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A FEinleitung

Hintergrund

Respiratorische Proteine haben ihren Ursprung im Prikambrium und entwickelten sich
zunichst in Lebewesen als Schutzmechanismus vor Oxidation, da sich durch das Aufkommen
photosynthetischer Bakterien die Atmosphire zunehmend mit Sauerstoft anreicherte (Van
Holde & Miller, 1995; Van Holde et al., 2001). Die ersten prokaryotischen Aerobier lernten
schnell die daraus entstandene effizientere oxidative Energiegewinnung als selektiven Vorteil
fur sich zu nutzen. Dabei war es durch die sauerstoftbindenden Proteine auch méglich, die
Transportkapazitit des Sauerstoffs in der Korperfliissigkeit im Vergleich zu rein physikalisch
gelostem Sauerstoff zu erhdhen. Diese Proteine liegen entweder frei geldst oder in Zellen
verpackt vor und lassen sich aufgrund der Atome in ihrem aktiven Zentrum in drei Gruppen
unterteilen: Himoglobine, Himerythrine und Himocyanine.

Himoglobine und Himerythrine binden Sauerstoff reversibel iiber ein komplexiertes Eisen
(IT)-Atom, das aktive Zentrum der Himocyanine beinhaltet zwei Sauerstoff bindende Kupfer
(I)-Atome (Hardison, 1996; Terwilliger, 1998; Weber & Vinogradov, 2001; Kurtz, 1992; Bailly
et al., 2008; Van Holde & Miller, 1996). Wihrend das Vorkommen der Himerythrine stets
intrazellular auf wenige Invertebraten beschrinkt ist und Himocyanine die vorherrschenden
Sauerstoffproteine der Arthropoden und Mollusken darstellen, sind Himoglobine in allen
Stimmen des Tierreiches zu finden (Kurtz, 1992; Bailly et al., 2008; Van Holde & Miller,
1996; Weber & Vinogradov, 2001).

Im Gegensatz zu den intrazelluliren, meist tetrameren Vertebraten-Himoglobinen weisen
die Invertebraten-Himoglobine eine enorme strukturelle Diversitit auf. Wihrend sie
intrazelluldr als Monomere, Dimere, Tetramere und selten auch als Polymere vorliegen,
bilden sie extrazelluldr stets grofle Quartirstrukeuren. Neben dieser Strukturvielfalt zeigen sie
auch eine erhebliche Variabilitit in ihren Sauerstoffbindungseigenschaften, welche sich direkt
auf den Lebensraum des jeweiligen Tieres beziehen lisst (Vinogradov et al., 1993; Bugge &
Weber, 1999; Weber & Vinogradov, 2001).

Dieindieser Arbeituntersuchte Posthornschnecke Biomphalariaglabratalebtinsauerstoffarmen
Gewissern, hier wird der Sauerstofftransport durch ein extrazellulir vorliegendes, multimeres

Himoglobin gewihrleistet (Bugge & Weber, 1999; Weber & Vinogradov, 2001).



2 Einleitung

Sie gehort innerhalb der Schnecken zu der einzigen Familie, die Himoglobin und nicht
Himocyanin als respiratorisches Protein verwendet (Read, 1966; Lieb et al., 2000; 2001;
2004; 2000). In der Himolymphe von B. glabrata stellt das Himoglobin das Hauptprotein
mit einem Anteil von, ca. 95% dar. Neben Spuren eines offenbar mutierten Himocyanins,
welches fiir den Sauerstofftransport keine Rolle zu spielen scheint, wurde in den restlichen
5% ein rosettenformiges Protein gefunden, dessen Funktion unklar blieb (A466. ) (Lieb et al.,
20006). In dieser Arbeit wurden Analysen sowohl zum Himoglobin, als auch zum Rosetten-
protein von B. glabrata durchgefiihrt.

Abb. 1 Elektronenmikroskopische Aufnahme der Himolympheproteine von B. glabrata.

Negativkontrastierung mit 2% Uranylacetat. Die Aufnahme zeigt vor allem das zum grofiten Anteil
in der Himolymphe vertretene Himoglobin (ca. 20nm Durchmesser). Blaue Umrandung, Aufsicht
auf ein Himocyanin Partikel (ca. 35nm Durchmesser). Gelbe Umrandung, Aufsicht auf ein Rosetten-

protein Partikel (ca. 22nm Durchmesser).



Einleitung 3

1  Das Himoglobin von Biomphalaria glabrata (BgHb)

Die Posthornschnecke B. glabrata lebt in stillen, hiufig austrocknenden Gewissern und ist
dort extremen Variationen in Sauerstoffkonzentration und Temperatur ausgesetzt (Jones,
1964). Das extrazellulire Himoglobin von B. glabrata gewihrleistet durch seine hohe Sauer-
stoffaffinitdt auch in extremen Habitaten eine optimale Sauerstoffversorgung (Grisolia & de
Freitas, 1985; Bugge & Weber, 1999). Das BgHb ist ein Glykoprotein mit einem Kohlen-
hydrat-Anteil von ca. 3% (Afonso et al., 1976) aus den Zuckern Hexose, Mannose, Galac-
tose, Fucose und Glucosamin (Almeida & Neves, 1974). Der humanpathogene Trematode
Schistosoma mansoni, welchem B. glabrata als Zwischenwirt dient, tarnt sich in der Schnecke
mit Oberflichenantigenen, welche diesen Glykanen dhneln (Dissous et al., 1986; Markl et
al., 1991; Kantelhardt et al., 2002). Aufgrund biochemischer Analysen ging man lange Zeit
davon aus, das sich das BgHb aus Polypeptidketten mit einer Molekiilmasse von 180kDa
zusammensetzt (Terwilliger et al., 1976; Arndt & Santoro, 1998; Arndt et al., 2003). Erst
die Sequenzierung der kompletten DNA-Sequenz von zwei BgHb-Untereinheiten deckte
die tatsichliche Molekiilmasse einer Polypeptidkette von 240kDa auf. Die Sequenzanalys-
en ergaben, dass sich jede der ca. 2000 Aminosduren (BgHb1, 2148 Aminosiuren; BgHb2
1765 Aminosiuren) langen Untereinheiten aus 13 Him-Dominen (BgHb1-a bis BgHb1-m;
BgHb2-a bis B¢Hb2-m) und einer N-terminalen nicht-Him-Domine zusammensetzt. Diese
“plug-Domine” ist mit einer Molekiilmasse von ca. 11 kDa kleiner als die ca. 17,5kDa groflen
Him-Dominen und beinhaltet drei Cysteine (Lieb et al., 2006), welche die Dimerisierung
zweier Untereinheiten iiber Disulfidbriicken ermoglichen (A466. 2). Ausgehend von dieser Di-
merisierung des Molekiils, welche schon durch Nascimento et al., 1982 nachgewiesen wurde,
gibt es zur Quartirstuktur mehrere Hypothesen. Einer zunichst vorgeschlagenen pentameren
Ringstrukeur (Arndt & Santoro, 1998) wurde spater durch SAXS-Daten (Small Angle X-Ray
Scattering) wiedersprochen, welche ein tetrameres Modell unterstiitzten (Arndt et al., 2003).
Hierbei sollten acht Polypeptidketten von 180kDa zu einer 4x2meren Struktur mit einer
D2-Symmetrie assoziieren. Im Gegensatz dazu steht eine 3D-Rekonstruktion, welche darauf
hinweist, dass die Quartirstruktur aus drei Untereinheiten-Dimeren (3x2mer) in einer D3-
Symmetrie gebildet wird (Lieb et al., 2006). Neueste Cryo-EM-Daten sprechen jedoch wied-
er fiir acht Untereinheiten in einer D2-Symmetrie (Stark & Markl, unveroffentlicht). Noch
unklar ist, ob sich dabei die Polypeptidketten des B¢gHb zu Homo- oder Hetero-Oligomeren
zusammenlagern. Des Weiteren konnte durch molekularphylogenetische Analysen gezeigt
werden, dass das Planorbiden-Hidmoglobin unabhingig von anderen Himoglobinen durch
wiederholte Genduplikationen und Fusionen eines Myoglobins entstanden ist. Vermutlich
evolierte das Himoglobin als eine Anpassung eines Planorbidenvorfahren an Sauerstoffknap-
pheit (Bugge & Weber, 1999; Lieb et al., 2006). Spuren eines mutierten, wenig effizienten
Himocyanins in der Himolymphe von B.glabrata legen nahe, dass dieses durch das hoch
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affine Himoglobin ersetzt wurde. Tatsichlich weist B. glabrata im Vergleich zu anderen Siiss-
wasserschnecken, welche Himocyanin als respiratorisches Protein verwenden, ein wesentlich
lingeres Tauchvermogen auf (Bugge & Weber, 1999).

In unserer Arbeitsguppe (Dissertation Diirr, 2008; Diplomarbeit Sarraf-Zadeh, 2007) wur-
den die gesamte Untereinheit von BgHb1 in Insektenzellen und verschiedene Segmente aus
BgHb2 in Bakterienzellen exprimiert. Durch die Messung von Sauerstoffbindungskurven
konnte gezeigt werden, dass einzelne BgHb2-Segmente Sauerstoff reversibel binden und eine
dem nativen Protein dhnliche Sauerstoffaflinitit aufweisen. Da es sich bei den exprimierten
Konstrukten um einzelne Him-Dominen (BgHb2-p, B¢Hb2-a) oder Segmente (BgHb2-p-g,
BgHDb2-h-m) handelte, konnte keine Kooperativitit nachgewiesen werden. Auch zur Abhin-
gigkeit der Sauerstoffaffinitit in Abhingigkeit des pH-Wertes war keine Ausssage zu treffen.

Abb. 2 Schematische Darstellung eines BgHb Untereinheiten-Dimers.

Die Darstellung zeigt die 13 globuliren Him-Dominen (a-m) und die N-terminal gelegene, klei-
nere Nicht Him-Domine (plug-Domine, p), welche iiber Disulfidbriicken zwei Polypeptidketten

zu einem Dimer verbindet.
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2 Das Rosettenprotein von Biomphalaria glabrata

Nach afhinititschromatographischer Aufreinigung der Himolympheproteine und elek-
tronenmikroskopischer Analyse der erhaltenen Fraktionen war neben dem in seiner Struktur
assymmetrisch anmutenden Himoglobin ein ca. 22nm grofles, aus zwei Ringen bestehe-
ndes, symmetrisches Molekiil zu sehen. Dies wurde zuvor auch bei anderen Mitgliedern der
Planorbiden beobachtet (Wood & Mosby, 1975; Terwilliger et al., 1976). Aufgrund seiner
dhnlichen Grofle wurde es zunichst als Himoglobin interpretiert (Terwilliger et al., 1976).
Da es aber weder ein typisches UV-Spektrum eines Proteins mit Pigment zeigte, noch im-
munlogisch mit dem Himoglobin verwandt war, wurde es als andersartig eingestuft und
Rosettenprotein (BgRp) genannt (Lieb et al., 2006). Nach affinitdtschromatographischer
Aufreinigung der Himolympheproteine zeigt der Hauptgipfel der Rosettenproteinfraktion
im SDS-Gel eine prominente Bande bei ca. 31kDa und eine viel schwichere Bande bei
ca. 25kDa. Die 31kDa Bande wurde ausgeschnitten, tryptisch gespalten und massenspek-
trometrisch untersucht. Dabei deutete sich eine Sequenzverwandtschaft mit Acetylcholin-
Bindeproteinen (AChBP) an, etwa von der Spitzschlammschnecke Lymnea stagnalis. Dieses
wasserlosliche Acetylcholin-Bindendeprotein wurde in L. stagnalis im Zentralnervensystem
entdeckt (Smit et al., 2001; Brejc et al., 2001) und daraufhin auch bei einigen anderen Gas-
tropoden, und kiirzlich bei dem marinen Anneliden Capitella teleta gefunden (Smit et al.,
2001; Brejc et al., 2001; Hansen et al., 2004; Celie et al., 2005; Huang et al., 2009; McCor-
mack et al., 2009). Die Sequenz dieser Homopentamere zeigte sich als eng verwandt zu der
ligandenbindenden Domine der nikotinischen Acetylcholin-Rezeptoren (nAChR) (4bb. 3),
welche zu der Cys-loop Superfamilie gehéren (Brejc et al., 2001; Smit et al., 2001).

Ahnlich der a_-Untereinheit der nAChR bildet das AChBP Homopentamere. Die fiinf Un-
tereinheiten liegen dabei aneinander und bilden in der Mitte eine zentrale Pore. Die Kon-
takt-, oder Grenzflichen zwischen den Untereinheiten bilden die aktiven Zentren und sind
somit fiir die Ligandenbindung verantwortlich. Sie werden von der “prinzipiellen Seite”
deren aromatische Aminosduren innerhalb der Cys-loop Familie strikt konserviert sind und
der in in der Aminosiuresequenz variabelen “komplementiren Seite” gebildet (Celie et al.,
2005). Diese geringe Konservierung scheint jedoch auch charakeeristisch fiir Mitglieder der
Cys-Loop Superfamilie und wird innerhalb dieser als Ursache fiir die verschiedenen Kanalof-
nungsmechanismen gedeutet. Gleichzeitig resultieren daraus aber auch unterschiedlichste Af-

finitdten zu einer Reihe von Liganden (Brejc et al., 2001; Celie et al., 2005).
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Abb. 3 Sequenzvergleich von Acetylcholin-Bindeproteinen (AChBP) wund der
Ligandenbindenden Domine nikotinischer Acetylcholinrezeptoren (nAChR).

(A) Ausschnitt aus einem Aminosiurealignment der AChBP mit den extrazelluliren Dominen des
humanen nAChR (alpha 4, alpha 7). Hoch konservierte Bereiche sind schwarz hinterlegt (100%),
weniger konservierte grau (80%). Disulfidbriicken, wie der Cys-Loop (C150-C165) sind rot geken-
nzeichnet. Aligniert mit Clustal (Gibson et al., 2010), bearbeitet mit Genedoc (Nicholas et al.,
1997). HdhAChBP, Haliotis discus hannai (EF565223); BtAChBP, Bulinus truncatus (CAC69294);
LsAChBPD, Lymnea stagnalis (AF364889); AcAChBD, Aplysia californica (AF322877); CtAChBP, Capi-
tella teleta (EY637248). Alpha 4 (AAAG4743) und alpha 7 (NM0007465), n-terminale extrazellulidre
Ligandenbindende Dominen des humanen nAChR.

(B) Schematische Darstellung der Strukturen eines AChBP und eines AChR (nach Smit et al., 2003).
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In Hinsicht auf die Funktion der AChBP in Mollusken wurden mehrere Hypothesen
aufgestellt. Da die Proteine von Gliazellen exprimiert und szeniert werden, um dort
freigesetztes Acetylcholin zu binden, wurde ihnen eine Rolle als Hemmstoff der neuronalen
Signaliibertragung zugeschrieben. /n vitro konnte diese Hypothese durch die Messung
der Signaltibertragung von Gliazellen umgebenen Nervenzellen bestitigt werden (Smit et
al., 2001). Demnach wird der Neurotransmitter Acetylcholin in den synaptischen Spalt
ausgeschiittet, was die Nervenzellen umgebenen Gliazellen dazu veranlasst das AChBP zu
szenieren, welches den Neurotransmitter bindet und somit die Neurotransmission inhibiert.
In vivo konnte jedoch nachgewiesen werden, dass sich die AChBP produzierenden Gliazellen
nicht im Bereich der Synapsen, sondern vielmehr in der Umgebung neuronaler Zellkérper
befinden. Demzufolge hitte das Protein dort eine regulierende Funktion nicht-synaptischer
Ubertragungen (Banks et al., 2009). Im Seeohr Haliotis discus hannai wurde ein AChBP
entdeckt, das dort die Schalenbildung reguliert. In der Perlmuschel Pinctada fucara sowie in
Haliotis discus hannai verhindert dieses “amorphe Calciumcarbonat Bindeprotein” (ACCBP)
das Ausfallen tberschiissigen Calciumcarbonats (Ma et al., 2007; Huang et al., 2009).
Das ACCBP wird von Gobletzellen des Mantels exprimiert und als Homodekamer in die
extrapalliale Flissigkeit zwischen Mantel und Schale sezerniert. Wie das AChBP finden sich
im ACCBP hochkonservierte Reste fur die Ligandenbindung und auch der charakteristische
Cys-Loop (Huang et al., 2009). Eine weitere biologisch relevante Eigenschaft des AChBP
scheint zu sein, Phytotoxine zu binden, was eine Art Schutzmechanismus algenfressender
Organismen darstellen kénnte (Bourne et al., 2010). Wie die ligandengesteuerten
Acetylcholinrezeptoren sind auch die wasserldslichen AChBP in der Lage, verschiedenste
Agonisten und Anagonisten selektiv zu binden (Brejc et al., 2001; Hansen et al., 2005).

Das Rosettenprotein von B. glabrata zeigte in einer in unserer Arbeitsgruppe angefertigten
3D-Rekonstruktion eine sehr ungewdhnliche Struktur. Es ist kein Pentamer, sondern ein

Dodekaeder aus 12 Pentameren mit demzufolge 60 Ligandenbindungstellen (A66. 4).
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A B

Rosettenprotein
Biomphalaria glabrata

AChBP

Lymnea stagnalis

Pentamer

Dodekaeder (12 Pentamere)

Abb. 4 Quartirstruktur des pentameren AChBP von Lymnea stagnalis und des
Rosettenproteins von Biomphalaria glabrata.

(A) Ansicht des AChBP von Lymnea stagnalis entlang der fiinf-zihligen Symmetrieachse (pdb-Code

1i9b). Die fiinf Monomere sind farblich hervorgehoben.

(B) Kryo-EM-Struktur (6A) des Rosettenproteins von B. glabrata (Saur et al., 2012). Ansicht entlang

einer der fiinf-zihligen Symmetrieachsen. Monomere des Pentamers sind unterschiedlich farblich

gekennzeichnet.
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3  Ziel der Arbeit

Im ersten Teil meiner Arbeit war mein Ziel, das Himoglobin von Biomphalaria glabrata
rekombinant zu exprimieren und biochemisch zu charakterisieren. Dabei waren die vollstidn-
digen Sequenzen von zwei Himoglobin-Untereinheiten (BgHb1, BgHb2) bereits bekannt
(Lieb et al., 2006) und es konnte fiir die Expression auf c-DNA Konstrukte zuriickgegriffen
werden, welche bereits in dem richtigen Eingangsvektor kloniert vorlagen (Diirr, 2008). Die
beiden BgHb-Untereinheiten sollten in einem stabilen System in Insektenzellen exprimi-
ert und aufgereinigt werden. Neben einem funktionellen Vergleich der rekombinanten Pro-
teine mit dem nativen BgHb war ein weiteres Ziel die Voraussetzungen fiir die Aufklirung
der Quartirstruktur zu schaffen, und rekombinantes BgHb in biologisch aktiver Form zu
exprimieren.

Im zweiten Teil meiner Arbeit sollte die cDNA- und Gensequenz des als Acetylcholin-Bin-
deprotein identifizierten Rosettenproteins ermittelt werden. Weiterfiihrend sollte das AChBP
von B. glabrata in E. coli Zellen exprimiert werden, um die rekombinanten Molekiile dann
nach Aufreinigung, funktionell sowie strukturell mit dem nativen Protein vergleichen zu
konnen. Nach meiner Entdeckung zweier Isoformen sollte zudem aufgeklirt werden, ob fiir

den Aufbau der Quartirstruktur beide Isoformen erforderlich sind, oder eine geniigt.
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1  Das Forschungsobjekt

1.1 Systematische Einordnung
Stamm Mollusca
Klasse Gastropoda
Unterklasse Orthogastropoda
Uberordnung Heterobranchia
Ordnung Pulmonata
Unterordnung Basommatophora
Familie Planorbidae
Gattung Biomphalaria
Art glabrara
Abb. 5 Biomphalaria glabrata
Foto: C. Kiihne
1.2 Lebensweise von B. glabrata

Die 1-2cm grof3e Stisswasserschnecke Biomphalaria glabrata bewohnt ruhige, pflanzenreiche
Gewisser in Tropen und Subtropen. Sie besiedelt dort bevorzugt ruhige oder auch langsam
flielende Gewisser. Durch erneutes Fluten finden Wieder- und Neubesiedlungen von
Lebensrdumen statt, bei denen sich die Tiere ihre hermaphroditische Lebensweise zu Nutze
machen. Als einzige Ausnahme innerhalb der Gastropoda ist die Familie der Tellerschnecken,
zuwelcher B. glabrata gehort, bekannt fiir die Verwendung von Himoglobin als espiratorisches
Protein, welches Thnen auch die typische rote Farbe verleiht. AuSerlich ist B. glabrata durch
ihr rotes, rechtsgewundenes, flaches Gehiuse von anderen Mitgliedern der Planorbidae
zu unterscheiden. Als Zwischenwirt des Pirchenegels Schistosoma mansoni, dem Erreger
der Tropenkrankheit Bilharziose, erlangte die Gattung Biomphalaria auch medizinische

Bedeutung.
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1.3 Herkunft, Hilterung und Priparation der Tiere

Die Versuchstiere wurden von einer Arbeitsgruppe der Universitit Gief§en {ibernommen und
in Siiflwasserbecken bei einer Temperatur von 20°C gehalten. Sie wurden 3-4 mal die Woche
geftittert und je nach Grofle in verschiedene Anzuchtbecken umgesetzt. Zur Priparation
wurden bis zu 2cm grof3e, adulte Tiere ausgewihlt, welche als erstes zur Betiubung auf Eis
gelegt wurden. Zur Gewinnung der Himolymphe wurde mit einer Kaniile der Fufd der Tiere
penetriert, um dann die auslaufende Kérperfliissigkeit mit einer Pipette abzusaugen. Adulte
Tiere, welche fiir RNA-Analysen verwendet wurden, wurden unmittelbar nach der ersten

Betdubung auf Eis in fliissigem Stickstoff eingefroren und dann bei -80°C aufbewahrt.

2  Chemikalien und Gerite

Simtliche in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden in Analysequalitit von den
Firmen Martin Mundo OHG (Mainz), Merck (Darmstadt), Roche (Mannheim), Roth
(Karlsruhe), und Sigma (Deisenhofen) bezogen. Petrischalen und Falcons wurden von Grein-
er (Heidelberg), 1,5 und 2ml Reaktionsgefifle von Brand (Wertheim), und 0,2ml PCR-
Reaktionsgefifle von Thermo Fisher Scientific (Schwerte) bezogen. Wigearbeiten wurden
mit Labor- und Analysewaagen der Firma Mettler (Giessen) durchgefiihrt. Fiir Zentrifuga-
tionsschritte wurden Tischzentrifugen der Firma Eppendorf (Hamburg; Modelle 5415R und
5424) verwendet. Groflere Volumina wurden einer Megafuge (1.0 R) von Heraeus (Fulda)
und in einer Sorvall (RC-5B) Zentrifuge von Du Pont Instruments (Bad Homburg) zentrifu-
giert. Wasserbader und Heizblocke stammten von der Firma Julabo (Seelbach), und Elektro-
phoresekammern samt Zubehér von der Firma Biotec Fischer (Reiskirchen). Messungen des
pH-Wertes wurden mit dem Digital-pH-Meter 646 der Firma Knick (Berlin) durchgefiihrt.
Photometrische Messungen wurden mit einem Biophotometer von Eppendorf (Hamburg)

vorgenomimen.
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3  Allgemeine Vorsichtsmafinahmen

Fiir alle molekularen und mikrobiologischen Arbeiten sowie fiir Arbeiten in der Zellkul-
tur wurden autoklavierte Gerite benutzt (120°C und 1 bar Uberdruck). Wenn erforderlich
wurden Puffer und Losungen mit entmineralisiertem, autoklavierten Wasser angesetzt. Fiir
das sterile Arbeiten in der Zellkultur wurden auch autoklavierte, sowie sterilfiltrierte Losun-
gen und Medien verwendet und bei jedem Arbeitsschritt, entsprechend der Einweisung in
steriles Arbeiten, durchgefithrt. Des Weiteren wurden bei allen Arbeitsschritten Latex Ein-
malhandschuhe und fiir Arbeiten mit Chemikalien wie Acrylamid, oder Ethidiumbromid
Nitrilhandschuhe getragen. Alle Anwendungen mit RNA, wurden unter dem Verbrauch von
bidestilliertem, mit 0,1% DEPC (Diethylpyrocarbonat) behandeltem Wasser, gestopften Pi-
pettenspitzen, sowie RNase freien Plastikwaren durchgefiihrt. Es wurde darauf geachtet, dass
Nukleinsiureldsungen und Enzyme immer gekiihlt, oder tiefgekiihlt aufbewahrt wurden und

sich somit nicht linger als nétig in ungekiihltem Zustand befanden.

4  Mikrobiologische Methoden

4.1 Bakterienstimme

* E. coli StrataClone™ SoloPack® Competent cells (Klonierungsbakterien, Agilent, Boblin-
gen).

e E. coli DH50™ (Klonierungsbakterien, Invitrogen, Darmstadt).

* E. coli BL21-AI"™ (Expressionsbakterien, Invitrogen, Darmstadt).

4.2 Plasmidvektoren

*  StrataClone™ PCR Cloning Vector pSC-A-amp/kan (Agilent, Boblingen): 4,3 kb; Am-
picillin- und Kanamycin Resistenz.

*  pDONOR™ 221 (Invitrogen, Darmstadt): 4,7 kb; Kanamycin Resistenz; Gateway Ein-
gangsvektor.

e pDEST™ 14 (Invitrogen, Darmstadt): 6,4 kb; Ampicillin Resistenz; Gateway Expres-
sionsvektor.

*  pIB/V5-His-Dest™ (Invitrogen, Darmstadt): 5 kb; Ampicillin- und Blasticidin Resist-

enz; 6x His-tag; Gateway Expressionsvektor; InsectSelect System.
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4.3 Nihrmedien und Agarplatten

Die Rezepte aller, fiir mikrobiologische Methoden benutzten Lésungen sind im Anhang (sie-
he F 2.1) aufgefithrt. Alle Medien wurden nach diesen Rezepten hergestellt und 30 min. bei
1 bar und 120°C autoklaviert. Das noch fliissige LB-Agar wurde nach dem Autoklavieren in
Petrischalen gefiillt. Nach Abkiihlung auf etwa 55°C wurden die Medien mit dem entspre-
chenden Antibiotikum versetzt, um ein selektives Wachstum der Bakterien zu ermoglichen.

Die fertig gegossenen Petrischalen konnten dann fiir lingere Zeit bei 4°C gelagert werden.
4.4 Plattenkultur

Die Bakterien einer Transformationsreaktion oder einer Glycerinkultur wurden unter ster-
ilen Bedingungen auf einer mit dem entsprechenden Antibiotikum versehenen Platte aus-

gestrichen, und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.5 Flassigkultur

Zur Herstellung einer Fliissigkultur wurden einzelne Bakterienkolonien von den tiber Nacht
inkubierten Platten gepickt, und in Sml LB-Medium iiberfiihrt. Der Ubertrag der Kolonien
erfolgte mit einer sterilen Pipettenspitze. Dem Medium wurde zuvor das, der Resistenz des
Bakterienvektors entsprechendem, Antibiotikum zugesetzt. Zur Vermehrung des Bakterien-

stammes wurde die Fliissigkultur dann tiber Nacht bei 37°C und 200 rpm geschiittelt.
4.6 Glycerinkultur

Um Bakterien einer Fliissigkultur linger aufzubewahren, wurden Glycerinkulturen angesetzt.
Hierzu wurden 850pl der Flussigkultur mit 150pl Glycerin versetzt, und der Ansatz an-
schlieflend gut vermischt. Nach dem Schockgefrieren in Stickstoff wurden die Glycerinkul-

turen bei -80°C fir mehrere Monate gelagert.



Material und Methoden 15

5 Molekularbiologische Methoden

5.1 Priparation von Nukleinsduren

Fir die Nukleinsdurepriparation wurden die lebenden Tiere zur Betdubung etwa 15 bis
30 min. auf Eis abgekiihlt. Danach konnte die Schale entfernt und das Gewicht des Tieres
bestimmt werden. Darauf folgend wurden die Tiere in fliissigem Stickstoff schockgefroren
(-196°C), in einem autoklavierten Keramikmorser pulverisiert und das Gewebe bei - 80°C

bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.
5.1.1  Priparation von Gesamt-RNA

Gesamt RNA aus Gewebe wurde entweder mit Hilfe des automatisierten Maxwell® Systems
(Promega, Mannheim) nach Angaben des Herstellers isoliert, oder in besonders reiner Form
durch die Aufreinigung mit TRIzol® (Invitrogen, Darmstadt). Diese spezielle Reagenz en-
thilt unter Anderem Guanidiniumthiocyanat, welches die Zellen lysiert und gleichzeitig in
der Lage ist RNasen zu inaktivieren. Zusitzlich ist in TRIzol® Phenol enthalten, welches
DNA und Proteine 16st, die dann durch die Zugabe von Chloroform durch eine Phasen-
trennung von der RNA abgetrennt werden konnen. Die RNA in der wissrigen Phase wurde
anschlieffend mit Ethanol prizipitiert und nach mehreren Waschschritten in RNase freiem
Wiasser gelost. Die so extrahierte RNA wurde entweder sofort weiterverwendet, oder linger-

fristig bei - 80°C gelagert.
5.1.2  Priparation genomischer DNA

Fiir die Isolierung von genomischer DNA, konnte das pulverisierte Gewebe direkt mit dem
Maxwell® System (Promega, Mannheim) nach Herstellerprotokoll verarbeitet werden. Die

Lagerung der auf diesem Wege isolierten DNA erfolgte bei - 20°C.
5.2 Ethanolprizipitation von Nukleinsiuren

Mit Hilfe der Ethanolfillung (Zeugin et al., 1985) kénnen Nukleinsiuren von Verunreini-
gungen befreit, und gleichzeitig aufkonzentriert werden. Daftir wurde der wissrigen Nuk-
leinsdurelosung 1/10 des Ausgangsvolumens 3M Natriumacetatpuffer (pH 5,8), sowie zwei
Volumen eisgekiihlter, absoluter Ethanol zugegeben. Nach Vermischen des Ansatzes, erfolgte
die Prizipitation fir 30 Min auf Eis. Im Anschluss wurde die ausgefallene Nukleinsiure sedi-
mentiert (16000 x g, 10 Minuten, bei 4°C), der Uberstand verworfen, und das getrocknete

Nukleinsiurepellet nach mehreren Waschschritten in einem geeignetem Puffer resuspendiert.
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5.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Quantifizierung von Nukleinsiuren wurde photometrisch iiber die Extinktion bei 260
nm bestimmt. Bei einer Kiivettenschichtdicke von 1cm, entspricht eine Extinktions-Einheit

(A :
50pug/ml doppelstringiger DNA
37pg/ml einzelstringiger DNA

40pg/ml einzelstringiger RNA

Da das Absorptionsmaximum von Polysacchariden bzw. Proteinen bei 230 bzw. 280 nm
liegt, ldsst sich durch Ermittlung dieser Extinktionswerte, d.h. der Quotienten OD 260/OD
230, bzw. OD 260/0D280, auch eine Aussage iiber die Reinheit der Nukleinsiuren treffen.
Bei reinen DNA-, oder RNA-Proben liegt das Verhiltnis der Extinktionswerte von 260/230
nm bzw. 260/280 nm bei Werten von 1,8 — 2,0.

5.4 Primer Design

Samtliche, in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden lypholisiert von der Firma Sigma-
Aldrich (Taufkirchen) bezogen, und sind im Anhang (siche F 3.1, 3.2, 3.3) aufgelistet. Sie
wurden in einer Konzentration von 100pmol/pl in bidestilliertem Wasser resuspendiert und
bei -20°C aufbewahrt. Fiir die Auswahl der Primersequenzen, sowie deren Uberpriifung wur-
den die Programme Geneious (Drummond et al., 2011), sowie das Primer Blast Programm
der Internetdatenbank NCBI (National Center for Biotechnology Information) genutzt. Da-
bei sollten geeignete Primer folgende Grundsitze erfiillen:

e cine Linge von 18 bis 25 Nukleotiden

*  GC-Gehalt von 40 - 60%

*  keine Selbstkomplemntaritit

*  keine Komplementaritit zwischen dem forward und reverse Primer

*  zueinander passende Annealingtemperatur der Primerpaare
5.4.1  a#tB-Primer Design

Fiir die Herstellung von Gateway Konstrukten zur rekombinanten Expression mussten sehr
lange Primer konstruiert werden, welchen neben der sequenzspezifischen Information zusit-
zlich die fur die Rekombination benétigten attachment-sites angehingt wurden. Durch die
sequenzspezifischen Abschnitte und tiber die PCR Technologie konnen diese attachment-
Seiten einer beliebigen Sequenz angefiigt werden. Bei der Konstruktion der azzachment-Prim-

er mussten folgende Aspekte berticksichtigt werden:
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forward Primer

Dem forward oder upstream Primer sollten zur Primerstabilisierung vier Guaninreste am
5'-Ende angefiigt werden. Diesen vier Guaninen folgend wurden dann die 25bp lange a#2B1-
Sequenz, sowie die 18-25bp lange zum 5'-Ende des Templates komplemntire Sequenz an-
gehidngt. Wenn der, wie der in dieser Arbeit verwendete Expressionsvektor kein Startcodon
enthilt, muss nach der genspezifischen Sequenz noch ein sich im Leseraster befindliches
Methionin eingefiigt werden. Weiterhin sollte der Primer noch fiir die bakterielle Expression
ein Shine Dalgarno-, sowie fiir die eukaryotische Expression eine Kozak-Sequenz enthalten.
Sofern das Protein in der eukaryotischen Expression sezerniert werden soll, muss noch ein
Signalpeptid angefiigt werden. Je nachdem, ob das zu expremierende Protein zur Aufreini-
gung ein Fusion-Tag enthalten soll, muss dieses, wenn nicht schon im Expressionsvektor
vorhanden, auch tiber die azzachment-Primer angehingt werden. Dabei ist die Einhaltung des

Leserasters, durch einfiigen von zusitzlichen Basen zu beachten.

antB1 Shine Dalgarno Start genspez. Sequenz

&) cccc i _ZEEREREREE)

Abb. 6 attB2 forward Primer.
Beispiel fiir a7z BI forward Primer, hier ohne N-terminalen 6 x His-Tag, aber mit Shine Dalgarno

Sequenz fiir die bakterielle Expression.

reverse Primer

Wie der forward Primer, setzt sich auch der reverse Primer aus vier Guaninresten am 5" Ende,
gefolgt von einer 25bp langen spezifischen a#B2-Sequenz, sowie einer 18 - 25bp langen, dem
3" Ende der Sequenz komplementiren Sequenz, zusammen. Damit auch hier keine Leseras-
terverschiebung der Sequenz erfolgt, kann nach dem letzten Thymidin eine zusitzliche Base
eingfiigt werden. Bei Verwendung von Expressionsvektoren, welche kein Stopcodon besitzen,
muss dieses im Leseraster nach der genspezifischen Sequenz eingefiigt werden. Weiterhin

kann auch hier ein C-terminales Tag zwischen die Sequenz, und das Stopcodon eingefiigt

werden.
attB2 Stop 6x His-tag genspez. Sequenz
B3 Gooo CI L

Abb. 7 attB1 forward Primer.

Beispiel a#B2 reverse Primer mit C-terminalem 6x His-Tag.



18 Material und Methoden

5.5 Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode, zur in vitro Vervielfiltigung eines
definierten Genabschnittes. Die benétigten Hilfsmittel zur Ausfithrung einer PCR sind eine
thermostabile DNA-Polymerase, ein wenig Ausgangsmaterial (DNA-zemplate), und zwei
Oligonukleotidprimer, welche den zu amplifizierenden Abschnitt einrahmen. Ein typischer
Reaktionsverlauf besteht aus einem immer wiederkehrenden Zyklus aus drei Schritten, einem
Denaturierungsschritt, einem Annealingschritt und schliefSlich einem Elongationsschritt.
Zunichst wird die doppelstringige ,template“-DNA durch eine Temperaturerhohung auf
94°C denaturiert, d.h. in ihre beiden Einzelstringe zerlegt. Im zweiten Schritt, dem Anneal-
ing, wird die Temperatur gesenkt, damit jetzt die im Uberschuss vorhandenen Primer an die
komplementiren Sequenzen der Einzelstringe binden kénnen, wobei die gewihlte Gradzahl
von der jeweiligen Schmelztemperatur der Oligonukleotide abhingt. Dabei lagert sich einer
der Primer am ,sense“-Strang (5'-3"), und der Andere am ,antisense“-Strang (3'-5") an.
Damit legen sie den zu amplifizierenden Bereich fest und liefern mit ihrem freien 3’-OH-
Ende den Startpunket fiir die hitzestabile DNA-Polymerase. Dieses Enzym kann nun bei
68°C bis 74°C, was ihrem Aktivititsoptimum entspricht und in Gegenwart von Desoxyri-
bonukleotiden, zur DNA-Matrize komplementire Stringe synthetisieren was als Elongation
bezeichnet wird. Die Elongationszeit muss hierbei der gewiinschten Fragmentlinge angepasst
werden, wobei man davon ausgeht, dass 1000bp in 1 min. fertig gestellt werden konnen.
Diese drei Schritte werden dann 30- bis 40 mal wiederholt, was eine millionenfache Ampli-
fikation des gewiinschten DNA-Bereiches zur Folge hat. Nach dem letzten Zyklus folgt ein
finaler Elongationsschritt, indem nicht vollstindige Fragmente aufgefiillt werden und an das
3'-Ende der synthetisierten Fragmente wird ein Desoxyadenin angehingt, ein Umstand der
spater fiir die Klonierung ausgenutzt werden kann. In dieser Arbeit wurden unterschiedliche

PCR-Techniken, sowie DNA-Polymerasen verwendet, die im Folgenden aufgefiihrt sind.
5.5.1 1ag™ DNA Polymerase Invitrogen (Darmstadt)

Diese Polymerase wurde aus dem hitzestabilen Bakterienstamm 7hermophilus aquaticus iso-
liert, und hat ihr Temperaturoptimum bei 72°C. Da hier alle fiir die Reaktion benétigten
Komponenten getrennt vorliegen, sind unter Benutzung dieses Enzyms mehrere Variationen
in Bezug auf Enzym-, MgCl,- und dNTP-Konzentrationen méglich. Dies hat den Vorteil,
optimale Bedingungen fiir den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt zu erméglichen. Reak-

tionsansatz, sowie Ablauf des Programmes wurden nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
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5.5.2  Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase NEB (Frankfurt)

Diese Polymerase ist ein kiinstlich hergestelltes Enzym, und leitet sich von der Pyrococcus
DNA-Polymerase ab. Neben Ihrer 3'-5"Exonuklease Aktivitit (proofreading) besitzt dieses
Enzym eine zusitzlich eingebaute prozessivititssteigernde DNA-Bindedomine. Durch diese
Eigenschaften, falsch eingebaute Basen bei schneller Synthese zu entfernen, eignet sich die
Phusion® Polymerase besonders gut fiir alle Anwendungen, in denen eine korrekte DNA-Se-
quenz notwendig ist oder auch zum Amplifizieren lingerer Templates. Aufgrund ihrer hohen
Thermostabilitdt konnen Denaturierungstemperaturen von bis zu 98°C verwendet werden
und auch die Elongationszeit kann stark herabgesetzt werden (30 s/kb). Auch hier wurde bei

Verwendung dieses Enzyms nach Herstellerangaben verfahren.
5.5.3  Dream Taq™ Green PCR Master Mix Fermentas (St. Leon-Rot)

Dieser Master-Mix beinhaltet alle, fir eine PCR Reaktion benétigten Komponenten mit
Ausnahme der Primer und der DNA-Matrize. Zusitzlich ist dem Mix auch ein Farbstoff
zugesetzt, der ein direktes Auftragen des Reaktionsansatzes auf ein Agarosegel ermdglicht.
Bei der hier verwendeten Polymerase handelt es sich auch um die Tag-Polymerase, des Bak-

teriums Zhermophilus aquaticus. Es wurden nach Herstellerangaben 25ul Ansitze pipettiert.
5.5.4  Advantage® 2 Polymerase Mix Clontech (Saint-Germain-en-Laye)

Dieser optimierte Mix aus zwei Enzymen beinhaltet eine “proofreading” Polymerase mit der
hoch sensitiven Titanium™ Taq DNA-Polymerase. Diese Kombination gewihrleistet neben
Genauigkeit auch hohe Effizienz, und kann somit zur Amplifikation von langen und kom-
plexen Templates oder fiir die Analyse von cDNA wenig transkribierter Bereiche genutzt
werden. In dieser Arbeit wurde dieser Enzymmix fiir die Amplifikation der Genome Walker

library (siche 5.6) genutzt und nach Angaben des Herstellers verwendet.

5.5.5 Klon PCR

Die Klon PCR wurde mit dem Dream Taq™ Green PCR Master Mix durchgefiihre. Mit
Hilfe dieser PCR-Technik konnten schnell Klonierungsreaktionen tiberpriift werden. Als
Template dienten hierbei einzelne Bakterienkolonien, die zuvor mit einer sterilen Pippe-
tenspitze von einer Plattenkultur (4.4) gepickt wurden. Es wurden 25 pl Ansitze mit Gen-,
oder Vektorspezifischen Primern in den von dem Hersteller empfohlenen Konzentrationen
angesetzt. Die mit der Bakterienkolonie besetzten Pipettenspitze wurde dann in den fertigen

Reaktionsansatz eingetaucht und mehrmals auf- und abpipettiert.
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Mit der gleichen Spitze konnte danach eine Fliissigkultur (4.5) mit LB-Medium angeimpft
werden. Der Ablauf der PCR-Reaktion wurde wie unter 5.5 beschrieben nach Herstelleremp-
fehlung durchgefiihre, lediglich die Elongationszeit wurde der Linge des zu amplifizierenden

BCrCiChCS angepasst.
5.5.6  Markierung von DNA mit Digoxygenin

Um DNA-Fragmente als Sonden fiir in sizu-Hybridisierungen zu verwenden, wurden die
entsprechende Fragmente zuvor tiber PCR mit Digoxygenin markiert. Der hierbei verwendete
PCR Dig Labelling Mix von Roche (Mannheim) enthilt neben den “normalen”, unmarkierten
Nukleosidtriphosphaten ein mit Dig modifiziertes Dig-UTP. Dieses wird tiber die PCR
-Reaktion zusitzlich zu den anderen Desoxynukleotiden in den DNA-Strang eingebaut. Die
so hergestellten Sonden kénnen dann mit Digoxygenin-spezifischen Antikorpern, welche
mit dem Enzym alkalische Phosphatase gekoppelt sind, inkubiert werden. Die DNA-Sonden
kénnen so spiter tiber eine Farbreaktion detektiert werden. Entgegen den Herstellerangaben,
wurden 2, anstatt 10p! fiir eine Markierungsreaktion benutzt. Um zu gewihrleisten, dass die
Sonden spezifisch binden, wurden die Primer so gewihlt, dass sie einen Intron tiberspannender

Bereich abdeckten. Als Template fiir die Sonden-PCR dienten zuvor aufgereinigte Plasmide.
5.5.7 RT PCR

Mit Hilfe der sog. RT' PCR (Reverse-Transkiptase-Polymerase-Kettenreaktion) kann ein
spezifische RNA-Abschnitt durch das Enzym Reverse Transkriptase in einzelstringige cDNA
umgeschrieben werden. Die Primer liefern hierbei ein freies 3'OH Ende als Startpunke fiir
die Synthese. In dieser Arbeit wurden Oligo-(dT)-, oder auch genspezifische Primer verwen-
det (siche Anhang, F3.2) von denen ausgehend die cDNA synthetisiert wurde. Diese diente
dann im darauf folgenden Schritt als Matrize fiir eine PCR-Reaktion. Verwendet wurde das
Two-Step RT-PCR Kit von Invitrogen (Darmstadt). Bei dem Reaktionsverlauf wurde sich
auch hier an das Herstellerprotokoll gehalten.

5.5.8 nested PCR

Bei der sogenannten nested PCR handelt es sich um eine Variation der normalen PCR-Reak-
tion, bei der in zwei aufeinanderfolgenden Reaktionen verschachtelt verschieden Primerpaare
benutzt werden. In der ersten Reaktion wird ein bestimmter Abschnitt mit einem Primerpaar
amplifiziert. Das Produkt dieser PCR dient dann als Matrize fiir die zweite Reaktion. Dabei
ist es wichtig, dass das Primerpaar der zweiten Reaktion innerhalb des zuvor amplifizierten
Bereiches liegt.

Mit dieser Methode kann die Spezifitit der Reaktion erhéht werden, da es unwahrscheinlich
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ist, dass unerwiinschte Fragmente Bindungsstellen fiir beide Primerpaare enthalten. Diese
Methode wurde wie im Herstellerprotokoll empfohlen mit dem Advantage® 2 Polymerase
Mix (5.5.4) im Rahmen des Genome Walker Verfahrens durchgefiihrt.

5.6 Genome Walker™ Universal Kit Clontech (Saint-Germain-en-Laye)

Mit Hilfe dieser Methode ist es moglich unbekannte genomische Sequenzen zu syntheti-
sieren, die im 5'-Bereich einer bereits bekannten Sequenz liegen. Hierbei wird die DNA
zuerst mit verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut, und an die beiden Enden der dabei
enstehenden Fragmente werden dann in einem weiteren Schritt Adaptoren ligiert. Mit der
so hergestellen DNA-Libary, wird zunichst eine PCR durchgefiihrt, mit einem Adaptor,
und einem genspezifischen Primer. Die daraus resultierenden PCR Produkte, werden dann
anschlieffend in einer zweiten Amplifikation als Template fiir eine nested PCR benutzt. Das
GenomeWalker™ Universal Kit wurde genau nach dem Protokoll des Herstellers verwendet.
Als Polymerase wurde der vom Hersteller empfohlenen Advantage® 2 Polymerase Mix (5.5.4)

verwendet.
5.7 PCR-Aufreinigung

Mit der PCR-Aufreinigung lassen sich amplifizierte PCR-Produkt aufreinigen, d.h. von
kleineren Oligonukleotiden wie z.B. nicht gebundenen Primern befreien. Hierftir wurde
das Gene]ET™ PCR Purification Kit der Firma Fermentas (St. Leon-Rot), oder GeneMA-
TRIX PCR/DNA Clean-Up Purification Kit (Roboklon, Berlin) nach Herstellerangaben
verwendet. Beide Kits basieren auf dem Prinzip der reversibelen Bindung der DNA an die
Silikamembran eines Zentrifugensiulchens unter Hochsalzbedingungen. Darauf folgen dann
mehrere Waschschritte, die Trocknung und anschlieflend die Elution der gebundenen DNA

unter Niedrigsalzbedingungen.
5.8 Gelelektrophorese

5.8.1  DNA-Gelelektrophorese

Mit Hilfe dieser Methode kénnen DNA-Fragmente ihrer Grof8e nach aufgetrennt und isoliert
werden. Dabei macht man sich zu Nutze, dass DNA wegen des negativ geladenen Zucker-
Phosphat-Riickrats im elektrischen Feld zur Anode wandert. Zur Herstellung des Gels
wird Agarose verwendet, ein Polysaccharid aus D-Galaktose und 3,6 Anhydro-L-galaktose,
die glykosydisch miteinander verbunden sind. Diese aus Rotalgen gewonnene Substanz

bildet eine Gelmatrix, die wie ein Molekularsieb wirkt. Die Wanderungsgeschwindigkeit
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richtet sich demnach durch die von der Agarosekonzentration bestimmten Porengrofie,
sowie nach der Grofle der aufzutrennenden DNA-Fragmente. In dieser Arbeit wurden
horizontale Gele verwendet, deren Agarosekonzentration je nach erforderlichem
Auftrennungsbereich zwischen 0,8% und 2% lagen. Zur Detektion der DNA-Banden nach
dem Lauf wurde den Agarosegelen 0,5pul Ethidiumbromid pro ml Gel hinzugegeben. Die
Ethidiumbromidmolekiile interkalieren zwischen den Basenpaaren des DNA-Doppelstrangs,
wodurch sich das Anregungsspektrum des Ethidiumbromids verindert und die Fluoreszenz
dieser Substanz erhoht wird. Das Ergebnis sind leuchtende Stellen auf dem Gel dort, wo sich
die Nukleinsdure befindet und der Rest bleibt dunkel. Die Agarose wurde abbgewogen und
je nach gewtinschter Konzentration in 1x TBE-Puffer gelost. Das Gel wurde in der Kammer
platziert und mit Elektrophoresepuffer (1x TBE) bedeckt. Die PCR Proben wurden mit
Beladungspuffer vermischt und in die Taschen des Gels aufgetragen. Um spiter die Grof3e
der DNA-Fragmente abzuschitzen, wurde zusitlich meist in die dufleren Taschen noch ein
DNA-Marker als Groflenstandard aufgetragen. Das so vorbereitete Gel konnte dann an eine
konstante Spannungsquelle (6V/cm Elektodenabstand) angeschlossen werden. Der Gellauf
konnte abschlieflend mittels eines Geldokumentationssystems der Firma Peqlab (Erlangen)
und einer daran angeschlossenen Kamera (Sony, Berlin) festgehalten werden. Alle fir diese

Methode verwendeten Losungen sind im Anhang unter F 3.4. 1 aufgefiihrt.
5.8.2  RNA-Gelelektrophorese

Um die Qualitit einer isolierten RNA zu tiberpriifen konnte nach erfolgter Priparation eine
RNA-Gelelektrophorese durchgefithrt werden. Im Gegensatz zu der Gelelektrophorese mit
DNA musste hier darauf geachtet werden, dass die einzelstringige RNA nicht durch RNasen
degradiert wird. Dies konnte durch den Zusatz von Formaldehyd zu dem Gel, sowie zu dem
verwendeten Probenpuffer, welches die Wasserstoffbriickenbindung blockiert, verhindert
werden. Der RNA wurden 1/10 Probenpuffer zugegeben, und dieses Gemisch wurde dann
auf 70°C erhitzt. Anschlielend wurde die Probe durch eine zweiminiitige Inkubation in
Eiswasser wieder abgekiihlt. Auch hier wurde das Gel mit Ethidiumbromid versetzt, um die
RNA sichtbar zu machen. Die hier verwendete Minigelkammer wurde auf Eis platziert, und
an eine Spannung von 100 V angeschlossen. Die Dokumentation erfolgte wie unter 5.8.1

beschrieben und Rezepte sind unter F 3.4.2 aufgelistet.
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5.9 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Nach erfolgter elektrophoretischer Trennung konnte das gewiinschte DNA-Fragment unter
UV-Licht mit einem sterilen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten werden. Diese Methode
der DNA-Isolierung hat den Vorteil, dass lediglich das gewiinschte PCR-Produkt isoliert
wird ohne andere mitamplifizierte, unerwiinschte Nebenprodukte zu erhalten. Alle in dies-
er Arbeit erhaltenen Fragmente wurden mit dem GeneJet™ Gel Extraction Kit der Firma
Fermentas (St. Leon-Rot) isoliert. Dabei wird das Gel mit einem in dem Kit enthaltenen
Puffer vermischt und geschmolzen. Im Folgenden kann die DNA dann tiber eine in dem Kit
enthaltenen Siule aufgereinigt und extrahiert werden. Das Prinzip dieser Methode ist das

Gleiche wie bei der unter 5.7 beschriebenen PCR-Aufreinigung.
5.10  Klonierung

5.10.1 Klonierung von PCR-Produkten

Als Klonierung wird die Methode bezeichnet, mit der ein beliebiges DNA-Fragment in einen
Vektor integriert werden kann (Ligation), welcher dann die Vermehrung dieser DNA in
Wirtszellen ermoglicht (Transformation). Somit wird durch Anwendung dieser Methode das
Kopieren der gewiinschten PCR-Produkte in hoher Anzahl und sehr reiner Form erméglicht.
Die vorher gelelektrophoretisch aufgetrennten DNA-Fragmente wurden aus dem Gel extra-
hiert, um sie dann anschlieflend mit dieser Methode zu vervielfiltigen. Fiir die vorliegende
Arbeit wurde zum Uberpriifen der amplifizierten Fragmente das StrataClone™ PCR Clon-
ing Kit (Agilent, Boblingen) verwendet. Wobei die zu klonierenden Fragmente hier ein durch
die Polymerase an das 3'-Ende angehingtes Desoxyadenin bendtigen, welches sich dann mit
dem 3'-Desoxyuracil des Vektors mit Hilfe einer Topoisomerase 1, verbinden kann. Die
Vorginge der Ligation, Transformation, sowie alle Mengenangaben und weitere Vorgehens-

weisen wurden wie in der Herstelleranleitung beschrieben durchgefiihre.
5.10.2 Die Gateway'™ Klonierung

Um die zu exprimierenden Fragmente in die gewiinschten Expressionsvektoren (siche 4.2)
zu bringen, wurde in dieser Arbeit mit der Gateway™-Technologie (Invitrogen, Darmstadt)
gearbeitet. Hierbei handelt es sich um eine universelle Klonierungsmethode, welche auf dem
Rekombinationssystem des Bakteriophagen A basiert (Landy, 1989). Dabei kénnen durch
die Rekombination zwischen bestimmte homologen Sequenzen (sog. attachment Seiten)
beliebige DNA-Fragmente, unter Beibehaltung des richtigen Leserasters, sowie der richtigen

Orientierung, in verschiedenen Vektoren einkloniert werden (Hartley et al., 2000).
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Die attachment Seiten B, P, L und R, innerhalb deren Grenzen der rekombinante Sequen-
zaustausch stattfindet, dienen hierbei, zum einen als Bindungsstelle fiir die Rekombination-
sproteine und zum anderen, beinhalten sie auch die fir die Rekombination notwendige
15bp lange Kernregion. Rekombinationsproteine sind hierbei die Enzyme Bakteriophage
A Integrase, die Exzisionase, sowie das E. coli Protein Integration Host Factor. Diese Fak-
toren bringen die Zielsequenzen in riumliche Nihe, schneiden und verbinden die DNA-
Fragmente. Alle nativen Komponenten wurden fiir ihren Einsatz in dem Gateway-System
zur Verbesserung der Effizienz, sowie der Spezifitit modifiziert (Yin et al., 1985). Das ganze
System baut sich aus zwei hintereinander durchzuftihrenden Schritten, der sog. BP-, und der
LR-Reaktion auf, die im Folgenden beschrieben sind. Vorteil der Gateway Klonierung ist,
dass der in der ersten Reaktion generierte Vektor (Eingangsklon), welcher das gewiinschte
DNA-Fragment trigt, in der zweiten Reaktion in viele unterschiedliche Vektorsysteme, auch
fir unterschiedliche Expressionssysteme eingebracht werden kann.

BP-Reaktion

Diese Reaktion entspricht dem lysogenen Zyklus des Bakteriophagen A und wird von dem
BP-Clonase II™ Enzymmix katalysiert. Der Mix enthilt dabei ein Gemisch aus der Integrase,
und dem Integration Host Factor. Die Reaktion findet zwischen dem in einer attachment
PCR generiertem Produkt, und den aztachment P-Seiten des Donorvektors statt. Ein sich im
Donorvektor befindliches ccdB Lethal-Gen wird hierbei gegen die Zielsequenz ausgetauscht.
Resultierend aus dieser Reaktion ensteht also der mit astachment L versehene Eingangsklon,
welcher das gewiinschte DNA-Fragment trigt, und ein attachment R tragendes Beiprodukt,
das das Lethal-Gen enthilt. In dieser Arbeit wurden die attachment PCR-Produkte alle in
den Eingangsklon pPDONOR™ 221 (4.2) eingebracht.

Fir die Durchfithrung einer BP-Reaktion sollten der Donorvektor und das attachmens-PCR-
Produkt in dquimolaren Mengen eingesetzt werden. Wie im Protokoll des Herstellers angege-
ben, wurden 50fmol des attachment-PCR-Produktes in einem 10pl Ansatz eingesetzt. Fiir

die Umrechnung von femtomol zu nanogramm wurde folgende Formel verwendet:

ng= (Einsatzmenge in fmol) x (N) x (660 fg/fmol) x (1 ng/10° fg)
Dabei entspricht N der Grofle des PCR-Produktes in Basenpaaren. Als Beispiel fiir eine
1000bp langen Sequenz:

ng= (50 fmol) x (1000bp) x (660 fg/fmol) x (1 ng)

10 fg

ng= 33 ng des attachment-PCR-Produktes wird benétigt
Der Reaktionsansatz, wurde wie im Manual empfohlen mit positiv und negativ Kontrolle
angesetzt. Nach dem Mischen des Ansatzes wurde allen pipettierten Proben, auf8er der Nega-
tivkontrolle, 2pl des BP-Clonase II"™™ Enzymmixes hinzugegeben. Darauf folgte eine Inkuba-
tion von mind. 1 h bei 25°C. Um die Reaktion nach gewiinschter Zeit dann abzustoppen,
wurde dem Ansatz 1pl Proteinase K (2pg) zugegeben, und fiir 10 min bei 37°C inkubiert.
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Fiir die Transformation wurden 1pl dieses BP-Ansatzes zu 25pl chemisch kompetenten E.
coli DH5a (4.1) gegeben. Da der in dieser Arbeit verwendete Vektor (pDonor221) eine
Kanamycin Resistenz besitzt, wurde der Ansatz nach dem Hitzeschock und der Inkubation
auf den entsprechenden LB-Platten ausplattiert. Um die Grofle des Inserts zu tiberpriifen,
wurde am nichsten Tag eine Klon-PCR (5.5.5) durchgefiihrt, es wurden ausserdem Fliis-
sigkulturen angesetzt, aus denen dann die Plasmide am nichsten Tag isoliert wurden. Ab-
schliefend wurden diese mit den entsprechenden Vektorprimern (hier M13 forward und

reverse (siche Anhang F3.7) sequenziert.

LR-Reaktion
attB attB attP attP  BP Clonase attR attR
[ ] + — + [T ]
D
attB PCR-Produkt onot Nebenprodukt

Vektor

Abb. 8 Darstellung der BP-Reaktion.
Die BP-Clonase katalysiert eine Rekombinationsreaktion zwischen dem attB-PCR-Produkt und dem
attP-Seiten tragenden Donorvektor. Dadurch wird das ccdB-Lethal-Gen im Donorvektor gegen die

Zielsequenz ausgetauscht. Am Ende der Reaktion ensteht der rekombinante Eingangsklon.

Diese Reaktion wird von dem LR-Clonase II"™ Mix katalysiert, und basiert auf dem lytischen
Weg des Bakteriophagen A. Durch die Rekombination zwischen dem in der BP-Reaktion
generiertem attachment L tragendem Eingangsklon und dem fiir die Expression gewiin-
schtem Zielvektor ensteht hier der Expressionsklon. Als Zielvektoren fiir die Expression wur-
den in dieser Arbeit, fiir die bakterielle Expression, der pDest14 Vektor (4.2) benutzt, und
fur die eukaryotische Expression der Zielvektor pIB/V5-His-Dest (4.2). Wie bei der vor-
her beschriebenen BP-Reaktion wurde auch die LR-Reaktion nach dem Herstellerprotokoll
durchgefiihre.

attR 1R Clonase 4B attB attP attP
“

Nebenprodukt

Expressions-

klon

Abb. 9 Schematische Darstellung der LR-Reaktion.
Die LR-Clonase katalysiert die Reaktion zwischen dem in der BP-Reaktion generierten Eingangsk-
lon, und dem attR-sites tragenden Zielvektor. Auch hier wird das ccdB-lethal-Gen gegen die Ziel-

sequenz ausgetauscht. Auf diese Weise ensteht der rekombinante Expressionsklon.
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5.11  Blau-Weifs-Selektion

Nach erfolgter Ligation und Transformation (siche 5.7/0.7) wurden die Bakterien auf den
mit der Vektorresistenz entsprechenden Agarplatten ausgestrichen, und tiber Nacht bei 37°C
im Brutschrank inkubiert. Am nichsten Tag mussten dann die Bakterienklone, welche den
Vektor mit dem entsprechenden Insert aufgenommen hatten von den anderen, nicht Insert
tragenden unterschieden werden. Die Blau-Weif3-Selektion ist eine Methode, welche diese
Unterscheidung leicht erméglicht. Sie wurde fiir alle, mit dem StrataClone™ PCR Cloning
Kit klonierten PCR-Produkte angewandt. Die Selektion beruht darauf, dass der verwen-
dete E. coli Stamm hier ein mutiertes LacZ-Gen trigt, welches fiir den a- Peptidteil einer
p-Galaktosidase codiert. Um das Enzym zu komplementieren, muss tiber den transformi-
erten Plasmidvektor der fehlende Teil eingebracht werden. Allerdings bleibt die Expression
dieses Teils aus, wenn zuvor durch die Ligation ein Insert (PCR-Produkt) einligiert wurde.
Erfolgreich komplementiert, d.h. ohne Insert, katalysiert das exprimierte Enzym das Substrat
X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3Indoyl-g-D-Galaktopyranosid), welches dann zu einem blauen
Produkt umgesetzt wird. Somit sind negative Bakterienkolonien ohne das Insert durch ihre
blaue Firbung leicht von den positiven, das Insert tragende Kolonien zu unterscheiden. Diese
weil$ gefarbten Kolonien wurden wie unter 4.5 beschrieben mit einer sterilen Pipettenspitze

gepickt, und zur Vermehrung in eine Flissigkultur gegeben.
5.12  Plasmidisolierung

Die Isolierung der einklonierten Inserts aus den in der Fliissigkultur gewachsenen Bakte-
rienzellen erfolgte nach dem Protokoll des GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas,
St. Leon Rot). Die Anwendung beruht auf der alkalischen Lyse der Bakterienzellen und der
selektiven, reversiblen Bindung der DNA an die HiBind-Silikamenbranen der Zentrifugen-
siulchen. Dabei wird sich zu Nutze gemacht, dass die bakterielle DNA nach Denaturierung
nicht renaturieren kann, und so mit den bakteriellen Proteinen, und Zellbestandteilen gefillt
und abzentrifugiert wird. Die dann im Uberstand vorhandene Plasmid-DNA bindet dann an
die Silikamembran der Sdulchen, wird in mehreren Waschschritten gereinigt und letztendlich
mit Wasser von der Siule eluiert. Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde anschliefSend

wie unter 5.3 beschrieben photometrisch bestimmt.
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5.13  Southern Blot

Ziel dieser Methode ist es, eine bestimmte DNA-Sequenz in einem komplexen DNA-Gemi-
sch nachzuweisen. In dieser Arbeit wurde das Verfahren leicht abgeidndert dazu verwendet,
um die Bindungsspezifitit von DNA-Sonden, welche spiter in der In sizu-Hybridisierung
eingesetzt wurden, zu testen. Durch die Methode der In sizu-Hybridisierung sollten die un-
terschiedlichen Expressionsorte zweier Isoformen eines Gens in dem Versuchsobjekt nach-
gewiesen werden. Aus den Sequenzen der jeweiligen Isoformen des Gens wurden spezifis-
che Sonden (siche 5.5.6) fiir die Detektion hergestellt. Durch eine zuvor durchgefiihrte
Uberpriifung der Sonden via Southern Blot, sollte ausgeschlossen werden, dass die Sonden
kreuzhybridisieren. Daftir wurden je 1pl Plasmid-DNA, die das entsprechende Gen trug,
auf Nitrocellulosemembran in einer Verdiinnungsreihe (immer jeweils 1:5) aufgetropft. Die
DNA sollte dann kurz an die Nylonmembran antrocknen, bevor sie durch die Zugabe der
Denaturierungslosung degradiert wird. Dafiir wurden mehrere Whatmanpapiere mit der
Denaturierungslosung getrinkt, und die Nylonmembran mit der “DNA-Seite” nach oben
daraufgelegt. Nach fiinf miniitiger Denaturierung wurde das gleiche Verfahren auch fir die
Neutralisation, und die Aquillibrierung angewandt, wobei nach jedem “Trinkschritt” die
Membran 15-20 Min an der Luft getrocknet wurde. Zur Fixierung wurde die Membran
dann 30 Min bei 80°C in den Trockenschrank gelegt. Darauf folgte ein zweimal fiinfminiitig-
es schwenken in Aquillibrierungslésung, Zum Blockieren der unspezifischen Bindungsstellen
wurde die Membran 1h bei 68°C im Wasserbad mit Hybridisierungslosung prihybridisiert,
bevor es zu der eigentlichen Hybridisierung der Sonde an die DNA kam. Vor der Hybridis-
ierung mussten die Sonden denaturiert werden, damit sie einzelstringig an die ebenso durch
Denaturierung einzelstringige Plasmid-DNA binden konnten. Daftir wurden beide Sonden
fir 10 Minuten auf 65°C im Cycler erhitzt. Danach wurden die Sonden in einer Konzen-
tration von 10ng/ml zu der Hybridisierungslésung gegeben (10ng Sonde pro ml Hybridis-
ierungslésung). Die Hybridisierung erfolgte dann iiber Nacht bei 68°C im Wasserbad. Am
nichsten Tag musste dann die Sonde durch mehrerer Waschschritte entfernt werden (2 x
5 Min in Waschpuffer 1, bei Raumtemperatur; 2 x 15 Min in Waschpuffer 2, bei 68°C).
Darauf folgte die Blockierung fiir 30 Min bei Raumtemperatur, bevor dann der Antikérper
zum Binden dazu gegeben werden konnte. Bei dem hier verwendeten Antikdrper handelt es
sich um ein a- Dig AP-Konjugat, das mit der alkalischen Phosphatase gekoppelt ist und mit
dem in der Sonde eingebautem Digoxigenin reagieren kann. Die Membran wurde 60 Min
in einer 1 : 7500 Verdiinnung des Antikorpers in Blockierungslésung inkubiert. Danach
erfolgten wieder drei fiinfminiitige Waschschritte bei Raumtemperatur in Waschpuffer 3.
Dann wurde die Membran kurz in Aquillibrierungspuffer geschwenke bevor die Farbreak-
tion durchgefiihrt werden konnte. Durch die zu dem Aquillibrierungspuffer zugegebene Fir-

belosung findet eine Farbreaktion statt, in der das BCIP ( 5-Brom-4-Chlor-3-Indolphosphat)
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von der Phosphatase zu einem violetten Produkt umgesetzt wird. Dadurch ergibt sich an den
Stellen auf der Membran, an denen die Sonde erfolgreich an die gesuchte DNA hybridisiert
hat eine violette Firbung, die dann durch H,O gestoppt werden kann. Die Rezepte aller hier

verwendeter Losungen, auch die der Firbelosung sind im Anhang unter F 3.5 aufgefiihrt.

6 Sequenzanalyse
6.1 Sequenzierung von DNA

Die in dieser Arbeit generierten DNA-Fragmente wurden zur Sequenzierung an die StarSEQ®
GmbH (Mainz) tibergeben. Zu der zu sequenzierenden Probe (400-700ng Plasmid-DNA,
oder 50-200ng PCR-Produkt) musste vorab nur der entsprechende Primer gegeben werden
(1ul einer 10pM Primerlésung). Anschlieffend wurden die so vorbereiteten Proben dann von
Mitarbeitern der Firma StarSEQ® nach dem Sanger-Verfahren (Sanger et al., 1977) sequenzi-
ert. Diese, auch als Kettenabbruch-Synthese bezeichnete Methode beruht auf den zufilligen
Einbau von dem Sequenzieransatz zugefiigten Didesoxynukleotiden. Diese besitzen keine
3'OH-Gruppe, was es der Polymerase unmdglich macht weiter zu synthetisieren. Ausgehend
von dem Primer wird die Sequenz also linear durch die Polymerase verlingert, bis diese durch
ein eingebautes Didesoxynukleotid die Polymerisationsreaktion abbrechen muss. In Folge
dessen enstehen hierbei Fragmente unterschiedlicher Linge die in einem Gel aufgetrennt
werden konnen, und durch ihr Laufverhalten Riickschliisse auf ihre Basenabfolge erlauben.
Nach erfolgter Sequenzierung wurden die Rohdaten von StarSEQ® in elektronischer Form
(Fasta Datei) tibermittelt. Diese Daten konnten dann mit Hilfe verschiedener Programme

weiterverarbeitet und analysiert werden (6.2).
6.2 Analyse der Sequenzierungen

Die erhaltenen Sequenzierungen wurden zunichst mit dem Softwarepaket Geneious (Drum-
mond et al., 2011) auf ihre Qualitdt Gberpriift. Weiterhin konnten die Sequenzen mit den
Internetdatenbanken des NCBI (National Center of Biotechnology Information) abgegli-
chen werden, und mit dem Internetprogramm Translate, oder auch mit dem Geneious Soft-
warepaket in Aminosiuresequenzen tibersetzt werden. Alle in dieser Arbeit vorgenommenen
Alignierungen, Assemblierungen sowie statistische Sequenzauswertungen wurden auch
mit Geneious, oder Programmen der Expasy Internetseite durchgefiihrt. Fiir die Charak-
terisierung der Sequenzen, wie die Identifizierung des Signalpeptids wurde der SignalP 4.0
Server (CBS) verwendet. oder fiir die Ermittlung der Exon Intron Struktur das Internetpro-
gramm Genewise (EMBL-EBI). Alle Internetadressen der hier verwendeten Programme und

Internetseiten sind weiter ausfithrlich im Anhang F 3.6. 1 aufgelistet.
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6.3 Datenbankanalysen

Mit den aus der Maldi Analyse (Matrix-assisted laser desorption/ionization) erhaltenen Pep-
tid-Sequenzen wurden eine Proteindatenbanksuche durchgefiihrt. Hierfiir wurde das tblastn
Programm der NCBI Datenbank verwendet. Mit Hilfe dieser Datenbank war es méglich zwei
den Peptidfragmenten dhnliche Sequenzen zu bekommen. Bei diesen Sequenzen handelte es
sich um sogenannte ESTs (Expressed Sequence Tags), kurze, exprimierte DNA-Sequenzen,
welche im Internet zuginglich sind. Durch eine darauffolgende Suche in der Datenbank mit
diesen ESTs, konnten fiir die gesuchten Sequenzen SRA-Daten (Short Read Archive) ermit-
telt werden. Diese wurden dann mit Hilfe von Geneious zu Contigs assembliert. Mit diesen
Contigs wurde dann die im Internet frei zugingliche genomische Datenbank von Biompha-
laria glabrara ( http:/1129.24.144.93/blast_bg/2index.html) durchsucht, woraus sich Scaf-
folds ergaben, mit denen dann die komplette Exon Intron Struktur fiir beide Isoformen er-
mittelt werden konnten. Fiir die Charakterisierung der beideb Sequenzen wurden weiterhin
die Programme Genewise (EMBL-EBI), und der SignalP 4.0 Server (CBS) herangezogen.

7  Rekombinante Expression
7.1 Rekombinante Expression in Bakterienzellen

Die rekombinante Expression in Bakterienzellen eignet sich um die gewiinschten Proteine in
groflen Mengen relativ einfach und schnell herzustellen. Ein bevorzugtes System hierfiir ist
die Produktion des Proteins in dem Darmbakteriums E. coli. Mit Hilfe der in dieser Arbeit
verwendeten Gateway Klonierung konnten die zu exprimierenden Gene in den bakteriellen
Expressionsvektore pDEST14 eingebracht werden. Da dieser kein C-, oder N-terminales
Tag enthielt, wurden diese tiber eine zuvor durchgefiihrte attachment PCR den Genen an-
gefligt, diese so konstruierten Sequenzen konnten dann wie unter 5.70 beschrieben einklo-

niert werden. Mit 10ng dieser Expresionskonstrukte wurden dann BL21-AI™

Expressions-
bakterien transformiert. Dabei wird das einklonierte Zielgen von der T7 RNA-Polymerase
abgelesen, welche der Kontrolle des in dem Vektor enthaltenen T7-Promoters unterliegt. Die
Expression in den BL21-Al-Bakterien wird von den Zuckern L-Arabinose und Glucose reg-
uliert. Durch L-Arabinose kann die Expression induziert werden (Lee et al., 1987), wihrend
durch Glucose die basale Expression weiter verringert werden kann (Miyada et al., 1984).
Die Rezepte aller hierfiir verwendeten Puffer und Losungen kénnen im Anhang unter F 4.7

nachgeschlagen werden.
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7.1.1  Expressionsprotokoll

Fiir die Expression wurden positive Klone der zuvor transformierten Expressionsbakterien
von einer Ampicillin-haltigen LB-Platte gepickt, um damit zunichst 5ml LB-Medium,
welches auch Ampicillin enthielt, anzuimpfen. Nach einer Inkubation bei 37°C iiber Nachr,
konnten diese dann zu gréfleren Ansitzen von LB-Medium gegeben werden. Diese wurden
wieder bei 37°C inkubiert, und immer wieder verdiinnt, bis die Bakteriensuspensionen bei

gewiinschtem Volumen (hier je 1L) eine OD_  von 0,7 - 0,8 hatten. Nun konnte ein Teil

600
der so herangewachsenen Bakterienkulturen als Negativkontrolle abgenommen werden, und
der Rest mit je 0,2% L-Arabinose induziert werden. Alle Ansitze, die Induzierten, als auch
die uninduzierte Negativkontrolle wurden dann tiber Nacht bei 24 - 25°C auf dem Schiittler

inkubiert.
7.1.2 Proteinpriparation

Die Ernte der tiber Nacht inkubierten Expressionsbakterien erfolgte durch eine 15mintitige
Zentrifugation bei 5000rpm und 4°C. Nach dem dekantieren des Uberstandes, konnte das
Bakterienzellen haltige Pellet entweder bis auf Weiters bei -20°C eingefroren werden, oder
direkt weiter verarbeitet werden. Zum mechanischen Aufbrechen der Bakterienzellwinde
wurde das Pellet drei bis viermal in fliissigem Stickstoff eingefroren und im Wasserbad bei
42°C wieder aufgetaut. Anschlieflend wurde das Pellet dann in 1/10 Volumen des urspriingli-
chem Expressionsansatzes Lysispuffer resuspendiert. Darauf folgte eine einstiindige Inkuba-
tion auf Eis, in welcher die Ansdtze immer wieder gevortext wurden, um die Pellets komplett
zu l6sen. Um alle unerwiinschten bakteriellen Nukleinsiuren zu entfernen wurde den Proben
25U Benzonase Nuklease pro ml Ansatz zugegeben. Nach einer weiteren Inkubationszeit
von 15 Minuten bei 37°C, und nochmal einer halben Stunde auf Eis, wurden dann die
unloslichen Bestandteile per Zentrifugation (40 Min, 5000rpm, 4°C) abgetrennt. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand weggeschiittet, und zu dem Pellet 30 ml Puffer B gege-
ben. Zum Aufbrechen dieses “inclusion body pellets” wurden die Proben anschlieflend noch
10-20 mal 30 Sekunden lang bei 200 - 300Watt sonifiziert. Nach jeder Sonifiziereinheit
wurden die Proben wieder fiir 30 Sekunden auf Eis gehalten. Die restlichen unerwiinschten
bakteriellen Bestandteile, wie die Membran der inclusion bodies, konnten dann durch einen
weiteren Zentrifugationsschritt (15 Min, 2000xg, 10°C) endgiiltig entfernt werden. Nach
jedem der hier aufgefithrten Schritte wurde ein Teil der Proben abgenommen, um jedes Sta-
dium der Proteinpriparation per SDS-PAGE und Western-Blot (8.3.1, 8.10) iiberpriifen zu
konnen. Das exprimierte, so gewonnene rekombinante Protein wurde dann mit Hilfe des
His-Tags tiber eine Nickelsdule (8.4.3) aufgereinigt, bevor die so gewonnenen Monomere in

einem Puffer zu der Quartirstrukeur riickgefaltet werden konnten (8.5).
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Nach dem Refold wurden die Proben eingeengt (8.6), und in den entsprechenden Puffer
umdialysiert (8.8), um sie dann entweder {iber eine Gelfiltrationssiule (8.4.2) weiter auf-
zureinigen, oder direkt {iber Elektronenmikroskopie (72) zu analysieren. Bei einem Teil der
rekombinanten Proteine, welche vorher mit einem N-terminalen His-Tag und einer Tev-

Schnittstelle versehen wurden, wurde der Tag nach der Riickfaltung entfernt.
7.2 Rekombinante Expression in Insektenzellen

Die Nutzung eines eukaryotischen Expressionssystems, wie der Insektenzellkultur,
bietet gegeniiber dem prokaryotischen System den Vorteil, das hier posttranslationale
Modifikationen, wie z.B. Glykosylierungen oder Phosphorylierungen, méglich sind. In dieser
Arbeit wurden verschiedene Konstrukte in sog. High Five™ Insektenzellen (Invitrogen) stabil
transfiziert. Mit der stabilen Expression im InsectSelect™ System ist es moglich auch fiir die
bakterielle Expression zu grof$e Proteine im Uberstand zu exprimieren. Auch hier wurden
mit Hilfe der Gateway-Klonierung (5.10.2) das Expressionskonstrukt in den verwendeten
Expressionsvektor (pIB/V5 - His-DEST™-Vektor, (4.2) eingebracht. Dieser zeichnet sich
durch ein C-terminales His-Tag, und seine Blasticidin Resistenz aus. Pufferrezepte und

verwendete Medien sind im Anhang unter F 4.2 aufgefiihrt.
7.2.1  Kultivierung der Insektenzellen

Die Insektenzellen wurden adhirent als Monolayer bei 27°C in Brutschrinken (Fricocell 55,
Memmert) unter ausreichender Beliiftung mit Sauerstoff kultiviert. Um optimales Wachs-
tum zu gewihrleisten, wurden die Zellen alle 2-4 Tage, bei 80 - 90 % Konfluenz umgesetzt.
Dafiir wurde zunichst das alte, verbrauchte Medium, welches auch tote, nicht adhirente Zel-
len enthielt, abgesaugt. Mit frisch angesetztem Medium wurden dann die Zellen vorsichtig
von dem Boden der Zellkulturflasche gelost, um sie dann in verschiededen Verdiinnungen
in neue Flaschen umzusetzten. Je nach Verdiinnung wurden so in frischen Zellkulturflaschen
(25cm®, 75cm?, 175cm?) neue Zelllinien kultiviert. Die Bestimmung der Zellzahl und Vi-

talitit der Zellen erfolgte regelmiflig unter dem Mikroskop in einer Neubauer-Zihlkammer.
7.2.2  Transfektion der Insektenzellen

Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen von Fremd-DNA, oder RNA in eukary-
otische Zellen. In dieser Arbeit wurden die Insektenzellen stabil transfiziert, d.h. die Plasmide
wurden dauerhaft in das Genom der Wirtszellen eingebracht. Dabei wurde sich die Meth-
ode der Lipofektion zum Einbringen der Fremd-DNA zu Nutze gemacht. Dabei wird das
genetische Material, in diesem Fall das Plasmid, mit Hilfe von Liposomen die leicht mit der
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Zellwand fusionieren konnen eingebracht. In dieser Arbeit wurde dafiir das kationische Lipid
Cellfectin® (Invitrogen, Darmstadt) verwendet. Fiir die Transfektion wurden 5pg des Expres-
sionskonstruktes (aufgereinigtes Plasmid, Insert im pIBV5-His-DEST™-Vektor) mit 250pl
Zellkulturmedium versetzt, sowie in einem zweiten Eppendorfgefifd 20pl Cellfectin mit der
gleichen Menge an Medium. Beide Ansitze wurden vorsichtig gemischt, zusammengegeben
werden, und wieder vermischt. Nach einer Inkubation von 30 min. wurde das Gemisch dann
tropfenweise auf 60% konfluente High-five Zellen gegeben. Zwei Tage nach der Transfektion

wurde dann mit der Selektion begonnen.
7.2.3  Selektion der transfizierten Zellen

Um positiv transfizierte Zellen von Untransfizierten, oder durch die Transfektion geschi-
digten Zellen zu isolieren, wurde das Antibiotikum Blasticidin zu den Insektenzellen gege-
ben. Zuerst musste zwei Tage nach der Transfektion der Uberstand abgenommen werden,
um die Zellen wie in 7.2 beschrieben in einer 1:3 Verdiinnung umzusetzten. Einen Tag spiter
wurde dann das Antibiotikum in einer Konzentration von 50pg pro ml Insektenzellmedium
hinzugegeben. Nach drei bis vier Tagen wurde das alte Medium durch frisches ersetzt, und
wieder das Selektionsantibiotikum hinzugegeben, solange bis nach ca. 1 Woche Foci posi-
tiver, sich klonal vermehrender Zellen zu erkennen waren. Nun konnte die Konzentration
des Blasticidins auf 10pg pro ml Medium herabgesetzt werden. Wie unter 7.2.1 beschrieben
wurden diese stabilen, das Protein in den Uberstand exprimierenden Zellen dann bei 80 -

90% Konfluenz umgesetzt.
7.2.4 5 Aminolivulinsiure

Fir die Expression des Biomphalaria Himoglobins wurde dem Expressionsmedium nach
erfolgter Selektion ImM 5'-Aminolidvulinsiure zugegeben. Dabei handelt es sich um eine
Vorstufe des Hims in der Porphyrinsynthese, das benétigt wird um die prosthetische Gruppe
des Himoglobins zu bilden.
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7.2.5 Bioreaktor

Das Umsetzten der stabil transfizierten, selektierten Zellen erfolgte so lange, bis sie sich zu
einer hohen Zellzahl (1,6 x 10° Zellen/ml) vermehrt hatten, und in den Bioreaktor (CEL-
Line AD 1000; IBS Integra, Chur) umgesetzt werden konnten. In diesem ist ein grofles
Mediumkompartment durch eine semipermeabele Membran von einem kleinen Zellkom-
partment getrennt. Die Zellen wachsen auch hier adhirent am Boden des Bioreaktors, und
werden iiber die Membran mit den Nihrstoffen des Mediums versorgt. Die in den Uberstand
szenierten rekombinanten Proteine konnten dann aus dem Zellkompartment des Bioreaktors

geerntet werden.
7.2.6  Proteinpriparation

Die rekombinanten Proteine konnten aus dem Insektenzelliiberstand durch den im Vektor
enthaltenen His-Tag, tiber eine Nickelmatrix (8.4.3) aufgereinigt werden. Um verschieden
grofle rekombinante Partikel voneinander zu trennen wurde eine Gelfiltration durchgefiihrt
(8.4.2), und die aufgereinigten Partikel dann tiber proteinbiochemische Standardmethoden,
wie SDS-PAGE, Western-Blot oder Immunelektrophorese charakterisiert.



34  Material und Methoden

8 Proteinbiochemische Methoden
8.1 Himolympheentnahme

Um die nativen Proteine von Biomphalaria glabrata aufzureinigen, musste zuerst die Ha-
molymphe entnommen werden. Dafiir wurden die Tiere zuerst ca. 10 bis 15 Min auf Eis
gehalten, um sie zu narkotisieren. Das erste Stiick der filligranen Schale wurde abgebrochen,
um dann mit einer feinen Kaniile in den Fufl zu stechen. Die ablaufende Himolymphe
konnte dann mit einer Pipette abgesaugt, und in einem Eppendorfgefif$ auf Eis gesammelt
werden. Um Zellbestandteile und Gewebeteile zu entfernen wurde die Himolymphe dann
bei 10.000 x g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte

wie unter 8.2 beschrieben.
8.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinkonzentrationen konnen in einem Photometer bei einer Wellenlinge von 280 nm
bestimmt werden. Diese Absorption ist typisch fir Proteine und wird hervorgerufen durch
die Absorption der aromatischen Aminosiuren Tryptophan und Tyrosin. Dabei entspricht
eine OD,, von 1 einer Proteinkonzentration von 1mg/ml. In dieser Arbeit wurde auch mit
dem Himoglobin von Biomphalaria glabrata gearbeitet, dieses besitzt ein zweites typisches
Absorptionsmaxima bei 411 - 414nm. Dabei entspricht der Peak bei 414nm dem oxyg-
enierten Zustand des Himoglobins, und der bei 427nm dem deoxygenierten Zustand, was

durch die Zugabe von Natriumdithionit zu der Probe erreicht werden kann.
8.3 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Bei dieser Methode macht man sich zu Nutze, dass sich Proteine entsprechend ihrer Ladung
in einem elektrischen Feld auftrennen lassen. Es wird dazu ein Polyacrylamidgel als Matrix
verwendet, das sich aus einem weitmaschigen Sammelgel und einem enger vernetzten Trenn-
gel zusammensetzt. Die Proteinproben werden zunichst in dem Sammelgel fokussiert, das
meist ein niedrigprozentiges Gel mit dadurch groffen Porenweiten darstellt. Im Trenngel kann
der Vernetzungsgrad variiert werden, was zu unterschiedlichen Porenweiten fiihrt (Pippetier-
schema . Es wurden vertikale Gelkammern der Firma Biotec Fischer (Reiskirchen) verwen-
det. Die Gele waren sog. ,Minigele“ mit einem 80 x 82mm Format und einer Schichtdicke
von 1 mm. Die Elektrophorese erfolgte unter denaturierenden Bedingungen (SDS-Page) als
auch unter nicht denaturierenden Bedingungen (native Page) nach Laemmli (1970). Die
Gele wurden bei einer Stromstirke von ca. 20 mA fiir ca. 90 min. laufen gelassen. Nach

erfolgter Elektrophorese wurden die Gele in einer Coomassie Brilliant Blue-Firbel6sung fiir
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mind. 15 min. auf dem Schiittler gefirbt. Danach erfolgte die Entfirbung der Gele, bis nur
noch die Banden auf dem Gel sichtbar waren mit einer entsprechenden Entfirbelosung. Die
Gele konnten dann in 7,5%iger Essigsiurelosung gelagert werden. Alle Rezepte der hier ver-

wendeten Losungen sind im Anhang unter F 5.7 aufgefiihrt.
8.3.1 SDS-PAGE

Bei dieser Form der Elektrophorese werden die Proteine zunichst durch Zugabe von 1%
Dithiothrenitol (DTT) und 2% Natriumdodecylsulfat (SDS) 5 min. bei 95°C denaturiert.
DTT spaltet die kovalenten Bindungen zwischen den Seitenketten, wodurch sich das Protein
voll entfalten kann. Durch Zugabe des SDS wird die Eigenladung des Proteins abgeschirmt,
das Protein wird dadurch von einer negativen Hiille ummantelt so, dass in der SDS-PAGE
eine ausschlieffliche Trennung nach dem Molekulargewicht erfolgen kann. Alle Proteine
wandern nun zur Anode, und anhand der zuriickgelegten Laufstrecke kann mit Hilfe eines
Markers die Molmasse bestimmt werden. Es wurden etwa 5 - 10pug Protein aufgetragen, die
vorher mit 25% Probenpuffer versetzt wurden und zusammen mit dem Marker auf einem
Heizblock denaturiert wurden. Als Marker wurden in dieser Arbeit der SDS-6H Marker von
Sigma (Deisenhofen), und der ProSieve™QuadColor™ Protein Marker der Firma Lonza

(Rockland) verwendet.
8.3.2 Native PAGE

Bei der nativen PAGE werden die Proteine in Abhingigkeit von ihrer Molekiilmasse, ihrer
spezifischen Eigenladung und ihrer Tertidrstruktur nach aufgetrennt. Hierbei spielt also dies-
mal auch die Molekiilfaltung, die auf das Laufverhalten Einfluss nimmt, eine Rolle. Aus
diesem Grund werden die Proben hierbei nicht mit SDS und $8-Mercaptoethanol behandelt,
und es findet auch keine Denaturierung statt. Die Proben wurden mit Probenpuffer beschw-
ert, und es wurden ca. 5 - 10pg aufgetragen. Firbung und Entfirbung erfolgten analog der

SDS-PAGE.

8.4 Chromatographische Methoden

8.4.1  Anionenaustauschchromatographie

Mit Hilfe dieser analytischen Methode konnen Proteine ihrer Ladung nach aufgetrennt
werden. Dabei befinden sich an einer polymeren Matrix funktionelle Gruppen, welche re-

versibel die entsprechenden Gegenionen, im Fall der Anionenaustauschchromatographie

Anionen, binden kénnen. Die Probe wird in die sog. Probenschleife injiziert, und mit der
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Offnung eines Ventils durch eine Pumpe auf die Siule befordert. Das Ionengemisch wird an
der Siule gebunden und ausgetauscht, um dann durch einen Gradient von der Siule eluiert
zu werden. In dieser Arbeit wurde eine Q-Sepharosesiule (GE Healthcare, Freiburg) ange-
schlossen an eine HPLC-Pumpe (High performance liquid chromatography) der Firma Gil-
son (Limburg) verwendet, um die nativen Himolymphproteine voneinander zu trennen. Die
einzelnen Fraktionen wurden von einem Fraktionssammler (Gilson, Limburg) aufgefangen,
nachdem die Absorption wie unter 8.2 beschrieben gemessen wurde. Die Auswertung eines

Laufs wurde mit einer von Gibson gestellten Software bearbeitet.
8.4.2  Grofenausschlusschromatographie

Diese Methode der Gelfiltration wurde verwendet, um Proteine ihrer GrofSe nach aufzutren-
nen. Dabei dient hier als Matrix ein Gel aus Polyacrylamidpartikeln, welche ein dreidimen-
sionales Netzwerk bilden und es dadurch erméglichen die Proteine ihrer Gréfle nach zu
eluieren. Kleine Proteine dringen in diese von den Partikeln gebildeten Poren ein und haben
somit einen lingeren Weg, als groflere Proteine, welche die Sdulenmatrix ungehindert und
somit schneller passieren. Mittels eines Photometers (Gilson, Limburg) wurden auch hier die
Absorptionen der einzelnen Fraktionen vor dem Sammeln bestimmt, und jeder Lauf fiir die
Auswertung von einem Flachbettschreiber (Kipp und Zonen, Delft) graphisch festgehalten.
Verwendet wurden je nach Grofle der aufzureinigenden Proben die Bio-Gele © 0,5M, 1,5M
und A15M der Firma BioGel® (Miinchen).

8.4.3  Afhnitdtschromatographie an eine Nickelmatrix

Die Nickelaufreinigung wurde verwendet, um rekombinante Proteine, welche zuvor mit
einem His-Tag versehen werden konnten, aufzureinigen. Dabei binden die Proteine reversi-
bel an eine Trigersubstanz (Nickel-Sepharose), die mit einem N- oder C-terminalem 6 x
His-Tag exprimiert worden sind. In dieser Arbeit wurden alle, prokaryotisch, sowie eukary-
otisch exprimierten Partikel wie unter 5.4.7 beschrieben mit einem His-Tag versehen. Die
Aufreinigung erfolgte unter denaturierenden (prokaryotische Expression), als auch nativen
(eukaryotischen Expression) Bedingungen und wurde nach Herstellerangaben (GE Health-
care, Miinchen) durchgefiihrt. Die Proteinlésungen wurden filtriert, und auf 20mM Imida-
zol-Konzentration eingestellt. Das Binden an die Matrix erfolgte nach dem batch Verfahren,
durch 90 miniitiges Invertieren des Ansatzes. Danach konnte mit den Protein-Nickellosun-
gen eine Siule gefiillt werden, um die Reinigung mittels Schwerkraft durchzufithren. Die
ungebundenen Partikel wurden im ersten Durchlauf aufgefangen, bevor dann die Sdule mit
5 Sdulenvolumina Waschpuffer gewaschen wurde. Nach auffangen der Waschfraktion wurde

mit einem Elutionspuffer das gewiinschte Protein eluiert. Bei dieser Methode enthalten
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Wasch-, und Elutionspuffer Imidazol, dessen Konzentration schrittweise angehoben wird,
um erst zu reinigen, und spéter durch eine héhere Imidazolkonzentration die His getaggten
rekombinanten Proteine von der Siule zu verdringen. Die hier verwendeten Losungen sind

nach Expressionssystem geordnet im Anhang (F 5.2.1) aufgefiihrt.
8.5 Renaturierung (Refold)

Durch Uberexpression der rekombinanten Proteine in dem prokaryotischen System traten
oft unlésliche, von einer Membran umschlossene sog. Einschlusskérperchen (inclusion bod-
ies) auf. Um die rekombinanten Proteine aus diesen aufzureinigen wurde unter denaturier-
enden Bedingungen gearbeitet. Da das Ziel der rekombinanten Expression die native Faltung
der rekombinanten Proteine war, mussten die richtigen Bedingungen gefunden werden um
die Monomere in die richtige Konformation zu iiberfithren. In dieser Arbeit wurden dafiir
die sich im Elutionspuffer der Nickelaufreinigung befindlichen Monomere in dem entspre-
chenden Puffer (Rezept nach Huang et al., 2009, siche Anhang F 5.3) verdiinnt. Dazu wurde
die Monomer haltige Losung in ein grofles Volumen Refoldingpuffer zu einer Konzentra-
tion von 30pg/ml unter Rithren im Kithlraum (4°C) mit einer Geschwindigkeit von 0,2ml/
Min eingetropft. Nach 18 - 24 Stunden konnte diese Proteinlésung dann wie unter 8.6.1

beschrieben aufkonzentriert werden.
8.6 Konzentrieren von Proteinlésungen

Um die rekombinanten, sowie die durch Affinitdtschromatographie aufgereinigten nativen
Proteine aus den Losungen aufzukonzentrieren, kamen verschiedene Konzentratoren zum

Einsatz.
8.6.1  Aufkonzentrieren grof3erer Probenvolumina

Zum Aufkonzentrieren der rekombinanten Proteine aus grofleren Voluminas wurde eine
Amicon Rithrzelle (Modell 8400) der Firma Merck Millipore (Massachusetts) verwendet. Die
wie unter 8.5 refoldeten Proteine, welche in ein grofles Volumina an Puffer gegeben wurden,
konnten so aus der Losung eingeengt werden. Dafiir wurde die Protein-Pufferlosung in die
Riihrzelle gegeben, in welche vorher eine Membran (Ultrafiltrations-Membranscheibe, Mer-
ck Millipore, Massachusets), in diesem Fall mit der Ausschlussgrofie von 10.000 kDa gelegt
wurde. Die Losung wird dann durch Stickstoffzufuhr durch die Membran gedriickt, wobei
Partikel deren Grofle iiber der der Ausschlussgrofie liegt in dem Behilter zuriickgehalten
werden. Auf diese Weise konnten mehrere Liter aufkonzentriert werden, bis zu einem Volu-

mina von mindestens 50ml, mit welchen dann zur weiteren Einengung nach dem Spindown
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Konzentrierverfahren (8.6.2) weitergearbeitet werden konnte. Vor und nach der Anwendung
musste die Membran nach Herstellerangaben entweder mit Pufferlésung, oder destilliertem

Wasser gespiilt werden.
8.6.2  Aufkonzentrieren kleiner Probenvolumina

Zur Aufkonzentrierung kleinerer Probenvoluminas kamen verschiedene Spindown-Konzen-
tratoren zur Anwendung. Fiir Volumina von bis zu 500ul wurden die Zentrifugensiulchen
von Amicon (Amicon-Ultra0,5) der Firma Merck Millipore (Massachusets) verwendet. Fiir
bis zu 15ml konnte auf grofiere, Falcon dhnliche Sdulen (Amicon-Ultral5) der gleichen Fir-
ma zuriickgegriffen werden. Die Anwendung all diese Zentrifugensdulen beruht auf einer
Membran im Inneren der Siule, welche nur fiir bestimmte Groéflen durchlissig ist. Die zu
aufkonzentrierende Proteinlosung wird auf die Sdule gegeben und die Losung dann durch
Zentrifugation durch die Membran gepresst. In dieser Arbeit wurden je nach Grofle des
Proteins 5.000, 10.000, 50.000 und, oder 100.000 kDa Ausschlussgroflen nach Herstelle-

rangaben verwendet.
8.7 Proteolytische Spaltung

Um den His-Tag zu entfernen, wurde der Sequenz mancher rekombinanter Proteine wie in
5.4.1 beschrieben eine sog. TEV-Schnittstelle angefiigt. Diese ist die Erkennungssequenz
fur die TEV-Protease, durch welche in einem Verdau bei Raumtemperatur der N-terminal-
en His-Tag abgespalten werden konnte. Die rekombinant hergestellte TEV-Protease wurde
mit einer Konzentration von 1mg/ml mit dem entsprechenden Protokoll von Patrick Keller
(Merck, Darmstadt) bezogen, und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Fiir den Verdau
wurden 100pg der Protease zu 200pg rekombinantem BgAChBP in dem entsprechendem
DPuffer (F 5.4) gegeben, und der Ansatz tiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Die Spal-

tung wurden dann in einem Western Blot (8.10) tiberpriift.
8.8 Dialyse

Das Verfahren der Dialyse wird angewandt, um Proteinlésungen in einen anderen Puffer zu
tiberfiihren, oder niedermolekulare Substanzen aus der Losung zu entfernen. Dazu werden
semipermeabele Dialyseschlduche verwendet, welche den kontrollierten Austausch von Stof-
fen erlauben. Durch die verschiedenen Ausschlussgrofien konnen kleinere Molekiile pas-
sieren, wihrend die grofleren Proteine in dem Dialyseschlauch zuriickgehaklten werden. Es
wurden Dialyseschlduche der Firma Roth (Karlsruhe) mit einer Ausschlussgrofie von 14.000
kDa benutzt, die vor der Anwendung fiinf Minuten in destilliertem Wasser gekocht werden

mussten.
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Die Probe wurde in den Schlauch gefiillt, dieser gut abgedichtet und das ganze dann in einen
Erlenmeyerkolben mit dem gewiinschten Puffer gegeben. Um den kompletten austausch
zu gewihrleisten, sollte bei der Dialyse darauf geachtet werden, dass das Volumenverhalt-
nis Probe zu Puffer bei 1:1000 liegt. Jede hier durchgefiihrte Dialyse erfolgte unter Rithren
im Kiihlraum tiber Nacht bei 4°C. Zur Steigerung der Effizienz des Austausches wurde der
Puffer dabei auch mehrfach gewechselt. Das Rezept des Dialysepuffers ist im Anhang unter
F 5.5 aufgefiihrt.

8.9 Herstellung der Antiseren Anti-BgAChBP1 und Anti-BgAChBP2

Fiir die Herstellung der beiden Antiseren wurde je einem Kanninchen in einem Zeitraum
von ca. zwei Monaten mehrere Injektionen des rekombinant hergestellten BZAChBP1 und
BgAChBP2 verabreicht. Zwei Wochen nach der vierten Injektion wurden die Tiere entblutet.
Nach der zweiten und dritten Injektion wurden Serumproben entnommen, und auch das
Endserum konnte nach dem entbluten getestet werden. Die komplette Immunisierung der

Kanninchen wurde von der Firma Charles River-Laboratories (Kisslegg) durchgefiihre.
8.10  Western-Blot

Um Proteine, die zuvor mittels PAGE (8.3) aufgetrennt wurden spezifisch nachzuweisen,
wurde ein Western Blot durchgefiihrt. Dazu wurden die in dem Gel enthaltenen Proteine
mit Hilfe eines elektrischen Feldes zuerst auf eine Nitrocellulosemembran tibertragen, um sie

dann durch spezifischen gegen sie gerichteten Antikorpern zu detektieren.
8.10.1 Proteintransfer

Die Proteine wurden im Semi-Dry Western Blot-Verfahren von dem Gel auf die Nitrocel-
lulosemembran transferiert. Es wurden zunichst 2 x 5 Whatmanpapiere (Hartenstein, Wiir-
zburg), die Nitrocellulosemembran (4,5pm Porengrof3e, Machery-Nagel, Diiren), sowie das
Polyacrylamidgel mit Transferpuffer getrinkt und luftblasenfrei in eine Blot-Kammer (Mod-
ell SDI, cti, Idstein) iibereinander gelegt. Diese Kammer wurde dann an ein senkrecht zu dem
Gel angelegtes elektrisches Feld bei 45mA fiir 90 Min bei Raumtemperatur angeschlossen.
Bei dieser Elektrophorese wandern die negativ geladenen Proteine in Richtung Anode auf die
Nitrocellulosemembran, und bleiben dort aufgrund hydrophober Wechselwirkungen haften.
Nach dem Transfer konnte mit der Immunodetektion der Proteine begonnen werden. Alle
Pufferlosungen, sowie die Antikorper, die fiir den Western Blot verwendet wurden sind im
Anhang unter F 5.6, bzw. F 5.8 aufgefiihrt.
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8.10.2 Immunodetektion

Nach dem oben beschriebenen Transfer, miissen zuerst die freien unspezifischen Protein-
bindungsstellen auf der Membran blockiert werden, da hier sonst die Antikérper binden
wiirden, was einen spezifischen Nachweis unmdoglich machen wiirde. Dafiir wurde die Mem-
bran fiir eine Stunde mit 3% BSA bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Blockieren
konnte die Membran dann tiber Nacht bei 4°C mit einer verdiinnten Losung des spezi-
fischen Antikorpers behandelt werden. Der Antikérper wurde dafiir in 1 x TBS/3% BSA
zu verschiedenen Konzentrationen verdiinnt. Nach drei 10 miniitigen Waschschritten in 1
x TBST bei Raumtemperatur, um unspezifisch gebundene Antikorper von der Membran
zu entfernen, konnte die Membran mit dem zweiten Antikorper inkubiert werden. Dieser
sekundire Antikérper ist spezifisch gegen den Ersten gerichtet und entweder mit dem Enzym
Peroxidase, oder einer alkalischen Phosphatase gekoppelt. Nach einer 1,5 stiindigen Inkuba-
tion bei Raumtemperatur, erfolgten nochmal 3 x 10 miniitige Waschschritte in 1 x TBST.
In einer anschlieffenden Farbreaktion konnten nun durch Zugabe des zu dem sekundiren
Antikdrper passeneden Substrates die transferierten Proteine auf der Membran sichtbar
gemacht werden. Die Peroxidase oxidiert hierbei das Substrat AEC (3-Amino-9-Ethylcarba-
zol) zu einem braunen Niederschlag. Ist der zweite Antikorper hingegen an eine alkalische
Phosphatase gekoppelt, werden die Substrate BCIP (5-Brom-4-Chlor-indolylphosphat) und
NBT (Nitroblau-Tetrazoliumsalz) fiir eine Farbreaktion benétigt. Dabei muff die Membran
vorher 5 Minuten in AP-Puffer geschwenkt werden, um die optimalen pH-Bedingungen
fur diese Katalyse zu schaffen. Bei der darauffolgenden Reaktion wird das BCIP dephos-
phoryliert, das NBT gleichzeitig reduziert, was zu einem blauvioletten Niederschlag fiihrt.
Die Reaktionen wurden , sobald die Banden spezifisch gefirbt waren, sofort mit destilliertem
Wasser gestoppt. Simtliche Inkubationen wurden, wenn nicht im Text anders angegeben, bei

Raumtemperatur durchgefiihrt.
8.11  Immunelektrophorese

Um die rekombinanten Proteine weiter immunologisch zu charakterisieren, wurde eine zwei-
dimensionale Immunelektrophorese nach Laurell (1965) und Weeke (1973) durchgefiihrt.
Hierbei wird die zu charakterisierende Proteinlésung in zwei Dimensionen in einem 1%
Agarosegel aufgetrennt. In der ersten Dimension werden die Proteine dabei aufgrund ihrer
Ladung aufgetrennt In der zweiten Dimension wandern sie dann gegen einen der Agarose
zugegebenen spezifischen Antikorper. Dieser bildet mit den im Uberschuss vorliegenden, ele-
ktrophoretisch beweglichen Antigenen (Proteinlésung) 16sliche Komplexe. An der Stelle, an
welcher der Konzentrationsiquivalenzpunkt zwischen Antigen und Antikorper erreicht ist,

verbinden sich die Molekiile und kénnen dann nach der Firbung als ein charakteristisches
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gipfelformiges Prizipitat sichtbar gemacht werden. Anhand der unterschiedlichen Muster
der Prizipitate lassen sich dann Riickschliisse auf die strukturelle Verwandtschaft zwischen
den Proteinen eines Proteingemisches ziehen. Aufgrund der Auftrennung in zwei Dimen-
sionen spricht man hier von der sog. Crossed Immunelektrophorese (46b. 10). Die Rezepte
aller Pufferlosungen und die verwendeten Antikérper sind im Anhang unter F 5.7, bzw. 5.8

aufgefiihre.
8.11.1 Crossed Immunelektrophorese

1. Dimension

Eine 1%ige Immunagarose wurde aufgekocht, und 10ml davon wurden gleichmifig auf einer
10 x 7cm groflen Glasplatte verteilt. Nachdem die Agarose polymerisert war, wurden je nach
aufzutragender Proteinlosung 2 - 4mm grof§e Locher in diese gestanzt. Als Lauffrontmarker
wurde in die duflersten Locher jeweil 2pl einer Bromphenol-Glycerin-Losung gegeben. Die
Glasplatte mit der Proteinbeladenenen Agarose konnte dann in die Elektrophoresekammer,
eine Multiphor-Apparatur (Modell2117, Pharmacia, Freiburg) gelegt werden. Damit tiber
der Platte ein elektrisches Feld angelegt wurden konnte, mussten Pufferbriicken aus Chroma-
tographiepapier (3MM, Scleicher & Schuell, Dassel) zwischen Gel und Puffer luftblasenfrei
aufgelegt werden. Die Durchfiithrung der Elektrophorese erfolgte dann bei 600V, und konnte
nach ca 90 Min, bei erreichen der blauen Lauffront des Gellendes, gestoppt werden.

1%ige Agarose mit Antikérpern
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Abb. 10

(A) immunologisch nicht identische Proteine; (B) Immunologisch partiell identische Proteine; (C)

Grundform der zweidimensionalen Immunelektrophorese.

siche (B), aber das linke ist dem rechten Protein gegeniiber immunologisch unvollstindig; (D) im-

munologisch identische Proteine.
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2. Dimension

Fiir die zweite Dimension wurden die Gelstreifen mit dem aufgetrennten Proteingemisch
der ersten Dimension nach einer Vorlage ausgeschnitten, und auf die hydrophile Seite eines
GelBond®-Films (4,2 x 5cm, Stirke 0,2mm, Biozym, Oldendorf) gelegt. Die Antikorper-
16ung wurde zu 2ml fliissiger, auf 58°C temperierter Agarose gegeben, und auf die freie
Stelle des geviertelten Films gegossen. Dann konnte die zweite Elektrophorese bei 300V tiber
Nacht, wie fiir die erste Dimension beschrieben, durchgefiihrt werden. Nach dem Lauf wur-
den zunichst ungebundene Proteine und Antikérper ausgesalzt, um den Hintergrund fiir die
Firbung maoglichst gering zu halten. Dafiir wurden die Filme zunichst mit angefeuchtetem
Filterpapier bedeckt, und 5 Minuten gepresst. Danach folgte ein 10miniitiger Waschschritt
in 0,6%iger NaCl-Losung. Diese beiden Schritte wurden noch zweimal wiederholt, wobei
der letzte Waschschritt mit destilliertem Wasser durchgefiihrt wurde. Nach einem letzten
Pressen wurden die auf den Filmen aufgepressten Gele dann mit einem Fon getrocknet, bevor
sie dann 5 Minuten in Coomassie (Coomassie® Brilliant Blue G 250, Roth, Karlsruhe) zur
Firbung gegeben werden konnten. Die unspezifische Firbung des Gels konnte mit destillier-

tem Wasser entfernt werden, bevor die Gele erneut getrocknet wurden.

9  In situ-Hybridisierung
9.1 Whole Mount

Um die Expressionsorte der beiden Isoformen BgAChBP1, und BgAChBP2 im Gewebe von
Biomphalaria glabrata nachzuweisen, wurde eine sog. Whole Mount in sizu-Hybridisierung
durchgefiihrt. In einem ersten Schritt wurden dafiir mit Digoxygenin markierte DNA-
Sonden hergestellt (siche 5.5.6), welche Isoformspezifisch an die m-RNA binden kénnen.
Dann wurden komplette Tiere mit diesen Sonden inkubiert, um dann durch eine spitere
Farbreaktion den Expressionsort der jeweiligen Isoform nachweisen zu konnen. Alle hierfiir

verwendeten Losungen sind im Anhang unter F 6 aufgefiihre.
9.1.1  Vorbereitung der Larven

Bevor mit der Hybridisierung begonnen werden konnte, mussten die Larven vorbereitet
werden. Dafiir wurden die Schnecken zunichst fiir 10 - 15 min. in Relaxinldsung eingelegt,
um die Muskeln der Tiere zu entspannen. Anschlieffend erfolgte eine fiinfminiitige Erst-
fixierung in Fixierungslosung. das Fixativ wurde dann entfernt, und gegen Frisches ausge-
tauscht. Nach einer weiteren Inkubation in dieser fiir 30 min., musste das Fixativ in mehreren

Waschschritten entfernt werden. Dafiir wurden die Versuchsobjekte zuerst in einem Fixativ/
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Ethanol Gemisch (1:1) gelegt, und danach viermal mit 100%igem Ethanol gewaschen. An-
schliefend konnte dann unter dem Binokular in 70%igem Ethanol die filligrane Schale der
Tiere mit einer Pinzette entfernt werden. Um sicher zu stellen, dass auch das komplette

Gewebe fixiert ist, wurde die Fixierung nochmal tiber Nacht bei 4°C wiederholt.
9.1.2 Tag 1 Pigmententfernung und Hybridisierung

Am ersten Tag des Versuchs, musste die Pigmentierung der Tiere entfernt werden. Aus diesem
Grund wurden die Schnecken solange mit einer 3%H,0,/0,5%KOH-L6sung bei Raumtem-
peratur inkubiert, bis eine ausreichende Bleichung erreicht werden konnte. Die Versuchstiere
wurden dann zweimal kurz in 100%igem Methanol gewaschen, bevor dieses dann durch
PBT ersetzt wurde. Zur Rehydrierung erfolgte dann ein 20miniitiger Inkubationsschritt in
PPE, und anschlieflend fiinf weitere, kurze Waschschritte in vorher auf 4°C runtergekiihltem
PPE. Um der DNA-Sonde, und dem Antikérper den Zugang zu dem Gewebe zu etleichtern
mussten die Tiere fiir 20 min. bei 37°C mit Proteinase K (20ug/ml) in PBT inkubiert werden.
Mit vier daran anschlieflenden Waschschritten fiir 5 min. mit PBT bei 4°C konnte der Pro-
teinase K Verdau dann gestoppt werden. Darauf folgte eine Inkubation von 45 min. in 4%
Paraformaldehyd/PBS mit fiinf anschlieflenden Waschschritten (je 5 Minuten) in PBT, um
das tiberschiissige Paraformaldehyd wieder zu entfernen. Um unspezifische Bindungsstellen
abzusittigen erfolgte eine Prihybridisierung in Hybridisierungspuffer fiir 3 Stunden im Was-
serbad bei 48°C, in gut verschlossenen leeren Pipettenboxen. Die eigentliche Hybridisierung
mit der zuvor bei 65°C fiir 10 Minuten denaturierten Sonde (10 - 40ug pro ml Hybridis-
ierungspuffer) erfolgte dann bei gleicher Temperatur tiber Nacht.

9.1.3 Tag 2 Blockierung und Inkubation mit Sekundirantikérper

Um die Hybridisierungslosung zu entfernen mussten mehere Waschschritte bei 50°C durch-
geftihrt werden: dreimal mit 4xWaschpuffer (je 10 Minuten), zweimal mit 2xWaschpuffer (je
15 Minuten) und zweimal mit 1xWaschpuffer (je 15 Minuten). Danach wurden die Tiere bei
Raumtemperatur dreimal in 1 x SSC/0,1% Tween gewaschen (je 20 Minuten), dann zweimal
in Maleinsdurepuffer (10 Minuten) und einmal fiir 10 Minuten in Blockierungslosung, bevor
dann die eigentliche Blockierung fiir 2 - 3 Stunden bei Raumtemperatur erfolgen konnte. Im
Anschluss wurde dann der Antikorper (Anti-Digoxygenin-alkalische-Phosphatase) in einer
Konzentration 1:2000 (0,5pl Antikérper pro ml Blockierungslosung) zugegeben, und mit
diesem {iber Nacht bei 4°C inkubiert.
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9.1.4 Tag 3 Farbreaktion

Der  Antikérper  wurde jetzt durch  fiunf  15miniitige  Waschschritte  in
Maleinsdurepuffer/0,1%Tween entfernt. Danach wurden die Tiere zur Vorbereitung auf die
anschlieffend folgende farbreaktion zweimal 10 Min in AP-Puffer gewaschen. Wihrenddessen
konnte die Enzymlésung fiir die Farbreaktion frisch angesetzt werden. Hierzu wurden
pro ml AP-Puffer 5pl NBT mit 3,75ul BCIP vermischt, und zu den Tieren gegeben. Die
Farbreaktion erfolgte unter Aufsicht bei 4°C, und wurde sofort nach der ersten Firbung
durch dreimaliges waschen in Maleinsiurepuffer (je 5 min.) und zweimaliges waschen in

PBT (5 min.) gestoppt. Danach erfolgte eine Postfixierung in 4%PFA/PBS.

9.1.5 Tag 4 Aufbewahrung

Abschlieflend erfolgten vier Waschschritte in PBS. Danach wurden die Versuchstiere in eine

70%ige Ethanollosung eingelegt und bei 4°C bis zur Auswertung gelagert.#
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10 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Diese Methode der Elektronenmikroskopie ermoglicht die direkte Abbildung von kleinen
Objekten im Mikrometer bis Nanometerbereich mit Hilfe von Elektronenstrahlen. Die
Elektronen werden mittels Spannung beschleunigt, und durch elektromagnetische Linsen
fokussiert. Wenn die Elektronen auf die Probe treffen werden sie abgelenkt, wobei sie von
Objekten hoher Dichte stark, und von solchen geringerer Dichte schwach abgelenkt werden.
Die nicht abgelenkten Elektronen kénnen detektiert werden, und auf einem Leutschirm oder
einer Fotoplatte ein charakteristisches Abbild des Objektes erzeugen. Wobei Bereiche gering-
erer Dichte hell, und solche hoherer Dichte dunkel erscheinen. Der so entstehende Kontrast
ermoglicht es die Strukturen des Objekts bildlich darzustellen. Die EM-Priparation aller
Proben erfolgte nach der single-droplet Methode und es wurde das ,Negative Staining Ver-
fahren® (Harris & Horne, 1991) angewandt. Hierzu benétigt man Kupfernetzchen mit 300
— 400 Maschen die mit einem Kohlenstoff-Film beschichtet sind. Diese Netzchen werden
kurz vor der Beladung mit der Proteinprobe in einer Abdampfanlage einer Hitzeentladung
ausgesetzt. Durch diese Behandlung wird die Kohlenstoffoberfliche hydrophil, was sie fiir das
Protein adsorbtionsfihiger macht. Auf diese Trager wurden ca. 20pl der Proteinlosung (0,1
— 0,5mg/ml) aufgetragen. Uberschiissige Fliissigkeit wurde nach einer kurzen Einwirkzeit
mit Filterpapier abgesaugt. Das Netzchen wurde dann dreimal mit der Kohlenstoffoberfliche
durch destilliertes Wasser gezogen, um Puffersalze zu entfernen, und schliefSlich mit Kon-
trastmittel (2% Uranylacetat) versehen. Anschlieflend wurde das Netzchen zum Trocknen
bei Raumtemperatur auf Filterpapier in eine Petrischale gelegt, und dort bis zur weiteren
Verwendung aufbewahrt. Die mikroskopische Untersuchung der Priparate erfolgte durch
Mitarbeiter unseres Instituts in einem Zeiss EM 900 Transmissions-Elektronenmikroskop
und die Aufnahmen wurden auf Kodak EM-Filmen (Typ 4489) festgehalten.

11 Thermofluor

Diese Methode basiert auf der Grundlage, dass sich Proteine in wissrigen Losungen spontan
zu ihrer Quartérstrukeur falten kénnen. Diese Faltung kann durch eine Erhoung der Temper-
atur aufgehoben werden. Liegt das Protein dann entfaltet vor, kdnnen zuvor dazugegebene
sog. Fluorophore mit dem Protein iiber ionische und hydrophobe Wechselwirkungen inter-
agieren. Im nativen Zustand ist die Oberfliche des Proteins hydrophil, so das das Fluorophor
nicht binden kann. Bei der Entfaltung werden hydrophobe Teile des Proteins zuginglich,
wodurch der Fluoreszensfarbstoff dann an diese binden kann. Dies fithrt zu einer messbaren
Zunahme der Fluoreszenz der Proteinlosung. Das Ergebnis ist eine sigmoidale Kurve, welche

den Fluoreszenzgrad, und somit die Stabilitit des Proteins darstellt.
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Somit eignet sich diese Methode zu einem Screening der Pufferbedingungen, in welchem
das Protein stabil vorliegt. Die Methode wurde mit nativen, aufgereinigten Proben des Hi-
moglobins von Biomphalaria glabrata am Institut fiir Biochemie des Max-Planck Institutes
Gottingen in Zusammenarbeit und unter der Anleitung von Dr. Ashwin Chari durchgefiihrt.
Dafiir wurden in eine 96 well Platte je 2ul von verschiedenen vorgefertigte Pufferkomposi-
tionen (Phat buffer screen, Emerald Biosystems, Bainbridge Island) gegeben zu welchen dann
16pl derv 0,5uM Proteinlésung gegeben wurden. Der Farbstoff (Sypro® Orange; Bio-Rad,
Miinchen) wurde 1:50 im entsprechenden Probenpuffer verdiinnt, und davon je 2pl zu den
Losungen in den verschiedenen Wells pippetiert. Als referenz wurde das Protein zu Wasser
und der urspriinglichen Pufferlosung in eine weitere Reihe der well-Plate gegeben. Die Well-
Plate mit den Losungen wurde dann in einen Real-Time-PCR Cycler (Bio-Rad, Miinchen)
gegeben, und das entsprechende Programm eingestellt. In diesem wird das Protein in den
verschiedenen Puffern je fiir 30 Zyklen ab 30°C bis 100°C denaturiert. Die Auswertung er-
folgte tiber ein speziell fiir diese Methode entwickeltes Softwareprogramm.

12 GraFix

Auch diese Methode wurde am Institut fiir Biochemie des Max Planck Institutes in Géttingen
in Zusammenarbeit mit Dr. Ashwin Chari durchgefiihrt. Bei GraFix (Kastner et al., 2008)
handelt es sich um eine Methode der Probenvorberitung fiir die Elektronenmikroskopie.
Hierbei wird eine Dichtezentrifugation gegen einen Glyzerin Gradienten durchgefiihrt, bei
welchem die Molekiile im gleichen Schritt auch fixiert werden. Durch den langsamen An-
stieg des Fixativs in der Losung, lassen sich Probleme wie Aggregation, oder Instabilitit der
Proteine verhindern. Die Zentrifugation kann schwache Aggregate losen, und gleichzeitig
werden die Molekiile fixiert. Es wurden dafiir zwei in ihrem Sucrose gehalt unterschiedliche
Losungen angesetzt. Die “leichtere Losung” (10%ige Sucrose) wird dann mit einer Kaniile in
den unteren Teil des Zentrifugenrohrchens gegeben. Dann wurde die erste Losung mit der
zweiten, “schwereren” Losung (40%ige Sucrose) unterspritzt. Zuvor wurde zu dieser zweiten
Losung noch das Fixativ (25% Glutaaldehyd) gegeben. Als Letztes konnte dann die Pro-
teinlosung mit einer Konzentration von 5mg/ml méglichst Luftblasenfrei auf die Losungen
gegeben werden. Nachdem der Gradient durch einen Gradientenmixer eingestellt werden
konnte (ca. 1h bei 4°C) wurden die so vorbereiteten Proben iiber Nacht bei 37.000 rpm
zentrifugiert. Am nichsten Tag wurde einen schwere Kaniile auf den Boden des Rohrchens
gestellt, um die Losung von unten nach oben abzusaugen, und zu fraktionieren. Von jeder
gesammelten Fraktion wurde durch ein Photometer ein Absorptionsspektrum gemessen. Die
Peak Fraktionen, welche dem Himoglobin entsprachen wurden so isoliert, und fiir die Ele-

ktronenmikroskopie vorbereitet.
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13 Sauerstoffbindungsanalysen

Um das rekombinant hergestellte Biomphalaria glabrata Himoglobin auch funktionell zu
charakterisieren, wurden am Institut fiir molekulare Biophysik in Zusammenarbeit mit HD
Dr. Nadja Hellman Sauerstoftbindungsanalysen durchgefiihrt. Hierbei wurde die erste Iso-
form des Himoglobins auf die reversible Sauerstoffbindung tiberpriift, und auch eine Sauer-

stoftbindungskurve erstellt.
13.1  Uberpriifung der Sauerstoftbindefihigkeit

Um nachzuweisen, dass die in Zusammenarbeit mit Dr. Ralf Diirr hergestellten, rekom-
binanten Molekiile der ersten Isoform die Fahigkeit besitzen Sauerstoff zu binden, wurden
die Absorptionsspektren der Oxy- und Deoxy-Formen gemessen. Der aufgezeichnete Wellen-
lingenbereich lag hierbei bei zwischen 250 und 600nm. Nach der Messung mit Hilfe eines
Absorptionsspektrometers (Ultraspec 3100 Pro Uv/Visible Spectrophotometer) wurde zu der
Probe zur Deoxygenierung eine Spatelspitze Natrium-Dithionit gegeben. Nach kurzem mis-

chen, konnte so durch erneutes messen das Deoxy-Spektrum ermittelt werden.
13.2  Sauerstoftbindungskurven

Da die rekombinanten Konstrukte zu einem groflen Teil in der met-Konformation (Fe®")
vorlagen, mussten diese vor Messung der Sauerstoftbindungsanalysen zuerst in die oxy-Kon-
formation tiberfiihrt werden. Die Reduktion der Proben erfolgte nach dem Protokoll von
Hyashi et al. (1973). Nach dieser Behandlung konnten kontinuierliche Sauerstoftbindung-
skurven nach einer modifizierten Methode von Loewe (1978) gemessen werden, bei welcher
anstelle der Fluoreszenz die Absorption gemessen wurde. Zunichst musste dafiir der pH-
Wert der Probe auf 7,8 eingestellt werden, bevor sie durch die Begasung mit Sauerstoff kom-
plett oxygeniert werden konnte. Eingesetzt wurden hierbei 0,1 - 0,5mg/ml Protein, geldst in
einem 10mM Tris/Phosphat-Puffer. Die Probe wurde in eine Standard-Absorptions-Kiivette
pippetiert, in diese wurden die sauerstoffelektrode, sowie eine Kaniile fiir die Gaszufuhr gege-
ben. Nachdem die Probe durch eine kontinuierliche Sauerstoffzufuhr (20% Sauerstoff) voll-
stindig oxygeniert vorlag, erfolgte durch die Zufuhr von Stickstoff die langsame Deoxygen-
ierung der Proben.Alle Messungen erfolgten bei 25°C, und die Deoxygenierung konnte tiber
die Abnahme der Absorption bei 414nm verfolgt werden. Die ermittelte Sauerstoffsittigung
konnte gegen den Sauerstoffpartialdruck aufgetragen werden, wodurch aus den daten auch
der Halbsittigungsdruck (PSO) sowie die Koorperativitit (nso) ermittlet wurden. Zur Datena-

nalyse wurde das Programm Sigma Plot verwendet.






C Ergebnisse

1  BgHb (Biompbhalaria glabrata Himoglobin)
1.1 Rekombinante Expression des B¢Hb in Insektenzellen

Die kompletten c-DNAs der beiden Untereinheiten des BgHb (BgHb1 und BgHb2), beste-
hend aus der plug-Domine (BgHb1-p, BgHb2-p), und den 13 Him-Dominen (BgHb1-
a-m, BgHb2-a-m) wurden in unserer Arbeitsgruppe amplifiziert und sequenziert. Die mit
einem intrinsischen N-terminalem Signalpeptid versehenen Konstrukte des B¢Hb wurden
dann in einen Gateway Eingangsvektor (pDest14, siche 4.2) einkloniert (Diirr, 2008), um
damit in meiner eigenen Arbeit in einem stabilen Expressionsystem Insektenzellen zu trans-
fizieren. Dabei war die Zugabe von 1mM Aminolivulinsiure von zentraler Bedeutung. Es
handelt sich dabei um eine Vorstufe des Hims, welches dessen Einbau in das aktive Zentrum

des respiratorischen Proteins verbessert.

1.2 BgHDb1 und BgHb2 Proteinbiochemische Analyse der rekombinanten
Untereinheiten

Der Uberstand der Insektenzellen zeigte schon wenige Tage nach der Transfektion die fiir
Himoglobin typische rote Farbe (464. 11A). Durch das Einbringen der BgHb-Konstrukte in
den Expressionsvektor (pIB/V5-His-Dest) waren beide Untereinheiten mit einem C-termi-
nalem 6x His-tag versehenen und konnten so direkt aus dem Insektenzelliiberstand tiber eine
Ni-Matrix aufgereinigt werden. Durchfluss-, Wasch- und Elutionsfraktionen wurden gesam-
melt und im Vergleich zu dem nativen Protein auf ein SDS-Gel aufgetragen (Abb. 11B). Das
rekombinant exprimierte BgHb1 war in allen sechs Elutionsfraktionen vorhanden. Es zeigt
ebenso wie das native Protein die typische Bande bei 180kDa. Diese Molekiilmasse nach der
Auftrennung liegt unter der aus der Sequenz errechneten Gréfle von 240kDa, was auf ein
irregulires Wanderverhalten des Proteins zuriickzufiihren ist, welches schon bei der Auftren-
nung des nativen BgHb beobachtet werden konnte (Lieb et al., 2006). Obwohl sich auch
ein kleiner Teil des Proteins nach der Aufreinigung im Durchfluss und in der Waschfraktion

befand, konnte doch der grofSte Teil von der Nickelmatrix eluiert werden.
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Diese Elutionsfraktionen wurden vereint und iiber Zentrifugensiulen mit geeigneter Aus-

schlussgrofie aufkonzentriert (100kDa, siche 8.6). Anschlieffend wurde davon ein Absorp-

tionsspektrum gemessen (Abb. 12), welches das fiir das Himoglobin charakeeristische Ab-

sorptionsmaximum bei 411nm aufzeigte.
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Rekombinante Expression und Aufreinigung von BgHb1.

(A) Uberstand der stabilen Expression vor der Aufreinigung. (B) 7,5%ige SDS-PAGE der Aufreini-
gung iiber die Ni-Siule von 15ml Insektenzelliiberstand. M, Marker (HMW-Marker Sigma-Aldrich);
D, Durchfluss; W, Waschschritt; E1-E6, Elutionsfraktionen; N, natives B¢Hb (10pg). Es wurden von
allen Fraktionen je 30pl mit 10pl 5x Probenpuffer versechen und davon 30yl aufgetragen.
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Absorptionsspektrum von rekombinant exprimieretn BgHb1.

Die Elutionsfraktionen wurden vereint und aufkonzentriert. Mit der Proteinlésung wurde dann ein

Absorptionsspektrum von 360nm bis 450nm gemessen.
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Somit wurde aus dem Insektenzelliiberstand ein [8sliches rekombinant exprimiertes BgHb1
aufgereinigt, welches funktionell ein dhnliches Absorptionsmaxima wie das native Protein
zeigte. Des Weiteren wurde ein Western Blot mit dem rekombinanten BgHb1 durchgefiihrt.
Dafiir wurde die zuvor aufgereinigte, aufkonzentrierten Probe des rekombinanten Konstruk-
ts auf einem SDS-Gel aufgetrennt, um sie dann auf eine Nitrocellulosemembran zu trans-
ferieren. Der Nachweis erfolgte mit einem Antikérper gegen denaturiertes BgHb, welcher das

rekombinante BgHb1, sowie das native Protein detektierte (A66. 13).
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Abb.13  Western Blot des rekombinanten BgHb1 und nativen BgHb.

Das rekombinante BgHb1 aus dem Insektenzelliiberstand wurde zusammen mit dem nativen BgHb,
und KLH1 (keyhole limpet hemocyanin isoform 1) als Negativkontrolle auf einem SDS-Gel aufge-
trennt und dann auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Es wurden 3-5pg Protein aufgetragen
und mit einer 1: 500 Verdiinnung des anti-BgHb-Antikérpers (denaturiert) inkubiert. M, Marker

(Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder, Fermentas).
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1.2.1  Nachweis der Dimerisierung des rekombinanten BgHb1

Da die exprimierten Konstrukte eine plug-Domine besaflen und diese im nativen BgHb
aufgrund ihrer Cysteine fiir die Dimer-Bildung verantwortlich ist, sollte auch das rekom-
binante BgHb1 auf Dimerisierung untersucht werden. Dazu wurden die Elutionsfraktionen
aufkonzentriert und unter reduzierenden sowie nicht reduzierenden Bedingungen auf SDS-
Gele aufgetragen.

Wie in Abb. 14A zu erkennen ist, liegt das native BgHb, aufgetragen ohne die Zugabe des
reduzierenden Agens -Mercaptoethanol, vollstindig als Dimer bei 360kDa vor. Die re-
kombinante Untereinheit B¢Hb1 hingegen zeigte unter den gleichen Bedingungen auch die
Monomerbande bei 180kDa, nur ca. 40% des exprimierten Materials lag dimerisiert vor
(Abb. 14B). Unter reduzierenden Bedingungen zeigte das native BgHb eine schwache Dimer-
bande, das rekombinante BgHb1 lag hier ausschlief3lich als Monomer vor.

A nicht B nicht
reduziert reduziert reduziert  reduziert
\\ .
IT——— Dimer
¥ 360kDa
| — Monomer =
180kDa
natives BgHb rekombinantes BgHb1

Abb. 14  Dimerisierung des nativen BgHb und der rekombinanten Untereinheit BgHb1.

Die Abbildung zeigt Ausschnitte aus vier SDS-Gelen. In (A) ist das native BgHb unter reduzierenden,
und daneben unter nicht reduzierenden Bedingungen dargestellt. (B) zeigt das Gleiche fiir das aus
dem Insektenzelliiberstand aufgereinigte BgHb1. Es wurden 7,5%ige Polyacrylamidgele verwendet.
Die Konzentration der Proben wurde gemessen, 30pl Probe jeweils mit 10pl des entsprechenden
Probenpuffer (mit oder ohne {3-Mercaptoethanol) vermischt, und je 10pg aufgetragen. Wie bereits
erwihnt, wandern die Polypeptide irregulir. Die tatsichlichen Molekiilmassen betragen 240kDa fiir

das Monomer und 480kDa fiir das Dimer (aus den Sequenzen berechnet).
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1.3 Immunologische Analyse des rekombinanten BgHb1

Um das rekombinante BgHb1 auch immunologisch mit dem nativen Protein zu vergleichen,
wurden die Proteine mittels 2D-Immunelektrophorese analysiert. Dafiir wurden mit dem
rekombinanten Konstruke aus der stabilen Expression in Insektenzellen (BgHb1), und dem
nativen BgHb Tandem-Immunelektrophorese durchgefithrt. Wie in Abb. 15C zu sehen ist,
zeigten die beiden Proteine immunologisch eine vollstindige Identitit, belegt durch das
deutliches Verschmelzen beider Immunprizipitate. Zu erwarten gewesen wire lediglich eine
teilweise Verschmelzung, da es sich bei dem nativen Protein wahrscheinlich um ein Gemi-
sch der Isoformen BgHb1 und BgHb2 handelt. Jedoch konnte schon in vorangegangenen
Analysen (Diirr, 2008) gezeigt werden, dass die verwendeten Antikorper nicht zwischen den

Isoformen unterscheiden konnten.
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Abb. 15  Immunologische Charakterisierung des rekombinanten BgHb1.
2D-Immunelektrophoresen des nativen BgHb (A) und des rekombinanten B¢gHb1 (B). Immunolo-
gischer Vergleich der beiden Proteine durch Tandem-Immunelektrophorese (C), wofiir die beiden

Proteinlésungen versetzt aufgetragen wurden.
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1.4 Elektronenmikroskopische Analyse des rekombinanten BgHb1

Die elektronenmikroskopische Analyse sollte aufdecken, ob die aus dem Insektenzelliiber-
stand aufgereinigte Untereinheit oligomerisiert und dariiber hinaus eine zu dem nativen
BgHb dhnliche Quartirstruktur bildet. Die tiber den His-tag aufgereinigten Proben wurden
zuvor noch tiber Groflenausschluss weiter aufgereinigt, um groflere rekombinante Partikel
von kleineren zu trennen, bevor die einzelnen Fraktionen dann elektronenmikroskopisch
analysiert wurden. Es wurden sowohl vom rekombinanten, als auch vom nativen Protein

EM-Aufnahmen gemacht und aus Einzelpartikeln definierter Lage Klassensummen erstellt

(Abb. 16).

natives

BgHb

Abb.16  EM-Aufnahmen des nativen B¢gHb im Vergleich zum rekombinanten BgHb1.
(Erstellt in unserer Arbeitsgruppe von A. Moeller).

Die aus dem Insektenzelliiberstand aufgereinigte und aufkonzentrierte BgHb1-Losung sowie das na-
tive BgHb wurden mittels Uranylacetat kontrastiert und elektronenmikroskopisch analysiert. Zu se-
hen sind Klassensummen des nativen (A) und des rekombinanten Proteins (B). Jede hier dargestellte

Klassensumme enthilt mehrere Einzelpartikel.

Die Klassensummen im Vergleich zeigen, dass das rekombinante B¢gHb1 in der Lage ist, 20nm
grofle Partikel zu bilden, welche in ihrer Form den Partikeln des nativen BgHb gleichen. In
Abb. 16 ist die Ahnlichkeit der Partikel klar zu erkennen. Gezeigt sind Negativ-Kontrast-
ierungen charakeeristischer Ansichten des Molekiils. Somit war es durch die rekombinante
Expression des BgHb1 méglich, nicht nur Dimere zu erhalten, sondern auch die Bildung

einer dem nativen Himoglobin dhnlichen Quartirstruktur zu erzeugen.
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1.5 Thermofluor und Grafix

Durch die strukturelle Instabilitit des nativen BgHb war es bisher nicht méglich, eine 3D-
Rekonstruktion des Molekiils in hoher Auflosung zu erstellen. Da die Griinde dafiir nicht in
der Struktur selbst, sondern in dem fiir die Aufreinigung verwendeten Puffer, sowie in der
Fixierung des Molekiils vermutet wurden, wurde im Rahmen einer Zusammenarbeit mit Dr.
Ashwin Chari (Max Planck-Institut Géttingen) versucht, bessere Bedingungen zu finden.
Ziel dabei war es, durch die von ihm weiterentwickelte Thermofluor-Methode (Niesen et
al., 2007) (siche B71) ein Puffersystem zu finden, in welcher das native BgHb besonders
stabil ist. Wie die elektronenmikroskopische Aufnahme des nativen BgHb (Abb. 17A4) zeigt,
ist das Protein in dem normalerweise verwendeten Puffer (50mM Tris, SmM CaCl,, 5Smm
MgCl,, 150mM NaCl, pH 7,4) teilweise aufgefaltet. Dagegen erschien das Protein in dem in
der Thermofluor-Analyse getesteten Imidazolpuffer (100mM Imidazol, SmM CaCl,, 5Smm
MgCl,, 150mM NaCl, pH 5,8) wesentlich kompakter. In Abb. 17B sind einzelne Molekiile

klar zu erkennen.

A B
natives BgHb natives BgHb
in Standardpuffer in Imidazolpuffer

Abb. 17  Thermofluor und Grafix.
(A) EM-Aufnahme des nativen BgHb in Standardpuffer; (B) EM-Aufnahme des nativen BgHb nach

Pufferwechsel zu Imidazolpuffer.
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Dieses Ergebnis spiegelt sich auch in den in Abb. 18 gezeigten Kurven wieder. Die Kurve fiir
das native BgHb in dem Standardpuffer (rote Kurve) zeigt, dass das Protein hier von Anfang
an instabil ist. Das wahrscheinlich in diesem Puffersystem schon teilweise denaturiert vorlieg-
ende Protein zeigt einen leichten Anstieg in der Fluoreszenz, bevor es vollstindig dissoziiert.
Die Fluoreszenz steigt dabei nicht nochmal an, da sich in diesem Zustand wahrscheinlich
die OH-Gruppen aneinander lagern, was die Bindung des Fluoreszenzfarbstoffs verhindert.

In der Kurve, welche fiir das BgHb in Imidazolpuffer steht (blaue Kurve), ist die Fluoreszenz

hoch. Das Protein verbleibt linger in einem Ubergangszustand und denaturiert erst ab
90° C. Das Protein bleibt hier deutlich linger stabil.

250

_— natives BgHb

in Imidazolpuffer

. A/—— natives BgHb
M in Standardpuffer

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 7% 80 85 90 95

Fluoreszenz [A.U.]

Temperatur [C]

Abb. 18 Graphische Auswertung des Thermofluorlaufs.
BgHb in Standardgspufter (rot), BgHb in Imidazolpufter (blau).

Das Ergebnis sollte eine sigmoidale Kurve sein, aus der durch die Errechnung der Schmelz-
temperatur Aussagen iiber die Stabilitdt des Komplexes gemacht werden kénnen (Niesen
et al., 2007). Im Falle der Messungen des nativen BgHb ergaben sich keine sigmoidalen
Kurven (A4bb. 18). Dies konnte daran liegen, dass die Fluoreszenz in Abhingigkeit von der
Zeit gequencht wird, oder das Protein in der Losung wihrend des Messvorganges durch
Prizipitation entfernt wurde. Ein weiterer Grund kénnte bei zunehmender Temperatur eine
Abnahme in der Fluoreszenz sein, da diese bis zu einem bestimmten Grad von der Tempera-
tur abhingig ist.

In Ubereinstimmung mit elektronenmikroskopischen Aufnahmen, angefertigt mit den Pro-
ben vor und nach dem Thermofluor-Lauf (4bb. 17), zeigte sich das native B¢Hb in dem von
uns verwendeten Puffer schon vor einer Erh6hung der Temperatur als teilweise aufgefaltet.
Durch den schnellen Anstieg in der Absorption ist ersichtlich, dass das Protein schon zu dem
Startpunkt der Messung teilweise entfaltet vorlag, da dort direkt das Fluorophor gebunden

wurde.
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Bei Temperaturerhohung sinkt die Fluoreszenz direkt wieder, da das Protein hier vollstin-
dig denaturiert vorliegt, und die dadurch herbeigefithrte Aneinanderlagerung der nun freien
OH-Gruppen die Bindung des Farbstoffes verhindert. Die Messung in dem Imidazolpuffer,
der sich aus der Analyse als fir die Stabilitit des nativen BgHb als optimal herausstellte,
zeigte einen dementsprechend anderen Verlauf (466. 18, blaue Kurve). Die gemessenen Flu-
oreszenz war hier von Anfang an sehr viel hoher, und erhéhte sich dann schrittweise weiter,
was fiir eine langsame Entfaltung bei einer Temperaturerh6hung steht. Danach war aus der
Kurve zu sehen, dass es hier linger in einem Ubergangszustand verblieb, bis es bei 90°C
dann vollstindig denaturiert vorlag. Dieses Ergebnis spiegelt sich auch in den danach an-
gefertigten elektronenmikroskopischen Aufnahmen wieder (A66. 17B). In den EM-Aufnah-
men, in welchen das Protein in dem Imidazolpuffer vorlag, erscheint die Quartirstrukeur
wesentlich kompakter und stabilisiert. Das das Protein vor Beginn der Messungen noch in
dem Standardpuffer vorlag und erst dann in den Imidazolpuffer iiberfithrt wurde kénnte ein
Grund fiir die anfinglich hohe gemessene Fluoreszenz sein. Wahrscheinlich konnten durch
den Pufferwechsel nicht alle Proteinkomplexe der Probe stabilisiert werden. Abb. 19 zeigt
das BgHb in Imidazolpuffer und einer darauf folgenden Dichtegradientenzentrifugation und
Glutaraldehydfixierung (Grafix, siche B 12), durch welche die Quartirstrukeur des Proteins

noch weiter stabilisiert wurde.

natives BgHb
in Imidazolpuffer nach Grafix

Abb.19  Em-Aufnahme des BgHb nach Thermofluor und Grafix (Negativkontrastierung).
Die BgHb-Probe wurde in dem Immidazolpuffer gegen das Fixativ (Glyzerin) zentrifugiert und dan-

ach zum Vergleich Negativkontrastiert und mittels Transmissions-Elektronenmikroskopie analysiert.
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1.6 Sauerstoftbindungsmessungen an der rekombinanten Untereinheit

BgHb1

Das in Insektenzellen rekombinant exprimierte B¢Hb1 wurde im Rahmen dieser Arbeit auch
funktionell auf seine Sauerstoftbindungsfihigkeit tiberpriift. Dazu wurden von Frau Prof.
Hellmann am Institut fiir Molekulare Biophysik Sauerstoftbindungsmessungen vorgenom-
men. Nach der Aufreinigung lagen die rekombinanten Proben hiufig in der Met-Konforma-
tion (Fe’*) vor, was sich durch eine Verschiebung des charakteristischen Oxy-Hidmoglobin
Gipfels im Absorptionsspektrum zeigte. Der Hauptpeak lag verschoben von 414nm bei
409nm und auch der typische Doppelgipfel zwischen 500-600nm zeigte sich im Gegensatz
zu dem Oxy-Spektrum leicht abgeflacht. Aus diesem Grund mussten die rekombinanten
Proben des BgHb1 zuerst einer enzymatischen Reduktion unterzogen werden, um sie von
der Met-Konformation in die Oxy-Konformation zu iiberfithren (Diirr, 2008). Erst dann

konnten die Proben auf ihre reversible Sauerstoftbindungsfihigkeit untersucht werden.
1.6.1  Reversibele Sauerstoftbindung

Um die Sauerstoffdissoziationskinetik der rekombinanten BgHb1 Untereinheit analysieren
zu konnen, wurde die rekombinante Probe zuerst durch ein Absorptionsspektrum auf seine
Funktionalitit hin Giberpriift. Die oxygenierte Probe zeigte das fiir Himoglobin charakteris-
tische Maximum bei 414nm, und auch die typischen Doppelgipfel im lingerwelligen Bereich
zwischen 500 und 600nm auf. Somit war klar, das die Proben erfolgreich oxygeniert werden
konnten. Um sie nun zur Sauerstoffabgabe zu bringen, wurde den Proben Natrium-Dithionit
(Img/ml) zugegeben. Durch dieses Agens sollte der Sauerstoff in Sekundenbruchteilen aus
der Losung entfernt werden, und die Proben sollten nun ein anderes Absorptionsspektrum
zeigen. Nach einer erneuten Messung zeigte sich, dass die rekombinanten BgHb1-Proben
nun ein Deoxy-Spektrum aufwiesen. Das Maximum verschob sich deutlich nach rechts, von
414nm auf 427nm, und im hinteren Bereich zeigte sich nur noch ein kleinerer Gipfel bei
556nm. Somit konnte durch diese Analyse verdeutlicht werden, dass die aus dem Insekten-
zelliiberstand aufgereinigten rekombinanten Himoglobin Proben nicht nur in der Lage sind
Sauerstoff zu binden, sondern diesen auch wieder abzugeben. Abb. 20 zeigt die beiden Ab-
sorptionsspektren vor und nach der Zugabe von Natriumdithionit, und auch die deutliche
Verschiebung der Kurve von oxy nach deoxy. Nach diesen Messungen konnten die Proben
nicht mehr in den oxygenierten Zustand zuriick iiberfithrt werden. Um die Kooperativitit
sowie O,-Affinitit des rekombinanten Proteins zu tiberpriifen und mit der des nativen Hi-
moglobins zu vergleichen, sollten Sauerstoffbindungskurven gemessen werden, was durch
zu geringe Probenmengen nach der Aufreinigung nicht méglich war. Jedoch konnten im
Rahmen der Dr. Arbeit von Ralf Diirr, und in der Diplomarbeit von Ladan Sarraf-Zadeh an
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unserem Institut Sauerstoffbindungskurven fiir das rekombinante BgHb1 aus dem Insekten-
zelllysat, und fiir eine Him-Domine des B¢Hb2 aus E.coli (BgHb2-a) gemessen werden. Bei
beiden Messungen zeigte sich hierbei keinerlei Kooperativitit, was zu erwarten war, da es sich
bei dem aus dem Insektenzelllysat stammmenden Untereinheit um ein Monomer handelte,
und bei dem anderen rekombinanten Konstrukt lediglich um eine der 13 Him-Dominen.
Daten hierzu sind in Moeller et al., (2011) aufgefiihrt (siche Anhang).

414nm 427nm 539nm 573nm
04 - |_—OXy
deoxy

0.3 1
o
O

0.2 1

0.1 1

\E
0.0 T T T T T
400 450 500 550 600 650

Wavelength [nm]

Abb.20  Reversible Sauerstoffbindung der rekombinanten Untereinheit BgHb1.

In blau ist das typische Spektrum oxygenierter Proben dargestellt. Das Maximum der rekombinanten
Probe liegt hier oxygeniert bei 414nm, mit den darauffolgenden typischen Gipfeln im lingerwelli-
gen Bereich. In hellrot ist das Deoxy-Spektrum zu sehen, mit dem dafiir charakteristischen Peak
bei 427nm, und nur einem weiter hinten liegenden Gipfel bei 556nm. Die Rechtsverschiebung der
Kurve nach der Zugabe von Natriumdithionit ist deutlich zu erkennen. Die Messungen wurden von
Prof. Nadja Hellmann (Institut fiir Molekulare Biophysik) durchgefiihrt.
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2 BgAChBP (B. glabrata Acetylcholin-Bindeprotein)

Ausgangspunkt fir die nachfolgenden Analysen war die Identifizierung des Rosettenproteins
in der Himolymphe von B. glabrata (Lieb et al., 2006) als AChBP aufgrund
Massenspektrometrischer Analyse der 31kDa Bande im SDS-Gel (siche Abb. 21A4). Es
konnten 17 Peptidfragmente gewonnen werden (siche Abb. 21B), welche als verwandt
zu dem Acetylcholin-Bindeprotein von Lymnea stagnalis identifiziert wurden. Mit den
zusammengesetzten Sequenzen aus diesen 17 Fragmenten fiihrte ich im Rahmen meiner
Arbeit Datenbankrecherchen durch.

A B

Sequence Mass Time Inten Plate ProteiniD
QYPCCPETYDDATLYFTFR 816.3475 9126 10011 A2 42722379
QYPCCPETYDDATLYFTFR 816.3475 91.26 9480 B2 42722379
natives VDLGDYASDTR 6062771 47.05 80229 A2 42722379
BoAChBP VDLGDYASDTR 606277 4705 78882 B2 42722379
$4 NVYIGTYLDCESK 781.3644 6574 1249 A2 146766105
M ’ | CLNWFNEFTSFK 796.8648 1045 9437 A2 163958251
CLNWFNEFTSFK 796.8647 1045 9308 B2 163958251
CSPLNIPIEDD QPVK 5756233 70.03 7877 A2 163958251
70kDa -— CSPLNIPIEDDQPVK 8629327 70.02 3377 B1 163958251
ELTVPIAEIWTPDIFLFDSVGAPEIFSDK 1083.8884 107.06 5066 A2 163958251
55kDa -— ELTVPIAEIWTPDIFLFDSVGAPEIFSDK 1083.8927 127.15 22222 B1 163958251
ELTVPIAEIWTPDIFLFDSVGAPEIFSDK 1083.8931 127.15 24039 A1-250 163958251
40kD —— LETGVTCSLK 554.2871 423 73559 A2 163958251
a LETGVTCSLK 554.2871 423 71710 B2 163958251
LETGVTCSLK 554.2871 423 73559 A1-250 163958251
EI.-?,] kDa LSCPLADLK 5087758 59.89 1472 163958251
SEILQDVLSR 580.3165 7207 52495 A2 163958251
ZSkDa -_— SEILQDVLSR 5803187 7180 57123 B2 163958251
ol 25 kDa SRSEILQDVLSR 701.8864 68.57 2357 A2 163958251
VSFEYSLQR 5657894 5853 32074 A2 163958251
VSFEYSLQR 564.7798 5857 35395 B1 163958251
VSFEYSLQR 564.7894 58298 30719 B2 163958251
VSFEYSLQR 564.7903 58577 62598 A1-250 163958251
VSQDGTVTYVPQLK 768.4091 57.88 40736 A2 163958251
IOkDa — VSQDGTVTYVPQLK 5122744 57.88 5493 A2 163958251
VSQDGTVTYVPQLK 768.4193 5827 36000 B1 163958251
VSQDGTVTYVPQLK 768.4091 57.88 60607 B2 163958251
VSQDGTVTYVPQLK 768.4193 5827 59133 A1-250 163958251
LLVDNGDENGLR 658.8214  51.03 700 A2 222140179

Abb.21  15%ige SDS-PAGE des nativen BgAChBP und massenspektrometrische Analyse.

(A) Die Hauptfraktion nach chromatographischer Trennung zeigt auf dem Gel zwei Banden, eine bei
31 kDa, eine andere bei 25 kDa. Es wurden ca. 10pg Protein aufgetragen. M, Marker (ProSieve Quad
Color Proteinmarker 4,6 - 300kDa, Biozym); (B) Ausschnitt der 17 durch die MS-Analyse erhaltenen
Fragmente, die dem AChBP zugeordnet werden konnten. Die Analyse wurde von Dr. Stefan Tenzer

(Institut fiir Immunologie, Universitdtsmedizin Mainz) durchgefiihrt.
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2.1 Ermittlung der Sequenzendaten
2.1.1  Identifizierung und Sequenzermittlung von BgAChBP1

Eine Datenbanksuche der EST-Datenbank (Expressed Sequence Tags) ergab zwei EST-Se-
quenzen (FC858241; CK768284), welche die Fragmente der MS-Analyse enthielten. Da
sich die beiden EST"s tiberlappten, konnten sie zusammengeftigt werden. Mit der zusam-
mengefiigten Sequenz wurden weitere Datenbankrecherchen durchgefiihrt. Ein Protein-Blast
in der NCBI-Datenbank deckte auf, dass es sich bei dem 2006 als Rosettenprotein identi-
fiziertem Protein um ein Acetylcholin-Bindeprotein handelt. Es wurde von uns BsAChBP1
genannt. Mit der zusammengesetzten Sequenz wurde auch die genomische Datenbank von
Biomphalaria (siche B 6.3) durchsucht. Dadurch konnte ein “Scaffold” ermittelt werden,
welcher neben der codierenden Sequenz der beiden zuvor zusammengesetzten EST"s auch
die Intronsequenzen enthielt. Mit Hilfe der Programme Genewise (EMBL-EB) und Signal
P (CBS) konnte so aus diesem Scaffold die komplette Genstruktur BgAChBP1 ermittelt
werden (Abb. 22). Es handelt sich um eine insgesamt 2792bp lange Sequenz, welche drei

Exons und zwei Introns beinhaltet.

BgAChBP1
Exon 1 Exon 2 Exon 3
Intron 1 Intron 2
5 ‘UTR D:n:lj [ ]:l |3 ‘UTR
677bp 1123bp L {
145bp 1 1 237bp 387bp .
1 1
: L Signalpeptid - :
R e 2792bp — = = — - - — - - —--—-—-——---- 4

Abb.22  Schematische Darstellung der Genstruktur von BgAChBP1.
Dargestellt ist das komplette Gen (2792bp), mit drei Exons und zwei Introns, sowie 5’-, und 3' UTR.

Mit rot gekennzeichnet ist das Signalpeptid, dass von dem ersten Intron unterbrochen wird.

Zu Beginn der Sequenz liegt eine 5'UTR von 57bp. Daran anschlieflend folgt der offene
Leserahmen mit 668bp, der das Signalpeptid (54bp) und die beiden fiir das Gen codier-
enden Exons enthilt. Das Signalpeptid wird von dem ersten Intron, welches ein Phase 1
Intron ist, unterbrochen. Die c-DNA umfasst somit nur Exon 2 und 3, welche fiir 205 Ami-
nosduren codieren. Auf genomischer Ebene werden diese beiden Exons von dem zweiten,
1123bp langem Intron in Phase 0 getrennt. Beide Introns beginnen an der 5'-Splicestelle
jeweils mit einem GT-Duplett und schlieffen am 3'-Intronende mit einem CAG-Triplett
ab. Somit folgen beide Introns der so genannten GT-AG-Regel (Jackson, 1991; Long et al.,
1998; Quiang et al., 1999; Wu & Krainer, 1999; Lund et al., 2002). Abschlieflend folgen
die 3"'UTR sowie der typische poly(A)-Schwanz.
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Des Weiteren untersuchte ich mit der ermittelten Sequenz von B¢AChBP1 das SRS-Archiv
(Sequence Read Archive) nach Transkriptomdaten. Alle zu dieser Sequenz passenden Daten
wurden extrahiert. Da es sich bei den SRS-Daten um nur, ca. 400bp lange sequenzierte Frag-
mente handelt, wurde die grofle Datenmenge mit dem Programm Mira (http://sourceforge.
net/apps/mediawiki/mira-assembler) komprimiert. Die von Mira erstellten Contigs wurden
dann in Geneious geladen, um dort eine eigene Datenbank anzulegen, welche nur Contigs
passend zu der Acetylcholin Bindeproteinsequenz enthielt. Durch einen “Customer Blast”
konnte so fiir die Sequenz von BgAChBP1 ein Contig erstellt werden, welches sich aus 117
SRS-Sequenzen zusammensetzte (Abb. 23). Letztendlich konnte so eine durchgehende Se-
quenz generiert werden, welche sich in ihrer Information mit der vorherigen, aus der geno-
mischen Datenbank ermittelten Sequenz deckte. Anhand der aus den Datenbanken gewon-
nenen Sequenzinformation wurden spezifische Primer generiert. Durch diese war es méglich
die c-DNA von BgAChBP1 zu amplifiziern und somit die in den Datenbanken gefundene

Sequenz zu verifizieren. Die vollstindige Sequenz ist im Anhang unter 7.3 aufgefiihrt.

== = =
.00 250 280 270 280

Consensus ‘ —Glmhs-odc'- -GI-G_G _éllc—I-—--smis--Gl-Gchl--G-:‘.isc

Coverage

e 1_Rosette_my_cDNA
Ce REV 2 bio rep c79

Ce FUD 3, gnl|SRA|SRR000072.118405.2 CAGTC GTCATTTG AATATIC
Ce REV 4, gnl|SRA|SRR000072.11213.2 C. A GTCATTTG AATAT
Ce REV 5, gnl|SRA|SRR000076.18319.2 GAA GTCA-A GTCATTTG AATAT
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F R000072.41330.2 3 TTTG
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000076.734.2 G- AAAATTTT ATGAGGTTGACA|
li 0076.41855.2 G AAAATTTT 5 ATGAGGTTGACA|
F RR000072.102760.2 G AAAATTTT G ACGT GGAAI‘ ATuAGGTTu)‘u'A
RA|SRR000076.29882.2 G ARAATTTT G ACGT GGAAA
I:‘- REV 32 ar 000076.24712.2 G- AAAATTTT G -ACGT GGAAA
* REV 33, gr 000072.76096.2 G ARRATTTT G-ACGT GGAAA
Bv REY 34. gnl|SRA|SRRO00076.98785.2 G G ACGT GGAAA
Ce REV 35 gnl|SRA|SRRO00076.85538.2 G G ACGT GGAAA
Ce REV 36, gnl|SRA|SRR005375.168503.2 G G- AC
Ce REV 37, qr 000076.142954.2
Ce REY 38, gnl|SRA|SRR005375.236770.2
Ce REV 39, gnl| F 072.81593.2
Ce REV 40. gnl| SRA °“"""0076 36674.2 A, AA G T A,
e REV 41, an nl|SRAISRR000076.87643.2 GAA GTCA AAGT GTCATTTG G-AAAATTTT G-ACGT u'u.A.n
e

Abb.23  Multiples Alignment.
Dargestellt ist ein Ausschnitt des Alignments der Sequenz des BgAChBP1, dem passenden Contig,

und den 117 SRS-Sequenzen aus welchen sich das Contig zusammensetzt (in Geneious).
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2.1.2  Sequenzermittlung B¢AChBP2

Bereits 2004 war die 31kDa-Bande von unserer Arbeitsgruppe aussequenziert worden, und
man hatte die Sequenz XKKSREEIVKEILGRAN erhalten. Da dieses Fragment sicher zu
der 31kDa Bande des Proteins gehorte, aber in BgAChBP1 nicht aufzufinden war, wurde
damit die angelegte Contigdatenbank in Geneious durchsucht. Ich fand ein Contig, welches
sich aus mehreren SRS-Sequenzen zusammensetzte und eine weitere Isoform (B¢AChBP2)
darstellte. Hierzu passend enthielten die MS-Daten Fragmente, die zuvor mit BgAChBP1
nicht erklirt werden konnten. Durch eine weitere Suche mit der so ermittelten Sequenz in
der genomischen Datenbank von B. glabrata konnte auch hier schliefflich die komplette
Exon- Intron-Struktur (466. 24) aufgedeckt werden.

BgAChBPZ
Exon 1 Exon 2 Exon 3
Intron 1 Intron 2
5 ‘UTR Dﬂ:lj [ ]:I |3 ‘UTR
674bp 1623bp B
145bp 1 | 237bp 387bp
1

1
1 ! :

| L Signalpeptid - .
Abb.24  Schematische Darstellung der Genstruktur von BgAChBP2.

Die schematische Abbildung zeigt die komplette genomische Sequenz der zweiten Isoform, welche

insgesamt eine Grofle von 3337bp hat. Auch hier ist das unterbrochene Signalpeptid rot dargestellt.

Wie bei BgAChBP1 zeigt die Sequenz von BgAChBP2 drei Exons, welche von zwei Introns
getrennt werden. Auch hier beschrinkt sich der codierende Bereich auf 205 Aminosiuren,
welche in Exon zwei und drei enthalten sind. Downstream zu der 41bp groflen 5°UTR
folgt das Signalpeptid (57bp), welches mit dem SignalP 3.0 Server (Bendtsen et al., 2004)
identifiziert werden konnte. Analog zu dem BgAChBP1-Gen wird es durch das erste Intron
unterbrochen. Dieses Intron 1 befindet sich ebenfalls in Phase eins, gefolgt von dem zweiten
nicht codierenden Bereich, bei welchem es sich um ein Phasenull-Intron handelt. Obwohl
alle Exons in gleicher Grofle wie bei dem BgAChBP1-Gen vorliegen, umfasst die komplette
Sequenz hier 3337bp, da das zweite Intron hier 500bp linger ist. Auch hier wurden anhand
der Sequenzdaten spezifische Primersequenzen ermittelt, mit welchen es moglich war, aus der
RNA von B. glabrata die komplette cDNA zu amplifizieren und zu sequenzieren. Die Prim-

ersequenzen sowie die vollstindige Sequenz sind im Anhang unter 3.2 bzw. 7.4 aufgefiihrt.
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2.2 Sequenzanalysen
2.2.1  Vergleich BsAChBP1 und BéAChBP2

Die Aminosiuresequenzen beider Isoformen (B¢AChBP1 und B¢AChBP2) wurden aligniert
(Abb. 25). Sie weisen eine Sequenzidentitit von 52% zueinander auf. In dem Alignment sind
die hochkonservierten Basen, die Disulfidbriicken und die N-Glykosylierungsstellen beider
Proteine markiert. Kristallstrukturen der Ligandenbindedomine der Acetylcholinrezeptor-
en, sowie der Acetylcholinbindeproteine anderer Mollusken zeigen auf, dass die Unterein-
heiten aus einer N-terminalen a-Helix, sowie darauffolgenden zehn 3-Sandwich Dominen,

bestehen. Diese, sowie die zehn miteinender verbundenen Loops sind unter dem Alignment

gekennzeichnet.
| Si0 !
* 20 * 40 x 60 *
BgAChBP1 : SRRERSHEIL CCVESEESEL BOBCPVKVS FIAYS L QM @YADVIENDEVE] TEVIZOREENGFRNE : 70
BgAChBP2 : TKKEZEENVKE! MGEA OECPVKVSF dsi VaiADVEDeVEEGL WRY SWKORELEWINE IR
al B1 B2
80 * 100 * 120 —=S-S™ %o
BgAChBP1 : FLIS@EK I AE & FOSVAAPE! @50l S AN Y IS KVELJEPMADLKLETEVTES : 140
BgAChBP2 - F % VP vyNs G 5 YocTvTEve YaliREs B BNV THE e JY TR PN
|‘ B3 B4 B5 B6 g7
S * 160 * 180 S-S 200
BgAChBP1 ¥ [WXSESHIIHS T CEMTRE VNAKYENGIYAS DT Qe Mu e YN RN TYEPATES FIEREP : 205
BgACheP2 - [MNFlePNIYDCVR DESQ v AlgearF L BARRVNEKEY PccreaE OlEL BT F < IRPLE
B8 B9 B10

Abb.25  Sequenzalignment von BgAChBP1 und BgAChBP2.

Die Aminosduresequenzen wurden mit Hilfe des Programms Geneious (Drummond et al., 2011) un-
ter Verwendung von Clustal aligniert und mit Genedoc (Nicholas et al., 1997) bearbeitet und darg-
estellt. Hochkonservierte Bereiche sind schwarz hinterlegt. Die Cysteine (in L7, L10, bei B;AChBP1
C16-C69, und BZAChBP2 C71) sind rot hinterlegt, Disulfidbriicken mit S-S gekennzeichnet. Die
potentiellen N-Glykosylierungsstellen sind tiirkis dargestellt. Die Zuordnung zu Sekundarstrukeurel-

ementen auf Basis von Kristallstrukturen anderer AChBP's ist ebenfalls angegeben.

Beide BéAChBP-Untereinheiten zeigen die fiir die Cys-Loop-Superfamilie typischen, hoch
konservierten Disulfidbriicken in Loop L7 (C126-C139) und Loop L10 (C188-C189) auf.
Zusitzlich zu diesen, fiir diese Familie typischen Disulfidbriicken, zeigt B¢AChBP1 eine
dritte Disulfidbriicke, welche die Loops L1 und L3 verbindet (C16-C64). Diese Briicke fehlt
bei BgAChBP2. Auch der fiir diese Familie charakteristische MIR-Loop ist aufzufinden (L3).
Beide Untereinheiten besitzen potentielle N-Glykosylierungsstellen. Eine weitere Sequen-

zauffilligkeit ist das einzelne, ungepaarte Cystein an Position C71 von B¢AChBP2.
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2.3 Amplifikation von BgAChBP1 und B¢AChBP2

Um die beiden Isoformen zu amplifizieren, wurden mit den aus der Datenbank erhaltenen
Sequenzen spezifische Primer generiert. Nach der RNA-Extraktion konnte so in Kombi-
nation mit einem Oligo-dT-Primer durch reverse Transkriptase die c-DNA fiir beide Poly-
peptide synthetisiert werden. In anschliefenden PCR-Reaktionen wurde dann die c-DNA
fur BgAChBP1 und B¢AChBP2 amplifiziert. Dafiir wurden die spezifischen Primerpaare so
gewihlt, da sie bei jeder Isoform im 5'-, und 3'UTR lagen, um so jeweils die kompletten
kodierenden Sequenzen zu erhalten. Um die Reaktionen zu tiberpriifen, wurden sie auf ein

Agarosegel aufgetragen.

M

3000bp

1000bp

500bp

BgAChBP2 BgAChBP1
ca. 650bp

Abb.26  Gelelektrophoretische Auftrennung der Amplifikate von BgAChBP1 und BgAChBp2.
Beide Amplifikate wiesen die erwartete Grofie von ca. 650bp auf. Dicke Markerbanden sind rechts im
Bild gekennzeichnet. 1%ige Agarose, M, Marker (Gene Ruler DNA Ladder Mix, Fermentas).

Wie auf dem Gel in Abb. 26 zu sehen ist, konnten die gewiinschten Sequenzen amplifiziert
werden. Die Banden beider Isoformen wiesen die erwarte Grof3e von ca. 650bp auf, was
den je 615bp kodierender Bereich zusammen mit den gewihlten Primerpaaren (je ca. 20bp)
entsprach. Die Banden wurden einzeln ausgeschnitten und wie unter B 5.9 beschrieben auf-
gereinigt, kloniert und sequenziert. Nachdem die Sequenzen beider Polypeptide so verifiziert
werden konnten, wurden die Plasmide aufgereinigt (siche B 5.72), und mit Thnen eine “At-
tachment PCR” (siche B 5.4.7 und B 5.5.2) als Vorbereitung fiir die Gatewayklonierung
durchgefiihrt.
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2.4 Generierung der Attachment-Produkte fiir die rekombinante
Expression

Fiir eine erfolgreiche Gateway-Klonierung sollten die PCR-Produkte am 5°- und 3'-Ende
Attachment-Sites aufweisen. Diese wurden in einem Amplifikationsschritt durch Azzachment-
Primer den DNA-Sequenzen angefiigt. Abgesehen von den fiir die Rekombination notwen-
digen Artachment-Sites enthielten die Primer auch einen genspezifischen Abschnitt. Da sich
in der Rekonstruktion des nativen B¢AChBP der N-Terminus des Proteins als wichtig fiir
die Oligomerisierung zur Quartirstruktur abzeichnete, wurde dem reverse Primer zudem
noch ein fiir einen C-terminalen 6xHis-Tag kodierender Abschnitt zugefiigt. Durch diese
Attachment-Sites lieflen sich spiter beide BsZAChBP-Konstrukte in einer “BP-Reaktion” in
den Eingangsvektor und dann in einer darauffolgenden “LR-Reaktion” in den Expressions-

vektor klonieren.

3000bp

1000bp

500bp

BgAChBP1 BgAChBP2
ca. 715bp
Abb. 27  Gelelektrophorese der Attachment-PCR mit C-terminalen His-Tag.
Auf dem 1%igen Agarosegel sind beide Isoformen (BgAChBP1- und -2) nach der att-PCR zu sehen.
Da zu den 615bp der codierenden Sequenzen noch die Linge der att-Primer hinzugezihlt werden
muss, lag die Grofle der Produkte bei ca. 715bp. 1%ige Agarose, M, Marker (Gene Ruler DNA Lad-

der Mix, Fermentas).

Nach der Attachment-PCR wurden die Konstrukte beider Isoformen auf einem Agarosegel
aufgetrennt (Abb. 27). Zusammen mit den Primern ergab sich fir die Azzachment-Produkte
eine Grofle von ca. 715bp, welche sich aus der 615bp langen genspezifischen Sequenz, den
46bp des Attachment-forward Primers, und den 54bp des Attachment-reverse Primers inklu-

sive His-Tag-Sequenz zusammensetzte.
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Aufler den oben genannten, mit einem C-terminalem His-Tag versechenen Konstrukten, wur-
den in dieser Arbeit noch weitere Arzachment-PCR-Produkte generiert. Dafiir wurden die
Sequenzen beider Isoformen mit einem N-terminalem 6xHis-Tag versehen. Um diesen His-
Tag nach der Expression und Aufreinigung wieder von dem Protein entfernen zu konnen,
wurde mittels des Azzachment-forward Primers hinter die fiir den Tag kodierenden Sequenz
eine “TEV-Schnittstelle” fiir eine spezifische TEV-Protease hinzugeftigt. Auch diese Frag-
mente wurden nach der Amplifikation zur Uberpriifung gelelektrophoretisch aufgetrennt
(siche Abb. 28). In diesem Fall besaflen die Konstrukte eine Grofle von ca. 750bp, welche sich
aus der kodierenden Sequenzen der Isoformen (615bp), den 85bp der Attachment-forward

Primer, und den 33bp des Attachment-reverse Primers zusammensetzten.

3000bp
1000bp
500bp
BgAChBP1 BgAChBP2
ca. 750bp
Abb. 28  Gelelektrophorese der Attachment-PCR mit N-terminalen His-Tag und TEV-
Schnittstelle.

Abbgebildet sind beide fiir BZAChBP kodierenden Konstrukte nach der Arzachment-PCR. Angefiigt
wurden jeder Isoform ein N-terminaler His-Tag, und eine darauffolgende TEV-Schnittstelle, weswe-

gen sich fiir beide Sequenzen eine Grofle von ca. 750bp ergab. 1%ige Agarose, M, Marker (Gene
Ruler DNA Ladder Mix, Fermentas).

Alle Banden wurden ausgeschnitten, extrahiert und iiber homologe Rekombination (siche
B 5.10.2) in den Eingangsvektor (pDonor221) und anschlieflend in den Expressionsvek-
tor (pDest14) eingebracht. Bevor ich die gewiinschten Plasmide fiir die Expression zu den
Expressionsbakterien gab, wurden alle erhaltenen Klone der LR-Reaktion (Konstrukte im

Expressionsvektor) zur Uberpriifung sequenziert. Ich verwendete nur die Klone, die fehlerfrei

waren (Abb. 29).
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BgAChBP1

BgAChBP2

BgAChBP1

BgAChBP2

BgAChBP1

BgAChBP2

BgAChBP1

BgAChBP2

* 20 * 40 * 60 *
SRRSRSEI LQDVLSRCSPLNI PI EDDCPVKVSFEYSLGRI FRADVE
~~~~~~~~~~~~ MCINEHLEENS RRSRSE I LCDVLSRCSPLNI Pl EDDGPVKVSFEYSLCRI FRADVE
SIS HHHHHHEN (20 €SRRSRSEI LCDVLSRCSPLNI Pl EDDCPVKVSFEYSLCRI FRADVE
TKKSREEI VKEI LGRANPNNI PI VDECPVKVSFKYSLCDI YTADVG
~~~~~~~~~~~~ MECIXEFIEEN TKKSREE ] VKEI LGRANPNNI Pl VDECPVKVSFKYSLGDI YTADVG
A BRIYHHHHHHE T 170 € TKKSREEI VKEI LGRANPNNI Pl VDECGPVKVSFKYSLCDI YTADVG

80 * 100 * 120 * 140
NCEVDI GLWTTLVWKDRCLNWFNEFTSFKELTVPI AEI WTPDI FLFDSVGAPEI FSDKLARVSCDGTVTY
NBEVDI GLWTTLVWKDRCLNWFNEFTSFKELTVPI AEI WTPDI FLFBSVGAPEI FSDKLARVSCEGTVTY
NBEVDI GLWTTLVWKDRCLNWFNEFTSFKELTVPI AEI WTPDI FLFBSVGAPEI FSDKLARVSCEGTVTY
TDQVELGLWLVI SWKDRSLSWSNECTTFNELTLPSKYI WLPHI EVYNSI GKPGI HSDCLVRVYKEGTVTF
TDQVELGLWLVI SWKDRSLSWSNECTTFNELTLPSKYI WLPHI EVYNSI GKPGI HSDCLVRVYKDGTVTF
TDQVELGLWLVI SWKDRSLSWSNECTTFNELTLPSKYI WLPHI EVYNSI GKPGI HSDCLVRVYKDGTVTF

* 160 * 180 * 200 *
VPCLKVRLSCPLACLKLETGVTCSLKSGSWIHSTCELTLEVNAKVDL GDYASDTRFCLLNATCQCVNRKCY
VPQLKVRLSCPLABLKLETGVTCSLKSGSWIHSTCELTLEVNAKVDL GDYASDTRF CLLNATCQCVNRKCY
VPQLKVRLSCPLABLKLETGVTCSLKSGSWIHSTCELTLEVNAKVDL GDYASDTRF CLLNATCQCVNRKCY
VPQYTI RFSCALENVTTECGAACT LKFGPWTYDVROLVLDESCQVDLTTYAGGERFCLI EAKCQKVNKKTY
VPQYTI RFSCALENVTTECGAACTLKFGPWT'YDVRDLVLDESCQVDLTTYAGGERFCLI EAKCQKVNKKTY
VPQYTI RFSCALENVTTECGAACT LKFGPWTYDVRDOLVLDESCQVDLTTYAGGERFCLI EAKCKVNKKTY

220 * 240
PCCPETYDDATLYFTFRKP : 205
PCCPETYDDATLSFTFRKPHHHHHHEDEIRERY~ : 230
PCCPETYDDATLSFTFRKP AR~ ~~~~~ : 238
PCCPCSFEDI ELRI TFKKI : 205

PCCPCSFEDI ELRVTFKKI HHHHHHEDAIRTYY : 231
PCCPCSFEDI ELRVTFKKI S ARASA~~~~~~ : 238

Abb.29  Uberpriifung der Sequenzen der Gateway-Konstrukten fiir die rekombinante

Expression.

Dargestellt sind in rot die kodierende Sequenz fiir BZAChBP1 und in griin die fiir BgAChBP2. Jeweils
oben steht die Sequenz der c-DNA. Darunter steht jeweils die Sequenz im Expressionsvektor mit C-
terminalem 6x His-tag (gelb) nach der LR Reaktion (LRHisBéAChBP1-Sequenz; LRHisBéAChBP2-
Sequenz). Die jeweils dritte Sequenz stammt von dem generierten Klon mit N-terminalem 6xHis-tag
(gelb) und der darauffolgenden, hier blau gekennzeichneten TEV-Schnittstelle (LRHisTEV BgACh-
BP1-Sequenz; LRHisTEV BgAChBP2-Sequenz). Die Attachment-Sites sind schwarz hinterlegt. Align-

ment mit Genious (Drummond et al., 2011) unter Verwendung von Clustal. Darstellung und Bera-

beitung des Alignments mit Genedoc (Nicholas et al., 1997).
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2.5 Proteinbiochemische Analyse der rekombinanten Expression in
Bakterienzellen

Die generierten Expressionsvektoren mit den jeweiligen Zielsequenzen wurden zu den Bakte-
rienzellen (BL21AI) gegeben, exprimiert, aufgereinigt und gefaltet (siche B 7.7). Es wurden
Expressionsansitze von 1 Liter mit 0,2% L-Arabinose bei gewiinschter Bakteriendichte in-
duziert, und iiber Nacht exprimiert. Als Negativkontrolle dienten in jeder Expression 200ml
uninduzierte Bakterienansitze. Anhand von Coomassie Gelen wurden die Expression und

die jeweiligen Reinigungsschritte tiberpriift.

2.5.1 Rekombinantes BgZAChBP1und BgAChBP2 mit C-terminalem
His-Tag

Nach dem Abzentrifugieren der Bakterienkulturen erfolgten erste Reinigungsschritte um das
Bakterienpellet aufzubrechen und das gewiinschte Konstruke zu erhalten. Danach wurde jew-
eils der Uberstand und das abzentrifugierte Pellet der induzierten und uninduzierten Ansitze
auf ein SDS-Gel aufgetragen. In Abb. 30 ist die bakterielle Expression der beiden Isoformen
(BgAChBP1 und BgAChBP2) mit C-terminalem 6xHis-Tag dargestellt.

rekombinantes rekombinantes
BgAChBP1 BgAChBP2 nicht induziert

m e o llp 0 llp 0\
70kDa = w— da

SSkDa e —
40kDa —

M

——

———
——

25kDa o

rekombinantes rekombinantes
BgAChBP1 BgAChBP2

Abb.30  Rekombinante Expression von BgAChBP1 und BgAChBP2 mit C-terminalem His-
Tag.

15%iges SDS-Gel der Pellets und Uberstinde nach der Expression in BL21AI Gekennzeichnet sind
die Banden, die dem rekombinanten Protein entsprechen und sich im Pellet befinden. Es wurde zu
20pl Uberstand 20pul 2xSDS-Probenpuffer gegeben. Die abzentrifugierten Pellets wurden in 1ml ein-
fachen Probenpuffer gelost. Auf ein 15%iges Gel konnten dann von den Uberstinden je 10ul, und
von den gel6sten Pellets je Sul aufgetragen werden. M, Marker (ProSieve Quad Color Proteinmarker
4,6 - 300kDa, Biozym); P, Pellet; U, Uberstand.
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Knapp unter der 25kDa Markerbande waren die Proteinbanden von BgAChBP1 und
BgAChBP2 zu schen, welche bei den uninduzierten Proben fehlten. Bei ca. 24 kDa
wandern die Proteinbanden somit auf der Grofle des nativen, deglykosylierten Proteins
Da Bakterienzellen solche posttranslationalen Modifikationen nicht durchfithren, war
die Grofle der rekombinanten Proteine so zu erwarten. Beide rekombinanten Proteine
befinden sich offensichdlich nach Lyse und Zentrifugation im Pellet. Dies wies darauf
hin, dass ihre DNA-Konstrukte beide in bakteriellen Einschlusskorpern (sog. inclusion
bodies) exprimiert wurden. Die DNA-Pellets wurden dann in einem geeigneten Puffer
resuspendiert und anschlieflend sonifiziert (siche B 7. 7). Nach dem Sonifizieren wurden die
Membranbestandteile der jetzt aufgebrochenen Einschlusskérper abzentrifugiert. Ein Teil
der nach diesem Zentrifugationsschritt erhaltenen Uberstinde wurde fiir ein weiteres SDS-
Gel zur Uberpriifung des Sonifizierungsergebnisses zusammen mit den Pellets aufgehoben
Der Rest der Uberstinde wurde auf eine Nickelmatrix aufgetragen um die His-getaggten
Proteine weiter aufzureinigen. Abb. 31 zeigt exemplarisch eine SDS-PAGE zur Aufreinigung

Aufreinigung Ni-Siule

der Isoform 1.
rekombinantes
nicht induziert BgAChBP1 Uberstinde nach Sonifizierung
M [0 pl[© rllo v © U U©Ullp W E
SSkDa . _I"‘ e ‘. = : . x — i v -

40kDa e B ' 1 . 3 |

o v = :' " rd - -

25kDa Sy —

rekombmantes
BgAChBP1

Uberpriifung des Resultats der Sonifizierung und Aufreinigung iiber die Ni-Matrix

Um die Pellets aus Einschlusskorpern aufzubrechen, wurden sie in einem denaturierenden Puffer

Abb.31 U
sonifiziert. Nach Abzentrifugieren der Membranbestandteile wurden 30pl dieser Uberstinde mit 10ul
funffachem Probenpuffer versetzt und 15pl davon aufgetragen. Alle Fraktionen der Aufreinigung

wurden je nach Konzentration mit 5x Probenpuffer versetzt und 10-15pg auf das Gel aufgetragen

M, Marker (ProSieve Quad Color Proteinmarker 4,6 - 300kDa, Biozym); B, Pellet; U, Uberstand; P,

Pellet; W, Waschfraktion; E, Eluat
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Durch den Vergleich mit den nichtinduzierten Proben war die Proteinbande des rekom-
binanten BgAChBP1 leicht zu erkennen. Um den Aufschluss der Einschlusskorper zu iiber-
priifen, wurden zum Vergleich Uberstand und Pellet vor der Sonifizierung aufgetragen, und
daneben die Uberstinde danach. Es ist zu erkennen, dass sich die fiir das Protein typische
Bande von 24kDa in den Uberstinden befindet, und somit der Aufschluss erfolgreich war.
Daneben sind der Durchfluss, die Waschfraktion und das Eluat der Nickelsiule zu sehen.
Das Gelbild zeigt, dass sich zwar ein kleiner Teil des rekombinanten Proteins im Durchfluss
befindet, der grofite Anteil jedoch von vielen bakterielllen Zellproteinen befreit im Eluat

geldst vorliegt.

2.5.2  Rekombinantes B?AChBP1 und BgAChBP2 mit N-terminalem 6x His
und TEV-Schnittstelle

Um den N-terminalen 6xHis-Tag nach der Aufreinigung wieder entfernen zu kénnen, wur-
den Konstrukte generiert, welche nach der Sequenz fiir den His-tag eine TEV-Schnittstelle
(TEV=Tobacco Etch Virus) enthielten (464. 29).

nicht induziert

M [ U P U P U P U P U pll ¢ P |
55kDa ' - ; ﬁ,:t‘«"'
40kDa e — e SR —
25kDa : —— B— ‘
rekombinantes
BgAChBP1

Abb. 32  Analyse der rekombinanten Expression von BgAChBP1 mit N-terminalem His-tag,
und TEV-Schnittstelle.

Nach der Expression bei 25°C iiber Nacht wurden die Bakterienzellen abzentrifugiert und lysiert.
Nach einer weiteren Zentrifugation wurde jeweils Uberstand und Pellet auf ein 15%iges SDS-Gel
aufgetragen. Im Pellet war dann die fiir das rekombinante B;AChBP typische 24kDa Bande zu sehen.
Zu 20pl des Expressionsiiberstands wurden 20pl 2xSDS gegeben, und davon 10pl auf das Gel auf-
getragen. Das Pellet nach der Lyse wurde in 1ml 1xSDS gelést und 5pl davon aufgetragen. M, Marker
(ProSieve Quad Color Proteinmarker 4,6 - 300kDa, Biozym); U, Uberstand; B, Pellet.
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Analog zu den mit C-terminalem 6xHis-Tag versehenen Konstrukten wurden auch diese mit
der Erkennungssequenz fiir die TEV-Protease versehenen Isoformen des BZAChBP in den
Expressionsvektor (pDest14) einkloniert, in BL21Ai exprimiert, und tiber eine Nickelmatrix
aufgereinigt.

Jedoch mussten die rekombinanten Proteine nach der Riickfaltung umdialysiert werden, um
durch diesen Pufferwechsel das richtige Milieu fiir die Protease zu schaffen. Danach wurde
tiber Nacht bei Raumtemperatur ein Verdau angesetzt (siche B 8.7).

In Abb. 32 ist die Analyse der Expression von BgAChBP1 mit N-terminalem 6xHis-Tag
und TEV-Schnittstelle dargestellt. Wie die Konstrukte mit C-terminalem His-Tag wurden
auch diese von den Bakterien in Einschlusskérpern exprimiert. Auch hier wurden die Ein-
schlusskorper durch Zugabe eines denaturierenden Puffers und Sonifizieren aufgebrochen, die
Membranbestandteile abzentrifugiert, und der Uberstand dann auf eine Nickelsiule gegeben.
In SDS-Gelen wurden die einzelnen Schritte tiberpriift. Als Ergebnis zeigte sich, dass es auch
hier méglich war, das rekombinante BZAChBP1 mit N-terminalem His-TEV aufzureinigen.
Nach der Riickfaltung der im Eluat enthaltenen Monomere und dem zweimaligem Umdi-
alysieren (Riickfaltungspuffer zu 20mM Tris, pH 8,0; 20mM Tris, pH 8,0 zu 20mM Tris,
pH 7,5) um ein geeignetes Milieu fiir die TEV-Protease zu schaffen, wurden 200pg Protein
mit 100pg Protease versehen, und der Ansatz tiber Nacht bei Raumtemperatur verdaut. Die

Fragmente sollten dann iiber einen Western Blot nachgewiesen werden.

vor nach

TEV-Verdau Negativkontrolle TEV-Verdau

M I | |l |

55kDa
40kDa
25kDa
15kDa \ /
rekombinantes
BgAChBP1

Abb. 33  Western Blot des rekombinanten BgAChBP1 vor und nach dem TEV-Verdau.
Beide Proben wurden, zusammen mit dem nativen Protein als Negativkontrolle, auf einem SDS-Gel
aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Es wurden jeweils 5pg Protein aufgetra-

gen, und mit einer 1:1000 Verdiinnung des a-Penta-His-Antikorpers inkubiert. M, Marker (ProSieve
Quad Color Proteinmarker 4,6 - 300kDa, Biozym).
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Dafiir wurden ungeschnittenes und geschnittenes rekombinantes BZAChBP1 zusammen mit
nativen BgAChBP als Negativkontrolle einer SDS-PAGE unterzogen und dann geblottet
(siche B 8.10). Auf der Nitrocellulosemembran konnte dann das rekombinant exprimierte
Protein mit einem a-Penta-His-Antikérper (sieche Anhang F 5.8) nachgewiesen werden.

In Abb. 33 ist zu sehen, dass sowohl geschnittenes als auch ungeschnittes rekombinantes
BgAChBP1 mit dem Antikdrper reagierten. Obwohl auf das Gel die gleiche Konzentration
beider Proben aufgetragen wurde, detektierte der Antikorper das ungeschnittene rekom-
binante Protein wesentlich stirker, aber auch das geschnittene wurde eindeutig erkannt. Da
der His-Antikérper beide Proben, vor und nach dem TEV-Verdau detektieren konnte, lag
die Vermutung nahe, dass die Protease nicht bei allen Konstrukten den His-Tag abschneiden

konnte.
2.5.3  Nachweis von Disulfidbriicken im rekombinanten B;AChBP2

Anhand der Aminosiuresequenzen der beiden Untereinheiten konnte festgestellt werden,
dass BZAChBP2 ein ungepaartes Cystein an der Stelle C71 besitzt (siche Abb. 25). Da dieses
Disulfidbriicken zwischen zwei Untereinheiten ausbilden kénnte, wurde das rekombinant
exprimierte BgAChBP2 auch unter nicht reduzierenden Bedingungen im SDS-Gel iiberpriift
(Abb. 34).

o rekombinantes e redun
reduziert nicht reduziert
M [10ng 14ng] BgAChBP2 10pg 14pg
70kDa wse —1 u

kD — ) R G ; .
Z(?kD: — e D 9% B Dimer
ZSkDa P V — M

[rep— onomer Ll M __ \onomer

15kDa - '

Abb.34  15%ige SDS-Page des rekombinant exprimierten BgAChBP2 mit reduzierendem
und nicht reduzierendem Probenpuffer.

Das rekombinante BgAChBP2 wurde in je zwei Konzentrationen (10pg und 14pg) mit f8-Mer-

capthoethanol enthaltendem Probenpuffer (links reduziert) und in zwei Konzentrationen ohne 3-

Mercaptoethanol aufgetragen (rechts nicht reduziert). Monomer und Dimerbanden des B;AChBP2

sind gekennzeichnet. M, Marker (ProSieve Quad Color Proteinmarker 4,6 - 300kDa, Biozym).
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Durch die SDS-Page konnte diese Vermutung bestitigt werden. Unter reduzierenden
Bedingungen war die fiir das rekombinante, aufgereinigte Protein typische 24kDa Bande
ausgeprigt zu erkennen. Hierbei handelte es sich um die monomere Form des B¢AChBP2.
Unter nicht reduzierenden Bedingungen, d.h. ohne Zugabe des Disulfidbriicken spaltenden
{3-Mercaptoethanols, war tiber der Monomerbande deutlich eine Bande zwischen der 40kDa
und der 55kDa Bande des Markers zu erkennen. Dies entspricht der Grofle eines Dimers,
das auf dem ungepaarte Cystein (C71) beruhen muss. Eine Bande gleicher Grofle war auch
unter reduzierten Bedingungen zu erkennen, was auf eine unvollstindige Spaltung durch das
reduzierende Agens beruhen sollte. Somit konnte durch diese Analyse bestitigt werden, dass
es sich bei dem dimerisierten Material des nativen Proteins um BgAChBP2 handelt, was auch

durch die Sequenzanalysen (siche 2.2) gestiitzt wird.
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2.6 Elektronenmikroskopische Analyse der rekombinant exprimierten
Unereinheiten B;ZAChBP1 und BeAChBP2

2.6.1 Rekombinantes BgZAChBP1 und B¢AChBP2 mit C-terminalem His

Um die aus den Bakterienpellets aufgereinigten, gefalteten Proteine auf eine eventuell erfolgte
Oligomerisierung untersuchen zu konnen, wurden beide Untereinheiten auch elektronen-
mikroskopisch analysiert. Alle hier gezeigten Aufnahmen wurden in unserer Arbeitsgruppe

von Michael Saur erstellt.

A rekombinantes BeAChBP1 B natives BeAChBP

-

Elektronenmoskopische Aufnahmen von rekombinanten BgAChBP1 mit
C-terminalem 6xHis-Tag und nativen BgAChBP.

Abb. 35

(A) Das rekombinant, in E.coli exprimierte BgAChBP1 zeigt die typische dodekaedrische Quartir-
struktur des Rosettenproteins (roter Kreis), aber auch nicht assemblierte Pentamere (gelber Kreis).
Oben rechts sicht man eine Vergrofierung eines rekombinanten Dodekaeders, zusammen mit einem
Pentamer. (B) EM-Aufnahme des nativen BgAChBP mit einer Vergroflerung des nativen Dodekaed-

ers oben links.

Wie auf Abb. 35A zu schen ist, zeigte das mit einem C-terminalem His-Tag versehene, re-
kombinant in Bakterienzellen exprimierte BZAChBP1 die fiir das Acetylcholin-Bindeprotein
von B. glabrata typische Quartirstruktur. Bei einem Vergleich mit den Aufnahmen des na-
tiven Proteins (4bb. 35B) wurde deutlich, dass das rekombinante B;AChBP1 in der Lage
ist zu 25nm grofSen, den nativen Rosetten dhnlichen Partikeln zu assemblieren. Weiterhin
waren neben der charakteristischen dodekaedrischen Quartirstruktur einige kleinere Partikel
zu sehen, welche von uns als noch nicht assemblierte Pentamere interpretiert wurden. Auch
in den optischen Vergroflerungen (4bb. 354, B) ist die strukturelle Ahnlichkeit der Proteine

zu erkennen.
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Die EM-Aufnahmen des in E. co/i mit einem C-terminalem His-Tag exprimierten BgAChBP2
zeigte ein anderes Ergebnis (4b6. 36). Hier waren keine Dodekaeder, sondern nur Pentamere

zu sehen. Zudem scheinen auch Di-Pentamere vorhanden zu sein.

Abb. 36  Elektronenmikroskopische Aufne de
C-terminalem 6x His-Tag.

A s 100 nm
s rekombinanten BgAChBP2 mit

Es zeigen sich keine Dodekaeder, sondern nur einzelne Pentamere (gelb umrahmt), sowie moglicher-

weise Dipentamere (rote Kreise).

Um im rekombinanten B¢AChBP1 Pentamere von den Dodekaedern zu isolieren, wurden
mehrere Aufreinigungsschritte durchgefiihrt. Einer davon war es, die beiden Strukturen durch
Groflenausschluss (siehe B Gelfiltration 8.4.2) voneinander zu trennen. Dafiir wurden die
rekombinant exprimierten Proben der Isoform 1 nach der Riickfaltung in einem geeigneten
Puffer einer Gelfiltration unterzogen. Nach erfolgter Trennung wurden alle Fraktionen auch
elektronenmikroskopisch analysiert (466. 37) Nach diesem Aufreinigungsschritt zeigten die
Proben jedoch Cluster von akkumulierten Dodekaedern. Nach Zugabe von 50mM Imidazol
zum Proben- und Elutionspuffer, [6sten sich diese Aggregate weitgehend in einzelne tiberwie-
gend Dodekaeder auf (siche Abb. 38). Dieses Ergebnis wies darauf hin, dass das Zusammen-
lagern auf dem C-terminalen His-Tag beruhen diirfte. Jedoch waren neben den Dodekaedern
auch noch Pentamere in den Proben zu erkennen, welche nicht durch den Groflenausschlufs
entfernt worden waren. Da nun wahrscheinlich war, dass die Akkumulation der Dodekaeder
durch den an den C-Terminus angeftigten 6x His-Tag zuriickzufiihren war, wurden wie unter
B 5.4.1 beschrieben neue Konstrukte fiir die rekombinante Expression generiert, bei welchen
der 6x His-Tag N-terminal der Sequenz des Proteins vorangestellt wurde, und welche auf den

His-Tag folgend eine TEV-Schnittstelle besaflen.
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Durch diese Schnittstelle sollte es moglich sein, den Tag zu entfernen, um somit das Clustern
der Proteine zu verhindern (eine entsprechendes System fiir den C-Terminus stand nicht zur

Verfiigung).

rekombinantes BgAChBP1

J’aa'v'
>

Abb. 37  Rekombinantes B¢AChBP1 mit C-terminalem His-Tag nach Gelfiltration.

Es sind nur wenige einzelne und tiberwiegend nur zu Clustern akkumulierte Dodekaeder zu sehen.

Abb. 38  Rekombinantes BgAChBP1 mit C-terminalem His-Tag nach Gelfiltration und
Zugabe von 50mM Imidazol.

Hier wurde die gleiche Probe wie in Abb. 37 verwendet. Offenbar verhindert das Imidazol die
Aggregation, die wahrscheinlich auf dem His-Tag beruht.
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2.6.2 Rekombinantes BgAChBP1 mit N-terminalem His-tag und TEV-
Schnittstelle

BgAChBP1 wurde mit N-terminalem 6xHis-Tag und darauf folgender TEV-Schnittstelle in £.
coli exprimiert, aufgereinigt und gefaltet. Nach der Faltung, wurden sie in den entsprechenden
Puffer (20mM Tris, pH 7,5) umdialysiert und der Verdau durch die TEV-Protease iiber
Nacht durchgefiihrt. Danach erfolgte eine weitere Dialyse der “geschnittenen” Proteine zu
pH 8,0 (auch in 20mM Tris), um die Ergebnisse dieser Expression mit denen der vorherigen
mit C-terminalem His-tag vergleichen zu kénnen. In Abb. 39 sind elektronenmikroskopische
Aufnahmen von rekombinantem BgAChBP1 vor und nach dem Verdau durch die TEV-

Protease zu sehen.

rekombinantes BgAChBP1 rekombinantes BgAChBP1
A vor TEV—Vrdau B nach TEV-Verdau

Abb.39  Rekombinantes BgAChBP1 mit N-terminalem His-tag und TEV-Schnittstelle vor
und nach der Zugabe der TEV-Protease.
(A) Die Aufnahme zeigt das mit N-terminalem 6x His-Tag und TEV-Schnittstelle verschene

BgAChBP1 nach dem Refold. Es sind nur Pentamere Strukturen zu erkennen.
(B) Diese EM-Aufnahme zeigt das rekombinante BgZAChBP1 mit N-terminalem His-Tag und TEV-
Schnittstelle nach dem TEV-Verdau und anschlieflender Dialyse. Es sind nach kurzer Assemblierung-

szeit vereinzelt Dodekeder zu sehen.
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Vor der Abspaltung des N-terminalen His-tags zeigten sich ausschliellich Pentamere (Ab6.
394). Obwohl die Riickfaltung schon stattgefunden hatte, waren die Pentamere nicht in der
Lage sich zu Dodekaedern zusammenzufinden. Das lag wohl daran, dass die entsprechenden
N-terminal gelegenen Kontakestellen durch den His-Tag blockiert waren. Diese Probe wurde
dann umdialysiert und dem TEV-Verdau unterzogen. Nach dem Verdau war eine deutliche

Dodekederbildung zu erkennen (A464. 39B).
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2.7 Whole mount in-sizu Hybridisierung

Mit dieser Methode sollten adulte Tiere darauthin untersucht werden, in welchen Organen von
B. glabrata BeAChBP1 und BeAChBP2 exprimiert werden. Fiir die Negativkontrolle wurden
ohne Zugabe der BgAChBP1- bzw. BiAChBP2-spezifischen DNA-Sonden hybridisiert.

A
Kopftentakei
oberer Fuflbereich 3
B ‘ N BgAChBPl
3
Mantelrand "
C
3
_ #
Kopf und Mantel . : BgAChBP2

Abb. 40  Expression von BgAChBP1 und BgAChBP2 im adulten Tier.
Seitenansichten, der aus dem Haus entfernten Tiere ohne, welche mit Digoxygenin-markierten
DNA-Sonden behandelt worden waren. (A) und (B), Inkubation mit einer B;AChBP1-Sonde, mit

den Vergroferungen auffillig detektierter Bereiche (rechts). (C) Inkubation mit einer B;AChBP2-
Sonde.
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Es wurden gewebespezifische Expressionsmuster der beiden Isoformen erkannt. Wie in Abé.
40 zu sehen ist, wurde im adulten Tier im Kopf, Fuf§ und Mantel BgAChBP1-spezifische
RNA detektiert. Besonders die Kopftentakel zeitgen eine starke Firbung (siche Abb. 404).
Aber auch der Mantelrand (siche Abb. 40B) sowie ein lokaler Bereich des Fuflgewebes waren
stark angefirbt. Im Gegensatz dazu zeigte B;ZAChBP2 ein mehr diffuses Expressionsmuster.
Hier waren Kopf und Mantel angefirbt, jedoch war keine deutliche Pigmentierung einzelner
Gewebe oder Organe zu erkennen (A4bb. 40C).









D Diskussion

1 BgHb

Als Hauptprotein in der Himolymphe des Tieres zu finden, welches Zwischenwirt des
Bilharziose tibertragenden Parasiten Schistosoma mansoni ist, steht die Aufklirung der Strukeur
und Funktion des B. glabrata Himoglobins schon lange im Mittelpunkt der Forschung.
Trotz dessen ist bis heute wenig bekannt tiber die Struktur dieses multimeren Himoglobins.
Viele niedermolekulare Invertebraten-Himoglobine, unter anderem zwei intrazellulire
Muschel Himoglobine, konnten in der Vergangenheit bereits erfolgreich in verschiedenen
Zellsystemen exprimiert werden (Zafar et al., 1993; Kloek et al., 1993; Gambacurata et
al., 1993; Summerford et al., 1995; Rosado-Ruiz et al., 2001; Collazo et al., 2004; Leon
et al., 2004). Dagegen war die rekombinante Expression eines oligomeren, extrazelluliren
Himoglobins bisher ohne Erfolg. Schon 2006 konnten die kompletten Untereinheiten zweier
Isoformen des B. glabrata Himoglobins in unserer Arbeitsgruppe kloniert und exprimiert
werden (Lieb et al., 2006; Dissertation Diirr, 2008). Jedoch zeigten diese rekombinanten
Konstrukte weder eine dem nativen ihnliche Struktur und Funktion. Daher sollten im
Rahmen meiner Arbeit die Bedingungen zur Herstellung des BgHb in biologischer aktiver

Form optimiert werden.
1.1 Sequenzanalyse der rekombinanten BgHb1- und BgHb2-Konstrukte

Die kompletten Sequenzen der Isoformen BgHb1 und BgHb2 lagen zu Beginn dieser Arbeit
einkloniert in dem entsprechenden Eingangsvektor vor. Nachdem beide Konstrukte in den
Expressionsvektor einkloniert worden waren, wurden die Sequenzen iiberpriift. Sie zeigten
eine hohe Ubereinstimmung mit den nativen Sequenzen. Auch die Glykosylierungsstellen
sowie die fiir die Dimerisierung essentiellen Cysteine der plug-Domine (Lieb et al., 2000),
waren vorhanden. Im aktiven Zentrum zeigen die Dominen des BgHb eine Besonderheit.
Durchweg vorhanden sind das proximale Histidin (F8), welches das Eisenatom an das Glo-
bin bindet, und zwei Phenylalanine, welche die prosthetische Gruppe stabilisieren. Eine Se-
quenzabweichung in allen Globin-Dominen des BgHb (Lieb et al., 2006), so auch bei dem
Myoglobin von B. glabrata (Dewilde et al., 1998), ist der Austausch des distalen Histidins
(E7) gegen ein Glutamin (4bb. 41).
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BgHb1-a : ND ) QAT/(BE[;[NAS V[gIE
BgHb2-a :
BgHb1-b :
BgHb2-b :
BgHb1-c :
BgHb2- ¢ :
BgHb1-d :
BgHb2-d :
BgHb1-e :
BgHb2-e :
BgHb1-f
BgHb2-f
BgHb1-g :
BgHb2-g :
BgHb1-h :
BgHb2-h :
BgHb1-i
BgHb2- i

BgHb1-j

distal (E7) Gln proximal (F8) His

[ ] E | ] F

Abb. 41  Ausschnitt aus einem Aminosiurealignment der 13 Him-Dominen von BgHbl
und BgHb2.

In dem Alignment sind hoch konservierte Bereiche schwarz hinterlegt (100%), weniger konservi-

erte Bereiche grau (80%). Das in allen Globindominen anstatt des tiblichen distalen Histidins (E7)

vorhandene Glutamin, sowie das durchweg konservierte proximale Histidin (F8) sind rot geken-

nzeichnet. Zur besseren Orientierung ist unter dem Alignment die vorhergesagte Sekundirstrukeur

der E- und F-Kette des Himoglobins dargestellt. Die Aminosdure-Sequenzen beider Untereinheiten

sind im Anhang F unter 7.1, bzw. 7.2 aufgefiihrt.

Dieses Histidin stabilisiert in Vertebraten-Himoglobinen die gebundenen Sauerstoffmole-
kiile (Pesce et al., 2002). In den meisten anderen bisher analysierten Mollusken-Hidmo-
globinen und -Myoglobinen zeigt sich dieses distale Histidin hoch konserviert. Jedoch wurde
die gleiche Mutation, der Austausch des distalen Histidins gegen ein Glutamin, auch bei den
hochaffinen Himoglobinen der Tiefseemuscheln Calyprogena soyoae, Calyptogena kaikoi, der
Sulfid fixierenden Muschel Lucina pectinata und dem Nematoden Ascaris suum gefunden
(Terwilliger & Terwilliger, 1983; Suzuki et al., 1989a; 1989b; 1999; Peterson et al., 1997;
Kloek et al., 1993).
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Bei humanem Himoglobin wurde nachgewiesen, dass ein Glutamin an dieser Position zu
einem Anstieg in der O,-Affinitdt des Proteins fithrt (Nagai et al., 1987). B. glabrata ist in
ihren aquatischem Lebensraum stark schwankenden Sauerstoffkonzentrationen ausgesetzt,
moglicherweise konnte diese Substitution als evolutive Anpassung daran die Sauerstoffafhinitit
des BgHb noch weiter erhoht haben (Dewilde et al., 1998; Bugge & Weber, 1999; Weber &
Vinogradov, 2001; Lieb et al., 2000).

Ein weiterer Sequenzaustausch, der sich nur in den Globindominen von B. glabrata zeigt, ist
in der B-Helix zu finden. Hier zeigt sich in Position B10 ein Valin. In anderen Invertebraten
ist diese Stelle normalerweise durch eine groflere hydrophobe Aminosdure besetzt. So zeigt
sich bei den meisten Himoglobin-Sequenzen hier ein Tyrosin. In Ascaris suum und Lucina
pectinata ist dies durch ein Leucin ersetzt (Gibson et al., 1965; De Baere et al., 1994; Peterson
et al., 1997; Dewilde et al., 1998). Hier konnte gezeigt werden, dass der Austausch dieser
Aminosiure in der B-Helix Auswirkungen auf die Stabilitdt der Ligandenbindung und somit
auf die O, -Affinitdt hat (Peterson et al., 1997). Das Valin der B. glabrata Globin-Dominen
zeigt in dieser Position auch zu der aktiven Seite der Proteine, ist aber nicht in der Lage, wie

das Leucin in Ascaris eine Bindung zum Sauerstoff auszubilden.
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1.2 Rekombinante Expression

Fiir die erfolgreiche Expression loslicher BgHb-Konstrukte in Insektenzellen war die Zugabe
von Aminoldvulinsiure zu dem Expressionsmedium von zentraler Bedeutung. Dabei handelt
es sich um eine Him-Vorstufe, aus welcher nach zwei Kondensationsreaktionen ein lineares
Tetrapyrrol entsteht, welches dann wiederrum zu einem Porphyrinring zyklisiert. Nach
Modifikation der Seitenketten und Komplexierung mit dem Eisenatom entsteht so das Him,
die prosthetische Gruppe des Himoglobins (Stryer, 1997).

Dass diese Him-Vorstufe der limitierende Faktor der Him-Synthese ist, konnte fiir die
Expression verschiedener Himoglobine gezeigt werden (Kloek et al., 1993; Summerford et
al., 1995; Collazo et al., 2004; Leon et al., 2004; Hino & Ishida, 1973; Philipp-Dormston &
Doss, 1973). Das trifft auch fiir B¢gHb zu (Diirr, 2008). Fiir eine korrekte Faltung und somit
Stabilitit des Himoglobins ist die Ausbildung eines aktiven Zentrums elementar. Die dafiir
erforderliche Menge an Him muss bei der Uberproduktion einer rekombinanten Expression
extern hinzugefiigt werden, da weder E. coli-Zellen noch Insektenzellen in der Lage sind, die

bendtigte Menge zu produzieren (Verderber et al., 1997).
1.3 Proteinbiochemische Expressionsanalyse

Nach einer Expressionszeit von ca. 2-3 Tagen wurde der Insektenzelliiberstand mit den darin
geldst vorliegendem rekombinanten Protein abgenommen, und iiber eine Nickelmatrix auf-
gereinigt. Nach der Auftrennung der rekombinanten Produkte via SDS-PAGE war auffillig,
dass sie eine apparente Molekiilmasse von ca. 180kDa aufwiesen obwohl aus der Aminosdure-
sequenz ca. 240kDa errechnet wird. Dieses irregulire Wanderverhalten ist auch beim nativen
BgHb zu beobachten (Lieb et al., 2006). Die exprimierte Proteinmenge aus dem Insekten-
zelliiberstand an loslichem BgHb2 war fiir genauere Analysen nicht ausreichend, weswegen
sich diese Diskussion auf BgHb1 konzentriert. Jedoch konnten in unserer Arbeitsgruppe
einige Segmente von BgHb2 erfolgreich in Bakterienzellen exprimiert werden (Diirr, 2008;
Sarraf-Zadeh, 2007).

Der Insektenzelliiberstand der Expression von BgHb1 wies schon kurz nach Transfektion
und Zugabe von Aminolivulinsiure eine rote Farbe auf, was auf eine erfolgreiche Expression
l6slicher Konstrukte schlieflen liefS. Unter nicht reduzierenden Bedingungen lief§ sich die
Dimerisierung der exprimierten BgHbl-Untereinheiten mittels SDS-PAGE nachweisen.
Dafiir verantwortlich zeigt sich die plug-Domine, eine nicht Him-Domine, in welcher
sich drei Cysteine befinden (Lieb et al., 2006). Der Anteil an dimerisiertem rekombinanten
Material lag bei ca. 40%, der Rest zeigte die typische Monomerbande bei 180kDa und war
somit nicht in der Lage zu dimerisieren. Durch die Sezernierung der rekombinanten Produkte

in den Uberstand, in welchem oxidierende Bedingungen vorherrschen, konnte zwar die
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Dimerisierung erreicht werden, jedoch wurde durch die in der rekombinanten Expression
hervorgerufene Uberexpression die Kapazitit iiberschritten Disulfidbriicken auszubilden.
Der immunologische Vergleich des rekombinanten BgHb1l mit dem nativen B¢Hb via
Tandem-Immunelektrophorese ergab ein komplettes Verschmelzen der beiden Prizipitate.
Zu erwarten gewesen wire jedoch nur eine teilweise Verschmelzung, da es sich bei dem
nativen Protein wahrscheinlich um ein Gemisch der Isoformen handelt.

Diese hohe Strukturidentitit zwischen dem rekombinanten und dem nativen Protein
lasst darauf schlieflen, dass der gegen die Himolymphproteine von B. glabrata gerichtete
polyklonale Antikérper bei den beiden BgHb-Isoformen keine Strukturunterschiede
erkannte. Moglicherweise liegt in der Himolymphe von B. glabrata auch nur BgHbl
vor. Die erfolgreiche Dimerisierung des rekombinanten Materials des BgHb1 wies darauf
hin, dass diese Untereinheit alleine im Stande sein konnte, die Quartirstrukeur zu bilden.
Um die Struktur des rekombinanten B¢Hb1l mit dem nativen zu vergleichen wurden

elektronenmikroskopische Analysen angefertigt (siche 7.4).
1.4 Quartirstruktur des rekombinanten BgHb1

Das aus dem Insektenzelliiberstand aufgereinigte und aufkonzentrierte Material, fiir welches
via SDS-PAGE die Dimerisierung nachgewiesen werden konnte, wurde elektronenmikrosko-
pisch analysiert. Die Aufnahmen des rekombinanten BgHb1 zeigten zwei charakteristische
Ansichten, die sich in Grofle und Struktur mit dem nativen Protein vergleichen liefen (siche
Abb. 16). Somit wurde aufgeklirt, dass das rekombinante BgHb1, welches in dimerisierter
Form vorlag (480kDa) in der Lage ist, 20nm grof3e Partikel zu bilden die der Quartirstrukeur
des nativen BgHb dhneln.

Da die komplette cDNA-Sequenz von zwei Isoformen des BgHb identifiziert wurde (Lieb et
al., 2000), stellte sich die Frage, ob diese Untereinheiten beim nativen B¢Hb zusammen in
einem Heterooligomer vorliegen, oder sie klar getrennt voneinander Homooligomere bilden.
Als Heterooligomer, wie es fiir viele Arthropoden Himocyanine nachgewiesen werden konnte
(Review: Markl & Decker, 1992; Beispiel: Markl et al., 2009), sollte ein Untereinheitentyp
alleine nicht im Stande sein, eine dem nativen Protein dhnliche Quartirstrukeur zu bilden.
Ein anderer Fall zeigt sich bei den Himocyaninen von Mollusken, diese liegen als homoo-
ligomere Strukturen vor (Review: Van Holde & Miller, 1995; Beispiel: Gatsogiannis et al.,
2009). Unser Ergebnis am Himoglobin von B. glabrata zeigt, dass die BgHb-Untereinheit
einer Isoform allein in der Lage ist, die Quartirstruktur des oligomeren Molekiils zu bilden,
was aber das Vorhandensein von heterooligomerem BgHb in der Schnecke nicht ausschlief3t.
Einige Mollusken-Hidmoglobine konnten bereits rekombinant exprimiert werden, jedoch
handelt es sich hierbei durchweg um intrazellulir vorkommende, niedermolekulare Himo-
globine mit einer einzigen Him-Domine (Gambacurata et al., 1993; Summerford et al.,
1995; Rosado-Ruiz et al., 2001; Collazo et al., 2004; Leon et al., 2004).
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Das extrazellulire Planorbiden-Himoglobin stellt durch die Grofle der Polypeptidkette von
240kDa eine Herausforderung dar. Fiir weitere elektronenmikroskopische Analysen wire eine
groflere Menge der rekombinanten BgHb-Molekiile in hoher Reinheit wiinschenswert. Ver-
suche grofiere rekombinante dimerisierte Partikel von kleineren durch Ultrazentrifugation,
oder Gelfiltration zu trennen scheiterten. Zwar fiithrte der GrofSenausschluss via Gelfiltration
zu einem hoéheren Reinheitsgrad des monomeren Anteils, aber der Anteil an dimersierten
BgHb1 konnte dadurch nicht erhéht werden.

1.5 Stabilisierung des nativen BgHb

Zur Quartirstruktur des BgHDb existieren mehrere Modelle, von denen bis heute keines
bestitigt werden konnte. Eine zuerst vorgeschlagenen pentamere Ringstruktur (Arnde &
Santoro, 1998) konnte durch Untersuchungen des BgHb durch Rontgenkleinwinkelstreuung
(SAXS) ausgeschlossen werden (Arndt et al., 2003). Diese Daten unterstiitzten fiir das
native BgHb-Molekiil ein tetrameres Modell. Bei diesem sollten acht Polypeptidketten
mit 180kDa zu einer 4x2meren Quartirstrukeur assoziieren (1,75MDa/D2-Symmetrie).
Im Gegensatz dazu wurden von Lieb et al. (2000) eine erste 3D-Rekonstruktion anhand
elektronenmikroskopischer Bilder angefertigt, welche darauf schlieflen lief3, dass es sich bei
der Quartirstruktur des Proteins um ein 3x2mer handelt, also einem aus drei Untereinheiten-
Dimeren zusammengesetzten Molekiil, wobei die Polypeptidkette nun mit 240kDa festgelegt
werden konnte (1,4AMDa/D3-Symmetrie). Basierend auf diesem Modell sollten drei BgHb-
Untereinheiten-Dimere (je 480kDa) zu einer Quartdratrukeur mit 78 Him-Dominen und 6
plug-Dominen assoziieren.

In meiner Arbeit zeigten elektronenmikroskopische Aufnahmen des rekombinanten BgHb1
zwei fiir das native BgHb charakteristische Ansichten (A66. 16). Jedoch war es durch die
strukturelle Instabilitit des nativen BgHb bisher nicht moglich, eine 3D-Rekonstruktion
in hoher Auflésung zu erstellen. Um fiir die 3D-Elektronenmikroskopie eine Verbesserung
in der Stabilitit zu erreichen, wurde der Komplex Thermofluormessungen unterzogen
(Niesen et al., 2007; siche auch Material und Methoden B 77, Ergebnis C 1.5). Das Ergebnis
zeigte, dass die BgHb-Molekiile in einem Imidazol enthaltenen Puffer wesentlich stabiler in
ihrer Quartérstrukeur vorlagen (siche Abb. 17, 18 und 19). Diese stabilisierende Wirkung
des Imidazolpuffers scheint sich durch Betrachtung des Sauerstoffbindungszentrums
des Himoglobins zu erkliren (A4bb. 42). Das zentrale Eisenatom ist in der Lage
sechs Ligandenverbindungen einzugehen. Vier Bindungen entstehen dabei mit den
Stickstoffmolekiilen des Porphyrinrings. Uber seine fiinfte Bindungsstelle ist das Eisenatom
an das proximale Histidin (F8) des Globins gebunden, wihrend die sechste Bindungsstelle
von gasformigen Liganden, insbesondere Sauerstoff, besetzt werden kann. Da das Imidazol
des proximalen Histidins den Proteinteil mit der Him-Gruppe koordiniert, konnte der

Imidazolpuffer darauf einen stabilisierenden Effekt haben (A66. 424).
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Zudem wurde die komplette Himolymphe von B. glabrata von Dr. Ashwin Chari auf ihre
niedermolekularen Bestandteile hin untersucht. Dabei fand sich unter anderem freies Imi-
dazol (unpubliziert). Wie bereits erwdhnt (1.1), zeigt sich in der Sequenz aller B. glabrata
Globindominen ein Valin in Position 10 der B-Helix. Dieses ist durch seine geringe Grofie
nicht in der Lage, einen stabilisierenden Effekt auf das aktive Zentrum auszuiiben. Ein freies
Imidazol kénnte an dieser Stelle iiberbriickend auf Struktur und Stabilitit einwirken (Abé.
42B).

In diesem Zusammenhang wire es auch von Interesse in diesem stabilisierenden Puffer die
Sauerstoftbindungseigenschaften des BgHb erneut zu iiberpriifen, da es im Gegensatz zu dem
Himoglobin von L. rerrestris eine geringe Kooperativitit zeigt (siche 7z6. I). Untersuchungen
an anderen Himoglobinen deuten darauf hin, dass die charakteristische Zusammenlagerung
der Globinketten einen entscheidenen Beitrag zur Kooperativitit leistet (Krebs et al., 1996;
Royer et al., 2001; Ackers et al., 2002; Kavanaugh et al., 2005).

Kol

Valin (B10)

freies

Imidazol @

Imidazolring
des proximalen
Histidins (F8)

Abb. 42  Aktives Zentrum einer Domine des BgHb (BgHbl-a) und des BgMb, mit
hypothetischem Imidazolring.

(A) Aktives Zentrum von BgHb1-a. Das zentrale Eisenatom (rot) bindet die Ligenden (hier CO, in

blau) und ist iiber den Imidazolring des proximalen Histidins (griin) mit dem Globin verbunden.

(B) Aktives Zentrum von BgMb. Ein freies Imidazol (orange) konnte tiberbriickend einen stabili-

sierenden Effekt auf das aktive Zentrum haben, da sich in allen B. glabrata Globindominen in der

B-Helix an Position B10 ein Valin (griin) zeigt. Modelliert mit PDB-ID 1ASH.
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1.6 Funktionelle Analyse zur Sauerstoftbindung des rekombinanten
BgHb1

Zusitzlich zu den proteinbiochemischen und strukturellen Analysen der rekombinanten
BgHb1-Molekille war auch die Ermittlung der Sauerstoftbindungseigenschaften von
Interesse. Bei Analyse der Absorptionsspektren des rekombinanten BgHb]1 fiel zunichst auf,
dass das fiir Oxy-Hidmoglobin charakteristische Maxima von 414nm auf 409nm verschoben
war. Diese “Linksverschiebung” des Gipfels deutete auf eine Oxidierung der aktiven
Zentren hin. In diesem Fall liegt das zentrale Eisen-Ion im Fe**-Zustand vor. Im Falle von
Him-Proteinen beeinflusst dieser Zustand entscheidend, welche Liganden an das zentrale
Eisenatom gebunden werden. Wihrend CN- und OH" Liganden der oxidierten Fe’*-Form
sind, binden O, CO und NO an Fe** (Kiger & Marden, 2001).

Somitist Himoglobin, dessen zentrales Eisen-Ion zu Fe** oxidiert ist (Methimoglobin) nichtin
der Lage, Sauerstoff zu binden oder zu transportrieren (Shikama & Matsuoka, 2004). Zudem
fuhrt die Oxidation des Eisen-lons zunichst zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies
(Superoxidanionen und dann Wasserstoffperoxid), welche fiir den Organismus schidlich
sein konnen (Rifkind et al., 1991; Hsia & Everse, 1996). Obwohl in Globinen das zentrale
Eisen-lon schwer zuginglich ist, kann diese Oxidation bei spontanem Kontakt mit Sauerstoff
erfolgen. Um dies zu vermeiden, besitzen iz vivo humane Erythrozyten die Methimoglobin-
Reduktase, welche entstandenes Fe®* innerhalb weniger Minuten zu Fe** reduziert (Kuma,
1981). Da das rekombinante BgHb1 offenbar in dieser Met-Hb-Form vorlag, musste auch
hier ein Reduktionssystem eingesetzt werden. Es beruhte auf der Reduktion des Fe’* mittels
Ferredoxin und NADPH (Hyashi et al., 1973).

Nach Uberfithrung der rekombinanten BgHb1-Molekiile in den reduzierten Zustand
(Fe?*), wurde ihre reversible Sauerstoftbindung tiberpriift (siche Abb. 20). Die Zugabe von
Natriumdithionit ergab hierbei eine irreversible Deoxygenierung des rekombinanten BgHb1,
was durch die Messung eines Absorptionsspektrums bestitigt wurde. Danach waren die
Molekiile nicht mehr in der Lage Sauerstoft zu binden, da das Dithionit eine Denaturierung
des Hiamoglobins bewirkt (Dalziel & O’Brien, 1957). Aufgrund der geringen Mengen an
vollassemblierten, rekombinanten BgHb1 konnten keine Sauerstoffbindungskurven zur
Uberpriifung der Affinitit und Kooperativitit gemessen werden. Dafiir wurden in unserer
Arbeitsgruppe die Sauerstoffathnitit des rekombinanten BgHbl-Monomers ermittelt,
sowie die einer Domine (BgHb2-a) und zweier Dominen-Segmente des BgHb2 (BgHb2-
pa; BgHb2-p bis BgHb2-g) (Diirr, 2008; Sarraf-Zadeh, 2007). Dabei zeigten sich fiir alle
rekombinanten Proteine relativ hohe OZ—Afﬁnitﬁten, charakterisiert durch einen geringen
Halbsittigungsdruck (P, ). Alle P, -Werte lagen bei einem pH-Wert von 7,8 in einem Bereich

zwischen 6-7 Torr.
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Damit sind diese fiir die rekombinanten BgHb -Konstrukte gemessenen O, -Affinititen
vergleichbar zu dem des nativen BgHb (Bugge & Weber, 1999). Allerdings konnte bei den
Messungen der rekombinanten BgHb-Molekiile keine pH-Abhingigkeit der Sauerstoffafhinitit
festgestellt werden.

Dagegen zeigen Messungen des nativen BgHb von Bugge & Weber (1999) eine deutliche
pH-Abhingigkeit des P, -Wertes. Hier steigt mit zunehmendem pH-Wert auch die Affinitit
zu Sauerstoff. Dieser Bohr-Effekt zeigt sich auch in der Kooperativitit. Mit einem maximalen
Hill-Koefhizient von n = 2 weist das native BgHb zwar eine verhiltnismiflig geringe
Kooperativitit auf, aber auch dieser Faktor variiert pH-abhingig. Bei steigendem pH-Wert
ist auch hier ein Anstieg in der Kooperativitit zu beobachten.

Der Umstand, dass beide Maxima die (O,-Affinitit und Kooperativitit) im leicht basischen
(physiologischen) Bereich liegen, deutet darauf hin, dass dadurch der Sauerstofftransport
in vivo unterstiitzt wird (Van Aardt & Naude, 1990; Bugge & Weber, 1999). Diese pH-
Abhingigkeit in Sauerstoffaffinitit und Kooperativitit konnte auch fiir die Himoglobine
der Planorbiden Helisoma trivolis (Terwilliger et al., 1976) und Planorbis corneus (Zaaijer &
Wolvekamp, 1958) beobachtet werden.

Die rekombinanten BgHb2-Fragmente, und sogar das aus 13 Him-Dominen aufgebaute
BgHb1-Monomer zeigten in den Messungen keine Kooperativitit (Diirr, 2008; Sarraf-
Zadeh, 2007; siche auch Moeller et al., 2011). Offfenbar findet zwischen den Him-
Dominen innerhalb einer Untereinheit keine allosterische Wechselwirkung statt, und fiir die
Kooperativitit ist die Wechselwirkung mehrerer Untereinheiten erforderlich. Dabei bleibt
offen, ob schon eine Dimerisierung zweier Untereinheiten ausreicht um Kooperativitit zu
erzeugen. Messungen am extrazelluldren Lumbricus terrestriss-Himoglobins ergaben, dass ein
einzelnes Dodekamer (213kDa) nur 50% der Kooperativitit des fiir die Gesamtstruktur
(12 Dodekamere, 3,5MDa) gemessenen Wertes erreicht, wihrend sich die P, -Werte der
Messungen kaum unterscheiden (Krebs et al., 1996). Ob Ahnliches auch fiir B¢gHb gilt,
kénnte durch Messungen an dimerisiertem rekombinanten Material festgestellt werden.
Obwohl es in dieser Arbeit gelang BgHb1-Dimere zu exprimieren, steht solches Material

momentan noch nicht in gereinigter Form zur Verfiigung.
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1.7 Vergleich der funktionellen Eigenschaften des BgHb mit anderen
Himoglobinen

Invertebraten-Himoglobine zeigen, angepasst an den Lebensraum des Tieres, eine hohe Di-
versitit in Struktur und Funktion. Die funktionellen Eigenschaften des BgHb sind im Detail
von Bugge & Weber (1999) untersucht worden. Dabei zeigten sich Abweichungen in den
Sauerstoftbindungseigenschaften zu anderen extrazelluldren Invertebraten-Himoglobinen.
Ein Vergleich der Messdaten des BgHb, anderer extrazellulirer Himoglobine und dem gut
untersuchten humanen Himoglobin ist in 7z6. I aufgefiihrt.

Als offensichtliche Anpassung an die enormen Schwankungen der Temperatur und der
Sauerstoffkonzentration ihrer Umgebung zeigt das Himoglobin von B. glabrata eine hohe
Sauerstoffafhinitit (Bugge & Weber, 1999). Eine weitere Erhohung der Sauerstoffaffinitit des
Himoglobins sowie Myoglobins von B. glabrata lisst sich beim Absenken der Temperatur

von 25°C auf 15°C, oder gar 5°C beobachten (Dewilde et al., 1998; Bugge & Weber, 1999).

Spezies Tem[o)ératur pH-Wert (,II,; 51(')1') n pH abllllinglger Referenz
Biomphalaria Bugge
glabrata 78 o1 20 * Webeicl999
Planorbis 213 73 5.0 23 . Wgc()d
corneus Mosby, 1975
Fumbricus s 75 115 45-49 + frebs il
Arenicola s 74 26 25 po Rt
Homo Antonini
sapiens 57 P 26030 2T ) Bruno(jic, 1970

Tab.1 Vergleich der Sauerstoffaffinititen und Kooperativititen verschiedener Globine.
Aufgelistet sind die Sauerstoftbindungseigenschaften der Planorbiden B. glabrata, P corneus, die der

Anneliden L. terrestris und A. marina, sowie im Vergleich die des humanen Himoglobins.



Diskussion 95

Ahnliche Sauerstoffbindungseigenschaften lassen sich auch bei anderen Invertebraten-
Himoglobinen, beispielsweise bei den Anneliden Arenicola marina und Lumbricus terrestris
finden. All diese extrazelluldren groflen Himoglobine weisen im Vergleich zu dem humanen
Himoglobin eine hohe Sauerstoffaffinitit auf (siche 726.1). Als ektotherme Tiere ist ihnen
die Temperaturabhinigkeit der Sauerstoffaffinitit gemein. Mit der Temperatur steigt auch der
Stoffwechsel und die Sauerstoffaffinitit verringert sich, da dadurch die Sauerstoffabgabe an die
Gewebe erleichtert wird. Da dieser Prozess aber gleichzeitig die effiziente Sauerstoffaufnahme
in Gefahr bringt, gibt es auch hier je nach Lebensraum Anpassungen. Beispielsweise zeigt
das Himoglobin des in der Gezeitenzone lebenden Wattwurms A. marina einen weniger
ausgeprigten Temperatureffekt, daftir aber einen wesentlich hoheren Bohr-Effeke, im
Vergleich zu dem Himoglobin des in tieferen Wasser lebenden Wattwurms Abarenicola
claparedii (Weber, 1970).

Im Gegensatz zu der hohen Sauerstoffaffinitit des BgHb steht die geringe Kooperativitit des
Proteins. Andere Invertebraten-Himoglobine, wie das von L. terrestris, weisen mit einem
Hill-Koefhzienten zwischen 4,5 und 4,9 (pH 7,5) eine wesentlich héhere Kooperativitit auf
als die Planorbiden-Himoglobine. Andererseits konnte fiir beide Planorbiden-Himoglobine,
gleich den anderen extrazelluldren Himoglobinen, ein deutlicherer Bohr-Effekt beobachtet
werden. Wihrend bei Sduger-Hiamoglobinen lediglich die Sauerstoffafhinitit durch den pH-
Wert reguliert wird (Antonini & Brunori, 1970), konnte fiir die extrazelluliren Planorbiden-
und Anneliden-Himoglobine zudem bei steigendem pH-Wert auch eine Zunahme in der
Kooperatividt beobachtet werden (Zaaijer & Wolvekamp, 1958; Terwilliger et al., 1976;
Bugge & Weber, 1999; Krebs et al., 1996; Rousselot et al., 2006).

Gleich den Vertebraten-Hidmoglobinen zeigen auch die groflen extrazelluliren Invertebraten-
Himoglobine heterotrope Wechselwirkungen. Dabei wird die Sauerstoffafhinitit des Verte-
braten-Hidmoglobins durch das Binden anorganischer und organischer Anionen gesenkt,
wihrend die Sauerstoffaffinitit der multimeren extrazelluliren Anneliden-Hidmoglobine
sowie des B. glabrata Himoglobins durch anorganische Kationen oder Protonen gesteigert
wird (Everaarts & Weber, 1974; Imai & Yoshikawa, 1985; Weber, 1981; Fushitani et al.,
1986; Numoto et al., 2008; Bugge & Weber, 1999). Nach Bugge und Weber (1999) un-
terscheidet sich jedoch der Regulationsmechanismus. Bei den Anneliden-Himoglobinen
binden Kationen (Mg*, Ca?*) und Protonen bevorzugt an den fiir Liganden hochaffinen
R-Zustand und steigern durch Erh6hung des K -Wertes (Sauerstoffassoziationskonstante von
Hb in hochaffinen R-Zustand) Sauerstoffaffinitit und Kooperativitit (Fushitani et al., 1986;
Tsuneshige et al., 1989; Weber, 1981; Numoto et al., 2008).

In BgHb fithrt die Bindung von Ca?*-Ionen zu einer Erhohung der Sauerstoffaffinitit des
deoxy-(T)-Zustandes, wodurch dessen Oxygenierung gefordert wird, wohingegen Protonen
an den R-Zustand binden (Bugge & Weber, 1999). Die Daten von Bugge & Weber

(1999) deuten darauf hin, dass wie bei den Anneliden-Himoglobinen die Konzentration
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der Protonen die Sauerstoffaffinitit des oxygenierten BgHb beeinflussen, wihrend die
Afhnitit des Deoxyhimoglobins sich nur bei sehr hohen, die physiologischen Bedingungen
tiberschreitenden Bedingungen #ndert. Dies impliziert, dass die Protonen spit im
Oxygenierungsprozess gebunden werden, und dass der Bohr-Effekt hier abhingig von dem
pH-Wert und der Sauerstoffsittigung des Proteins ist. Im Gegensatz zu dem Vertebraten-
Himoglobin bei welchem ein Anstieg des pH die Sauerstoffaffinitit sinken lisst, begiinstigt
hier eine Erhohung des pH-Wertes die Sauerstoffaufnahme (Bugge & Weber, 1999). Der
Grund, warum das BgHb im Gegensatz zu dem Hiamoglobin von Lumbricus terrestris eine
geringe Kooperativitit zeigt, bleibt fraglich. Auch der Mechanismus der Kooperativitit in dem
gesamten BgHb-Molekiil ist noch ungeklirt. Jedoch zeigte sich die komplette Oligomerisierung
des aus 12 Dodekameren aufgebauten L. zerrestris Himoglobins fiir essentiell. Hier wies ein

einzelnes Dodekamer nur die Hilfte an Kooperativitit des Gesamtmolekiils auf (Krebs et al.,

1996).
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2 BgAChBP

Acetylcholin-Bindeproteine sind wasserlgsliche Homologe der extrazelluliren Liganden-
bindedomine der gut untersuchten nikotinischen Acetylcholinrezeptoren (nAChR). Die
Entdeckung und Strukturaufklirung eines AChBP in der Spitzschlammschnecke Lymnea
stagnalis (Smit et al., 2001; Brejc et al., 2001) stimulierte den gesamten Forschungsbereich.
Bis heute konnte die Existenz mehrerer AChBP in Mollusken, einem Anneliden und in dem
Blutegel Haementeria ghiliani nachgewiesen werden (Hansen et al., 2004; Celie et al., 2005;
Huangetal., 2009; McCormack et al., 2010; Salgueiro et al., 1999). Mehrere hoch aufgeloste
Kristallstrukturen des AChBP sind erhiltlich und geben einen Einblick in strukturelle sowie
funktionelle Aspekte der Ligandenbindung der gesamten Rezeptorenfamilie. Da diese auf3er
endogenen Liganden auch diverse andere Substazen binden, primire Ziele vieler Pharmazeu-
tika darstellen und in Verbindung mit einer Reihe von Krankheiten gebracht werden, ist das
AChBP als gut zugingliches Homolog der Ligandenbindedomine von besonderer Interesse.
In meiner Arbeit wurden Sequenz-, Gen-, und Quartirstruktur zweier Isoformen des AChBP
von B. glabrata aufgeklirt und erfolgreich exprimiert (B¢AChBP1, B;/AChBP2). In Hinsicht
darauf, dass es sich bei der Struktur der bisher analysierten AChBP um Homo-, oder
Dipentamere handelt, stellt die Assemblierung von 12 Pentameren zu einer Viruspartikel
dhnlichen Quartirstruktur des BZAChBP eine Besonderheit dar.

2.1 Sequenzanalyse

Durch Datenbankrecherchen mit den aus der Massenspektrometrie erhaltenen Fragmenten
konnten letztlich die Sequenzen zweier Isoformen des Rosettenproteins gefunden werden,
welche fiir jeweils 205 Aminosduren kodieren. Ein Protein Blast mit diesen Sequenzen ergab
eine nahe Verwandtschaft zu dem Acetylcholin-Bindeprotein von Lymnea stagnalis (Smit et
al., 2001; Brejcetal., 2001). Als zwei Isoformen des Acetylcholin-Bindeproteins in B. glabrata
identifiziert (B¢AChBP1, B;/AChBP2),konntendie Sequenzenanalysiertund mitdenenanderer
AChBP verglichen werden. In einem Alignment der B;AChBP mit den bisher bekannten
Mollusken AChBP, dem CtAChBP (Capitella teleta) und einer Ligandenbindedomine des
humanen nAChR (a7-Untereinheit) sind einige Sequenzihnlichkeiten zu finden (A4b6. 43).

In allen Sequenzen zeigen sich zwei hochkonservierte interne Disulfidbriicken (C137-C151;
C203-C204 im Alignment Abb. 43). Eine davon (C137-C151) erzeugt den fiir die Rezep-
toren-Familie charakteristischen, namengebenden Cys-Loop. Bei den membrangebundenen
nikotinischen Rezeptoren hat dieser einen hydrophoben Charakter und stellt die Verbind-
ung zwischen der extrazelluiren Ligandenbindedomine und der Transmembrandomine her
(Kash etal., 2003; Unwin et al., 2002). Alle AChBP alignieren sich nur mit der N-terminalen

Liganden bindenden Domine des Rezeptors.
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Da die Transmembrandomine hier fehlt, hat der Cys-Loop in den AChBP einen hydrophilen
Charakter (Hansen et al., 2004).

Abweichend von den Sequenzen der anderen AChBP zeigt BgAChBP1 eine dritte
Disulfidbriicke (C20-C73, siche Alignment Abb. 43). Diese konnte an dieser Position eine
zusitzlich stabilsierende Funktion auf die Quartirstruktur des Proteins haben.

Dagegen zeigt BéAChBP2 ein einzelnes Cystein (C81). An dieser Stelle ungewohnlich,
konnte dieses ungepaarte Cystein eine Disulfidbriicke zwischen zwei Untereinheiten
ausbilden. Durch die rekombinante Expression war es moglich die Isoformen getrennt
voneinander zu exprimieren. Fiir B?AChBP2 konnte die Dimerisierung proteinbiochemisch
nachgewiesen werden (siche Abb. 34). Unter nicht reduzierenden Bedingungen zeigte
sich auf dem Gel eine Bande in der Grofle eines Dimers (50kDa). Tatsichlich sind auch
auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen des rekombinanten BgAChBP2 vereinzelt
Dipentamere zu erkennen (A4b6. 36). In allen bisher bekannten AChBP ist die pentamere
Quartirstruktur  homolog, AChBP als Dekamer ist moglicherweise auch bei der
Posthornschnecke Bulinus truncatus vorhanden, welche wie B. glabrata zur Familie der
Planorbiden gehért (Celie et al., 2005). Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass sich die
BtAChBP-Pentamere mit ihrer N-terminalen Seite zusammenlagern kénnten. Ein Arginin
(R9) und ein Glutamat (E19) in der Proteinsequenz von B. truncatus wiren in der Lage
zehn Salzbriicken auszubilden die diese Struktur unterstiitzen wiirden (Celie et al., 2005).
In der Sequenz beider BgAChBp sind ebenfalls mehrere Moglichkeiten fiir intermolekulare
Salzbriicken gegeben (z.B. in BZAChBP1, R9-D31; in B;AChBP2, K6-E31). Diese konnten
die Assemblierung der Pentamere zu einer hoheren Quartirstrukturen unterstiitzen.

Die aktiven Zentren der AChBP, verantwortlich fiir die Bindung der Liganden liegen
zwischen den Kontaktflichen der Untereinheiten und zeigen zwei Seiten. Ahnlich zu den
Ligandenbindedominen der Rezeptoren werden sie von einer innerhalb der Cys-Loop
Familie in der Aminosiuresequenz hoch konservierten “prinzipiellen Seite” und einer wenig
konservierten “komplementiren Seite” gebildet (Celie et al., 2005). Angenommen wird, dass
die geringe Konservierung in der Sequenz der “komplementiren Seite” verantwortlich ist
fir Ausbildung der Affinititen zu verschiedensten Liganden (Brejc et al., 2001; Celie et al.,
2005). Hoch konservierte Reste in den ligandenbindenden “Schleifen” der “prinzipiellen
Seite” sind die Aminosiuren Tyrosin (Loop A, Y102, in Loop C, Y201 und Y208 des Tyr-
x-Cys-Cys-X-Tyr Motifs), Tryptophan und Glycin (Loop B, W158; G156) und die zwei
Cysteine (Loop C, C203, C204). Auffillig ist, dass in den Proteinsequenzen der B. glabrata
Acetylcholin-Bindeproteine zwei dieser Tyrosine (in BgAChBP1 Y102, in BgAChBP2 Y208)
durch Phenylalanin (F) substituiert sind. Dieser Austausch in Loop A (Y102) zeigt sich aufSer
in BgAChBP1 auch fiir die AChBP des Anneliden Capitella releta und des Seehasen Haliotis
discus hannai (McCormack et al., 2010; Huang et al., 2009).
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Die “komplementire Seite” zeigt sich bei allen Proteinen variabel in der Aminosiuresequenz.
Die Aminosiuresequenzen der beiden BeAChBP zeigen eine Sequenzidentitit von 52% zu-
einander. Gemessen an den Sequenzidentititen zeigen sich beide Isoformen des BgAChBP
niher verwandt zu dem AChBP von Lymnea stagnalis (33-36%), als zu den anderen
Acetylcholin-Bindeproteinen (siche Abb. 44A4).

Loop D

* 40 * 60 80
nAChRLBD : ---LQGEFQRK| ) YFSLEIBL LQNVSHT[BHY] E
BgAChBP1 : ------- SRSE[NLQDY/LSRESPLNNZI - E[2DQAYKYSF E YEIEQK] GL\UTTLVK[BR - FNE
BgAChBP2 : ----TKKSREE VRE QAKWSIFKYSIEQ ENGLILVI S|IKBRS[ES|U- SNE
LsAChBP : ------ LDRADHLYNFRQTSRPDV|HET - QRDRAYANEIVSLKF I VFUQQTTYS[BRTHA- - WI§
Bt AChBP : ------ Ql RWT GES- - DV[HEL - SISNT RNV NF KBV EVY/VLIUTQASIUKVPYYSS- LLS
AcAChBP : ----- QANL MR ﬂVTLGF
HdhAChBP : ------ QRFDAENKY[HI DKAAGTS[BEVSATSKS[HWA Gl

Y)4E QQRUKL NS [MMUDP NE
NTF DTRIES|UDS AT
Ct AChBP : SNGLNAKRLRRELLNTYEQLGKSGHYFL DBl GKWYDYKF GL TI SRIUDPEP

* 120
nAChRLBD : YPGVKTRF[EDG SADERFDATFHTNVL
BgAChBP1 : FTSFKE 2l AE DKLAR|
BgAChBP2 : TFNE[ETEHSKY -S| GKP DQLVR
LsAChBP : HHSPDQUYS|\4ZI SS - Al SKPEVILIPQLAR|

BtAChBP : S5SSLDQYS[HZVSK| - Al AAPE[LJADRVV
AcAChBP : YGNIIDFRTSAA - STRPVQYLEPQI AV
HdhAChBP : FNDVTI TREZVS KIRANHEY! L F[N- GKTS- - - ASETLAL
CtAChBP : PFDFQKIE[NSPDERYTEEIKL F[\S VDL DNTEDRTTQAI

* 200
nAChRLBD : GGWS Gl PGKRSERFJE(@@K[EPPRITFTUTMJRRT- - - - - - - - - - -
BgAChBP1 : STQE IQQVNRKQYP@@P S TNY(EPATLSFT[EKP- - - - - - - - - - - -
BgAChBP2 : DVRDEV| AGG- ER E AKQKVNKKT] ) Kl --mmmmmme e -

LsAChBP : HSRE[}S F SQYSRI[FEMEDVT QKKNS VTS [@@P S AE PIE VS [ENFHKKGRSEI L- - - - - -
Bt AChBP : DNKQFAMI TGEEGVV)\INAE KK

AcAChBP : SGFE[NDRKTDTD- QV[RIESS\{YAS- SK|{E[@ES ATQTRQVQH
HdhAChBP : DGSL|§NBVSRST- SVBYSSMESGGI DHAATREVKH
Ct AChBP : SVDE HF VDDKAE V|SL DigY QD- - SLE[JHENS AQRQEVV{P®@E S AYVEKYL[SAL[FSENGNSTY- - - - - -

Abb. 43  Vergleich von BgAChBP1 und BgAChBP2 mit anderen AChBP und der
Ligandenbindenden Domine des nAChR.
Der Cystein-Loop und die an der Ligandenbindung beteiligten Loops der “prinzipiellen Seite” (Loops
A, B, C) und die der “komplementiren Seite” (Loops D, E, F) sind an entsprechender Stelle hervorge-
hoben. Hochkonservierte Bereiche (100%) sind schwarz, weniger konservierte (80%) grau hinterlegt.
Rot gekennzeichnet sind alle Cysteine (C), gelb hinterlegte Reste zeigen Sequenzunterschiede an. Die
Glykosylierungsstellen sind griin gekennzeichnet. nAChRLBD, Ligandenbindedomine der alpha-7
Untereinheit des humanen nikotinischen Rezeptors (NM0007465); B;AChBP1, BgAChBP2, Biom-
phalaria glabrata; LAChBP, Lymnea stagnalis (AF364889); BtAChBP, Bulinus truncatus (CAC69294);
AcAChBPD, Aplysia californica (AF322877); HAhAChBY, Haliotis discus hannai (EF565223); CtACh-
BP, Capitella teleta (EY637248). Die Sequenzen wurden mit Genious (Drummond et al., 2011) unter
Verwendung von Clustal (Larkin et al., 2007) aligniert, und mit Genedoc (Nicholas et al., 1997)

bearbeitet.
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Die niedrigste Identitit zeigen beide BgAChBp zu dem Protein des Polychaeten C. zeleta, was
bei Betrachtung der Identititswerte aller Mollusken-AChBP zu der Ligandenbindedomine
des humanen nAChR erstaunlich ist, aber darauf hinweisen konnte, dass dieses Protein
in Anneliden und Mollusken unterschiedlich evolvierte (McCormack et al., 2010).
Erstaunlicherweise zeigt sich die Sequenzidentitit zwischen den BgAChBP zu Bulinus
truncatus niedriger (35%), verglichen mit der Identitit der AChBP von Lymnea und
Bulinus zueinander (43%). Dieses Ergebnis spiegelt sich auch in der in Abb. 44B gezeigten
Stammbaumanalyse wieder. Obwohl B. truncatus sowie B. glabrata Mitglieder der gleichen
Familie (Planorbidae) sind, welche L. stagnalis (Lymnaeidae) ausschlieflt, zeigen sich die
AChBP von Lymnea und Bulinus mit hohem Unterstiitzungswert als eigene Gruppe. Ein
Grund dafiir kénnte in der Struktur der Proteine liegen. Im Gegensatz zu der pentameren
Quartirstruktur der anderen Mollusken AChBP assemblieren in B. glabrata 12 Pentamere
zu einem Dodekaeder. Dies reflektiert sich auch in den gefundenen Sequenzunterschieden
und stellt die beiden Isoformen phylogenetisch abgetrennt als eigene Gruppe dar. Obwohl B.
glabrata und B. truncatus Mitglieder der gleichen Familie sind, zeigen Strukturvergleiche eine
grofere Ahnlichkeit des BAAChBP zu dem AChBP von L. stagnalis. Interessanterweise zeigen
sich Dodekaeder auch in der Himolymphe anderer Planorbiden (Wood & Mosby, 1975;
Terwilliger & Terwilliger, 1976; Ilan et al., 1986; Herskovits & Hamilton, 1990; 1994),
jedoch gehéren diese zusammen mit B. glabrata zu einem anderen Subtaxon als B. truncatus
(Jorgensen et al., 2004; Albrecht et al., 2007).

Trotz dieser hohen Diversitit in den Sequenzen der AChBD liegen alle Identititen im
Vergleich zu der extrazelluliren Domine des humanen Rezeptors in einem dhnlichen Bereich
(20-25%). Dies deutet darauf hin, dass der Selektionsdruck mit hohem Konservationsgrad
bestimmte Sequenzabschnitte erhalten hat (Celie et al., 2005).



Diskussion 101

Bg Bg Ls Bt Ac Hdb Ct
AChBP1 | AChBP2 | AChBP | AChBP | AChBP | AChBP | AChBP

nAChR-LBD 252 | 258 | 21,9 | 21,5 | 252 | 295 | 22,6
BgAChBP1 52,2 324 | 257 | 232
BgAChBP2 | 258 | 522 27,5 | 17,8
LsAChBP 21,9 | 363 235 | 16,9
BtAChBP 21,5 35,3 43,2
AcAChBP 252 | 324 | 301 | 335 | 325
HAPAChBP | 295 | 257 | 275 | 235 | 255
CtAChBP 226 | 232 | 178 | 169 | 137
B

BgAChBP2

BgAChBP1
HdhAChBP

CtAChBP

BtAChBP
AChR-LBD

AcAChBP
LsAChBP

Abb. 44  Vergleich BgAChBP1 und BgAChBP2 mit anderen AChBP und der
Ligandenbindedomine des humanen nAChR.

(A) Sequenzidentititen anhand identischer Aminosiurereste an korrespondierenden Stellen der
AChBP und der Ligandenbindedomine des humanen nAChR (in %). Die Werte wurden anhand
des Alignments (siche Abb. 43) berechnet. (B) Radialer Stammbaum der AChB. Maximum-likeli-
hood Analyse (Mega 5, Tamura et al., 2011). Bootstrap-Werte sind angegeben (1000 replicates, cut
off 50%). nAChB, Ligandenbindedomine der alpha-7 Untereinheit des humanen nikotinischen
Rezeptors (NM0007465); BéAChBP1, BgAChBP2, B. glabrata; LsAChBP, L. stagnalis (AF364889);
BtAChBPD, B. truncatus (CAC69294); AcAChBP, A. californica (AF322877); HAhAChBP, H. discus
hannai (EF565223); CtAChBP, C. teleta (EY637248).
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2.2 Rekombinante Expression

Das Rosettenprotein stellt mit einem Anteil von ca. 5% einen sehr geringen Proteinanteil in
der Himolymphe von B. glabrata dar (Lieb et al., 2006). Dies erschwerte die Aufreinigung
und machte es fiir weitere Analysen unerlisslich das Protein rekombinant zu exprimieren.
Beide Isoformen des BsAChBP wurden mit Hilfe spezifischer Primer amplifiziert, und in den
entsprechenden Expressionsvektor einkloniert. Beide generierten rekombinanten BgACh-
BP-Konstrukte zeigten eine 100 %ige Aminosdureidentitit zu den Sequenzen der nativen
BgAChBP-Untereinheiten (siche Alignment der Konstrukte, Ergebnisteil Abb. 29). Fiir die
Aufreinigung wurden den Konstrukten ein C-terminaler 6xHis-Tag, und spiteren Konstruk-
ten ein N-terminaler 6xHis-Tag mit darauffolgender TEV-Schnittstelle angefiigt. Fiir die re-
kombinante Expression in E. coli wurde ein Temperaturoptimum von 25°C bestimmt. Nie-
drige Expressionstemperaturen fithren zu einem langsameren Verlauf molekularer Prozesse
und dies kann bei einigen Proteinen zu einer erhéhten Expressionsrate fithren (Niiranen et
al., 2007). SDS-PAGE Analysen ergaben, dass sich der grofite Anteil beider rekombinanten
Zielproteine nach Bakterienlyse und Zentrifugation im Pellet befanden. Durch die Uberex-
pression in einem heterologen System werden bakterielle Einschlusskorper gebildet, welche
akkumulierte Proteinintermediate enthalten die aber mit Denaturierungsmitteln aus diesen
aufgereinigt werden konnen (Hartley & Kane, 1988). In der Sequenzanalyse zeigte sich,
dass beide BgAChBP mehrerer Cysteinreste enthalten, was die Expression in bakterielle Ein-
schlusskorper fordert (Wilkinson & Harrison, 1991). Anders als bei dem nativen Protein
zeigte sich auf dem SDS-Gel fiir die rekombinanten Proteine lediglich eine Bande bei 25kDa,
was der Molekiilmasse des unglykosylierten B;ZAChBP entspricht. Da Prokaryoten nicht zu
posttranslationellen Modifikationen wie der Glykosylierung befihigt sind, war eine Bande
dieser Grofie fiir die rekombinanten Proteine zu erwarten. Ein bedutender Unterschied in der
Aufreinigung der beiden rekombinanten B¢AChBP war, dass BgAChBP2 oft zu unléslichen
Aggregaten akkumuklierte, welche nicht oder nur schwierig in Losung zu bringen waren. Das
ungepaarte Cystein (C72) in BgAChBP2 konnte der Grund dafiir sein. Einen Unterschied in
der Loslichkeit wurde auch fiir die rekombinante Expression beider Isoformen von B. trun-
catus beobachtet (Celie et al., 2005).



Diskussion 103

2.3 Strukturanalyse des rekombinanten B;AChBP

Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten, dass das rekombinante BgAChBP1 zu Ho-
mooligomeren assembliert, welche der Quartirstruktur des nativen Proteins gleichen (siche
Abb. 35). Neben Pentameren waren die fiir das native B;ZAChBP charakteristischen Dode-
kaeder zu sehen. Ausgehend von diesen elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurde
von Sandra Braukmann eine Kryo-3D-Konstruktion (46b. 45) angefertigt, die in hoher
Auflésung (nominell unter 10A) die regulire, pentagonale Struktur des Dodekaeders zeigt
(Diplomarbeit Braukmann, 2012). Im Vergleich mit der 3D-Rekonstruktion, angefertigt aus
kryoelektronenmikroskopischen Aufnahmen des nativen BéAChBP (siche Abb. 4, Saur et
al., 2012), zeigt auch das rekombinante BgAChBP1 die Assemblierung der 12 Pentamere
zu der rosettenartigen Struktur mit einem Durchmesser von 22nm. Dabei hat jedes dieser
Pentamere eine Hohe von 6-7nm und die Monomere jedes Pentamers bilden in der Mitte
eine zentrale Pore mit einem Durchmesser von ca. 2nm. Mit der Struktur eines regelmifligen
Pentagondodekaeders dhnelt die Quartirstruktur des BZAChBP1 dem Kapsid mancher Vi-
ruspartikel (Fuschiotti et al., 20006).

Abb. 45  3D-Rekonstruktion des rekombinanten BgAChBP1.
Rekonstruktion des Dodekaeders aus ca. 2000 aus Kryo-EM-Aufnahmen des rekombinanten BgACh-
BP1. Ansicht entlang der fiinffach Symmetrie des Dodekaeders (Auflésung nominell unter 10A, 3D-

Rekonstruktion nach Braukmann, 2012).
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Um die Reinheit der Proben des rekombinanten B¢AChBP1 fiir Kryoelektronenmikrosko-
pische Analysen noch weiter zu erhéhen wurde mittels Groflenausschluss versucht, die
Pentamere von den Dodekaedern zu trennen. Dafiir wurden die Proben einer Gelfiltration
unterzogen. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zur Uberpriifung dieses Aufreini-
gungsschrittes zeigten eine Trennung der Strukturen, jedoch zeigten sie auch ein clustern von
akkumulierten Dodekaedern (siche Abb. 37). Als Ursache dafiir stellte sich der C-terminale
6xHis-Tag heraus, welcher der B;AChBP1-Sequenz fiir erste Aufreinigungsschritte angefiigt
wurde. Nach der Zugabe von Imidazol 16sten sich diese Akkumulationen auf (464. 38). Der
C-Terminus wurde anfinglich als Ansatzpunkt des His-Tags gewihlt, da er sich in der Model-
lierung des Monomers nach oben frei herausragend zeigte (siche Abb. 46A). So sollte sicher
gestellt werden, dass dieser weder die Faltung zur Quartirstrukeur storte, noch das er ver-
deckt fur die Aufreinigung unbrauchbar sein wiirde. Da an jedes Monomer sechs Histidine
angefiigt wurden, zihlen diese im Pentamer 60, was bedeutet das sich in dem Dodekaeder
360 Histidine an den Oberflichen zeigen. Da durch die Zugabe von Imidazol die Akkumu-
lationen aufgeldst werden konnten, ist wohl diese grofSe Anzahl an geladenen Histidinen an

der Oberfliche jedes Dodekaeders der Grund fiir die Zusammenlagerungen.

A

C-Terminaler
6xHis-Tag

Aminosiuren
d N-Terminaler
< 6xHis-T:
TEV-Schnitstelle xtis-lag

Abb. 46  Molekulare Modelle der Pentamere des BgAChBP.

(A-C) Seitenansichten molekulares Modell eines BZAChBP Pentamers. Je ein Monomer ist rot her-
vorgehoben. (A) Pentamer ohne His-Tag. (B) Pentamer mit C-Terminalem His-Tag. Eines der C-
terminalen Histidin-Reste ist gelb hervorgehoben. (C) Pentamer mit N-terminalem His-Tag. Der
Histidirest ist gelb, die Aminosiuren der TEV-Schnittstelle blau.
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Um diesem Effekt zu entgehen wurden neue Konstrukte mit einem N-terminalem His-
Tag generiert, welchen zur Entfernung des Tags eine TEV-Schnittstelle vorangestellt wurde
(siche Konstrukte, Ergebnisteil C, Abb. 29). Nach Expression und Aufreinigung wurden
vor und nach dem TEV-Verdau elektronenmikroskopische Aufnahmen gefertigt (siche Abb.
39 Ergebnisse). Auf diesen waren vor dem TEV-Verdau nur Pentamere zu erkennen. Erst
nach der Entfernung des His-Tags assemblierten diese zu Dodekaedern. Der Grund dafiir
liegt in der N-terminalen Position des His-Tags (siche Abb. 46C). Es wird angenommen,
dass N-terminal gelegenen Reste (R2, R3 in B/AChBP1) die intermolekulare Verbindung
der Pentamere, und damit die Bildung der Quartirstruktur stabilisieren (Saur et al., 2012).
Zudem findet sich in der BEAChBP1-Sequenz eine zusitzliche Disulfidbriicke (C16-C64),
welche als bedeutendstes stabilisierendes Element fiir die Assemblierung der Pentamere
angesehen werden kann. Diese findet sich weder in anderen Acetylcholin-Bindeproteinen,
noch in B;AChBP2.

Auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen des rekombinanten BZAChBP2 sind vorwiegend
Pentamere zu schen. Zwar zeigt dies auf, dass auch hier die Assemblierung zu einer héheren
Strukturordnung stattgefunden hat, aber die typischen rosettenartigen Ansichten des
Dodekaeders fehlen (siche Abb. 36 Ergebnisse). Zudem scheinen einzelne Dipentamere
vorhanden zu sein. Ob es sich dabei um zufillige Aneinanderlagerungen oder um echte
Dipentamere handelt, konnte bisher nicht geklirt werden.

Um diese Ergebnisse der rekombinanten Expression zu bestitigen, miisste man nativ die
beiden BgAChBP-Untereinheiten voneienander trennen. Da das AChBP nur einen sehr
geringen Teil der Himolymphe von B. glabrata ausmacht (Lieb et al., 20006) ist es schwierig
aus der Aufreinigung eine fiir solche Versuche adiquate Menge zu erlangen. Die Ergebnisse
der rekombinanten Expression sind eindeutig, schlieffen aber das Vorkommen einer
Kombination der beiden Untereinheiten zu einem Heterooligomer in dem nativen Protein

nicht aus.
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2.4 Expressionsanalyse

In dem Seeohr Haliotis discus hannai wurde das Vorkommen von zwei AChBP beschrieben
(Huang et al., 2009). Obwohl zuerst angenommen wurde, dass es sich bei beiden Proteinen
um zwei Isoformen eines amorphen Calciumcarbonat bindenden Proteins (ACCBP)
handelt, welches ein Regulatorprotein der Schalenbildung ist, stellte sich nach Sequenz-,
und Expressionsanalysen heraus, dass es sich bei einer der beiden Isoformen um ein reines
Acetylcholin -Bindeprotein handelt (HdhAChBP).

Das Andere, HdhACCBP kommt gleich seinem in der Perlmuschel Pinctada fucata
gefundenen Homolog (PAACCBP) in der extrapallialen Flissigkeit vor und wird im Mantel
exprimiert (Ma et al., 2007; Huang et al., 2009). Das HdhAChBP dagegen wird wie die
anderen Mollusken-AChBP in Ganglienzellen exprimiert (Smit et al., 2001; Celie et al,,
2005; Banks et al., 2009 ; Huang et al., 2009).

Die Ergebnisse meiner Arbeit zeigten, dass auch BgAChBP in der extrapallialen Fliissigkeit
existiert, und zudem lasst es sich, wie die ACCBP von P fucata und H. discus hannai, durch
die Zugabe von amorphen Calciumcarbonat aus dem Uberstand fillen (Saur et al., 2012).
Das HdhACCBP zeigt eine homodekamere Quartirstruktur, im Gegensatz zu HdhAChBP,
das wie andere AChBP nur ein Pentamer aufweist (Smit etal., 2001; Brejc et al., 2001; Huang
et al., 2009). Der Grund fiir die Zusammenlagerung zweier Pentamere des HZhACCBP ist
ein ungepaartes Cystein, das eine intermolekulare Disulfidbriicke bildet. Dieses zeigt sich
auch in der Sequenz von BgAChBP2, fehlt aber bei allen anderen Mollusken-AChBP.

Aus diesen Griinden war es auch in meiner Arbeit von Interesse, die Expression, bzw. die
Orte der Expression der beiden BgAChBP-Isoformen zu tiberpriifen. Und tatsichlich zeigten
die Ergebnisse der Wholemount in-sizu-Hybridisierung verschiedene Expressionsmuster fiir
BgAChBP1 und B¢AChBP2 (siche Abb. 40).

BgAChBP1-spezifische RNA wurde vor allem in den Kopftentakeln und dem oberen
Fulbereich detektiert. Da diese Bereiche reich an Ganglienzellen sind, stimmt dieses
Expressionsmuster mit dem anderer AChBP iiberein (Smit et al., 2001; Celie et al., 2005;
Banks et al., 2009). Zudem zeigte sich aber auch ein Expressionsnachweis fiir BsAChBP1
im Mantelgewebe, bzw. dem Mantelrand. Dieser Expressionsort fiir AChBP, auflerhalb des
Nervensystems wurde bisher ausschlielich fiir das AChBP von H. discus hannai nachgewiesen
(Sixma & Smit, 2003; Huang et al., 2009). HZhAChBP wird in Gobletzellen des Mantels
exprimiert, welche Schleim produzieren der die Mantelepidermis umgibt (Westermann et
al., 2005).
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Fiir B¢AChBP2 zeigt sich ein diffuses Expressionsmuster. Hier lief§ sich eine Firbung im
anterioren Bereich bis zur Mantelfalte nachweisen, jedoch ohne deutliche Abgrenzung, der
Eingeweidesack blieb ungefirbt. Obwohl keine deutliche Anfirbung bestimmter Bereiche
zu erkennen war, ldsst sich dieses Expressionsmuster teilweise mit dem der ACCBP von P
Sfucata und H. discus hannai vergleichen. Diese zeigten eine ACCBP-spezifische Expression
im Mantelgewebe aber auch eine deutliche Detektion im Viscus (Ma et al., 2007; Huang
et al., 2009). Auffillig war zudem, dass sich fiir beide BZAChBP eine intensive Firbung der
Kalkfalte abzeichnete. Diese Kalkleiste wird teilweise durch eine Art Hautlappen bedeckt sie
hat vermutlich eine stiitzende Funktion im Kopf, unterstiitzt die Radula in ihrer Stabilitit
und bietet ebenfalls den dahinter liegenden Ganglien Schutz.

Ein Aminosiurealignment der ACCBP mit den AChBP-Sequenzen von B. glabrata und H.
discus hannai zeigt fur alle Proteine die fir die Cys-Loop Familie charakteristischen internen
Disulfidbriicken (A66. 47).

Neben dem bereits erwihnten ungepaarten Cystein, ist ein weiteres Kennzeichen der ACCBP
ist die hohe Glykosylierung (Ma et al., 2007; Huang et al., 2009). Das native B;AChBP zeigt
in der SDS-PAGE Analyse zwei Banden (31kDa, 25kDa). Durch eine Deglykosylierung
wurde gezeigt, dass es sich bei der 25kDa Bande um die deglykosylierte Form des Proteins
handelt (Saur etal., 2012). Dies deutet darauf hin, dass auch BgAChBP ein hoch glykosyliertes
Protein ist, jedoch ldf3t sich im Gegensatz zu den ACCBP in den BéAChBP-Sequenzen beider
Isoformen nur je eine N-glykosylidisches Bindungsstelle finden.

Demnach finden sich in B. glabrata, wie in H. discus hannai zwei der Ligandenbindedomine
der Rezeptoren dhnlichen Proteine. ODb es sich aber bei B. glabrata wie in H. discus hannai um
zwei Proteine mit vollig unterschiedlichen biologischen Funktionen handelt bleibt ungeklrt.
Da in bisherigen Studien zusammen mit dem in dieser Arbeit analysierten BgAChBP erst
funf AChBP und nur zwei ACCBP analysiert wurden, ist es trotz der Sequenzidentititen
schwierig Hypothesen zu dem Ursprung dieser Proteine aufzustellen.

Um dies aufzukliren, sollte die Coexsistenz von ACCBP und AChBP auch in anderen

Molluskenspezies tiberpriift werden.
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* 20 * 40 *

pf _ACCBP : RKTMEGFNSYSMCFCVLFSAVVA- - KEDYPEAKLLKFLLDDYEKLVR[@YPKDG SNGFS
Hdh_ACCBP : GASTA MASYLATA- - EDVNVQEQRYDPLYKELNMSREAKNTI - [@YDGKDE A | -
Hdh_AChBP : [WVYTRA LABCAVAQC--------- QRFDALNKYI | DKAAGTSI - [@4S AT SKS | GMJ-
Bg_AChBP1 : DSFLV CFIHTQGS- - - - - YGSRRSRSEI LQDVLSR[@SPLN- | - - AMF DD- QP \JKWYSF E Y-
Bg_AChBP2 : DSLKV CLEI YGS- - - - - HGTKKSREEI VKEI LGRANPNN- I - - [ FKYS-

* 80 * 100 * *
pf _ACCBP : [ENH]DDY[®S DSMVE L KS NAIES L KNEP R NKDGGP[JGNYKAL HEFP S D| LNGLQPF
Hdh_ACCBP : [MLKETSL|NLRIFGDAVEDTNHY EQE &S RMAY- - DP S DK G VNEHS N ZMVPIRG- - - -
Hdh_AChBP : [ SL[BS KEIGDAE [EE A F BT R[WS|i- - DS AT [NDIWIFI TRWZVSK G- - - -
Bg_AChBP1 : [RQK[NMFRABVENDEVDRGLITTLVRKERERNYFNEFTS[@KE M- - - WAdl AE SVGA-
Bg_AChBP2 MQDIRY T ARV GJIDQV E [BGL I SIIK[BRS NS IS NE [@T T [@NE W5 - - S KY S| GK-

140 * 160 * 180
pf ACCBP : QPQFPBRETAMVKETGDI! [N TPSHLETR@TPDKADGDKA- @R F [{F VI Z22GGE YE MDL GF GG
Hdh_ACCBP : HTVV[ERVPAVYF NSEL VY \(RAPTI R- @DV S N\AITDGTV | EE AN GNI [MDIUQNK GP E
Hdh_AChBP : KTSASETMBALYHS[BEGHL HRAPTT R- [@DVNNYTTDGTV Y CS 2GS L[ANQVSRSTS
Bg_AChBP1 : PEI FSBK[EAR LS-[@PLABLKLETGYV S ESIHS T QE [AT ME VNAKV
Bg_AChBP2 : PGI H3RQEVR FS-®ALE EQGAA F €P1g74ev R D}V [RDE S QQV
200 * 220 * 240

pf ACCBP : LSFHEYKSTPGLTI HGNEEINI NSRF- (D@@EP{4Y BINE F NENI EHNDKDK 240
Hdh_ACCBP : | DVSJEYYHDNQWDI TEHS MQRRVHH- D@@IP 4P AINT AS AL KAKRHGLL GWS L F H- - 240
Hdh_AChBP : VDVESYESGGI AWHET DHAAT RE VKH)fA@@s (3P )4V FTEF QVKGQRYSGWSI FS- - 234
Bg_AChBP1 : DLGD- - YASDTRF QELNANIQQVNRKQP (@@AT \F PATLSFJF RKP- - - ------- 224
Bg_AChBP2 : DLT[l - YAGGERF QEI EAKQKVNKKT \gP(&@:{e's (JF PINE L RYANF KKI - - - ------- 224

Abb. 47  Sequenzvergleich der ByAChBP mit den ACCBP von P, fucata und H. discus hannai.
Das Aminosiurealignment zeigt Unterschiede und Gemeinsamkeiten der beiden Isoformen des
BgAChBP und des HdhAChBP zu den amorphen Calciumcarbonat bindenden Proteinen (PfAC-
CBP, HdhACCBP). Hochkonservieret Sequenzbereiche (100%) wurden schwarz, weniger konservi-
erte (80%) grau gekennzeichnet. Einzelne Cysteine, sowie die der typischen Disulfidbriicken sind rot
hinterlegt, Glykosylierungsstellen wurden ebenfalls hervorgehoben (griin). BgAChBP1, B¢AChBP2,
B. glabrata; HAhAChBP, HdhACCBP H. discus hannai (EF565223; EF583843); PAACCBP, R fucata
(DQ473430). Alignment Geneious (Drummond et al., 2011), Clustal (Larkin et al., 2007). Bearbei-

tung und Illustration Genedoc (Nicholas et al., 1997).
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2.5 Hypothesen zur Funktion des BgAChBP

AChBP wurde erstmals 2001 aus dem Zentralnervensystem der Spitzschlammschnecke
L. stagnalis isoliert (Smit et al., 2001; Brejc et al., 2001). Iz vitro Kulturen von Neuronen
und Gliazellen zeigten, dass es in Gliazellen exprimiert, in Vesikeln gespeichert und bei
Ausschiittung von ACh der prisynaptischen Zelle ebenfalls in den synaptischen Spalt
abgegeben wird. Diese Daten fithrten zu der Hypothese, dass AChBP durch die Bindung
des Neurotransmitters ACh die Erregungsweiterleitung zu der postsynaptischen Zelle iz vivo
beeinfluf$t, was das postsynaptische Potenzial vermindert oder terminiert (Smit et al., 2001).
Banks et al. (2009) konnten zeigen, dass LsSAChBP vor allem in Gliazellen exprimiert wird,
welche neuronale Zellkérper umgeben, die nicht Teil des synapsenreichen Neuropils sind.
Demnach wird vermutet, dass AChBP iz vivo die nicht-synaptische Transmission cholinerger
Neuronen reguliert.

Expressionsmuster des HdhAChBP in verschiedenen Larvalstadien deuten darauf hin, dass
das Protein neben der regulatorischen Funktion der Erregungsweiterleitung auch an der En-
twicklung nicht nervoser Strukturen beteiligt sein kénnte (Huang et al., 2009). Die Expres-
sion von BgAChBP1 konnte neben Ganglienreichen Bereichen auch im Mantelrand nach-
gewiesen werden.

Bindungsstudien des LsAChBP zeigen, dass das Protein wie die extrazellulire Ligandenbinde-
domine der nAChR, neben dem Neurotransmitter ACh weitere Agonisten (Nikotin, Epiba-
tidin) aber auch Antagonisten (0-Bugarotoxin, Tubacorin) bindet (Smit et al., 2001).

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass die verschiedenen AChBP gerade diese Antago-
nisten mit unterschiedlichen Affinititen binden. So bindet ZsAChBP das Schlangengift
a-Bungarotoxin im Gegensatz zu BfAChBP mit hoher Affinitit (Smit et al., 2001; Celie
et al., 2005). Dafiir verantwortlich konnte eine Substitution in der Sequenz des BZAAChBP
sein (Celie et al., 2005). Mutageneseexperimente an den Ligandenbindedominen humaner
nAChR zeigen, dass ein einzelner Aminosiureaustausch geniigt um die Affinititen dieser zu
verindern (Levandoski et al., 1999; Zeng et al., 2001; Harel et al., 2001).
Ligandenbindungsstudien am BgAChBP stehen noch aus. Jedoch zeigt die Sequenz der
BgAChBP die charakteristischen konservierten Motive der extrazelluliren Ligandenbinde-
domine der nAChR.

Daneben zeigt sich durch die Fihigkeit mit hoher Afhinitit auch Phycotoxine zu binden, eine
weitere Funktion der AChBP mit biologischer Relevanz. Diese Toxine mariner Algen wirk-
en bereits im subnanomolaren Bereich toxisch auf nAChR der Muskel- und Nervenzellen
und zeigen auch fiir die aktiven Zentren der AChBP von L. stagnalis und A. californica eine
auflergewohnliche hohe Passgenauigkeit (Richard et al., 2001; Gill et al., 2003; Bourne et al.,
2010). Demzufolge konnte eine Funktion der AChBP in der Himolymphe ein Schutzmech-
anismus gegen diese Toxine sein. Umgekehrt kénnten die Phycotoxine als Antagonisten, die

an das AChBP binden, als Schutz der Algen gegen Algenfresser angesehen werden.
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Fir das B. glabrata AChBP kénnen dhnliche Funktionen angenommen werden. Auffillig ist
die Quartirstruktur des BZAChBP. Obwohl als pentagonaler Dodekaeder die in allen AChBP
homologe pentamere Struktur zu finden ist, assemblieren im BgAChBP 12 Pentamere zu der
1,8MDa Struktur. In Hinsicht auf die Funktion Phycotoxine zu binden und zu neutralisieren
konnte diese Prisentation von 60 Ligandenbindestellen des BgAChBP-Dodekaeders einen
entscheidenden Vorteil bieten.

Zudem gelang es modifizierte LsSAChBP Pentamere mit (dem C-Terminus) der Transmem-
brandomine des SHT, Serotonin-Rezeptors zu einem chimiren Rezeptor zu koppeln. Die
ACh bindende, aktivierende Funktion dieser Hybride blieb erhalten (Bouzat et al., 2004).
Solche Studien wiren auch mit dem BgAChBP maglich. In Anbetracht der Quartirstrukeur
wire es vorstellbar, dass zwei gegeniiberliegende Pentamere desselben Dodekaeders binden
und somit direkt benachbarte lonenkanile verbinden. Mit einer Grofle von 22nm konnte
der Dodekaeder durch diesen Zusammenschluss die Aussparung zwischen angrenzenden
Zellmembranen iiberbriicken (Saur et al., 2012).

Sicher ist, dass die wasserloslichen Acetylcholin-Bindeproteine als funktionelle Homologe der
schwer zuginglichen Ligandenbindedomine der nAChR wichtige Erkenntnisse tiber diese
gewinnen lassen. Welche Rolle der Dodekaeder des BAChBP dabei spielt ist noch unklar.









E Zusammenfassung

Die tropische Siisswasserschnecke Biomphalaria glabrata geh6rtzu der Familie der Planorbidae,
welche als einziges Taxon der Gastropoden Himoglobin als Sauerstofftransportprotein
verwenden. Als Zwischenwirt des Bilharzioseerregers Schistosoma mansoni ist B. glabrata
von tropenmedizinischer Interesse. Das extrazellulire BgHb zeigt sich mit einem Anteil
von 95% als Hauptprotein in der Himolymphe. Dieses setzt sich aus Polypeptidketten
mit je 240kDa zusammen. Diese wiederrum lassen sich in 13-Him-Dominen und eine
deutlich kleinere N-terminalen nicht Him-Domine untergliedern. Die Sequenzierung von
zwei der drei Untereinheiten des BgHb (BgHb1, B¢Hb2) erméglichte die rekombinante
Expression ganzer Untereinheiten in Insektenzellen, und die Expression einiger BgHb2-
Konstrukte in E. coli Zellen. Im Rahmen meiner Arbeit gelang es, BgHb1 in biologisch
aktiver Form in Insektenzellen zu exprimieren. Das aus dem Uberstand der Insektenzellen
aufgereinigte rekombinante BgHb1 zeigte eine immunologische Identitit mit nativen BgHb.
Strukturelle Analysen belegten zudem die Assemblierung des rekombinanten BgHb1 zu einer
dem nativen Protein gleichenden Quartirstruktur. Demnach konnte in meiner Arbeit der
Nachweis erbracht werden, dass eine einzelne Isoform in der Lage ist, zur Quartirstruktur zu
assemblieren. Zusitzlich ergaben Sauerstoffbindungsanalysen, dass das rekombinante BgHb1
reversibel Sauerstoff binden kann.

In den restlichen 5% der B. glabrata Himolymphe zeigt sich ein rudimentires Himocyanin,
welches fiir den Sauerstofftransport keine Rolle zu spielen scheint, und ein rosettenformiges
Protein, das es aufzukliren galt. Durch massenspektrometrische Analysen erhaltene
Peptidfragmente zeigten eine hohe Sequenzihnlichkeit zu den léslichen Acetylcholin
-Bindeproteinen anderer Mollusken. Diese AChBP zeigen eine hohe Sequenzihnlichkeit zur
Ligandenbindedomine von Rezeptoren der Cys-Loop-Proteinfamilie.
Datenbankrecherchen deckten die Existenz zweier Isoformen auf, die ich beide sequenzieren,
einklonieren und rekombinant in E. coli Zellen exprimieren konnte. Rekombinantes
BgAChBP1 zeigte in EM-Aufnahmen gleich dem nativen Protein die Assemblierung zu einem
Dodekaeder. Zudem habe ich mit der kompletten Genstrukeur beider B;ZAChBP die ersten
Exon/Intron-Strukturen von Acetylcholin-Bindeproteinen aufgedeckt und die Expression

der beiden BgAChBP-Isoformen mittels in sizu-Hybridisierung untersucht.
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F Anhang

1  Abkiirzungsverzeichnis

1.1 Allgemeine Abkiirzungen

A Angstrém
Abb. Abbildung
Amp Ampicillin
AS Aminosaure
bp Basenpaar
cDNA ,Copy“ oder ,,complementary“-DNA
Da Dalton
ddH20 Bidestilliertes Wasser (H2O bidest)
DEPC Diethylpyrocarbonat
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsiure
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat
DTT Dithiothreitol
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EtBr Ethidiumbromid
for forward
FU Functional Unit (funktionelle Einheit)
g Erdbeschleunigung (Mittelwert: g = 9,81 m/s?)
H20 Wasser
IPTG Isopropyl-3-D-1-Thiogalactopyranosid
Kan Kanamycin
kb Kilobasen (1000 Nukleotide)
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kDa Kilodalton (1000 Dalton)
LB lysogeny broth (Nihrmedium)
MCS Multiple cloning site
MOPS 3-(N-Morpholino)-2-Hydroxypropansulfonsiure Natriumsalz
mRNA Messenger RNA
MW Molekulargewicht
NaCl Natriumchlorid
OD Optische Dichte
ORF Open Reading Frame (offener Leserahmen)
PCR Polymerase chain reaction
(Polymerasekettenreaktion)
rev reverse
RNA Ribonukleinsiure
rpm Rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
RT Reverse Transkription oder Raumtemperatur
SP Signalpeptid
TAE Tris-Acetat-EDTA
TBE Tris-Borat-EDTA
TE Tris-EDTA
Tris Trishydroxymethylaminomethan
tRNA Transfer-RNA
U Unit
UTR Untranslated region (Untranslatierter Bereich)
uv Ultraviolett
vlv Volumen pro Volumen
wlv Gewicht pro Volumen
X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-8-D-Galactosid
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1.2 Abkiirzungen in der Proteinforschung
Abkiirzungen Tierart Protein
AcAChBP Aplysia californica Acteylcholin Bindeprotein
AmHb Arenicola marina Himoglobin
BgAChBP Biomphalaria glabrata Acteylcholin Bindeprotein
BgHb Biomphalaria glabrata Himoglobin
BtAChBP Bulinus truncatus Acteylcholin Bindeprotein
CtAChBP Capitella teleta Acteylcholin Bindeprotein
HdhAChBP Haliotis discus hannai Acteylcholin Bindeprotein
HdhACCBP Haliotis discus hannai Amorphes Calciumcarbonat Bindeprotein
HsHb Homo sapiens Himoglobin
LHb Lumbricus terrestris Himoglobin
LsAChBP Lymnea stagnalis Acteylcholin Bindeprotein
HsnAChR Homo sapiens nikotinischer Acetylcholin Rezeptor
PACCBP Pinctada fucata Amorphes Calciumcarbonat Bindeprotein
PcHb Planorbis coreus Himoglobin

1.3 IUPAC-Nomenklatur fiir Aminosiuren

Trivialname | Abkiirzung | Symbol Trivialname | Abkiirzung | Symbol
Alanin Ala A Leucin Leu L
Arginin Arg R Lysin Lys K
Asparagin Asn N Mathionin Met M
Aspartat Asp D Prolin Pro P
Cystein Cys C Phenylalanin Phe F
Glutamat Glu E Serin Ser S
Glutamin Gln Q Threonin Thr T
Glycin Gly G Tryptophan Trp W
Histidin His H Tyrosin Tyr Y
Isoleucin Ile I Valin Val \Y%
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1.4 IUPAC-Nomenklatur fiir Nukleotide

Symbol Nukleotid Symbol Nukleotid
A Adenin R Adenin oder Guanin
C Cytosin S Cytosin oder Guanin
G Guanin T Thymin
K Guanin oder Thymin U Uracil
M Adenin oder Cytosin W Adenin oder Thymin
N alle Nukleotide moglich Y Cytosin oder Thymin

2 Mikrobiologische Methoden

2.1 Nihrmedien und Agarplatten

LB-Medium (pro Liter) 10g NaCl
10g Trypton
5g Hefeextrakt
pH 7,0
LB-Agar (pro Liter) 20g Agar-Agar werden vor dem Autoklavier

en auf einen Liter LB-Medium gegeben.

SOC-Medium (pro Liter) 20g Trypton
5g Hefeextrakt
0,5g NaCl
2,5ml 1M KCl
10ml 1M MgClL
20ml 1M Glukose
pH 7,0

Antibiotika (pro Liter LB-Medium) 100mg Ampicillin

50mg Kanamycin
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3

Molekularbiologische Methoden

3.1 Vektorspezifische Primer
Bezeichnung Primersequenz (5°-3") Linge Vektor
M13 for GTAAAACGACGGCCAG 16 pDonr221
M13 rev CAGGAAACAGCTATGAC 17 pDonr201
T7 for TAATACGACTCACTATAGGG 20 pDest14 (E. coli-Expr.)
T3 reverse AATTAACCCTCACTAAAGGGAA 22 pDest14 (E. coli-Expr.)
OpIE2 (Inssel) for | CGCAACGATCTGGTAAACAC 20 plZ/V5-His
(InsectSelect
OpIE2 (Inssel) rev | GACAATACAAACTAAGATTTAGTCAG 26 plZ/V5-His
(InsectSelect
3.2 Genspezifische Primer
Bezeichnung Primersequenz (5°-3") Linge Gen
BgAChBP1 forl CCGAGTCAGAAATAAACACAAA 23 BgAChBP1
BgAChBP1 for2 | TCCTACGGCTCCAGAAGAAGCAGAAG 26 BgAChBP1
BgAChBP1 for3 | GCAACGCTTTCCTTTACGTTTAGAAAACCA 30 BgAChBP1
BgAChBP1 revl CTTCTGCTTCTTCTGGAGCCGTAGGA 26 BgAChBP1
BgAChBP1 rev2 | GGAAAGCGTTGCATCTTCAT 20 BgAChBP1
BgAChBP1  3UTR | GATCATGGTTTCATTTAAAGGG 22 BgAChBP1
revl
BgAChBP1  3UTR | GATTCTATCCAATGGGAGCTG 21 BgAChBP1
rev2
BgAChBP2  5UTR | GGCTTTTCTACCAATTGAGAC 21 BgAChBP2
forl
BgAChBP2 forl | ACCAAAAAGAGCAGGGAGGAAATAG 25 BgAChBP2
BgAChBP2 revl | TATTTTTTTGAAGGTGACACGAAGCTCTAT 30 BgAChBP2
BgAChBP2  3UTR | CCAGGGTTCGTTTTATCCAG 20 BgAChBP2
revl
BgAChBP2  3UTR | CGTTTTATCCAGGGGTTTCG 20 BgAChBP2
rev2
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3.3 attachment-Primer
Bezeichnung Primersequenz (5'-3") Linge Gen
AChBP1 | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTtcGAAGGAGATAGAAT- [ 69 BgAChBP1
att-Bl-for | GTCCAGAAGAAGCAGAAGTGAGAT
AChBP1 | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAGTGATGGTGATG- 84 BgAChBP1
att-B2-rev | GTGATGTGGTTTTCTAAACGTAAAGGAAAGCGTTGC
AChBP2 | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTtcGAAGGAGATAGAAT- 71 BgAChBP2
att-Bl-for | GACCAAAAAGAGCAGGGAGGAAATAG
AChBP2 | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAGTGATGGTGATG- 81 BgAChBP2
att-B2-rev | GTGATGTATTTTTTTGAAGGTGACACGAAGCTCTAT
AChBP1 | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTtcGAAGGAGATAGAATG- | 108 | BgAChBP1
His-TEV [ CATCACCATCACCATCACGAAAACCTGTATTTTCAGGGCTCCAGAA-
att-Bl-for | GAAGCAGAAGTGAGAT
AChBP1 |GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTATG-| 63 BgAChBP1
His-TEV [ GTTTTCTAAACGTAAAGGAAAGCGTTGC
att-B2-rev
AChBP2 | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGAAGGAGATAGA 110 | BéAChBP2
His-TEV [ ATGCATCACCATCACCATCACGAAAACCTGTATTTTCAGGGCAC-
att-Bl-for | CAAAAAGAGCAGGGAGGAAATAG
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTATATTTTTTTGAA-
AChBP2 | GGTGACACGAAGCTCTAT 63 BgAChBP2
His-TEV
att-B2-rev
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3.4 Gelelekktrophorese

3.4.1 DNA-Gelelektrophorese

1 x TBE-Puffer 0,9M Tris/Cl
0,9M Borsaure
20mM EDTA

10 x Probenpuffer 10% Glycerin

0,4% Bromphenolblau

Ethidiumbromid-Stammlésung 10mg/ml
Marker GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fermentas, St. Le
on-Roth)

3.4.2 RNA-Gelelektrophorese

1 x Elektrophoresepuffer MOPS) 200mM MOPS
(3-(N-Morpholino))-2-Hydroxypropansulfonsiure-
Natriumsalz)
50mM Natrium-Acetat
10mM EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
pH 7,0
im Dunkeln lagern
10 x Probenpuffer 50% Glycerol
0,4% Bromphenolblau
ImM EDTA
25%~Formaldehyd
0,5pg/ml Ethidiumbromid
RNA-Minigel 4ml 10 x xMops-Puffer
30ml H,O bidest
0,4g Agarose
aufkochen, auf 50°C abkiihlen lassen
6ml Formaldehyd zuftigen
Gel sofort giefSen
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3.5 Southern Blot

3.5.1 Puffer-Rezepte

20 x SSC 3M NaCl
0,3M NaCitrat
Denaturierungslésung 0,5M NaOH
1,5M NaCl
Neutralisierungslésung 1,5M NaCl
1M Tris/Cl
pH 7,4
Aquilibrierungslﬁsung 0,3M NaCl
(2 x SSC) 0,03 MNaClitrat
pH 7,0
Hybridisierungspuffer 5x §SC

0,1% N-Laurylsarcosin
0,02% SDS
1% (w/v) Blockingreagenz (zum Losen auf -~ 50°C

erwirmen)
Waschpuffer 0,15M NaCl

0,1M Tris/Cl

pH 7.5
Blockierungslésung Waschpuffer

1% (w/v) Blockingreagenz

AP-Puffer 0,1M Tris
0,1M NaCl
0,05M MgClI2
pH 9,5
Substrat NBT 50mg/ml NBT in 70% Dimethylformamid

(NBT = p-Nitrobluetetrazoliumchlorid)
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Substrat BCIP

Firbelosung

50mg/ml BCIP in 100% Dimethylformamid
(BCIP = 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat-p-
Toluidinsalz)

66ul NBT
33ul BCIP
in 10ml AP-Puffer

Analyse der Sequenzierungen

3.6.1 Internetadressen

Programm Internetadresse
CLUSTALX / CLUSTALW htep://www.clustal.org/
EXPASY PORTAL http://expasy.org/
GENEDOC http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/
GENEIOUS http://www.geneious.com/
MEGA5 http://www.megasoftware.net/
NCBI BLAST® http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

NETNGLYC 1.0 SERVER

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/

Primer-BLAST

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

SIGNALP 3.0 SERVER

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

TREEILLUSTRATOR

http://www.bioinformatics.be/geert/index.php

TREEVIEW

http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html
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4  rekombinante Expression
4.1 rekombinante Expression in Bakterienzellen
4.1.1  Proteinpriparation

Lysis Puffer 10mM Tris/HCI
100mM NaCl
ImM EDTA
2mM MgCl,
ImM DTT
100pM Leupeptin

Puffer B 20mM Na HPO,
0,5M NaCl
20mM Imidazol
8M Harnstoff
ImM 3-Mercaptoethanol
pH 7,4

4.2 rekombinante Expression in Insektenzellen

4.2.1  Kultivierung von Insektenzellen

High Five™-Zellmedium (serumfrei) Express Five® SFM Insektenmedium
4mM Glutamin

50U/ml Penicillin,
50ug/ml Streptomycin
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5 Proteinbiochemische Methoden

5.1 Polyacrylamidgelelektrophorese

Acrylamidl6sung

Polymerisationsstarter

Coomassie-Losung

Entfirberl6sung

5.1.1  SDS-PAGE

Trenngel-Puffer

Sammelgel-Puffer

Elektrophorese-Puffer

4 x Probenpuffer

30 % (w/v) Acrylamid

0,8 % (w/v) Bisacrylamid

(Rotiphorese® Gel 30; Roth, Karlsruhe)

10% (w/v) APS (Ammoniumperoxodisulfat)
in Aqua dest.

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylenethyl

endiamin

0,2% Coomassie-Brilliant-Blau R250
40%  Ethanol
10%  Essigsdure

20%  Isopropanol
7,5%  Essigsdure

1,5mol/l Tris/HCI
0,4 % SDS
pH 8,8

0,5mol/l Tris/HCl
0,4% SDS
pH 8,8

0,023mol/l Tris/HCI
0,19mol/l Glycin
0,2% SDS

pH 8,3

4,6ml Stabilisierungs-Puffer (s. Kap. B4.1)
4ml SDS (20 %-ig)
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5.1.2 Native PAGE

Trenngel-Puffer

Sammelgel-Puffer

Elektrophorese-Puffer

Probenpuffer

0,4ml 8-Mercaptoethanol (10 %-ig)
2ml Glycerin in Wasser
1 Spatelspitze Bromphenolblau

1,5mol/l Tris/HCI
pH 8,8

0,5mol/l Tris/HCl
pH 6,8

0,023mol/l Tris/HCI
0,19mol/l Glycin
pH 8,3

90% Glycerin
10% Stabilisierungs-Puffer
1 Spatelspitze Bromphenolblau

5.2 Chromatographische Methoden

5.2.1  Afhnitdtschromatographie an eine Nickelmatrix

Proteinpriparation Expression in Insektenzellen

Bindungspuffer

Elutionspuffer

20mM Na2HPO4
0,5M NaCl

20mM Imidazol
pH 7.4; sterilfiltriert

20mM Na2HPO4
0,5M NaCl
500mM Imidazol
pH 7,4; sterilfiltriert
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Proteinpriparation Expression E. coli

Bindungspuffer

Elutionspuffer

5.3 Renaturierung (Refold)

Redox shuffling refolding buffer

5.4 Proteolytische Spaltung

Lagerungspuffer der TEV-Protease

Puffer fiir TEV-Verdau

20mM Na HPO,

0,5M NaCl

20mM Imidazol

8M Harnstoff

ImM {§-Mercaptoethanol
pH 7,4

20mM Na2HPO4

0,5M NaCl

500mM Imidazol
8MHarnstoff

ImM {§-Mercaptoethanol
pH 7.,4; sterilfiltriert

0,1M Tris

0,5M L-Arginin

0,9mM oxidiertes Gluthation
2mM EDTA

pH 8,0

50 mM Tris pH7.5
1 mM EDTA

5 mM DDT

44 % Glycerin
-20°C gelagert

20 pl 200 pg HisTevHSP90 (10 mg/ml) in

20 mM Tris pH 7,5
100 pl100 pg Tev Protease
80 pul20 mM Tris pH 7,5
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5.5 Dialyse

Dialysepuffer (E. coli Expression)

5.6 Western-Blot
5.6.1 Proteintransfer

Transferpuffer

5.6.2 Immunodetektion

1x Tris-Buffered Saline (TBS)

1x Tris-Buffered-Saline + Triton / Tween (TBST/T)

Firbelosung

20mM Tris
pH 8,0

25mM Tris
150mM Glycin
10% Methanol
pH 8.3

10mM Tris
0,14M NaCl
pH 8,0

10mM Tris
0,14M NaCl

0,1% Tween 20 (w/v)

0,2% Triton
pH 8,0

Sul NBT3,75ul BCIP pro ml AP-Puffer
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5.7 Immunelektrophorese

5.7.1  Verwendete Losungen

Immunoelektroden-Puffer (5 x) 19mM Na-Diethylbarbiturat
0,1M Diethylbarbitursiure
pH 8,6
1 % Agarosegel 1% (w/v) Agarose M (Amersham Pharmacia,
Freiburg) in 1 x Elektrodenpuffer
Waschlésung 0,6% NaCl
Firbelosung Methanol /Eisessig / Wasser (4:1:5 v/v/v)
0,2% Coomassie Brilliant Blue G 250
Entfirbelosung Isopropanol / Eisessig / Wasser (4:1:5 v/v/v)

5.8 Verwendete Antikorper

verwendete 1. Antik6rper

* anti-Penta-His-Antik6rper (Maus; 1 : 2 000 in 3% BSA / TBS-Losung; Qiagen, Hilden)

* anti-BgHb-(nativ)-Antikérper (Kaninchen; 1 : 106 in 3% BSA / TBS-Losung; Charles
River, Sulzfeld / Kisslegg)

* anti-BgHb-(denaturiert)-Antikorper (Meerschweinchen; 1 : 106 in 3% BSA / TBS-
Losung; Charles River, Sulzfeld / Kisslegg)

verwendete 2. Antik6rper

* Ziege Anti-Maus, Peroxidase-gekoppelt (1 : 7 500 in 3% BSA / TBS-Losung; Dianova,
Hamburg)

* Ziege Anti-Maus, Alkalische Phosphatase-gekoppelt (1 : 7 500 in 3% BSA / TBS-Losung;
Dianova, Hamburg)

* Ziege Anti-Meerschweinchen, Alkalische Phosphatase-gekoppelt (1 : 7 500 in 3% BSA /
TBS-Losung; Dianova, Hamburg)
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6 In Situ Hybridisierung

6.1 Whole Mount

6.1.1  Vorbereitung der Larven

Relaxinglésung 7% MgCl,

Fixativ 2ml 5 x Salz
5ml 89%PFA
3ml H,0

5 x Salz 0,5M MOPS
10mM MgSO,
5mM EGTA
2,5M NaCl
pH 7,5

6.1.2  Tag 1 Pigmententfernung und Hybridisierung

1 x PBS 140mM NaCl
2,7mM KCI
8,1mM NaZHPO4 X 2H2O
1,5mM KH_PO,
pH 7,4

PBT 1 x PBS
0,1% Tween20

PPE 1 x PBS
4% Paraformaldehyd

Hybridisierungsmix 50% Formamid
5x SSC
5mM EDTA
1 x Denhardt’s Losung
100pg/ml Heparin
100pg/ml Heringssperma
0,1% Tween20
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Proteinase K

20pg pro ml PBT

6.1.3  Tag 2 Blockierung und Inkubation mit Sekundirantikérper

4 x Waschpuffer

2 x Waschpuffer

1 x Waschpuffer

Maleinséiurepuffer

Blockierungslésung

6.1.4 Tag 3 Farbreaktion

AP-Puffer

Substrat NBT

Substrat BCIP

Firbelosung

4 x SSC
50% Formamid
0,1% Tween20

2x SSC
50% Formamid
0,1% Tween20

1 xSSC

50% Formamid
0,1% Tween20
0,1M Maleinsiure
0,15M NaCl
0,1% Tween20
pH 7,5

2% Blockingreagenz in Maleinsdurepuffer

100mM Tris/HCI pH 9,5
100mM NaCl
50 M MgCl,

50mg/ml NBT in 70% Dimethylformamid

(NBT = p-Nitrobluetetrazoliumchlorid)

50mg/ml BCIP in 100% Dimethylformamid

(BCIP = 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphos

phat-p-Toluidinsalz)
5ul NBT3,75ul BCIP pro ml AP-Puffer
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7  Sequenzen
7.1 BgHb1

BgHb1-p

A%GTTTGTTTTGAAGGGAAGTGTGGTGCAAGCATTCGTGCTCTTGAGCATTGTTTGTCTF
GAGATCACTATTGCCGATGATGGAGTTCGCTACGTAAACGCCGAATGGAAAAGACCAG-
AACAAAGTCAAGAAGGACGCCACTCCTGCACTGCCAGACGTCTAGAGGACAACAGCG-
AAGAAGTAGCCTGCAGCACTGAGGTCAAGTTCAGACAGAGGGCTCCTGCTGAGTACG-
CCAACAAGATCAAGAAAGCCAAGGACAAGCTGAGGCGGCTGGAGTCTCAATTCGAT-
GACTGCCAGCAGGAGAATGACCGCAAGGACAGGCTCATTCAGCTTCAGGCTAACTTGACA

BeHb1-a

G§TACCATCCACAGACTTGTAACAGATAGCGACATCCAGGCTCTAAGAAGTTCCTGGGCTA—
CACTCACTGCTGGCGCTGATGGCAGAAACAATTTTGGAAACAACTTTGTCCTCTGGTTGTTG-
AACACTATCCCCAACATCCGAGAAAGATTCGAGAAATTCAACGCTCACCAATCTGATGAGG-
CCCTGAAGAACGACAACGAGTTTGTCAAGCAAGTGAAACTCATTGTTGGAGGCCTG-
CAGTCCTTCATTGACAACCTAGAAAACCCTGGCCAGCTTCAAGCTACCATTGAGAGACTC-
GCCTCTGTCCACTTGAAAATGAGACCAACCATTGGATTGGAATATTTCAGGCCTCTC-
CAAGAGAACATTGCCCAGTACGTCGCTAGTGCTCTTGGCGTCGGTGCTGACGATG-
CAGCTCCTAAAGCCTGGGAACGTCTTCTGAATGCCTTCAACGAGGTCCTGAATAGCTTT

BgHb1-b

G%CAACTACAACATTGGTCTTTCTGATACCGACAAAGTCGCTCTCCAGAGCTCATGGAG—
CAGACTGACTGCTGGCGCTGATGGTAAGAGAAACGCTGGAGTTAGACTTGTTCTTTG-
GATGTTCAACAATGTGCCCAACATGCGTGAGAGATTCACCAAATTCAATGCTCGCCAGTCT-
GACGAAGCCCTCAAGACCGACGCTGAGTTCCTAAAACAGGTTGATGCCATCATTGGAG-
GATTTGAAACACTTATCAACAACCTGAATGACGCTGATCTGCTGCTCAACCGTCTGGA-
GAGTCTTGCCGATGAGCATTTGGAAAAGAAACCAGCCATCAGCTCTAATTACTTTGGACCTC-
TACAGAAAAACATTCACTTGTTCATTGAAGGCACTCTCAATTTTGGCTCAGACAGTGAC-
GAGGCTCGCGCCTGGACTCACTTGGTTGGCGCTTTGAACAAAGTTATTAAAGATCAT

BgHb1-c

G%TATTCACAACCTGGGTCTATCTGACATTGACAGAGATGCTTTGGTCAGTTCCTGGAAC-
CAACTCACTGGTCGTGCTGGTGGAAGCAGGAATGCTGGTACTAATCTGGTCCTCTGGATG-
CTGGAGAACGTGCCCAACATGCGCGACCAGTTCTCCAAATTCAACGCCCGCCAGTCA-
GATGACAATCTGAGAAAGGATGCTGAGTTTGTGAGACAAGTGGACCTCATCACTGGTGG-
CCTTGAGTCATTGGTCGACAATGTTAATAACCCAATTTTCCTTCAGGAGGCCCTGGTCA-
GACTGGCCGATGCTCACTTGAACTTGAAACCAAGAGTTGGTCTTGAATACTTCGGTCCTCTT-
CAACGCTACATCCACGCCTACATTGAGAAAGCCCTGGGTGTTTCTGCTGACAGTGCTG-
CACCCAGAGCCTGGACAGACCTACTGACTGCCTTCAACAACGTGCTGAAAGACCGT

BgHb1-d

AgTTTCCTTAGAATTGTCTCTGACGATGACAGAAGAGCTCTCCAGAGTTCATGGAGCAGG—
CTGCAGAGTCAAGCAGGCAACAAACAGGAAGCTGGAATTAAATTGGTGACCTGGCTGTT-
TGACAATGTCCCCAACATGCGCGACAGATTCACCAAATTCAACGCCCACTCTTCTGATG-
AAGCCCTAAGAGCTAACAACGAGTTCCTAAGACAAGTCGATGTCATTGTTGGAGGTC-
TAGATTCATTGATCAACAATGTGGACAACAGTGACAACTTCCAAGCTGCTATCGAGA-
GACTTGTGGATGTTCACTTGCACATGTCCCCAAGTGTTGGCCTGGAATATTTCGGTCCTCTG-
CAACAAAACATCAGATCTTACATCCAGAACGCCCTTGGAGTCGCTGCTGACAGTGCT-
GAGGCCAGATCCTGGACAAACCTATTTACCGCCTTCAATGAGTTCCTTGCTGATCAC
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BgHb1-e

AgTATTCAGAAGATCGGACTCTCCCCAACCGACAGAAAAGTCCTTGACAGAACATGGAAG-
CAGCTGACAAGTGGTGGCAAACAGGAAGCTGGAGTTAAACTAGTTTTGTGGATGTTC-
GATCAAGTTCCCAACATGCGCGACCAGTTCTCCAAATTCGACGCCCGCAAATCCGAAG-
CTGAGCTGAGAAACGACGCTGAGTTCATCAACCAAGTCAACAACATTGTTGGAGGTCTG-
GACTCCATCTTGAACAATTTAGACAAACCTGGTCAACTGCAGGCTGCCCTGGAGCGTCT-
CGCCGACTACCATCTTGACCATAAACCAAGAATCGGACTTGAATTTTTCGGCCCTC-
TACAAAAGTACATCCATCTCTACATTGAGAGTGCCCTGAATGTTGCTGTTGGCAGT-
GAGGAATCTAGAGCTTGGACAGATCTATTGACTGCTTTGAACAAAGTCATCAGAGATCAT

BgHb1-f

G%CATTGACAGACTTGGACTTTCAGATAACGACAGAGAAGCAATTGACAGTTCCTGG—
AAGAAACTCAGATCTGGAGCTGGTGGCAGAAGGAATGCTGGTATTAAGCTTGTTCAATG-
GATGTTGAGGACTATCCCCAACATGCGCGATCGCTTCAACAAATTCGACGCCAAGCAAT-
CAGACGCAGCTCTTCAACGTGACCCAGAATTCTTGGCCCAAGTTGACCGCATCCTTG-
GAGGCGTTGAGTCCCTGGTCAACAATGTCGACGACCCTGTTGCCCTTAAAGCCGCCATC-
GATAGACTGGCAGATGCCCATCTGAGTTTCGATCCAAGAGTTGGCCTTGATTATTTTG-
GACCTCTCCAAACTTACATCCACGACTACATCGAGGAAGCTCTAGGCGTCGGTGCTGACAGT-
GACGAAGCTAAAGGCTGGACTGATCTCTTCGCTGCCTTCAACAAGGTCCTCAAAGAACGC

BgHb1-

AgTGT?ETCAAGATTGTGTCAGACAATGAGAGGGCTGCTCTCAGAAGTTCATGGGATT—
CACTTAAAAGTGCTGCTGGTGGAACCCAAGAGGCTGGAGTCAGGCTTGTACTCTG-
GATGTTGCAAAACGTGCCCAACATGCGTGAAAGATTCAACAAGTTCAATGCCCTCCAAG-
GAGACGACGCTCTTAGAGCCGACGCAGAGTTCGTCAAACAAGTTGAACGCATCGCTG-
GAGGACTGGAATCTCTGATCAACAACGTAGACAACCAAGGCAAGCTCCAAGCTGCTATT-
GATAGACTGGTTAATGCTCACTTGAACTTTAGACCCAGCGTTGGACTTGAGTATTTCCAG-
CCACTACAAGAGAACATCTACAAATACCTTGAGTCTGCTCTTATTGTTGCCGCTGATAG-
CAATGAGGCTAAAGCCTGGACACATCTACTGAGTGCCTTCAACACAGTCCTTAGAGAACAC

BgHb1-h

T%TCTTGAGAAAATTGGCCTTTCAGATGTCGACAGAAAAGCTCTTGAAAG—
CTCTTGGAAAAAACTGACAGATGCTGCTGGTGGAAGCGAGAACGCTGGAA-
CAAACCTTGTCTTCTGGTTGTTGGACAATGTCCCCAACATGAGAGACAGATT-
CACCAAATTCAACGCCCACCAATCCAATGCTGCCCTCCAAGACGATGACGAGTTC-
CGTAACCAGGTCAGGGCCATCACCCGTGGTATCGAGTCATTTGTGAACAATGT-
CAACAACCCCGCTGCTCTCCAGTCCAGCATTGAGAATCTGGTCGATGCTCATT-
TGAACTTCCAACCCAGCATTGGTCTTTCCTACTTTGGATCCGTCCAACAATA-
CATCCATCTCTACATCGCCAAAGCTCTCGGTGTTGCTTCTAACAGTGATGAGG-
CCAAATCATGGACTAACTTGTTCGCTGCCTTCAACAAAGTCTTGAAAGAGCAT

BgHb1-i

TéCCTCGAGAAAATCGGTATTTCAGATAGCGATAAAAGAGCACTTGTCAGCTCCTGG—
AAGAAACTAACTGCTGGTGGCAGACAAAACTTCGGTGTTGATCTTGTTCTTTGGATGTT-
CAACAATGTTCCCAACATGCGAGAACAATTCACCAAGTTTGACGCTAAACAATCTGATG-
CTGATCTGAGAAGAGACCCCAACTTCTTGAAACAAGTCAACAATATCATCAATGGAGTTG-
GAGACTTGGTAGATAGCGTGAATGATCCTGGCAAACTTCAGGCCAATCTGGAGAGACT-
CACTGATGTCCACTTGCATTTCGTACCAAGTGTTGGCCCAGAATTCTTTGGTCCACTC-
CAAAAGAACATTCACACCTTCATTGAACAAGCCCTTGGTGTCGGTGCTGATAGTGAT-
GAGCCCAAAGCCTGGACTGATTTGATTGGTGCTTTTAACAAAGTTCTTAATGACCAT
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BgHb1-j

GéCATTCAACACATTGGACTCTCTGAAACTGACAGAAGAGCTCTAGACAGTTCCTGGAAGAGG-
CTCACAGCTGGTGAAAACGGAGTCCAGAAAGCAGGAGTTAACTTGGTTCTCTGGTTTTT-
CAACAATATCCCCAACATGCGTGAACGATTCACCAAATTTGACGCCAATCAAGCTGAT-
GATGCTCTGAGAGCTGACCCCGAATTCCAAAAACAGGTCAATGTCATCGTTGGAG-
GACTTAAATCTTTCTTGGATAGTGTTAACGACCCCATCGCACTCCAGGCCAACATGGA-
CAGAGTCGCTGAAGCTCACTTGAGCATGGATCCAGTTGTTGGTGTTCCATACTTCTCTG-
CCCTTTCCCAGAATATCCATCGCTTCATTGAAATCTCCTTGGGTGTTACCGCAGACAGC-
GATGAATCCCAGGCTTGGACTGACCTTTTGGCTGGCTTTACTAGAGTCGTTAGAAACAGA

BgHb1-k

G%TGTTCTCAGAAAAGTGTCTGACAGTGACAAGAGTGCTTTTGTCAGCTCCTGGAAT—
GAGCTGATTAGAAAGGCTGCCAGCAGACGCAATGCTGGAGTCAATCTAGTTCTCTGG-
CTGTTTAACAATGTACCCAACATGCGCAACCATTTCACCAAATTCAATGGCAACCAGCCA-
GACGCTGCCCTCAGAAATGACCAAGAGTTCCTCAATCAGGTAGACCGTATTGCTGGTGG-
CCTAGAATCTTTGGTTAAGAATGTGAACAACCCCGCCCGTTTCTTGGACGCCCTGGA-
GAGACTCAGTTCTGCTCACTTGAACATGAAGCCAAGTATTGGACTGGAATATTTCGGGC-
CACTACAACAGAACATCCACACTTACATTGAGTCCGCTCTGGGTGTTGCTGCTGGAAGT-
GATGAAGCTAACGCCTGGACAGACGTCTTCGGAGCTTTCAATGAGATTCTGAAATACAGC

BgHb1-1

TgAGTTGAGAAAATTGGACTTTCAGACAGTGATAAACAAGCTTTGACCAGTTCCTGGAG—
CAGTTTAATTGCCGAGGGAAAAGATACCGCTGGAGAAAAATTGGTACTTTGGATGTTC-
GACAATGTCCCCAACATGAGAGCTAGATTCACCAAATTCGACGCCACCCAGTCAGACG-
AAGCCCTCAGAAACGACAAAGAGTTCCGTAATCAGGTCAACGTCATTGTTGGAGGTCTA-
GAGCTACTGATCAACAGCGTCAATGAACCTGGTCAACTCCAGGCCAACCTTGAGAAAC-
TAGTGGATGACCACTTGCACATGGTACCAAGTGTTGGTCTTGAATACTTCGGACCTCTC-
CAAAAATACATTCACCTCTTCATTGAGAAAGCTCTCGGAGTAAGCTCAAACAGTGTG-
GAGTCCAAGTCCTGGACCAATCTGCTTCGTGCCTTCAACAAAGTCCTCAAGGAACAT

BeHb1-m

TgCGTCAAGAAAATCGGTCTTTCAGAAGAAGACAGGAAGGCCATTGTTAGCTCCTGGAGG—
AAACTGGTCGGCAGAGCTGGAGGTAGAGACAATGCTGGAACCAATCTTGTCCTCTG-
GATGTTTGAGAATGTGCCCAACATGAGAGACAGATTCACCAAGTTCAATGCTTACCAACCT-
GACTCAGCCCTGAGACAAGACAGAGAGTTTGGAGCCCAAGTTGACCGCATCACATCTGG-
CCTGGAATCCCTGGTCAACAATGTAGAGAACCCTGGTCAGTTCCAGGCTGCCTTAGA-
GAGACTGTCCACCCTTCACAAGAACAAGACCCCTAGTGTTGGACTTCAATACTTTGGGC-
CACTCCAGAGGTACATCCACCTGTATATCGAACAGAATCTGAACGTTGCATCTGACAGCGTT-
GAATCCAGAGCCTGGACCAACCTGTTTGCTTCCTTCAATGAAGTTCTCAAGAAAGCATAA
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7.2 BgHb2

BgHb2-

G%TCT%%TTAGTATTGTTTGTCTAAGTAATTCTATAGCCGACAGCGCTCGCTACGCCAATGCT—
GACTGGAAAAGATCAGAACAAAATCAAGGGGGAAGTCACTCCTGCGTGGCCAGACGACTGG-
AAGAACAGTGAAGAAGTCTCGTGCAAGACATTAGTCACATTCAGACAAAAGTCGCCAGAG-
GAGTATGCCAACAAAGTCAGACAAGCGGAGAACAAACTCGGGCAGTTAGAATCACAGTAT-
GATGACTGCACAGGAGACTGAACGCAAAGGAAGACTCATTAGGACTCGAGCCTTGCTAACA

BgHb2-a

GﬁTTCgaTTCATAGGCTTGTAACTGAGGAAGATATTAACGCTCTTCAGAATAG—
CTGGGATCTGTTGAACTCTTCACCAGAGTTCGCAACCGATCTGGTTATCTG-
GATGTTGGACAACATTCCCAACACGTGCTAGATTCACCAAGTTCAATGCT-
GAGCAGTCTTCTGATGCACTTAAGAATGATGCAGAGTTTGTCAAGCAGGTG-
AAACTAATTAAAAGTGGTCTTAACTCTTTCATCTCAAACCTGAACAATCGGACAACTTCAGG-
CAACAATGGAGAGACTTGCAGAGGTTCATCTTCGAATGCAACCTAGCATCGGTCTTGAA-
TACTTTAAGCCATTGCAAGAAAAAATCGCCAGTTTCCTTGCTGAAAAACTTGGAGGAT-
GATACTCCAAAATCATGGGAACGTTTACTGGCTGCCTTCAACGAGGTTCTCAATAGCTAT

BgHb2-b

AgTAATTTCAACATTGGACTTTCAGAAGCTGACAAAGCAGCTCTTCAGAGTTCTTGGAG—
CAGACTTACAGCTGGAGCCAACGGAAAAAGAAATGCTGGAGTTAGACTTGTTCTCTG-
GATGTTCGACAGTTCCCAACATGCGTGAAAGATTCACCAAATTTAATGCAAGAGAGT-
CAGACGATGCTTTGAAAAACAATGCAGAGTTCCAGAAACAGGTGGATGTCATTATAG-
GAGGATTTGAGACTCTTATCAACACTGAATGATCCAGCCCTGCTTCAAGATCGTCTGG-
AAAGTTTAGCTGAAGCTCATTTGAATAAGAAGCCAGCCATCGGCAATAACTACTTTGTG-
CCACTCCAGAAGAAAATTAATTTGTTCATTGAACGCACTTGGTGTCAGTTCTGACAGTG-
AAGAAGCCAAGGCCTGGTCTAATTTGGTGGGTGCATTGAACAGAGTCATCAAAGATCAT

BeHb2-c

G%CGTCAATGCATTTGGCCTTTCAAACTTAGACAGGGAGTCACTGGTCACATCATGG—
AATCAACTAAAAGCTCGTGATGGCGGAAGTCAAAATGCTGGAACTAATCTTGTACTT-
TGGATGCTAGAGAGTTCCCAACATGCGTAGCAGGTTTAACAAGTTCAACGCACGC-
CAGTCAGATGACAACCTGAAGAAAGACGCTGAGTTCAGGAGACAGGTGTCTCTCAT-
CACTGGTGGTCTCGAGTCTTTGATCAACACTCAACAACCCTGATAGACTCCATGACACTTT-
CGAAAGACTAGCCGATGCCCATTTGAACTTGAAACCAAGAGTTGGCCTTGAATACTTCGGG-
CCCCTGCAACAGAGCATCAATGTCTACATTGAAATCTCTTGGTGTCTCATCTGACAGCG-
CGGTCTCTAGATCCTGGACAAGTCTTATCACTGCTTTCAATAACTTCCTGGGAGATAGA

BgHb2-d

AgTGCCTTAAGGATTGTTTTCGACGACGACAAAAAGGCGCTACAGAGCTCATGGAA-
CAGACTAACAAGTCAAGCTGGAAGCAGCCAGAATGCTGGAATCAACCTTGTACTTTG-
GATGTTGGACAATGCCCAACATGCGTGACAGATTCACCAAGTTCAACGGCCACTCTTCT-
GATGAGGCACTGAGGAAAGATACCGAGTTCCTTAAACAAGTGAATGTCATAACAG-
GAGGTCTCGAGTCTCTGATTAACAACTAACGACGCTGATCAACTCAAGGCAGCTATTG-
AAAGACTGGTGGAAGTTCATCTGCACATGACACCAAGTGTTGGTCTGGAATATTTCGGAC-
CACTCCAACAGAACATCAGATTTTACATTCAGAGGCCTTGAAGTCGCGTCTGACAGTGTTG-
AAGCCAGAGCCTGGTCACGTGTGCTTCAAGTTTTTAATGAATTCCTTGCTGACCGA
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BgHb2-e

AgAATTCAGAAGATTGGACTTTCAGCTACAGATAGGAAACTTCTGGCTTCATCTTGG-
AAGCAGTTGAAAGGAAATGGCAATGATCTTGTATTCTGGATGCTCAACAATGTTCCTAA-
CATGCGGGGACTTTTCCAAATTCAATGCTTTCCAATCTGATGAAGATCTCCAAAAG-
GATGCCGAATTTATTAATCAGAGGAACAACATTATTAGAGGTCTGGATTCCTT-
GATAAACAGCCTGGACAAACCAGGTCAGTCAGAAGACACTTGAGAACCTTGCT-
GATTTCCATTTGGATAAGAAACCAAGAGTCGGACTAGAATTTTTTGGTCCACTA-
CAAAAGTATTCACACCTCTATATTGAGAGCACTCTTAATGTAGCTCCGGAGTGCTG-
AAGCCAGAGCCTGGACCAACTTACTCACTGCTTTGAATAATGTCATTAGAGACCAT

BgHb2-f

G%TATTGAAAGACTTGGTCCCACTGCCAATGACAGAAAAGCTCTTGACAGTTCCTGGAG—
AAAACTCAGATCAGGAGCTGGTGGCAGAAAGAATGCTGGTACTAATCTGGTCCTCTGGATG-
CTGTCCAGTTCCTAACATGCGCAGCCAGTTCAGCAAATTTGATGCTAATCAGCCAGACTC-
CGTCCTGAAAGAAAATACTGAGTTTCTGAACCAGGTGGACCGTATTCTTGGGGGCATT-
GAGTCATTGGTCAATCGTCAATGATCCTGTTGCACTTAAAGCAGCCATTGATAAACTGG-
CTGATGCTCATTTGAGCATGCCATCTAGGATTGGTCTTGACTTTTTCGGACCACTC-
CAACAAAACATTGCTCAGTACATCCACAGAACTTGGTGTTAGTGCTGACAGTGAT-
GAGTCAAAGGCCTGGCCAGATTTATTTGCTGCCTACAACCTTGTCCTTAAAGAACGT

BgHb2-

AgTGTEETGAAAATTATTTCTGACAATGAAAAAGTTGCACTCAAGAGTTCTTGGAAAG—
CACTTGTTGATGCTGCTGGAAGCCAAGAAGGTGCTGCAGTCAATCTGGTTCTCTG-
GATGTTTAAAAATACCCAAAATGCCTGAAAGATTCACAAAATTCAATGGTCTA-
CAATCTGATGATGACCTTAGAAAAGACACTGAGTTTATCAAGCAAGCAAATGATATTG-
CTGGTGGTCTTGTTTCTTTGGTCAACAACTGACATCCCAGGCAAACTCCAGGCAG-
CTATTGACAGACTAGTTGATGTTCATTTAAATATGAGACCAAGTGTTGGACTGGAATATTT-
TGGGCCACTAGAAGAGAAAATTGCTCAATACCTGGTTAGGCCTGGGTGTCACTGAAGA-
CAGTAATGAAGCTAAATCATGGACACATTTATTAAATGCTTTTAACACAGTCCTCAGAGAAGAT

BgHb2-h

T%CTTACAAAAAATTGGCCTCTCTGCTATTGATAGGAAATCTCTTGAGAG—
CTCATGGAACAAACTTGCAGATGTTGCTGGAGGAAAGGACAAAGCTGGCA-
CAAACCTTGTTCTCTGGTTGTTGGACAATTGCCAAAATGAGAGAGCGATT-
CACTAAATTCAACGCTTTTCAGTCAGATGATGCCTTGAGAGCTGATCAAGAATT-
TGTAAACCAAGTACAAAGAATTACTCAGGGAATTGATTCTCTCGTTGACAGT-
CAACAACCCAGCAGGTTTACAATCTGGTATTGAGAGATTGGTTGATGCTCATT-
TGAACATGCAGCCCAGCATTGGCCTTGCTTATTTTGGGTCTGTCCAACAATA-
CATCCATCTTTATGTTGCATACTCTTGGTGTGGCTGCCAACAGTGATGAAGC-
TACATCCTGGACTAACCTTTGGGCTGCTTTCAATAAAGTTCTCAAAGAGCAT

BgHb2-i

TéTCTAGAAAAACTTGGAATCACTGACAATGAAAGAAAAATTCTGGTTAGTTCTTGG—
AAAAGATTGACAACTGAAGCCAATGGTCAGCAAAGTCTCGGAGTCAAACTAGTTCTCTG-
GATGTTGGACAGTGCCCAATATGCGTGACCAATTCACAAAGTTCAATGCACGCCAATC-
CAATGATGATTTGAAGAGAGATGCTGGCTTTCTGAAACAAGTTAAGAAAATTATTGGAGG-
CTTGGGCTCCTTGGTGGACGTTGAATGATCCTGGACAACTTCAGGCTAACTTGGAGA-
GATTAGCTGGGGTACATTTGAATTTCATCCCAAGTGTCGGTGTTGAATTTTTTGAG-
CCTTTAGAAAGTCAAATTGGTTCCTTCATTGACAACTCTTCGTGTGGATAGTAATAGTG-
CCGAGTCTAAGGCCTGGACAAGACTCATTGGTGCCTTTAACAGAGTTCTTAAGGAACAA
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BgHb2-j

G%CCT&CAACAGATTGGTATCTCTGACAGTGACAGAAAAGCACTTGCCAGTTCCTGG-
AAGCTATTGACTGCTGGTGAAGATGGTGTCCAAAAGGCTGGAATTAGTTTGGTACTTTG-
GATGTTCAACAGTGCCCAACATGCGCCAAAGATTCACAAAGTTTAATGCAAACCAGCCA-
GATGATGTTCTGAAAGCTGACCCTGAATTCCTAAAACAGGTGGATGTCATCATTGGTGG-
CCTCAAGTCTTTCTTGGATCGTTGATGATCCAATTGGACTGCAGACCAACATGGATA-
GAGTTGCTGAAGCTCACTTAAGTATGGAGCCAACTGTTGGTGTCACCTACTTTAAGG-
CACTTGCTCAGAAGATTGATGCTTTCATTGAAAAATCTCTTGGTGTTGCCCAGGATAGT-
GATGAGTCCCAAGCATGGACAAACTTGCTAACTGCTCAAGAGAATCCTTAGAAACCGT

BgHb2-k

AiAGTACTTAGAAGCATTTCTGACAACAATAAATCAGACTTGACAGCTTCCTGGAA-
CAGACTTGTTGAAAAAGCTGGCAGCAGACAAAATGCTGGAGTCAATCTGGTTCTT-
TGGATGTTAGACAATGCCAAACATGCGCAATAAATTTACAAAGTTCAATGCCAACCAG-
CCTGACGATGTCTTAAGAAACAATGCTGAGTTCCTCAATCAGGTAAACCTTATTGCTG-
GAGGTCTGGAGTCATTGGTCAAGAATTAACAACCCTGGACGTCTCCTTGATGCTCTAG-
AAAGACTTAGTTCTGCTCACTTGAACATGCAGCCAAGTGTTGGCCTGGAATATTTCCAG-
CCACTACAACAAAAGATTGCCAGCTACATTGCCAAGCCTTGGAGTGGCTGTAGACAGT-
GATAAAGCTAAGGCATGGTCCAATGTATTGGGTGCTTTTAATACAATCCTTGAATTT

BgHb2-1

AéTTCAGTTGAGAAAATTGGTCTTTCAGACTCTGACAAAGATGCTTTGGTCAGTTCCTGG—
AACACATTGACAGTTTCAGGTCTAGAAAAAGCTGGAGTTGATTTGGTTTTATGGATGTT-
TGAAAATACCAAACATGAGAAGAAGATTCACCAAGTTTGATGCCACCCAGTCTAATGA-
CAATCTTAAAAATGATGCTGAATTCATTGCCCAATCCAACCGCATTGTGGGAGGACTC-
GACTCTCTGGTTAAAAGTTAACCAACCTGGTGAACTCCAGGCCAACCTCGAGAAACTTGTG-
GATGTTCACTTGCACCTTGTACCAAGTGTTGGTTTGGAATATTTTGAACCTCTC-
CAACAATACATTCATCTGTATATTGAGAATCCTTGGAGTAAGCTCAAACAGTGTTG-
AAGCCAAGGCCTGGCCTGGCTTGATTCGTGCTTTCAACAAAGTTCTCAGGGAACAT

BeHb2-m

TgAGTCAAGAAAATTGGACTTTCAGATTCAGACAGAAAATCTATAGTTAGCTCATGG—
AAAAAACTTGCAAGCAGAGCTGGTAGCAAACTGAATGCTGGTATTAACCTTGTTCTTTG-
GATGTTGAAAAGTCCCCAAGGCACGTGAAAGATTTACAAAATTCAATGCTTTCCAACCT-
GATGTCGCGTTGGTTAAAGACAAAGGTTTTATTGACCAAGTCAATGCCATTGCTAG-
CGGACTAGAGAGTCTGGTCAACAGTAGAAAACCCTGGTCAGTTCCAGGCTGCCTTA-
GAGAGACTGTCCACCCTTCACAAGAACAAGACACCTAGCATTGGACTTGAATACTTTG-
GACCATTCCAAAAATACATTCATCTCTATATTGAAAAGTCTGAATGTTGAGCCTGACAGC-
CAAGAACCTAGAGCTTGGTCTAATATGTTTGCTTCCTTCAACGAAGTTCTCAAACAGTCA
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7.3 BgAChBPI

SUTR
AACTCTTTGCTTTGTTATTCTTCCAATTGG

Exon 1
ACCGAGTCAGGAAATAAACACAAAATGGATTCGTTTCTAGTGGTTCTGATTCTTTGTTTTCT-
GACACAA

Intron 1

GTAATTTTTATAATATCATTTGTTTGTTTTTTCAATGAAATAATTTTGAAATAATTTATAGAAAG-
AATGTTTTCAACTAGTAACAAAACAATCGAAATATTTGTTTTAAAATACTAAAAAAACAAAAAC-
GACGCATGCATATTGGAAAGAATACTGCAGGAATAAGCTCCTTTTTTTTTATAGAAAA-
CAAAAAATTAATTAAATATCATTAACTAATTGCTTATTTTATTACTATTATTATTATTTAATGT-
CATGTAGTGGTATTGACTTTGAATAATTATGCAAAATTTTAACTTCACATATATATTTATT-
TACCAGCTGAATATGTTACGACCCGCGCCCTACGACCTTAGTTTGGGTATTGATAATC-
TACTGGATTGAATTTAGATCTATGTCAAACTTTGACAATGTTCACTTTATATTTTTTTTATTT-
TGCCACGAAAATATTCATATCCAATATAAAATACTGTGAAAACGGGTTTACCCGATTTGTT-
TAAAGGAGTTTCGTTCTTTAATAGAGATACAGTTAGACACTTTTTGTCTATTTTTGGGG-
CCCTCCGGTTGTGGGAGGGGCATTAAACATGCATTACGGTCTCCGCCACGATCTGAGG-
AACTTGCATCCCCCTGAAAATATTAATATATATATATTTATTAAATTGTATCTCTTTGAACAG

Exon 2

GGATCCTACGGCTCCAGAAGAAGCAGAAGTGAGATTCTTCAAGATGTCCTCAGCAGGTGTAG-
CCCTTTAAACATCCCCATTGAAGATGACCAGCCAGTCAAAGTGTCATTTGAATATTCCCTG-
CAGAAAATTTTCCGAGCAGACGTGGAAAACGATGAGGTTGACATTGGTTTGTGGAC-
GACCTTGGTCTGGAAGGACAGATGTCTCAACTGGTTTAATGAATTCACTTCCTTCAAAGAG

Intron 2

GTTAATCACATAGACTAGTTTTACTATTTGAGAATTGTTCGATGCATGTTGT-
GATAAGTATCTTTATGTGTCTGAACGAATGGTTTGTCTTTTCACATAGAATAATAG-
CTTAAAATGTTGTAGTTTTTTTAAATCTATCCCCCCTTTCAATTTAAAATCCATTTCT-
CAATTTCTTTATTTCTTGTGTTGCTTCCACTATTGCAAGGAGACTTCCCGTTGAGCTT-
TGCACCATCAAGCACTCCTATTGTCAGTTCATCTAATGATTTCTATACAATTTGTGCG-
CAAAAGGTTCATACGGGTCTTGTATTAATTCAACCCGATGTTGAATACAAAGAAACATT-
CAAAGTGAGAAACATTGGAGTTGAGGGATGAAATTCCCGCGTTTTAAAATAATTAGACG-
AAAGCCAAATTTCATTCTAAGATTTTACATTTTGAAACATTACAACCTAGTCGTGGTGG-
CCGAGTGGTAAAACGCTTGGCTGCCGAACCGGGTTCGAATCCTGGTGAAGATTTT-
GATTTTACTTTGGGGATCTTAAGGGCGCCTCTGAGTCCAACCAGCTCTAACGGGTACCT-
GACAATAGTTGGGGAAAGTAAAGGTGGTTGGTCGTTGTGCTTGCCACATGACACCCT-
CGTTAACCTTGGGCCACAGAAACAGATGAACTTTACATCATCTGCCCCAAAGATCA-
CAAGGTTTGAAAGGAGAACTTTACTTAATCTAACGGTCAAACCACAGTTTTTACTGTGG-
CTAATTAGGTAGTTATTTTTTAGGTATTTTTTTTAGATATACATAAATAAATAGGATGACCAT-
TAGAGCCGTTTTCGAAATCCCTGTGCATTGCCACTCTCTAATTAAACCCACGAAGAGTGTG-
CAAGCGAATCTGCTTTAAATACAAAATATAATATTTTTCAAGTACAATGTATAATCTTTGATG-
AATACTGGATACAATTTTAGCCTTTGTCTTATCTTTGCTATAATCTTTTTTTAATGTCAT-
TATAAAAGCTTTGTTCATGTTTTTTTAAAATCATTTCTTCATATTATAAATAAATAAAGTTAAT-
TACTTGTAAAATATATATTTCTAAACAATACAGTATACTTAATTATATTTTCTTTTTTTTTCATCAG
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Exon 3

TTGACTGTGCCAATTGCAGAAATCTGGACACCAGACATATTCATTTTTGATTCAGTTGG-
CGCCCCGGAAATATTTTCAGATAAACTAGCTAGGGTCAGCCAAGATGGTACAGTAACT-
TACGTACCCCAGCTTAAAGTTCGCCTCTCGTGTCCCCTGGCCGACCTGAAGCTTG-
AAACGGGCGTCACTTGCAGCCTTAAGTCCGGATCCTGGACGCACAGTACTCAA-
GAGCTGACCTTGGAGGTTAACGCGAAGGTAGATCTGGGAGACTACGCCTCGGATA-
CAAGATTTCAGCTGCTGAATGCTACCCAGCAGGTCAACAGGAAACAGTACCCCTG-
CTGCCCAGAGACGTATGAAGATGCAACGCTTTCCTTTACGTTTAGAAAACCA
3UTR

TAAAAAAAAAAAGATTAAATAAATAAAATATCACAAATATCAGAATCGAATT-
CGTTGTATATTATGATGAACGTTGTAAAACGTATCAAAATAAAGTTAACCCTT-
TAAATGAAACCATGATCTAAGAGTCACGACTTCTCACTTTTTATTTAAAGAACTT-
CACAATAAAATCTTAAGACTAAACATACTTGTATAATACATCTAGAGCTCAG-
CTCCCATTGGATAGAATCTATGTCTATAGACCAGCATTGATTGCAATTCCTATGGAC

Codierender Bereich BeAChBP1

TCCAGAAGAAGCAGAAGTGAGATTCTTCAAGATGTCCTCAGCAGGTGTAGCCCTTTAAA-
CATCCCCATTGAAGATGACCAGCCAGTCAAAGTGTCATTTGAATATTCCCTGCAGAAAATTTTC-
CGAGCAGACGTGGAAAACGATGAGGTTGACATTGGTTTGTGGACGACCTTGGTCTGGAAG-
GACAGATGTCTCAACTGGTTTAATGAATTCACTTCCTTCAAAGAGTTGACTGTGCCAATTG-
CAGAAATCTGGACACCAGACATATTCATTTTTGATTCAGTTGGCGCCCCGGAAATATTTTCA-
GATAAACTAGCTAGGGTCAGCCAAGATGGTACAGTAACTTACGTACCCCAGCTTAAAGTTCG-
CCTCTCGTGTCCCCTGGCCGACCTGAAGCTTGAAACGGGCGTCACTTGCAGCCTTAAGTC-
CGGATCCTGGACGCACAGTACTCAAGAGCTGACCTTGGAGGTTAACGCGAAGGTAGATCTGG-
GAGACTACGCCTCGGATACAAGATTTCAGCTGCTGAATGCTACCCAGCAGGTCAACAGGAAA-
CAGTACCCCTGCTGCCCAGAGACGTATGAAGATGCAACGCTTTCCTTTACGTTTAGAAAACCA

Aminosiuresequenz BgAChBP1

SRRSRSEILQDVLSRCSPLNIPIEDDQPVKVSFEYSLQKIFRADVENDEVDIGLWTTLVW
KDRCLNWENEFTSFKELTVPIAEIWTPDIFIFDSVGAPEIFSDKLARVSQDGTVTYVPQL
KVRLSCPLADLKLETGVTCSLKSGSWTHSTQELTLEVNAKVDLGDYASDTRFQLLNATQQ
VNRKQYPCCPETYEDATLSFTFRKP
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74  BgAChBP2

S5UTR

TGGTCCAGGCTTTTCTACCAATTGAGACTTTGCCTTGAACT

Exon 1

ATG GATTCACTCAAAGTAGTTCTCATTGTTTGTTTGTTAATATAC

Intron 1
GGTAAAAAAAAACATTTTCCATTTTTATCAAAGTGTTTCTTAATTCTCACCAATG-
AAATGTGAACCACCAACATATTGTTGTAACTCCGCTCCCTCGCCACACTGATAGTG-
CGCATGAGAGCACCATTGAACACATGAGAAGACATGTTGATATAAGACAGGAAGAAG-
GACTGTTGTGGATCCGGCTAAAGTGATGGAAGTCTCGAGAGAACGTCCTTTGTGC-
TATCTATGAACTGTGGACCTGGAGCGGCACTGGGAAGTGTGTCGGTTGTCTGTATTGG-
TAGTTAGGTAGGAAAGGACTGGTTTCACTTGAGATAGGAAATTCTGGGACTT-
GATGGCTGAAGTCCATGCCTGTTTGTAGTGTAATAAATACCTAGCTTATTCATTGT-
TACCTACTGCCTTTAGTTGAGTGCCTACCTTAGAGTTACAACAATTGAATGA-
CAGGTCTGGGAAACCACAAATCTCGACCTGTATTCTGACATGTATGCACTACGCAAGA-
CAGCAGGGTTTCTGTCCAGGGCTTTTGCAAGAGAGGATTTGAACTTCTCAAGTCCT-
CACTCTAATTGACTTTAAATAATGATGATGATGATCCGGACTGGTCGTGCCATTTACATA-
GCGTTGTTTACTGTCCAAATGTTTTAGCCCATGCTAAAAAGACTCTTCTTTTACAGGC

Exon 2

GGCTCCCATGGCACCAAAAAGAGCAGGGAGGAAATAGTGAAAGAGATTC-
TAGGCAGAGCTAACCCTAACAACATTCCCATTGTTGACGAGCAGCCTGT-
CAAAGTGAGTTTCAAGTATTCCCTGCAAGACATTTACACAGCAGATGTGG-
GAACTGATCAAGTCGAGCTTGGCCTGTGGTTGGTCATTAGCTGGAAG-
GACAGGTCTCTAAGCTGGTCCAACGAGTGCACCACCTTCAATGAG

Intron 2

GTTAGTTGATATAGAGAACACTAGATTACACTCAACTTTAAACTTAGTTGCTTTACG-
TACGAAGACAAAGATTGAGAAAATTGAAGCCTCCATTTGGAGCTACTAGATATGGG-
AAAAATATTAAATGACAGTATATGTTACTGATATCCTGCATTATATATAATGTCTAGGCA-
TACTGTCTTACTCAGGCGAATCGGGCAATAACATTTTTGTCTATGTTCTATTATAAAAT-
TATGGCGCTCAGTAGTTGAGTGATTAAGCGCATGGCTTCCGAACCTGGGTCCTGGGTT-
CGAATCTCGGTGAAGACTGGGATTTTGAATTTCGGGATTTTTAAGGCGCCCCTGAG-
CCCACCTAACTCTAATGGGTACCTGACTTTAGTTGGGGAAAGTAAAAGGGGTTGGT-
CGTTGTGGTGGGCACATGACACGCTGCTCGTTCACCGTTGGCTTTAAAAACAGAT-
GACCTTAACATCAAGGTCTGAAAGGGGAAACTTTACTTTAACTCTATTTGAACAAGA-
CAGAGTGCACACTCGAAATAAAGACAGAAAAGTTCAGACTCTTTATTAAGTGATGGC-
CAATCTATAGCCTCCTCAAACACTGGCCATGTAATTTCCATAGAGTTAAGTCTCTTTAC-
CGATGTGAATCCTTACAAAACTAATCCCTTGTTGTCACAATAATAAAGAAAAATGCAATAG-
CAGTTTCAGCAGTGTATACACTCATGGGCGTAGCCAGGGGGGGGGGGGGGGATCCCCCC-
TCCCCCAAAAACCCTCCCCGAAAAAAAAATCCTGGCTACGCCTATGTATACACTTACTC-
GATTTGTGCCTCGTAGTCTATTATTCTAATCTTTTTCCTCAAGTTTTACCCCTAAATTTTTG-
CTATTTTAGCGACTAAAAAAACATAGAATTTTAGTTTTCTCACTAACTTAGAGGCAGAGTA-
TAGCTAAGTAAATGCCATGATTTAGTCGCATTTAAAAAATCAAATACAATAAAATTAACGTATT-
TATCTTTATTAATAGACTTGTCATTATATTTTTCAAAGCTCATATTAACTCGCTCTGTCTGT-
CAGTAGGTTAAAAAGTTTGAACATGTTTTTTTCTCCCATTTTCCATTTTTTAATCAAG-
CTAGAAGTTTGTACAATTATTCATTGAACATGACAAGACATTAATAAAATTAAATGTAA-
CAATTAGAGGTTAAGTTTATTAATTGCTTGTGATTTGTTTGACATCGAAATAAG-
GAGAATAAATGCTACTTAATGATAGATGTGTAATGTGTATATATATATATATTATATG-
GATTTTGTCCCCCTATAACGTTTTGACACGTTTTTTCTCCCTCTTCCCATTCT-
CGGATCAATTTCAAATTTTGCATAATTATTCATAGTCGATAATAATGCACAAAT-
CAATCCAATTATTAACCAGTTTTTTAAAAAAATCATTTAGTACAAATTAATTAATTT-
TGTTTTACATAAGAAAAAGGGAGCTAAACCCTGTAATTTTCAGATAAATGGCAG-
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TAGTGGTTATTTCCCCTTAAATAAGCTTTGGTTTAAATAAGTATTCATTTTTTTCTATTG-
CTTGTTTTTTTCCTTTGGTATACTTGACTGATACAGTTTCATCTTTTTTTTGTTTAAG

Exon3

TTGACTTTGCCATCAAAATACATCTGGTTACCCCACATTGAGGTCTACAACTCTATTGG-
CAAACCGGGGATCCACTCCGACCAACTCGTCAGAGTTTACAAAGATGGCACTGT-
CACCTTCGTCCCGCAGTACACCATACGTTTCTCCTGCGCCTTAGAAAATGTCACCA-
CAGAACAGGGCGCCGCTTGCACCTTAAAGTTTGGACCTTGGACGTACGACGTT-
CGTGACTTGGTCCTGGACGAGAGCCAGCAGGTCGACTTGACCACCTATGCTGG-
CGGGGAAAGGTTTCAGCTGATAGAAGCCAAGCAGAAAGTCAACAAGAAGACCTATC-
CATGCTGCCCGCAGTCTTTCGAGGATATAGAGCTTCGTGTCACCTTCAAAAAAATA
3UTR

TAACTGTAACTTTAGATAAAACGAAACCCCTGGATAAAACGAAACCCCTG-
GATAAAACGAACCCTGGATAAAACGAAACCTGGATAAAACGAACCCTGGATAAAACG-
AACCCTGGATAAAACGAGCACTATCTATTTTGTTGTTATAGTGGTGGAT-
CATGTTTGAGGATTCCTACAACCAAGCTGTGAAAACAGTTGCTTCAAACTTAA-
CAATGTAATCAGCAAAATGTGTAATCAATGTAATACACACTTGTAAGCAATA-
CAATCAACTGAAGCACAGCATAAAVAAAATGTTTGCAAAATTATTTTATACT

Codierender Bereich BgAChBP2

ACCAAAAAGAGCAGGGAGGAAATAGTGAAAGAGATTCTAGGCAGAGCTAACCCTAACAA-
CATTCCCATTGTTGACGAGCAGCCTGTCAAAGTGAGTTTCAAGTATTCCCTGCAAGA-
CATTTACACAGCAGATGTGGGAACTGATCAAGTCGAGCTTGGCCTGTGGTTGGTCAT-
TAGCTGGAAGGACAGGTCTCTAAGCTGGTCCAACGAGTGCACCACCTTCAATGAGTT-
GACTTTGCCATCAAAATACATCTGGTTACCCCACATTGAGGTCTACAACTCTATTGG-
CAAACCGGGGATCCACTCCGACCAACTCGTCAGAGTTTACAAAGATGGCACTGT-
CACCTTCGTCCCGCAGTACACCATACGTTTCTCCTGCGCCTTAGAAAATGTCAC-
CACAGAACAGGGCGCCGCTTGCACCTTAAAGTTTGGACCTTGGACGTACGACGTT-
CGTGACTTGGTCCTGGACGAGAGCCAGCAGGTCGACTTGACCACCTATGCTGG-
CGGGGAAAGGTTTCAGCTGATAGAAGCCAAGCAGAAAGTCAACAAGAAGACCTATC-
CATGCTGCCCGCAGTCTTTCGAGGATATAGAGCTTCGTGTCACCTTCAAAAAAATA

Aminosiuresequenz BgAChBP2

TKKSREEIVKEILGRANPNNIPIVDEQPVKVSFKYSLQDIYTADVGTDQVEL-
GLWLVISWKDRSLSWSNECTTFNELTLPSKYIWLPHIEVYNSIGKPGIHS-
DQLVRVYKDGTVTEVPQYTIRFSCALENVTTEQGAACTLKFGPWTYDVRD-
LVLDESQQVDLTTYAGGERFQLIEAKQKVNKKTYPCCPQSFEDIELRVTFKKI
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