Chimare Adenylatcyclasen aus Mycobacterium und
Mammalia:

Versuche zur Solubilisation und Regulation

Dissertation
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultéat
der Eberhard Karls Universitat Tubingen
zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften
(Dr. rer. nat.)

vorgelegt von
Simone Breitkopf

aus Kempten (Allgau)

Tubingen
2015



Tag der mundlichen Qualifikation: 21.07.2015

Dekan: Prof. Dr. Wolfgang Rosenstiel
1. Berichterstatter: Prof. Dr. Peter Ruth

2. Berichterstatter: Prof. Dr. Joachim E. Schultz



Danksagung

Der experimentelle Teil dieser Arbeit wurde im Zeitraum von Januar 2011 bis Februar 2015
unter der Anleitung von Prof. Dr. Joachim E. Schultz am Pharmazeutischen Institut der
Universitat Tubingen durchgefihrt.

Ich m6chte mich sehr herzlich bei meinem Doktorvater, Prof. Dr. Joachim E. Schultz, fir die
interessante Doktorarbeit bedanken, die mir Einblick in verschiedene Themenbereiche
ermoglicht hat. Seine Unterstitzung und die hilfreichen Diskussionen waren fur mich und
meine Arbeit von grofiem Wert. Ich danke ihm sehr fiir sein Vertrauen in meine Arbeit.

Ich mochte mich ganz herzlich bei Herrn Prof. Dr. Peter Ruth fir die Ubernahme des
Zweitgutachtens bedanken.

Herrn Prof. Dr. Klaus Hantke und Herrn Prof. Dr. Harald Grof3 danke ich sehr fur die
Bereitschaft zur Abnahme meiner Promotionsprifung. Au3erdem danke ich Herrn Hantke fur
die hilfreiche, fachliche Diskussionsbereitschaft und die Bereitstellung verschiedener E. coli
Stdmme und Plasmide.

Ein herzlicher Dank gilt Herrn Prof. Dr. Eric Beitz, Dr. Annika Mller-Lucks und Dr. Sinja Bock
fur die Einfuhrung in das zellfreie System und die freundliche Aufnahme an der Universitat
Kiel. Ich mdchte mich bei Annika Muller-Lucks und Sinja Bock besonders fir die Austestung
einiger meiner Konstrukte und fur die vielen guten Ratschlage bedanken.

Mein besonderer Dank gilt auch Anita Schultz fiir die immense Arbeit rund um die Rv1625c-
Konstrukte und fur jedwede Hilfestellung bei Klonierungsproblemen.

Herzlichen Dank an Ursula Kurz, die mich sowohl fachlich als auch freundschaftlich enorm
unterstitzt hat.

Ich danke Clement Kabagema-Bilan und Isolde Breuning, die mir im Labor mit Rat und Tat
zur Seite standen.

Vielen Dank an Dr. Anne Bausch fiir ihre Praparation der Mausegehirne.

Allen Mitarbeitern der Arbeitskreise von Prof. Ruth und Prof. Drews danke ich fiir die
freundliche Atmospare auf der 7. Ebene.

Ganz besonders mdchte ich mich bei meinen Kolleginnen Dr. Janani Natarajan, Stephanie
Beltz und Miriam Ziegler fur die schone Zeit im und auf3erhalb des Labors bedanken. Ich
danke auch allen Ubrigen Mitgliedern der Arbeitsgruppe Schultz, Dr. Laura Garcia Mondéjar,
Dr. Karin Winkler, Dr. Ana Banjac, Dr. Kajal Kanchan, Dr. Yinlan Guo und Simon-Peter
Skopek, fir eure herzliche Aufnahme in die Arbeitsgruppe, fir eure Unterstitzung und Hilfe
im Labor.

Mein groter Dank gilt meinem Mann, der mich wahrend der gesamten Zeit wundervoll
unterstitzt hat und mir immer zur Seite gestanden ist. Ebenso groler Dank gilt meiner
Familie, die jederzeit fur mich da ist.



Inhaltsangabe

1

TR Y LT VT oY PSPPI 1
1.1 MAMMATTIA-ACN UNG Giq weeneenrieiieieeieeree sttt ettt st sttt b e beesbe e saeesaeeeteesbeesaeesanenas 2
1.2 Mykobakterielle ACn RV3645 UNd RVIB25C ......uueiiiiiiiieeiiieeeccieee ettt vee e e e e 6
13 oo Y= g1 e gV =T o (o] gl ] PSR 8
1.4 QuUOrum sensing REZEPTON COSS....uuriiiiiiiiieiiiiiitee e e ettt e e e e e strte e e e e s e s sabtreeeeeessssanneeeeeens 10

Material UNd IMETNOTEN ... ..eiiieeee et et s e s sbe e e s b e e snee e sareeeane 12
2.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial.........ccooveiiiiiiiiiiiice e 12
2.2 8 ET) 7= o o0 = N 13
2.3 E. COLI STAMIME ...ttt sttt ettt e b e bt e s et e st s bt et e e b e e bt e smeesmeeeneeeneean 14
2.4 PLASIMITE ...ttt sttt et e st h e st e a bt e s be e s be e e s be e e bt e e eareesbaeenareens 14
2.5 Molekularbiologische Methoden ...........cceeiiiiiiiic e 14

DAUETKUITUIEIN ..ttt et ettt st e st e e sab e e sabeesbeeesabeesbbeesabeesabeeesareesane 14

KOMPELENLE E. CON-ZEIIN ..ttt e e et e e e e abee e e e bee e e e ntae e e eeabaeeeenrenas 14

Transformation VON DINA ... ..ottt sttt e e st e s bt e st e aee et e e sbeesaeesane e 15

Polymerasekettenreaktion (PCR) ........coiciii ittt et e et e et e e e eabae e e e eabae e e eareeas 15

Miniprep (PlasmidisOlierung aus E. CON) ....couuiieceiiiiieiiieecteeectee et seeesteeeteeesaae e teeesaaessrae e 16

RESEIIKEIONSVEIAAU ...eeiiiiiiiiii ettt ettt et e st e s bt e e st e sabeesabeesbaeesabeeenns 17

Agarose-GeleleKErOPROIESE ......ciiciiieeccee et e e e s e e e s e e e e e abae e e eeareeas 17

DNA-Isolierung aus AaroSe-GEIEN ...........ueiiiciiiii e et eetee e e bae e e areeas 17

DINACENTSAIZUNG ceeeiitieee ettt ettt e et e e e e et e e e et e e e e ebae e e seabaeeeeasbaeeeeenbaeeeeantaeeeeansanaeenrenas 18

Konzentrationsbestimmung VON DNA ..........oo ittt e e et e e e tae e e e ebae e e eareeas 18

Dephosphorylierung VON VEKEOIEN .....ccciiiii ettt e e e e e etee e s eabae e e e areeas 18

LIZATION VON DINA ...ttt ettt s ettt e e e e e s st e et e e e s s s sababeeaeeessessnssssaaeeesssnssnsssnes 18

SeqUENZIEIUNG VON DINA ... .ottt ettt e e e e s sttt e e e e s s s s s bbbeaeeeeesssnsbabeaaeeessssasssssenaeeess 18
2.6 Proteinchemische MethOden .........cocuii it 19

[ o] =13 (o] o T TR 19

EXPIrESSION VON Gsa™ .evviiiiiiiieieie ettt ettt e et e e e e e tae e e e bt e e e e e abe e e e eeabaeeeeentaeeeesnsaeeeennseeas 19

A= 1 1=] 0L PSPPSR PR PRSP 20

ZEIIYSE ettt ettt e e e e ettt e e ettt e e e et ——eeeaatbeeeaaatteeeaaataeeeaaataeeeaantaaeeearreeeans 20

Proteinreinigung MIt IIMAC ... 20

GEIFIEIAION <.ttt b e s bt st et et e e be e sae e saeesabeeabeebeenns 23

Dialyse UNd KONZENTIIEIUNG ......uviiiieiee ettt ettt e e e e e et e e e e e e s esbeb e e e e e e e eessnnsssaeeeaeaessnnnsnns 23



Y =T aaY o =T aY o] =] oF- = 4 (o] TR USSRt 23

Solubilisation der YaiN-/YDEL-KONSTIUKLE ......occcuuveiieeeeiieeciieeeeee et ee e e e e seeare e e e e e e s s seseaseeeeeees 24
NN oY T o] - o =L = 1 [ ] o USSR 24
ProteinkONZEeNTration .....c..coiiiiiieieee ettt st 24
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE).........cccceeiiieecieeeiieeccieeeceeeestee e sreesvee e 24
WWESEEIN BlOT. . ittt ettt ettt et e s bt e e s b e e st e e sbeeesabeeebeeesareesreeesareenn 25
2.7 Zellfreie ProteinbioSYNTNESE ......c.uiiiieiieee e e e e e e eraee e 26
2.8 PN Loy NV otV ol = T =] ] RS 35
2.9 Klonierung der KONSTIUKLE ........viiiiiiee ettt et ette e e vae e e et e s e eaaae e e enraeas 37
D2 O I O ] [7-{o o T8 4 =To 4T [T USRS 43
N 1 =] o o111 PR PPPPPRN 49
3.1 Solubilisation von Membranprot@iNeNn .......c..eeeieciiie i 49
3.11 Insertion geladener Aminosduren in Membranhelices von Tsr........ccooeeveeevcvieeccnnen. 49
3.1.1.1  Tsr-HAMP75-RV3645 [GLOK] ..eeiiiiiiieiieeiie ettt sttt st s 50
3.1.1.2  Tsr-HAMP1s-RV3645 [VI7E/GLIK] .eoeieiiiieieieeieee ettt s 52

3.1.1.3 Tsr-HAMP,-Rv3645 [G19K/V203E], Tsr-HAMPr,-Rv3645
[V17E/G19K/W194R/V203E], Tsr-HAMPrs-Rv3645 [G19K/V202E], Tsr-HAMPrs-Rv3645

[GLOK/L204E]. .. ettt ettt ettt sttt sttt et s h et be et e b s bt et e s beeat et e s be e st e bt eat et e saeentenaeeaeens 52
3.1.1.4  Tsr-HAMP75-RV3645 [ALEK] ..ottt 54
3.1.1.5 Tsr-HAMP15-RV3645 [AL6K/V203E]...ccuiiiiiciieiiereeiteecreecreereenteesteesteesavesveeveesee e 54
3.1.2 Insertion hydrophiler Aminosauren in die zweite Transmembranhelix von Tsr........... 55
3.1.2.1  Tsr-HAMP1s-Rv3645 [A192S/L196Q/F208S] ...cuveuvemeeiiriiniinrireenienienieieeeeeesieseesseneens 56
3.1.2.2 Tsr-HAMP4-Rv3645 [A192S/W194R/L196Q/M200K/F208S] ......coverveeieriereaiennenne 57
3.1.3 Fusionsproteine zur Unterstitzung der Solubilisation..........cccceeeeieiieiieie e, 58
T 00 0t R 7 Al VYo .Y o s KOS R 59
3.1.3.2  YAIN UNG YBOL ettt 61
3.1.3.2.1  EXPressionSKasSELEN ...ccccuuiiiiiiiiie ittt ettt e e e e e e s e e s sbra e e e eanes 62
3.0.3.2.2  N-YBL e b e e ettt as 65
3.1.3.2.3  TSI-HAMPTs-RVBBAS ...ttt ettt sttt sb e s s s 69
3.14 Solubilisation via zellfreier Proteinbiosynthese ..........ccceeeeeiiiieeiiiieeeceeeeee e, 72
3,141 Chimare MIt GFP ..ot s 73
3.1.4.2  Chimare ONNE GFP ...cc.eioiieiieie ettt 77
3.1.4.3  Bakterielle EXPreSSION ... uiieecciieeeecitee e et s esree e e s ree e s stee e s sabae e e s nbaeesenbaeesenneeas 79
3.2 Untersuchungen zur Regulation von Mammalia- und mykobakteriellen ACn ..................... 81
3.2.1 Kontrolle der Gs*- und Forskolin-Regulation in Mammalia-ACn.............ccccccvveeennneen. 81



3.2.2 Quorum sensing Rezeptor ChIMAEreN........ooccciiieiee et e e rrree e e e e 82

3.2.2.1  Kaninchen ACV C1 —Ratte ACIH C2 ...cocueiiuiiiiieieeeeeeeee ettt 83

3.2.2.2  hACIH CL = hACH €2 .ttt ettt st sttt e sbe e s st s beene 87

3.2.3 Regulierung von Rv1625c-Konstrukten durch Gsa™.....cooocvveiiiiiiiiiiiiieeeeee e, 95
3.2.3.1 Mutationen zur Bildung von Rv1625c-C1 und Rv1625C-C2......ccccvvreerireeeenireeeennnnnen. 96
3.2.3.2 Mutationen fir ein Gso*-stimuliertes Rv1625c-C1/-C2-Heterodimer........c.ccccue.n..... 97

A DISKUSSION ..ttt b e bt s bt et e e et e e bt e s bt e sae e et e bt e bt e be e beesneesaeeeareen 107
4.1 Solubilisation von Membranprot@inen ...........eeeeciviieeiiiiic e e 107
4.1.1 Insertion geladener Aminosduren in Membranhelices von Tsr ......cccceeeeciveeiicieeeeenns 107
4.1.2 Insertion hydrophiler Aminosauren in die zweite Transmembranhelix von Tsr......... 109
4.1.3 Fusionsproteine zur Unterstiitzung der Solubilisation.........ccccocevvvciieiiiiiiie e 111
B.1.3. 1 TA¥ LYSOZYIM woreeeeeeeeeeeee e e e ee e eee e e eee e e e ees s e s eeseeees e eees s s eeseseseeneseeeesaeeseens 111
4.1.3.2  YAIN UNG YDEL ettt ettt sttt s 113

4.1.4 Solubilisation via zellfreier Proteinbiosynthese ..........cccceeeecieiicciee e, 115

4.2 Untersuchungen zur Regulation in Mammalia- und mykobakteriellen ACn ...................... 118
4.2.1 Quorum sensing Rezeptor Chimaren.......occuvieiiciiee et 118
4.2.2 Regulierung von Rv1625c-Konstrukten durch Gea™ .......ceeeevieiiieeeciieesiee e eciee e 121

I A [ a1 0 =T 0l 7 Y U o = PP 124
Lo Vo1 o T-1 oV -SSR 126
7 LIteratUurverzeiChNiS . ..o ittt st sttt e beesaeesane e 147



Abklrzungen

AC(n)
AS(n)
Brij35
Brij58
Brij78
Brij98
BSA
C1,C2
Ciz2Es
CAI-1
CHD
CgsS
DDM
DTT
FM
FSK
GFP
GPCR
GSC(*

hACII
HA-Tag
IBMX
LgsS
M1, M2
MCP(e)
MNG-3
MWCO
PEP
PMSF
QS
RBS
RM
T4L*
Tar

Twm

™

Tsr

UN

ZS

Adenylatcyclase(n)

Aminosaure(n)
Polyoxyethylen-(23)-lauryl-ether
Polyoxyethylen-(20)-cetyl-ether
Polyoxyethylen-(20)-stearyl-ether
Polyoxyethylen-(20)-oleyl-ether

Bovines Serumalbumin

katalytische Domanen in Mammalia-ACn
Octaethylen-glycol-monododecyl-ether
Cholerae autoinducer 1

cyclase homology domain

V. cholerae quorum sensing Sensor
n-Dodecyl-3-D-maltosid

1,4-Dithiothreitol

Nahrstoffmix (feeding mixture)

Forskolin

grun fluoreszierendes Protein

G-Protein gekoppelter Rezeptor
stimulierende a-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins, konstitutiv
aktiv durch Q213L Mutation

humane ACII

Hamagglutinin-Tag
3-Isobutyl-1-methylxanthin

Legionella quorum sensing Sensor
Membrananker (hier in Mammalia-ACn)
Methyl-akzeptierende(s) Chemotaxisprotein(e)
Lauryl-maltose-neopentyl glycol
molecular weight cut-off
Phosphoenolpyruvat
Phenylmethylsulfonylfluorid

Quorum sensing

Ribosomale Bindestelle
Reaktionsgemisch (reaction mixture)

T4 Lysozym, inaktiv durch E11N Mutation
Aspartatrezeptor von E. coli
Anlagerungstemperatur fir Primer (annealing)
Transmembranhelix

Serinrezeptor von E. coli

Uber Nacht

zellfreies System



Domaénenubersicht

Nomenklatur, Aminosauresequenz und Doméanenubersicht der

eingesetzten Konstrukte

Fur eine bessere Ubersichtlichkeit werden hier die Kurzbezeichnungen der
verwendeten chiméren Konstrukte und die einzelnen Domanen mit der jeweiligen
Aminosauresequenz aufgefuhrt. In der Darstellung sind N- und C-terminale Tags und
ASn, die bei der Verknupfung der Domé&nen durch Schnittstellen entstanden sind,
eingefiigt. Die Nummerierung der Doméanen erfolgte anhand der Holoenzyme. Die
Konstrukte wurden z.T. weiter mutiert, was anhand der Nummerierung der

Aminosauresequenz nachverfolgt werden kann.

1) Chimare aus Tsr Chemotaxisprotein und AC Rv3645: Tsr-HAMP1s-Rv3645

(Tsr + HAMP)m1-G268

(Chemotaxisrezeptor fir
Serin aus E. coli)

Rv3645L331-G549
(AC aus M.
tuberculosis)

MLKRIKIVTSLLLVLAVFGLLQLTSGGLFFNALKNDKENFTVLQTIRQQQSTLNGSWVALLQT
RNTLNRAGIRYMMDQNNIGSGSTVAELMESASISLKQAEKNWADYEALPRDPRQSTAAAA
EIKRNYDIYHNALAELIQLLGAGKINEFFDQPTQGYQDGFEKQYVAYMEQNDRLHDIAVSDN
NASYSQAMWILVGVMIVVLAVIFAVWFGIKASLVAPMNRLIDSIRHIAGGDLVKPIEVDGSNE

MGQLAESLRHMQGELMRTVG

LRDLFGRYVGEDVARRALERGTELGGQERDVAVLFVDLVGSTQLAATRPPAEVVQLLNEFF
RVVVETVARHGGFVNKFQGDAALAIFGAPIEHPDGAGAALSAARELHDELIPVLGSAEFGIG
VSAGRAIAGHIGAQARFEYTVIGDPVNEAARLTELAKLEDGHVLASAIAVSGALDAEALCWD

VGEVVELRGRAAPTQLARPMNLAAPEEVSSEVRG

MRGSHsGS

L331 G549
Rezeptor HAMP
M1 G268
A J
Y Y
Tsri21s TsSra16-268 Rv3645331.549

2) Chimaren aus T4 Lysozym und Tsr-HAMPts-Rv3645:
- T4L-Tsr-HAMPts-RvV3645

T4Lmi-vier E11IN
(Lysozym des T4
Phagen, inaktiv)

(Tsr + HAMP)L2-G268

MNIFEMLRIDNGLRLKIYKDTEGYYTIGIGHLLTKSPSLNAAKSELDKAIGRNTNGVITKDEAE
KLFNQDVDAAVRGILRNAKLKPVYDSLDAVRRAALINMVFQMGETGVAGFTNSLRMLQQK

RWDEAAVNLAKSRWYNQTPNRAKRVITTFRTGTWDAY

AS-Sequenz wie bei Tsr-HAMP14-Rv3645 ohne Startmethionin

-Rv36451331-G549
M1 Y16l L331 G549
MRGSHGS Rezeptor HAMP
L2 G268
H_/\ A J
Y Y Y
T4L1161 E11IN TsSr2.215 TSr216-268 Rv3645331.549
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TM11s-T4L-Tsr-HAMPTs-Rv3645

Tsrmi-r29

MLKRIKIVTSLLLVLAVFGLLQLTSGGLF

T4Ln2-v161 E11IN

AS-Sequenz wie bei T4L-Tsr-HAMP+4-Rv3645 ohne Startmethionin

(Tsr + HAMP)E3o0-
G268

FNALKNDKENFTVLQTIRQQQSTLNGSWVALLQTRNTLNRAGIRYMMDONNIGSGSTVAEL
MESASISLKQAEKNWADYEALPRDPRQSTAAAAEIKRNYDIYHNALAELIQLLGAGKINEFF
DQPTQGYQDGFEKQYVAYMEQNDRLHDIAVSDNNASYSQAMWILVGVMIVVLAVIFAVWFG
IKASLVAPMNRLIDSIRHIAGGDLVKPIEVDGSNEMGQLAESLRHMQGELMRTVG

Rv3645.331-G549 AS-Sequenz wie bei Tsr-HAMP4-Rv3645
T4L2.161_E11IN
N2 Y161,
L331 G549
AN
MRGSH:GS Rezeptor HAMP
M1 F29 F30 G268
H_} \ J\ A J
Y Y Y
TSri-29 TSr30-215 TSr216-268 Rv3645331.540

3) Chiméren aus YaiN und YbeL und Tsr-HAMPts-Rv3645:

YaiN-Tsr-HAMP1s-Rv3645 bzw. YbeL-Tsr-HAMPTs-Rv3645 (N-YaiN/-Ybel)

YaiNm1-ko1
(Protein aus E. coli
Operon frm)

MPSTPEEKKKVLTRVRRIRGQIDALERSLEGDAECRAILQQIAAVRGAANGLMAEVLESHIR
ETFDRNDCYSREVSQSVDDTIELVRAYLK

bzw. YbeLmi-vizo
(Teil des E. coli YbeL
Gens)

MNKVAQYYRELVASLSERLRNGERDIDALVEQARERVIKTGELTRTEVDELTRAVRRDLEEF
AMSYEESLKEESDSVFMRVIKESLWQELADITDKTQLEWREVFQDLNHHGVYHSGEVV

(Tsr + HAMP)m1-G268
-Rv3645|331-G549

AS-Sequenz wie bei Tsr-HAMP4-Rv3645

M1

K91GS/ L331 G549

V120GS
HGs| YaiN/ Rezeptor HAMP YVRSHs
YbelL
M1 G268
A
H_/\ ~ v A ~ J
YaiNz-01/ TsSrio1s TSr216-268 Rv3645331.549

Ybeli-120
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Tsr-HAMP1s-Rv3645-YaiN bzw. Tsr-HAMPTs-Rv3645-YbelL (C-YaiN/-YbelL)

+ -
(TSI’ HAMP)Ml G268 AS-Sequenz wie bei Tsr-HAMP+s-Rv3645
-Rv36451331-G549

YaiNwm1-ko1
bzw. YbeLmi-vi2o

AS-Sequenz wie bei YaiN-Tsr-HAMP4-Rv3645

AS-Sequenz wie bei YbeL-Tsr-HAMP+s-Rv3645

L331 G549YVRS

YaiN/
HeGS Rezeptor HAMP GSHs

M1 G268 M1 K91/
V120
- A A

Y Y Y H_/
Tsria1s TSro16-268 Rv3645331549  YaiNie1/
Ybeli-120

YaiN-Tsr-HAMPTs-Rv3645-YaiN bzw. YbeL-Tsr-HAMP1s-Rv3645-Ybel bzw.

YaiN-Tsr-HAMPTs-Rv3645-Ybel bzw. YbeL-Tsr-HAMP1s-Rv3645-YaiN
(N-YaiN/-YbeL_C-YaiN/-Ybel)

YaiNm1-ko1 AS-Sequenz wie bei YaiN-Tsr-HAMP1¢-Rv3645

bzw. YbelLm1i-vizo AS-Sequenz wie bei YbeL-Tsr-HAMP4-Rv3645

+ -
(TSI’ HAMP)Ml G268 AS-Sequenz wie bei Tsr-HAMP+5-Rv3645
-Rv36451331-G549

YaiNm1-ko1 AS-Sequenz wie bei YaiN-Tsr-HAMP4-Rv3645

bzw. YbelLwmi-vi2o

AS-Sequenz wie bei YbeL-Tsr-HAMPs-Rv3645

M1 K91GS/

L331 G549YVRS
| V120GS
YaiN/ YaiN/
HeGS GSH
6 @ Rezeptor HAMP 6
M1 G268 M1 K91/
V120
A A
H_}\ ~ v N H_/
YaiNi-01/ Tsri215 TSr216-268 Rv3645331.549 YaiNi-01/
Ybeli-120 Ybeli-120
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4) Chimaren zur Expression im zellfreien System:

Tsr-HAMP1s-Rv3645-GFP

(Tsr + HAMP)L2-G268
-Rv3645331-G549

AS-Sequenz wie bei Tsr-HAMP+4-Rv3645 ohne Startmethionin

GFPwmi1-k241
(griin fluoreszierendes
Protein)

X16MNHMSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVP
WPTLVTTFSYGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEG
DTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKANFKTRHNIEDGGVQLA
DHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITHGMDELYK

X16 = LERPACKIPNDLKQKYV wurde von B. Wu (Universitat Kiel) eingefihrt.

L331 G549

MMYPYDVPDYADTS|  Rezeptor HAMP IEGRVEH0
X16
L2 G268 M1 K241
NG A A J N J
H/_/ v Y ' Y
Hamag- Tsr2-015 TSr216-268 Rv3645331-549 GFP1-241
glutinin-Tag

Tsr-HAMP3645-Rv3645

Tsrmi-keo1s

MLKRIKIVTSLLLVLAVFGLLQLTSGGLFFNALKNDKENFTVLQTIRQQQSTLNGSWVALLQT
RNTLNRAGIRYMMDQNNIGSGSTVAELMESASISLKQAEKNWADYEALPRDPRQSTAAAA
EIKRNYDIYHNALAELIQLLGAGKINEFFDQPTQGYQDGFEKQYVAYMEQNDRLHDIAVSDN
NASYSQAMWILVGVMIVVLAVIFAVWFGIK

(HAMP +
Rv3645)m278-G549

MSIADPLRQLRWALSEVQRGNYNAHMQIYDASELGLLQAGFNDMVRELSERQRLRDLFGR
YVGEDVARRALERGTELGGQERDVAVLFVDLVGSTQLAATRPPAEVVQLLNEFFRVVVETV
ARHGGFVNKFQGDAALAIFGAPIEHPDGAGAALSAARELHDELIPVLGSAEFGIGVSAGRAI

AGHIGAQARFEYTVIGDPVNEAARLTELAKLEDGHVLASAIAVSGALDAEALCWDVGEVVE

LRGRAAPTQLARPMNLAAPEEVSSEVRG

MRGSHsGS

M1 K215

Rezeptor \: HAMP >
M278 G549
u e ,’H_J
Y y
Tsrias Rv3645578.330 RV3645331-549
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- Tsr-HAMP3e45-Rv3645-GFP

Tsriz-k21s - (HAMP +
Rv3645)m278-G549

AS-Sequenz wie bei Tsr-HAMP3645-Rv3645 ohne Startmethionin

GFPM1-k241 X16-AS-Sequenz wie bei Tsr-HAMP+4-Rv3645-GFP

X16 = LERPACKIPNDLKQKYV wurde von B. Wu (Universitat Kiel) eingeftihrt.

M278 G549
MMYPYDVPDYADTS|  Rezeptor Y HAMP _ IEGRVEH:o
\\\ _____ 7 X16
L2 K215 M1 K241
NG N RN J N J
H_/ Y TTTTY T Y Y
Hamag- Tsra215 Rv3645578.330 RV3645331-549 GFP1-241

glutinin-Tag

- HAMP3645-Rv3645

+
(HAMP AS-Sequenz wie bei Tsr-HAMP3645-Rv3645 ohne Startmethionin
Rv3645)s279-G549
MMYPYDVPDYADTS (. HAMP LEHio
S279 G549
H/_/ Tttty 'H—J
Hamag- Rv3645279-330 RV3645331-549

glutinin-Tag

Vi
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5) Chiméaren aus quorum sensing Rezeptor und Mammalia-Adenylatcyclasen:

- CgsS-ACV Cla

Bei CgsS handelt es sich um eine Variante mit CieoYF anstatt FieoYF. Die

verwendete ACV Cla

stammt aus Kaninchen.

CqsSwmai-a1s1
(Quorum sensing
Sensor aus V. cholerae)

ACV Clag43o-1649

MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTP
FEWRGFLPAYYQVVTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTF
VGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHVPIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIA

QQERLLLSVLPRHVAMEMKADINAKQEDMMFHKIYIQKHDNVSILFADIEGFTSLASQCTAQ
ELVMTLNELFARFDKLAAENHCLRIKILGDCYYCVSGLPEARADHAHCCVEMGMDMIEAISL
VREVTGVNVNMRVGIHSGRVHCGVLGLRKWQFDVWSNDVTLANHMEAGGKAGRIHITKAT
LNYLNGDYEVEPGCGGERNAYLKEHSIETFLILRCT

In einem Konstrukt wu

rde ACV Cla C-terminal um QessoKRKEEK verlangert.

M1 A181
MRGSHsGS Rezeptor : AC :
Q430 T649
\ J\ ______________ !
' v
CgsSi-181 ACV Clauzo-s49
- CgsS-ACIl C2

Die verwendete ACIlI C2 stammt aus der Ratte.

CgsSwmi-a1s1
ACII C2.850-51090

AS-Sequenz wie bei CgsS-ACV Cla

LNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGLEC
LRLLNEHADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAIPSQEHAQEPERQYMHIGTMVEF
AYALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLD
KIQVTEETSLILQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNLAS

M1 A181
Rezeptor 5 AC | LESGKETAAAKFERQHMDSSTSAA
L850 S1090
- N . ! I\ Y
~ N
CqsSi-1a1 ACIl C2s50-1000 S-Tag

Vii




Domaénenubersicht

- CgsS-hACII Clab

Die verwendete hACIl wurde bei GenScript, USA, synthetisiert. Der codon usage
wurde auf E. coli angepasst. Am N-Terminus wurde eine BamHI-Schnittstelle
vorangestellt und am C-Terminus die Schnittstellen Bglll, Sall, Xhol und Hindlll
angefigt. Ein Stopp-Codon wurde vor Hindlll eingefuhrt.

CqgsSwmi-a1s1

hACII Clabg221-ve03

AS-Sequenz wie bei CqsS-ACV Cla

QDTCNCIKSRIKLEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQMENTNNFHNLYV
KRHTNVSILYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSG
LPISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWS
HDVTLANHMEAGGVPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGE
RRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMTRYLESWGAAKPFAHLHHRDSMTTENGKISTTDVP
MGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQWLKSEDIQRISLLFYNKVLEKE
YRATALPAFKYY

Varianten dieses Konstrukts beginnen in der hACII Clab bei D222, E234, Q239. Beli
Verwendung von hACII Cla endet die AC bei Paso.

M1 A181

./‘/ ....... \.\.
MRGSHGS Rezeptor N AC , RSVDLE
0221 Y603
N ) S ——— /
Y Y
CQsSis: hACII Clab221-603
- CqgsS-hACII C2

Aus Klonierungsgriinden wurde N-terminal eine BamHI- und C-terminal eine Xhol-
und Hindlll-Schnittstelle eingefiihrt. Vor der HindllI-Schnittstelle befindet sich ein

Stopp-Codon.

CgsSwmi-a1s1

hACII C2kg3s5-s1091

AS-Sequenz wie bei CgsS-ACV Cla

KNKFKKEREEIETMENLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDF
KEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEH
SQEPERQYMHIGTMVEFAFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIW
GNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLVLQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRS
LSQSNVAS

Varianten dieses Konstrukts beginnen in der hACII C2 bei Nsss, lsas, Lgsa.

viii
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M1 A181
T T ~..

\

Rezeptor . AC | LESGKETAAAKFERQHMDSSTSAA

K835 S1091
Y . J
N W e R ~
CgsSiasr hACII C2g35.1001 S-Tag

6) Rv1625c-Konstrukte

Rv1625CD204-v443 DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERAS
STAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDM

(AC aus M. TNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQI

tuberculosis) QVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

Diese Konstrukte bestehen aus der I6sliche Doméne der AC Rv1625c. Jeweils zwei
dieser Domanen wurden durch verschiedene Mutationen von A. Schultz verandert
und durch den Linker TRAAGGPPAAGGLE verbunden. Da diese Mutationen zu
einer Angleichung von Rv1625¢c an Mammalia-ACn dienen sollten, wurde die N-
terminale Domane vor dem Linker als Rv1625c-C1, die C-terminale Doméne nach
dem Linker als Rv1625c-C2 bezeichnet. Alle Konstrukte tragen die Mutationen
Rv1625c-C1[N372T/R37eH] und Rv1625c-C2-A[D256S/D300S/Sz201T]. Die Variation
Rv1625c-C2-B enthalt die Mutationen D2s56S/D3o0S. Eine Auflistung der mutierten
Konstrukte erfolgt an entsprechender Stelle im Ergebnisteil (Tab. 20).

MRGSHGS TRAAGGPPAAGGLE

D204 V443 D204 V443
Rv1625c- Rv1625c-

C1[N372T/R376H]204-243 C2-A[D256S/D300S/S301T]204-423
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1 Einleitung

Alle Organismen leben in einer sich standig verandernden Umwelt. Um zu tberleben,
muss es Organismen moglich sein, Reize von aul3en sowie interne Vorgange
wahrzunehmen, zu verarbeiten und in entsprechende Signale umzuwandein.
Rezeptoren auf Zelloberflachen dienen hierbei der Reizaufnahme und Weiterleitung.
Ein besonders intensiv erforschter Mechanismus ist die Signalweiterleitung mittels
Adenylatcyclasen (ACn). ACn finden sich sowohl in Prokaryoten als auch in
Eukaryoten und bilden durch Umwandlung von Adenosintriphospat (ATP) unter
Abspaltung von Pyrophosphat den universellen second messenger zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) (Linder and Schultz, 2003). Als Teil der
Signalkaskade lo6st cAMP seinerseits Reaktionen in der Zelle aus, indem es in
Eukaryoten z.B. an Proteinkinasen oder lonenkanéle bindet. In Prokaryoten dient es
unter anderem als Transkriptionsaktivator (Baker and Kelly, 2004). Das System wird
durch den Abbau von cAMP durch Phosphodiesterasen zu Adenosinmonophosphat
(AMP) in standiger Balance gehalten (Francis et al., 2001).

Die Einteilung der ACn erfolgt anhand von Unterschieden in Sequenz und Struktur in
sechs Klassen. ACn der Klasse | finden sich nur in y-Proteobakterien und sind z.B.
an der Katabolitrepression beteiligt (Escherichia coli) oder bei der Virulenz von
Bedeutung (Yersinia enterocolitica). Klasse 1l ACn sind extrazellulare Toxine, welche
von Bacillus anthracis, Bordetella pertussis und Pseudomonas aeruginosa sekretiert
werden (Linder, 2006). Bei der Klasse IIl handelt es sich um universelle ACn sowohl
in Pro- als auch in Eukaryoten. Beziglich ihrer katalytischen Domanen wird eine
Unterteilung in die Unterklassen llla-d vorgenommen. Dies beruht auf konservierten
Sequenzmotiven, der Anzahl von Aminosauren (ASn) in einem bestimmten Bereich
(Armregion) und Unterschieden bei der Katalyse (Linder and Schultz, 2003). Zu den
Klassen IV, V und VI gehéren bis jetzt nur wenige bakterielle Vertreter, die noch
kaum untersucht wurden (Linder, 2006).

Bei ACn gibt es sowohl I6sliche als auch membranstandige Varianten. Unser Fokus
richtet sich auf die Letzteren. Bis heute konnte nicht geklart werden, ob die
Membrandomanen von ACn eine weitere Funktion neben der blof3en Verankerung in
der Membran besitzen. Folgende Beobachtungen lassen die Vermutung zu, dass die
Membrandomanen moglicherweise auch regulatorische oder rezeptordhnliche
Eigenschaften besitzen (Seebacher et al., 2001):

- Die Membrandomaénen erscheinen mit ungefahr 40% Anteil am Gesamtprotein
fur eine bloRe Ankerfunktion Uberdimensioniert.

- Die neun membranstandigen AC-Isoformen aus Mammalia zeigen wenig
Konservierung der Membrandomé&nen untereinander. Im Gegensatz dazu
besitzen die Membrandoménen der jeweiligen AC-Isoform aus sehr
unterschiedlichen Tierarten hingegen eine hohe evolutionare Konservierung,
was fur eine spezifische Funktion jeder Isoform spricht.
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- Jede Mammalia-AC  besitzt zwei Membrandomanen. Hierbei ist
bemerkenswert, dass sich die beiden Membrandomé&nen deutlich voneinander
unterscheiden und nicht alignen lassen.

- Mutationen in der Membrandomane oder ein Austausch von unterschiedlichen
Membrandomanen im Experiment beeinflussen die Aktivitat der AC.

Die Bestatigung fur eine Regulation von ACn durch deren Membrandoméanen wirde
ein weites Feld fur die Forschung o6ffnen, da ACn in fast jedem Organismus
vorkommen.

Ob es sich bei den AC-Membrandomdnen um Rezeptoren handelt, kann erst
bestatigt werden, wenn ein oder mehrere Liganden gefunden werden. Um die Suche
nach Liganden einzugrenzen, sind weitere Erkenntnisse zu Struktur und Regulation
der AC notwendig. Die Struktur eines Proteins wird vorzugsweise durch Kristallisation
und anschlieRende Rontgendiffraktometrie entschlisselt. Bei Membranproteinen
gestaltet sich die Kristallisation besonders schwierig, da die Proteine aus ihrer
Membran herausgelost werden mussen, ohne jedoch ihre raumliche Struktur und
dadurch auch ihre Aktivitat zu verlieren. In der vorliegenden Arbeit wurde versucht
mit chiméaren mykobakteriellen ACn, welche einen kleineren Transmembrananteil
besitzen, ein Protokoll fir die Solubilisation von Membranproteinen zu erstellen.
Diese Protokolle sollten spater auch auf native ACn angewendet werden. Bezlglich
der Regulation wurden Untersuchungen in Mammalia-ACn durchgefthrt. Hierbei
sollte ein bakterieller quorum sensing Rezeptor den Mammalia-AC Membrananker
funktionell ersetzen. Ziel war die Regulation der Chimare durch den quorum sensing
Liganden. Dadurch sollten Rickschlisse auf Liganden der AC ermdglicht werden.
Auf  Grund von Expressionsproblemen der Mammalia-ACn wurde ein
mykobakterielles Modellsystem als Ersatz bearbeitet. Diese bakterielle AC wurde
durch Mutationen an die Mammalia-AC angeglichen mit dem Ziel einer Regulation
durch G-Proteine.

1.1 Mammalia-ACn und Gsa

Die zehn Isoformen der Mammalia-ACn werden der Klasse Ill zugeteilt. Hierbei
handelt es sich um neun membranstandige ACn (I-1X) mit Eingruppierung in die
Unterklasse llla. Auf die einzige losliche AC (X) wird hier nicht naher eingegangen
(Linder, 2006). Anhand von é&hnlichen  Sequenzeigenschaften  und
Regulationsmechanismen erfolgt eine weitere Unterteilung der Isoformen I-1X in vier
verschiedene Gruppen (Gruppe 1: I, lll, VIII; 2: 1I, IV, VII; 3: V, VI, 4: IX) (Seebacher
et al., 2001). Die membranstdndigen ACn besitzen einen pseudoheterodimeren
Aufbau. Dieser besteht aus einem Membrananker M1 und einer katalytischen
Domane Cla, gefolgt von einem Clb genannten Linker, einer Membrandomane M2
und einer katalytischen Domane C2a (Guo et al., 2005). C2b bezeichnet den
restlichen C-Terminus. Beide Membrandomanen bestehen aus jeweils sechs
Transmembranhelices (TMs) (Fig. 1A). Die katalytischen Bereiche (Cla, C2a) sind
sowohl untereinander als auch zwischen den unterschiedlichen AC-Isoformen stark

konserviert (Tang and Gilman, 1995). Da sich Experimente an den
2
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Membranproteinen als schwierig erwiesen, wurde in der Vergangenheit
hauptséchlich mit den l6slichen katalytischen Domé&nen gearbeitet, welche gelinkert
oder titriert ebenfalls Aktivitat und Regulation aufweisen. C1 und C2 stammen hierbei
meistens von unterschiedlichen AC-Isoformen, seltener von derselben Isoform
(Dessauer and Gilman, 1996; Hoffmann, 1999; Scholich et al., 1997). In der
Veroffentlichung von Tesmer et al. 1997 (Tesmer et al., 1997) wurde erstmals die
Struktur der katalytischen Domanen von ACV C1/ACIlI C2 analysiert. Der Komplex
wurde zusammen mit der a-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins Gs (Gsa) und
Forskolin (FSK) kristallisiert. Alle Mammalia-ACn werden von Gsa und FSK (aul3er
AC Typ IX (Linder et al., 2004a)) aktiviert und von Adenosinanaloga (P-site inhibitors)
inhibiert (Tesmer et al., 1997). Zusatzlich kann die Aktivitat mancher AC-Isoformen
durch andere G-Proteinuntereinheiten, Ca2*-Calmodulin, Ca?* oder Phosphorylierung
beeinflusst werden (Tesmer et al., 1997). Die katalytischen Einheiten Cla und C2a
werden auch als cyclase homolgy domain (CHD) bezeichnet. Bei membranstandigen
ACn besitzt die CHD nur eine katalytisch aktive Tasche, in der ein Molekil ATP
umgesetzt wird. Der Grund hierfir ist, dass es sich bei membranstandigen
Mammalia-ACnh um Pseudoheterodimere handelt, bei denen die fur die Katalyse
verantwortlichen ASn sowohl von Cla als auch von C2a beigesteuert werden.
Homodimere aus Cla oder C2a sind deshalb inaktiv. Es konnten sechs ASn
identifiziert werden, die fur die Katalyse verantwortlich sind. Zwei Aspartatreste in
Cla positionieren zwei Metallkofaktoren (Mn?* oder Mg?*), welche einen nukleophilen
Angriff der Ribose auf die a-Phosphatgruppe des ATP ermdglichen. Die Gbrigen vier
ASn liegen in C2a. Hierbei handelt es sich um Lysin und Aspartat, welche fir die
Erkennung des Adeninringes verantwortlich sind, wahrend Arginin und Asparagin fur
die Stabilisierung des Ubergangszustandes von ATP zu cAMP bendétigt werden
(Linder and Schultz, 2003). Neben der katalytisch aktiven Tasche fir die Umsetzung
von ATP gibt es auch eine inaktive Tasche mit unbekannter physiologischer Rolle. Im
Experiment wurde nachgewiesen, dass darin FSK, ein Diterpen aus Pflanzen, binden
kann und dadurch die meisten ACn aktiviert (Fig. 1B) (Linder and Schultz, 2008).



Einleitung

A M1 M2

m

C2b

Membran

Fig. 1: A) Schematische Darstellung des Pseudoheterodimers einer membranstandigen Mammalia-AC
mit zwei Membrandoméanen (M1, M2) und zwei katalytischen Doméanen (Cla, C2a) mit je einer
Bindestelle fur Adenosintriphosphat (ATP) und Forskolin (FSK). Die cytosolischen Bereiche ohne
katalytische Funktion heilRen C1b bzw. C2b (adaptiert nach (Guo et al., 2001)).

B) Schematische Darstellung der cytosolischen Doméanen (Cla, C2a) mit den an der Umsetzung von
ATP beteiligten katalytischen Aminoséauren (D = Aspartat, K = Lysin, N = Asparagin, R = Arginin). Die
beiden Aspartatreste aus Cla koordinieren zwei Metallionen (Mg?* oder Mn?*), Lysin und Aspartat aus
C2 erkennen den Adeninring, Arginin und Asparagin aus C2 stabilisieren den Ubergangszustand von
ATP zu cAMP. FSK fehlt in der inaktiven Tasche. A = Adenosin, P = Phosphatgruppe, Me = divalentes
Metallkation (adaptiert nach (Linder and Schultz, 2003)).

Wie bereits erwahnt, ist Gsa ein Aktivator fir Mammalia-ACn. Gsa bildet zusammen
mit der By-Untereinheit das inaktive heterotrimere G-Protein. Hierbei ist das G-
Protein mit der Membran assoziiert und hat GDP in der a-Untereinheit gebunden.
Eine Aktivierung des G-Proteins, beispielsweise durch G-Protein gekoppelte
Rezeptoren (GPCRSs), bewirkt einen Austausch von GDP durch GTP. Im aktivierten

4
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Zustand ist das heterotrimere G-Protein instabil und zerfallt in Gsa-GTP und By,
wobei beide Komplexe an andere Proteine, u.a. auch an ACn, binden kénnen. Durch
eine langsame GTPase-Aktivitat der a-Untereinheit fallt Gsa zuriick in die inaktive
Form und verbindet sich erneut mit der By-Untereinheit (Coleman and Sprang, 1996).
Im Fall von Gsa-GTP sind mogliche Bindungsstellen an den l6slichen Komplex aus
ACV C1/ACIl C2 aus der Kristallstruktur bekannt (Tesmer et al., 1997). Fur die
Kristallisation wurden nur die katalytischen Domanen der ACn und die
unhydrolysierbare Form Gsa-GTPYS verwendet. Laut dieser Verdffentlichung zeigte
sowohl ACV C1 an M378 und F379 als auch ACIlI C2 an V904, N905, E910, C911,
R913, N916, E917, D921, 1986, H989, F991 und N992 direkte Interaktion mit Gsa
(Fig. 2). Diese Erkenntnisse wurden hier verwendet, um eine mykobakterielle AC
Schritt fur Schritt in eine Mammalia-AC mit Gses-Regulation umzuwandeln. In den
Aktivitatstests wurde eine konstitutiv aktive Variante von Gsa eingesetzt, was durch
die Mutation Q213L (Gsa*) bewirkt wurde (Weitmann et al., 2001). Dadurch wurde die
Zugabe von GTPyYS zu Gsa in AC-Tests unnotig. Obwohl llla ACn generell Gber eine
vernachlassigbare Guanylatcyclase-Aktivitat verfigen (Linder, 2005; Sinha and
Sprang, 2006), wurde ohne GTPyS-Zugabe jedwede Konkurrenz um die Bindestelle
von ATP durch GTP ausgeschlossen.

Fa91Nog2

ACII C2 / N J Ui

Fig. 2: Kristallstruktur des léslichen Komplexes von ACV C1 (rot), ACII C2 (grin) und Gs«-GTPYS
(grau) (PDB Code 1CJU (Tesmer et al.,, 1997), dargestellt mit PyMOL). In dem vergré3erten
Ausschnitt sind mdégliche Bindungsstellen zwischen Gsa und C1 bzw. C2 laut Tesmer et al. (Tesmer et
al.,, 1997) als Stabchenmodelle hervorgehoben, die ASn von C1 und C2 sind beschriftet. Polare
Kontakte sind als gestrichelte Linien dargestellt. In dieser Kristallstruktur zeigen nicht alle
vorhergesagten Bindungsstellen Gsq-Kontakt (V904, E910, C911, N916, 1986, F991).
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1.2 Mykobakterielle ACn Rv3645 und Rv1625c

Die hier verwendeten bakteriellen ACn Rv3645 und Rv1625c sind zwei der 16
mutmallichen ACn aus Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Mykobakterien wie M.
tuberculosis oder M. leprae sind als humanpathogene Keime fir eine hohe
Sterblichkeit bei betroffenen Patienten verantwortlich. Die Aufklarung des
Pathogenitatsmechanismus soll dazu beitragen, geeignete Medikamente zur Heilung
zu entwickeln (Shenoy and Visweswariah, 2006b). Als Besonderheit gelingt es
diesen Bakterien in Makrophagen zu uberleben und sich dort zu vermehren.
MutmafR3ungen, dass ACn Teil dieses Mechanismus sind, begrinden sich auf der
Tatsache, dass Makrophagen, infiziert mit M. tuberculosis, erhéhte cAMP-Werte
haben und daher eine Fusion von Phagosomen und Lysosomen zur Abtdtung der
Bakterien nicht mehr erfolgen kann (Lowrie et al., 1975).

Bakterielle ACn lassen sich meistens besser in E. coli Expressionssystemen
herstellen als Mammalia-ACn. Deshalb wurde fir die meisten Experimente in dieser
Arbeit auf Rv3645 und Rv1625c zuriickgegriffen, da deren Handhabung bereits im
Labor etabliert war. Rv3645 und Rv1625c gehéren ebenfalls zu Klasse Il ACn,
jedoch zu unterschiedlichen Unterklassen. Rv3645 wird der Unterklasse lllb
zugeordnet, wahrend Rv1625c wie die membrangebundenen Mammalia-ACn zu llla
gezahlt wird. Neben dem Austausch des substratbestimmenden Aspartats zu
Threonin und einer um eine AS langeren Armregion gibt es auch strukturelle
Unterschiede zwischen Rv3645 und Rv1625c (Linder et al., 2004b; Linder and
Schultz, 2003). Rv3645 besteht aus einer Membrandoméne mit sechs TMs gefolgt
von einer HAMP-Domaéane und der cytosolischen katalytischen Doméane (Shenoy and
Visweswariah, 2006a, b). Die HAMP-Domane besitzt sowohl regulatorische Funktion
als auch die Eigenschaft eines Signalwandlers. Die Abkurzung ,HAMP“-Doméne
leitet sich von ihrem Vorkommen in Histidinkinasen, ACn, Methyl-akzeptierenden
Chemotaxisproteinen und Phosphatasen ab (Aravind and Ponting, 1999). Hierbei
handelt es sich um eine ungefdhr 55 ASn lange Sequenz bestehend aus zwei
amphipathischen a-Helices verbunden durch einen Konnektor (Hulko et al., 2006;
Mondejar et al., 2012). Das Vorkommen der HAMP-Domane konnte als Hinweis
dafur gewertet werden, dass die Membrandomane der AC Rv3645 mdglicherweise
als Rezeptor fur externe Stimuli dient, welcher Signale durch die HAMP-Doméane an
die katalytische Domane weiterleitet (Linder et al., 2004b). Rv1625c besitzt den
gleichen Aufbau wie Rv3645 mit Ausnahme der HAMP-Domane und entspricht somit
genau der Halfte einer membrangebundenen Mammalia-AC (Fig. 1A) (Guo et al.,
2001). In bakteriellen ACn sind alle sechs katalytischen ASn im Monomer enthalten
(Metallbindung:  zwei  Aspartatreste,  Substraterkennung:  Lysin,  Aspartat
(Rv1625c)/Threonin (Rv3645), Stabilisierung des Ubergangszustands: Asparagin,
Arginin). Das bedeutet, dass zwei aktive Taschen fur die Umsetzung von ATP zur
Verfigung stehen, wenn sich funktionelle Homodimere bilden (Fig. 3B) (Linder and
Schultz, 2003). Umgekehrt konnte Rv1625c durch Mutation erfolgreich in eine C1
und C2 Variante umgewandelt werden. Rv1625c-C1 und Rv1625c-C2 bilden
Heterodimere mit nur einer aktiven Tasche, genau wie Mammalia-ACn. Die

Homodimere sind in diesem Fall inaktiv (Guo et al., 2001; Linder et al., 2004a). Im
6
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Gegensatz zu den membranstandigen Mammalia-ACn werden bakterielle ACn nicht
durch Gsa oder FSK stimuliert. Ursache ist zum einen das Fehlen von G-Proteinen in
Prokaryoten. Zum anderen entsprechen die FSK-bindenden ASn der Mammalia-ACn
den katalytischen ASn der zweiten aktiven Tasche der bakteriellen ACn (Guo et al.,
2001). Mutationen in Rv1625c zum Austausch der katalytischen ASn durch die
jeweiligen FSK-bindenden ASn bildeten zwar Heterodimere, welche jedoch nicht
durch FSK stimuliert wurden (Linder et al., 2004a).

Rv1625c Rv3645

b RESEE S

O

Membran

|

Fig. 3: A) Schematische Darstellung der mykobakteriellen Homodimeren von Rv3645 und Rv1625c
bestehend aus einem Membranteil und cytosolischer Doméane zur Bildung von zwei katalytischen
Zentren. Bei Rv3645 findet sich nach der Membrandoméane eine HAMP-Domane (Raute) (adaptiert
nach (Shenoy and Visweswariah, 2006b)).

B) Schematische Darstellung der katalytischen Domanen mit den an der Umsetzung von ATP
beteiligten Aminoséuren. A = Adenosin, P = Phosphatgruppe, Me = divalentes Metallkation (adaptiert
nach (Linder and Schultz, 2003)).
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1.3 E. coli Serinrezeptor Tsr

Wahrend es fur die Membrananker von ACn keine Nachweise auf eine
Rezeptorfunktion gibt, begannen die ersten Untersuchungen an den
Chemotaxisrezeptoren von E. coli bereits in den spaten 60er Jahren des letzten
Jahrhunderts (Adler, 1966, 1969). Fur E. coli konnten die funf Chemotaxisrezeptoren
Tsr, Tar, Trg, Tap und Aer charakterisiert werden (Li and Hazelbauer, 2004). Tsr
erkennt sowohl den Lockstoff Serin als auch das Repellent Leucin, Tar die Lockstoffe
Aspartat und Maltose sowie die Repellents Co?* und Ni?*, Trg ist fur die Lockstoffe
Ribose und Galaktose zustandig und Tap fur diverse Dipeptide (Bourret et al., 1991).
Bei diesen Rezeptoren handelt es sich um Methyl-akzeptierende Chemotaxisproteine
(MCPs), die periplasmatische Liganden binden, wohingegen Aer einen Sauerstoff-,
Energie- und Redoxsensor darstellt (Amin et al., 2006). MCPs erlauben es
freibeweglichen Bakterien innerhalb eines chemischen Gradienten gezielt zu
Lockstoffen und weg von Schreckstoffen zu schwimmen. Dieser als Chemotaxis
bezeichnete Vorgang besteht aus einem Zwei-Komponenten-System, bei dem das
Signal des Rezeptors auf ein Histidin-/Aspartat-Kinasesystem Ubertragen wird und
gegebenenfalls durch sensorische Adaptation reguliert wird (Fig. 4). Bei MCPs
handelt es sich um Homodimere, die aus einem Membranteil und einer cytosolischen
Domane bestehen. An diese cytosolische Domane bindet das Protein CheW die
homodimere Histidinkinase CheA und bildet so einen ternaren Komplex (Falke et al.,
1997). Die Bildung des Komplexes initiiert die Autophosphorylierung eines
Histidinrestes von CheA durch ATP. Das Phosphat wird weiter auf einen Aspartatrest
eines response regulators, CheY oder CheB, Uubertragen. Phosphoryliertes CheY
bindet an den GeilRelmotor und schaltet die Rotation der Geil3el im Uhrzeigersinn,
was die Zelle zum Taumeln bringt und so zu einer zufélligen Richtungsanderung
fuhrt. Die Phosphatase CheZ stimuliert eine schnelle Hydrolyse des phosphorylierten
CheY, welches dann nicht mehr an den Geil3elmotor bindet und eine Rotation gegen
den Uhrzeigersinn zur Folge hat. In dieser Situation schwimmt die Bakterienzelle
geradlinig. Befindet sich die Zelle in keinem chemischen Gradienten, |6st die
Kurzlebigkeit von phosphoryliertem CheY einen Wechsel zwischen Taumeln und
Vorwartsschwimmen aus. FiUhrt diese zuféllige Suche die Zelle zu einem
entsprechenden Gradienten, hemmt die Bindung eines Lockstoffs die
Autophosphorylierung von CheA, was weniger phosphoryliertes CheY zur Folge hat.
Dadurch verlangert sich die Dauer des Schwimmintervalls hin zur hdheren
Lockstoffkonzentration. Selbst bei hoher oder Uber lange Zeit gleichbleibender
Lockstoffkonzentration kann die Zelle eine neue Konzentration mittels der zwei
Proteine CheR und CheB feststellen. Dieser als Adaptation bezeichnete
Mechanismus wird durch eine Rickkopplungsschleife  kontrolliert.  Die
Methyltransferase CheR bindet Methylestergruppen an Glutamatreste im
cytosolischen Teil des MCPs, wodurch die Kinaseaktivitdt erhoht wird. Die
Methylestergruppen werden durch die Methylesterase CheB hydrolysiert. Hohe
Lockstoffbindung fuhrt neben der Hemmung von CheA auch zu weniger Phospho-
CheB und so zu verstarkter Methylesterbindung durch CheR. Dadurch werden CheA

und CheB wieder aktiviert und die Methylester hydrolysiert. Je nach Aktivitatszustand
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der Kinase wird das Verhaltnis von gerichteter Schwimmbewegung und Taumeln
verandert. Durch den Vergleich von gebundenem Lockstoff am Rezeptor und dem
Methylierungslevel erkennt die Zelle, ob sie sich in Richtung héherer oder niedrigerer
Lockstoffkonzentration bewegt (Falke et al., 1997; Falke and Hazelbauer, 2001).

Tsr besitzt einen ahnlichen Aufbau wie die AC Rv3645. Es handelt sich um ein
homodimeres Protein mit einer Membrandoméane aus zwei TMs mit einer
periplasmatischen Rezeptordoméane, gefolgt von einer cytosolischen HAMP- und
einer kinasekontrollierenden Doméne (Hazelbauer et al., 2008). Tsr unterscheidet
sich von Rv3645 in der Anzahl seiner TMs (2-TMs im Vergleich zu 6-TMs). Trotz
dieses Unterschieds war eine funktionale Kopplung beider Proteine mdglich. Die
entstandenen Proteine Tsr-HAMPts/HAMP3645-Rv3645 (Tsr Rezeptor + HAMP-
Domane von Tsr/Rv3645 + katalytische Doméne von Rv3645) zeigten sowohl AC-
Aktivitat als auch eine spezifische Regulation durch den Liganden Serin (Kanchan et
al., 2010; Mondejar et al., 2012). Da Rv3645 in den chiméaren Konstrukten eine
Regulation durch einen Rezeptor erfahrt, kann dies als Hinweis auf eine moégliche
Rezeptorfunktion der AC-Holoenzyme gewertet werden.

—> Motor

- g e
5
O

o " o
Serin Cytoplasma

Membran

Fig. 4: Schematische Darstellung der an der Chemotaxis beteiligten Proteine in Prokaryoten am
Beispiel des Serinrezeptors Tsr. Eine ausfuhrliche Beschreibung der dargestellten Vorgénge sind dem
Text zu entnehmen. Graue Symbole = Tsr Homodimer (Transmembrandomé&ne-HAMP-cytosolische
Domé&ne mit Methylierungsstellen). W = Kopplungsprotein CheW, A = Histidinkinase CheA, Y =
response regulator Aspartatkinase CheY, Z = Phosphatase CheZ, B = response regulator
Methylesterase CheB, R = Methyltransferase CheR, P = anorganisches Phosphat (adaptiert nach
(Falke and Hazelbauer, 2001)).
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1.4 Quorum sensing Rezeptor CgsS

Quorum sensing (QS) bezeichnet einen Vorgang der Zell-Zell-Kommunikation
zwischen Prokaryoten. Hierbei werden sog. Autoinduktoren von der Zelle
synthetisiert und freigesetzt. Diese extrazellularen Signalmolekile werden von
anderen Bakterien detektiert und in eine spezifische zellulare Antwort umgewandelt.
Bei der Vermehrung einer Bakterienpopulation reichern sich die von ihnen
abgegebenen Autoinduktoren im Medium an und veranlassen die Bakterien ab dem
Uberschreiten eines bestimmten Schwellenwertes kollektiv ihre Genexpression
umzustellen (Rutherford and Bassler, 2012). Danach werden Gene flr Prozesse
exprimiert, welche nur bei einer grol3en Anzahl an Bakterien sinnvoll sind, wie z.B.
Biofilmbildung, Biolumineszenz, Sporulation, Antibiotikasynthese oder Bildung von
Virulenzfaktoren (Perez et al., 2012). In dem marinen Bakterium Vibrio harveyi
wurden drei parallele QS-Systeme identifiziert, die unter anderem fur Biolumineszenz
und Biofilmbildung zustandig sind (Henke and Bassler, 2004). Eines dieser drei
Systeme wurde zuerst in dem humanen Pathogen V. cholerae entdeckt und wurde
deswegen entsprechend nach ihm benannt. Hierbei bildet die Synthase CqgsA
(cholerae guorum sensing autoinducer) den Autoinduktor CAI-1 (cholerae
autoinducer 1), welcher von CgsS (cholerae guorum sensing Sensor) detektiert wird
(Miller et al., 2002). Bei CAI-1 handelt es sich um S-3-Hydroxytridecan-4-on (Ng et
al., 2010). In V. harveyi reagiert CgsS je nach Ligandenkonzentration von CAI-1 als
Histidinkinase oder als Phosphatase. CgsS arbeitet als Histidinkinase, wenn in einer
kleinen Bakterienpopulation die Konzentration an gebildetem CAI-1 sehr niedrig ist.
Hierbei wird durch Autophosphorylierung Phosphat auf LuxU Ubertragen, welches
das Phosphat weiter an den response regulator LuxO gibt (Shikuma et al., 2009).
Phosphoryliertes LuxO aktiviert die Expression bestimmter Gene fir kleine
regulatorische RNAs, die die Expression von IluxR reprimieren. Ohne LuxR wird
luxCDABE (Luziferase) nicht transkribiert, weshalb bei einer zu geringen
Bakteriendichte keine Biolumineszenz auftritt (Henke and Bassler, 2004). W&chst die
Bakterienpopulation, erhoht sich mit ihr die Konzentration an gebildetem CAI-1.
Wenn CAI-1 an CgsS bindet, fungiert CgsS als Phosphatase und der Phosphatfluss
kehrt sich um. Dadurch werden sowohl LuxU als auch LuxO dephosphoryliert (Wei et
al.,, 2012). Da dephosphoryliertes LuxO inaktiv ist, wird die Bildung der kleinen
regulatorische RNAs gestoppt und erlaubt nun die Expression von LuxR. Damit
kénnen die nétigen Gene fiur die Biolumineszenz abgelesen werden (Fig. 5) (Henke
and Bassler, 2004).

Aus diesem System ist CqsS fiur chimare Konstrukte mit ACn interessant. Bei CgsS
handelt es sich um eine Sensorhistidinkinase, bestehend aus einer
membrangebundenen Rezeptordoméne, einer  dimerisierenden Histidin-
Phosphotransfer-Doméne und einer katalytischen ATP-bindenden Domane (Wei et
al.,, 2012). CqgsS ist als Dimer funktionell. Aktive Fusionskonstrukte aus CqgsS und
anderen Proteinen werden nur anhand der 6-TM-Variante plausibel erklart (Ng et al.,
2010). Ahnlich zu den zuvor erwahnten chimeren Tsr-AC-Konstrukten war es
moglich, durch Fusion des CgsS-Rezeptorteils mit der katalytischen Doméane von

Rv1625c aktive und durch CAI-1 spezifisch regulierte Konstrukte zu erhalten (S.
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Beltz, unveroffentlicht). Deshalb stellte sich die Frage, ob die funktionale Kopplung
von CqgsS auch mit Mammalia-ACn erfolgreich ware. Damit konnte durch Ersetzen
des 6-Transmembranankers mit einem 6-Transmembranrezeptor auch die
Regulierbarkeit von Mammalia-ACn untersucht werden.

Cytoplasma
CgsA
LuxU LuxU
LUXO LUXO
LuxR ——> Biolumineszenz

Fig. 5: Schematische Darstellung des CgsS/CAI-1-Quorum sensing Systems aus Vibrio harveyi. Die
linke Seite entspricht einem Zustand mit sehr niedriger CAIl-1-Konzentration, wobei CqgsS als
Histidinkinase reagiert. Die rechte Seite zeigt die Situation bei hoher CAIl-1-Konzentration, wobei CqsS
als Phosphatase reagiert. Die genaue Erlauterung der dargestellten Vorgange sind dem Text zu
entnehmen. sRNA = kleine regulatorische RNA, P = anorganisches Phosphat (adaptiert nach (Henke
and Bassler, 2004; Wei et al., 2012))
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2 Material und Methoden

Die meisten Methoden sind Routine im Labor, weshalb die nachfolgenden
Beschreibungen in Anlehnung an die Dissertation von L. Mondéjar erfolgen. Soweit
nicht anders angegeben, wurde fiir die verwendeten Puffer und Losungen MilliQ-
Wasser eingesetzt. Je nach Anwendung (RT oder 4°C) der Losungen musste
angsichts der Temperaturempfindlichkeit von Tris-basierten Puffern der pH-Wert bei
der jeweiligen Temperatur eingestellt werden.

2.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

AppliChem, Darmstadt: Acrylamid 4K-solution 30% (37,5:1)
Biomers.net GmbH, Ulm: Oligonukleotide (Primer fir PCR und Sequenzierung)
BIO-RAD, Miinchen: Profinity™ IMAC Ni2*-charged Resin, BIO-RAD Proteinassay-
Farbstoffkonzentrat
B. Braun Melsungen AG, Melsungen: Sterican® Kanilen Gr. 2, Gr.18
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe: Rotilabo®-Blottingpapiere, Dicke 0,35 mm
GE Healthcare, Freiburg: Amersham ECL Plus Western Blotting Detection System,
Amersham Hyperfilm ECL, ECL Plex Ziege-anti-Maus IgG-Cy3 Sekundé&rantikdrper
Hartmann Analytik, Braunschweig: (a-3°P)-ATP
Jackson ImmunoResearch Inc., West Grove (USA): Sekundarantikdrper Ziege
anti-Maus 1gG konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase
Macherey-Nagel, Duren: Porablot PDVF Membran (2 um Porengrof3e)
Merck Millipore, Darmstadt: Amicon® Ultra-4 Zentrifugen-Filtereinheiten,
Aluminiumoxid 90 aktiv neutral 0.063-0.200 mm (70-230 mesh ASTM)
New England Biolabs (NEB), Ipswich (USA): Restriktionsenzyme, T7 RNA
Polymerase, T4 DNA Ligase, Taq DNA Polymerase
Novagen R&D systems, Wiesbaden: T7 RNA Polymerase monoklonaler Antikdrper
(IgG1), S-Tag monoklonaler Antikérper
PEQ LAB, Erlangen: KAPA HiFi PCR Kit, peqGOLD Protein-Marker IV, Protein-
Marker I, dNTPs
Perkin Elmer, Massachusetts (USA): LSC-Szintillator Cocktail Ultima Gold XR,
[2,8-3H]-cAMP (Ammoniumsalz)
Promega, Madison (USA): Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System
QIAGEN, Hilden: Ni-NTA Agarose, pREP4 Vektor, monoklonale Antikérper Maus-
anti-RGS-Hisas bzw. Tetra-His™ (IgG1, BSA-frei)
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Roche (Boehringer), Mannheim: Alkaline Phosphatase, dNTPs, A-DNA,
Restriktionsenzyme, Klenow-Polymerase, Rapid DNA ligation Kit, ATP, Complete
EDTA-free Protease Inhibitor Tabletten, T7 RNA Polymerase

Serva, Heidelberg: Visking dialysis tubing 8/32 Durchmesser 16 mm

Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis (USA): Dowex® 50WX4-400 ion-exchange resin
Sud-Laborbedarf GmbH, Gauting: HiYield PCR Clean-Up und Gel Extraction Kit
Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts (USA): Slide-A-Lyzer Dialysis
Cassette (10.000 MWCO)

2.2 Ausstattung

AGFA-Gevaert Group, Mortsel (Belgien): CP1000 Entwicklungskammer fur
Rontgenfilme

Applied biosystems, California (USA): Sequence Scanner v1.0

Beckman Coulter GmbH, Krefeld: Beckman L-60 Ultrazentrifuge mit Rotor Type
50.2 Ti

BINDER GmbH: Brutschranke

Biometra, Gottingen: T3000 Thermocycler, UVstar312 nm

BIO-RAD, Miunchen: Blotting Apparat Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell
DNASTAR, Wisconcin (USA): Lasergene® Software

Eberhard-Karls-Universitat, Tubingen: Gelelektrophorese-Kammern, Kamme und
Gelschlitten fur Agarosegele, zellfrei Reaktionsgefalie

Eppendorf, Hamburg: BioPhotometer, Tischzentrifugen Minispin und 5418,
Thermomixer compact, Concentrator 5301

GE Healthcare, Freiburg: Hoefer Mighty small SE245 gel casting apparatus, Mighty
small Il E250 Kammer, AKTA-FPLC™ mit Fraktionssammler frac-950, Superdex-200
10/30, Q-Sepharose HP 16/10, Mono Q, Szintillationszahler LKB Wallac 1209
Rackbeta ,Primo’, Ettan DIGE Imager

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen: Ultra-Turrax T-8

Kontron-Hermle, Gosheim: Rotor A6.14 (SS34) und A8.24 (GSA)

SLM, instruments, Urbana (USA): French Pressure Cell Press FA-078-E1 mit
Zubehor

Thermo Fisher Scientific Inc., Langenselbold: Heraeus Megafuge 1.0 R
Centrifuge, Sorvall RC 5B Plus
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2.3 E. coli Stamme

. coli XL1-Blue fir Klonierung, Stratagene

. coli BL21(DE3) fur Expression, Novagen

. coli BLR(DES3) fur Expression von Plasmiden mit repetitiven Sequenzen, Novagen
. coli Rosetta (DE3) pLysS fur Expression mit seltenen Codons, Novagen

. coli DH5a fur Klonierung, Invitrogen

. coli C43(DE3) fur Expression von toxischen Proteinen, K. Hantke

mimimimimm

Die Genotypen, Antibiotikaresistenzen und weitere Merkmale der verwendeten
Stamme konnen auf den entsprechenden Seiten der genannten Unternehmen
nachgelesen werden.

2.4 Plasmide

pBluescript 1l SK(-), Stratagene
pQE30, pQES80-L, pQE81-L, QIAGEN
pET28a(+), pETDuet-1, Novagen
pIVEX2.3w, pAR1219, E. Beitz (Kiel)
pETDuet-3, pACYCDuet-2, A. Schultz

N&here Angaben zu den verwendeten Plasmiden finden sich auf den Seiten der
Hersteller. pIVEX2.3w wurde im Labor von E. Beitz modifiziert. pETDuet-3 und
PACYCDuet-2 wurden von A. Schultz beziglich der multiple cloning site (MCS)
verandert.

2.5 Molekularbiologische Methoden

Die Losungen fur molekularbiologische Methoden mussten steril sein. Dies wurde
durch Sterilfiltrieren (Porenweite 0,2 um) oder durch Autoklavieren erreicht (120°C, 1
bar, 20 min).

Dauerkulturen

Zur dauerhaften Lagerung eines E. coli-Klons wurden 800 pl einer tiber Nacht (UN)
Kultur mit 200 pl sterilem Glycerin (87%) versehen und bei —80°C aufbewahrt.
Glycerin verhindert das vollstandige Gefrieren der Suspension.

Kompetente E. coli-Zellen

100 ml LB-Medium wurden mit 5 ml UN-Kultur (ggf. mit Antibiotikum) der
gewinschten Zellen angeimpft und fir ca. 1,5 h bei 37°C unter Schitteln bis zu einer
14
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ODesoo von 0,3-0,4 herangezogen. Anschlieend wurden die Zellen mindestens 10
min auf Eis gekuhlt und in sterilen Falcons zentrifugiert (2000 x g, 4°C, 10 min). Die
Zellen wurden kompetent durch Suspendieren in 50 ml kaltem, sterilen 0,1 M CaClz,
Lagerung fur ca. 20 min auf Eis, Wiederholung der Zentrifugation und Suspendieren
in 10 ml kaltem, sterilen 0,1 M CaCl2/20% Glycerin. Die Zellen wurden fur weitere 2—
4 h unter gelegentlichem Schwenken auf Eis inkubiert und nach dem Aliquotieren (je
100 pl) bei -80°C gelagert. Kompetente Zellen diurfen vor Gebrauch nicht aufgetaut
werden.

LB-Medium: 20 g/l LB Nahrmedium

Transformation von DNA

Der gesamte Ligationsansatz wurde mit 10 pyl CM-Puffer und 69 pl sterilem H20
versetzt und zu 100 pl kompetenten Zellen gegeben. Wahlweise funktionierte auch
die blof3e Zugabe von 100-200 ng Plasmid-DNA. Die Aufnahme des Plasmids von
den Zellen geschah durch Inkubation fir 20 min auf Eis, Hitzeschock bei 42°C fur
genau 1 min und Inkubation fir 10 min auf Eis. Nach Zugabe von 500 ul LB-Medium
ohne Antibiotikum wurde fur 1 h bei 37°C unter Schitteln inkubiert. 70-200 ul des
Ansatzes wurden auf LB-Platten mit entsprechendem Antibiotikum gleichmafig
verteilt und fur 15-17 h bei 37°C inkubiert.

CM-Puffer (10 x, steril): 100 mM CacCl,, 100 mM MgCl,

LB-Platten: 35 g/l LB-Agar

LB-Platten mit Antibiotikum: 100 pg Ampicillin/ml LB-Agar, 50 ug Kanamycin/ml LB-
Agar

Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR diente der Amplifizierung von DNA-Fragmenten oder ganzen Plasmiden.
Mittels Fusions-PCR konnten zwei DNA-Fragmente miteinander verbunden werden.
Die Methode wurde in Anlehnung an die Vorgaben von Mullis durchgefuhrt (Mullis et
al., 1986; Mullis and Faloona, 1987). Der 50 pl-Ansatz bestand aus ca. 50 ng
Plasmid-DNA, PCR-Puffer mit MgClz, dNTPs (jeweils 250 pM), dem jeweiligen
sense- bzw. antisense-Primer (jeweils 500 nM), 5-10% DMSO (falls erforderlich) und
DNA-Polymerase (2 U KAPAHIFi). Durch unterschiedliche Temperaturzyklen im
PCR-Gerat wurden die DNA-Doppelstrdnge voneinander getrennt, was eine
Anlagerung (annealing) der DNA-Primer im n&chsten Temperaturschritt erlaubte. In
der Elongationsphase wurden beide Einzelstrdnge vom Primer beginnend mit dNTPs
aufgefullt und der Zyklus begann von neuem (Tab. 1). Die Elongationszeit musste auf
die erwartete Produktlange angepasst sein (30 s/1 kbp). Die Anlagerungstemperatur
Twm wurde fur jeden Primer mit folgender Formel berechnet, wobei nur die ersten 18
bindenden Basen beriicksichtigt wurden:
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Tm[°C] =4 (G+C) + 2 - (A+T)
(G,C,A, T = Anzahl der bindenden GC- bzw. AT-Basenpaare im Primer)

BesalRen zwei Primer unterschiedliche Tm, wurde von der Durchschnittstemperatur
eine um 5°C niedrigere Tm gewahlt. Wenn nétig, konnte das Programm optimiert
werden. Als Negativkontrolle wurde Wasser anstatt DNA-Template eingesetzt.

Tab. 1: PCR-Programm mit KAPAHiFi-Polymerase:

PCR-Programm mit KAPAHiFi-Polymerase
Phase T[°C] | Zeit[s] | Zyklen
Denaturierung 95 120
Denaturierung 98 20
Primeranlagerung Twm 15 24
Elongation 68 30
Aufflllen 68 300
Kihlen 4 o

Fur eine Fusions-PCR wurden abweichend davon zunachst funf Zyklen mit einer um
5°C niedrigeren Twm als der errechneten Anlagerungstemperatur gewéhlt und
anschlieend 25 Zyklen bei der errechneten Twm durchgefuhrt.

In einigen Fallen wurde zur Erzeugung von Punktmutationen, zur Deletion, Insertion
oder zum Austausch von ASn das QuikChange Protokoll (site directed mutagenesis)
von Stratagene eingesetzt. Hierzu wurden je PCR zwei Primer mit der gewlinschten
Mutation verwendet, die an der gleichen Sequenz an den gegenuberliegenden
Strangen des DNA-Templates binden. Die Primer wurden mit einer Lange von 25-45
Basenpaaren konstruiert. Das PCR-Programm wurde laut Tab. 1 mit 15 Zyklen
durchgefiihrt. Bei geringer Ausbeute wurde die Temperatur fir die Primeranlagerung
und fur die Elongation variiert. Nach der PCR wurde pro 50 ul Ansatz je 1 ul Dpnl
zugegeben und fur 1 h bei 37°C inkubiert. Dadurch wurde der methylierte, unmutierte
DNA-Elternstrang verdaut. Nach Dpnl-Verdau wurden 5 pl des PCR-Ansatzes zu 50
ul kompetenten E. coli XL1 zugegeben und eine Transformation durchgefiihrt. Aus
den so erhaltenen Kolonien wurden die Plasmide isoliert, sequenziert und auf die
gewilnschte Mutation Uberpruft.

dNTP-Mix: 25 mM pro dNTP

Miniprep (Plasmidisolierung aus E. coli)

3 ml einer UN-Kultur einer E. coli-Einzelkolonie oder einer Dauerkultur wurden
abzentrifugiert und die DNA mit Hilfe des Wizard® Plus Minipreps DNA Purification
System laut Angaben von Promega isoliert. Die Elution der DNA erfolgte mit 50-100
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pl sterilem H20. Bei weiterer Bearbeitung der Plasmide erfolgte die Lagerung auf Eis,
ansonsten bei -20°C.

Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme schneiden definierte DNA-Sequenzen im Doppelstrang zu
glatten oder Uberstehenden Enden, welche der Neuverknipfung kompatibler DNA-
Fragmente dienten. Die Verwendung der Restriktionsendonukleasen erfolgte nach
Angaben der Hersteller (NEB, Roche). Fiur Kontrollverdaue gentgten 100-300 ng
Miniprep-DNA in einem Volumen von 10 pl mit 2 U der jeweiligen Schnittenzyme bei
einer Inkubationszeit von 30-45 min bei 37°C. 3-5 pg BSA wurden zur
Enzymstabilisierung bei BSA-freien Puffern zugesetzt. Fir praparative Ansétze
wurde ca. 1 pg DNA in einem Volumen von 20 pl mit 8-10 U Restriktionsenzym
eingesetzt und fur 1,5-3 h bei 37°C verdaut.

Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten (1%
Agarose flur > 800 bp, 2% fur 500-1000 bp, 4% flir < 500 bp). Die Agarose wurde in
TAE-Puffer durch Erhitzen gelost und in einem Gelschlitten mit Kadmmen abgekdhlt.
Das Gel wurde in eine Kammer mit TAE-Puffer gelegt, an die nach dem Beladen des
Gels eine elektrische Spannung (80-105 V, 150 mA, 15 W) angelegt wurde. Die
DNA-Proben wurden vor dem Beladen mit BX-Puffer versetzt. Zur
GroRenbestimmung wurde ein  Marker bestehend aus einem definierten
Bandenmuster aufgetragen (EcoRI-Hindlll-verdaute A-DNA). Nach ca. 20-40 min
Elektrophorese wurde das Gel fur ca. 5 min in ein Ethidiumbromidbad (10 mg/l)
gelegt und fir weitere 10 min elektrophoretisch aufgetrennt.

TAE-Puffer (unsteril): 40 mM Tris-Acetat (pH 8,0), 1 mM EDTA

BX-Puffer: 1 x TAE, 5% Glycerin, 0,05% Bromphenolblau,
0,05% Xylencyanol

DNA-Isolierung aus Agarose-Gelen

Nach der Agarose-Gelelektrophorese wurden die DNA-Banden préazise
ausgeschnitten. Die DNA konnte mit Hilfe des HiYield® Gel/PCR DNA Fragments
Extraction Kit laut Angaben des Herstellers (Sud-Laborbedarf) aus dem Gelstiick
extrahiert werden. Die DNA wurde mit 34-50 pl nukleasefreiem Wasser eluiert und
bei weiterer Bearbeitung auf Eis, ansonsten bei -20°C gelagert.
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DNA-Entsalzung

Zur Reinigung bzw. Entsalzung von PCR-Produkten konnte ebenfalls der HiYield®
Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit verwendet werden. Die Gelelektrophorese
entfiel hierbei. Die DNA wurde mit 34-50 pl nukleasefreiem Wasser eluiert und bei
weiterer Bearbeitung auf Eis, ansonsten bei -20°C gelagert.

Konzentrationsbestimmung von DNA

Gereinigte DNA wurde mit einem Eppendorf Photometer unter Beriicksichtigung des
Verdunnungsfaktors bei A = 260 nm gemessen. Mit dem Quotienten aus 260 nm/280
nm konnte die Reinheit der DNA festgestellt werden. Je naher der Wert an 2 reichte,
desto weniger war die DNA mit Protein verunreinigt.

Dephosphorylierung von Vektoren

Um eine Religation von geschnittenen Vektoren zu vermeiden, wurden sie vor der
Ligation mit alkalischer Phosphatase am 5’-Ende dephosphoryliert. Das Enzym (0,5-
1 U/10 pl Ansatz) wurde dem Restriktionsverdau fir die letzten 1,5 h Inkubationszeit
bei 37°C zugegeben.

Ligation von DNA

Nach der Dephosphorylierung wurden Vektor und Insert mit Hilfe des Rapid DNA
Ligation Kits laut Angaben von Roche bei RT fur 15-25 min ligiert. Fir eine effiziente
Ligation wurde ein molares Verhaltnis von 1:3 (Vektor:Fragment) eingesetzt, wobei
die Vektormenge ublicherweise 60 ng betrug.

Sequenzierung von DNA

Sequenzierung diente der Uberpriifung der Richtigkeit von neu klonierten Plasmiden.
Hierfir wurden ca. 500 ng Miniprep-DNA mit 5 pl Sequenzierprimer (5 uM) versehen
und von GATC Biotech AG sequenziert. Mit Hilfe der Programme Sequence Scanner
v 1.0 und SegMan (Lasergene) wurden diese Sequenzen analysiert und mit der
Zielsequenz verglichen.
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2.6 Proteinchemische Methoden

Expression

Nach Transformation der gewilinschten Plasmide in Expressionsstamme (z.B. E. coli
BL21/BLR(DE3) oder C43(DE3)) wurden die jeweiligen Proteine produziert. Mit 5 ml
UN-Kultur wurden 100-200 ml LB-Medium mit Antibiotikum (je nach verwendetem
Vektor 100 pg/ml Ampicillin, 50 pg/ml Kanamycin, 34 pg/ml Chloramphenicol)
angeimpft und bei 30°C unter Schutteln bis zu einer ODsoo ~ 0,3 inkubiert. Innerhalb
der néachsten 30 min wurden die Kulturen auf eine niedrigere Temperatur gekuhlt. Je
nach Vektor wurde ab einer ODesoo von 0,4-0,6 mit einer bestimmten Menge (s.u.
Expressionsbedingungen) Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert, d.h.
die Repression der Basalexpression durch den lac-Repressor wurde aufgehoben und
die Expression des gewlnschten Proteins begann. Die Proteinexpression wurde
durch Anpassung der Temperatur, der IPTG-Konzentration und der Zeitdauer nach
Induktion optimiert.

Antibiotikakonzentrationen: 100 mg Ampicillin/ml H.O, 50 mg Kanamycin/ml H-O, 34
mg Chloramphenicol/ml Ethanol
Expressionsbedingungen:
- Tsr-Transmembranmutanten, Konstrukte mit T4 Lysozym: in E. coli BL21(DES3)
pREP4 pQE30 (nur [G19K/V203E]-Mutante in pQE8O0-L ohne pREP4) bei 22°C fur 5
h, 100 uM IPTG
- Konstrukte mit YaiN und YbeL: in E. coli C43(DE3) pET28a(+) bei 18°C fir ca. 16 h
UN, 1 mM IPTG
- Konstrukte mit CgsS und ACV C1 bzw. ACII C2: in E. coli C43(DE3) und Rosetta
pLysS pETDuet-3 bei 22°C fur 3 h, 1 mM IPTG
- Konstrukte mit CqsS und hACII: Fusionsproteine in E. coli C43(DE3) pREP4 pQES80-
L bei 18°C fur 15 h UN, 1 mM IPTG oder bei 22°C fiir 3 h, 1 mM IPTG (laut pETDuet-
Handbuch); geteilte Proteine (CqsS-C1/CqsS-C2) in E. coli BL21(DE3) pETDuet-3
und/oder pACYCDuet-2 bei 22°C fiir ~3,5 h, 1 mM IPTG
- Losliche Konstrukte von hACII: in E. coli BL21(DE3) pQES80-L bei 20°C fir ca. 16 h
UN, 50 uM IPTG
- Losliche Konstrukte von Rv1625c: in E. coli BL21(DE3) oder BLR(DE3) pREP4
PQE30 oder pQES8O0-L (ohne pREP4) bei 25°C fur ~3,5 h, 30 uM IPTG

Expression von Gsg*

Die Expression von konstitutiv aktivem Gsa* (Weitmann et al., 2001) wurde von U.
Kurz durchgefihrt. Hierfir wurden frisch transformierte Zellen verwendet. Die
Transformation wurde mit ca. 200 ng des Plasmids pQE30 Gs«* zu E. coli
BL21(DE3) pREP4 durchgefiihrt. Der Transformationsansatz wurde zu 20 mi
,=angereichertem® Medium (s.u.) mit 100 pg/ml Ampicillin und 50 pg/ml Kanamycin
gegeben und bei 30°C UN unter Schiitteln inkubiert. Mit 500 pl dieser UN-Kultur
wurden 40 ml ,angereichertes” Medium mit 100 pg/ml Ampicillin angeimpft und bei
30°C unter Schitteln inkubiert. Nach ca. 4 h wurde die Hauptkultur (16 x 200 mi
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»=angereichertes LB) angeimpft und die Proteinexpression nach weiteren 3-4 h bei
einer ODeoo ~ 0,4 mit 30 uM IPTG induziert. Die Expression erfolgte fir 16-18 h UN.
Nach der Zellernte wurden je zwei Kolben pro Falcon bei -80°C gelagert.

“Angereichertes” Medium (fur 3,5 I): 70 g LB Nahrmedium, 35 g Trypton, 17,5 ¢
Hefeextrakt, 7,9 ml Glycerin, 175 ml KH2PO4 pH
7,2 (NaOH) 1M

Zellernte

Die Zellen wurden abzentrifugiert (3200 x g, 4°C, 10 min), der Uberstand verworfen
und die Pellets in 30-50 ml kaltem Waschpuffer suspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation (4300 x g, 4°C, 30 min) wurde der Uberstand verworfen und die
Pellets bei -80°C gelagert.

Waschpuffer: 50 mM Tris/HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA

Zelllyse

Die gefrorenen Zellen wurden auf Eis aufgetaut und in 25 ml Zellsuspensionspuffer
(Solubilisationspuffer bei YaiN-YbeL-Konstrukten) suspendiert. Anschliel3end wurden
die Zellen mit der French Press unter standiger Kihlung mit einem Druck von ca.
1200 psi in 1-2 Durchgangen aufgebrochen. Durch Zentrifugation (4300 x g, 4°C, 30
min) wurden die unloslichen Zellbestandteile entfernt und der Uberstand weiter
bearbeitet. Die Zellen mit den I6slichen hACII- und Rv1625c-Konstrukten wurden in
20 ml Lysepuffer aufgenommen, in zwei Durchgdngen mit der French Press
aufgebrochen (1200 psi) und zentrifugiert (48.000 x g, 4°C, 30-60 min).

Zellsuspensionspuffer: 50 mM Tris/HCI (pH 8,0), 2 mM Thioglycerin (0,02%), 50 mM
NaCl, 1 Tablette Protease Inhibitor/50 ml Puffer
Solubilisations-Puffer (Leviatan et al., 2010): 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM NaCl,
10 mM KCI, 2 mM PMSF (100 mM in
Isopropanol)
Lysepuffer (Guo et al., 2001): 50 mM Tris (pH 8,0), 50 mM NacCl, 10 mM
B-Mercaptoethanol (0,71 pl/ml Puffer)

Proteinreinigung mit IMAC

Bei der Proteinreinigung durch IMAC handelt es sich um eine
Affinitatschromatographie mit immobilisierten Metallionen (Porath et al., 1975), hier
mit Ni?*. Die Metallionen sind an Nitrilotriessigsaure (NTA) gebunden. Zwei freie
Koordinationsstellen des Ni?*-lons interagieren mit den His-Tags der Proteine. His-
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Tags bestehen aus 4-10 Histidinresten, welche je nach Vektor N- oder C-terminal an
das gewtnschte Konstrukt kloniert wurden. Nicht markierte Proteine binden nicht und
werden ausgewaschen. Das gewunschte Protein wird mit einer hohen
Imidazolkonzentration eluiert. Ni-NTA ist ein partikulares Material und wird als 50%-
Suspension mit Ethanol gelagert. Vor der Entnahme muss das Ni-NTA aufgewirbelt
werden und als Suspension abpipettiert werden.

Reinigung der YaiN-/YbelL-Konstrukte

Fur die Reinigung wurde eine entsprechende Menge an Minispin-Saulen mit Filter
vorbereitet. Jede Saule wurde mit 1,5 ml suspendierter 50% Ni-NTA-L6sung gefullt,
das Ethanol durchgedriickt und das Ni-NTA mit 5 ml HEPES-Puffer (10 mM Imidazol)
aquilibriert. Da fur den Proteintberstand nur eine kurze Bindungszeit eingeplant war,
wurde eine grofe Ni-NTA Menge gewahlt. Nach der Solubilisation wurde der
Proteintberstand (ca. 8 ml pro Séule) auf die Ni-NTA-Saule gegeben, tropfenweise
durchgedriuckt und ein zweites Mal zur Steigerung der Bindungseffizienz auf die
Saule aufgetragen. Dies wurde noch einmal wiederholt. Nach dem Durchlauf wurde
mit 1 ml HEPES-Puffer (10 mM Imidazol), zweimal 1,5 ml HEPES-Puffer (30 mM
Imidazol) und 0,7 ml HEPES-Puffer (50 mM Imidazol) gewaschen. Das Protein wurde
in zwei Schritten eluiert: 1 ml HEPES-Puffer (200 mM Imidazol) durchdriicken, Eluat
auffangen, erneut auf die Saule geben und eluieren. Gleiche Prozedur wiederholen
und Eluate vereinigen. Das Eluat wurde entweder UN dialysiert oder auf Eis bei 4°C
gelagert. Da bei der folgenden Gelfiltration (Superdex 200 10/30) nur ein Volumen
von ca. 250 ul aufgetragen werden konnte, musste das Eluat konzentriert werden.
Hierfir wurden Amicon® Ultra-4 Zentrifugen-Filtereinheiten (100 kDa MWCO) mit
HEPES-Puffer (200 mM Imidazol) aquilibriert und dann das Eluat auf ca. 450 pl
konzentriert. AnschlieRend musste das Eluat zentrifugiert werden (17.000 x g, 4°C,
20 min), damit keine Prazipitate die Gelfiltrationssaule verstopfen. Von dem
Uberstand wurden 250 pl auf die Gelfiltrationssaule aufgetragen und das restliche
Volumen zur Bestimmung der Proteinkonzentration und fur die SDS-PAGE
verwendet.

HEPES-Puffer: 50 mM HEPES (pH 7,4), 1 M NaCl, 1 mM MnCI; (erst nach pH-
Einstellen zugeben), 1 mM DTT (frisch zugeben), Imidazol (10, 30, 50,
200 mM), 0,1% Detergens (Brij58)

Keine Detergenszugabe im 10 mM Imidazol-HEPES-Puffer, da dieser nur fur das

Aquilibrieren der Ni-NTA-Saule verwendet wird.

Dialyse-Puffer: 20 mM Tris (pH 7,5), 100 mM NacCl, 10 mM KClI

Gelfiltrations-Puffer: 20 mM Tris (pH 7,5), 100 mM NacCl, 10 mM KClI, 0,05% Brij58

(frisch zugeben), vor Anwendung filtrieren
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Reinigung der der l6slichen hACIl und Rv1625c-Konstrukte (Guo et al., 2001)

Der Proteiniberstand (ca. 20 ml) nach Zellaufschluss wurde mit 200 ul
suspendiertem 50% Ni-NTA versehen, 3 h auf Eis inkubiert und zentrifugiert (1500 X
g, RT, 3 min). In diesem Fall wurde das geringe Ni-NTA-Volumen zuvor nicht
gewaschen. Der Uberstand wurde verworfen und das Ni-NTA-Pellet in Minispin-
Saulen mit Filter tberfihrt. Nach Waschen der Saule mit je 2 ml der Wasch-Puffer A,
B und C wurde das l6sliche Protein mit 500 pl Elutions-Puffer eluiert. Die Elution
wurde nochmals auf die Saule aufgetragen, eluiert und mit 100 pl Elutions-Puffer
nachgewaschen. Die Elutionen wurden UN bei 4°C in Dialyse-Puffer dialysiert.

Wasch-Puffer A: 50 mM Tris (pH 8,0), 10 mM B-Mercaptoethanol, 2 mM MgCl,, 400 mM
NaCl, 5 mM Imidazol

Wasch-Puffer B: Wasch-Puffer A mit 15 mM Imidazol

Wasch-Puffer C: Wasch-Puffer A mit 10 mM NaCl und 15 mM Imidazol

Elutions-Puffer: 50 mM Tris (pH 8,0), 10 mM B-Mercaptoethanol, 2 mM MgCl,, 10 mM
NaCl, 150 mM Imidazol

Dialyse-Puffer: 50 mM Tris (pH 7,5), 2 mM B-Mercaptoethanol, 10 mM NacCl, 20%
Glycerin

Reinigung von Gsa*

Die Reinigung von konstitutiv aktivem Gso* wurde von U. Kurz durchgefihrt. Fir eine
lohnende Ausbeute wurden pro Reinigung die Zellpellets aus Expression von
mindestens 1600 ml LB-Medium bearbeitet. Jedes Zellpellet (aus Expression in 200
ml LB-Medium) wurde in 20 ml Lysepuffer suspendiert und die Zellen mit zwei
Durchgangen in der French Press unter standiger Kihlung bei ca. 1200 psi
aufgebrochen. Nach Zentrifugation (100.000 x g, 4°C, 1 h) wurden die 20 ml
Uberstand auf zwei 50 mil-Falcons verteilt und pro Falcon 200 mM NaCl, 5 mM
Imidazol und 200 ul suspendiertes IMAC (BIO-RAD) zugegeben. Nach Inkubation fir
4-5 h unter Schuitteln auf Eis wurde zentrifugiert (1500 x g, RT, 3 min) und der
Uberstand verworfen. Das IMAC-Pellet wurde auf Minispin-Saulen mit Filter Gberfihrt
und mit 4 ml Wasch-Puffer A gewaschen. Das losliche Protein wurde mit 500 pl
Elutions-Puffer eluiert, das Eluat ein zweites Mal auf die Saule aufgetragen und nach
erfolgter  Elution mit 100 ul  Elutions-Puffer  nachgewaschen. Das
Gesamtelutionsvolumen aller 16 Saulen betrug 9,6 ml und wurde auf eine Mono Q
Séaule aufgetragen (Programm: monoQ 1 DL GSA neu). Da die Mono Q Saule mit
150 mM NaCl &aquilibriert war, konnte Gso* nicht binden und wurde aus dem
Durchlauf gepoolt. Die meisten Verunreinigungen blieben an der Saule gebunden.
Der Gsa*-Pool (ca. 8 ml) wurde UN dialysiert und mit Amicon® Ultra-4 Zentrifugen-
Filtereinheiten (10 kDa MWCO) auf 0,5-1 mg/ml konzentriert. Die Aliquots wurden in
flissigem N2 gefroren und bei -80°C gelagert. Die Ausbeute aus 1600 ml LB-Medium
betrug ca. 1,5-2 mg Gsa*.

Lysepuffer: 50 mM Tris (pH 8,0), 20 mM B-Mercaptoethanol, 0,1 mM PMSF
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Wasch-Puffer A: 50 mM Tris (pH 8,0), 20 mM B-Mercaptoethanol, 200 mM NaCl, 10 mM
Imidazol, 0,1 mM PMSF
Elutions-Puffer: 50 mM Tris (pH 8,0), 20 mM B-Mercaptoethanol, 150 mM NacCl, 150
mM Imidazol, 10% Glycerin, 0,1 mM PMSF
Reinigungspuffer fir Mono Q: 50 mM Tris (pH 8,0), 20 mM B-Mercaptoethanol, 1 mM
EDTA, 20% Glycerin, 150 mM NaCl
Dialyse-Puffer: 50 mM Tris (pH 8,0), 20 mM B-Mercaptoethanol, 1 mM
EDTA, 20% Glycerin

Gelfiltration

Ein zuséatzlicher Reinigungsschritt von |8slichen Proteinen erfolgte Uber
Gelchromatographie. In der AKTA-Anlage wurden Superdex 200 10/30, Q-
Sepharose HP 16/10 und Mono Q verwendet. Die eingesetzten Puffer wurden filtriert
(0,22 um Mikrofilter) und entgast. Das Gerat wurde von U. Kurz bedient. Fraktionen
mit eluiertem Protein wurden gepoolt und einzelne Peaks auf Aktivitat Gberprift.

Dialyse und Konzentrierung

Dialyse dient der Entfernung storender Substanzen wie z.B. Imidazol oder zur
Umpufferung. Die Dialyseschlauche (Visking Dialyse Schlauch) wurden in dest.
Wasser eingeweicht, mit der Probe (ca. 600-8000 pl) gefillt und mit Klammern
verschlossen. In 500-1000 ml Dialysepuffer wurde UN bei 4°C unter leichtem Riihren
dialysiert. Am néchsten Tag wurden die Proben aus den Schlauchen pipettiert und
weiter verarbeitet. Zur Konzentrierung gréRerer Volumina konnten auch Amicon®
Ultra-4 Zentrifugen-Filtereinheiten bei 4330 x g, 4°C (Megafuge 1.0 R) verwendet
werden. Vor dem Einsatz mussten die Filter in dem jeweiligen Puffer gewaschen
werden.

Membranpraparation

Der Proteintberstand nach dem Zellaufschluss mittels French Press wurde zweimal
zentrifugiert, einmal 4300 x g, 4°C, 30 min, dann 100.000 x g, 4°C, 1 h. Das Pellet
wurde je nach GréfRe in 1-3 ml Membranpuffer (oder anderen geeigneten Puffern)
aufgenommen und in einem Dounce-Homogenisator homogenisiert. Fur die weitere
Verwendung wurde die Membransuspension auf Eis gelagert, ansonsten bei -80°C.

Membranpuffer: 40 mM Tris/HCI (pH 8,0), 1,6 mM Thioglycerin (0,16%), 20% Glycerin
(87%)
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Solubilisation der YaiN-/YbeL-Konstrukte

Das Pellet aus der Membranpraparation wurde in HEPES-Puffer homogenisiert und
die Proteinkonzentration mittels Bradford auf 10 mg/ml eingestellt. Nach Zugabe von
0,5-2% Detergens (Brij58, DDM, Ci2Es) wurde fir 3 h auf Eis unter Schwenken
inkubiert. Nach Zentrifugation (100.000 x g, 4°C, 1 h) wurde der Uberstand mit Ni-
NTA gereinigt.

HEPES-Puffer: 50 mM HEPES (pH 7,4), 1 M NaCl, 1 mM MnCl; (erst nach pH-
Einstellen zugeben), 1 mM DTT (frisch zugeben), 10 mM Imidazol

Gewebepréaparation

Das Protokoll ist in Anlehnung an Schultz und Schmidt (Schultz and Schmidt, 1987).
Pro Versuch wurde eine Maus durch CO2-Begasung getétet und das Gehirn von A.
Bausch entnommen. Das Gehirn wurde kurz in PBS-Puffer (Biochrom GmbH)
gewaschen und mit einem Ultra-Turrax (IKA-Werke) in insgesamt 20 ml
Homogenisierungspuffer auf Eis homogenisiert. Nach Zentrifugation (12.000 x g, 15
min, 4°C) wurde der Uberstand verworfen, der Niederschlag in 5 ml 1 mM KHCO3
suspendiert und erneut zentrifugiert (12.000 x g, 10 min, 4°C). Je nach
Proteinkonzentration wurde das Zentrifugat in 2-2,5 ml 1 mM KHCOs aufgenommen
und mittels Kanulen (Sterican® Gr.2, Gr. 18) homogenisiert. Die Zugabe von 1 mM
des PDE-Inhibitors 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) zum anschlieBenden AC-Test
war fur die Aktivitat unerheblich. Je nach Bedarf im AC-Test wurden weitere
Verdinnungen in 1 mM KHCOs hergestellt.

Homogenisierungspuffer (Schultz and Schmidt, 1987): 48 mM Tris-HCI (pH 7,4), 12 mM
MgCl, 0,1 mM EGTA

Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford (Bradford, 1976).
Fur die Kalibrierkurve wurde BSA als Standard verwendet.

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-PAGE nach Laemmli (Laemmli, 1970) diente der
Auftrennung von Proteinen anhand ihres Molekulargewichts. Die Gele bestehen aus
einem Sammelgel, mit dem Zweck der Konzentrierung aller in der Probe enthaltenen
Proteine am Ubergang zum Trenngel, in welchem die eigentliche Auftrennung erfolgt.
Die Proben wurden mit Laufpuffer vermischt und 1:4 mit Probenpuffer verdinnt, so
dass ein Auftragsvolumen von 20 pl erhalten wurde. Waren die Gele zur Auswertung
in Coomassie-Farbung bestimmt, wurden die Taschen mit 5 pg Protein beladen.
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Gele fur Western Blots enthielten pro Tasche 0,5-2 ug Protein, in seltenen Fallen
auch mehr, wenn die Banden zu schwach waren. Membranproteine wurden sofort
aufgetragen, losliche Proteine zuvor fur 5-10 min bei 80-95°C denaturiert. Die
Elektrophorese im Laufpuffer dauerte ca. 1 h (200 V, 20 mA pro Gel). Als
ProteingroR3enstandard dienten je 5 pl Protein-Marker | (PEQ LAB) fir SDS-Gele
oder 3 pl peqGOLD Protein-Marker IV (prestained, PEQ LAB) fur Western Blots.
Anschlieend wurden die Gele mit Coomassie-Farbelésung gefarbt, mit
Entfarberldsung behandelt und in Wasser gelagert.

Trenngelpuffer (4 x): 1,5 M Tris/HCI (pH 8,8), 0,4% SDS

Sammelgelpuffer (4 x): 500 mM Tris/HCI (pH 6,8), 0,4% SDS

Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% SDS

Probenpuffer (4 x): 130 mM Tris/HCI (pH 6,8), 10% SDS, 10% B-Mercaptoethanol,

20% Glycerin, 0,06% Bromphenolblau
Coomassie-Farbelésung: 0,2% Coomassie Brilliant Blue R-250, 10% Essigsaure, 40%

Methanol

Entfarberlésung: 10% Essigsaure, 30% Ethanol
Trenngel Sammelgel

kDa 36-94 | 16-68 | 14-56 | 12-43
Dichte [%] 7,5 10 12,5 15
H.O [ml] 6 5 4 3 2,4
Trenn-/Sammelgelpuffer [ml] 3 3 3 3 1
Acrylamid [ml] 3 4 5 6 0,6
TEMED [pl] 10 10 10 10 10
APS 10% [pl] 80 80 80 80 40

Western Blot

Nach der SDS-PAGE wurden die Proteine aus dem Gel elektrophoretisch auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen und mit spezifischen Antikdrpern nachgewiesen.
Es wurde die Methode des Semi-Dry-Elektrotransfers nach Towbin (Towbin et al.,
1979) angewandt. Der Blot bestand aus drei Lagen Whatmanpapier 3 MM (je 9,5 cm
X 6 cm, getrankt in Towbinpuffer), aktivierter Nitrozellulosemembran (PVDF, 8 cm x 6
cm, gewaschen mit Methanol, Wasser, Towbinpuffer), dem SDS-Gel (kurz in
Towbinpuffer gelagert) und wieder drei Lagen Whatmanpapier auf der Anodenplatte
des Blot-Apparates (ohne Luftblasen). Beide Elektrodenplatten waren mit
Towbinpuffer angefeuchtet. Das Blotten dauerte 3 h bei 20 V, 200 mA pro Blot (2,5
mA/cm?). Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen mit dem Erstantikorper wurde
die Membran fur 15 min-UN in 30 ml Milchpulverlésung inkubiert und so die
unspezifische Proteinadsorption blockiert.

Towbinpuffer (Towbin et al., 1979): 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% Methanol
Milchpulverlésung: 5% Milchpulver in TBS-T-Puffer
TBS-Puffer: 20 mM Tris/HCI (pH 7,6), 140 mM NacCl
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TBS-T-Puffer: 0,1% Tween 20 in TBS-Puffer (filtriert)

Erstantikdrperkonzentrationen: 1:2000 RGS-Hiss, 1:2000 Tetra-His, 1:5000 S-Tag,
1:10000 T7 RNA Polymerase Antikdrper

Zweitantikérperkonzentration: 1:5000 Ziege-anti-Maus  polyklonaler  Antikorper
konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase, 1:2500 ECL Plex
Cy3

Western Blot mit ECL Plus Western Blotting Detection System

Nach dem Blockieren wurde die Membran flr 2x 2 min in TBS-T gewaschen, mit
Erstantikorper (in 30 ml 5%iger Milchpulverlésung) fur ca. 1 h inkubiert und erneut
(2x 5 min, 1 x 15 min) in TBS-T gewaschen. Anschlie3end folgte die Inkubation mit
einem Ziege-anti-Maus Zweitantikbrper konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase (in 30
ml 5%iger Milchpulverldsung) fur ca. 1 h und Waschen (2x 5 min, 1 x 15 min) in TBS-
T. Die Membran wurde auf Frischhaltefolie gelegt, mit ECL Entwicklungslosung (2 mi
Losung A + 50 pl Lésung B pro Membran) fur ca. 1 min in der Dunkelkammer
inkubiert und danach trocken getupft. Die Membran wurde wieder in Frischhaltefolie
gelagert. Mit verschiedenen Zeiten (5 sec-10 min) wurden Filme (Hyperfilm ECL)
belichtet und diese entwickelt (AGFA CP1000). Die Membran wurde getrocknet und
in Coomassie-Farbelosung gefarbt, um den GroRenstandard auf die Filme zu
Ubertragen.

Western Blot mit Ettan DIGE Imager

Nach dem Blockieren wurde die Membran fur 3x 10 min in TBS-T gewaschen, mit
Erstantikérper (in 5 ml TBS-T + 5% BSA + 0,05% NaNs3) fur ca. 1 h inkubiert und
erneut (3x 10 min) in TBS-T gewaschen. Anschlie3end folgte die Inkubation mit dem
Zweitantikorper ECL Plex Cy3 (in 5 ml TBS-T) fur ca. 1 h im Dunkeln und Waschen
(5x 5 min, im Dunkeln) in TBS-T. Nach dem Trocknen der Membran (mindestens 20
min) konnte die Fluoreszenz mit dem Ettan DIGE Imager nach Herstellerangaben ca.
drei Monate lang nachgewiesen werden. Mit Hilfe des Programms ImageQuant TL
konnten die Banden analysiert und quantifiziert werden.

2.7 Zellfreie Proteinbiosynthese

Die Methode des zellfreien Proteinbiosystems (ZS) wurde wahrend eines
zweiwdchigen Aufenthalts am Institut fur Pharmazeutische und Medizinische Chemie
der Universitat Kiel unter der Leitung von E. Beitz erlernt. Die Methode wurde nach F.
Bernhard (Schwarz et al., 2007a) durchgefuhrt. Das System besteht aus einem so
genannten reaction mixture RM (Reaktionsgemisch) und einem feeding mixture FM
(Nahrstoffmix). Im FM befinden sich die niedermolekularen Ausgangsstoffe wie z.B.
Aminosauren und Nukleotide, wéhrend sich die gebildeten Proteine im RM
konzentrierten. RM und FM sind durch eine semipermeable Membran voneinander
getrennt, was zum einen eine gute N&ahrstoffversorgung des RM gewaéhrleistet und
zugleich das exprimierte Protein in einem Kkleinen Volumen zurlickhélt. Die
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Transkription der DNA im RM erfolgte durch Zugabe der T7 RNA Polymerase. Im
Prinzip waren drei verschiedene Expressionsformen maoglich: die Expression der
Proteine als Prazipitat ohne Zugabe von Detergenzien (P-Expression), die
Expression der Proteine in Micellen mit Einsatz von Detergenzien (D-Expression)
und die Expression der Proteine in Liposomen unter Zugabe von Lipiden (L-
Expression).

DNA-Templates und Ethanolfallung

Die DNA-Templates wurden in den plIVEX2.3w Vektor zwischen den T7 Promoter
und den T7 Terminator kloniert. Das Template konnte N-terminal an das grin
fluoreszierende Protein (GFP) gekoppelt werden, um anhand der Fluoreszenz den
Erfolg der Expression unmittelbar feststellen zu kdnnen. C-terminal enthielt der
Vektor einen His-Tag fur die Reinigung oder Antikdrperdetektion mittels Western
Blot. N-terminal wies der Vektor einen HA-Tag (Hamagglutinin-Tag) auf. Die zellfreie
Expression von GFP als Standardprotein diente der Justierung der
Reaktionsbedingungen.

Nach der Plasmidpraparation wurde das DNA-Template durch Ethanolfallung
gereinigt und konzentriert, um die erforderliche Mindestkonzentration von ca. 300 ng
DNA zu erhalten. 5x 5 ml UN-Kultur wurden nach der Plasmidpraparation mit je 60 pl
MilliQ-Wasser eluiert, gepoolt und die DNA-Konzentration gemessen. Zu den 300 pl
Plasmidpraparation wurden 0,375 Vol NHsAc (10 M) zugegeben und zu dem neuen
Volumen 2,5 Vol 100% Ethanol addiert. Nach Inkubation bei RT fiir 30-60 min (oder
bei -20°C UN) wurde zentrifugiert (20.800 x g, 4°C, 20-30 min), der Uberstand
verworfen und das Pellet mit 80% Ethanol (0,5 Vol des vormals vorhandenen
Volumens) gewaschen. Nach Zentrifugation (20.800 x g, 4°C, 15 min) wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet getrocknet (10 min bei 37°C oder 1 min im
Concentrator 5301). Anhand der Ausgangskonzentration der DNA in der
Plasmidpraparation konnte das getrocknete Pellet in der entsprechenden Menge
MilliQ-Wasser fur eine Endkonzentration von ca. 300 ng/ul gelést werden. Die
gereinigte DNA wurde bei -20°C gelagert.

Herstellung des S30-Extraktes

Die Herstellung des S30-Extraktes (Sedimentation bei 30.000 x g) wurde laut
Schwarz et. al. (Schwarz et al., 2007a) durchgefuhrt. Der Extrakt verfugt Gber alle
Bestandteile des Translationsprozesses, z.B. Ribosomen, Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen, Translationsfaktoren, sowie Acetatkinase (Komponente des
energieregenerierenden Systems) und in geringen Mengen E. coli-Lipide oder
-Membranfragmente. Das Entfernen endogener mRNA flihrte zu einer Reduktion der
Hintergrundproteinexpression. Durch Dialyse gingen endogene ASn verloren, welche
der zellfreien Expression zugegeben werden mussen.
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Am IMIT (Universitat Tubingen) wurde von A. Kulik ein 10l-Fermenter mit YPTG-
Medium (2x) mit 100 ml UN-Kultur E. coli BL21(DE3) angeimpft und das Wachstum
bei 37°C unter Ruhren Uberwacht. In der exponentiellen Wachstumsphase wurde der
Fermenter von auf3en maoglichst schnell abgekuihlt, die Zellen geerntet und auf Eis
gelagert. Der Vorgang sollte nicht langer als 45 min dauern bzw. eine ODsoo ~ 4,0
nicht Gberschreiten, um maoglichst viele Ribosomen zu erhalten. Das Zellpellet wurde
in 300 ml S30-A-Puffer (4°C) suspendiert, zentrifugiert (8000 x g, 4°C, 10 min) und
dieser Vorgang zweimal wiederholt, wobei die letzte Zentrifugation 30 min dauerte.
Das Pellet wurde bei -80°C gelagert. Nach dem Auftauen der Zellen auf Eis wurde
deren Gesamtgewicht (ca. 50-60 g Nassgewicht pro 10l-Fermenter) in 110% (vol/wt)
S30-B-Puffer (4°C) suspendiert und die Zellen mit 2-4 Durchgéngen in der French
Press bei 1200 psi aufgeschlossen. Nach Zentrifugation (30.000 x g, 4°C, 30 min)
wurden die oberen 2/3 klarer Uberstand in ein neues Roéhrchen uberfiihrt und die
Zentrifugation wiederholt. Die oberen 2/3 des klaren Uberstandes wurden
abgenommen, zum Entfernen der endogenen mRNA mit 400 mM NaCl versetzt und
45 min bei 42°C im Wasserbad inkubiert. Der nunmehr triibe Extrakt (~30 ml) wurde
in 5 | S30-C-Puffer (4°C) fur mindestens 2 h bei 4°C dialysiert (rechtzeitig ca. 12 |
Wasser fiir den 50 x S30-C-Puffer kiihl stellen), dann der Puffer erneuert und UN bei
4°C weiter dialysiert. Am nachsten Tag wurde der Extrakt zentrifugiert (30.000 x g,
4°C, 30 min), die oberen 2/3 des Uberstands (~20-25 ml) abgenommen und zur
Lagerung bei -80°C in 100-200 pl Aliquots in flissigem N2 gefroren. Jedes Aliquot
sollte zur Verwendung nur einmal aufgetaut werden. Nach jeder neuen S30-
Extraktherstellung muss die optimale Magnesiumkonzentration durch die zellfreie
Expression eines Standardproteins (z.B. GFP) bestimmt werden.

YPTG-Medium fur 10I-Fermenter (2 x): 29,9 g KH2PO4 und 91,3 g K:HPO4 in 500 ml
Wasser (autoklavieren), 198 g Glucose (= 40%)
in 500 ml Wasser (autoklavieren), 100 g
Hefeextrakt, 160 g Trypton und 50 g NaCl in eine
500 ml-Flasche abwiegen

S30-A/B-Puffer (50 x, 4°C): 10 mM Tris-Acetat (pH 8,2; mit Essigsaure
einstellen), 14 mM Mg?*-Acetat, 0,6 mM KCI

S30-A-Puffer: 6 mM B-Mercaptoethanol zu S30-A/B-Puffer
(frisch zugeben)

S30-B-Puffer: 1 mM DTT, 0,1 mM PMSF zu S30-A/B-Puffer (je
frisch zugeben)

S30-C-Puffer (50 x, 4°C): 10 mM Tris-Acetat (pH 8,2; mit Essigsaure

einstellen), 14 mM Mg?*-Acetat, 0,6 mM K*-
Acetat, 0,5 mM DTT (frisch zum 1x S30-C-Puffer)

Herstellung der T7 RNA Polymerase

Die T7 RNA Polymerase erkennt nur den T7 Promoter und wurde zwecks Reduktion
ungewollter Hintergrundtranskription im ZS verwendet. Hintergrundexpression war
nur durch E. coli-Polymerase-Aktivitat moglich, welche noch im S30-Extrakt enthalten
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war. Wegen eines hohen Kaufpreises wurde die T7 RNA Polymerase im Labor
hergestellt.

10x 200 ml LB-Medium mit 100ug/ml Ampicillin wurden mit je 2 ml UN-Kultur von E.
coli BL21(DE3) pAR1219 (enthalt Gen fur T7 RNA Polymerase) angeimpft und bei
37°C unter Schutteln bis zu einer ODsoo ~ 0,6-0,8 inkubiert. Nach Induktion mit 1 mM
IPTG wuchsen die Zellen fur weitere 5 h bei 37°C. Die Zellen wurden zentrifugiert
(4500 x g, 4°C, 15 min) und auf zwei 50 ml-Falcons verteilt (= 5x 200 ml LB-
Medium/Falcon). Pro Falcon wurden die Zellen mit 30 ml T7-Puffer gewaschen,
zentrifugiert (4500 x g, 4°C, 30 min) und ohne Puffer bei -80°C gelagert. Nach dem
Auftauen der Zellen auf Eis wurde in jedes der beiden Falcons 30 ml T7-Puffer
gegeben und die Zellen suspendiert. Die Zellen wurden in zwei Durchgadngen mit der
French Press bei 1200 psi aufgebrochen und zentrifugiert (20.000 x g, 4°C, 30 min).
Der Uberstand (insgesamt ~60 ml) wurde auf Eis gelagert. Dann wurde unter
standigem Schwenken tropfenweise eine 10% Streptomycinsulfatiésung (in T7-
Puffer) bis zu einer Endkonzentration von 2% im Uberstand zugegeben. Dadurch
prazipitierte die enthaltene DNA und konnte aus dem trilben Uberstand nach
Zentrifugation (30.000 x g, 4°C, 30 min) entfernt werden. Der Uberstand (=50 ml)
wurde sterilfiltriert (Porendurchmesser 0,2 um) und mittels Anionenaustausch-
chromatographie auf einer Q-Sepharosesaule HP16 10 (aquilibriert mit T7-Puffer)
gereinigt. Die Flussrate betrug 1 ml/min und wurde bei der Elution mit einem NacCl-
Gradienten (50 mM-500 mM) auf ca. 3 ml/min gesteigert. Ein Grol3teil eluierte bereits
bei niedriger NaCl-Konzentration. Anhand des Elutionsprofils wurden die einzelnen
Peaks gepoolt (~20-30 ml pro Peak) und UN auf Eis bei 4°C gelagert. Fraktionen mit
hohem Anteil an T7 RNA Polymerase (~100 kDa) wurden im Western Blot mit T7
RNA Polymerase Antikorper (Novagen) identifiziert, mittels Amicon® Ultra-4
Zentrifugen-Filtereinheiten (30 kDa MWCO) auf ca. 4 mg/ml konzentriert (4300 x g,
4°C) und UN in 1 | Dialysepuffer bei 4°C dialysiert. Als Positivkontrolle im Western
Blot diente 1 pul T7 RNA Polymerase von Roche (5000 U, 50 U/ul). Am nachsten Tag
wurde die Konzentration der T7 RNA Polymerase durch Amicon® Ultra-4
Zentrifugen-Filtereinheiten (30 kDa MWCO) endgultig auf 4 mg/ml eingestellt, die
Endkonzentration von Glycerin in den Fraktionen auf 50% erhoht (Endvolumen ~2-8
ml pro Fraktion) und in 100 ul Aliquots bei -80°C gelagert. Die Aktivitat der T7 RNA
Polymerase in jeder Fraktion wurde mittels zellfreier Expression eines
Standardproteins (z.B. GFP) bestimmt und die einzusetzende Menge im ZS
angepasst.

T7-Puffer: 30 mM Tris (pH 8,0), 10 mM EDTA, 50 mM NacCl, 5% Glycerin, 10 mM
B-Mercaptoethanol

Dialyse-Puffer: 10 mM Tris (pH 8,0), 1 mM EDTA, 10 mM NaCl, 1 mM DTT, 10%
Glycerin
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Pipettierschema und zellfreie Expression

Im ZS musste das Zellinnere so gut wie moéglich nachgestellt werden. Da die meisten
Komponenten sowohl im RM als auch im FM vorkamen, wurde zunachst ein
Mastermix pipettiert, der nach der Aufteilung in RM und FM um spezifische
Komponenten erganzt wurde. Das Verhéltnis der Volumina von RM zu FM lag am
besten zwischen 1:10 bis 1:30. Bei zellfreier Expression eines neuen Konstrukts
wurden zunachst verschiedene analytische Ansatze (je 50 pul RM) fir die optimalen
Bedingungen geprtft. Die ersten Ansatze dienten der Ermittlung der erforderlichen
Magnesiumkonzentration. Erst danach wurden unterschiedliche Detergenzien und
Detergenskonzentrationen getestet. Fur den analytischen Ansatz wurden selbst
hergestellte Plexiglaszylinder zusammen mit 24-well plates verwendet. Das RM
wurde in eine Rinne des Plexiglaszylinders pipettiert, das FM in die Vertiefungen der
well plate. Um RM und FM nicht zu vermischen, wurde eine Dialysemembran
faltenfrei und liickenlos Uber den Plexiglaszylinder gespannt. Ein Teflonring fixierte
die Dialysemembran auf dem Plexiglaszylinder (Fig. 6).

Plexiglaszylinder
mit Hohlraum

/
RM Teflonring
well N\ —
plate | — Dialysemembran
Plexiglaszylinder &
mit RM

well =
plate I

. [—
mit FM
= L) &

Fig. 6: Analytischer Ansatz im zellfreien System. Querschnitt durch einen mit reaction mixture (RM)
gefullten Plexiglaszylinder in der Vertiefung eines 24-well plate gefillt mit feeding mixture (FM). Die
durch einen Teflonring fixierte Dialysemembran verhindert ein Vermischen von RM und FM. Die
Plexiglaszylinder wurden auf Liicke in das well plate gestellt.

Das Pipettierschema nach Schwarz et al. (Schwarz et al., 2007a) ist in Tabelle 2 mit
Beispielzahlen dargestellt. Erlauterungen zu den einzelnen Komponenten erfolgen im
Anschluss. Zunachst wurden die benétigten Volumina einzeln fir RM und FM
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berechnet, um deren Summe als Mastermix in ein 15 ml-Falcon zu pipettieren. Von
diesem Mastermix wurde ein berechnetes Volumen fur den RM abgenommen und in
einem Eppendorfcup auf Eis gelagert. Der restliche Mastermix wurde mit den
fehlenden Komponenten des FM erganzt. Im analytischen Ansatz wurde der FM je
nach Anzahl der benétigten Ansatze auf Eppendorfcups aufgeteilt (Tab. 3), je nach
Versuch entsprechend mit Magnesium oder Detergenzien versehen und auf Liicke in
die Vertiefungen der well plate pipettiert. Dann wurden die Plexiglaszylinder
vorbereitet. Hierfur wurden auf entsprechende GrofRe zurechtgeschnittene
Dialysemembranen (10 kDa MWCO) kurz in MilliQ-Wasser gelegt, dann auf dem
Teflonring platziert und der Zylinder so hindurchgesteckt, dass sich die Membran
Uber dem Hohlraum spannte. Die fertigen Zylinder wurden zum Schutz vor
Austrocknung bis zum Beladen im FM der well plate gelagert. Das RM wurde auf Eis
mit den fehlenden Komponenten ergénzt, wobei die T7 RNA Polymerase und der
S30-Extrakt zuletzt zugegeben wurden. Nach jeder neuen Herstellung von T7 RNA
Polymerase und S30-Extrakt mussten die bendétigten Konzentrationen angepasst
werden. Der RM wurde ebenfalls auf die benétigte Anzahl Eppendorfcups aufgeteilt
(Tab. 3), je nach Versuch mit Magnesium oder Detergenzien versehen und maoglichst
luftblasenfrei in die Plexiglaszylinder pipettiert ohne die Dialysemembran zu
verletzen. Die gefullten Zylinder wurden wieder in den wells mit FM platziert,
woraufhin die well plate mit Parafilm abgedeckt wurde, um ein Austrocknen zu
verhindern. Die well plate wurde UN bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Am nachsten
Tag wurde die Dialysemembran mit der Pipettenspitze durchstochen und der RM
durch das Loch herauspipettiert. Zur Analyse im Western Blot wurden die 55 pl RM
zentrifugiert (18.000 x g, 5 min, 4°C) und Uberstand und Pellet separiert. Das Pellet
wurde in 55 pl S30-C-Puffer suspendiert. Das geltste Pellet und der Uberstand
wurden mit 19 pl Probenpuffer (4x) versehen, 30 min bei 37°C inkubiert und auf das
SDS-Gel aufgetragen.

Waren die Bedingungen fir die hdchste Expressionsrate bekannt, konnte das
gewunschte Protein in gréRerem Mal3stab im préparativen Ansatz (je 3 ml RM)
hergestellt werden. Hierflr gab es selbst hergestellte GefaRe mit Deckel, in die ein
Slide-A-Lyzer (Thermo Fisher) gestellt wurde. Vor dem Beflillen wurde der Slide-A-
Lyzer von auf3en und innen mit MilliQ-Wasser benetzt, bis sich die Membran wellte.
Die oberen beiden Ecken des Slide-A-Lyzer konnten zum Befullen oder Entleeren mit
einer Kanule durchstochen werden ohne die beidseitigen Dialysemembranen zu
verletzen. Bis zum Beladen mit RM wurde der vorbereitete Slide-A-Lyzer zum Schutz
vor Austrocknen in den GefalRen mit FM gelagert. Nach dem Vervollstandigen des
RM auf Eis wurde es mittels einer Spritze in den Slide-A-Lyzer gefillt und in die
GefalRe mit FM gestellt. Fir einen guten Stoffaustausch sollten die Spiegel von FM
und RM etwa auf derselben Hohe liegen (Fig. 7). Die GefalRe wurden mit den
Deckeln verschlossen und UN bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Am nachsten Tag
konnte das RM mittels Spritze entnommen werden.
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PlastikgefaR Dialysemembran

mit Deckel \
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Fig. 7: Praparativer Ansatz im zellfreien System. Darstellung des verschlieBbaren GefaRRes gefiillt mit
feeding mixture (FM) und mit Slide-A-Lyzer im Inneren. Der reaction mixture (RM) im Slide-A-Lyzer
sollte auf etwa derselben H6he wie der FM sein.
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Tab. 2: Pipettierschema fur analytischen und préaparativen Ansatz im zellfreien System mit
Beispielzahlen abge&ndert von Schwarz et al. (Schwarz et al., 2007a). Der analytische Ansatz diente
in diesem Beispiel der Ermittlung der optimalen MgZ*-Konzentration (Mg-Screen) und enthielt
deswegen keine Detergenzien (P- oder Prazipitat-Expression). Das Pipettierschema fiir den Mg-
Screen ist in Tab. 3 zu sehen.

Der préaparative Ansatz mit ca. 1000 pl reaction mixture (RM) und 17.000 pl feeding mixture (FM) fir
die Expression im Slide-A-Lyzer enthielt Detergens (D-Expression). Die Werte fur K+-Acetat und Mg?*-
Acetat wurden je nach Versuch angepasst. (MM = Mastermix, PEP = Phosphoenolpyruvat, DTT = 1,4-
Dithiothreitol)

Analytischer Ansatz Praparativer Ansatz
Konzentration (P-Expression) (D-Expression)
Komponente Stock Final MM [ul] RM[u] FM[p] | MM ] RM ]  FM [pl]
NaN; % 10 0,05 46 90
PEG 8000 % 40 2| 453 900
K*-Acetat mMm 4000 150,89/230,8” | 3419 1039”
Mg?2*-Acetat mM 1000 3,1%9,17| 287 164"
HEPES Puffer M 2,4 0,1 377 750
Complete X 50 1| 181 360
Folsaure mg/ml 10 0,1 91 180
DTT mM 500 2 36 72
NTP Mix X 75 1 120 240
PEP mMm 1000 20| 181 360
Acetylphosphat mM 1000 20| 181 360
Aminosaure-Mix mM 4 05| 1132 1063 2250 2125
Arg/Cys/Trp/Met/
Asp/Glu-Mix mM 16,7 542 1078
Detergens X 10 0,8 - 1440
Summe > 3709 > 9283
Mastermix (MM) 227 3482 516 8767
S30-C Puffer
0,
(50%) mit DTT % 100 35 2975 5950
Pyruvatkinase mg/ml 10 0,04 2 4
Plasmid-DNA/PCR  mg/ml 0,3 0,015 28 50
RiboLock U/l 40 0,3 4 8
T7RNAP ulul 200 15 41 75
tRNA E. coli mg/ml 40 0,5 7 13
S30-Extrakt % 100 35 193 350
Milli-Q H,O Kein H,O im Mg-Screen N 158
Total > 3709 Y502 Y7520 (> 9283 3 1016 3 17000

a) Werte fur Reaktion mit 290 mM finaler K*-Konzentration und 8 mM finaler Mg?*-Konzentration.
b) Werte fiir Reaktion mit 370 mM finaler K*-Konzentration und 14 mM finaler Mg?*-Konzentration.

Zur Ermittlung der endgiiltigen K*- und Mg?*-Konzentration im Pipettierschema miissen alle Quellen
der beiden lonen bericksichtigt werden (Schwarz et al., 2007a):

290 mM K*: 50 mM aus HEPES-KOH Puffer + 67 mM aus PEP + 22 mM aus Acetylphosphat + 0,21
mM aus S30-C Puffer/S30 Extrakt + 150,8 mM aus K*-Acetat

8 mM Mg?*: 4,9 mM aus S30-C Puffer/S30 Extrakt + 3,1 mM aus Mg?*-Acetat
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Tab. 3: Pipettierschema mit Beispielzahlen zur Ermittlung der optimalen Mg?*-Konzentration (Mg-
Screen) als Doppelbestimmung abgedndert von Schwarz et al. (Schwarz et al., 2007a). Der Mg-
Screen ist die Fortfilhrung des analytischen Ansatzes aus Tab. 2. Alle Ansatze wurden nach dem
Pipettieren auf je zwei Plexiglaszylinder (RM, reaction mixture) bzw. je zwei Vertiefungen einer 24-well
plate (FM, feeding mixture) aufgeteilt.

Mg?*-Konzentration [mM] 8 10 12 14 16

Ansatz (Doppelbestimmung) 1 2 3 4 5

pl FM 1504 | 1504 | 1504 | 1504 | 1504
pl von 100 mM Mg?*-Acetat 0 35 70 105 140
pl MilliQ-H20 246 211 176 141 106
Total 1750 | 1750 | 1750 | 1750 | 1750
pl RM 100 100 100 100 100
pl von 100 mM Mg?*-Acetat 0 2,6 5,2 78| 10,4
pl MilliQ-H20 300 274 248 22,2 19,6
Total 130 130 130 130 130

Im ZS wurde eine lebende Zelle nachgestellt. NaNs diente der kurzfristigen
Konservierung des Systems. PEG8000 simulierte das viskose Cytoplasma. Der
HEPES-Puffer sorgte fir einen neutralen pH. Complete (Roche) ist eine Mischung
aus EDTA-freien Protease Inhibitoren. Folsdure wurde fur die Bildung von
Formylmethionin zur Initiation der Expression bendétigt. Da die T7 RNA Polymerase
oxidationsempfindlich reagiert, sorgt DTT fir reduzierende Bedingungen.
Phosphoenolpyruvat (PEP) und Pyruvatkinase dienten als ATP-regenerierendes
System, genauso wie Acetylphosphat. Der von Acetylphosphat benétigte Partner
Acetatkinase war in ausreichender Konzentration im S30-Extrakt vorhanden und
musste nicht extra zugegeben werden. Da bei der Herstellung des S30-Extraktes
wahrend der Dialyseschritte endogen enthaltene ASn entfernt wurden, mussten alle
20 ASn dem ZS zugegeben werden. Zusatzlich wurde die Konzentration von ASn,
die verstarktem Abbau unterlagen, namlich Arg, Cys, Trp, Met, Asp, Glu, erhéht. Zum
Schutz der gebildeten mRNA vor Abbau wurde der RNase Inhibitior RiboLock dem
RM zugegeben. Zur Stabilisierung des ZS diente nicht nur der neutrale pH, sondern
auch die im System enthaltene Konzentration an Mg?*- und K*-lonen, die auch bei
der Aktivitdat von Enzymen wie der Pyruvatkinase eine bedeutende Rolle spielen.

K*-Acetat: 4 M
Mg?*-Acetat: 1M

PEG 8000 (Lagerung bei -20°C): 40% (wt/vol)
DTT: 500 mM

Acetylphosphat KOH (Lagerung bei -20°C): 1 M (pH 7,0; mit 10 M KOH einstellen),
LAsung bleibt triib

tRNA (Lagerung bei -20°C): 40 mg/ml (wt/vol) in nuclease-freiem Wasser
NaNs (Lagerung bei -20°C): 10% (wt/vol)

Folsaure (Lagerung bei -20°C): 10 mg/mi

HEPES-KOH-Puffer (Lagerung bei 4°C): 2,45 M (pH 8,0; mit 10 M KOH einstellen)
PEP-KOH (Lagerung bei -20°C): 1 M (pH 7,0; mit 10 M KOH einstellen)

ATP: 360 mM pH 7,0 mit 5 M NaOH, sterilfiltrieren,

CTP, UTP, GTP: je 240 mM } Lagerung bei -20°C
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NTP-Mix (75 x, Lagerung bei -20°C): Mischung gleicher Volumina jedes NTP- Stocks
L-Aminoséaure-Mix: 20 mM Tyr, je 100 mM Asn, Asp, Glu, Cys, Met, Trp in 100 mM HEPES
(pH 7,4); je 100 mM Arg, Ala, Val, Leu, lle, Phe, Pro, Ser, Thr, GIn,
Lys, His, Gly
ASn mit schlechter Ldslichkeit kdnnen bis 50°C erwarmt werden. Manche ASn miissen als
Suspension pipettiert werden.
AS-Mix-Stock (4 mM, Lagerung bei -20°C): zu 10 ml Tyr (20 mM) je 2 ml der ubrigen
19 ASn (100 mM Stock) zugeben, auf 50
ml auffullen
Arg/Cys/Trp/Met/Asp/Glu-Mix-Stock (16,7 mM, Lagerung bei -20°C):  gleiche Volumina
der 100 mM AS-Stock-Losungen von Arg,
Cys, Trp, Met, Asp und Glu

2.8 Adenylatcyclasetest

Nach Expression der chimaren ACn in E. coli wurden entsprechende
Membranpraparationen oder ldsliche ACn im AC-Test eingesetzt. Die AC-Aktivitat
wurde mittels Szintillationsmessung anhand der Umsetzung von [a-3?P]-ATP zu
radioaktivem cAMP bestimmt. Hierzu wurde das in der Enzymreaktion gebildete
CAMP uber ein Chromatographieverfahren von nicht umgesetztem ATP abgetrennt.
Die Methode wurde nach Salomon et al. (Salomon et al., 1974) durchgefihrt. Dafur
wurden 50 pl 2x Cocktail auf Eiswasser vorgelegt, wenn nétig mit Liganden bzw.
Stimulanzien (Ser, Asp, CAI-1, FSK, Gsda*) versehen und mit 40 pl Proteinldsung
gemischt (Doppelbestimmungen). Bei Membranpraparationen enthielt der Cocktail
ein ATP-regenerierendes System aus Kreatinphosphat und Kreatinkinase. FuUr
l6sliche ACn war kein regenerierendes System notig. Nach Zugabe von 10 pl [a-32P]-
ATP als Substrat erfolgte die Reaktion fir 10 min bei 37°C unter maRigem Schutteln.
Je nach verwendeter AC enthielt der Cocktail Mg?* bzw. Mn?* und die ATP-
Konzentrationen waren an die jeweilige AC angepasst. Die Reaktion wurde auf
Eiswasser durch Zugabe von 150 ul AC-Stopp-Puffer beendet, weiter wurde mit 800
pl Wasser aufgefullt. Die Ansatze wurden auf Saulen (9x 1 cm Glassaule mit 1,2 g
Dowex-50WX4-400) gegeben, nach dem Einsickern je nach Elutionsprofil der Séaulen
mit 3-4 ml Wasser gewaschen und das 3?P-cAMP mit 5 ml Wasser auf Alox-Saulen
(10x 0,5 cm Plastiksaule mit 1,0 g Al20s 90% aktiv, neutral) eluiert. Anschlie3end
wurde das %°P-cAMP mit 4,5 ml Elutionspuffer (0,1 M Tris/HCI, pH 7,5) in
Szintillationsgefal3e eluiert, die zuvor mit 4 ml Ultima Gold XR Szintillationsflissigkeit
gefullt worden waren. Die GefaRe wurden geschittelt und die Radioaktivitat im
Szintillationszahler bestimmt. Als KontrollgroRe zur Bestimmung der Ausbeute im
Chromatographieverfahren wurde [2,8-3H]-cAMP als interner Standard eingesetzt.
Um das Hintergrundrauschen der Séulen bestimmen zu kénnen, wurden zusatzlich
zwei Proben mit Wasser anstatt mit Protein getestet (Leerwert). Als unterer
Grenzwert zum Nachweis von Enzymaktivitdt wurde der Blindwert angesetzt. Als
Kontrolle diente die Vermehrung, Membranpréparation und Aktivitdtsbestimmung von
E. coli Zellen mit ,leeren® Vektoren. Hiermit wurde die Hintergrundaktivitat von E. coli
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Proteinen in Bezug auf den ATP-Umsatz ermittelt. Zur Berechnung der
Enzymaktivitat wurde die totale Menge an eingesetztem [2,8-3H]-cCAMP und [a-3?P]-
ATP gemessen (in 4,5 ml Elutionspuffer mit 4 ml Szintillationsflissigkeit). Mit
nachfolgender Formel wurde die Enzymaktivitat A [pmol cAMP-mg*-min-t] berechnet:

l
A[ pmo. ]
mg - min

— cpm [ 3H]Totfal . cpm [32P]
com [ *H], . — 3% cpm[*?P]

Probe — prm [32P]

cpm [32P]

Leerwert .

Probe Total

Substrat [uM] - 100 pl 1000
tinkubation [min] Proteinmenge [Mg]

Aufgrund des Uberstrahls vom 32P-Z&hlkanal in den 3H-Kanal mussten laut Formel
3% der *°P-Counts vom entsprechenden 3H-Wert subtrahiert werden. Wurden
Membranpréaparationen getestet, beziehen sich die berechneten Aktivitaten immer
auf die Gesamtproteinmenge in der Probe.

Zur Regeneration der Dowex-Saulen erfolgte ein Waschschritt mit 5 ml HCI (2 N),
welcher auch UN erfolgen konnte, und anschlieBend wurde mit 15 ml Wasser
gespult. Bei zunehmender Verschlechterung der Ausbeute wurde vor dem HCI-
Waschschritt mit 2 ml NaOH (5 N) und 30 ml Wasser gespllt. Bei den Alox-S&ulen
erfolgte die Regeneration mit 2 x 4,5 ml Tris/HCI (0,1 M, pH 7,5).

AC-Cocktail (2x): 50% Glycerin (87%), 0,1 M Tris/HCI (pH 8,0), 6 mM MnCl, fir
bakterielle ACn oder 20 mM MgCl. fir Mammalia-ACn, 4 mM [2,8-3H]-
cAMP (1,64x 106 Bg/mmol)

Regenerierendes System (zuséatzlich im Cocktail bei Membranpraparationen):

6 mM Kreatinphosphat (Stammlésung in 50 mM Tris/HCI, pH 7,5),
0,46 mg/ml Kreatinkinase (Stammldsung in 10 mM Tris/HCI, pH 7,5)

%H-cAMP-Stammldsung (als interner Standard): 40 mM cAMP mit Tris-Losung auf pH
7,5 einstellen, inklusive 10-20 kBg/ml [2,8-*H]-CAMP (NH**-Salz)

ATP-Substratlésung (10x, pH 7,5): 10 mM ATP fir Mammalia-ACn oder 2 mM ATP
fur Rv3645 oder 750 uM ATP fir Rv1625c, je inklusive 16-30 kBq
[a-*2P]-ATP

AC-Stopp-Puffer (1,5x): 3 mM ATP, 1,5% SDS, mit gesattigter Tris-Losung auf pH 7,5
einstellen

Die Auswertung der AC-Tests wird im Folgenden Uberwiegend in Balkendiagrammen
dargestellt. Jeder Balken bzw. die angegebenen Aktivitaten entsprechen dem
Mittelwert aus mindestens einer Doppelbestimmung (n=2). Fur die statistische
Verwertbarkeit wurden die Proteine mehrmals exprimiert und getestet (ab n=4,
Mittelwert £ SEM). Zur Bestimmung der Signifikanz wurde der t-Test angewendet (* =

p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001). Um Daten aus mehreren AC-Tests desselben
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Konstrukts vergleichbar machen zu kdnnen, wurden die verschiedenen Testpunkte in
Relation zur jeweiligen Basalaktivitdt auf Prozent-Basis gesetzt. Die Basalaktivitat
entspricht hierbei 100%.

2.9 Klonierung der Konstrukte

Die Klonierung der Konstrukte erfolgte nach gangigen Methoden. Einzelne
Mutationen wurden durch entsprechende Primer in einer PCR in das DNA-Template
eingefihrt. Das entstandene Fragment wurde mit den jeweiligen
Restriktionsenzymen verdaut und in den passenden Vektor ligiert. Grof3e Fragmente
wurden je nach Bedarf mittels Fusions-PCR verknupft, bevor sie in den Vektor ligiert
wurden. Bestimmte Restriktionsschnittstellen wurden haufig als Verknipfungspunkt
mit dem Vektor gewahlt, um Konstrukte oder Teile davon beliebig auszutauschen.
Diese Verknupfungsstellen waren BamHI/Hindlll in pQE30, pQE80-L, pQES81-L,
pETDuet-3 (MCS1) und Bglll/Xhol in pETDuet-3 (MCS2). Die einzelnen Schritte sind
ausfuhrlich meinem Laborbuch zu entnehmen.

Tsr-HAMP1s-Rv3645 Chiméren

Transmembranmutanten zur Ausbildung von Salzbriicken

Als Ausgangskonstrukt diente der Klon Tsr-HAMPTsr(1-268)-Rv3645 CHD(331-549) vOn L.
Mondéjar. Hier liegt der erste Transmembranbereich TM1 zwischen AS I7 bis AS Fazg,
der zweite Transmembranbereich TM2 zwischen AS Ai92 bis AS Kzis. Zwischen den
beiden Transmembranbereichen findet sich die periplasmatische Schleife. Die
Nummerierung der Mutationen bezieht sich auf den Tsr-Rezeptor. Alle Konstrukte
wurden in pQE30 kloniert. In Tab. 4 sind die Konstrukte, Templates, Primer und
Schnittstellen zur Verknipfung mit pQE30 aufgelistet.

Tab. 4: Klonierungstabelle zur Erstellung der Tsr-HAMP1s-Rv3645 Chiméaren. Als Ausgangskion
diente Tsr-HAMPsr(1-268)-Rv3645 CHD(s31-549) von L. Mondéjar. Die eingefiigten Mutationen wurden zur
Benennung der Konstrukte verwendet. Die Schnittstellen dienten, wenn nicht anders angegeben, der
Verknupfung mit pQE30.

Primer fur
Template | Mutation Primer fur PCR Fusions- Schnittstellen | Vektor
PCR
AUSQAN0S- Tsr_Stul_s 29-3 Klon
dor 9% | stul R POE. as Stul/Hindlll von L.
—PRE_ Mondéjar
Stul- Tsr_ Xcml_A16K s .
Chimére Al16K R pOE as Xeml/Hindlll
Stul- Tsr_Xcml_V17E(w)_G19K_ s
Chimére V17E/G19K R pOE as Xcml/Stul
Stul- Tsr_Xcml_V17E(w)_G19K_ s
Chimére G19K R pOE as Xcml/Stul
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Primer fur
Template | Mutation Primer fir PCR Fusions- Schnittstellen | Vektor
PCR
V17E/ Tsr V203E_s
\éllgi/ G19K/ R_pQE_as U_PQE_s
b V203E bzw. | U pQE_s BamHI/Hindlll | pQES80-L
2w G19K/ N R_pQE_as
G19K V203E Tsr_V203E_as - -
V17E/ V17E/ Tsr W194R_s U_pOE_s
G19K/ R_pQE_as .
G19K/ BamHI/Hindlll
V203E W194R/ U pQE s R_pQE._as
V203E Tsr W194R_as - —
Tsr V202E s
= = U _pQE_s
G19K G19K/ R_pQE as BamHI/Hindll
V202E U pQE_s R pQE._as
Tsr V202E_as PRES
Tsr L204E s
= = U _pQE_s
G19K G19K/ R_pQE as BamHI/Hindlll
L204E U _pQE_s R pQE as
Tsr_L204E_as —PRE-
Tsr V203E_s
= — U _pQE_s
A16K ALK/ R_PQE_as BamHI/Hindlll
V203E U pQE_s R pOE.as
Tsr V203E_as PRE

Transmembranmutanten zur Einfuhrung hydrophiler Reste

Als Ausgangskonstrukt diente die Stul-Chimére aus Tab. 4. Die Mutationen befinden
sich nur in der TM2 des Tsr-Rezeptors und mussten Uber eine Zwischenstufe
konstruiert werden.

Tab. 5: Klonierungstabelle zur Einfihrung hydrophiler Reste in die Tsr-HAMPt1s-Rv3645 Chiméaren.
Ausgangsklon war die Stul-Chimare (Tab. 4). Die eingefligten Mutationen wurden zur Benennung der
Konstrukte verwendet. Die Schnittstellen dienten, wenn nicht anders angegeben, der Verknipfung mit

PQE30.
Primer fir
Template Mutation Primer fir PCR Fusions- Schnittstellen Vektor
PCR
- A192S/L196Q P BamHI/Hindlll | pQES0-L
Chimére U pQE_s R pQE_as
Tsr_A192S L196Q s PRES
A192S/ A192S/ U pQE s Stul-
L196Q L196Q/F208S | Tsr Stul F208 as BamH|/Stul Chimére
AL92S) A192S/ Tst_WI04R_M200K s |, oc
W194R/ R _pQE _as .
L196Q/ BamHI/Hindlll
F208S L196Q/ U_pQE_s R_pQE_as
M200K/F208S | Tsr W194R M200K as | —P°——
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Fusionsproteine

Die Fusion der Chimére Tsr-HAMP71s-Rv3645 mit dem T4* Lysozym und den
Proteinen YaiN und YbeL sollte die Solubilisation der Konstrukte unterstitzen. GFP
als Fusionsdoméane diente als Indikator fir die richtige Faltung der chiméaren
Konstrukte im zellfreien System. Bei korrekter Faltung der Proteine wurde die Losung
grun fluoreszierend.

Fusionsproteine mit T4* Lysozym

Bei T4 Lysozym [E11N] (T4Li-161*) handelte es sich um die enzymatisch inaktive
Form, verursacht durch die angegebene Mutation. T4L* in pET28 wurde von Y. Guo
zur Verfugung gestellt. Als Ausgangskonstrukt diente die Stul-Chimare aus Tab. 4.
Im ersten Konstrukt (1) wurde das Startmethionin des Tsr-Rezeptors entfernt und
T4L* N-terminal davor kloniert. Im zweiten Konstrukt (2) wurde T4L* ohne
Startmethionin zwischen die TM1 und die periplasmatische Schleife von Tsr kloniert.
In (1) und (2) wurde das jeweilige ,Uberzahlige“ Startmethionin entfernt, um die
Maglichkeit fr einen zweiten Translationsstartpunkt zu minimieren.

Tab. 6: Klonierungstabelle der beiden Konstrukte (1) und (2) zur Einflhrung von T4L* in die Tsr-
HAMPts-Rv3645 Chimére. Ausgangsklon war die Stul-Chimare (Tab. 4) bzw. T4L*. In (1) wurde T4L*
N-terminal vor den Tsr-Rezeptor kloniert. In (2) wurde T4L* zwischen die TM1 und die
periplasmatische Domé&ne des Tsr-Rezeptors kloniert. In beiden Konstrukten wurde das
Startmethionin von Tsr entfernt. Wenn nicht anders angegeben, dienten die Schnittstellen der
VerknUpfung mit pQE30.

: . Primer
Primer fur fiir 2
Konstrukt | Template Primer fur PCR Fusions- - Schnittstellen | Vektor
PCR Fusions-
PCR
T4LE11IN_BamHI_s TALE11IN_
(1) TALIELIN] T4LE11N Tsr_as BamHI_s BamHI/Stul
Stul- T4LE11IN_Tsr_s Tsr_Stul_
Chimére Tsr_Stul_as as
T4LE1IN _TM1 s
TALELINT =7 1IN TMI as U_PQE_s
Switch oligo Xmnl U_PQE_
Stul- 9 TALELIN_ |s Stul-
(2) Chiméare sehse TM1_as BamH|/Stul Mutante
TM1 T4LE11N_as -
Stul- Tsr TALE11N s Tsr_Stul
Chimére Tsr_Stul_as _as

39




Material und Methoden Klonierung

Fusionsproteine mit YaiN und YbeL

YaiN und YbeL wurden synthetisiert. A. Schultz klonierte acht Kombinationen von
pQE30-Vektoren mit YaiN und YbeL. Die ausfuhrliche Klonierung ist ihrem
Laborbuch zu entnehmen. Zur Fusion war es noétig, Tsr-HAMPTs-Rv3645 eine
weitere Schnittstelle einzufuigen. Im vorliegenden Fall wurde mit der Stul-Chiméare
(Tab. 4) gearbeitet. Mit PCR (U_pQE_s, Rv364 SnaBl as) wurde eine SnaBI
Schnittstelle eingefiihrt und gleichzeitig das Stoppcodon vor Hindlll entfernt. Uber die
bereits vorhandene Schnittstelle BamHI und die neu eingefuhrte SnaBl konnte die
Stul-Chiméare mit den acht unterschiedlichen pQE30-Vektoren kombiniert werden.
Zur Expression wurden diese YaiN- und YbelL-Konstrukte von A. Schultz tber
BamHI/HindlIIl in pET28a(+) kloniert und in E. coli BL21(DE3) C43 transformiert. Als
Kontrolle diente die Stul-Chiméare ohne Fusionsproteine in pET28a(+).

Fusionsproteine mit GFP im zellfreien System

Als Ausgangskonstrukte dienten die Stul-Chiméare (Tab. 4) und Tsr-Rezeptor(i-215)-
HAMP3645-Rv3645 CHD(27s-549) von K. Winkler. Mit PCR wurden die BamHI-
Schnittstelle, das Startmethionin, das Stoppcodon und eine interne Xhol-Schnittstelle
in der katalytischen Domane von Rv3645 entfernt. Beide Chiméaren wurden mit
Spel/Xhol N-terminal vor GFP in pIVEX2.3w gesetzt. pIVEX2.3w wurde von A.
Muller-Lucks (Universitat Kiel) zur Verfigung gestellt. Aus versuchstechnischen
Grunden war es notwendig, zusatzlich Konstrukte ohne das Startmethionin von GFP
und ohne GFP zu klonieren. Als eine Positivkontrolle diente der lésliche Teil von
HAMP3645-Rv3645 ohne GFP.

Tab. 7: Klonierungstabelle fir Konstrukte des zellfreien Systems mit oder ohne GFP. Als
Ausgangskonstrukte dienten die Stul-Chimare (Tab. 4) und Tsr-HAMPzs45-Rv3645. Die Schnittstellen
dienten der Verknupfung mit pIVEX2.3w. A bedeutet Entfernen der BamHI und einer internen Xhol-
Schnittstelle, des Startmethionins der Chimare bzw. von GFP und des Stoppcodons.

Konstrukt Template Primer fur PCR Primer fur Fusions-PCR | Schnittstellen

Chimare-GFP Stul-Chimare U pQE s Tsr_Spel_s Spel/Xhol

(ABamHil, AM, | bzw. Tsr- | Rv3645_AXhol_as

AStopp, AXhol) HAMP3645- Rv3645 AXhol s Rv3645 Xhol_as

Rv3645 R_pQE_as

Chiméare-GFP Chiméare-GFP GFPAATG_ s Nicht nétig, da Klonierung mittels site-

(GFP AM) GFPAATG_as directed mutagenesis (QuikChange
PCR)

Chimére-AGFP Chimére-GFP A GFP_Xhol_s Klonierung mittels site-directed

A GFP_Xhol_as mutagenesis (QuikChange PCR),

Verdau mit Xhol, Religation

HAMP3645(279-330)- ATsr _Spel s Spel/Xhol

Rv3645(331-549) pIVEX2.3w_as
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CgsS-Mammalia AC Chiméren

Auf Grund der pseudoheterodimeren Struktur der Mammalia-ACn wurden zwel
verschiedene katalytische Doménen (C1, C2) bei der Klonierung von Chimdaren
bericksichtigt.

CgsS-ACV Cla bzw. CgsS-ACII C2

Hierbei handelte es sich um Chimaren mit dem quorum sensing Rezeptor CqsSi-1s1
und der katalytischen Doméne Classo-649 aus ACV (Kaninchen) bzw. C2ss0-1000 aus
ACII (Ratte). Die Ausgangskonstrukte waren CgsS-Rezeptor(i-181)-Rv1625¢c CHD(21s-
443) von S. Beltz und das ACV bzw. ACII Holoenzym (von L. Mondéjar). Fur aktive
Konstrukte mussten beide katalytischen Domanen zusammen in einem Vektor
vorkommen, weshalb pETDuet-3 mit zwei multiple cloning sites (MCS) verwendet
wurde.

Tab. 8: Klonierungstabelle fiir chimare Konstrukte aus CqsS und Mammalia-ACn ACV C1 und ACII
C2. Die Ausgangskonstrukte waren CqsS-Rv1625c (S. Beltz) und ACV bzw. ACII (L. Mondéjar). Die
Schnittstellen dienten der Verknupfung mit der MCS1 bzw. 2 von pETDuet-3 (in Klammer die
verwendeten Schnittstellen im Vektor). Fir aktive Konstrukte mussten beide katalytischen Doméanen
zusammen in einem Vektor vorkommen.

Konstrukt | Template PiEs Uy Pl Ly Schnittstellen ?gcér?nitt- Klonierun
P PCR Fusions-PCR 9
stellen)
CgsS- U pQE s
Cgss. RV1625c | CgsS ACV as | V—POE-S 1
CgsS_ACV_s . BamHI/Hindlll | (BamHI/
ACVCla | acv ACV_HindIll_ AaCSV—H'”d”' Hindlll)
as -
CgsS- U pQE s
Cgss- Rv1625c | CgsS ACV as U_PQE_s
ACV Cla CqsS_ACV s BamHI/Sall 2 U. Kurz
(QKRKEE |,/ A(q:v T1 san | ACV_C1_ (Bglll/Xhol) '
K) —~t=a Sall_as
_as
CgsS- U pQE s
CgsS- Rv1625c | CgsS_ACIl_as U_PQE_s BamHI/Xhol 2
ACII C2 ACHI CqsS_ACIl_s | ACII_Xhol_ (Bglll/Xhol)
ACIl_Xhol_as | as
CgsS- U pQE s
CgsS- Rv1625c | CgsS_ACIl_as U_PQE_s 1
ACII C2 CasS_ACII_s ACIl Xhol BamHI/Hindlll | (BamHl/ U. Kurz
(MCS1) ACII ACII_Xhol A HindlI1)
= - Hindlll_as
Hindlll_as -
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CgsS-hACII Clab bzw. CgsS-hACII C2

Fur diese Konstrukte wurde die Proteinsequenz (gi:115387102) des l6slichen Teils
der humanen ACII (hACIl) Clab und C2 mit Hilfe des Programms ,EMBOSS
Backtranseq“ (https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_backtranseq/) in E. coli K12
codon usage Ubersetzt und modifiziert. Einige Schnittstellen wurden entfernt, die
haufigsten Triplets aus CgsS Ubernommen und in der Sequenz maximal funf Adenine
hintereinander zur Vorbeugung einer Leserahmenverschiebung zugelassen. Die
Genteilstiicke wurden von GenScript (USA) synthetisiert.

Fur die Chiméaren wurden unterschiedliche Verknipfungspunkte zwischen dem
Rezeptor CgsS und den I6slichen Domanen hACII C1 bzw. C2 gewahlt. CgsS Ais1
wurde mit Qzz1, D222 und Q239 von hACII Clab bzw. Ksss, Nsss, Lss1 von hACII C2
verknipft, auBerdem CgsS Vize mit E234 von hACII Clab und CgsS Qi7s mit lsas von
hACII C2.

Tab. 9: Klonierungstabelle fur chimére Konstrukte aus CgsS und hACII Clab und C2. Die
Ausgangskonstrukte waren CqsS-Rv1625c (S. Beltz) und die synthetisierte hACII. Die Schnittstellen
dienten der Verknlipfung mit dem Vektor. Fur aktive Konstrukte mussten beide katalytischen
Doméanen zusammen in einem Vektor vorkommen oder in zwei kompatiblen Vektoren parallel
exprimiert werden (z.B. pETDuet-3 und pACYCDuet-2).

NEnELY Primer fur
(Verknupfung | Template | Primer fir PCR Fusions-PCR Schnittstellen Klonierung
CqgsS-hACII)
U pQE_s
Cqss- CgsS- CgsS_C1_SIA AQ_as U_pQE_s
hACIH Clab Rv1625c | bzw.
(Ausi- ngg—gi—g&Eg—f BamHI/Hindlll | U. Kurz
Q221/D222/ quW — =T =
Q239) hACII C1 CqsS C1 QOER s Clb_KYY_as
Clb KYY as
U pQE s
Cgss- g\?i;&; . ESV\S/S—CZ—S'A—AK—""S U pQE._s BamHI/Hindlll
hACII C2 CgsS_C2 LNRV as bzw.
(Azs1- CasS C2 SIA K s BamHI/Xhol U. Kurz
Kg3s/Ngze/ quW - (fur pETDuet-
Lss1) hACII C2 CqsS C2 LNRV s C2_VAS as 3)
C2 VAS as
U pQE s
CgsS-
CqsS- RV1625¢ gsqu_RNQV_Cl_EFE_ U_pQE_s
hACII Clab BamHI/Hindlll
) CgsS_RNQV_C1_EFE_
(V176-E234) hACH C1 | s EQL(J:Za_SCJ.b_
hAC2 Clb neu_as -
) CgsS- U pQE s BamHI/Hindlll
ﬁgéﬁ oo RV1625c | CgqsS_RNQ C2 IET as | U-PQE-S bzw.
CgsS_RNQ C2_ IET s BamHI/Xhol
(Q175-1845) hAC2_Ci1b M
hACII C2 hAC2 C2 neu as (far
< _Tetl_as — pACYCDuet-2)
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In Fusionskonstrukten sollte die Dimerisierung erzwungen werden und CgsS-hACII
Clab wurde direkt mit CgsS-hACIlI C2 verbunden. War CgsS-hACII Clab kloniert,
wurde das Konstrukt in pQES80-L mit Bglll/Hindlll verdaut und mit BamHI/HindllI
geschnittenem CqgsS-hACII C2 ligiert, wobei Yeos von Clab Gber RS mit M1 von CgsS
verknipft wurde. In CgsS-hACII Clab wurde der Clb-Anteil mittels PCR (U_pQE_s,
hAC2_Cla_as) entfernt und das tbrige CqgsS-Cla tber BamHI/Hindlll wieder in den
entsprechenden Vektor eingefligt.

Als Kontrolle wurde die hACII I6slich ohne CgsS-Rezeptor exprimiert. Es wurden die
Varianten hACIlI Cla (Q221-P479) und Clab (Q221-Yeos) kloniert, sowie deren
Linkerkonstrukte (TRAAGGPPAAGGLE) mit hACII C2 (Tab. 10).

Tab. 10: Klonierungstabelle fir I6sliche hACII Cla/lab und C2 einzeln und als Linkerkonstrukte (L =
TRAAGGPPAAGGLE). Mittels BamHI/Hindlll wurden die Konstrukte mit pQES80-L verknipft. Die
Klonierung wurde von U. Kurz durchgefuhrt.

Konstrukt Template | Primer er PCR Primer flr Fusions-PCR
hACII Cla hACII C1 ﬁig{gf;js

hACII Clab hACII C1 ﬁig—zu'fé"lcb'l—nseu_as

hACII C2 hACII C2 ﬁialgjg‘_—nseu_as

hACII Cla/Clab-L- hACII C1 iffm'ﬁifz; sbzw. AB Linker as | Ctal0slich_s

hACII C2 hACII C2 ﬁEEETégr__nseu_as hAC2_C2_neu_as

Rv1625c-Konstrukte

Die Klonierung der lI6slichen Rv1625c-Konstrukte diente einem Angleich an
Mammalia-ACn und sollte eine Stimulierung durch Gso* ermoéglichen. Die Klonierung
wurde von A. Schultz durchgefiihrt und kann in ihrem Laborbuch nachvollzogen
werden. Eine Ubersicht aller getesteten Mutationen in Rv1625c findet sich in Tab. 20.

2.10 Oligonukleotide

Sequenzierprimer

In Tabelle 11 finden sich die allgemeinen sense (s) und antisense (as)
Sequenzierprimer, meist wie vom Hersteller der Vektoren vorgeschlagen. Fur die
Sequenzierung ist jedoch auch jeder Primer mit passenden Bindestellen mdglich.
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Primer

Tab. 11: Sequenzierprimer

Primer Sequenz 5’ > 3’ Bemerkung
U _pQE_s gaa ttc att aaa gag gag aaa | Fur pQE Vektoren
R_pQE_as cat tac tgg atc tat caa cag g | Fur pQE Vektoren
T3 aat taa ccc tca cta aag gg Fir pET Vektoren
T7 taa tac gac tca cta tag gg Fur pET Vektoren

pETDuet-3_MCS1_s

atg cgt ccg geg tag a

Fur pETDuet Vektoren MCS 1

Duet Downl_as

gat tat gcg gcc gtg tac aa

Fur pETDuet/pACYCDuet Vektoren MCS 1

Duet Up2_s

ttg tac acg gcc gea taa tc

Fir pETDuet/pACYCDuet Vektoren MCS 2

RpET_MCS_pQE30_as
pACYCDuet Upl
pIVEX2.3w_as

acc cct caa gac ccg ttt aga
gga tct cga cgc tct cec t
unbekannt

Fir pETDuet/pACYCDuet Vektoren MCS 2
Fir pACYCDuet Vektoren MCS 1
Far pIVEX2.3w Vektor

Klonierungsprimer

In Tab. 12 werden die Klonierungsprimer je nach Verwendung fur die
unterschiedlichen Konstrukte geordnet. Die bereits erwahnten Sequenzierprimer
wurden zum Teil ebenfalls fir die Klonierung verwendet, werden jedoch nicht erneut
aufgefliihrt. Enthaltene Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen, Mutationen durch
GroBbuchstaben gekennzeichnet. Mit Wobble-Primern ist es  mdglich,
unterschiedliche Mutationen an derselben Stelle zu erhalten. Dies wird durch den
Einsatz von zwei bis drei verschiedenen Primern erreicht, die je eine unterschiedliche
Base enthalten. Dies wird in der Tabelle durch Schrégstriche zwischen den Basen
angezeigt. Die entsprechenden Klone missen durch Sequenzierung identifiziert
werden.

Tab. 12: Klonierungsprimer fur Mutationen in TM1 und TM2 des Tsr Rezeptors

Schnitt-

Primer Sequenz 5’ > 3’ Bemerkung
stellen
Tsr_Xcml_ Mutageneseprimer
VI7E(w)_G19K ttg tga cca gct tac tgc tgqg ttt tgg ccg [T/AJAL A xeml mit wobble in TM1
- - AGc ttt tac aac

S von Tsr

Tsr_Stul_s tcg gta tta aGg cct cgc tgg tag Stul Mutageneseprimer
Mutageneseprimer

Tsr_V203E_s atg atc gtc gAa ctg gcg gtc atc g P

fir Fusions-PCR

Mutageneseprimer

Tsr_V203E_as fur Fusions-PCR

gat gac cgc cag tTc gac gat cat ¢

Mutageneseprimer

Tsr W194R .
Sr_W194R_s fir Fusions-PCR

agg cga tgC gga ttc tgg tgg geg tga tg

Mutageneseprimer

Tsr_W194R_as fur Fusions-PCR

atc acg ccc acc aga atc cGc atc gec tg

Tsr_A192S Mutageneseprimer
L1960 s tac agc cag Tcg atg tgg att cAg gtg ggc gtg fir Fusions-PCR
Tsr_A192S_ cac gcc cac cTg aat cca cat cgA ctg gct gta Mutageneseprimer
L196Q as 9 9 gaciggetglag fur Fusions-PCR
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: hnitt-
Primer Sequenz 5’ > 3’ Schnitt Bemerkung
stellen
Tsr_Stul_F208S_ cag cga ggc Citt aat acc gaa cca gac ggc gGa Stul Mutageneseprimer
as gat gac cgc
Mutageneseprimer
Tsr-Stul-a-sense gg cgc tac cag cga ggc Ctt aat acc gaa c Stul von L. Mondéjar
1226Swobl229A Mutageneseprimer
(s) aat cgc ctg a[g/t]t gac agc GCt cgt cat att gc mit wobble von L.
Mondéjar
Mutageneseprimer
1226S (as) acg aat gct gtc aCt cag gcg att ¢ von L. Mondéjar
Mutageneseprimer
Tsr_V202E_s gtg atg atc gAG gta ctg gcg gtc fiir Fusions-PCR
Mutageneseprimer
Tsr_V202E_as gac cgc cag tac CTc gat cat cac fiir Fusions-PCR
Mutageneseprimer
Tsr_L204E_s g atc gtc gta Gag gcg gtc atc ttc fiir Eusions-PCR
Mutageneseprimer
Tsr_L204E_as gaa gat gac cgc cTC tac gac gat c fiir Fusions-PCR
Tsr_Xcml_A16K .
Ssr_ cmi_AL6K_ att gtg acc agc tta ctg ctg gtt ttg AAA gtt ttt ggc Xcml Mutageneseprimer
Tsr_ W194R _ cag tcg atg Cgg att cag gtg ggc gtg aAg atc gtc Dpnl, Mutageneseprimer
M200K _s gtac Rsal fur Fusions-PCR
Tsr_ W194R _ g tac gac gat cTt cac gcc cac ctg aat ccG cat Dpnl, Mutageneseprimer
M200K _as cga ctg Rsal fur Fusions-PCR

Tab. 13: Klonierungsprimer zum Einfiigen von T4L* in den Tsr Rezeptor

Primer Sequenz 5’ > 3’ S;(;ZIT;tr:- Bemerkung
TALE11N_BamHI_s cat cac gga tcc atg aat ata ttt gaa atg | BamHi m‘r’fl?;xfggger
TALE11IN_Tsr_as gat acg ttt taa ata cgc gtc cca agt gec ;\[Ajlrjfl?;giz.eggger
TALE1IN_Tsr_s tgg gac gcg tat tta aaa cgt atc aaa att g ?{;?fgggﬁ:_eppgger
Switch oligo Xmnl sense gct cat cat tgg aaa acq ttc ttc ggg Xmnl von A. Schultz
TM1_T4LE11N_as ttc aaa tat att gaa cag acc gcc tga tgt ¢ mfggsgﬁz?ggger
TALE1IN_TM1_s ggc gt ctg ttc aat ata ttt gaa atg tta ¢ mt’fggzﬁz?ﬁgger
T4LE11N_TM1_as taa ggc att aaa ata cgc gtc cca agt gee mt’fgsgiz?ggger
Tsr_T4LE11N_s tgg gac gcg tat ttt aat gcc tta aag aat g ;\[/Ijtjfugseigiz_egrcir;er
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Primer

Tab. 14: Klonierungsprimer fiir Konstrukte mit Fusionsproteinen YaiN und YbeL

Primer Sequenz 5’ > 3’ Schnitt- Bemerkung
stellen
Mutageneseprimer, entfernt
Rv3645 SnaB1 as aaa tac gta gcc gcg tac ttc gct gga SnaBl Stoppcodon in Rv3645-AC,
von K. Kanchan

Die Klonierung wurde hauptsachlich von A. Schultz durchgefuhrt. Die verwendeten
Primer und Templates sind ihrem Laborbuch zu entnehmen.

Tab. 15: Klonierungsprimer fir Konstrukte des zellfreien Systems (QC-PCR = QuikChange-PCR)

Schnitt-

Primer Sequenz 5’ > 3’ Bemerkung
stellen
Mutageneseprimer,
Tsr_Spel_s g gac act agt tta aaa cgt atc aaa att g Spel entfernt Startmethionin
und BamHI von Tsr
Mutageneseprimer,
Rv3645_Xhol
a: —ANoL_ g tct ctc gag gcc geg tac ttc get gga Xhol ersetzt Stopp durch Xhol
in Rv3645-AC
Mutageneseprimer,
Rv3645_AXhol .
SV36 S ° ctg gcc aaa ctG gag gat ggc cac entfernt Xhol in Rv3645-
- AC
Mutageneseprimer,
Rv3645 AXhol .
;/s - © gtg gcc atc ctc Cag ttt ggc cag entfernt Xhol in Rv3645-
_ AC
at ttg aag caa aag gtt aac cac atg agt aaa Mutageneseprimer fur
GFPAATG_s gatfig aag 9 ga gag QC-PCR, entfernt Start-
g9ag methionin von GFP
Mutageneseprimer fur
GFPAATG as ctc ctt tac tca tgt ggt taa cct ttt gct tca aat ¢ QC-PCR, entfernt Start-
methionin von GFP
Mutageneseprimer flr
AGFP_Xhol Xhol
GFP_Xhol_s caa aat cga agg ccg cct cga gca cca cca cc o] QC-PCR, entfernt GFP
Mutageneseprimer fur
AGFP_Xhol_as ggt ggt ggt gct cga ggc ggc ctt cga ttt tg Xhol QC-PCR, entfernt GFP
M .
ATsr_Spel_s ggt att aaa act agt atc gcc gac ccg tta cgc | Spel utageneseprimer,

entfernt Tsr
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Tab. 16: Klonierungsprimer fiir Konstrukte aus CgqsS und Mammalia-ACn
: Schnitt-
Primer Sequenz 5’ > 3’ Bemerkung
stellen
cag cag gag ccg ctc ctg ttg tgc gat tga Mutageneseprimer fir
CqsS_ACV_as gac ttt tgc Fusions-PCR
CgsS_ACV s gca caa cag gag cgg ctc ctg ctg tcc gtc Mutfageneseprlmer far
Cctt ccc cgc Fusions-PCR
ACV Hindlll as cag cta att aag ctt cta ggt gca gcg cag Hindlll Mutggenesepnmer far
- - gat gag gaa Fusions-PCR
ctc cag cag cac tcg att tag tgc gat tga Mutageneseprimer fir
CgsS_ACII_as .
45> - gac ttt tgc Fusions-PCR
CasS_ACII_s gca cta aat cga gtg ctg ctg gag aac gtg Mutfageneseprlmer far
ctt cct gca Fusions-PCR
ACII_Xhol_as cag act cga gga tgc caa gtt gct ctg aga xhol Mutggeneseprlmer far
aag gga cct tga cat ctc tgt Fusions-PCR
ACII_Xhol_Hi .
B _Hindlll_ gct gcc aag ctt cta ctc gag gga tgc caa Xhol, Mutageneseprimer
as gtt gct ctg Hindlll
ACV_C1_Sall_as aga gic gac cit cte tte fit ccg ctt cig gat Sall Mutageneseprimer
gca gcg cag gat gag
aag ctt cta ctc gag gtc gac aga tct ata Hindill,
Clb_KYY_as d ata tttqaga?c SC 4 Xhol, Mutageneseprimer
gc cg9 Sall, Bglll
aag ctt cta ctc gag gct cgc cac gtt gct ctg | Hindlll, .
C2_VAS_as g g qg%t c 9 gta 9 thol Mutageneseprimer

CgsS_C1 _SIA Q_s

cat gaa gca aaa gtc tca atc gca cag gat

Mutageneseprimer flr

acc tgc aac tgc Fusions-PCR
CgsS_C1_SIA_ ctt tta atg cag ttg cag gta tct gcg att gag Mutageneseprimer fur
deltaQ_as act ttt gct tca tg Fusions-PCR
CqsS_C2_SIA K_s cat gaa gca aaa gtc tca atc gca aaG aac Mutggeneseprlmer far
aaa ttt aag aaa gaa c Fusions-PCR
CgsS_C2_SIA_ gcg ttc ttt ctt aaa ttt gtt tgc gat tga gac ttt Mutageneseprimer flr
deltaK_as tgc ttc atg Fusions-PCR
cat gaa gca aaa gtc tca atc gca cag cag Mutageneseprimer fur
CgsS_C1 ER_s .
asS_C1 QQER_ gaa cgc ctg ctt ctg Fusions-PCR
CgsS_C1_QQER_ cag aag cag gcg ttc ctg ctg tgc gat tga Mutageneseprimer flr
as gac ttt tgc ttc atg Fusions-PCR
CqsS_C2 LNRV._s cat gaa gca aaa gtc tca atc gca ctg aac Mutggeneseprlmer far
cgcgtgcetgctg g Fusions-PCR
cca gca gca cgc ggt tca gtg cga ttg aga Mutageneseprimer fur
2 LNRV .
CasS_C2_ -as Ctt ttg ctt cat g Fusions-PCR
CgsS_RNQV_C1_ Mutageneseprimer fur
EFE_as gtt ttt caa att cta cct ggt ttc gga agt ag Fusions-PCR
CgsS_RNQV_C1_ caa aac cad dta gaa tt 0aa aaa cac ca Mutageneseprimer fur
EFE s g gglagaatitg gc cag Fusions-PCR
CgsS_RNQ_C2_IET cat cat tic aat cig ott tcd gaa. dta aca ¢ Mutageneseprimer fur
_as 9 ggtticggaagag Fusions-PCR
CgsS_RNQ_C2_IET | ctt ccg aaa cca gat tga aac gat gga aaa Mutageneseprimer fur
S c Fusions-PCR
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. hnitt-
Primer Sequenz 5’ > 3’ Schnitt Bemerkung
stellen
hAC2 C2 neu_as cta att aag ctt Tta ctc gag gct cgc cac gtt | Hindlll, Mutfageneseprlmer far
gct ctg gct cag gc Xhol Fusions-PCR
Hindlll, . .
hAC2_C1b_neu_as cta att aag‘tf(;t';1 ;I';atlttcz:ac;acq gtg gac aga tct Xhol, ll\:/l L:Js'cs)?]esrjgsceémmer far
gecog sall, Bglll
Cla_lgslich_s cat cac gga fec cag gat acc tgc aac Ige BamHI Mutageneseprimer
att aaa ag
C2_loslich_s cat cac gga Icc aag aac aaa it aag aaa BamHlI Mutageneseprimer
gaacgc g
GCG aag ctt Tta ctc gag gtc gac aga tct Hindlll,
hAC2_Cla_as o cq aaa cad atq ct Xhol, Mutageneseprimer
99 gcg galgclg Sall, Bglll
AB Linker as cTc ctg cCg cAg gcg gGce cac cGg ctg Mutfageneseprlmer far
- - cac gcg tat aat att taa acg ccg gca gcg ¢ Fusions-PCR
. gcC ggt ggC ccg ccT gcG gca ggA ggat Mutageneseprimer flr
AB_Linker_s .
- - ctc gaa aaa aac aaa ttt aag aaa gaa cgc Fusions-PCR
. cTc ctg cCg cAg gcg gGc cac cGg ctg Mutageneseprimer flr
A_Linker_as ;
- - cac gcg tcg ggc gaa aca gat gct gcg ggc Fusions-PCR

Alle Klonierungen fur die Rv1625c-Konstrukte fir Gso*-Stimulierung wurden von A.
Schultz durchgefuhrt. Alle Sequenzierungs- und Klonierungsprimer sind ihrem
Laborbuch zu entnehmen.
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Ergebnisse Transmembranmutanten Solubilisation

3 Ergebnisse

3.1 Solubilisation von Membranproteinen

Dieser Teil der Dissertation beschaftigt sich mit Méglichkeiten zur Solubilisation von
membrangebundenen ACn. Ziel war der Erhalt I6slicher Proteine unter Beibehaltung
von Aktivitat und Regulation. Konkret wurde versucht sich diesem Ziel in vier
verschiedenen Versuchsaufbauten zu nahern. Diese werden im Folgenden
vorgestellt.

3.1.1 Insertion geladener Aminosauren in Membranhelices von Tsr

Zum Verstandnis der hier im Fokus stehenden Proteine sollten Mutanten von
regulierten und nicht regulierten Varianten solubilisiert werden. Anhand von
Kristallisation beider Zustédnde sollten Rickschlisse von der Struktur auf den
Mechanismus der Signalweiterleitung gezogen werden koénnen. Die hier
verwendeten Konstrukte wurden in Anlehnung an Mutationen im Aspartatrezeptor
(Tar) geplant (Oosawa and Simon, 1986; Umemura et al., 1998). Die Mutation A19K
in TM1 von Tar unterband die Fahigkeit zur Chemotaxis von Aspartat, was aber
durch verschiedene Punktmutationen in beiden TMs (V17E, W192R, A198E, V201E,
V202L) aufgehoben werden konnte (Oosawa and Simon, 1986; Umemura et al.,
1998). Es wurde beobachtet, dass die Mutationen die Effekte von A19K
unterschiedlich gut supprimieren konnten, was auf die Mdglichkeit zur Ausbildung
von Salzbrucken zwischen den Untereinheiten zurtickgefiihrt wurde (Umemura et al.,
1998).

Die Mutationen des Tar-Rezeptors wurden auf die Tsr-HAMPtsfRv3645 Chimére
Ubertragen, um eine nicht regulierte Mutante des Proteins zu erhalten. Weitere
Mutationen an anderer Stelle innerhalb der beiden TMs sollten diesen Effekt wieder
aufheben. Ein Vorteil der Tsr-HAMPTsrfRv3645 Chimaére ist, dass die beiden TMs des
Tsr-Rezeptors moglicherweise einfacher zu solubilisieren sind als etwa das Rv3645-
Holoenzym mit sechs TMs. Aktivitat und Regulation von Tsr-HAMP1s-Rv3645 durch
Serin sind publiziert (Kanchan et al.,, 2010). Anhand des Alignments des Tsr-
Rezeptors mit dem Tar-Rezeptor (Fig. 8) wurden Mutationen ausgewabhlt.
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Fig. 8: Alignment der beiden Transmembranhelices (TMs) des Tar- und Tsr-Rezeptors. Die Positionen
der ASn in Tar, die zur Ausbildung von Salzbriicken mutiert wurden, sind mit Pfeilen gekennzeichnet

(Oosawa and Simon, 1986; Umemura et al., 1998). In Anlehnung daran wurden die zu mutierenden
ASn in Tsr gewahlt (ebenfalls mit Pfeilen gekennzeichnet).

192

3.1.1.1 Tsr-HAMPTs-Rv3645 [G19K]

Laut des Alignments von TM1 und TM2 aus Tar und Tsr (Fig. 8) ist die AS an
Position 19 in Tsr nicht konserviert. Es wurde ermittelt, wie die Chiméare Tsr-
HAMP1s-Rv3645 auf die Mutation G19K reagierte. Im AC-Test wurde die
Membranpraparation mit Serin und Aspartat getestet. Aspartat dient der Kontrolle der
Spezifitat des Tsr-Rezeptors. Als Positivkontrolle wurde Tsr-HAMP1s-Rv3645 und als
Negativkontrolle der Leervektor pQE30 eingesetzt.
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Q:{’-’ Fig. 9: A) AC-Aktivitat der [G19K]-Mutante (n=4),
Q,\é' der Positivkontrolle Tsr-HAMPrs-Rv3645 (n=6) und
@ Negativkontrolle (pQE30 Leervektor, n=6). Je 20
@b «%«32\ pHg Membranpréaparation.
B) Western Blots mit Anti-RGS-Hiss Antikdrper der
1160 [G19K]-Mutante (links, 2 pg Protein, 5 min
662 Belichtung) und Tsr-HAMP1s-Rv3645 (rechts, 2 g
s —— ‘3‘2’8 Protein, 30 sec Belichtung), erwartete Bandenhohe

54 kDa.

Die Positivkontrolle Tsr-HAMPts-Rv3645 zeigte Basalaktivitat von 4,9 £ 0,3 nmol
cAMP-mg*-mint und reagierte signifikant (*** = p<0,001) auf 1 mM Serin mit einer
Hemmung um 84%. Aspartat hatte keine Wirkung. Die Negativkontrolle ergab 15,4 +
1,3 pmol cAMP-mg*-min-t. Die [G19K]-Mutante war mit 244,4 + 13,4 pmol cAMP-
mg-min' aktiver als der Leervektor, hatte aber gegeniber Tsr-HAMPTs-Rv3645
95% Aktivitat verloren. Die Mutante war nicht durch Serin reguliert. Offensichtlich
fuhrte G19K zu einer dominant gehemmten AC. Das Ausmald dieser Hemmung war
vergleichbar mit der Aktivitdt der Positivkontrolle mit 10 mM Serin. Das bedeutet
unter Umstanden, dass G19K in Tsr zu einer Konformation fihrte, die den
ligandengebundenen Zustand imitierte.
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3.1.1.2 Tsr-HAMP1s-Rv3645 [V17E/G19K]

Laut Oosawa und Simon (1986) (Oosawa and Simon, 1986) konnte die Mutation
V17E in der ersten Transmembrandomé&ne von Tar die Auswirkungen der [A19K]-
Mutation supprimieren. Da diese Position im Alignment von Tar und Tsr (Fig. 8)
konserviert ist, wurde ihre Wirkung auf die [G19K]-Mutante untersucht. Da die
Positiv- und die Negativkontrolle fur alle Konstrukte identisch waren, werden sie nicht
mehr separat aufgefthrt (Fig. 9).

140 - mbasal
A1 mM Ser

L 1204 T 10 mM Ser
E 100 - | T |@10mMaAsp
o i
£ 80 — 116,0
% 60 - — 66,2
g
5 40 - — 450
g

20 1 — 350

O T 1
V17E/G19K [— »0

Fig. 10: AC-Aktivitat der [V17E/G19K]-Mutante von Tsr-HAMP1s-Rv3645 (20 pg Membranpraparation,
n=4). Western Blot mit Anti-RGS-Hiss Antikdrper (2 pg Protein, 5 min Belichtung), erwartete
Bandenhohe 54 kDa.

Die Basalaktivitat der [V17E/G19K]-Mutante war nochmals um 60% geringer als bei
der G19K Mutation. Durch die V17E Mutation lief3 sich weder die Aktivitat noch die
Regulation des Ausgangskonstrukts Tsr-HAMPts-Rv3645 wieder herstellen. Laut
Western Blot wurde die Mutante schwach exprimiert.

3.1.1.3 Tsr-HAMPts-Rv3645 [G19K/V203E], Tsr-HAMPTs-Rv3645
[V17E/G19K/W194R/V203E], Tsr-HAMPTs-Rv3645 [G19K/V202E], Tsr-
HAMP1s-Rv3645 [G19K/L204E]

Da die [V17E/G19K]-Mutante nicht reguliert war, wurden weitere Mutationen in der
TM2 entsprechend den Ergebnissen an Tar (Oosawa and Simon, 1986; Umemura et
al., 1998) durchgefuhrt. A198E konnte dort den negativen Effekt von A19K in Tar
vollstandig aufheben (Umemura et al., 1998). Da diese AS in Tsr nicht konserviert ist
(Fig. 8), wurde sie nicht in diese Versuche einbezogen. Alle weiteren in Tar-A19K
untersuchten Mutationen in der TM2, W192R, V201E und V202L, konnten die
Ausgangsbedingungen aus Tar unterschiedlich erfolgreich wieder herstellen
(Umemura et al., 1998). Diese drei Positionen sind in Tsr konserviert und resultierten
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in den [G19K/V203E]-, [V17E/G19K/W194R/V203E]- und [G19K/L204E]-Mutanten.
Zusatzlich wurde die ebenfalls konservierte Position V202 zu Glu mutiert. Die
[V17E/G19K/W194R/V203E]-Mutante ist die einzige Variante, die mittels mehrerer
Mutationen versucht die Regulationsfahigkeit zurtickzuerlangen.

A
250 - Bbasal
F's': @1 mM Ser
E 200 - D10 mM Ser
B 010 mM Asp
o I T
g 150 - |
o T
<E: 100 - - -
o
2 50 -
o
0. 7 B 7 | 7 | 7 |
G19K/V203E V17E/G19K/ G19K/V202E G19K/L204E
W194R/V203E
B

Fig. 11: A) AC-Aktivitat der [G19K/V203E]-,
[V17E/G19K/W194R/V203E]-, [G19K/V202E]-
und [G19K/L204E]-Mutante von Tsr-HAMPrsr-
Rv3645 (je 20 ug Membranpréparation, n=4).

B) Western Blot mit Anti-RGS-Hiss Antikdrper.
Von i nach re: [G19K/V203E]-Mutante,
[V17E/G19K/W194R/V203E]-Mutante (je 2 ug
Protein, 5 min Belichtung), [G19K/V202E]-
Mutante, [G19K/L204E]-Mutante (je 4 pug
Protein, 30 sec Belichtung). Erwartete
Bandenhdhe 54 kDa.

Alle Mutanten zeigten eine geringere Basalaktivitat als die [G19K]-Mutante und
waren nicht durch Serin reguliert. Die [G19K/V203E]-Mutante hatte eine Aktivitat von
195,7 + 29,6 pmol cAMP-mg*-minz, die [G19K/V202E]-Mutante 103,8 + 8,6 pmol
cAMP-mgt-min?t und die [G19K/L204E]-Mutante 101,1 + 6,3 pmol cAMP-mg*-min-i.
Selbst die Kombination der Mutationen V17E/G19K/W194R/V203E konnte keine
Regulation der AC herstellen (159,0 + 38,3 pmol cAMP-mg1-mint).
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3.1.1.4 Tsr-HAMPts-Rv3645 [A16K]

Entsprechend dem Alignment der TMs von Tar und Tsr (Fig. 8) ist die Position 19
nicht konserviert. Die Position 16 in Tsr und Tar ist &hnlich zu Position 19, hier ist Ala
in Tsr und Gly in Tar. Der Effekt einer [A16K]-Mutante auf das Ausgangskonstrukt
Tsr-HAMP1s-Rv3645 wurde daher untersucht.
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Fig. 12: AC-Aktivitat der [A16K]-Mutante von Tsr-HAMP1s-Rv3645 (20 pg Membranpréparation, n=4).
Western Blot mit Anti-RGS-Hiss Antikorper (5 pg Protein), erwartete Bandenhthe 54 kDa.

Die Basalaktivitat der [A16K]-Mutante war mit 40,0 £ 2,9 pmol cAMP-mg?*-mint
ungefahr doppelt so hoch wie der Wert des Leervektors und um 84% geringer als die
der G19K Mutation. Im Gegensatz zu dieser konnte bei A16K eine signifikante
Hemmung (*** = p<0,001) von 60% durch 1 mM Serin festgestellt werden. Die A16K-
Mutation hat somit nur Einfluss auf die Aktivitat des Konstrukts, wéahrend die
Regulation fast wie bei Tsr-HAMPTs-Rv3645 erhalten bleibt (84%-ige Hemmung bei
1 mM Serin, Fig. 9A). 10 mM Aspartat wirkte sich nicht auf die Aktivitat aus. A16K in
Tsr wirkt sich also nicht wesentlich auf die Serinregulation aus, es werden
offensichtlich andere Proteineigenschaften erheblich beeintrachtigt.

3.1.1.5 Tsr-HAMPts-Rv3645 [A16K/V203E]

Zur Kompensation des A16K Effekts wurde einzig die Mutation V203E aus dem
konservierten Bereich des Tar-Tsr-Alignments herangezogen (Fig. 8).
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Fig. 13: AC-Aktivitat der [A16K/V203E]-Mutante von  Tsr-HAMPts-Rv3645 (20 g
Membranpréparation, n=4). Western Blot mit Anti-RGS-Hiss Antikdrper (2 pg Protein, 30 sec
Belichtung), erwartete Bandenhthe 54 kDa.

Fir die [A16K/V203E]-Mutante wurde mit 85,4 + 6,1 pmol cAMP-mg*-min?t eine
doppelt so hohe Basalaktivitat im Vergleich zur [A16K]-Mutante erreicht. Die
Hemmung durch 1 mM Serin war signifikant (** = p<0,01) und betrug 52%. Die
Aktivitaten reichten jedoch in keiner Weise an die Werte des Ausgangskonstrukts
Tsr-HAMPTs-Rv3645 heran.

Mit A16K und G19K wurden zwei Mutationen in der TM1 von Tsr mit erheblichem
negativem Effekt auf die AC-Aktivitat gefunden. Hier sind die Ergebnisse mit den
Erkenntnissen am Tar-Rezeptor vergleichbar. Bei der G19K-Mutante war die
Regulation gestort, wahrend bei der A16K-Mutante nur die Aktivitat betroffen war und
die Regulation erhalten blieb. Trotz Mutationen an verschiedenen Stellen in TM1 und
TM2 konnte keine Variante die Regulation in der G19K-Mutante wiederherstellen und
die Aktivitat wurde weiter gemindert. Bei der A16K-Mutante blieb die Regulation mit
der zusatzlichen Mutation in TM2 fast unverandert. Auch wenn v.a. die Ergebnisse
der A16K/V203E-Mutante Hoffnung auf eine Steigerungsmdoglichkeit der Aktivitat
gegeben haben, wurde hier nicht weiter gearbeitet.

3.1.2 Insertion hydrophiler Aminosauren in die zweite Transmembranhelix von Tsr

Im nachsten Ansatz wurde getestet, welche und wie viele ASn in TM2 von Tsr-
HAMPTs-Rv3645 ohne Funktions- und Regulationsverlust gegen hydrophile Reste
ausgetauscht werden konnen. Dies sollte die anschlieBende Solubilisation des
Transmembranbereichs erleichtern. Mutationsstudien an den Transmembranhelices
von Tsr lagen vor (J. S. Parkinson, personliche Mitteilung, Anhang 1). Dort wurden in
fortlaufender Reihenfolge einzelne ASn in den TMs mutiert und die Mutationen
entsprechend ihrem Einfluss auf die Tsr-Rezeptorfunktion geordnet. K. Kanchan
untersuchte in ihrer Dissertation eine Chiméare mit insgesamt 15 AS-Substitutionen in
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beiden Transmembranhelices (Kanchan, 2011), die laut den Mutationsstudien von J.
S. Parkinson einzeln kaum zur Beeintrachtigung der Rezeptorfunktion fuhrten. In der
Summe ergaben diese 15 Austausche in der erwahnten Chiméare aber ein nicht
reguliertes Konstrukt. In Fig. 14 sind die 15 mutierten ASn dieser Chimare Tsr-(mut)-
Rv3645 dargestellt (Kanchan, 2011).
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Fig. 14: Darstellung der Mutationen in TM1 und TM2 in Tsr-(mut)-Rv3645 von K. Kanchan
entsprechend den Mutationsstudien von J. S. Parkinson.

3.1.2.1 Tsr-HAMP7s-Rv3645 [A192S/L196Q/F208S]

Die vorhergehenden Experimente zeigten, dass bereits einzelne AS-Austausche in
der TM1 erheblichen Einfluss auf Aktivitat und Regulation der AC haben kénnen.
Deshalb wurden keine Mutationen in der TM1 geplant. Die TM2 ist mdglicherweise
vertraglicher gegentber Mutationen, da selbst ein Austausch der ganzen TM2 von
Tar durch die von Tsr und umgekehrt die jeweilige Rezeptorfunktion unbeeintrachtigt
lasst (Tatsuno et al., 1994). In Anlehnung an Tsr-(mut)-Rv3645 (Fig. 14) wurden als
erste Mutationen A192S, L196Q und F208S anhand der folgenden Kriterien
ausgewahlt. A192 ist die erste AS der TM2 und madglicherweise einfacher in eine
hydrophile AS zu mutieren als eine Position inmitten des Tranmembranbereichs. Die
A192S- bzw. L196Q-Mutante besitzen laut den Mutationsstudien (von J. S.
Parkinson) immer noch eine fast unbeeintrachtigte Rezeptorfunktion. Auf3erdem
wurde die Mutation F208 zu Tyr, Ser und Cys getestet (J. S. Parkinson). Obwonhl
F208Y die Rezeptorfunktion am wenigsten beeintrachtigte, wurde die Mutation
F208S ausgewahlt, da es sich um eine kleinere AS im Vergleich zu Tyr handelt.
Zuséatzlich zeigt Ser im Vergleich mit Tyr deutlich weniger Ahnlichkeit zu Phe. Die
Ergebnisse der Positivkontrolle Tsr-HAMPTs-Rv3645 und der Leervektor pQE30 als
Negativkontrolle sind Fig. 9 zu entnehmen.
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Fig. 15: AC-Aktivitdst der [A192S/L196Q/F208S]-Mutante von Tsr-HAMPts-Rv3645 (20 g
Membranpraparation, n=4). Western Blot mit Anti-RGS-Hiss Antikdrper (2 pg Protein, 5 min
Belichtung), erwartete Bandenhthe 54 kDa.

Die [A192S/L196Q/F208S]-Mutante zeigte mit 2,1 + 0,1 nmol cAMP-mg?!-mint
ungefahr 40% der Aktivitat des Ausgangskonstrukts. Die Hemmung durch 1 mM
Serin war signifikant (*** = p<0,001) bei 70%. Die erhaltene Bande im Western Blot
erschien wie bei fast allen vorherigen Konstrukten zu hoch. Wahrscheinlich liegt die
Ursache darin, dass fir diese Proteingrof3e eine zu hohe Dichte des SDS-Gels
gewahlt wurde und der Standard in diesem Bereich nicht mehr linear verlauft. Da
jedoch keine Abbaubanden detektiert wurden und das Protein sowohl aktiv als auch
reguliert war, wurde davon ausgegangen, dass es sich bei der Bande um das
gewiinschte Protein handelte. Eine zusatzliche Fehlerquelle war die Ubertragung der
Markerlinien per Hand durch Ubereinanderlegen der Coomassie-gefarbten Membran
und der Rontgenfilme.

3.1.2.2 Tsr-HAMP1s-Rv3645 [A192S/W194R/L196Q/M200K/F208S]

Da die [A192S/L196Q/F208S]-Mutante Aktivitdt und Regulation zeigte, wurden die
zusatzlichen Mutationen W194R und M200K eingefligt. Beide Mutationen hatten
einzeln keinen negativen Einfluss auf die Rezeptorfunktion (J. S. Parkinson). Vier der
funf eingebrachten Mutationen befinden sich in der ersten Hélfte der TM2.
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Fig. 16: AC-Aktivitat der [A192S/W194R/L196Q/M200K/F208S]-Mutante von Tsr-HAMPrs-Rv3645 (20
pHg Membranpréparation, n=4). Western Blot mit Anti-RGS-Hiss4 Antikdrper (5 pg Protein), erwartete
Bandenhthe 54 kDa

Die [A192S/W194R/L196Q/M200K/F208S]-Mutante zeigte mit ca. 22 pmol cAMP-
mg1-mint kaum AC-Aktivitdt verglichen mit der [A192S/L196Q/F208S]-Mutante
(Negativkontrolle ca. 15 pmol cAMP-mg*-min-1). Das Konstrukt war nicht durch Serin
reguliert. Hochstwahrscheinlich wurde das Protein nur schwach exprimiert, da keine
eindeutige Bande im Western Blot nachweisbar war.

Die getestete Kombination dieser finf Mutationen war weder mit einer vernunftigen
Expression noch mit der Regulation der AC vertraglich. Weitere maogliche AS-
Austausche mit hydrophilen Resten, welche die Tsr-Rezeptorfunktion nicht
beeintrachtigten, waren entsprechend den Mutationsstudien F208Y und G213C/S (J.
S. Parkinson). Alle anderen Mutationen storten den Rezeptor in unterschiedlich
starkem Ausmall (J. S. Parkinson). Auf die Suche nach weiteren
Mutationskombinationen in der TM2 wurde verzichtet, da der Einsatz von
Fusionsproteinen gutes Gelingen bei der Solubilisation von Membranproteinen
versprach.

3.1.3 Fusionsproteine zur Unterstlitzung der Solubilisation

Der Einsatz von Fusionsproteinen ist vielfaltig und aus der Biotechnologie nicht mehr
wegzudenken. Durch genetische Fusion entstehen rekombinante Proteine mit den
kombinierten Eigenschaften der jeweiligen Ausgangsmolekile (Uhlen et al., 1992).
Anwendungsmadglichkeiten sind beispielsweise die Reinigung von Proteinen mittels
His-Tag Uber Affinitditschromatographie mit immobilisierten Metallionen (IMAC)
(Uhlen et al., 1992), Detektion von Proteinen mit Hilfe von GFP (Muller-Lucks et al.,
2012), Erhéhung der Proteinmenge in Uberexpressionssystemen mit Mistic
(,membrane-integrating sequence for translation of integral membrane protein
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constructs) (Blain et al., 2010), Schutz der rekombinanten Proteine vor
proteolytischem Abbau oder gezielte Pharmakotherapie (Uhlen et al., 1992). Bei
diesen Anwendungen wird das Fusionsprotein meist N- oder C-terminal mit dem zu
untersuchenden Protein verknupft und kann bei Bedarf durch das Einfiigen
bestimmter Schnittstellen (z.B. fir Thrombin oder factor Xa) entfernt werden (Uhlen
et al., 1992). Das Fusionsprotein kann auch mitten in ein anderes Protein eingeflgt
werden, was im Fall des T4 Lysozyms die Kristallisation des [2-adrenergen
Rezeptors erleichterte (Rosenbaum et al., 2007). Ein weiterer Vorteil ist, dass
hydrophile und gut I6sliche Fusionsproteine die Solubilisation ihrer Partnerproteine
beglnstigen und die Bildung von Aggregaten oder inclusion bodies bei der
Uberexpression reduzieren kénnen. Bekannte Vertreter dieser Fusionsproteine sind
Thioredoxin, Glutathion-S-Transferase oder das Maltose-Bindeprotein (Kapust and
Waugh, 1999). Fur die Solubilisation von Tsr-HAMPts-Rv3645 wurden T4L* und eine
Kombination aus YaiN und YbeL als Fusionsproteine eingesetzt, welche in anderen
Arbeiten bereits gute Ergebnisse beim Einsatz mit Membranproteinen gezeigt hatten
(Leviatan et al., 2010; Rosenbaum et al., 2007).

3.1.3.1 T4* Lysozym

Das Lysozym des Bakteriophagen T4 (T4L) ist ein I6sliches Enzym mit bekannter
Struktur (Baase et al., 2010). T4L wurde z.B. fur die Kristallisation des B2-adrenergen
Rezeptors verwendet, da es in Fusion mit dem Protein die hydrophile Oberflache
vergroRerte, die interne Flexibilitat im Partnerprotein reduzierte und somit die
Kristallisationseigenschaften entscheidend verbesserte (Cherezov et al., 2007).
Durch die hier verwendete Mutation E11N ist T4L enzymatisch inaktiv (T4L*) und
unfahig bakterielle Zellwande aufzuspalten (Shoichet et al., 1995). Diese Eigenschaft
ist von Bedeutung, wenn T4L mit Peptidoglycan der Bakterienwand in Kontakt treten
kann und seine Endoacetylmuramidase-Aktivitat (Matthews et al., 1981) unerwinscht
ist. Dies war bei einem der beiden folgenden Konstrukte der Fall.

Um den idealen Verknupfungspunkt von T4L* mit Tsr-HAMPts-Rv3645 zur ermitteln,
erfolgte die Fusion an zwei verschiedenen Stellen. Das Lysozym wurde auf beiden
Seiten der Membran eingefigt, da sich die Positionierung maoglicherweise
unterschiedlich auf die Solubilisation auswirkt. T4L* wurde im ersten Konstrukt N-
terminal an Tsr-HAMP1s-Rv3645 fusioniert (T4L-Tsr-HAMPTs-Rv3645). Dies hatte
zur Folge, dass T4L* im rekombinanten Protein im Cytoplasma lokalisiert war. Im
zweiten Konstrukt wurde T4L* im Periplasma zwischen dem Ende der TM1 (F29) und
der periplasmatischen Schleife (Fso) des Tsr-Rezeptors positioniert (TM1rs-T4L-Tsr-
HAMPTs-Rv3645) (Fig. 17).
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Fig. 17: Schematische Darstellung von T4L-Tsr-HAMPts-Rv3645 (links) und TM1rs-T4L-Tsr-HAMPsr-
Rv3645 (rechts). Die Konstrukte sind Dimere und unterscheiden sich durch die Position von T4L* im
Cytoplasma oder im Periplasma.

Bevor mit den Solubilisationsversuchen begonnen wurde, musste zunachst die
Funktionalitat des Fusionsproteins in der Membran untersucht werden. Das Konstrukt
Tsr-HAMP1s-Rv3645 diente als Positivkontrolle und der Leervektor pQE30 als
Negativkontrolle (Fig. 9).
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Fig. 18: AC-Aktivitdt von TA4L-Tsr-HAMPts-Rv3645 (links) und TM1ts-T4L-Tsr-HAMPTs-Rv3645
(rechts) (20 ug Membranpréparation, n=4). Western Blot mit Anti-RGS-Hiss Antikdrper von T4L-Tsr-
HAMPts-Rv3645 (links) und TM1ts-T4L-Tsr-HAMPTs-Rv3645 (rechts), je 8 pg Protein, 5 min
Belichtung. Erwartete Bandenhéhe 72 kDa.

Bei T4L-Tsr-HAMP1s-Rv3645 mit T4L* als cytosolischem Anteil lag die Basalaktivitat
bei ca. 840 pmol cAMP-mg*-min? mit einer Hemmung von 78% bei 1 mM Serin
(p=0,06). War T4L* bei TM1rs-T4L-Tsr-HAMP1s-Rv3645 im Periplasma lokalisiert,
sank die Basalaktivitat auf ca. 90 pmol cAMP-mg*-mint und Serin regulierte nicht
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mehr. Im Western Blot ist zu sehen, dass letzteres Konstrukt nur sehr gering
exprimiert wurde. Die Banden scheinen tiefer als erwartet zu laufen, jedoch kann
angemerkt werden, dass die Uberexpressionsbanden in Coomassiegefarbten SDS-
Gelen erkennbar tUber der 66,2 kDa Markerbande detektiert wurden (Fig. 19). Bei
diesem Western Blot handelt es sich vermutlich um Ungenauigkeiten bei der
Ubertragung des Markers von der gefarbten Membran auf den Rontgenfilm.

Fig. 19: Coomassie-gefarbtes SDS-Gel mit
Protein-Marker I,  Tsr-HAMPts-Rv3645
[A192S/L196Q/F208S], TA4L-Tsr-HAMPrs-
Rv3645 und  TMlrs-T4L-TSr-HAMP1s-
Rv3645 (von li nach re). 5 ul Marker, je 20
Vle} Membranpraparation, erwartete
Bandenhohe 54 kDa [A192S/L196Q/F208S]
bzw. 72 kDa T4L*-Konstrukte (Pfeil).
[A192S/L196Q/F208S] dient zum Vergleich
der Uberexpressionsbanden der T4L*-
Konstrukte.

Auf Grund der niedrigen Aktivitat von T4L-Tsr-HAMP1s-Rv3645 und dem Verlust der
Regulation von  TMlrs-T4L-Tsr-HAMP1s-Rv3645  wurden  keine  weiteren
Experimente mit T4L* als Fusionsprotein durchgefiihrt. Da allem Anschein nach eine
Fusion an einem der Termini von Tsr-HAMPts-Rv3645 toleriert wurde,
konzentrierten sich die Versuche auf die Fusionsproteine YaiN und YbeL. Nur bei
Erhalt von Regulation und Aktivitat im gelésten Protein kann angenommen werden,
dass eine daraus resultierende Kristallstruktur einem reellen Zustand entspricht.

3.1.3.2 YaiN und YbelL

Bei YaiN und YbeL handelt es sich um zwei stark hydrophile bakterielle Proteine mit
einer Lange von ungefahr 100 ASn. Eine globulare Struktur wird nicht vorhergesagt.
YaiN (91 ASn) stammt aus dem E. coli Operon frm und ist vermutlich am Abbau von
Formaldehyd beteiligt. YbeL (120 ASn) ist Teil des E. coli YbeL Gens mit
unbekannter Funktion (Leviatan et al., 2010). In der Arbeit von Leviatan et al. (2010)
(Leviatan et al., 2010) wurden acht verschiedene Expressionskassetten mit diesen
zwei Fusionsproteinen konstruiert. Die beiden Proteine befanden sich jeweils N- oder
C-terminal oder an beiden Termini des zu untersuchenden Membranproteins (Fig.
20). Dies beeinflusste sowohl die Expression der Fusionsproteine als auch das
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Herauslésen aus der Membran. Deshalb missen alle acht mdglichen Fusionsstellen
durchgetestet werden.

w Tsr-HAMP -Rv3645 | — w Tsr-HAMP+,-Rv3645 W—
4| Tsr-HAMP,-Rv3645 W— —YbeLl Tsr-HAMP+,-Rv3645 |YbEL

—w Tsr-HAMP,-Rv3645 | Ybel
4| Tsr-HAMP-Rv3645 |YbeL —YbeLl Tsr-HAMP1-Rv3645 w—

Fig. 20: Acht mogliche Expressionskassetten mit den Fusionsproteinen YaiN und YbelL und der zu
solubilisierenden Chimére Tsr-HAMP1s-Rv3645.

—— Ybel| Tsr-HAMP,-Rv3645

3.1.3.2.1 Expressionskassetten

Die acht verschiedenen Fusionsproteine von Tsr-HAMP1s-Rv3645 mit YaiN und
YbeL (Fig. 20) und Tsr-HAMPTs-Rv3645 als Kontrolle wurden in pET28a(+) angelegt,
da dieser Vektor zur Reinigung und Detektion des Proteins mit einem N- und C-
terminalen Hiss-Tag versehen ist. Die Konstrukte wurden in E. coli C43(DE3)
exprimiert, da dieser Stamm generell eine hohere Vertraglichkeit gegenuber
toxischen rekombinanten Proteinen besitzt als E. coli BL21(DE3) (Dumon-Seignovert
et al., 2004). Fig. 21 zeigt den Vergleich der Aktivitdten von Tsr-HAMPTs-Rv3645 in
E. coli BL21(DE3) pREP4 pQE30 und E. coli C43(DE3) pET28a(+), die
Negativkontrolle E. coli C43(DE3) pET28a(+) Leervektor und deren Western Blots.
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—250 Rv3645 in pQE30, b) Tsr-HAMPrs-Rv3645 in pET28a(+), ¢)

Negativkontrolle pET28a(+) (je 5 pg Protein, 2 sec Belichtung),

erwartete Bandenhohe 54 kDa.
—_ 18,4

Die Basalaktivitat des Leervektors pET28a(+) lag bei ca. 23 pmol cAMP-mg*-min-t.
Die Basalaktivitat der Chimare Tsr-HAMPts-Rv3645 betrug in pQE30 nur ein zehntel
der Aktivitat in peT28a(+) (signifikant, *** = p<0,001). In pQE30 betrug sie 4,9 + 0,3
nmol cAMP-mg*-min-t, wahrend sie in pET28a(+) 49,9 + 21,0 nmol cAMP-mg*-min-t
erreichte. Die Hemmung durch 10 mM Serin betrug 83% (pQE30) bzw. 87%
(PET28a(+)).

AnschlieBend wurden die Auswirkungen der Fusionsproteine YaiN und YbeL auf die
Aktivitat von Tsr-HAMPTs-Rv3645 in den acht Expressionskassetten von pET28a(+)
untersucht (Fig. 22).
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Fig. 22: A) AC-Aktivitat der acht Fusionskonstrukte von Tsr-HAMPts-Rv3645 mit YaiN und YbeL. Die
Konstrukte sind nach der Position des Fusionsproteins benannt (z.B. N-YbeL = YbeL N-terminal von
Tsr-HAMPts-Rv3645). Je 20 pg Membranpraparation, n=2.

B) Western Blot mit Anti-RGS-Hiss Antikérper. Von li nach re: N-YbeL (70 kDa), C-YaiN (66 kDa), N-
YaiN (66 kDa) (je 5 pg Protein, 10 sec Belichtung), C-YbeL (70 kDa, 5 ug Protein), N-YbeL_C-YaiN
(80 kDa), N-_C-YbeL (84 kDa) (je 10 pg Protein), N-YaiN_C-YbeL (80 kDa), N-_C-YaiN (76 kDa) (je 5
pg Protein, 2 sec Belichtung).

Verglichen mit Tsr-HAMP1s-Rv3645 in pET28a(+) verlieren die Fusionskonstrukte
mit YaiN und/oder YbeL an Aktivitat. Mit Ausnahme von N-YaiN_C-YbeL und N-
YaiN_C-YaiN wurden alle Fusionskonstrukte durch 10 mM Serin zwischen 67-92%
gehemmt.
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3.1.3.2.2 N-YbeL

Fiur Solubilisationsversuche wurde nur mit dem aktivsten regulierten Konstrukt N-
YbeL weitergearbeitet. In Vorversuchen (n=2) in kleinem Malstab (200 pl
Membranpraparation mit 50 pl Detergenslosung) wurden die Auswirkungen
unterschiedlicher Detergenzien und deren Konzentration auf die Aktivitat und
Regulation untersucht. Als Kontrolle diente Membranpréaparation mit Zugabe von
Puffer anstatt Detergenslosung. Nach Inkubation der Membranpraparation fir 1 h mit
0,5, 1 und 2% DDM bzw. Ci2Es wurde zentrifugiert (20.800 x g, 30 min, 4°C) und in
Uberstand und Pellet getrennt. Nach Auflosen des Pellets in Solubilisationspuffer
wurden beide Fraktionen getestet (Tab. 16).

Tab. 16: AC-Aktivitaten der Membranpraparation von N-YbeL mit und ohne Detergens (Inkubation 1 h,
auf Eis, leicht schitteln, n=2). Mit Detergens behandelte Praparationen wurden auf AC-Aktivitat in
Uberstand (US) und Pellet (P) getestet.

ohne Konzentration DDM [%)] Konzentration Ci2Eg [%]
Detergens 0.5 1 2 05 1 2
9€NS I"gs [P |OS| P US| P US| P US| P |US| P
basal
[pmol 9571 233 |78 | 223 | 63 [ 193 | 54 | 178 | 44 | 127 | 24 | 124 | 26
CAMP-mg
‘min-
10 mM Ser
[pmol 861 159 |65 | 186 | 61 | 147 | 52 | 143 | 27 | 105 | 22 | 110 | 25
CAMP-mg
‘min-]
E'/‘:]mmung 91 32 (17|17 | 3 | 24| 4 |20 | 39| 17 | 10 | 11 | 5

Mit Detergens wurden nur maximal 2% der Aktivitat der Kontrolle erreicht. Mit
hoherer Detergenskonzentration nahm die Aktivitat tendenziell weiter ab, die
Regulation bzw. Hemmung durch 10 mM Serin lag bei maximal 32%. Ci2Es hemmte
noch starker als DDM. Die Restaktivitdt im Pellet war gering und teilweise nur auf
Hohe der Negativkontrolle (Fig. 21). Auf Grund der Ergebnisse fir DDM und Ci2Es
wurde entschieden das Detergens zu wechseln. Die Solubilisation im grof3en Ansatz
(Membranpréaparation aus 800 ml LB-Expressionsansatz) wurde mit 1% Brij58 fir ca.
4 h auf Eis bei 4°C durchgefthrt. Der mit Ni-NTA gereinigte Proteintiberstand wurde
zur Gelfiltration (GF) auf eine Superdex-200 10/30 Saule aufgetragen. Der
verwendete GF-Puffer enthielt nur noch 0,05% Brij58. Das Ergebnis der Auftrennung
bei der Gelfiltration ist in Fig. 23 zu sehen.

65



Ergebnisse

YaiN und YbelL

Solubilisation

mAU

120—

100—

80—

<—F1

| |
0

5,0

10,0

15,0

:::‘I 1Pt
20,0

25,0 ml

Fig. 23: Auftrennung des solubilisierten N-YbeL (nach Ni-NTA Reinigung) durch Gelfiltration auf einer
Superdex-200 10/30 Saule. Laufbedingungen: 20 mM Tris/HCI pH 7,5, 100 mM NaCl, 10 mM KClI,
0,05% Brij58, Absorption bei 280 nm. Ab 6 ml wurde fraktioniert (0,5 ml Fraktionen). Fir den AC-Test
wurden mehrere Fraktionen gepoolt (F1-4) und getestet.

Zur GroRenbestimmung der eluierten Proteine wurde eine Kalibriergerade fur die
Superdex-200 10/30 Saule in GF-Puffer erstellt. Die verwendeten Markerproteine
(Konzentration je Protein 2 mgmlt, je 200 pl aufgetragen) und die erhaltene
Kalibriergerade zeigt Fig. 24.

Marker MW [kDa] | Veiution [MI]
Cytochrom C 12,5 18,25
Ovalbumin 43 15,19
Phosphorylase b 96 13,28
Thyroglobulin 669 9,57

VEIution [ml}

20

y =-2,17In(x) + 23,487
Rz = 0,9947

10 100
In (MW) [kDa]

1000

Fig. 24: Links Tabelle mit Markerproteinen fur eine Superdex-200 10/30 Séaule in GF-Puffer.
Rechts daraus resultierende Kalibriergerade mit Gleichung.

Laut der Kalibriergerade wére die Elution des 70 kDa grof3en N-YbeL (Monomer) bei
ungefahr 14,3 ml zu erwarten. Die prominenten Peaks (F1-4) wurden jedoch bereits
friher eluiert. Bei F3 und F4 konnte es sich um das Tetramer (erwartet bei ca. 11,3
ml) bzw. das Dimer (erwartet bei ca. 12,8 ml) handeln. Da F1-4 ineinander
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Ubergehen, war mit keiner guten Auftrennung zu rechnen. Méglicherweise bildeten
sich Agglomerate auf Grund der hohen Ausgangskonzentration der aufgetragenen
Proteinprobe. Die Aktivitat der gepoolten Fraktionen von F1-4 wurde im AC-Test
untersucht. Die Peaks mit einem Elutionsvolumen von 27 ml wurden nicht untersucht,
da es sich hierbei normalerweise um sehr kleine Molekile handelt, die kurz vor dem
totalen Saulenvolumen eluiert werden. Falls Molekile unspezifisch an das
Gelfiltrationsmedium binden, kann dies mit vermehrten Waschschritten oder
Anderungen in der Pufferzusammensetzung unterbunden werden.
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Fig. 25: A) AC-Aktivitit von N-YbeL (n=2) nach Solubilisation in 1% Brij58 (P = Pellet, US =
Uberstand), bei Reinigung mit Ni-NTA (A = Aquilibrierung, W1-3 = Waschschritte 1-3, E = Elution, Ep =
Pellet des Eluats) und nach Gelfiltration mit 0,05% Brij58 (F1-4 = Fraktionen 1-4). 1-3 pg Protein fur
F1-4, sonst je 20 ug Protein. Prozentuale Hemmung (-) bzw. Aktivierung (+) durch 10 mM Serin im
Diagramm angegeben. Nahere Erlauterung im Text.

Fig. 25 (vorige Seite): B) 15% SDS-Gel mit Proben nach Reinigung mit Ni-NTA (A, W1-3, E = 5 ug
Protein) und nach Gelfiltration (F1-4 = 1-1,7 pug Protein), erwartete Bandenhdhe 70 kDa mit Pfeil
markiert.

C) Western Blot mit Anti-RGS-Hisa Antikdrper mit denselben Proben (10 sec Belichtung).
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Das Ergebnis des AC-Tests (Fig. 25, n=2) machte deutlich, dass nach Zugabe von
1% Brij58 die Basalaktivitat gegentber der Membranpraparation zurtickging. Nach
der Solubilisation wurde die Proteinlésung zentrifugiert, um die Restaktivitat im Pellet
(P) bestimmen zu kdnnen. Sie betrug nur noch ein sechzehntel im Vergleich mit der
Membranpraparation und zeigte Regulation durch 10 mM Serin (85% Hemmung).
Der Uberstand (US) hatte eine zehnfach geringere Basalaktivitat als das Pellet und
noch 25% Hemmung durch 10 mM Serin. Die einzelnen Waschschritte bei der Ni-
NTA-Reinigung (A = Aquilibrierung mit dem Uberstand, Waschschritte W1-3) wiesen
kaum Aktivitat auf, d.h. das Protein wurde nicht frihzeitig eluiert. Das eluierte N-YbeL
(E) zeigte mit ca. 800 pmol cAMP-mg'min? eine hohere Basalaktivitat als der
Uberstand vor der Ni-NTA-Reinigung, aber die gleiche Regulation durch Serin. Wie
im SDS-Gel sichtbar, ist das Eluat noch aus vielen Proteinbanden zusammengesetzt.
Zur weiteren Reinigung und Umpufferung wurde das Eluat auf eine
Gelfiltrationssaule aufgetragen. Um ein Verstopfen der Saule durch Prazipitate zu
vermeiden, ist eine Zentrifugation notwendig und nur der hierbei erhaltene Uberstand
wird auf die Saule geladen. Die ,verlorene Restaktivitat in dem zurtickbleibenden
Pellet (Er) wurde ebenfalls getestet. Sie war vergleichbar mit der Basalaktivitat des
Eluats der Ni-NTA-Reinigung mit geringerer Regulation durch Serin (11%
Hemmung). Zur Minimierung dieses Verlusts ware es sinnvoll, das Eluat in mehreren
Runden auf die Gelfiltrationsséule aufzutragen und entsprechende Fraktionen zu
vereinigen. Nach der Gelfiltration wurden vier Fraktionen (F1-4) gesammelt und
getestet. Die Basalaktivitat und Regulation durch Serin ist in F4 am hochsten (ca. 2,2
nmol cAMP-mg*-min-, 22% Hemmung), erreicht aber nicht dieselben Werte wie die
Membranpraparation (ca. 10 nmol cAMP-mg*-min-t, 90% Hemmung). Die Aktivitat
fur F4 ist plausibel, da diese Fraktion dem errechneten Wert zur Elution des Dimers
(12,8 ml) am nachsten lag. Das mutmaliliche Tetramer in F3 ist weniger aktiv und
reguliert als das Dimer in F4. Das SDS-Gel zeigt eine Verbesserung der Reinigung
nach Gelfiltration (F1-4) verglichen mit dem Eluat (E) nach der Ni-NTA-Reinigung. Im
Western Blot kann N-YbeL im Eluat (E) und allen vier Fraktionen (F1-4)
nachgewiesen werden. Vermutlich bildet N-YbeL Agglomerate und die einzelnen
Oligomere wurden in der Gelfiltration kaum voneinander getrennt.

Der Aktivitatsverlust nach Detergenszugabe liel3 sich durch die Ni-NTA-Reinigung
und Gelfiltration zwar teilweise aufheben, jedoch konnte die Regulation durch Serin
nicht die Ausgangswerte der Membranpraparation erreichen. Da die Zugabe von
Detergens zu einem Aktivitatsriickgang fuhrte, wurden weitere Versuche mit den
weniger aktiven Fusionskonstrukten nicht durchgefuhrt. Um den tatsachlichen Effekt
von N-YbelL auf die Solubilisation einschatzen zu koénnen, wurde Tsr-HAMPTsr-
Rv3645 ohne Fusionsproteine solubilisiert.
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3.1.3.2.3 Tsr-HAMPts-Rv3645

Anhand der Ergebnisse mit N-YbeL liel3 sich vermuten, dass das Fusionsprotein aus
der Membran geldst werden konnte, allerdings mit eingeschrankt funktionsfahiger
Rezeptordomane. Um auszuschliel3en, dass YbelL die Faltung des Rezeptors
behinderte, wurden Solubilisationsversuche mit Tsr-HAMP1s-Rv3645 ohne
Fusionsproteine entsprechend der etablierten Protokolle durchgefihrt.

In Vorversuchen in kleinem MafR3stab (200 pl Membranpraparation mit 50 pl
Detergenslésung) wurden die Auswirkungen von 0,5% DDM bzw. Brij58 untersucht.
0,5% DDM reduzierte die Basalaktivitat auf ca. 12 nmol cAMP-mg?*-min?t (79%
Hemmung bei 10 mM Serin), wahrend mit 0,5% Brij58 eine Basalaktivitat von ca. 50
nmol cAMP-mg*-min*? (88% Hemmung bei 10 mM Serin) erhalten wurde (n=2). Wie
bei N-YbeL schien sich Brij58 besser fur die Solubilisation zu eignen, da hoéhere
Aktivitaten erzielt wurden. Im Gegensatz zu N-YbeL blieb in diesen Vorversuchen die
Regulation des Rezeptors erhalten. Da die Versuchsdurchfihrung tGber zwei Tage
angesetzt war, wurden unterschiedliche Lagerungsbedingungen fir das Protein
getestet. Nach Zugabe von 1% Brij58 zur Membranpréaparation (aus 800 ml
Expressionsansatz) und Inkubation fir ca. 3 h auf Eis bei 4°C wurde die Suspension
zentrifugiert (100.000 x g, 1 h, 4°C). Der Uberstand wurde UN auf Eis bei 4°C oder
bei -20°C oder nach Einfrieren in flissigem N2 bei -80°C gelagert. Die Basalaktivitat
aller drei Lagerungsbedingungen betrug 16,7 bis 20,5 nmol cAMP-mg?*-min? bei
einer fast 90%igen Hemmung durch 10 mM Serin (n=2). Nicht die Art der Lagerung
sondern die Lagerungsdauer schien von Bedeutung zu sein, da UN ein
Aktivitatsverlust von 60 bis 67% auftrat. Auf Grund des Versuchsablaufs wurde das
Eluat nach der Ni-NTA Reinigung trotzdem UN auf Eis bei 4°C gelagert. Wie bei N-
YbeL wurde das Eluat konzentriert und zur Gelfiltration auf eine Superdex-200 10/30
Saule aufgetragen (Fig. 26).
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Fig. 26: Auftrennung des solubilisierten Tsr-HAMP1s-Rv3645 (nach Ni-NTA-Reinigung) auf einer
Superdex-200 10/30 Saule. Laufbedingungen: 20 mM Tris/HCI pH 7,5, 100 mM NaCl, 10 mM KCl,
0,05% Brij58, Absorption bei 280 nm. Ab 6 ml wurde fraktioniert (0,5 ml Fraktionen). Fir den AC-Test
wurden drei Fraktionen gesammelt (F1-3).

Laut der Kalibriergerade (Fig. 24) wére die Elution des 54 kDa grof3en Monomers bei
ungefahr 14,8 ml erwartet worden, das Dimer bei ca. 13,3 ml und das Tetramer bei
ca. 11,8 ml. Die prominenten Peaks, die ineinander Ubergehen, erschienen zwischen
8 bis 12 ml. Da wie bei N-YbeL keine gute Auftrennung der Peaks erfolgte, war auch
bei Tsr-HAMPts-Rv3645 mit der Bildung von Agglomeraten durch die hohe
Proteinkonzentration in der aufgetragenen Probe zu rechnen. Es wurden drei
Fraktionen (F1-3) gesammelt, wobei es sich bei F2 mdglicherweise um das Tetramer
und bei F3 um das Dimer handelte. Aus den bereits erwahnten Grinden wurde der
Peak bei 27 ml Elutionsvolumen nicht weiter untersucht. Die Aktivitdten von Tsr-
HAMPTs-Rv3645 nach Solubilisation, Ni-NTA-Reinigung und Gelfiltration, sowie das
SDS-Gel und den Western Blot der Reinigungsschritte zeigt Fig. 27.
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Fig. 27: A) AC-Aktivitdt von Tsr-HAMP1s-Rv3645 (n=2) nach Solubilisation in 1% Brij58 (P = Pellet,
US = Uberstand), bei Reinigung mit Ni-NTA (A = Aquilibrierung, W1-3 = Waschschritte 1-3, E =
Elution, Ep = Pellet des Eluats) und nach Gelfiltration mit 0,05% Brij58 (F1-3 = Fraktionen 1-3). 3-4 ug
Protein fir Ep und F1-3, sonst je 20 ug Protein. Prozentuale Hemmung durch 10 mM Serin im
Diagramm angegeben. Nahere Erlauterung im Text.

B) 15% SDS-Gel der Proben nach Reinigung mit Ni-NTA (A, W1-3, E = 5 ug Protein) und nach
Gelfiltration (F1-3 = 2 pg Protein), erwartete Bandenhdhe 54 kDa mit Pfeil markiert.

C) Western Blot mit Anti-RGS-His4 Antikdrper mit denselben Proben (20 sec Belichtung).

Die Ergebnisse des AC-Tests (n=2) zeigen, dass auch die Aktivitat von Tsr-HAMPsr-
Rv3645 durch das Detergens beeinflusst wurde (Fig. 27). Nach der Solubilisation mit
1% Brij58 wurde die Proteinlosung zentrifugiert, um die Restaktivitdt in den
Membranbestandteilen (P) zu bestimmen. Diese Basalaktivitdt betrug ein Drittel
verglichen mit der Aktivitat der Membranpréparation vor Detergenszugabe. Die
Basalaktivitat des Uberstandes (US) erreichte ein Drittel der Aktivitat von P, jedoch
zeigten US und P dieselbe Regulation durch 10 mM Serin (88% Hemmung). Die
Imidazolkonzentrationen wahrend der Ni-NTA-Reinigung bedirfen weiterer
Anpassung, da bei der Aquilibrierung mit dem Uberstand (A) und v.a. im dritten
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Waschschritt (W3) ein grol3er Anteil des Proteins zu friih eluiert wurde und somit
verloren ging. Dies wurde auch im SDS-Gel und im Western Blot nachgewiesen. Im
Eluat nach der Ni-NTA-Reinigung konnte eine Basalaktivitat von ca. 1 nmol
cAMP-mg1-mint bei 8%iger Hemmung durch Serin gemessen werden. Die
Restaktivitat im Pellet des Eluats (Epr), welches durch den Zentrifugationsschritt vor
der Gelfiltration entstand, betrug ein Drittel von E. Der Verlust an aktivem Protein
schien somit geringer als bei N-YbeL zu sein, bei welchem E und Ep gleich aktiv
waren. Bei den gesammelten Fraktionen nach der Gelfiltration steigert sich die
Aktivitat bis zu F3 (ca. 2 nmol cAMP-mg*min’), jedoch mit volligem Verlust der
Regulation durch Serin. Es handelt sich bei F3 vermutlich um das Dimer, da es die
hochste Aktivitat der Fraktionen besitzt. Der Western Blot zeigt wie bei N-YbeL, dass
in allen drei Fraktionen (F1-3) Tsr-HAMPts-Rv3645 enthalten ist, da sich die
Agglomerate nicht gut trennen lieRen. Trotz Proteinverlust wahrend der Ni-NTA-
Reinigung (SDS-Gel, Western Blot), wurde nach der Gelfiltration (F1-3) eine gute
Reinigung erzielt. Um auszuschlieRen, dass Imidazol die Aktivitat und Regulation von
Tsr-HAMPTs-Rv3645 beeintrachtigte, wurde derselbe Versuch mit einer Dialyse UN
im Anschluss an die Ni-NTA-Reinigung durchgefiuhrt. Wie zuvor wurde die Probe am
nachsten Morgen konzentriert und die Gelfiltration (Superdex-200 10/30 Saule)
durchgefiihrt. Die Dialyse anderte jedoch am Ergebnis des AC-Tests nichts. Die
Aktivitat der Fraktionen nach der Gelfiltration war unverandert (Basalaktivitat 2,5-2,8
nmol cAMP-mg®-mint) und es war keine Regulation des Konstrukts feststellbar
(n=2).

Im Endeffekt wurde bei Tsr-HAMP71s-Rv3645 der Solubilisationsprozess mit einer
héheren Ausgangsaktivitat begonnen, aber die Basalaktivitat in der vermeintlichen
Dimerfraktion nach der Gelfiltration war genauso hoch wie bei N-YbelL und die
Regulation durch Serin ging verloren. So kann festgestellt werden, dass YbelL
vermutlich einen positiven Einfluss auf die Solubilisation von Tsr-HAMPTs-Rv3645
besitzt und es vielleicht durch Optimierung moglich ist, eine starkere Regulation
durch Serin zu erreichen. Fur weitere Solubilisationsversuche wurde jedoch auf die
Methode des zellfreien Systems umgestellt.

3.1.4 Solubilisation via zellfreier Proteinbiosynthese

Da im Rahmen der bisherigen Solubilisationsversuche mit und ohne YbeL zwar ein
aktives, aber kaum reguliertes Konstrukt aus der Membran gel6st werden konnte,
wurde mit der Etablierung des zellfreien Systems (ZS) ein anderer Ansatz zur Losung
des Problems verfolgt. Wird im ZS ohne Detergens exprimiert, entstehen Prazipitate,
welche nach der Expression durch Zugabe von Detergens unter Umstanden noch
solublisiert werden kdnnen. Dieses Verfahren ahnelt der Solubilisation von inclusion
bodies, wobei die korrekte Faltung des Proteins moglicherweise nicht immer erreicht
werden kann. Deshalb scheinen im ZS die Chancen auf ein richtig gefaltetes Protein
beim Einsatz von Detergenzien hoher zu sein. Hierbei sollen sich die entstandenen
Proteine korrekt in Micellen falten und anschlielend fur Aktivitats- oder

Kristallisationsversuche verwendbar werden. Die Schwierigkeiten bei der
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Uberexpression in Bakterien, das Herauslosen der Konstrukte aus der Membran und
die Rekonstitution der richtigen Faltung, entfallen.

Das Erlernen des ZSs und erste Vorversuche fur die vorliegende Arbeit fanden am
Institut fur pharmazeutische und medizinische Chemie der Universitat Kiel statt. Fur
die weiteren Experimente wurde das ZS in unserem Labor aufgebaut. Zur Kontrolle
von Aktivitat und Regulation der zellfrei exprimierten Proteine wurde anschliel3end
der AC-Test durchgefuhrt. Da grof3e Hoffnung auf dieses System gesetzt wurde,
sollte die zellfreie Expression mit den beiden chimaren Konstrukten Tsr-HAMPTs-
Rv3645 und Tsr-HAMP3645-Rv3645 durchgefiihrt werden. Im Falle des Erfolges und
bei moglicher Kristallisation kdnnten die Auswirkungen unterschiedlicher HAMP-
Doménen auf die Struktur desselben Proteins untersucht werden. Erste
Expressionsversuche mit Tsr-HAMPTs-Rv3645 und Tsr-HAMP3645-Rv3645 im ZS
schlugen fehl und es konnte kein Protein mit passender BandenhOhe im Western
Blot nachgewiesen werden. Deshalb wurde GFP zur Stabilisierung und erleichterten
Detektion C-terminal an Tsr-HAMPTs-Rv3645 und Tsr-HAMP3645-Rv3645 fusioniert.
Erst dann konnten Proteine mit richtiger Bandenhthe im SDS-Gel und im Western
Blot nachgewiesen werden. Als Positivkontrolle fir das ZS diente die Expression von
GFP (Fig. 28). Zusatzlich fungierte GFP in den Fusionskonstrukten als Indikator fur
die richtige Faltung der Proteine. Bei sichtbarer Fluoreszenz in den
Reaktionsgefaf3en war davon auszugehen, dass nicht nur GFP, sondern auch die
damit fusionierten Konstrukte korrekt gefaltet waren.

Fig. 28: Auswirkung unterschiedlicher Mg?*-Konzentrationen (von li nach re: 8 mM, 10 mM, 12 mM, 14
mM, 16 mM Mg?*) in der zellfreien Expression auf die richtige Faltung, d.h. die Fluoreszenz, von GFP.

3.1.4.1 Chimare mit GFP

Nachdem die Etablierung des ZSs durch die Expression von GFP bestatigt werden
konnte, wurden die Expressionsbedingungen fir die beiden chimaren
Fusionsproteine  Tsr-HAMP71s-Rv3645-GFP und  Tsr-HAMP3645-Rv3645-GFP
optimiert. Vor dem Einsatz von Detergenzien wurde die benotigte Mg?*-Konzentration
ermittelt. Hierfir wurden beide Konstrukte als Prazipitate zellfrei exprimiert, der RM
aus den analytischen Ansatzen abgenommen, zentrifugiert und in Uberstand und
Pellet getrennt. Das Pellet wurde in 55 pl S30-C-Puffer suspendiert. Die Ausbeute
betrug je nach Ansatz zwischen 0,07 bis 0,17 mg. Das geltste Pellet und der
Uberstand wurden mit 19 pl Probenpuffer versehen und davon wurden je 20 ul pro
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Tasche auf das SDS-Gel aufgetragen. Die Unterschiede in der Expressionsrate
wurden im Western Blot abgeschatzt (Fig. 29).

Tsr-3645-Rv3645-GFP Tsr-Tsr-Rv3645-GFP
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Fig. 29: Western Blot von Tsr-HAMP3645-Rv3645-GFP (li, 86 kDa) und Tsr-HAMP1s-Rv3645-GFP (re,
85 kDa) mit Anti-Hisa Antikdrper, Proben aus zellfreier Expression mit unterschiedlichen Mg?*-
Konzentrationen (ohne Detergens). P = Pellet, US = Uberstand

Ohne die Zugabe von Detergens lag alles exprimierte Protein in der Pelletfraktion
vor. Nur bei einer Mg2*-Konzentration von 8 mM wurde kein Protein gebildet. Da das
Protein ohne Detergens ausfallt, wurde keine Fluoreszenz durch das fusionierte GFP
erwartet. In allen Pelletproben war eine zuséatzliche Bande knapp unter 35 kDa
sichtbar. Diese konnte nicht genau zugeordnet werden, denn wirde es sich um
l6sliches GFP handeln, musste es im Uberstand zu finden sein. GFP wurde mit
seinem Startmethionin (MiINHMS..., 29 kDa) an Tsr-HAMPts-Rv3645 und Tsr-
HAMPs3645-Rv3645  fusioniert, was  mdoglicherweise  einen zusatzlichen
Expressionsstartpunkt darstellt.

Fur die weitere zellfreie Expression wurden 14 mM Mg?* und unterschiedliche
nichtionische Detergenzien eingesetzt. Es handelte sich um die Polyoxyethylen Alkyl-
Ether Brij35 (Polyoxyethylen-(23)-lauryl-ether), Brij58 (Polyoxyethylen-(20)-cetyl-
ether), Brij78 (Polyoxyethylen-(20)-stearyl-ether), Brij98 (Polyoxyethylen-(20)-oleyl-
ether) und das Steroidderivat Digitonin, welche in der Vergangenheit im ZS generell
gute Erfolge lieferten (Klammt et al., 2005). AuBerdem wurden die Alkyl Glucoside
DDM (n-Dodecyl-p-D-maltosid) und MNG-3 (Lauryl-maltose-neopentyl glycol)
getestet, da sie bereits mit groRer Erfahrung im Labor verwendet wurden. Der
Polyoxyethylen Alkyl-Ether Ci2Es (Octaethylen-glycol-monododecyl-ether) wurde
ausgewahlt, da er gute Solubilisationserfolge beim Tsr-Rezeptor lieferte (J. S.
Parkinson, personliche Mitteilung). Wie bereits beim Mg?*-Screen beschrieben,
wurden die Anséatze nach der zellfreien Expression in Pellet und Uberstand getrennt.
Je 2 ul des resuspendierten Pellets bzw. des Uberstandes wurden mit 5 pl
Probenpuffer und 10 pl Wasser gemischt und auf das SDS-Gel aufgetragen.
Dadurch wurde das Gel nicht so stark Uberladen. Im Western Blot konnte
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abgeschatzt werden, wie viel Protein sich nun im Uberstand des Reaktionsansatzes
befand (Fig. 30).
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Fig. 30: Western Blots der chiméaren Fusionsproteine (Pfeil) Tsr-HAMPzs4s-Rv3645-GFP (oben, 86
kDa) und Tsr-HAMP1s-Rv3645-GFP (unten, 85 kDa) mit Anti-Hisa Antikorper, Proben aus zellfreier
Expression mit 14 mM Mg?+ und verschiedenen Detergenzien. P = Pellet, US = Uberstand, GFP =
grun fluoreszierendes Protein (29 kDa)

Mit der Zugabe von Detergens war der Hauptanteil an gebildetem Protein im
Uberstand bei der erwarteten Bandenhéhe zu finden. Bei den verwendeten Brij-
Derivaten und Digitonin konnte fast alles Protein im Uberstand nachgewiesen

werden, wahrend bei C12Es, DDM und MNG-3 ein Grof3teil des Proteins immer noch
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im Pellet zu finden war. In den Reaktionsgefaf3en war keine Fluoreszenz sichtbar,
was gegen korrekt gefaltete Proteine sprach. Durch das bereits erwéahnte
Startmethionin (MiNHMS...) von GFP wurde vermutlich auch ein gewisser Anteil an
GFP parallel exprimiert. Dies konnte zwar als Bande in den Uberstandsfraktionen in
der Nahe der 35 kDa-Markerbande detektiert werden, aber es reichte nicht zur
sichtbaren Fluoreszenz im Reaktionsgefall aus. Um eine mdgliche parallele
Expression von GFP zu unterbinden und damit eine effizientere zellfreie Expression
zu gewahrleisten, wurde das Startmethionin von GFP in den Fusionskonstrukten
(Tsr-HAMP1s-Rv3645-GFP, Tsr-HAMP3645-Rv3645-GFP) deletiert (...-GFPAM). Da
bislang mit bloBem Auge keine Detektion der Fluoreszenz mdglich war, sollte die
Auswirkung der Deletion mit dem Ettan DIGE Imager als Alternative zum Western
Blot untersucht werden. Fir den Cy2-Kanal des Ettan DIGE Imagers wird ein
Anregungsfilter bei 480/30 nm verwendet (Ettan DIGE Imager Handbuch), was fir
die Fluoreszenz von GFP ausreicht (Tsien, 1998). Um die verbleibende GFP-
Expression zu Uberpriifen, wurde fiir Tsr-HAMP3e45-Rv3645-GFPAM ein Mg?*-Screen
ohne Detergens durchgefuihrt. Der RM wurde nach der Expression wie erwahnt in
Pellet und Uberstand getrennt. 5 pl des gelosten Pellets bzw. 3 pl des Uberstandes
wurden mit je 5 pl Probenpuffer und 10 pl Wasser gemischt und auf ein SDS-Gel
aufgetragen. Anschlieend wurde die Fluoreszenz im SDS-Gel im Ettan DIGE
Imager untersucht, was den Western Blot ersetzte (Fig. 31).
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Fig. 31: SDS-Gel des Mg?*-Screens mit Tsr-HAMP3e45-Rv3645-GFPAM (Deletion des Startmethionins
M1 von GFP, 86 kDa). Dasselbe Gel li im Ettan DIGE Imager im Cy2-Kanal betrachtet (Fluoreszenz
von ldslichem GFP) und re nach Coomassie-Farbung. Chiméres Fusionsprotein (Pfeil), GFP = griin
fluoreszierendes Protein (29 kDa), P = Pellet, US = Uberstand

In Fig. 31 ist zu sehen, dass trotz der Deletion des Startmethionins von GFP in Tsr-
HAMP3645-Rv3645-GFPAM weiterhin eine Expression von GFP stattfand. Das
Anregungsspektrum im Cy2-Kanal des Ettan DIGE Imagers bringt das gebildete GFP
im Uberstand zum Leuchten. Im Gegensatz dazu kann sich Tsr-HAMP3s45-Rv3645-
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GFPAM ohne Detergens nicht korrekt falten und befindet sich deshalb als Prazipitat
in der Pelletfraktion, was nur im Coomassie-gefarbten Gel sichtbar ist.

Da die Deletion des Startmethionins von GFP dessen parallele Expression nur
vermindern, aber nicht verhindern konnte, wurde durch eine Erhohung der K*-
Konzentration versucht, die Expressionseffizienz zu steigern. Die Expression mit
verschiedenen K*-Konzentrationen zwischen 290 — 400 mM zeigte im Gegensatz
zum Mg?*-Screen jedoch keine Unterschiede. Fiur die folgenden zellfreien
Expressionen wurde deshalb eine K*-Konzentration von 370 mM eingesetzt.

Die Vorversuche waren hiermit abgeschlossen und gréf3ere Ansatze wurden fir den
AC-Test vorbereitet, da nur damit eindeutig nachgewiesen werden konnte, ob es sich
bei den detektierten Banden im Western Blot auch um funktionsfahiges Protein
handelt. Zur ersten Bestimmung der Aktivitat und Regulation von Tsr-HAMP3g4s-
Rv3645-GFPAM wurden flnf Anséatze zu je 55 pl RM mit 14 mM Mg?*, 370 mM K*
und 0,2% oder 0,6% Brij78 exprimiert und anschlieBend vereinigt. Brij78 wurde aus
den verfigbaren Detergenzien ausgewahlt, da es laut den Erfahrungen des Kieler
Labors zu den Erfolgversprechendsten zéhlte und in den Vorversuchen auch zu
ausreichend Protein im Uberstand gefiihrt hatte. Nach der Expression war wiederholt
keine Fluoreszenz in den Reaktionsgefallen sichtbar. Im AC-Test wurde nur auf
vorhandene AC-Aktivitdt untersucht, nicht auf spezifische Aktivitat, d.h. es wurden
keine Proteinkonzentrationen gemessen. Die Werte des Uberstandes im AC-Test
waren zwar ca. 10-fach hoher als der Leerwert, aber die Basalaktivitaten waren fir
beide Detergenskonzentrationen zwischen 0,8—1 pmol cAMP-mint auRerst gering
(n=2). Es war keine Regulation durch 10 mM Serin feststellbar. Da Tsr-HAMPrs-
Rv3645-GFPAM bereits in den Vorversuchen generell niedrigere Aktivitaten als Tsr-
HAMP3645-Rv3645-GFPAM aufwies, wurde dieser Test nicht mit Tsr-HAMPTs-
Rv3645-GFPAM wiederholt. Um auszuschlieBen, dass GFP die Faltung der AC
behinderte, wurden die Chimaren Tsr-HAMPTs-Rv3645 und Tsr-HAMP3645-Rv3645
ohne GFP in den pIVEX2.3w kloniert.

3.1.4.2 Chiméare ohne GFP

Zur Uberprifung der Einflussnahme von GFP auf die Aktivitat der AC wurden die
beiden Chiméaren Tsr-HAMP3645-Rv3645 und Tsr-HAMPTs-Rv3645 ohne GFP zellfrei
exprimiert. Die zellfreie Expression fand mit 14 mM Mg?*, 370 mM K* und 0,6%
Brij78 als praparativer Ansatz (500 pl RM) im Slide-A-Lyzer statt. Der Uberstand von
Tsr-HAMP3645-RV3645 erreichte die 9-fache Basalaktivitat (ca. 9 pmol cAMP-min?,
n=2) im Vergleich zu dem Fusionsprotein mit GFP. Es war aber ebenfalls nicht durch
Serin reguliert. Im Gegensatz dazu waren die Aktivitaten fur Tsr-HAMPTs-Rv3645 mit
0,6% Brij78 bzw. 0,6% Ci2Es kaum hoher als der Leerwert und damit inaktiv (n=2).
Im Western Blot (Fig. 32) liel3 sich jedoch Protein nachweisen.

Um die Auswirkung von Detergens auf die Aktivitdt der AC aller bisher im ZS
getesteten Chiméren zu untersuchen, wurde das l6sliche Konstrukt HAMP3645-
Rv3645 mit und ohne Detergenz im ZS exprimiert. HAMP3645-Rv3645 wurde mit 14

mM Mg?*, 370 mM K* und 0,6% Brij78 bzw. ohne Detergens als praparativer Ansatz
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(500 pl RM) im Slide-A-Lyzer exprimiert. Mit 0,6% Brij78 erzielte der Uberstand des
l6slichen HAMP3645-RV3645 2,7 + 0,1 pmol cAMP:mint (n=2). Ohne Detergens
wurde fiir den Uberstand (nach Zentrifugation und Separation von Uberstand und
Pellet) eine Basalaktivitat von 5,6 + 0,6 pmol cAMP-min-t gemessen (n=2). Wurde auf
die Zentrifugation verzichtet und nur der RM getestet, ergab sich eine Basalaktivitat
von 10,8 + 0,2 pmol cAMP-min (n=2). Es zeigte sich ein Unterschied in der Aktivitat
durch die Behandlung der Proben einmal mit und ohne Detergens und mit oder ohne
Zentrifugationsschritt. Im Western Blot war zu sehen, dass fur jedes Konstrukt ein
Grol3teil des Proteins nicht l6slich und im Pellet zu finden war (Fig. 32, je 2 pl Probe
mit 5 pl Probenpuffer und 10 pl Wasser vermischt aufgetragen).
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Zur Bestatigung der Ergebnisse wurden die Plasmide kodierend fur die Konstrukte
Tsr-HAMP3645-Rv3645 und HAMP3645-Rv3645 nach Kiel geschickt und mit den
dortigen Puffern von S. Bock zellfrei exprimiert. Die Expression fand bei 14 mM Mg?*
und 290 mM K* statt, da der dort eingesetzte S30-Extrakt mit dieser K*-Konzentration
am besten funktionierte. Tsr-HAMP3s45-Rv3645 wurde mit 0,6 und 0,8% Brij78
exprimiert, das l6sliche HAMPs645-Rv3645 ohne Detergens (n=2). Nach der
Expression wurde der jeweilige RM nach dem in Kiel etablierten Protokoll gereinigt
(Muller-Lucks et al., 2012). Zu den 55 pl RM wurden je 15 pl Ni-NTA Suspension
(QIAGEN) und 400 pl Reinigungspuffer (300 mM NacCl, 0,05% DDM, 20 mM Tris-
HCI, pH 8,0) zugegeben und fur 3 h bei RT geschiittelt. Die Proteinsuspension wurde
zweimal mit 75 pl Reinigungspuffer (+20 mM Imidazol) gewaschen. Das Protein
wurde mit 80 ul Reinigungspuffer (+300 mM Imidazol) eluiert und davon je 10 pl auf
ein SDS-Gel aufgetragen (Fig. 33). In jedem Ansatz konnte die erwartete
Proteinbande nachgewiesen werden. Prinzipiell konnte dadurch nachgewiesen
werden, dass die Expression der Konstrukte funktioniert. Die Proben konnten in Kiel
weder auf AC-Aktivitat noch auf die richtige Faltung untersucht werden, da der AC-
Test dort nicht etabliert war und die Konstrukte nicht mit GFP fusioniert waren.
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Fig. 33: Western Blot von Tsr-HAMP3s45-Rv3645
(li, 56 kDa) und HAMP3s45-Rv3645 (re, 32 kDa) mit

e Anti-Hisa  Antikdrper.  Zellfreie  Expression,
s . Reinigung und Western Blot wurden in Kiel

durchgefihrt (Beschreibung im Text).

0,8% Brij78
0,6% Brij78

3.1.4.3 Bakterielle Expression

Zwar konnten bei der zellfreien Expression immer Proteinbanden auf der erwarteten
Hohe im Western Blot nachgewiesen werden, aber es konnte weder eine
Fluoreszenz als Hinweis auf die richtige Faltung in den Fusionsproteinen beobachtet
werden, noch eine Regulation durch Serin bei den getesteten Konstrukten. Auf
Grund der geringen Aktivitaten sollte Uberprift werden, ob der pIVEX2.3w hierfur die
Ursache war. Diese Kontrolle wurde durch Expression der chimaren Tsr-
Rezeptorkonstrukte in Bakterien durchgefihrt. pIVEX2.3w wurde mit dem jeweiligen
Konstrukt Tsr-HAMPTsi/3645-Rv3645-GFP, Tsr-HAMPTsi/3645-Rv3645-GFPAM und Tsr-
HAMPrTsi/3645-Rv3645 in E. coli C43(DE3) pREP4 transformiert, da pIVEX2.3w keinen
lacl-Repressor besitzt. Die UN-Kultur wurde bei 28°C gezogen, da die Zellen bei
37°C den plIVEX2.3w verloren. Die Expression startete bei 28°C, wurde vor der
Induktion mit 100 uM IPTG auf 22°C gekihlt und 5 h nach Induktion geerntet.

79



Ergebnisse Zellfreies System Solubilisation

A
800 mbasal
asa
. 700 + 010 mM Ser L
E 600 - 010 mM Asp
T'E 500 -
i 400 -
2 300 -
o
° 200 -
£
0 '_-Trnl___l T T m T T T 1
< Q N JD \a) ()
o) & Qv Qv o oS
© © 5 % o o
© © o < < \o1
L O X = 9 Q)b‘
& S o & <& 3
<2 & Ry < <%
&6\ éfb :Q’f.) "ob‘
< <& A &
Fig. 34: A) AC-Aktivitat der chiméaren Konstrukte
B Tsr-HAMPTs-Rv3645 und Tsr-HAMPzs45-Rv3645
i — 130 mit und ohne GFP nach Expression in E. coli
——= — % C43(DE3) PREP4 (je 20 Hg
: e — o Membranpraparation, n=2). GFPAM = Deletion
— 25 des Startmethionins von GFP
R 5 B) Western Blot der chiméaren Konstrukte mit
Anti-Hiss Antikorper (je 5 ug Protein). Erwartete
: — 15 Bandenhohe fur Tsr-HAMP1s-Rv3645-GFP/-
a o % E 0 Q GFPAM 85 kDa, Tsr-HAMP3s45-Rv3645-GFP/-
6 6 33 ¢ ¢ GFPAM 86 kDa, Tsr-HAMPrs-Rv3645 56 kDa,
o & Lo 28 Tsr-HAMP3645-Rv3645 57 kDa.
T 3 90 &%
= 0
A S S
X X &8 & L o
- 0 > > (2B
" < ¥ ¥ + o
- =
5 9 6 <«
- 6 T8
o5 0
= o
|_

Nach der bakteriellen Expression wurden Basalaktivitaten zwischen ca. 50-580 pmol
cAMP-mg*-mint gemessen. Die Regulation durch 10 mM Serin war erkennbar und
lag je nach Konstrukt zwischen 52—-66% Hemmung. Konstrukte mit HAMP3s45 waren
in pIVEX2.3w generell aktiver als mit HAMPtsr und GFP hatte generell einen
aktivitatsmindernden Einfluss. Entsprechend diesen Ergebnissen miusste es also
theoretisch madglich sein, auch hodhere Aktivitaten im ZS zu erzielen, da der
pIVEX2.3w aktive und regulierte Konstrukte hervorbringt. Der Einfluss des Vektors
auf die Aktivitdit eines Konstruktes wird in diesem Experiment bestatigt.
Beispielsweise zeigt Tsr-HAMPts-Rv3645 in pET28a(+) eine Aktivitat von 49,9 +
21,0 nmol cAMP-mg*-min-t, in pQE30 4,9 + 0,3 nmol cAMP-mg*-min-t (Fig. 21) und
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in pIVEX2.3w 112,3 = 14,5 pmol cAMP-mg*-min (Fig. 34). Die Hemmung durch 10
mM Serin betrug 87% (pET28a(+)), 83% (pQE30) und 65% (pIVEX2.3w). Im ZS
schien ein spezieller Faktor zu fehlen, da bei bakterieller Expression beispielsweise
auch HAMP3s45-Rv3645 eine Basalaktivitat von ca. 3-4 nmol cAMP-mg*-min-t (200
UM ATP) erzielte (Expression in E. coli BL21(DE3) pREP4 pQE30 von A. Hammer
(Hammer, 2004)). Auf Grund der vielfaltigen Variationsmaoglichkeiten im ZS gestaltete
sich die Suche nach dem fehlenden Faktor als sehr umfassend. Da die bisherigen
Solubilisationsversuche nur in begrenztem Umfang erfolgreich waren, wurde der
Themenschwerpunkt verlagert und auf die Regulation in Mammalia-ACn
umgeschwenkt.

3.2 Untersuchungen zur Requlation von Mammalia- und mykobakteriellen
ACn

Dieser Teil der Dissertation beschaftigt sich mit Versuchen an membrangebundenen
Mammalia-ACn und einer Ioslichen mykobakteriellen AC. Ziel bei den chimé&ren
Konstrukten mit Mammalia-ACn war eine Regulation durch den quorum sensing
Liganden CAI-1. Die mykobakterielle AC Rv1625c sollte durch Mutation so
umgestaltet werden, dass Gso* als Regulator dient.

3.2.1 Kontrolle der Gsq*- und Forskolin-Requlation in Mammalia-ACn

Es ist hinreichend bekannt, dass alle neun membranstandigen Mammalia-ACn (I-1X)
durch Gsa stimuliert werden. Zusatzlich aktiviert FSK die ACn I-VIII (Linder and
Schultz, 2003). Werden beide Stimulanzien zusammen zugegeben, lasst sich ein
Synergieeffekt bei der Aktivierung beobachten (Tang and Gilman, 1995). Die
Dauerkultur zur Uberexpression der konstitutiv aktiven Gsq* (erhalten von C. Kleuss)
wurde Dbereits Uber zehn Jahre im Labor aufbewahrt. Daher wurde die
Aktivierungsfahigkeit des daraus gewonnenen Gso* in Gewebepréparationen von
Mausegehirnen (Wildtyp C57BL/6N, 1 Mannchen, 1 Weibchen, Alter ca. 1 Jahr)
kontrolliert. Zusatzlich wurde an diesen Gewebepraparationen der Synergieeffekt
durch gleichzeitige Zugabe von Gso* und FSK bestétigt (Tab. 17).
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Tab. 17: AC-Aktivitat (n=4) in Membranpréparationen des Gesamthirns der Maus unter Zugabe der
Stimulanzien Gs«* und Forskolin (FSK). In Klammer Angabe der Signifikanz bezlglich der jeweiligen
Basalaktivitat (** = p<0,01; *** = p<0,001). Prozentuale Angabe der Stimulation bezlglich der

jeweiligen Basalaktivitat wurde grau unterlegt.

Aktivitat [nmol cAMP-mg*-min-]
ﬁfﬁ"’tﬁ‘s] basal 2 UM Gsg* 100 uM FSK . fo%“flﬁS;;K
20 0,18 + 0,01 1’3%*?’01 731% 1'4?,5*?'06 783% 42?&,;"21 2345%
50 0,19 + 0,00 13‘%5*?'08 695% 1'48(;—:)0'19 772% 3'67(;-:)0'38 1911%
100 | 0,20+0,00 1'22(5*?'03 599% 1'48(;—1)0'15 728% 3'3?,5*;"24 1666%

Wie in Tab. 17 zu sehen ist, konnte die AC-Aktivitdt in Membranpréparationen des
Gesamthirns der Maus bei Zugabe von 2 pM Gsq«* oder 100 pM FSK um das 6-8-
fache stimuliert werden. Die Zugabe von 4 uM Gsa* erzielte keine hdhere Aktivierung
(Daten nicht gezeigt). Wurden beide Stimulanzien zugegeben, zeigte sich der
erwartete Synergieeffekt mit 17-23-fach hoherer Aktivitat. Die Zugabe des
Phosphodiesterase-Inhibitors 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) hatte bei einer
Konzentration von 1 mM keinen Effekt auf die Aktivitat (Daten nicht gezeigt). Da
diese IBMX-Konzentration bei Versuchen zur AC-Aktivitat in Rattengehirnen
angegeben wurde, wurden keine hoheren IBMX-Konzentrationen getestet (Schultz
and Schmidt, 1987).

3.2.2 Quorum sensing Rezeptor Chimaren

Da Versuche zur Solubilisation des Transmembranbereiches des Tsr-Rezeptors
hintangestellt wurden, ergab sich bislang keine Mdéglichkeit, durch Strukturanalyse
Information zur Signalubertragung zu erhalten. Einen anderen Ansatzpunkt zur
Aufklarung moglicher Rezeptorfunktion des Transmembranbereiches von ACnh
lieferte die erfolgreiche Verkniipfung des QS Rezeptors CqsS mit der AC Rv1625c
von Mykobakterium (durchgefuhrt von S. Beltz). Der CqsS-Rezeptor von Vibrio
cholerae besitzt genau wie Rv1625c sechs a-Helices als Membrandomane. Somit ist
die Chimare CgsS-Rv1625c dem mykobakteriellen Holoenzym &hnlicher als die
Chiméare mit Tsr-Rezeptor, welcher nur Uber zwei a-Helices in der Membran verfugt.
Durch den spezifischen Liganden CAI-1 lieBen sich chimare CqgsS-Rv1625c-
Konstrukte in ihrer Aktivitat regulieren. Da Rv1625c aus struktureller Sicht der Halfte
einer Mammalia-AC entspricht (Guo et al., 2001), war die funktionsfahige
Verkntpfung von CgsS mit Mammalia-ACn das nachste Ziel. Da es sich bei
Mammalia-ACn um Pseudoheterodimere, bestehend aus zwei katalytischen
Doménen C1 und C2, handelt, mussten fur die chimaren Konstrukte jeweils CqsS-C1
und CgsS-C2 konstruiert werden. Entweder wurden fur die Klonierung Vektoren mit
zwei MCSs (pETDuet-3, pACYCDuet-2) zur parallelen Expression verwendet oder es
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wurden Fusionsproteine hergestellt. Untersucht wurden eine mégliche Regulation
durch CAI-1 und Stimulierung der katalytischen Domé&nen durch Gsa* und FSK.

3.2.2.1 Kaninchen ACV C1 — Ratte ACII C2

Die Expression funktionsfahiger Konstrukte aus Mammalia-ACn erwies sich seit
Beginn der Untersuchungen als knifflig (Tang and Gilman, 1995). So bestand zum
Beispiel die erste publizierte Struktur einer katalytisch aktiven I6slichen Mammalia-
AC aus der Cla Doméne von ACV vom Hund und der C2 Domane von ACII der
Ratte (Tesmer et al., 1997). Cla ist einer der beiden katalytischen Bereiche der
Mammalia-ACn, wéhrend es sich bei Clb um einen Linker handelt, der den
cytosolischen Teil mit dem zweiten Transmembrananker verknipft. Des Weiteren
dient der C1b Linker als Bindestelle fir Ca?* und die regulatorische By-Untereinheit
des G-Proteins (Diel et al., 2006; Scholich et al., 1997).

Wie wurden die Verknipfungsstellen zwischen CgsS und den Mammalia-ACn
ausgewahlt? Ausgangspunkt hierfur waren die Ergebnisse zur Signalumkehr in
chimaren Konstrukten mit der CyaG AC aus Arthrospira maxima (Winkler et al.,
2012). CyaG ist eine Klasse llla AC mit zwei TMs und einer HAMP Doméne vor der
katalytischen Domane (Kanchan, 2011). Zwischen der HAMP- und der katalytischen
Domane befindet sich eine ca. 25 ASn lange S-Helix (signaling helix,
A431LEN...QEKE4ss), die durch Verlangern oder Verkirzen eines bestimmten AS-
Musters (n x 7 + 4) eine Signalumkehr in chimaren Konstrukten mit Tsr-Rezeptor
bewirken konnte (Winkler et al., 2012). Der Beginn der katalytischen Domane von
CyaG wurde mit R4s6SEEL... angegeben. Die erste katalytische AS D493 befindet
sich 37 ASn dahinter. Im Alignment von CyaG mit anderen membrangebundenen llla
ACn, wie beispielsweise Rv1625c und Mammalia-ACn, zeigt sich noch vor der ersten
katalytischen AS ein hoch konservierter Bereich von ca. 25 ASn (Fig. 35). Dieser
konservierte Bereich verbindet in Rv1625c und Mammalia-ACn die letzte TM mit der
katalytischen Doméne. Ihm scheint besondere Bedeutung fur die Aktivitat
zuzukommen, da ldsliche Rv1625c-Konstrukte ohne den vollstandigen Bereich
(R218SEAL...KEPE-239) erheblich weniger aktiv waren (Guo et al., 2001). Dieser
konservierte Bereich wird von uns C-Helix (cyclase activity modulating helix)
genannt, wird aber laut EMBL SMART als Teil der katalytischen Doméne gefuhrt.
Aus evolutionédrer Sicht deutet dieser konservierte Bereich auf einen gemeinsamen
Mechanismus bei der TM-Signaltubertragung in Mammalia-ACn hin, vergleichbar mit
HAMP-Domanen in Klasse Illb ACn. Die exakte Lange der C-Helix ist unbekannt. In
Mammalia-ACn findet sich vor C1 und C2 eine C-Helix. Der Verknupfungspunkt auf
Seiten der Mammalia-ACn war also auf den Beginn der C-Helix festgelegt. Da in
unserem Labor bereits mit der DNA von ACV Cla von Kaninchen und mit ACIl C2
der Ratte gearbeitet wurde, sollte daraus eine funktionale AC entstehen - analog mit
der ACV C1/ACII C2 von Tesmer et al. (Tesmer et al.,, 1997). Die verwendete
Sequenz fir ACV Cla war Q430QER...RCTes9 und fur ACIl C2 LssoNRV...LAS1090.
Der Verknupfungspunkt fir CgsS ergab sich aus den Ergebnissen der CgsS-

Rv1625c Konstrukte (von S. Beltz). Das am besten von CAI-1 regulierte Konstrukt
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war CqgsS(...SlA1s81)-Rv1625c(R21sSEAL...). Deshalb wurden die erwahnten
Mammalia-AC Sequenzen auch mit CqsS(...SIA1s1) verknipft.

A
HAM PCyaG S'HE”XCyaG
A A
— —~ —~
CyaG AC : IRELGMESESFN MIQNLRDSFI--ALENTNRE-—-—--—- LEQRV-ILERTAA LQEKE
Rv1625c AC : AMSVSFMLTTVSACGVAVATVWEF--ALRDTARAEAV-——-—-——-—-——————— EARHD
ACT Rind : PRLWRTIBRGANAL GVNVYEIF--VRILAERAQRKAZLOARNCIEDHLRIEE DEINE

ACII Mensch: EHLVWOMLANVI CGNLAECAY--HKHLMELALQQTODTCNCUHKS S IKIEEFIRMKR
ACII Ratte : EHLEWOMLANVI CGNLAECAY--HKHLMELALQQTRDTCNCUIKSSIKIEEFIRMKR
ACIII Ratte : MOLLREMLANVE CAIIVEIM--SYYMADRKHRKAULEARQSIEEVEMNEEE@SO
ACIV Ratte : RDLLPQOWAANAV CGNVVEAY--HKALMERALRATZREALSSIFHSERRIEDTIEKK
ACV Kaninchen: RFLLKOWMVSNVLI2SCTNIVEVC--THYPAEVSQRQAZQETRECHQASLHSQRIENQ
ACVI Maus : PFLWKOIMGANVV CTNAIEVC--THYPAEVSQRQAHQETRGY FQASLHEQHINR
ACVII Mensch: VRVGLOWLANAV CGNLTEAF--HKHOMODASRDLEATYTVKCHEQISRKIERIIMKR
ACVIII Mensch: VISINQWYVAQAV CMNTAEIF--ISYLSDRAQRQANLETRRCVUEASLREETENO

TM6 |
CyaG AC : Ro@E NEiRgx Pl 0Pl A -NKKAASATEE - - - ——--——--—— -
Rv1625c AC  : RSH EPERNIMADKYDEA--——--———————————————
ACI Rind K EDF--—KPPERI——--———-—- HKfEEi0
ACII  Mensch: Q AE---IMORLOGPKAGQMENTNNZHN| A/K
ACII  Ratte : Q AE---IMORLOGPKAGQMENTNNZHN| A/K
ACIII Ratte : Q LK----DMKKDESQKDQQQ--—~~- NTIRAUY
ACIV Ratte : H AE---IMARLOAGQSSRPENTNNIHS| M AUK
ACV Kaninchen: Q A----DENAKQE—-—-—————-— DMMaHK o)
ACVI  Maus 0 E-—--DMNTKKE-—---—-~- DMMAHK 8410
ACVII Mensch: Q LA---I@ERLKEHGDRRCMPDNN 2HSIHAUK
ACVIII Mensch: R IN-DMTNWEDEHLQHQ-—-———-— HRIDGIH

Fig. 35A: Alignment der CyaG AC, Rv1625¢c AC und Mammalia-ACn der Isoformen I-VIIl. Gezeigt ist
ein Teil der letzten TM (TM6 bei Mammalia-ACn) mit dem Ubergang zur postulierten C-Helix und dem
Beginn der katalytischen Doméane (C1 bei Mammalia-ACn). Die exakte Lange der C-Helix ist noch
unbekannt. Uber Rv1625c ist die Sequenz der CyaG AC aus A. maxima (Gen Bank Zugangsnr.
ZP_03272770) mit einem Teil der HAMP-Doméne, der S-Helix und dem Ubergang zur katalytischen
Domane dargestellt. Die Grautone veranschaulichen den Grad der Konservierung (wei3 = nicht
konserviert, schwarz = hoch konserviert).
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B
HAMPcyac S-HE”XCyaG
N N
— ~ — —~
CyaG AC : ELGMLSESFNMMIQNLRDSFI —————— ALENTNRELEQRVLERTAAFNLQEKE
Rv1625c AC : SEVLTTVSACGYAVATWFAL--RDTARAEA-——-——————————— VMEAEHD
ACI Rind : GRSFEPIMAILMFSCTHALHA--RQVDVKLELEY HWAAQAEESRDDUEKVKL

ACII Mensch: DLKTMGSVSLSMEFIT LVLG--RONEYYCELIEFNWKNKFKKOREE FETVEN
ACII Ratte : DLKTMGSVSLSHEFITHELVLG--ROSEYYCELEEFLWKNKEFKKEREE IETVEN

ACIII Ratte : PSKYSMTVMMFlMMLSFYYFS--RHVEKLAHTLE I KIEVHDOKERI/YEURR

ACIV  Ratte : EPKLMGAIYFFMEFFTILVLA--RONEYYCEHLEF I KKKLRQIREETETUEN

ACV Kaninchen: ALKVVTPIIISWFVLAWYLHA--QQVESTALLIF|IKLOATESKEEVEEQA

ACVI  Maus : ALKYMTPVILLFALAWYLHA--QQVESTALLFE | KLOATGKEEVEEQA

ACVII Mensch: DLKTMTNFYLVMEYITHLTLS--RQIDYYCEHLECIHIKKKFKKIHEEFETEN

ACVIII Mensch: GTKEVSLLLMAMFLLAFYHG--QQLEYTALLEE|IRVOAKE INEVKELRE
™12 |

CyaG AC : RSEEIML NN« PAD- OKANKIATASA--- TEE) THRBEAD

Rv1625c AC KEPE[NTIADK--YDEAS

ACI Rind MSN P MDLIY!

ACII Mensch: ARSLANEELH

ACII  Ratte ARSLI\EELMH

ACIII Ratte GSKK:PEELNS

ACIV  Ratte GONR:INEDLMH

ACV Kaninchen: ARERENDELMY

ACVI  Maus ARER:\DELMY!

ACVII Mensch: GDKLNEDW-){H

ACVIII Mensch: EKDRDNEELYS

| C-Helix

Fig. 35B: Alignment der CyaG AC, Rv1625¢c AC und Mammalia-ACn der Isoformen I-VIIl. Gezeigt ist
jeweils ein Teil der letzten TM (TM12 bei Mammalia-ACn) mit dem Ubergang zur postulierten C-Helix
und dem Beginn der katalytischen Domé&ne (C2 bei Mammalia-ACn). Néhere Erlauterungen geman
Fig. 35A.

Samtliche getesteten CgsS-Mammalia-AC  Konstrukte wurden mit einem
Buchstaben-Nummern-Code versehen (Tab. 18, Konstrukte mit Mammalia-ACn aus
Kaninchen bzw. Ratte). Die vollstindigen Sequenzen sind im Anhang dargestellt
(Anhang 2).

Tab. 18: Auflistung der getesteten CgsS-Mammalia-AC Konstrukte (Mammalia-ACn aus Kaninchen
bzw. Ratte) mit jeweiligem Beginn und Ende der verwendeten Sequenz. Die Buchstaben CM stehen
fur CgsS bzw. Mammalia-AC, die Konstrukte sind durchgehend nummeriert. CM-1 und CM-2 wurden
in pETDuet-3 exprimiert. Je nach MCS enthalten die Untereinheiten einen Hiss- bzw. S-Tag.

Code pETDuet-3
MCS1 (N-terminal Hiss-Tag) MCS2 (C-terminal S-Tag)
CM-1 CgsS ACV C1 CgsS ACIl C2
Ml...S|A131 Q430QER...RCT649 Ml...SlAlsl LssoNRV...LASlogo
CM-2 CgsS ACIl C2 CgsS ACV C1
Ml...SIAlS]_ L85ONRV...LA31090 M]_...SIA]_SJ_ Q43OQER QKRKEEKGSG
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Das Konstrukt CM-1 wurde in pETDuet-3 in E. coli C43(DE3) oder E. coli Rosetta
pLysS exprimiert. E. coli C43(DE3) ist besonders fir die Expression toxischer
Proteine geeignet (Dumon-Seignovert et al., 2004), wahrend E. coli Rosetta pLysS
sieben tRNAs fir seltene codons enthalt und durch Expression des T7 Lysozyms die
Basalexpression der rekombinanten, mdglicherweise toxischen Proteine reduziert
(Angaben des Herstellers). Fur CM-2 wurde Cla um sieben ASn (QesoKRKEEK) C-
terminal verlangert und dieses CgsS-Cla in die MCS2 von pETDuet-3 kloniert. Die
langere Sequenz und der S-Tag sollten die Untereinheit vor einem maoglichen
Proteaseabbau schiitzen. CgsS-C2 blieb wie in CM-1 unverdndert und wurde in die
MCS1 von pETDuet-3 kloniert. CM-2 wurde in E. coli C43(DE3) exprimiert. Im AC-
Test (40-46 pg Membranpréaparation, n=2) lagen CM-1 und CM-2 mit einer
Basalaktivitat von 11-17 pmol cAMP-mgi-mint im Bereich des Leervektors und
wurden deshalb als inaktiv eingestuft.

( LN 1

Fig. 36: Western Blot der CgsS-
Mammalia-AC Konstrukte CM-1 und
CM-2 mit Anti-RGS-Hiss oder Anti-S-
tag Antikérper (mit Pfeil markiert). Die
Konstrukte wurden in E. coli C43(DE3)
oder Rosetta pLysS exprimiert. C1
% - bzw. C2 stehen fir die beiden CgsS-
R AC Untereinheiten.
y _f o) CM-1 C1 = Anti-RGS-Hiss, je 3 ug
Bl C2 C1 fCme C2 Protein, 48 kDa. CM-1 C2 = Anti-S-tag,
: . e je 3 ug Protein, 51 kDa.
CM-2 C1 = Anti-S-tag, 5 ug Protein, 50
kDa. CM-2 C2 = Anti-RGS-Hiss, 5 pg
Protein, 50 kDa.

70
55
40

35

| A

C43 (DE3) -
C43 (DE3) -

Rosetta pLysS

Im Western Blot (Fig. 36) waren die Banden z.T. nur schwach nachweisbar oder es
waren zusétzliche Banden sichtbar. Die langere AS-Sequenz und der S-Tag in der
CM-2 Untereinheit CgsS-C1 schienen keinen Schutz vor méglichem Proteaseabbau
zu bieten. Die meisten Banden liefen niedriger als erwartet. Von Membranproteinen
ist bekannt, dass sie in der SDS-PAGE nicht immer auf der erwarteten Hohe laufen
(Drew et al., 2006). Dies liegt oftmals an unvollstdndiger Denaturierung, weshalb
SDS in unterschiedlicher Menge an die fur es zuganglichen Stellen am Protein bindet
und geanderte Laufeigenschaften hervorruft (sog. ,gel shifting®) (Rath et al., 2009).
Um auszuschliel3en, dass es sich in einigen Fallen um unbemerkten Abbau der
exprimierten Proteine handelte, wurde das Konstrukt CM-3, bestehend aus CgsS-
ACIl C2 (Anhang 2), mit N-terminalem RGS-Hise-tag und C-terminalem S-tag
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versehen. Im Western Blot erscheinen beide Banden tiefer als erwartet, aber auf
derselben Hohe (Fig. 37). Es ist anzunehmen, dass die Konstrukte mit CgsS-
Rezeptor generell tiefer im SDS-Gel laufen, da ein Abbau in der Mitte des Proteins
unwahrscheinlich erscheint, v.a. da keinerlei Abbaubanden entdeckt werden
konnten.

1?8_ : Fig. 37: Western Blot mit Anti-RGS-
55| - Hiss (li) und Anti-S-tag Antikérper (re)
A e — von CM-3. Erwartete Bandenhdhe 52

25— kDa, je 2 ug Protein.

25—

3.2.2.2 hACII C1 - hACII C2

Da die chimaren Proteine aus CqsS und ACV Cla bzw. ACII C2 keine Aktivitat
zeigten und Schwierigkeiten bei der Expression aufwiesen, wurden Teile des Gens
der hACII synthetisiert (GenScript USA Inc.). Hierbei handelte es sich um die
kompletten Clab und C2 Domanen. Die Proteinsequenz der hACIlI aus der NCBI
Datenbank (Zugangsnr. NP_065433) wurde mit Hilfe des Programms EMBOSS
Backtranseq (Website von EMBL-EBI http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_backtran
seq/) in ,Escherichia coli K12“ codon usage Ubersetzt, um mogliche Probleme bei der
bakteriellen Translation zu minimieren. Zusétzlich wurden in der Sequenz einige
Restriktionsschnittstellen, wie z.B. Blpl, durch stille Mutation entfernt, um die
Klonierung zu erleichtern. Beide Domanen wurden N-terminal mit BamHI versehen.
Die Clab Domaéane erhielt einen C-Terminus aus Bglll, Sall, Xhol und Hindlll, die C2
Domane Xhol und Hindlll. Somit war eine Klonierung in Duet-Vektoren Uber
BamHI/Hindlll bzw. Bglll/Xhol gewahrleistet. Das Aufeinanderfolgen von mehr als
vier Adeninen in der Sequenz wurde durch stille Mutation verhindert, um potentiellen
Leserahmenverschiebungen durch .transcriptional slippage” vorzubeugen (Linton et
al., 1997). Da nicht bestatigt werden konnte, dass die bisher verwendeten
Verknidpfungspunkte eine funktionsfahige Chimare bildeten, wurden zusatzlich
weitere Kombinationsmdglichkeiten zwischen CqgsS und hACIl ausgetestet.
Samtliche CqsS-hACII Konstrukte, fusioniert oder mit geteilten Untereinheiten, sind in
Tabelle 19 dargestellt. Der Buchstaben-Nummern-Code aus Tabelle 18 wird
fortgefihrt, die vollstandigen Sequenzen finden sich im Anhang 2.
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Tab. 19: Auflistung der getesteten CqsS-hACII Konstrukte, fusioniert oder mit geteilten Untereinheiten
C1 und C2. Der Buchstaben-Nummern-Code wird aus Tab. 18 fortgefihrt. Der Beginn und das Ende
der verwendeten Sequenzen und vorhandene Verknipfungspunkte sind angegeben. Der Beginn der
C-Helix wurde unterstrichen. CM-8 wurde sowohl in pETDuet-3/pACYCDuet-2 als auch in
pPACYCDuet-2 exprimiert. CM-12 und CM-13 besitzen im Gegensatz zu den anderen Konstrukten der
Tabelle nicht die C1b-Sequenz.

Fusionskonstrukte
Code pQES80-L
CgsS hACII Clab Verkniipfung CgsS hACII C2
CM-4 | Mz1...SlA1s1 Q221DTC...KYYs03 RS Mi...SlA181 Ns3sKF...VAS1001
CM-5 | Mz...SlA1s1 D222TC...KY Y603 RS Mi...SlA1s1 Na3sKF...VAS1001
CM-6 | M1...SlA1s1 Q239QER...KYYe03 RS Mi...SlA1s1 LesiNRV...VAS1091
CM-7 | M1...SlA1s1 Q221DTC...KYYs03 RS Mi...SlA181 KgssNKF...VVAS1091
Geteilte Konstrukte
pETDuet-3 PACYCDuet-2
MCS1, N-terminal Hiss MCS2, C-terminal S-Tag
CgsS hACII Clab CgsS hACII C2
CM-8 | M1...SlA1s1 Q221DTC...KY Y603 Mzi...SlAzs1 KeasNKF...VAS1001
CM-9 | M1...SlA1s1 D222TC...KYYeo03 Mi...SlA81 Ng3sKF...VAS1091
CM-10 | Mz1...SlA1s1 Q230QER...KY Y603 Mi...SlALs1 LesiNRV...VAS1001
pACYCDuet-2
MCS1, N-terminal Hiss MCS2, C-terminal S-Tag
CgsS hACII Clab CgsS hACII C2
CM-8 | M1...SlA1s1 Q22:DTC...KYYs03 Mi...SlALs1 KsssNKF...VVAS1091
CM-11 | M1...RNQV172 E234FE... KYYe03 Mi...RNQi71 lgasET... VAS1001
CgsS hACII Cla CgsS hACII C2
CM-12 | M1...SlA1s1 Q221DTC...FRPa4s9 Mi...SlA1s1 Ks3sNKF...VAS1001
CM-13 | M1...RNQV172 E234FE... FRP4sg9 Mi...RNQi71 leasET... VAS1091

Die Verkniupfungsstelle zwischen CgsS(...SIA1s1) und dem Beginn der C-Helix (C1 =
Q239QER..., C2 = LgsiNRV...) wurde auch in den Konstrukten CM-6 und CM-10 mit
der hACII getestet. CM-7, CM-8 und CM-12 entstanden durch das Abmessen des
Abstandes vom Ende der TM6 (...CissYF1es) bis zu SlAi1s1 (=13 ASn) in CgsS. Diese
Lange wurde auf die entsprechende Stelle in der Sequenz von hACII Ubertragen.
Somit ergab sich 13 ASn vom Ende der TM6 der Verknupfungspunkt Q221DTC... in
C1 und 13 ASn vom Ende der TM12 Ks3sNKF... in C2. Da das Ende der TMs nicht
mit volliger Sicherheit vorhergesagt werden kann, wurden die Verknipfungspunkte in
CM-4, CM-5 und CM-9 zusatzlich um eine AS verschoben (C1 = D222TC..., C2 =
Ns3eKF...). AuBerdem wurde fir CM-11 und CM-13 anhand von Alignments versucht,
eine Ubereinstimmung bzw. einen stimmigen Ubergang zwischen CqgsS und hACII zu
finden (Fig. 38). Daraus entstanden an einem hoch konservierten Glu die
Verknipfungspunkte CqsS(...RNQV172) und C1(E234FE...) bzw. CgsS(...RNQi71) und
C2(ls4sET...).
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Rv1625c AC : ARAEAV HDRSZALIEAN AShw:
ACITI Mensch: IKSEIKIEFIRKROOQZRIGET,SHl=AHNN: }Cl
ACV Mensch: IQASLHSERIEINOQQZRIFILS NGV A
CgsS SIA ¢ CYFENQVEHEA - ——————— K- —--Spe;

ACITI Mensch: KKEEE TMENLNRYV] LNzl A co
ACV Mensch: TEEXE ELOAYNRR ¥ - KDY=
CgsS SIA : CYFEN HEA--———————— ——SjiN:

t

Fig. 38: Alignment eines Teils des CgsS Rezeptors mit Rvli625¢c AC und zwei Mammalia-ACn
(jeweilige Darstellung des Ubergangs zur katalytischen Doméne C1 bzw. C2). Das Alignment wurde
verwendet, um VerknlUpfungspunkte zwischen CqgsS und hACI zu ermitteln. Als VerknUpfungspunkt
wurde das hoch konservierte Glu (Pfeil) gewabhilt.

Rv1625c AC : ARAEA AEHDRSEAICANINEA SHw:
E
H
K]

Das Programm Quick2d (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/quick2_d) ermittelt anhand
mehrerer Vorhersagealgorithmen das mdgliche Auftreten von Sekundarstrukturen,
wie beispielsweise a-Helices, B-Faltblatter, coiled coils, in der eingegebenen
Sequenz. Nach Eingabe der Sequenz von CqgsS-hACII C2 wurde fur den Beginn der
C2 Untereinheit ein coiled coil vorausgesagt (Anhang 5). Hierbei handelt es sich um
Bundel aus meistens 2-4 a-Helices, die in einer superhelikalen Struktur umeinander
gewunden sind (Lupas and Gruber, 2005). Um das coiled coil zu vervollstandigen,
musste ein entsprechender Gegenpart in CqsS-hACII Clab vorhergesagt werden,
was jedoch nicht der Fall war (Anhang 3). Allerdings wurde am Ende des Clb
Linkers ein coiled coil vorausgesagt, wenn die Sequenz ,ruckwarts® (mit der letzten
AS beginnend) in das Programm eingegeben wurde (Anhang 4). Da ein mdglicher
Einfluss des C1b Linkers fur die Faltung der katalytischen Domanen nicht
ausgeschlossen ist, wurden die Konstrukte CM-4 bis CM-11 um die entsprechende
Sequenz verlangert.

Zu Beginn wurden die Konstrukte CM-4 bis CM-7 als Fusionsproteine in pQES80-L
kloniert. Dadurch ergab sich eine Verknupfung von Clab Yeso03-RS mit M1 von CgsS-
C2. Auffallig war, dass die Konstrukte schwierig zu klonieren waren und mehrere
Anlaufe und Zwischenschritte tber pBluescript Il SK(-) bendétigt wurden, bis die
Transformation funktionierte. Die Fusionskonstrukte CM-4, CM-5 und CM-6 zeigten
Basalaktivitat zwischen 7—46 pmol cAMP-mg*mint. CM-4 und CM-5 wiesen im
Gegensatz zu CM-6 eine Aktivitatszunahme bei Zugabe des Liganden CAI-1 auf (Fig.
39A). Da CAI-1 in DMSO verdunnt wurde, diente der Zusatz von DMSO als Kontrolle.
Da das Temperaturoptimum fur die Enzymaktivitat in den Fusionskonstrukten
unbekannt war, wurden CM-4 bis CM-7 zusatzlich bei 30°C getestet (Fig. 39B). Bis
auf CM-5 waren die Basalaktivitdten bei 30°C geringer als bei 37°C. Bei Zugabe von
Gsa* konnte eine Stimulation der Aktivitat bei CM-4 und CM-6 beobachtet werden
(Fig. 39B). Die Werte von CM-7 sind nur unter Vorbehalt zu analysieren, da dieses
Fusionskonstrukt im Western Blot nicht nachweisbar war (Fig. 39C).
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A B
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120 mbasal 37°C o mbasal 30°C
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£ 100 01 M CA-137°C T 60 - 9226 nM Gsa* 30°C
o 80 - g
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o 60 - % 40 -
= <
T 40 - )
° s 20
g 20 - £
Q.
o 0 - 0
©
N
C Fig. 39: A) AC-Aktivitat der fusionierten
K 6 6 A CgsS-hACII Konstrukte unter Zugabe von
0\4\' O@\' @\\' O\V CAI-1. DMSO dient als Kontrolle. Je 20
. Mg Membranpraparation, n=2.
1§8=~1__ B) AC-Aktivitat der fusionierten CqgsS-
198: e 3 hACIl Konstrukte + Gso*. Leervektor
ig—}j Fg pQES80-L als Negativkontrolle. Je 30 ug
35_ o ; Membranpréparation, n=2 (auRer CM-5,
s -7 n=4).
B ol - C) Western Blot derselben Konstrukte mit

Anti-RGS-Hiss Antikérper. CM-7 10 pg
15 — Protein, alle anderen je 5 ug. Erwartete
Bandenhohe 117 kDa (CM-6 113 kDa).

Als Vergleich zu den Fusionskonstrukten wurden die Konstrukte in C1- und C2-
Bereiche geteilt. Diese wurden dann jeweils in zwei kompatible Vektoren (pETDuet-3,
pPACYCDuet-2) kloniert und anschlieRend eine Doppeltransformation durchgefuhrt
(CM-8 bis CM-10). Als weitere Moglichkeit wurden CqsS-hACII C1 und CgsS-hACII
C2 in pACYCDuet-2 mit zwei ribosomalen Bindestellen kloniert und exprimiert (CM-8,
CM-11 bis CM-13). Dies sollte eine flexible Faltung der Konstrukte erméglichen und
zeigen, ob die vorherigen Konstrukte durch die Fusion womdglich zu starr fir die
richtige Aneinanderlagerung waren. Bei den Konstrukten wurde mittels Zugabe von
Gsa* versucht, die Aktivitdt zu erhéhen. Eine Regulation durch CAI-1 wurde vorerst
nicht getestet. Die geteilten Konstrukte CM-8, CM-9 und CM-10 wurden in pETDuet-3
(CgsS-hACII Clab) und pACYCDuet-2 (CgsS-hACII C2) parallel exprimiert. Nur CM-
8 zeigte im Vergleich mit dem entsprechenden Fusionskonstrukt CM-7 eine hdhere
Basalaktivitat bei 30°C (Fig. 40A bzw. Fig. 39B). Wie es bei dem Fusionskonstrukt
CM-6 bereits erkennbar war (Fig. 39B), zeigte auch das entsprechende geteilte
Konstrukt CM-10 eine Stimulation durch Gso*, hier mit mehr als 400% (Fig. 40A).
Allerdings konnte die Signifikanz anhand der Datenmenge (n=2) nicht bestimmt
werden. Bei CM-6 und CM-10 handelt es sich um die Verknipfung von CgsS mit der
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C-Helix der hACII. Im Western Blot konnten die geteilten Konstrukte mit dem
jeweiligen Antikérper nachgewiesen werden (Fig. 40B). CgsS-hACIlI Clab wies
vermehrt unspezifische Bindungen des Antikorpers oder Abbaubanden auf. CgsS-
hACII C2 zeigte in zwei Fallen eine weitere Bande bei ca. 25 kDa. Wie bereits bei
anderen CgsS-AC-Konstrukten beobachtet, liefen auch diese Banden niedriger als
erwartet.

A B
Q
o) %) N
60 W W W
- basal 30°C C{ Cf Ol
E 50 - @903 nM Gsa* 30°C 130— | | ;
_ 100— \l/ \l’
o 70—
o 40 - 55— - \l/ - \l/ & \l/
£ Ww—= T S
% 30 - 35— ' ¢
§ 20 | 25— . §—
£
10 -
o 15— §
1)) = ) [0}
0 T 8 » 8 ”n '8 (0]

CM-8 CM-9 CM-10

Fig. 40: A) AC-Aktivitat der geteilten CgsS-hACII Konstrukte nach paralleler Expression (in pETDuet-3
und pACYCDuet-2) + Gso*. 20 pg Membranpréparation, n=4 (auf3er CM-10 + 903 nM Gsa*: n=2).

B) Western Blot der getesteten Konstrukte, je 5 pg Protein. CqsS-hACIlI Clab mit Anti-RGS-Hiss
Antikdrper (RGS), CgsS-hACII C2 mit Anti-S-tag Antikorper (S). Erwartete Bandenhdhe: 68 kDa CM-8
,RGS", 67 kDa CM-9 ,RGS*, 65 kDa CM-10 ,RGS*, 53 kDa CM-8 und CM-9 ,S* 51 kDa CM-10 ,S*
(jeweils mit Pfeil markiert).

Um den Einfluss des Clb Linkers auf die Aktivitat festzustellen, wurden die
Konstrukte CM-12 und CM-13 nur mit der Cla-Sequenz kloniert, wahrend die
entsprechenden Konstrukte CM-8 bzw. CM-11 um C1b verlangert wurden. Diese vier
Konstrukte wurden in pACYCDuet-2 exprimiert und bei 37°C getestet. Die Aktivitaten
waren auch nach Zugabe von Gso* und FSK nur geringfugig hoher als die Aktivitat
der Negativkontrolle (Leervektor pACYCDuet-2) (Fig. 41 A). Die Signifikanz konnte
nicht bestimmt werden (n=2). Eine Zunahme in der Aktivitat bei gleichzeitiger Zugabe
von 0,6 pM Gso* und 50 pM FSK liefl3 sich nur bei CM-8 (mit C1b) feststellen. Dieser
Effekt trat bei doppelter Konzentration von Gso* und FSK nicht mehr auf. Eine
generelle positive Wirkung von C1b auf die Aktivitdt der Konstrukte trat nicht auf. Im
Western Blot waren die geteilten Konstrukte nachweisbar (Fig. 41 B). Die Banden
liefen erneut niedriger als erwartet. Das Verhaltnis der Banden zueinander war
jedoch stimmig: Konstrukte mit derselben erwarteten Hohe liefen tatsachlich
gemeinsam und groRere Konstrukte liefen immer héher als kleinere Konstrukte. Dies
ist ein weiterer Punkt, der gegen willkirlichen Abbau der Proteine spricht.
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Fig. 41: A) AC-Aktivitat der getrennten CgsS-hACIl Konstrukte nach paralleler Expression (in
pACYCDuet-2) + Gsa* und FSK. 20 ug Membranpraparation, n=2.

B) Western Blot der getesteten Konstrukte, je 5 pg Protein. CqsS-hACIHl Cla(b) mit Anti-Hisa
Antikorper (Hiss), CgsS-hACII C2 mit Anti-S-tag Antikorper (S). Erwartete Bandenhdhe: 68 kDa CM-8
»Hiss“, 52 kDa CM-12 ,Hiss*, 50 kDa CM-13 ,Hiss*, 65 kDa CM-11 ,Hiss“, 53 kDa CM-8 und CM-12 ,S*,
51 kDa CM-11 und CM-13 ,S* (jeweils mit Pfeil markiert). Li: 15%iges SDS-Gel, re: 10%iges SDS-Gel.

Da die CgsS-hACIl Konstrukte gering aktiv waren und nur in begrenztem Umfang
stimuliert werden konnten (Fig. 39B, 40A, 41A), wurden l6sliche Konstrukte aus den
beiden Untereinheiten hACII Cla(b) und hACIlI C2 ohne CgsS-Rezeptor hergestellt.
Damit sollte getestet werden, ob als Ursache fir die geringen Aktivitaten evtl.
Inkompatibilitdt bei der bakteriellen Expression oder ein stérender Einfluss von CqsS
in Frage kommen. Die beiden hACII-Untereinheiten wurden entweder getrennt oder
gelinkert (Linker: TRAAGGPPAAGGLE) exprimiert (vollstdandige Sequenz Anhang 2).
Die einzelnen Untereinheiten hACIlI Cla, Clab und C2 sind inaktiv. Bei 37°C lagen
ihre Basalaktivitaten mit ungefahr 30 pmol cAMP-mg*-min* im selben Bereich wie
die der CqgsS-Rezeptorkonstrukte (Fig. 42A bzw. Fig. 39A, 41A). Entgegen der
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Erwartung zeigte das Mischen (Cla/b + C2) bzw. Linkern (Cla/b-L-C2) beider
katalytischer Doméanen keine hohere Aktivitdt im Vergleich zu den Einzeldoméanen,
selbst als die eingesetzte Proteinmenge erhdht wurde (Fig. 42A). Die Zugabe von 1,2
MM Gso* und 100 uM FSK konnte die Aktivitat von hACII Cla(b) + hACII C2 steigern
(Fig. 42B). Allerdings lagen diese Aktivitaten ungefahr auf demselben Niveau wie die
der Einzeldomanen (vgl. Fig. 42A und B). Bei den Linkerkonstrukten zeigte nur hACII
Clab-Linker-hACIl C2 eine Aktivitatssteigerung bei Zugabe von 1,2 uM Gsa* (Fig.
42C). Die gleichzeitige Zugabe von Gse* und FSK hatte hier Kkeine
aktivitatssteigernde Wirkung (Fig. 42C). Der Western Blot (Fig. 42D) zeigte eine
geringe Expression von hACII Cla(b), wahrend hACIlI C2 stark exprimiert wurde.
Sowohl hACIlI Cla als auch Clab wiesen eine Abbaubande auf. hACIl C2
dimerisierte womoglich, da eine zuséatzliche Bande bei ca. 60 kDa zu sehen war. Die
beiden Linkerkonstrukte hACIl Cla(b)-Linker-hACII C2 konnten kaum nachgewiesen
werden. hACII Clab-Linker-hACII C2 wies in einem Western Blot eine starke
Abbaubande bei ca. 30 kDa auf und ist mdglicherweise nicht stabil. Auffallig ist, dass
ohne CgsS die Banden auf der erwarteten Hohe detektiert wurden. Da auch ohne
den Rezeptor keine htheren Aktivitdten oder Regulation zu erzielen war, konnte
CgsS als Ursache ausgeschlossen werden.

93



Ergebnisse Mammalia ACn Regulation
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10— \1/ =2 \Z Gesamtproteinmenge in der Legende
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B) AC-Aktivitat der titrierten hACII-
Domaénen + Gso* bzw. FSK, n=2. Jeweils
eingesetzte Gesamtproteinmenge Uber
dem Balken angegeben (bei Cla/b+C2:
10 ug feste Proteinmenge fiir C2, Cla(b)
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e
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C) AC-Aktivitat der Linkerkonstrukte Cla(b)-L-C2 der hACII-Doméanen + Gso* und FSK. Je 20 ug
Protein, n=2.

D) Western Blot der hACII-Doméanen mit Anti-RGS-His4 Antikorper. Erwartete Bandenhéhe (jeweils mit
Pfeil markiert): 31 kDa Cla (8 pg), 46 kDa Clab (15 ug), 30 kDa C2 (2 ug), 61 kDa Cla-L-C2 (33 pug),
76 kDa Clab-L-C2 (7 ug linkes Gel bzw. 5 ug rechtes Gel). Der starke Abbau von Clab-L-C2 ist nicht
in jedem Western Blot zu sehen. Li: 15%iges SDS-Gel, re: 10%iges SDS-Gel.
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3.2.3 Requlierung von Rv1625c-Konstrukten durch Gsq*

Die vorangegangenen Versuche mit Mammalia-ACn ergaben nur geringe Aktivitaten,
eine Regulation wurde nicht gesichert. Auf Grund der teilweise schwachen Banden
im Western Blot lag die Vermutung nahe, dass es sich um ein grundlegendes
Problem bei der Expression der chimaren Mammalia-Konstrukte in Bakterien
handelte. Zur Klarung dieses Verdachts wurde mit der mykobakteriellen AC Rv1625c
als Mammalia-Modellsystem weiter gearbeitet. Die |6sliche Doméne von Rv1625c
zeigte keine Probleme bei der Expression in verschiedenen E. coli Stammen,
Aktivitaten von 685 nmol cAMP-mg?!-mint eines gelinkerten Homodimers sind
publiziert (Guo et al., 2001). Bei Rv1625c handelt es sich um die Halfte einer
Mammalia-AC bestehend aus einem 6-TM Membrananker und einer katalytischen
Domane. Mittels der Programme HHpred und Modeller (erhalten von H. Zhu, MPI fur
Entwicklungsbiologie, Tubingen) wurde die raumliche Struktur des I6slichen Teils von
Rv1625c mit der vorhandenen Struktur von Mammalia ACV C1 und ACII C2 (Tesmer
et al., 1997) als Basis modelliert (Fig. 43). Rv1625c (blau) weicht nur an wenigen
Stellen von ACV C1 (rot) und ACII C2 (grtin) ab (vgl. auch Alignment Fig. 46). Durch
Mutationen sollte Rv1625c weiter an Mammalia-ACn angeglichen werden. Zunachst
wurde die losliche Domane von Rv1625c durch passende Mutationen in eine
Rv1625c-C1 und Rv1625c-C2 umgewandelt, welche nur bei Dimerisierung Aktivitat
zeigen (Guo et al., 2001). Danach sollte die allméhliche Umwandlung zu einem Gsa*-
aktivierten Rv1625c-C1/C2-Heterodimer erfolgen. Mit diesem Modell und Alignments
sollten die Schwierigkeiten bei der Expression von Mammalia-ACn erkannt werden.
Mit diesen Erkenntnissen kdnnten wiederum die Mammalia-ACn angepasst werden,
damit eine bakterielle Expression erfolgreich ist.

Fig. 43: Darstellung der
Uberlagerung der bekannten
Struktur von ACV C1 (rot) und
ACIl C2 (grun) (Tesmer et al.,
1997) mit der unbekannten
Struktur von Rv1625c (blau).
Markante Abbweichungen in den
Strukturen sind mit Pfeilen und
der entsprechenden AS-
Sequenz markiert. In ACIl C2
konnte ein kurzer Abschnitt
(PSQEHSQEPE) der Struktur
/ nicht aufgeklart werden. Die

zugehdorigen Sequenzen sind im

Alignment von Fig. 46 zu finden.

N <«— PSQEHSQEPE
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3.2.3.1 Mutationen zur Bildung von Rv1625c-C1 und Rv1625c-C2

Rv1625c bildet normalerweise ein Homodimer mit zwei aktiven katalytischen Zentren
(Fig. 3B) (Guo et al., 2001). Jedes Monomer besitzt alle sechs ASn, die fur die
Katalyse von ATP zu cAMP von Bedeutung sind. Eine Mammalia-AC hingegen bildet
ein katalytisches Zentrum aus beiden Untereinheiten (Fig. 1B), da die katalytischen
Reste auf C1 und C2 verteilt sind (Guo et al, 2001). Anhand von
Sequenzvergleichen mit einer Mammalia-ACIl (Fig. 44) und auf Grundlage der
Ergebnisse von Guo et al. 2001 (Guo et al., 2001) wurden die Mutationen zur Bildung
einer Rv1625c-C1 und von zwei Varianten einer Rv1625c-C2 gewahlt. Als Startpunkt
von Rv1625c diente D204 (Guo et al., 2001).

eﬂ' ATP Me”‘ ATP

ACII-C2: Clyunps SI GSTY =0Y DI W€ Ti
ACII-Cl: |U/SHem@NDN . I GDCY.... YDVWSHD‘
1625¢c ASVLF‘DI LE VSGDSY FFYDVWG

("")

=<0
<o

Al
LA

Fig. 44: Ausschnitte des AI|gnments der katalytlschen Domaéanen C1 und C2 einer Mammalia-ACIl und
von Rv1625c. Uber dem Alignment sind die katalytischen ASn markiert (Me2* = Bindestelle fiir
Metallionen, ATP = Substraterkennung, S = Stabilisierung des Ubergangszustandes von ATP zu
cAMP). Diese ASn sind mit der Nummerierung von Rv1625c versehen.

S
N
AN

376__5&%

Wie in Fig. 44 zu sehen ist, sind die katalytischen ASn zur Substraterkennung in
Mammalia-ACIll und Rv1625c (K296, Dses) identisch. Rv1625c-C1 sollte wie in
Mammalia-ACn Metallionen binden und Rv1625c-C2 sollte zur Stabilisierung des
Ubergangszustandes dienen. Anhand des Alignments (Fig. 44) wurden die ASn in
Rv1625c entsprechend der ACII mutiert. Rv1625c-C1 erhielt demnach die jeweiligen
ASn aus ACIl C1 (Ns72T/Rs7eH). Fur Rv1625c-C2 wurden zwei Varianten laut der
ACIl C2 gebildet (Variante A: D2s56S/D300S/Sz01T; Variante B: D2s6S/D300S). Bei
Variante A wurden nicht nur die entsprechenden katalytischen ASn D256 und D300
wie in Variante B mutiert, sondern zusatzlich auch die AS S301 verandert, da bei
vielen Mammalia C2 an dieser Position Thr steht (vollstandige Sequenz Anhang 6).
Die Konstrukte Rv1625c-C1 und -C2-A/B wurden getrennt in pQE80 kloniert und in
E. coli BL21(DE3) exprimiert. Im AC-Test (Fig. 45A) waren C1 und C2-A/B alleine
inaktiv, bei gemeinsamer Zugabe aktiv. Rv1625c-C1/-C2-A/B waren in diesem Test
ungefahr halb so aktiv wie der Wildtyp Rv1625c. Das konnte daran liegen, dass die
mutierten Untereinheiten nicht titriert wurden, um die maximale Aktivitdt zu
bestimmen. Die Aktivitaten von Rv1625c-C1 mit -C2-A oder -B waren nahezu
identisch und wurden nicht durch Gso* beeinflusst. Um ein Titrieren der
Untereinheiten zu umgehen, wurde ein Linkerkonstrukt (Linker: TRAAGGPPAAGGLE
(Guo et al.,, 2001)) aus Rv1625c-C1l und Rv1625c-C2-A erstellt, welches unter
gleichen Bedingungen exprimiert und gereinigt wurde (vollstandige Sequenz Anhang
6). Dieses Konstrukt wird im Folgenden als ,RV-1“ (fur Rv1625c) bezeichnet und
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zeigte eine Aktivitat von 944,7 + 125,9 nmol cAMP-mg*-min? und eine 10%ige
Stimulation durch 1,2 pM Gso* (n=6). Unter den gleichen Bedingungen wurde auch
der gereinigte Uberstand des Leervektors pQES80-L getestet (157 pmol cAMP-
mg1-mint). Im Western Blot (Fig. 45B) waren trotz Erhitzen der Proben (10 min,
80°C) sowohl im Wildtyp als auch in den mutierten Untereinheiten von Rv1625c
Dimere bei ca. 55 kDa sichtbar. Obwohl keine Cysteine in der Sequenz vorhanden
sind, treten anscheinend sehr stabile Dimere auf.

A
T‘E mbasal 37°C
H'_E B2 pM Gsa* 37°C
o
£
o
=
<
o
E T T
c Q'\ X )
v v
B
Fig. 45: A) AC-Aktivitat der loslichen Rv1625c-
- J— Konstrukte + Gso* (n=2). Rv1625¢ = Dazos-Vass
gg— o -_‘_1’_, (ungelinkert), C1 = Rv1625cC204-443 [N372T/RazeH], C2-
40 @ A = Rv1625C204-443 [D256S/D300S/S301T], C2-B =
V \% Rv1625C204-443 [D256S/D300S], je Untereinheit 2 pg
s—— V. V. o )
' Protein.
® T3 - B) Western Blot mit Anti-RGS-Hiss Antikorper.
8 Erwartete Bandenhohe (Pfeile): Rv1625¢c, C1, C2-
15— L 0 A/B 28 kDa, Linkerkonstrukt RV-1 55 kDa, je 0,5 ug
> -~ N N = .
o O ) o Protein.

3.2.3.2 Mutationen fir ein Gso*-stimuliertes Rv1625c¢c-C1/-C2-Heterodimer

Nachdem mit Rv1625c-C1 und Rv1625c-C2 ein funktionsfahiges Modell einer
Mammalia-AC erstellt wurde, wurden weitere Mutationen eingefihrt, die eine Gsa*-
Stimulation ermoglichen sollten. Grundlage fir die Uberlegungen waren mehrere
Publikationen (Hatley et al., 2000; Tesmer et al., 1997; Yan et al., 1997;
Zimmermann et al., 1998). Darin wurden einige mutmallliche Gso-Bindestellen an
Mammalia-ACn diskutiert. Mit Hilfe eines Alignments von Rv1625c und Mammalia-
ACIl und -ACV wurden zunéchst generelle Unterschiede in den Sequenzen
analysiert, die fir eine erfolgreiche Gsa*-Bindung angepasst werden sollten (Fig. 46).
Da sowohl Sequenzunterschiede als auch strukturelle Anforderungen eine Rolle
spielen konnten, wurde die bekannte Sekundarstruktur des ACV C1/ACII C2
Heterodimers (Fig. 43) schematisch in das Alignment mit einbezogen (Tesmer et al.,
1997).
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Fig. 46: Alignment von Rv1625c (D20s-Vass) und Mammalia-ACll und -ACV. Der Grad der
Konservierung ist in verschiedenen Grauténen angegeben (weil3 = nicht konserviert, schwarz = hoch
konserviert). Die Sekundarstruktur des ACV C1/ACII C2-Heterodimers ist schematisch dargestellt und
nummeriert (Tesmer et al., 1997). Oberhalb des Alignments ist die Struktur der C2-Untereinheit (a’, )
gezeichnet, unterhalb die der C1-Untereinheit (a, 8).
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In Tab. 20 sind alle getesteten Mutationen aufgefiihrt. Es handelt sich dabei um
Varianten von RV-1. In Anlehnung an RV-1 werden die Konstrukte in fortlaufender
Reihe nummeriert. Die vollstandigen Sequenzen sind in Anhang 6 zusammengestellt.
In der Tabelle wird die AS-Bezifferung von Rv1625c angegeben, die mutiert wurden
oder nach denen ein Einschub erfolgte. Da zu Beginn unbekannt war, wie viele
Mutationen nétig sein wirden, um eine Gsqa*-Stimulation in den Mutanten zu
bewirken, wurden Mutationen sowohl einzeln als auch in Kombination in die
Konstrukte eingefligt.

Tab. 20 (folgende Seite): Auflistung der mutierten Rv1625c204-443-Konstrukte. Ausgangskonstrukt war
RV-1 mit den Mutationen Rv1625c-C1[N372T/R37éH] und Rv1625c-C2-A[D256S/D300S/S301T], die auch in
allen folgenden Konstrukten beibehalten wurden. Die C1- und C2-A-Untereinheiten sind jeweils mit
einem Linker (L = TRAAGGPPAAGGLE, grauer Balken) verknlpft. Zur Orientierung wurden die
Mutationen entsprechend ihrer Lage wie in Fig. 46 angegeben. Bereits erwahnte Mutationen werden
nicht erneut mit der Stelle ihrer Insertion genannt.
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. Rv1625c-C1 [N372T/R376H] L Rv1625c-C2-A [DzssS/D3ooS/S301T]

Linker ¢ c- | +4 ‘ +3 +11 ‘
konstrukt Helix vor B1 B7a6a7 Helix | Asn a2 ASnH ASn a3

RV-2 R240+NFH

RV-3 N225S NFH

RV-4 R240+IFH

R240+IFHNIIAER
RV-5 LKEPERNFH
F400+EVEPGCGGE

RV-6 RNAYLKEHSMa16

RV-7 L227P

RV-8 “ | LaP

RV-9 L227P ‘O Lo2rP

“ Toer+

RV-10 DVNK

RV-11 “ D277N, R27sE, A2s2D

RV-12 “ DVNK NED

RV-13 o DVNK | D271E, L272C, NED

“ Vag7+S

RV-14 HZZZ#Fé

RV-15 “ DVNK S, FS

RV-16 - DVNK NED S, FS

RV-17 “ Q289+PKF

RV-18 “ Hae0+ KFS

RV-19 “ DVNK KFS

RV-20 - DVNK NED KFS

RV-o1 T R337S, GassF
RV-22 “ P33sH, SF
RV-23 “ Ka3aN, HSF
RV-24 - DVNK NED KFS HSF
RV-25 “ V308+NDSTYDKVGKTHz315

RV-26 NFH “ DVNK NED PKF SF
RV-27 IFH “ DVNK NED KFS HSF
RV-28 IFHNIIAER | EVEPGCGGERNA “ DVNK EC, NED PKF NDSTYDKVGKT N, HSF

LKEPERNFH YLKEHS
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RV-2 wurde konstruiert, da N378 und F379 (ACII) vor dem B1-Faltblatt direkt mit Gsa
interagieren konnten (Tesmer et al., 1997). His wurde zusétzlich eingefigt, da es in
der C1l-Doméne von Mammalia-ACn konserviert ist und Rv1625c vor dem [1-
Faltblatt generell eine kirzere AS-Sequenz verglichen mit den Mammalia-ACn
aufwies.

In RV-3 wird die zusatzliche Mutation N225S eingefiihrt, da es sich hier in der C1-
Domane von Mammalia-ACn um eine stark konservierte Position handelt.

RV-4 entspricht RV-2, nur dass die ASn IFH aus Mammalia-ACl stammen und NFH
aus Mammalia-ACII.

Der Einschub von 18 ASn (IFHNIIAERLKEPERNFH) in RV-5 ist auf eine spontane
Sequenzverlangerung wahrend der Klonierung des Konstrukts RV-4 zurtickzufuhren.
Dieses Konstrukt wurde getestet, da es die beiden gewinschten Motive IFH und
NFH beinhaltete.

Bei RV-6 handelt es sich um eine strukturelle Anpassung. Die C1-Doméane weist an
ihrem C-Terminus die Folge B7a6a7B8 mit zwei helicalen Strukturen auf, wahrend
die C2-Domane in diesem Bereich nur die beiden B-Faltblatter 3788 enthalt (Fig. 46)
(Tesmer et al., 1997). Da die Sequenz von Rv1625c-C1 in diesem Bereich mit der
Mammalia C2-Domane nahezu identisch ist, wurde die entsprechende AS-Sequenz
mit der der Mammalia C1-Doméane (EVEPGCGGERNAYLKEHS) getauscht.

Bei den Konstrukten RV-7, RV-8 und RV-9 handelt es sich in den jeweiligen
Untereinheiten immer um die Mutation L227P. Ursprung dieser Mutation waren
Studien an Hefezellen ohne funktionsfahige AC, in denen mutierte ACV Varianten
exprimiert wurden (Zimmermann et al., 1998). Als eine von mehreren Mutationen
fuhrte Los7P in ACV zu einer Cyclase, die nicht mehr auf Gsqa reagiert (Zimmermann et
al., 1998). Es wurde eine verminderte Bindungsfahigkeit dieser Konstrukte an Gsa
und eine geringere Stimulierbarkeit durch Gsa festgestellt (Zimmermann et al., 1998).
Diese Mutation befindet sich in einem stark konservierten Bereich innerhalb der
vermeintlichen C-Helix und wurde fur Rv1625c in allen Untereinheiten getestet.
DVNK in RV-10 diente dazu, die um vier ASn kirzere Rv1625c im Bereich zwischen
a1’ und a2‘ zu verlangern und die vermeintlichen Gso-bindenden ASn Val und Asn zu
erhalten (Tesmer et al., 1997).

Die Mutationen D277N/R278E/A282D in der a2‘ von RV-11 sollten ebenfalls Gsa binden,
genauso wie die zuséatzlichen Mutationen D271E/L272C in RV-13 (Tesmer et al., 1997).
Die Varianten RV-14, RV-17 und RV-18 sollten die um drei ASn kirzere Rv1625c
zwischen a2‘ und B2‘ verlangern.

In ACII a3 befinden sich laut Tesmer et al. (Tesmer et al., 1997) die ASn H989 und
F991, die ebenfalls mit Gsa interagieren sollen. Dies fiihrte zu den Konstrukten RV-
21, RV-22 und RV-23. Bei der Mutation KzzsN im letzten Konstrukt handelt es sich
um das Einflihren eines konservierten Asn.

In der C2-Domane herrscht zwischen $3‘ und a3‘ eine deutliche Langenvariation
zwischen Rv1625c¢c und den Mammalia-ACn. In diesem Bereich konnte die
Kristallstruktur nicht vollstdndig aufgeklart werden, was mit einer Llucke in der
Strukturdarstellung in Fig. 43 bzw. 46 an dieser Stelle angedeutet wird. Die um elf
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ASn kirzere Rv1625c wurde mit den entsprechenden elf ASn aus ACV C2
(NDSTYDKVGKT) aufgefiillt (RV-25).

Alle anderen bislang nicht erwdhnten Konstrukte setzen sich aus Kombinationen der
bereits erlauterten Mutationen zusammen.

Da die Mutationen in die jeweilige Rv1625c-C1l- oder -C2-A vor dem Linkern
eingefiigt wurden, konnten die Aktivitdten der Untereinheiten bereits in Vorversuchen
durch Titrieren im AC-Test untersucht werden. In den meisten Fallen konnte eine
gemeinsame Zugabe der verschiedenen Rv1625c-Untereinheiten keine
Aktivitatssteigerung im Vergleich zu der hdochsten Basalaktivitat, die fur eine einzelne
Untereinheit gemessen wurde, erzielen (Tab. 21A+B). Dies kénnte an den zusétzlich
eingefiihrten Mutationen liegen, da die Ausgangskonstrukte Rv1625c-C1 und —C2-A
zusammen deutlich hdhere Aktivitat als einzeln aufwiesen (Fig. 45A). Die einzeln
getesteten Rv1625c-C2-A Varianten in Tab. 21A zeigten bei Zugabe von Gsq* bereits
eine Aktivitatserhohung. Bei gleichzeitiger Zugabe beider Rv1625c-Untereinheiten
und Gsa* war nur eine geringe Akvitatssteigerung messbar (Tab. 21A). Die
Ergebnisse in Tab. 21B weisen keine Aktivitatserhohung bei Zugabe von Gsdo* bei
den getesteten Rv1625c-Untereinheiten auf. In den Western Blots (Fig. 47) wurden
fur alle C1- und C2-A-Untereinheiten mehr oder weniger starke
Dimerisierungsbanden nachgewiesen.

Generell wiesen die bislang getesteten, titrierten Konstrukte niedrigere Aktivitaten als
die entsprechenden Linkerkonstrukte auf (Tab. 21A+B, Tab. 22). Um das Titrieren fur
jedes neue Konstrukt zu umgehen, wurden in den fortlaufenden Versuchen nur noch
Linkerkonstrukte, wie in Tab. 20 aufgefuhrt, getestet. So wurde gewébhrleistet, dass
die Untereinheiten in jedem Fall zusammenfanden und die Auswirkungen der
Mutationen auf die Aktivitat sofort zu beurteilen waren.

Tab. 21A: AC-Aktivitat von Rv1625c-C1 und unterschiedlichen Rv1625¢c—C2-A Untereinheiten einzeln
oder bei gemeinsamer Zugabe + Gsqo* (n=2). Je Untereinheit wurden 2 pg Protein eingesetzt. Die
Bezeichnung der Konstrukte beruht auf Tab. 20, allerdings handelt es sich hier nicht um
Linkerkonstrukte, sondern nur um die jeweilige angezeigte Untereinheit (z.B. C2 RV-15 = Rv1625c-
C2-A[+DVNK, +S, FS]).

Unter- basal 37°C _ 1,8 UM Gso* 37°C_
einheit [pmol cAMP-mg*-min] [pmol cAMP-mg*-min]
- + Rv1625c-C1 - + Rv1625c-C1
Cl Rv1625c-C1 170 £ 32 - 153+ 6 -
C2 RV-15 115+ 15 145+ 8 172 £ 4 150+ 7
C2 RV-16 154 + 11 162 + 15 253 +18 184 £+ 11
C2 RV-19 29+ 17 268 £ 18 68+0 252 £ 17
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Tab. 21B: AC-Aktivitat einer Rv1625c-C2-A Untereinheit und unterschiedlichen Rv1625c-C1 Varianten
einzeln oder bei gemeinsamer Zugabe * Gso* (N=2). Fur die Rv1625c-C1 Varianten wurden
unterschiedliche Proteinmengen eingesetzt, fir die Rv1625c-C2-A Untereinheit wurden konstant 0,5
ug Protein verwendet. Die Bezeichnung der Konstrukte erfolgte wie in Tab. 21A. (n.t. = nicht getestet)

Unter- Protein [ug] basal 37°C 1,7 UM Gso* 37°C
einheit H9! | [pmol cAMP-mg™min?] | [pmol cAMP-mg-min~]
C1l RV-2 10 789 n.t.
Cl RV-4 10 61+11 n.t.
Cl RV-5 10 66 + 3 n.t.
C2 RV-26 | 0,5 286 + 74 n.t.
RV-2 + 5+0,5 246 £ 3 n.t.
CLC2 | pvoe [10+05 280 £ 22 1725
RV-4 + 5+0,5 164 =2 n.t.
CL+C2 |Rv2e [10+05 188« 1 122+ 17
RV-5 + 5+0,5 97 +10 n.t.
C1+C2 |pv.26 [10+05 91+4 82+6
C1 C12 Cl1 C2
; ' ‘ Fig: 47: Western Blot der getesteten
130 —— Rv1625c-Untereinheiten aus Tab.
L p— \ 21A+B mit Anti-RGS-Hiss Antikorper.
ig——" : —— Die Bezeichnung der Konstrukte
o erfolgt nach Tab. 20, allerdings handelt
.b-—-m es sich nur um die jeweils im Western
25— = S
- — Blot angegebenen Untereinheiten,
nicht um Linkerkonstrukte. Erwartete
15 —— o Bandenhohe: 28-30 kDa, bis auf Rv-
5 e g ‘0_? ; <>,r u>'> g 1625<.:-C1 (0,5 pg) alle Proben mit 2 pg
uNg >z z B B & Z Protein aufgetragen.
©
=
&

Die Linkerkonstrukte wurden von A. Schultz in pQE80-L kloniert und von U. Kurz in
E. coli BL21(DE3) oder E. coli BLR(DE3) (nach Bedarf mit pREP4) exprimiert und
gereinigt. Tab. 22 zeigt die Aktivitaten der Konstrukte und die Wirkung von Gsq*. Die
Bezeichnung der Linkerkonstrukte erfolgt laut Tab. 20. Die Konstrukte sind in
absteigender Aktivitdt angeordnet. Es wurden nur diejenigen Konstrukte mehrmals
getestet, die eine Tendenz zur Gso*-Stimulierung aufwiesen. Alle Konstrukte konnten
im Western Blot nachgewiesen werden (Fig. 48).

Tab. 22 (folgende Seite): AC-Aktivitat der mutierten Varianten von RV-1 + Gso* bei 37°C. Die
Linkerkonstrukte sind laut Tab. 20 bezeichnet. Jedes dieser Konstrukte enthélt die Mutationen
N372T/Rs7éH in C1 und D256S/D300S/Sz01T in C2-A. Zusatzliche Mutationen sind mit einem Hinweis zu
ihrer ungefahren Lage in der Struktur angegeben. Fett gedruckte Mutationen stehen laut Tesmer et al.
(Tesmer et al., 1997) moglicherweise in direktem Gso-Kontakt. Die Konstrukte sind in absteigender
Aktivitdt angeordnet. Bei einer Stimulation durch Gs«* sind die Konstrukte grau hinterlegt. Die
Basalaktivitaten ergaben sich aus dem Mittelwert + SD (n=2) bzw. + SEM (n=4). Die Stimulation durch
Gso* war nicht signifikant.
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Linker- Mutation Mutation Protein | n| Basalaktivitat Gsa*- + Gso* Stimulierung
konstrukt C1[N372T/R376H] C2-A[D256S/D300S/S301T] [ug] [nmol cAMP | Zugabe | [nmol cAMP (+)/
‘mgtmin] [uM] ‘mgtmin] Hemmung
() [%]
C-Helix....... Bl.......... a6a7 | +4AS....02"...... +3AS....+11AS......... a3’
RV-11 | e NED....ooiiiiiiiiiiiis 0,01 4| 2780,5 +427,9 1,2 2726,3 +596,4 -2
RV-13 DVNK...EC..NED. ... e veeeeaeeaieaieaeneaneaeenieannennenn 0,05 4| 907,9 +103,8 1,2 1100,0 + 94,2 +21
RV-12 DVNK......... =0 0,05 4| 774,0+113,7 1,2 867,9 + 129,6 +12
RV-21 | e SF 0,1 4 629,7 £ 76,0 1,2 762,4 +£79,1 +21
RV-2 | e NFH...o 0,1 2 494,7 + 26,3 1,2 354,7 + 148,8 - 28
RV-22 | e HSF 0,1 4 448,0 £ 55,3 1,2 596,2 + 30,8 + 33
RV-17 | PRE. o 0,1 2 4445 + 30,6 12 497,2 + 75,0 +12
RV-23 | N...HSF 0,1 4 418,3+61,8 1,2 531,6 + 72,2 + 27
RV-10 DVNK ettt 0,1 2 368,3+7,8 1,2 338,2 + 44,3 -8
RV-25 | NDSTYDKVGKT......... 0,5 2 268,8 + 5,8 3,8 246,3+0,3 -8
RV-3 S NFH. .o 0,5 2 178,1+£11,2 3,8 196,6 £4,8 +10
RV-5 ....IFHNIIAERLKEPERNFH.......... 0,5 2 1614+ 2,4 1,6 140,2 £ 8,8 -13
3,1 128,9+4)9 - 20
RV-8 | P 0,5 4 1489+ 7,5 12 171,4+£19.2 +15
RV-4 | e [ TP 0,1 4 132,5+12,7 1,2 168,1 + 20,2 + 27
RV-6 | oo EVEPGCGGERNAYLKEHS 0,5 4 60,1+9,8 12 63,1+16 +5
RV-18 | ] KFES. ..o, 0,5 4 56,3+ 2,9 1,2 56,5+ 6,5 0
RV-9 P et | P 0,5 4 54,6 +1,9 1,2 542 +11,1 -1
RV-7 P 0,5 2 40,8 £ 0,3 1,2 41,6+0,5 +2
RV-26 | ccoeeereenn. NFH. ..o DVNK......... NED..PKF.....oiueiiaiiaieaieienneenne SF 0,5 2 37,7+ 10,4 1,2 21,0+8,1 -44
RV-20 DVNK......... NED...KFS. .ot iiiaieeeeie e 0,5 2 239+1,7 0,8 20,3+0,1 -15
1,7 20,1+0,9 -16
RV-19 DVNK.....ooovoinne. G 2 2 16,5+ 2,3 18 18,7+1,8 +13
RV-14 | ] SFS. 0,5 2 10,3+ 0,7 1,6 99+1,3 -3
31 83%0,0 -19
RV-24 DVNK......... NED....KFS....iioiiiiieeeaeraeens HSF 0,5 2 8,1+0,2 0,8 5,8+0,0 -29
1,7 54+0,2 -34
RV-16 DVNK......... NED....S.FS. iiiiiiiiiaraiieeereeeaienes 2 2 55+0,5 1,8 5,7+0,3 + 4
RV-15 DVNK........ceeneen. SFS. i, 2 2 20+0,1 1,8 2,1+0,0 +8
RV-27 | e T TP DVNK......... NED....KFS.....oiiiiiiiiierieenn. HSF 2 2 15+0,1 0,8 1,5+0,0 -3
1,7 1,1+0,0 -29
RV-28 ...IFHNIIAERLKEPERNFH.......... .DVNK...EC..NED...PKF..NDSTYDKVGKT...N..HSF 0,5 2 0,8+0,2 1,6 0,7+0,1 -14
......... EVEPGCGGERNAYLKEHS 31 05+0,1 -34
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Fig. 48: Western Blots der mutierten Rv1625c-Linkerkonstrukte mit Anti-RGS-Hiss Antikérper. Die
Reihenfolge der Konstrukte erfolgt laut Tab. 22 (Benennung entsprechend Tab. 20). Erwartete
Bandenhothe 55-59 kDa. Je 0,5 pg Protein aufgetragen (aul3er: RV-16, RV-19 2 ug, RV-15 10 pg).

Die Ergebnisse der mutierten Rv1625c-Linkerkonstrukte zeigten (Tab. 22), dass das
Einfihren von weiteren Mutationen tendenziell eine geringere Basalaktivitat im
Vergleich zum Ausgangskonstrukt RV-1 (ca. 945 nmol cAMP-mg*-min?) bewirkte.
Einzige Ausnahme hiervon war RV-11 mit ca. 2781 nmol cAMP-mg*-mint (Tab. 22).
Das Konstrukt mit der meisten Anzahl an Mutationen hatte die geringste
Basalaktivitat (RV-28 ca. 1 nmol cAMP-mg*-min?, Tab. 22). Bemerkenswert war die
Wirkung einiger Mutationen auf die Basalaktivitdt von Konstrukten, die sich nur in
einzelnen ASn voneinander unterschieden (fett gedruckt, bzw. identische ASn
unterstrichen):

Aktivitdt [nmol cAMP-mg-*-min-1]

RV-21  [SF] 630 | RV-17[PKF] 445 | RV-2 [NFH] 495 | RV-8 C2[P] 149
RV-22 [HSF] 448 | RV-18 [KES] 56 | RV-4 [IFH] 133 | RV-9 C1[P]-C2[P] 55
RV-23 [N,HSF] 418 | RV-14 [SFS] 10 | RV-3[S,NFH] 178 | RV-7 C1[P] 41

Die Kombination verschiedener Mutationen hatte ebenfalls unterschiedliche
Basalaktivitaten zur Folge (Unterschiede fett gedruckt):

Aktivitdt [nmol cAMP-mg*-min-]

RV-20 [DVNK,NED, KFS] 24 | RV-26 C1[NFH]-C2[DVNK, NED, PKF,  SF] 38
RV-16 [DVNK,NED, S, FS] 6 | RV-27 C1 [IFH]-C2[DVNK, NED, KFS, HSF] 2
RV-19 [DVNK, KFS] 17
RV-14 [DVNK, S, FS] 2

In einigen mutierten Konstrukten wurde bei Zugabe von Gsq* statt einer Aktivierung
eine Hemmung festgestellt (Tab. 22). Beispielsweise zeigte RV-2 entgegen der
Erwartung eine Hemmung von 28%. Ein Phe in Mammalia-C1 ist nachweislich an der
Bindung von Gsa beteiligt (Zimmermann et al.,, 1998) und an einer vergleichbaren
Position in Rv1625c nicht enthalten.

Die vermeintlichen Gsa-bindenden ASn Val und Asn (Tesmer et al., 1997) in RV-10
reichten offensichtlich fiir eine Stimulation nicht aus. Es kam zu einer Hemmung von
8%.
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Mehrere Konstrukte, deren Mutationen die Sequenz von Rv1625c verlangern sollten
und strukturellen Zwecken dienten, wurden auch gehemmt bzw. zeigten keine
Reaktion (RV-25 -8%, RV-18 0%, RV-14 -3 bzw. -19%, Tab. 22).

Die Zufallsmutante RV-5 mit den beiden Gsqa-bindenden Motiven (IFH...NFH) wies
ebenfalls eine Hemmung auf (-13 bzw. -20%, Tab. 22).

Selbst Mutanten mit mehreren vermeintlichen Gsq-Bindungsstellen und strukturellen
Anpassungen wurden gehemmt (Tab. 22):

Hemmung [%]

RV-20 [DVNK, NED, KFS] -15 bzw. -16
RV-24 [DVNK, NED, KFS, HSF] -29 bzw. -34
RV-26 C1[NFH]-C2[DVNK, NED,PKF, SF] -44

RV-27 C1[IFH]-C2[DVNK, NED, KFS, HSF] -3 bzw. -29
RV-28 C1[+18AS, +a6a7]-C2[DVNK, EC, NED,PKF, +11AS, N, HSF] -14 bzw. -34

Die Mutante RV-9 mit L227P in beiden Rv1625c-Untereinheiten wurde kaum von Gso*
beeinflusst (1% Hemmung, Tab. 22).

Die in einigen Konstrukten gemessene Stimulation war nicht signifikant. Das
Konstrukt mit der hdchsten Gso*-Stimulation war RV-22 mit 33%. Auch die beiden
ahnlichen Konstrukte RV-21 und RV-23 wurden durch Gso* aktiviert (21% bzw. 27%,
Tab. 22). Das Ausgangskonstrukt RV-1 wies bereits eine 10%ige Stimulation durch
1,2 uM Gso* auf. Vergleichbare Werte mit der 7-fachen Gsdo*-Stimulation im
Gesamthirn der Maus (Tab. 17) wurden mit den Rv1625c-Linkerkonstrukten nicht
erreicht. Im Fall von RV-10 und RV-11 wurde keine Stimulation gemessen, aber in
den kombinierten Konstrukten RV-12 und RV-13 schon (12% bzw. 21%, Tab. 22).
RV-17 wurde als einziges Konstrukt mit einer Mutation zur Verlangerung der
Rv1625c-Sequenz um 12% stimuliert (Tab. 22). Wie bereits erwahnt, konnte das Phe
in RV-2 nicht zu einer Gso*-Stimulation beitragen, wohl aber in den Konstrukten RV-3
und RV-4 (10% bzw. 27%, Tab. 22). Drei Kombinationen aus moglichen Gsa-
bindenden ASn und strukturellen Anpassungen erzielten eine Gsa*-Aktivierung (RV-
15 8%, RV-16 4%, RV-19 13%, Tab. 22). Die Mutation L227P in den jeweiligen
Rv1625c-Untereinheiten bewirkte nicht nur einen Unterschied in der Basalaktivitat,
sondern auch in der Stimulierbarkeit durch Gsa* (RV-7 2%, RV-8 15%, Tab. 22). Wie
bereits erwahnt, blieb das Konstrukt RV-9 mit L227P in beiden Untereinheiten von
Gsa* unbeeinflusst.

Die Stimulierbarkeit einiger Rv1625c-Linkerkonstrukte durch Gsq«* um 20-30% kann
durchaus als Anfangserfolg gewertet werden, obwohl die Werte noch nicht
vergleichbar mit Mammalia-ACn sind. Die Ergebnisse zeigen, wie komplex das
Zusammenspiel der beiden Rv1625c-Untereinheiten miteinander und im Bezug auf
eine Gso*-Stimulierung ist. Es konnte bislang noch keine Vorhersage getroffen
werden, welche Mutationen fir eine Gso*-Bindung unbedingt erforderlich sind. Es
besteht jedoch Hoffnung, dass weitere Experimente in diese Richtung ein passables,
gut exprimierbares Modell zur Erforschung von Mammalia-ACn liefern konnten.
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4 Diskussion

4.1 Solubilisation von Membranproteinen

4.1.1 Insertion geladener Aminosauren in Membranhelices von Tsr

In Chemotaxisproteinen spielen die Transmembranbereiche eine grof3e Rolle bei der
Signalibertragung nach Bindung eines Liganden in der periplasmatischen Doméane.
Die Auswirkung unterschiedlicher Mutationen in den TMs wurde hauptséchlich am
Aspartatrezeptor Tar und am Galactose-/Riboserezeptor Trg untersucht
(Baumgartner and Hazelbauer, 1996; Oosawa and Simon, 1986; Tatsuno et al.,
1994; Umemura et al., 1998). Die Mutation A19K in der TM1 von Tar verhindert die
Ubertragung des Aspartat-Signals, die Zellen bilden auf aspartathaltigen Agarplatten
keine Schwarmringe mehr (Oosawa and Simon, 1986; Umemura et al., 1998). Das
Protein war zwar trotz der Mutation immer noch in die Membran integriert und konnte
Aspartat an der periplasmatischen Domane binden, jedoch fand keine Methylierung
der cytoplasmatischen Doméane mehr statt. Daraus l&asst sich schlie3en, dass in der
A19K-Mutante der C-Terminus des Proteins strukturell so verandert wurde, dass die
modifizierenden Enzyme CheB und CheR nicht mehr binden konnten (Oosawa and
Simon, 1986). Mehrere Mutationen in beiden TMs konnten den negativen Effekt von
A19K aufheben (TM1: V17E, TM2: W192R, A198E, V201D/E, V202L, L205D/E)
(Oosawa and Simon, 1986; Umemura et al., 1998). Es stellte sich jedoch heraus,
dass die Mutationen nicht gleichwertig waren: A19K/W192R- und A19K/V202L-
Mutanten zeigten im Gegensatz zu den anderen Mutationen aus der TM2 nur
schwaches Schwarmen auf maltosehaltigen Agarplatten, die Adaptation an Maltose
war beeintrachtigt und W192R bzw. V202L supprimierten A19K nur, wenn sie auf
derselben Untereinheit vorlagen (Umemura et al., 1998). Diese Ergebnisse wurden
dahingehend interpretiert, dass sich A19K auf TM1 und A198E, V201D/E, L205D/E
auf TM2‘ gegenuber lagen und stabilisierende Salzbriicken ausbilden konnten
(Umemura et al., 1998). Anders als A19K behinderten W192R, A198E, V201E und
V202L alleine nicht die Rezeptorfunktion (Umemura et al., 1998).

Dasselbe Prinzip, namlich der Erhalt einer unregulierten Mutante und einer
regulierten Doppelmutante, sollte auch fur das chimare Protein Tsr-HAMPts-Rv3645
angewendet werden. Unterschiede in der Struktur eines solchen Mutantenpaars
sollten Aufschluss Uber die Signalweiterleitung liefern. Die Arbeiten wurden an der
erwdhnten Tsr-AC Chimare vorgenommen, da sie verglichen mit den
Chemotaxisproteinen fiur die geplanten Versuche besser geeignet war. Durch die
ahnliche modulare Bauweise der hier verwendeten AC und des Serinrezeptors
(Membrananker/Rezeptor-HAMP-Doméane-katalytische Domane) konnten beide
Proteine miteinander kombiniert und die dimere Chimare spezifisch durch Serin
reguliert werden (Kanchan et al., 2010). Diese Regulation konnte mittels des
sensiblen AC-Tests genauer analysiert werden als es die Auswertung von
Schwarmringen auf Agarplatten ermdglicht. Mit Hilfe der bereits vorhandenen
Strukturen einer HAMP-Domane (Hulko et al., 2006) und einer AC (Tews et al., 2005)
lieBe sich moglicherweise auch eine Struktur der Chimare Tsr-HAMPTs-Rv3645
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erleichtert entschlisseln. Nach Etablierung eines Solubilisationsprotokolls fur die
Chimare ware der nachste Schritt die Solubilisation des Rv3645-Holoenzyms, um
mehr Informationen tber dessen 6-TM Membrananker zu erhalten.

Das Einbringen einer positiven Ladung in die Mitte der hydrophoben TM1 verhinderte
bei der G19K-Mutante nicht nur die Regulation durch Serin, sondern fuhrte auch zu
einer deutlichen Verminderung der Aktivitdt im Vergleich zu Tsr-HAMPTs-Rv3645.
Die Position 19 des Serinrezeptors scheint ebenso wie im Aspartatrezeptor bei
Mutation entscheidenden Einfluss auf das ubrige Molekil zu nehmen. Die G19K-
Mutante war immer noch in die Membran integriert, was im Western Blot
nachgewiesen wurde. Die G19K-Mutante lief im SDS-Gel etwas schneller als die
Chiméare Tsr-HAMPT1s-Rv3645, was auch bei der A19K-Mutante verglichen mit dem
Tar-Wildtyp beobachtet wurde (Oosawa and Simon, 1986). Es wird angenommen,
dass nach Bindung eines Liganden an die periplasmatische Doméne durch eine
Bewegung der beiden TMs zueinander das Signal an die folgende Doméne
weitergegeben wird (Baumgartner and Hazelbauer, 1996; Umemura et al., 1998). In
diesem Fall trifft das Signal der TM2 auf die HAMP-Domane, bei welcher der
vermutete Mechanismus der Signalweiterleitung auf einer Rotation ahnlich wie bei
einem Zahnrad beruht (Hulko et al., 2006; Schultz and Natarajan, 2013). Laut einer
aktuellen Hypothese bestimmt sich die Aktivitat einer AC dadurch, dass sich die
beiden Monomere mit ihren katalytischen Zentren zusammenfinden, was durch eine
aufgeldste a-helicale Struktur ermdglicht wird (regulated unfolding) (Schultz and
Natarajan, 2013). Wird in der Chimare Tsr-HAMP71s-Rv3645 das Signal nach
Ligandenbindung von der HAMP-Domane auf die AC Ubertragen, bildet sich eine
starre a-Helix, welche die aktiven Zentren voneinander trennt und somit zu einer
Hemmung der Aktivitat der AC fihrt (Schultz and Natarajan, 2013). Ahnlich wie bei
A19K in Tar wird bei der G19K-Mutante durch die Mutation das Geflige der beiden
Transmembranhelices zueinander wahrscheinlich so gestort, dass letztendlich auch
der C-Terminus des Proteins negativ beeinflusst wird und sich die beiden
katalytischen Zentren der AC kaum zusammenfinden. Die Doppelmutante
V17E/G19K wies noch geringere Aktivitat als die G19K-Mutante auf und wurde nicht
reguliert. Falls sich zwischen den beiden geladenen Resten in der TM1 eine
Salzbriicke ausbilden konnte, fihrte diese nicht zu einer Wiederherstellung der
aktiven Struktur. Méglicherweise bendétigt eine Salzbricke innerhalb der TM1 zu viel
Platz und behindert die Signalweiterleitung im zweiten Transmembranteil. Auffallig
ist, dass die V17E-Mutation in der Publikation von Umemura et al. (Umemura et al.,
1998) nicht mehr erwahnt wurde, obwohl alle anderen TM-Mutationen aus der
Publikation von Oosawa und Simon (Oosawa and Simon, 1986) genauer untersucht
wurden. Anders als bei den Mutanten in Tar, bei welchen vermutlich stabilisierende
Salzbriicken zwischen TM1 und TM2 Ergebnisse vergleichbar mit dem Wildtyp
hervorbrachten (Umemura et al., 1998), fuhrten die ausgewdahlten Mutationen in Tsr-
HAMPTs-Rv3645 (G19K/V202E, G19K/V203E, G19K/L204E, V17E/G19K/W194R/
V203E) nicht zu einer Steigerung der Aktivitat oder zu einer Regulation durch Serin.
Mdoglicherweise konnten sich bei diesen Mutanten ebenfalls keine Salzbriicken bilden
oder im Fall von V17E/G19K/W194R/V203E storen zu viele Mutationen das

108



Diskussion Transmembranmutanten Solubilisation

komplexe TM-Geflge. Fur eine abschlieRende Beurteilung mussten die
Auswirkungen aller vorgenommenen Mutationen in TM1 und TM2 ohne G19K
getestet werden, wobei Aktivitdt und Regulation durch Serin nicht beeinflusst werden
sollten.

Im Vergleich mit G19K war die Aktivitat der A16K-Mutante um 84% geringer, jedoch
wies diese eine signifikante Hemmung durch Serin auf. Eine Verschiebung der
Mutation um drei ASn ermdglicht also eine Signalweiterleitung, aber die katalytischen
Zentren der AC kdonnen noch nicht optimal zueinander finden. Die Doppelmutante
A16K/V203E zeigte bei signifikanter Hemmung durch Serin eine Verdopplung der
Aktivitat verglichen mit A16K, was eventuell auf die Ausbildung einer stabilisierenden
Salzbriicke hindeuten konnte. Alle Mutanten konnten im Western Blot in der
Membran nachgewiesen werden. So wird auch beim Tsr-Rezeptor deutlich, wie
sensibel die Signalweiterleitung auf Eingriffe reagiert und was fur Auswirkungen die
Position einer Mutation haben kann. Obwohl die TMs von Tsr und Tar eine hohe
Konservierung aufweisen, konnten die Mutationen nicht eins zu eins Ubertragen
werden. Die getesteten Mutationen in der TM2 zusatzlich zu der G19K- bzw. A16K-
Mutation konnten die Ausgangsbedingungen der Tsr-HAMPts-Rv3645 Chimare in
Bezug auf Aktivitdt und Regulation durch Serin nicht wiederherstellen. Die
Ergebnisse von A16K bzw. A16K/V203E wéren jedoch ein geeigneter Startpunkt fur
weitere Mutationen, um mdogliche Partner zur Bildung von Salzbriicken auszutesten.
Da Disulfid-Crosslinking Studien zum TM-Bereich von Tsr noch ausstehen, kann
nicht mit Sicherheit vorhergesagt werden, wie die a-Helices der TMs zueinander
ausgerichtet sind. Moglichweise liegen sich die bisher getesteten Mutationen nicht
passend gegentber und die Bildung einer stabilisierenden Salzbriicke bleibt aus.
Eine weitere Moglichkeit zur FortfUhrung der Experimente wére die Verwendung
einer Tar-Chimare. Diese Konstrukte sind ebenfalls bereits etabliert (Kanchan et al.,
2010). Allerdings misste fur diese Versuche auf das Konstrukt Tar-HAMP3eas-
Rv3645 oder Tar-HAMPts-Rv3645 zuriickgegriffen werden, da Tar-HAMPTar-Rv3645
nicht durch Aspartat reguliert wurde (Kanchan et al., 2010). In Tar-HAMP3645/Tsr-
Rv3645 kdnnten die bekannten Mutationen A19K bzw. A19K/A198E, A19K/V201D/E,
A19K/L205D/E eingefihrt werden (Umemura et al., 1998). In den Doppelmutanten
sollten die stabilisierenden Salzbriicken zwischen TM1 und TM2 die Aktivitat der AC
unbeeinflusst lassen und somit kénnten Unterschiede im TM-Bereich des jeweiligen
Konstrukts analysiert werden. Da A19K vermutlich den C-Terminus mit der AC
verandern wirde, kdnnte in dieser Konstellation auch das regulated unfolding am
aktiven und inaktiven Zustand der AC untermauert werden.

4.1.2 Insertion hydrophiler Aminosauren in die zweite Transmembranhelix von Tsr

Wird ein Membranprotein aus der Membran gel6st, werden Detergenzien oder eine
Mischung aus Detergenzien und Phospholipiden eingesetzt, um die fehlende Sttitze
der Lipiddoppelschicht partiell zu ersetzen (Bogonez and Koshland, 1985). Zur
Erleichterung der Solubilisation der Tsr-HAMPTs-Rv3645 Chiméare wurden bei diesen

Experimenten einige hydrophobe ASnh gegen hydrophile ausgetauscht. Die
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eingefiigten Mutationen beschrankten sich auf TM2. Dabei sollte die Aktivitat der
Chimare und Regulation durch Serin erhalten bleiben. Anhaltspunkte lieferten bereits
getestete Einzelmutanten am Tsr-Rezeptor, deren Restfunktionalitat bekannt war und
die nun miteinander kombiniert werden sollten (J. S. Parkinson, personliche
Mitteilung, Anhang 1). Untersuchungen zeigten, dass die Sequenz der TM2 nicht
unbedingt entscheidend fir die Signalweiterleitung ist. Chimaren aus dem N-
Terminus von Tsr (TM1 und periplasmatische Doméane) und dem C-Terminus von
Tar (TM2, HAMP-Domane und cytoplasmatische Doméne) und umgekehrt reagierten
trotzdem spezifisch auf den Liganden der eingesetzten periplasmatischen Doméne
(Tatsuno et al., 1994).

Die Ergebnisse der Dreifach-Mutante A192S/L196Q/F208S zeigten Aktivitat und
Regulation durch Serin. Unterschiedliche Faktoren kénnen daftir verantwortlich sein,
dass die Mutationen toleriert wurden. Die Volumina der Seitenketten der
ausgetauschten ASn sind vergleichbar, weshalb sich vermutlich die Struktur
innerhalb der TM nicht verandert hat. Bei Ala und Ser sowie Leu und GIn sind sich
die Volumen der Seitenketten sehr ahnlich, verglichen mit Phe hat Ser ein kleineres
Volumen der Seitenkette (Klapper, 1971). Méglicherweise hat auch die Position der
Mutation Einfluss, denn AS 192 ist der Start der TM2 und AS 196 sitzt eher am
peripheren Ende der TM2 in Richtung Periplasma. Mutationen an diesen beiden
Positionen stdren somit vielleicht in geringerem Mal3e die Lage der beiden TMs
zueinander als es eine Mutation in der Mitte des Transmembranbereichs tate. Eine
weitere Moglichkeit ist, dass die ASn an den ausgewahlten Positionen in der a-Helix
eher in die Lipiddoppelschicht ragen anstatt in direktem Kontakt zu den anderen TMs
stehen. Eine derartige Ausrichtung in die Membran zeigte bei Mutationsstudien an
Trg kaum Einfluss auf die Aktivitdt des Rezeptors, obwohl geladene ASn eingefligt
wurden (Baumgartner and Hazelbauer, 1996). Im Western Blot schien die Bande flr
die Dreifach-Mutante hoher als erwartet zu laufen. Es muss angemerkt werden, dass
auch methodische Ursachen als Grinde dafir anzusehen sind. Bei Entwicklung des
Western Blots auf Rontgenfilmen werden nur die mit Antikbrper gekoppelten Banden
sichtbar, nicht aber der Marker. Dieser muss von der Coomassie gefarbten Membran
extra per Hand auf die Rontgenfiime dbertragen werden. Dies koénnte zu
Schwierigkeiten fuhren, wenn die Linien des Markers nur schwach angefarbt waren.
Auch bei der computergestitzten Auswertung der Western Blots im Ettan DIGE
Imager wurde der Marker nicht automatisch erkannt, sondern der Benutzer musste
jede einzelne Bande festlegen. Bereits bei der G19K-Mutante der Tsr-HAMPrtsr-
Rv3645 Chimare und der A19K-Mutante in Tar (Oosawa and Simon, 1986) wurde die
Beobachtung gemacht, dass Mutationen Auswirkungen auf das Laufverhalten der
Proteine im SDS-Gel haben konnten. Da es sich bei der A192S/L196Q/F208S-
Mutante um ein aktives, reguliertes Protein ohne Abbauprodukte handelt, kann der
Western Blot als verlaRZlicher Nachweis flr das erwartete Protein angesehen werden.
Die im Folgenden zusétzlich eingebrachten Mutationen W194R und M200K hatten
geladenen Charakter. Letzteres war vermutlich der Grund, dass die
A192S/W194R/L196Q/M200K/F208S-Mutante nahezu inaktiv und nicht durch Serin
reguliert war. W194R und M200K als Einzelmutationen hatten in den an Tsr
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durchgefiihrten Mutationsstudien keinen funktionsmindernden Einfluss (J. S.
Parkinson, Anhang 1). Fur die konservierte Position W192 in Tar ist bekannt, dass
die entsprechende Mutation W192R den Chemotaxisrezeptor nicht beeintrachtigt
(Umemura et al., 1998). Da die Mutationen nicht einzeln getestet wurden, kann nicht
mit Sicherheit gesagt werden, ob W194R, M200K oder beide Mutationen zusammen
den Ausschlag zur Funktionslosigkeit in der A192S/W194R/L196Q/M200K/F208S-
Mutante gaben. In der Summe scheinen die Mutationen jedenfalls das Geflige der a-
Helices in der Membran empfindlich zu stéren. Ohne die Mdglichkeit zur Ausbildung
einer stabilisierenden Salzbriicke inaktivierte auch der geladene Rest der A19K-
Mutante in Tar den kompletten Chemotaxisrezeptor (Oosawa and Simon, 1986;
Umemura et al., 1998). Es kdnnte darauf hindeuten, dass die Positionen 194 und
200 in Tsr in Kontakt mit den anderen Teilen des TM-Bereichs stehen und nicht in die
Lipiddoppelschicht ragen. Der aulerst schwache Nachweis der
A192S/W194R/L196Q/M200K/F208S-Mutante im Western Blot zeugt von geringer
Expression des Proteins und ist weiterer Hinweis fir die problematische Kombination
der ausgewahlten Mutationen.

Die Ergebnisse zeigen, dass bei wohluberlegter Auswahl einige ASn in TM2 unter
Erhalt von Aktivitat und Regulation der Tsr-HAMPTs-Rv3645 Chimére ausgetauscht
werden konnten. Allerdings muss darauf geachtet werden, dass es sich vornehmlich
um hydrophile Austausche handelt und falls bekannt, Positionen gewéhlt werden, die
nicht die anderen Bereiche des TM-Bereichs kontaktieren. Gestiutzt auf die
Mutationsstudien (J. S. Parkinson) kdnnten noch die hydrophilen Mutationen F208Y
und G213C/S ausprobiert werden. Ahnliche Austausche konnten auch in der TM1
von Tsr durchgefiihrt werden, allerdings wird mit der Summe der Mutationen der
Erhalt der Funktionalitat der Chimare immer unberechenbarer.
Solubilisationsversuche an derartig modifizierten Chimaren wirden zeigen, ob der
Aufwand solcher Mutationsstudien die Herstellung l6slicher Proteine rechtfertigt.

4.1.3 Fusionsproteine zur Unterstutzung der Solubilisation

4.1.3.1 T4* Lysozym

Mit Hilfe des T4 Lysozyms als Fusionsprotein konnten die Strukturen zweier GPCRs
erfolgreich aufgeklart werden (Cherezov et al.,, 2007; Jaakola et al., 2008;
Rosenbaum et al., 2007). In diesen Versuchen ersetzte T4L jeweils die dritte
cytoplasmatische Schleife. Dadurch konnte diesen Rezeptoren eine flexible Struktur
entzogen werden, welche ansonsten die Kristallisation beeintrachtigt hatte (Jaakola
et al., 2008; Rosenbaum et al., 2007). Weitere Vorteile des T4L-Fusionsproteins sind
die VergroRerung der polaren Oberflache und damit verbesserte Protein-Protein-
Interaktionen wahrend der Kristallisation und erleichterte Kristallaufklarung durch die
bereits bekannte Struktur von T4L (Baase et al., 2010; Engel et al., 2002).

Bei den beiden Konstrukten T4L-Tsr-HAMP71s-Rv3645 und TM11s-T4L-Tsr-HAMPs-
Rv3645 wurde T4L* in die Chimare eingesetzt ohne bestimmte Strukturen zu
ersetzen. Die N-terminale Verknipfung mit T4L* (T4L-Tsr-HAMPTs-Rv3645) zeigte
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im Vergleich zur Chimare ohne Fusionsprotein eine geringere Aktivitat, aber die
Regulation durch Serin blieb erhalten. Ein Grund fur die Aktivititsabnahme koénnte
sein, dass T4L* und die katalytische Doméane der AC auf der cytoplasmatischen
Seite zu geringen Abstand voneinander haben und die AC behindert wird. Bei den
bislang solubilisierten GPCRs und Ld&slichkeitsversuchen an der E. coli Laktose
Permease in Kombination mit T4L handelte es sich im Gegensatz zu der Tsr-
HAMPts-Rv3645 Chimare immer um reine Transmembranproteine, deren
cytosolischer C-Terminus zu Kristallisationszwecken verkirzt wurde (Cherezov et al.,
2007; Jaakola et al., 2008; Rosenbaum et al., 2007) oder bei dem keine
cytoplasmatische Domane vorhanden war (Engel et al., 2002).

Wurde T4L* zwischen das Ende der TM1 und die periplasmatische Schleife
eingesetzt (TM1ts-T4L-Tsr-HAMPTs-Rv3645), war das Konstrukt kaum noch aktiv
und nicht mehr durch Serin reguliert. Der Einschub der 160 ASn an dieser Position
fuhrte vermutlich zu drastischen Anderungen in der gesamten Struktur der Chiméare.
Wenn sich die periplasmatische Schleife auf Grund von T4L* nicht mehr korrekt
falten kann, wird wahrscheinlich auch die Bindungsstelle von Serin betroffen sein,
was zu einem Verlust der Regulation fihrt. Falls Serin doch bindet, ist es aul3erdem
mdoglich, dass das Geflige von TM1 und TM2 durch die zusatzlichen ASn verandert
wurde, was wiederum Auswirkungen auf die Signaltransduktion mit sich bringt.
Ahnlich wie bei der A19K-Mutante in Tar und der G19K-Mutante in Tsr-HAMPTs-
Rv3645 konnte durch eine Veranderung des Zusammenspiels der TMs auch der C-
Terminus von TM1lts-T4L-Tsr-HAMP1s-Rv3645 in seiner Funktion gestort werden.
Eine weitere Ursache fur den Aktivitdts- und Regulationsverlust kdnnten Probleme
beim Einbau des Fusionsproteins in die Membran sein, was sich in der niedrigen
Expressionsrate im Western Blot andeutet.

Eine Alternative zu einem Einschub ware wie im Fall der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren der Ersatz der gesamten periplasmatischen Schleife durch T4L*. Vorteil
bei der Solubilisation und Kristallisation wére maoglicherweise die zuvor genannte
Verminderung der Flexibilitdt der periplasmatischen Schleife. Die Anzahl an ASn fur
TA4L* und der periplasmatischen Schleife sind nahezu identisch. Die Struktur der
periplasmatischen Schleife von Tsr wurde bereits ermittelt (Tajima et al., 2011).
Wirde in einem Tsr-Rv3645 Konstrukt die periplasmatische Schleife durch T4L*
ersetzt, konnte bei erfolgreicher Kristallisation zwar der TM-Bereich analysiert
werden, jedoch kénnten keine Unterschiede in der Signalweiterleitung bei Bindung
eines Liganden untersucht werden. Ohne die Funktionalitatsprifung der
Signaltransduktion kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob ein Ersatz der
periplasmatischen Schleife durch T4L* tatsachlich die Ausrichtung der TMs im
Originalprotein wiederspiegelt. Von den vorhandenen Konstrukten wéare hdchstens
T4L-Tsr-HAMPTs-Rv3645 flr Solubilisationsversuche geeignet. Es wéare aber damit
zu rechnen, dass wahrend derartiger Experimente weiter Aktivitat verloren gehen
kann, was bei einem schwach aktiven Konstrukt problematisch ist. Bei hier
durchgeftihrten Versuchen mit den Fusionsproteinen YaiN und YbelL wurde ein
solcher Aktivitatsverlust bei der Solubilisation beobachtet.
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4.1.3.2 YaiN und YbelL

Bei den Fusionsproteinen YaiN und YbeL handelt es sich um ein vielversprechendes
Uberexpressionssystem bestehend aus mehreren Expressionskassetten (Leviatan et
al., 2010). Hierbei kann das zu exprimierende Protein in acht verschiedenen
Kombinationen am N-, C-Terminus oder an beiden Termini mit YaiN und YbeL
verknupft werden. Dadurch soll sich die Chance erhdhen, eine gute Expression
I6slicher Proteine zu erreichen. Zusatzlich wurde mit E. coli C43(DE3) ein
Bakterienstamm eingesetzt, der sich besonders vertraglich gegentber der
Expression toxischer (Membran-)Proteine zeigte (Dumon-Seignovert et al., 2004).
Die der Toleranz gegentber toxischen Proteinen zugrundeliegende Mutation auf dem
Genom konnte zwar bislang nicht lokalisiert werden, jedoch wird vermutet, dass
entweder die Aktivitat der T7 RNA Polymerase beeinflusst wird oder weniger von
dieser Polymerase produziert wird (Miroux and Walker, 1996). Moglicherweise hat E.
coli C43(DE3) auch positiven Einfluss auf die Faltung und den Einbau von Proteinen
in die bakterielle Membran (Miroux and Walker, 1996).

Tatsachlich wurde nach der Expression der Tsr-HAMP1s-Rv3645 Chimare ein
deutlicher Aktivitatsunterschied beobachtet. Bei ahnlicher Regulation durch Serin war
das Protein aus E. coli BL21(DE3) pREP4 pQE30 weniger aktiv als in E. coli
C43(DE3) pET28a(+). Inwiefern sich der Wechsel von pQE30 zu pET28a(+)
auswirkte, wurde nicht untersucht. pET28a(+) wurde in den Experimenten verwendet,
um bei der Reinigung von dem N- und C-terminalen Hiss-Tag zu profitieren. Fur
jedes zu untersuchende Protein missen alle acht Expressionskassetten getestet
werden, da nicht in jedem Fall vorhergesagt werden kann, welches die optimale
Kombination mit YaiN und YbeL ist (Leviatan et al., 2010). Tsr-HAMPts-Rv3645
wurde zwar laut Western Blot in allen acht Expressionskassetten nachgewiesen,
jedoch zeigte sich bei der Vertraglichkeit des Konstrukts mit den beiden
Fusionsproteinen ein deutlicher Unterschied bei der Aktivitdt und Regulation. Bis auf
N-YaiN_C-YbeL und N-_C-YaiN wurden die Ubrigen Kombinationen durch Serin
reguliert, d.h. die periplasmatische Schleife wurde durch die Fusion nicht beeinflusst.
Eine Fusion mit Yain und/oder YbeL an beiden Termini schnitt im Vergleich meist
schlechter ab, vermutlich weil sich die Fusionsproteine und die AC auf der
cytoplasmatischen Seite gegenseitig behindern. N-YbeL und C-YaiN wiesen
Aktivitaten deutlich Gber 1 nmol cAMP-mg*-min-t auf, wahrend alle anderen sechs
Kombinationen Aktivitaten unter 1,2 nmol cAMP-mg*-min-! zeigten. Es war auffallig,
dass die Position des Fusionspartners entscheidend fur die Aktivitat war, da sowohl
C-YbeL als auch N-YaiN weniger aktiv waren als N-YbeL bzw. C-YaiN. Obwohl YbeL
im Vergleich mit YaiN langer ist und es dadurch méglicherweise zu Platzproblemen
mit der AC kommen konnte, war der N-YbeL Konstrukt viel aktiver als N-YaiN. Auch
bei den chimaren Konstrukten mit T4L* zeigte sich bereits die bessere Toleranz
gegenuber einer N-terminalen Modifikation. Dabei ist T4L* ungefahr 40 ASn langer
als YbelL.

Die Solubilisation von N-YbeL mit 1% Brij58 verlief in gewisser Weise erfolgreich,
jedoch besteht noch Optimierungsbedarf. Das Konstrukt konnte in aktivem Zustand

aus der Membran geldst werden, jedoch unter Einbu3en in der Regulation durch
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Serin. AuRerdem verlor das Protein im Solubilisations- und Reinigungsprozess ein
Vielfaches seiner Aktivitdt im Vergleich zum Membranprotein. Dieser Umstand
erfordert eine hohe Ausgangsaktivitat vor der Solubilisation.

Nach Wiederholung der Protokolle mit Tsr-HAMPTs-Rv3645 ohne N-YbelL entstand
ein geldstes aktives, aber nicht reguliertes Konstrukt. Imidazol konnte als Ursache flr
den Regulationsverlust ausgeschlossen werden, da die zusatzlich durchgefuhrte
Dialyse nach der Gelfiltration dieselben Aktivitaten in Tsr-HAMPTs-Rv3645, ebenfalls
ohne Regulation durch Serin, ergab. Vermutlich verliert der Tsr-Rezeptor bei der
Solubilisation seine optimale Konformation, da das Detergens die Zellmembran nicht
ersetzen kann. Moglicherweise kann YbeL am N-Terminus den Verlust der
Zellmembran bis zu einem gewissen Grad kompensieren.

Eine Moglichkeit zur Optimierung besteht in der Austestung weiterer Detergenzien.
Bei den Solubilisationsversuchen mit N-YbeL und Tsr-HAMPTs-Rv3645 in kleinem
Maf3stab und im zellfreien System wurde der Einfluss des Detergens auf die Aktivitat
deutlich. DDM, Ci2Es und Brij58 brachten bei den Fusionsproteinen unterschiedlich
aktive Konstrukte zum Vorschein. Beispielsweise kdénnten noch andere Brij-Derivate
verwendet werden, welche auch im ZS gute Erfolge lieferten (Klammt et al., 2005).
Ob die eingesetzten Detergenzien fur den Aktivitatsverlust verantwortlich waren,
kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, da Tests zur Vertraglichkeit der
Detergenzien mit dem loslichen HAMP1s-Rv3645 bzw. der AC nicht durchgefuhrt
wurden. Falls ein Detergens alleine nicht ausreicht, um die TMs in einer &hnlichen
Konformation wie in der Membran zu stabilisieren, kdnnten auch angepasste
Mischungen aus Detergens, Phospholipiden und Glycerin zum Einsatz kommen
(Bogonez and Koshland, 1985). Verbesserung, beispielsweise in der
Pufferzusammensetzung, bedarf auch die Ni-NTA-Reinigung und die Gelfiltration, um
eine Auftrennung in einzelne Peaks zu gewahrleisten. Es ware wahrscheinlich
vorteilhafter, die Proteine in geringerer Konzentration in mehreren Gelfiltrationslaufen
aufzutragen und spater zu vereinigen. Die spat eluierenden Peaks weisen auf
hydrophobe bzw. ionische Wechselwirkungen zwischen der Saulenmatrix und dem
Protein hin. Durch Anpassung des Puffers und ausgepragte Waschschritte kénnten
solche Bindungen vielleicht vermieden werden. Die Ergebnisse zeigen, dass die
Expressionskassetten mit YaiN und YbeL mdoglicherweise zu einer erfolgreichen
Solubilisation eines Konstrukts mit cytoplasmatischer, katalytischer Doméne flhren
kénnen. Leviatan et al. (Leviatan et al., 2010) testeten im Gegensatz zu der hier
eingesetzten Chimare vornehmlich Membranproteine mit mehreren TMs, aber ohne
cytoplasmatischen Anteil.

Eine Alternative zu N-YbeL bietet das 110 ASn grofR3e Mistic Protein aus Bacillus
subtilis (Akronym: ,membrane-integrating sequence for translation of integral
membrane protein constructs®) (Roosild et al., 2005). Mistic besitzt wie YaiN und
YbelL eine vermutete Struktur aus vier a-Helices, kann sich autonom in die
Zellmembran falten und ist trotzdem stark hydrophil (Roosild et al., 2005). Diese
Eigenschaften unterstitzten die Solubilisation von EnvZ, einem Histidin Kinase
Rezeptor aus E. coli (Blain et al., 2010). Bei EnvZ handelt es sich wie bei der Tsr-
HAMPTs-Rv3645 Chimare um ein dimeres Protein bestehend aus zwei TMs, einer
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HAMP-Domane und einer cytoplasmatischen Doméane. EnvZ wurde N-terminal mit
Mistic verknlpft und behielt seine Fahigkeit zur Signaltransduktion im gelOsten
Zustand (Blain et al., 2010; Yaku and Mizuno, 1997). Auf Grund der strukturellen
Ahnlichkeit zwischen EnvZ und Tsr-HAMP1s-Rv3645 scheinen die Aussichten auf
ein gelostes aktives und reguliertes Konstrukt durch eine Fusion mit Mistic
vielversprechend. Da Mistic mit der bakteriellen Membran assoziiert ist, waren die
katalytischen Doméanen der AC vermutlich nicht in ihrer Faltung eingeschrankt. Bei
entsprechend positiven Ergebnissen koénnte Mistic beispielsweise mit einer
eingefihrten Thrombin-Schnittstelle aus dem Konstrukt entfernt werden (Blain et al.,
2010).

4.1.4 Solubilisation via zellfreier Proteinbiosynthese

Eine erfolgversprechende Alternative zu bakterieller Uberexpression und
Solubilisation der erhaltenen Proteine aus der Zellmembran schien die Expression
der gewtinschten Chimaren in einem zellfreien System zu bieten. Das System weist
im Vergleich mit bakterieller Expression viele Vorteile auf. Ein Uberladen der
Zellmembran durch Uberexprimiertes Protein und dadurch auftretende Toxizitat
entfallt. Es handelt sich um ein offenes System, das auf die Bedirfnisse des
jeweiligen Proteins angepasst werden kann, sollte es zu Expressionsproblemen
kommen. Die zeitsparende Versuchsdurchfihrung resultiert in gereinigtem Protein
innerhalb von zwei Tagen (Klammt et al., 2005; Schwarz et al., 2007a). Das
Hauptargument im vorliegenden Fall war, dass das ZS drei verschiedene
Expressionsformen zuldsst, namlich die Expression der Proteine als Prazipitate,
eingebettet in Micellen oder in Liposomen (Schwarz et al., 2007a).

In den Solubilisationsversuchen von N-YbelL zeigte sich, dass zwar aktives Protein
erhalten wurde, jedoch nur mit eingeschrankter Rezeptorfunktion. Um dieses
Problem zu umgehen, sollten die Chiméaren Tsr-HAMPts-Rv3645 und Tsr-HAMP3645-
Rv3645 direkt in einer detergenshaltigen Umgebung exprimiert werden. Bei Erhalt
von funktionsfahigen, aktiven Konstrukten ware es moglich, die in Detergenzien
geldsten Proteine umgehend weiter in Kristallisationsversuchen einzusetzen. Bei der
Etablierung des Systems in unserem Labor wurde auf die eigenstandige
Vorbereitung der meisten benétigten Komponenten gesetzt. Zwar sind kommerzielle
Kits verfugbar (z.B. RTS rapid translation system von Roche (Martin et al., 2001)),
jedoch lassen sich aus Kosten- und Optimierungsgrinden alle Puffer, der S30-
Extrakt und die T7 RNA Polymerase mit einfachen Techniken und in ausreichender
Menge problemlos im Labor herstellen (Schwarz et al.,, 2007a). Anhand der
Expression eines Kontrollproteins wie GFP wurde der gelungene Aufbau der
zellfreien Methode gezeigt. Der Einsatz von GFP, dessen Fluoreszenz bereits mit
blolem Auge sichtbar wird, ist wichtig, um die fir jeden S30-Extrakt variierende
Menge an Mg?* auszutesten (Schwarz et al., 2007b). Die Fluoreszenz ist sowohl in
den ReaktionsgefalRen als auch im SDS-Gel sichtbar, was eine schnelle und
einfache qualitative Auswertung der Experimente erlaubt (Drew et al., 2006; Muller-

Lucks et al., 2012).
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Zur vergleichenden Kontrolle wurden alle im ZS eingesetzten Konstrukte auch in E.
coli C43(DE3) pREP4 exprimiert und getestet. Somit wurde sichergestellt, dass die
geringen Aktivitatswerte im ZS nicht grundsatzlich an einer Inkompatibilitdt des
pIVEX2.3w mit den eingesetzten Chimaren lagen oder die beigefugten Tags (HA-Tag
und Hisio-Tag) stérend waren. Wie in vorhergehenden Versuchen festgestellt, kann
sich die Expression der Chiméaren in verschiedenen E. coli Stammen je nach
verwendetem Vektor in erheblichen Aktivitdtsunterschieden auf3ern. Beispielsweise
zeigte Tsr-HAMPT1s-Rv3645 nach Expression in E. coli C43(DE3) pET28a(+) eine
hohere Basalaktivitat als nach Expression in E. coli BL21(DE3) pREP4 pQE30 oder
in E. coli C43(DE3) pREP4 pIVEX2.3w. Ob hinsichtlich der Aktivitatsschwankungen
die Unterschiede in den Bakterienstammen oder in den Vektoren hauptsachlich den
Ausschlag dazu gaben, wurde nicht untersucht. Sicher ist zu bericksichtigen, dass
pIVEX2.3 auf eine Expression in vitro konzipiert ist (Roche Benutzerhandbuch).
Allerdings wurde von vergleichbaren Ergebnissen bei der Expression von E. coli
MscL in pIVEX2.3 in vitro und in vivo berichtet (Berrier et al., 2004). Eine weitere
Auffalligkeit war, dass die in pIVEX2.3w bakteriell exprimierte Chimare Tsr-
HAMP3645-Rv3645 + GFP generell aktiver war als Tsr-HAMPTs-Rv3645. Bei
Expression beider Chimaren (ohne GFP) in E. coli BL21(DE3) pREP4 pQE30 war
dies umgekehrt (Kanchan et al., 2010). Nur bei den chimaren Fusionskonstrukten mit
GFP wurden im Western Blot nach bakterieller Expression zwei nahe beieinander
liegende Doppelbanden in der Membranpréparation detektiert. Bei Expression
unterschiedlicher GFP-Fusionsproteine im ZS mit Einsatz von Detergenzien wurden
ahnliche Doppelbanden beschrieben. In diesem Fall handelte es sich um aktives,
korrekt gefaltetes Protein und inaktives, nicht fluoreszierendes Protein, die anhand
ihrer Gré3e im SDS-Gel unterschieden werden (Muller-Lucks et al., 2012). Ob die
hier beobachteten Doppelbanden ebenfalls einer aktiven und einer inaktiven Struktur
zuzuordnen waren, wurde nicht untersucht. Derartige Doppelbanden wurden bei
Expression der Chimaren im ZS mit Detergens nicht entdeckt.

Nach Expression von Tsr-HAMP1s-Rv3645 und Tsr-HAMP3645-Rv3645 im ZS konnte
Protein im Western Blot sowohl als Prazipitat als auch bei Detergenszugabe im
Uberstand nachgewiesen werden. Die Bildung der Proteine als Prazipitat erméglicht
meist eine anschlieende Solubilisation mit Detergenzien und wirde eine Alternative
zur detergensbasierten zellfreien Expression darstellen. Hierbei wird vermutet, dass
die Proteine in einer anderen Form als derjenigen von inclusion bodies prazipitieren,
da bereits milde Detergenzien eine Solubilisation und Faltung gestatten (Schwarz et
al., 2007b). Jedoch wurden auch Unterschiede in der Struktur von Proteinen
beobachtet, die entweder durch Solubilisation von Prézipitaten entstanden waren
oder direkt in Micellen exprimiert wurden. Somit ist nicht in jedem Fall gewahrleistet,
dass die zellfreie Expression von Prazipitaten und mit Detergens immer aktive
Proteine bildet (Klammt et al., 2005).

Die zellfreie Expression wurde mit Detergenzien durchgefuhrt, deren gute
Vertraglichkeit mit dem ZS bekannt waren (Klammt et al., 2005). Nach der
Expression wurde der RM zentrifugiert und das enthaltene Protein jeweils im Pellet
und Uberstand mittels Western Blot verglichen. Bei Verwendung von Brij58, Brij78
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und Brij98 wurde kaum Protein im Pellet nachgewiesen, bei Tsr-HAMPrs-Rv3645 traf
dies auch fiur Brij35 und Digitonin zu. Bei Ci2Es, DDM und MNG-3 war hingegen ein
bedeutender Anteil im Pellet. Die Wahl des passenden Detergens, bei dem sowohl
ein hoher Ertrag als auch ein hdchstmoglicher Anteil an aktivem Protein erhalten
werden, gestaltet sich als kniffligste Aufgabe im ZS. Es gibt zwar Anhaltspunkte von
erfolgreich solubilisierten Proteinen, jedoch sind die Ergebnisse schwer direkt
Ubertragbar (Klammt et al., 2005). Beispielsweise solubilisierten die Polyoxyethylen
Alkyl-Ether, welche zu Beginn jeder Versuchsreihe im ZS empfohlen werden, funf
verschiedene Membranproteine unterschiedlich gut, wobei das geltste Protein nicht
immer auch eine aktive Konformation hatte (Muller-Lucks et al., 2012). So zeigte sich
an dem Aquaglyceroporin PfAQP, dass nur bei Verwendung von Brij78 aktives
Protein entstand, wahrend Brij35 es zwar I6sen konnte, das Protein aber in einer
inaktiven Form vorlag (Muller-Lucks et al., 2012). Da es sich bei dem ZS um ein
offenes System handelt, kdnnen auch andere als die bislang getesteten
Detergenzien eingesetzt werden, solange sie mit dem Translationsprozess
kompatibel sind und die Ribosomen nicht beeintrachtigen (Muller-Lucks et al., 2012).
Die erhaltenen Ergebnisse legten aul3erdem nahe, dass auch die AC Rv3645 nicht
unbeeinflusst durch Brij78 blieb, da im I6slichen Konstrukt HAMP3645-Rv3645 doppelt
so hohe Basalaktivitat ohne Detergens als mit Detergens besald. Bereits bei den
Solubilisationsversuchen von N-YbeL und Tsr-HAMPTs-Rv3645 mit Brij58 ergab sich
ein starker Aktivitatsverlust im Vergleich zum Protein in der intakten Membran. Bei
weiteren Experimenten sollten im Vorfeld die Auswirkungen des Detergens auf die
bloRe katalytische Domane der AC abgeklart werden. Eine weitere Variante wére die
zellfreie Expression in Liposomen oder eine zuséatzliche Gabe von E. coli Lipiden
bzw. eine Mischung aus Detergens, Phospholipiden und Glycerin, was sich positiv
auf die Stabilitat der Proteine auswirken kénnte (Bogonez and Koshland, 1985;
Hovijitra et al., 2009; Schwarz et al., 2007a).

Da die Austestung eines geeigneten Detergens ausufernde Versuchsreihen nach
sich ziehen kann, sollte durch die Fusion der Chiméaren mit GFP dessen Fluoreszenz
als schneller Faltungsindikator fir aktive Proteine dienen (Muller-Lucks et al., 2012).
Allerdings wurde durch das Auftreten einer zusatzlichen Bande knapp unterhalb von
35 kDa im Western Blot vermutet, dass auch ein gewisser Anteil dieses Proteins
durch das eigene Startmethionin von GFP gebildet wurde. Die Deletion des
Startmethionins von GFP trug wie schon bekannt war, nicht zu einer vollstéandigen
Unterdrickung der Translation von GFP bei (Muller-Lucks et al., 2012). Vermutlich
musste zu diesem Zweck das nachste in der Sequenz folgende Methionin (Position
4) ebenfalls deletiert werden bzw. GFP mit einer Deletion seiner ersten vier ASn
(GFPAM1iNHM) verwendet werden. Obwohl sich in den durchgefiihrten Versuchen
immer Protein im Uberstand im Western Blot nachweisen lieB, konnte nie eine
Fluoreszenz nach der zellfreien Expression beobachtet werden und die gemessenen
Aktivitdten im AC-Test waren verschwindend gering. Eine Ursache kdnnte sein, dass
sich die Monomeren auf Grund geringer Affinitat im ZS nicht finden oder dass falsch
und richtig gefaltete Proteine aneinander binden und so die Bildung aktiver Dimere
drastisch vermindert wird. Um dem abzuhelfen, kénnten zwei Monomere mit einem
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Linker verknupft werden. Allerdings ist zu bedenken, dass mdoglicherweise auch im
ZS ein ahnlicher Aktivitatsriickgang bei Zugabe von Detergenzien auftreten kdnnte,
wie es bei N-YbeL und Tsr-HAMPTs-Rv3645 nach Solubilisation mit Brij58 der Fall
war. Demnach wéren geringe Basalaktivitaten im ZS nicht unwahrscheinlich, da
bereits die ,Ausgangsaktivitaten® der plIVEX2.3w-Konstrukte bei bakterieller
Expression geringer als 1 nmol cAMP-mg*-min'! ausfielen. Die Bedingungen im ZS
schienen noch nicht ideal zu sein, da in Bakterien exprimiertes und gereinigtes
HAMPTs-Rv3645 mit Basalaktivitaten im nmol-Bereich um ein Vielfaches aktiver war
(Hammer, 2004), als es im ZS erreicht wurde.

Alles in allem handelt es sich bei dem ZS um eine Methode, in der grof3es Potential
bei der Solubilisation von Membranproteinen liegt. Wie gezeigt wurde, konnten die
chimaren Proteine sowohl zellfrei exprimiert, als auch in geldste Form gebracht
werden. Der letzte entscheidende Schritt, die Chimaren auch in einen aktiven,
regulierten Zustand zu bringen, fehlte.

Die hier aufgezahlten Experimente, die entweder mit dem Ziel der Solubilisation
chimarer Membranproteine begonnen wurden, jedoch nicht weitergeflihrt wurden
oder die Versuche, die tatsachlich geléstes Protein zustande brachten, zeigen
vielfaltige Methoden, die bei diesem komplexen Thema zur Anwendung kommen
kénnen. Nur ein Bruchteil der bekannten Membranproteine konnte bislang in seiner
Struktur entschlisselt werden, was auf die Schwierigkeiten hindeutet, aktives Protein
aus der Membran zu l6sen. Die ausgewdahlten Methoden zeigen grof3tenteils ein
gutes Potential, um bei entsprechender Fortfihrung auch einen Durchbruch zu
erzielen. Das vielversprechendste Thema ist wohl die Solubilisation mit N-YbelL,
wobei bereits aktives Protein mit geringer Rezeptorfunktionalitat erhalten wurde. Auf
diesen Ergebnissen aufbauend, scheint eine vollstandige Regulation von Tsr in der
solubilisierten Chimare nicht unmdglich.

4.2 Untersuchungen zur Requlation in Mammalia- und mykobakteriellen ACn

4.2.1 Quorum sensing Rezeptor Chiméaren

Da eine weitere Funktion, wie beispielsweise die eines Rezeptors, bei den
Membranankern der ACn vermutet, aber nicht bewiesen werden konnte, wurden im
Labor funktionsfahige Chiméaren aus Rezeptoren anderer Proteine und den
katalytischen Einheiten von ACn erstellt. Dies gelang von Tsr oder Tar mit
unterschiedlichen HAMP-Domanen und der AC Rv3645 (Kanchan et al., 2010). Tsr
und Tar verfigen im Gegensatz zu vielen ACs nur uUber je zwei TMs, wahrend
Rv3645 und Rv1625c jeweils sechs TMs haben (Falke and Hazelbauer, 2001; Guo et
al., 2005; Schultz and Natarajan, 2013). Um eine hohere Ahnlichkeit der Chiméren
mit dem Rv1625c-Holoenzym zu erreichen, wurde dessen 6-TM-Anker gegen die 6-
TM-Rezeptoren CgsS bzw. LgsS ausgetauscht. Die Konstrukte wurden durch die
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Liganden CAI-1 bzw. LAI-1 (Legionella autoinducer 1) reguliert (S. Beltz,
unveroffentlicht).

Hier wurde versucht, das QS-System mit Mammalia-ACn zu koppeln. Dazu diente
zunachst Rv1625c, eine llla AC, die in ihrer Struktur der Halfte einer
membrangebundenen Mammalia-AC entspricht (Guo et al., 2005). In Mammalia-ACn
wurde gefunden, dass die l6slichen katalytischen Domanen C1 und C2 alleine durch
Gsa Und FSK reguliert werden (Scholich et al., 1997; Tang and Gilman, 1995; Tesmer
et al., 1997; Whisnant et al., 1996). Es scheint, dass C1 und C2 nur geringe Affinitat
zueinander besitzen, was durch Zugabe von Gsa und FSK verandert wird und die
Aktivitat stark erhoht (Yan et al., 1996). Vermutlich dienen die Membrananker der
Mammalia-ACn deshalb dazu, C1 und C2 in raumliche Nahe zueinander zu bringen
und dadurch die lokale Konzentration der Untereinheiten zu erh6hen (Seebacher et
al., 2001; Yan et al.,, 1996). Es konnte sein, dass in der geringen Affinitat der
Untereinheiten eine Ursache der niedrigen Basalaktivitdten der CgsS-Mammalia-AC-
Konstrukte begriindet ist. Beim CqgsS-Rezeptor handelt es sich um ein Homodimer,
der maoglicherweise nicht unterscheidet, ob sich die Chimaren als Homodimere
(CgsS-C1 + CgsS-C1 bzw. CgsS-C2 + CqsS-C2) oder als Heterodimere (CgsS-C1 +
CgsS-C2) zusammenlagern. Um dieses Problem zu umgehen, wurden
Fusionskonstrukte gebildet, die jedoch keine hdheren Aktivitdten im Vergleich mit
geteilten Konstrukten verursachten. Zwei der Fusionskonstrukte wiesen geringe Gsa*-
Stimulation auf. Im Vorlauferkonstrukt CqsS-Rv1625c konnten ebenfalls mehrere
unterschiedliche Verknupfungspunkte erfolgreich auf Aktivitat und auch auf
Regulation durch CAI-1 getestet werden (S. Beltz, unveroffentlicht). Bei Verknipfung
von CqgsS mit der C-Helix der Mammalia-AC zeigten sowohl das Fusions- als auch
das geteilte Konstrukt Gso*-Stimulation. Im  Vergleich mit den eigenen
Stimulationsversuchen am Mausegehirn und mit vorangegangenen Publikationen
(Hoffmann, 1999; Tang and Gilman, 1995) kdnnte diese Stimulation noch gesteigert
werden. Es ist zu bertcksichtigen, dass die Konstrukte moglicherweise einer
Temperaturabhangigkeit unterliegen, da die Gsa*-Stimulation teilweise nur im Test bei
30°C und nicht mehr bei 37°C nachweisbar war.

Dem Ci1b Linker konnte eine positive Wirkung weder eindeutig zu- noch
abgesprochen werden. Im direkten Vergleich zeigte das Konstrukt CM-8 mit Clb
Linker eine Gsa*-Stimulation im Vergleich mit seinem Gegenpart CM-12 ohne Clb,
wahrend bei einem anderen Konstrukt (CM-11) kein Effekt auftrat. Zumindest scheint
Clb nicht die Basalaktivitdt zu beeinflussen, da Konstrukte mit und ohne Clb
ahnliche Werte aufweisen.

Problematisch war im Fall der CgsS-Mammalia-AC-Konstrukte die teilweise geringe
Expression, wodurch manchmal kaum Protein im Western Blot nachgewiesen
werden konnte. Um mdgliche Kompatibilitatsprobleme zwischen dem E. coli
Expressionssystem und dem Mammalia codon usage auszuschliel3en, wurden
Konstrukte mit der hACIl in einem fur E. coli angepassten codon usage geplant.
Untersuchungen von Hu et al. zeigten, dass der jeweils verwendete codon usage die
Ldslichkeit und die Funktionalitat eines getesteten Proteins beeinflussen kann (Hu et
al., 2013). Allerdings konnte im hier vorliegenden Fall keine Verbesserung erzielt
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werden. Ahnliche Schwierigkeiten bei der Klonierung und Expression synthetisch
produzierter Gene mit angepasstem codon usage wurden berichtet (K. Hantke,
personliche Kommunikation). Zwar stehen die niedrigen Basalaktivitaten fur die
CgsS-Mammalia-AC-Konstrukte und die I6slichen hACII-Konstrukte im Einklang mit
bereits publizierten Daten, jedoch fehlt den meisten Konstrukten die Ublicherweise
feststellbare Stimulierbarkeit durch Gsa (Hoffmann, 1999; Tang and Gilman, 1995).
Auffallig ist, dass ohne CgsS das Mischen der l6slichen hACII Cla(b) und C2 oder
deren Linkerkonstrukte + Gsa* keine hoheren Aktivitdten als die einzelnen
Untereinheiten erbrachte, was eigentlich zu erwarten war. Mdglicherweise ist
problematisch, dass es sich um Untereinheiten derselben AC-Isoform handelt. Aus
bislang nicht bekannten Grinden war das Mischen nichtchimarer AC-Untereinheiten
in vitro nur selten erfolgreich (z.B. ACV und ACIX (Scholich et al., 1997; Yan et al.,
1998)), wahrend es sich sonst immer um Chimare, z.B. ACI/ACII, ACV/ACII, handelte
(Tang and Gilman, 1995; Tesmer et al., 1997). Ein weiterer kritischer Punkt ist das
Auftreten von Dimeren der hACII C2, die im Western Blot sichtbar waren. Vermutlich
behindert dies ebenfalls die Dimerenbildung von C1/C2. Um die Experimente nicht zu
komplex zu gestalten, ware es sinnvoll, keine Verknipfungsmaoglichkeiten mit dem
CqgsS-Rezeptor in Betracht zu ziehen, bevor eine Aktivitatssteigerung durch Gso* bei
den l6slichen Untereinheiten erreicht wird. Es wére denkbar fir weitere Versuche auf
ein anderes Expressionssystem, z.B. Insektenzellen, umzuschwenken oder LgsS
anstelle von CgsS zu verwenden. LgsS-Rv1625c-Homodimere konnten z.T. hohere
Basalaktivitaten als CqsS-Rv1625c erzielen (M. Ziegler, unverdffentlicht), was im Fall
der niedrigen Mammalia-AC Basalaktivitaten von Vorteil ware.

Auch wenn bei den hier beschriebenen chimaren Konstrukten kaum Regulation
durch CAIl-1 erhalten wurde, lasst sich die Theorie Uber eine mdgliche
Rezeptorfunktion der AC-Membrananker nicht von der Hand weisen. Beispielsweise
scheinen spezielle Doméanen oft an derselben Position in unterschiedlichen Proteinen
lokalisiert. Hiervon zeugt das Auftreten von Rezeptoren oder Sensoren N-terminal
von Effektordoméanen, wahrend C-terminal davon eher Domanen fir die Lokalisation
des Proteins angesiedelt sind (Schultz and Natarajan, 2013). Die Membrandomé&nen
der hier getesteten ACn befinden sich alle N-terminal vor der Kkatalytischen
Effektordoméne.

Darlber hinaus deuten auch sog. ,horizontale“ und ,vertikale® Alignments auf eine
spezifische Funktion der Transmembranbereiche von ACn hin. Ein horizontales
Alignment beinhaltet beispielsweise alle Mammalia-ACn der Isoformen I-VIII (> 250
ACn). Hierbei wird die starke Konservierung der katalytischen Domanen C1 und C2
sichtbar. Diese Konservierung ist selbst dann noch vorhanden, wenn bakterielle ACn
der Klasse llla in das Alignment mit einbezogen werden. Im Gegensatz dazu lassen
sich in den Transmembranbereichen kaum konservierte Sequenzen feststellen.
Einen Ausschnitt eines horizontalen Alignments von Mammalia-ACn der Isoformen |
und Il zeigt Anhang 7 (Daten J. E. Schultz 2014). Im Fall eines vertikalen Alignments
wird nur eine bestimmte AC-Isoform betrachtet, jedoch aus allen zur Verfligung
stehenden sequenzierten Spezies. Dann wandelt sich das Bild und auch die
Transmembranbereiche zeigen eine Konservierung selbst Gber die Speziesgrenzen
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hinaus. Zum Vergleich ist das entsprechende vertikale Alignment der Mammalia-AC
Isoformen | und Il im Anhang 7 dargestellt. Solch eine spezifische Konservierung
erscheint nur logisch, wenn die Transmembranbereiche eine Funktion erfullen, die
Uber eine bloRe Membranverankerung hinausgehen. Die bioinformatischen Daten
unterstitzen auch die Tatsache, dass sich die Transmembranbereiche
unterschiedlicher ACn nicht beliebig in Chimaren kombinieren lassen (Seebacher et
al., 2001).

4.2.2 Regulierung von Rv1625c-Konstrukten durch Gsa*

Auf Grund der Schwierigkeiten mit den Mammalia-AC-Konstrukten, sollte ein
Ldsungsansatz mit Hilfe des I6slichen Teils der mykobakteriellen Rv1625c gefunden
werden. Die bakterielle AC sollte so mutiert werden, dass sie sowohl als
heterodimeres Modell einer Mammalia-AC dienen, als auch durch Gso* stimuliert
werden kann. Eine Regulation durch G-Proteine ist in Bakterien unbekannt. Da sich
Rv1625c und Mammalia-ACn sehr &ahnlich sind, kdnnten mit Rv1625c als Modell
Probleme bei der Expression von Mammalia-ACn in Bakterien behoben werden.
Beispielsweise lieBen sich Schlusselstellen in der Sequenz durch diejenigen der
bakteriellen AC austauschen und die Expression so erleichtern.

Das Ziel, die l6slichen Teile von Rv1625c in ein Heterodimer umzuwandeln, konnte
mit zwei verschiedenen Mutantenkombinationen erreicht werden (Rv1625c-C1 und
Rv1625c-C2-A bzw. —C2-B). Wie beim Vorbild der I6slichen katalytischen Mammalia-
AC Domaéanen waren die Untereinheiten allein inaktiv, wahrend Rv1625c-C1/-C2-A
bzw. Rv1625c-C1/-C2-B Aktivitat zeigten (Tesmer et al., 1997; Whisnant et al., 1996;
Yan et al., 1996). Die hier verwendeten Rv1625c-C1/-C2-Varianten sind mit den
entsprechenden ASn aus Mammalia-ACn ausgestattet worden, wéhrend in friiheren
Versuchen Rv1625c-C1l- und —C2-Untereinheiten durch Mutation der katalytischen
ASn (D256, D300, N372, R376) zu Ala entstanden (Linder et al., 2004a). Das
Auftreten von Dimeren im Western Blot bei allen Rv1625c-Varianten inklusive des
unveranderten, ldslichen ,Wildtyps“, zeugt von einer grol3en Affinitdt der
Untereinheiten, sodass sich funktionsfahige Einheiten zusammenfanden. Dies ist ein
Vorteil im Vergleich mit den zuvor getesteten I6slichen Mammalia-AC-Untereinheiten.
Es konnte bislang keine Ursache fur die Dimerbildung im Western Blot gefunden
werden, da sich in der Sequenz keine Cysteine befinden und die Proben vor dem
Auftragen erhitzt wurden.

Da Heterodimere bestehend aus verschiedenen Rv1625c-C1 Varianten und
Mammalia-AC C2-Untereinheiten und umgekehrt bislang keine AC-Aktivitat
aufwiesen (Linder et al., 2004a), wurden weitere Mutationen in Rv1625c-C1 und
—C2-A eingefiihrt, um eine hohere Ubereinstimmung mit Mammalia-ACn zu erzielen.
Mit dem Versuch der Umwandlung der Rv1625c-Untereinheiten in Gso* regulierte
Konstrukte wurde Neuland betreten. Auf Grund der starken Ahnlichkeit in Sequenz
und vorhergesagter Struktur zwischen Rv1625c und Mammalia-ACn scheint dieses
Ziel moglicherweise erreichbar. Es muss beachtet werden, dass Gsa die schwach

aktiven Mammalia-AC-Untereinheiten in einer optimalen Position stabilisiert und
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dadurch aktiviert (Tesmer et al., 1997). Im Gegensatz dazu ist Rv1625c hoch aktiv
und es ist ungewiss, ob eine Stimulation durch Gsa erreicht werden kann, da die
Ausrichtung der Untereinheiten zueinander schlicht nicht verbessert werden kann.
Vor allem mit Hilfe der Struktur des ACV C1/ACIl C2 Heterodimers waren
Bindestellen zwischen Mammalia-ACn und Gsa sichtbar und wurden auf
entsprechende Stellen im Rv1625c-Heterodimer Ubertragen (Tesmer et al., 1997).
Zur Vermeidung aufwendigen Titrierens der beiden Untereinheiten im AC-Test
wurden alle Rv1625c-C1 und -C2-A Konstrukte gelinkert, um die lokale
Konzentration im Test zu erhéhen. Obwohl einige der mutierten Rv1625c-Konstrukte
eine bislang nicht signifikante Stimulation durch Gso* aufwiesen, waren die Werte
immer noch gering im Vergleich mit der getesteten Stimulation im Gesamthirn der
Maus. Es zeigte sich jedoch entgegen der Beflrchtung, dass selbst hoch aktive
Konstrukte eine Gsa*-Stimulation aufwiesen. Moglicherweise ist der Effekt &hnlich wie
in Mammalia-ACn und der aktive Zustand wird durch Gso* weiter stabilisiert (Tesmer
et al., 1997). Besonders bei Konstrukten mit mehreren Mutationen war nur eine
Hemmung feststellbar, die bei hoherer Gsqa*-Konzentration sogar verstarkt wurde.
Vermutlich wirken sich die unterschiedlichen Mutationen zu stark auf die Struktur
aus, sodass Gso* nicht mehr binden kann. Aul3erdem ware es mdoglich, dass bei
einem Uberangebot an Gsq* auch die Bindestelle fiir die inhibierende a-Untereinheit
des heterotrimeren G-Proteins (Gia) besetzt wird, was in der Hemmung resultiert. Gsa
und Gia sind sich in der Sequenz sehr &hnlich (Anhang 8) und besetzen
wahrscheinlich gegenlberliegende Bindestellen im C1/C2-Heterodimer von
Mammalia-ACn (Dessauer et al., 1998).

Die Versuche gestalteten sich als schwierig, da keine Mindestanzahl an bendétigten
Gsa-bindenden ASn bekannt ist. Aus den Versuchen ergab sich bislang noch kein
Muster, das auf zwingend noétige Mutationen schlieBen lie3. Manche Mutationen
zeigten eine Hemmung durch Gso*, was jedoch in Kombination mit anderen
Mutationen in Stimulation ge&ndert wurde. Selbst das Einfugen maoglichst vieler
Mutationen fir eine gute Anpassung an Mammalia-ACn fihrte entgegen der
Erwartung eher zu einer Hemmung durch Gso*. Mit den hier getesteten Mutanten
konnte noch nicht geklart werden, wie die Struktur des Rv1625c-Heterodimers
verandert werden muss, um den Unterschieden in Mammalia-C1 und —C2 gerecht zu
werden. Somit muss jede mdgliche Mutation in den Rv1625c-Konstrukten einzeln
und in Kombination mit anderen getestet werden. Erschwerend kommt hinzu, dass
jede neu eingefligte Mutation die Struktur des jeweiligen Konstrukts
unvorhergesehen beeinflussen kann und sich Aktivitat und Stimulierbarkeit
verdndern. Dadurch erhdht sich der Versuchsaufwand enorm. Daher ist es fir
weitere Experimente sinnvoll, auf computergestitzte Rechenmodelle auszuweichen,
welche die geplanten Konstrukte mit Datenbanken abgleichen und die zu erwartende
Struktur mit realen Proteinen abschatzen. Nach der Auswertung mit verschiedenen
Programmen erhédlt man eine Art Verwandtschaftsbeziehung der eingespeisten
Konstrukte zu bekannten ACn aus der Datenbank (Cluster-Analyse). Verschieben
sich durch die eingefligten Mutationen diese ,Verwandtschaftsgrade“ weg von den
mykobakteriellen ACn hin zu Mammalia-ACn, ist zwar noch keine Garantie fir
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Aktivitat und Stimulierbarkeit durch Gsoa* gegeben, aber zumindest lasst sich die
Anzahl der zu testenden Konstrukte etwas beschranken. Bioinformatik ist daher als
Schlussel anzusehen, um die ungeheure Menge an gesammelten Daten optimal zu
verwerten und fur eine zielgerichtete Forschung anzuwenden.

Bei einer Kristallstruktur handelt es sich um eine Momentaufnahme eines fixen
Zustandes. Werden weitere Kristalle analysiert, kann sich ein anderes Bild ergeben
und es ist moglich, dass manchen Gsa bindenden ASn keine so hohe Bedeutung
zukommt, wie urspringlich angenommen. Deshalb ist es unverzichtbar, fir folgende
Konstrukte mehr Strukturdaten einflieBen zu lassen. An diesem Projekt wurde
deutlich, wie komplex die Untereinheiten miteinander interagieren und welche
Auswirkungen unterschiedliche Mutationen haben kénnen. Sind nur wenige ASn von
Mutationen betroffen, wird dies gelegentlich vom Protein toleriert. So konnte eine
I6sliche ACIX so mutiert werden, dass eine Forskolinstimulation erfolgte (Yan et al.,
1998). Ahnliche Versuche, Rv1625c¢ durch Mutation mit FSK zu stimulieren, schlugen
bislang fehl (Linder et al., 2004a). Es zeigte sich prinzipiell, dass eine (bislang noch
mafiige) Stimulation durch Gso«* von Rv1625c-Konstrukten mdglich ist und eine
Optimierung der Versuche nicht ohne bioinformatische Analysen am Computer zu
bewaltigen ist. Trotz der starken Ahnlichkeit zwischen Rv1625¢ und Mammalia-ACn
bestehen viele Unterschiede, die das Protein an den jeweiligen Organismus
anpassen und nicht Ubertragen werden konnen.

Die bisher gesammelte Datenlage reicht noch nicht aus, um Verbesserungen fur die
CgsS-Mammalia-AC-Konstrukte vorschlagen zu kénnen. Die Rv1625c-Konstrukte
konnen erst als zuverlassiges Mammalia-AC-Modell dienen, wenn die Gsa*-
Stimulation besser ist. Die Vermutung liegt nahe, dass auch die C-Helix
moglicherweise in der Gso-Bindung eine Rolle spielt, da Gsa auch an den N-
terminalen Bereich der C1 bindet (Tesmer et al., 1997). Einen Hinweis darauf lieferte
die L227P Mutation, da sich diese AS in der C-Helix befindet. Studien hatten
gefunden, dass diese Mutation in ACV C2 zu einer reduzierten Stimulierbarkeit durch
Gsa fUhrte (Zimmermann et al., 1998). Die hier erhaltenen Ergebnisse zeigten das
umgekehrte Bild, namlich dass die L227P Mutation in C2 zu einer Stimulation durch
Gsa* fUhrte, wahrend eine Stimulation mit der Mutation in Cl1 oder in beiden
Untereinheiten nicht nachweisbar war. Wahrscheinlich gibt die L227P Mutation in C1
den Ausschlag, denn C1[P]-C2 und C1[P]-C2[P] sind sowohl ahnlich aktiv als auch
nicht stimuliert. Warum diese Position nur in C1 eine Rolle spielt, wurde nicht geklart.
Im Gegensatz zu Mammalia-ACn ist die C-Helix der Rv1625c-Untereinheiten
identisch. Um Auswirkungen der C-Helix naher zu untersuchen, konnte
beispielsweise in spateren, optimierten Rv1625c-Konstrukten deren C-Helix gegen
diejenige von verschiedenen Mammalia-ACn ausgetauscht werden.
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5 Zusammenfassung

Membranproteine sind als Rezeptoren oder lonenkanale entscheidende Bestandteile
der Zelle. Bislang konnte nur bei einem Bruchteil der Membranproteine die Struktur
entschlusselt werden. Das Hauptproblem bei der Strukturaufklarung von
Membranproteinen ist nach der Uberexpression der Proteine deren Solubilisation in
einem aktiven und regulierbaren Zustand. Es gibt verschiedene Methoden der
Solubilisation, von denen einige an den chiméren Konstrukten Tsr-HAMPts-Rv3645
und Tsr-HAMP3645-Rv3645 ausprobiert wurden. Die Chimaren wurden gegenuber
dem Holoenzym der AC bevorzugt, da diese Konstrukte nur zwei TMs als
Membrananker enthielten und die Funktion des Rezeptors durch Regulation mit Serin
Uberprufbar war.

In Vorversuchen sollte der Tsr-Rezeptor durch Bildung moglicher Salzbriicken
zwischen gezielten Mutationen stabilisiert werden. Die Versuche erfolgten in
Anlehnung an Tar. Die Mutationen A16K und G19K hatten Auswirkungen auf die
Gesamtstruktur der Chimare. Bei A16K sank die Aktivitat auf ca. 40 pmol cAMP:-
mg1-mint unter Erhalt der Serinregulation. Bei G19K war bei einer Aktivitat von ca.
250 pmol cAMP-mg*-min? keine Regulation mehr messbar. Bis auf die regulierte
A16K/V203E-Mutante zeigten alle weiteren Mutationen, die zur Ausbildung einer
Salzbriucke zwischen TM1 und TM2 gedacht waren (V17E/G19K, G19K/V202E,
G19K/VV203E, V17E/G19K/W194R/V203E, G19K/L204E), nur geringe Aktivitat ohne
Serinregulation.

Eine weitere Mdglichkeit, die Solubilisation zu erleichtern, war das Einfligen
hydrophiler Reste in den TM2-Bereich von Tsr. Die Mutationen A192S/L196Q/F208S
wurden vom Protein toleriert (ca. 2 nmol cAMP-mg?*-mint, 70% Hemmung 1 mM
Serin). Mit  dem weiteren Einflgen geladener  ASn bei der
[A192S/W194R/L196Q/M200K/F208S]-Mutante wurde das Konstrukt nicht reguliert
und die Aktivitat nahm stark ab (ca. 22 pmol cAMP-mg*-min-t).

Das Einfligen des T4L* als Fusionsdomane in Tsr sollte die Solubilisation erleichtern.
TAL* sollte die hydrophile Oberflache im Konstrukt vergré3ern und interne Flexibilitat
vermindern. Als Membranpréparation hatte das Konstrukt T4L-Tsr-HAMP1s-Rv3645
verminderte Aktivitat, die Regulation blieb erhalten (ca. 840 pmol cAMP-mg*-min-,
78% Hemmung 1 mM Serin). Das zweite Konstrukt TM1ts-T4L-Tsr-HAMPTs-Rv3645
war hingegen kaum aktiv und unreguliert.

Mit den Fusionsproteinen YaiN und YbeL wurden acht verschiedene
Expressionskassetten konstruiert. YaiN und YbeL sind zwei hydrophile Proteine, die
das Herauslosen von Proteinen aus der Membran positiv beeinflussen sollen. Das
aktivste Konstrukt N-YbeL (ca. 11 nmol cAMP-mg*-min?, 90% Hemmung 10 mM
Serin) wurde mit 1% Brij58 solubilisiert, wobei nach der Reinigung des Konstrukts nur
noch eine Aktivitat von ca. 2 nmol cAMP-mg*-min- bei 22%iger Hemmung durch 10
mM Serin Ubrig war.

Mit der Etablierung eines zellfreien Expressionssystems sollten Tsr-HAMP1s-Rv3645
und Tsr-HAMPs645-Rv3645 direkt in einer detergenshaltigen Losung exprimiert
werden. GFP als Fusionsprotein diente der direkten Kontrolle. Mit Verwendung
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unterschiedlicher Detergenzien (Brij35, Brij58, Brij78, Brij98, Digitonin, Ci2Es, DDM,
MNG-3) gelang der Nachweis von Proteinen im Uberstand der Reaktion (Western
Blot). Die Basalaktivitaten der geldsten Proteine waren allerdings auf3erst gering, die
Regulation war verloren.

Membrangebundene ACn finden sich sowohl in Pro- als auch in Eukaryoten. Es gibt
Hinweise, dass es sich bei den Membranankern um Rezeptoren handeln konnte. Der
guorum sensing Rezeptor CgsS und die beiden katalytischen Domanen C1 und C2
der Mammalia-ACn sollten zu regulierbaren Chiméaren verknupft werden. Die
Konstrukte wurden entweder fusioniert oder geteilt exprimiert (CqsS-C1/CgsS-C2),
die VerknUpfungspunkte zwischen CqgsS und den katalytischen Untereinheiten
wurden variiert und der codon usage der hACII wurde an den Expressionsstamm E.
coli angepasst. Trotz aller Bemihungen blieben die Basalaktivititen sehr gering
(zwischen 30-100 pmol cAMP-mg*-min-1). Nur in einzelnen Konstrukten konnte eine
schwache Regulation durch den Liganden CAI-1 und teilweise Stimulation durch Gsa*
festgestellt werden. Lo6sliche Konstrukte bestehend aus den katalytischen
Untereinheiten hACIl C1 und C2 ohne CqgsS-Rezeptor zeigten bislang keine
Stimulation durch Gso* oder FSK.

Da sich die Expression der Mammalia-ACn als problematisch erwies, sollte die
mykobakterielle AC Rv1625c zu einem entsprechenden Modellsystem umfunktioniert
werden. Bei Rv1625c handelt es sich um die Hélfte einer Mammalia-AC. Durch die
Mutationen Nz72T/R376H entstand Rv1625c-C1l und durch D256S/D300S/S301T bzw.
D256S/D300S Rv1625¢c-C2-A bzw. —B nach Vorbild der beiden katalytischen Domanen
von Mammalia-ACn. Beide Untereinheiten zeigen nur bei gemeinsamer Zugabe im
AC-Test Aktivitdt. Es wurden zuséatzliche Mutationen in das Linkerkonstrukt RV-1
eingefuhrt, um eine Gso*-Stimulation zu bewirken. Die Mutationen befanden sich
entsprechend publizierter Strukturdaten sowohl im Bereich von C1 als auch von C2
und wurden je nach Konstrukt verschieden miteinander kombiniert. Die Konstrukte
zeigten teils Hemmung, teils eine geringfligige Stimulierung durch verschiedene Gsa*-
Konzentrationen (maximale Stimulation 33% mit 1,2 uM Gso* bei RV-22). Nach den
bisherigen Untersuchungen war noch kein Muster fur zwingend nétige ASn fir eine
Gsa*-Stimulierung erkennbar.
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6 Anhang

Datenbanken und Bioinformatik:

NCBI http://ncbi.nim.nih.gov/

SMART http://smart.embl-heidelberg.de/

EMBOSS  http://ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_backtranseq/
Quick2d http://toolkit.tuebingen.mpg.de/

PrimerX http://bioinformatics.org/primerx/cgi-bin/DNA_1.cgi

Zugangsnummern:
Tsr gi: 400233
Rv3645 gi: 395140502
Rv1625c gi: 614134238
ACII (Ratte) gi: 13591906

ACV (Kaninchen) gi: 130491813
ACIl (Mensch) gi: 115387102

CgsS gi: 167009128
CyaG gi: 209524220
Gsa (Mensch, kurz) gi: 52000961
Gia (Mensch) gi: 33946324
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Anhang

Anhang 1

Single amino acid changes in TM2 of Tsr
(data of Jin Chen, graduate student in Parkinson lab, 27-Sep-91)
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Datengrundlage zur Bildung von Chimaren mit Insertion hydrophiler Reste in die zweite

Transmembranhelix von Tsr-HAMPrs-Rv3645. Daten wurden von J. S. Parkinson zur Verfligung
gestellt.
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Anhang 2

CM-1:
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAQQERLLLSVLPRHVAMEMKADINAKQEDMMFHKIYIQKHDNVSILFADIE
GFTSLASQCTAQELVMTLNELFARFDKLAAENHCLRIKILGDCYYCVSGLPEARADHAHCCVEMGMDMIEAISLVR
EVTGVNVNMRVGIHSGRVHCGVLGLRKWQFDVWSNDVTLANHMEAGGKAGRIHITKATLNYLNGDYEVEPGCG
GERNAYLKEHSIETFLILRCT;
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFEMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIALNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEF
YTESDVNKEGLECLRLLNEIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAIPSQEHAQEPERQYMHIGTMVEF
AYALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLILQTL
GYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNLAS

CM-2:
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSEMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATEFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAQQERLLLSVLPRHVAMEMKADINAKQEDMMFHKIYIQKHDNVSILFADIE
GFTSLASQCTAQELVMTLNELFARFDKLAAENHCLRIKILGDCYYCVSGLPEARADHAHCCVEMGMDMIEAISLVR
EVTGVNVNMRVGIHSGRVHCGVLGLRKWQFDVWSNDVTLANHMEAGGKAGRIHITKATLNYLNGDYEVEPGCG
GERNAYLKEHSIETFLILRCTQKRKEEK;
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSEMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIALNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEF
YTESDVNKEGLECLRLLNEIADFEDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAIPSQEHAQEPERQYMHIGTMVEF
AYALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLILQTL
GYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNLAS

CM-3:
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFEIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIALNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEF
YTESDVNKEGLECLRLLNEIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAIPSQEHAQEPERQYMHIGTMVEF
AYALVGKLDAINKHSENDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLILQTL
GYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNLAS

CM-4:
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSEMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATEFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAQDTCNCIKSRIKLEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAG
QMENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSG
LPISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGG
VPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMT
RYLESWGAAKPFAHLHHRDSMTTENGKISTTDVPMGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQ
WLKSEDIQRISLLFYNKVLEKEYRATALPAFKYYRSMDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPY
ENLPLRILCSVLFEGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQVVTTLCLPCEFFYMLLMNNWSNVWVMSEMSAIFLHILLVHITS
VMFVQTFVGIGLATEFAWVAQGFHLELTMDWTHVPIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIANK FKKEREEIETME
NLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIIADFDDL
LSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHSQEPERQYMHIGTMVEFAFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGIN
HGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLVLQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNT
EMSRSLSQSNVAS
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Anhang 2 (Fortsetzung)

CM-5:
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIADTCNCIKSRIKLEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQ
MENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSGL
PISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGG
VPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMT
RYLESWGAAKPFAHLHHRDSMTTENGKISTTDVPMGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQ
WLKSEDIQRISLLFYNKVLEKEYRATALPAFKYYRSMDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPY
ENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQVVTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSEMSAIFLHILLVHITS
VMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHVPIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIANKFKKEREEIETME
NLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIADFDDL
LSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHSQEPERQYMHIGTMVEFAFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGIN
HGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLVLQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNT
EMSRSLSQSNVAS

CM-6:
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFEIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQMENTNNFHNLYVKRHT
NVSILYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSGLPISLPNHAKNCVKMGLD
MCEAIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGGVPGRVHISSVTLEHLNGA
YKVEEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMTRYLESWGAAKPFAHLHH
RDSMTTENGKISTTDVPMGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQWLKSEDIQRISLLFYNKVL
EKEYRATALPAFKYYRSMDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRN
RTPFEWRGFLPAYYQVVTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAW
VAQGFHLELTMDW THVPIFLFIYLEGNLCYFRNQVEHEAKVSIALNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQS
YDCVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEH
SQEPERQYMHIGTMVEFAFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDST
GVLDKIQVTEETSLVLQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS

CM-7:
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSEMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATEFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAQDTCNCIKSRIKLEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAG
QMENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSG
LPISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGG
VPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMT
RYLESWGAAKPFAHLHHRDSMTTENGKISTTDVPMGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQ
WLKSEDIQRISLLFYNKVLEKEYRATALPAFKYYRSMDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPY
ENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQVVTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITS
VMFVQTFVGIGLATEFAWVAQGFHLELTMDWTHVPIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAKNKFKKEREEIETM
ENLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIADFDD
LLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHSQEPERQYMHIGTMVEFAFALVGKLDAINKHSFNDFEKLRVGIN
HGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLVLQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNT
EMSRSLSQSNVAS
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CM-8:
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAQDTCNCIKSRIKLEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAG
QMENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSG
LPISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGG
VPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMT
RYLESWGAAKPFAHLHHRDSMTTENGKISTTDVPMGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQ
WLKSEDIQRISLLFYNKVLEKEYRATALPAFKYY;
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAKNK FKKEREEIETMENLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSY
DCVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHS
QEPERQYMHIGTMVEFAFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTG
VLDKIQVTEETSLVLQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS

CM-9:
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFEIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIADTCNCIKSRIKLEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQ
MENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSGL
PISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGG
VPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMT
RYLESWGAAKPFAHLHHRDSMTTENGKISTTDVPMGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQ
WLKSEDIQRISLLFYNKVLEKEYRATALPAFKYY;
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSEMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIANKFKKEREEIETMENLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYD
CVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHSQ
EPERQYMHIGTMVEFAFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVL
DKIQVTEETSLVLQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS

CM-10:
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQMENTNNFHNLYVKRHT
NVSILYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSGLPISLPNHAKNCVKMGLD
MCEAIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGGVPGRVHISSVTLEHLNGA
YKVEEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMTRYLESWGAAKPFAHLHH
RDSMTTENGKISTTDVPMGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQWLKSEDIQRISLLFYNKVL
EKEYRATALPAFKYY;
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIALNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEF
YTESDVNKEGLECLRLLNEIIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHSQEPERQYMHIGTMVEF
AFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLVLQTL
GYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS
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CM-11:
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQMENTNNFHNLYVKRHTNVSI
LYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSGLPISLPNHAKNCVKMGLDMCE
AIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGGVPGRVHISSVTLEHLNGAYKV
EEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMTRYLESWGAAKPFAHLHHRDS
MTTENGKISTTDVPMGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQWLKSEDIQRISLLFYNKVLEKE
YRATALPAFKYY;
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQIETMENLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEFYTES
DVNKEGLECLRLLNEIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHSQEPERQYMHIGTMVEFAFAL
VGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLVLQTLGYT
CTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS

CM-12:
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFEIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAQDTCNCIKSRIKLEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAG
QMENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSG
LPISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGG
VPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRP;
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSEMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATEFFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAKNK FKKEREEIETMENLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSY
DCVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHS
QEPERQYMHIGTMVEFAFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTG
VLDKIQVTEETSLVLQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS

CM-13:
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEFEKRQOQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQMENTNNFHNLYVKRHTNVSI
LYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSGLPISLPNHAKNCVKMGLDMCE
AIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGGVPGRVHISSVTLEHLNGAYKV
EEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRP;
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV
VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV
PIFLFIYLFGNLCYFRNQIETMENLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEFYTES
DVNKEGLECLRLLNEIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHSQEPERQYMHIGTMVEFAFAL
VGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLVLQTLGYT
CTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS
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hACII Cla:
QDTCNCIKSRIKLEFEKRQOQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIQRLQGPKAGQMENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIV
GFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSGLPISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVR
DATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGGVPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDG
DIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRP

hACII Clab:
QDTCNCIKSRIKLEFEKRQOERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQMENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIV
GFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSGLPISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVR
DATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGGVPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDG
DIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMTRYLESWGAAKPFAHLHHRDSMTTEN
GKISTTDVPMGQHNFOQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQWLKSEDIQRISLLFYNKVLEKEYRATAL
PAFKYY

hACII C2:
KNKFKKEREEIETMENLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGL
ECLRLLNEIIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHSQEPERQYMHIGTMVEFAFALVGKLDAIN
KHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLVLQTLGYTCTCRGIINV
KGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS

hACII Cla-Linker-hACIl C2:

QDTCNCIKSRIKLEFEKRQOERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQMENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIV
GFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSGLPISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVR
DATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGGVPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDG
DIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPTRAAGGPPAAGGLEKNKFKKEREEIETMENLNRVLLENVLPAH
VAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTI
GSTYMAATGLSAVPSQEHSQEPERQYMHIGTMVEFAFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKP
QYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLVLQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS

hACII Clab-Linker-hACII C2:
QDTCNCIKSRIKLEFEKRQOQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQMENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIV
GFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSGLPISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVR
DATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGGVPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDG
DIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMTRYLESWGAAKPFAHLHHRDSMTTEN
GKISTTDVPMGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQWLKSEDIQRISLLFYNKVLEKEYRATAL
PAFKYYTRAAGGPPAAGGLEKNKFKKEREEIETMENLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVM
FASIPDFKEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHSQEPERQY
MHIGTMVEFAFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVT
EETSLVLQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS

Vollstdndige Sequenzen der getesteten CqsS-Mammalia-AC Konstrukte (CM-1 bis CM-13) bzw. der
I8slichen Mammalia-AC Konstrukte. CM-1 bis CM-3 enthalten ACV C1 aus Kaninchen und ACII C2
der Ratte; CM-4 bis CM-13 enthalten die synthetisierte hACII, ebenso wie die I6slichen Einzel- und
gelinkerten Doméanen. Der Beginn der C-Helix ist in der jeweiligen Untereinheit unterstrichen.
Verknupfungspunkte zwischen CqsS und den Mammalia-ACn bzw. eine Sequenzverlangerung in CM-
2 sind fett hervorgehoben. Die Verknupfung in den Fusionskonstrukten CM-4 bis CM-7 bzw. der Linker
in hACII Cla(b)-Linker-hACIl C2 sind kursiv dargestellt.
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50

HDAIRKVYQYREPNLSLUEWHGFIGFPIYYI?WEFHFPQPYENLPLRILCSULFFGIIYRNRTPEEWRGELPAYYQUUTT

55 PSIERED

55 JHNET

55 Prof (Ouali)
55 Prof (Rost)

CC Coils

THM HMMTOF ~ ———————————m e +++++++++_ ——————————

TM PROF (Rost) +++++++++++++++++ __________________________________________
TM DHOBIUS

SB PREDISI

SE DHOBIUS

DO IUERED
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| | | | | | | |
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55 JNET
55 Prof (Qu=li)
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| | | | I | | |
LEGNLCY P RN OVEHE LKV S TR HEHIMELE oo TY O D TCNC IK SR IKLEFERROOERLLLS LLPAHT AMEMERETTORLOG

55 BSIERED
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CHOBRIUS 00 B — e
5S¢ EREDISI

5P PHOBIUS

D IUPRED

el

Vorhersage moglicher Sekundarstrukturen (z.B. a-Helices, 3-Faltblatter, coiled coils) in der Sequenz
von CgsS-hACIl Clab in Quick2d mit verschiedenen Algorithmen. Besondere Aufmerksamkeit gilt
dem Auftreten von coiled coils (cc), mehreren a-Helices, die in superhelicaler Struktur umeinander
gewunden sind. Fur CgsS-hACII Clab wurde kein cc ermittelt. Im Gegensatz dazu zeigt sich am Ende
von C1b ein cc, wenn die AS-Sequenz fir CqsS-hACII Clab riickwérts, mit der letzten AS beginnend,
eingegeben wurde (Anhang 4). Der mogliche Gegenpart fir dieses cc wurde fur CqsS-hACII C2 am
Verknuipfungspunkt von CgsS mit der hACII ermittelt (Anhang 5).
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Rv1625c-C1
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGV

Rv1625c-C2-A
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVA
ADPGEVRGAEPRTAGV

Rv1625c-C2-B
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGSSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVA
ADPGEVRGAEPRTAGV

RV-1
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE
ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALD
MTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKD
DFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGVY

RV-2
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNFHNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLD
RLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGP
VVAGVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRK
VAADPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADK
YDEASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADF
ALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYER
LKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

RV-3
DTARAEAVMEAEHDRSEALLASMLPASIAERLKEPERNFHNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLD
RLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGP
VVAGVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGYMRTWYLIGRK
VAADPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADK
YDEASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADF
ALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYER
LKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV
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RV-4
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERIFHNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDR
LYSAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPV
VAGVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKV
AADPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKY
DEASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADFA
LDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERL
KDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

RV-5
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERIFHNIIAERLKEPERNFHNIIADKYDEASVLFADIVGFTER
ASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPR
GNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVK
GKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASI
AERLKEPERNIIADKYDEASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGV
PRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTD
SVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

RV-6
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFEVEPGCGGERNAYLKEHSMRTWYLIGR
KVAADPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIAD
KYDEASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALAD
FALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYE
RLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGVY

RV-7
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMPPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE
ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALD
MTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKD
DFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

RV-8
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMPPASIAERLKEPERNIIADKYDE
ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALD
MTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKD
DFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

RV-9
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMPPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMPPASIAERLKEPERNIIADKYDE
ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALD
MTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKD
DFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV
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RV-10
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE
ASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALA
DFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVY
ERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

RV-11
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE
ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLNELYSDFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALD
MTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKD
DFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

RV-12
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE
ASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPADLVRFLNELYSDFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALA
DFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVY
ERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

RV-13
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE
ASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPAECVRFLNELYSDFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALA
DFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVY
ERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

RV-14
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE
ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVSDQHFSGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADF
ALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYER
LKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

RV-15
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE
ASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPADLVRFLDRLYSAFDELVSDQHFSGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQ
ALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPD
EVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV
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RV-16
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE
ASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPADLVRFLNELYSDFDELVSDQHFSGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQ
ALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPD
EVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

RV-17
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE
ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQPKFHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADF
ALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYER
LKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

RV-18
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE
ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHKFSGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADF
ALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYER
LKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

RV-19
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE
ASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHKFSGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQ
ALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPD
EVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

RV-20
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE
ASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPADLVRFLNELYSDFDELVDQHKFSGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQ
ALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPD
EVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

RV-21
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE
ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALD
MTNVAAQLKDPSFNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKD
DFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV
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RV-22
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE
ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALD
MTNVAAQLKDHSFNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKD
DFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

RV-23
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE
ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALD
MTNVAAQLNDHSFNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKD
DFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

RV-24
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE
ASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPADLVRFLNELYSDFDELVDQHKFSGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQ
ALADFALDMTNVAAQLKDHSFNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPD
EVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

RV-25
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY
SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA
GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA
DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE
ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVNDSTYDKVGKTHTQALA
DFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVY
ERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

RV-26
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNFHNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLD
RLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGP
VVAGVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRK
VAADPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADK
YDEASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPADLVRFLNELYSDFDELVDQPKFHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPD
HTQALADFALDMTNVAAQLKDPSFNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQ
VPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVYMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV

RV-27
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERIFHNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDR
LYSAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPV
VAGVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKV
AADPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKY
DEASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPADLVRFLNELYSDFDELVDQHKFSGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDH
TQALADFALDMTNVAAQLKDHSFNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQV
PDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV
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RV-28
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERIFHNIIAERLKEPERNFHNIIADKYDEASVLFADIVGFTER
ASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPR
GNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFEVEPGCGGER
NAYLKEHSMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANM
LPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPAECVRFLNELYSDFDELVDQPKFHGLEKIKV
SGSTYMVVSGVNDSTYDKVGKTHTQALADFALDMTNVAAQLNDHSFNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYD
VWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEP
RTAGV

Vollstandige Sequenzen der getesteten Rv1625c-Untereinheiten einzeln oder als Linkerkonstrukte
(RV-1 bis RV-28). Der Beginn der C-Helix ist in der jeweiligen Untereinheit unterstrichen. Alle
enthaltenen Mutationen sind fett hervorgehoben. Der Linker zur Verknupfung der Rv1625c-C1 und
—C2 Untereinheiten ist kursiv dargestellt.
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Anhang 7
l:ransmentrane spans; TM1 C-hellx
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Alignment von Sequenzen von 16 ACI und 19 ACII Isoformen unterschiedlicher Tierarten (ACI: Affe,
Rind, Ente Frosch, Goldhamster, Haher, Huhn, Mensch, Maus, Mull, Orca, Schimpanse, Schnapper,
tasmanischer Teufel, Walross, Wellensittich; ACII: Alligator, Bartfledermaus, Rind, Hund, Felsentaube,
Halsbandschnépper, Mensch, Krallenaffe, Maus, Nashorn, Kaninchen, Ratte, Rhesusaffe,
Schnabeltier, Spitzmaus, Stockente, Weil3kehlammer, Wels, Wistenmaus). In den Boxen befindet
sich das ,horizontale® Alignment von 35 ACI und ACIl Sequenzen. Darunter sind die ,vertikalen®
Alignments der jeweiligen 16 ACI und 19 ACIl Sequenzen dargestellt. Auffallend ist die Konservierung
der katalytischen Doménen C1 und C2 in allen ACn, wahrend die Transmembrandoménen nur in der
jeweiligen AC-Isoform konserviert sind. Die Grautone stellen den Grad der Konservierung dar (weil3 =
nicht konserviert, schwarz = stark konserviert). Darstellung von J. E. Schultz.

i

16 ACI
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Anhang 8

Gsa :\eel.GNSKTEDQRNENERNORINANINKIEINOIOKINKEOV Y RA T HisumRRREINSHIC U COIINAN:/ NEANCIGGEMDPOA: 79
Gia :ME@TLSA--——-————- 1D IRSI KN T BRI LINHDEE AVANNYK T . T LGAGESGKSTIVKQMKT T HI SERMECK@GYKAV: 72
Gsa :A DGEKATKV@DIMKNNIBNEATET IV SNIFVPPVELANPENQFIRVD)ERESVIMNVPDIEIDE PPIYEYEH EIDEE@: 158
Gia :VY I-—- SIHTIATIRN———————— GRIBKIDFGDSARAIDAIRO LINARAGAAEEGAMTA -LAGV I Kip)SE: 135
Gsa :i IR S\ D@ AW INT DT IN BODLLRERVIET SGIAE T E OBV FIEME DVGGQRIBERRKW I [0]CHEACH,
Gia :|YQ RS NIB S Diny) P OODVLRINRVINTTGT HIST F K DIfHE K IINBVAEEIOIN SNl e : 214
Gsa :|[aNDVAVNEET/\SKE S NANVAYALRIZHBN (@) T OF/ALINL FINS TINNRWIRSNRESY T T.F LNK@D IR LAGKSKMEDMFIHNIN: 316
Gia :|3EGYAVNERICYT SD)EBIRVARL DT | IBIENMINLEDS T®NNKWIENBENS T T T, F' LN KIND L ji KKSPLTH-CM-1Z2®e: 201
Gsa :RYTWPIRDIATPEPGEDPRVT YEFIRDEFLRISTASGDGRHY CpPlaiuNes: EINENR DC QIRMHIBROYERL : 394
Gia :GSNiYIHE YIQCQFEDLNKIKDTINFE - —————————————— YERHF'T C AERD TN Viokdy AVT TIINNIAADCGIREF : 354
Alignment der stimulierenden (Gsq) und der inhibierenden (Gi«) a-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins des Menschen. Es besteht eine hohe Konservierung

zwischen beiden Untereinheiten. Beide binden jedoch an unterschiedlichen Stellen der katalytischen Doméanen der Mammalia-ACn. Die Graustufen zeigen den
Grad der Konservierung an (weif3 = nicht konserviert, schwarz = hoch konserviert).
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