-haltige Medienlberstand wurde mit einer Pipette abgenommen und bei 4°C gelagert. Die
sedimentierten Zellen konnten nach Homogenisation einem Enzymtest zugefuhrt werden.

Baculovirus-Infektion von Sf9-Zellen

Da auch der Titer des Sekundarvirusstocks unbekannt war, wurde mit Infektionsreihen gear-
beitet, d.h. es wurden mehrere Kulturkolben mit verschiedenen Sekundarvirusmengen infiziert
und die optimale Infektionsrate anhand der Morphologie, der Zellzahlen, der Expressionsrate
und der Enzymaktivitat nach jeweils 72Std. Inkubation ermittelt. Fir Vorexperimente wurden
15ml-Suspensionskulturen mit Sekundarvirusstock 1:10° (0,15ul), 1:10* (1,5ul), 1:10° (15pul)
und 1:100 (150ul) infiziert. Fur spatere Tests wurden groéfere Kulturvolumina mit entsprechen-
den Volumina Sekundarvirus infiziert. Nach 72Std. wurden die Zellen gezahlt, die Morphologie
festgestellt und durch Zentrifugation geerntet (4min, 150xg, RT). Die Zellen wurden fir Enzym-
tests und Western Blots verwendet. Hierflr wurden Zellhomogenate wie folgt hergestellt.

Herstellung von Sf9-Zellhomogenaten

Um einen Abbau des Genproduktes zu vermeiden, wurde auf Eis gearbeitet. Das 150xg-
Zellpellet wurde zum Waschen in 2-5ml kaltem PBS resuspendiert, erneut zentrifugiert (4min,
150xg, RT) und der Uberstehende Puffer abgesaugt. Je nach Volumen des Niederschlags
wurde das Pellet in 200-1000ul Sf9-AC-Suspensionspuffer oder bei folgender Proteinreinigung
in Sf9-Lyse-/Bindepuffer aufgenommen und durch eine 2malige Prozedur von Einfrieren in
flussigem Stickstoff und schnellem Auftauen bei 32°C (ohne starkere Erwarmung der Zellsus-
pension) aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden anschlieRend 3x durch eine 26er Kantile,
aufgesteckt auf eine Insulinspritze, eingezogen und wieder ausgestoflen und durch die auftre-
tende Scherung homogenisiert. Das Zellhomogenat wurde durch eine Zentrifugation (30min,
48000xg, spater 30800xg, 4°C)® von partikuldren Zellbestandteilen befreit. Der Uberstand
wurde direkt in Enzymtests eingesetzt oder einer Proteinreinigung unterzogen.

3.10 Adenylatcyclase-Enzymtest

Zur Bestimmung der Adenylatcyclaseaktivitat von Zellhomogenaten oder gereinigten Proteinen
wurden diese mit radioaktiv markiertem Substrat a-*?P-ATP umgesetzt und die Menge an ent-
standenem radioaktivem Produkt **P-cAMP gemessen. Substrat, Produkt und Substratabbau-
produkte konnten chromatographisch Uber zwei Saulen (1,2g Dowex-50WX40-400; 1g Al,O;
90 aktiv, neutral) getrennt werden. *H-cAMP diente als interner Standard fiir die Wiederfin-
dungsrate, was insbesondere bei dem Test von Homogenaten wegen der auftretenden
Phosphodiesterase-Aktivitat wichtig war. Als regenerierendes System wurde Kreatinkina-
se/Kreatinphosphat zugesetzt. Bei einem Standardtest wurden 75uM ATP (inklusive 16-30kBq
[0-*?P]-ATP), 2mM MnCl, und/oder 10mM MgCl,*® und 2mM cAMP (inklusive ~ 100Bq [2,8->H]-

% Beziiglich der Zentrifugation siehe die Funoten 18 und 19.

% Wenn nicht anders angegeben wurde der Test mit 2mM Mn?* und 10mM Mg?* durchgefiihrt.
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cAMP) eingesetzt (aulerdem im Reaktionsgemisch enthalten (Endkonzentrationen im Test):
22% Glycerol, 50mM Tris/HCI, pH 7,5 oder 8,0, 50mM KCI, 11,5ug/100ul Kreatinkinase, 3mM
Kreatinphosphat).

Ein 100ul Testansatz war aus drei Komponenten zusammengesetzt:

Enzymprobe: Zellhomogenat oder gereinigtes Protein (eventuelle Testzusatze wurden
zugemischt), mit Wasser verdiinnt auf 40l

AC-Cocktail: 50ul mit allen Reaktionsbestandteilen (2x konzentriert)

Substrat-Lsg.: 10ul 750uM ATP (inclusive 16-30kBq [a->2P]-ATP).

Jeder Testansatz wurde doppelt ausgefiihrt. Als Nullwert diente ein Testansatz, dem anstelle
einer Enzymprobe nur Wasser zugesetzt wurde. Die Enzymprobe wurde auf Eis in 1,5ml Ep-
pendorf-Cups vorgelegt, mit 50ul AC-Cocktail versetzt und die Enzymreaktion durch Zugabe
der Substratldsung und sofortiges Mischen gestartet. Die Proben wurden mit 15sec Abstand
gestartet. Nach 10min, 30°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 150ul Stop-Puffer ab-
gebrochen, die Proben wieder auf Eis gestellt und mit 750ul Wasser verdinnt. Die Proben
wurden auf Dowex-Saulen gegeben, nach dem Einsickern mit 3ml Wasser gewaschen und mit
5ml Wasser auf die Aluminiumoxid-Saulen eluiert. Die Elution von den Alox-Saulen in die Szin-
tillationsgefalie erfolgte mit 4ml 0,1M Tris/HCI pH 7,5. Zum Eluat wurden 4ml Szintillator gege-
ben, gut gemischt und die Proben im Liquid Scintillation Counter auf zwei Kanélen (*H-Kanal,
%2P_Kanal) ausgezahlt. Die Enzymaktivitat A wurde nach folgender Formel berechnet?’:

A pmol[cAMP] | _ Substrat [uM]x100 " 1000
mg[Protein | X min Zeit[min] Proteinmenge [pug]
% Cpm [32 P] Probe Cpm [32 P] Leerwert Cpm [3 H] total
Cpm [32 P] total Cpm [3 H] Probe 3% [32 P] Probe

Die eingesetzten Mengen radioaktiv markierten cAMPs und ATPs wurden als sogenannte *H-
und **P-totals direkt in der entsprechenden Menge Elutionspuffer (4ml 0,1M Tris/HCI pH 7,5)
und Szintillator wie oben beschrieben ausgezahlt (der *P-total wurde als 1:10-Verdiinnung
vermessen). Als Negativkontrolle wurde in der Regel eine Probe aus einer ,Leervektor-
Expression® der jeweiligen Zellkultur verwendet.

3.11 Immunisierung von Kaninchen

Fir die Gewinnung spezifischer Antikérper fur die Paramecium-AC wurden zwei Kaninchen mit
einem Fragment des cytosolischen, C-terminalen Enzymabschnitts immunisiert. Es handelt
sich um den katalytischen Bereich, das sogenannte Fragment e (AS 524-751), welches hier
als Antigen bezeichnet wird (s. S. 152).

*’Die Subtraktion von 3% der **P-Counts vom entsprechenden *H-Wert erfolgte aufgrund der Beein-
flussung des *H-Kanals durch die Einstrahlung von **P
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Expression und Reinigung des Antigens

Der katalytische Bereich (Frag. e) wurde sowohl fir Versuche zur funktionellen Expression als
auch fir die Verwendung als Antigen in den Expressionsvektor pQE30 einkloniert (s. Abschn.
4.4.1) und in der Zellinie E.coli M15 [pREP4] exprimiert. Fir die Gewinnung von Antigen wurde
das Protokoll fir schnelle Expression angewendet und das Produkt unter denaturierenden Be-
dingungen uber Ni-NTA-Agarose gereinigt.

Immunisierung der Kaninchen

Die Tiere wurden mit jeweils 500ug Antigen immunisiert. Hierfir wurde das Antigen wie folgt
aufbereitet.

550ug Antigen (10% Aufschlag fur Verluste bei der Aufbereitung z.B. durch Adsorption an
Kunststoffoberflachen), geldst in E-Puffer der denaturierenden Reinigung, wurde mittels Etha-
nolfallung am Tag der Immunisierung frisch gefallt und das feuchte Pellet in 300ul PBS im Ult-
raschallbad fir ca. 30-60min resuspendiert. Die verwendeten Lésungen und Gerate waren
steril.

Zur Verstarkung der Immunantwort wurde dem Antigen 300ug eines Lipopeptid-Adjuvans
(ECHAZ microcollections) beigesetzt, welches aus einem Gemisch von Pam;Cys-SK, und
Pam;Cys-TH besteht. Dies sind synthetische Lipopeptide, welche auf der Struktur bakterieller
Lipopeptide basieren (40). Das Adjuvans wurde zu 1mg/ml in sterilem PBS im Ultraschallbad
resuspendiert. Die Lagerung der Suspension flr spatere Verwendungen erfolgte bei -20°C.

Vor der Injektion wurde die Immunisierungssuspension aus 500ug Antigen in 300ul PBS mit
300ug Lipopeptid-Adjuvans in 300ul PBS hergestellt und 15-30min im Ultraschallbad behan-
delt. Unmittelbar vor der Immunisierung der Kaninchen wurde die Mischung noch einmal durch
3maliges Auf- und Abziehen durch eine Kanile homogenisiert. Die Immunisierungslésung
wurde den Kaninchen subkutan rechts und links der Wirbelsaule injiziert. Nach jeweils 4 Wo-
chen wurden die Kaninchen mit der gleichen Immunisierungslésung ein- bzw. zwei mal ,ge-
boostert’. Nach weiteren 4 Wochen wurden die Kaninchen ausgeblutet, das Blut aufgefangen
und aufgearbeitet. Um den Verlauf der Immunreaktion verfolgen zu kénnen, wurde vor jeder
Immunisierung eine Blutprobe (ca. 0,5ml) abgenommen. Die (Pra-)Immunseren wurden fol-
gendermalien bezeichnet: Kaninchen 1: Anti-pAC-1.x, Kaninchen 2: Anti-pAC-2.x; x gibt die
Numerierung der Seren an.

Serum-Herstellung

Das aufgefangene Blut wurde 3Std. bei RT stehen gelassen, anschlieRend in 50ml Zentrifu-
genrdhrchen bei 4000xg, RT, 15min zentrifugiert und das Serum (klarer bis rétlich-klarer Uber-
stand) vom Blutkuchen abgenommen. Es wurde in Aliquoten bei -20°C gelagert.

Die Antiseren wurden ungereinigt und gereinigt verwendet. Die Reinigung erfolgte an Protein A
Sepharose (s. S. 47).
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3.12 Computerunterstutzte Proteinanalysen

Tabelle 11: Proteinanalysen und Datenbankvergleiche, welche als online-Dienste bei verschiedenen
Instituten zuganglich sind.

Programm

Institut

Bemerkung

NCBI blastp

National Center for Biotechnology Infor-
mation
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

Zugrundeliegende Datenbanken: ,All
non-redundant GenBank CDS transla-
tions + PDB + SwissProt + PIR + PRF*

Pfam-search

Sanger Center
(www.sanger.ac.uk/software/pfam);
Washington University in St.Louis
(pfam.wustl.edu/hmmsearch/shtml);
Embl Heidelberg (www.smart.embl-
heidelberg.de);

European Bioinformatics Institute
(www.ebi.ac.uk)

Datenbank multipler Sequenz-
Alignments, die viele Proteindomanen
abdecken

Protein family database of alignments
and HMMs (hidden Markov Models)

TopPred?2 Stockholm University (Theoretical Chem- Vorhersage mdglicher trans-
istry Protein Prediction Servers); membranspannender Bereiche (Topo-
Pasteur Institute _ logy Prediction of mambrane proteins)
(bioweb.Pasteur.fr/seganal/interfaces/
toppred.html)
Smith/Water- | European Bioinformatics Institute Proteindatenbankvergleich
man-Suche (www2.ebi.ac.uk/bic_sw)
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4 Ergebnisse

41 Homologieklonierung

Aufgabe der vorliegenden Arbeit war, das Gen der in diesem Labor bis 1992 bearbeiteten A-
denylatcyclase aus Paramecium zu finden. Dies sollte durch heterologe Expressionsexperi-
mente die Moglichkeit bieten, neue Erkenntnisse Uber die Regulation dieses Enzyms zu sam-
meln. Aus den proteinchemischen Daten war ein 96kDa grof3es, integrales Membranprotein zu
erwarten, welches eine intrinsische K*-Leitfahigkeit besitzt (12).

411 Strategievarianten und PCR-Experimente

Die Strategie war, durch PCR-Experimente mit Primern, die homolog zu konservierten AC-
Motiven entwickelt wurden, ein Fragment des AC-Gens zu finden, welches als Ausgangsse-
quenz fur Genbankdurchmusterungen verwendet werden konnte.

Da die Entwicklung der Primer von Aminosauresequenzen ausging, wurden degenerierte Pri-
mer entwickelt. Der Degenerationsgrad wurde mdglichst gering gehalten und Uberstieg mit 2
Ausnahmen eine 32-36fache Degeneration nicht. In diesem Sinne wurde auch mehrfach die
Base Inosin verwendet. Bei der Primerentwicklung wurde den Besonderheiten der Parameci-
um-Codonusage Rechnung getragen. Zum einen besitzt Paramecium ein sehr A/T-reiches
Genom (71-74%) (41). Im ParaGC-Gen liegt der A/T-Gehalt bei 67,3% (kodierende Bereiche
der cDNA). Um Erkenntnisse Uber die Bevorzugung bestimmter Codons zu erlangen, wurde
bei Bedarf das ParaGC-Gen statistisch ausgewertet (s. Abbildung 3). Des weiteren mufite der
Ciliatencode angewendet werden, der in den Codons TAA und TAG (41), welche in Parameci-
um fur Glutamin kodieren, vom universellen Code abweicht (Stop-Codons). Die Sequenzen
der verwendeten Primer sind in Abschn. 2.3.2 aufgelistet.

Genomische DNA aus Paramecium besitzt wenige, kurze Introns von 20-33bp Lénge, die von
den Nukleotiden GT... ... AG flankiert werden und A/T-reicher sind als codierende Genomberei-
che (42). Diese Tatsache lie} die Verwendung genomischer DNA als Matrize in den PCRn zu,
da deren Erkennung als mdgliche Introns keine Schwierigkeiten bereiten sollte. In 300-400bp
grolen gDNA-Fragmenten waren ca. 0-3 Introns zu erwarten. Auf die aufwendigere Gewin-
nung von cDNA konnte so verzichtet werden. Gefundene, vermeintliche AC-Teilsequenzen
wurden vor Durchfiihrung von Genbankscreens durch PCR an cDNA (vorhandene Genbank)
verifiziert und auf Introns untersucht.

Das PCR-Programm war auf die Verwendung degenerierter Primer abgestimmt und sollte
Fehlpaarungen bei der Primeranlagerung ermdéglichen und unterstitzen. (Vorzyklen mit Tem-
peratur-Rampe zur Primeranlagerung, z.T. erhdhte Mg®*-Konzentrationen) (s S. 34).
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Codonusage:

gca Ala(A) 31 # <cag GIn(Q) 10 # cuu Leu(l) 29 # wucu Ser(S) 34
gcc Ala(A) 19 # wuvaa GIn(Q) 70 # wuua Leull) 91 # - Ser(S) 171
gcg Ala(A) 6 # wuag GIn(Q) 31 # wuug Leull) 102 # wuga Ter(.) 1
gcu Ala(A) 26 # - GIn(Q 171 # - Leu(L) 288 # - Ter() 1
- Ala(A) 82 # gaa Glu(E) 93 # aaa Lys(K) 98 # aca Thr(T) 24
aga ArgR) 67 # ogag Glu(E) 41 # aag Lys(K) 72 # acc Thr(T) 11
agg ArgR) 16 # -—-—- GIluE) 134 # --— Lys(K) 170 # acg Thr(T) 7
cga Arg(R) 8 # gga Gly(G) 45 # aug MetM) 54 # acu Thr(T) 51
cgc Arg(R) 3 # ggc GlyG) 11 # - MetM) 54 # -- Thr(T) 93
cgg Arg(R) 2 # 999 Gly(G) 15 # wuuc Phe(F) 66 # ugg Trp(W) 12
cgu Arg(R) 5 # ggu Gly(G) 25 # wuuu Phe(F) 83 # - Trp(W) 12
- ArgR) 101 # -—-—- GIy(G) 96 # - Phe(F) 149 # wuac Tyr(Y) 42
aac Asn(N) 36 # <cac His(H) 13 # cca Pro(P) 23 # wuau Tyr(Y) 85
aau Asn(N) 116 # cau His(H) 46 # ccc Pro(P) 9 # -  Tyr(Y) 127
— Asn(N) 152 # - His(H) 59 # ccg Pro(P) 3 # gua Val(v) 30
gac Asp(D) 23 # aua lle(l) 60 # ccu Pro(P) 22 # guc Val(vV) 34
gau Asp(D) 97 # auc lle(l) 67 # -— Pro(P) 57 # gug Val(V) 42
— Asp(D) 120 # auu lle(l) 93 # agc Ser(S) 14 # guu Val(v) 38
ugc Cys(C) 16 # - lle(l) 220 # agu Ser(S) 47 # - Val(vV) 144
ugu Cys(C) 17 # cua Leull) 21 # wuca Ser(S) 42 # nnn ??7?(X) 0
- Cys(C) 33 # <cuc Leull) 25 # wucc Ser(S) 21 # TOTAL 2434
caa GIn(Q) 60 # <cug Leull) 20 # wucg Ser(S) 13 #

Total number of bases translated is 7302
% A+T =67.45 [4925]
% C+G =32.55 [2377]

Abbildung 3: DNA-Statistik der ParaGC cDNA. Es wurde ausschlief3lich der kodierende Bereich
ausgewertet. Erstellt wurde die Statistik mit EditSeq (DNA-Star).

Strategievarianten

In den Primern spiegelten sich die verschiedenen Strategievarianten wieder. Sie wurden an-
hand der Klassifizierung bekannter Adenylatcyclasen und deren Konsensussequenzen entwi-
ckelt.

Aufgrund von Sequenz- und Strukturahnlichkeiten werden 4 Klassen von Adenylatcyclasen
unterschieden. Siehe hierzu Abschn. 5.1.1. Die ausgefallene Topologie der Paramecium-
Guanylatcyclase wies darauf hin, dal’ die AC mdglicherweise ebenfalls eine neue Form dar-
stellt. Sie konnte allen bisher bekannten AC-Klassen angehdren. Die Klassen der ACn mit nur
einem Vertreter (Aer.hy.AC2, Pre.ru.AC) waren aus dem Klonierungsverfahren ausgenommen,
da Konservierungen in der Primarstruktur nicht bekannt waren. Ebenso wurde kein Versuch
unternommen, eine Klasse I-AC zu fischen. Die Klonierungsstrategien wurden in Zusammen-
arbeit mit Jirgen Linder erdacht und konzentrierten sich auf ACn der Klassen lll. Nachdem
diese Ansatze zunachst erfolglos blieben, wurde ein Versuch unternommen eine Klasse II-AC
zu finden. Insbesondere bei der Suche nach Klasse IlI-ACn war aufgrund der klasseninternen
Divergenzen (vgl. Abschn. 5.1.1) auch in konservierten Proteinbereichen die Eingrenzung des
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moglichen nachstverwandten Nachbarn wichtig. Letztendlich war ein Ansatz erfolgreich, der
Klasse IlI-ACn einiger bakterieller Vertreter und niederer Eukaryoten als Vorbild verwendete.
Wahrend der gesamten Suche nach einem AC-Fragment wurden ca. 227 PCR-Produkte se-
quenziert, woraus ca. 80 verschiedene Sequenzen resultierten. In den folgenden zwei Tabel-
len sind die PCR-Produkte aufgezahit, die im Datenbankvergleich signifikante Ahnlichkeit zu
einem bekannten Protein zeigten oder Isoformen der ParaGC darstellen. Die Ansatze der ver-
schiedenen Strategievarianten werden im Anschlufd an die Tabellen chronologisch aufgefihrt.

Tabelle 12: Ergebnisse der verschiedenen Strategievarianten der AC-Suche (non-GC-Isoformen): in

dieser Tabelle wurden alle Sequenzen zusammengefallt, welche im Datenbankvergleich
(blastx) signifikante Ahnlichkeiten zu bekannten Proteinen zeigten. Dariiber hinaus wur-
den zwei Sequenzen aufgenommen, die bei der nachfolgenden Genbankdurchmusterung
und bei der Bestimmung des Startcodons gefunden wurden. In den Genbankvergleich
wurden die Nukleotidsequenzen der PCR-Fragmente ohne Primersequenzen eingesetzt.
Es wurde ein blastx-search durchgefiihrt, d.h. die Proteinsequenzen aus den Uberset-
zungen der Nukleinsduresequenz in allen 6 Leserahmen wurden mit einer Proteindaten-

bank verglichen. Die blast-searches wurden beim National Center for Biotechnology In-
formation (NCBI) (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) durchgefiihrt. Die zugrundeliegenden
Proteindatenbanken waren: ,All non-redundant GenBank CDS translations + PDB +
SwissProt + PIR + PRF*. Fur die genauen blast-search-Ergebnisse und Alignments siehe

Abschn. 7.1.
An- | Primerpaar Bezeichnung Ahnlichkeit zu Bemerkung
satz Klon,
(Accession-Nr.)
1 ClIAC1-s hy-1_r43a18006 |Verwandtschaft zu GTP- Der Ahnlichkeits-
CllIAC1-as | (AJ487275) bindenden ras-Proteinen und ras- | vermittelnde Ge-
ahnlichen Proteinen nabschnitt um-
faldt nur 104bp.
Im Pfam-search
mit dem korres-
pondierenden
Peptid: kein posi-
tives Ergebnis.
hy-2_r43a30007 | Starke Ahnlichkeit zu V-Typ-
(AJ487276) ATPasen (H*-ATPasen, vakuolar)

4 ClIAC1a-s hy-3_11a245004 | Geringe Ahnlichkeit zu einem s/as-
CllIAC1a-as | (AJ487277) Hexose-Transporter aus Pla.fa.® | Primer-Produkt
CllIAC1a-s hy-4_11b250001 | Hochsignifikante Ahnlichkeit zu as/as-
CllIAC1b-as |(AJ487278) Signal Recognition Partikels Primer-Produkt

54kDa-Untereinheit (SRP54) un-
terschiedlicher Organismen

hy-5_11b250002 | Hochsignifikante Ahnlichkeit zu s/s-

(AJ487279) verschiedenen Proteinkinasen Primer-Produkt
unterschiedlicher Spezies. (Iso- | Hohe Signifikanz
form zu Ca**-abhangige zu Pla.fa.

Prot.kinase b, P.tet.)

% pla.fa.: Plasmodium falciparum
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hy-6_11b250005 | Hochsignifikante Ahnlichkeit zu s/s-
(AJ487280) verschiedenen Oxidoreduktasen | Primer-Produkt
und verschiedenen hypotheti-
schen Proteinen.
hy-7_11b235002 | Hochsignifikante Ahnlichkeit zu s/s-
(AJ487281) verschiedenen Proteinkinasen Primer-Produkt
unterschiedlicher Spezies.
ClIIAC1b-s hy-8_13a250005 | Signifikante Ahnlichkeit zu einem | s/s-
ClIAC1a-as |(AJ487282) Genprodukt von Dro.me. Primer-Produkt
ClIAC1b-s hy-9 13b236005 | Hochsignifikante Ahnlichkeit zu as/as-
ClIAC1b-as | (AJ487283) Sperma-assoziiertem Antigen 6, | Primer-Produkt
zu PF16 und zu mutmallichen
Axonema Zentralapparat-
Proteinen
ClIAC1c-s hy-10_15b145025 | Signifikante Ahnlichkeiten zu s/s-
ClIAC1b-as | (AJ487284) konservierten hypothetischen Primer-Produkt
Proteinen; hauptsachlich bakteri-
eller Art
ClIAC1c-s hy-11_16b150013 | Hochsignifikante Ahnlichkeit zu (Hochste Signifi-
ClIAC1d-as |(AJ487285) verschiedenen Proteinkinasen kanz zu Pla.fa.)
unterschiedlicher Spezies. as/as-
Primer-Produkt
ClIIAC1d-s hy-12_17a150017 | Hochsignifikante Ahnlichkeit zu s/as-
CllIAC1a-as |(AJ487286) TATA-binding protein-interacting- | Primer-Produkt
protein 49 (TIP49) und zu RuvB | RuvB besitzt
(DNA-Helicase); Pontin52; ATPase-Aktivitat
5 ClIbAC1-s |hy-13_ 20235003 | Signifikante Ahnlichkeit zu Prote- | (Hochste Signifi-
?-as (AJ487287) inkinasen verschiedener Spezies; | kanz zu Pla.fa.)
insbesondere zu Phosphorylase- | s/s-
Kinasen Primer-Produkt
hy-14 20240016 | (Hoch)signifikante Ahnlichkeit zu | s/s-
(AJ487288) humanem adult brain protein 239, | Primer-Produkt
zu humanen ORFs und zu Gen-
produkten von Cae.el.
hy-15_20240017 | Hochsignifikante Ahnlichkeit zu s/as-
(AJ487289) einem humanen hypothetischen | Primer-Produkt
Protein und einem Genprodukt
aus Cae.el.
CIlIbAC1-s | hy-16_12169804 | (Hoch)signifikante Ahnlichkeiten |as/as-
CllIbAC1-as | (AJ487290) zu unterschiedlichen Proteinen, | Primer-Produkt
u.a. TIP elongation aberrant pro-
tein, Rab9 Effektor p40, host cell
Faktoren, Phosphoprotein
Phosphatase
genomischer Gen- | hy-17_If-1-1a Hochsignifikante Ahnlichkeit zu genomische DNA
bankscreen (AJ487291) Histon H4
pACANfg-s1 | 0419990 Hochsignifikante Ahnlichkeit zu cDNA-PCR-
pACAnNfg-as1 | (upstr.-message) | myb-like DNA-binding Proteinen | Fragment
(AJ487292)
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Tabelle 13: GC-Isoformen: in dieser Tabelle sind samtliche bei der AC-Suche gefundenen Isoformen
der ParaGC aufgefuhrt, sowohl bekannte, als auch neue. ,Echte Isoformen® (s. Abschn.

5.1.1.1) wurden als solche gekennzeichnet.

An- | Primerpaar | Bezeichnung |Isoform-Nr. | Bemerkung Echte
satz Klon, Iso-
(Accession-Nr) form
2 s2 6328004 GC-lIsof. a Block IV-Motiv G-0
CllIAC1-as | (AJ487292) Cosie-Dom. | GDTVNTT
3 CllIAC2-s 7136005 Para-GC besitzt ebenfalls Intron3 der Pa-
ClIIAC2-as Ciaie-Dom. | raGC?
7236001 GC-lIsof. b G-7
(AJ487300) C1a_|ike-D0m.
7236002 GC-Isof. ¢ G-5
(AJ487298) C1a_|ike-Dom.
7236005 GC-lIsof. d G-3
(AJ487296) C1a_|ike-D0m.
7236006 GC-lsof. e wahrscheinliches Intron: G-9
(AJ487272) Ciaike-Dom. | bp 190-211
7236011 GC-lIsof. f G4
(AJ487297) C1a_|ike-D0m.
CllIAC2-s 9104 Para-GC
CIlIAC3-as C1a_|ike-D0m.
9107 GC-Isof. g Proteinebene: 2 AS-Austausche | G-1
(AJ487294) | Ciaie-Dom. |zu ParaGC in 89 AS¥:;
DNA-Ebene: 32 Basen-Aust. in
266bp
9106b GC-Isof. e Intron
C1aiike-Dom.
9103b GC-lsof. h Intron: bp190-217; G-10a
(AJ487273) Ciaike-Dom. | entspricht gleiche Stelle des
Gens wie bei Klon 7236006, a-
ber unterschiedliche Isoformen!
9111 GC-lIsof. d
Ciadike-Dom.
9308 GC-lIsof. j G-2
(AJ487295) C1a_|ike-D0m.
9101 GC-Isof. k G-6
(AJ487299) C1a_|ike-Dom.
9103a GC-Isof. / G-8
(AJ487301 ) C1a_|ike-D0m.
CIIIAC3-s 10102 Para-GC ParaGC-Intron3 (s.0.)
CllIAC2-as C1a_|ike-D0m.
10101 GC-Isof. b (s. 7236001)
Ciadike-Dom.
10106 GC-lIsof. ¢ (s. 7236002)
C1aiike-Dom.

# Die ParaGC-Sequenz wurde verdffentlicht bei Linder (13) (CAB44361)

% Der Konsensus zwischen Paramecium-GC und diesem Klon ist ohne die korrespondierenden Prim-
erbereiche 89 Aminosauren lang. Auch die Langenangabe des DNA-Konsensus ist ohne Primer zu
verstehen.
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10129 GC-lIsof. d (s. 9111)
Ciaike-Dom. | verlangert die Seq. dieser Isof.
bis Block IV
10313 GC-lIsof. h (s. 9103b) G-10b
(AJ487274) Ciaike-Dom. | verlangert die Seq. dieser Isof.
bis Block IV
CIIIAC2-s 19111 GC-Isof. / (s. 9103a)
CIlIIAC3b-as C1a_|ike-D0m.
19105 GC-lIsof. I’ Im Vergleich zu Seq. 9103a
Ciaike-Dom. | (bestatigt durch 19111) bestehen
2 Basenaustausche, die zu 2
AS-Austauschen flihren
19115 GC-lsof. m | Nahe Verwandt zu 9103a: 7-9
Ciaike-Dom. | Basenaustausche in 259bp,
6-8 AS-Austausche in 85 AS*’
19110 GC-lIsof. k (s. 9101)
C1aiike-Dom.
19108 GC-lIsof. d” | Im Vergleich zu Seq. 9111 (bes-
Ciaike-Dom. | tatigt durch 10129) bestehen 2
Basenaustausche, wovon einer
zu einem AS-Austausch flhrt.

Ansatz 1 war der erste von 4 Ansatzen, die sich mit der Suche nach Klasse IlI-ACn beschaftig-
ten. Diese Klasse umfaldt Cyclasen phylogenetisch weit entfernter Arten (Prokaryoten, niedere
und hohe Eukaryoten) (s. Abschn. 5.1.1), welche gemeinsame Konsensussequenzen in ihren
Cyclase-katalytischen Domanen besitzen. Es gibt vier konservierte Aminsauremotive (Konsen-
susblécke I-1V), die an der Katalyse beteiligt sind (vgl. Abschn. 7.2.1 Kilasse llI-Cyclase
Alignment). Cyclasen der Klasse Il funktionieren als Dimere. Mit Ausnahme der I6slichen GCn
und der (naturlich verknipften) C4- und Co-Schleifen der 2x 6TM-ACn, welche ihre katalytische
Aktivitat als Heterodimere entfalten, geht man davon aus, dal} Klasse IlI-ACnh Homodimere
bilden.

Ansatz 1 verfolgte die Idee, die gesuchte AC sei eine homodimere Klasse 1lI-AC, homolog ei-
niger prokaryotischer ACn dieser Klasse. Diese Idee entwickelte sich aus der Hypothese zur
evolutionaren Entstehung von mammalia-ACn, die in Hinblick auf die ParaGC-Topologie auf-
gestellt wurden (1): Die Tatsache, dal} die ParaGC die Topologie von mammalia ACn mit ver-
drehten cytosolischen AC-Domanen besitzt, lalt vermuten, es habe eine AC mit einem Memb-
rananker und einer katalytischen Domane als Vorlaufer existiert, wie sie in einigen Prokaryoten
noch vorkommt. Durch Genverdopplung und anschliefiende Mutationen in den AC-Domanen
konnten zwei Monomeren entstehen, die als Heterodimer Cyclase-katalytisch aktiv wurden.
Die folgende Fusionierung zu einem Molekul erfolgte in unterschiedlicher Reihenfolge, so dal}
2x 6TM-Cyclasen mit unterschiedlicher Anordnung der cytosolischen Schleifen entstanden.
Die Anderung der Substratspezifitat zu einer GC konnte durch wenige Punktmutationen ge-
schehen, da nur 3 Aminosaureaustausche diesen Spezifitatswechsel vermitteln (17, 18). Der
Gedanke war, daf} in Paramecium moglicherweise eine AC des hypothetische Vorlaufertyps
vorkommt. Die Entwicklung der Primer wurde unter den homodimeren ACn stark an der Bre.li.-

¥ Die Angaben der DNA-Fragment- bzw. Peptidlange verstehen sich ohne Primerbereiche.
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AC ausgerichtet, da diese zu Beginn des konservierten Blocks IV die Aminosaure-Sequenz
DIYGP (AS 334-338) besitzt. In der Bre.li.-AC sollte das D eine der Substratspezifitat vermit-
telnden Aminosauren sein, in der ParaGC befindet sich die identische Sequenz in der mut-
mallich nicht-katalytischen Tasche. Nahe verwandt beziiglich dieses Motivs sind die Hefe-
ACn. Fir diesen Ansatz wurden die Primer CIIIAC1-s und CIIIAC1-as mit den korrespondie-
renden Aminsauresequenzen VKTIG(D/E) (Block IlI) und GPTVN(V/M)A (Block 1V) entworfen.
Ausgehend von bekannten ACn, wurde ein Produkt von 190-450bp (inklusive 3 Introns) erwar-
tet. Erst unter PCR-Bedingungen mit erhdhten Mg?*-Konzentrationen (2,5mM und 3,5mM) und
nach Nachamplifikation der PCR-Ansatze, durch Verwendung einer kleinen Menge des ersten
PCR-Ansatzes als Matrize in einer neuen PCR, konnten Produkte in erwarteter Gré3e erhalten
werden. 3 Produktbanden wurden kloniert und hiervon insgesamt 32 Klone sequenziert. Es
wurden 9 verschiedene Sequenzen gefunden, unter welchen sich eine Sequenz mit hoher
Anhnlichkeit zu einer V-Typ-ATPase und eine Sequenz mit Ahnlichkeiten zu Ras-like Proteinen
befand (s. Tabelle 12).

In Ansatz 2 wurde ebenfalls nach einer Klasse llI-AC gesucht. Die hohe Ahnlichkeit der Pa-
raGC zu den mammalia ACn sowohl in topologischer Hinsicht, als auch auf Aminosaureebene
in den konservierten Bereichen und deren Kontext, warf die Frage auf, ob mdglicherweise eine
AC des Sauger-Typs in Paramecium vorkommt, aus welcher die GC durch wenige Mutationen
hervorgegangen ist. Es wurden Primer entwickelt, die der ParaGC homolog waren und ermég-
lichen sollten, neben GC-Sequenzen auch eine sehr nahe stehende AC-Sequenz zu fischen.
Fir die PCRn wurden die zwei sense-Primer s1 (EKIKTVG) und s2 (KTYMAA) (beide homolog
zu Block Il) jeweils in Kombination mit dem antisense-Primer CIIIAC1-as (GPTVN(V/M)A)
(Block 1V) eingesetzt. Die sense-Primer s1 und s2 waren nicht degeneriert und wurden von
Jurgen Linder (13) GUbernommen. lhre Sequenzen entsprachen der C,, x.-Schleife der ParaGC
und sind den entsprechenden mammalia AC Motiven sehr ahnlich. Zu erwarten war, wie bei
Ansatz 1, ein Produkt von rund 190-450bp. Die PCR mit dem s1-Primer flhrte erst durch eine
sogenannte nested-PCR zu verwertbaren Produktbanden. Hierflir wurde ein Aliquot der ersten
PCR als Matrize in eine neue PCR mit dem ,downstream’ des s1-Primers liegenden s2-Primer
und dem oben genannten antisense-Primer durchgefuhrt. Aus diesem Ansatz wurde eine Pro-
duktbande kloniert und sequenziert (5 Klone), jedoch wurde kein AC-Fragment oder eine Se-
quenz mit Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen gefunden. Aus der PCR mit dem s2-Primer gin-
gen drei Produktbanden hervor, die kloniert wurden. Zur Sequenzierung gelangten 6 Klone,
worunter sich eine neue Isoform zur ParaGC mit der Block IV-Konsensussequenz GDTVNTT
in der C,,ke-Schleife befand (s. Tabelle 13). Der verwendete antisense-Primer sollte zu die-
sem Konsensusmotiv komplementar sein, hatte jedoch einige Basen downstream gebunden.

In Ansatz 3 wurde mit der Suche nach Klasse IlI-ACn fortgefahren. Es wurden verschiedene
Primerpaare verwendet, die wiederum sehr nahe an der ParaGC-Sequenz angelehnt waren
und auf verschiedene Klasse IlI-ACn palten. Der Ansatz umfalite vier PCR-Ansatze.

In der ersten PCR wurde das Primerpaar CIIIAC2-s/CIIIAC2-as eingesetzt. Der sense-Primer
kodiert fir das Motiv DIAGFT des Konsensus-Blocks I. Die Aminosauresequenz DIAGFT
(Block 1) wurde entsprechend der ParaGC gewahlt und stimmt mit der der Dic.di.CyaG Uber-
ein. Sowohl zu mammalia ACn-C4, (Konsensus DIVGFT) als auch zu den ACn Rhi.me.Cya1
(DIYDFT) und Sti.au.CyaA (DIRDFT) bestehen Ahnlichkeiten. Die Sequenz des antisense-
Primers war DIYGP(D/E) (Block 1V). Sie entspricht ebenfalls der ParaGC-Sequenz und besitzt
Ahnlichkeiten zum entsprechenden Motiv der ACn von Bre.li. (DIYGPT) und Sch.po.
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(DYYGPV). Kloniert wurde ein prominentes PCR-Produkt im gesuchten Grofenbereich (300-
550bp). Aus 23 sequenzierten Klonen gingen 5 Teilgene verschiedener ParaGC-lsoformen
hervor und ein Ausschnitt der ParaGC-Sequenz selbst. Siehe Tabelle 13.

Die zweite PCR dieses Ansatzes wurde durchgefiihrt mit dem oben erwahnten sense-Primer
CIIIAC2-s (DIAGFT) und dem antisense-Primer CIIIAC3-as. Die Sequenz des letzteren Pri-
mers kodiert fur R(I/M)GVHTG, ein Motiv des Konsensusblocks Il (ebenfalls mammalia Ci,-
Schleife). Verwandte Sequenzmotive kommen u.a. vor bei ParaGC (identisch), Sauger-ACn
(Konsensus: RVGIHSG), Hefe-ACn (Konsensus: RMGVHWG), Try.br. AC (RVGIHTG),
Sti.au.CyaA (GVGVHTG) und Rhi.me.Cyal (RFGIHTG). Die PCRn brachten im erwarteten
Grolenbereich von 250-400bp u.a. eine dominante Bande hervor, die kloniert wurde. Die Se-
quenzanalyse (24 Klone) fiihrte zu 8 Sequenzen mit Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen: die
Sequenz der ParaGC selbst und 7 GC-Isoformen, einige davon wurden bereits in der ersten
PCR dieses Ansatzes gefunden (s. Tabelle 13).

In der dritten PCR wurden die Primer CIIIAC3-s und CIlIIAC2-as (DIYGP(D/E)) kombiniert.
Letzterer ist bereits bei der zweiten PCR dieses Ansatzes beschrieben. Der sense-Primer ent-
stand durch RickschluR von der Aminséauresequenz TIGDCY aus Konsensusregion Il. Ahnli-
che Aminosauremuster findet man zum Beispiel in den ACn von Bre.li. und der Sauger. Die
PCR ergab (u.a.) im gesuchten Bereich von 170-400bp eine starke, nicht vollstandig trennbare
Doppelbande, die kloniert wurde. Sequenziert wurden 18 Klone, welche anhand unterschiedli-
chen Laufverhaltens nach dem Kontrollverdau ausgewahlt wurden. Sie konnten in 8 unter-
schiedliche Sequenzen eingeteilt werden. Es wurden erneut GCn amplifiziert: sowohl die ei-
gentliche ParaGC, als auch 4 Isoformen, die bereits aus den vorhergehenden PCRn bekannt
waren (vgl. Tabelle 13).

Bei der vierten PCR dieses Ansatzes wurden die Primer CIIIAC2-s (DIAGFT) und CIIIAC3b-as
kombiniert. Zu DIAGFT ahnliche Motive unter den Klasse [lI-ACn wurden bereits fiir die erste
PCR des Ansatzes hinlanglich beschrieben. Die korrespondierende Aminosauresequenz des
antisense-Primers lautet RVGIHT. Sie ist eine Variation des CIIIAC3-as Primers und besitzt im
Vergleich zu diesem erhoéhte Ahnlichkeiten zu S&uger-ACn, Dic.di.CyaG, Rhi.me.Cyal und
Try.br.AC (identisch). Ein DNA-Fragment zwischen den Konsensusblécken | und IlI sollte 250-
400bp lang sein. In diese (sowie in die letzte, zum Erfolg fuhrende) PCR-Reaktion wurde eine
neue Charge frisch isolierter genomischer DNA (Anita Schultz) eingesetzt. Das gelelektropho-
retische Produktbandenmuster unterschied sich nicht von dem der vorherigen Praparation.
Eine prominente Bande wurde kloniert und sequenziert (16 Klone). Unter den Produkten be-
fanden sich 4 GC-Sequenzen, wovon 2 identisch zu Isoformen aus vorhergehenden PCR-
Reaktionen waren.

Teilweise parallel zu Ansatz 3 wurde Ansatz 4 durchgefuhrt. Mit dieser Strategievariante wur-
de der Versuch unternommen, eine AC der Klasse Il zu finden. lhre (volle) Aktivitat setzt die
Anwesenheit eukaryotischer Aktivatoren voraus, es war also nicht auszuschlieRen, dal} diese
Gene ebenso in Eukaryoten vorkommen. Fiir die Entwicklung von Primern fir den Homologie-
klonierungsversuch kamen nur 2 Sequenzabschnitte in Frage, die zwischen den drei bekann-
ten Vertretern (Bac.an. (EF), Bor.pe. (CyaA), Pseu.ae. (ExoY))* hochkonserviert sind.

%2 Bac.an.: Bacillus anthracis; Bor.pe.: Bordetella pertussis; Pseu.ae.: Pseudomonas aeruginosa
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Bacan: KSEV. LNWYHG] pvi PFBOD KHGQQLA -YEIG-INLENKKSITE : 393
Borpe: WS EeV LGWYH Lok PVIYP LEGRAPE DINDVNSSLA-H: 106
Pseae: NWTIMIEEEFP F'SNYKG POr CVIB,QOH REDRDTAEMRIAL - INLAVAKGMDG : 129

N,
KSSDWG
Bacan: HEGEIGKMPIRKLDHI®RI -EELKENGIILKGKKEIDNGKKYYLLESNNQVYIHIRISDENNE : 452
Borpe: G-HTAVDETIRSKERI®-DYLRQAGLVTGMADGV--VASNHAGYEQF----- IMARVKETSEG : 157
Pseae: GAYTQTDIERISRORIBAELVRNFGLV---ADGVGPVR-LLTAQGPSGKR - Y|HJEARQEARG : 184
Bacan: ---VOMNTKEGKITVLGEKFNWRNIEV - - -NAKNVEGYL KPINPVNDYIIRIAIRAIY--: 499
Borpe: RYAVOMNRKGG-DDF---------- VKVIG - N, ——PLTADIDMFRI --: 196
Pseae: L----MyNISR----- LGRS------ VQ SPACEIR - - ANNWAD YIRIRRT YA - - : 220

TADYDLF
I

Abbildung 4: Alignment der Klasse |l Adenylatcyclasen (fur die Homologieklonierung relevanter
Ausschnitt) Bac.an. (EF) (A07289), Bor.pe. (CyaA) (A07292), Pse.ae. (ExoY)
(FO61745)

Die sense-Primer kodierten fir KSS(D/N)WG. Fir diese Sequenz wurden 4 verschiedene Oli-
gonukleotide entwickelt, die berticksichtigten, dafl Serin durch 6 verschiedene Codons kodiert
wird: TCN und AG(T/C). In den vier Primern wurden fur die zwei Serine des Aminosauremotivs
die degenerierten Codons TC(A/T) und AG(T/C) in all ihren moglichen Kombinationen einge-
setzt (22=4 alternative Primersequenzen). Sie wurden mit CIIAC1a-, CIIAC1b-, CIIAC1c-,
CIIAC1d-s bezeichnet. Die antisense-Primer wurden korrespondierend zu den Motiven
TADYDLF und TADIDLF entwickelt. Hieraus resultierten je Motiv 2 alternative Oligonukleotid-
sequenzen, die sich im Grad der Degeneration unterschieden (TADYDLF: CIIAC1a-, CIIAC1b-;
TADIDLF: CIIAC1c-, ClIIAC1d-as). In den PCRn dieses Ansatzes wurden alle 4 sense-Primer
mit allen 4 antisense-Primern kombiniert, d.h. es wurden 16 PCRn durchgeflihrt. Die Lange
des zu erwartenden DNA-Fragments konnte wegen der geringen Anzahl bekannter ACn dieser
Klasse nur grob abgeschatzt werden. Zwischen den Primer-homologen Motiven besitzt die
Bac.an.AC 142AS, die Bor.pe.AC 127AS und die Pse.ae.AC 126AS; fur das PCR-Produkt aus
genomischer DNA (Introns!) aus Paramecium ist folglich eine Lange von ca. 350-500bp zu
erwarten. Aus den 16 PCRn wurden 25 Produktbanden im GréRenbereich von 200-600bp klo-
niert. 80 Klone wurden einer Sequenzanalyse zugefihrt (durch Doppelinserts resultierten 82
Sequenzen).

Letztlich konnten 28 verschiedene Produkte ermittelt werden. Bemerkenswert war der hohe
Anteil von PCR-Produkten, die durch Anlagerung nur eines der beiden Primer sowohl am 5'-
als auch am 3-Ende entstanden. Diese Sequenzen werden im Folgenden als sense/sense-
bzw. antisense/antisense-Primer-Produkte bezeichnet. Unter 11 regularen sense/antisense-
Primer-Produkten befand sich eine Sequenz mit hochsignifikanter Ahnlichkeiten zu TATA-
binding protein-interacting protein (TBP-interacting protein = TIP) bzw. dem bakteriellen Ortho-
log RuvB (eine DNA-Helicase) und eine Sequenz mit Ahnlichkeiten zu Monosaccharid-
Transportern. Unter den 5 sense/sense-Primer-Produkten liefsen sich zwei voneinander unab-
hangige Sequenzen durch einen blastx-search als mutmaliliche Proteinkinasen ermitteln. Ein
Produkt besitzt signifikante Ahnlichkeit zu einem Genprodukt aus Dro.me.. Von den beiden
verbleibenden PCR-Produkte besitzt eines hohe Ahnlichkeiten zu verschiedenen Oxidoreduk-
tasen, das andere zu hauptsachlich bakteriellen, konservierten, hypothetischen Proteinen. Es
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konnten 8 verschiedene antisense/antisense-Primer-Produkte identifiziert werden. Hierunter
wurde eine Sequenz mit einer sehr hohen Ahnlichkeit zu verschiedenen Proteinkinasen gefun-
den; eine Sequenz mit ebenfalls sehr hoher Ahnlichkeit zu Signal Recognition Partikels, 54kDa
Untereinheit; eine weitere Sequenz zeigte hochsignifikante Verwandtschaft zu Sperma-
assoziiertem Antigen 6, PF16, mutmallichen Axonema Zentralapparat Proteinen. Eine Aufstel-
lung der Produkte mit Ahnlichkeiten zu Datenbankproteinen ist in Tabelle 12 zu finden.

Ansatz 5 lag die neue Erkenntnis zugrunde, dal® der Protozoe Plasmodium falciparum vermut-
lich eine Guanylatcyclase vom Typ der ParaGC besitzt (1). Im Malaria-Genomprojekt wurde
ein entsprechender ORF gefunden. Die GC zeigt ebenfalls den mammalia AC-typischen Auf-
bau mit 2x 6TM und zwei daran aufgehangten cytosolischen Schleifen, welche die katalyti-
schen Domanen tragen. Wie bereits bei der ParaGC sind auch hier die Schleifen im Vergleich
zu Sauger-ACn invertiert. Dartber hinaus ist die N-terminale, P-Typ-ATPase-ahnliche Domane
im ORF vorhanden. Der Schluf lag nahe, dal3 auch die Adenylatcyclasen der beiden Proto-
zoen nahe verwandt sind. Eine Datenbanksuche (Jurgen Linder) im Malaria-Genomprojekt mit
verschiedenen AC-Sequenzen fihrte zu kurzen Klasse IlI-AC Konsensussequenzen, die eine
starke Ahnlichkeit zu bakteriellen, homodimeren ACn aufwiesen (vgl. Abschn. 7.2.1 Klasse IlI-
Cyclase Alignment, 7.2.2 Alignment der Klasse IlI-ACn vom cyanobakteriellen Typ). Diese Er-
kenntnisse ermdglichten die Eingrenzung der mutmaRlich nachstverwandten Nachbarn der
gesuchten Paramecium-AC auf die bakteriellen ACn Sti.au.CyaA, Sti.au.CyaB, Rhi.me.Cya1
und die AC CyaG des niederen Eukaryoten Dic.d..

PlafaAC : BERNI VNIASR

RhimeAC  : [BEYDig: 9 --//----NEEE: 129
StiauCyaA : BMRDN: 239 --//----\QuBASE: 360
StiauCyaB : BER : 176 --//----\u\enR: 304
DicdiCyaG : [BEA : 406 --//----\pWNBIH: 524

Block | Block IV

Abbildung 5: Konsensus-Sequenzen zwischen den mutmallichen Pla.fa. AC-Fragmenten und ho-
modimeren Klasse llI-ACn. PlafaAC: Plasmodium falciparum mutmalliche AC-
Fragmente; RhimeCya1: Rhizobium meliloti Cya1; StiauCyaA/-CyaB: Stigmatella
aurantiaca CyaA/-CyaB; DicdiCyaG: Dictyostelium discoideum CyaG

Die erste PCR dieses Ansatzes wurde mit den Primern ClIIbAC1-s (DIR(N/D)FT) und CIIl-
bAC1-as (VN(I/M/V)AS(R/S)) durchgeflihrt. Wahrend der Sequenzierung stellte sich heraus,
daf die antisense-Primerlieferung ein falsches Oligonukleotid enthielt. Der Versuch wird hier
trotzdem aufgenommen, da die Produkte signifikante Ahnlichkeiten zu bekannten Proteinen
aufweisen. Als Matrize diente die frische Praparation genomischer DNA (vgl. vierte PCR, An-
satz 3). Es wurden 2 Produktbanden im erwarteten GréRenbereich kloniert und der Sequenz-
analyse unterzogen, wobei sich die Fehlerhaftigkeit des antisense-Primers herausstellte. Ne-
ben sense/antisense-Primer-Produkt mit Ahnlichkeit zu hypothetischen Proteinen von Homo
sapiens und Caenorhabditis elegans, tauchten sense/sense-Primer-Produkte auf, darunter ein
Klon mit Ahnlichkeit zu verschiedenen Proteinkinasen. Ein weiteres Produkt besal signifikante
Verwandtschaft zu dem humanen adult brain protein 239 und ORFs/Genprodukten von Homo
sapiens und Cae.el.. Die Produkte dieses PCR-Experiments sind ebenfalls in Tabelle 12 auf-
gefuhrt.
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Die PCR wurde mit einer neuen Lieferung des as-Primers wiederholt. Aus diesem Ansatz wur-
den 2 Produktbanden fir die Klonierung gewonnen. Die erhaltenen Bakterienkolonien wurden
fur die Sequenzierung mit einer sterilen Spitze von der Agarplatte gepickt, in 1x Reaktionspuf-
fer der tag-Polymerase gespllt und 15min bei 95°C erhitzt. Durch eine Standard-PCR mit
u- und r-Primer wurden die Inserts der Klone amplifiziert und als Matrize fur die folgende Se-
quenzierreaktion verwendet. Diese Klone standen also nicht in Form von Plasmid-
Praparationen zur Verfigung. Die Sequenzen von 9 Klonen konnte 5 verschiedenen Produk-
ten zugeordnet werden, darunter ein Klon, der die gesuchte Teilsequenz einer AC darstellt
(s.u.). Nebenprodukt dieses Ansatzes war eine Sequenz, die Verwandtschaften zu einer sehr
heterogenen Gruppe von Proteinen besitzt, u.a. host cell-Faktoren (HCG), Phosphoprotein-
Phosphatasen, Rab9 Effektor p40, TIP elongation aberrant protein und einige hypothetische
Proteine. Es wurden weitere 8 Klone dieser PCR sequenziert, aber es konnte kein zweiter Klon
mit einem AC-Teilgen gefunden werden.

Block II
PCR-AC-genKlon : 49
BreliCya 292
StrcoeCyaA 245
RhimeCyal 53
StiauCyaA 283
StiauCyaB 220
AnaspCyaBl 655
AnaspCyaB2 : 655
YeastCyaA 1721
TrepaAC 447
DicdiCyaG 450
paraGC-C,_ . 314

Abbildung 6: Sequenzmotive verschiedener Klasse Il homodimerer ACn im Konsensblock Il. Das
konservierte Lysin (Pfeil) ist eine der Substratspezifitats-vermittelnden Aminosauren.
GCn besitzen an der entsprechenden Position ein Glutamtat (E) (vgl. paraGC-C,,jike)-
(BreliCya: Brevibacterium liquefaciens AC; StrcoeCyaA: Streptomyces coelicolor Cy-
aA; RhimeCya1: Rhizobium meliloti AC1; StiauCyaA/-CyaB: Stigmatella aurantiaca
CyaA/-CyaB; AnaspCyaB1/-CyaB2: Anabaena spirulina CyaB1/-CyaB2; YeastCyaA:
Saccharomyces cerevisiae CyaA; TrepaAC: Treponema pallidum AC; DicdiCyaG:
Dictyostelium discoideum CyaG; paraGC-C,,.jxe: ParaGC)

Im blastx-Datenbankvergleich zeigte die AC-Teilsequenz keine signifikante Ahnlichkeit zu be-
kannten Proteinen, auch nicht zu ACn oder GCn. Die Sequenz konnte anhand des Block II-
Konsensusmotivs als mdgliche AC-Sequenz eingestuft werden (s. Abbildung 6). Ein Motiv des
Konsensusblock Il konnte nicht zugeordnet werden. Wie sich spater herausstellte lag der
Grund hierfur in einem nicht-erwartungsgemafRen Anlagerungsverhalten des antisense-
Primers, der zwischen Block Il und lll out of frame gebunden hatte. Diese erste AC-Sequenz
wird fortan PCR-AC-genKlon genannt.

Um die Sequenz zu bestatigen, wurde eine PCR mit einer cDNA-Genbank (amplifizierte Frak-
tion 1/1) als Matrize angesetzt. Es wurden die spezifischen Primer ACpS1 und ACpAS1 einge-
setzt, deren Sequenz so gewahlt wurde, dal’ sie exakt innerhalb der PCR-Primer-Sequenzen
CllIbAC1-s/CllIbAC1-as auf PCR-AC-genKlon zu binden kamen. Zum Vergleich wurde eine
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PCR mit genomischer DNA als Matrize angesetzt. Es entstand sowohl ein genomisches, als
auch ein cDNA-PCR-Produkt, d.h. das Gen der gefundenen AC-Teilsequenz wird transkribiert.
Es handelt sich also mit aller Wahrscheinlichkeit um einen Proteinkodierenden genomischen
DNA-Abschnitt. Die geringfligige Differenz in der Laufhéhe der beiden PCR-Produkte (ca.20-
30bp) deutete auf das Vorhandensein eines Introns hin. Durch die Klonierung und Sequenzie-
rung des cDNA-PCR-Produktes wurde diese Annahme bestatigt (s. Abbildung 7). Die cDNA-
Sequenz wurde im folgenden Genbankscreen als Sonde eingesetzt und wird im Weiteren als
Sonde 1 bezeichnet.

I -
CATATTAGGCATT TCACT GAT L CAC T AAGTC T TECAAAAAG ATGTATGTTOTT TGO TAAAT AATATAGCTCAGATTOTTCATT

' ' } ' } ' } ' } ' } ' } ' } ' } + 85
CTATAATC CCTAAAGTGACTACG GTGAC TTCAG AACGT TTTTC TACAC TACAACAAACATTTATTATATCGACTCTAACAAGT AL

——— ———

L cibacts I ACPE '
o I R DF T D & T E % L 0 K D ¥ M L F % N N I & E I ¥ H 28

!
CAATGGTGGATCGATATC AAGGA TCAGE CAATAAARAC ATAGG AGATGCATTCCTATTAGTTTGGAAAATCAATGATTCTTAATG

t t t t t t t t t t t t t + t + + 170
GTTACCACCTAGC TATAGTTCCTAGTCGGTTATTTTTGTATCCTCTACGTAAGGATAATCAMMCCTTTTAGTTACTAAGAATTAC

S H ¥ 0D R ¥ 0 G 5 A& N KN I 6 D0 & F L L ¥ w K I N O 5 0 W 57

———————————————————————— o
GTATGAAG AT LA AT GAAAT A AT GG TAAAT ATCATATTAT TATTTAAGGTCCAAC TTGACATTCATAAAC TAATTAGCTGAT

+ t + t + t + t + t + t + t + t + 2535
CATACTTCTACCT TTACT TTAGT TTACC AT TTATAGTATAATAATAAATTCCAGGTTGAACTGTAAGTATTTGATTAATCGACTA

—————

ritran
¥ E D G N E I K w a I 5 %¥ ¥ ¥ L R 5 N L T F I N 0O L & D 85
|
TETGECTCTAAT TG T T T AT GAA GATAT ATGC T AAGAT CAATAGAGAACCTAAAATAT TAGAATATAGAAMATGATGAGAGATT AL
t + t + t + t + t + t + t + t + + 340
A A GAGA TTAAC GAAAGTACTTCTATATACGATTCTAGTTATCTCTTGGATTTTATAATCTTATATCTTTACTACTCTCTAATT

—
L scpast —1

cC & L I &4 F H K I ¥ & K I ¥ R E P K I L E ¥ R N O E R L 113

GTCAACGTCGCAAGTAG

+ t + 337
CAGTTGCAGCGTTCATC

A——

L ciibact.as —

5 0 R R K 0 19 | Sonde 1

Abbildung 7: Sequenz des PCR-AC-genKlon. Die Sequenz der Sonde 1 liegt innerhalb der Clllb-
AC1-s / CllIbAC1-as-Grenzen und ist durch den Pfeil gekennzeichnet. Das Intron

konnte durch die Sequenzierung des cDNA-PCR-Produktes detektiert werden. Lese-
raster +1 ist der einzig durchgehende ORF.

4.1.2 Genbank-Durchmusterung

Um das Gesamtgen der AC zu finden, konnte nun die gefundene AC-Teilsequenz (Sonde 1)
fir einen Genbankscreen mit einer vorhandenen cDNA-Bank aus Paramecium tet. 51S (Be-
schreibung der cDNA-Bank s. S. 28) verwendet werden. Von der cDNA-Primarbank Fraktion1
war aus dem PCR-Versuch mit dem spezifischen Primerpaar ACpS-1/ACpAS-1 (Amplifikation
der Sonde 1, s.0.) bekannt, dal} sie das gesuchte Gen beinhaltet. Der nachste Schritt bestand
darin, die bereits vorliegenden, amplifizierten Subfraktionen 1-9 der Primarbank Fraktion1 e-
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benfalls mittels PCR-Durchmusterung mit den genannten Primern auf das Vorhandensein des
gesuchten Gens zu untersuchen. Die Subfraktionen 2-9 ergaben das gesuchte PCR-Produkt.
Von der positiven Subfraktion 8 lagen bereits 20 Amplifikate (Subsubfraktionen) a 10000pfu
vor. An diesen Subsubfraktionen wurde eine letzte PCR-Durchmusterung durchgefihrt, welche
die Subsubfraktionen 1, 6 und 9 als positiv auswies. Subsubfraktion 6 zeigte das starkste PCR-
Signal und wurde deshalb fiir den folgenden Genbankscreen mit radioaktiver Sonde verwen-
det. Das Sonde 1-Amplifikat diente als Matrize fUr die radioaktive Markierung. Es war in
pBluescript Il SK(-), EcoR V kloniert worden, so daf} in die Markierungsreaktion das 312bp-
Fragment eines EcoR |/Hind lll-Verdaus eingesetzt werden konnte. Die Reaktion wurde mit
dem rediprime-Kit von Amersham Pharmacia durchgefihrt. Um ausreichende Mengen zu er-
halten, wurden zwei Reaktionen mit je ca. 30ng DNA und 130x10°pm [0*?P]-dCTP angesetzt,
die anschlief3end vereinigt wurden. Insgesamt wurden ca. 85ul Sonde 1 (Eluat der GréRenfrak-
tionierung) mit einer Aktivitdt von 670000cpm/ul gewonnen, welche nach Denaturierung auf 2x
20ml Hybridisierungslésung verteilt wurden (resultierende Aktivitat der Hybridisierungslésung:
1,3x10°pm/ml). Von 8 Phagenplatten & 10000pfu der Subsubfraktion 8 wurden Abziige auf
Nylonmembranen hergestellt, je Platte ein A- und ein B-Abzug. Die Autoradiographie der
hybridisierten Membranen ergab 10 auf beiden Abzligen identische Signale. Die zugehdrigen
Phagenpopulationen auf den Agarplatten wurden ausgestochen und extrahiert. Die PCR-
Durchmusterung der erhaltenen Phagensuspensionen mit den spezifischen ,Sonde 1-Primern®
ACpS1/ACpAS1 wies alle 10 Extrakte als positiv aus. Zur klonalen Vereinzelung der Phagen-
population wurde mit Phagensuspension 5 ein zweiter Screen durchgefiihrt. Hierfir wurden
Phagenplatten mit sinkenden Mengen der Phagensuspension hergestellt:

Platte 0:  100pl einer 1:100 - Verdinnung der Phagensuspension 5
Platte 1:  100pl einer 1:1000 -Verdinnung der Phagensuspension 5
Platte 2:  20pl einer 1:1000 -Verdinnung der Phagensuspension 5
Platte 3: 5ul einer 1:1000 -Verdinnung der Phagensuspension 5
Platte 4: 1ul einer 1:1000 -Verdinnung der Phagensuspension 5

Platte 0 fand keine Verwendung im Screen, da die Plaques der Phagenkolonien nicht isoliert
lagen. Die hybridisierten Abzuge der Platten 1-4 ergaben in der Autoradiographie (12Std.) zwei
Signale, die als copyKlon 2 (von Platte 2) und copyKlon 3 (von Platte 3) bezeichnet wurden.
Die korrespondierenden Phagenkolonien wurden ausgestochen, extrahiert, einer in vivo-
excision unterzogen und anschlieBend von beiden Seiten ansequenziert (T3- und T7-
Sequenzierprimer). Soweit dies anhand der jeweils ersten ca. 500bp des 5'- und des 3-Endes
beurteilt werden konnte, waren copyKlon 2 und 3 identisch. Alle weiteren Schritte wurden mit
copyKlon 3 durchgeflihrt, der von nun an als cKlon bezeichnet wird. Zur Freisetzung des
cDNA-Inserts aus dem Vektor pBK-CMV wurde mit EcoR I/Xho | verdaut®®. Es entstanden 4
Fragmente (1,3kb, 0,8kb, 0,4kb und 0,3kb). Bei Verdau nur mit EcoR | fiel das 0,3kb-Fragment
weg, was zeigt dall dieser cKlon-Abschnitt das 3’-Ende bildet. Dies war durch die T7-
Sequenzierung (3’-Ende) des cKlons bestatigt worden: es befinden sich dort die entsprechen-
de EcoR |- und Xho I-Schnittstelle. Die EcoR I-Fragmente wurden fir die vollstandige Sequen-
zierung des cKlons in pBluescript Il SK(-) (EcoR I, dephos.) subkloniert. Sequenziiberschnei-

% Bei der cDNA-Bank-Herstellung waren am 5’-Ende EcoR |-Adapter, am 3’-Ende Xho I-Schnittstellen
an jedem cDNA-Molekiil eingefiihrt worden (vgl. 2.5.4).
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dungen mit den T3- und T7-Sequenzierungen des cKlons ermdglichten, die Sequenzen der
EcoR I-Fragmente in die korrekte Reihenfolge zu bringen, wie aus der folgenden Karte
(Abbildung 8) ersichtlich ist.

S S > S S S
Q)@Q. Q_«;’\ ééé Q)@Q. Q,s@\ Q)&q. Q)@Q. Y’Q\& @@Q. .«;«\&
t” | | } | | | :I | | } :I
1 1000 2000 2500 2668
, PCR-AC-copyKlon (2268bp) |
I Sonde1 I
. 5-Ende (623bp) . . 3-Ende (594bp)
I 1 1 1
1,3kb-Frag.
u i
, 0,8kb-Frag. |
' " 0,4kb-Frag.
e

. Nde |-EcoR V-Frag. ,
I 1

. BspM I-Afl ll-Frag. |

Abbildung 8: Karte des cKlons mit Lage der EcoR I-Fragmente, der 5'-Sequenz (T3-Sequenzier-
ung), der 3'-Sequenz (T7-Sequenzierung), des Nde I-EcoR V-, des BspM I-Aff 1-
Fragments und der Sonde 1. Die Nummerierung bezieht sich auf den cKlon (s.u.).
Lage der Schnittstellen: EcoR I: -13bp, 1262bp, 2013bp, 2397bp; Rsa |:615bp (und
weitere); Nde 1:968bp; BspM 1:1512bp; EcoR V: 1716bp; Afl ll: 2260bp; Xho 1:1bp
downstream des Poly-A-Schweif. Das 1,3kb-EcoR |-Fragment wurde an der Rsa I-
Schnittstelle unterteilt und die subklonierten Fragmente sequenziert.

Der Zusammengehdrigkeitsnachweis von Nahtstellen zwischen EcoR I-Fragmenten, an denen
keine (1,3kb-Frag. <> 0,8kb-Frag.) oder nur geringe (0,4kb-Frag. <» 3’-Ende) Sequenzlberlap-
pungen existierten, wurde durch die Sequenzierung des Nde I/EcoR V- und des BspM l/Afll I-
Fragments erbracht. Damit war die Sequenz des cKlons vollstédndig und wurde durch mehrfa-
che Sequenzierung abgesichert.

Es wurde eine 2668bp lange cDNA gefunden. Die Numerierung des cKlons beginnt mit +1 an
der ersten Base der cDNA nach der EcoR |-Adaptersequenz der cDNA-Bank-Herstellung (Ba-
sen der Adaptersequenz (AATTCGGCACGAG) -13 bis —1). Am 3’-Ende besitzt der cKlon ei-
nen 17bp langen Poly-A-Schweif (bp 2652-2668).

Die korrespondierende Aminosauresequenz der Sonde 1 mit den AC-Konsensusmotiven be-
findet sich in Leseraster +3 des cKlons. In diesem Leserahmen herrscht ein durchgehender
ORF von Base 3 bis 2591. Bei bp2592-2594 befindet sich 57bp upstream des Poly-A-Schweifs
ein Stopcodon. Im 5’-Bereich des cKlons ist ein mdgliches ATG-Startcodon im erwahnten Le-
seraster erst bei bp255-257 vorhanden. Ein solch langer 5’-UTR ist unwahrscheinlich und lie®
vermuten, dal} das eigentliche Startcodon upstream liegt und der cKlon am 5’-Ende noch nicht
vollstandig war. Diese Vermutung deckte sich mit Erfahrungen, dall mRNAs von Paramecium
nur kurze 5-nicht-translatierte Bereiche besitzen. Bei der cDNA-Herstellung fiir die verwendete
Genbank mit dem ZAP cDNA Synthesis Kit (Stratagene) war zunachst eine Erststrangsynthe-
se mit einem Poly-T-Primer zu einem cDNA/mRNA-Doppelstranghybrid durchgefihrt worden.
Fir die Synthese des zweiten cDNA-Stranges war dem Hybrid RNAse fir den Abbau des
mRNA-Stranges zugesetzt worden. Entstehende mRNA-Bruchstlicke dienten der DNA-
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Polymerase | als Primer fir die Zweitstrangsynthese. In diesem Schritt und im anschlieRenden
Polishing war das kurze 5-Ende mdglicherweise bis hinter das Startcodon verkurzt worden.
Zur Vervollstandigung des Gens, wurde ein zweiter Genbankscreen notwendig.

4.1.3 Etablierung des Gesamtgens

Um die Sequenz um den fehlenden Bereich upstream des 5-Endes und um das Startcodon
erweitern zu kdnnen, wurde erneut ein Genbankscreen durchgefihrt.

4.1.3.1 Durchmusterung einer genomischen DNA-Bank
Die verwendete DNA-Bank war genomischen Ursprungs, wodurch die Problematik der Verkir-
zung des 5-UTR bei der cDNA-Herstellung umgangen werden konnte.

Anhand des 5’-Bereichs des cKlons wurden spezifische Primer flr die Herstellung einer Sonde
entworfen. Das Primerpaar ACp-s2/ACp-as2 umfaldte den Sequenzabschnitt von bp 2-310 des
cKlons. Amplifiziert wurde die Sondensequenz (im Weiteren bezeichnet als Sonde 2) durch
eine Standard-PCR mit genomischer template-DNA. Laufhéhenunterschiede im Vergleich zu
einem Produkt aus einer entsprechenden cDNA-Amplifikation110

wiesen auf das Vorhandensein eines Introns hin. Die Klonierung und Sequenzierung des ge-
nomischen Sonde 2-PCR-Produkts brachte 2 Introns zwischen bp 97 und 98 und zwischen
bp 257 und 258 des cKlons zum Vorschein. Problematisch hatte eine EcoR I-Schnittstelle im
ersten Intron werden kdnnen, da die Genbank aus EcoR I-fragmentierter genomischer DNA
kloniert wurde. Es stellte sich aber heraus, da® ausreichende Mengen unvollstandig verdauter
DNA-Fragmente vorhanden waren.

Vorbereitend wurde zunachst eine PCR-Durchmusterung der Primarbank und der vorliegen-
den Subfraktionen mit den spezifischen Primern ACp-s2/ACp-as2 durchgefuhrt. Die genomi-
sche Primarbank ergab ein positives Signal. Von dieser Bank standen 20 Subfraktionen mit je
50000pfu zur Verfligung, deren Durchmusterung 19 Subfraktionen als positiv auswies (Sub-
fraktion 8: negativ). Von der positiv durchmusterten Subfraktion 4 existierten 20 amplifizierte
Subsubfraktionen, die nach der gleichen Methode untersucht wurden. Die Subsubfraktionen 1,
4, 7, 9 und 12 zeigten das gewinschte PCR-Signal. Fur die folgende Durchmusterung mittels
radioaktiver Sonde wurde Subsubfraktion 4 ausgewahlt, da hier das quantitativ starkste Signal
auftrat. Die Titerbestimmung dieser Subsubfraktion ergab 26,8 x 10°pfu/ml.

Wie beim vorangegangenen cDNA-Genbankscreen wurden zwei aufeinander folgende
Durchmusterungen durchgefihrt, die zweite um aus der gefundenen Phagenpopulation des
ersten Screens Einzelklone zu isolieren. Fir den ersten Screen wurden von Subsubfraktion 4
acht grole Phagenplatten a 27000pfu gegossen, und davon 2x 8 Plaqueabzlige hergestellt.
Sonde 2 wurde fur deren Hybridisierung nach dem Protokoll des rediprime DNA labeling sys-
tem (Amersham Pharmacia) radioaktiv markiert. Als Matrize diente ein PCR-Amplifikat der in
pBluescript Il SK(-) einklonierten Sondensequenz. Es wurden zwei Reaktionsansatze mit je-
weils ca. 30ng Sonde 2-DNA durchgefihrt, welche vereinigt nach GroéRenfraktionierung 80ul
Eluat mit einer Aktivitit von 120000cpm/ul = 9,6x10°cpm/80ul ergaben. Bei einer angestrebten
Aktivitat von 1,5 — 6x10°cpm/ml reichte dies fiir 15ml Hybridisierungs-Lésung aus; ein Volu-
men, das fiir die Hybridisierung von 8 Membranen (A-Abzlige) (eine Glasrohre) hinreichend ist.
Fir die Herstellung der Hybridisierungs-Lésung fir die B-Abzlige wurde die Markierungsreak-
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tion wiederum als Doppelansatz nach dem gleichen Protokoll wiederholt. Es wurden 80ul Eluat
mit einer Aktivitat von 300000cpm/ul gewonnen, die zu 20ml Hybridisierungs-Lésung gegeben
wurden. Nach 13Std. (A-Abziige) bzw. 20Std. (B-Abzlige) Autoradiographie waren bei den A-
Abzigen auf Membran 7 zwei schwache Signale zu erkennen. Die Stellen wurden auf der A-
garplatte lokalisiert, ausgestochen und der Agarblock extrahiert. Zusatzlich wurde als Negativ-
kontrolle ein Agarblock an einer beliebigen Stelle der gleichen Agarplatte ausgestochen und
extrahiert. In der PCR-Durchmusterung (Sonde 2-Primer) der erhaltenen Phagensuspensionen
wurden jedoch keine Produkte erhalten, was den negativen Befund der B-Abzlige bestatigte.
Es wurde erneut eine Autoradiographie fur 95Std. (A-Abzuge) und 86Std. (B-Abzlige) durchge-
fuhrt. Die zeitlich verlangerte Autoradiographie ergab 11 schwache, auf beiden Abzligen iden-
tische Signale. Die korrespondierenden Bereiche auf den Agarplatten wurden ausgestochen
und die Phagenextrakte einer PCR-Durchmusterung unterzogen. Es stellte sich folgendes Er-
gebnis ein:

Agarplatten-Nr. Platte 2 Platte 4 Platte 6 PlL. 7| Platte 8
Phagenextrakt 21122 |40|41|4-2|43|61|6-2|6-3|7-1]81]|8-2
PCR-Ergebnis + + - ++ | + + + - + + + +

H_J

Negativ-

kontr.

Von Platte 4 wurde eine Negativkontrolle fur die PCR-Durchmusterung erzeugt, indem ein A-
garblock an einer beliebigen Stelle ausgestochen wurde. Phagenextrakt 4-1 wurde fir den
zweiten Screen ausgewahlt. Es wurden 4 kleine Phagenplatten mit steigenden Mengen einer
1:2000-Verdinnung der Phagensuspension hergestellt:

Platte 1: 1ul 1:2000-Verdinnung des Phagenextrakt 4-1
Platte 2:  5ul 1:2000-Verdinnung des Phagenextrakt 4-1
Platte 3:  20pul 1:2000-Verdlinnung des Phagenextrakt 4-1
Platte 4: 100pl 1:2000-Verdinnung des Phagenextrakt 4-1

Von jeder Platte wurde ein A- und ein B-Abzug hergestellt, die nach dem Ublichen Prozedere
hybridisiert wurden. Die Hybridisierungs-L6sung des vorangegangenen Screens konnte wegen
des zu grofden zeitlichen Abstands nicht wiederverwendet werden. Aufgrund der unzureichen-
den Effektivitdt des radioaktiven labelings von Sonde 2 mit dem rediprime-Kit wurde fir die
erneute Markierung von Sonde 2 ein alternatives Protokoll entwickelt, welches im Grunde ei-
nen manuell ausgefiihrten, einzelnen PCR-Zyklus darstellt. Die geringe Ausbeute aus der
Markierungsreaktion mit dem rediprime-Kit konnte verschiedene Grinde haben. Zum einen
war der Kit bereits mehrere Jahre alt und damit die Polymerase oder andere Bestandteile des
Reaktions-Lyophilisats moglicherweise defekt. Zum anderen besal} die zu markierende Son-
de 2-DNA-Sequenez einen A/T-Gehalt von 68,6%, eine Basenzusammensetzung fir welche
die 9mer-Randomprimer des Kits mdglicherweise mangels komplementarer Bereiche unge-
eignet sind. Generell gilt, dal’ sich die Sonde 2-Sequenz durch den hohen A/T-Gehalt nur
schlecht mit [0 *P]-dCTP markieren laRt. Die manuelle Durchfiihrung der PCR-
Markierungsreaktion unter Einsatz der spezifischen Primer (ACp-s2/ACp-as2) versprach eine
ausreichende Steigerung der Markierungseffizienz (Vorgehensweise s. S 40). Es wurde ein
100ul-Ansatz durchgefihrt. Nach Gelfiltration konnten 80ul Eluat erhalten werden, deren
Aktivitdt von 1,57x10%pm/ul rund eine 10er-Potenz héher lag als bei den Sonde 2-
Markierungen mit rediprime.
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Die hybridisierten Membranen wurden fir 15Std. autoradiographiert, wobei die Membranen der
Platte 4 ausgenommen wurden, da hier keine isoliert liegenden Einzelklone vorhanden waren.
Es wurden viele Signale erhalten, jedoch konnten sie auf den Platten 2 und 3 keinen isoliert
liegenden Plaques zugeordnet werden. Von Platte 1 wurden folgende Plaques ausgestochen
und die Phagenextrakte mittels PCR mit den Primern ACp-s2/ACp-as2 auf das Vorkommen
der Sonde 2-Sequenz untersucht:

Tabelle 14: Klone des zweiten genomischen Genbankscreens von Phagenplatte 1

Klon | Bemerkung PCR
Eindeutig dem Signal zuzuordnender isolierter Plaque; bei Uberfiihrung des A-
1-1a | garblocks konnte Sterilitat nicht gewahrleistet werden, weshalb der Rand des ++
Plaques nachgestochen wurde (1-1b).
1-1b | Gleicher Plaque wie 1-1a; Uberreste nachgestochen. (+)*
12 Einzelplaque; das ausgefranste Signal konnte aber nicht zweifelsfrei diesem (+)%
Plague zugeordnet werden.
13 Wurde am Rande eines Zwillingsplaques ausgestochen (Einzelklon?); das aus- |
gefranste Signal konnte nicht zweifelsfrei zugeordnet werden.
Spater wurden von Platte 2 folgende Phagenplaques ausgestochen:
Tabelle 15: Klone des zweiten genomischen Genbankscreens von Phagenplatte 2
Klon | Bemerkung PCR
2.1 Das Autoradiographiesignal konnte einem Zwillingsplaque zugeordnet werden; +
es wurde am Rand versucht, einen Einzelklon zu stechen.
2.2 Zweiter Plaque des bei 2-1 beschriebenen Zwillingsplaques; es wurde am Rand +
ausgestochen; einem der beiden Klone ist das erhaltene Signal zuzuordnen.

Zunachst wurde Phagenextrakt 1-1a einer in vivo-excision unterzogen und sequenziert. Die
Sequenz war nicht die gesuchte Verlangerung des cKlons, sondern besal} hochsignifikante
Annlichkeit zu Histon H4, wie sich im Datenbankvergleich herausstellte (Klon If-1-1a; s. Tabelle
12, Ergebnisse des blastx-searches s. Kapitel 7.1). Daraufhin wurden die Phagenextrakte 1-3,
2-1 und 2-2 der in vivo-excision zugeflihrt. Die ersten Sequenzierungen zeigten, daf} es sich
bei allen um die gleichen Sequenzen handelte, deren 3’-Enden wie gesucht mit dem 3’-Ende
des 1,3kb-EcoR I-Fragments des cKlons identisch war. Es stellte sich heraus, da® Phagen-
suspension 2-2 zwei verschiedene Phagenklone enthielt, nach der in vivo-excision standen
jedoch Reinklone zur Verfligung, wobei ein Typ offenbar ein Doppel-Insert enthielt. Dieser Typ
wurde verworfen. Als Referenzklon fir die weiteren Arbeiten wurde der korrekte Klon 2-2 ver-
wendet. Er wird fortan als gKlon bezeichnet. Durch einen EcoR I-Verdau wurde er in ein 1,2kb-
Fragment und ein 800bp-Fragment unterteilt, wobei das 800bp-Fragment upstream der In-
tron1-internen EcoR I-Schnittstelle lag und die Verlangerung des cKlons darstellte, wahrend
das 1,2kb-Fragment downstream dieser Schnittstelle lag und mit Ausnahme von Intron-
Sequenzabschnitte identisch zum cKlon war (s. Abbildung 9).

% Es entstand ein sehr schwaches Produkt, welches nicht als positives Signal gewertet wurde.

% Es entstand ein sehr schwaches Produkt, welches nicht als positives Signal gewertet wurde.
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Abbildung 9: Karte zur Verdeutlichung der Lage des gKlons zum cKlon. Die Introns 1-4 sind als
dicke Balken im gKlon eingezeichnet. Genaue Lage der eingezeichneten Elemente:
Beginn cKlon-Seq. auf gKlon: bp701; EcoR I-Schnittstellen: gKlon: bp1/cKlon: --,
gKlon: bp813/cKlon: --, gKlon: bp2062/cKlon: bp1262; Intron1: gKlon: bp798-820/
cKlon: zw. bp97/98; Intron2: gKlon: bp981-1002/cKlon: zw. bp257/258; Intron3: gKlon:
bp1143-1173/cKlon: zw. bp397/398; Intron4: gKlon: bp1464-1487/cKlon: zw.
bp687/688; Sonde 2: gKlon: bp703-1055/cKlon: bp3-310; angenommenes Startcodon
(ATG): gKlon: bp697-699/cKlon: -4 - -2.

4.1.3.2 Bestimmung des Startcodons

Fir die Bestimmung des Startcodons des mutmalfilichen AC-Gens, war das 800bp-EcoR I-
gKlon-Fragment als Verlangerung des cKlons ausschlaggebend. Dieses ist im folgenden ab-
gedruckt (Abbildung 10), um die Argumentation bezlglich der Festlegung des Startcodons zu
verdeutlichen.

An Position bp 701 des gKlons beginnt die bekannte Sequenz des cKlons. Der ORF des
cKlons, welcher die AC-Konsensusmotive beinhaltet, liegt am 5-Ende des 800bp-EcoR I-
gKlon-Fragments in Leseraster +1. An Position bp 697-699 im gKlon, also 4bp upstream des
cKlon-5’-Endes ist in diesem Leserahmen ein Startcodon zu finden. Zwischen dem upstream
an gKlon-Position bp 505-507 liegenden Stopcodon und dem genannten Startcodon befindet
sich kein weiteres, alternatives ATG in frame. Daraufhin wurde die Hypothese aufgestellt, das
genannte Startcodon (bp 697-699) sei das Startcodon der AC. Die DNA-Zusammensetzung
upstream des vermutlichen Startcodons untermauerte diese Annahme. Der Sequenzabschnitt
bis 71bp upstream des ATG (bp 626-696) besitzt mit 91,5% A/T-Gehalt einen A/T-Reichtum,
wie er in kodierenden Genomabschnitten nicht vorkommt. Weitere 53bp upstream (bp 573-
625) findet sich eine DNA-Region mit einem flr Paramecium sehr hohen G/C-Gehalt von
54,7%, was wiederum fir einen nicht-kodierenden Bereich spricht. Der nochmals upstream
liegende Abschnitt zwischen bp 523 und dem G/C-reichen Bereich ab bp 573 ist wiederum
Uberdurchschnittlich A/T-reich (88,3%). Diese Region wechselnder A/T- und G/C-reicher Ab-
schnitte ist vermutlich als 5-UTR des AC-Gens oder als 3’-UTR des upstream liegenden Struk-
turgens anzusehen. Die upstream-message endet moglicherweise an dem Stopcodon bp 505-
507 des Leserasters +1 oder dem Codon bp 528-530 des Leserasters +3.
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Abbildung 10: Karte des 800bp-EcoR I-Fragments des gKlons. Sequenzabschnitte, die die Bedin-
gungen fur Introns erfullen, wurden mit einem Querbalken oberhalb der Nukleinsaure-
sequenz eingezeichnet: gestrichelte Balken stehen fir Introns, die auf die Lage eines
alternativen Startcodons keinen Einfluld besitzen; mégliche Introns, die eine Rolle bei
der Bestimmung des Startcodons spielten, sind mit einer dinnen Linie gekennzeich-
net und wurden als mgl.Intr.1 bis mgl.Intr.6 bezeichnet (genaue Lage s. Tabelle 16,
Tabelle 17); der dicke Balken zeigt die Lage des Introns, welches durch die PCR-
Klonierung der upstream message identifiziert wurde (bp 270-302). Bei Base 701 be-
ginnt die bekannte Sequenz des cKlons; 4 Basen upstream liegt das vermutete Start-
codon (grau eingerahmt). Die Stopcodons, welche fir die upstream message vermutet
wurden, sind ebenfalls grau eingerahmt.

Alternative Mdglichkeiten zu dem angenommenen Startcodon konnten nur noch durch up-
stream liegende Introns eréffnet werden, die von einem alternativen ORF auf das AC-Leseras-
ter +1 flhren. Introns in Paramecium sind, wie bereits an anderer Stelle erwahnt, sehr charak-
teristisch: sie besitzen eine Lange von 20-33bp, beginnen mit dem Dinukleotid GT und enden
auf AG. Es wurden alle Sequenzabschnitte upstream des vermuteten Startcodons herausge-
sucht, die diesen Charakteristika gehorchen, und darauf Uberprtft, ob sie zu alternativen Start-
codons fiihren. Die mdglichen Introns sind in der Karte Abbildung 10 als ,mgl.Intr.“ eingezeich-
net und durchnumeriert. Keines der Introns ertffnet eine Alternative, auch die Kombination
mehrerer Introns nicht (s. Tabelle 17).
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Tabelle 16: Mogliche Introns upstream des vermuteten Startcodons, die bei der Festlegung des end-
gultigen Startcodons zu berlcksichtigen waren.

Bezeichnung des Introns |Lage auf dem gKlon |Lange
mogliches Intron 1 bp 635-664 30bp
mégliches Intron 2 bp 605-635 31bp
mdgliches Intron 3 bp 481-508 28bp
mdgliches Intron 4 bp 435-465 31bp
mdgliches Intron 5 bp 435-462 28bp
mogliches Intron 6 bp 429-462 34bp™®

Tabelle 17: Leserasterwechsel, welche bei Splicing der oben aufgefiihrten, vermeintlichen Introns
auftreten (resultierendes Leseraster (LR): +1)

Intron-

Nr Auswirkung des Splicings

Splicing dieses Introns ergibt keinen Wechsel des Leserahmens (LR +1 nach

mgl.Intr.1 LR +1); bereits erwahntes Stopcodon upstream (bp 505-507)

Deletion fuhrt von LR +3 nach LR +1; upstream befindet sich kein alternatives

mglIntr-2| 542 rtcodon in LR +3; Stopcodon bei bp 528-530

Entfernung dieses Introns beseitigt das Stopcodon bp 505-507 und ergibt einen
mgl.Intr.3 | LR-Wechsel von +3 nach +1; in LR +3 befindet sich kurz oberhalb der Stop bp 459-
461; dazwischen kein mogliches Startcodon

mgl.Intr.3 | mgl.Intr.4 beinhaltet das bei Intr.3 erwahnte Stopcodon; bei Entfernung beider
+ Introns erfolgen die LR-Wechsel von +2 nach +3 nach +1; in LR +2 befindet sich
mgl.Intr.4 | wenig upstream ein Stopcodon (bp 404-406) ohne vorheriges Start-ATG

mgl.Intr.3 | mgl.Intr.5 beseitigt das bei mgl.Intr.3 erwahnte Stopcodon; Entfernung beider
+ Introns fihrt zu LR-Wechsel von +2 nach +3 nach +1; wenig upstream in LR +2
mgl.Intr.5 | befindet sich das Stopcodon bp 404-406

mgl.Intr.3
+ wie Kombination mgl.Intr.3 mit mgl.Intr.4 bzw. mgl.Intr.5
mgl.Intr.6

Eine Untermauerung der Richtigkeit des vermuteten Startcodons wurde durch den PCR-Nach-
weis des Transkripts (cDNA) der upstream-message erbracht. Der antisense-Primer (pAC-
Anfg-as1) wurde so gewahlt, dal er unmittelbar downstream des Stopcodons (gKlon: bp 505-
507) der vermutlichen upstream-message zu binden kam. Der sense-Primer (pACAnfg-s1)
wurde ca. 300bp upstream auf einen Sequenzabschnitt gelegt, der nicht Bestandteil eines
maoglichen Introns sein konnte (bp 222-239) (vgl. Abbildung 10). Das erhaltene 273bp-PCR-
Produkt ist identisch zu der Sequenz des gKlons (bp 222-517) und deckte ein Intron im gKlon
von bp270-302 auf. Einzig Leseraster +2 zeigte einen durchgehenden ORF, der auf dem ver-
muteten Stopcodon endete. Es wurde davon ausgegangen, daf es sich bei dieser Sequenz
um das auf dem Genom upstream des potentiellen AC-Gens liegende Strukturgen handelt. In
einer Datenbanksuche zeigte die korrespondierende Proteinsequenz eine hohe Ahnlichkeit zu
myb-like DNA-binding Proteinen (s. Tabelle 12), die durch eine Smith/Waterman-Suche besta-
tigt wurde. Die Tatsache, das Transkript des upstream-Strukturgens gefunden zu haben, des-
sen Stopcodon auf genomischer Ebene im gleichen Leseraster wie die vermutete AC liegt,
bestatigte ein weiteres Mal das angenommene Startcodon.

% Dieses maogliche Intron ist mit 34bp langer als bisher bekannte Introns (20-33bp)

87



Ergebnisse

-12 +1
atgaGTGAAGCTCAAGTAAATCCGGAAGTAGATAACTAATCTGTAATATCAGAAGACAG
GGCGCCGCCACCATGAGCGAGGCCCAGGTTAACCCCGAAGTCGATAACCAGTCCGTGATCTCCGAGGACTC
M S EA Q VNP E VDNOQ S V I S E D S

CAACAATGAAGATGTTGACGTGTTTGGTCAAGATTAAGAGATTGATAAGTTTCCTCTCTTAACGAGTATTT
CAACAACGAGGACGTGGACGTGTTCGGCCAGGACCAAGAGATCGACAAGTTCCCCCTGCTCACCTCCATCC
N N ED VD VF G QD Q E I DK VF P L L T S I

TGGATAGTAGTTGGTCTCAAATATTAGTAAATCTCTTAACTATATATGCTCTATTTGGCGATGATATTAGA
TGGACTCCTCCTGGTCCCAAATCCTGGTGAACCTGCTCACCATCTACGCCCTGTTCGGCGACGATATCCGC
L DS s wWw s o I L vV N L LTI Y A L F G D D IR

ATTATTGCCTTTGATAAGAGGGCTGATGATGGATTTGATGTGATCACCATAATATGCATGALtAATATTTTC
ATCATCGCCTTCGACAAGCGGGCCGACGACGGCTTCGACGTGATCACCATCATCTGCATGATCATCTTCTC
I T A F DK RADIDGUPF D Vv I T I I CM I I F S

AATAGAAATCATCATTGCCAGTTTGGTTAGAACTGACTATTTTAATTCATTCTTTTTTTGGCTTGATATAA
CATCGAAATCATCATCGCCTCCCTGGTCCGCACCGACTACTTCAACTCCTTCTTCTTCTGGCTGGACATCA
I I T I A S L V R T D Y F NS F F F W L D I

TATCAACAGTTTCTTAGATTTTGGATATAACCTCGTTCAATATTGCAGTTGGTTTATAAGGTTCTGTGGCT
TCTCCACCGTGTCCCAAATCCTGGACATCACTAGTTTCAACATCGCCGTCGGCCTGCAGGGCTCCGTGGCC
I s T vs g I L. b I Ts F NI AV G L Q G S V A

GCAAAATCCGCCTCTTAATTGTCCCAAGCAAATAAAGCATCTAAAACAAGTTCGAAAGCAATTCGAGTGGT
GCGAAGTCCGCCTCCCAACTGTCCCAAGCCAACAAGGCCTCCAAGACCTCCTCCAAAGCCATCCGCGTGGT
A K S A S Q L S Q AN KW AJ S KT S S KA I R V V

TCGACTTGTTAGATTAATTAGAATAGTTAAGTTGTATAAGGCTGCAAGCTATTCATAAGAATAAGCCTTTA
GCGCCTGGTGCGCCTGATCCGCATCGTGAAGCTGTACAAGGCCGCCTCCTACTCCCAAGAGCAAGCTTTCA
R L v R L T R I v KL ¥ K A A S Y S Q E Q A F

AANGACAGCCCATCCGAACTTAGACTACGAAAAAAAGCAAAGCAACAATTTATCCCTCGGTGTACGAAAAT
AGCGCCAGCCCATCCGCACCCAGACCACCAAGAAGTCCAAGGCCACCATCTACCCCTCCGTGTACGAGAAC
K R ¢ P I R T T T K K S KA T I Y P S V Y E N

ATTAACAATGGGCCAGTTGAACAGGAGAATCTAAATAAAAAGGAGAATAATACTGAATAAAGGGAAGGAGA
ATCAACAACGGCCCCGTGGAACAAGAGAACCTGAACAAGAAGGAGAACAACACCGAGCAGCGCGAGGGLCGA
I NN G P V E Q ENTLN KK ENNTE Q R E G E

AGATAATGCGAATAGTTAAGAAAATCGAGAAAATTAAAATATGGTTGCAAAATAACAATAAATTGACAATT
GGACAACGCCAACTCCCAAGAGAACCGCGAGAACCAGAACATGGTCGCCAAGCAGCAGCAAATCGATAACT
D NA NS OQEDNIRENOQOQOQNMVYVAI K Q Q QQ I DN

CTATTCCAAAGGTCTAATAAATTCGTAGACAATCCATGAAAGAGCCATCGTAAGTCAAAGCCAAAGAAAAA
CCATCCCCAAAGTCCAGCAGATCCGCCGCCAATCCATGAAGGAGCCCTCGCAAGTGAAGGCCAAGGAGAAG
s I P K Vv Q9 0 I R R QS M K E P S Q V K A K E K

AAAGAATCCAGAGTGAGCAAAAGGTTGTCGGATTCCACAACGAAGAAAGTCATCATCCTTGTCATTTTATT
AAGGAGTCCCGCGTGTCCAAGCGCCTGTCCGACTCCACCACCAAGAAGGTCATCATCCTGGTGATCCTGCT
K ESsS R V s KR L s D s T T K K V I I L VvV I L L

ACTCTTAATAATGCCTTTATTTAGTTCTGATTACTATTTTGAACCATCCTATAGTTTAGCATATGCAGCTG
CCTGCTCATCATGCCCCTGTTCTCCTCCGACTACTACTTTGAACCCTCCTACTCCCTGGCCTACGCCGCCG
L L. T M P L F 8 S D YYPF E P S Y S L A Y A A

AGTATGTAAGAGTAGTGGCTGAGATTCCAAATACAAAACTAACTGAGATCAATTAGACAATATATTTCGTG
AATACGTACGCGTGGTGGCCGAGATCCCCAACACCAAGCTGACCGAGATCAACCAGACCATCTACTTCGTC
E Yy v R V V A E I P NTIKXKL T E I N Q T I Y F V

ATTGATTAGCATAAATCATTTGACACGCCAGTAGGATACATTACCAACCCATTTACTGAGATAGAGAATTA
ATCGACCAGCACAAGTCCTTCGACACCCCCGTCGGCTACATCACCAACCCCTTCACCGAGATCGAGAACTA
I D Q H K S v DT PV G Y I TNUPVF T E I E N Y
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59
59
20

130
130
43

201
201
67

272
272
91

343
343
114

414
414
138

485
485
162

556
556
185

627
627
209

698
698
233

769
769
256

840
840
280

911
911
304

982
982
327

1053
1053
351

1124
1124
375



Ergebnisse

TGAAACCCCTTCATATTAGTATTTAAGAGAAAGTTCGAAAAGCTATTATTTTGAATTAGTAGATCCTGTAT
CGAGACCCCCTCCTACCAATACCTGCGCGAGTCCTCCAAGTCCTACTACTTCGAGCTCGTGGACCCCGTGC
E T P S Y Q Y L R E S S K S Y Y F E L V D P V

TGGTGGGTTTGGAATACATTGGTGATCCTGTCATTCTTTTTGTCTCAGATAATTCTGATGTTGAGTCTAAG
TGGTCGGCCTGGAGTACATCGGCGACCCCGTCATCCTGTTCGTGTCCGACAACTCCGACGTCGAATCCAAG
L v &6 L E Y I G D PV I L F V S DN S D V E S K

AATTCAATCATCAATATTGTTAATACTTTATTTGTGAGTGCCGTATTGTTATTTGGAGCAATTGCCTTTTC
AACTCCATCATCAACATCGTGAACACCCTGTTCGTCTCCGCCGTGCTGCTGTTCGGGGCCATCGCCTTCTC
N s I I NI VNT L F V S A VL L F GA I A F S

TAATGATGCTAATAATGTTGCCTTGAAACCAATAGATAGGATGATAGTGAAAGTCAATTTAATAGCTAAGA
CAACGACGCCAACAACGTGGCCCTGAAGCCAATTGACCGCATGATCGTGAAGGTGAACCTGATCGCCAAGA
N D A NNWVAILIKUPIDI RMTIV KV N L I A K

ATCCCTAATTGGCCAAGGAGATGAAATTAGAATCTGATGGAACTCAAAAGGAAACCACTTAGATAGAAAAT
ACCCCCAACTGGCGAAGGAGATGAAGCTGGAGTCCGACGGCACGCAGAAGGAGACCACCCAAATCGAGAAC
N P QL AKX EMIKULE S DGT QK E T T Q I E N

GCTATCATCAAAATAGGGGCCTTGTTGGCATTGGGATTTGGTGATGCAGGTTCTGCTATTATAGGAACTAA
GCCATCATCAAGATCGGCGCACTGCTGGCCCTCGGCTTCGGCGACGCCGGCTCCGCCATCATCGGCACCAA
A I I K _I 66 A L. L. AL G F G D A G S A I I G T N

TATGGCATCATCAGGAGATGTGGATCCTATGTTACCAGGTAAACGTAAATGGGCAATTTATGGATTTTGTG
CATGGCCTCCTCCGGCGACGTCGACCCCATGCTGCCCGGCAAACGCAAATGGGCCATCTACGGCTTCTGCG
M A S S G D VD P MUL P G K R K W A I Y G F C

ATATTCGTAATTTCACTGATGCCACTGAAGTCTTGCAAAAAGATGTGATGTTGTTTGTAAATAATATAGCT
ACATCCGCAACTTCACCGACGCCACGGAAGTCCTGCAGAAGGACGTCATGCTGTTCGTCAACAACATCGCC
b I R N F T D A T E V L 9 K D VvV M L F V N N I A

GAGATTGTTCATTCAATGGTGGATCGATATCAAGGATCAGCCAATAAAAACATAGGAGATGCATTCCTATT
GAGATCGTGCACTCCATGGTCGATCGCTACCAAGGCTCCGCCAACAAGAACATCGGCGACGCCTTCCTGCT
E I v H s M VvV D R Y QQ G S A N K N I G D A F L L

AGTTTGGAAAATCAATGATTCTTAATGGTATGAAGATGGAAATGAAATCAAATGGTCCAACTTGACATTCA
CGTGTGGAAGATCAACGACAGCCAGTGGTACGAGGACGGCAACGAGATCAAGTGGTCCAACCTGACCTTCA
v W K T N D S 9 W Y E D G N E T K W S N L T F

TAAACTAATTAGCTGATTGTGCTCTAATTGCTTTCATGAAGATATATGCTAAGATCAATAGAGAACCTAAA
TCAACCAGCTAGCCGACTGCGCCCTGATCGCCTTCATGAAGATCTACGCCAAGATCAACCGCGAGCCCAAG
I N o L, A D C A L I A F M K I Y A K I N R E P K

ATATTAGAATATAGAAATGATGAGAGATTAAGTCAACGTTTGCCAGGATATAAAGTAAAGATGGGATTCGG
ATCCTGGAATACCGCAACGACGAGCGCCTGTCCCAACGCCTCCCCGGCTACAAAGTCAAGATGGGCTTCGG
I L E ¥ R N D E R L S§ QO R L P G Y K V K M G F G

ATTGCATATAGGATGGGGCATAGAAGGTGCCATTGGATCAGAATTCAAAATTGATGCCTCTTATCTGAGTC
CCTGCACATCGGCTGGGGCATCGAGGGGGCCATCGGCTCCGAGTTCAAGATCGACGCGTCCTACCTGTCCC
L H T G W GG I E G A I G S E F K I D A S Y L S

CAAATGTTAATATGGCTTCTCGTTTAGAAGCTGCTACTAAACAATATGGTGTGGCTGTCTTAATCTCAAGC
CCAACGTGAACATGGCCTCCCGCCTGGAAGCCGCCACGAAGCAGTACGGCGTGGCCGTGCTGATCAGCAGC
P N V N M A S R L E A A T K Q Y G V A V L I S S

GAATTGCACCAATATTTCTCCAATGAAGTCAAGAAATACACCAGATAGATTGATAAAGTCACTGTTAAGGG
GAGCTGCACCAGTACTTCTCCAACGAGGTCAAGAAGTACACCCGCCAGATCGACAAAGTCACCGTGAAGGG
E L H 0 Y F S N E VvV K K Y T R © I D K V T V K G

AAGTGTCAAACCTATTGGGTTGTTCACTGTGGAGATGGAGGCTGATGATCTGCCTCCTAGCAAATAGGATT
CTCCGTGAAGCCCATCGGCCTGTTCACCGTGGAGATGGAGGCCGACGACCTGCCGCCTTCGAAACAGGACT
s v K. p T 6 L ¥ T Vv E M E A D DL P P S K Q D

1195
1195
398

1266
1266
422

1337
1337
446

1408
1408
469

1479
1479
493

1550
1550
517

1621
1621
540

1692
1692
564

1763
1763
588

1834
1834
611

1905
1905
635

1976
1976
659

2047
2047
682

2118
2118
706

2189
2189
730

2260
2260
753
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ATCCTTAAGAAGAGAAGTAATAAGTGATGTATGAGAAAAAGCAAATCTTTCTTTAATAACTAGAATCTGGG 2331
ACCCGCAAGAGGAGAAGCAGCAAGTCATGTACGAGAAGAAGCAGATCTTCCTGCAACAACTGGAGTCCGGC 2331
Yy P Q E E XK 0 0 vM Y E K K I F L Q 0 L E S G 777

GATTTCAATGCAGAATTGTATATAAAAAGAAACAAGGATCTTGGACTTATAACGAAGAATGTTAATCAAGA 2402
GACTTCAACGCCGAGCTGTACATCAAGCGCAACAAGGACCTGGGCCTGATCACCAAGAACGTGAACCAGGA 2402
b F N A EL Y I K R NKDIL G UL I T K N V N Q E 801

ATTCTTGCATCAATTTGGCTAAGGGTTTTAAGGTTATCTCTTGGGAAATTGGAAAGAGGCCCACATGTTGT 2473
GTTCCTGCACCAGTTTGGCCAAGGCTTCCAGGGCTACCTGCTGGGCAACTGGAAGGAGGCCCACATGCTGT 2473
LELH Q F G Q G F QG Y L L GNWXKEAHMUL. 824

TTGAAAAAGCGAAGTAAATCAGACCTAATGATGGTCCCATAAGTACTCTATTTAATGTAATGGGGGAAACA 2544
TCGAGAAGGCCAAGCAGATCCGCCCCAACGACGGCCCCATCTCCACCCTGTTCAACGTCATGGGCGAGACC 2544
F E K A K Q I R P N D G P I 8 T L F N V M G E T 848

AATTTCAAAGCTCCTTCAGATTGGAAAGGCTATAGAGAGTTAACAGAAAAATGAATATTTTAAGTCTATAA 2615

AACTTCAAGGCCCCGAGCGACTGGAAGGGCTACCGCGAGCTGACCGAGAAGTGAgcggecegce 2606
N F K A P S DWI K G Y R E L T E K . 865
TGTTCGGCATTTCTTTTGTTTCGAAATTATATATTATAAGAAAAAAAANANNAANNNC 2673

Abbildung 11: Sequenz der Paramecium-AC:
DNA-Sequenzen: Original Paramecium Sequenz: bp 3-2673 gesamter cKlon, bp 1-4
aus gKlon enthommen; Sequenz des synthetischen Gens (pACsyn; s. Kapitel 4.3):
bp -12 bis -7: Ehe |-Schnittstelle, bp -9 bis -1: Kozac-Sequenz, pAC-Sequenz beginnt
bei bp +1 bis 2598, bp 2599-2606: Not I-Schnittstelle, fett gedruckte Basen: in pACsy-
nll-Frag. d veranderte Basen (s. Abschn. 4.3.4). Proteinsequenz: Ubersetzung der

strichen.

4.2 Topologievorschlag fiir das gefundene Adenylatcycla-
segen

Das Ergebnis der Homologieklonierung und der anschlieRenden Genbankdurchmusterungen
war ein 2668bp langer cDNA-Klon (cKlon) und ein 2062bp langer genomischer Klon (gKlon).
Der cKlon besitzt einen die AC-Konsensusmotive beinhaltenden ORF von bp 3 bis zu Stopco-
don bp 2592. Die Sequenz des cKlons war am 5’-Ende nicht vollstandig und konnte durch den
genomischen Klon (gKlon) erganzt werden. Das Startcodon konnte 4bp upstream des 5'-
Endes des cKlons (gKlon: bp 696-698) festgelegt werden. Das resultierende Gesamtgen der
mutmallichen Paramecium-AC ist folglich ein 2598bp langes Gen, das fir ein 97,9kDa Protein
von 865AS kodiert (Sequenz s. S. 88f). Sowohl das Gen, als auch das Protein wird von nun an
als Paramecium-AC (pAC) bezeichnet. Werden in den folgenden Kapiteln Numerierungsanga-
ben gemacht, beziehen sich diese auf das pAC-Gen/-Protein, wenn nicht ausdrtcklich auf ei-
nen anderen Klon oder Konstrukt bezug genommen wird.
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Ergebnisse

Um die Topologie des Proteins und die Verwandtschaft zu bekannten Proteinen und Protein-
domanen zu ermitteln, wurden mit der Proteinsequenz bzw. einzelnen Doméanen des Proteins
verschiedene Datenbanksuchen und Proteinanalysen durchgefihrt, die in Tabelle 11 zusam-
mengestellt sind.

blastp-Datenbanksuche

Erste Anhaltspunkte bezlglich der Verwandtschaft zu bekannten Proteinen konnten durch ei-
nen Datenbankvergleich nach dem NCBI blastp-Algorithmus erhalten werden. Das Ergebnis
belegte, dal} das klonierte Gen im N-terminalen Bereich flr eine Adenylatcyclase codiert. Der
Vergleich ist aktuell (Jan. 2002) wiederholt durchgeflihrt worden. Im Folgenden ist ein Aus-
schnitt des Ergebnisses abgedruckt.

Die hdchsten Ahnlichkeiten zu dem pAC-Protein zeigen Klasse IlI-ACn des cyanobakteriellen
Typs (s. Abschn. 5.1.1). 1999 bereits in der Literatur beschrieben waren die bakteriellen ACn
CyaB1, CyaB2, CyaA von Ana.sp. (Nos.sp.) (43), Ana.cy.CyaA (44, 45), Tre.pa.AC (46), CyaA
und CyaB von Sti.au.(47), Spi.pl.AC1 (48, 49) und Rhi.me.Cyal (50). Die Alignments des
blastp-Ergebnisses erstrecken sich tUber den pAC-Bereich von AS 523-538 bis AS 705-748. Im
Alignment der pAC mit den verwandten homodimeren ACn von Pro- und niederen Eukaryoten
(Abschn. 7.2.2) wird deutlich, daf3 der ahnliche Bereich wenige AS vor den Klasse IlI-AC Kon-
sensusmotiven I-IV beginnt und einige AS downstream endet. Das Ende der AC-katalytischen
Domane wurde auf das Ende des konservierten Bereichs der pAC mit den cyanobakteriellen
ACn bei E741 festgelegt. Fir die Festlegung des Beginns der AC-Doméane wurde auf spatere
experimentelle Ergebnisse mit der CyaB1 von Ana.sp. zuriickgegriffen. Arbeiten mit dieser AC
(im Weiteren bezeichnet als AnaCyaB1; Gesamtlange AS 1-859) von Jurgen Linder und Tobi-
as Kanacher besaRen aufgrund der hohen Ahnlichkeit zur pAC modellhaften Charakter fiir
Experimente mit der pAC.

Jirgen Linder (51) flihrte am Enzym AnaCyaB1 Verklirzungen ein, die die N-terminale Regula-
tordoméne entfernten und unterschiedlich lange AS-Abschnitte vor dem AC-Konsensusblock |
stehen lieBen (vgl. hierzu Abschn. 4.4.1). Von den getesteten Homogenaten zeigte das Kon-
strukt ab AS 595 (GERKEVTVLFSDIR...) (9AS upstream des hochkonservierten F 604 des
Konsensusblocks 1) die hchste Aktivitdt, wobei auf eine Analyse der Expressionsrate und der
Léslichkeit verzichtet wurde.

Aufgrund der hohen Ahnlichkeit der katalytischen Bereiche der AnaCyaB1 und pAC wurde der
Beginn des katalytischen Bereichs der pAC auf 530-GKRKWAIYGFCDIR... festgelegt.
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Score E Spezies/AC*
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
gi|17229758 |ref |[NP 486306.1| (NC _003272) adenylate Cyclase ... 84 6e-15 AnaspCyaB1+*
gi 1169150|sp|P43524|CYAA ANACY ADENYLATE CYCLASE (ATP PYRO... 83 le-14 AnacyCyaA *
gi|15639476|ref |[NP 218926.1 (NC_000919) adenylate cyclase ... 73 le-11 TrepaAC *
gi|16265216|ref |[NP 438008.1 (NC_003078) putative adenylate... 73 le-11 Sinme
gi|17229396 |ref |[NP 485944.1 (NC_003272) adenylate cyclase ... 71 4e-11 NosspCyaB2
gi|1754640|dbj|BAA13999.1| (D89624) adenylate cyclase [Anab... 70 le-10 AnaspCyaB2
gi|15890956 |ref |[NP 356628.1 (NC_003063) AGR_L_1679p [Agrob... 67 9e-10 Agrtu
gi|15965714 |ref |[NP 386067.1 (NC_003047) PUTATIVE ADENYLATE... 67 1le-09 Sinme
gi|15889837|ref |[NP 355518.1 (NC_003062) AGR_C_4673p [Agrob... 65 3e-09 Agrtu
gi|14209675 gb|AAK56849.1|AF292554 1 (AF292554) putative ad... 60 1e-07 Thiro
gi|5737842|gb|AAD50121.1|AF153362 1 (AF153362) adenylyl cyc... 59 2e-07 DicdiAC
gi|15966612|ref |[NP 386965.1 (NC_003047) PUTATIVE ADENYLATE... 58 5e-07 Sinme
gi|16265162|ref |[NP 437954.1 (NC_003078) putative adenylate... 58 5e-07 Sinme
gi|2575805|dbj |BAA22996.1 | (D49530) adenylate cyclase [Spir... 55 2e-06 Spip/ AC1*
gi|6014766 sp|P40l37|CYAA STIAU ADENYLATE CYCLASE 1 (ATP PY... 53 le-05 StiauCyaA *
gi 15966204|ref|NP 386557.1| (NC_003047) PUTATIVE ADENYLATE... 52 2e-05 Sinme
gi|95175|pir| |B35266 adenylate cyclase (EC 4.6.1.1) - Rhizo... 52 2e-05 Rhime AC1*
gi|15964012|ref |[NP 384365.1 (NC_003047) ADENYLATE CYCLASE ... 52 2e-05 Sinme
gi|[16263053 |ref |[NP 435846.1 (NC_003037) Probable adenylate... 52 3e-05 Sinme
gi|17228613 |ref |NP 485161.1 (NC_003272) adenylate cyclase ... 51 6e-05 NosspCyaA *
gi|16263995|ref |[NP 436787.1 (NC_003078) putative adenylate... 50 le-04 Sinme
gi|16330472|ref |NP 441200.1 (NC_000911) adenylate cyclase ... 49 2e-04 SynspAC *
gi 6166050|sp|P40l38|CYAB STIAU ADENYLATE CYCLASE 2 (ATP PY... 49 2e-04 StiauCyaB *
gi 15598413 |ref |[NP 251907.1] (NC_002516) probable adenylate... 49 2e-04 Pseae
gi|12060475|dbj|BAB20624.1| (AB052847) adenylate cyclase [T... 47 0.001 Theel
gi|7470942|pir||T17197 adenylate cyclase homolog - Spirulin... 43 0.014 Spip/ *
gi|13473854 |ref |[NP 105422.1 (NC_002678) adenylate cyclase ... 41 0.063 Meslo
gi|15608460|ref |NP 215836.1 (NC_000962) hypothetical prote... 40 0.081 Myctu

>gi|17229758 |ref |[NP 486306.1| (NC_003272) adenylate cyclase [Nostoc sp. PCC 7120]
gi|15553050|dbj|BAA13998.2| (D89623) adenylate cyclase [Anabaena sp.]
gi|17131357|dbj|BAB73965.1| (AP003588) adenylate cyclase [Nostoc sp. PCC 7120]

Length = 859

Score = 84.0 bits (206), Expect = 6e-15
Identities = 61/215 (28%), Positives = 107/215 (49%), Gaps = 27/215 (12%)

Query: 525 DPMLPGKRKWAIYGFCDIRNFTDATEVL-QKDVMLFVNNIAEIVHSMVDRYQGSANKNIG 583
D ++ G+RK F DIR +T TE L +V+ +N E + V Y+G+ +K IG
Sbjct: 590 DALMVGERKEVTVLFSDIRGYTTLTENLGAAEVVSLLNQYFETMVEAVFNYEGTLDKFIG 649

Query: 584 DAFLLVWKINDSQWYEDGNEIKWSNLTFINQLADCALIAFMKIYAKINREPKILEYRNDE 643
DA + V F L A+ + + ++ ++ E+ N
Sbjct: 650 DALMAV----------—---------- FGAPLPLTENHAWQAVQSALDMRQRLKEF-NQR 687

Query: 644 RLSQRLPGYKVKMGFGLHIGWGIEGAIGSEFKIDASYLSPNVNMASRLEAATKQYGVAVL 703
R+ Q P ++K+G G+ G + G IGS ++D + + VN++SRLE TK+YG ++
Sbjct: 688 RIIQAQP--QIKIGIGISSGEVVSGNIGSHKRMDYTVIGDGVNLSSRLETVTKEYGCDII 745

Query: 704 ISSELHQYFSNEVKKYTRQIDKVTVKGSVKPIGLF 738
+S +Q S+ + + RQ+DK+ VKG + + ++
Sbjct: 746 LSEFTYQLCSDRI--WVRQLDKIRVKGKHQAVNIY 778

Abbildung 12: Ergebnis der blastp-Datenbanksuche (NCBI) (Jan. 2002). Gezeigt sind die Treffer bis
zu einem Expect-Value <10, Von den Alignments ist stellvertretend das Alignment
der pAC mit AnaspCyaB1 aufgenommen worden (vollstandiges blastp-Ergebnis s.
Abschn. 7.1). Eintrage, die zur Zeit der Beendigung der Klonierung des pAC-Gens
(Méarz 1999) bereits im balstp-Ergebnis vorhanden waren, sind mit Sternchen* hinter
der Spezies/AC gekennzeichnet. Die Angaben zu Spezies und AC-Typ sind manuell
in diese Liste eingetragen worden

" Fur die Namen der Spezies s. S. V
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=17229758&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=01169150&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=15639476&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=16265216&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=17229396&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=01754640&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=15890956&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=15965714&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=15889837&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=14209675&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=05737842&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=15966612&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=16265162&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=02575805&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=06014766&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=15966204&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=00095175&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=15964012&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=16263053&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=17228613&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=16263995&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=16330472&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=06166050&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=15598413&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=12060475&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=07470942&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=13473854&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=15608460&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=17229758&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=15553050&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=17131357&dopt=GenPept

Ergebnisse

Pfam-Proteinanalyse

Flr weitere Sequenzanalysen wurde die pAC (AS 1-865) einem Pfam-search unterzogen. Das
Ergebnis ist in Abbildung 13 als Ubersicht dargestellt. Es wurden Ahnlichkeiten der pAC zu vier
verschiedenen Proteindomanen aufzeigte.

Pfam HMM search results, glocaltlocal alignments merged (Pfam_ls+Pfam_fs)

Model Seq-from Seq-to HMDMM-from HMDMM-to Score E-value Alignment Description
ion trans 80 453 1 228 -155 0.66 glocal Ton transport protein
1 guanylate cyc 526 741 1 226 -16.1 3.6e-06 glocal Adenylate and Guanylate cyclase catalytic domain
TFE 813 835 12 34 113 0012 local TPE. Dotmain
sodfe © 217 230 100 113 27 032 local Tron'manganese superomde dismutases, C-termngl domain
+mverlap+
— — .

ion_trans 50-453
guanylate_cyc 526-741
TPR 813-835

Abbildung 13: Ergebnis des Pfam-search (Feb. 2002), durchgefiihrt bei Embl-Heidelberg. (ion_trans:
lonentransfer-Protein; guanylate_cyc: Guanylatcyclase; TPR: Tetratricopeptid-repeat;
sodfe C: Eisen/Magnesium Superoxid-Dismutase, C-terminale Domane)

Mit der Auflistung der Guanylatcyclase-Familie wurde die Existenz einer Klasse lll-Cyclase-
Domane im pAC-Protein bestatigt. Die Pfam-GC-Familie enthalt sowohl Guanylat- als auch
Adenylatcyclasen.

Am C-Terminus wurde eine Doméane (AS 813-833) mit Ahnlichkeit zu einem Tetratricopeptid-
repeat (TPR) identifiziert. Diese Proteindomane vermittelt Protein-Protein-Wechselwirkungen
und besteht in der Regel aus einer degenerierten 34AS-Sequenz, welche gewdhnlich repetitiv
vorkommt. Weitere Proteinanalysen und Vergleiche mit TPR-Sequenzen ergaben, dal} die
pAC-TPR-Domane die AS 802-835 umfaldt (s. Abbildung 14).

TPR: domain 1 of 1, from 802 to 835: score 5.8, E = 0.57

*->aeayynlGnaylklgkydeAiedyekALeldPnn<-*
+ G + lg+++eh +ekA +++Pn+
query 802 FLHQFGQGFQGYLLGNWKEAHMLFEKAKQIRPND 835

Abbildung 14: Alignment einer TPR-Sequenz mit pAC (AS 802-833); entnommen aus dem Ergebnis
eines Pfam-searches (Washington University in St.Louis).

Eine Analyse der cyanobakteriellen ACn (Alignment s. Abschn. 7.2.2) ergab, dal} AnaCyaB1
und AnaCyaB2 ebenfalls einen singularen Tetratricopeptid-repeat enthalten (AS 795-828 und
AS 794-827).

Uberschneidend mit dem TPR wurde im Februar 2002 bei der Pfam-Suche erstmals eine Ahn-
lichkeit zu einer Superoxid Dismutase (SOD) (AS 817-830) angezeigt. Angesichts des hohen
Expect-Values verglichen mit dem des TPR-Motivs und des kurzen ahnlichen Bereichs von nur
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14AS (dies bedingt wahrscheinlich u.a. den hohen E-Value) wurde dieses Ergebnis nicht wei-
ter in Betracht gezogen.

N-terminal (AS 80-453) konnte im Pfam-search eine Ahnlichkeit zu lonentransfer-Proteinen
festgestellt werden. Die Pfam-Proteinfamilie ,jon_trans® enthalt Natrium-, Kalium- und Calcium-
lonenkanéle, die aus 6TM aufgebaut sind. Dieser erste Hinweis auf die Existenz eines Katio-
nen-Kanals stand mit den proteinchemischen Daten von Schultz et al. (12) in Einklang. Fur die
weitere Untersuchung dieser mdglichen lonenkanal-Domane mufdten die transmembranaren
Bereiche des Proteins bestimmt und ein Datenbankvergleich mit héherer Empfindlichkeit als
der bereits erwahnte blastp-search durchgefliihrt werden.

TopPred2 — Vorhersage méglicher transmembranspannender Abschnitte

Die Voraussage moglicher transmembranspannender Bereiche der pAC (AS 1-865) wurde
nach dem TopPred2-Algorithmus beim Pasteur Institute durchgefuhrt (Feb. 2002). Abbildung
15 beinhaltet die Parameter der TM-Bestimmung, den Hydrophobizitatsblot und die gefunde-
nen transmembranaren Segmente.
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Abbildung 15: Parameter und Ergebnisse der Proteinanalyse mit TopPred2
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Die im TopPred2-Ergebnis angegebenen TM-Segmente 1, 2, 3, 4 und 5 wurden als TMs in die
vermutete AC-Topologie Ubernommen.

Das gefundene membranspannende Segment7 (AS 654-674) liegt im Bereich der AC-
katalytischen Domane (siehe blast-search), welche rein cytosolischen Charakter besitzt und
aus diesem Grund ausgeschlossen wurde. Aus der im Smith/Waterman-Datenbankvergleich
(s.u.) gefundenen Ahnlichkeit zu K*-Kan&len ergab sich ein weiterer transmembranérer Prote-
inabschnitt von AS 157-175. Er stellt den Spannungssensor des Kanals dar und konnte man-
gels Hydrophobizitat (Anhaufung basischer AS) in der TopPred2-Analyse nicht als TM einge-
stuft werden.

Die Ahnlichkeit zu K*-lonenkanélen filhrte auch zu einer veranderten Interpretation des memb-
ranspannenden Segments 6. Vermutlich handelt es sich hierbei um den Pore-Loop, welcher in
die Membran eintaucht und auf der gleichen Membranseite wieder austritt (s.u.).

Letztendlich ergeben sich fur das pAC-Protein 6TM gefolgt von einer loopartigen Halb-TM. Da
der AC-katalytische C-Terminus cytosolischen Charakter besitzt, mufy auch der N-Terminus
intrazellular sein, was im Einklang mit dem Aufbau von K*-Kanalen steht.

Smith/Waterman-Datenbanksuche

Im Datenbankvergleich mit der pAC nach dem Smith/Waterman-Algorithmus zeigen sich ne-
ben Ahnlichkeiten zu den bakteriellen ACn, die bereits aus dem blastp-Vergleich bekannt wa-
ren, Ahnlichkeiten zu Kaliumkanalen. Um die Ergebnisse des Datenbankvergleichs auf den
N-terminalen Bereich zu konzentrieren, wurde die Smith/Waterman-Suche mit den AS 1-521
wiederholt (Jan. 2002). Abbildung 18 zeigt einen Ausschnitt aus dem Ergebnis. Zu erkennen
sind Ahnlichkeiten zu K*-Kanalen vom K,-Typ (spannungsgesteuerte 6TM-Kanale). Stellvertre-
tend ist aus dem Ergebnis des Smith/Waterman-Datenbankvergleichs das Alignment zwischen
pAC und K,1.1 der Maus gezeigt (Abbildung 17). Fir das vollstandige Ergebnis s. Abschn. 7.1.

K,-Kanale sind aus 6TM (S1-S6) aufgebaut, C- und N-Terminus sind cytosolisch. S4 besitzt die
Funktion eines Spannungssensors. Typisch fur diese Struktur sind basische AS (Arginin, z.T.
Lysin) in unterschiedlicher Anzahl, die durch jeweils zwei hydrophobe AS getrennt werden:
(RIK)XX(R/K)XX(R/K)XX(R/K)XX(R/K). Die positiv geladenen AS, eingebettet in die hydropho-
be Membran, reagieren auf Anderungen des Membranpotentials mit einer Verschiebung und
damit einer Konformationsanderung des Kanalmolekiils. S5 und S6 sind durch einen Pore-
Loop verbunden, welcher die Signatur-Sequenz von K*-Kanalen beinhaltet. Er bildet eine Halb-
TM. (Fir einen review siehe (52)). Ki-Kanale bestehen aus nur 2TM, die durch den Pore-Loop
verbunden sind (s. Abbildung 16).

Der homologe Bereich zwischen K,-Kanalen und der pAC-Proteinsequenz erstreckt sich tUber
AS 64(77)-173. Dieser Bereich beinhaltet pAC-TM2 (AS 80-100) und pAC-TM3 (AS 104-124),
welche in etwa auf den entsprechenden K*-Kanal-Bereichen zu liegen kommen (vgl. Abschn.
7.2.3 K+-Kanal Alignment). Anhand der Alignments konnte der Spannungssensor (TM4) der
pAC an den Positionen AS 157-175 identifiziert werden. Dem Konsensus entsprechend besitzt
in diesem Abschnitt jede 3. AS basischen Charakter. Wahrend die Schleifen zwischen
TM4/TM5 (intrazellular) und TMS5/TM6 (extrazellular) nicht mit K,-Kanalen alignen, bestehen
zwischen den TM-Bereichen 5 und 6 Ahnlichkeiten zu S5 und S6. Ein mdglicher Pore-Loop
befindet sich bei pAC erst downstream von TM6: das hydrophobe Segment S6 der TopPred2-
Analyse (AS 498-518) tragt ein AS-Motiv (AS 500-507: ALLALGFG), das dem Konsensus der
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K*-Kanalsignatursequenzen nahe kommt. Daher wurde angenommen, daR dieses Segment
den Pore-Loop bildet. Der Linker zwischen dem Pore-Loop als letztem Element des vermute-
ten K*-Kanals und der AC-Doméne ist mit 11AS sehr kurz. Der Aufbau der mutmaRlichen N-
terminalen lonenpore der pAC ist in Abschn. 5.1.2 diskutiert.

b
P

Z\/Lam

S
2
\/Coo*

H.N

Abbildung 16: Schematische Darstellung von K*-Kanalen. A) spannungs-gesteuerter K,-Kanal: S1-

S6 sind transmembranére Bereiche. S4 stellt den Spannungssensor dar. Zwischen S5
und S6 befindet sich der Selektivitatsfilter (Pore-Loop). Vier dieser Strukturen lagern
sich zu einer lonenpore zusammen. B) K-Kanal: diese K'-Kanéle besitzen zwei
Membranhelices, welche durch den Pore-Loop verbunden sind. Intakte Kanale sind
ebenfalls aus Tetrameren aufgebaut.

Sequence name: swall:CIK1l MOUSE
Sequence documentation:

ID
AC
DT
DT
DT
DE
GN
oS
ocC
ocC

CIK1 MOUSE STANDARD; PRT; 495 AA.

P16388;

01-AUG-1990 (Rel. 15, Created)

01-AUG-1990 (Rel. 15, Last sequence update)

15-JUL-1998 (Rel. 36, Last annotation update)

VOLTAGE-GATED POTASSIUM CHANNEL PROTEIN KV1.1 (MK1) (MBK1).

KCNAL.

Mus musculus (Mouse) .

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Murinae; Mus.

Alignment of: EMBOSS 001 x CIK1 MOUSE
Alignment segment 1/1:

Quality: 97.00 Escore: 0

Matching length: 97 Total length: 113

Matching Percent Similarity: 70.10 Matching Percent Identity: 29.90

Total Percent Similarity: 60.18 Total Percent Identity: 25.66
Gaps: 2

64

206

111

256

161

293

DDIRITAFDKRADDGFDVITIICMIIFSIEITII...ASLVRTDYFNSFFF 110

DNTTVIYTSNIFTDPFFIVETLCIIWFSFELVVRFFACPSKTDFFKNIMN 255

WLDIISTVSQILDITSFNIAVGLQGSVAAKSASQLSQANKASKTSSKAIR 160

FIDIVAIIPYFI............. TLGTEIAEQEGNQKGEQATSLAILR 292
VVRLVRLIRIVKL 173
[l T =] ]

VIRLVRVFRIFKL 305

Abbildung 17: Stellvertretendes K'-Kanal/pAC-Alignment aus der Smith/Waterman-Suche.
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Ergebnis der Smith/Waterman-Datenbanksuche mit pAC AS 1-521. Gezeigt sind 36

Abbildung 18

von 149 Treffern. Flr die Suche wurden keine speziellen Parameter eingestellt.
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Topologievorschlag

Aus den aufgeflihrten Proteinanalysen wurde die folgende Topologie fur das Paramecium-AC-
Protein abgeleitet.

Tabelle 18: Mutmalfliche Proteindomanen der Paramecium-AC

Proteindomane Proteinabschnitt
K*-Kanal AS 1-518
T™1 AS 43-63
™2 AS 80-100
TM3 AS 104-124
TM4 (Spannungssensor) AS 157-175
TM5 AS 296-336
TM6 AS 427-447
Pore-Loop AS 498-518
AC-Domaéne AS 530-741
TPR-like (TPRL) AS 802-835

K*-Kanal

n P-Loop

H2N

TPRL

AC-Domaéane CoO

Abbildung 19: Vermutete Topologie der Paramecium-AC. In dem Multidomanenprotein kann man
drei funktionelle Abschnitte unterscheiden: a) K'-Kanal (AS 1-518), b) Klasse IIl AC-
katalytischer Bereich AS (530-741) und c) TPRL (AS 802-835).
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4.3 Resynthese des Gens mit universellem Code

Heterologen Expressionsexperimenten mit dem pAC-Gen wurde die vollstandige Resynthese
des Gens vorangestellt. Dies erschien aus zwei Grinden sinnvoll. a) Wegen der Abweichun-
gen des Ciliatencodes vom universellen genetischen Code (s. S. 67). Die sehr zeitaufwendige
Mutation der 34 TAA- und TAG-Codons konnte durch die Resynthese vermieden werden. b)
Erfahrungen im Labor mit der Expression von Paramecium-Genen zeigten, daf} die Anpassung
der Codonusage auf die Zellkultur flr den Expressionserfolg ausschlaggebend sein kann. Die
Expression der ParaGC in HEK293-Zellen gelang erst nach Anpassung der A/T-reichen Para-
mecium-Codonusage bestimmter Genabschnitte auf Sauger-Codonusage (1). Durch die Re-
synthese konnte eine Anpassung der Codonusage des pAC-Gens von 66% A/T-Gehalt (kodie-
render Bereich) auf Sauger-Codonusage zur Expression in HEK293 vorgenommen werden.

4.3.1 DNA-Sequenz und allgemeine Synthesestrategie

Der Resyntheseplan wurde von Jirgen Linder erstellt. Das pAC-Protein wurde mit einem nicht-
degenerierten Saugercode retranslatiert (Software: DNAstar™, EditSeq). Durch die Einfihrung
von silent-Mutationen in die erhaltene DNA-Sequenz wurde a) die Abwesenheit mdglicher
Splice-Stellen sichergestellt und b) die Sequenz an eine geschickte Synthesestrategie ange-
pafdt (Einfihrung/Entfernung geeigneter Schnittstellen). Darliber hinaus wurden upstream des
Startcodons eine  Kozak-Sequenz (53) und eine Ehe I-Schnittstelle  (bp -12 - -1:
GGC’GCCGCCACC (Ehel, Kozak-Sequenz)), downstream des Stopcodons eine Not I-
Schnittstelle eingefiihrt.

Das Gen wurde in Anlehnung an die Proteintopologie in 6 Fragmente (Frag. a-f) gegliedert (s.
Tabelle 19). Je nach Lange der Fragmente wurden diese in insgesamt 13 Unterfragmente von
200-250bp weiter unterteilt. Sowohl die Fragmente, als auch die Unterfragmente schlie3en
jeweils mit einer singularen Schnittstelle ab (Ausnahme: Miu I: zweifach). Die Sequenz des
synthetischen pAC-Gens ist in Abbildung 11 abgedruckt. Fir die Synthese wurde jedes der
Unterfragmente als ein PCR-Produkt hergestellt. Hierfir wurden die Unterfragmente in je zwei
Syntheseprimer (sense/antisense) unterteilt. Es entstanden einzelstrangige Oligonukleotide
von 100-160bp Lange, die sich an ihren 3’-Enden um 24bp komplementar Gberschneiden, so
daf’ an dieser Stelle die gegenseitige Primeranlagerung zu Pimer-Dimeren stattfinden konnte.
An den 5-Enden befanden sich die das jeweilige Unterfragment begrenzenden Schnittstellen.
Die Syntheseprimer beginnen je 4bp upstream dieser Restriktionserkennungssequenzen (vgl.
Abbildung 20). Die Sequenzen der 26 Syntheseprimer kdnnen in Abschn. 2.3.3 nachgelesen
werden.

SynPr. a2u
SynPr. a2r
| CGACGATATCCGCA // GAAATCATCATCGCCTCCCTGGTd Y
. |CTTTAGTAGTAGCGGAGGGACCAG // IGTAGTGATCAAAG'ﬂ
PCR-Prod. Frag. al ' ' PCR-Prod. Frag. a3

Abbildung 20: Synthetische Konstruktion der Unterfragmente am Beispiel des Fragment a2 (EcoR |
bis Spe |): Die Syntheseprimer (SynPr) a2u und a2r tiberlappen komplementar mit ih-
ren 3'-Enden um 24bp. An den 5'-Enden stehen sie je 4bp Uber die Schnittstelle (grau
hinterlegt) hinaus. Die PCR-Produkte der benachbarten Unterfragmente tberlappen
wiederum um den Bereich begrenzenden Schnittstellen + 4bp dariber hinaus.
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Tabelle 19: Auflistung der Fragmente und Unterfragmente des synthetischen pAC-Gens (pACsyn),
deren Lage auf dem Gen und die fiir jedes Unterfragment verwendeten Syntheseprimer.

Fragment | Begrenzende | Gen-Abschnitt SynPr Lage PCR-Produkt
Schnittstellen SynPr [bp] [bp]
Frag. a Ehel-Hindlll bp -12-548 N-Term. + TM1-TM4
alu -12-105
Frag.al| Ehel-EcoRV bp -12-195 alr 81-202 -12-202
a2u 189-300
Frag.a2| EcoRV-Spel bp 196-373 aor 277-382 189-382
, a3u 369-478
Frag.a3| Spel-Hindlll bp 374-548 a3r 455-557 369-557
Frag. b HindllI-Clal bp 549-761 Cytosol. Schleife TM4/TM5
, b1u 544-672
Frag. b1 Hindlll-Clal bp 549-761 bor 649-769 544-769
Frag. c Clal-Sacl bp 762-1181 TMS5 + 2/3 extraz.Schleife
clu 756-894
Frag. c1 Clal-Mlul bp 762-990 cr 870-999 756-999
c2u 986-1103
Frag. c2 Miul-Sacl bp 991-1181 oor 1080-1186 986-1186
Frag. d Sacl-Sall bp 1182-1570 Rest extraz. Schleife + TM6 + Pore-Loop
d1u 1173-1299
Frag. d1 Sacl-Mfel bp 1182-1367 d1r 1275-1376 1173-1376
d2u 1363-1488
Frag. d2 Mfel-Sall bp 1368-1570 dor 1464-1579 1363-1579
Frag. e Sall-Sful bp 1571-2248 katalyt. Bereich
elu 1566-1722
Frag. el Sall-Nhel bp 1571-1842 e1r 1699-1851 1566-1851
e2u 1838-1952
Frag. e2 Nhel-Miul bp 1843-2030 eor 1929-2039 1838-2039
e3u 2026-2154
Frag. e3 Miul-Sful bp 2031-2248 e3r 2130-2256 2026-2256
Frag. f Sful-Mscl bp 2249-2606 Linker + TPRL + C-Term.
flu 2243-2349
Frag. f1 Sful-Mscl bp 2249-2420 fr 93059427 2243-2427
f2u 2414-2523
Frag. f2 Mscl-Notl bp 2421-2606 for 2499-2606 2414-2606
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4.3.2 Herstellung und Klonierung der Fragmente

Unterfragmente wurden durch PCR aus den jeweiligen Syntheseprimern amplifiziert, in E-
coR V-linearisierten, pBluescript Il SK(-) einkloniert (pBlue, AEcoR V) und anschlieRend se-
quenziert. Die 13 Unterfragmente wurden in pBluescript Il SK (-) zunachst zu den Hauptfrag-
menten und diese dann zum vollstandigen, synthetischen pAC-Gen zusammengesetzt. Nach
jedem Klonierungsschritt wurden die Schnittstellen durch Sequenzierung Uberprift. Das syn-
thetische Gen wird mit pACsyn bezeichnet. Eine grafische Darstellung der Klonierungsschritte
befindet sich jeweils am Ende der beiden folgenden Kapitel (Abbildung 21, Abbildung 22).

Frag. a wurde aus den antisense klonierten Unterfragmenten a1, a2 und a3 zusammenge-
setzt. Das Spe I/Spe |-Fragment aus pBlue-a3 wurde in den Spe |-verdauten Vektor pBlue-a2
kloniert. Es resultierte Frag. a2-a3 antisense-orientiert in pBluescript, AEcoR V. In der an-
schlieffienden Klonierung Uber Cla I/EcoR V diente dieses Konstrukt als Vektor, in welchen das
Cla I/EcoR V-Insert aus pBlue-al eingesetzt wurde. Das Ergebnis war Frag. a in pBluescript,
AEcoR V (pBlue-Frag.a).

Frag. b wurde direkt aus der PCR erhalten, da es nicht in Unterfragmente unterteilt war. Es
wurde in sense-Orientierung kloniert.

Die Klonierung von Frag. ¢ erfolgte aus den in sense-Orientierung klonierten Unterfragmen-
ten ¢1 und c2. Frag. c1 wurde mit EcoR | und Mlu | aus dem Vektor geschnitten und in den
entsprechend linearisierten pBlue-c1-Konstrukt inseriert. Es entstand Frag. ¢ in pBluescript,
AEcoR V.

Die Zusammensetzung von Frag. d erfolgte durch einen Klonierungsschritt Uber die Restrikti-
onschnittstellen BamH | und Mfe | aus den zwei Unterfragmenten d1 und d2, welche sense-
orientiert kloniert waren. Frag. d1 wurde als Insert in das geschnittene Konstrukt pBlue-d2 li-
giert. Als Produkt wurde Frag. d in sense-Orientierung in pBluescript, AEcoR V erhalten.

Frag. e (katalytischer Bereich) war aus den drei Unterfragmenten e1, e2 und e3 zusammen-
zusetzen, welche nach der PCR-Klonierung in antisense-Orientierung in pBluescript vorlagen.
Zunachst wurden e1 und e2 Uber eine Nhe I/Sal I-Klonierung zusammengefuhrt. Im zweiten
Klonierungsschritt diente ein Mlu I/Sal I-Fragment dieses Zwischenkonstrukts als Insert und
wurde in den Mlu I/Sal | verdauten pBlue-e3-Konstrukt ligiert. Es resultierte Frag. e antisense-
orientiert in pBluescript zwischen AEcoR V (restliche EcoR V-Erkennungssequenz) und Sal .

Die Zusammensetzung von Frag. f geschah in einem Klonierungsschritt aus den Unterfrag-
menten f1 und f2 (beide antisense kloniert). Das Not |/Msc |-Fragment aus pBlue-f2 diente bei
der Ligation als Insert, der entsprechend verdaute Klon pBlue-f1 als Vektor. Das Ergebnis war
Frag. f in pBluescript (antisense-orientiert) zwischen den Schnittstellen Not | und AEcoR V.
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Frag. a

Judy

TT———nsert EcoRV-Clal

jedy

1oyx

1es

€10

HipuiH

NH023 V7

14003 -
13Sd
jews —
[Hweg —
1ods <
1eqx —
17ON —
119eS -
1oes |

1843
NH025

NH093 V

Frag. a1 (as)

Judy

Vektor Clal-EcoRV

Vektor Spel-Spel
pBlue-a2-a3 (as)
in AEcoRV

S~

ledy

1oyx

Ires

110

HIPUIH

NH02TF V7

NH023

leds

NHO023 V

14007 —
135d —
|ews —
IHweg —

18gx —
HON —
110eS
1oes

jeds +—

Frag. a2 (as)

Insert Spel-Spel

judy|

jedy

1oyx

1es

€10

HipuiH

14007 —
135d —
|ews —
IHweg —

18gx —
HON —
11oeS
joes -

AH0OT ¥
leds
IHpulH

NHO23 V

jeds +—

Frag. a3 (as)

judy
jedy
loyx

nes

ero
HIPUIH
A003 7
rey3 —|

NH03F —

Frag. a (as)

J8ds —j

2
(%)
|

% pBlue-Frag. a (as):

judy
|edy
oyx
1es

e
HIPUIH
NH023 ¥
1ern

HIPUIH.

NH02T V

15003
nsd
jews
JHweg
1eds

1eqx —

IION
11°es
1oes

pBlue-Frag. b (s):

Frag. b

Frag. b (s)

Frag. c

judy

Insert EcoRI-Miul

jedy

1oyx

Ies

1810

HipuiH
NH02TF V7

nin

1810

NH09F V7

14093
18d <
|lews —
IHweg —
1ods -
1egx —
1HON —
/1oes -
10es

Frag.c1 (s

Vektor EcoRI-Mlul

Judy
Jedy
1oyx

ies

1e10
HIPUIH
NH023 V
1oes

NI
NH00T V
14093
1Sd —
lews —
|[HWeg —
18ds -
1Begx —
110N —

11oes
1oes

L al

Frag. c2 (s)

judy|
jedy
1oyx
1es
e
I1IPUIH

NH023 V
1oes }

Inin- —

1810 |
NH02TF V
14027 —
13Sd
jews —
|[HWeg -
18ds -
1egx —
110N —
110es
joes |

% pBlue-Frag. c (s):

Frag. c (s)
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judy
jedy
Joyx

Ies

ero
HIPUIH
AH003 7
E]

10BS __

AH00T 7
14093
nsd
jews
[Hweg
1eds
1eqx
ON
110eS
1oes

Frag. d

lInsert BamH|-Mfel

—

S

~

Frag. d1

Vektor BamHI-Mfel

-

Judy

ledy
1oyx

1es

1810
HIPUIH

NH003 V

1es

19IN
NH02T V —

/4095 44—
sd +—
[ewS ——
IHWeg ——
jeds
18gxX ——
HON +—
j1oes —
1oeS ——

Frag. d2 (s)

NH02TF V7

judy
jedy
Joyx
Ires
1ero
H1IPUIH

1es

19IN—

Frag.d (s)

roes__
AH00F V
/4095 ——
sd 4—
jews +—
IHweg ——
jeds 14—
1egx 4—
HON ——
110eS ——
joes

% pBlue-Frag. d (s):

Insert Nhel-Sall

Judy
Jedy

1oyx
Ires

110

HIPUIH
NH003 V

1es

184N
AH09T 7
14093
Hsd
jews -
IHweg -
j9ds -
1eqx
JHON
[10eS —
1oes -

Frag. e

Frag. el (as)

pBlue-Frag. e1-e2 (as)

Vektor Nhel-Sall

Judy

Insert Mlul-Sall

Jedy
1oyx

ies
1e1d

HIPUIH

NH023 'V
194N

N
A&093 77 —
14003 -
1sd -
jews -
IHweg -
jeds -
1egx
11ON
/1oesS -
10eS 4

Frag. e2 (as)

Vektor Mlul-Sall

judy
jedy
Joyx

les

e
HIPUIH
A¥003 7
M

s
NH00TF V
14007 f—d
11Sd ——
ews ——
|Hweg ]
18ds —
1eqx +——
[ION ——
/1oes |
1oes |

Frag. e3 (as)

judy|
jedy
oyx
1es

184N —

Frag. e (as)

1NN —

s
NH02TF 7
1007 4—
1sd +—
jews +—
|Hweg ——
1ods
1egxX +—
1ION ——
/1oes 4|
joes 14—

% pBlue-Frag. e (as):
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Frag. f
>
T \% X<
= ~=LT35_E 8= 83 ===
SO ® o ET=o[S SWeEs3FLIS
b £SS523s
FEERFEELE<2 HSTOBRIE
O e
Frag. f1 (as) Vektor Notl-Mscl
N N
T X T = %k
53s3aiizeiy  BElzziig
ARERATIBL W= SqI0BX<Y insert NGTMsel
| -
Frag. f2 (as)
>
x
- - 8S _ _wwnw
% pBlue-Frag. f (as): I3T= S SO2F=0S8® S
: : SST S
KRS s 59X0aR<S

Iji : Frag. f (as) |

Abbildung 21: Die Grafiken verdeutlichen die Klonierungsstrategie zur Herstellung der pAC-Frag-
mente. Die kastchenartigen Strukturen stellen die Arme der Multiple Cloning Site von
pBluescript Il SK(-) dar und sind nicht maf3stabgetreu dargestellt. Die Pfeile symboli-
sieren die synthetischen DNA-Fragmente und sind zueinander mafistabgetreu. Ledig-
lich die begrenzenden Schnittstellen wurden der Ubersichtlichkeit wegen mit zu gro-
Rem Abstand zum Vektor eingezeichnet.

4.3.3 Zusammensetzung der Fragmente zum Gesamtgen

Die Fragmente a-f wurden Uber 5 Klonierungsschritte sukzessive zum Gesamtgen pACsyn

zusammengesetzt, welches am Ende in antisense-Orientierung im Vektor pBluescript Il SK(-)
vorlag (Schnittstellen: Not |- AEcoR V).

Zunachst wurden die Fragmente b, ¢ und d zusammengefuhrt. Das Sac I/Sac I-Insert aus
pBlue-Frag. ¢ wurde in den entsprechend linearisierten Vektor pBlue-Frag. d ligiert. Aus dem
resultierenden Konstrukt pBlue-Frag. c-d wurde das Insert durch einen Cla |/Cla | Verdau ge-
wonnen und in den Cla I-verdauten pBlue-Frag. b eingesetzt. Es entstand das vorlaufige Kon-
strukt pBlue-Frag. b-d (sense-orientiert), dessen Hind 1ll/Sal I-Insert im Ubernachsten Schritt in
die Klonierung eingesetzt wurde.

Die terminalen Fragmente e und f wurden mittels einer Sfu I/Not |-Klonierung zusammenge-
fuhrt, wobei Frag. f als Insert und pBlue-Frag. e als Vektor diente. Aus dem Klonierungsprodukt
pBlue-Frag. e-f gelangte das Sal I/Not I-Fragment als Insert in die nachste Klonierung.

Um die Fragmente b-f zusammenzusetzen, wurde eine Tripelligation mit den Inserts
Hind lll/Sal I-Frag. b-d und Sal I/Not I-Frag. e-f und dem Vektor pBluescript, Not |/Hind IlI-
verdaut durchgeflihrt. Es resultierte das Fragment b-f in antisense-Orientierung eingesetzt in
pBluescript in die Schnittstellen Not | und Hind IIl.
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Der letzte Klonierungsschritt zum vollstandigen, synthetischen Gen war die Verbindung von

Frag. a mit Frag. b-c. Hierfir wurde pBlue-Frag. b-f mit Hind Il geschnitten und das Hind Ill-

Fragment aus pBlue-Frag. a eingesetzt.

~Vektor Cal-Clal

Judy
Jedy
1oyx

ies

1810
HIPUIH
NH023 V
1810

Frag. b (s)

HIPUIH
AH093 7
[400T
1Sd —+—
jews 4—
IHweg <—|
jods +—
1egx 4—
HON ——
1/10eS ——
1oes +—1

Frag. b-d

Insert Clal-Clal

|~

Judy

Jedy

1oyx
ies

1810

HIPUIH

NH02TF V7
1oeS }

NN —

1ero |
NHO2F V —

[4005 ——
sd 4—
jews ——
IHWweg ——
jeds 41—
184X 4—
HON ——
j1oes +—
joes |—

Frag. c (s)

Insert Sacl-Sacl

> pBlue-Frag. c-d (s)

Vektor Sacl-Sacl

i

Judy
Jedy
1oyx

ies

1e1d
HIPUIH
NH023 V
1es

o

19IN—

Frag.d (s)

[°BS __|
AH00F V
4005 S —
sd +—
jews ——
IHWweg ——
jeds L—
L
HON ——
10es +—
joes +—

Judy
Jedy
1oyx

ies

1e1o
HIPUIH
NH023 V
1es

1810 —

HPUIH—
NH003 V '
15007 —
11sd +—
eSS ——
IHWeg —
jeds 1|
1egx —
[ION —
jjoes
joes ||

pBlue-Frag. b-d (s)

*

-
~

joes —|

Insert
Hindlll-Sall

Frag. b-d (s)

Frag. e-f

in Vektor

pBlue HindlllINot/
= pBlue-Frag. b-f

(as)
Insert
Notl-Sall

Judy
ledy
1oyx

Ires

JoUN—

Frag. e (as)

1NN —

S
AH09T 7
400
nsd —+—
jews 4—
JHweg +—|
jods 4—
1eqx ——
loN 4—
[1o0eS ——
1oes +—1

*

\

Vektor Not/-Sful

Insert Notl-Sful

judy
jedy
1oyx

Ies

e
IIPUIH
AY023 7
s —

Jospy —

Frag.f (as)

ION <

11°oes
1oes

Judy
ledy
1oyx
1es

1S —

130N
11oes
1oes

% pBlue-Frag. e-f (as)

Frag. e-f (as)
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Frag. a-f = pACsyn

= >
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[':'j< // __Vektor Hindlll
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Abbildung 22: Klonierungsschritte fir die Zusammensetzung des Gesamtgens pACsyn aus den
Fragmenten a, b, ¢, d, e, f.

4.3.4 Nachtragliche Sequenzmodifikationen im synthetischen Gen

4.3.41 Neusynthese von Fragment d

Aufgrund von Schwierigkeiten bei der Expression des pACsyn-Gens wurde zu einem spateren
Zeitpunkt von Jiurgen Linder eine Modifikation in Fragment d vorgenommen. Da das variierte
synthetische pAC-Gen (bezeichnet als pACsynll) auch im Rahmen dieser Arbeit verwendet
wurde, soll die Modifikation an dieser Stelle beschrieben werden.

Beglinstigt durch den hohen G/C-Gehalt des synthetischen Gens (Syntheseprimer d2r: G/C-
Gehalt 66,4%) kommt es im ,Pore-Loop-Bereich® zu selbstkomplementaren Abschnitten. Es
besteht die Gefahr, dal} sie zu Sekundarstrukturen fiihren, die sich unglinstig auf den Expres-
sionsprozefd auswirken. Flr diesen Abschnitt wurde ein neuer Syntheseprimer (d2rll) entwi-
ckelt, bei dem im genannten Bereich (bp 1509-1566) wobble-Basen gegen A oder T ausge-
tauscht wurden (s. Abbildung 24). Infolge dessen verschwanden selbstkomplementare Berei-
che und der G/C-Gehalt sank auf 56% (d2rll).

Im 5-Bereich des Frag. d2 existiert ein kurzer Nukleinsdureabschnitt mit Ahnlichkeit zur Kon-
sensussequenz fur 5-Splice-Stellen (vgl. Abbildung 23) (bp 1386-1395: GAAGGTGAACC;
unterstrichen ist die zur Splice-Stelle homologe Sequenz). Diese Sequenz wurde bei der Her-
stellung des neuen Frag. d mit Hilfe des 40bp-PCR-Primers d2neu2-s entsprechend mutiert
(PACsynll bp 1386-1395: CAAAGTCAACC).
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Exon

——
, C A ,
5--aAG GUgAGU-3

Abbildung 23: 5'-Konsensussequenz von Splice-Stellen

Vorgehensweise fiir die Herstellung des neuen d2-Fragments (Frag. d2neu2): Zunachst
wurde mit den Syntheseprimern d2u und d2rll mittels PCR das im Pore-Loop-Bereich modifi-
zierte Fragment d2neu amplifiziert und fur die Sequenzierung in pBluescript, AEcoR V kloniert.
Dieses Fragment diente in der folgenden PCR als Matrize. Sense-Primer war der oben er-
wahnte d2neu2-s, der am 5-Ende des d2neu-Fragments bindet. Als Gegenprimer wurde der
spezifisch am 3’-Ende von Frag. d2neu bindende Primer d2neu2-as verwendet. Ergebnis war
das PCR-Produkt Frag.d2neu2, welches nach Klonierung in pBluescript, AEcoRV
(pBlue-d2neu2) und Sequenzierung durch Tripelligation in das pACsyn-Gen eingesetzt werden
konnte: Insert: Frag. d2neu2, Mfe I/Sall aus pBlue-d2neu2

Insert: Sal I/Nhe I-Fragment von pACsyn  aus pBlue-Frag. a-f

Vektor: pBlue-Frag. a-f, Sal I/Nhe |
Eine einfache Klonierung tber Mfe I/Sall war wegen des Vorkommens einer zweiten Sal I-
Schnittstelle in der Multiple Cloning Site von pBluescript im Konstrukt pBlue-Frag. a-f nicht
moglich.

d2: AAGCCAATTGACCGCATGATCGTGAAGGTGAACCTGATCGCCAAGAACCCCCAACTGGCG: 1422
d2neu2: AAGCCAATTGACCGCATGATCGTCAAAGTCAACCTGATCGCCAAGAACCCCCAACTGGCG: 1422
prot K p I D R M I V K VN L I A KN P Q L A: 474
d2: AAGGAGATGAAGCTGGAGTCCGACGGCACGCAGAAGGAGACCACCCAAATCGAGAACGCC: 1482
d2neu2: AAGGAGATGAAGCTGGAGTCCGACGGCACGCAGAAGGAGACCACCCAAATCGAGAACGCC: 1482
d2rIT: CACCCAAATCGAGAACGCC

prot K E M XK L E S D GGG T Q K E T T Q I E N A : 494
d2: ATCATCAAGATCGGCGCACTGCTGGCCCTCGGCTTCGGCGACGCCGGCTCCGCCATCATC: 1542
d2neu2: ATCATCAAGATCGGCGCACTGCTGGCACTCGGATTCGGAGATGCTGGATCTGCCATCATC: 1542
d2rIT: ATCATCAAGATCGGCGCACTGCTGGCACTCGGATTCGGAGATGCTGGATCTGCCATCATC::

prot I 1 x I G A L L A L G F G DA G S A I I: 514
d2: GGCACCAACATGGCCTCCTCCGGCGACGTCGACCCCA: 1579

d2neu2: GGAACGAACATGGCATCATCTGGAGACGTCGACCCCA: 1579

d2rIT: GGAACGAACATGGCATCATCTGGAGACGTCGACCCCA:

pro G T N M A S S G D V D P : 526

Abbildung 24: Alignment des urspringlichen Frag. d2 (d2), des modifizierten Frag. d2 (d2neu?2), des
Syntheseprimers d2rll (d2ril) und der entsprechenden pAC-Proteinsequenz (prot). Die
Sequenzen der PCR-Primer d2neu2-s und d2neu2-as sind unterstrichen. Die im modi-
fizierten Gen pACsynll veranderten Basen sind grau unterlegt. Die Schnittstellen Mfe |
und Sal | sind fett gedruckt.
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4.3.4.2 Stopcodon-Mutante

Eine Mdglichkeit Proteinfaltungsprobleme zu minimieren ist die Verringerung der Proteinsyn-
theserate. Durch den Einsatz nicht optimaler Codonusages kann dies auf Ebene der Translati-
on bewirkt werden.

Fir pAC wurde von Jurgen Linder die Originalcodonusage in einem dem Frag. e (bp 1588-
2247) entsprechenden Bereich von den universellen Stopcodons TAA und TAG (Paramecium:
Q) durch deren Mutation zu CAA und CAG befreit (Durchfuhrung: Anita Schultz). Die erhaltene
pAC-Stopcodonmutante war zunachst fir die Expression in E.coli bestimmt, wurde aber im
Rahmen dieser Arbeit u.a. auch fur Sf9-Insektenzellkultur Versuche verwendet.

StopMut: GGTAAACGTAAATGGGCAATTTATGGATTTTGTGATATTCGTAATTTCACTGATGCCACT: 1637

prot: G K R K w A I Y G F ¢C D I RN F T D A T : 549
StopMut: GAAGTCTTGCAAAAAGATGTGATGTTGTTTGTAAATAATATAGCTGAGATTGTTCATTCA: 1687
prot: E VL @ K DV ML F V NNTI A E I V H S: 569
StopMut: ATGGTGGATCGATATCAAGGATCAGCCAATAAAAACATAGGAGATGCATTCCTATTAGTT: 1737
prot: M v D R Y Q G S A N KN I G D A F L L V : 589
StopMut: TGGAAAATCAATGATTCTCAATGGTATGAAGATGGGAATGAAATCAAATGGTCCAACTTG: 1787
prot: W K I N D S Q@ W Y E D G N E I K W S N L : 609
StopMut: ACATTCATAAACCAATTAGCTGATTGTGCTCTAATTGCTTTCATGAAGATATATGCTAAG: 1837
prot: T ¥ I N Q@ L. A D C A L I A F M K I Y A K : 629
StopMut: ATCAATAGAGAACCTAAAATATTAGAATATAGAAATGATGAGAGATTAAGTCAACGTTTG: 1937
prot: I N R E P K I L E Y R N D E R L S Q R L : 649
StopMut: CCAGGATATAAAGTAAAGATGGGATTCGGATTGCATATAGGATGGGGCATAGAAGGTGCC: 1987
prot: P G ¥y K v K M 6 F 6 L H I G W G I E G A : 669
StopMut: ATTGGATCAGAATTCAAAATTGATGCCTCTTATCTGAGTCCAAATGTTAATATGGCTTCT: 2037
prot: I G s E F K I DA S YL S P NV N M A S : 689
StopMut: CGTTTAGAAGCTGCTACTAAACAATATGGTGTGGCTGTCTTAATCTCAAGCGAATTGCAC: 2087
prot: R L E A A T K QY GV A YV L I S S E L H=: 709
StopMut: CAATATTTCTCCAATGAAGTCAAGAAATACACCAGACAGATCGATAAAGTCACTGTTAAG: 2137
prot: Q Yy ¥F S N E V K K Y T R Q@ I D K Vv T V K : 729
StopMut : GGAAGTGTCAAACCTATTGGGTTGTTCACTGTGGAGATGGAGGCTGATGATCTGCCTCCT: 2237
prot: G s v P I G L F T V EME A D D L P P : 749

Abbildung 25: Karte der Stopcodon-Mutante (bp 1588-2247). Im Vergleich zur pAC-Originalsequenz
mutierte Nukleotide sind grau hinterlegt.

4.4 Expressionsversuche mit der AC-Domane von pAC in
E.coli

Die Adenylatcyclaseaktivitat sollte durch heterologe Expression des synthetischen pAC-Gens
zunachst in E.coli erfolgen.

4.4.1 Verkiirzungen des unveranderten, cytosolischen Bereichs

Seit dem ersten Bericht 1995 (54) Gber die gelungene Expression eines l6slichen Sauger-AC-
Proteins, welches lediglich aus den cytosolischen AC-Domanen bestand und den Membran-
anker aussparte, hat sich die Expression von AC-Doméanen losgeldst von Regulatoreinheiten
oder Membranverankerungen (in verlinkerter oder nicht-gelinkerter Form) etabliert. Fir die
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Proteinbiosynthese des pAC-Proteins in E.coli wurde der C-terminale, cytosolische Bereich
verwendet. In Abbildung 26 ist eine Ubersicht tber die in E.coli exprimierten Konstrukte ge-
zeigt.

Die in E.coli exprimierten Konstrukte wurden N-terminal mit einem Hexahis-tag fusioniert, wel-
cher durch pQE30 codiert wird. Die Klonierung in pQE30 wurde einheitlich fir alle Konstrukte
uber die BamH I-Schnittstelle durchgefuhrt. Durch diese Konstruktion begannen samtliche Pro-
teine mit dem Polypeptid MRGSHHHHHHGS (GS: AS der in-frame BamH |-Schnittstelle).

Da noch keine Daten Uber die notwendige Anzahl zusatzlicher AS up- und downstream des
konservierten AC-Bereichs (Konsensusblocks I-IV) existierten, wurde Frag. e (bp 1570-2253)
des synthetischen Gens ausgewahlt, dessen korrespondierender Proteinbereich 15AS
upstream des hochkonservierten F539 (Konsensusblock |) beginnt und 10AS downstream des
postulierten Endes der pAC-Domane (E741) endet (AS 524-751; 27,3kDa). Fir die Klonierung
wurde mittels PCR upstream des Fragments eine BamH I-Schnittstelle und downstream ein
Stopcodon gefolgt von einer BamH I-Schnittstelle  eingefiuhrt (PCR-Primer: ACp-
QEB830s / ACpQE830as). Das beschriebene Plasmid pQE30-pAC-Frag. e (AS 524-751) fand
auch Anwendung in der Herstellung des Antigens fir die Gewinnung der Anti-pAC-Antiseren
(s. Abschn. 4.10.1).

Biosyntheseversuche des katalytischen Bereichs wurden in E.coli M15 und E.coli BL21 (DE3)
JpRep4] durchgefiihrt. Fiir die jeweils ersten Enzymtests wurden die 48000xg-Ubersténde der
Zelllysate verwendet. Von den Lysat-Ubersténden der M15-Expressionskultur wurden steigen-
de Mengen in den Adenylatcyclase-Enzymtest eingesetzt (103ug, 207ug, 414ug Gesamtprote-
in), der mit 2mM Mn?* bei 37°C durchgefiihrt wurde. In keinem Fall konnte eine Aktivitt iiber
dem Kontrollwert®® gemessen werden. Das SDS-PAGE-Gel zeigte, daR eine deutliche Uberex-
pression stattgefunden hatte, das Produkt jedoch wahrscheinlich nicht in den Uberstand ge-
langt, sondern als inclusion-bodies vorlag.

Das Experiment wurde in BL21 (DE2) /[pRep4] wiederholt, wobei verschiedene Expressions-
zeiten (1, 2, 3, 4 und 5 Std.) getestet wurden. Dieser Versuch sollte zeigen, ob nach kurzer
Expressionszeit, wenn erst geringe Mengen Protein entstanden waren, nennenswerte Mengen
im Uberstand vorhanden waren. Negativkontrolle war eine nicht-induzierte Kultur, die dem
5 Std.-Protokoll unterzogen wurde. Der Enzymtest (2mM Mn?*, 37°C, 100ug Gesamtprotein)
ergab Werte im Bereich der Kontrolle. Das SDS-PAGE-Gel zeigte bei allen Proben eine starke
Expression im Gesamtzelllysat, die entsprechende Bande in den Uberstanden sind maoglicher-
weise schwach vorhanden, eine klare Aussage konnte ohne Western Blot nicht getroffen wer-
den. Zur Zeit dieses Experiments standen dafir noch keine Antikdrper zur Verfligung.

B Als Negativkontrolle diente bei diesen Tests zu Beginn der Arbeit eine Expressionskultur, die das
rekombinierte Plasmid mit dem entsprechenden AC-Teilgen enthielt, aber nicht induziert wurde.
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Abbildung 26: Ubersicht tiber die in E.coli exprimierten Konstrukte. Die beiden Konstrukte von Jiir-
gen Linder wurden der Vollstandigkeit wegen aufgenommen. pAC-Proteinabschnitte
sind weil3, AnaCyaB1-Proteinabschnitte grau gekennzeichnet. Der Hexahis-tag ist
durch das schraffierte Oval dargestellt, die katalytische Doméane durch den breiten,
rechteckigen Block, der TPRL durch das Oval und Linkerbereiche durch die schmalen,
rechteckigen Abschnitte. Die Numerierungen oberhalb der Konstrukte geben die Posi-
tionsangaben des den katalytischen Bereich stellenden Enzyms an, die Numerierung
unterhalb bezieht sich auf die eingefligten AS des jeweils anderen Proteins. Kloniert
wurden die Konstrukte in pQE30, welcher den Hexahis-tag liefert. Molekulargewicht
der Proteine: pAC-Frag. e (524-751): 27,3kDa; pAC-Frag. e+f (524-865): 40,8kDa;
pAC (530-865): 40,1kDa; pAC-QKD/QAAD: 40,1kDa; GERKEpAC: 40,1kDa; GER-
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KEVTVLpPAC: 40,1kDa; AnaCyaB1 (595-859): 32,2kDa; GKRKWAnaCyaB1: 31,6kDa;
GKRKWAIYGAnaCyaB1: 31,6kDa; GKRKWAnaCyaB1pTPRL: 31,4kDa; GKRKWAI-
YGAnaCyaB1pTPRL: 31,4kDa.

Dieses Ergebnis warf die Frage nach der Rolle des TPRL als potentielle Protein-Protein-
Wechselwirkungsdomane fiir die Dimerisierung der katalytischen Schleifen und damit fur die
Enzymaktivitat auf. Auch die starke Konservativitat des C-Terminus (letzte 15-17AS) zwischen
TPRL-tragenden ACn (AnaCyaB1 und -CyaB2 und pAC) ladt eine Funktion dieser letzten 15-
17AS vermuten, die mdglicherweise einen Effekt auf die enzymatische Aktivitat besitzt. Aus
diesen Uberlegungen heraus wurde Frag. e+f (bp 1570-2606) in pQE30 fiir die Expression in
E.coli kloniert. Dieser Genabschnitt codiert flir die gesamte cytosolische Schleife ab 5AS
downstream des vermuteten Austritts aus der Membran (AS 524-865; 40,8kDa). Fur die Klo-
nierung wurde Frag. f Uber die Schnittstellen Sfu |l (bp 2248)/Sac | (MCS pBlue) aus pBlue-
Frag. a-f in pQE30-Frag. e Ubertragen. Um die Geschwindigkeit der Proteinsynthese in E.coli
BL21 (DE3) [pRep4] zu variieren, wurde mit steigenden Mengen IPTG induziert (10puM, 20uM,
30uM). In der Anwachsphase wurde dem Medium 1% Glucose zugesetzt. Die Negativkontrolle
wuchs durchgehend unter Anwesenheit von Glucose und wurde nicht induziert. Einer weiteren
Kultur wurde zum Zeitpunkt der Induktion kein IPTG zugesetzt, sondern nur das glucosehaltige
Medium gegen glucosefreies ausgetauscht, wie dies bei samtlichen induzierten Kulturen
durchgefiihrt wurde. Der AC-Test (5mM Mn®*, kein KCI, 37°C, 96-125ug Gesamtprotein aus
Lysat-Uberstanden) fiel negativ aus.

Zu diesem Zeitpunkt begann die modellhafte Untersuchung der stark dhnlichen AnaCyaB1. In
E.coli exprimiert wurden von Jiirgen Linder die C-terminalen Peptide ab AS 560, AS 572,
AS 589, AS 595 (GERKEVTVLFSDIR...) und AS 600 bis jeweils AS 859. Die hichste Aktivitét
wurde im Lysat-Uberstand des Peptids ab AS 595 gefunden, wobei auf die Analyse der Ex-
pressionsrate und der Léslichkeit verzichtet wurde. Fiir die Ubertragung auf die Arbeiten mit
PAC war die beste funktionelle Exprimierbarkeit ausschlaggebend. Die weitere Verkiirzung der
AnaCyaB1 bis AS 600 (exprimiertes Produkt: AS 600-859) fiihrte zu blank-Werten im AC-
Enzymtest des Lysat-Uberstands, so da3 der Beginn der katalytischen Doméne auf AS 595
festgelegt wurde.

An dem AnaCyaB1-Peptid ab AS 595 wurden auBerdem Untersuchungen beziiglich der Be-
deutung des TPRL (AS 795-828) durchgefiihrt (Jiirgen Linder): es wurden Verkiirzungen des
Proteins am C-Terminus durchgefiihrt, die den TPRL und unterschiedlich lange
Linkerabschnitte entfernten (exprimierte Konstrukte: AS 595-792, AS 595-786, AS 595-781).
Dartiber hinaus wurde ein chiméres Protein hergestellt, bei welchem der AnaCyaB1-TPRL
inklusive C-Terminus durch den TPRL inklusive C-Terminus von pAC ersetzt wurde
(AnaCyaB1-pTPRL*). Samtliche Verkiirzungen filthrten zu inclusion bodies, wéhrend das
Chimér noch ca. 60% der Wildtyp-Aktivitat zeigte. Es wurde geschlossen, dal3 der TPRL und
der konservierte C-Terminus fiir die korrekte Faltung des Proteins notwendig sind und durch
die TPRL-Sequenzen anderer Proteine ersetzbar ist.

Entsprechend wurde das pAC-Peptid AS 530-865 in E.coli exprimiert (Jirgen Linder), konnte
aber nicht funktionell erhalten werden. Auch dieser Konstrukt bildete inclusion bodies. Es sei
erwéhnt, dall wéhrend und vor den Modellcharakter besitzenden Versuchen mit AnaCyaB1

% Aufbau des Konstruktes: AnaCyaB1 595-794/pTPRL 802-865
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weitere N- und C-terminale Verklirzungen des cytosolischen pAC-Bereichs analysiert wurden:
exprimierte Konstrukte: AS 457-865 (cytosolische Schleife nach TM6, Pore-Loop, cytosolische
Schleife mit AC und TPRL), AS 515-865 (beginnt mit den letzten 4AS des Pore-Loop), AS 530-
751 (katalytische Doméne zuziiglich 10AS downstream). Auch diese pAC-Peptide wurden in
E.coli nur unléslich exprimiert.

Ein weiterer Versuch (ebenfalls Jiirgen Linder) den Anteil I6slichen Proteins zu erhéhen, wurde
mit einer verdnderten Codonusage unternommen. Hierfir wurden in der Original-
Parameciumsequenz im Bereich des Frag. e die universellen Stopcodons TAA und TAG (Pa-
ramecium: Q) zu CAA und CAG mutiert (vgl. Abschn. 4.3.4) Die Verwendung seltener Codons
bewirkt eventuell eine verminderte Translationsgeschwindigkeit und 143t dadurch mehr Zeit fiir
die Proteinfaltung. In dem Konstrukt pQE30-pAC 530-865-stopMut werden die AS 530-749
durch die mutierte Originalsequenz kodiert, die AS 750-865 durch das synthetische Gen. Die
Expression in E.coli fiihrte wieder zu inclusion bodies.

Die Gesamtheit dieser Bemuhungen flhrten zu dem Schluf3, daf vornehmlich ein Proteinfal-
tungsproblem vorliegt. Es schlossen sich Experimente an, die Aufschlisse Uber den ,Problem-
bereich“ geben sollten, der zu dem unterschiedlichen Expressionsverhalten von AnaCyaB1
und pAC in E.coli fihrte.

4.4.2 Expression von Mutanten und Chimaren

pAC-Mutanten und Chimaren zwischen pAC und AnaCyaB1 sollten Erkenntnisse darlber
bringen, welcher Proteinabschnitt im pAC-Protein (cytosolischer Bereich AS 530-865) zu den
Faltungsproblemen bei der Proteinsynthese und damit zur Unldslichkeit des exprimierten Pro-
teins fuhrte. Ein Sequenzvergleich zwischen pAC, AnaCyaB1 und anderen bakteriellen, homo-
dimeren ACn (vgl. 7.2.2 Alignment der Klasse IlI-ACn vom cyanobakteriellen Typ) zeigte einige
Langenunterschiede:

a) Der Linker zwischen AC-Domane und TPRL ist bei pAC mit 70AS um 57AS langer als
der Linker bei AnaCyaB1 und -CyaB2. Dieser Bereich wurde im Rahmen von TPRL-
Austauschen zwischen AnaCyaB1 (AS 595-859) und pAC (AS 530-865) von Jirgen
Linder untersucht.

Wie oben erwéhnt, war im AnaCyaB1-Enzym (AS 595-859) der TPRL inklusive des C-
Terminus gegen den Paramecium-TPRL inklusive C-Terminus (pTPRL) austauschbar.
Die Schnittstelle lag bei diesem Chimér direkt am TPRL: AnaCyaB1 (AS 595-794) +
PTPRL (AS 802-865), d.h. es wurde der kurze Linker von AnaCyaB1 beibehalten. Um-
gekehrt wurden Chiméren hergestellt mit den folgenden Schnittstellen: pAC 530-741/
anaTPRL 781-859 (Linker vollsténdig von AnaCyaB1),
PAC 530-747/anaTPRL 787-859, pAC 530-746/anaTPRL 787-859 (der Linker-Bereich,
der von pAC in die zwei letzteren Konstrukte eingebracht wird, ist zwischen beiden ACn
konserviert, bei AnaCyaB1 liegt der Schnitt 7AS oberhalb des TPRL). Zusammenge-
fal3t ist bei allen drei Konstrukten der Linkerbereich etwa auf AnaCyaB1-Lénge geklirzt.
Die Expression aller drei Konstrukte fiihrte zu inclusion bodies.

b) Der Abstand zwischen Konsensusblock Il und Ill scheint unter den Klasse I1I-ACn recht
variabel. Dennoch féllt die pAC durch einen besonders langen Ubergang von 63AS auf,
wahrend die verwandten ACn eine Lange von rund 40AS aufweisen. In diesem Ab-
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schnitt treten viele geladene AS auf, die bei pAC aufgrund der Lange vermehrt vorhan-
den sind®.

c) Zwischen Konsensusblock | und Il ist die pAC um eine AS kirzer verglichen mit den
verwandten (cyano-)bakteriellen ACn. Die Lange in diesem Bereich ist innerhalb der
homodimeren ACn und den Sauger-C1,-Schleifen konserviert. Einzige Ausnahme bil-
den die Hefe-Typ-ACn, welche wie die pAC ebenfalls eine AS kurzer sind. (Die Sauger-
C,,-Schleifen sind in diesem Proteinabschnitt i.d.R. 7 (4+3) AS langer, leisten aber in
diesem Bereich keinen Beitrag zum katalytischen Zentrum.) Der Unterschied zu der
Gruppe der (cyano-)bakteriellen ACn war AnlaR, eine Mutante herzustellen
(PAC-QKD/QAAD).

4.4.21 Expression der pAC-Mutanten QKD—+QAAD

Die katalytische Domane von pAC ist in Anschlufl an Konsensusblock | um eine AS kiirzer als
die verwandten (cyano-)bakteriellen ACn.

Legt man die Sekundarstruktur der Sauger-AC-Kristallstruktur zugrunde, befindet sich an die-
ser Stelle der Ubergang von den Helices a1 nach 02, deren verbindender Loop bei den Ci,-
Schleifen kaum vorhanden zu sein scheint.

Die in Anschluf an Konsensusblock | verkiirzte Primarstruktur von pAC wurde durch Einfih-
rung der Mutation K554 nach AA554a/554b in pAC (AS 530-865) in ihrer Lange an die bakteri-
ellen ACn angeglichen. Die Mutation wurde mit Hilfe des PCR-Primers ParAC-QKD-QAAD
(sense-Primer) eingefuhrt, der fir die AS-Sequenz (K)LQAADVMLFV codiert, wobei die Co-
dons fur LQ eine Pst I-Schnittstelle entsprechend dem synthetischen pAC-Gen tragen, wah-
rend die 18bp am 3’-Ende der Primersequenz der Stopcodon-Mutanten entsprechen. Gegen-
primer war pACs-4as, welcher spezifisch im 5-Bereich des Frag. f bindet. Als Matrize diente
pQE30-pAC 530-865-stopMut. Das Produkt wurde durch eine Pst|/Sful-Klonierung in
PQE30(APstl)-pAC 530-865"" eingesetzt, so dak die AS GKRKWAIYGFCDIRNFTDATEVLQ
vom synthetischen Gen codiert werden und das restliche Frag. e durch die Stopcodon-mutierte
Originalsequenz. Frag. f entspricht dann wieder dem pACsyn-Gen (wie pQE30-pAC 530-
865-stopMut).

Die Lysat-Uberstéande einer ,langsamen Expression® in E.coli BL21 (DE3) [pRep4] zeigten im
Enzymtest gegenuber dem Kontrollwert (pQE30 Leervektor) eine erhdhte spezifische Aktivitat
(pQE-leer: 5pmol/mg/min; pAC-QKD/QAAD: 10,7pmol/mg/min). Sie Ubersteigt aber den Be-
reich des zweifachen Basalwert nicht deutlich. Bei diesem Versuch konnten erstmals gréRRere
Proteinmengen im Zentrifugationsuberstand erhalten werden. Im Western Blot (s. Abbildung
30) der Lysat-Uberstande scheint die Bande ca. 1/5 der Idslichen Proteinmenge der Positiv-
kontrolle AnaCyaB1 (AS 595-859) zu enthalten. Im SDS-PAGE-Gel ist die Bande nicht er-

0" Adressiert wurde dieser Bereich durch cross-over-Konstrukte von Jurgen Linder, die direkt nach
Konsensusblock Il ansetzten. Diese Chimaren, deren Expression ebenfalls zur Bildung von inclusi-
on bodies fuhrte, werden nicht weiter besprochen.

“n PQE30(APstl)-pAC 530-865 wurde in der MCS von pQE30 die Pst I-Schnittstelle folgendermalien
entfernt: nach einem Restriktionsverdau mit Sma I/Hind Ill wurde das Plasmid geglattet und reli-
giert.
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kennbar. Der Versuch, das verkurzte Protein durch eine native Reinigung mit Ni-NTA-Agarose
aufzukonzentrieren mif3lang. Im Eluat war kein Protein vorhanden.

gt X o1 (L o2 O
pAC : OK-DUMLFGNNIAEINHSMUD : 572
AnaCyaBl : GAAEVVSLINOFFETMVEAVF : 638
TrepaAC  : PPEDVVEFMNEYMSCMVDCIE : 430
StiauACB : SIHPPEQVVG QVLGRESDAVL : 203
RhimeCyal : GRSPEE SEEFDLFSE . 36

--Block-I- =

Abbildung 27: Alignment einiger homodimerer ACn vom (cyano-)bakteriellen Typ im Bereich des
Konsensusblocks | und einiger AS downstream. Die in der pAC-Primarstruktur fehlen-
de AS ist in den verwandten ACn fett gedruckt. Die angedeutete Sekundarstruktur
entspricht der Sekundarstruktur der Sauger-AC-Kristallstruktur. Fiir die genaue Be-
zeichnung der ACn im Alignment s. S. 181f.

44.2.2 pAC-AnaCyaB1-Chimaren

Verklrzungsexperimente von Jiurgen Linder mit AnaCyaB1 ergaben, dall das Protein
AS 595-859 am besten funktionell exprimierbar ist, wahrend bei Verkirzung um weitere 5AS
(AS 600-859) keine Enzymaktivitdt mehr vorhanden war. Dies lie3 vermuten, dal die 5AS
GERKE (595-599) eine wichtige Rolle spielen und maéglicherweise fiir die Léslichkeit oder die
Aktivitdt des Proteins unabdingbar sind. Der entsprechende Abschnitt in pAC GKRKW
(AS 530-534) ist positiv geladen, wahrend bei AnaCyaB1 die Ladungen dieser AS ausgegli-
chen sind. Aufgrund ihrer Anordnung kommen im p-Faltblatt, wie es laut mammalia-
Kristallstruktur fir diesen Proteinabschnitt zutreffen wiirde, je eine saure und eine basische AS
auf einer Seite zu liegen. Dariber hinaus findet man bei pAC mit W eine AS mit einem sehr
volumindsen, hydrophoben Rest. Diese Unterschiede kdnnen einen entscheidenden Einflul
bei der Proteinfaltung besitzen, da diese AS in Anschlul} an den Hexahis-tag die Proteinkette
anfihren. Es wurden cross-over-Konstrukte ausgearbeitet, bei welchen diese 5AS in den bei-
den Proteinen jeweils durch das fremde Polypeptid ausgetauscht wurden. Ziel war, zu ermit-
teln, ob das GERKE-Motiv des aktiven Anabaena-Enzyms einen positiven Einfluf® auf die LOs-
lichkeit und die Aktivitat des pAC-Proteins (530-865) besitzt, bzw. umgekehrt, ob der Aus-
tausch dieser AS im AnaCyaB1-Enzym (595-859) gegen das pAC-Motiv GKRKW in Bezug auf
dessen Ldslichkeit und Aktivitat toleriert wird. Es wurden vier Konstrukte hergestellt, jeweils
zwei mit der AnaCyaB1 (AS 595-859) und der pAC (AS 530-865). Bei diesen wurden einmal
die ersten 5AS und einmal die ersten 9AS gegen die der jeweils anderen AC ausgetauscht.
Um Aufschlisse Uber mogliche Wechselwirkungen zwischen dem TPRL oder dem konservier-
ten C-Terminus und den 9AS oberhalb des hochkonservierten F zu erhalten, wurden zwei wei-
tere Konstrukte mit der katalytischen Domane von AnaCyaB1 mit pTPRL kloniert, bei welchen
die ersten 5AS bzw. 9AS gegen die entsprechenden pAC-AS ausgetauscht wurden (vgl.
Abbildung 28).

Die AS-Austausche wurden durch lange PCR-Primer eingefiihrt, die fir die einzufihrenden
5 oder 9AS codierten und im 3’-Bereich 18bp mit der jeweiligen Matrize Uberlappten. Die
sense-Primer enthielten am 5-Ende zusatzlich eine BamH I-Erkennungssequenz. Fir die
pAC-Konstrukte wurden die Primer GERKEpAC-s bzw. GER-VLpAC-s mit pACQe3, fir die
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AnaCyaB1-Konstrukte die Primer GKRKWAnNa-s bzw. GKR-YGAna-s mit ANCB1as eingesetzt.
Als Matrize wurde die pAC-Stopcodonmutante bzw. AnaCyaB1 verwendet. Die sequenzierten
PCR-Produkte wurden im Fall von pAC Uber eine BamH I/EcoR V-Klonierung in das entspre-
chend verdaute Konstrukt pQE30-pAC (AS 530-865) eingesetzt, im Falle von AnaCyaB1 Uber
eine BamH |-Klonierung in BamH I-linearisierten pQE30. Fir die Klonierung der
GKRKW(AIYG)AnaCyaB1pTPRL-Chimare dienten die Konstrukte PQE30-
GKRKW(AIYG)AnaCyaB1 als Vektor, in die ein EcoR V/Hind lll-Insert aus pQE30-
AnaCyaB1pTPRL* eingesetzt wurde.

PAC (530-865) : GKRKWAIYGFCDIRNFT------------- //------ FLHQFGQ-/-RELTEK.
AnaCyaBl (595-859): GERKEVTVLFSDIRGYT------------- //------ FLFHYHN-/-WTIFTK.
GEKRKEpPAC: GERKEAIYGFCDIRNFT------------- //------ FLHQFGQ-/-RELTEK.
GERKEVTVLpPAC: GERKEVTVLFCDIRNFT------------- //------ FLHQFGQ-/-RELTEK.
GKRKWAnaCyaBl: GKRKWVTVLFSDIRGYT------------- [/------ FLFHYHN-/-WTIFTK.
GKRKWAIYGAnaCyaBl: GKRKWAIYGFSDIRGYT------------- //------ FLFHYHN-/-WTIFTK.
GKRKWCyaBlpTPRL: GKRKWVTVLFSDIRGYT------------- //------ FLHQFGQ-/-RELTEK.
GKRKWAIYGCyaBlpTPRL : GKRKWAIYGFSDIRGYT------------- //------ FLHQFGQ-/-RELTEK.

Abbildung 28: Ubersicht Uiber die hergestellten Chimaren zwischen pAC und AnaCyaB1.

Zunachst wurden die Konstrukte mit den N-terminalen AS-Austauschen exprimiert und die
Lysat-Uberstande in einen Adenylatcyclase-Test eingesetzt. Sowohl GERKEpAC (40,1kDa)
als auch GERKEVTVLpPAC (40,1kDa) zeigten keine Aktivitat. In GKRKWAnaCyaB1 (31,6kDa)
hingegen wurde der AS-Austausch toleriert, es besitzt ca. 1/3 bis 1/2 der WT-Aktivitat. Der
Austausch von 9AS in GKRKWAIYGAnaCyaB1 (31,6kDa) hingegen fuhrte zu inaktivem En-
zym. Durch die in AnaCyaB1 (595-859) nicht entfernbaren AS GERKE wurde kein positiver
Effekt auf pAC ausgeubt werden, wahrend die pAC-AS GKRKW auch nicht zur Unldslichkeit
oder Inaktivitdt von AnaCyaB1 flhrten (vgl. Tabelle 20). Diese 5AS-Motive kénnen folglich
nicht ausschlaggebend sein fur die funktionelle Exprimierbarkeit der AnaCyaB1 bzw. die nicht
funktionelle Expression der pAC. Das SDS-PAGE-Gel zeigte, dal} alle Konstrukte etwa gleich
stark im Pellet vorkommen, 14Bt aber bei keinem der Konstrukte Iésliches Protein im Uberstand
erkennen (s. Abbildung 29). Aufgrund der eindeutig negativen AC-Test Ergebnisse wurde auf
die Durchflihrung eines Western Blots verzichtet.

Tabelle 20: AC-Test Ergebnisse einiger pAC-AnaCyaB1-Chimaren
PQE30 AnaCyaB1 | GERKE- |GERKE- |GKRKW- |GKRK-

leer (595-859) | pAC VTVL AnaCyaB1 | WAIYG-
pAC AnaCyaB1
spez. Aktivitat 6.4 690,6 3.2 8,0 274,8 3,1

pmol/mg/min

2 pQE30-AnaCyaB1pTPRL ist ein Konstrukt von Jirgen Linder (siehe S.112). Der Paramecium-TPRL
ist nahtlos an AnaCyaB1 angefugt, unmittelbar downstream des Stopcodons befindet sich eine
Hind 111-Schnittstelle.
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Abbildung 29: SDS-PAGE-Gel der exprimierten pAC-AnaCyaB1-Chiméaren. Bei allen Konstrukten
sind die resuspendierten Pellets (P) und die Ubersténde (U) aufgetragen. Die Auf-
tragsmenge betragt bei den Uberstanden jeweils 40ug Protein. In den Spuren der
Pelletproben wurde die Menge unléslichen Riickstandes aufgetragen, die 40ug
I6slichen Proteins (Uberstand) im Zelllysat entspricht. Hierfir wurden die Pellets im
ursprunglichen Volumen resuspendiert und das gleiche Volumen wie fir 40ug
Gesamtprotein des Uberstands aufgetragen. M: Proteinmarker.

Die Konstrukte GKRKWAnaCyaB1pTPRL (31,4kDa) und GKRKWAIYGAnaCyaB1pTPRL
(31,4kDa) wurden parallel zu den Chimaren AnaCyaB1pTPRL (31,4kDa) und GKRKWAnaCy-
aB1 (31,6kDa) exprimiert. Der Western Blot der Ubersténde zeigte, dal von all diesen Kon-
strukten auch ein Idslicher Anteil im Uberstand vorkommt (s. Abbildung 30), Aktivitat deutlich
Uber Hintergrund konnte fir die Chimaren mit AS-Austauschen an N- und C-Terminus nicht
festgestellt werden (vgl. Tabelle 21). Bei einer spezifischen Rickkopplung des TPRL oder C-
Terminus an die ersten AS der katalytischen Domane ware eine Aktivitatserhéhung durch Ein-
fuhrung des Paramecium-TPRL in die Konstrukte GKRK(WAIYG)AnaCyaB1 zu erwarten ge-
wesen. Aus diesen Daten wurde geschlossen, dall das vermutlich nicht der Fall ist. Die mogli-
cherweise eine Tendenz andeutende leicht erhohte Aktivitdt bei GKRKWAnaCyaB1pTPRL

wurde aus diesem Grund nicht weiter verfolgt.

Tabelle 21: Ergebnis des AC-Tests (spezifische Aktivitat) der AnaCyaB1-Chimaren mit pAC-
Domaéanen/-Peptiden.

PQE30 Ana- Ana- GKRKW- | GKRKW- | GKRK-
leer CyaB1 CyaB1- |Ana- Ana- WAIYG-
(595-859) | pTPRL CyaB1 CyaB1- |Ana-
pTPRL |CyaB1-
pTPRL
spezifische Aktivitat 50 1697,8 16,9 288,6 12,1 76
[pmol/mg/min]
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a: pQE30 leer
—974 b: AnaCyaB1 (595-859)
c: AnaCyaB1pTPRL
— 66 d: GKRKWAnaCyaB1
e: GKRKWAnaCyaB1pTPRL
— 45 f: pAC-QKD/QAAD
| e %6 g: GKRKWAIYGAnaCyaB1pTPRL
- 25

Abbildung 30: Western Blot der AnaCyaB1-pAC-Chiméren und der Mutanten pAC-QKD/QAAD. Auf-
getragen wurden je 40ug der Lysat-Uberstande. Als primarer Antikérper wurde anti-
RGS(His)4 verwendet.

4.5 Heterologe Expression in HEK293

Parallel zu Expressionsexperimenten in E.coli wurden Expressionsversuche in HEK293 durch-
geflhrt. HEK293 ist eine in diesem Labor etablierte, eukaryotische Zellkultur (1, 55, 56). Eine
Ubersicht Uber die transfizierten Konstrukte ist in Abbildung 31 gegeben.

Far die Arbeiten mit HEK293 fand der bicistronische Vektor p/RES1neo (Clontech) Verwen-
dung, der downstream der MCS eine internal ribosome entry site (IRES) des Encephalomyo-
carditisvirus (ECMV) tragt, so dal® die Expression des Gens von Interesse und eines Selekti-
onsmarkers oder Reporterproteins unter der Kontrolle eines gemeinsamen Promotors (CMV)
stehen. Die Ribosomenanlagerung an die bicistronische mRNA erfolgt sowohl am 5-Ende als
auch an der IRES. Zellen, die den Selektionsmarker (Neomycinphosphotransferase) exprimie-
ren und eine Selektion mit G418 Uberleben, besitzen ein Transkript des zu exprimierenden
Gens. Voraussetzung ist die genomische Integration. Dieses System macht die klonale Selek-
tion transfizierter Zellen entbehrlich.

Zur Bestimmung der Basalaktivitat der Zellen wurde bei jeder Transfektion parallel mit dem
entsprechenden Leervektor p/RES1neo(A) als Negativkontrolle gearbeitet.

Zur Uberpriifung der korrekten Durchfiihrung der Transfektion und Kultivierung wurde eine
stabile Zellinie mit einem bereits positiv getesteten AC-Chimar in p/RES1neo von Thomas
Seebacher hergestellt (im Weiteren als Positivkontrolle bezeichnet). Im AC-Enzymtest ergaben
diese Homogenate eine spezifische Aktivitat die etwa 10-15fach Uber dem Basalwert lag, was
die richtige Handhabung der Kultur bestatigte.
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Abbildung 31: Ubersicht tiber die in HEK293 exprimierten pAC-Konstrukte. Das pAC-Holoenzym,
kodiert von dem urspriinglichen synthetischen Gen (pACsyn) und dem synthetischen
Gen Il (pACsynll) wurde mit und ohne C-/N-terminalem Hexamyc-tag transfiziert. Der
I6sliche Abschnitt des Proteins (Frag. e+f) wurde ebenfalls in HEK293 versucht zu
exprimieren. Dariber hinaus wurde ein Chimar aus dem AC VII-Proteingerists mit
den pAC-katalytischen Bereichen (ohne und mit C-terminalem Hexamyc-tag) herge-
stellt. Molekulargewichte der Proteine: pACsyn(ll): 97,9kDa, pACsyn(Il)-Cmyc:
108,7kDa; pACsynll-Nmyc: 108kDa; pAC-Frag. e+f: 40,8kDa; ACVIIpC1C1:
123,7kDa; ACVIIpC1C2-Cmyc: 134,5kDa.

4.5.1 Expression des Holoenzyms und des cytosolischen Bereichs

4.5.1.1 Anpassung des Vektors und Klonierung des pACsyn-Gens

Das urspringliche Vorhaben, pACsyn Ehe I/Not |-geschnitten Uber die MCS-Schnittstellen
EcoR V/Not | in pIRES1neo zu klonieren, erwies sich als nicht sinnvoll, da hierbei ein alternati-
ves Startcodon aulierhalb des Leserahmens entstiinde:

EcoRV
Ehel
pIRES1neo —GAT GCCGCCACC— pACsyn

Abbildung 32: Entstehung eines alternativen Startcodons (grau hinterlegt) bei Ligation eines EcoR V-
Rests auf ein Ehe I-Ende.
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Flr die Ligation in eine der weiter downstream liegenden Schnittstellen der MCS mufte der
Vektor angepal’t werden, da die Gefahr bestand, dal die zwei G/C-reichen DNA-Abschnitte
der Not I-Erkennungssequenz und der Kozak-Sequenz Sekundarstrukturen auf Ebene der
mMRNA bilden, was zu einer Beeintrachtigung der Translation flihren kénnte (57). Durch einen
EcoR V/EcoR |-Verdau wurde das potentiell problematische Fragment aus p/RES71neo ent-
fernt, der linearisierte Vektor geglattet und wieder ligiert. Der veranderte Vektor wurde mit p/-
RES1neoA bezeichnet (s. Abbildung 33).

Das synthetische pAC-Gen wurde fur die Klonierung als geglattetes Ehe I/Not I-Fragment
(Ausgangskonstrukt: pBlue-Frag. a-f, s. S.106) in den BamH |-verdauten, geglatteten
PIRES 1neoA eingesetzt, das rekombinierte Konstrukt wird mit p/RESA-pACsyn(ll) bezeichnet.

900
CGAGCTCGGATCGATAATTCAGTGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTAATTCG
i - t

Clal* BamH| BstXl

Abbildung 33: Verbleibende MCS des veranderten pIRES1neo (pIRES1neoA). (EcoR V/EcoR I-ver-
daut, gebluntet, religiert). Die Reste der geglatteten Schnittstellen sind kursiv ge-
druckt. Cla | liegt nach Amplifikation in dam’-Stammen methyliert vor.

4.5.1.2 Version 1 des synthetische pAC-Gens in HEK293

Es wurden gleichzeitig zwei unabhangige Transfektionen von p/RESA-pACsyn in HEK293
durchgefiihrt. Mit den ersten Zellhomogenaten wurde der Einflull des Proteaseinhibitorcock-
tails complete™ mini und der Standardpuffersubstanzen Tris und MOPS im AC-
Suspensionspuffer auf die mogliche Enzymaktivitdt getestet. Ebenfalls in Betracht gezogen
wurde der Aspekt der Notwendigkeit eines Glycerolzusatzes (10%) in PBS zum Waschen der
Kulturen vor deren Ernte. Die Uberpriifung des Glycerolzusatzes im Waschpuffer und gleich-
zeitig die Verwendung eines MOPS-Puffers geschah in Hinblick auf Erfahrungen, die wahrend
der proteinchemischen Arbeiten mit der AC-aktiven Cilienfraktion von Paramecien gemacht
worden waren. Es hatte sich herausgestellt, daf} die Aktivitat beim Einfrieren der Cilien nur bei
Verwendung eines MOPS-Puffers erhalten werden konnte. Dariiber hinaus war zur Stabilisie-
rung des Enzyms ein Glycerolzusatz notwendig. Die AC-Aktivitdt im Enzymtest der verschie-
den aufbereiteten HEK-Homogenate*® entsprach dem Basalwert der Kontrollhomogenate. Eine
Expressionskontrolle war mangels eines geeigneten spezifischen Antikdrpers nicht mdglich.
Alternativ wurde die Expression des Reporterproteins GFP von der bicistronischen mRNA un-
tersucht, wodurch Aussagen Uber das Vorhandensein einer funktionsfahigen, durchgangigen
mRNA maoglich wurden.

* Jeweils eine Kulturplatte wurde nach Waschen mit glycerolfreiem PBS mit Tris-haltigem AC-
Suspensionspuffer mit und ohne Proteaseinhibitorcocktail homogenisiert. p/RES1neoA-Leervektor
transfizierte Zellen wurden entsprechend behandelt. Die Zellen einer Platte wurden mit glycerolhal-
tigem PBS gewaschen und in AC-Suspensionspuffer auf MOPS-Basis mit Proteaseinhibitorcocktail
aufgearbeitet.
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4.5.1.3 GFP-Fluoreszenzuntersuchungen zur Uberpriifung der Transkrip-
tion
pIRES1neo bietet die Mdglichkeit der Expression eines Reporterproteins, welches bei Erschei-
nen die vollstandige Transkription der Expressionskassette belegt. Hierfir wird das entspre-
chende Gen downstream der IRES anstelle des Selektionsmarkers einkloniert. Von Jirgen
Linder wurde mir ein entsprechender p/RES 1neo-Vektor (0/RES-GFP) Uberlassen. Es wurden
folgende Konstrukte transfiziert: p/RES1neo (Negativkontrolle), p/RES-GFP (Positivkontrolle),
PIRES-GFP-AC V, pIRES-GFP-pACsyn, pIRES-GFP-pACsynll. Die Untersuchung des Kon-
struktes pIRES-GFP-AC V wurde als zusatzliche Positivkontrolle durchgefiihrt, da die Intensitat
und die Anzahl fluoreszierender Zellen bei Plasmiden mit langem Insert in der MCS geringer
ist. pACsynll war zum Zeitpunkt dieser Untersuchung bereits verfigbar und wurde in das Ex-
periment einbezogen. Es entstanden transient transfizierte Zellinien, die 45Std. nach Transfek-
tion unter einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet wurden. Das Ergebnis ist in Tabelle 22 zu-
sammengefal3t.

Die Untersuchung ergab, dal® die Expression des pACsyn-Gens (Variante |) bereits auf Ebene
der Transkription bzw. der Prozessierung der naszierenden RNA zu Problemen flihrte, die die
Entstehung einer funktionellen mRNA verhinderten. Dies korrelierte mit dem negativen Ergeb-
nis des oben beschriebenen Expressionsversuchs. Bei den die Selektion tberlebenden, trans-
fizierten Zellen handelt es sich wahrscheinlich um Artefakte, bei welchen lediglich das resis-
tenzvermittelnde Gen des Selektionsmarkers in das Genom der Zellen integriert wurde.

Beziglich des pACsynll-Gens konnte aufgrund der Fluoreszenzuntersuchung keine eindeutige
Aussage getroffen werden. Es konnten zwar nur sehr wenige fluoreszierende Zellen mit einer
geringen Intensitat gefunden werden, jedoch bot sich ein anderes Bild, als bei der Negativkon-
trolle und dem Konstrukt mit dem urspriinglichen pACsyn-Gen. Das pACsynll-Gen wurde in
folgenden Expressionsexperimenten verwendet.

Tabelle 22: Ergebnis der Fluoreszenzuntersuchungen mit dem bicistronischen Vektor p/RES-GFP,
welcher downstream der IRES das Reportergen GFP tragt.

Konstrukt Bedeutung Beobachtung

pIRES1neo Negativkontrolle Keine Fluoreszenz

pIRES-GFP Positivkontrolle Einige deutlich fluoreszierende Zellen
PIRES-GFP-AC V Positivkontrolle eines Fluoreszierende Zellen, aber geringere

rekombinanten p/RES- | Anzahl und schwachere Fluoreszenz
GFP mit langem Insert

PIRES-GFP-pACsyn Probe Keine fluoreszierenden Zellen

PIRES-GFP-pACsynll Probe Anderes Erscheinungsbild als Negativ-
kontrolle, jedoch nur extrem wenige, sehr
schwach fluoreszierende Zellen auffind-
bar.
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4.5.1.4 Getaggte und ungetaggte Konstrukte in HEK293

In weiterflihrenden Expressionsexperimenten in HEK293 wurden Zellinien des pACsynll-Gens
mit und ohne Hexamyc-tag (N- und C-terminal) hergestellt (p/IRESA-pACsynll, pIRESA-
pACsynll-Cmyc, p/[RESA-pACsynll-Nmyc). Die Fusion mit einem Hexamyc-tag bot die Mog-
lichkeit des immunchemischen Expressionsnachweises. Trotz des negativen Ergebnisses der
Fluoreszenzuntersuchung mit dem urspriinglichen synthetischen Gen wurde auch eine N-
terminal getaggte Variante dieses pAC-Gens transfiziert (p/RESA-pACsyn-Cmyc). Darlber
hinaus wurde Frag. e+f (bp 1570-2606), versehen mit einem N-terminalen Hexahis-tag, fur die
Expression in HEK293 vorbereitet. Der Versuch ein l6sliches pAC-Konstrukt (AS 524-865) zu
exprimieren, sollte von der Membranverankerung und den Schwierigkeiten, die bei der korrek-
ten Faltung und Einfadelung solcher Proteinabschnitte bei heterologer Expression auftreten
kénnen, unabhangig machen. Die Expression des entsprechenden I6slichen Proteinabschnitts
in E.coli fuhrte zur Bildung von inclusion bodies, so dal} das HEK293-System eine alternative
Chance bot, I6sliches Protein zu erhalten.

Klonierung der Konstrukte

PACsyn und pACsynll mit C-terminalem Hexamyc-tag:

Flr die Fusion des Hexamyc-tag an den C-Terminus wurde zunachst das Stopcodon des pAC-
Gens entfernt: durch PCR mit dem Primerpaar FragfDer1-s/FragfDer1-as wurde ein alternati-
ves Frag. f ohne Stopcodon (Frag. fAStop) erhalten. Nach dem Codon der letzten AS folgte
eine Not I-Erkennungssequenz. Der Hexamyc-tag konnte aus einem bestehenden Konstrukt in
pIRES1neo gewonnen werden, in welchem er von einer Not I-Schnittstelle (5’-Ende) und einer
BamH |-Schnittstelle (3'-Ende, downstream des Stopcodons) flankiert wurde (s. Abbildung 34).
Die BamH I-Schnittstelle war auf die BamH I-Schnittstelle in p/RES1neo kloniert. Die endguilti-
ge Klonierung wurde als Tripelligation folgender Fragmente durchgeflihrt: Vektor: p/RESA-
pACsyn(ll), Sfu I/Xho I** geschnitten; Insert 1: Frag. fAStop, Sfu I/Not |; Insert 2: Hexamyc-tag,
Not I/Xho |.

PACsynll mit N-terminalem Hexamyc-tag:

Der Hexamyc-tag wurde nicht upstream des Startcodons fusioniert, sondern in die Hpa I-
Schnittstelle (bp 18) des pACsyn-Gens eingesetzt. Die Hexamyc-Kassette wurde aus einem
bestehenden Klon entnommen, aus welchem sie upstream durch eine Pst |- und downstream
durch eine Sph I-Schnittstelle herausgeschnitten werden konnte (s. Abbildung 34). Durch Glat-
ten der Uberhénge entstand ein Fragment, welches in frame in die Hpal von pIRES4-
pACsynll eingesetzt werden konnte.

Frag. e+f mit Hexahis-tag:

Fir die Expression in HEK293 mufte dem codierenden Bereich eine Kozak-Sequenz voran-
gestellt werden. Das gesamte Gen inklusive des Hexahis-tags wurde durch PCR an pQE30-
Frag. e+f mit den Primern KozpQE-s und FragfNot-as gewonnen. Durch das Uberhangende
5’-Ende des sense-Primers wurde upstream des Startcodons eine EcoR V-Schnittstelle gefolgt
von der Kozak-Sequenz GCCGCCACC eingeflhrt. Die 18bp des 3’-Endes waren komplemen-

** Xho I: Schnittstelle auf pIRES1neo (bp 3000) 2057bp downstream der BamH |
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tar zum Startcodon und den folgenden 5 Basentripletts (MRGSHH), welche von pQE30 codiert
werden. Das PCR-Produkt wurde durch eine EcoR V/Not I-Klonierung in p/RES1neo eingeflgt.

Kassette des C-terminalen Hexamyc-tags:

gcggccgctATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAATGAAATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAG
GACTTGAATGAAATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAATGAAATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAA
GAGGACTTGAATGAAATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAATGAAATGGAGAGCTTGGGCGACCTC
ACCATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAATTCAAGGCCTCTCTAGaggatcc

Kassette des N-terminalen Hexamyc-tags:

tctgcagctATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAATGAAATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAG
GACTTGAATGAAATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAATGAAATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAA
GAGGACTTGAATGAAATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAATGAAATGGAGAGCTTGGGCGACCTC
ACCATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGcatgeg

Abbildung 34: DNA-Sequenz der verwendeten Hexamyc-Kassetten. Die flankierenden Linkerberei-
che sind mit Kleinbuchstaben dargestellt, die eigentliche Sequenz des Hexamyc-tags
mit Grof3buchstaben. Die Restriktionsschnittstellen sind kursiv gedruckt.

Expression der Konstrukte und AC-Enzymtests

Samtliche Konstrukte wurden gleichzeitig transformiert und nach Beendigung der Selektion je
eine Kulturplatte geerntet (AC-Suspensionspuffer auf MOPS-Basis mit complete™ mini). Kei-
nes der Probenhomogenate zeigte erhdhte AC-Aktivitat gegentiber dem Kontrollwert. In die
Doppelbestimmungen wurden unterschiedliche Proteinmengen eingesetzt (einfach und dop-
pelt). Auffallig war, daf’ innerhalb einer Probe keine Linearitat zwischen den erhaltenen counts
bestand, weshalb auch die spezifischen Aktivitaten nicht gleich waren. Das Problem nicht line-
arer Testergebnisse setzte sich durch alle folgenden AC-Tests mit HEK293 fort. Spater kristal-
lisierte sich als plausible Erklarung heraus, dal® das regenerierende System Kreatinkina-
se/Kreatinphosphat in der eingesetzten Konzentration nur bis zu einer HEK293-
Homogenatmenge von bis zu ca. 60ug Gesamtprotein ausreichend arbeitet. Die einfache Pro-
teinmenge der Proben im Test lag zwischen 43ug und 105ug Gesamtprotein. In Anbetracht
des erwartet positiven Ergebnisses der mitgeflhrten Positivkontrolle (s. S. 117), konnte an der
negativen Bewertung der Testergebnisse festgehalten werden. Das Auftreten von AC-Aktivitat
hatte sich auch nach Verlassen des linearen Bereichs in erhdhten counts und einer erhohten
spezifischen Aktivitat niedergeschlagen.

Es wurden Western Blots zur Expressionsanalyse durchgeflihrt. Samtliche mit Hexamyc fusio-
nierten Konstrukte (pACsyn-Cmyc, pACsynll-Cmyc, pACsynll-Nmyc) konnten mit dem mo-
noklonalen Anti-myc-Antikérper nachgewiesen werden (s. Abbildung 35). Auffallend ist die
starke Degradation der Expressionsprodukte. Unterhalb des Hauptexpressionsproduktes er-
scheint eine Reihe kleinerer Proteine, die wahrscheinlich C- bzw. N-terminale Abbauprodukte
der Expressionsprodukte darstellen. Die gleichbleibende Bandenintensitat aller Konstrukte laft
auf die gleiche Expressionsrate schlieRen. Das ungetaggte Expressionsprodukt pACsynll kann
schwach mit dem sehr unempfindlichen Anti-pAC-1.3-Antiserum auf der erwarteten Laufhéhe
detektiert werden, nicht jedoch die ungetaggte pAC vom urspriinglichen pACsyn-Gen (s.
Abbildung 58). Der immunchemische Nachweis des I8slichen Konstrukts pAC-Frag. e+f wurde
mit dem monoklonalen anti-RGS(His),-Antikérper durchgefihrt. Es konnte nur ein sehr schwa-
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ches Signal erhalten werden, was auf eine duf3erst niedrige Expressionsrate hinweist, da der
verwendete Antikdrper eine hohe Empfindlichkeit aufweist (s. Abbildung 35).

a: pIRES
b: pACsyn-Cmyc
c: pACsynll-Cmyc
— 45 d:  pACsynll-Nmyc
— 36 e:  ACVllpcC1C2
> f.  pIRES
-- -_— g: Frag. e+f
— 29
— 974 —25
- E3
e e —
e Anti-RGS(His).-
Antikorper

Anti-myc-Antikrper

Abbildung 35: Western Blot der HEK293-Zellinien der pAC-Holoenzyme und des pAC-Frag. e+f. Die
Hexamyc-fusionierten pAC-Holoenzym-Konstrukte wurden mit dem Anti-myc-
Antikorper nachgewiesen, Frag. e+f als Hexahis-getaggtes Protein mit dem anti-
RGS(His)4-Antikorper. Die Expression von pACsynll (nicht getaggtf) konnte mit dem
Anti-pAC-1.3-Antiserum nachgewiesen werden (siehe Abbildung 58).

Die negativen AC-Testergebnisse in Verbindung mit den Ergebnissen des Western Blots fuhr-
ten aufgrund verschiedener Uberlegungen zu weiteren Testanséatzen, die das Ziel verfolgten,

a) einen moglicherweise notwendigen Zusatzfaktor oder Regulator aus Paramecium in
den Testansatz einzubringen (s.u.),

b) die Expressionsrate zu erhéhen oder den Abbau zu vermindern, um héhere Protein-
mengen fur die Dimerisierung des Enzyms zur Verfligung zu haben,

c) die Proteinfaltung zu verbessern.

Zusatz von Paramecienlysat zu den AC-Testansétzen

Die Western Blots belegten, dall die Genprodukte vorhanden waren, in den AC-Tests konnte
jedoch keine Aktivitdt gemessen werden. Ein Grund hierflir ist méglicherweise das Fehlen ei-
nes zusatzlichen Faktors, der fur die Regulation verantwortlich ist oder gar eine weitere Unter-
einheit der enzymatischen Aktivitat bildet. Fir diese Hypothese findet sich kein Hinweis in den
proteinchemischen Untersuchungen die bis 1992 in diesem Labor durchgefiihrt wurden. Das
gereinigte Protein war homogen (12). Trotzdem wurde ein Versuch unternommen, in welchem
zu den Testansatzen verschieden aufbereitete Fraktionen eines Lysats aus Paramecium tet.
zugesetzt wurden (zur Verfligung gestellt von Jlrgen Linder). Die Lysate waren durch Homo-
genisation mit einem Hand-Homogenisator hergestellt worden. Testzusatz 1 war das vollstan-
dige Homogenisat (H). Testzusatz 2 war der Zentrifugationstiberstand von H, das heil3t unlésli-
che Bestandteile, Zellorganellen und Plasmamembranbruchsticke waren abgetrennt worden
(H-U). Bei der Herstellung von Testzusatz 3 war ein Homogenat unter Behandlung mit dem
Detergens Brij hergestellt worden (HB). Testzusatz 4 war ein Zentrifugationsiberstand des

123



Ergebnisse

Brij-behandelten Homogenats (HB-U). Die verschiedenen Lysate waren ca. 1 Jahr bei -70°C
gelagert worden. In den AC-Test wurden HEK293-Zellhomogenate von p/RES1neoA (Negativ-
kontrolle), pIRESA-pACsynll-Cmyc und p/RES1neo-Frag. e+f eingesetzt. Darlber hinaus wur-
den die Paramecium-Lysate ohne HEK293-Homogenate getestet, um deren Eigenaktivitat
festzustellen. Sowohl H als auch HB, also die Homogenate, welche die Membranbestandteile
beinhalten, zeigten eine spezifische AC-Aktivitat von 14-15pmol/mg/min. Nach Abzug der spe-
zifischen Aktivitat der Negativkontrollen (p/RES1neoA + entsprechender Testzusatz) von den
Proben mit Zusatz der verschiedenen Lysate zeigte sich bei keiner der Proben Aktivitat, d.h.
die Paramecienlysat-Zusatze konnten keine Aktivierung der exprimierten pAC-Proteine herbei-
fuhren. Einzig eine Modulation der HEK293-eigenen Basalaktivitat wurde festgestellt. HB-U
erhohte reproduzierbar in allen Testproben die HEK293-eigene Basalaktivitat auf den 2fachen
Wert, ohne selbst Aktivitat zu zeigen. Hingegen schienen die Testzusatze H und H-U die Basa-
laktivitat auf die Halfte zu verringern, ebenfalls reproduzierbar in allen Proben. HB hatte keine
Auswirkung. Die meRbare Erhdhung der AC-Aktivitat durch HB-U kann auf eine Modulation der
HEK293-eigenen AC oder auf eine Modulation der Kreatinkinase zurtickzufihren sein (nicht-
linearer Bereich des regenerierenden Systems). Die Testergebnisse sind in Tabelle 23 zu-
sammengefaldt. Bezuglich der Proben der Zellinie HEK293-pIRES 1neo-Frag. e+f ist zu bemer-
ken, dald in einem Western Blot mit Zellhomogenatproben, die 9 Tage spater genommen wur-
den, festgestellt wurde, daf} die Zellinie die Expression von pAC-Frag. e+f eingestellt hatte. Es
ist also fraglich, ob zum Zeitpunkt dieses Tests noch Genprodukt vorhanden war.

Tabelle 23: Spezifische Aktivitat der HEK293-Homogenate mit verschiedenen Paramecienlysat-Zu-
satzen. H: vollstandiges Homogenat von Paramecien, H-U: Zentrifugationsiiberstand des
Paramecien-Homogenats, HB: vollstandiges Paramecien-Homogenat, hergestellt unter
Behandlung mit Brij, HB-U: Zentrifugationsiiberstand des Brij-behandelten Homogenats.

Probe spez. Aktivitiat | spez. Aktivitat abziiglich |spez. Aktivitat abziiglich

pmol/mg/min | der Aktivitat d. Zusatzes | der jeweiligen Neg.-Kontr.
pmol/mg/min pmol/mg/min

H 13,9

H-U 0,6

HB 14,7

HB-U 0,5

PIRES 12,3

pIRES + H 20,3 6,4

pIRES + H-U 7,7 7,1

pIRES + HB 27,4 12,7

pIRES + HB-U 22,7 22,2

e+f 11,5

etf+ H 22,0 8,1 1,7

e+f + H-U 7,0 6,4 0

e+f + HB 27,5 12,8 0,1

e+f + HB-U 23,8 23,3 1,2

pAC 12,0

pAC + H 19,8 6,0 0

pAC + H-U 7,5 6,9 0

pAC + HB 28,1 13,4 0,7

pAC + HB-U 23,9 23,4 0
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Chloroquin-Zusatz als Hemmstoff des lysosomalen Abbaus

Ein moglicher Abbauweg fir Membranproteine ist der lysosomale Abbau. In der Literatur wird
u.a. von Pfister et al. (58) Chloroquin als Hemmstoff flir den lysosomalen Abbau beschrieben.
Entsprechend der Vorgehensweise dieser Verdéffentlichung wurde je eine Kulturplatte der Zelli-
nien HEK293-pIRESA-pACsynll-Cmyc, HEK293-pIRESA-ACVIIpC1C2-Cmyc (s. Abschn.
4.5.2) und HEK293-pIRESA-Frag. e+f 4,5Std. mit Chloroquin-haltigem (0,2mM) Medium inku-
biert. Bei je einer zweiten Platte wurde zum gleichen Zeitpunkt ein Medienwechsel ohne Chlo-
roquin-Zusatz durchgefuhrt. Die gleiche Vorgehensweise wurde auf die Negativkontrolle
HEK293-pIRESA und die Positivkontrolle (s. S. 117) angewendet. Es wurden nur Konstrukte
ausgewahlt, deren immunchemischer Nachweis aufgrund der tags maoglich war. Die Kulturen
mit Chloroquin-Zusatz wurden stindlich mikroskopisch untersucht. Nach 4,5Std. waren die
Zellen z.T. rundlich, I6sten sich stellenweise von der Platte und wurden geerntet. Die Homoge-
nate wurden in einen AC-Enzymtest eingesetzt. Weder bei der Negativkontrolle, noch bei der
Positivkontrolle (ca. 10fache Aktivitdt Uber Basalwert) konnte bezlglich der AC-Aktivitat eine
nennenswerte  Auswirkung des Chloroquin-Zusatzes festgestellt werden (p/RES:
13pmol/mg/min  sowohl mit als auch ohne Zusatz, Positivkontrolle: mit Chloroquin
347pmol/mg/min, ohne Chloroquin 276pmol/mg/min (ca. 80%)). Bei den getesteten Konstruk-
ten konnten ebenfalls keine Unterschiede zwischen den Proben mit und ohne Chloroquin fest-
gestellt werden.

Ein Western Blot (Abbildung 36) brachte tatsachlich eine Verminderung des Abbaus der Ex-
pressionsprodukte pACsynll-Cmyc und ACVIIpC1C2-Cmyc zum Vorschein. Jedoch erscheint
die (Doppel-) Bande des Hauptexpressionsprodukts gleich stark oder gar vermindert in den
Proben mit Chloroquin-Zusatz, d.h. die Verringerung des Enzymabbaus hatte keine Anhaufung
des Holoenzyms zur Folge, was das eigentliche Ziel dieses Versuchs war. Lediglich bei der
Positivkontrolle scheint Chloroquin keine Auswirkung auf das Ausmal} des Abbaus zu besit-
zen. Frag. e+f zeigte im Western Blot kein Signal mehr, d.h. es mul} davon ausgegangen wer-
den, dal diese Zellinie die Expression des Idslichen pAC-Proteinfragments eingestellt hatte.

‘._:I!E
r—— i -
B "-._.

- ey

PIRES - Chloroquin
PIRES + Chloroquin
pACsynll-Cmyc - Chloroquin
pACsynll-Cmyc  + Chloroquin
ACVllpcC1C2 - Chloroquin
ACVllpcC1C2 + Chloroquin
Positiv-Kontrolle - Chloroquin
Positiv-Kontrolle  + Chloroquin

— 260

— 160

— 105

STe@regnoTe

- 75

— 35

Abbildung 36: Western Blot der HEK293-Zellinien pACsynll-Cmyc, ACVIIpC1C2-Cmyc und der Posi-
tivkontrolle. Der Immunoblot wurde mit dem Anti-myc-Antikdrper durchgefuhrt. Es sind
je Spur 40ug Protein aufgetragen.
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Versuch der Verbesserung der Proteinfaltung in HEK293

Das Wachstum von Zellkulturen unter nicht-optimalen Bedingungen fuhrt wahrscheinlich zu
Veranderungen in der Proteinbiosynthese. Zhou et al. beschreiben eine verbesserte Oberfla-
chenexpression einer HERG-Mutante, welche Defekte im Membran-trafficking aufweist, wenn
die Expression in HEK293 bei einer verminderten Temperatur (27°C) durchgefihrt wird (59).
Ein entsprechender Versuch wurde mit den HEK293-Zellinien durchgefihrt, welche folgende
Konstrukte synthetisierten: pACsyn-Cmyc, pACsynll-Cmyc, ACVIIpC1C2 (s. Abschn. 4.5.2).
Zusatzlich wurde die Negativkontrolle (p/RES71neoA) und die Positivkontrolle im Versuch
mitgefihrt. Es wurde je eine Kulturplatte fur ca. 5Std. bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlielend geerntet. Diese Inkubation wurde unter der Sterilbank durchgefiihrt, so dal} die
erhohte Luftfeuchtigkeit der umgebenden Atmosphare entfiel. Der Enzymtest ergab in keinem
Fall AC-Aktivitaten, die Uber dem Wert der Negativkontrolle lagen. (Die Positivkontrolle zeigte
wie erwartet eine spezifische Aktivitat, die15fach Uber basal lag).

4.5.2 Expression eines Chimars aus pAC und Sauger-AC VII

Sauger-AC VIl ist eine membranstandige AC, welche im Arbeitskreis bereits aktiv in HEK293
exprimiert wurde (55). Die Idee eines Chimars verfolgte die Absicht, die Dimerisierung der ka-
talytischen Bereiche der pAC zu unterstitzen. Hierfir wurden sie anstelle der AC VII-
katalytischen Bereiche C4, und C,, in das ,Gerlst* dieser Klasse IlI-AC eingesetzt, was dazu
fUhren sollte, die katalytischen Domanen in eine korrekte, raumliche Orientierung zueinander
zu bringen. Das Konstrukt bestand also aus dem membranverankerten Proteingerist der
AC VII, in deren cytosolischen Schleifen die katalytischen Bereiche Ci, und C,, jeweils durch
den katalytischen Bereich der pAC ersetzt waren. Im Alignment der AC VII mit pAC wurde eine
passende Position fiir den Ubergang von AC VII zum pAC-katalytischen Bereich festgelegt.
Der pAC-katalytische Bereich fir die Insertion in AC VII wurde von V524 bis E757 gewahlt. Die
AS 742-757, welche nicht mehr zur eigentlichen katalytischen pAC-Doméane gezahlt werden,
ersetzten im fertigen Chimar einen Teil des C,,-Bereichs in AC VII. Um die Klonierbarkeit zu
ermdglichen, wurde V524 auf DNA-Ebene eine BamH I-Schnittstelle vorangestellt, welche flr
GS kodiert. Am 3-Ende des entsprechenden Fragments wurde eine Ascl-
Erkennungssequenz eingeflihrt, welche fir AR kodiert. Praktisch wurde die Einflhrung dieser
Schnittstellen durch eine PCR mit dem Primerpaar FrageDer1Bam-s / FrageDer1Asc-as
durchgefiihrt, wobei der sense-Primer im 5-Uberhang die BamH I-Erkennungssequenz, der
antisense-Primer im 5’-Uberhang die Asc I-Erkennungssequenz trug.

konserviert

AC7-C1: VNRLEEE HF I@BKE-----------------—--—-- : 864

AC7-C2 : QQENBELS SMGMKLARE-----------—- - - : 250

DPAC P ommmmmmmmmmmmm o ASS@PVDPMLPGKRKWAIYGFCDIRNFT : 546
GS

\_'_l
BamH |

Abbildung 37: Ubergang von AC VIl zu pAC.

Bei der Auswahl der Ubergangsstelle in AC VII wurde darauf geachtet, den bei Sauger-ACn
konservierten Bereich upstream des Beginns der katalytischen Domane zu erhalten (s.
Abbildung 37). Direkt im Anschluf® an diesen Abschnitt wurde in AC VII-C, downstream K246
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eine Mutation zu GS eingefuhrt, welche auf DNA-Ebene die fiir die Klonierung notwendige
BamH |-Schnittstelle  enthalt  (Klonierung: PCR mit dem  Primerpaar ACVII-
mutC1Sal-s / ACVIImutC1Bam-as; der antisense-Primer tragt im Uberhang die einzufiinrende
BamH |-Schnittstelle; der sense-Primer bindet spezifisch auf einer Sal I-Schnittstelle, so daf}
der Austausch des urspriinglichen Fragments gegen das PCR-Produkt in einer Tripelligation
mit dem pAC-PCR-Produkt (s.o.) erfolgen konnte). In AC VII-C, wurde eine entsprechende
Mutation zu BamH| downstream 1860 eingeflihrt. (PCR mit dem Pimperpaar ACVII-
mutC2Xho-s / ACVIiImutC2Bam-as; der antisense-Primer fiihrt wiederum die notwendige
BamH |-Schnittstelle ein, der sense-Primer bindet spezifisch auf einer Xho |-Schnittstelle, so
dal® der Austausch des Fragments in einer weiteren Tripelligation mit dem pAC-PCR-Produkt
(s.0.) erfolgen konnte). Der Ubergang vom pAC-katalytische Bereich zu AC VII-Cy, wurde in
AC VIl auf eine vorhandene Miu I-Schnittstelle gelegt (bp 1453-1458) (AS 485, 486). In der
zweiten cytosolischen Schleife wurde fiir den Ubergang eine Asc |-Schnittstelle verwendet, die
an dieser Stelle durch eine den Leserahmen um die AS EARQ erweiternde Mutation von And-
reas Reimer eingeflihrt wurde (bp 3237-3244; 10bp upstream des Stopcodons) (20). Der Aus-
tausch der Ci,- und C,,-Schleife gegen den pAC-katalytischen Bereich erfolgte nahezu lan-
genkonserviert: das eingesetzte pAC-Fragment ist 234AS lang, der ausgetauschte C;-
Proteinabschnitt besitzt 238AS, der C,-Abschnitt 219AS. Ein Langenunterschied in der C,-
Schleife sollte weniger kritisch sein, da direkt anschliefend das C-terminale Ende des Proteins
erreicht ist und die Lange bzw. das Vorhandensein eines Co,-Bereichs innerhalb der Sauger-
ACn nicht konserviert ist. Eine schematische Darstellung des Chimars ist in Abbildung 38 zu
sehen. Dieses Chimar wurde darlber hinaus zusatzlich in einer Form mit einem C-terminalen
Hexamyc-tag hergestellt.

M1 M2

extraz. DA NAN DA o
intraz. /\j v V

HoN

-

~
ACVII: AS 1-246 "
N-Term.+M1+Beginn Ci, C1p
— 7
~
~ ~— ~ pAC: AS 524-757
PAC: AS 524-757 katal. Doméne
katal. Doméane — ACVII: AS EARQ
C-Term.

ACVII: AS 486-860
Rest C1,+M2+Beginn Cy,

Abbildung 38: Schema des ACVII-pAC-Chimars ACVIIpC1C2-(Cmyc). Die AC VllI-katalytischen
Schleifen C,, und C,, sind gegen den katalytischen Bereich der pAC ausgetauscht.
Das AC VII-Proteingerust ist mit dinnen Linien dargestellt, der eingesetzte pAC-
katalytische Bereich mit dicken Linien. Die Schnittstellen fir die Klonierung sind auf
der Innenseite der Schleifen eingetragen, die dadurch zusatzlich eingefiihrten AS sind
in kursiver Schrift unterhalb der Schleifen entsprechend angegeben.
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Fir die beschriebene Klonierung wurde von einer AC VII Sequenz von Andreas Reimer aus-
gegangen, in welche er verschiedene silent und nicht-silent Mutationen zur Einflihrung von
Schnittstellen unter Erhalt der Funktionalitdt eingebracht hatte. Die genaue Sequenz ist bei
Andreas Reimer (20) nachzulesen. Die Insertion in p/RES1neo entspricht der von Andreas
Reimer: upstream des Startcodons befindet sich eine Nhe I-Schnittstelle und eine Kozak-
Sequenz (GCTAGCCGCCACC), downstream des Stopcodons eine Cla I-Schnittstelle; die
Klonierung erfolgte als geglattetes Nhe I/Cla |I-Fragment in die EcoR V-Schnittstelle von pl-
RES1neo. Der Hexamyc-tag wurde ebenfalls von Andreas Reimer ibernommen. Hier ist das
Stopcodon durch eine Not I-Schnittstelle ersetzt und die Kassette fiir den C-terminalen Hexa-
myc-tag (s. Abbildung 34) angehangt.

Es wurden zwei stabile HEK293-Zellinien hergestellt. Die Expression konnte im Western Blot
nachgewiesen werden, sowohl mit dem pAC-spezifischen Antiserum Anti-pAC-1.3 (s.
Abbildung 58) als auch bei der hexamyc-getaggten Version mit dem Anti-myc-Antikérper
(Abbildung 35, Abbildung 36). Im immunchemischen Nachweis mit dem sehr empfindlichen
Anti-myc-Antikérper wurde wie bei den anderen Expressionsprodukten bereits beschrieben,
ein starker Abbau festgestellt werden. Die Zellhomogenate zeigten bei Einsatz im AC-Test
(AC-Suspensionspuffer auf MOPS-Basis mit complete™ mini) nur Basalaktivitdt. Auch das
Zuruckdrangen des Proteinabbaus durch Inkubation der Zellkultur mit Chloroquin (s. S. 125)
zeigte keinen Erfolg. Ebenso die Kultivierung fir 5Std. bei Raumtemperatur (s. S. 126).

4.6 Experimente mit moglichen Signalpeptiden

Bei den Expressionsversuchen in HEK293 wurden keine Untersuchungen bezilglich der
Membranlokalisation der exprimierten pAC-Holoenzyme durch Herstellung von Membranpra-
parationen vor Durchfiihrung der Western Blots unternommen. Es ist keine Aussage dartber
moglich, ob die exprimierten Proteine tatsachlich in die Membran eingefadelt werden.

Jirgen Linder fiihrte jedoch bei seinen elektrophysiologischen Untersuchungen der pAC-
lonenpore Versuche zur Membranlokalisation durch. Hierbei stellte sich heraus, dal$ das pAC-
Holoenzym, fusioniert mit einem C-terminalen GFP-Protein, in CHO-Zellen nicht in die Zell-
membran transportiert wurde, sondern im ER- oder dem Golgi-Apparat stecken blieb.

Es wurden Rickschlisse gezogen, daly das exprimierte pAC-Holoenzym in HEK293 vermut-
lich ebenfalls nicht in die Zellmembran transportiert wurde.

4.6.1 Lokalisationsuntersuchungen in eukaryotischen Zellen

4.6.1.1 Versuche mit den N-Termini der K*-lonenkanaile rSK2 und Kir2.1

Zusammen mit dem Arbeitskreis um Bernd Fakler wurden Experimente geplant, die vorsahen
die N-Termini zweier K*-Kanale, welche hervorragend in die Zellmembran transportiert wurden,
als potentielle Signalpeptide N-terminal mit dem pAC-Holoenzym zu fusionieren. Es wurde
erhofft, hierdurch einen Transport zur Zellmembran hervorrufen und dadurch eine aktive Ex-
pression erreichen zu kénnen. Es wurden die K*-Kanale Kir2.1 (60) und rSK2 (61, 62) verwen-
det. Kir2.1 ist ein inward-rectifier mit zwei Transmembranhelices. rSK2 ist ein small conductan-
ce K'-Kanal, welcher aus 6 TM aufgebaut ist, aber trotz struktureller Ahnlichkeiten keine
Homologien zu K,-Kandlen besitzt, mit Ausnahme der Pore-Region. Plasmide mit den

128



Ergebnisse

mologien zu K,-Kanalen besitzt, mit Ausnahme der Pore-Region. Plasmide mit den einklonier-
ten DNAs dieser beiden K*-Kanale wurden mir vom Arbeitskreis Fakler (iberlassen.

Bei der Fusion der N-Termini der K*-Kanale vor die pAC wurden zwei Strategien verfolgt. Zum
einen wurde jeweils ein 26 bzw. 29AS langes Peptid vom N-Terminus der Kanale als ,Signal-
peptid“ verwendet und ein etwa gleich langer Abschnitt (28AS) des pAC-N-Terminus dadurch
ersetzt bzw. alternativ auch vor den gesamten N-Terminus der pAC fusioniert. Zum anderen
wurde der gesamte N-Terminus der beiden K'-Kanéle, unter Aussparung der 6-9AS die der
TM1 direkt vorangestellt sind, verwendet. Diese ersetzten wiederum den N-Terminus der pAC
unter Berucksichtigung eines 14AS-Linkers vor TM1. Diese Linker-AS wurden nicht ausge-
tauscht, um gewisse Flexibilitdten fur die richtige Einfadelung der TM1 zu erhalten. Auferdem
wurden die Gesamt-N-Termini der Kanale zusatzlich auch vor das Gesamt-pAC-Protein ge-
hangt. Auf diese Weise entstanden 8 Konstrukte (Abbildung 39).

Far die Klonierung wurden die 4 verschiedenen ,Signalpeptide“ durch PCR amplifiziert, wobei
jeder sense-Primer eine Ehe |-Schnittstelle gefolgt von einer Kozak-Sequenz am 5-Ende
upstream des Startcodons einfiihrte. Mit Hilfe der antisense-Primer wurden am 3’-Ende der
Fragmente geeignete blunt-Schnittstellen fir die Verknipfung mit pACsynll eingefihrt. Die N-
Termini des Kir2.1-Kanals wurden mit Hpa I-Schnittstellen ausgestattet. Beim kurzen ,Signal-
peptid“ (KirSigk AS 1-29) wurde hierfir an Position 29 eine Mutation von G nach V eingefihrt
(Primerpaar: IRK1-s/IRK1-as1). In das lange ,Signalpeptid” (KirSigL AS 1-77) konnte die Hpa |
durch eine silent Mutation eingeflhrt werden (Primerpaar: IRK1-s/IRK1-as2). Die potentiellen
Signalpeptide des rSK-Kanals wurden durch EcoR V-Schnittstellen klonierbar gemacht. Hier
entstand sowohl beim kurzen, N-terminalen Peptid (rSKSigk AS 1-26), als auch beim langen
Peptid (rSKSig/ AS 1-130) eine E nach D Mutation (E26D, E130D) (Primerpaare:
rSK2-s/rSK2-as1; rSK2-s/rSK2-as2). Um die potentiellen Signalpeptide durch eine blunt-
Ligation vor das pACsynll-Gen klonieren zu kénnen, wurde fur die lange Version (pACL)
upstream des Startcodons eine Sma I-Schnittstelle eingefiuhrt, so dal® nach Schneiden und
Ligation ein zusatzliches G, bezeichnet als Position -1 im fertigen Konstrukt entsteht. Die Ein-
flihrung der Sma I-Schnittstelle vor die kurze pAC-Version (pACk, AS 29-865) konnte neutral
geschehen, da Codon 29 (GGG: Glycin) Teil der Schnittstelle war. Die Einfihrungen dieser
Schnittstellen in pACsynll erfolgten ebenfalls durch PCR. Der antisense-Primer band spezi-
fisch downstream der singularen Hind lll-Schnittstelle, so dal diese fir den Austausch des
entsprechenden Fragments in pACsynll Verwendung finden konnte. PCR-Pimerpaare: SigPa-
ra-s1 (pACsynlIL) bzw. SigPara-s2 (pACsynllk) mit pACs1as. Die Klonierung der Konstrukte
erfolgte in pBluescript Il SK(-).

Fir die Fluoreszenz-Untersuchungen wurden die Hybride in den Expressionsvektor pBK-CMV
kloniert und C-terminal mit einem GFP-Protein fusioniert. Hiefir wurde das pACsynll-Gen ohne
Stopcodon mit einer Not I-Schnittstelle downstream des letzten Codons verwendet
(Frag. fAStop; s. S. 121). Zwischen pAC und GFP-Protein befindet sich folgender Linker:
AAIEFLQPGGST.

Die Expression in CHO-Zellen und die fluoreszenzmikroskopischen Lokalisationsuntersuchun-
gen wurden von Nikolaj Kloecker (Arbeitskreis Fakler) durchgefuhrt. Durchweg bei allen Kon-
strukten traten nur wenige Zellen auf, die eine geringe Fluoreszenz zeigten. Dies wurde auf
eine niedrige Expressionsrate zuriickgeflihrt. Das beobachtete Bild war bei samtlichen Kon-
strukten gleich, so dal} einige fir alle Konstrukte reprasentative Bilder aufgenommen wurden
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(s. Abbildung 41). Im Vergleich zu den Experimenten von Jirgen Linder konnte zwar eine Ver-
schiebung in der Lokalisation innerhalb der Zelle gefunden werden, es findet jedoch kein
Transport in die Zellmembran statt. Das heilt die N-Termini der beiden K*-Kanale rSK2 und
Kir2.1 werden bei pAC nicht wirksam, oder sind keine Signalgeber fiir den Export der Memb-
ranproteine vom ER in den Golgi-Apparat und eventuell weiter in die Zellmembran.

Die Unwirksamkeit eventueller Signalpeptidabschnitte der Kanal-N-Termini bei Fusion an das
pAC-Holoenzym kann mehrere Griinde haben. Ein dreiviertel Jahr spater veroffentlichten Ma
et al. Daten, die zeigten, dal Kir2.1 ein AS-Motiv mit ER-Export-Signalqualitdt am C-Terminus

tragt.

Ausgangs-Sequenzen

pAC
Kir2.1
rSK2

Signalpeptid-Konstrukte
KirSigk-pACk

KirSigL-pACk
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Abbildung 39: Hybride der pAC mit den N-Termini der K'-Kanale rSK2 und Kir2.1. KirSigk, KirSigL:
kurzes (AS 1-29) bzw. langes (AS 1-77) Fragment des N-Terminus von Kir2.1; die
Einflihrung der Schnittstelle am kurzen Fragment fihrte zu der Mutation G29V.
rSKSigk, rSKSigL: kurzes (AS 1-26) bzw. langes (AS 1-130) Fragment des N-Termi-
nus von rSK2, die Einfuhrung der Klonierungsschnittstelle am kurzen Fragment fUhrte
zur Mutation E26D; die Einfihrung der Schnittstelle am langen Fragment fihrte zur
Mutation E130D. pACk: verkiirzte pAC (AS 29-865); pACL: gesamte pAC mit zusatzli-
chem G (-1) upstream des Startcodons durch Einflihrung einer Sma I-Klonierungs-
schnittstelle. Die Darstellung ist maf3stabsgetreu.
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4.6.1.2 Versuche mit dem C-terminalen ER-Export-Signal FCYENE von
Kir2.1

Ma et al. (63) fanden durch C-terminale Verkirzungen des inward rectifier K'-Kanals Kir2.1
(60) Hinweise darauf, dal® der C-terminale, cytosolische Abschnitt AS 369-385 ein ER-Export-
Signal beinhaltet. Die Entfernung dieses Abschnitts oder die Mutation der AS des enthaltenen
Motive FCYENE hatten eine Retention im ER zur Folge, ohne die Proteinfaltung, -
zusammensetzung und das gating der Kanale negativ zu beeinflussen. Durch die Fusion die-
ses Peptids (AS 369-385) an den N-Terminus von Kir2.1 bei gleichzeitiger, funktionseliminie-
render Mutation des C-terminalen Motivs oder an andere K*-Kanéle oder an nicht verwandte
Proteine, die eine ER-Retention zeigten, konnte ein Transport dieser Proteine in den Golgi-
Apparat oder die Plasmamembran bewirkt werden. Das ER-to-Golgi vorwarts-trafficking Signal
konnte durch das ER-Retentionssignal RXR(R) (64, 65) tberstimmt werden.

Diese Befunde waren Anlaf3, einen entsprechenden Versuch mit dem FCYENE-Motiv auf die
pAC zu Ubertragen. Analog zu der Publikation wurde der Proteinabschnitt AS 369-385, welcher
das Motiv enthalt, zwischen ein GFP-Protein und die pAC eingesetzt. Fir die Klonierung wurde
der Plasmidvektor pEGFP-C3 von Clontech verwendet, ein Vektor fur die Herstellung von Fu-
sionsproteinen mit EGFP (enhanced green fluorescent protein). EGFP wird N-terminal an das
Protein von Interesse fusioniert. Die Expression unterliegt dem CMV-Promotor und findet in
Sauger-Zellkulturen statt. Die Herstellung der DNA von Kir2.1 AS 369-385 wurde synthetisch
mit den 42 bzw. 44bp langen Oligonukleotiden FCYENE-s und FCYENE-as durchgefuhrt. Die
Sequenz wurde in direkter Analogie zu Kir2.1 gewahlt. Am 5-Ende wurde eine Xho I-
Schnittstelle fur die Klonierung in pEGFP-C3 eingefiihrt (FCYENE-s), am 3‘-Ende ein Ehe I-
Schnittstelle, welche die Fusion mit pACsynll ermdglichte. Die Kozak-Sequenz zwischen Ehe |
und dem Startcodon von pACsynll tauchte im fertigen Fusionsprotein als Linker (AAT) zwi-
schen dem Export-Signal und pAC auf (vgl. Abbildung 40).

Xhol
i Ehel Sacll

|:H pAC-Holoenzym

FCYENE

PEGFP-C3

Abbildung 40: Schematische Darstellung des pAC-Chimars mit dem N-terminalen ER-Export-Signal
FCYENE und EGFP. EGFP ist N-terminal an den Gesamtkonstrukt fusioniert und wird
von dem mammalia Expressionsvektor pEGFP-C3 kodiert. Es folgt unmittelbar N-ter-
minal des pAC-Proteins das FCYENE-Motiv haltige Peptid AS 369-385 von Kir2.1.
pAC wird durch das pACsynll-Gen kodiert; die Kozak-Sequenz wurde nicht entfernt.

Die Expression und die Fluoreszenzuntersuchungen zur Lokalisation wurden von Nikolaj Klo-
ecker in OK-Zellen (opossum kidney cells) durchgefiihrt (s. Abbildung 41). Es konnte jedoch
keine verbesserte Membranexpression festgestellt werden, ebenfalls keine Anreicherung im
Golgi-Apparat, was zu erwarten ware, wenn das Export-Signal funktionell ware (66). Die Ver-
teilung der Fluoreszenz Uber die gesamte Zelle 1alkt auf eine Lokalisation im endoplasmati-
schen Retikulum schlief3en.
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Abbildung 41: Bilder der Fluoreszenzlokalisationsuntersuchungen. A: Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme des pAC-Holoenzyms fusioniert an den N-Terminus eines K'-Kanals. Stell-
vertretend ist eine Aufnahme von dem Konstrukt KirSigk-pACk gezeigt. Die Untersu-
chung wurde in CHO-Zellen durchgefiihrt. Das Cytoskelett ist rot fluoreszierend mar-
kiert. B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des pAC-Holoenzyms fusioniert an
das ER-Export-Signal FCYENE. N-terminal ist der Konstrukt verknipft mit EGFP. Ex-
pression wurde in OK-Zellen durchgefiihrt. Die Verteilung der Fluoreszenz ber die
gesamte Zelle 183t auf eine Lokalisation im ER schliel3en.
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4.6.2 Membranstandige Expression in E.coli mit dem N-Terminus
einer mycobakteriellen AC

Wahrend der Expressionsversuche in E.coli wurde wegen geringen Aussichten auf Erfolg dar-
auf verzichtet, einen Versuch durchzufiihren, das Holoenzym als transmembranéres Protein zu
exprimieren. Ying Lan Guo war es jedoch gelungen, die AC Rv1625c (67) aus Mycobacterium
tuberculosis (MycoAC) in E.coli aktiv zu exprimieren (68). Diese AC besteht aus einem 1x 6TM
Membrananker und einer cytosolischen C-terminalen Schleife, auf der das katalytische Zent-
rum lokalisiert ist. Diese Struktur entspricht der einer halben Sauger-AC. Die funktionelle
Exprimierbarkeit in E.coli bedeutet, dal® eine MycoAC Membran-targeting Sequenz mit dem
Proteinsyntheseapparat von E.coli kompatibel war.

In Analogie zu den Versuchen mit den N-Termini der K*-Kanéle (s. Abschn. 4.6.1.1) wurden
Hybridproteine aus MycoAC und pAC hergestellt. Dafiir wurden die AS 1-33 des N-Terminus
der MycoAC verwendet. Dieses Peptid ist laut Vorhersage 13AS von TM1 in MycoAC entfernt.
Fir die Fusion an pACsynll wurde dieses Fragment mittels PCR amplifiziert und am 3’-Ende
unter Beteiligung des Codons 33 (CCC: Pro) eine Sma |-Schnittstelle eingeflihrt (antisense-
Primer: SigMycP-as). Der sense-Primer (Myctub1-s) wurde von Jost Weber zur Verfligung
gestellt und enthielt im 5-Uberhang unmittelbar upstream des Startcodons eine BamH I-
Schnittstelle fir die Klonierung in das Expressionsplasmid pQE30. Dieses Fragment wurde
jeweils N-terminal vor pACk und pACL (vgl. Abschn. 4.6.1.1) kloniert. Auf diese Art entstand
ein pAC-Chimar, bei welchem die AS 1-28 durch den MycoAC-N-Terminus (AS 1-33) ersetzt
wurden, und ein Chimar, bei welchem die pAC N-terminal durch den MycoAC-N-Terminus
verlangert wurde (s. Abbildung 42). Durch die Verwendung des pQE30 waren beide Konstruk-
te N-terminal mit dem Hexahis-Peptid MRGSHHHHHHGS versehen.

Ausgangs-Sequenzen

pACsyn | 1-28 | 29-42 | TM1 >
MycoAC | 133 [ 3446 | TM1S

Signalpeptid-Konstrukte

6xHis

MycSig-pACk A 1-33 [ 29-42 | TM1
6xHis

MycSig-pACL &2 1-33 G -1-42 | TM1 5

Abbildung 42: Schematische Darstellung der pAC-MycoAC-Hybride. MycoAC: AC Rv1625c aus My-
cobacterium tuberculosis. MycSig-pACk: AS 1-33 des MycoAC N-Terminus ersetzten
AS 1-28 der pAC. MycSig-pACL: MycoAC-N-Terminus (AS 1-33) N-terminal an das
pAC-Holoenzym fusioniert. 6xHis: Hexahis-tag, kodiert von pQE30. Vgl. Abbildung 39.
Molekulargewicht: MycSig-pACk: 66,9kDa; MycSig-pACL: 102,8kDa.

Die Expression wurde in E.coli BL21 (DE3)/pRep4] und in dem AC-defizienten (cya’) Stamm
E.coli DHP1 durchgefiihrt. Wahrend der Expression wurde durch regelmaflige Messung der
ODggo eine Wachstumskurve der Kulturen aufgenommen. Es stellte sich heraus, dal3 die mit
MycSig-pACL und MycSig-pACk transformierten Kulturen nach Induktion im Wachstum stag-
nierten oder abstarben, wahrend die Kontrollen (pQES30 Leervektor) normal wuchsen. Die Zel-
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len wurden homogenisiert und die Gesamtzellhomogenate in einen AC-Enzymtest eingesetzt.
Die Proben aus der Expression in DHP1-Zellen zeigten durchweg spezifische Aktivitaten, die
im Bereich der blank-Werte langen. Die BL27-Homogenate der beiden MycSig-pAC-Chimaren
zeigten spezifische Aktivitaten im Bereich des doppelten Kontrollwerts. Dies war nicht signifi-
kant. In erster Linie ware bei aktiv exprimiertem Enzym eine Erhéhung der Aktivitat in dem cya
-Stamm DHP1 zu erwarten gewesen.

Im Western Blot (anti-RGS(His)4s-Antikdrper) wurde gezeigt, dal trotz der Wachstumsstagnati-
on eine geringe Expression stattgefunden hatte. In DHP1-Zellen ist eine geringflgig schwa-
chere Expression zu beobachten als in BL27-Zellen, darlUber hinaus wird das kurze Konstrukt
nur ca. halb so stark exprimiert wie das lange. Es ist jedoch unklar, ob es zu einer membran-
standigen Expression gekommen ist oder ob das exprimierte Protein in inclusion bodies abge-
lagert wurde. Anhand des Western Blots (Abbildung 43) war keine Aussage moglich, da Zell-
homogenate aufgetragen wurden.

f:  DHP1: MycSig-pACL

a b c d e f
F - = a: BL21: pQE30 leer
! b: BL21: MycSig-pACk
- - c:  BL21: MycSig-pACL
P gy W
- d: DHP1: pQE30 leer
. e: DHP1: MycSig-pACk

97,4
pa
— 66

- 45

e I -

Abbildung 43: Western Blot der E.coli-Expression der pAC-MycoAC-Chiméare. Die Konstrukte wur-
denin E.coli BL21 (DE2) [pRep4] und E.coli DHP1 (cya -Stamm) exprimiert. Die Im-
mundetektion wurde mit dem anti-RGS(His)4-Antikérper durchgefiihrt. Die Belich-
tungszeit betrug 5min. Fur den Aufbau der Konstrukte vgl. Abbildung 42.

4.7 Versuche zellfreier Proteinexpression

Aufgrund der aufgetretenen Biosyntheseschwierigkeiten mit der pAC, welche auch die ausrei-
chende l6sliche Expression des cytosolischen Bereichs verhinderten, schien ein zellfreies Sys-
tem ein potentieller Lésungsweg zur Expression der I6slichen pAC (AS 530-865).

4.7.1 Expression mit dem RTS500 in vitro-Expressionssystem

Das angewendete RTS500-System (rapid translation system) von Roche ist ein Zwei-Kammer-
in vitro-Expressionssystem. Durch die zweite Kammer, welche (ber eine semipermeable
Membran mit der Reaktionskammer in Kontakt steht, werden in vitro begrenzende Faktoren
wie Energie und Edukte nachgefiihrt. Dadurch kann die Reaktion tGber mehrere Stunden auf-
recht erhalten werden. Zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfihrungen mit diesem System stan-
den ausschlieBlich Kits mit E.coli-Lysat zur Verfligung (E.coli Circular Template Kit). Es findet
eine in vitro-Transkription und -Translation statt, so dal} als Matrize das interessierende Gen
einkloniert in einen geeigneten p/VEX-Plasmidvektor verwendet wird. p/VEX-Vektoren der 2.4-
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Reihe codieren fir einen N-terminalen Hexahis-tag gefolgt von einer Faktor Xa-
Proteaseschnittstelle (IEGR), so dal3 das zu exprimierende Protein N-terminal mit dem 24AS-
Peptid MSGSHHHHHHSSGIEGRGRLILHM (Nde | kodiert fir HM, s.u.) fusioniert vorliegt.

Tobias Kanacher testete das System mit der modellhaften, 16slichen AnaCyaB1 (AS 595-895)
einkloniert in pIVEX2.4c. Dieses AC-katalytische Fragment war aktiv exprimierbar mit einer
akzeptablen Ausbeute an nativ aufreinigbarem Protein (69).

Fir den Versuch der zellfreien Expression der pAC wurde der der léslichen AnaCyaB1
(AS 595-895) entsprechende cytosolische Abschnitt pAC (AS 530-865) gewahlt. Die Klonie-
rung wurde nach einer im RTS500-Instruction Manual empfohlenen Strategie Uber die
Nde |/Sma I-Schnittstellen durchgefiihrt. Das Nde I-pAC(bp 1570-2598)-Sma |I-DNA-Fragment
wurde durch eine PCR mit dem Primerpaar pACsyn-NdeGKRKW-s / pACsyn-stopSma-as
amplifiziert und entsprechend in den Plasmidvektor p/VEX-2.4b-Nde inseriert.

In die in vitro Expression wurden 7,5ug des rekombinierten Plasmids eingesetzt. Die Parame-
tern wurden analog der AnaCyaB1-Expression gewahlt (30°C, 12Std., 120rpm). Die Reaktions-
[6sung wurde nach Abtrennung partikularer Bestandteile durch Zentrifugation (48000xg,
30min, 4°C) einer nativen Reinigung mit 70ul Ni-NTA-Agarose durchgefihrt wurde. Die Prote-
inbestimmung ergab 43ng/upl Protein im Eluat, was der Ausbeute exprimierter AnaCyaB1
(AS 595-895) aquivalent ist. In den folgenden AC-Enzymtest wurde als Kontrolle ein Aliquot
(20ul) der Reaktionslésung vor Expressionslauf (die Aufbewahrung geschah bei 4°C) einge-
setzt. Dartber hinaus wurden getestet 20ul Reaktionslésung nach Expression, je 40ul Zentri-
fugationsuiberstand und 40ul Eluat. Bei keiner der Expressionsproben konnten AC-Aktivitaten
Uber dem Kontrollwert erreicht werden.

Zur Expressionskontrolle wurde eine SDS-PAGE durchgefihrt (s. Abbildung 44). Lediglich im
Zentrifugations-Pellet kann eine starke Bande auf einer Laufthéhe zwischen 45 und 36kDa er-
kannt werden, welche in der gelelektrophoretischen Auftrennung des Pellets der AnaCyaB1
(AS 595-895)-Expression nicht vorhanden ist. In den Spuren der Reaktionslésung vor und
nach Expression und im Zentrifugationstiberstand kann keine zusatzliche Bande ausgemacht
werden. Im Eluat tritt ebenfalls keine Bande auf der erwarteten Laufhohe von 40,1kDa auf. Der
Proteingehalt von 43ng/pl wird vermutlich durch Proteinverunreinigungen, deren Banden
schwach erkennbar sind, dargestellt.

Das Ergebnis weist darauf hin, daf® auch in dem zellfreien System keine ausreichende pAC-
Proteinmenge 16slich synthetisiert wurde, sondern das exprimierte Protein in Form von Aggre-
gaten anfiel.
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Abbildung 44. SDS-PAGE-Gel der RTS500-Expression. Gezeigt ist das Gel der pAC (AS 530-865)-
Expression und als Vergleich die Spur des resuspendierten Pellets der AnaCyaB1
(AS 595-859)-Expression. Es wurden je 10ul Reaktionslésung vor und nach Expressi-
on, Zentrifugationsiiberstand und Reinigungsdurchlauf aufgetragen. Vom Eluat wur-
den 5l auf das Gel gegeben. Die aufgetragene Menge resuspendierten Pellets ent-
spricht den partikularen Rickstanden aus 10ul Reaktionslosung. Der Pfeil bei Spur d
markiert die Produktbande bei ca. 40kDa, die im Vergleichspellet der AnaCyaB1-
Expression nicht vorhanden ist. Das Expressionsprodukt der AnaCyaB1-Expression
ist in der Pelletspur auf einer Laufhéhe von ca. 30kDa zu erkennen (Pfeil). Die schwa-
chen Banden im Eluat sind nach der Digitalisierung des Bildes nicht mehr sichtbar.
Mangels Probenmaterial konnte weder das SDS-PAGE-Gel wiederholt, noch ein Wes-
tern Blot durchgefuhrt werden.

4.7.2 Paramecien-Lysat als Zusatz in der in vitro-Expression

Die Bildung von Aggregaten oder inclusion bodies bei der Expression des Idslichen pAC-
Bereichs sowohl in E.coli als auch im zellfreien System wurde auf Proteinfehlfaltung zurtickge-
flhrt, die offenbar auch durch das Arbeiten bei verminderter Temperatur (RT bzw. 30°C) nicht
verbessert werden konnte. Es wurde angenommen wurde, daf} der E.coli-Proteinsyntheseap-
parat (u.a. Chaperone und heat shock Proteine) die Faltung nicht bewerkstelligen konnten. Der
Vorteil des zellfreien Systems, exogene Substanzen zusetzen zu kdnnen, fuhrte zu der Uber-
legung, Paramecien-Lysat in die Reaktion einzubringen. Dadurch sollten proteinfaltungsunter-
stitzende, Paramecien-eigene Komponenten wahrend der Proteinbiosynthese zur Verfigung
gestellt werden.

4.7.2.1 Herstellung des Paramecien-Lysats und Aufbereitung fur die in
vitro Expression

Aus 3l axenischer Kultur von Paramecium tet. 51S wurden ca. 80Mio. Zellen fir die Herstel-
lung des Lysats verwendet (Vorgehensweise s. Abschn. 3.6.2.1). Nach Lyse und Zentrifugati-
on wurde ein recht viskoser Uberstand erhalten, was vermuten lieR, daR die Zellkerne z.T.
beschadigt und genomische DNA freigesetzt worden war. Die Zugabe der S7-Nuklease flhrte
zu einem niederviskosen Lysat, obwohl die gleichzeitige Ca?*-Zugabe als Nuklease-Cofaktor
nicht stattgefunden hatte. Anhand einer Agarose-Gelelektrophorese wurde der Erfolg des
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DNA-Abbaus uberpruft. Die DNA war auf ca. 900bp bis <500bp-Fragmente verdaut worden,
was als ausreichend erachtet wurde. Es wurden die sogenannten 10.000g- und 100.000g-
Lysate hergestellt, letztere mikrosomenbefreit. Das 10.000g-Lysat besal’ einen Proteingehalt
von 18ug/ul, das 100.000g-Lysat von 11ug/ul. Der Unterschiede in den Proteinfraktionen wur-
de mit SDS-PAGE-Gelen analysiert. Im 100.000g-Lysat fehlten insbesondere Proteine
< 20kDa (s. Abbildung 45). Dartber hinaus waren auf Agarose-Gelen des 100.000g-Lysats
keine DNA-Uberreste mehr detektierbar (vgl. Abbildung 46).

4.7.2.2 Stabilitatstest

Die Lysate wurden auf Stabilitdt der enthaltenen Proteine getestet. Es stellte sich heraus, dal}
das 10.000g-Lysat bei Inkubation bei 30°C bereits nach 3Std. deutlich auszuflocken begann,
wahrend das 100.000g-Lysat erst nach 5-8Std. eine Tribung aufwies. Auf einem SDS-PAGE-
Gel ist dieser Unterschied quantitativ ersichtlich (Abbildung 45). Wahrend das aufgetragene
Pellet des 10.000g-Lysats stark proteinbeladen ist, ist im 100.000g-Lysat nur wenig Protein
vorhanden (zu beachten ist, dal} in den Spuren der Proben des 100.000g-Lysats bei gleichen
Auftragsvolumina nur ca. die Halfte an Protein enthalten ist). Diese starke Tendenz zum Aus-
flocken wirde wahrscheinlich auch wahrend der Expressionsreaktion bestehen, wobei hier
weitere Zusatze und ein Ruhrer vorhanden waren, so dal} die Proteinaggregate méglicherwei-
se die Reaktion nicht beeintrachtigen.

a: 10.000g-Lysat (nicht inkubiert)

b: 100.000g-Lysat (nicht inkubiert)
— 7.4 M: Proteinmarker
— 66 c:  10.000g-L.: Uberst. nach Inkubation
— 45 d:  100.000g-L.: Uberst. nach Inkubation
— % e: 10.000g-L.: Pellet nach Inkubation
=2 £ 100.000g-L.: Pellet nach Inkubation
— 12,5

Lysate, Uberstande, Pellets,
nicht inkubiert nach Inkubation  nach Inkubation

Abbildung 45: SDS-PAGE zu den Stabilitatstests. Aufgetragen wurden 4,4ul = 40ug des 10.000g-
Lysats und 4,4pl = 24ug des 100.000g-Lysats nicht inkubiert. Die inkubierten Lysate
(21Std., 30°C) wurden in Pellet und Uberstand getrennt (Tischzentrifuge). Die Pellets
wurden 2x konzentriert in Probenpuffer resuspeniert. Verglichen mit den nicht-
inkubierten Proben wurden von den Uberstanden und den Pellets die 2x Menge
aufgetragen (Uberstéande: 8,8ul; Pellets: 4,4pl).

4.7.2.3 Test auf Rest-DNAse-Aktivitat

Der Test durch Zusatz exogener DNA entpuppte sich als nicht auswertbar, da auch bei den
Negativkontrollen (Lysat mit exogenem DNA-Zusatz; nicht inkubiert) die Bande der exogenen
DNA auf dem Agarosegel nicht wieder auffindbar war. Es wurde davon ausgegangen, daf sie
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in den Taschen assoziiert mit Proteinaggregaten hangen blieb. Der vollstandige Verdau der
DNA innerhalb von 1-2min schien nicht plausibel.

Die Testung anhand dem Vergleich des Abbaugrades endogener DNA im unbehandelten Zu-
stand und nach 4stlindiger Inkubation bei 30°C zeigte keine Unterschiede (s. Abbildung 46).
Dies flhrt zu dem Schluf?, da® keine DNAse-Aktivtat mehr vorhanden war. Bei Inkubation Gber
Nacht konnte in keiner der Probenspuren des Agarose-Gels mehr DNA detektiert werden,
wahrend in den Taschen mit bloRem Auge eine groRe Menge (Protein-)Rlckstand erkennbar
war. Dieser leuchtete stark nach Einfarbung mit Ethidiumbromid, was darauf hinwies, daf} die
gesamte endogene DNA in diesem Pellet hangen blieb (s.o., Tests mit exogener DNA).

a: exogene DNA
b: 10.000g-L.+exog.DNA, nicht inkubiert
c:  100.000g-L.+exog.DNA, nicht inkubiert
— 21226 d: 10.000g-L.+exog.DNA+EGTA+30°C
: . -L.+ . + +30°
— 5148/4973 e: 100.000g-L.+exog.DNA+EGTA+30°C
4268 f.  A-DNA-Marker
— 2027/1904 g: 10.000g-L.+exog.DNA+30°C
— 1584 o
— 1375 h: 100.000g-L. +exog.DNA+30°C
— 947
— 831
— 564

Abbildung 46: Agarose-Gelelektrophorese zum Test auf DNAse-Aktivitat. Die Negativkontrollen (a, b,
¢) wurden nicht inkubiert, sondern vor dem Auftragen aufgetaut. Die Proben d, €, g, h
wurden 4Std. bei 30°C inkubiert. Den Proben d und e wurde vor Inkubation ein Zusatz
von 2mM EGTA zugesetzt, was eine eventuelle DNAse-Aktivitat hemmen wiirde. In
den Taschen der 10.000g-Lysate ist der Niederschlag hangen geblieben.

4.7.2.4 Uberpriifung auf Proteaseaktivitét

Bei der Herstellung der Lysate wurde mit dem Lyse-Puffer der Proteaseinhibitorcocktail
Complete™ mini zugesetzt. Es wurde Uberpriift, ob die enthaltenen Proteaseinhibitoren jegli-
che proteolytische Aktivitat zu hemmen vermochten, da Reste von Proteaseaktivitat im Lysat
den Proteinbiosyntheseapparat und entstehendes Expressionsprodukt in der in vitro Expressi-
on abbauen konnten. Es wurde ein Hexahis-getaggtes 32,2kDa Protein mit den Lysaten inku-
biert und in einem Western Blot die Entstehung von Abbauprodukten Uberprift (Abbildung 47).
In den inkubierten Proben wurden keine Abbauproduktbanden nachgewiesen. Die Banden-
starke des Proteins auf der Laufhéhe des Ursprungsproteins entsprach der der eingesetzten
Proteinmenge. Es konnte davon ausgegangen werden, daf} keine proteolytische Aktivitat mehr
vorhanden war. Lediglich in den Negativkontrollen der Uberstidnde mit Proteinzusatz, die bei
-80°C bzw. 0°C gelagert wurden und bei dem reinen Testprotein, inkubiert bei 30°C, war aus
ungeklarten Griinden nur noch eine geringe Proteinmenge detektierbar. Dies war jedoch ohne
Einflud auf obige Bewertung.
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— 66

a: reines Testprotein, nicht inkubiert
— 45 b: 10.000g-L.+Testprotein, nicht inkubiert
; — 36 ¢ 100.000g-L.+Testprotein, nicht inkubiert
- - — ——— %g d: reines Testprotein, 30°C
e: reines 10.000g-L., 30°C
f:  reines 100.000g-L., 30°C
g: 10.000g-L.+Testprotein, 30°C
— 12,5 h: 100.000g-L. +Testprotein, 30°C

Abbildung 47: Western Blot des Test auf Proteaseaktivitat. Als Negativkontrollen dienten reines
Testprotein und beide Lysate jeweils mit Testproteinzusatz nicht inkubiert (a, b, ¢) und
reines Testprotein und beide reinen Lysate inkubiert bei 30°C (d, e, f). Die Proben (g,
h) waren das 10.000g-Lysat und das 100.000g-Lysat jeweils mit Testprotein bei 30°C
inkubiert.

4.7.2.5 Expressionsversuch mit dem RTS500 unter Zusatz des Parame-
cien-Lysats

Der Zusatz von 500ul Paramecien-Lysat zur Reaktionslésung sollte keine Bestandteile der

Reaktionsldsung aus dem Kit verdrangen. Um ein entsprechendes Flissigkeitsvolumen in der

Reaktionslésung fur den Zusatz des Lysats einzusparen, wurden die lyophilisiert gelieferten

Bestandteile der Reaktionsldsung entsprechend konzentrierter aufgenommen.

Im ersten Versuch wurde unter Zusatz des 10.000g-Lysats der EinfluR des Paramecien-Lysats
auf die in vitro Proteinsynthese anhand der Expression der AnaCyaB1 (AS 595-859) getestet.
Die Reaktion wurde fir 12Std. (30°C, 120rpm) durchgefihrt. Im folgenden AC-Enzymtest
konnte im Eluat der nativen Reinigung keine AC-Aktivitat festgestellt werden. Eine SDS-PAGE
zeigte, dald nur verschwindend geringe Mengen der AnaCyaB1 (AS 595-859) exprimiert wur-
den und dal} bei der nativen Reinigung ein Paramecium-Protein quantitativ aufgereinigt wurde,
aber keine Bande auf Laufhdhe des AnaCyaB1-Expressionsprodukts vorhanden war. Die Me-
Rergebnisse des AC-Test zeigten bei den Proben mit Paramecienlysat sehr niedrige *H-cAMP-
Wiederfindungsraten, was auf eine sehr hohe Phosphodiesterase-Aktivitat im Paramecienlysat
hinweist.

Aus diesem Experiment ergaben sich folgende Problemstellungen:

a) Aufgrund der Expressionshemmung der AnaCyaB1 (AS 595-859) (Positivkontrolle fir
Expression in RTS500) durch den Zusatz des Paramecien-Lysats mulfite die
Funktionalitat des Paramecienlysat-Zusatzes grundsatzlich in Frage gestellt werden.

b) Die offenbar sehr hohe PDE-Aktivitat des Paramecienlysates mufte Uberprift und ge-
gebenenfalls fur den Einsatz im AC-Test gehemmt werden.

c) Die quantitative Aufreinigung des Parameciumlysat-Proteins erschépft wahrscheinlich
grole Teile der Bindekapazitat der Ni-NTA-Agarose. Die Reinigung eines eventuellen
Expressionsprodukts zur Homogenitat wurde erst durch ,Vorreinigung des
Paramecienlysats” moglich.

Verglichen mit den geringen Aussichten auf eine erfolgreiche Expression der I6slichen pAC
erschien der Aufwand fiir die Optimierung dieser Problembereiche zu hoch, so daf} die Strate-
gie der zellfreien Expression unter Paramcienlysat-Zugabe nicht weiter verfolgt wurde.
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4.8 Streptomyces lividans — ein bakterielles Expressions-
system

Nach dem Scheitern der Expressionsversuche der pAC in E.coli und HEK293 begannen Uber-
legungen nach alternativen Mdglichkeiten. Kontakte zu Andreas Bechthold und seinem Ar-
beitskreis erdffneten Streptomyces lividans als alternatives Expressionssystem. Dies erschien
vielversprechend, da Streptomyceten eine homodimere, bakterielle Klasse IlI-AC besitzen
(Streptomyces coelicolor CyaA) (70), wobei die Str.coe.CyaA vom Brevibacterium-Typ ist,
wahrend die pAC der Gruppe der Anabaena-ACn angehort (vgl. Abschn. 5.1.1). Es bestand
die Hoffnung, dafl} Bakterien mit einer AC dieser Art die korrekte Faltung der pAC unterstitzen
kénnen. Das synthetische pAC-Gen eignete sich hinsichtlich des G/C-Reichtums gut fir die
Expression in Streptomyces.

4.8.1 Streptomyces lividans 1326

Zunachst wurde auf anraten von Axel Trefzer die Expression in dem Stamm Streptomyces
lividans 1326 mit dem Plasmidvektor pUWL201 versucht. pUWL201 ist ein Shuttlevektor flr
die Expression in Streptomyces, welcher durch den ermE up-Promotor eine Uberexpression
ermoglicht (31).

Als Ausgangsplasmid wurde das rekombinierte Konstrukt pQE30-Frag. e+f (AS 524-865) ver-
wendet, dessen Insert inklusive der benétigten RBS durch einen Verdau mit EcoR 1/Xba | he-
rausgeschnitten werden konnte. Durch die Verwendung der Xba | als 3’-Schnittstelle, welche
eine einfache Klonierung in pUWL201 ermdéglichte, wurde an diesem Ende ein Uiberschissiges
1026bp-Vektorfragment (downstream Stopcodon bis Xba |) mitgeschleppt. Das fertige Kon-
strukt trug durch die Verwendung des pQE30-Konstrukts N-terminal das Hexahis-tag-Peptid
MRGSHHHHHHGS.

Die Protoplastierung der Streptomyceten war diffizil. Die erhaltenen Protoplasten waren in den
beschriebenen Kontrollen positiv (s. S. 54). Aus der Transformation wurden jeweils zwei unab-
hangige Klone einer Leervektor-Kontrolle (pUWL2017) und des Konstrukts pUWL2017-Frag. e+f
fur die Transformation gewonnen. Es wurden je eine 100ml Expressionskultur angesetzt und
geerntet.

Fdr den ersten Enzymtest wurden zwei verschiedene Arten der Zellhomogenatherstellung ge-
testet. Neben dem Aufschlul® mit der French™ Pressure Cell (Standardmethode) wurde die
Halfte des resuspendierten Zellpellets anders lysiert. Nach der Zellhomogenisation mit dem
Glashomogenisator, welche bei Streptomyces lediglich zu einer Zerkleinerung der Mycelien
flhrt, schlo® sich eine 1stindige Behandlung mit Lysozym (2mg/ml) zum Andauen der Zell-
wande an. AnschlieRend wurde nach 5maligem Schockfrieren mit fliissigem Stickstoff und Auf-
tauen bei 30°C die Lyse durch eine Ultraschallbehandlung vervollstandigt. Die Abtrennung
partikularer Bestandteile durch Zentrifugation erfolgte wie Ublich. Die beiden Methoden unter-
schieden sich in der gefundenen Proteinmenge nicht nennenswert. In den AC-Test wurden
sowohl die Uberstande als auch die Homogenate der jeweiligen Zellhomogenat-Herstellungs-
methode eingesetzt. Die Homogenate zeigten in beiden Fallen die geringere Basalaktivitat. In
keinem Fall konnte eine AC-Aktivitat der Frag. e+f exprimierenden Kultur gegentber der Leer-
vektor-Kontrolle festgestellt werden. Eine Expression hatte jedoch stattgefunden. Das expri-
mierte Protein war abgeschatzt am Western Blot zur Halfte 16slich. Das Signal im Western Blot
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war jedoch schwach, so daf} die exprimierte Proteinmenge moglicherweise fur eine Dimerisie-
rung der katalytischen Domanen nicht ausreichte. Aus diesem Grund wurde eine Anreicherung
des Proteins durch native Reinigung versucht (Zellpellet einer 100ml Expressionskultur, zwei-
ter Klon; s.0.). Es wurde ausschlief3lich mit Waschpuffer P5 gereinigt (2x2ml), was sich im Elu-
at anhand starker Verunreinigungen kenntlich machte. Es wurde parallel eine pUWL2017-
Leervektor-Kontrolle gereinigt. Das Proteinbandenmuster (SDS-PAGE) der beiden Eluate un-
terscheidet sich in wenigen Banden, jedoch kommt im Eluat der Expressionskultur von
Frag. e+f keine zusétzliche Bande der erwarteten Gréfke von 40,8kDa vor. Entsprechend er-
gaben sich im Enzymtest keine Werte Uber Kontrolle.

Die Streptomyceten-Kultur ermdglichte eine wahrscheinlich geringe, 16sliche Expression des
pAC cytosolischen Bereichs, so dal® durch die Steigerung der I8slichen Expressionsrate mogli-
cherweise Proteinmengen erreicht werden, die eine ausreichende Dimerisierung mit sich brin-
gen und der aktive Konzentrationsbereich erreicht wird. Hierfir wurde eine Streptomyces livi-
dans Zellinie in Betracht gezogen, welche eine genomisch inserierte T7-Polymerase tragt und
hohe Expressionsraten zeigt.

a b ¢ d e f a: Homogenat pUWL-Leervektor

—_ 97,4
b: Homogenat Frag. e+f

— 66 c: Uberstand pUWL-Leervektor
d: Uberstand Frag. e+f

— 45 e Pellet pUWL-Leervektor

= — -3 f:  Pellet Frag. e+f
- 29
—_ 25

Abbildung 48: Western Blot der Expression von pAC-Frag. e+f in Streptomyces lividans 1326. Als
Primarantikorper diente anti-RGS(His)s-Antikorper. Die Proben stammen aus der Zell-
homogenat-Herstellung mit der French Press. Von den Homogenaten und den Uber-
stdnden wurden jeweils 40ug Gesamtprotein aufgetragen. Das Zellpellet wurde in ei-
nem zehntel des urspriinglichen Volumens mit Probenpuffer resuspendiert. Die aufge-
tragene Menge entspricht der 2x Menge an unldslichen Ruckstanden verglichen mit
der Auftragsmenge der Homogenat-Proben (Belichtungszeit: 2min).

4.8.2 Streptomyces lividans T7-System

Mit der T7-S. lividans Expressionskultur von Josef Altenbuchner (71) konnte eine Uberexpres-
sionsrate ahnlich der von E.coli-Expression gelingen. Dies war von Streptomyces-eigenen Pro-
teinen bekannt (72). Die Expression der T7-Polymerase steht unter Thiostreptonkontrolle.

Der T7-Expressionsvektor pRSETa wurde fir die Klonierung der Konstrukte verwendet und
anschlieftend mit dem Streptomyceten-Plasmidvektor pGM9 fiir die Transformation und Prote-
inexpression in S.lividans fusioniert.

4.8.2.1 Klonierung und Transformation

Fir die Klonierung von pAC-Frag. e+f (AS524-865) wurde als Ausgangskonstrukt ein Klon
verwendet, in welchem Frag. e+f analog zu pQE30-Frag. e+f (vgl. S. 111) inseriert war. Die
Klonierung wurde Uber die Schnittstellen BamH 1/Sac | durchgefiihrt.
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Als Positivkontrollen wurden kloniert: a) die bei bisherigen Expressionsversuchen verwendete
AnaCyaB1 (AS 595-859), welche mit 40,1% allerdings keine G/C-reiche Codonusage besitzt.
b) die MycoAC (Rv1625c) (AS 204-443), welche fur die Expression in Streptomyceten auf-
grund der Zugehdrigkeit von Mycobacterium tuberculosis zu der Ordnung der Actinomyceten
gut geeignet sein sollte. Wegen der entstehenden Schwierigkeiten und den Entwicklungen im
Labor, bei welchen sich die Insektenzellkultur Sf9 als alternative Zellkultur herausstellten (s.u.),
kam es nicht zu deren Transformation.

Die in pRSETa klonierten Konstrukte, fusioniert mit pGM9 wurden durch Expression in E.coli
Uberprift. Hier ergaben samtliche Konstrukte stark Gberexprimierte Produkte.

Bei der Protoplastierung der T7-S.lividans-Kulturen kam es haufig zur vollstandigen Lyse eini-
ger Zellen wahrend der Zentrifugationsschritte nach Lysozymbehandlung. Dies konnte an der
hohen Viskositat der Mycel- und Protoplastensuspension festgestellt werden, die auf eine
DNA-Freisetzung schliel3en lieR3. Diese Problematik steht moglicherweise in Zusammenhang
mit den Schwierigkeiten, die sich spater durch Eintrlibung der Kulturen zeigten (s.u.). Die Pro-
toplasten einer gegllickten Protoplastierung (Protoplasten-Kontrollen positiv) wurden mit
pPGMI-pRSETa-Leervektor (Negativkontrolle) und pGM9-pRSETa-Frag. e+f transformiert. Es
wurden jeweils zwei Kanamycin-resistente Klone in Kultur genommen werden.

4.8.2.2 Expression von Frag. e+f in T7-S. lividans

Fir die Expression wurden 100ml R5-Medium mit je 1ml einer dicht gewachsenen Vorkultur
angeimpft und jeweils einmal mit 25ug/ml und einmal mit 50ug/ml Thiostrepton induziert. Die
Ernte erfolgte nach 24stindiger Kultivierung. Es trat eine leichte Tribung des Uberstehenden
Mediums nach Absetzen der Mycelien auf. Die mikroskopische Kontrolle zeigte nur vereinzelt
Vorkommen kleiner, runder Punkte, die nicht eingeordnet werden konnten, so daf nichts ge-
gen die Verwendung der Kulturen fir einen Enzymtest sprach. Fur den AC-Test wurden die
Zellpellets von je 40ml Kultur eingesetzt, nach Standardmethode aufgeschlossen und die un-
I6slichen Bestandteile abzentrifugiert. Die Zentrifugationsiiberstande fanden Verwendung fur
den AC-Test, jedoch wurde in keiner Probe der beiden Frag. e+f-Klone Aktivitat Gber Kontroll-
wert gemessen.

Ein SDS-PAGE-Gel zeigte, dal’ der pAC-katalytische Bereich nicht in sichtbarer Menge expri-
miert wurde (Gel nicht gezeigt).

Das Experiment sollte unter Anwendung einiger Optimierungen, die nach Ricksprache mit
Volker Pfeifer bekannt wurden, unter der parallelen Mitfihrung der Positivkontrollen wiederholt
werden. Eine Verbesserung der Expression konnte nach aktuellen Erfahrung von Volker Pfei-
fer durch Uberimpfen groRer Mengen Vorkultur (25ml-100ml abgesetzt Kultur) auf die zu indu-
zierende Hauptkultur und lange Expressionszeiten, z.T. bis 48Std. erreicht werden. Dariber
hinaus konnten hohe Thiostrepton-Konzentrationen zur Induktion eingesetzt werden.

4.8.2.3 Ungeklarte Triibungsproblematik in Streptomyces lividans-
Kulturen

Fir die optimierte Expression sollten samtliche Konstrukte gemeinsam transformiert und

exprimiert werden. Neue Protoplastierungen liefen sich jedoch nicht mehr durchflihren, da die

Kulturen sowohl in CRM-, als auch in R5-Medium ca. 3-12Std. nach Erreichen einer dicht ge-

wachsenen Kultur eine Eintribung des Mediums zeigten, die nach Absetzen der Mycel-Kultur
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im Uberstehenden Medium erhalten blieb. Wurde die Protoplastierung vor dem sichtbaren Ein-
triben durchgefiihrt, entstanden auch nach kurzer Lysozymbehandlung meist hochviskose
Mycel-/Protoplastensuspensionen, wahrscheinlich durch DNA-Austritt. Protoplastierungen, die
erfolgreich schienen, waren positiv in den Antibiotika-Sensitivitats- und Resistenztests, jedoch
lysierten sie nicht bei der Inkubation mit demineralisiertem Wasser (s. S. 54), d.h. sie verhielten
sich wie zellwandhaltiges Mycel.

Die mikroskopische Kontrolle der eingetriibten Kulturen zeigte neben Streptomyceten-Mycel
kleine, ovale Punkte, welche Einzeller sein konnten und sich zu bewegen schienen. Das Aus-
sehen dieses Kulturbestandteils erinnerte an das von Protoplasten. Der erste Verdacht wies
auf eine Kontamination hin. Dies wurde von Volker Pfeifer und Shu Ming Li nach einer kurzen
mikroskopischen Untersuchung ebenfalls flr wahrscheinlich gehalten, wobei Uneinigkeit be-
zliglich des Geruchs der Kultur herrschte. Streptomyceten-Kulturen besitzen einen charakteris-
tischen Geruch, dessen Anderung auf eine Kontamination hinweist. Wahrend die Mitglieder
des einen Arbeitskreises den Geruch fir normal hielten, empfand der andere Arbeitskreis den
Geruch als etwas zu suBlich.

Es wurden verschiedene Kontrollen durchgefihrt, die eine Kontamination nicht bestatigten:

a) Um sicher zu gehen, dal} es sich nicht um eine Kontamination der Dauerkulturen han-
delte, wurde eine frische Kultur von Volker Pfeifer verwendet, welche im dortigen Labor
.kontaminationsfrei“ angezichtet wurde. Im hiesigen Labor stellte sich wiederum nach
1 bis 2 1/2 Tagen eine Trlbung ein.

b) Die Arbeitsinstrumente und Medien wurden frisch autoklaviert.

Reines Medium (CRM, R5) wurde ohne weiteres Offnen entsprechend der Streptomy-
ceten-Kulturen bei 30°C und schitteln inkubiert; das Medium bleib auch nach mehreren
Tagen klar.

Die Kontaminationsfreiheit der LaminAir-Sterilbank wurde getestet durch die 1stiindige
Inkubation einer gedtffneten R5-Agarplatte unter der in Betrieb befindlichen Bank; es
wurde kein Koloniewachstum auf der Platte festgestellt.

Die Uberpriifung der Eppendorf-Pipetten als einzige nur duerlich desinfizierte Arbeits-
gerate erfolgte durch mehrmaliges Luft Ausstof3en in reines Medium bzw. Medium Auf-
und Abpitpettieren; auch nach einwéchiger Inkubation des Mediums war kein Wachs-
tum von Mikroorganismen erkennbar.

c) Das uberstehende Medium einer eingetriibten Kultur enthielt nach Absetzen des Strep-
tomyceten-Mycels hauptsachlich die einzellerartige Eintriibung und wenig kurze Mycel-
faden. Ein Aliquot wurde in einer Verdinnungsreihe auf Agarplatten (R5, LB) ausge-
strichen. Nach Inkubation der Platten konnte jedoch auf beiden Medien morphologisch
nur eine Art von Kolonien gefunden werden, welche entsprechend der Streptomyceten
sehr fest, und nicht zu verstreichen war. Nach langerer Inkubation (mehrere Tage) bil-
deten sich auf den R5-Platten Kolonien mit der fir Streptomyceten typischen mehlarti-
gen Oberflache, die nach einigen weiteren Tagen Falten warfen und sich stellenweise
rotlich farbten. Das Aussehen entsprach dem von Streptomyceten-Kolonien, andere
Kolonien konnten nicht festgestellt werden. Ein weiteres Aliquot des Uberstands wurde
auf LB-Medium mit Streptomycin bzw. Spectinomycin angeimpft. Auch in diesen Schit-
telkulturen (zunachst bei 37°C kultiviert) entstand nur eine mycelartig wachsende Kultur
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entsprechend der Streptomyceten, das Uberstehende Medium blieb auch nach Tagen
klar.

d) Von der T7-Streptomyces Ausgangskultur von Volker Pfeifer (auf Agarplatte) wurde mit
einer gut ausgeglihten Impfése eine Aliquot abgenommen und ohne Homogenisation,
d.h. ohne Verwendung weiteren Arbeitsgerats, auf reines Medium ohne AB Uberimpft.
Auch hier entstand nach ca. 3-12Std. nach Erreichen einer dichten, Streptomyceten-
Mycel Kultur eine Tribung. Das gleiche geschah bei Durchflihrung eines entsprechen-
den Tests mit den unter b) beschriebenen Kolonien von Agarplatten des Verdiinnungs-
ausstrichs.

Diese Kontaminationstests zeigten, dafl’ sowohl das Arbeitsgerat als auch die Ausgangsmate-
riealien (Medien, Antibiotika) ausreichend steril waren. Die Untersuchungen, die mit dem tri-
ben Kulturiiberstand durchgeflihrt wurden, ergaben keinen Hinweis auf eine Kontamination.

Das Weiterarbeiten mit dieser Streptomyceten-Kultur hatte eine aufwendige Uberpriifung der
Tribung mit mikrobiologischen Tests zur Identifizierung der mdglichen Kontamination oder der
verschiedenen Medienbestandteilen, die zu der Eintriibung z.B. durch den ,Zerfall“ des Mycels
fUhrten. Hierauf wurde in Anbetracht des Aufwands und der Tatsache, daf} durch Jost Weber
als alternative Expressionskultur die Insektenzellkultur Sf9 entwickelt wurde, verzichtet.

4.9 Proteinexpression in der Insektenzellkultur Sf9

Jost Weber arbeitete mit einem der pAC entsprechenden Enzym aus Plasmodium falciparum
(pIAC). Es war ihm gelungen, den cytosolischen Abschnitt dieses Proteins in der Insektenzell-
kultur Sf9 funktionell zu exprimieren. Auch die native Reinigung dieses hexahis-getaggten Pro-
teinabschnitts war méglich (73).

Jiirgen Linder hatte bereits zu Beginn der Expressionsarbeiten Versuche mit pAC in Sf9 unter-
nommen. Er konnte das Holoenzym exprimieren (s. Abbildung 58, Abbildung 60), jedoch keine
Aktivitét feststellen. Der Ibsliche Abschnitt des Enzyms konnte ebenfalls nicht aktiv exprimiert
werden.

Die positiven Ergebnisse von Jost Weber mit Sf9 waren Anlal}, neue Expressionsversuche mit
pAC in dieser Zellkultur zu beginnen. Es wurden zwei verschieden lange pAC-Konstrukte zur
Transfektion gebracht. Dartiber hinaus wurden vier pAC-plAC-Chimaren fir die Expression in
dieser Kultur entworfen, die zwei herausstechende Unterschiede in den Primarsequenzen des
katalytischen und C-terminalen Bereichs dieser beiden ansonsten sehr stark konservierten
ACn berlcksichtigten. Diese Chimaren sollten die Mdglichkeit bieten, den kritischen Proteinab-
schnitt der pAC zu identifizieren, welcher im Vergleich zur plAC bei Expression zu nicht-
funktionellem Protein fuhrte.

4.9.1 Konstrukte fiir die Transfektion und deren Klonierung

Die Durchflihrung der Virusgewinnung und der transienten Transfektion erfolgte wie in Kapitel
3.9 beschrieben. Abbildung 50 zeigt eine Ubersicht tiber die exprimierten Konstrukte.

Als Kontrolle fur die Virusherstellung, die Handhabung und die Funktionalitéat der Kulturzellen
wurde ein aktiv exprimierbares Konstrukt der plAC (AS 526-884) (analog AnaCyaB1 AS 595-
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859) von Jost Weber durch die gesamte Prozedur von der Bacmid-Herstellung bis zur
Transfektion und Homogenatherstellung parallel bearbeitet.

4.9.1.1 Modifikation des pFastBac1 zu pFastBacHis

Fir die Klonierung der zu exprimierenden Gene wurde das Donorplasmid pFastBac1 verwen-
det. Um die N-terminale Fusion der Genprodukte mit einem Hexahis-tag zu erreichen, wurde
das Plasmid modifiziert. Jirgen Linder inserierte einen Konstrukt in den pFastBac1, welcher
zwischen der geglatteten BamH I-Schnittstelle (ABamH |) und der Hind IlI-Schnittstelle eine
Kozac-Sequenz, gefolgt von einer Sequenz, die fir MRGSHHHHHHGS codiert, einfuhrte. GS
codiert fur eine BamH I-Schnittstelle welche fiir die Klonierungen in pFastBacHis verwendet
wurde (s. Abbildung 49). Dieser Konstrukt von Jirgen Linder war das Ausgangsplasmid fiir die
Klonierungen in pFastBacHis.

ABamH | BamH |

GGATCAATTCAAAGGATCGCCGCCACCATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACGGATCC- - - - - -
M R G S H H H H H H G S

Kpn | Pstl
i Smal BspM |
Not | Sac | Sal | ¢ Hind 1Nl

GCGGCCGCACCGCGRETEEAGCTCGGTACCCCGEETCGACCTGCAGCCAAGCTT

Abbildung 49: MCS des pFastBacHis. Die urspriingliche MCS von pFastBac1 wurde zwischen den
Schnittstellen BamH | (in pFastBacHis als ABamH | eingezeichnet) und Hind 11l durch
einen Konstrukt mit Kozak-Sequenz (unterstrichen) und Hexahis-tag ersetzt. Die Klo-
nierungen in pFastBacHis erfolgen am 5-Ende Uber die ,neue* BamH I-Schnittstelle.
Alle weiteren angegebenen Schnittstellen der MCS im modifizierten Vektor sind singu-
lar. Die gestrichelte Linie zwischen BamH | und Not | deutet den Bereich an, welcher
das Konstrukt von Jurgen Linder beinhaltet und bei Klonierungen (i.d.R. BamH |/Not )
herausgeschnitten wurde.

4.9.1.2 Reine pAC-Proteinabschnitte

Far die pAC-Expression in Sf9 wurden Enzymabschnitte gewahlt, die exakt analog zu plAC-
Abschnitten waren, die aktiv in Sf9 exprimierbar waren (73). Beide waren von Jurgen Linder
bereits in pFastBacHis kloniert, jedoch nicht transfiziert worden.

Der cytosolische Abschnitt von pAC (AS 530-865), welcher dem best exprimierbaren AnaCy-
aB1-Abschnitt (AS 595-859) (s. Abschn. 4.4.1) entspricht, wurde in Form der Stopcodon-
Mutante (s. Abschn. 4.3.4) fir die Expressionsexperimente ausgewahlt. Jirgen Linder hatte
diesen Abschnitt bereits als synthetische Genvariante transfiziert und konnte keine aktive Ex-
pression erreichen. Die Stopcodonvariante besal} auch fir Sf9 eine nicht-optimale Codonusa-
ge, so dal} die daraus resultierende langsamere Expressionsrate moglicherweise zu aktiv ge-
faltetem Protein flhren kénnte.

Ein zweites Konstrukt war pAC (AS 515-865). Dieser Proteinabschnitt beinhaltete den mut-
maRlichen Pore-Bereich. Hintergrund fiir die Klonierung dieses Konstrukts war die Uberlegung,
dal} intramolekulare Protein-Protein-Wechselwirkungen in der pAC Auswirkungen auf die Fal-
tung des Enzyms besitzen konnen. Der kurze Linker zwischen Pore-Loop und der AC-
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katalytischen Domane machte eine raumlich nahe Anordnung und damit Wechselwirkungen
mit diesem Proteinabschnitt denkbar. Mdglicherweise fuhrt die N-terminale Verlangerung der
cytosolischen Schleife bei der Proteinsynthese und -faltung zur richtigen Orientierung der ent-
stehenden AS-Sequenz. Jost Weber konnte den entsprechenden plAC-Abschnitt mit einer
geringen AC-Aktivitat I16slich exprimieren.

Klonierung:

Beide Konstrukte wurden von Jirgen Linder Uber die BamH |I/Not |-Schnittstellen in pFastBa-
cHis kloniert. Hierfir wurde direkt upstream der entsprechenden Basen des pAC-Gens eine
BamH |-Schnittstelle eingefiihrt. Die Not I-Schnittstelle am 3’-Ende ist im pACsyn-Gen enthal-
ten.

515 865
é@é:j PAC (AS 515-865) | x TPRDX !
530 865
@-i pAC (AS 530-865) Stopcodonmutante :: IC TPRLX !
530 747
@ﬁ pACPITPRL il X TPRDX !
;54 Ls4
526 753
@NI pIACPTPRL il X TPRDX ]
;48 éGS
530 590
@ﬂ pACpIAC I X TPRDX
587 284
526 586
@ﬁ pIACPAC |  TPRLX ]
591 g65

Abbildung 50: Schematische Darstellung der Konstrukte fir die Expression in Sf9. pAC-Proteinab-
schnitte sind weil3, pl[AC-Proteinabschnitte grau gekennzeichnet. Der Hexahis-tag ist
durch das schraffierte Oval dargestellt, die katalytische Domé&ne durch den breiten,
rechteckigen Block, der TPRL durch das Oval und Linkerbereiche und der C-Terminus
durch die schmalen, rechteckigen Abschnitte. Die Darstellung ist maRRstabsgetreu.

4.9.1.3 Chimaren zwischen pAC und plAC

Ausgehend von den cytosolischen Proteinabschnitten der beiden Enzyme (pAC: AS 530-865
und plAC: AS 526-884) konnten im Alignment der Sequenzen zwei markante Unterschiede in
den ansonsten stark konservierten Primarsequenzen festgestellt werden (vgl. Abbildung 51).
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PAC : NEORREINZIARUNNTND SOWMERG - -INETINWSINLTjg- - - - - - - - Q R HAFYKIYA : 628
P1AC : NEOPEEENIHRUNICY O KKID - MSINKKMNMFINS PNNNMDEY SEKE REC LEF STYOTLI : 633

===Block-II== --
PAC : SININEPISILEMRINIXRINSORIFDGY Glyeansi T @G ANEH 669
PlAC : INRRIASEREIH TIQTININSNYDINLIKNN T IRERSIYeamsF AN 674
===Block-III==
PAC : G VENIEAIRDINPP - - S PQ----EEINQQ E---- IFLOQQLINSGINENAEIRYT 785
plAC : FDECL TKKVNM DAKPHFDVIALL DDIK RKKRKKIZVLINLSY E 800
kat .+ 4+
pAC : K-- GLITKNVNQE)RHO) : 806
plAC : EY DIBEIKFIK THYPKDMERE@O)Y - 823

S TPRL

Abbildung 51: Bereichsalignments zwischen pAC und plAC. Diese beiden Alignments zeigen die
Abschnitte geringerer Konservativitat in der katalytischen Domane zwischen den an-
sonsten stark konservierten Sequenzen. Oben: Alignment im Linkerbereich zwischen
Konsensusblock Il und lll; der saure Proteinabschnitt in plAC ist mit ,-“ gekennzeich-
net. Unten: Linkerbereich zwischen katalytischer Doméane und TPRL,; der stark basi-
sche Sequenzabschnitt in plAC ist mit ,+* gekennzeichnet.

Linkerbereich zwischen katalytischer Doméne und TPRL:

plAC besitzt einen um 12AS langeren Linkerbereich (AS 747-818) als pAC (AS 742-802). Der
Linker zwischen katalytischer Doméane und TPRL der pAC ist bereits deutlich Ianger als der der
verwandten ACn AnaCyaB1 und AnaCyaB2. In der AS-Komposition der zusatzlichen AS der
plAC ist ein kurzer, sehr basischer Bereich auffallig. Aus diesem Grund wurde am Ende des
zwischen beiden Sequenzen konservierten Bereichs (bis 6AS downstream des Endes der ka-
talytischen Domane (pAC: AS 747, plAC: AS 753)), ein Uberkreuzungspunkt gewahit. Es ent-
stand ein Konstrukt mit dem pAC-katalytischen Bereich+6AS (AS 530-747) und dem C-
Terminus inklusive Linker-Bereich und TPRL der plAC (AS 754-884) um zu Uberprifen, ob
dieser basische AS-Abschnitt und der plAC-TPRL und -C-Terminus einen Einfluf3 auf die 16sli-
che Exprimierbarkeit der pAC-katalytischen Domane besitzen. Als Kontrolle wurde das Ge-
genchimare konstruiert: plAC bis 6AS downstream des katalytischen Bereichs (AS 526-753)
mit dem pAC-C-terminalen Abschnitt inklusive Linker und pTPRL (AS 748-865). Diese Kontrol-
le sollte Auskunft dartiber geben, ob der entsprechende pAC-Abschnitt einen negativen Einflu®
auf die funktionelle Expression der plAC besitzt (vgl. Abbildung 52).

pPAC : GKRKW------------ [/----------- LFTVEMEADDLPP- - SKQDQ-//-GYRELTEK.
plAC HCH Y (============ [/-=-=--=--=----- LYTFDICLNKITKKVNMENF-//-GYRKFLQKS.
PACPlTPRL: GKRKW------------ [/----------- LFTVEMEADDLTKKVNMENF - / / -GYRKFLQKS .
PlACPTPRL: GEIVY------------ [/-=-=--=-=----- LYTFDICLNKIPP--SKQDQ-//-GYRELTEK.

Abbildung 52: Ubersichtsalignment im Bereich der Austauschpunkte der pAC-pIAC-Chimaren mit
ausgetauschten C-Termini. pACp/TPRL (pAC 530-747/plAC 754-884), plACpTPRL
(pIAC 526-753/pAC 748-830). Unterstrichene AS: die korrespondierende DNA-
Sequenz beinhaltet die fur die Klonierung verwendeten bzw. silent eingefuhrten
Schnittstellen.
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Linkerbereich zwischen Konsensusblock Il und IlI:

Dieser Abschnitt ist allgemein bei den (cyanobakteriellen) Klasse IlI-ACn nicht langenkonser-
viert. So auch zwischen den beiden konservierten Vertretern pAC und plAC. Der verbindende
Proteinabschnitt ist im plAC-Enzym 9AS langer. In diesem Bereich ist die Konservierung zwi-
schen beiden Proteinen fir 20 bzw. 29AS etwas geringer (pAC: AS 592-611, plAC: AS 534-
563). Es war zu Uberprifen, ob diese Langendifferenz einen Beitrag zu dem Unterschied in der
Exprimierbarkeit der beiden Enzyme leistet, insbesondere, weil die zusatzlichen AS des plAC-
Linkers einen sauren Abschnitt beinhalten. Zu beachten ist, dall die Konzeption des Versuchs
nur einen Anhaltspunkt darlber liefert, ob der Linkerbereich einen EinfluR besitzt, da der ge-
samte folgende Enzymabschnitt ausgetauscht wurde. Die hohe Konservierung zwischen bei-
den Priméarsequenzen besteht bis pAC AS WK (590, 591) (pIAC WK (532, 533)); unmittelbar
anschlieBend beginnt der Abschnitt schwéacherer Ahnlichkeit. Zwischen den AS WK wurde ein
Austausch zwischen den Enzymen vorgenommen. Es entstanden zwei Konstrukte, das eine
mit pAC AS 530-590/plAC 587-884, das andere plAC 526-586/pAC AS 591-865 (vgl.
Abbildung 53).

PAC : GKRKW-//-NKNIGDAFLLVWKINDSQ-------------- Y GYRELTEK.
plAC : GEIVY-//-NKNIGDAFLLVWKYQKKE------------—- Y GYRKFLQKS .
DPACPlAC: GKRKW-//-NKNIGDAFLLVWKYQKKE-------------- Y GYRKFLOQKS .
plACPAC: GEIVY-//-NKNIGDAFLLVWKINDSQ-------------- YR GYRELTEK.

Abbildung 53: Ubersichtsalignment zur Darstellung der Cross-over-Punkte der pAC-pIAC-Chiméren
innerhalb der katalytischen Domane nach Konsensusblock Il. pACpIAC (pAC 530-
590/plAC 533-830), p/ACpAC (plAC 472-532/pAC 591-865)

Klonierung:

PACPITPRL:

An der Austauschstelle konnte keine Schnittstelle durch silent Mutation eingefuhrt werden.
Statt dessen wurde 3AS downstream auf VN (pIAC AS 756/757) eine Hpa I-Schnittstelle einge-
fuhrt: Das upstream liegende Fragment der pAC (530-747) wurde inklusive des kurzen
pITPRL-Fragments bis Hpa | durch PCR mit den Primern ACeV1s (von Jirgen Linder) und
pACplHpa-as gewonnen. Der 5-Uberhang des sense-Primers flihrte eine BamH |-Schnittstelle
ein. Von dem 5'-Uberhang des antisense-Primers wurden die ersten 5AS des pITPRL inklusive
VN (Hpa I) codiert.

Das pITPRL-Fragment wurde mittels PCR mit dem Primerpaar HpaplAC-s / PIACsyntKat-as
amplifiziert. Der sense-Primer fiihrte durch silent Mutation eine Hpa I-Schnittstelle auf VN ein,
der antisense-Primer, welcher von Jost Weber zur Verfiigung gestellt wurde, trug downstream
des plAC-Stopcodons eine Not I-Schnittstelle. Die Klonierung erfolgte in pBluescript Il SK(-)
durch Tripelligation (PCR-Matrizen: pACsyn bzw. plACsyn®).

pIACPTPRL:
Auch bei diesem Konstrukt konnte keine Schnittstelle an der Nahtstelle zwischen plAC und
pTPRL geschaffen werden. Es wurde die Sfu I-Schnittstelle von pACsyn (bp 2260) verwendet.

5 Synthetisches Gen der plIAC von Jost Weber.
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Far die Amplifikation des plIAC-Fragments (AS 526-752) inklusive der ersten 4AS des pTPRL-
Fragments wurde eine PCR mit dem Primerpaar PIACsynKat-s / plJACpSfu-as durchgefihrt,
wobei der sense-Primer (von Jost Weber) die benétigte 5’-BamH [-Schnittstelle einflhrte, wah-
rend der antisense-Primer im Uberhang firr die 4AS PPSK des pTPRL-Anteils kodierte. Die
Klonierung erfolgte durch Tripelligation in pBluescript I SK(-).

PACPIAC und plACpAC:

Die chimare Ubergangsstelle zwischen pAC und plAC (und umgekehrt) lag zwischen den AS
W und K. Hier konnten fiir die Klonierung zwei geeignete blunt-cutter Schnittstellen eingefihrt
werden. W wird kodiert durch das erste Basentriplett der Msc I-Erkennungssequenz, das Lys-
Codon ist Bestandteil der Dra I-Schnittstelle (zweites Basentriplett der Erkennungsstelle). Die
N-terminalen Fragmente der beiden Chimaren wurden mittels PCR inklusive einer BamH I-
Schnittstelle am 5-Ende und einer das W beinhaltenden Msc I-Schnittstelle am 3’-Ende ampli-
fiziert. Die C-terminalen Fragmente der Chimaren wurden mit einer 5’-Dra I-Schnittstelle, deren
zweite Halfte fur K codiert und einer 3’-Not I-Schnittstelle downstream des Stopcodons erzeugt
(s. Abbildung 54). Die entsprechenden Konstrukte der pAC konnten von Jirgen Linder tber-
nommen werden. Sie waren beide auf Basis der Stopcodon-Mutanten (s. Abschnitt 4.3.4) her-
gestellt worden. Die Fragmente der plIAC wurden mit den Primerpaaren PIACsynt-
Kat-s / PlasmACMsc-as und PlasmDraDramut-s / PIACsynKat-as amplifiziert. Das verwendete
synthetische Gen der plAC von Jost Weber besall bereits eine Dra I-Schnittstelle 45bp
downstream des 5-Endes des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts (plAC-N-terminaler Ab-
schnitt). Diese Erkennungssequenz mufite silent entfernt werden, was durch eine entspre-
chende Lange des sense-Primers PlasmDraDramut-s, welcher eine Mutation einflhrte, er-
reicht wurde. Die endgiiltige Klonierung der beiden Chimare erfolgte durch Tripelligation in
pBluescript Il SK(-).

G s W P F K .
5’ -GGATCC——————— TGGCCA-3’ 5/ -TTTAAA—————— St opGCGGCCGC-3 7
BamH | 0 Not |
Msc | Dra

Abbildung 54: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie der Chimare pACplAC und plAC-
pAC.

4.9.2 Expression von Verkirzungen und Chimaren

Sowohl die Bacmid-Herstellung aus den in das Donorplasmid pFastBacHis klonierten Kon-
strukte als auch die Primarvirusgewinnung gelang ohne Probleme. Die Entstehung von Pri-
marviren wurde indirekt an den Zellriickstanden der Lipo-Transfektion nach Abnahme des Me-
dientiberstandes (Primarvirusstock) Uberprift. Es wurde ein Western Blot mit anti-RGS(His),-
Antikérper durchgefiihrt, welcher die Expressionsprodukte der Gene als Marker der
Virusamplifikation nutzte. Sdmtliche Genprodukte inklusive der Positivkontrolle pIAC (AS 526-
884) konnten nachgewiesen werden. Das bedeutete, dall die transfizierten Bacmide
rekombinant waren und eine Virusamplifikation stattgefunden hatte an deren Ende die
Virusausschleusung durch Zelllyse steht. Die Sekundarvirusherstellung wurde ohne Titerung
mit 300l Primarvirus durchgefiihrt. Anhand der Zellmorphologie war die Virusinfektion der
Zellen ersichtlich.

149



Ergebnisse

Es folgte die transiente Transfektion der Konstrukte. Zunachst wurde jedes Konstrukt einzeln
parallel zu der Transfektion der Positivkontrolle plAC (AS 526-884) und der Negativkontrolle
Wildtyp-Virus in einer Infektionsreihe von 1:10° 1:10*, 1:10° und 1:100 auf 15ml Sf9-
Schuttelkultur transfiziert, um die optimale Transfektionsrate festzustellen. Anhand der Zell-
morphologie kann gesagt werden, daR generell die 1:10° Infektionsrate zu gering war. Die
hochste Infektionsrate von 1:100 ergab nach 72Std. vollstéandig infizierte Kulturen, in denen der
grofdte Teil der Zellen lysiert war. Die aufbereiteten Zellhomogenate der Kulturen wurden in
Western Blots eingesetzt (s. Abbildung 55).

Die Western Blots der Zentrifugations-Uberstéande und Pellets wiesen fiir samtliche Konstrukte
neben einer unléslichen auch eine I8sliche Expression nach. Die Expressionslevel schwankten
jedoch stark. Der Konstrukt pAC (AS 515-865) erreichte eine vergleichbare |6sliche Expression
wie das aktive pIAC-Fragment (AS 526-884). Auch das pAC-Fragment ab Beginn der katalyti-
schen Domane (AS 530-865) wird mit ca. der halben l|6slichen Expressionsrate des plAC-
Fragments gut exprimiert. Die I6sliche Expression der pAC-plAC-Chimaren erreicht zum Teil
die Halfte des plAC-Fragments, ist meist aber geringer. Sehr wenig Expression zeigt das Kon-
strukt mit der plAC-katalytischen Doméane und dem pTPRL (pIACpTPRL).

Im Vergleich der I6slichen Proteinmenge zu den unloslichen Ruckstanden im Pellet kann all-
gemein festgehalten werden, daR die Infektionsrate von 1:10° fiir alle getesteten Konstrukte
optimal war. Hier war die héchste Ausbeute an I6slichem Protein erreicht. Bei Erhéhung der
Infektionsrate trat in den meisten Fallen eine Verminderung der ldslichen Proteinexpression
zugunsten des unléslich anfallenden Proteins auf. Eine Steigerung der I6slichen Proteinmenge
wurde durch die erhohte Infektionsrate in keinem Fall erreicht, z.T. jedoch eine Erhéhung der
exprimierten Gesamtproteinmenge.

P 0 pIAC - pAC (AS 530-865) --- pAC (AS 515-865) -
WT  WT 1:10* 1:10° 1:10° 1:10% 1:10° 1:10°
_ Uberst. - 66
66
— o
s — —— - ——
-— —
36
— =29
— -25
—29 Pellets
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pIAC - pACPITPRL - - pIACpTPRL -

4 2 4 2

1:10*  1:10° 1:10° 1:10° 1:10° 1:10
Uberst. =66

Yo — Y03 [\ C— Yo — PIACPAC —-emememee
1:10° 110" 1:10°  1:10° 1:10*  1110°  1:10°
Uberst. - 66 Uberst. - 66
- 45 =45
- 36
-29 -2
: 25 Pellets =66
Pellets 66
..“ m4
—-45
. - e - 36
-36
-29
- 29 =25
- -25

Abbildung 55: Western Blot der Sf9-Expression séamtlicher Konstrukte. Gezeigt sind jeweils die U-
berstande und die Pellets unterschiedlicher Infektionsraten jedes Konstrukts im direk-
ten Vergleich mit plAC (AS 526-884). P WT: Wildtyp-Virus Infektion, Pellet; U WT:
Wildtyp-Virus Infektion, Uberstand. pIAC: plAC-Fragment AS 526-884 1:10°.

Fiir die AC-Tests wurden samtliche Konstrukte mit der optimalen Infektionsrate von 1:10° auf
eine 50ml Sf9-Schiittelkultur transfiziert. Nach Ernte wurden die Zentrifugations-Uberstande
(Lysate) in den AC-Test eingesetzt. Bei erwartungsgemaf aktiver Positivkontrolle zeigte keines
der anderen Expressionsprodukte katalytische Aktivitat Gber Kontrollwert (s. Tabelle 24).
Dariber hinaus wurden samtliche Lysate in eine native Reinigung eingesetzt, um eine Anrei-
cherung des l6slich exprimierten Proteins zu erreichen (ca. 500ul Lysat von urspriinglich ca.
600ul). Die Analyse der Eluate mittels SDS-PAGE ergab, dal mit Ausnahme der Positivkon-
trolle (pIAC (526-884)) keines der Expressionsprodukte nativ reinigbar war.
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Tabelle 24: Ergebnisse des Enzymtests der Sf9-Expression der pAC-Verkiirzungen und Chimaren.
Jeweils die beiden Ubereinanderstehenden Tabellen entstammen einem Versuch. So-
wohl die Expressionsrate als auch die Reinigungseffizienz der Positivkontrolle plAC
(AS 526-884) war an beiden Tagen vergleichbar (Abschatzung anhand eines SDS-
PAGE-Gels). Die Proteinkonzentration im Eluat wurde anhand des Gels auf 0,01ug/pl

geschatzt.

Probe Aktivitat Probe Aktivitat

(Uberstand) [pmol/mg/min] (Uberstand) [pmol/mg/min]

Kontrolle (WT) 0,1 Kontrolle (WT) 0,2

plAC (AS 526-884) 2,0 plAC (AS 526-884) 2,2

pAC-Frag. e+f Stopmut 0,1 pACpIAC 0,1

pAC (AS 515-865) 0,1 plACpAC 0
pACpITPRL 0,3
plIACpTPRL 0

Probe Aktivitat Probe Aktivitat

(Eluat der Reinigung) [cpm/40pl] (Eluat der Reinigung) [cpm/40pl]

Kontrolle (WT) 183 Kontrolle (WT) 320

plAC (AS 526-884) 1390* plAC (AS 526-884) 1384*

pAC-Frag. e+f Stopmut 189 pACpIAC 77

pAC (AS 515-865) 195 plACpAC 104
pACpITPRL 94
plIACpTPRL 89

* entspricht 3053,17pmol/mg/min bei einer * entspricht 3284,91pmol/mg/min bei einer

abgeschatzten Proteinkonz. von 0,01ug/ul abgeschatzten Proteinkonz. von 0,01ug/ul

4.10 Antikorper — Gewinnung, Reinigung, Charakterisie-
rung

Der spezifische Nachweis der pAC im Western Blot unabhangig von der Fusion an tags ver-
langte nach Antikérpern, die spezifisch gegen Bereiche der pAC gerichtet waren. Von primarer
Bedeutung war die Nachweisbarkeit der AC-katalytischen Doméane. Fur die Detektion der
N-terminalen K*-Kanal-Domane wurden die Anti-pAC-NT-Antiseren in Auftrag gegeben.

Proteinspezifische, tag-unabhangige Antikérper sollten auch immunhistochemische Untersu-
chungen zur Lokalisation des Enzyms in Paramecium ermdglichen.

4.10.1 Antiseren fur den Nachweis der katalytischen Domane

4.10.1.1 Gewinnung der Antiseren

Fir die Herstellung eines Antikérpers zum Nachweis der AC-katalytischen Doméane wurde
Frag. e (AS 524-751) als Antigen gewahlt. Der C-Terminus (Frag. f) weist im Antigenizitatsblot
(DNAstar™, Protean, Antigenizitatsindex nach Jameson-Wolf) ein hohes antigenes Potential
auf. Die Uberlegung, den gesamten cytosolischen Bereich inklusive C-Terminus zu verwen-
den, wurde verworfen, weil Frag. e (27,3kDa) nahe der optimalen GréfRe von 25kDa fir Anti-
gene zur Immunisierung liegt. Das Anitgenexpression in E.coli (s. S. ) fUhrte zu einer Uberex-
pression. Das SDS-PAGE-Gel der lysierten Zellen zeigte eine starke Produktbande (s.
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Abbildung 56). Fur die Proteinreinigung des Antigens unter denaturierenden Bedingungen
wurden 20ml E.coli-Kultur mit 3ml Puffer A unter Zusatz entsprechender Mengen J3-
Mercaptoethanol und Tween 20 lysiert, der Uberstand mit 40ul Ni-NTA-Agarose inkubiert und
mit je 1ml Puffer A, B und 2x C gewaschen. Die Elution erfolgte mit 200ul Puffer E. Bei Ver-
groRerung des Ansatzes muften die Verhaltnisse von Ni-NTA-Agarose-Menge, Wasch- und
Elutionspuffervolumen zum E.coli-Kulturvolumen genau eingehalten werden, um keine Rein-
heitsverluste zu erleiden. Die SDS-PAGE-Analyse des Durchlaufs der Reinigung zeigte, dal}
grofle Mengen Antigen nicht an das Affinitatschromatographie-Material banden, so daf} der
Durchlauf routinemaflig einer zweiten Reinigungsprozedur unterzogen wurde. Weitere Opti-
mierungsversuche fuhrten zur Erhdhung des Ni-NTA-Agarose-Volumens auf 550ul/200ml Kul-
tur bei gleichzeitiger Erhéhung der Waschpuffervolumina auf 14ml. Die Ausbeute bei der Eluti-
on konnte durch sehr langsame Durchfiihrung gesteigert werden (z.T. tGber Nacht). Dartber
hinaus stellte sich ein zweiter Elutionsschritt mit dem gleichen Puffervolumen als erfolgreich
(2x 2ml Elutionspuffer/200ml Kultur) heraus. Trotz dieser Bemuhungen schwankten die Anti-
genkonzentrationen in den Eluaten zwischen 0,5 und 2mg/ml.

a b c d e f o )
—_— a: Kontrolle (nicht induziert)
- — 974 b: Zellen Antigenexpression
— 66 c: Waschfraktion B
d: Waschfraktion C1
e: Waschfraktion C2
— 36 f: Eluat (7,5ug Protein)
> - — %

.- s
: o L

Abbildung 56: SDS-PAGE-Gel einer Antigenreinigung. Aufgetragen wurden die in Probenpuffer auf-
genommenen (s.u.), nicht-induzierten Zellen (Kontrolle) und die Zellen der Antige-
nexpressions-Kultur, je 5ul Waschfraktion B, C1 und C2 und 5l Eluat (1,5ug/ul). Fir
die Probenaufbereitung der E.coli-Zellen wurde nach Expression 1ml Kultur pelletiert
und in 100ul Probenpuffer resuspendiert. Auf Hoéhe des Antigens ist in der Spur der
Kontrollzellen eine leicht verstarkt erscheinende Bande erkennbar, welche als Hinter-
grundexpressionsprodukt gedeutet wurde.

Die Immunisierung der Kaninchen mit dem Antigen erfolgte im Haus (39). Es wurden zwei
Tiere immunisiert. Beiden Tieren wurde vor Immunisierung eine Blutprobe als Nullkontrolle
abgenommen (Praimmunseren Anti-pAC-1.0 und -2.0) Die Praimmunseren zeigten keine Re-
aktivitdt gegen das Antigen (Dot Blot mit 1ug Antigen). Jeweils 4 Wochen nach jeder (Auffri-
schungs-)immunisierung wurde eine weitere Blutprobe genommen (Anti-pAC-1.1 und -2.1,
Anti-pAC-1.2 und -2.2), die den Verlauf der Immunreaktion wiedergaben. Bei Kaninchen 1
wurde aufgrund einer ausreichend hohen Empfindlichkeit des Antiserums Anti-pAC-1.2 (abge-
nommen 4 Wochen nach dem ersten Boostern) auf das zweite Boostern verzichtet und das
Tier ausgeblutet (Anti-pAC-1.3). Kaninchen 2 wurde ein drittes Mal Antigen injiziert (zweites
Boostern) und vier Wochen spater ausgeblutet (Antiserum Anti-pAC-2.3).
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4.10.1.2 Empfindlichkeit und Spezifitat der Antiseren

Die Empfindlichkeit der Antiseren wurde mit Hilfe von Dot Blots (s. Abbildung 57) getestet.
Bei Kaninchen 1 konnte eine deutliche Steigerung in der Reaktivitat von Antiserum-1.1 zu Anti-
serum-1.2 gefunden werden. In einer 1:5000-Verdlnnung ist mit Antiserum-1.2 im Dot Blot der
Nachweis von 0,5ng Antigen maoglich. Antiserum Anti-pAC-1.3 wurde selbst nicht noch einmal
auf Empfindlichkeit getestet, da es qualitativ Anti-pAC-1.2 entsprechen sollte. Die Antiseren
von Kaninchen 2 sind in ihrer Signalstarke jeweils um ca. die Halfte bis ein flnftel schwacher
als die von Kaninchen 1. Auch das Antiserum Anti-pAC-2.3 erreicht nicht die Empfindlichkeit
von Antiserum Anti-pAC-1.2 (entsprechend Anti-pAC-1.3). Aus diesem Grund wurden die wei-
teren Schritte mit dem Antiserum Anti-pAC-1.3 von Kaninchen 1 durchgefiihrt.

A
1:5000
1.1 2.1 1.2 2.2
® %
15sec
nach initialer | nach erstem
Immunisier. Boostern
B
Anti-pAC-1.2, 1:5000 Anti-pAC-2.2, 1:5000 Anti-pAC-2.3, 1:2000
’ ﬂb ® 'Y 'Y . & @ 50ng | 20ng | 10ng
| .
1 .
“ . ' . . , W 5ng | 2ng | 1ng
1 |
! | 1
l — 0,5ng | 0,2ng | 0,1ng
- ' 30sec 30sec

Abbildung 57: Dot Blots (Anti-pAC-1.1, Anti-pAC-1.2 Antiseren von Kaninchen 1 nach der ersten
Immunisierung und nach dem Boostern (Anti-pAC-1.2 gibt die Qualitat des endguilti-
gen Antiserums Anti-pAC-1.3 wieder); Anti-pAC-2.1, Anti-pAC-2.2 und Anti-pAC-2.3:
Antiseren von Kaninchen 2 nach der ersten Immunisierung, dem ersten und dem
zweiten Boostern (Anti-pAC-2.3 wurde durch Ausblutung von Kaninchen 2 gewon-
nen)) A: Vergleich der Antiseren von Kaninchen 1 und 2 nach der ersten Immunisie-
rung und nach dem ersten Boostern. Alle Antiseren waren 1:5000 verdunnt. Es wurde
je 1ug Antigen auf die Membran aufgetragen. B: Vergleich der Empfindlichkeit der
Antiseren Anti-pAC-1.2 (1:5000), Anti-pAC-2.2 (1:5000) und Anti-pAC-2.3 (1:2000). Es
wurden absteigende Mengen Antigen auf die Membranen aufgetragen, die dem
Schema rechts enthommen werden kénnen.

Die Spezifitit des Antiserums Anti-pAC-1.3 wurde in Western Blots mit Proben drei unter-
schiedlicher Zellkulturen getestet (s. Abbildung 58).

In Probenpuffer lysierte E.coli-Zellen zeigten einige schwache Hintergrundbanden.

Im Western Blot mit HEK293-Homogenaten wurde eine Reihe HEK293-eigener Proteine er-
kannt. Die Empfindlichkeit des Antiserums ist zu gering, um die pAC-Holoenzym-Expressions-
produkte in den HEK293-Homogenaten nachweisen zu kdnnen, deren Expression flir die he-
xamyc-fusionierten pAC-Konstrukten nachgewiesen worden ist (vgl. Abbildung 35). Ausnahme
bildet mdéglicherweise die pAC vom synthetischen Gen Variante Il. Ebenfalls nachweisbar wa-
ren die Konstrukte der pAC-katalytischen Schleifen im Hintergrund der Sauger-AC Typ VII (vgl.
Abschn. 4.5.2). Der immunchemische Nachweis des hexamyc-getaggten AC VII-pAC-Chimars
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mit dem Anti-myc-Antikorper zeigte, dald die Expressionsrate mit der der exprimierten hexa-
myc-getaggten pAC-Holoenzyme ubereinstimmt (vgl. Abbildung 35). Dal die Chimaren im
Gegensatz zu den pAC-Holoenzym-Konstrukten oberhalb der Nachweisgrenze lagen, war
damit zu erklaren, dal} die antigene Determinante (katalytischer Bereich AS 524-751) 2x pro
Proteinmolekil vorkommt. Eine ausreichend hohe Spezifitdt zeigt das Antiserum in der An-
wendung mit Sf9-Homogenaten*®. In den Homogenaten exprimierten pAC-Holoenzyms ist der
Expressionsspiegel ausreichend fiir eine Detektion (Doppelbande) des pAC-Proteins mit dem
Antiserum Anti-pAC-1.3. Diese Proben fanden in weiteren Tests Anwendung als ,Positivpro-

ben®.

A B C
a b c | m
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- 97,4
=29 .
1- -5
a :
v -12,5 B
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E.coli-M15-Proben HEK293-Homogenate Sf9-Homogenate
a: Kontrolle: nicht induzierte d: Kontrolle: p/IRESTneo leer h: pACsynll-Nmyc I Sfo-Kontrolizellen
Kult . )
Lr e: pACsyn-Cmyc i AC VII-pC1C2-Cmyc m: pAC-Holoenzym
b: Antigen-Expression £ pACsynll k: AC VIl-pC1C2

c: 1ug gereinigtes Antigen
g: pACsynll-Cmyc

Abbildung 58: Western Blots mit Proben dreier Zellkulturen. A: E.coli-Zelllysate (a, b): Fir die Pro-
benaufbereitung wurden pelletierte Zellen in 1/10 des urspriinglichen Kulturvolumens
aufgenommen und je 5ul aufgetragen. Bei der Kontrolle handelt es sich um eine nicht-
induzierte Kultur. Das Vorkommen der Antigenbande in der Kontrolle wurde mit Hin-
tergrundexpression erklart (vgl. Abschn. 4.10.1.1). Gereinigtes Antigen (c): das Anti-
gen wurde denaturierend gereinigt; aufgetragen ist 1ug Protein. B: HEK293-Homoge-
nate (je 40ug): Die Kontrolle (d) enthalt den leeren Expressionsvektor. pAC-Holoen-
zym (e-h): es handelt sich um Expressionen von den beiden Varianten des syntheti-
schen Gens (pACsyn und pACsynll), welche zum Teil zusatzlich einen N- oder C-ter-
minalen Hexamyc-tag tragen. AC VII-pAC-Chimare (i, k):der pAC-katalytische Bereich
ersetzt die C4,- und Co,-Schleife der Sauger-AC VI (s. Kapitel 4.5). C: Sf9-Homoge-
nate: Dieser Blot wurde von Jirgen Linder als Expressionskontrolle seiner Sf9-Versu-
che angefertigt. Als Kontrolle (/) dienten nicht infizierte Sf9-Zellen (17,5ug). Das pAC-
Holoenzym (m) wurde vom synthetischen Gen (erste Variante) exprimiert47 (15u9).

* Diese Homogenate wurden mir fir die Antikérpercharakterisierung von Jirgen Linder zur Verfiigung
gestellt.

4 Jurgen Linder: Die Probe des pAC-Holoenzyms entstand durch Transfektion einer Sf9-Kultur mit der
héchsten angewendeten Viruskonzentration (1:100). Die Kontrollzellen sind nicht mit Wildtyp-Virus
infiziert. Eine entsprechende Negativkontrolle ist in Abbildung 59 gezeigt.
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Wie sich spater herausstellte waren diese Ergebnisse nicht auf Dauer reproduzierbar. In Wes-
tern Blots, die 1 bis 2 Monate spater durchgefuhrt wurden, konnten keine Proteinbanden mehr
detektiert werden. Dies laltt eine Instabilitat des Antikérpers bei Lagerung vermuten. Das Pha-
nomen wurde jedoch nicht weiter verfolgt, da letztendlich die erzielten Ergebnisse mit diesem
Antiserum auch nach Reinigung (s.u.) den routinemafigen Einsatz zur Expressionskontrolle
nicht zulieRRen.

4.10.1.3 Reinigung des Antiserums Anti-pAC-1.3

Vorgesehen war eine chromatografische Reinigung der Antiseren an spezifischem Affinitats-
saulenmaterial. Zur Herstellung eines solchen Materials sollte das Antigen an Affi Gel 10 (Bio-
Rad) gekoppelt werden. Denaturierend gereinigtes Antigen lag gel6st in Elutionspuffer E vor,
welcher aufgrund seiner Harnstoffhaltigkeit nicht fir die Kopplungsreaktion geeignet war, da
Aminogruppenfreie Puffer oder Lésungsmittel notwendig sind. Das Antigen wurde mittels E-
thanolfallung prazipitiert, bei RT getrocknet und in Losungsversuche eingesetzt. Fir die Anti-
genkopplung an 1ml Saulenmaterial sind 25mg Protein in einem Reaktionsvolumen von
0,5-4ml notwendig. In den Ldsungsversuchen wurde eine Konzentration von 25mg/4ml =
6,25mg/ml angestrebt. 98ug gefalltes Antigen sollten in 15,6ul eines Lésungsmittels geldst
werden. Alle Versuche waren erfolglos (s. Tabelle 25). Auch der Zusatz von 6% Triton 100 und
mechanische Beanspruchung (Schiitteln Gber Nacht bei RT) vermittelten keine Lésbarkeit. Ein
Verzicht auf das Trocknen des Pellets anderte die Situation nicht, ebenso die Verringerung der
angestrebten Proteinkonzentration auf 3,12mg/ml. Die Lésungskontrolle erfolgte visuell, da
insbesondere die Detergenszusatze durch Micellbildung keine reproduzierbaren Proteinbe-
stimmungen zuliefRen. In der folgenden Tabelle findet sich eine Zusammenstellung der einge-
setzten Losungsmittel.

Tabelle 25: Durchgefiihrte Lésungsversuche mit ethanolgefélltem Antigen. Keiner der Ansatze fuhrte
zum Ziel, das Pellet blieb in allen Fallen ungeldst.

Losungsmittel Weiterer Zusatz zum | Bemerkung
Lésungsansatz

DMSO 6% Triton 100

Formamid 6% Triton 100

Kopplungspuffer*® 6% Triton 100
20% DMSO

20% DMSO / 80% Formamid | 6% Triton 100
50% DMSO / 50% Formamid | 6% Triton 100
80% DMSO / 20% Formamid | 6% Triton 100

DMSO 2x Volumen Losungsmittel
Kopplungspuffer 2x Volumen L&sungsmittel
Formamid 2x Volumen Lésungsmittel
Formamid + 15% Tween 20 2x Volumen Lésungsmittel
Dimethylformamid 2x Volumen Loésungsmittel

8 Dieser Hochsalzpuffer findet Verwendung fur Proteinkopplungen an CNBr-aktivierte Sepharose, ein
alternatives, in wassrigem Milieu sehr effizientes Verfahren zur Herstellung von Affinitatsmateria-
lien.
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Die gescheiterten Lésungsversuche des Antigens in walrigen und nicht-wafdrigen Lésungsmit-
teln machten die Herstellung des Affinitatsmaterials und damit die spezifische Antikdrperreini-
gung zur Erhéhung der Spezifitat unausfihrbar.
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Abbildung 59: Dot Blot und SDS-PAGE-Gel der IgG-Reinigung Uber Protein A-Sepharose des Anti-
serums Anti-pAC-1.3. A: Dot Blot verschiedener Elutionsfraktionen. Es wurde je 1ug
Antigen auf die Membranen aufgetragen. Der Immunoblot wurde mit einer Verdiin-
nungsreihe (1:100 bis 1:5000) der Elutionsfraktion 3, einer 1:500-Verdiinnung der
Fraktionen E2 und E4 und einer 1:500-Verdinnung des Durchlaufs durchgefihrt. B:
Ausschnitt des SDS-PAGE-Gels der Reinigungsfraktionen; gezeigt sind die Eluti-
onsfraktionen E2, E3 und E4. Die schwere Kette von IgGs besitzt ein Molekularge-
wicht von 55kDa, die leichte von 25kDa.

Alternativ wurde eine Reinigung an Protein A-Sepharose (Protein A-Sepharose™ for fast flow
von Pharmacia) durchgefihrt, wodurch die IgG-Fraktion von anderen Antikérperklassen und
den restlichen Serumbestandteilen abgetrennt werden konnte. Das Ergebnis wurde mittels
SDS-PAGE und Dot Blot Uberprift (Abbildung 59). Der Hauptanteil der IgG-Fraktion erscheint
in Eluat 3, in Eluat 2 und 4 sind geringe Mengen vorhanden. Dies korreliert nicht mit schwache-
ren Signalstarken im Dot Blot.
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q ' ‘v" , =250 Infektion
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Abbildung 60: Western Blot mit der IgG-Fraktion von Anti-pAC-1.3. Als Testproben dienten Sf9-
Homogenate. Kontrolle ist das Homogenat einer Wildtyp-Virus-Infektion, Positivprobe
das Homogenat einer pAC-Holoenzym Expression (vgl. S. 155).
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Die IgG-Fraktion von Anti-pAC-1.3 wurde in einem Western Blot (Abbildung 60) mit den er-
wahnten Proben der Zellkulturen HEK293 und Sf9 (s. S. 154) getestet. Eluat 3 wurde in einer
1:1000-Verdinnung eingesetzt. Der Nachweis des pAC-Holoenzyms (pACsynll) und des
AC VII-pAC-Chimars exprimiert in HEK293 gelang nicht mehr (nicht abgebildet), wahrend die
Doppelbande des Holoenzyms aus der Sf9-Expression ein deutliches Signal ergab. Die Spezi-
fitdt konnte in beiden Fallen nicht gesteigert werden. Die unzureichende Empfindlichkeit und
Spezifitdt sowohl des Antiserums als auch der IgG-Fraktion von Anti-pAC-1.3 flhrten zur Ein-
stellung der Arbeiten mit diesem Antikorper.

4.10.2 Antiseren fur den Nachweis des N-Terminus

Die Anti-pAC-NT-Antiseren wurden von Biogenes, Berlin, hergestellt. Als Antigen wahlte Jir-
gen Linder das Peptid EVDNQSVISEDSNNED (AS 9-24) aus dem N-terminalen, cytosolischen
Bereich der pAC, welches synthetisch von der Firma Echaz microcollections, Tubingen, herge-
stellt wurde. Es wurden zwei Kaninchen immunisiert. Die Antiseren wurden mit Anti-pAC-NT
#2573 und #2574 bezeichnet. Die Charakterisierung und Reinigung der Antikérper war Ge-
genstand dieser Arbeit.

4.10.2.1 Empfindlichkeit und Spezifitat der Antiseren
Die Titerbestimmung der Antiseren wurde von Biogenes durchgefihrt und folgendermalen

angegeben: Anti-pAC-NT #2573 > 1:10000
Anti-pAC-NT #2574 > 1:70000

Dies bedeutet, da} 1ug Antigen mit einer 1:70000-Verdiinnung von Anti-pAC-NT #2574 noch
innerhalb der Nachweisgrenze liegt. Die 7x héhere Empfindlichkeit des Antiserum von Tier
#2574 favorisierte die Weiterarbeit mit diesem Antiserum. Dies bestatigte sich im Western Blot:

Die Antiseren wurden in einer 1:1000-Verdinnung eingesetzt. Als Positivprobe wurden Sf9-
Homogenate von Jirgen Linder verwendet, welche exprimiertes pAC-Holoenzym beinhalteten.
Als Negativkontrolle diente das Homogenat einer Sf9-Wildtyp-Virus-Infektion. Das Antiserum
Anti-pAC-NT #2573 zeigte eine groRe Anzahl unspezifischer Banden von Sf9-Proteinen so-
wohl in der Spur der Negativkontrolle als auch in den beiden Expressionskultur-Homogenaten.
Das Antiserum besal} aullerdem keine ausreichende Empfindlichkeit, um die Expressionspro-
dukte in den Sf9-Homogenaten nachzuweisen. Diese geringe Empfindlichkeit, die noch unter
der von Antiserum Anti-pAC-1.3 lag (vgl. Abbildung 58), machte das Antiserum Anti-
pAC-NT #2573 unbrauchbar fir Routinearbeiten. Die mit Anti-pAC-NT #2574 entwickelten
Proben zeigten ebenfalls eine Anzahl von Sf9-Hintergrundbanden, wie in der Wildtyp-Virus-
Spur erkennbar. Die Empfindlichkeit dieses Antiserums ist jedoch hoch genug, um die Holoen-
zym-Expressionsprodukte in beiden Sf9-Homogenaten als nachweisen zu kénnen. Auf eine
Uberpriifung der Sperzifitdt des Antikdrpers durch preblocking-Versuche wurde verzichtet, da
zunachst versucht werden sollte, die Anzahl der Hintergrundbanden durch eine Antikdrperrei-
nigung zu minimieren.

158



Ergebnisse

Der Test des Antiserums Anti-pAC-NT #2574 (1:1000) in einem Western Blot mit HEK293-
Homogenaten®® fiel negativ aus. Es wurde ein enormes Spektrum an HEK293-eigenen Protei-
nen erkannt (vgl. Abbildung 61), so dal} die Spezifitat des Antiserums bezlglich HEK293 unzu-
reichend war. Die Empfindlichkeit des Antiserums war zu gering, um das pAC-Holoenzym zu
detektieren.

a: Kontrolle: Sf9-
WT-Virus-Infektion

b: Sf9-Homogenat
enthalt pAC

c: Sf9-Homogenat
enthalt pAC

d: HEK293-Homogenat
Kontrolle

Anti-pAC-NT #2573, 1:1000 | Anti-pAC-NT #2574, 1:1000 Anti-pﬁ-(l)\loTo#ZSM

Abbildung 61: Western Blots zur Spezifitdtsbestimmung der Antiseren Anti-pAC-NT #2573 und

#2574. A: Sf9-Homogenate: Als Kontrolle wurde das Homogenat einer Wildtyp-Virus
Infektion von Sf9 verwendet. Positivproben sind Homogenate von Sf9-Kulturen, wel-
che das pAC-Antigen exprimiert haben. Es handelt sich um verschiedene Infektionen.
Die Proben wurden gemeinsam auf einem SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und auf eine
Membran geblottet, welche fur die Entwicklung mit unterschiedlichen Antiseren ausei-
nandergeschnitten wurde. B: HEK293-Homogenate: gezeigt ist lediglich die Spur der
Negativkontrolle (HEK293 transfiziert mit p/RES 1neo Leervektor).

4.10.2.2 Affinitatsreinigung des Antiserums Anti-pAC-NT #2574

Die Affinitatsreinigung des Antiserums sollte eine Erhéhung der Spezifitat durch Abtrennung
von der restlichen IgG- Serumfraktion bewirken.

Die Herstellung des spezifischen Affinitatsmaterials durch Kopplung des Antigen-Peptids
an Affi Gel 10 bereitete Schwierigkeiten und war im Endeffekt nicht erfolgreich. Fir die Kopp-
lung an die aktivierten Ester des Affi Gels sind primare Alkyl- oder Arylaminogruppen notwen-
dig. Auch Kopplung an Mercaptogruppen kann stattfinden. Das als Antigen verwendete Peptid
(s.0.) enthielt keine entsprechenden AS, so dal} eine Kopplung nur Giber die Aminogruppe des
N-Terminus stattfinden konnte. Ob eine Kopplung an die Aminogruppen der Amide Q und N
stattfinden kann bzw. ob das Produkt in waRriger Losung stabil ist, ist fraglich. Die Loslichkeit

49 Aufgrund immunchemischer Nachweise mit dem monoklonalen anti-myc-Antikdrper war bekannt,
dall das C- wie N-terminal myc-getaggte Holoenzym in den Homogenaten exprimiert vorlag (s.
Abbildung 35), und diese als Positivprobe eingesetzt werden konnten. Als Negativkontrolle diente
das HEK293-Homogenat mit dem Leervektor p/IRES1neo.
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des Peptid-Antigens in DMSO ermdoglichte die Durchfiihrung der Kopplung nach dem effizien-
teren Verfahren in wasserfreiem Milieu (Herstellung der Saule s. Abschn. 3.4.2.2).

Die Bestimmung der Kopplungseffizienz durch Vergleich der Proteinkonzentration in der Reak-
tionslésung vor und nach Reaktion gestaltete sich schwierig. Die Anwendung von Routinepro-
teinbestimmungs-Methoden wie BioRad (Bestimmung basischer und aromatischer AS), Lowry
(Y, W, (C, H)) oder die direkte photometrische Vermessung bei 280nm (aromatische AS) wa-
ren bei dem Peptid-Antigen nicht méglich, da die diversen Verfahren auf AS-Resten beruhen,
welche in der Primarsequenz des Peptids nicht vorhanden waren. Auch die semiquantitative
Bestimmung Uber SDS-PAGE-Analyse stand nicht zur Verfugung, weil das Peptid mit 1,8kDa
zu klein fir die elektrophoretische Auftrennung war. Die Durchfihrung eines Dot Blots, die e-
benfalls eine semiquantitative Bestimmung erméglicht hatte, war bedingt durch das Ldsungs-
mittel DMSO nicht mdéglich. Nitrocellulose wird durch DMSO aufgelést, PVDF wird angegriffen
und stark deformiert, was zu nicht reproduzierbaren Ergebnissen fuhrt. Letztendlich wurde eine
Ninhydrinreaktion angewendet, um das Ausmal} der Kopplung zu bestimmen. Von der Reakti-
onslésung vor Reaktion wurde eine 1:10-Verdiinnungsreihe (mit Wasser) hergestellt und je 1ul
jeder Verdinnung in Punkten auf eine Kieselgelplatte aufgetragen. Von der unverdinnten Re-
aktionsloésung wurden mehrere Punkte a 1yl aufgetragen und die Platte nach Trocknen mit
0,1% Ninhydrinreagenz bespruht und bei 100°C entwickelt (s. Abbildung 62).

T : ; Reaktionslsg. vor Reaktion;
) Verdinnungsreihe

’) Reaktionslsg. nach Reaktion;
alle Punkte unverdiinnt

¥

Abbildung 62: Versuch der semiquantitativen Bestimmung der Kopplungseffizienz mit Ninhydrinrea-
genz. In der oberen Reihe wurde von rechts nach links die Reaktionslésung vor Reak-
tion in den folgenden Verdinnungen aufgetragen: unverdinnt, 1:10, 1:100, 1:200,
1:500, 1:1000. In der unteren Reihe wurde die Reaktionslésung 3 mal unverdiinnt auf
die Kieselgelplatte pipettiert.

Das Ergebnis war wenig aussagekraftig, da bereits der 1:10-Verdinnungspunkt der Ausgangs-
I6sung unterhalb der Nachweisgrenze lag. Der Fleck der Reaktionsldsung wies eine etwas
weniger intensive Farbung auf, als der unverdinnte Fleck der Referenzlésung vor Reaktion.
Es wurde davon ausgegangen, dal} eine geringe Menge Antigen gekoppelt hatte. Auch bei
einer niedrigen Kopplungseffizienz sollte eine Antikdrperreinigung an dem entstandenen Sau-
lenmaterial moglich sein.

Fir die Reinigung (s. Abschn. 3.4.2.2) wurde aufgrund der héheren Spezifitdt und Empfind-
lichkeit Anti-pAC-NT #2574 ausgewahlt. Fiir die Uberpriifung des Reinigungserfolgs wurden
die Elutionsfraktionen mittels SDS-PAGE untersucht. In keiner Fraktion waren Proteinbanden
von IgGs nachweisbar. Das Scheitern der Reinigung lie® darauf schlieRen, dal} bei der Her-
stellung des Chromatographiematerials vermutlich kein Antigen gekoppelt hatte.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal® keines der Antiseren ausreichende Spezifitat
und Empfindlichkeit zeigte, um routinemaRig fir den spezifischen immunchemischen Nach-
weis der pAC verwendet werden zu kénnen, so dal} fur die Expressionskontrolle auf die Fusion
der Proteine mit Hexahis- oder Hexamyc-tags zurtickgegriffen werden mufite.
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5 Diskussion

5.1 Homologieklonierung, Etablierung des Gens und
Topologievorschlage

Die proteinchemischen Arbeiten dieses Labors mit einer AC aus Paramecium (12) bildeten die
Grundlage fur diese Arbeit. Anhand von Homologieliberlegungen konnte ein Gen aus den zur
Verfligung stehenden Genbanken (cDNA und genomisch) von Paramecium tet. gefischt wer-
den, welches im Aufbau der bearbeiteten AC entsprach: N-terminal befindet sich ein mutmalf3-
licher K*-Kanal, welcher gleichzeitig die Membranverankerung des Enzyms bildet. C-terminal
findet man eine bakterielle Klasse IlI-AC, welche nach heutiger Vorstellung als Homodimer
arbeitet. Fir den Nachweis der enzymatischen Aktivitdt der AC durch heterologe Expression
wurden erhebliche Anstrengungen unternommen, die sowohl die Expression des Holoenzyms
als auch des C-terminalen, cytosolischen Teils des Proteins beinhalteten. Es wurden Versuche
in E.coli, HEK293, CHO- und OK-Zellen, Streptomyces lividans, RTS500 -in vitro Expression
mit E.coli-Lysat und in Sf9-Insektenzellkultur durchgefiihrt. Keine der Methoden fiihrte zum
gewtunschten Erfolg. Die Sequenz des gefundenen Gens wurde durch eine Genbanksuche
von Jost Weber bestatigt, welcher eine zweite cDNA mit identischer Sequenz fand, welche
wenige Basen upstream des postulierten Startcodons beginnt.

5.1.1 Homologieklonierung

Die Homologieklonierung machte sich Konsensussequenzen bekannter ACn zunutze. Auf-
grund von Sequenz- und Strukturahnlichkeiten werden 4 Klassen von Adenylatcyclasen unter-
schieden (74):

Klasse | beinhaltet die ACn einiger gram-negativer Bakterien (Enterobakterien), deren bekann-
tester Vertreter die AC von E.coli ist. Die ACn sind Teil der Katabolitrepression in diesen Orga-
nismen. Sie besitzen C-terminal der AC-Domane eine Regulatordomane, welche glucosever-
mittelt als Inhibitor der AC-Aktivitat wirkt. Die Primarstruktur der einzelnen Vertreter ist stark
konserviert.

Klasse Il fallt die Adenylatcyclasen der Pathogene Bacillus anthracis (EF), Bordetella pertussis
(CyaA) und Pseudomonas aeruginosa (ExoY) (75) zusammen. Diese Adenylatcyclasen wer-
den exportiert und wirken in eukaryotischen Wirtszellen als Toxine. Alle drei bendtigen fur ihre
Stimulation einen eukaryotischen Faktor. Bei B.anthracis und B.pertussis dient hierfir Calmo-
dulin, bei P.aeruginosa ist der Faktor unbekannt.

Klasse lll ist die grofite Cyclase-Klasse. Sie umfaldt Adenylat- und Guanylatcyclasen phyloge-
netisch weit entfernter Arten, welche Ahnlichkeiten in ihren Cyclase-katalytischen Doménen
aufweisen, in ihrem topologischen Aufbau und dem Vorhandensein weiterer Domanen jedoch
stark divergent sind. Anhand der Sequenzahnlichkeiten der Cyclase-Doméanen lassen sich 5
Gruppen unterscheiden (vgl. Alignment Abschn. 7.2.1): a) bakterielle, homodimere ACn vom
cyanobakteriellen Typ; b) ,kurze* ACn vom Bre.li.-Typ (ebenfalls Homodimere); ¢c) ACh vom
Hefe-Typ (Homodimere); d) ACn vom 2x 6TM-Typ, welche Pseudoheterodimere aus ihren
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cytosolischen Schleifen C; und C; bilden (Sauger: 9 Isoformen; Dro.me); e) Guanylatcyclasen,
welche sich in den spezifitatsbestimmenden AS von den Sauger-ACn unterscheiden; GCn vom
Rezeptortyp bilden Homodimere, GCn vom léslichen Typ bilden Heterodimere. Insbesondere
die Gruppen homodimerer ACn umfassen topologisch unterschiedliche Proteine: integrale
Membranproteine (Dic.di.CyaG, Try.br.ESAG, Ana.sp.CyaA (putativ), Sti.au.CyaA (putativ))®,
periphere Membranproteine (Hefe: Sch.po., Sac.ce., Sac.kl.)’', sowie I6sliche ACn
(Rhi.me.Cya1, Bre.li.Cya)®. Es gibt vier konservierte Aminosauremotive (Bldcke I-1V; vgl. 7.2.1
Klasse IllI-Cyclase Alignment, Abbildung 66), die an der Katalyse beteiligt sind. Die Cyclasen
der Klasse Il funktionieren als Dimere, d.h. zwei katalytische Domanen missen sich in antipa-
ralleler Orientierung zusammenlagern. Mit Ausnahme der l6slichen GCn und der (nattrlich
verknlpften) C4- und C,-Schleifen der 2x 6TM-ACn, welche als Heterodimere ihre katalytische
Aktivitat entfalten, geht man davon aus, daf Klasse IlI-ACn Homodimere bilden.

Klasse IV ist der Adenylatcyclase 2 aus Aeromonas hydrophila (76) zugeordnet worden, eine
AC, welche zu keiner der bisher bekannten ACn Ahnlichkeiten aufweist.

Die AC von Prevotella ruminicola (77) ist mangels Ahnlichkeiten ebenfalls keiner der bisheri-
gen Gruppen zuzuordnen.

Die Homologieklonierung konzentrierte sich neben einem Ansatz zur Suche nach Proteinen
der Klasse II-ACn auf Klasse IlI-ACn. In den Ansatzen zu Klasse IlI-ACn wurden zum einen
zur ParaGC nahe verwandte Cyclasen gesucht, da es naheliegend war, dal Paramecium eine
AC enthalt, die durch wenige Punktmutationen einen Substratspezifitatswechsel zur bekannten
GC mit Mammalia-AC-Topologie erfahren hatte. Die meisten Ansatze nach Klasse IlI-ACn zu
suchen, gingen in der Evolutions-Hypothese weiter zuriick. Sie befaldten sich mit homodimeren
ACn von Prokaryoten und niederen Eukaryoten, den mdglichen Vorlaufern der 2x 6TM-ACn
der Sauger (s. S. 72). Die verschiedenen Gruppen der homodimeren Klasse IlI-ACn sind in
ihren Konsensusmotiven untereinander so divergent, dal® die Suche erst erfolgreich sein konn-
te, als aufgrund des Fortschritts im Malaria-Genomprojekt der nachste Nachbar der gesuchten
AC besser eingegrenzt werden konnte. Im Genomprojekt zeigte sich die Verwandtschaft von
Plasmodium und Paramecium bezlglich ihrer Guanylatcyclasen (s. S. 76) (1), was auch eine
Verwandtschaft ihrer ACn wahrscheinlich machte. Im Plasmodium-Genomprojekt konnten AC-
Konsensusfragmente mit Ahnlichkeit zu ACn vom cyanobakteriellen Typ gefunden werden
(Jurgen Linder), welche die Basis fir den erfolgreichen PCR-Klonierungsansatz waren.

5.1.1.1 Paramecium-GC Isoformen

Als Nebenprodukte der Homologieklonierungsversuche von Kilasse IlI-ACn konnten PCR-
Fragmente von Isoformen der bekannten Paramecium-GC gefunden werden (s. Tabelle 13),
da sich die Primersequenzen haufig nahe an der GC-Sequenz orientierten.

Es wurde ein Fragment der C,..-Schleife gefunden (G-0), welches Konsensusblock IV mit
seinen Purinring-bindenden AS-Positionen beinhaltet. Diese Positionen sind entsprechend der

" pic.di.: Dictyostelium discoideum; Try.br.: Trypanosoma brucei; Ana.sp.. Anabaena spirulina;
Sti.au.: Stigmatella aurantiaca

° Sch.po.: Schizosaccharomyces pombe; Sac.ce.. Saccharomyces cerevisiae; Sac.kl.. Saccharomy-
ces klyuyveri

%2 Rhi.me.: Rhizobium meliloti; Bre.li.: Brevibacterium liquefaciens
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bekannten Paramecium-GC identisch, so dal® davon ausgegangen werden kann, dal} es sich
hierbei um eine GC-Isoform handelt.

Es wurden 13 verschiedene Sequenzen erhalten, die der GC-C4,.xe Schleife entsprechen (s.
Tabelle 13; GC-Isof. b-h, j-m, I', d’). Diese Sequenzen unterscheiden sich zum Teil jedoch nur
in einem AS-Austausch von der bekannten ParaGC-Sequenz. Es wurde eine Auswahl ,echter
Isoformen® (G-1 bis G-10a, G-10b) getroffen, die in mehr als zwei Aminosaure- oder Basen-
austauschen von der ParaGC differieren (s. Abbildung 63). Die AS-Austausche sind gréften-
teils konservierten Charakters. Die Klassifizierung der Fragmente als GC-Isoformen beruht auf
den hohen Ahnlichkeit zur ParaGC, da die Ciaike Schleife in diesem Bereich keine Sub-
stratspezifitat vermitteinden AS tragt. Eine besondere Rolle spielt Isoform G-1, welche eher als
Isogen bezeichnet werden kann. Auf Proteinebene finden sich lediglich zwei AS-Austausche,
wahrend auf DNA-Ebene 32 Basen (12%) verandert sind (diese Austausche erhéhen nicht den
A/T-Gehalt). Fraglich ist, ob diese Isoform mit nur 2 AS-Austauschen (bezogen auf das amplifi-
zierte Fragment) eine eigene Funktion Gbernimmt.

Cla-1like Schleife:
paraGC FADIAGFTEYSSKVQPEQVVNMLRNLFTEFDKNSLLHNVFKLYTIGDCYVVMGMVDYGK 913

G-1  -------- EYSSSVQOPEQVVNMLRNLFTEFDKNCLLHNVFKLYTIGDCYVVMGMVDYGK 51
G-2 @ -------- EYSSRVEPEQVVNMSRNLFTEFDXICLTONAYXLYTIGDCYVAFGIVDV-- 49
G-3 = -------- EYSSRVPPEQVVEFMLRNLFTEFDKCCQEKSVYKLYTIGDCYVVMGMLDA-- 49
G-4  -------- EYSSKVKPEEVLVMLKNLFVEFDRKCCELNVYKLYTIGDCYVAIGMIDY-- 49
G-7 @ -------- EYSSKVNPEEVLVMLKNLFVEFDRKCCDLNVYKLYTIGDCYVAIGMIDY-- 49
G-5  -------- EYSSRVTAEQVLLMXKNLFVEFDRKCYELNVYKLYTIGDCYVAIGMIDFEF-- 49
G-6  -------- EYSSKVTPEEVLLMLKNLFVEFDRKCYELNVYKLYTIGDCYVAFGMIDY-- 49
G-10a -------- KYSGSVEPEQVVNMLRILXQQFDEECQRXQVYKLYTIGDCYVCMGIIDA-- 49
G-10b —-mm e e e - VCMGIIDA- - 8
G-9  -------- KYSSSVEPETVVDMLRNLFSNFDQYCOKAEIYKLFTIGDCYVCMGVLDC-- 49
G-8  -------- KYSSSVQPEEVVSMLKNLFDEFDTLTQVNNVFKLYTIGDCYVVIGVTDN-- 49
paraGC GIQRNPSQEAVNVVRMGFAMIDATIRRVRAHINHPTLDMRIGVHTGSIIGGVLGTELVRY 972
G-1 GIQRNPSQEAVNVVRMGFAMIDAIRRVRAHINHPTLDM 89
G-2 -TORNPAQEAKNVVELGFKMIDITRQVRSIIGFDGLDR 86
G-3 -KDRNIAQEAKNTVELGFEMINITIKRVRDHINFOQGLDMRIGIHTGSIIGGVLGTEIVRY 107
G-4 -NNRNPHQEAKNIVDLAFEMIKIITQVRKQINFDGLNMRIGIHTGSVFGGIMGTDIVRY 107
G-7 -HNRNPQQEAKNIIDLAFEMIKIITQVRKQINFEGLNMRIGVHTGPVFGGVMGTDIVRY 107
G-5 -NDRNPTEEAKNIVDLAFEMIRIIEIVRKQIDFDGLDMRIGIHTGCVFGGVMGTEIVRY 107
G-6 -NERNPTEEAKNIVDLAFEMIRITEVVRKQINFDGLDM 86
G-10a -NNRDPVGEAINVVLEGLKMIQIIQQOINKDPQYQHLNM 86
G-10b -NNRDPVGEAINVVLFGLKMIQIIQQINKDPQYQHLNMRIGAHTGRVIGGVVGTDVVRY 66
G-9 -KKRDPAGEAQKVLAFGFSMIEIINHYKKDPQYQHLNMRIGVHTGRVLGGVVGTDVVRY 107
G-8 -FKRDPIQEALNVVEMSLNMLEAITRVRNQIKYQDLHM 86

Coa like Schleife:
paraGC KTYMAAAGLKIHVSQKS-NPVNKVISLALDMKRYVMSN----- ETFQIKIGIHYGNVIA 361
G-0 AGLKNIVSQNSANPVLRAIQVAFEMRKFASQODFCGSGEIIVKIGVHYGNVIA 59

paraGC GVIGHHKPQFSLIGDTINTASRICSTAES 390
G-0 GVIGYHKPQFSLIGDTVNTTSRV 88

Abbildung 63: Alignment der mutmaflichen Paramecium-GC-Isoformen. Ausgetauschte AS sind
grau hinterlegt, ohne die Konservativitat der Austausche zu bericksichtigen. Im A-
lignment der C,, e Schleife sind die AS, welche an der Guaninring-Bindung beteiligt
sind, unterstrichen.
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5.1.1.2 Sonstige Nebenprodukte

Bei den PCR-Ansatzen der Homologieklonierung wurden neben GC-Isoformen die in Tabelle
12 aufgelisteten Sequenzen gefunden, welche in einem ihrer Leserahmen signifikante Ahnlich-
keiten zu bekannten Proteinen besitzen. Die hohe Ahnlichkeit der putativen Proteinkinasen von
Paramecium tet. zu Plasmodium falciparum unterstreicht die Verwandtschaft dieser beiden
Organismen (vgl. S. 76).

5.1.2 Analyse des gefundenen Proteins

5.1.2.1 lonenpore

Der mutmaRliche K*-Kanal wurde durch seine Ahnlichkeit zu spannungs-gesteuerten K-
Kanalen identifiziert. In der ersten Halfte bis TM4 ist der Aufbau dieser Kanale in der pAC-
Kanaldomane konserviert. Im Bereich von TM2 bis zum Spannungssensor (TM4) sind in der
Primarstruktur Ahnlichkeiten von 60% zu K,1.1 (Maus) vorhanden (vgl. Abbildung 17). Im A-
lignment Gber die gesamte pAC-lonentransport-Domane mit dhnlichen K*-Kanélen (vgl. 7.2.3
K+-Kanal Alignment), wird deutlich, dal} sich die Konservierung in der AS-Sequenz auch auf
die TM-Bereiche 1 und 5, in etwas geringerem Ausmalf} auch auf TM6 erstreckt. Nicht konser-
viert sind im vorderen Kanal-Teil bis TM4 der N-Terminus und die lange cytosolische Schleife
zwischen TM4 und TM5 der pAC. Der stark konservierte N-Terminus spannungsgesteuerter
K,-Kanale (ca. 130AS direkt vor TM1) wird als T1-Doméane bezeichnet. Sie hangt gondelartig
unterhalb des Kanals, tetramerisiert fir die Ausbildung intakter lonenkanale (78) und beinhaltet
eventuell eine Bindestelle fur B-Untereinheiten. Im pAC-Protein sind keine homologen Bereiche
zu dieser Domane vorhanden. Sterisch gesehen dirfte die lange cytosolische Schleife zwi-
schen TM4/TM5 einen grof3en Raumbedarf unterhalb des Kanals besitzen.

Im zweiten Teil des Kanals ab TM5, welcher die eigentliche lonenpore bildet, findet man einen
vollig neuen Aufbau. Klassischerweise besteht der Pore-Loop aus einer a-Helix, die bis in die
Mitte der Membran eintaucht, anschlie®end folgt ein turn und der Loop verlalt die Membran
durch die Mitte des Kanals wieder. Auf diesem Loop, der die Mitte und hier die engste Stelle
des Kanals bildet, liegt die Signatursequenz (Selektivitatsfilter), welche alle K*-Kanale besitzen:
(T/IS)XXTXG(Y/F)G. G(Y/F)G sind fiir die K*-Selektivitat unabdingbar, wobei es die Hauptket-
ten-Carbonylgruppen sind, welche mit den dehydratisierten K*-lonen in Wechselwirkung treten.
Die Seitenketten zeigen in Richtung der Pore-Helix, und es sind wahrscheinlich aromatische
Wechselwirkungen zwischen den zwei konservierten W der Helix (s. Abbildung 64) und der
aromatischen AS des Selektivitatsfilters, welche die perfekte Offnungsweite des Kanals und
dadurch die K*-Selektivitat bestimmen (79). Die grole, extrazelluldre Proteinschleife zwischen
TM5 und TM6 des pAC-Proteins tragt keinen hydrophoben Bereich, der eine Signatursequenz
beinhaltet und einen Pore-Loop ausbilden koénnte. Der von TopPred2 als sicher membran-
spannend aufgeflihrte Proteinabschnitt AS 498-518 downstream TM6 hingegen beinhaltet das
Konsensusmotiv GFG. Die restlichen AS der Signatursequenz sind verandert (s. Abbildung
64): Position 1 und 4, welche gewdhnlich stark konserviert durch T eingenommen werden, sind
nicht-konservativ gegen A ausgetauscht. Positionen 2, 3 und 5 werden durch L eingenommen,
was teils konservativen, teils nicht-konservativen Austauschen entspricht. Mutationsanalysen
von Heginbotham et. al. (80) am Shaker-Kanal (ein K,-Kanal aus Drosophila melanogaster)
ergaben, dall an den Positionen 2, 3 und 4 einige konservative und auch nicht-konservative
Austausche ohne Verlust der K*-Selektivitat mdglich sind. Position 5 erwies sich als empfindli-
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cher bezuglich Mutationen, jedoch war der konservative Austausch zu L (V5L) ohne Selektivi-
tatsverlust moglich. Der Austausch T1A fuhrte bei Shaker zu nicht-aktiven Kanalen. An dieser
Position scheint eine Hydroxyl-Funktion notwendig (T1S: K*-Selektivitat bleibt erhalten). Diese
Daten zeigen, dal} eine gewisse Variabilitat in den Positionen 1-5 ohne Verlust der selektiven
K*-Leitfahigkeit moglich ist und es sich trotz eines A an Position 1 bei der 8AS-Sequenz
ALLALGFG der pAC durchaus um einen Selektivitatsfilter eines Pore-Loops handeln kann.
Dies wurde durch bioinformatische Untersuchungen des K*-Kanalspezialisten Robert Guy (81)
bestatigt. Die Funktionalitédt dieser Sequenz wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht Uberprift.
Ein erwagenswertes Experiment ware, die Signatursequenz/den Pore-Loop eines aktiv expri-
mierbaren K'-Kanals gegen die Signatursequenz/den Pore-Loop dieses vermeintlichen K-
Kanals auszutauschen.

shaker Drome :  SIPDAFWWAMVIMTTVE){€DMTPVG- - - - - : 452
K1.1 hum :  SIPDAFWWAMVSMTTVEN{€DMYPVT - - - - - : 382
K2.1 hum : SIPASFWWATITMTTVE)4eDIYPKT----- : 383
K3.1 hum : NIPIGFWWAMVIEMTTLENEDMYPQT- - - - - : 410
K4.1 hum : NIPAAFWNTIVIMITLE4EDMVPST----- : 382
mSlo mouse : TYWECVNLLMVEMSTV(E4€DVYAKT - - - - - : 324
AKT1 Arath : RYVTSMYWSITTLTTVE €D HPVN- - - - - : 263
KAT1 Arath : RYVTALYWSITELTTTENMEDFHAEN- - - - - : 270
ParaKCh : QYLHSLNYWSTITMTTIE€ 4eDITPON- - - -- : 351
eag Drome : MYVTALYETMTCMTSVEIIENVAAET- - - - - : 463
HERG hum . KYVTALYETFSSLTSVEXENVSPNT- - - - - : 634
K, 3.1 GIRK hum : NFPSAFLEFEEEEATIEMEYRYITD----- : 153
K,, 1.1 IRK1 rat : GMTSAFLESLETQVEIEMEFrRFVTE----- : 151
PAC : TQIENAIIKIGA GFG : 518
Signatur-Pos. : 12345678

Abbildung 64: Alignment der Pore-Loops verschiedener K*-Kanale. Die Pore-Region der pAC ist
unterstrichen. K,-Kanale: shaker Drome: spannungs-gesteuertes K'-Kanal-Protein aus
Drosophila melanogaster (CIKS)(P08510); K, 1.1 hum: spannungs-gesteuerter K-
Kanal (CIK1) Homo sapiens (Q09470); K,2.1 hum: spannungs-gesteuerter K'-Kanal
(CIKA) Homo sapiens (Q14721); K,3.1 hum: spannungs-gesteuerter K*-Kanal (CIKD)
Homo sapiens (P48547); K,4.1 hum: shal-typ K*-Kanal (KCND1) Homo sapiens
(BAA96454); mSlo mouse: Ca**-aktivierter K'-Kanal Mus muskulus (A48206); AKT1
Arath: K*-Kanal-Protein AKT1 Arabidopsis thaliana (S62694); KAT1 Arath: K'-Kanal-
Protein KAT1 Arabidopsis thaliana (S32816); ParaKCh: Paramecium tetraurelia K'-
Kanal (PaK2) Gen (U19908); eag Drome: ether-a-go-go K*-Kanal-Protein (CIKE) Dro-
sophila melanogaster (Q02280); HERG hum: spannungsgesteuerter K'-Kanal, ether-
a-go-go-verwandt Homo sapiens (Q12809). Ki-Kanale: Kir3.1 GIRK hum: G protein-
aktivierter inward rectifier K'-Kanal1 (GIRK1)(IRK3) Homo sapiens (P48549); Kir1.1
IRK1 rat: ATP-sensitiver inward rectifier K'-Kanal1 (ROM-K) Rattus norvegicus
(P35560); Signatur-Pos.: AS-Positionen der K*-Kanal-Signatursequenz.

Zieht man die gesamte hydrophobe, mutmaliliche Pore-Region von pAC in Betracht
(IGALLALGFGDAGSAIIGTNM), fallt auf, dal sie mit der Signatursequenz beginnt, d.h. up-
stream keine Pore-Helix ausgebildet werden kann. Downstream stiinden AS hierfiir zur Verfi-
gung. Dartber hinaus fehlen in der Pore-Region der pAC die zwei konservierten aromatischen
AS der Pore-Helix. Hier muR also ein anderer Mechanismus fiir die definierte Offnungsweite
des Kanals existieren. Beides ist nicht abwegig, berlicksichtigt man, dal® die Pore-Region der
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pAC einen vollkommen anderen Aufbau besitzen muB3. Im Gegensatz zur klassischen Bauwei-
se, wo der Pore-Loop in der extrazellularen Membranhalfte angeordnet ist, mufd die pAC-Pore-
Region von intrazellularer Seite eine Halb-TM bilden, da sie sich downstream der TM6 befin-
det. Bei ansonsten gleichem Aufbau der eigentlichen Pore wiirden sich vier TM6 zu einer Indi-
anerzelt-Struktur mit dem weiten Ende nach innen zusammenlagern und der Selektivitatsfilter,
aufgebaut aus den Pore-Loops der Kanaluntereinheiten, auf der Membraninnenseite zu liegen
kommen. Die Dehydratisierung der K*-lonen mufte direkt bei Eintritt in die Membranpore statt-
finden. Nach dem klassischen Aufbau diffundieren K*-lonen hydratisiert in eine walkrige Hohle
in der Membran ein und durchlaufen erst in der auleren Membranhalfte den engen Selektivi-
tatsfilter, der zur Ablage der Hydrathulle zwingt (79).

Bei der pAC-lonenkanal-Doméne handelt es sich also um einen K*-Kanal dessen erste Halfte
entsprechend spannungs-gesteuerter K*-Kanale konserviert ist, dessen Pore-bildende Einheit
(TM5, TM6 und Pore-Loop) jedoch eine vollkommen andere Topologie aufweist. Denkbar ist
auch, dal® die Degeneration im hinteren, gewdhnlich die lonenpore formenden Kanalabschnitt
(TM5, TM6 und Pore-Loop) zu einem nicht mehr funktionsfahigen K*-Kanal gefiihrt hat, dessen
intakter, vorderer Teil mit dem Spannungssensor (TM4), eine spannungssensitive Membran-
verankerung darstellt, welche bei Spannungsanderungen und daraus resultierenden Konfor-
mationsanderungen im Proteinmolekil regulatorische Auswirkungen auf die AC-Aktivitat be-
sitzt, ohne dal} intrinsische lonenstrome auftreten.

Der kurze Linker zwischen der AC-katalytischen Doméane und dem vermutlichen Pore-Loop
laRkt eine gegenseitige regulatorische EinfluBnahme wahrscheinlich erscheinen. Eine Aus-
wartsbewegung des Spannungssensorelements TM4, wie sie bei Depolarisation der Zelle
stattfinden soll (52), mufd auf eine noch unbekannte Weise mit der Pore-Region koppeln, um
zu einem gating des lonenstroms zu flhren. Eine Konformationsanderung im Pore-Bereich
kann mdglicherweise leicht Uber die kurzen Linker auf die katalytische Domane Ubertragen
werden und durch deren Lageveranderung eine Aktivierung bewirken. Die Tatsache, dal® der
Linker nicht die bei vielen Klasse Il1I-ACn konservierte Region upstream der katalytischen Do-
mane besitzt (vgl. 7.2.1 Klasse Ill-Cyclase Alignment; vgl. Abbildung 37), unterstitzt die Idee,
dal® er moglicherweise eine besondere Rolle Gbernimmt. Jost Weber klonierte neben der ent-
sprechenden AC aus Plasmodium falciparum eine entsprechende AC aus Tetrahymena pyri-
formis. Im Linkerbereich der drei Vertreter besteht eine Konservierung in einigen hydrophoben
AS (Abbildung 65).

— Linker
pAC : GTi SSGD\ABPIUIRPEKRKW. G : 538
plAC : S INEQERMNLIMINGEIVYS\WRS : 534
tetAC: ATNNIGROGDWBPUSIPEKKKC G : 642
Pore + L kat.Ber.

Abbildung 65: Alignment des Linkerbereichs zwischen Pore-Loop und AC-katalytischer Domane.
PAC: in dieser Arbeit beschriebene AC; pIAC: pAC entsprechende AC aus Plasmodi-
um falciparum (73); tetAC: pAC entsprechende AC aus Tetrahymena pyriformis (73).

Nicht in Einklang zu bringen ist eine Aktivierung der AC durch erhohte K*-Konzentrationen, wie
sie fur die ciliare Paramecium-AC beschrieben wird (8). Bei gedffnetem Kanal findet ein K'-
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Ausstrom in Richtung des chemischen Gradienten statt, welcher zu einer lokalen K'-
Erniedrigung und damit einer gewissen Hemmung der AC-Aktivitat fihren wirde.

Im Hinblick auf die elektrophysiologischen Daten, welche Schultz et al. (12) durch Rekonstituti-
on der cilidaren Paramecium-AC in kunstlichen Lipiddoppelschichten erhalten hatten, war es
Uberraschend, einen Spannungssensor zu finden. In den benannten in vitro Versuchen konnte
keine spannungsabhangige Offnungswahrscheinlichkeit gefunden werden. Dies riickt einen
anderen Aspekt ins Licht, welcher bis dato nicht bericksichtigt wurde. Das S4-Segment wird
auch bei K'-Kanalen gefunden, welche kein oder nur geringes spannungsabhangiges gating
zeigen (52), jedoch wurden in den Proteinanalysen keine Bindungsstellen gefunden, die auf
ein andere Steuerung hinweisen wie z.B. cyclische Nukleotide oder Ca®*.

5.1.2.2 AC-katalytische Domane

Nach einem kurzen Linker von nur 11AS (AS 519-529) schlief3t sich an den mutmallichen
Pore-Loop die Klasse [lI-AC-Doméane an. Die pAC-katalytische Doméane ist dhnlich zu den cy-
anobakteriellen, homodimeren ACn. Diese Gruppe beinhaltet neben den bakteriellen ACn (A-
nabaena sp., Anabaena cy., Stigmatella au., Sinorhizobium me. (= Rhizobium me.), u.a.) auch
ACn niederer Eukaryoten (Dictyostelium di.) und die 1999 erstmals beschriebene l6sliche
Sauger-AC (sAC) aus Rattenhoden (82), deren zwei mutmaliliche katalytische Bereiche (C;
und C,) starke Ahnlichkeit zu verschiedenen ACn dieser Gruppe aufweisen. Die Existenz
zweier katalytischer Zentren, welche vermuten [af3t, daf} die aktive Form Heterodimere bildet,
verleiht dieser AC eine Exotenrolle in dieser Gruppe und bleibt deshalb im Folgenden aul3er
Betracht. Im aktuell wiederholten blastp-search (vgl. Abbildung 12) wurden neben der bekann-
ten RhimeCya1 sieben weitere mutmallliche ACn dieses Bakteriums gefunden, welche durch
das Sinorhizobium meliloti-Genomprojekt entdeckt wurden.

Die Kristallstrukturen der Sauger-AC katalytischen Schleifen ((15): Struktur von 1IC,/I1C,> und
(14): Struktur von VC4/IIC,**) erméglichten die Bestimmung der AS des katalytischen Zentrums
(s. Abbildung 66) (fur reviews siehe (16, 83)). Zwei katalytische Schleifen lagern sich antiparal-
lel zu einem Pseudoheterodimer (Sauger-ACn) zusammen, so daf} sich an den Enden an der
Schnittstelle zwischen beiden Monomeren Substrattaschen ausbilden, wobei bei Sduger-ACn
nur eine katalytisch aktiv ist, wahrend die achsensymmetrischen homodimeren ACn zwei kata-
lytisch aktive Taschen besitzen. Dies wurde an Rv1625c aus Mycobacterium tuberculosis
(,MycoAC*) durch Mutationsanalysen bestatigt (68).

Die AS des katalytischen Zentrums rekrutieren sich aus beiden Schleifen. D310 (C4,) und
D354 (C,,) (die Numerierung bezieht sich auf AC I*°) sind fiir die Mg?*-Bindung verantwortlich,
welche die Phosphatreste koordinieren. In den oben erwahnten Kristallstrukturen war nur ein
Mg** zu erkennen. Tesmer et al. konnten, wie aufgrund kinetischer Daten und der Verwandt-
schaft in der katalysierten biochemischen Reaktion zur DNA-Polymerase | erwartet, die Bin-
dung zweier Metallionen im katalytischen Zentrum zeigen, welche vermutlich beide an der Ka-
talyse beteiligt sind (84). R398 (C;) und K1049 (C,) binden den y-Phosphatrest. N1007 (C,),
dessen Funktion bisher unterschiedlich diskutiert wurde, soll in Wechselwirkung mit O4’ der

%% Sauger-AC Typ Il C; und C,
% Sauger-AC Typ V C; und Séuger-AC Typ Il C,
%% Sauger-AC Typ | aus Rind
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Ribose treten (84). R1011 (C,) tritt mit der a-Phosphatgruppe in Wechselwirkung und soll als
positiv geladene AS den Ubergangszustand (nukleophiler Angriff der deprotonierten
3’-OH-Gruppe auf das a-Phosphoratom) bzw. die abgehende Gruppe (PP;) stabilisieren. R398
(C,) ist bei pAC und den meisten bakteriellen ACn® durch G (pAC: G657) ersetzt. Entweder
reicht hier die Ausrichtung und Bindung des y-Phosphatrests durch Mg? und K (pAC: K580)
aus, oder es befindet sich in der durch das kleinere G gebildeten Liicke der AS-Rest einer an-
deren Position, der als H-Briicken-Donator fiir die Phosphat-Sauerstoffatome dienen kann. Die
restlichen mit den Mg**-lonen und der Phosphatgruppen in Kontakt tretenden AS sind bei pAC
und den bakteriellen ACn erwartungsgemald konserviert, denn sie besitzen katalytische Rele-
vanz. Die Bindung des Adeninrings erfolgt tber die AS K923 (C,) und QxDIW (998-1002) (C,),
wobei K923 und D1000 in Wechselwirkung mit N1 bzw. N6 treten, Q998 die Orientierung des
K-Rests unterstiitzt und 11001 und W1002 eine hydrophobe Tasche bilden (AS-Reste beider-
seits des aromatischen Purinringes angeordnet). Bei GCn sind K923 und D1000 gegen E und
C (S) ersetzt. C kann mit O6 H-Briicken bilden und E mit N1 und N2 in Wechselwirkung treten.
An die Stelle von Q tritt R, an die Stelle von | und W treten L und F (zusammenfassend: E und
RxCLF). R geht hier méglicherweise nicht nur Wechselwirkungen mit E ein, sondern wasser-
vermittelt auch mit O6 (18). In der katalytischen Doméane der pAC und den homologen cyano-
bakteriellen ACn sind in diesem Bereich viele der konservierten AS ausgetauscht. K923 bleibt
erhalten, QxDIW wird jedoch ersetzt durch (E/D)x(T/S)(A/V/Y)(I/L) (die haufiger vorkommende
AS ist unterstrichen, die pAC-AS sind fett gedruckt). Der Austausch des H-Briicken-Akzeptors
D1000 zu den Hydroxyl-Gruppen haltigen AS S bzw. T (pAC: S679) (H-Briicken-Donatoren
oder -Akzeptoren, je nach Orientierung) erinnert an GCn (C als H-Briicken-Donator fir O6; bei
ParaGC S). Fiur eine Adeninbindung mufd S/T als H-Briicken-Akzeptor fungieren. Der H-
Bricken-Donator K923 fiir die Wechselwirkung mit N1 bleibt jedoch vorhanden (pAC: K580),
im Gegensatz zu GCn, welche hier ein E tragen fur die Wechselwirkung mit der im Adeninring
nicht vorhandenen NH,-Gruppe an C2 (und Wechselwirkungen mit N1). Dies verbunden mit
der Tatsache, dal} von bakteriellen ACn bekannt war, daf sie als ACn funktionieren, fiihrte zu
der Annahme, dal} es sich um eine Cyclase mit AC-Spezifitat handelt. Spater wurde diese An-
nahme durch experimentelle Daten zusatzlich unterstitzt:

Experimente von Tobias Kanacher bestétigten fiir die AnaCyaB1 die ATP-Substratspezifitat.
Cyclase-Tests mit GTP erbrachten blank-Werte.

Jost Weber konnte durch heterologe Expression eines zur pAC &hnlichen Proteins aus Plas-
modium falciparum (pIAC) zeigen, dal3 dieses ausschlief3lich AC-Spezifitdt besitzt.

% ACn, welche anstelle des Adeninringkoordinierenden D (Wechselwirkung mit N6) ein T tragen.
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Mg* Pur  Mg*
: -ATYGFCIIRNFTDATEVL- : 552 577 : -SANIWIGBAFLLVWK-
: -VIVLFSIIRGYTTLTENL- : 617 543 : -TLDINFIGEBALMAVFG-
: -VGVMFASIPNFNDFYIEL- : 887 920 : -EKIIMTIGSTYMAAVG-
: -VTILFSGIVGFNAFCSKH- : 437 470 : -YKVETVGDKYMTVSG-
: -VSILFAIVGFTGLASQC- : 321 347 : -RRIKILGECYYCVSG-
: -VTMLFSIIVGFTAICSQC- : 497 523 : -YKVETIGBAYCVAGG-
--Block-I- ---Block-II--
yP —Pur— Rib  aP
: -KV. FGLHIGWGIEGAIGSEFKI SPNVINMASKRILEAATKQ- : 697
: -QIKI@IGISSGEVVSGNIGSHKR GDGVINLSPRILETVTKE- : 739

: -DFVLRVGINVGPVVAGVIGAR-RP)
: --VQITIGIHTGEVVTGVIGQR-MP|

GNTVINVASRIMDSTGVQ- :1018
R GNTVLTSRTETTGEK- : 559

: - DLNMRVGLHTGRVLCGVLGLR - KNQYDVWSNDVTLANVMEAAGLP- : 437
: - PIKMJTIGLHSGSVFAGVVGVK -MPRYCLFGNNVTLANKFESCSVP- : 613
----Block-III--- ----Block-IV----
(85 <@ (>
yP
: -TRQIDKVTV)NG - 730
: ~-QLDKIRVKGISH - 772
: ~-CRGKVSVKGI§G- :1050
: ~-HRGPVSMKGI¥K - 596
: —-PGHGHERNSF - - 467
: -PRSREELPPNF - 646

Lys1049
Lys729

Arg1011
Arg690

591
657

934
484
361
537

Abbildung 66: A: Alignment von pAC und AnaCyaB1 mit der Sauger-AC Typ | (P19754) C4, und C,,
und den heteromeren, I6slichen Sauger-GCn GCs-a1 (Q02108) und GCs-31
(Q02153). Gezeigt sind 4 Ausschnitte der katalytischen Doméane im Bereich der Kon-
sensusbldcke I-IV und des Endes der Schleifen. Zu > 80% konservierte Positionen
sind hellgrau hinterlegt. Fir die Substratbindung und die Katalyse wichtige AS sind

schwarz markiert. FUr den Konsensusblock |V ist die Sekundarstruktur angegeben.

B: Schematische Darstellung der Substratbindung in der katalytischen Tasche. Die
Numerierung entspricht Sduger-AC | (Rind). Grau hinterlegt sind die entsprechenden
pAC-Aminosauren.
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Eine mdgliche Erklarung fur die Austauschbarkeit des in anderen Klasse I1I-ACn hochkonser-
vierten D1000 zu S/T (pAC: S679) ohne Verlust der AC-Spezifitat, konnte in der Tatsache ver-
borgen sein, dal} die Gruppe der cyanobakteriellen ACn in diesem Bereich eine AS langer sind
als die Sauger-ACn (s. Abbildung 66, 7.2.1 Klasse Ill-Cyclase Alignment) und anstelle des
konservierten Q998 saure AS tragen. Legt man die Kristallstruktur der Sduger-ACn zugrunde,
liegen die zu QxDIW positionsentsprechende AS (pAC: DxSYL 677-681) auf einer gemeinsa-
men B-Faltblattstruktur (35). Eine Verlangerung 3 AS upstream dieser Sequenz um eine AS
sollte also eine raumliche Verschiebung der entscheidenden AS-Reste in der Purinbindenden
Tasche zur Folge haben, sofern die zusatzliche AS nicht von dem wenig upstream liegenden
Loop geschluckt wird. Es drangt sich die Hypothese auf, durch diese Verschiebung kénnte die
saure AS D/E (pAC: D677), welche bei den cyanobakteriellen ACn an der Position des konser-
vierten Q998 sitzt, in die Nahe der exocyclischen NH,-Gruppe an C6 des Adenins gelangen
und fur diese direkt als H-Briicken-Akzeptor fungieren, oder eine H-Briicke mit S/T ausbilden,
so dal} diese wiederum zum H-Briicken-Akzeptor fir die NH,-Gruppe werden kénnte. Dies
wurde jedoch durch eine Mutationsanalyse von Tobias Kanacher an der AnaCyaB1 widerlegt.
Es konnte gezeigt werden, daf} die Mutation von D719A nur geringe Auswirkungen auf die AC-
Aktivitat besal. Hingegen scheint der Beitrag von T721 in der Substratbindung entscheidend
zu sein. Die Mutation nach A reduziert die AC-Aktivitat auf 5% (85).

Es bleibt zu beachten, dal} die bisherigen Kristallstrukturen mit ATP-Analoga durchgefihrt
wurden und keine die tatsachliche ATP-Bindung zeigte. Die verschiedenen auf den Kristall-
strukturen beruhenden Nukleosidtriphosphat-Bindungsmodelle sowohl fiir Adenylatcyclasen
als auch fur Guanylatcyclasen anderten sich haufig (14-18, 83, 84, 86). Innerhalb der Klas-
se llI-ACn bestehen Differenzen in den konservierten AS des katalytischen Zentrums (D310,
D354: Metallionenbindung; K923, QxDIW998-1002: Substratbindung; N1007: Ribosebindung;
R1011, K1049, R398: Phosphatgruppenbindung, z.T. Katalyse)*” (vgl. 7.2.1 Klasse IlI-Cyclase
Alignment). Dies zeigt sich auch innerhalb der 15 ACn aus Mycobacterium tuberculosis (87). In
unserem Labor konnte von ACn mit den Austauschen in den konservierten AS K923Q und
D1000N bzw. K923N und N1007H bzw. D1000T experimentell AC-Aktivitdt nachgewiesen
werden (88). Daneben lassen sich zwischen den verschiedenen Klasse [lI-ACn Langenunter-
schiede insbesondere im Bereich von Konsensusblock Il und Il (Beteiligung an Substratbin-
dung) feststellen. Die cyanobakteriellen ACn sind in diesem Bereich wie erwahnt 1AS langer,
wahrend die ACn vom Hefe-Typ 1AS und die ,kurzen“ ACn vom Bre.li.-Typ 6AS kurzer sind als
die C,,-Schleife der Sduger-ACn. In Anbetracht dieser Tatsachen ist es fraglich, ob die Kristall-
struktur der Sauger-ACn auf die ACn anderer Gruppen der Klasse IlI-ACn Ubertragen werden
kann. Es ist eher wahrscheinlich, daf% die einzelnen Gruppen dieser ACn gewisse Unterschie-
de in der Anordnung der AS-Reste in den katalytischen Taschen besitzen.

5.1.2.3 Tetratricopeptid-repeat-ahnliche Domane (TPRL)

Mit dem C-terminalen, TPR-ahnlichen Motiv (AS 802-835) besitzt die Paramecium-AC eine

potentielle Protein-Protein-Wechselwirkungsdomane. Obwohl es keine invarianten AS in die-

sem 34AS-Motiv gibt, findet man an einigen Stellen charakteristische AS:
-—--W(4)--L(7)G(8)--Y(11)-...-A(20)---F (24)--A(27)----P(32)-

Die kleinen (hydrophoben) AS an den Positionen 8, 20, 27 (fett gedruckt) zeigen die starkste

*" Die Numerierung bezieht sich auf Sduger-AC Typ | (Rind).
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Konservierung. Mit Ausnahme der zwei aromatischen AS an Pos.4 (W) und 11 (Y) und der
hydrophoben AS an Pos.7 (L) ist dieses Muster im pAC-TPRL konserviert. Die Kristallstruktur
des dreifach TPR der Proteinphosphatase 5 (89) erdffnete, dall eine TPR-Einheit zwei
a-Helices A und B (AS 1-13; AS 17-30) ausbildet, welche sich in einem Winkel von 24° antipa-
rallel zueinander anordnen. Diese charakteristische Sekundar- und Tertiarstruktur setzt sich in
der Aneinanderlagerung sich wiederholender TPR-Motive fort, so dal® benachbarte a-Helices
immer antiparallel in einem Winkel von 24° zueinander zu liegen kommen.

Fir Wechselwirkungen zwischen den TPR-Helices wird das sogenannte ,Knopf und Loch Mo-
dell“ angenommen (90, 91). Hierbei bilden die konservierten AS W-LG-Y die auf einer Seite
der Helix A zu liegen kommen, eine hydrophobe Tasche aus, in welche sich die Phenylalanin-
Seitenkette des Helix B-Musters A-F-A einlagern kann. Betrachtet man die Helix-Wheel-
Modelle des pAC-TPRL (Abbildung 67), so laft sich vermuten, dal’ die hydrophobe Tasche in
Helix A mangels grof3er, aromatischer/hydrophober AS an dieser Stelle mdglicherweise nur
schwach ausgebildet wird.

| [YARRY;
My w
BcAapP
Mo E
BN
Bk HR
CdsT
Clc

Abbildung 67: Helices A und B des TPRL. Die konservierten Positionen sind auRerhalb des Rades
bezeichnet. W-LG-Y zeigen den Bereich fir die Ausbildung der Tasche, A-F-A auf He-
lix B bilden den Knopf aus.

Durch die Aneinanderlagerung aufeinanderfolgender TPR-Motive resultiert eine helicale Uber-
struktur (rechtshandig), die einen amphipathischen Kanal ausbildet. Dieser Kanal kann optimal
einzelne a-Helices aufnehmen und so flr unterschiedliche Protein-Protein-Wechselwirkungen
sorgen, wie z.B. die Zusammensetzung von Multiproteinkomplexen. Es werden sowohl TPR-
TPR-, als auch TPR-nonTPR-Interaktionen diskutiert. Auch die Anlagerung mehrfach ungesat-
tigter Fettsauren ist bekannt. Es wird angenommen, dal} die spezifischen Substratbindungen
trotz dieser konservierten raumlichen Proteinstruktur durch Spezialisierung der einzelnen TPRs
in ihren nicht-konservierten AS zustande kommt. Zwischen den TPRL der pAC und der Ana-
CyaB1 koénnen vor allem in Helix A konservierte AS gefunden werden (vgl. Abbildung 68), wel-
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che auf einer Seite der Helix zu liegen kommen. Dies deutet darauf hin, dal} beide TPRL die
gleiche Funktion erfullen, was mit dem experimentellen Befund der Austauschbarkeit des
TPRL in AnaCyaB1 gegen den pAC-TPRL in Einklang steht (s. S. 111 und 112).

a-Helix A a-Helix B
C ) C )
PAC-TPR : FLHQFGQ FQGYLLGMKEMHMLFEKEKQEPNQ : 802-835
Ana-TPR : FLFHYHNERTAYLVRDFTQOMIACENSMKHIRPTD: 795-828
IEFS HUMAN : VNELKEKENKALSVGNIDDMLOCYSEMIKLDBHN:  4-37

IEFS HUMAN : ALKEKEL NDAYKKKDFDT‘LKHYDKgKELDPTN: 225-258
IEFS HUMAN : ALEEKN NECFQKGDYPQRMKHYTE‘IKRNPKD: 360-393
PPP5 HUMAN : AEELKTQIRNDYFKAKDYENRIKEFYSQRIELNPSN: 28-61
CYA3 RHIME : ANAYTALaTIRDFQGRHEE‘LALYTR‘HRLDPQF: 454-487
CYA3 RHIME : PQGHYTLILALSWMRRLDEREHAAERINIELDPNS: 420-453
NUC2 SCHPO : YNAWYGLEMVYLKTGRNDQHDFHFQR;AEINPNN: 499-532
SSN6 YEAST : AKALTSLE ;AELYER*LLVNPEL: 80-113

HLYRSRDMFQRRE
SSN6 YEAST : PKLWHGIEILYDRYGSLDYREEAFAKVLELDPHF: 150-183
PPP5 HUMAN : IKGYYRREASNMALGKFRARLRDYETVVKVKPHD: 96-129
CClé6é YEAST : SEIHCSLEYLYLKTKKLQ AIDHLHKELYLKPNN: 708-741
PEX5 YEAST : ELMWNRLEASTLANSNRSEERIQAYHRILOQLKPSF: 491-524
SSN6 YEAST : SDVWATL HCYLMLDDLQRRYNAYQQRLYHLSNP: 114-147
NUC2 SCHPO : PESWCIL‘NCFSLQREHSQELKCINRRIQLDPTF: 431-464
PEX5 YEAST : PEIQLCLELLEFYTKDDFDKTIDCFESIMLRVNPND: 457-490
SSN6 YEAST : PIFWCSI VLYYQISQYRDNLDAYTR‘IRLNPYI: 330-363
CC23 YEAST : TNAWTLM HEFVELSNSHAEIECYRR*VDICPRD: 431-464
LGN HUMAN : RRAYSNLENAYIFLGEFETIRSEYYKKTLLLARQL: 235-268
LGN HUMAN : AKASGNLENTLKVLGNFDERIVCCQRHLDISREL: 95-128
LGN HUMAN : AQSCYSL NTYTLLQDYEKgIDYHLKHLAIAQEL: 275-308

IEFS HUMAN : AKAYARI NSYFKEEKYKD‘IHFYNKELAEHRTP: 300-333
CCl6 YEAST : SSLCFLREKIYFAQNNEFNKIRDAFRERILVDIKN: 359-392
NUC2 SCHPO : SVLITCIEMIYERCKDYK ‘LDFYDRRCKLDEKS: 533-566
CCl6 YEAST : PLVLNEME&VMYFKKNEFV ‘KKYLKKELEVVKDL: 633-666
SSN6 YEAST : WDIWFQLESVLESMGEWQGIRKEAYEHVLAQNQHH: 224-257

IEFS HUMAN : IKGYTR LEAMKDYTKEMDVYQ MLDLDSSC: 428-461
NCF2 HUMAN : AVAYFQREMLYYQTEKYDIMIKDLKERNLIQLRGN: 71-104
CCl6 YEAST : ISIQLNLEHTYRKLNENEIRIKCFRCVLEKNDKN: 674-707
IEFS HUMAN : AKLYSNRE CYTKLLEFQLELKDCEECIQLEPTF: 394-427

W LG Y A F A P

Abbildung 68: Alignment einiger TPR-Motive. Das Alignment wurde auf Basis des Pfam-Familien-
alignments erstellt. Die Sequenzen des pAC- und AnaCyaB1-TPR (Ana-TPR) wurden
zum Vergleich hinzugeflgt. Zwischen diesen beiden TPRL konservierte AS sind un-
terstrichen. IEFS (H.sapiens): Hsp90/Hsp70 organising protein (STI1)(P31948); PPP5
(H.sapiens): Proteinphosphatase 5 (P53041); CYA3 (R.meliloti): Adenylatcyclase3,
putativ (Q9Z23Q0); NUC2 (S.pombe): Nuclear scaffold-like protein p76 (cdc27-Analo-
gon) (P10505); SSN6 (S.cerevisiae): Glucose repression mediator protein (repressor
of transcription) (P14922); CC16 (S.cerevisiae): cell division control protein 16 (cdc16)
(P09798); PEXS (S.cerevisiae): Peroxisomal targeting signal receptor (P35056); CC23
(S.cerevisiae): cell division control protein 23 (cdc23) (P16522); LGN (H.sapiens): Mo-
saik protein (P81274); NCF2 (H.sapiens): Neutrophil NADPH oxidase factor 2
(p67-phox) (P19878)

Sowohl TPR-prasentierende Proteine als auch die mit ihnen in Wechselwirkung tretenden
Partner sind Proteine unterschiedlicher biochemischer und biologischer Wirkung, so dal} keine
Voraussage getroffen werden kann, wofir die TPR-Einheit der Paramecium-AC dient, noch
dazu als daf} bisher nur Proteine mit sich wiederholenden TPR-Motiven diskutiert wurden (3-16
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TPR). Es existieren isoliert liegende einzelne TPR-Einheiten auf Proteinen, die an anderer
Stelle zusatzliche TPR-repeats besitzen; haufig scheinen sich aber auch diese TPR-Domanen
aneinanderzulagern, so dal} die verbindende Peptidkette ,nach hinten wegsteht” und andere
Aufgaben erfillen kann. Es wurden neben heterotypen Protein-Protein-Wechselwirkungen
auch homotype Wechselwirkungen beschrieben, so dalk die TPR-Domane mdglicherweise als
Homodimerisierungsdomane wirkt. Auch die Interaktion mit einem Regulatorprotein kann nicht
ausgeschlossen werden. Mutationsanalysen an einigen TPR-repeats aufweisenden Proteinen
in den konservierten, kleinen AS an den Positionen 8 und 20 zeigten, dal der Austausch die-
ser AS zu Stoérungen in der Proteinfunktion flhren (92-95). Entsprechende Mutationen im TPR
der modellhaften AnaCyaB1 kdnnten Aussagen zur Notwendigkeit eines funktionellen TPR
und Uber dessen Funktion als mogliche Homodimerisierungsdomane geben.

Bekannt ist, dal3 das Fehlen dieser Domane sowohl am Holoenzym als auch an der katalyti-
schen Domane von AnaCyaB1 bei Expression in E.coli zu Proteinmiffaltungen fuhrt (s.
S. 111).

Weitere Beachtung mul® dem absoluten C-Terminus (pAC AS 852-865) geschenkt werden,
welcher zwischen den TPRL-tragenden ACn stark konserviert ist (pAC, AnaCyaB1 und -CyaB2
und entsprechende ACn aus Plasmodium falciparum und Tetrahymena pyriformis (73)) (s.
Abbildung 69), was vermuten laf3t, dal® dieser Proteinabschnitt eine Funktion erfillt. Mogli-
cherweise steht diese mit dem TPRL in Zusammenhang. Nahe liegend ware, dal} dieser Ab-
schnitt Wechselwirkungen mit dem TPRL bei der Homodimerisierung eingeht. Eine Funktions-
analyse durch C-terminale Proteinverkirzungen und Mutationen kdnnte interessante Auf-
schlisse geben.

pAC : DYK-EGYRELTEIN : 865
tetAC : DIV -E€FRELPEIN : 979
AnaCyaBl: PEPQWD-E@VWTEIFTIN : 859
AnaCyaB2: TDSEYDEEVWTFQHEN : 860

Abbildung 69: C-Terminus der TPRL-tragenden ACn. pAC: in dieser Arbeit beschriebene Parameci-
um-AC; tetAC: AC aus Tetrahymena pyriformis; AnaCyaB1 und AnaCyaB2 aus
Ana.sp.

5.2 Heterologe Expression und mogliche Ursachen fur de-
ren Erfolglosigkeit

5.2.1 Proteinfaltung

5.2.1.1 Expression des loslichen Proteinabschnitts

Zunachst wurden als Hauptursache der nicht-aktiven Exprimierbarkeit der pAC Loslichkeits-
probleme angesehen. Diese traten bei Expression des verkirzten Proteins (cytosolischer Be-
reich) in E.coli auf, was hier nicht Uberraschend war, da die Ablagerung exprimierten Fremd-
proteins in inclusion bodies ein haufig auftretendes Phanomen ist. Der Schluf3, daf} die Inaktivi-
tat in den Zentrifugations-Uberstanden auf unzureichende Loslichkeit des Enzyms zuriickzu-
flhren ist, wurde aufgrund von SDS-PAGE-Gelen getroffen. Zeitweise stand noch kein
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Antikorper zur Verfligung oder auf den Aufwand von Western Blots wurde verzichtet. Es wur-
den viele Versuche unternommen, die Loéslichkeit zu verbessern (zum Teil von Jirgen Linder),
hierunter verschieden starke Verklirzungen des cytosolischen Bereichs bzw. die Expression
der katalytischen Domane ohne TPRL und C-Terminus, Chimare mit der verwandten, aktiv
exprimierbaren AnaCyaB1 (AS 595-859), eine Mutation im Linkerbereich zwischen Konsen-
susblock | und Il zur Langenanpassung an verwandte ACn und die Expression der Stopcodon-
Mutante (suboptimale Codonusage). Keiner dieser Versuche flihrte zur funktionellen Expri-
mierbarkeit. Léslichkeitsprobleme sind in der Regel auf eine fehlerhafte Proteinfaltung rtick-
fihrbar. Die folgenden Versuche standen im Sinne einer Verbesserung der Loslichkeit. So
wurden Zellkulturen gesucht, die moglicherweise die korrekte Faltung des Proteins bewerkstel-
ligen konnten. HEK293 war die Zellkultur der Wahl fir die Expression des Gesamtproteins
(s.u.), da es mit dieser Kultur gelungen war, die Paramecium-GC und einige Sauger-ACn zu
exprimieren (1, 55, 56). Der cytosolische Bereich der pAC (Frag. e+f) konnte mit dieser Zellkul-
tur nur in sehr geringen Mengen im Zentrifugationsiiberstand erhalten werden. Die Alternative,
im zellfreien System (RTS500 in vitro Expressionssystem mit E.coli-Lysat) zu arbeiten, um
Regulationsmechanismen des lebenden Organismus zu umgehen, erwies sich ebenfalls als
nicht erfolgreich. Die Expression des I6slichen pAC-Proteinabschnitts flhrte zu unldslichem
Produkt. Durch den Zusatz von Paramecienlysat in die in vitro Expressionsreaktion wurde ver-
sucht, den Proteinsyntheseapparat mit Paramecium-eigenen Proteinfaltungskomponenten zu
erganzen. Der Zusatz hemmte jedoch das gesamte System. Erst die prokaryotische Zellkultur
S.lividans 1326, welche ebenfalls eine homodimere Klasse III-AC besitzt, ergab zu 50% Ex-
pressionsprodukt in der I6slichen Lysatfraktion (pAC Frag. e+f), die Gesamtexpressionsrate
schien jedoch zu gering, um AC-Aktivitdt messen zu kdnnen. Es wurde davon ausgegangen,
dald moglicherweise Proteinmengen im 0,5ug-Bereich notwendig sind, um eine ausreichende
Dimerisierung des Proteins zu erreichen. In der Sf9-Insektenzellkultur konnte bei Anwendung
der optimalen Infektionsstarke fir einige Konstrukte eine ausreichend hoch erscheinende, ,|6s-
liche” Expressionsrate erreichte werden. pAC (AS 515-865) (Pore-Loop und gesamter cytoso-
lischer Bereich) wurde in vergleichbaren Mengen wie die aktiv exprimierbare plAC (AS 526-
884) (katalytische Domane mit gesamtem C-Terminus) im Zentrifugationstiberstand gefunden,
jedoch war sie nicht funktionell und nicht zuganglich fir eine native Reinigung (im Gegensatz
zum entsprechenden plAC-Abschnitt (73)). Gleiches gilt flir pAC (AS 530-865), welche ca. halb
so stark in der I6slichen Lysatfraktion wie der entsprechende Abschnitt der plAC (AS 526-884)
erschien.

Das Kriterium fiir die Loslichkeit des Expressionsprodukts war dessen Nachweis im Zentrifuga-
tionsuberstand. Mikroaggregate kdnnen bis zu einer Zentrifugationsgeschwindigkeit von
100000xg, 1Std. im Uberstand verbleiben, so dal dieses Kriterium nicht als absolut anzuse-
hen ist. Die immunchemische Detektion, wie sie in dieser Arbeit flir den I8slichen Expressions-
nachweis angewendet wurde, ist ein sehr empfindliches Verfahren. Auch kleine Mengen ver-
schleppten Zentrifugationspellets sind nachweisbar. Diese Aspekte stellen in Frage, ob bei der
Expression in S.lividans und Sf9 tatsachlich I6sliches Produkt erhalten wurde, wie im Ergebnis-
teil beschrieben. Unterstlitzung findet der Gedanke an fehlgefaltetes Protein in Form von Mik-
roaggregaten in der Tatsache, dal} samtliche vermeintlich l6slichen Expressionsprodukte nicht
fur die native Reinigung zuganglich waren, wahrend die funktionell exprimierten, gleichartigen
ACn AnaCyaB1 (AS 530-859) und plAC (AS 526-884) nativ reinigbar waren. Der Schiuf? liegt
nahe, daf} in keinem Fall eine I6sliche Expression erreicht wurde.
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Anhand verschiedener Chimaren der pAC mit den funktionell exprimierbaren, homologen ACn
AnaCyaB1 und plAC (s. Abschn. 4.4.2.2 und 4.9.1.3) wurde versucht, den ,Problembereich*
des cytosolischen pAC-Fragments einzugrenzen, welcher im Vergleich zu diesen beiden ACn
zu dem unterschiedlichen Expressionsverhalten fihrt. Es konnte aber kein lésliches Expressi-
onsprodukt als Ausgangssituation flir mégliche weitere Eingrenzungen erhalten werden.

5.2.1.2 Expression des Gesamtproteins

Auch die funktionelle Expression des Holoenzyms mit seinen 6TM erwies sich als unméglich in
den angewendeten Zellkulturen (HEK293, Sf9 (Jurgen Linder) und Xenopus-Oozyten (Jirgen
Linder in Zusammenarbeit mit AG Fakler)). In HEK293 und Sf9 (51) wurde die Membranlokali-
sation nicht Uberprift, jedoch zeigte sich bei Lokalisationsuntersuchungen in den eukaryoti-
schen Zellen CHO (chinese hamster ovary cells) und OK (opossum kidney cells), dal} offenbar
kein Export vom ER bzw. anderen intrazelluldren Kompartimenten in die Plasmamembran
stattfand, auch bei Fusion mit dem ER-Export-Signal FCYENE nicht (vgl. Abbildung 41). Die
Retention des Proteins im ER spricht sehr stark fir eine ProteinmiRfaltung, welche zum nicht
Bestehen der Qualitatskontrolle fuhrt. Ein weiterer Grund fir die Unwirksamkeit des ER-
Exportsignals ware durch die Anwesenheit eines noch unbekannten Retentionssignals gege-
ben, welches das vorwarts-trafficking-Signal ,Uberstimmt“ (66). Versuchsergebnisse von Jir-
gen Linder schlieRen das Vorkommen eines solchen Motivs im C-Terminus aus. Er konnte bei
Fusion des cytosolischen Bereichs an CD4-Reporterprotein eine Oberflachenexpression beo-
bachten (51). Die aufgetretene Fehllokalisation der pAC oder deren Mifaltung machten die
Messung von AC-Aktivitat (HEK293) bzw. die elektrophysiologische Untersuchung des mut-
maflichen K*-Kanals (Xenopus-Oozyten; Jirgen Linder) unmdglich.

5.2.2 Isoenzyme

Eine mdgliche Erklarung fir das Scheitern der Expressionsversuche, sowohl des cytosolischen
Proteinabschnitts als auch des Holoenzyms, ist die Existenz von Isoenzymen. Arne Hammer
konnte mehrere PCR-Fragmente von Isoenzymen der pAC-Sequenz finden (96). Es ist denk-
bar, daf} die gefundene cDNA der pAC nicht zu einem (funktionellen) Protein translatiert wird,
sondern es sich hierbei um ein redundantes Gen handelt.

5.2.3 Funktionalitat als Homodimer?

Andere Uberlegungen lieBen die Frage nach der Notwendigkeit einer zweiten Untereinheit
aufkommen, sei sie katalytischer oder regulatorischer Art. Es gibt mehrer Anhaltspunkte, die
auf eine mogliche zusatzliche Untereinheit hinweisen:

a) K'-lonenkanale bilden in vivo auch Heteromere. Hierdurch kdnnte eine weitere Unter-
einheit zur katalytischen Domane fiir die Ausbildung eines Heterodimers bereitgestellt
werden. Fir die Ausbildung heteromerer K*-Kanale in Paramecium spricht auch ein als
post-translationales Silencing bezeichneter Effekt, wie ihn Ling et al. (97) diskutieren:
nach Transformation von Paramecium mit PKA77 entstehen Zellen, welche einen De-
fekt in zwei Ca**-aktivierten K*-Stréomen zeigen; sie fuhren diesen Effekt, welcher nicht
durch Gen-silencing zustande kommt, auf die stchiometrische Fehlzusammensetzung
von heteromeren K'-Kanélen durch die Uberexpression der Untereinheit PKA11 zu-
ruck.
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b) Einige K'-Kanéle binden B-Untereinheiten. Moglicherweise fehlt fir die Funktionalitét
der pAC die entsprechende B-Untereinheit.

c) Die Paramecium-Mutante restless, welche ihre K'-Leitfahigkeit in Nieder-K*-Puffer nicht
kontrollieren kann, kann durch eine zusatzliche, extragene Mutation (Paramecium-
restless-Mutante manxA) repariert werden. Dies spricht fUr die Existenz einer weiteren
Untereinheit, welche in der Regulation des Enzyms eine Rolle spielt.

d) K'-Kanale bilden Tetramere mit einer 4fachen Punktsymmetrie. Klasse IlI-ACn lagern
sich fur die Ausbildung des katalytischen Zentrums als Dimere in einer antiparallelen
Orientierung zusammen. Fur das Zusammenkommen der cytosolischen Schleifen in
einer solchen Anordnung missen entweder die Linkerbereiche hochflexibel sein, so
daf} die Schleifen benachbarter pAC-Monomere dimerisieren kénnen, wobei sich dabei
eine Schleife in Bezug auf den Membrananker in die entgegengesetzte Richtung ver-
glichen mit der anderen orientieren mul. Diese freie Beweglichkeit der Aufhangung er-
scheint unwahrscheinlich, noch dazu in Anbetracht des kurzen Linkers zwischen dem
Membranaustritt und der katalytischen Domane. Die zweite Mdéglichkeit ist die Dimeri-
sierung der cytosolischen Schleifen zweier gegentberliegender pAC-Monomere unter-
halb der lonenpore. Auch dies scheint unwahrscheinlich, da es zwei von vier katalyti-
schen Domanen Uberfliissig macht, die Natur jedoch selten verschwenderisch agiert.
Dieser Aspekt wird durch die Ergebnisse von Higgins et al. (98) in einer neuen Verof-
fentlichung in Frage gestellt, welche das Arrangement der vier cyclischen Nukleotidbin-
dungsstellen des tetrameren CNG-Kanals (cyclisch Nukleotid-gesteuerter Kanal) als
zwei unabhangig Dimere vorschlagt.

e) Die von Linder et al. (1) aufgestellte Hypothese zur Entstehung der 2x 6TM Sauger-
ACn (s. S. 72), sieht eine Mutation der katalytischen Bereiche von homodimeren zu he-
terodimeren Funktionseinheiten wahrscheinlich vor Fusion der verdoppelten Gene vor.
Wenn es sich bei der gefundenen AC um einen membranverankerten Vorlaufer von
2x 6TM-ACn bzw. der Paramecium-GC handelt, konnte bereits die Mutation zu zwei
unterschiedlichen Funktionseinheiten stattgefunden haben, welche als Dimere katalyti-
sche Aktivitat entwickeln.

Die Problematik einer eventuell fehlenden zusatzlichen Untereinheit wurde in Versuchen mit
dem Zusatz von verschiedenartig aufbereiteten Paramecienlysaten zu HEK293-Homogenaten
adressiert, es konnte jedoch keine ,Aktivierung” der pAC beobachtet werden. Dieser Versuch
kann keinesfalls dem Anspruch auf die erschépfende Untersuchung dieses Problems gerecht
werden. Der Zusatz der Paramcienlysate zu den Homogenaten mit idealerweise membran-
standigem Expressionsprodukt kann lediglich |6sliche Parameciumkomponenten fir die Wech-
selwirkung mit pAC bereitstellen. Die Wechselwirkung von zusatzlichen Membrankomponen-
ten mit den vorhandenen TMs der pAC ist aul3erst unwahrscheinlich.

Ein weiteres aufschlulRreiches Experiment bezuglich der Ausbildung heterodimerer katalyti-
scher Zentren konnte die Kombination des pAC cytosolischen Bereichs (AS 530-865) mit ei-
nem entsprechenden, mutationsinaktivierten AnaCyaB1-Proteinabschnitt (AS 595-859) sein:

Tobias Kanacher fiihrte Mutationsanalysen der AnaCyaB1 durch, in welchen er katalytisch
notwendige Positionen mutierte. Es resultierten als Homodimer inaktive Konstrukte, deren AC-
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Aktivitat in Heterodimeren mit unterschiedlichen Mutationen durch Ausbildung einer katalytisch
funktionellen Tasche rekonstituiert werden konnte (69).

Moglicherweise kann eine Heterodimerisierung mit pAC zu einer aktiven katalytischen Tasche
stattfinden.

5.2.4 Etablierung der T7-Streptomyces lividans Zellkultur

Die Einflhrung von T7-S.lividans als Expressionskultur war nicht gegliickt. Die Entstehung
einer Eintribung durch einzellerartige Partikel blieb ungeklart. Der Verdacht, regelmaRig eine
Kontamination in die Kulturen eingeschleppt zu haben, konnte nicht bestatigt, aber auch nicht
vollstandig entkraftet werden. In den durchgefiihrten Kontrollen konnte weder eine Kontamina-
tionsquelle (z.B. Arbeitsgerate, Medien, AB) noch ein kontaminierender Fremdorganismus ge-
funden werden. Die Untersuchungen bezlglich eines kontaminierenden Keims waren sehr
simpel aufgebaut, bei Anwesenheit eines zweiten Mikroorganismus hatte man jedoch erwarten
kénnen, diesen durch die Verdinnungsausstriche der potentiell kontaminierten Kulturen auf
R5-Agarplatten zu entdecken, da die Eintribung u.a. in R5-Flissigmedium auftauchte.

Eine Kontamination kann durch die angewendeten Verfahren auch nicht sicher ausgeschlos-
sen werden. Hierflir waren genaue mikrobiologische Untersuchungen nétig. Allein die stete
RegelmaRigkeit des Auftretens machen sie jedoch unwahrscheinlich.

Es machte den Anschein, die Mycelien seine ,zerfallen®. Bei Actinomyceten existiert eine Nei-
gung zur Fragmentation. Hierbei brechen die Hyphen auf in Einzelzellen, die als Sporen
(Fragmentationssporen) dienen. In der Familie der Streptomycetaceae ist die Fragmentation
wenig ausgepragt. Jedoch konnten mikroskopisch vereinzelt an den Enden verdickte Filamen-
te gefunden werden, ein Phdnomen welches bei der Fragmentation von Filamenten auftritt. Die
Beschreibungen zur Fragmentation sind dem ,Worterbuch der Biologie: Mikrobiologie“ ent-
nommen (99). Rueda et al. (100) beschreibt die Sporulation von Streptomyces brasiliens unter
bestimmten Bedingungen in Flissigkultur. Ob diese Sporulation mit dem beobachteten Pha-
nomen vergleichbar ist und ob eine Fragmentation unter FlUssigkulturbedingungen bei
S.lividans auftreten kann, z.B. aufgrund bestimmter Verunreinigungen in Mediumbestandtei-
len®®, ist mir nicht bekannt, es wurden auch keine weiteren Untersuchungen durchgefiihrt. Die
Beschreibung der Fragmentation trifft gut auf das Erscheinungsbild der Eintriibung zu und wa-
re diskutierenswert bei einer weiteren Auseinandersetzung mit dieser Kultur.

%8 An erster Stelle ist hier die Saccharose zu nennen. Es wurde Stidzucker verwendet, welcher in sei-
ner Reinheit sicherlich gréReren Schwankungen unterliegt.

177






Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Die Arbeit beschaftigte sich mit der Klonierung einer Paramecium-AC, von der bekannt war,
dal® es sich um ein membranstandiges Protein von 96kDa handelt, das potentiell eine lonen-
pore besitzt.

Aus der Genbanksuche ging eine 2668bp lange cDNA hervor. Diese wurde durch eine Se-
quenz genomischer DNA, die aus der Durchmusterung einer entsprechenden Genbibliothek
erhalten wurde, am 5-Ende um 4bp bis zum Startcodon erganzt. Der ORF des gefundenen
Gens ist 2595bp lang und codiert fur ein 97.9kDa, 865AS langes Protein.

Aufgrund von Proteinanalysen konnte dem Protein ein Aufbau zugewiesen werden, der dem
gesuchten Protein entsprach: Das Multidomanenprotein besitzt eine mutmalliche Klas-
se llI-AC-Domane im C-terminalen, cytosolischen Bereich, welche der Gruppe der cyanobakte-
riellen, homodimeren ACn angehort. Der N-terminale Bereich besitzt Ahnlichkeit zu K-
Kanalen, wobei der spannungssensorische Kanalabschnitt von TM1-TM4 strukturell und se-
quenziell konserviert ist, wahrend sich im lonenpore-formenden Abschnitt strukturelle Unter-
schiede ergeben: der mutmalliche Pore-Loop befindet sich downstream von TMG.
Downstream der AC-katalytischen Domane werden Ahnlichkeiten zu einer einzelnen Tetra-
tricopeptidrepeateinheit gefunden.

Die Abweichungen des Ciliatencodes vom universellen genomischen Code machten die Syn-
these des vollstandigen Gens fur die Expression in heterologen Systemen notwendig. Dabei
wurde die Codonusage auf Sduger-Codonusage optimiert. Die heterologe Expression sowohl
des Holoenzyms als auch des C-terminalen cytosolischen Bereichs zum experimentellen
Nachweis der AC-katalytischen Funktion scheiterten:

Es wurde versucht den C-terminalen, cytosolischen Proteinabschnitt in E.coli, HEK293,
RTS500-in vitro Expressionssystem, Streptomyces lividans 1326 und T7-S.lividans und Sf9 zu
exprimieren. Dabei wurde in der Lange des zu exprimierenden Proteinfragments N- und C-
terminal variiert und Versuche mit einer in Teilbereichen suboptimalen Codonusage (mutierte
pAC-Originalsequenz) durchgefiihrt. Versuche, den zu exprimierenden Bereich durch Ubertra-
gung von Expressionsdaten der homologen AnaCyaB1 zu optimieren, brachten keinen Erfolg.
Auch Versuche, den zur nicht-funktionellen Expression fliihrenden Bereich einzugrenzen durch
a) eine Mutation downstream des AC-Konsensusblocks | zur Langenanpassung an die ent-
sprechenden ACn des cyanobakteriellen Typs und b) Herstellung von Chimaren mit den aktiv
exprimierbaren, homologen Enzymen AnaCyaB1 und plAC, scheiterten.

Die Expression des Holoenzyms wurde in HEK293 und in CHO- und OK-Zellen versucht. Trotz
einer Verbesserung in einem Abschnitt des synthetischen Gens und verschiedener Optimie-
rungsversuche wurde kein funktionelles Expressionsprodukt erhalten. Fluoreszenzlokalisati-
onsuntersuchungen in CHO-Zellen zeigten keine Oberflachenexpression. Die Fehllokalisation
konnte auch durch Fusionen mit den N-Termini der K*-Kanale rSK und Kir2.1 und mit dem ER-
Export-Signal ,FCYENE" (OK-Zellen) nicht aufgehoben werden.

Fir den spezifischen (Expressions-)Nachweis des Enzyms wurden Antikérper durch Immuni-
sierung von Kaninchen mit der denaturierend gewonnenen katalytischen Domane hergestellt.
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Die Charakterisierung der erhaltenen Antiseren und der durch Sepharose A-Reinigung gewon-
nenen IgG-Fraktion zeigte jedoch eine eingeschrankte Spezifitdt und Empfindlichkeit. Eine
spezifische Affinitatsreinigung, welche eine Spezifitdtserhdhung hatte herbeiflihren kénnen,
war wegen der Unléslichkeit des Antigens unmaoglich.

Die Charakterisierung kommerziell hergestellter Antiseren gegen ein N-terminales 16AS-
Peptid ergab ebenfalls eine eingeschrankte Spezifitat und Empfindlichkeit. Die Kopplung des
Antigens an ein Chromatographiesaulenmaterial war erfolglos, so daf auch hier die Affinitats-
reinigung nicht durchgefiihrt werden konnte.
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7  Anhang

7.1 Homologieklonierung und Proteinanalyse: Ergebnisse
der Datenbanksuche

Die vollstandigen Ergebnisse der blastx-Datenbanksuchen und sonstigen Proteinanalysen
folgender Klone sind auf der beiliegenden CD gespeichert oder kdnnen in der online-Version
an der Universitatsbibliothek Tlbingen nachgesehen werden.

blastx-searches: hy-1 r43a18006, hy-2 r43a30007, hy-3 11a245004, hy-4 11b250001,
hy-5_11b250002, hy-6_11b250005, hy-7_11b235002, hy-8_13a250005, hy-9 13b236005,
hy-10_15b145025, hy-11_16b50013, hy-12_17a150017, hy-13_20235003, hy-14_ 20240016,
hy-15_20240017, hy-16_12169804, hy-17_If1-1a, 04199901 (upstream-message).

Proteinanalysen mit der pAC: balstp, Pfam-search, Smith/Waterman-Suche, TopPred?2.

7.2 Alignments

Zur Verdeutlichung einiger Sachverhalte der Arbeit sind die folgenden Alignments abgedruckt:

Klasse lll-Cyclasen Alignment (Abschnitt 7.2.1)

In das Alignment wurden Vertreter der Klasse lll aufgenommen, auf welche in dieser Arbeit
Bezug genommen wird. Aligned wurden die katalytischen Doméanen. Die im Homologieklonie-
rungsverfahren gefundene pAC ist an oberster Stelle im Alignment aufgefihrt.

a) ACn vom cyanobakteriellen Typ®®: RhimeCya1: Rhizobium meliloti (P19485), StiauCyaB:
Stigmatella aurantiaca (P40138), AnaspCyaB1: Anabaena spirulina (BAA13998), DicdiCyaG®:
Dictyostelium discoideum (Q03101); b) ,kurze“ ACn vom Bre.li.-Typ: BreliCYA: Brevibacterium
liquefaciens (CAA40760), StrcoeCyaA: Streptomyces coelicolor (P40135); c) ACn vom Hefe-
Typ: YeastCyaA: Saccharomyces cerevisiae (P08678), NeucrCyaA: Neurospora crassa
(Q01631), TrybrAC: Trypanosoma brucei (CAA09952); d) ACn vom 2x 6TM-Typ: Dro-
me_C2a/Drome_C1a: Cya1 aus Drosophila  melanogaster  (P32870), ACI-
bov_C2a/ACIlbov_C1a: Rinder AC Typ | (P19754), ACIXmou_C2a/ ACIXmou_C1a: Mause AC
Typ IX (P51830), AClIrat_C2a/ AClIrat_C1a: Ratten AC Typ Il (P26769), ACVirat_C2a/ ACVI-
rat_C1a: Ratten AC Typ VI (Q03343), ACVrat_C2a/ ACVrat_C1a: Ratten AC Typ V (Q04400);
e) GCn: GCSbhet1_hum: humane, l6sliche GC B1 (Q02153), GCSalp1_hum: humane, I6sliche
GC a1 (Q02108), paraGC_CZ2a-lik/ paraGC_C1a-lik: Paramecium-GC (CAB44361).

% Erweitertes Alignment von ACn dieser Gruppe siehe 7.2.2 Alignment der Klasse IlI-ACn vom cya-
nobakteriellen Typ

60 DicdiCyaG ist als bakterielle, homodimere AC, welche zwischen Konsensusblock Il und IV eine AS
mehr besitzt beim cyanobakteriellen Typ eingeordnet. Das Konservierungsmuster dieser AC ent-
spricht jedoch mehr den Sauger-ACn. Auch ist die Positionsentsprechende AS zu D1000 (Numerie-
rung AC Typ 1) ein D und nicht wie bei den cyanobakteriellen ACn ein T (S).
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Alignment der Klasse IlI-ACn vom cyanobakteriellen Typ (Abschnitt 7.2.2)

AnaspCyaB1: Anabaena spirulina (BAA13998), AnaspCyaB2: Anabaena spirulina
(BAA13999), SpiplCyaC: Spirulina platensis (BAA22997), AnaspCyaA: Anabaena spirulina
(BAA13997), AnacyCyaA: Anabaena cylindrica (P43524), TrepaAC: Treponema pallidum
(AACB5466), StiauCyaA: Stigmatella aurantiaca (P40137), StiauCyaB: Stigamtella aurantiaca
(P40138), SpiplAC1: Spirulina platensis (BAA22996), RhimeCya1: Rhizobium meliloti
(P19485), SynspAC: Synechocystis spirulina (BAA17880).

K*-Kanal Alignment (Abschnitt 7.2.3)

Aligned sind einige zur pAC-lonenpore ahnliche K,-Kanale. Sdmtliche aufgenommenen Vertre-
ter sind im Ergebnis des blast-search der pAC N-terminalen Domane (AS 1-521) erschienen.
shaker. Drosophila melanogaster (P08510), K,1.7-mou: Maus (CIK1) (P16388), Xenla: K'-
Kanal Xenopus laevis (Q91781), Frag.1-rab: Fragment eines Kanals, Hase (Q9xsq0), K,7.2-
mou: Maus (CIK2) (P15386), Frag2-rab: Fragment eines Kanals, Hase (Q9tuk?), Frag4-rab:
Fragment eines Kanals, Hase (Q9xsp9), K,71.4-mou: Maus (CIK4) (Q61423), KCN1-hum: hu-
maner, cGMP-gesteuerter K,-Kanal (Q16322), KCN1-rab: cGMP-gesteuerter K,-Kanal, Hase
(Q28649), SKV1.1: Schistosoma mansoni K'-Kanal (Q26597), K,2.1-hum: human (CIKA)
(Q14721), K,3.1-hum: human (CIKD) (P48547), K,4.1-hum: human (KCND1) (BAA96454).
Oberhalb der Sequenzen ist die Lage der Elemente der pAC-lonenpore eingezeichnet (TM wie
in Topred2-Analyse vorhergesagt), unterhalb die Elemente der K*-Kanéle (entsprechend sha-
ker-Kanal (101))
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7.21 Kilasse llI-Cyclase Alignment

pPAC :
RhimeCyal
StiauCyaB
AnaspCyaBl1
BreliCYA
StrcoeCyaA
YeastCyaA
NeucrCyaA
TrybrAC
DicdiCyaG
Drome C2a
ACIbov_C2a
ACIXmou C2a:
ACIIrat_C2a:
ACVIrat_ C2a:
ACvVrat C2a
GCSbetl hum:
pGC C2a-1lik:
Drome_ Cla
ACIbov_Cla
ACIXmou Cla:
ACIIrat Cla:
ACVIrat Cla:
ACVrat Cla
GCSalpl hum:
pGC Cla-1lik:

pAC
RhimeCyal
StiauCyaB
AnaspCyaB1l
BreliCYA
StrcoeCyaA
YeastCyaA
NeucrCyaA
TrybrAC
DicdiCyaG
Drome_C2a
ACIbov_C2a
ACIXmou C2a:
ACIIrat C2a:
ACVIrat C2a:
ACVrat_ C2a
GCSbetl hum:
pGC C2a-1lik:
Drome Cla
ACIbov_Cla
ACIXmou_ Cla:
ACIIrat Cla:
ACVIrat Cla:
ACVrat Cla
GCSalpl hum:
pGC Cla-1lik:

------- IMSDILSILLPQFIRDRINKAG- -~ == === == == == === === ===~ =~
——————— KLERLLLSVLPQHVAMQ-MKNDILSPVAG-----=-=-=--~-~-~--
——————— KQERLLMSLLPRNVAME -MKEDFLKPPE- -~~~ -~~~ -=--~~~-~—-

ASSGDVDPMLPGKRKWAT - YGI3CDR -DATEVL----- QKDVMLFWYNNIAET
——————— GGRAAWRQENMT - A -TISEGR----SPEEVVAMIRSEYFDL
——————— VVLTGEKREMT - -GLAESL----PPEQVVG QVLGR

——————— ALMVGERKEMT - -TLTENL----GAAEVVSLIENQYFET
----GEDDGGTPLPLARA- -SLSRRM- - - -NERTLAQLNORFEAK
- ---QAGDDEEMVDRREA - -RLTRRM- - - -EEEELGEL\YEAFETT
————— LOQPEISPPTG - -FLWELF - - - - - PNAMRTAMKTHND I
---MRLNAEVPPPTGQRLS - -QLWENY----- PEAMRLANKLHNEV
————————— PKELADPMT - -AQWATQ-----PELMPD THHSM
———————— VVAERSNNAC- -RFSSIH----SPEQVIQVIRIKIFNS
————— NMELYHQSYAKMG - N-EFYTEMDGSDQGLECLRLI®NEITIAD
—————— MDLYYQSYSQMG- N-DFYIELDGNNMGVECLRLIENEITAD
——————— QTYSKNHDSGG- -EFYEEN--YEGGKECYR ELIGD
—————— EELYHQSYDCNMC- K-EFYTESDVNKEGLECLRIJMNEIIAD
—————— DELYYQSCECNMA - -EFYVELEANNEGVECLRIJMNETI IAD
—————— DELYYQSCECMA - -EFYVELEANNEGVECLRLINEITAD
——————————— KRYDNMT - N-AFCSKHASGEGAMKIVNLIENDLYTR
—————— QYDIQEDQGMWMA - D-QLIKNE-----QSNVVDIIMDKLFRR
----QFHRIYIQKHENVS - -VLSSQC----SAQELVRINELFGR
---RIFHKIYIQRHDNVS - -GLASQC----TAQELVKLINELFGK
KAPIAFRPFKMQQIEENMS - -KMSANK- - - -SAHALVGLIENDLFGR
ENTNNFHNLYVKRHTNMS - -RLASDC- - - -SPGELVHMIENELFGK
- -DMMFHKIYIQKHDNMS - -SLASQC----TAQELVMTIENELFAR
- -DMMFHKIYIQKHDNMS - -SLASQC----TAQELVMTIENELFAR
——————————— KKFSNMT - -AICSQC----SPLOQVITMIENALYTR
——————— RVLREQADEMT - -EYSSKV----QPEQVVNMERNLFTE

--Block-1I

460
155
590

177
1655
1877

260

386

950

859
1047

874

965
1060

414

249

261

290

376

271

361

454

474

841

566
502
197
632
269
222
1698
1922
299
427
998
906
1091
921
1012
1107
456
291
306
336
425
320
408
501
512
883
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pAC
RhimeCyal
StiauCyaB
AnaspCyaBl1
BreliCYA
StrcoeCyaA
YeastCyaA
NeucrCyaA
TrybrAC
DicdiCyaG
Drome_ C2a
ACIbov_C2a

ACIXmou_C2a:
ACIIrat_ C2a:
ACVIrat_ C2a:

ACVrat_C2a

GCSbetl hum:
pGC C2a-1lik:

Drome Cla
ACIbov_Cla

ACIXmou Cla:
ACIIrat_Cla:
ACVIrat Cla:

ACVrat Cla

GCSalpl hum:
pGC Cla-1lik:

pAC
RhimeCyal
StiauCyaB
AnaspCyaBl1
BreliCYA
StrcoeCyaA
YeastCyaA
NeucrCyaA
TrybrAC
DicdiCyaG
Drome_ C2a
ACIbov_C2a

ACIXmou C2a:
ACIIrat_ C2a:
ACVIrat_ C2a:

ACVrat_ C2a

GCSbetl hum:
pGC C2a-1lik:

Drome_ Cla
ACIbov_Cla

ACIXmou_ Cla:
ACIIrat_Cla:
ACVIrat_Cla:

ACVrat Cla

GCSalpl hum:
pGC Cla-1lik:
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VHSMVDR - - -YQGSA-N
FSEVVAA———HDGTI—IQFH
LSDAVLT- - -CGGTL-DKF
MVEAVFN- - -YEGTL-DKF
CAEIISV---GGGRL-

DGNEIKWS -
------------------ APVADTR -
—————————————————— APVHRTDD
—————————————————— APLPLTEN
KTHEDEVLYVAE-----------------~ TPQAGAQ-

SADLVAA- - -RGGRL-MKTLEDEVLYAAD------------------ DAGTAAE-
MRRQLRI---YGGYE-MKTEEGDAEMVAFP------------------ TPTSGLTW
MRRQLRM- - - IGGFE-MKTEEDAEMVSFP------------------ TATSALLW
VRSLIEN---YDCYE-MKTVEDSEMIACK------------------ SPFAAVQL
MDLLCAK- - -HGIEK-EIKTL€DAYMATCG-----------------~- IFPKCDDI
FDELLKEDRFRGIDK-EKTVE€STYMAVVG-----------------~- LIPEYKI-
FDELMDKDFYKDLEK-EKTLE€ST¥MAAVG-----------------~- LAPTAGT-
FDELLSKPDYNSIEK-EKTLEGATYMAASG------------------ LNTAQCQ-
FDDLLSKPKFSGVEK-EKTLEST¥MAATG------------------ LSAIPSQ-
FDEIISEERFRQLEK-IEKTLEST¥MAASG------------------ LNASTYD-
FDEIISEDRFRQLEK-EKTLE€ST¥MAASG-----------------~- LNDSTYD-
FDTLTDSRKNPFVYK-METV/€DK¥MTVSG------------------ LPEPCIH-
FDLLCQQ- - -HEVQK-LETMEKTYMAAAG-----------------~- LKIHVSQ-
FDQLAHD- - -NHCLR-EKIELEDCYYCVSG------------------ LPEPRKD-
FDELATE- - -NHCRR-EKILEDCYYCVSG------------------ LTQPKTD-
FDRLCEQ---TKCEK-ESTLE€DCYYCVAG------------------ CPEPRAD-
FDQIAKE---NECMR-IKILEDCYYCVSG-----------------~- LPISLPN-
FDKLAAE- - -NHCLR-EKIELEDCYYCVSG------------------ LPEARAD-
FDKLAAE- - -NHCLR-EKILEDCYYCVSG------------------ LPEARAD-
FDQOQCGE- - -LDVYK-METELEDAY CVAGG-----------------~- LHKESDT -
FDKNSLL---HNVFK-LYTI€DC¥VVMGM-VDYGKG----------- IORNPSQ-
---Block-II--
--NLTFINQLADC- - - -ALTIAFMKIYAKENREPKILEYRNDERLSQRLPGY - - - -
--HAEH----------- ACRCALAVEERHEAFNSAQRASGLP-------------
ALRALQ----------- AAKMMMTAMVERRQAAQAEWAANERLGRPL--------
--HAWQ----------- AVQSALDMROREKEFNQRRIIQPQP-------------
--IALS------------ LSRELAKDEL-------------------—-—-—------
--IALL------------ LVETMAHDET--------------------—-------
C-LSVQ----------- LKLLDAQWPEEETSVODGCQVTDRNGNIIYQ-------
C-FAVQ----------- MKLLTVDWPPEMLSNSSCQPIYDRNNNLITR-------
A-QELQ----------- LRFLRLDWGTTMFDEFYREFEERHAEEGDGKYKPPTAR
R-HNTY------------ KMLGFAM-DVHREFIPKEMSFHL---------------
- -QPNDPNSVRRHMTA-LIEYVKAMRHSEQEINSHSYN----------------~-
--KAKKCISSHLST---LADFATEMFDVEDEINYQSYN-----------------
--EGGHPQEHLRI - - - -LFEFAKEMMRVMDDFNNNMLWF - - - -------------
- -EHAQEPERQYMHIGTMVEFAYALVGKEDAINKHSFN-----------------
--QVGR------ SHITALADYAMRLMEQMKHINEHSFN-----------------
--KAGK------ THIKALADFAMKLMDOMKYINEHSFN-----------------

--HAVQ----------- IALMALKMMELSDEVMSPHGE -~~~ -=-=--~-~~-- -~
- -EAVN----------- VVRMGFAMIDAERRVRAHINHP- - -~ -- -~~~ -~ -

607
534
230
665
301
254
1731
1955
332
460
1033
941
1126
956
1047
1142
491
323
338
368
457
352
440
533
544
921

652
563
266
694
315
268
1767
1991
375
486
1068
974
1159
992
1077
1172
516
346
363
393
482
377
465
558
569
947



Anhang

PAC Pommmmmmmmeo KV -
RhimeCyal :

StiauCyaB : ----------- VL-E

AnaspCyaBl : ----------- QI-

BreliCYA  : ----------- FP-QT --
StrcoeCyaA : ----------- MP-E --
YeastCyaA : ----------- GL-S CPVPELDL-
NeucrCyaA : ----------- GL-S EPLAERDP-
TrybrAC LDPEVYRQLWNGL-R LCDIRYDE-
DicdiCyaG : ----------- GL-Q

Drome _C2a : ----------- NF-M G-
ACIbov_C2a : ----------- DF-

G-
SMG -
G-
G-

S -

G-

SEFKID-ASYLSP
AKERLQ-MTAMGDT, E-
GSMRTE-¥TCIGDA
SHKRMD-NTVIGDG

V--TQR-MDYLGPM
V--TRR-MDYYGPM

GYAKPH-EDVWGDTNVI
AR-KPQ-¥DIWGNT
AR-RPQ-¥DIWGNT

ACIXmou C2a: ----------- NF- G-TT-KLL-¥DIWGDT
ACIIrat C2a: ----------- DF- G-AQ-KPQ-¥DIWGNT
ACVIrat C2a: ----------- NF-Q G-AR-KPQ-¥MDIWGNT
ACvVrat C2a : ----------- NF-Q G-AR-KPQ-¥DIWGNT
GCSbetl hum: ------------ V-Q G-QR-MPR-NMCLFGNT
pGC C2a-1lik: ----------- TF-Q G-HH-KPQ-ESLIGDT C-
Drome Cla : ----------- IL- G-LR-KWQ-EDVWSND E-
ACIbov_Cla : ----------- DL- G-LR-KWQ-¥MDVWSND E-
ACIXmou Cla: ----------- MV - G-MR-RFK-EDVWSND E-
ACIIrat Cla: ----------- DI- G-LQ-KWQ-¥DVWSHD E-
ACVIrat Cla: ----------- NV - G-LR-KWQ-EDVWSND E-
ACVrat Cla : ----------- NV - G-LR-KWQ-EDVWSND
GCSalpl hum: ----------- PI- G-VK-MPR-¥CLFGN
pGC Cla-lik: ----------- TL-D G-TE-LVR-NDIYGPD
----Block-III---- ----Block-IV---
PAC AATKQYG LISSELHQYFSNEVKKY - - - -TRQIDKVTVKG 730
RhimeCyal GMNKDYGTSMLASGAVVAQCKDMVKEFR - - - -PLGTAKAKGRS 641
StiauCyaB ALAGPGEILAGERTRELVSH—REMPFE————DLPPVRLKGKQ 343
AnaspCyaBl TVTKEYGCDIILSEFTYQLCSDRIWVR————QLDKIRVKGKH 772
BreliCYA SLAEPGTMLTDAITANTLRNDARFVLT- - - -AQEITAVRGFG 385
StrcoeCyaA SIAPKDANMLNMDTAFAEELIRTRDAPAS----EAAAAEEAAAA 338
YeastCyaA GVADGGQ SSDFYSE----FNKIMK----YHERV-VKGKE 1838
NeucrCyaA AVADGGQETASSDFITEI - - -HRCLET- - - -YKESVDVDEDS 2064
TrybrAC TCETYHSLSTAERSQFD----VTPLGGVPLRG 462
DicdiCyaG SDRVYQLGKE-DFNFSE- - - -RCDIIHVKGKG 563
Drome_ C2a TQEVVDSLVG-SHFEFR- - - -CRGTIKVKGKG 1144
ACIbov_C2a TEEVHRLLRR-GSYRFV- - - -CRGKVSVKGKG 1050
ACIXmou_C2a: SEESYRVLSK-MGYDFD- - - -YRGTVNVKGKG 1235
ACIIrat C2a: TEETSLILQT-LGYTCT- - --CRGIINVKGKG 1068
ACVIrat C2a: TTDLYQVLAA-KGYQLE- - - -CRGVVKVKGKG 1153
ACVrat_ C2a TTDMYQVLAA-NTYQLE - - - -CRGVVKVKGKG 1248
GCSbetl hum: SEYTYRCLMSPENSDPQFHLEHRGPVSMKGKK 596
pGC C2a-1lik: SEQAYRQTNK-YELVYV----QRDVV-AKGKG 421
Drome_ Cla TRATLDSLS--GEYEVE- - - -AGHGDERSSY - 437
ACIbov_Cla TKTTLACLN--GDYEVE- - - - PGHGHERNSF - 467
ACIXmou_ Cla: SEATAKYLD--DRYEME- - - -DGRVIERLGQS 557
ACIIrat_Cla: SSVTLEHLN--GAYKVE----EGDGEIRDPY- 451
ACVIrat_ Cla: TRATLQYLN--GDYEVE- - - -PGRGGERNGY - 539
ACVrat_ Cla TKATLNYLN--GDYEVE- - - -PGCGGERNAYL 633
GCSalpl hum: SPTTYRLLKDCPGFVFT- - - -PRSREELPPNF 646
pGC Cla-1lik: SQETKDIIEREFPDLFR----FEYKQSIEFES 1024

692
603
306
734
347
300
1805
2029
424
526
1107
1013
1198
1031
1116
1211
554
385
402
432
521
416
504
597
608
986

185



Anhang

7.2.2 Alignment der Klasse IlI-ACh vom cyanobakteriellen Typ

pAC

AnaspCyaB1

AnaspCayB2
SpiplCyacC
AnaspCyaA
AnacyCyaA
TrepaAC
StiauCyalA
StiauCyaB
SpiplAC1
RhimeCyal
SynspAC

pAC

AnaspCyaB1

AnaspCayB2
SpiplCyacC
AnaspCyaA
AnacyCyaA
TrepaAC
StiauCyahA
StiauCyaB
SpiplACl
RhimeCyal
SynspAC

pAC
AnaspCyaB1l
AnaspCayB2
SpiplCyacC
AnaspCyaA
AnacyCyaA
TrepaAC
StiauCyahA
StiauCyaB
SpiplACl
RhimeCyal
SynspAC

pAC

AnaspCyaB1
AnaspCayB2

SpiplCyacC
AnaspCyaA
AnacyCyaA
TrepaAC
StiauCyahA
StiauCyaB
SpiplACl
RhimeCyal
SynspAC

186

V¥ Beginn katal.Domine
GDVDPMLPGKRKWATIYGECinis
GEDALM-VGERKE
-DDAKLG-GDRKE
GDLTLDLRPEPRL I
- SGLKLG-GERRK
-ENIEVGAASTRRM
-GELALG-GERKTA
-DRSETS-PELRE
-DTVVLT-GEKRE
--DVNLGDYTEQEM

ABURNICMAQOMEEELES
--Block-I-

LMY KINDSQWYED--GNEIKWSNLTFINQL
PLPLTENH--AWQ
SPLPL-EEH--AWM
PEEMSPSE-QVRR

PICRPD---DSQR

GD

GDR

GDR
GDE
GDE

HenS

GDR

NAPVA-DTRH--AEH
FHIYNEATPAEIIQILH

AKTHQM---------~-
DERSMQ-------
EKRVAC----------~
ALRSAR-----------

__________ KLNQKYELPFPHEREET
---Block-III-----

--Block-IV-

Ende katal.Domane WV
SELHQYFSNEVKKYTRQIDK-VT SVKPEGLETVEMEA
EFTYQL--CSDRIWVRQLDK-IR KHQ ELIS--
DNTFKP--CQENIWARELDF-IR RNEPMSIYELIGL-
MVAQY--VPDEEII-------------—-——---—-——-——-—-—-—-
ENTRQD--ANTDLQIAGQMQ-IEP
ESVVRNLSCPESFSLRLIDKSVK
ENTYEL--VKDMLIVEKMPP-IT
RATREQ--AGDTFLWNEMAP-ASVP
ESTFVKLKHPHNYGIRLVDK-VQ EVFNHD
GAVVAQ--CKDMVKFRPLGT-A EVVG- -
EKTFSYLODLPQWSATVQQHTIEL GLPFAT

YTNP

576
642
642
:1053
484
361
434
270
207
297
513
173

632
685
684
:1097
: 526
398
479
312
249
333
554
214

688
730
729
:1148
: 571
447
524
358
302
378
599
260

744
782
782
:1176
: 623
502
574
410
325
434
651
317



Anhang

pAC

AnaspCyaBl:
AnaspCayB2:

SpiplCyacC
AnaspCyaA
AnacyCyaA
TrepaAC
StiauCyahA
StiauCyaB
SpiplACl
RhimeCyal
SynspAC

pAC

AnaspCyaBl:
AnaspCayB2:

SpiplCyacC
AnaspCyaA
AnacyCyaA
TrepaAC
StiauCyahA
StiauCyaB
SpiplACl
RhimeCyal
SynspAC

pAC

AnaspCyaBl:
AnaspCayB2:

SpiplCyacC
AnaspCyaA
AnacyCyaA
TrepaAC
StiauCyahA
StiauCyaB
SpiplACl
RhimeCyal
SynspAC

DDLPPSKQDYPQEEKQQVMYEKKQIF -~ -~ - - - - LQQLESGDFNAELY IKRNKDLGL
- = =DRSTPLDDNT - = == == = = = = = = = = = = m e e e e
=== ~RSVPIASEK- - === == == === == = oo e e e e

~ TPRL “

ITKNVNQEFLHQFGQGFQGYLLGNWKEAHMLFEKAKQIRPNDGPISTLFNVMGETNF
------ QEFLFHYHNGRTAYLVRDFTQATIACFNSAKHIRPTDQAVNIHLERAYNYQQ
------ LOVIEHYHKGREYYLQRQFSLARAEFANVLAVDKHDKAAMLHLLRCQHWLQ
————— KREFLEL- -KGIDEPVMTCVI--~-----------------NPNMLNQ- - - - -

- -KAPSDWK-GYRELTEK
T-PPPPOQWD-GVWTIFTK
SPPTDSEWDEGVWTFQEK

865
859
860
:1202
735

423
350
494
665

7.2.3 K'-Kanal Alignment

pPAC :
shaker
Kvl.l-mou:
Xenlae

Fragl-rab:
Kvl.2-mou:
Frag2-rab:
Frag4-rab:
Kvl.4-mou:
KCN1-hum
KCN1l-rab
SKV1.1
Kv2.1l-hum:
Kv3.1l-hum:
Kv4.1l-hum:

MAAVAGL----------~- YGLGEDRQHRKKQQ- == == == == === == === o ==~
BT VM- -~ = = = == = mm m e e e e e SGENADEAS
BTVI-- oo m e e e e AGENMDETS
PrvAa-- - m e TGDPVDEAA

MDV--------- CGWK-------------------------- EMEVALVNFDNSDEIQ
e VSDNTTHET
MSTLSGTAST - = = = = = = = = — = = & oo o oo o
MTKHGSRSTSSLPPEPME - - - = = = = = = = = = = mm oo oo o -
/(€70 (19 g
MAAGLATWLPFARAAAVGWLPLAQQPLPPAPGVKASR-----------—-----—-—---

793
792
791

665

589

467

337

850
843
842
:1200
: 722

614
421
: 345
: 491
: 663

21
13
13

13
58
23
11
10
18

37

187



Anhang

pAC
shaker

Kvl.l-mou:

Xenlae

Fragl-rab:
Kvl.2-mou:
Frag2-rab:
Frag4-rab:
Kvl.4-mou:

KCN1-hum
KCN1l-rab
SKV1.1

Kv2.l-hum:
Kv3.l-hum:
Kv4.l-hum:

pAC
shaker

Kvl.l-mou:

Xenlae

Fragl-rab:
Kvl.2-mou:
Frag2-rab:
Frag4-rab:
Kvl.4-mou:

KCN1-hum
KCN1-rab
SKV1.1

Kv2.1l-hum:
Kv3.1l-hum:
Kv4.l-hum:

pAC
shaker

Kvl.l-mou:

Xenlae

Fragl-rab:
Kvl.2-mou:
Frag2-rab:
Frag4-rab:
Kvl.4-mou:

KCN1-hum
KCN1l-rab
SKV1.1

Kv2.l-hum:
Kv3.l-hum:
Kv4 .1l-hum:

188

------------- QQQQHQKEQLEQKEEQKKIAERKLQLREQQLQR - NSLDGYGS - - -
TAPGHPQD - - GSYPRQADHDDH - = = = = = == == = = = == == — o oo oo
VLPGHPQD- - - SYHP - -DQDDH - = = = = = = == = = == = = = == == o oo

EEPGYATD- - -FDSTSPKGRPGG- -~~~ -~ -~~~ -~~~ -~ SSF---------- SNGK
TFSKLPGD- - YTDPPGPEPVALN- = = == === = == —m oo oo o oo =
------------------------------------ LLLPHGTLAYCNR--------K
~-LPKLSSQDEEG------=-=-=--~-=--~ GAGHGF------- GGGPQHFEPIPHDH

ILRELSEEEEDEEEEEEEEEEGRFYYSEEDHGDGCSYTDLLPQEDGGGGGYSSVRYS -
ILISESTNHETA----------------—-------- FSKL-PGDYADPPGPEPVVLNE

DFCE SGLRFETQL NQFPDIELEGD--------- PARRLRYEDPL
ECCE SGLRFETQL QF LEGN--------- PKKRMRYEDPL
LRFETQL QFBRSELEGN--------- PKKRMRYEDPL

PEKRTQY.
REKRMQF
REKRMQF
PNKRNHY:

g

EXL
ELL
ELL
DEIL
RER
GIR
DEIL

62
33
30

29

116
50
32
24

142
82
79

78

222
131
81
96
81
57
84



Anhang

pAC
shaker

Kvl.l-mou:

Xenlae

Fragl-rab:
Kvl.2-mou:
Frag2-rab:
Frag4-rab:
Kvl.4-mou:

KCN1-hum
KCN1l-rab
SKV1.1

Kv2.l-hum:
Kv3.l-hum:
Kv4.l-hum:

pAC
shaker

Kvl.l-mou:

Xenlae

Fragl-rab:
Kvl.2-mou:
Frag2-rab:
Frag4-rab:
Kvl.4-mou:

KCN1-hum
KCN1-rab
SKV1.1

Kv2.1l-hum:
Kv3.1l-hum:
Kv4.l-hum:

pAC
shaker

Kvl.l-mou:

Xenlae

Fragl-rab:
Kvl.2-mou:
Frag2-rab:
Frag4-rab:
Kvl.4-mou:

KCN1-hum
KCN1l-rab
SKV1.1

Kv2.l-hum:
Kv3.l-hum:
Kv4 .1l-hum:

[N o oI o B o B o B L o B o B v B

Q
Q
Q
Q
Q
L
Q
Q
Q
Q
Q
R
R
R

H N NnnHMN N

QVNPEVDNQS
NKF GF'
EKF
EKF
LKF
EMF
EMF
EKF
LKF
DOQF

ELKDDK- - --DFTG-
ELKDER----IFS--
IFRDENE - - -DMHGG
IFRDENE- - -DMHGS
ELKDDK- - - -DLAG-
EFRDDRDLIMALSAG
RVPGGQ- - --GAEGS
HFRRYKIINNLNSTL

-IS

VRPWTSSGKTKASS -
GE KYREEEGFE -

17
199
139
136

55
135

54

55
279
188
138
153
137
114
141

27
209
149
146

66
145

64

65
290
198
148
163
148
172
168

63
253
200
196
107
198
117
116
346
247
202
219
200
223
214

189



Anhang

pAC
shaker

Kvl.l-mou:

Xenlae

Fragl-rab:
Kvl.2-mou:
Frag2-rab:
Frag4-rab:
Kvl.4-mou:

KCN1-hum
KCN1l-rab
SKV1.1

Kv2.l-hum:
Kv3.l-hum:
Kv4.l-hum:

pAC
shaker

Kvl.l-mou:

Xenlae

Fragl-rab:
Kvl.2-mou:
Frag2-rab:
Frag4-rab:
Kvl.4-mou:

KCN1-hum
KCN1-rab
SKV1.1

Kv2.1l-hum:
Kv3.l-hum:
Kv4.l-hum:

pAC
shaker

Kvl.l-mou:

Xenlae

Fragl-rab:
Kvl.2-mou:
Frag2-rab:
Frag4-rab:
Kvl.4-mou:

KCN1-hum
KCN1-rab
SKV1.1

Kv2.1l-hum:
Kv3.1l-hum:
Kv4.l-hum:

190

-HYKVENTTTNGTKIEEDEVPDIT
--T--IHRIDNTTVIYTSNI--FT
—————— RRVNNSTVFYKSNT - -FT;
————————— DNTTVVYSANT - -FT,
GVT--FHTYSNSTIGYQQSTS-FT
GMT - -FHTYSNSTAGYQQSTS-FT
--T--FRRVDNTTVVYSANI--FT
GHSRLLNDTSAPHLENSGHTI-F
KVVRDPNLNMSKTV-LSQTM- -FT
SET--PASATNKTA-FPQTM--FT
CYEE-LTFEEDDLPT-------

BCT

ICT

13C T
CIiy

nungssen. - -

107
310
252
246
154
253
172
168
403
302
255
269
256
276
262

163
368
298
292
200
300
219
213
451
347
300
313
299
317
298

220
395
325
319
227
327
246
240
478
374
327
340
326
344
325



Anhang

pAC
shaker
Kvl.l-mou:
Xenlae
Fragl-rab:
Kvl.2-mou:
Frag2-rab:
Frag4-rab:
Kvl.4-mou:
KCN1-hum
KCN1-rab
SKV1.1
Kv2.l-hum:
Kv3.l-hum:
Kv4.l-hum:

pAC
shaker
Kvl.l-mou:
Xenlae
Fragl-rab:
Kvl.2-mou:
Frag2-rab:
Frag4-rab:
Kvl.4-mou:
KCN1-hum
KCN1-rab
SKV1.1
Kv2.1l-hum:
Kv3.1l-hum:
Kv4.l-hum:

EKKESRVSKRLSDSTTKK

NKKENNTEQREGEDNANSQENRENQNMVAKQQQIDNSIPKVQQIRRQSMKEPSQVKAK

SDYMIEPSYSLAYAAEYVRVVAET
YF IPDAFW
YF IPDAFW
YF IPDAFW
VMIAEAEEAESHES-S------
YF
YF
YF
YF
YF
YF
YF

si FF
A

IPDAFW
IPDGFW
IPDGFW
IPDGFW
IPASEW

SEHTH

N NnNnnninondinnn
O o om0 0 o T

RIGAQPNDP-
KGTNKENET-NIPAAFW

pAC PNTKLTEINQTIYFVIDQHKSFDTPVGYITNPFTEIENYETPSYQYLRESSKSYYFEL
shaker  : Tl TVGYGDMTEVCUWIR - - - - - - - - - - - - - - - -
Kvl.1l-mou: S EEON v B VIR - - - - - - - ------- - - - e
Xenlae  : S e EVEGER - - - --------- -
Fragl-rab: -------------"-"---~—-~—~ -~ -~~~ -
Kvl.2-mou: WAVMISHMTTVGYCDMVPTTIGEK------------------~~-~~-oommmme o
Frag2-rab: ----------------"-"--“~—-"“~“ -~
Frag4-rab: ----------------~—~-—“~—“—~—~ -
Kv1.4-mou: TG YeOM<B IR ----------------- -
KCN1 -hum THTTVGYCDMCE T PCEK - - - - -~ == === == —— === ==~~~ =~~~ ———— =
KCN1-rab THTTVGYCDMCE I PCEK - - - - -~ == === - - -—====— ==~~~ —~——~—~—~—~— -
SKV1.1 THTTVGYGDMRBVIVWEK - - - - - -~ — =~ === == === == === — oo o~
Kv2.1l-hum: WATETMTTVGYGDIYPKTLLEK- -~ --------=-=-==~=“=—=—~=~—~—~~—~——~——~—~ -
Kv3.1l-hum: PIGFWWAVVTMTTLGY@DMYPQTWSGM - = = = === = === = === = === — == = — — =
Kv4.1l-hum: MTIMTMTTLGYGDMVPSTIAGK--------=-----—— == == oo~
-Pore-Loop---------

278

336
434
364
358
260
366
279
273
517
413
366
379
365
383
364

394
456
386
380

388

539
435
388
401
387
414
386

191



Anhang

pAC
shaker
Kvl.l-mou:
Xenlae
Fragl-rab:
Kvl.2-mou:
Frag2-rab:
Frag4-rab:
Kvl.4-mou:
KCN1-hum
KCN1-rab
SKV1.1
Kv2.l-hum:
Kv3.l-hum:
Kv4 .1l-hum:

pAC
shaker
Kvl.l-mou:
Xenlae
Fragl-rab:
Kvl.2-mou:
Frag2-rab:
Frag4-rab:
Kvl.4-mou:
KCN1-hum
KCN1-rab
SKV1.1
Kv2.l-hum:
Kv3.l-hum:
Kv4.l-hum:

pAC
shaker
Kvl.l-mou:
Xenlae
Fragl-rab:
Kvl.2-mou:
Frag2-rab:
Frag4-rab:
Kvl.4-mou:
KCN1-hum
KCN1-rab
SKV1.1
Kv2.1l-hum:
Kv3.l-hum:
Kv4.l-hum:

192

------- PAC-TM6--- - - - -

ALKPIDRMIVKVNLIAKN------ POLAKEMK- -HESDGTQKETTQIENATIIKIGALL
NYF¥YHRETDQEEMQSONFNHVTSCPYLPGTLGQHMKKS - -SLSESSS----- DMMDLD
NYF¥YHRETEGEE -QAQLLH--VSSPNLASDSD--HSR---RSSSTIS---KSEYMEIE
NYF¥YHRETEGEE -QAQLLH--VSSPNLASNSD- -ESR---RSSSAMS - - -KSEYMEIE

NYF¥YHRETENEE -QTQLTQONAVSCPYLPSNL- - -HKKF - -RSSTSSSLGDKSEYLEME

NYF¥YHRETENEEKQON----------- IPGEIERIENSVGSRMGSTDSLN-KTNGGCST
NYFYHRETENEEKQON----------- IPGEIDKIENSVGSRMGSTDSLS-KTNGGCSP
NYFYHRETESDD-------------- ISHSISSSHETDDDDITNKEQHINTKVRSITY
SEF¥YKEQKRQEKAIKRREA--------------- ERAK-RNGSIVSMNMKDAFARSI
GMY¥SLAMAKQKLPKKKKKHIPRPPQLGSPN- - -YCKSVVNSPHHST - - -QSDTCPLA
SRIMHONQRADKRRAQQKVRLARIR--------- IAKSGTTNAFLQYKQNG ———————

-pAC-Pore-Loop--

ALGFGDAGSAIIGTNMASS- 521
DGVESTP------------- 539
EDMNNSI------------- 465
EDLNNSI ————————————— 459
EGVNNSN------=---—---- 469
EGVKESL------------- 623
EKSRK---—-=-=-==-c= === = 511
EKPRK----=-=-==- === == = 464
NINSSGSSKSI--------- 481
EMMDIVVEKNG--------- 465
QEEILEINRAGRKPLRGMSI 511

502
532
458
452

462

616
506
459
470
454
491
453
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