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Transmembranale Topologie der
a-Untereinheiten zyldisch-Nukieotid-
gesteuerier lonenkandie aus Rindersen-
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lacZ kodierende Sequenz des B-Galaktosidasegens

M molar

m’G(5Yppp(5)G P1.5"-(7-Methyl)-guanosin-P3-5"-guanosin-triphosphat

min Minute(n)

NaAc Natrium-Acetat
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Tab. Tabelle

TEA Tetraethylammonium

Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)1,3-propandiol

u Enzymeinheit ("unit’)

UrP Uridintriphosphat

z. B. zum Beispiel

Die einzelnen Nukleotide innerhalb einer Nukleinsiuresequenz werden durch den
Anfangsbuchstaben der Base bezeichnet (A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Thymin, U
Uracil). Aminosguren sind im Einbuchstaben-Code wiedergegeben {A: Alanin, C: Cystein, D:
Asparaginsiiure, E: Glutaminsiure, F: Phenylalanin, G: Glycin, H: Histidin, I: Isoleucin, K:
Lysin, L: Leucinn, M: Methionin, N: Asparagin, P: Prolin, Q: Glutamin, R: Arginin, S: Serin, T:
Threonin, V: Valin, W: Tryptophan, Y: Tyrosin).







1. Einleitung

1.1 Membranproteine

Pro- und eukaryontische Zellen sowie Zellkompartimente sind von einer doppelten
Lipidschicht umgeben, die die Grenzschicht zum extrazelluliren Raum bzw. zu anderen
Kompartimenten innerhalb der Zelle bildet. Diese Lipidmembran ist undurchlassig fur die
meisten Molekiile und verhindert so die ungeordnete Vermischung von Stoffen beiderseits der
Membran. Dadurch ist es moglich, daB z B. im Zytosol und im exirazellularen Raum
unterschiedliche Ionenkonzentrationen aufrecht erhalten werden kénnen Dennoch muf ein
regulierter Austausch von Stoffen tiber die Membran gewihrleistet sein, mit dem die Zelle auf
endogene und exogene Signale reagiert und mit dessen Hilfe sie ihre spezifischen Aufgaben
erfiilit. Sowohl die Signaliibertragung als auch der regulierte Austausch von Stoffen wird mit
Hilfe von Membranproteinen bewerkstelligt. Sie bilden die Vermmttler zwischen Zelle und
Umwelt oder zwischen Zellen in einem Zellverband (Unwin & Henderson, 1984).
Membranproteine lassen sich nach funktionellen Kriterien in mehrere Klassen einteilen. Einige
ibertragen Signale aus der Umgebung in die Zelle, indem sie mit G-Proteinen wechselwirken
und so eine intrazellulire Signaltransduktionskette in Gang setzen wie beispielsweise der B-
adrenerge Rezeptor (O'Dowd et al, 1989) oder Rezeptoren fir Wachstumsfakioren
{Claesson-Welsh et al., 1989). Andere konnen durch aktive, energieveibrauchende Prozesse
groflie Molekile oder Tonen entgegen ihrer Konzentrationsgradienten durch die Membran
schleusen, wie Glucosetransporter oder Tonenpumpen (Stein, 1990). Wieder andere bilden auf
bestimmte Reize hin wissrige Poren in der Membran, so daB3 Tonen in und aus der Zelle
herausflieBen konnen Man unterscheidet Ionenkanile nach dem Aktivierungsmechanismus -
z. B. spannungsaktivierte oder Liganden-gesteuerte Jonernkanile - oder nach threr Spezifitat -
z. B. die hoch-selektiven K+-, Na™-, Cl- und Ca?*-Kanile (Hille, 1992), bzw. die weniger
selektiven Kationenkanile wie z. B. die zyklisch-Nukleotid-gesteuerten Kanale (Eismann et al.,
1993). - o '

Strukturell lassen sich zwei Klassen von Membranproteinen unterscheiden (Alberts et al.,
1989). Die peripheren Membranproteine sind an die Membran oder andere Membranproteine
angelagert. Die infegralen Membranproteine durchspannen die Membran komplett. Die
Struktur der integralen Membranproteine wird im folgenden detaillierter beschrieben.




1.2 Die Struktur von integralen Membranproteinen

Integrale Membranproteine besitzen hydrophobe Dominen, die sich in die Lipidschicht
einlagern, sowie hydrophile Doméanen, die auf der intra- und exirazeliuléren Seite der Membran
in die wissrige Umgebung ragen. Die hydrophoben Regionen, mit denen ein Protein in der
Membran verankert ist, bezeichnet man als transmembranale Segmente. Die Anzahi dieser
Segmente und in welcher Richtung sie die Membran durchspannen bestimmt die
“transmembranale Topologie" des Proteins (von Heijne, 1994).

Mit Hilfe einer Hydrophobizitits-Analyse der Aminosiuresequenz konnen «-helicale,
iransmembranale Segmente mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit vorausgesagt werden. Bei
dieser Analyse wird die Aminosiiuresequenz eines Proteins daraufhin untersucht, ob Bereiche
it einer Haufung von hydrophoben Aminosiuren zu erkennen sind. Nach Kyte und Doolittle
(1982) existiert ein transmembranales Segment dann, wenn es ca. 20 Aminoséuren lang ist und
wenn auf der von den Autoren definierten Hydrophobizitdisskala der Schwellenwert 1,6
iberschritten ist (Abb. 1). Vereinzelt konnen in solchen transmembranalen Segmenten jedoch
auch polare oder geladene Reste vorkommen.

Manche Membranproteine haben nur ein transmembranales Segment, wie die Guanylatzyklasen
{Garbers, 1992). Andere, wie G-Protein gekoppelte Rezeptoren (Donnelly et al., 1994) oder
Tonenkanile (Jessell & Kandel, 1993), besitzen mehrere transmembranale Segmente.

Direkte Verfahren zur genauen Aufklirung der drei-dimensionalen Struktur von integralen
Membranproteinen durch Rontgenstrukturanalyse oder elektronenmikroskopische Techniken,
waren bisher nur in ganz wenigen Fillen erfolgreich. Ein kiassisches Beispiel fiir die
Strukturaufklarung mit Hilfe elektronenmikroskopischer Techniken ist das Bakteriorhodopsin
(Henderson & Unwin, 1975; Henderson et al, 1990). Mittlerweile wurde auch die Struktur
von Rhodopsin (Schertler et al.,, 1993) und des nikotinischen Acetylcholinrezepiors (Unwin,
1993) so weit aufgeklart, daB einzelne transmembranale Segmente erkennbar waren. Mit Hilfe
der Rontgenstrukturdiffraktion wurde die Struktur des bakteriellen - Photosynthese-
Reaktionszentrums auf atomarer Ebene aufgeklirt (Deisenhofer et al., 1985; Allen et al., 1987,
Yeates et al., 1987). Die Kristallisation von Membranproteinen ist jedoch wegen der stark
hydrophoben Regionen besonders schwierig. AuBerdem lassen sich haufig nicht die fur die
Rontgenstrukturanalyse erforderlichen Proteinmengen gewinnen, weder durch direkte
Reinigung noch durch heterologe Expression des betreffenden Membranproteins.

ation von Membranproteinen in die Membran

Der Mechanismus des Einbaus der Membranproteine in die Lipiddoppelschicht ist zwar noch
nicht volistindig geklart, man nimmt aber an, daf er sehr #hnlich wie die Translokation




sekretorischer Proteine durch die Membran abliuft (Singer, 1990). Sekretorische Proteine
haben an ihrem N-Terminus eine sogenannte Signalsequenz. Diese besteht aus einer positiv
geladenen N-terminalen Region, einer charakteristischen hydrophoben Kernregion von etwa 7
bis 20 Aminosauren und einer typischerweise 5 bis 6 Aminoséuren langen, polaren Region (von
Heljne, 1985). Wihrend sich eine Polypeptidkette an einem Ribosom bildet, wird die
Signalsequenz von einem Signalerkennungsteilchen (signal recognition particle, SRP)
gebunden. Dieser Komplex von Ribosom, wachsender Polypeptidkette und SRP wird zum
SRP-Rezeptor in der Membran des endoplasmatischen Reficulums transportiert und dort
gebunden. Das SRP hat hierbel zwel Aufgaben: zum cinen fihrt es das Ribosom und die
wachsende Polypeptidkette zur Membran und zum anderen verhindert es eine vorzeitige,
falsche Faltung der Polypeptidkette. Nach der Abiosung des SRP von diesem Komplex wird
das Ribosom durch einen Ribosomen-Rezeptor an die Membran gebunden. Dort wird die
Polypeptidketie von einem komplexen Transiokationsapparat durch die Membran transferiert
(Rapoport, 1992). Mehrere Proteine bilden einen Protein-leitenden Kanal, so dall auch
hydrophile Teile eines sekretorischen Proteins durch die Membran geschleust werden kénnen
(Simon & Blobel, 1991; Rapoport, 1991; Gorlich & Rapoport, 1993). Die Signalsequenz der
sekretorischen Proteine wird nach der Translokation durch spezifische Signalpeptidasen
abgespalten und das gereifte Protein wird freigesetzi (Dalbey & von Heijne, 1992). Der hier
geschilderte Ablauf gilt sowoh! fiir pro- als auch fiir eukaryontische Organismen (Jungnickel et
al., 1954; Tokuda, 1994)

Integrale Membranproteine miissen ebenfalls partiell durch die Membran geschieust und
geordnet eingebaut werden. Sie besitzen hiufig keine klassische Signalsequenz, weisen jedoch
eine Anzahl von hydrophoben Regionen auf, die insofern Signalsequenzen sehr dhneln, als daf
sie h#ufig eine charakteristische Anh#ufung von positiv geladenen Aminosiuren an einem Ende
besitzen (von Heijne & Gavel, 1988). Es wird angenommen, daB diese Regionen alternierend
als Signalsequenz und als *Stop-Transfersequenz” fungieren. Wenn das erste hydrophobe
Segment in die Membran eingebaut worden ist, wird das darauffolgende mehr hydrophile
Segment nach auBen geschleust, bis das nichste hydrophobe Segment wieder in die Membran
eingebaut wird (Stop-Transfersequenz). Der darauffolgende hydrophile Bereich verbleibt im
Zytoplasma bis das driite hydrophobe Segment wiederum in die Membran eingebaut wird.
Dieser Mechanismus ist sequentiell d.h in Richtung vom N- zum C-Terminus wird ein
transmembranales Segment nach dem anderen in die Membran eingebaut (Wessels & Spiess,
1988; Singer, 1950). IR R o - e




1.4 Zyklisch-Nuklestid-gesteuerte Ionenkanile

In dieser Arbeit sollte die transmembranale Topologie der o-Untereinheiten zyklisch-
Nukleotid-gesteuerter Ionenkanile untersucht werden. Zyklisch-Nukleotid-gesteuerte {(CNG)
Tonenkanile werden direkt und kooperativ durch 37,5 -zyklisches Guanosinmonophosphat
(cGMP) und 3°,5 -zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP) geofinet und gehdren zu einer
neuen Familie von Ionenkanilen, die durch intrazellulire Botenstoffe geoffnet werden (Kaupp,
1991; Eismann et al., 1993).

In den Sehstibchen und -zapfen der Vertebratenretina sind CNG-Kandle das letzte Glied in der
Enzymkaskade der Phototransduktion (Yau & Baylor, 1989; Kaupp & Koch, 1992; Yau,
1994). Im olfaktorischen Epithel spielen sie eine Rolle bei der Duftstoffrezeption (Nakamura &
Gold, 1987; Lancet & Pace, 1987; Dhallan et al., 1990; Ludwig et al., 1990; Zufall et al,
1994). Die a-Untercinheiten bilden bei den Kanidlen aus Sehstibchen nach Expression
funktionelle Kanale, denen jedoch einige Eigenschaften der nativen Kanile fehlen. Sie erhalten
diese Eigenschaften, wenn zusitzlich eine B-Untereinheit koexprimiert wird, die etwa 30 %
Homologie zu den a-Untereinheiten aufweist (Chen et al, 1993). Mittlerweile wurde eine
ganze Reihe von CNG-Kanilen auch in anderen, nicht-sensorischen Zellen, wie Spermienzetlen
(Weyand et al., 1994), retinalen Ganglienzellen (Ahmad et al., 1994), Nieren- (Ahmad et al,
1992) und Herzzellen (Biel et al., 1993) gefunden. Die Primérstrukiur dieser Kanile ist jedoch
jeweils identisch mit einem der drei vorher genannten Kanale aus sensorischen Zellen. Dies
bedeutet, da die Expression dieser Kanile nicht nur spezifisch in sensorischen, sondern auch
in anderen Geweben erfolgt (Eismann et al., 1993). Die Funktion der CNG Kanile in nicht-
sensorischen Zellen ist noch nicht bekannt. Aus Drosophila melanogasier wurde ein CING-
Kanal kloniert, der wahrscheinlich bei der Dufistofferkennung und bei der Phototransduktion
funktionell beteiligt ist (Baumann et al., 1994).

CNG-Kanile besitzen tiberraschenderweise Sequenzihnlichkeiten zu den spannungsabhéngigen
Tonenkanilen, insbesondere zu den K'*-Kanilen der Shaker-Familie. Diese Ahnlichkeiten
beschrinken sich jedoch auf zwei Sequenzmotive, das Spannungsflihler-Motiv (S4) (Jan & Jan,
1990) und eine Poren-bildende Region (Heginbotham et al., 1992). Die Hydrophobizitats-
Analysen von K™-Kanalen sagen eindeutig sechs transmembranale Segmente, S1 bis S6, voraus
(Abb. 1). Bisher gibt es jedoch kaum experimentelle Untersuchungen, die dies beweisen. Einzig
fiir S1 (Shen et al., 1993; Babila et al., 1994) und S4 (Stithmer, 1991), den Spannungs-Fihler,
ist gezeigt worden, daB sie die Membran durchspannen. Mit Hilfe von Mutationsexperimenten
wurde gezeigt, daBd eine Region von ca. 20 Aminossuren zwischen S5 und S6 die wéssrige
Pore des Ionenkanals bildet (Yool et al, 1991; Hartmann et al., 1991; Miller, 1992). Shaker
K*t.Kandle sind durch Tetrasthylammonium (TEA) blockierbar. Hierbei kann man zwischen
einer Blockierung von der extrazelluliren Seite und von der intrazelluléren Seite unterscheiden.
Mutationen am N- und C-Terminus der Poren-bildenden Region beeinfiussen die Blockierung
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durch TEA von auflen, Mutationen in der Mitte der Poren-bildenden Region beeinflussen die
Blockierbarkeit von innen (Yellen et al., 1991). Hieraus konnte man schlieBen, daf die Enden
dieser Region extrazeltulér und der mittlere Teil intrazellulir liegen. Deshalb wurde ein Modell
entwickelt, in dem die 20 Aminosiuren der Poren-bildenden Region die Membran zweimal in
einer Haarnadel-ghnlichen Struktur durchspannen (Guy & Conti, 1990; Durell & Guy, 1992).
In den CNG-Kanilen liegt eine dhnliche Sequenz zwischen den Segmenten H4 und H5 vor.
Diese Region ist auch bei den CNG-Kanilen fiir die Bildung der wissrigen Pore durch die
Membran verantwortlich, wie in Mutagenese-Studien bewiesen werden komnte (Root &
MacKinnon, 1993; Goulding et al., 1993; Eismann et al., 1994).

CHO Poren-bildende
/ Regiofi
£ W

extrazelivisr

intrazellulEr
cGMP-Bindungs-
stelle

COOH
Abb. 2: Modell der transmembranalen Topologie zyklisch-Nukleotid-gestenerter lonenkanile. Das Medell

entstand in Anlehnung an das Topologie-Modell der K*-Kanile (s. Text). Dargestellt sind die einzelnen
putativen transmembranalen Segmente H1 bis H5, sowie das S4-Motiv, die ¢GMP-Bindungssielle und die
Poren-bildende Region. CHO bezeichnet eine N-Glykosylierungsstelle, die C-terminal von H4 gefunden wurde

(Wohifari et al., 1992)

Auf Grund der Hydrophobizitits-Analysen der CNG-Kanile und der entfernten
Verwandtschaft von CNG- und K+-Kanilen wurde das firr K*-Kanéle entwickelte Topologie-
Modell auf CNG Kanile iibertragen (Abb. 2, Wohlfart et al,, 1992; Goulding et al., 1992;
Baénigk et al,, 1993). Wenn man jedoch nur die Hydrophobizitéts-Analyse des CNG-Kanals aus
Rindersehstébchen {Abb. la) betrachtet ist dieses Modell mit sechs transmembranalen
Segmenten nicht zmngend Der Vergleich der Hydrophobizitits-Analysen des ShakerB K-




CNG-Kanal aus Rindersehstibchen (Abb. 1a) zeigt deutlich, daB die Hydrophobizitét bei allen
Segmenten des K*-Kanals viel starker ausgeprégt ist. Nur H4 und HS5 bei dem CNG-Kanal aus
Rindersehstibchen konnen nach dem Kyte & Doolittle-Kriterium (Hydrophobizitdts-Index >
1,6) als transmembranale Segmente angeschen werden. Bei dem CNG Kanal aus Drosophila
erfiillt zusitzlich noch das Segment Hi dieses Kriterium. Dic anderen Segmente H2, H3 und
S4 erfiilllen dieses Kriterium nicht. Zusdtzlich muB das S4-Motiv, das in den K*-Kanilen als
Spannungsfiihler dient, bei CNG-Kanilen nicht unbedingt in der Membran liegen, da diese
spannungsunabhiingig sind (Kaupp et al., 1989; Zimmerman & Baylor, 1992; Baumann et al,
1994). In den Hydrophobizitits-Analysen der CNG-Kanile sind zudem noch zwei Gipfel zu
erkennen, die weiter C-terminal von H5 liegen und shnliche Werte aufweisen wie H2 und H3.
Diese Bereiche kénnen jedoch nicht {ransmembranal sein, da sie zu der cGMP-Bindungsstelle
dieser Kanile gehtren (Kaupp ¢t al. 1989, Alienhofen et al, 1991).

Da allein durch die Hydrophobizitits-Analyse keine endgtiltige Aussage dariiber getroffen
werden konnte, wieviele transmembranale Segmente vorliegen, war es wichiig, das fiir CNG-
Kanile aufgestellie Modell (Abb. 2) experimentell zu iberpriifen. Die Topologie ist ein
wichiiges Kriterium fiir die Verwandtschaft zwischen den einzelnen Kanalfamilien und ist somit
auch sehr wichtig fiir Uberlegungen tiber den evolutiondren Ursprung dieser Kanile.

1.5 Genfusionen mit alkalischer Phosphatase und B-Galaktosidase als Reporterenzyme

Zur Aufklirung der transmembranalen Topologie der CNG-Kanile wurde in einem bakteriellen
Expressionssystem eine Genfusions-Methode angewendet. Dabei wurde die kodierende
Sequenz des CNG-Kanals aus Rindersehstabchen bzw. aus Drosophila melonogaster an zwei
verschiedene bakterielle Reporterenzyme, die alkalische Phosphatase oder die §-Galaktosidase
fusioniert und diese Fusionen in E. coli exprimieri (Manoil & Beckwith, 1986; Manoil et al,
1990). Alkalische Phosphatase ist nur aktiv, wenn sie ins Periplasma der Bakterienzelle
transportiert _\irird, da sie fir ihre Aktivitdt Disulfidbriicken bendtigt, die nur im Periplasma
gebildet werden konnen. Im Zytoplasma bleibt sie inakiiv (Derman & Beckwith, 1991; Derman
et-al, 1993). Die 3-Galaktosidase verhélt sich umgekehrt: Sie ist nur aktiv, wenn sie im
Zytoplasma verbleibt, nach Transport ins Periplasma ist sie inaktiv (Manoil, 1990). '
.Die_"Ge_nﬁléions-Methode_ ber_uht auf der Annahme, daB transmembranale Segmente die
gleichen Eige_nschaﬁ;eﬂ besitzen wie Signalpeptide. Wird die alkalische Phosphatase hinter ein
‘transmembranales Segment fusioniert, wird sie durch dieses ins Periplasina transportieri und ist
aktiv "_(A‘b‘b. 32). Wird die alkalische Phosphatase jedoch hinter einen Bereich fusioniert, der
_ﬁicht__als Signalsequenz fungiert, sei es weil dieser kein transmembranales Segment ist oder sei
| __'__"es -ﬁfeii _&ieses tran_smembranale Segmént ein Stop-Transfer Segment ist, wird sie nicht durch
dle Membran transportiert und bleibt inaktiv (Abb. 3b). Fusionen mit B-Galaktosidase an den




gleichen Stellen sollten das entgegengesetzte Ergebnis zeigen und dienen daher. zur
Uberpriifung der Ergebnisse mit der alkalischen Phosphatase (Abb. 3).
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alkalische Phosphatase: aktive Fusion alkalische Phosphatase: ingkiive Fusion
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Abb. 3: Schema méglicher Fusionsarten zwischen einem Membranprotein und alkalischer Phosphatase bzw. B-
Galakiosidase. Oben in der Abbildung ist das Membranprotein mif zwei verschiedenen Fusionsstellen
dargestellt. Wenn dic alkalische Phosphatase mit einer extrazelluliren Schieife fusionieri wird, wird sie ins
Periplasma transportiert und ist aktiv (a). Wenn sie mit einer zytoplasmatischen Schleife fusioniert wird, bleibt

sie im Zytoplasma und ist inakéiv (b). B-Galaktosidase zeigt genau die umg‘k“hrien Eigenschaften. Der Anteil
der alkalischen Phosphatase in (a) und (b) ist durch die dickere Linie gekennzeichnet. D ch die F usion mit
dem Reporicrenzym wird der C-terminal liegende Teil des Membranproteins deletiert

Solche Fusionen konnen entweder durch zufillige Insertion d.er Reportergene mit Hilfe der
"Transposon-Mutagenese" oder durch gezielte Mutagenese mit Hilfe _fe_kombinanter DNA-
Techniken hergestellt werden. |

Fur die Transposon-Mutagenese zur Herstellung von Genfusionen mit alkalischer Phosphatase
oder B-Galaktosidase wurden zwei Transposons konstruiert, Tnphod (Manoil & Beckwith,
1985) und TnlacZ (Manoil, 1990). Sie tragen an ihren 5"-Enden die kodierenden Sequenzen
fur die alkalische Phosphatase bzw. B-Galaktosidase und besiizen Insertionssequenzen, um in
fremde DNA zu integrieren. Dies ist ein zufélliger Prozess, so daB die Insertion in kodierende
Sequenzen statistisch in einem von sechs Fillen im Leserahmen erfolgt. - ‘Wenn dle
‘Reporterenzyme. im Leserahmen in DNA inserierer, die fr ein Kanal-Protein kodiert, entsteht
die kodierende Sequenz fiir ein Fusionsprotein aus Kanal am N-Terminus und alkalischer

Phosphatase oder B-Galaktosidase am C-Terminus, Liegt die Fusionsstelle C-terminal eines




transmembranalen Segmentes, das als Signalpeptid fungiert, wird im Falle von Tnphod eine
aktive alkalische Phosphatase und im Fall von TnlacZ eine inaktive 3-Galaktosidase entstehen.
Mit der gezielten Mutagenese werden die kodierenden Sequenzen fiir die Reporterenzyme an
genau vorherbestimmte Stellen eingefiigt. Dabei kann man z.B. beriicksichtigen, dafl die intra-
oder extrazelluldren Schieifen, die direkt auf ein transmembranales Segment folgen, ebenfalls
iopogene Determinanten enthalten, die fir den Einbau des transmembranalen Segmentes
wichtig sind {(von Heijne, 1986a; Traxler et al., 1993, Boyd, 1994).

Die C-terminal liegenden Bereiche des zu untersuchenden Proteins werden bei beiden
Fusionsarten, durch Transposon-Mutagenese oder durch gezielte Fusionen, jedoch deletiert
(Abb. 3). Eine wichtige Voraussetzung fur diese Methode ist daher, daB ein Membranprotein
wirklich sequentiell eingebaut wird, daf} also weiter C-terminal liegende Segmente keinen
EinfluB} auf den Einbau N-ierminaler Bereiche haben.

In dieser Arbeit sollte mit Hilfe beider Methoden, iiber die Transposon-Mutagenese und iiber
gerichtete Mutagenese, versucht werden, die Topologie der a-Untereinheiten der CNG-Kanile
aus Rindersehstabchen und Drosophila melanogaster aufzukliren.




2. Material und Methoden

2.1 Miaterial

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Biomol (Hamburg),
Merck (Darmstads), Pharmacia (Freiburg), Qiagen (Diisseldorf), Serva (Heidelberg) und
Sigma (Deisenhofen) bezogen, Chemikalien zur Synthese von Cligonukleotiden von der Firma
MWG (Ebersberg). Enzyme und die dazugehorigen Puffer wurden von Boehringer
(Mannheim), GIBCO BRL (Eggenstein), ITC (Heidelberg), NEB (Schwalbach), Pharmacia
(Freiburg), Promega (Heidelberg) und USB (Bad Homburg) geliefert. Proteine wurden auf
Tmmobilon P-Membran der Firma Millipore (Eschbomn) transferiert. Ein monoklonaler
Antikorper, der gegen alkalische Phosphatase aus E. coff gerichtet ist, wurde von Medac
(Hamburg) bezogen. Sekundire Antikdrper und Reagenzien fir die immunologischen
Nachweise stammten von Amersham (Braunschweig). [c-33S]-dATP mit einer Aktivitdt von
>1000 Ci/mmol wurde ebenfalls von Amersham bezogen.

Alle in dieser Arbeit benutzten Methoden, soweit nicht anders vermerki, wurden aus
Sambrook et al. {1989) iibernommen oder in Anlehnung daran modifiziert.

2.2 Baltfterienstimme und Vekioren

Folgende E. coli K12 Bakierienstimme wurden eingesetzt:

XL1-Blue: recAl, endAl, gvrA96, thi-1, hsdR17, supE44, rel Al, lac, [F'prodB, laclaZA
M15, Tnl0(ze®)]; (Bullock et al., 1987); wurde zur Anreicherung von Plasmid-DNA benutzt.
GM4: F- thr-1, leu-6, proA2, his-4, meiB1, lacY1, galK2, ara-14, xyI-5, mil-1, str-31, 1sx-
33, thi-1, thyA21, tr-14, sup-37, dam-3; (Marnus und Morris, 1973), wurde zur
Anreicherung unmethylierier Plasmid-DNA eingesetzt.

CC118: araD139, Alara, lex) 7697, AlacX74, phoAA20, galE, galK, thi, rpsk, rpoB, arglam,
recdl; (Manoil & Beckwith, 1985); dieser Stamm besiizt weder eine endogene alkalische
Phosphatase- noch eine B-Galaktosidase-Aktivitdt und wurde fir die Expression der
Fusionsproteine benutzt.

CC170: CC118 mit einer chromosomalen Insertion von TnlacZ; (Manoil, 1990); wurde zur
Transposon-Mutagenese mit TnlacZ eingesetzi.

CC202: F42, lacl3, zzf-2:: Tnpho4/ CC118; wurde zur Transposon-Mutagenese mit Tnphod

eingesetz.
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Fir die Subklonierungen wurden die Plasmide pUCI18 (Yanisch-Perron et al, 1985) und
pBluescript I SK - (Stratagene, Short et al., 1988) benutzt. Die cDNA des CNG-Kanals aus
Rindersehstdbchen wurde durch Restriktion aus dem Plasmid pRCG1 (Kaupp et al., 1989)
isoliert. Die ¢cDNA des CNG-Kanals aus Drosophila melanogaster stammt aus dem Plasmid
pDmCNGC (Baumana et al., 1994), die kodierende Sequenz der alkalischen Phosphatase aus
pSWF II (Ehrmann et al., 1990; freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von M. Ehrmann,

Konstanz).
2.3 GréBenstandards

DNA-GroBenstandard;

Mcl857ind1SamT)-DNA, Hind I geschniiten: 500 ng/7,5 ul

FragmenigroBen: 23,130, 9.416, 6.557, 4.361, 2.322, 2.027, 564, 125 bp
A(cl857ind1SamT)-DNA, Hind II/Eco RI geschnitten: 500 ng/7,5 pl

Fragmentgroflen: 21.226, 5,148, 4.973, 4.268, 3.530, 2.027, 1.904, 1.584, 1.375, 947, 831,
564, 125 bp

Protein-GroBenstandard:
LMW-Grofienstandard (Proteine mit niedriger Molmasse; Pharmacia). 1,2 pg/pl in 1x SDS-

Probenpuffer.

Bandengrofien: 94 kDa (Phosphorylase b aus Kaninchenmuskel), 67 kDa {(Albumin aus
Rinderserum), 43 kDa (Ovalbumin aus Hithnereiweif8), 30 kDa (Carboanhydrase aus Rinder-
Erythrozyten), 20 kDa (Trypsin-Inhibitor aus Sojabohne), 14 kDa (o-Lactalbumin aus

2 yuidw

Kuhmilch)
2.4 Anzucht von Baktertenkulturen

Bakterienkulturen wurden in LB-Flissigmedium (10 g/l Baktotrypton, 10g/1 NaCl, 5g/
Hefeexirakt) in einem Rotationsinkubator (New Brunswick, Nirtingen) oder in einem
Warmlufischiittler (Braun-Dissel, Melsungen) angezogen. Wenn moglich, wurden Antibiotika
zur Selektion der Plasmide eingesetzt (Endkonzentrationen: Ampicillin 100 pg/mi; Kanamycin
30 bzw. 300 pg/ml). Bakterienkulturen, die Plasmide mit JocZ-Promotoren enthielten, wurde
zur Catabolit-Repression 1 % Glucose hinzugefiigt. Fiir Plasmid-DNA Préparationen wurden

Kulturen benutzt, die mindestens 8 h bei 37 °C inkubiert wurden.
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2.5 Synthese und Reinigung ven Oligonuklectiden

Oligonukleotide wurden mit einem DNA-Synthesizer 391 (Applied Biosystems) synthetisiert.
Fir die Reinigung der Oligonukieotide wurde das Saulenmaterial in Ammoniak iiberfiihrt und
15 h bei 55 °C inkubiert. Nach Lyophilisierung wurden die Oligonukieotide in HyO
resuspendiert und mit 1/10 Volumen 3 M NaAc pH 4,8, sowie dem dreifachen Volumen EtCH
gefillt. Die im Rahmen dieser Arbeit fir die Mutagenese benutzien Oligonukleotide sind im
Anhang aufgefithrt.

2.6 Quantifizierung von Nukieinsfiuren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiureldsungen wurde entweder photometrisch
oder gelelekirophoretisch mit Hilfe der Ethidiumbromid-Fluoreszenz durchgefiihrt.

Fiir die photometrische Bestimmung wurde die Extinktion der DNA-Losung bei 260 und
280 nm (Schichtdicke: 1 cm) bestimmt. Eine Extinktion von 1 bei 260 nm entspricht 50 pg/ml
doppelstrangiger DNA bzw. 33 pg/ml einzelstringiger DNA. Der Quotient der Extinktionen
bei 260 und 280 nm ist ein Ma} fiir die Reinheit der Nukleinsdurelgsung. Eine reine
Nukleinsiureldsung hat einen Quotienten von 2,0.

Bei der Konzenirationsbestimmung mit Hilfe der Ethidiumbromid-Fluoreszenz wurde die DNA
und ein DNA-Standard bekannter Konzentration in einem Agarosegel aufgetrennt. Durch einen
Vergleich der Intensititen der Banden wurde die Konzentration abgeschitzi. Losungen von #7
vitro transkribierter cRNA wurden mit Ethidiumbromid-Lésung (14 pg/mt) 1:1 vermischt und
in die Vertiefungen von Mikrotiterplatten gefiillt. Unter UV-Licht wurde die Konzentration im
Vergleich mit tRNA-Standardlosungen (0,25, 0,5, 1 und 2 pig/ul) bestimmi. o

2.7 Préparation von Flasmid-DNA
2.7.1 Mini-Priparation

Plasmid-Praparationen wurden durch alkalische Lyse nach der Methode von Bimboim und
Doly {(1979) durchgefiihrt. Die pelletierten Bakterienzellen aus 1,5 ml Kulturvolumen wurden
in 100.pl Losung I (50 mM Glucose, 25 mM Tris/HCI pH 8,0, 10 mM EDTA) resuspendiert
und mit 200 pl Losung I (0,2 M NaOH, 1% SDS) lysiert. SDS, Proteine und bakterielle

DNA wurden nach Zugabe von 150 pi Losung II (3M KAc pH 4,8) gefillt. Nach
Zentrifugation (20.000 x g) wurde die wilrige Phase mit Phenol/Chloroform (im Verhltnis
i:1) exirahieri und die Nukleinsuren durch Zugabe von 1 ml Ethano! gefdlll. Die
Nukieinsguren wurden in 20 p! TE-Puffer (10mM Tris/HC! pH 80, 1mM EDTA)
resuspendiert. Die Ausbeute an Plasmid-DNA betrug 3-5 pg.
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2.7.2 Midi-Priparation

Plasmid-Priparationen aus 50-200 ml Kulturvolumen wurden mit Anionenaustauschersiulen
der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers durchgefithrt. Die Ausbeute betrug etwa 1 pg
Plasmid-DNA/mi Kulturvolumen. ' : s ; : :

2.8 Medifizierung von DNA-Fragmenten
2.8.1 Glitten tfiberhiingender Enden mit Klenow-Fragment

Zum Auffillen tiberhingender 5'-Enden wurden etwa 500 ng Vekiorfragment mit 1-5u
Klenow-Fragment [EC 2.7.7.7] und 0,1 mM aller vier Desoxynukleotide in Restriktionspuffer
A (Boehringer) 30 min bei 37 °C inkubiert. Das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I
besitzt auBerdem 3'—5" Exonuklease-Aktivitit, so daB iberhingende 3"-Enden abgeschnitten

werden.

2.8.2 Phosphorylierung der 5"-Enden von DNA

PCR-Fragmente besitzen keine endstindigen 5'-Phosphatreste und muflten phosphoryliert
werden, bevor sie zur Ligation eingesetzt werden konnten. Die Fragmente wurden mit 5-1Cu
T4-Polynukleotidkinase [EC 2.7.1.78], 0,1mM ATP und dem mitgelieferten Puffer
{Bochringer} 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Kinase wurde 10 min bei 65 °C inaktiviert. Wenn vor
der Phosphorylierungsreaktion eine XKlenow-Reaktion durchgefiihrt worden war, wurden die
Desoxynukleotide entweder durch EtOH—Failung oder durch Agarosegelelektrop"lorese (2.9. 3)
entfernt, da sie die Polynukieotidkinase inhibieren. - . e > R

2.8.3 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Fiir die Dephosphorylierung wurde die DNA mit 0.04 u atkalischer Phosphatase [EC 3.1.3.1]
in ‘dem "mitgelieferien Phosphatase-Puffer . (Boehringer) . 1h bei 37°C. inkubiert. Die
Phosphatase 'wurde durch Zugabe von 0,2 x Volumen. 100 mM EGTA und 15 minttiger

Inkubation bei 65°C - inaktiviert. Nach.' “zweimaliger  Phenol/Chloroform-  und
Chioroformextraktion wurde die DNA entweder ethanoigefaﬂt oder in. einem Agarosegei

3 mont f

auigetrennt (2.9.3) und. anscmcﬁcuu isoliert \2 9.4). -
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2.9 Anslyse von DNA

2.%2.1 Restriktion

1 pg Plasmid-DNA wurde mit einem 2-3 fachen UberschuB an Enzymeinheiten 1 h in dem vom
Hersteller empfohlenen Puffer und der vorgegebenen Temperatur inkubiert. Die Proben
wurden zur weiteren Analyse in einem Agarosegel (2 9. 3) aufgetrennt oder mit
Phenol/Chloroform extrahiert und ethanolgefilit. T ' C

2.9.2 Sequenzierungsreaktion

Die Sequenzierung wurde nach der von Sanger et al. (1977) beschriebenen Didesoxy-
Kettenabbruch-Methode durchgefiihrt. Fiir die Reaktionen wurde das Sequenase Kit, Version
2.0 (USB), nach Angaben des Herstellers benuizi. Die doppelstringige DNA wurde vor der
Reakiion alkalisch denaturiert. Zur radioaktiven Markierung wurde 2,5 pCi [0@58] dATP

eingesetzt.

2.2.3 Gelelektrophorese

Zur Aufirennung von DNA-Fragmenten wurden horizontale Agarosegele (GNA 100,
Pharmacia) benutzt. Die Agarose-Konzeniration wurde “dem jeweiligen Trennproblem
angepaft: sie variierte zwischen 0,5 % (Auftrennung von Fragmenten >5000 bp) und 2 %
(Aufirennung von Fragmenten <500 bp). Der Gellosung wurde Ethidiumbromid (1 pg/mi)
zugefligt. Vor dem Aufiragen wurden ‘die Proben mit 0,1x Volumen Probenpuffer (50 %
Glyzerin, 10x Elektrophoresepuffer, 0,02 % Bromphenolblau, 0,02 % Xylencyanol) versetzi.
Die Elekirophorese wurde bei 80 bis 140 V bis zum Erreichen der erforderlichen Trennung der
Fragmente durchgefiihrt. Als Puffersystem diente 1x TAE (40 mM Tns/Acetat pH 7,5, I mM
EDTA).

Die Auftrennung der Sequenzierreaktionsproben (2.9.2) erfolgte in 0,4 mm dicken,
denaturierenden PAA-Gelen - {6 % Acrylamid/Bisacrylamid ~-19:1, -8 M- Hamstoff, Ix
Elektrophoresepuffer) in einer 82 -Sequenz_iemngskaﬁnner von Gibco BRL. Als Puffersystem
diente 1x TBE (50 mM Tris/Borat pH 7,8, 1 mM EDTA). Die Elektrophorese wurde bei 65 W
etwa 2,5 bis 3 h durchgefihri. Fir die Analyse ‘von DNA-Bereichen, die sich in weiterem

Abstand zum Sequenzierprimer befanden, wurde die Elektrophorese bei 20 W 15-18 h
ihrt. Dias Gel vurde 15 min fxiert ("'\ 9 ﬂfhﬂmn] 5 % Begigedure), aufein Fﬂtel‘papi@f

1
[E1E3RW) ARSAEE b SRS RO WY RIZRSD Zof 23 S 3twd T 2 EERLERS )bt et
= el

iiberfiihrt und 45 min im Vakuum bei 80 °C geirocknei. Der Nachweis der markierien

Fragmente erfolgte durch Autor adiograpme liber Nacht.
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2.9.4 Isclierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente, die nach einer Agarosegelelektrophorese (2.9.3) fiir Ligationen (2.10.1) oder
Modifizierungsreaktionen (2.8) benutzt werden sollten, wurden aus dem Agarosegel
ausgeschnitten und mit folgenden Methoden eluiert:

Fir die Gewinnung von Fragmenten, die in TE oder H,O gelost sein sollten, wurde die
Isolierung von DNA-Fragmenten mit einem Qiaex-Kit der Firma Qiagen nach Anleitung
durchgefiihrt.

Altemativ wurde die Zentrifugationsmethode (Heery et al, 1990) benutzt. Hierzu wurde die
Spitze eines EppendorfreaktionsgefiBes mit einer Kaniile durchstochen und der untere Teil mit
silanisierier Glaswatte gefiilit. Das ausgeschnittene Agarosestiick wurde auf die Glaswatte
gelegt. Dieses Reaktionsgefill wurde in ein zweites geseizt und beide zusammen bei 6000 rpm
in einer Eppendorfzentrifuge 10 min zentrifugiert. Die gewonnene DNA befand sich nach der
Elution in Elektrophorese-Laufpuffer. '

2.10 Xionierung von DNA-Fragmenten

2.10.1 Ligatien -

Fir die Ligation wurden die Fragmente im molaren Verhilinis von 3:1 bis 10:1
(Insert: Vektorfragment) eingesetzt. Die DNA wurde mit T4-DNA-Ligase (iu) [EC 6.5.1.1]
und dem vom Hersteller (Boehringer) mitgelieferten Inkubationspuffer, der bereits 0,1 mM
ATP enthielt, in einem Volumen von etwa 20 ul bel 16-22°C 1 h bis N inkubiert. Fir
Religationsansitze wurde ein Volumen von 50 pii gewéhit.

2.10.2 Transformation

Die fiir die Transformation bendtigten kompetenten Zellen wurden wie folgt hergestelli: Eine
Bakterienkultur (50 ml) wurde bis zu einer ODgqg von etwa 0,4 bei 37 °C und dann 20 min auf
Eis inkubiert. Die Zellen wurden zentrifugiert (10 min, 3000 x g, 2 °C), in 25 m! 100 mM
CaCl, resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach emeuter Zentrifugation wurden die
Zellen in § ml 100 mM CaCl,/20 % Glyzerin resuspendiert und 2 bis 4 h auf Eis inkubiert. Die
Zeilen wurden aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

Der Ligationsansatz wurde mit 10 ul 10x CM (100 mM CaCl,, 400 mM MgCl,) versetzt, auf
100 ul mit HyO aufgefiillt und mit 100 ul kompetenter Zellen vermischt. Der Ansatz wurde
30 min auf Eis, 1 min bei 42 °C und weitere 10 min auf Eis inkubiert. Zur Regenerierung der
Zellen wurde 600 - 800 pl LB-Medium (2.4) zugegeben und der Ansatz 30 min unter
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Schiitteln bei 37 °C inkubiert. Er wurde auf LB-Agarplatten (LB-Medium mit 15 g/l Agar), die
nach Bedarf Antibiotika und Glucose enthielten, ausplattiert.

Fiir Retransformationen von Plasmiden wurde die DNA mit 10 pl TE-Puffer (10 mM Tris/HCl
pH 8,0, 1 mM EDTA) und 20 wi kompetenter Zellen vermischt und nach 10 min Inkubation

bei 4 °C auf Agarplatten ausplattiert.
2.11 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde in Geréiten der Firmen Perkin Elmer oder
Biometra durchgefiihrt. Die fiir die PCR-Reaktionen eingesetzien Oligonukleotide werden als
Primer bezeichnet. Fiir einen 100 pl Ansatz wurden folgende Mengen eingesetzt:

Plasmid-DNA:20 ng

Primer: 10 ng/Base (d.h. fiir einen Primer mit 17 b 170 ng)
ix PCR-Puffer (Boehringer)
0,2 mM dNTP
2,5 u Tag-Polymerase (Boehringer) [EC 2.7.7.7]
Zykluszahl: 25

Fiir Fragmente bis zu einer L#nge von 2000 bp wurden folgende Reakiionsbedingungen
gewihlt: Die erste Denaturierung erfolgte 3 min bei 94 °C, in jedem weiteren Zyklus betrug die
Denaturierungsdauer 50 s. Die Temperatur fiir die Hybridisierungsreaktion wurde nach
folgender Formel bestimmit:

Ty, = (G/C) x 4 °C + (A/T) x 2 °C - Fehibasenpaarung x 4 °C - 4 °C.

Es wurde sitets die niedrigere Schmelziemperatur der beiden Primer fir die
Hybridisierungsreaktion gewahlt und 50 s beibehalten. Die Polymerisation erfolgte 50 s bei
72 °C.

PCR-Ansitze, in denen ganze Plasmide amplifiziert wurden, wurden 1 min 30 s bei 72 °C
inkubiert. Die Polymerisationszeit wurde bei jeder Wiederholung um 3 s verléngert. Zusitzlich
wurde bei diesen Reaktionen nach 15 Zyklen 2,5 u Taq-Polymerase zupipettiert und weitere 15
Zykien inkubiert.

Nach der PCR-Reakiion wurden alle Ansitze phenol/chloroform- und chioroformextrahiert
und mit Ethanol gefilli. Fir die Amplifizierung von mutierten DNA-Fragmenten wurden
Primer benutzt, deren Sequenz so verindert war, daf3 sie die gewiinschte Mutation erzeugten.
Teilweise wurden Mutationen mit PCR nach der Methode von Herlitze und Koenen (1990)
durchgefiihri. Die in dieser Arbeit benutzien Primer sind im Anhang aufgefihrt.
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2,12 In vitro Transkriptien

Die Transkription wurde mit linearisierten Plasmiden und SP6-RNA-Polymerase [EC 2.7.7.6]
durchgefithrt (Melton et al, 1984). Zur Erhohung der Transkripistabilitit wurde das
Dinukleotid m?G(5 )ppp(5)G zugegeben (Konarska et al.,1984). Etwa 5 g linearisierte DNA
wurde mit 30-50 u SP6-RNA-Polymerase (Promega), dem mitgelieferten Puffer, 10 mM DTT,
je 0,625 mM ATP, CTP, UTP, 0,625 mM m’G(5)ppp(57)G, 0,1 mM GTP und 100 u RNase-
Inhibitor 2 h bei 37 °C inkubiert. Die DNA wurde durch 30 min Inkubation mit 5 u DNase I
(RNase frei, Boehringer) abgebaut. Die RNA wurde durch je zwei Phenol/Chloroform- und
Chloroformexirakiionen gereinigt, mit Ethanol gefillt und in 0,1 M Trs/HCl pH 7.5
resuspendieri. Die Konzentration wurde durch Ethidiumbromid-Fluoreszenz bestimmt (2.6)
und auf 0,5 pg/pl eingestelit. Die RNA wurde bei -80 °C gelagert.

2.13 Hersteliung von Fusionsproteinen durch Transpeson-Mutagenese

Firr die Transposonmutagensse mit Tnphod, das die kodierende Sequenz der alkalischen
Phosphatase enthilt, und TalacZ, das die kodierende Sequenz der B-Galakiosidase enthilt,
wurden die Bakterienstimme CC202 bzw. CC170 (2.2) benutzi. CC202 besitzt ein Episom,

auf dem Tnphod kodiert, TnlacZ ist in das Genom des Bakterienstammes CC170 integriert.
Das Plasmid, das die kodierende Sequenz fiir den CNG-Kanal aus Rindersehstibchen enthielt,
mit dem die Fusionen hergestellt werden sollten, wurde in die entsprechenden
Bakterienstdimme transformiert. Die Bakterien wurden auf LB-Agar Platten ausgestrichen, die
30 pg/ml Kanamycin zur Selekiion auf das Transposon und 100 pg/ml Ampicillin zur Selektion
auf das Plasmid enthielten. Einzelne Kolonien dieser Transformation wurden in LB-Medium
resuspendiert. und auf LB-Agar Platten ausgestrichen, die 300 pg/ml Kanamycin und
100 gg/nﬂ “Ampicillin enthielten. Die hohe Xanamycinkonzentration selektionierte auf
Plasmide, - die ein Transposon integriert hatten, da diese in hoherer Kopienzahl repliziert
wurden und so auch die Resistenz stirker ausgeprigt sein muBte. Zusitzlich enthielten die
Agar-Platten 40 pg/ml des Substrats 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat bei Mutagenese mit
Tnphod bzw. 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-3-D-galactopyranosid bei Mutagenese mit TniacZ.
Hierdurch kann die funkiionelle Expression der Enzyme nachgewiesen werden. Diese
Substrate ‘werden von alkalischer Phosphatase bzw. B-Galaktosidase gespalten und vom
Lufisauerstoff zu dem Farbstoff Indigo oxidiert, der die Kolonien blau férbt. Blaue und auch
weiBle Kolonien wurden erneut auf LB-Agar Platten mit Kanamycin (30 pg/mi), Ampicillin
(100 pg/mi) und dem jeweiligen Substrat ausgestrichen, um Einzelkolonien zu erhalten. Diese
wurden in LB-Medium angezogen, um Plasmid Mini-Préiparationen (2.7.1) durchzufiihren. Die
 jeweilige Inseriionsstelie der Transposdns wurde durch Restriktionsanalyse und Sequenzierung

“bestimmit.
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2.14 Expression von Fusionsproteinen

Fiir die Expression der Fusionsproteine des cGMP-abhéngigen Kanals aus Rindersehstabchen
{(brCNGC) mit alkalischer Phosphatase (AP} wurden 5 m! LB-Medium mit Ampicillin (100
ug/ml) und 1% Glucose mit frisch transformierten CC118-Zellen beimpft und 4 h bei 37 °C
inkubiert. Zur Induktion wurde das Medium gegen LB-Medium mit Ampicillin ausgetauscht
und weitere 2 h bei 37 °C inkubiert. Die Expression der Fusionen des cGMP-abhingigen
Kanals aus Drosophila melanogaster (DmCNGC) mit AP erfolgte 6 h in 5 ml LB-Medium mit
Ampicillin (100 pg/ml) und 1 % Glucose. Die Expression der Fusionen der beiden Kanalgene
mit B-Galakiosidase (3Gal) erfolgte iiber Nacht. Nach der Expression wurden entweder die
Enzymakiivititen von AP bzw. BGal bestimmt (2.15) oder die Zellen fiir die weitere Analyse

durch Immunoblotting vorbereitet (2.16).
2.15 Aktivititsbestimmung der Reporterenzyme

Die Aktivitatsbestimmung der alkalischen Phosphatase [EC 3.1.3.1] erfolgie photometrisch mit
dem Substrat p-Nitrophenyl-Phosphat (Sigma) nach der Methode von Brickman & Beckwith
{1975). Die Aktivititsbestimmung der B-Galaktosidase [EC 3.2.1.23] wurde mit o-Nitrophenyl
8-D-Galaktose nach der Methode von Miller (1972) durchgefiihrt. Fiir beide Bestimmungen
wurden nach Expression der Fusionsproteine (2.14) 100 ul Zellen pellettiert und in 2 ml 1 M
Tris/HCl pH 8,0 fur die Akiivitaisbestimmung der AP bzw. in 2ml Z-Puffer (60 mM
NayHPOQy, 40 mM NaH,P0,, 10 mM KCl, 1 mM MgSO;, 50 mM B-Mercaptoethanol, pH
7,0) fiir die Aktivititsbestimmung der BGal resuspendiert. Mit einer Halfte des Ansatzes wurde
photometrisch die OD der Zellen bei 600 nm bestimmi. Zu der anderen Halfte wurden je 50 pl
0,1 % SDS und Chloroform gegeben, um die Zellen zu permeabilisieren (van Beilen et al,
1992). Die enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe von 100 ul 0,4 % p-Nitrophenyl-
Phosphat in 1 M Tris/HC! pH 8,0 (fiir AP) bzw. 100 pl 0,4 % o-Nitrophenyl B-D-Galaktose in
Z-Puffer (fir BGal) gestartet. Die Ansitze wurden bei 37 °C (AP) bzw. 28 °C (BGal)
inkubiert, bis-eine leichte Gelbfiirbung zu erkennen war. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 100 ul 1 M K,HPO, (AP) bzw. 100 ul 5M NayCO; (BGal) gestoppt. Nach kurzer
Zentrifugation (Eppendorfzentrifige) wurden die Extinktionen der Proben photometrisch bei
420 und 550 nm gemessen. Die Extinktion bei 550 nm ergab einen Korrekturfaktor fir die
Tribung, die durch Zellreste hervorgerufen wurde. Die Enzymaktivititen (u) wurden nach

folgender Formel bestimmt:

1000x OD420-1.75 x OD350 ¢ Verdunnungsfakior= u =
oo Inkubationszeit x QD600 '
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2.16 Immunologischer Nachweis von Proteinen (Western-Blot)
2.16.1 Gesamtzellextrakt und Fraktionierung von E coli Zellen

Fiir den Gesamtzellextrakt wurden gemaB einer ODgqq-Bestimmung ca. 5 x 108 Zellen in 25 pi
Ix SDS-Probenpuffer (0,8 % SDS, 0,5% p-Mercaptoethanol, 25 mM Tris/HCI pH 7,6,
6,25 % Glyzerin, 0,005 % Bromphenolblau) resuspendiert.

Die Fraktionierung von Zellen wurde, wie von Manoil & Beckwith (1986) beschrieben,
durchgefiihrt.

Vor der Aufirennung der Proteine in PAA/SDS-Gelen wurden die Proben 10 min bei 95 °C
denauriert.

E“

2,16.2 Gelelektrophorese und Transfer von Froteinen

Die elektrophoretische Trennung der Proteine wurde nach Laemmli (1970) in 10 %igen
PAA/SDS-Gelen (Verhiltnis Acrylamid:Bisacrylamid 37,5:1), die eine Dicke von 1 mm hatten,
durchgefithrt. Hierfiir wurde eine Minigel Twin Xammer (Biometra, Goitingen) benuizt. Die
Elekirophorese erfolgte bei 20 mA, bis die Bromphenolblau-Lauffiont den unteren Gelrand
erreicht hatte.

ransfer der Proteine wurde mit einer Biometra Fast Blot B33 Kammer nach Angaben des

Der lemu;i GeY

Herstellers 30 min bei 5 mA/cm? Gelfliche durchgefilhrt. Als Blotfolie diente Immobilon P
(Millipore).

2.16.3 Iimmunelogischer Nachweis

Nach dem Blotten wurde der Bereich des Lingenstandards (2.3) abgeschnitten und Amido-
Schwarz ( 0,1 % Amidoschwarz, 45 % Methanol, 10 % Essigsure, 45 % H,0) gefarbt. Der
Rest des Blots wurde 1 h bis @iber Nacht in TBS/2 % Milchpulver inkubiert, kurz in TBS
(137 mM NaCl, 3 mM KCl, 25 mM Tris/HCI pH 8,0} gewaschen und fir mehrere Stunden mit
einern monoklonalen Aniikérper gegen alkalische Phosphatase aus . coli (Medac), der 1:500
in TBS verdiinnt wurde, inkubjert. Nach dreimaligem Waschen in Wasch-TBS (TBS/0,1 %
Milchpulver) fiir je 10 min wurde der Blot mit einem sekundéren Antikorper (Amersham), der
mit dem Enzym Meerrettichperoxidase gekoppelt war, inkubiert. Der sekundire Antikérper
wurde in Wasch-TBS 1:1000 bis 1:5000 verdinnt. Nach mehrmallgem Waschen mit Wasch-
TBS fiir je 10 min, wurde der Nachweis der Proteine mit dem ECL-Kit (Amersham) nach

Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
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2.17 Immunzytochemischer Nachweis von Proteinen in Xenopus-Oozyten

In vitro transkribierte cRNA. wurde in Xenopus laevis Qozyten injiziert (~ 50 nl/Oozyte) und
die Cozyten zwei bis drei Tage in antibiotikahaltigem Barths-Medium (88 mM NaCl, | mM
KCl, 2,4 mM NaHC0O;, 0,82 mM MgS0,, 0,3 mM Ca(NOs3)2, 0,41 mM Cally, 15 mM
HEPES pH 7.4, 103 u/ml Penicillin, 0,1 mg/mi Streptomycin, 0,004 mg/mi Zinazef, 0,1 mg/mi
Gentamycinsulfat) bei 19°C inkubiert. Die QCozyten wurden fir 2 bis 4h in 4%
Paraformaldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,4 fixiert und anschiieBend zweimal 5 min in
0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,4 (PB) gewaschen. Nach einer Inkubation von mindestens 2 h in
10 % Sucrose in PB wurden sie in 30 % Sucrose in PB berfithrt. Die Cozyten wurden in
Einbettmedium (Tissue Tek, Miles Inc, USA) so eingefroren, daB die Aquatorialebene
senkrecht zur Schnittebene Iag und mit einem Kryostat (2800 Frigocut E, Reicheri-Jung)
geschnitten. Die Schnittdicke betrug 20 um, Die Schnitte wurden auf Objekttriigern 5 min mit
4 % Paraformaldehyd in PB fixiert und in PB gewaschen. Nach einer einstlindigen Inkubation
mit Priinkubationslésung {10 % Ziegen-Serum (Sigma), 0,5 % Triton-X100 in PB) wurden die
Schnitte kurz in PB gewaschen und iiber Nacht mit verschiedenen, gegen brCNGC gerichteten,
primaren Antikdrpern, die in 5 % Ziegen-Serum, 0,5 % Triton-X100 in PB verdinnt wurden,
inkubiert. Die Objekttriger wurden zweimal 15 min in PB gewaschen und 1,5h mit den
sekundéren Antikérpern, die mit Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) gekoppelt waren, inkubiert.
Die Schnitte wurden erneut zweimnal 15 min in PB gewaschen und nach Eindecken in Mowiol
488 Eindeckmedium {10 % Mowiol (Hoechst), 40 % Glyzerin, 100 mM Tris/HCl pH 8,5)
unter dem Mikroskop {Axiovert 135, Zeiss) bei einer Anregungswellenlinge von 365 nm
analysiert.
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3. Ergebnisse

Zur Untersuchung der transmembranalen Topologie der ¢-Untereinheiten von CNG-Kanilen
wurden Genfusionen mit zwei Reporterenzymen - alkalischer Phosphatase und
B-Galaktosidase - konstruiert. Hierflir wurden zwei verschiedene Methoden benutzt:
Transposon-Mutagenese und zielgerichtete Mutagenese. Nachdem die Fusionsproteine in
E. coli exprimiert worden waren, wurde die Aktivitit des jeweiligen Reporterenzyms bestimmt.
Aus dem Ergebnis konnte auf Membranstindigkeit und Crientierung der einzelnen putativen
transmembranalen Segmente geschlossen werden.

Aminoséure- und Nukleinsiuresequenzen der Kanalproteine sind im Anhang wiedergegeben.
Die Numerierung der Aminosiuren und der Nukleotide beginnt jeweils mit dem Start-
Methionin bzw. dem 1. Nukleotid des Start-Codons.

3.1 Konstruktion der Expressionspiasmide filr brCNGC und BDmCNGC

Die kodierenden Sequenzen der cGMP-gesteuerten Ionenkanile aus Rindersehstibchen
(brCNGC) und Drosophila melanogaster (DmCNGC) wurden in Plasmide subkloniert, die 5'-
wirts threr multiplen Klonierungsregion /ec-Promotoren enthalten. In Gegenwart des lac-
Repressors wird dic Transkription von diesen Promotoren gehemmt. Die Repression wird
durch die Anwesenheit von Glucose im Medium unterstiitzi ("Catabolit-Repression"). In
Abwesenheit von Glucose kann die Transkription durch IPTG, ein Induktor, der an den lac-
Repressor bindet, induziert werden. Dadurch ist eine gezielte Expression moglich.

Die kodierende Sequenz von brCNGC wurde mit den Restriktionsendonukleasen Afl 1T (bp
-28) und Hpa II (bp 2140) aus pRCG1 (Kaupp et al,, 1989) ausgeschnitten. Die Enden des
Fragmentes wurden durch Behandlung mit Kienow-Fragment geglattet (2.8.1) und in einen mit
Sma I geschnittenen pUC18 Vektor subkloniert. Dieses Plasmid (pbrCNGC1) wurde fiir die
Transposon-Mutagenese mit Tnphod und TnlacZ benutzt (3.2). Fir die Herstellung der
verschiedenen Fusionskonstrukte durch gerichtete Mutagenese (3.3) wurden die 28 bp des 5
nicht-kodierenden Bereiches des Kanalgens deletiert, so daB3 das Start-Codon der ¢cDNA von
brCNGC im Leserahmen mit den ersten elf Codons fiir das o-Peptid des lacZ-Gens (Yanisch-
Perron et al., 1985) fusioniert wurde. Die Deletion erfolgte durch eine inverse PCR (Hemsley
et al, 1989). Die Primer waren so ausgerichtet, daB durch die PCR-Reaktion das ganze
Plasmid bis auf die 28 bp der nichi-kodierenden Region amplifiziert wurde (Abb.4). Bei dieser
PCR-Reaktion wurde die Dauer der Polymerase-Reaktion bei jedem Zyklus um 3 s verlingert
(2.11). Die Enden des PCR-Produktes wurden mit Kienow-Fragment behandelt (2.8.1) und
phosphoryliert (2.8.2). Das Fragment wurde elekirophoretisch getrennt (2.9.3), aus dem
Agarosegel eluiert (2.9.4), religiert (2.10.1) und in XI.1-Blue transformiert (2.10.2). Fur die
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weitere Klonierung wurde das Fragment, das von der Sac I Erkennungsstelle in der multiplen
Klonierungsregion des Plasmides bis zu der Hpa I Erkennungsstelle (bp 267 in brCNGC)
reicht, nach Sequenzanalyse gegen das Sac I/Hpa I Fragment von pbrCNGC1 ausgetauscht.
Das so entstandene Plasmid pbrCNGC2 unterscheidet sich von pbrCNGC1 nur durch die 28 bp
iange nicht-kodierende 5°-Region von brCNGC1.

Sma I*

Eco RI Sac I Kpn T Start
GAATTCGAGCTCGGTACCCTTAAGCAACCARAGATATTARAACTAACCATGAAGRAAGTGATTAT

-

<

#480 #479

Abb. 4: 5°-Klonjerungsstelle von pbrCNGC1: Die Sequenz ist ab der Eco RI Erkennungsequenz in der
multiplen Klonierungsregion von pUCI® bis einschlieBlich der ersten 17 bp von brCNGC dargestellt. Das
Start-Codon von brCNGC ist unterstrichen. Die beiden gegenliufigen Primer, # 479 und # 480, die fir die
Deletion von 28 bp in der nicht-kedierenden 5-Region benutzt wurden, sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Ein
Sternchen bezeichnet dic zerstérte Sma I Erkennungssequenz. Die Sac I Schnitistelle wurde fiir die Kionierung
des Sac I/Hpa I-Fragmentes benutzt; die Kpn I Schnittstelle diente zur Klonierung von boHI-AP und boH1-p
Gal (3.5.1).

Fir die Konstruktion der gezielten Fusionen mit DmCNGC (3.3) wurde das Plasmid
pDmMCNGC (Baumann et al.,, 1994) benutzt. Die cDNA von DmCNGC ist in die Bam HI und
Eco RI Klonierungsstellen von pBluescript SK- inseriert. Dieses Plasmid enthalt eine Xval
Erkennungssequenz in der multiplen Klonierungsregion direkt 5'-wérts der Bam HI
Klonierungsstelle. Da alle gerichteten Fusionen mit alkalischer Phosphatase und B-
Galaktosidase mit Hilfe von singuliren Xba I Restriktionsschnittstelien konstruiert werden
sollten, muBte die Erkennungssequenz zerstért werden. Hierzu wurde das Plasmid mit Xba I
und Bam HI geschnitten (2.9.1), die Enden mit Klenow-Fragment geglitiet (2.8.1) und
religiert (2.10.1). Hierdurch wurde die Xba I Erkennungssequenz zersidrt, die Bam HI
Erkennungssequenz blieb jedoch erhalten. Gleichzeitig entstand eine Fusion des Kanal-Gens im
Leserahmen mit den ersten 27 Codons des o-Peptids des JacZ-Gens. Dieses Plasmid wurde als
pDmCNGCX bezeichnet. RN '
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3.2 Herstellung von Fusionsproteinen mit brCNGC durch Transposon-Mutagenese
3.2.1 Fusionen der alkalischen Phosphatase mit brCNGC mittels TnphoA

Das Transposon Taphod (Manoil & Beckwith, 1985) tragt das Kanamycin-Resistenzgen, die
Insertionssequenzen IS50; und IS50g, die die Integration in fremde DNA ermoglichen, sowie
am 5-Ende von IS50; die kodierende Sequenz der alkalischen Phosphatase aus E. coli
(Abb.5). Enischeidend fir diese Fusionsmethode ist das Fehlen der Signalsequenz der
alkalischen Phosphatase. Inseriert das Transposon in kedierende Sequenzen anderer Proigine,
konnen Fusionsproteine entstehen. Kodieren die Sequenzen, die dann 5 -wirts der alkalischen
Phosphatase liegen, fiir Signalpeptide oder transmembranale Segmente mit Signalsequenz-
charakier, entsteht akfive alkalische Phosphatase, da dicse Sequenzen die Aufgabe des
fehlenden Signalpeptides {tbernehmen und die alkalische Phosphatase ins Periplasma
transporiieren. Fusionen mit Stop-Transfersequenzen oder Bereichen, die keine
Transportfihigkeit besitzen, fithren zu inaktiver alkalischer Phosphatase.

Pho A Xho | Xhol
Xho |

2 Kanamycin® |

150 | 1850 1

A Lttt

CTGACTCTTATACACAAGTAGCGTCCTGGAC C
s ¥y * ¢ VvV A 8§ W T E P F

“GGAACCTTTCCCGTTTTGCCCTETTOTG. -
P

B = T v B ¢

Abb. 3: Struktur von Tophed: Das Transposon Tnphod trigt am 5'-Ende von IS50; die kodierende Sequenz
fiir die afkalische Phosphatase aus £. coli (phod). Die Insertionssequenzen IS50; und 1850, sind schraffiert
dargestellt, das Kanamycinresistenzgen als Linie. Tnphod besiizt cine Gréfie von etwa 7.5 Kbp. Am unteren
Rand ist die Nokleotid- und die davon abgeleitete Aminosiuresequenz des 5'-Endes des Transposons gezeigt.
Nach einem Inseriionsvorgang bildet dieser Bereich den Ubergang zwischen dem zu untersuchenden Gen und
der kodierenden Sequenz der alkalischen Phosphatese. Der Leserahmen liegt so, daB das erste vollstindige
Codon bp 3-5 (umterstrichen dargestellt) umfafit. Daher bestimmt das 3 -wiris letzte Nukleotid des zu

- untersuchenden Gens die erste Aminosiure dieser Verbindung. Die vier moglichen Aminosduren sind
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angegeben. Die eingezeichneten Xho I Schnitistellen wurden fiir die Verkiirzung der Fusion brH4-AP benutzt
(3.3.1).

Die Fusionen zwischen brCNGCI1 und Tnpkod wurden, wie unter 2.13 beschrieben, isoliert. Es
wurden jeweils mehrere blaue und weifle Kolonien in LB-Kulturen angeimpft und Plasmid-
Mini-Préparationen (2.7.1) durchgefiihrt. Die erhaltene Plasmid-DNA wurde mit Hind IIT und
Eco RI geschnitten. Tnphod besitzt zwei Eco RI Erkennungssequenzen im kodierenden
Bereich der AP und jeweils eine Hind T Erkennungssequenz in IS50; und IS50g. pbrCNGCI
besiizi eine Eco RI Schuiitstelle 5-wirts der Sma 1 Kionierungsstelle der ¢cDNA und eine Hind
ITT Schnittstelle 3"-wirts der Klonierungsstelle. Anhand des Restrikitonsmusters konnte
bestimmt werden, ob Tnphod in die kodierende Sequenz des Kanals inseriert war. Um die

genaue Insertionsstelle festzustellen, wurden die Plasmide sequenziert (2.9.2).

: : . aldiv
ekl angy  aktiv lv

\ \

extrazeliular

intrazellular

&/ inalktiv

inaktiv —a
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Abb. 6: Insertionsstellen von Tnphod in brCNGC. Die bei den verschiedenen Klonmen gefundenen
Insertionsstellen in brCNGC sind in dem Topologie-Modell (s. auch Abb. 2) durch Pfeile dargestellt. Es ist
jeweils angegeben, ob aktive oder inaktive alkalische Phosphatase entstanden ist.. - -




Es wurden sieben Xlone mit Insertionen im Kanalgen gefunden, die eine blaue Koloniefirbung
verursachten, also eine akiive Phosphatase besaflen (2.13). Bei einem Klon lag die
Fusionsstelle bei Tyrosin 352, zwischen der putativen Transmembranregion H4 und der Pore.
Sechs weitere Klone zeigten eine Insertionsstelle bei Tyrosin 332, ebenfalls zwischen H4 und
der Pore (Abb.6).

Bei den Fusionen mit weifler Koloniefarbe, also inaktiver AP, lagen die Insertionsstellen im N-
terminalen Bereich bei Histidin 58 und bei Asparagin 88 und im Bereich zwischen H1 und H2
bei Leucin 190 und Tyrosin 197. Zusitzlich gab es noch mehrere Klone, bei denen die
alkalische Phosphatase nicht im Leserahmen fusioniert war und deshalb nicht exprimiert
werden konnte.

Die Ergebnisse dieser Fusionen zeigen, dal die transmembranaie Region H4 von brCNGC als
Signalsequenz fungieren kann, H1 jedoch nicht,

3.2.2 Fusionen der B-Galaktosidase mit brCNGC mittels TnlacZ

TnlacZ (Manoil, 1990) entspricht im Aufbau TnphoA. Hier Hegt im 5"-Bereich von IS50;
jedoch die kodierende Sequenz fiir die B-Galakiosidase (Abb. 7). Fusionen C-terminal von
transmembranalen Bereichen, die Signalsequenzcharakier haben, fihren zu inaktiver B-
(Galakiosidase, Fusionen in anderen Bereichen zu gktiver B-Galakiosidase, da das Enzym nur
im Zytoplasma von E. coli aktiv ist. Da die Eigenschaften der Fusionen mit B-Galaktosidase
bzw. alkalischer Phosphatase zueinander komplementir sind, konnen sie als gegenseitige
Kontrolle genutzt werden.

Das Plasmid brfCNGC1 (3.1) wurde in den E. coli Stamm CC170 transformiert und die
Transposon-Mutagenese mit TnlocZ wie unter 2.13 angegeben durchgefihrt. Mehrere blaue
und weiBe Kolonien wurden in LB-Kuliuren angeimpft und Plasmid Mini-Préparationen
hergestellt. Die erhaltene Plasmid-DNA wurde mit Hind II geschnitten, um anhand einer
Restriktionskarie die Plasmide zu ermitteln, die das Transposon im Kanalgen enthielten.
TnlacZ enthilt zwei Hind Il Schnittstellen, porCNGC]1 enthilt eine Hind III Schaittsteile in
der 3'-wérts vom Insert liegenden multiplen Klonierungsregion. Die Restriktion mit einem
Plasmid, in das TnlacZ inseriert ist, ergab ein charakieristisches 3,3 kbp Fragment, das den
miftleren Teil des Transposons beinhaltete. Aus der Lange der zusitzlich entstandenen
Fragmente, konnte geschlossen werden, ob die Insertion im Kanalgen erfolgt war. Die exakten

Fusionsstellen von brCNGC mit TnlacZ wurden durch Sequenzierung bestimmt.
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CTGACTCTTATACACARGTAGCGTCCTGGACGGRACCTTTCCCGTTTTCCATCCAGGGGGATCCC
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Abb. 7: Struktur von TnlacZ: Das Transposon Tn/acZ trigt am 5'-Ende von IS50; die kodierende Sequenz fiie
die B-Galakiosidase aus E. coli (lacZ). Es besitzt eine Grobe von ca. 8,3 kbp. Die Insertionssequenzen IS50;
und IS50; sind schraffiert dargestellt, das Kanamycinresistenzgen als Linie. Am unteren Rand istdie
Nukleotid- und dic davon abgeleitete Aminosiuresequenz des 5'-Endes des Transposons gezeigt. Nach einem
Insertionsvorgang bildet dieser Bereich wie bei Tnphod den Ubergang zwischen dem Fremd-Gen und der
kodierenden Sequenz der B-Galaktosidase. Das letzte Nukleotid des Fremd-Genes bestimmt die erste
Aminosiure des Verbindungsstiickes. Die eingezeichneten Aat 1l und Hind IH Schnitistellen Wden fur die
Subklonierung der kodierenden Sequenz der B-Galaktosidase benutzt. Der unterstrichene Teil der angegebenen
Nukleinsiuresequenz zeigt den Bereich, der fiir die Subkionierung zu einer Xba I Erkennungssequenz mutiert

wurde (3.3.2).

Es wurden fiinf verschiedene aktive Fusionen gefunden. Zwei Fusionsstellen liegen im N-
Terminus bei Glutamin 72 und Glutamin 78, eine Fusionsstelle im C-Terminus bei
Aspartat 633, eine bei Glutamat 462, kurz vor der cGMP-Bindungsstelle und eine bei
Asparagin 300, am Anfang von H4 (Abb. 8). Bei allen inaktiven Fusionen war die Insertion
nicht im Leserahmen erfolgt. - o o .

Die aktiven B-Galaktosidase-Fusionen zeigen, dafi sowohl der N-Terminus als auch der C-
Terminus sowie die ¢GMP-Rindungsstelle im Zytoplasma liegen. Fusionen mit anderen
Bereichen, insbesondere der mittleren Region des Kanalproteins, die die transmembranalen

Segmente enthilt, wurden nicht gefunden.

-6 -




extrazellutar

HT H2 |H2 |S4. | H4 H5
intrazellular
o) aktiv skiiv
akiiv
A/
a— akiiv
NH, - akiiv

COOH

Abb.8: Insertionsstellen von TnlacZ in brCNGC. Die bei den verschiedencn Klonen gefundenen
Insertionssicllen in brCNGC sind in dem Topologie-Modell (s. auch Abb. 2) durch Pfeile dargesiellt; alle
Fusionen enthielien akiive p-Galaktosidase. .

3.3 Gezieite Fusionen ven brCNGC und DmCNGC mit alkalischer Phosphatase bzw. -
(zalaktosidase

Bei den Fusionsexperimenten mit Tnphod und TnlacZ waren nur wenige Fusionen auBerhalb
NGC gefunden worden. Um durch gezielte Fusionen jedes der

A Wl Fo AALIVIEALS

P )
der N- und C-Termini von |

vorhergesagten transmembranalen Segmente zu untersuchen, wurde die Methode - der
n Mutagenese eingesetzt. Zusitzlich zu brCNGC wurde auch der zyklisch-Nukleotid-.
gesteuerte Tonmenkanal aus Drosophila melanogaster untersucht. Als Fusionsstelle wurde
jeweils das Ende einer putativen exirazelluldren bzw. intrazelluliren Schieife des Kanalproteins.
gewihlt, da nicht nur transmembranale Segmente, sondem auch die Bereiche C-terminal dieser:
Segmente, topogene Determinanten tragen konnen (von Heijne, 1986a; Traxler et al, 1993

Boyd 1994; Abb. 9). -
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brH1 brH3 brH4
DimKi DmH3 DimH4 brPO

extrazellular
H1 | H2 | 13| s4
intrazelflular
151 % 182 % cGMP-Bindungs-
brH2 brS4 stelle
BmH2 bBms4
2
brH8

S
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Abb.9: Fusionsstellen der verschiedenen Fusionsproteine von brCNGC und DmCNGC mit alkalischer
Phosphatase und B-Galakiosidase. Die Pfeile weisen in dem Topologie-Modell auf die verschiedenen Stellen an
den Enden der inira- und extrazelluliren Schleifen, wo die Fusionsgrenze zwischen Kanalprotein und

Reporterenzym liegt. Die Namen der Fusionen sind angegeben. Die einzelnen Segmente sind durchnumeriert:

transmembranale Segmente HI-H5, exirazelluliive Schieifen (ES) 1-4 und intrazeliuldre Schileifen (I8) 1 und 2.

3.3.1 Konstruktion der Fusionen von brCNGC und DmCNGC mit phod

Als ‘Spender fur die kodierende Sequenz der alkalischen Phosphatase wurde das Plasmid
pSWF IT (Ehrmann et al., 1990) benutzt {(Abb. 10a), auf dem sich die Sequenz fiir die gereifie
Phosphatase ohne Signalsequenz befindet. Das Plasmid enthalt singuldre Schnittstellen, mit
denen die kodierende Sequenz isoliert und direkt fiir Fusionen eingesetzt werden kann. Da die
kodierenden Sequenzen beider Kanal-Proteine keine Erkennungssequenzen fiir Xba I besitzen,
wurde diese Schnitistelle fiir die Konstruktion der Fusionien benutzi. Die Klonierung wurde fiir
alle Fusionen nach dem gleichen Schema durchgefiihrt. Die Fusionen brH1-AP und DmH1-AP,
d.h. Fusionen mit alkalischer Phosphatase in der extrazelluldren Schieife hinter Hi (ES 1,
Abb. 9), werden exemplarisch beschrieben. Bei den Bezeichnungen der Fusionskonstrukte ist
jeweils angegeben, ob sie als Kanalprotein-Anteil brCNGC (br) oder DmCNGC (Dm)
enthalten. Dahinter ist die transmembranale Region angegeben, deren Signalsequenzcharakter
itberpriift werden solite. Nach dem Bindestrich folgt jeweils der Fusionspartner AP bzw. pGal.
Ein p vor der Bezeichnung gibt an, dal das Plasmid gemeint ist.
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b)

5‘-Bereich von pho A

Hind III Pst I Sal I Xba I Bam HI Sma I Kpn I

A AGC TTG CAT GCC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCT GAC TCT |
s::'i."'_H ¢ ¢ R s T L E D P R V P D S

3"~Bereich von phe A:

 Bst EII Bam HI Hind ¥II Xba I HKpn I Eco RV

CTG AAA GGT TAC CGG ATC CCA AGC TTC TTC TAG AGG TAC CGC ATG CGA TAT CGA GCT
' ¢ Y R I P S F F STOP

Abb. 10: a) Karfe von pSWF IL Die Schnitistelien der multiplen Xlonierungsregion, der Bereich der
kodierenden Sequenz der alkalischen Phosphatase ohne Signalsequenz und das Gen fiir die B-Lakiamase sind
dargestelit. b) Die multiplen Klonierungsregionen der kodierenden Sequenz der alkalischen ?hosphatase am 5'-
und 3'- Ende mit den davon abgeleiteten Aminosiuresequenzen sind dargestellf Dic unterstrichenen
Schniristellen wurden in dieser Arbeit zur Klonicrung eingesetzt (3.3.1, 3.4.1 und 3.6.1).

Fir die Konstruktion von brH1 wurde eine PCR-Reaktion mit pbrCNGC2 (3.1) als Mairize
durchgefithri, bei der mit Hilfe des 3"-Primers # 521 eine Xba I Erkennungssequenz 3 -wirts
des Codons fur Y194 eingefihrt wurde, so daB die kodierende Sequenz fir die alkalische
Phosphatase im Leserahmen kloniert werden konnte. Als 5'-Primer wurde #37, der von bp 164
bis bp 181 in brCNGC hybridisiert, benutzt. Er diente auch bei allen anderen brCNGC-
Fusionen als 5-Gegenprimer. Das amplifizierte Fragment wurde mit Hpa I (bp 267 in
brCNGC) und Xba I geschnitten. Zur Herstellung des Vektorfragments wurde pbrCNGC2 mit
den gleichen Enzymen geschnitten. Die hier benutzte Xba I Erkennungssequenz liegt in der
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multiplen Klonierungsregion 3'-wirts vom brCNGC-Insert. Durch die Insertion des PCR-
Fragmentes wurde der 3'-wirts von der eingefiigten Xba I -Erkennungssequenz gelegene Teil
von brCNGC deletiert. pbrH1 wurde mit Xba I geschnitten und die Enden dephosphoryliert
(2.8.3). Die kodierende Sequenz der alkalischen Phosphatase, die ebenfalis mit Xba 1 aus
pSWF 11 ausgeschnitten worden war, wurde in den geschnittenen Vekior subkloniert. Dieses
Plasmid wurde als pbrH1-AP bezeichnet. Zur Bestimmung der Orientierung des Inserts wurde
im Bereich der phoAd-Klonierungsstelle sequenziert. Zusitzlich wurden bei allen Klonen die
durch PCR entstandenen Fragmente sequenziert. Die Strategie dieser Klonierung ist in Abb. 11
veranschaulicht. o

Fiir die Fusion brfi4-AP wurde die nach Transposon-Mutagenese isolierte Fusion benutzi, bei
der die alkalische Phosphatase hinter Y352 inseriert war (3.2.1). Das Plasmid wurde mit Xho I
geschnitten und das Vektorfiagment religiert. Hierdurch wurde ein grofler Teil des
Transposons entfernt, ohne daB die Sequenz fiir das Fusionsprotein beeinfluflt wurde (van
Beilen et al., 1992; Abb. 5). Das Plasmid pbrPO wurde fiir die Subklonierung von psoAd bzw.
lacZ in dem Bakterienstamm GM4 (2.2) angereichert, um unmethylierte DNA zu erhalten.

Die Kionierung von Dmi1-AP wurde entsprechend der Klonierung von brHI-AP
durchgefiihrt. Mit dem 3"-Primer wurde hier wiederum eine Xba I Erkennungssequenz 3'-
wirts des Codons fiir A138 eingefiihrt, so daf3 die alkalische Phosphatase im Leserahmen
kloniert werden konnte. Als 5'-Primer diente hier der "reverse” Primer, der am 5'-Ende der
multiplen Klonierungsregion von pBluescript SK- hybridisiert. Die Matrize war pDmCNGCX
(3.1). Das so erhaitene Fragment wurde mit Sac I, dessen Erkennungssequenz am 5-Ende der
multiplen Klonierungsregion liegt, und Xba I geschnitten und in einen ebenso geschnittenen
pBluescript SK- Vektor subkloniert. Die Subklonierung von phod erfolgte wie oben
beschrieben.

Die genauen Klonierungsstellen der anderen Fusionen mit alkalischer Phosphatase und [-
Galaktosidase sind in Tabelle 1 {3.3.3) angegeben. Zusiizlich sind die jeweiligen Fusionsstellen
in Abb. 9 und im Anhang dargestellt.
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— Hind it
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#5211
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PCR-Fragment A ///A/

Xhal .
Smai*
J/ HPE i Xbal
: _ S 7| Hind I _
~ Hpal _ — 2 N l - :I.' """" Vektorfmgmeni
SOR Fragment o LRI RO Lo .
nachgeschniiten
Hpal Xbal
Hind i
N ’///////////////////////,////4’:"4 e pbrH1
+ lacZ (8Gal) l - ) j/ + phoA (AP)
Smal*
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Ko RGal
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Abb. 11: Schematische Darsteltung der Klonierung von brH1-AP und brii-pGal. Die Klonierung erfolgte wie
im Text beschrieben. Es sind nur die benutzien Restriktionsschniitstellen eingezeichnet. Sma I* kennzeichnet
die durch die Xlonierung von pbrCNGC2 zerstorte Sma [ Schnitistelle. Mit ATG ist das Stari-Codon von
brCNGC bezeichnet, das X ither Primer # 521 deutet die eingefiihrte Xba 1 Erkennungssequenz an. Die
Kionierung von DmH1-AP und DmH1-BGal wurde entsprechend durchgefithrt. Hier wurde jedoch keine
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interne Schnitistelle (Hpa I) sondern eine Schniitstelle im 5°-Bereich der multiplen Klonicrungsregion von

pDmCNGCX (Sac I) benmizt.

3.3.2 Konstrukiion der Fusionen von brCNGC und DmCNGC mit lacZ

Da die kodierende Sequenz der B-Galaktosidase nicht auf einem Plasmid mit geeigneten
Schnittstellen fiir die Subklonierung zur Verfligung stand, wurde die BGal-Sequenz von
TnlacZ in pBluescript SK- subkloniert und am 5'-Ende mit einer Xba I Erkennungssequenz
versehen.

Die ersten 709 bp von TnlecZ wurden in einer PCR-Reaktion amplifiziert, wobei am 5'-Ende
gine Xba I Erkenmmgssequenz eingefiihrt wurde (Abb. 7), die im gleichen Leserahmen lag, wie
die Xba I Erkennungssequenz am 5'-Ende der kodierenden Sequenz der alkalischen
Phosphatase aus pSWFII (Abb. 10b). Als Matrize wurde das Plasmid benutzt, bei dem die
Fusion von TnlacZ hinter E462 erfolgt war. Die Enden des so gewonnenen Fragmentes
wurden mit Klenow-Fragment behandelt, das Fragment mit Xba I geschnitten, in einen mit Xba
I und Eco RV geschnitienen pBluescript SK- Vektor subkloniert und anschlieBend sequenziert.
Fiir die Subklonierung des zweiten Teiles des /acZ Gens wurde das als Matrize benutzte
Plasmid mit Aat I und Hind ITI geschnitten. Die Aat II Erkennungssequenz befindet sich bei
bp 676 von TnlacZ und war somit auch schon in dem ersten, durch PCR amplifizierten Teil
enthalten. Die Hind ITI Schnittstelle liegt in der Insertionssequenz IL50; des Transposons
(Abb. 7). Das Plasmid mit dem ersten Teil von JocZ wurde ebenfalls mit Aat II (bei bp 676 von
TnlacZ) und Hind II (in der multiplen Klonierungsstelle) geschnitten und der 3'-wirts
gelegene Teil von JacZ subkloniert. Das entstandene Plasmid wurde mit pBlacZ bezeichnet.
Die Xlonierung ist in Abb. 12 veranschaulicht.

Die eigentliche Subklonierung der kodierenden Sequenz der B-Galaktosidase 3'-wirts der
putativen transmembranalen Regionen von brCNGC und DmCNGC erfolgte 0ber die am 5'-
Ende eingefligte Xba I und die in 1850 gelegene Hind III Schnittstelle. Die kodierende
Sequenz der alkalischen Phosphatase wurde mit Xba I und Hind I, deren Erkennungsstelien
jeweils an den 5'- und 3'-Enden von phod liegen, ausgeschnitten. Die kodierende Sequenz der
B-Galaktosidase, die mit den gleichen Enzymen aus pBlacZ ausgeschnitten worden war, wurde
anschlieBend in das jeweilige Vektorfragment ligiert. |
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Abb. 12: Schematische Darstellung der Subklonierung der kodierenden Region der p-Galaktosidase aus TnlgcZ
{Abb. 7) in pBluescript SK-. Die Primer fiir die PCR sind durch Pfeile gekennzeichnet, die Nummern
enisprechen den im Anhang benuizien Bezeichnungen. Zusitzlich zu den benutzten Schaiitstellen sind noch
5 ﬁnd 3% wirts der Einklonierungsstelle Schittstellen zur Orientierung in der multiplen Konierungsregion

von pBluescript SK- angegeben. - .~ .
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3.3.3 Enzymakiivititen der Fusionsproteine von brCNGC und BPmCNGC mit alkalischer
Phosphatase (AP) bzw. B-Galaktosidase (BGal)

Die Expression der Fusionsproteine und die Aktivitdtsbestimmung des jeweiligen
Reporterenzyms, alkalische Phosphatase (AP) oder B-Galaktosidase (BGal), wurde, wie unter
2.14 und 2.15 beschrieben, durchgefithri. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefafit.
Die Fusionen von brCNGC mit AP in den putativen extrazelluliren Schleifen (ES) 3 und 4
(Abb. 9) zeigten hohe Phosphataseaktivitit, wohingegen die dazugehorige BGal-Fusion in ES 4
kaum Aktivitat zeigte. Die AP-Fusionen in ES 1 und 2 wiesen keine Aktivitat auf. Hier zeigien
die dazugehdrigen BGal-Fusionen hohe Akiivitat. Alle AP-Fusionen in den putativen
intrazelluldren Schleifen (IS) waren inaktiv und die entsprechenden BGal-Fusionen aktiv. Die
AP-Fusion N-terminal von der c¢GMP-Bindungsstelle (brH5-AP} war inaktiv, dis
entsprechende BGal-Fusion aktiv. Die Ergebnisse dieser Fusionen zeigen, dafl sowohl H4 als
auch H5 transmembranale Segmente darstelien. H1, H2, H3 und S4 konnten jedoch nicht als
transmembranale Segmente identifiziert werden. '

Die Fusionen von DmCNGC mit AP in den exirazelluliren Schleifen 1, 3 und 4 zeigten hohe
Aktivitit, die dazugehorigen BGal-Fusionen zeigten keine Aktivitit. Die AP-Fusion in ES 2
zeigte keine Aktivitit, wohingegen die dazugehorige BGal-Fusion aktiv war, genau wie bei
brH3-AP und brH3-BGal. Die Fusionen mit AP in IS 1 und 2 waren inaktiv, die
entsprechenden BGal-Fusionen aktiv. Die Enzymaktivititen der verschiedenen Fusionen mit
DmCNGC zeigen, daB sowohi H4 und HS5, als auch H1 iransmembranale Segmente darstellen,
wohingegen die Existenz der Segmente H2, H3 und S4 nicht gezeigt werden konnte.

Die Bakterienzellen des Stammes CC118, die mit den Plasmiden pDmH4-AP bzw. -BGal und
pDmPO-AP bzw. -BGal transformiert waren, wuchsen nur sehr langsam. AuBerdem gab es
Hinweise, daB diese Plasmide wihrend der Anzucht der Kulturen verloren gingen. Diese
Fusionsproteine wurden daher zusitzlich in XL1-Blue exprimiert. Dieser Bakterienstamm
bildet durch eine Mutation im lac/-Promotor etwa 10 mal mehr Jac-Repressor. Dies bewirkt,
dall der locZ-Promoter des Expressionsplasmides stdrker reprimiest wird, so dafl die
Transkription im nicht induzierten Zustand noch drastischer gehemmt ist. Erst nach der
Induktion, wenn die Bakterienkulturen schon eine grofere Dichte haben, seizi die Expression
der Fusionsproteine ein. So war sichergestelit, daB mogliche toxische Wirkungen der
Fusionsproteine unterdriickt wurden, Deshalb sollte das Plasmid keiner negativen Selekiion
unterworfen sein. Zusitzlich wurde als Xontrolle auch DmS4-AP in XL1-Blue exprimiert.
Dieses Fusionsprotein bewirkte keine Wachstumshemmung in CC118, so dal die Expression in
X1.1-Blue keine Anderung der Enzymaktivititen bewirken sollte. Dies war hier auch der Fall:
die Akiivititen waren sehr dhnlich, wohingegen die Aktivitdten von DmEH4-AP bzw. DmPO-
AP, aber auch DmPO-BGal, in XL1-Blue deutlich groBer waren. Die Aktivitatswerte nach
Expression in XL1-Blue sind in Tabelle 1 bei den entsprechenden Fusionen in eckigen
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Klammern aufgefiibrt. Die endogene AP-Aktivitdt des Bakterienstammes XL 1-Blue (ca. 20

Einheiten) wurde jeweils von den Aktivitaten abgezogen.

Fusion Fusionsstelle  Reporter- aktiv Enzymaktivitit
Enzym ut(sam)
E bril Y194 AP nein 8.5+0.8(7
1 BGat ja 3670 £ 103 (8)
F brH2 R232 AP nein 5.9+05(7
BGat ja 2536 £73.0 (6)
ig% brH3 F261 AP nein 50408 (7
7 BGal ja 1724 £ 353 (6)
ﬁﬁ% brS4 1295 AP nein 57+1.2(7)
8Gal ja 1733 £ 58.6 (6)
S |brF4 Y352 AP ja 2461 &+ 390 (7)
ﬁg?gt BGal nk
ﬁﬁ}%—@ biPO D370 AP ja 297+ 19.1(7)
BGal nein 295+ 18.5 (6)
m brHs T471 AP nein 23+0.6(5)
1 BGal ia 4791 + 685 (6)
@ |pmm A138 AP ja 2766 £ 290 (6)
— BGal nein 31.3+10.4 (6)
fA—— iDmm2 Y182 AP nein 41+2.54)
l % . : BGal ja 6791 £657 (5)
@ DmH? C217 AP nein 73+2.74)
]FQ: B ja 6966 + 1101 (6}
f@a% PmS4 F249 AP nein 6,7%2.1(6)
' ) 9,8£0,7 (@Y
BGal Jja 3863 + 830 (6)
DmH4 1287 AP ja 247 + 129 (2)
U _ [506 + 63,5 (2))V
BGal . Tein 18.9+£6.7 (6)
p@ffgﬁ_i@ . |DmPO - N321 AP ja 246 +£76,3 (4)
TOUT _ {514 £ 101 @Y
R pGal nein 27,7+ 10,2 (5)
62,5 +7,9 @3V
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Tabelle 1: Enzymaktivititen der Fusionen von brCNGC und DmCNGC mit AP und PGal. In der ersten Spalte
ist das jeweilige Fusionsprotein als Piktogramm dargestelit. H1 bis H5 bzw. S4 im Namen der jeweiligen
Fusion gibt an, hinter welchem putativen transmembranalen Segment fusioniert wurde, PO bedeutet Poren-
bildendes Segment. In der 3. Spalte ist die genaue Fusjonsstelle, dh. der leizte Aminosfureresi im
Kanalprotein-Anteil des Fusionsproteins, angegeben. Ob die Fusion mit AP oder fGal konstruiert wuzde, ist in
der 4. Spalte angegeben. Die Aktivititen der jeweiligen Fusionen sind in Enzymeinheiten (2.15) *
Standardabweichung des Mittelwertes angegeben. Die Zahl in Klammern gibt die Anzah! der Experimente
wider. Fusionen mit AP gelten als aktiv, wenn mehr als 10 Einheiten bestimmt wurden. Bei BGal Fusionen
werden Akiivititen cberhalb von 300 Einheiten als aktiv angesshen (s. 5. Spalte). Dic nicht konstruierte pGal-
Fusion ist it nk. gekennzeichnet. 1 In den eckigen Klammern sind die Aktivititen angegeben, die bei

Expression der Fusionsproteine in XL1-Blue gemessen wurden (s. Text).

3.4 Verhindern Aspartai-Reste in Segment H3 den Transpert der Reperterenzyme

durch die Membran?

Mutationen, die in der hydrophoben Kernregion von Signalpeptiden zu polaren oder geladenen
Aminosdureresten fithren, konnen den Transport von Proteinen durch die Membran
beeintrichtigen (Michaelis et al., 1983; von Heijne, 1986b; Allard & Bertrand, 1992). Segment
H3 funktionierte nicht als Signalpeptid. Die Fusionen H3-AP und DmH3-AP waren inaktiv, die
entsprechenden BGal-Fusionen aktiv (Tab. 1). Alle bis jetzt klonierten zyklisch-Nukleotid-
gesteuerten Jonenkanile besitzen in Segment H3 zwel negativ geladene Aspartatreste (Eismann
et al., 1593). Wenn H3 zwar eine transmembranale Region ist, jedoch aufgrund der geladenen
Reste nicht als Signalpeptid wirken kann, sollte die Neutralisierung einer oder beider
Aspartatreste zu einer Steigerung der Exportleistung und somit auch der Enzymakiivitdt

fihren.
3.4.1 Konstruktion der Aspartat/Valin-Austausche in H3

Die Mutagenese der Aspartat-Reste in H3 erfolgte nach der Methode von Herlitze & Koenen
(1990). .5B__ei dieser Methode muB nicht direkt bei der zu mutierenden Stelle eine
Restriktionsschnittstelle fiir die Klonierung zur Verfligung stehen oder eingebaut werden, wie
es bei Mutagenese mit PCR sonst notig ist. Es werden zwei PCR-Reaktionen durchgefiihrt. In
der ersten Reaktion dient ein Plasmid als Matrize und in der zweiten Reaktion ein Gemisch aus
dem 1. PCR-Fragment und einem passenden Restriktionsfragment. Als Beispiel soll hier die
gleichzeitige Neutralisierung von D191 und D199 in H3 von DmCNGC beschrieben werden.
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Abb. 13: Schematische Darstellung der Klonierung von DmH3D191/199V. a: Das Ausgangsplasmid fiir die 1.
PCR-Reaktion war pDmH3-AP. Eingezeichnet sind die beiden Primer, rev und der Mutageneseprimer # 644,
die fiir die 1. PCR-Reszkiion benutzt wurden, die Bsa AlI-Schaitistellen, die zur Herstellung des
Restrikiionsfragmenies benutzt wurden und die Sac I und Sma I Schaitistellen, mit denen die Subkionierung
durchgefithrt wurde. b; Das 1. PCR-Fragment enthielt die durch Primer # 644 eingefiigten Mutationen (hier
durch X gekennzeichnet). c: Das Bsa Al-Restriktionsfragment iiberlappt mit dem 1. PCR-Fragment (ca. 340
bp). d: In der 2. PCR-Reskiion wurde die neue Matrize von den beiden miteinander hybridisicrenden
Fragmenten gebildet. Nachdem die iiberstehenden Enden aufgefiillt waren (Gurch gestrichelie Linien
dargestellf), konnien die Primer fiir die 2. PCR-Reaktion, rev und # 273 hybridisieren. €: Das neu entstandene
PCR-Fragment wurde mit Sac I und Sma I geschnitten und gegen das Sac /Sma I-Fragment von pDmH3-AP
ausgetauscht. Hier wurde nur die Fragmentart mit den gewiinschien Mutationen (durch X markiert) gezeichret.
Da das in der 2. PCR-Regkiion eingesetzte Restriktionsitagment die Mutationen nicht enthils, ist b_ei dieser

Methode mit einem Anteil bis zu 50 % nicht mutierter Fragmente zu rechnen. . -

LviCl

Bei der ersten PCR wurde mit Hilfe des "reverse" Primers, der 5'-wirts der inﬁltiplen
Klonierungsregion von pBluesript SK- hybridisiert, und dem Mutageneseprimer # 644, der von
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bp 564 bis bp 601 in DmCNGC hybridisiert, ein 695 bp groBes Fragment amplifiziert. Durch
eine verinderte Sequenz in Primer # 644 wurde die kodierende Sequenz fur die Aspartatreste
D191 und D199 in Codons fir Valinreste mutiert. Als Matrize diente pDmH3-AP. Das PCR-
Fragment wurde in einem Agarosegel aufgetrennt und eluiert. Das Restriktionsiragment, das in
der 2. PCR-Reaktion eingesetzt wurde, wurde mit Bsa Al aus pDmH3-AP ausgeschniiten. Bsa
AT schneidet im 5"-Bereich der kodierenden Sequenz von DmCNGC bei bp 265 und im 5'-
Bereich der kodierenden Sequenz von AP bei bp 250 (ab der Xba I-Klonierungsstelle gezahlt).
Die geschmittene DNA wurde auf einem Agarosegel aufgetrennt und das 636 bp grofie
Restriktionsfragment aus dem Gel eluiert. Die 2. PCR-Reaktion wurde mit 10 ng des
Restriktionsfragmentes und 125 ng des 1. PCR-Fragmentes als Matrize durchgefithrt. Diese
beiden Fragmente hybridisierten miteinander, so daf8 mit dem reverse Primer und Primer #273,
der am 5°-Ende der kodierenden Sequenz der AP noch vor der Bsa Al Erkennungssequenz
hybridisiert, ein 840 bp groBes Fragment amplifiziert wurde. Dieses Fragment wurde mit Sac I,
dessen Erkennungssequenz am 5-Ende der multiplen Klonierungsregion von pBluesript SK-
liegt, und mit Sma I, dessen Erkennungssequenz in der 5’-Klonierungsregion der kodierenden
Sequenz der AP liegt, geschnitten und gegen das gleiche Fragment aus pDmH3-AP getauscht.
Die Klone, die nach Ligation und Transformation erhalten wurden, wurden durch Restriktion
und Sequenzierung analysiert. Da bei dieser Methode bei der 2. PCR-Reaktion ein
Restriktionsfragment eingesetzt wurde, das die unmutierte Sequenz fiir H3 enthielt, war nur bei
etwa 50 % der Klone mit einer Mutation zu rechnen. Der genaue Verlauf der Xlonierung ist in
Abb. 13 dargestelli.

Bei der Konstruktion von DmH3D191V-AP bzw. DmH3D199V-AP wurde genauso
vorgegangen, wie bei DmH3D191/199V-AP. Nur in der ersten PCR-Reaktion wurde jeweils
cin anderer Mutagenese-Primer fiir den Austausch jeweils eines Aspartatrestes in einen
Valinrest eingesetzt.

Die Konstruktion von brH3D255V-AP verlief ebenso, wie die der DmCNGC-Klone. Als 5'-
Primer der 1. PCR-Reaktion wurde ebenfalls der reverse Primer benutzt. Als 3'-Primer diente
# 671, der die Mutation des Codons fiir Aspartat in Valin enthielt. Das Restriktionsfragment
fur die 2. PCR-Reaktion war ebenfalls ein Bsa Al-Fragment, da Bsa Al auch im 5'-Bereich der
kodierenden Sequenz fiir brCNGC, bei bp 485, schneidet. Dieses Fragment war 548 bp grof3.
Fiir die Subklonierung konnten ebenfalls die gleichen Schnittstellen benutzt werden. Sac I
schneidet in der 5'-Seite der multiplen Klonierungsregion von pUC18 und Sma I schneidet in
der 5’-Klonierungsregion der kodierenden Sequenz der AP. Als Vektorfragment wurde brH3-
AP benutzt.

Die Neutralisierung geladener Reste in der Region H3 kénnte moglicherweise erst zum Einbau
einer urspriinglich nicht membranstandigen Region in die Membran fithren, also ein neues
transmembranales Segment schaffen. Um diese Moglichkeit zu itberpriifen, wurden die
gleichen Neutralisierungen in H3 auch in den Fusionen DmEi4 und brPG durchgefuhrt. Diese
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Fusionsproieine weisen hohe AP-Aktivititen auf. Sollte erst durch die Neutralisierungen in H3
dieses Segment in die Membran gelangen, mifiten sich die Orientierungen der C-terminal
liegenden transmembranalen Segmente umkehren und somit die aktiven Fusionen DmH4-AP
und brPO-AP inaktiv werden. Gleichbleibende Aktivititen wiirden darauf hinweisen, daf3 keine
neue transmembranale Region geschaffen worden war.

Fiir diese Neutralisierung wurde die Mutagenese genauso durchgefiihrt, wie im ersten Beispiel
beschrieben. Es konnten dieselben Fragmente der 1. PCR von DmH3D191/199V-AP,
DmH3D199V-AP und brH3D255V-AP fiir die jeweiligen 2. PCR-Reaktionen benutzt werden.
Ausgangs-DNA fiir die Bsa AI-Restriktionsfragmente waren die Fusionen DmH4-AP und
brPO-AP. Die Fragmentgrofen betrugen 843 bp bei DmH4-AP und 875 bp bet brPO-AP. Die
in der 2. PCR-Resktion amplifizierten Fragmente wurden ebenfalls mit Sac 1 und Sma I
geschnitten und gegen das entsprechende Fragment in DmH4-AP bzw. brPO-AP ausgetauscht.
Ausgehend von DmE3D199V-AP, DmH4D199V-AP, brH3D255V-AP und brPOD255V-AP

wurden die entsprechenden $Gal-Fusionen kloniert (3.3.2).

3.4.2 Enzymaktivitéiten der in H3 neutralisierten Fusionen

Die Expression und die Aktivititsbestimmungen wurden wie unter 2.14 und 2.15 beschrieben
durchgefithrt; die Ergebnisse sind in Tabelle 2 dargestellt. Der Austausch D255V bei brH3-AP
bewirkte eine etwa 35fache Aktivititssteigerung (von 5 auf 173 Einheiten). Der Austausch von
D191V bzw. von D199V in DmH3-AP fithrte zu einer etwa 100fachen Steigerung der
Aktivitit {von 7,3 auf 967 bzw. 619 Einheiten). Die Neutralisierung beider Glutamatreste in
H3 fihrte éogar zu siner 200fachen Steigerung der Enzymaktivitit. Die BGal-Aktivitaten der
Fusionen brH3D255V-BGal und DmH3D199V-BGal wurden zwar deutlich verringert, lagen
jedoch weiterhin {iber dem angenommenen Grenzwert von 300 Einheiten. Die
Neutralisierungen in H3 bei den Kontrolifusionen brPOD255V, DmHADIOV und
DmH4D191/199V hatten kaum Einfluf auf die Aktivitat der Reporterenzyme.

Diese Ergebnisse identifizieren auch H2, H3 und S4 in DmCNGC als transmembranale
Segmente. Dadurch, da H1, H3 und H4 die gleiche Orienticrung in der Membran aufweisen,
bei allen ist der C-terminale Teil extrazelluldr, miissen auch H2 und S4 transmembranale
Segmente sein. Bei brCNGC wurden durch diese Ergebnisse auch H3 und aus den gleichen
Griinden wie bei DmCNGC auch $4 als transmembranale Segmente identifiziert.
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Fusion Fusionsstelle  Reporter- aktiv Enzymaktivitdt
Enzym ux(s.am.)
1@_& bri3 F261 AP nein 50+0.8(7)
HH— BGai ja 1724 £ 553 (6)
ﬁéﬁt | brH3D255V F261 AP 2 173 +24.8 (5)
8Gal ja 1262 +63.0 (6)
39_&5&#% brPO _ D370 AP ja 297 £ 19.1 (7)
. B8Gat nein 295 4+ 18.5 (6}
ﬁgggui_@ | brPOD255V D370 AP ja 264 £11.9 (5)
RGal nein 42+42(6)
fg% | DmH3 C217 AP nein 7.3 +2.7 (&)
— BGal ja 6966 + 1101 (6}
i DmH3D191V c217 AP ja 967 £ 196 (5)
ﬁ@: BGal nk.
ﬁsﬁ DmH3D199V C217 AP ja 619 £ 102 (5)
8Gal ja 1007 +395 (6)
n® DmH3D191/199V €217 AP ja 1475 £ 451 (6)
@: BGal nk
J € |pmB4 1287 AP ja 247 + 129 (2)
-?Qﬁt BGal nein 1.0 + &7 (6)
[ 155878
S DimH4D199V L2387 AP ja 214 £11.5(2)
i@éj:: ' BGal nein 8.9+9.6(4)
$ | DmH4D19V199V L287 AP ja 181 7.0 (2)
ﬁﬁgﬁ BGal nk.

Tabelle 2: Wirkung der Neutralisierungen von Aspartatresten in H3 auf die Enzymaktivititen der Fusionen von
brCNGC und DmCNGC mit AP und BGal. Die jeweils neutralisierten Aminosiurereste in H3 sind hinter den
Fusionsnamen angegeben. Die anderen Bezeichnungen in der Tabelle entsprechen denen aus Tabelle 1. Zum
besseren Vergieich sind die Aktivititen der nicht mutierten Fusionen brH3, brPO, DmH3 und DmH4 ‘aus
Tabelle 1 noch einmal aufgefirt. o '
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3.5 H1 als Signalsequenz: drei AP-Fusionen im Vergleich

Die bisher dargesteliten Ergebnisse erlauben bei beiden untersuchten Ionenkanilen &hnliche
Schluffolgerungen tiber die Anzahl und Orentierung der transmembranalen Segmente. Nur im
Fall der putativen transmembranaien Region HI stimmen die Ergebnisse nicht {iberein. Bei
DmCNGC funktionierte H1 sehr gut als Signalsequenz, AP-Fusionen hinter H1 ergaben hohe
Phosphataseaktivitdten, Bei brCNGC  jedoch  besitzt H1  offenbar  keinen
Signalsequenzcharakier. Die beiden Kanalproteine unterscheiden sich in  dem
Hydrophobizitits-Index (Kyte & Doolittle, 1982) fiir H1 sehr deutlich: bei DmCNGC betrégt
der Spitzenwert 2,3, bei brCNGC mur 1,4 (Abb. 14). Der kritische Wert fiir eine
transmembranale Region liegt bei 1,6 (Kyte & Doolittle, 1982). Ein dritter cGMP-abhéngiger
Ionenkanal, der CNG-Kanal aus dem Riechepithel des Rindes (boCNGC, Ludwig et al., 1990},
zeigt einen Hydrophobizitatswert fiir H1 von 1,9. Dieser Wert liegt tiber dem von Kyte &
Doolittle ermiitelten Grenzwert. Um HI genauer zu untersuchen, wurde auch mit diesem
CNG-Kanal eine Fusion mit AP bzw, BGal in ES 1, also C-terminal von H1, durchgefiihrt.

H1 Hydrophobizitits-
Index
br{NGC 143 YVNWLFCITLPVMYNWTMIIA 183 1,4
bOCNGC 14C YYRWLFLIALPVLYNWCLIVA 160 1.9
DmCNGC 107 HYRWIAIVSIAVLYNIIFVVG 127 2,3
* &% s LW W E® . e o

Abb. 14: Vergleich der Aminosiuresequenz der ersien putativen transmembranalen Region in brCNGC,
boCNGC und PmCNGC. Sterne unierhalb der Sequenz zeigen identische, Punkie konservativ ausgetanschie
Aminosduareresie an. Di¢ Zahlen vor und hinter der Sequenz geben die Nummer des ersien bzw. letzten
Aminossurerestes der Region an. Die Zahlen am Ende der Reihe peben den Spitzenwert an, der bei einer
Hydrophobizitats-Analyse mit einem Fenster von 19 Amincsiuren (Kyte & Doolittle, 1982) iiber dieser Region

erreichi wurde,
3.5.1 Konsiruktion von beHI1-AP und boHI-RGal

Um cine gute Vergleichsméglichkeit der Enzymaktivitaten zu erhalien, wurde die kodierende
Sequenz von boCNGC bis Aminosiurerest Y171 genau so in pUCI8 subkloniert wie brHI-
AP. Hierfiir wurde die kodierende Sequenz vom Start-Codon bis zu dem Codon fiir Tyrosin
171 mit einer PCR-Reaktion amplifiziert. Am 5'-Ende wawde die Sequenz der multiplen
Klonierungsstelie von pUC18 von der Erkennungssequenz fiir Sac I bis zu der zerstérten Sma 1
-Erkennungssequenz (Abb. 4) angehangt und am 3"-Ende die Erkennungssequenz fir Xba I im
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Leserahmen fiir eine Fusion mit der AP. Dieses Fragment wurde Kpn I und Xba I geschnitten
und gegen das entsprechende Fragment von pbrH1 ausgetauscht. Danach wurden, wie unter
3.3.1 und 3.3.2 beschrieben, die kodierenden Sequenzen fur die alkalische Phosphatase bzw.

die B-Galaktosidase eingefiigt.

3.5.2 Enzymaktivititen der boH1-Fusionsproteine im Vergleich mit brHI- und DmHI-

Fusionsproteinen

Die Expression der Fusionsproteine boH1-AP und boH1-BGal wurde so durchgefihrt, wie bei
den br-Fusionsproteinen. Die AP-Aktivitat war deutlich hoher als bei brH1, aber niedriger als
bei DmH1. Dic BGal-Aktivitat verhielt sich reziprok (Tab. 3). Die Ergebnisse zeigien zwar
micht so eindeutig wie die DmH1-Fusionen, daf H1 als Signalpeptid funktioniert, sie hatten
sich jedoch in der erwarteten Tendenz veréndert.

Fusion Hydrophob. Fusionssiclle  Reporier- akiiv Enzymaktivitit
-Index Enzym u#(s.fm)

—

brH1 1,4 Y194 AP nein 85x08(N
BGal ja 3670 + 103 (6)
BGal nein 203 £ 39,6 (5)

3 Al138 AP ja 2766 + 290 (6)
fGal nein 31.3+10.4(6)

3%:
% boH1 1.9 Y171 AP ja 447 +25(8)
=

DmH1 2

Tabelle 3: Vergleich der Aktivititen der Fusionen mit AP und PGal von brHI, boHl und DmH]. Die
Darstellung in der Tabelle entspricht der in Tabelle 1.
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3.6 Sandwichfusionen
3.6.1 Konstruktion von brH2sand vnd brPOsand

Die Ergebnisse der Gen-Fusionsmethode sind nur dann giiltig, wenn die C-terminal verkiirzien
Fusionsproteine und die vollstindigen Proteine die Membran auf genau die gleiche Art
durchspannen. Um dies zu testen, wurden zwei "Sandwich"-Fusionen konstruiert. Hierbei
wurde der in der einfachen Fusion fehlende C-terminale Teil des Kanal-Proteins im Leserahmen
hinter die alkalische Phosphatase fusioniert, so dal3 diese wie bei einem Sandwich von dem
Kanalprotein eingerahint wird.

Die kodierende Sequenz der AP besitzt kurz vor dem Stop-Codon eine Erkennungssequenz fiir
Hind I Durch eine PCR-Reakiion mit pRCG! als Matrize wurde jeweils ein Fragment
amplifiziert, das den fehlenden C-terminalen Teil von brCNGC (bei bri2sand ab D236 und bei
brPOsand ab S371) enthieli. Mit Hilfe eines Mutagenese-Primers wurde am 5'-Ende eine
Hind Il Erkennungssequenz eingebaut, so daB das Fragment im Leserahmen an den C-
Terminus der kodierenden Sequenz der AP fusioniert werden konnte. Als 3'-Primer diente der
reverse Primer, der auf der 3'-Seite der multiplen Klonierungsregion von pSP65 hybridisiert. In
dieser multiplen Klonierungsregion befindet sich eine Hind II Erkenmungssequenz. Die
Fragmente wurden mit Hind III geschnitten und in die jeweilige Fusion, brH2-AP und
brPO-AP, die ebenfalls mit Hind IIT geschnitten wurden, ligiert. Die gewiinschte Orientierung
des Hind II-Fragmentes wurde durch Sequenzierung festgestellt. Die neuen Fusionen wurden
mit brHi2sand und brPOsand bezeichnet. S

3.6.2 Enzymaktwﬁaten von hrHZsaﬂd und brP@sand im Ver‘gﬁelch rnt erZ-AP und
br?@-A?

Die Expression und Aktivititsbestimmung der Sandwichfusionen ergab im Fall der Fusion mit
AP hinter H2 sehr niedrige Enzymaktivititen und im Fall der Fusion mit AP 'hinter der Pore
recht hohe Enzymaktivitdten. Sie entspricht den Aktivitaten, die schon be1 den dazugehongen
C—terrmral deleneréen AP-FLSIOBBI‘E gemessen worden waren (Tab 4) o
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Fusion Fusionsstelle  Reporter aktiv Enzymaktivitit

Enzym u(s.am.)

ﬁ; brH2 R232 AP nein 5.9+05(DH
w brH2sand ~ R232 AP mein 7 6.9+10.0(5)
ﬁﬁﬁ% BIPO o D370 AP ja © 2971191 (D
j aﬁﬁ brPOsand D370 AP B T112£8.0(9)

Tabelle 4: Sandwichfusionen bri2sand und brPOsand im Vergleich mit brH2-AP und brPO-AP. Die
Darstellung in der Tabelle entspricht der in Tabelle 1. Die Endung 'sand’ bezieht sich auf Sandwich-Fusion.

3.7 Nachweis der Expression der AP-Fusionsproteine durch Western-Blot Analyse

Erhalt man bei der Fusionsmethode ein inaktives Reporterenzym, muB sichergestellt sein, daf3
tatsachlich Fusionsprotein exprimiert wird. Erst dann kann man davon ausgehen, daB das
Enzym wegen seiner unphysiologischen Lokalisierung inakiiv ist. Deshalb wurden die
verschiedenen Fusionsproteine zusdtzlich mit einem Antikorper ‘gegen die aikalische

Phosphatase in einem Western-Blot nachgewiesen.

Tiie Ais A 1 -~
PUr ale Anaiyse der EXP;\.-.:SlGu WU

der ODgyq) in SDS-Probenpuffer resuspendlert und 10 min denaturiert (2 16. 1) Nach der
Auftrennung der Proben in einem 10 %igen SDS-Gel wurden die Proteine auf Immobilon P
Membran geblottet (2.16.2).. Als Positivkontrolle diente alkalische Phosphatase aus E. coli
(Sigma). Als Negativkontrolle wurden E coli CCIIS-Zeilen ohne Expressionsvektor
aufgetragen. Der Nachwels = mit dem monoklonalen Antikorper gegen die alkalische
Phosphatase wurde wie unter 2.16.3 beschrieben durchgefiibrt. Die Detektion erfolgte durch
Chemiluminiszenz.

In Abb. 15a) ist ein Western-Rlot mit verschiedenen akiiven Fusionsproteinen gezeigt. In Spur
1 ist gereinigte AP aus E. coli aufge‘tragen. Eine Bande von ca. 47 kDa wird erwartungsgemaB
angefirbt. Die Extrakte mit den Fusionsproteinen zeigen alle eine Bande bei 49 kDa. Dies
entspricht der GroBe der AP zusammen mit dem N-terminalen Verbindungspeptid und
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Abb 15: Westem—Blot Analyse der Expression der AP-Fusionen von DmCNGC bzw. brCNGC Es wurden
jeweils ca. 5 x 10% Bakierienzellen aufgetragen a) Aknve Fusionen. Spur 1 ze:gt AP aus E, coh Spuren 2-8,
Ganzzellextrakte von CC118-Zellen, die transformiert worden waren mit: Spur 2, DmHI1-AP; Spur 3,
DmH3D191/199V-AP; Spur 4, DmH3D191V-AP; Spur 5, DmH4-AP; Spur 6, brH4-AP; Spur 7, brPO-AP;
Spur 8, brPOsand; Spur 9, nicht-transformierte CC118-Zellen. S

'n) inaktive AP-Fuswnen Spur 10 zelg't AP aus E. coh Spuren 11-17, Ganzzellextrakte von (,Cl 18-Zellen, die
transformiert worden waren mit: Spur 11, DmiH2-AP; Spur 12, DH3-AP, Spur 13, DmS4-AP Spur 14, brH1-
AP Spm 15 erz-AP Spur 16, brH3-AP; Spur 17, brS4-AP; Spur 18 mcht-transfonuerte CC118-Zellen.
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bedeutet, da3 der Kanalanteil aller Fusionsproteine degradiert wurde. Nur bei DmFH1-AP und
brH4-AP sind noch groBere Fragmente zu erkennen. Alle anderen, hier nicht abgebildeten,
aktiven Fusionsproteine zeigten dieselbe Fragmentgrofe im Western Blot. Bei etwas
verinderien Expressionsbedingungen (z. B. kilrzere Expressionsdauer) waren teilweise auch
bei anderen Fusionsproteinen noch zusitzliche, grofiere Fragmente zu sehen (Daten nicht
gezeigt). Der Abbau ist auch bei brPOsand zu erkennen (Spur 8). Das Sandwich-
Fusionsprotein ist deutlich groBer als das dazugehdrige Fusionsprotein brPO-AP (Spur 7),
jedoch immer noch kleiner (ca. 90 kDa), als erwartet (129 kDa). Wie erwartet ist in Spur 9, in
der CC118-Zeliextrakte von Zellen ohne Plasmid aufgetragen wurden, keine Reaktion mit dem
Antikorper gegen die AP zu sehen, da dieser Stamm keine endogene AP besiizt.

Tn Abb. 15b) ist ein Western-Blot gezeigt, bei dem die Zellextrakte von einigen inaktiven
Fusionsproteinen aufgetrennt wurden. Die markierten Fragmente sind deutlich grofer als bei
den aktiven Fusionen. Jedoch sind auch hier Abbauprodukte zu sehen, besonders im Fall der
brCNGC-Fusionsproteine (Spuren 14-17). Hier sind teilweise mehrere Abbauprodukte bis hin
zu der erwarteten GroBe der Phosphatase mit ihrem N-terminalen Verbindungspeptid (49 kDa)
zu sehen (Spurl7). Die Grofe der lingsten Fragmente nimmi von Spur 11 bis zu Spur 17
immer mehr zu, da auch der Anteil des Kanalproteins in den jeweiligen Klonen immer groBer
wurde. In Spur 11 bis 13 ist DmH2, DmH3 und DmS4 aufgetragen, die eine errechnete Grofie
von etwa 70, 74 bzw. 78 kDa haben sollien. Die Fusionsproteine in den Spuren 14 bis 17,
brH1 bis brS4, sollten etwa 72, 76, 80 und 84 kiDa haben.

3.7.2 Fraktionierte Zellexiraite

Am Beispiel von BmH3-AP und DmH3D191/199V-AP sollte untersucht werden, in welchem
Bereich der Bakterienzelle (Periplasma, Zytoplasma oder innere Membran) inaktive bzw.
aktive Fusionsproteine lokalisiert sind. Dariiberhinaus konnte mit diesen beiden Fusionen die
Wirkung der Neutralisierung der Aspartate in H3 in Bezug auf die Lokalisierung
veranschaulicht werden.

Beide Fusionsproteine wurden, wie unter 2.14 beschrieben, exprimiert und jeweils 1,5 ml
Zellsuspension in die Bestandteile Periplasma, Zytoplasma und innere Membran fraktioniert
(2.16.1). Die einzelnen Fraktionen wurden in einem SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und
auf Immobilon P Membran geblottet (2.16.2). Der AP-Nachweis erfolgte wiederum mit dem
monoklonalen Antikorper gegen AP.

Das inaktive Fusionsprotein DmH3-AP befand sich ausschlieflich in der Membranﬁ*akﬁon
(Abb. 16, Spur 4). Wie schon in Abb. 15b) zu sehen, waren auch hier Abbauprodukte des
Fusionsproteins vorhanden. Sowoh! in der Periplasma-, als auch in der Zytoplasmafraktion war
keine Immunreaktion durch den ein zien Antikorper zu erkennen. Die Neutralisierung der




beiden Aspartate in H3 bei DmH3DI191/199V-AP verdnderte die Verieilung des
Fusionsproteins. Der grofte Anteil befand sich im Periplasma (Spur 5), jedoch bis auf die
Gr68e der AP plus Verbindungspeptid abgebaut. In der Membranfraktion befand sich auch ein
Anteil des abgebauten Fusionsproteins, zusitzlich aber auch grofere Fragmente (Spur 7). In
der Zytoplasmafraktion (Spur 6) war keine Immunreaktivitat nachzuweisen.

M (K)
| Q4 ==

87—

Abb. 16; Fraktionierung von K. coli-Zellen, die mit DmH3-AP und DmH3D191/199V-AP wansformiert
worden waren. Spur 1, AP aus E. coli, Spur 2-4, DmH3-AP; Spur 3-7, DmH3D191/199V-AP; Spur 2 und 5,
Periplasmafraktion; Spur 3 und 6, Zytoplasmafraktion; Spur 4 und 7, Membranfraktion.
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3.8 Expression einer C-terminal deletierten Mutante von brCNGC in Xenopus-Oozyten

und ihr immunzytochemischer Nachweis

Mit der beschriebenen Fusionsmethode konnte nicht nachgewiesen werden, dall die Segmente
H1 und H2 von brCNGC membrangingig sind. H3 und S4 wurden erst nach Neutralisierung
von D255 in H3 als transmembranale Segmente identifiziert. Um den N-terminalen Bereich von
brCNGC zu untersuchen, wurde ein weiteres eukaryontisches Expressionssystem, Xesopus-
Qozyien, bemutzt. Dieses System erlaubt es, Proteine immunzytochemisch in bzw. an der
Membran nachzuweisen. Der Einbau in die Membran erfolgt sehr wahrscheinlich sequentiell
vom N-Terminus zum C-Terminus des Proteins (Wessels & Spiess, 1988, Singer, 1990). Wenn
im N-terminalen Teil von brfCNGC bis S4 transmembranale Segmente vorhanden sind, sollte
aleo eine C-terminale Deletionsmutante von brCNGC, die direkt hinter $4 bis zum C-Terminus
deletiert ist, noch in die Membran eingebaut werden. Um diese Hypothese zu iiberpriifen,
wurde eine solche Deletion von brCNGC konstruiert und in Xenopus-Oozyten exprimiert.

Als Ausgangsplasmid wurde pRCGI (Kaupp et al., 1989), das die kodierende Sequenz von
brCNGC enthili, benutzt. Der Bereich von bp 164 bis bp 886 in brCNGC wurde mit Hilfe der
Primer # 37 und # 425 in einer PCR-Reaktion amplifiziert, ivqbei am 3'-Ende ein Stop-Codon
und daranffolgend eine Erkennungssequenz fiir Apa I eingebaut wurde. pRCG1 und das PCR-
Fragment wurden mit Hpa I (schneidet bei bp 267 in brCNGC) und Apa I geschnitten. pRCG1
besitzt bei bp 2050 eine Apa I Schnittstelle. Das Vekiorfragment und das geschnittene PCR-
Fragment wurden ligiert. Hierdurch entstand ein Plasmid, das die kodierende Sequenz von
brCNGC vom Start-Methionin bis zu Threonin 290 enthieli. Der Aminosiurerest T290
befindet sich 7 Aminosiurereste N-terminal von H4.

Die DNA der Mutante sowie die von pRCG1 als Kontrolle wurde in vitro transkribiert (2.12)
und die RNA in Qozyten injiziert. Die Fixierung und Firbung der Oozyten erfolgte wie unter
2.17 beschrieben. Es wurden zwei verschiedene primire Antikorper zur Detektion benutzt: ein
polyklonaler Antikérper, der gegen den N-Terminus von brCNGC gerichtet ist und ein
monoklonaler Antikérper, PMciD1, der gegen den C-Terminus von brCNGC gerichtet ist
(freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von R.S. Molday). Beide Antikorper markierten die
Membran von Cozyten, in die RNA von pRCG1 injiziert worden war (Abb. 172). Aber nur mit
dem N-terminalen Antikorper konnte eine spezifische Immun-Fluoreszenz bei den Oozyien
beobachtet werden, in die RNA der Deletionsmutante injiziert worden war. Die Oozyten, in die
keine RNA injiziert worden war, zeigten keine Fluoreszenz (Abb. 17b).

Diese immunzytochemische Untersuchung gibi einen weiieren Hinweis darauf, daf im Bereich
H1 bis 84 transmembranale Segmente vorliegen, da die Deletionsmutante in die Membran

eingebaut wurde.
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b)

Abb. 17: I__\Iachweis von brCNGC in der Membran von Cozyten. In a) ist ein Ausschniit éin_er Xenopus-{)ezﬁe
gezeigt, mdle RNA von RCG1 injiziert wurde. Die Membran fiuoreszieri dort, _WO der pnmare Antikdrper
PMciD1 und der sekundire Antikérper gebunden haben (2.17). Im -Vergleicﬁ dazu ist in b) ein Ausschnitt
éiner_O;o_zyt; gezeigt, in die keine RNA injiziert wurde. Der eingezeichnete Langenstandard entspricht 50 pm.
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4, Diskussion

Shaker-zhnliche K“’—Kar-ale und zykhscn-Nu}deotid-gesteueﬁe (CNG) Ionenkana.le enthalten
zwei Sequenzmotive, - das- - S4- Segment und ' die Poren-biidende Regm’l, d1e in den beiden
Proteinfamilien sehr ahnhch sind. Deshalb wurde angenommen, da.B diese Kanale auch die
gleiche transmembranale. Topologle besrtzen (Abb 2). Diese - Hypothese wurde in der
vorliegenden Arbeit experimentell ‘mit Hﬂfe einer ‘Genfusionsmethode am- Beispiel der CNG-
Kanile aus Rmdersehstabchen und- Drosophzla melanogasz‘er tiberpriift. Die Methode beruht
darauf, daB einzelne: Secrmente als .‘Signal- oder Stop-Transfersequenz fungieren und
Reporterenzyme - alkalische’ Phosphatase (AP) unci B Galaktomdase (BGal) - durch die
Membran transportieren konnen. | s e AR :

Bei der Untersuchung.von baktenelien Membranprotemen mlt dleser Methode waren eimge
experimentelle Ergebnisse nicht emdeutxg zu interpretieren (Traxler et al., 1993) Zudem fehlen
Erfahrungen mit der Expression von eukaryontischen Membranproteinen in £ coli. Deshalb
wurde die Genfusionsmethode systematisch, mit vielen internen Kontrollen durchgefithri:

- Es wurden zwei verschiedene, aber homologe Kanalproteine untersucht, da angenommen
wird, daf alle Mu‘glzeder der: engeren Fam:l:e der CNG Kanale dze glezcke Topologie

besitzen.

ﬁlSlO?Hert B . . B RN P ! -
- Die Ergebnisse der AP- Fuszonen wurden mzt ﬁGal Fuszonen uberpruﬁ

- d&ﬂutz_pub}'l wiirde | -u_.:u_ Su;;q’gfrrturzi’"l_-_;u.gzo}ﬁe;’" u%ava:ﬁ nl) d’p p"'nfp"’e W’ﬁzﬂ’nﬁpﬁ in die

Membran eingebaut werden._ RS S

Wenn man von dem ersten transmembran&en Segment Hl absxeht stimmen dle brgebmsse die

mit Fusionen von belden Kanaltypen emelt wurden, mltemander uberem

4.1 Voraussetzungen fiir die Anwendung der Genfusions-Methode

Die Genfusions-Methode wurde bisher - mit einer Ausnahme - ausschlieflich verwendet, um
Proteine der inneren bakteriellen Membran za untersuchen (Manail & Bec kwﬁ:h, 1586; Boyd
etal, 1987 Allard & Bertrand 1992 van Beﬂen et al 1992; Boyd et al., 1993 Timm et al

untersuchen méchte, mufl vorausgeseizt werden, daf sich dle native Topolog1e in der inneren
bakteriellen Membran nicht andert. Wahrscheinlich trifft dies zu, da prokaryontische und
eukaryontische Organismen shnliche Mechanismen verwenden, um Proteine iber die Membran
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zu translozieren oder einzubauen. Mehrere Komponenten des Translokations-Apparates sind
von den Bakterien bis zum Menschen evolutiondr konserviert (High & Stirling, 1993,
Jungnickel et al., 1994) und Signalsequenzen von prokaryontischen, sekretorischen Proteinen
werden auch von eukaryontischen Zellen richtig erkannt. AuBlerdem kénnen eukaryoniische
Membranproteine funktionell in £ coli exprimiert werden. Der Glucosetransporier aus
menschlichen Erythrozyten kann nach Expression in E. coli nach wie vor Glucose
transportieren (Sarkar et al., 1988). Der B,-adrenerge Rezeptor des Menschen bindet auch in
der inneren Membran von E. coli Liganden und behalt seine pharmakologischen Eigenschaften
bei (Marulio et al., 198R). Die Ergebnisse weisen darauf hin, daB diese Proteine mit der
richtigen Orientierung in die Membran eingebaut werden.

Bisher wurde die transmembranale Topologie von zwei eukaryontischen Proteinen in E. coli
untersucht. Fir die B-Untereinheit der Na,K-ATPase aus Schafsniere, deren Topologie schon
bekannt war (Kawakami & Nagano, 1988), wurde mit B-Laktamase als Reporterenzym
gezeigt, daB} die native Orientierung in der Membran von E. coli erhalten bleibt (Broome-Smith
et al., 1990; Zhang & Broome-Smith, 1990). Diese Untercinheit besiizt eine sehr einfache
Strukiur mit nur einem transmembranalen Segment. Die Fusionsmethoden mit B-Laktamase
und AP funktionieren #hnlich, da beide Reporierenzyme nur im Periplasma aktiv sind.
Weiterhin wurde der B,-adrenerge Rezeptor des Menschen in E. coli durch verschiedene
Fusionen mit AP untersucht (Traxler et al., 1993). Die Ergebnisse stimmen weitgehend mit
dem vorgeschiagenen Modell, das sieben transmembranale Segmente enthilt, Giberein.

Durch das Einfiigen der Reporterenzyme werden die C-terminalen Bereiche der CNG-Kanile
deletiert {Abb. 3). Die Genfusionsmethode setzt deshalb voraus, daf3 Regionen, die C-terminal
von der Fusionsstelle liegen, keine topogenen Signale enthalten, die den Einbau von N-terminal
gelegenen Regionen beeinflussen. Bei Membranproteinen mit einem extrazellulir lokalisierten
N-Terminus werden fiir dessen Export wahrscheinlich Sequenz-Abschnitte benstigt, die weiter
C-terminal liegen. Dadurch konnen Fusionen am N-Terminus dieser Proteine falsche
Ergebnisse liefern (Traxler et al, 1993). Bei Membranproteinen, deren N-Terminus im
Zytoplasma lokalisiert ist, wie es auch bei CNG-Kanilen der Fall ist (Molday et al, 1991),
sollte der Einbau in die Membran sequentiell ohne EinfluB weiter C-terminal liegender
Sequenz-Abschnitte erfolgen (Wessels & Spiess, 1988; Singer, 1990). Um nachzuweisen, daf
diese ‘Annahime auch fir CNG-Kanile gilt, wurden zwei "Sandwich"-Fusionen konstruiert
(Ehrmann et al., 1990), bei denen die AP in der inirazelludren Schleife IS 1 bzw. in der
exirazelluliren Schleife ES 4 eingefiigt wurde. Die Sandwich-Fusion brH2sand war, wie das
é_:ntsprechende Konstrukt brH2-AP, inaktiv. Die Aktivitit der Sandwichfusion mit aktiver AP
(brPGsand) war “aber um ca. 60 % niedriger als die Aktivitit des C-terminal deletierten
~Proteins (brPO-AP). Ein geringeres Aktivitdtsniveau ist auch bei Sandwichfusionen des MalF-
"Proteins beobachtet worden (Ehrmann' et al.,, 1990). Vermuilich ist die AP, die erst als Dimer
“aktiv wird (McCracken & Meighen, 1980), durch die beiderseitige Verkniipfung mit anderen
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Proteinanteilen sterisch gehindert. Diese Ergebnisse zeigen jedoch, daB Deletionen nicht die

Topologie verandern.

4.2 Fusionen ven brCNGC und DmCNGC mit alkalischer Phosphatase bzw. B-

Galaktosidase

Die Fusionen mit brCNGC identifizieren H4 und H5 als transmembranale Segmente. H4
ibernimmt die Funktion einer Signalsequenz, da die Fusion C-terminal von H4 (brH4-AP)
aktiv ist. HS hingegen stellt eine Stop-Transfersequenz dar, da die AP Fusion C-terminal von
H5 inakiiv ist. Die anderen putativen transmembranalen Segmente H1 bis H3 und S4 verhielten
sich jedoch nicht - wie eigentlich erwartet - als Signalsequenz.
Bei DmCNGC wurden ghnliche Ergebnisse erzielt wie bei brCNGC, jedoch konnte zusitzlich
H1 als transmembranales Segment identifiziert werden. Da sowohl H1 als auch H4 in den
Fusionen als Signalpeptide funktionieren, muf3 mindestens ein weiteres transmembranales
Segment zwischen H1 und H4 existieren. Durch Mutagenese der potentiellen Signalsequenzen
konnten auch noch weitere Segmente identifiziert werden (s.u.).
Die Aktivititen der AP- und der BGal-Fusionen unterscheiden sich deutlich voneinander. Dies
ist besonders an dem Fusionspaar brPQO zu beobachten. Die AP-Fusion, die als aktiv angesehen
wurde, hatte eine Aktivitit von ca. 297 Einheiten. Die entsprechende BGal-Fusion, die als
inaktiv angesehen wurde, hatte eine Aktivitdt von 295 Einheiten. $Gal ist ein sehr grofes,
zytoplasmatisches Protein. Es gibt Hinweise, dal (Gal, wenn sic mit einem Signalpeptid
fusioniert ist, nicht immer ins Periplasma transportiert wird (Freudl, 1988). Man vermutet, daf3
bei einem Bruchteil der Fusionen die PGal ihre native Tertidrstruktur ausbildet, bevor sie
transportiert wird. Proteine miissen wihrend des Transports durch eine Membran jedoch in
einer entfalteten Form vorliegen. Dies fithrt dazu, daB diese Fusionsproteine Gberhaupt nicht
oder nur ‘feilweise in die Membran transferiert werden (Traxler et al, 1993). Dadurch
entstehen hohere Grundaktivitdten. Es wurden deshalb nur solche $Gal-Fusionen als aktiv
bewertet, die 300 Einheiten Enzymaktivitit aufwiesen (die niedrigste Aktivitdt der aktiven B
Gal-Fusionen betrug ca. 1000 Einheiten). Bei AP-Fusionen ist der Unterschied zwischen
aktiven und inaktiven Fusionen deutlicher; inaktive Fusionen wiesen immer Aktivitéten auf, die
<10 Einheiten waren. .
CC118-Bakterienzellen, die mit den Plasmiden pDmH4-AP, -BGal, pDmPO-AP und -fGal
transformiert worden waren, wuchsen nur sehr langsam. CC118 besiizi keinen endogenen Jac-
Repressor, so “daB die Repression des Promotors nur tber Glucose moéglich ist. Diese
sogenannte "Catabolit-Repression” ist jedoch nicht sehr effektiv, da auch bei Anwesenheit von
Hucose im Medium Fusionsprotein gebildet wird. Vermutlich sind manche Fusionsproteine,
die Teile (DmH4) oder die ganze Poren-bildende Region (DmPO) enthalten, toxisch fir die
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Zelle. Die Proteine konnten einen "negativen Selektionsdruck" auf die Zellen ausiiben, die
diese Plasmide enthalten. Zellen ohne Plasmide oder mit inaktivierten Promotoren haben
deshalb einen Wachstumsvorteil. Da die Aktivitit der Reporterenzyme auf die ODggq der
Zellen normiert wird (2.15), erhilt man niedrige Werte, weil wahrscheinlich viele Zellen
vorhanden sind, die kein Fusionsprotein exprimieren.

Die Bakterien mit den entsprechenden brCNGC-Fusionen wuchsen normal, da ein anderer
Vektor, pUC18, verwendet wurde. Bei diesem Vektor mufite zur maximalen Expression die
Glucose aus dem Medium entfernt werden (2.14). Die DmCNGC-Konstrukte wurden jedoch
auch in Anwesenheit von Glucose stark exprimiert. Bei Transformation der Plasmide in XL1-
Blue, einem Bakterienstamin, der durch eine Mutation im Promoter des lac/-Gens sehr viel
Repressor bildet, wurde keine Wachstumsverzégerung bemerkt. Dieser Bakierienstamm
enthilt jedoch eine endogene AP. Da die vier oben genannten Plasmide die einzigen waren, die
das Wachstum der CC118-Bakterien verlangsamten, wurden jedoch alle Aktivititsmessungen
in dem Bakterienstammm CC118 durchgefithrt.

4.3 Die Auswirkung von Aspartat-Resten in H3 auf den Transport der Reporterenzyme
durch die Membran

Nach dem Topologie-Modell in Abb. 2 solite H3 ein transmembranales Segment darstellen. Die
AP-Fusionen C-terminal von H3 waren jedoch inaktiv, wihrend die entsprechenden BGal-
Fusionen aktiv waren. Zunichst deutete dieses Ergebnis darauf hin, daB H3 nicht
mermbranstindig ist. Alle bekannten CNG-Kanile besitzen jedoch in H3 zwei konservierte
Aspartat-Reste (Eismann et al., 1993). Mutationen, die zu polaren oder geladenen Resten in
der hydrophoben Region von Signalpeptiden fithren, beeintrichtigen den Transport durch die
Membran (Michaelis et al., 1983; von Heijne, 1986b). Geladene Reste in transmembranalen
Segmenten kénnten genauso wie bel Signalpeptiden den Export behindern. Dies ist auch schon
fiir  das Tetrazyklinresistenz-Protein gezeigt worden (Allard & Bertrand, 1992). Ein
transmembranales Segment konnte erst dann als Signalpeptid dienen, als geladene durch
neutrale Aminosiureresie ausgetauscht worden waren.

Die gentechnische Neutralisierung geladener Reste in H3 bewirkt, dall das verinderte H3-
Segment sowoh! in den brCNGC- als auch den DmCNGC-Konstrukien als Signalpeptid
fungiert. Die mutierten AP-Fusionen besaflen eine Aktivitat, die um das 35fache (brH3D255V-
AP) bzw. das 200fache (DmH3D191/199V) angestiegen war. Die Akiivitdten der
entsprechenden BGal-Fusionen waren zwar niedriger als die der unmutierten Fusionen, waren
jedoch absolut betrachtet noch sehr hoch. Walrscheinlich stellen diese Segmente frotz des
‘Austausches der geladenen Aminosguren lediglich schwache Signalpeptide dar, die die grofBe
-B-Galaktosidase nur mithsam tber die Membran schleusen kdnnen.
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Moglicherweise hat erst der Austausch der Aspartatreste in H3 zum Einbau dieses Segmentes
in die Membran gefiihrt. Als Folge davon sollten membranstindige Segmente, die C-terminal
von H3 liegen, ihre Orientierung umkehren. Deshalb wurden die Aspartate in H3 auch in den
Fusionen brPC und DmE4 mutiert. Ein zusitzliches transmembranales Segment N-terminal
von H4 sollte zu Fusionen mit inaktiver AP und aktiver BGal fiihren. Die Aktivititen dnderten
sich jedoch nicht im Vergleich zu den unmutierten Fusionen, Das Ergebnis zeigt, daB durch die
Mutationen kein zusitzliches membranstindiges Segment geschaffen wird. H3 ist als en
transmembranales Segment anzusehen, das aber wegen seiner geladenen Reste nicht als
Signalpeptid funktioniert.

Ein Vergleich der Sequenzen von H2 und H3 ist interessant. H2 muf als Stop-Transfersequenz
angesehen werden, da es zwischen H1 und H3 liegt, die in DmCNGC als Signalpeptide
funktionieren. H2 besitzt jedoch drei Aspartatreste. Troizdem ist dieses Segment in der Lage,
in der Fusion DmH?2-AP die AP ins Zytoplasma zu transportieren. Moglicherweise besitzen
Stop-Transfersequenzen andere funktionelle Eigenschaften, die durch geladene Reste nichi
beeintrichtigt werden.

Durch die Expressionsversuche mit Mutanten konnte H3 eindeutig als transmembranales
Segment identifiziert werden. Da sowoh! H3 als auch H4 als Signalpeptid funktionieren, muf3
S4 eine Stop-Transfersequenz darstellen und membransténdig sein. In den K*-Kanélen hat das
S4-Segment die Aufgabe eines Spannungsfihlers und muf3 deshalb die Membran durchspannen
(Stithmer, 1991). Die CNG-Kanile sind jedoch spannungsunabhzngig (Kaupp et al., 1989,
Zimimerman & Baylor, 1992; Baumann et al, 1994). Insofern ist dieses Ergebmis sehr
interessant und es wird notwendig sein, die genaue Aufgabe des S4-Segmentes in weiteren

Experimenten aufzuklaren.

4.4 E1I als Signalsequenz: drei AP-Fusionen im Vergleich

Die Ergebnisse, die mit brCNGC- und DmCNGC-Fusionen erzielt wurden, sind gleich; nur die
Fusionen C-terminal von HI zeigen unterschiedliche Ergebnisse. brH1-AP war inakiiv,
wihrend DmH1-AP akiiv war. Da die Primérstruktur und die funktionellen Eigenschafien
beider Kanalproteine sehr ahnlich sind (Baumann et al., 1994), ist es nicht wahrscheinlich, daf
sich die Kandile in einer so wichtigen Eigenschaft wie der Topologie unterscheiden.

H1 aus DmCNGC ist deutlich hydrophober als H1 aus brCNGC (Abb. 1 und 14). Eine
charakteristische Eigenschaft eines funktionelien Signaipeptids ist die stark hiydrophobe Region
in der Mitte des Motivs. Es ist moglich, daB H1 aus DmCNGC aufgrund seiner groBeren
Hydrophobizitat besser als Signalpeptid funktioniert als HI aus brCNGC.

U den EinfluB der Hydrophobizitit des H1-Segments zu analysieren, wurde der CNG-Kanal
aus dem Riechepithel des Rindes untersucht. Der Hydrophobizitits-Index von H1 liegt mit 1,9
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zwischen den Werten fiir die beiden anderen Kanalproteine (Abb. 14). Die AP-Fusion C-
terminal zu H1 des olfaktorischen CNG-Kanals war akiiv, jedoch war die Aktivitdt nicht so
hoch wie bei Dmi{1-AP; die BGal-Fusion war deutlich inaktiver als bei brH1-8Gal. Man kann
daraus schlieBen, daf3 die Fihigkeit, die AP zu exportieren, eindeutig mit der Hydrophobizitit
der H1-Segmente korreliert (Tab. 4).

Anscheinend werden durch das Kriterium von Kyte & Doolittle (Hydrophobizitdts-Index >
1,6) nicht alle transmembranalen Segmente erfaft, da Hi-H3 und S4 in brCNGC und H2, H3
und 84 in DmCNGC dieses Kriterium nicht erfiillen. Es mitssen noch andere Eigenschafien als
nur die Hydrophobizitt fiir die Bestimmung einer Region als transmembranales Segment
wichiig sein. Umgekehrt miissen Segmente, die einen Hydrophobizitdts-Wert > 1,6 besitzen,
nicht notwendigerweise membranstindig sein. DmCNGC liefert dafiir ein gutes Beispiel: Die
cGMP-Bindungsstelle weist zum Teil hohere Hydrophobizitiis-Werte auf als H2, H3 und 84,
befindet sich aber im Zytosol.

In der Mitte der Hi-Segmente von brCNGC und boCNGC befindet sich ein Prolinrest. Diese
Aminosgure kommt recht hiufig in transmembranalen Segmenten von Membranproteinen vor
{(von Heijne, 1991). Es wird angenommen, daf sie einen Knick in der Achse des c-helicalen
Segmentes bewirkt. In Signalpeptiden oder Membranproteinen mit nur einem
transmembranalen Segment sind jedoch bisher keine Prolinreste gefunden worden.

Wahrscheinlich storen die Prolinreste die Fihigkeit von H1 als Signalpeptid zu dienen.
Diese Ergebnisse zeigen, daB H1 in den CNG-Kanilen ein {ransmembranales Segment darstellt.

Ytad s 23

Wahrscheinlich miissen jedoch in brCNGC auch andere Segmente mitwirken, um HI in die
Membran einzubauen. '

4.5 Nachweis der Expression der AP-Fusionen

Wenn AP-Fusionen inaktiv sind, muf tiberpriift werden, ob auch tatsdchlich die alkalische
Phosphatase gebildet wurde. Deshaltb wurden aktive und inakiive AP-Fusionsproteine mit
einem Antikorper, der gegen die alkalische Phosphatase gerichtet ist, im Western-Blot
nachgewiesen (Abb. 15). Die meisten AP-Fusionen waren zu kieineren Fragmenten abgebaut.
Dieses Ergebnis ist nicht (iberraschend, da bekannt ist, daB enkaryontische Proteine, die in £.
coli exprimiert werden, sehr haufig einem proteolytischen Abbau unterliegen (Marston, 1986).
Man nimmt an, daB die exogenen Proteine von der Zelle als fremd erkannt und deshalb zerstort
werden. Insbesondere die aktiven AP-Fusionsproteine wurden bis zu der GrofBe der alkalischen
Phosphatase plus ihrem Verbindungspeptid abgebaut. Da die aktiven AP-Fusionen den AP-
Anteil ins Periplasma transportieren, war das Enzym vor weiterem Proieaseabbau geschiltzt.
Deshalb wird die AP dort angereicheri. Bei inakiiven AP-Fusionsproteinen wurden Banden mit
verschiedenen Molekulargewichten beobachtet. Die AP-Bande war nicht oder nur schwach zu
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sehen. Da die Phosphatase nicht ins Periplasma transportiert wird, ist es wahrscheinlich, daB sie
fast vollstindig abgebaut wird. Wenn die Fusionen mit aktiver alkalischer Phosphatase fuir
kiirzere Zeit exprimiert werden, beobachtet man, wie bei den inaktiven AP-Fusionen, mehrere
verschieden grofie Proteinbanden. Das liegt wahrscheinlich daran, daB die Fusionsproteine
noch nicht vollstindig abgebaut worden sind. Man kann nicht ausschiieBen, dafl eine
periplasmatische Protease die aktiven AP-Fusionsproteine im Verbindungsstiick spaltet. Dies
wiirde ebenfalls dazu fithren, daB die N-terminalen Kanalanteile im Western-Blot nicht mehr
detektiert werden.

Der Abbau von Fusionsproteinen ist auch schon bei anderen Proteinen, z. B. dem Methyl-

akzeptierenden Chemotaxis-Protein (DcrA) von Desulfovibrio vuigaris beobachtet worden
(Deckers & Voordouw, 1994). Das Fusionsprotein mit akiiver AP wurde grofBtenteils bis auf
etwa 49 kDa abgebaut, was der Grofle von AP mit dem Verbindungspeptid entspricht. Das
Fusionsprotein mit inakiiver AP war nach der Expression nicht nachweisbar.

Um sicher zu sein, daB bei akiiven AP-Fusionsproteinen die AP tatsichlich im Periplasma
vorfiegt, wurden Western-Blots mit frakiionierten Zellexirakten durchgefiihrt. Periplasma,
Zytoplasma und Membran wurden getrennt analysiert. Das Ergebnis war wie erwartet: Bei der
Fusion mit aktiver AP (DmH3D191/199V-AP) war im Periplasma sehr viel und in der
Membranfraktion wenig AP-Immunreaktivitit nachzuweisen. Bei der Fusion mit inaktiver AP
befand sich die Immunreaktivitdt in der Membranfraktion, d. h. es wurde keine AP durch die
Membran transportiert. In den Zytoplasmafraktionen war keine Immunreaktivitit zu erkennen.
Dies ist auch nicht zu erwarten, da die Fusionsstelle C-terminal von H3 liegt und somit drei
transmembranale Segmente vorhanden sind, die das Fusionsprotein in der Membran verankern.
Die Fraktionierungsexperimente bestdtigen die durch die Aktivitdtsmessungen erhaltenen
Ergebnisse: nur bei aktiven AP-Fusionsproteinen wird das Enzym ins Periplasma transportiert.

4.6 Analyse von brCNGC und BmCNGC mit der “positive-inside"-Regel

von Heijne analysierte die Ladungsverteilung in zytoplasmatischen und periplasmatischen bzw.
extrazelluldren Schieifen mehrerer membranstindiger Proteine aus Pro- und Eukaryonten. Er
stellte fest, daB die zytoplasmatischen Schleifen mehr positiv geladene Aminosiuren (Lysine
und ‘Arginine} enthielten als die extrazellular gelegenen Schleifen (von Heijne, 1986a; von
Heiine & Gavel, 1988; von Heiine, 1989; von Heline, 1992; Sipos & von Heijne, 1993). Diese
sogenannte “Hpositive-inside”-Regel gilt jedoch nur fir kiirzere Schleifen bis zu einer

Gesamtlinge von etwa 60 Aminosgureresten {(von Heijne, 1094).

Warum positiv geladene Aminosaurereste die zytoplasmatische Lokalisierung von Segmenten
bestimmen, ist michi bekannt. Man vermutet, daBl basische Aminosiurereste mit den sauren

Kopfgruppen der Phospholipide an der zytoplasmatischen Seite der Membran wechselwirken
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(Boyd & Beckwith, 1990), oder daB positiv geladene Aminosduren, wie sie auch N-terminal
von Signalsequenzen vorkommen, mit negativ geladenen Aminos@ureresten im
Translokationsapparat wechselwirken (Akita et al., 1990). Vermutlich verhindert auch das
Membranpotential von E. coli, daB positiv geladene Aminosgurereste durch die Membran
transportiert werden (Andersson & von Heijne, 1994). Bei Eukaryonten kann dieser
Mechanismus jedoch keine Rolle spielen, da das endoplasmatische Reticulum kemn
vergleichbares Membranpotential aufbaut (Boyd & Beckwith, 1990). Bei Eukaryonten wird
vermutet, daf3 nur die Ladungsdifferenz zwischen den N- und C-terminalen Schleifen des ersten
transmembranalen Segments fiir die Orientierung wichtig ist, und dal3 die folgenden Segmente
sequentiell eingefiigt werden (Hartmann et al., 1989). Diese Hypothese erklért allerdings nicht,
warum auch bei Eukaryonten diese unsymmeirische Ladungsverteilung entlang der ganzen
Proteinkette zu beobachten ist.

Die intrazelluliren Schieifen IS 1 und IS 2 von brCNGC und DmCNGC (Abb. 9) besitzen
mehr positiv geladene Aminosiuren als die extrazelluldren Schleifen ES 1 und ES 2 (Tab. 5).
Dies ergibt eine positive Nettoladung der IS im Vergleich zu einer negativen Nettoladung oder
Neutralitit der extrazelluldren Schleifen. Bei ES 3 ist die Nettoladung ebenfalls 0, ES 4 besitzt
eine negative Nettoladung. Die Analyse der Ladungsverteilung stimmt mit der Topologie in
Abb. 2 iiberein. Das zeigt, daB die "positive-inside"-Regel auch auf CNG-Kanile anwendbar

ist. .
brCNGC DmCNGC
Anzahl - Anzahl Nettoladung Anzahl Anzahl Nettoladung
+AS - AS : +AS -AS
ES1 -1 -3 -2 i 1 0
IS1 7 4 +3 4 3 +1
ES2 1 1 0 0 1 -1
1s2 2 0 +2 1 0 +1
ES3 4 4 0 2 2 0
I 2 -1 0 3 -3

BS4 | -

Tab. 5: Anzall positv {(+ AS) und negativ (- AS) geladener Aminosiuren in den extrazcluldren (ES) und

intrazelluldren {IS) Schleifen von brCNGC und DCNGC und dic daraus berechnete Nettoladung.
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4.7 Strukturelle und funktionelle Zuordnung der CNG-Kanile zu anderen Ionenkanal-

Familien

CNG-Kanile sind genetisch mit der Familie der spannungsabhingigen Ionenkanile verwandt.
Sie besitzen nicht nur gemeinsame Sequenzmotive wie das S4-Segment und die Poren-bildende
Region, sondern sind, wie diese Arbeit zeigt, auch strukturell Zhnlich. Es wird deshalb
vermutet, daB sich CNG- und spannungsabhingige K*-Kandle aus einem gemeinsamen
Vorfahren, vermutlich einem K*+-Kanal, entwickelt haben (Sather et al,, 1994). Aus den CNG-
Kanilen haben sich dann durch Genverdopplung und Verinderungen in der Porenregion die
Ca2*- und Na*-Kanile entwickelt.

Funktionell allerdings gehéren die CNG-Kanile zur Klasse der Liganden-gesteuerten
Tonenkanile, da sie direkt und kooperativ von cGMP bzw. cAMP gedffnet werden. Sie weisen
jedoch keinerlei strukiurelle oder sequenzspezifische Ahnlichkeit zu klassischen Liganden-
gesteuerten Ionenkanilen, wie dem nikotinischen Azetylcholinrezeptor, auf Es wird
angenommen, daB die Liganden-gesteuerten Ionenkanile vier transmembranale Segmente
besitzen (Numa, 1989; Barnard, 1992). Ionotrope Glutamatrezeptoren gehdren ebenfalls zur
Familie der Liganden-gesteuerten Ionenkanile, weil sie durch den Neurotransmitter Glutamat
gedffnet werden. Sie soliten deshalb ebenfalls vier transmembranale Segmente besitzen, Wie
neuere Mutationsexperimente (Kuryatov et al, 1994), aber auch Untersuchungen zur
Phosphorylierung (Tingley et al., 1993} oder zur N-Glycosylierung (Roche et al, 1994; Wo &
Oswald, 1994) zeigen, besitzen diese Rezeptoren entweder drei oder funf transmembranale
Segmente.

Aufgrund dieser strukturellen Unterschiede sind CNG-Kanile daher nicht mit diesen Kanélen
verwandt und es ist deshalb vorgeschlagen worden, daB Kanile, die von intrazelluléren
Botenstoffen gesteuert werden, eine eigenstdndige Familie bilden. Zu dieser Familie von
Kanilen, die wie CNG-Kanile, intrazellulir von einem "second messenger" aktivieri werden,
gehoren auch der Inositol-1,4,5-trisphosphate-(InsP3)-Rezeptor (Furuichi et al., 1989) und der
Ryanodine-Rezeptor (Takeshima et al,, 1989). Fir den InsP3-Rezeptor wurde ein Modell mit
sechs transmembranalen Segmenten vorgeschlagen (Michikawa et al., 1994). Diese Rezeptoren
zeigen jedoch keine Sequenzihnlichkeiten zu CNG- oder Shaker-ghnlichen K*-Kanilen.

Auch in der Superfamilie der spannungsabhiingigen Ionenkanile sind inzwischen Proteine
bekannt, die zwar funktionell dhnlich, aber strukturell vom Rest der Familie sehr verschieden
sind. Ein gutes Beispiel sind die einwirts-rektifizierenden K*-Kanile, die wahrscheinlich nur

zwel transmembranale Segmente besitzen (Ho et al., 1993; Kubo et al., 1993; Taglialatela et
al', 10040

27 J7;.
Diese Beispiele zeigen, daB die Einteilung von Membranrezeptoren nach strukiurelien Xriterien
(Tertisr- und Quartarstruktur) nicht unbedingt mit der Einteilung nach funktionellen Kriterien

(Aktivierungsmechanismus) Gibereinstimmt (Abb. 18). Die klassische Einteilung in die Familien
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Abb. 18: Struktvrelle und fimkiionelle Zuordnung der CNG-Kanile zu anderen Kanal-Familien. Die groften
strakturellen Ahnlichkeiten haben die CNG-Kanile zu den K¥-Kanilen des Shaker-Typs und damit zu der
Super-Familie der spannungssbhingigen Jonenkanile, zu der auch Na*- und Ca?*-Kaniile gehoren. Na*- und
Ca2*-Kanile besitzen die gleiche Topologie wie K*-Kanile, sie bestehen jedoch aus einem langen Polypeptid
mit je vier Wiederholungen einer Untereinheit des K¥-Kanaltyps. Die strukturelle Beziehung der CNG-Kanale
zu spannungsabhiingigen Ionenkanilen ist durch einen Kasten mit durchgezogener Linie gekennzeichnet.
Funktioneli betrachict gehren die CNG-Kanile jedoch auch zur Klasse der Liganden-gesteuerten Ionenkanile
(Kasien mit gestrichelter Linie). Die Orientierung der Proteine in der Membran ist bei dem Modeli filr den
einwiiris rektifizierenden K*Kanal angegebén. 1) Fur die Familie der Ghutamat-Rezeptoren existieren

Topologie-Mcdelle mit drei bzw. fiinf transmembranalen Segmenter (s. Text).
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der spannungsabhangigen und Liganden-gesteuerten Ionenkanile ist daher nicht mehr
ausreichend. Fiir eine zukiinftige Klassifizierung sollten deshalb Kriterien benutzt werden, die
die unterschiedlichen strukturellen und  finktionellen. Eigenschaften gleichermaflen

berticksichtigen.
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5. Zusammenfassung

Zyklisch-Nukleotid-gesteuerte (CNG) Ionenkanile werden direkt durch die Bindung von
cGMP oder cAMP gedffnet und bilden eine newe Famile von Liganden-gesteuerten
Ionenkanilen. Sie besitzen strukturelle Motive, die dem S4-Segment und der Poren-bildenden
Region in spannungsabhingigen K7'-Kanidlen sehr #hnlich sind. Aufgrund von
Hydrophobizitits-Analysen und diesen beiden Sequenzmotiven wurde die transmembranale
Topologie der K+-Kanile, die aus sechs transmembranalen Segmenten und einer Haaradel-
hnlichen Poren-Region besteht, auf die CNG-Kanile tbertragen. Dieses Modell wurde
experimentell an den CNG-Kanilen aus Rindersehstibchen (brCNGC) und Drosophila
melanogaster (DmTNGCT) mit Hilfe einer Genfusions-Methode tiberprisft, bei der verschiedens
Reporierenzyme, alkalische Phosphatase bzw. B-Galaktosidase, C-terminal der putativen
transmembranalen Segmente der K&nalproteine fusioniert wurden. - Diese Enzyme sind
entweder nur im Periplasma oder im Zytoplasma akiiv. Die Aktivitit der Enzyme wurde nach
Expression in E. coli bestimmt. Aus den Ergebnissen konnte die Orientierung der einzelnen
Segmente abgeleitet werden.

Bei DmCNGC konnten alle sechs transmembranalen Segmente des Modells identifiziert
werden, wihrend bei brCNGC nur die letzten vier transmembranalen Segmente identifiziert
werden konnten. Das dritte transmembranale Segment beider Kanile konnte erst nachgewiesen
werden, nachdem Aspariaireste, die die Signalsequenzfunktion dieses Segmentes storen, gegen
Valinreste ausgetauscht worden waren. Die Membranstindigkeit “der ersten beiden
transmembranalen Segmente konnte durch zusitzliche Untersuchungen des CNG-Kanals aus
dem olfaktorischen Epithel des Rindes bestatigt werden. Die transmembranale Topologie ist
zudem im Einklang mit der bisher aus immunologischen Untersuchungen beschriebenen
Struktur und bestatigt die evolutionire Verwandtschafi zwischen spannungsabhingigen- und

CNG-Kanilen. .
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7. Anhang -
brCNGC  MKKVIINTWHSFVNIPNVVGPDVEKEITRMENGACSSFSGDDDDSASMFE 50
DECNGC  MRHPKVKAMVOSLDISAITGOOTDAEPSKRSKPSALRRTLOALRORLTKR 50
brCNGC  ESETENPHARDS FRSNTHGSGOPSOREOYLPGAIALEFNVNNSSNKEQEPK 100

DmCNGC  NRPKPPDWFLEKFSNTTNTDKIRKGCPAMEDAALSSETRGSSVLONR-~— 97

PrCHRGC EKKKKKKEKKSKPDDKNENKKDPEKKKKKEKDKDRKEKEEKGKDKKEEEK 150

DHCNGC < mmmm sem o e et o 97
Hi S
brCNGC — KEVVVIDPSGNITYNWLFCITLPVMYNWIMI IARACFDELQSDYLEYWIA 200
DICNGC —~-stinLQsHYRWLAI%éiAﬁi&ﬁIIF&%ééAVFWEINKSAPAFWYT 144
H2 T H3

& =
brCNGC FDYLSDVVYLLDMFVRTRTGYLEQGLLVKEERKLIDKYKSTFQFKLDVLS 250

DRCNGE LDYLCDFIYLLDTLVHMHEééibéGii&éﬁAFRLRRHYFHTKGWYLDVLs 194

< -
brCNGC VEPTDLLYIKF ————— GWNY———PEI RLNRLLRISRMFEFFQRTLTRT\ 281

.......
---------------------

DmCNGC ML?TDLRXIWWPPETCSSLYLﬁCPVTVRLNRLLRINRLUEWFDRTETATG 244

¥ H4
brCNGC YPNIFR SNLVMYIIIIIHWNACVYF§I KAIGFGNDTWVYPDVNDPDFG 341

------ - .
........... e

DmMCNGC YPNAFRICKVVLAILVLIHWNACMYFAISYEIGFSSDSWVY—NLNGTRNN 283
O 4 Pore & s
brCNGC RLARKYVYSLYWSTLTLTTIGETPPPVRDSEYFFVVADFLIGVLIFATIV 391

----------------------
.....................

DmCNGC TLQRQYIYSFYWSTLTLTTIGETPTPENDVEYLFVVADFLAGVLIFATIV 343

brCNGC GNIGSMISNMNAARAEFQARIDAIKQYMHFRNVSKDWEKRVIKWFDYLWT 441

...........
......................

DmCNGC GNIGSMISNMNVARVEFQNRMDGVKQYMAFRRVGHELEARVIRWEAYTWS 383
¥
brCNGC NKKTVDEREVLKYLPDKLRAEIA_NVHLDTLKKVRIFADCEAGLLVELVL 493

.......... s .
................

DmCNGC QSGALDEERVLAALPDKLKAEIAIQVHMDTLKQVRIFHDTEPGLLEAEVL 443

brCNGC KLQPQVYSPGDYICKKGDIGREMYIIKEGKLAVVADDGITQFVVLSDGSY 541

...........................

DmCNGC KLKLOVFSPGDYICRKGDVGKEMYIVKRGKLSVVGDDGITVLATLGAGSV 493
cGMP/cAMP-Bindungsstellie _
brCNGC FGEISILNIKGSKAGNRRTANIKSIGYSDLFCLSKDDLMEALTEYPDAKG 591

...............

DiCHNGC FGEVSVLEIAGN RTGNRRTANVRSL GYSDLECLAKRDLWETLSDYPEARS 543

brCNGC  MLEEKGKQILMKDGLLDINI-ANAGSDPKDLEEKVIRMESSVDLLQTRFA 640
DmCNGC TLTQRGCQLLRRﬁéiiDEQIFADSQRVHDSIEGGIEKLELSVENLNMRLA 593

PICNGC  RILAEYESMQQKLKQRLTKVEKFLKPLIDTEFSATEGSGIESGPTDSTOD 690
DRCNGC R ARV TAS OAKT KORLAKLEMNGGPGTWRLECEPQSRARSGRLYSIOPK 643

DHCNGC  RRPRSRPDATAKSSDARKONTL 665

Abb. Al: Aminosiurevergleich zwischen brCNGC und DmCNGC. Der Sequenzvergleich wurde zunichst mit
dem Programm MULTALIN (Corpet, 1988) durchgefiihrt und anschlieBend "von Hand" optimiert. In N- und
C-Termini beider Sequenzen wurden keine optimierenden Liicken eingefiigt. Optimierende Liicken innerhalb
der Sequenzen sind dusch Bindestriche markiert. Doppelpunkte markieren identische, Punkie konservativ
substituierte Aminosduren. Als konservative Substitutionen sind Aminosiuren definiert, die zu einer der
folgenden Gruppen gehéren: A,G,P,S, T/LLM, V/D EN,QHKRF,W.Y (Dayhoffet al., 1978).
‘Die transmembranalen Segmente Hi-H5 und S4, die Poren-bildende Region (Pore) und dic cGMP/cAMP-
Bindungssielle sind duich Siriche gekennzeichnet. Die Pleile oberhalb und unterhalb der Sequenz bezelchnen :
_dle leizie Aminosdure in den jeweiligen Fusionsproteinen von brCNGC und DmCNGC (Tab. 1).
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1 ATGRAGARAGTGATTATCARTACATGGCACTCTTTTGTAAATATIC

47 CCAATGTGGTTGEACCAGATGT TGAARAGGARATARCRAGGATGGARAATGGAGCATGCAGCTCCTTTTCTGCTGATGAT

51 -AGARCCCCCACGCARGGG~3' [# 037)
127 GACGACAGTGCCTCTATGTTTGAAGAATCAGAGACTGAGARCCCCCACGCAAGGGATTCCTTTAGAACTARTACACACGE

207 ARGCGGACARCCATCACAGAGGGAGCAATACCTGCCTGGAGCCAT TGCACTTTTTAATGT TAACARCAGCAGCAATARGG
287 AGCAAGAACCAARGGARARGAAGARRARGAARPAAGARAAGAAGAGCRAGCCAGATGATARARATEAARATARARAGEAC
367 CCAGAAAAGARARAGARGARAGAARRGGACAARAGACAAGAAAANCGAANGAGEAGAARGECARAAGATARGAARGAGGARGA
447 GRAGRAGGAAGTCGTGGTTATTGATCCCT CAGGARATACGTAT TACARCTGGCTGTTCTGCATCACCTTACCTGTTATGT

527 ATABCTGGACCATGATTATTGCARGAGCATGTTTTGATGARCT TCAGTCTGATTACCTAGARATACTGGCTTGCTTTTGAT
3'-TCAGACTAATAGATCITATGA-5' | 521; brHl)

607 TACTTATCAGATGTAGTCTATCTTCTTGATATGT TTGTACGAACAAGGACAGETTACCTAGARCAAGGACTACTGGTGAA
3'-CACTT

5'~GCGTAARAGCTTAGACAAGTATAA-3" (# 498; brHZsand)
687 GGARGAGCGTARACTCATAGACAAGTATAAATCARCCTTTCARTTTARACTTGATGT TCTATCAGTGATCCCAARCTGATC
CCTTCTCAGATCTGAGTATC-3"' (# 303; brH2) 3'-CACTAGGGETTGACARG

767 TGCTGTATATTARGTTTEGCTGEARTTATCCAGARAT TAGATTARACAGATTGT TAAGGATCTCTCGAATGTTTGAGTTC
3'-ARACCGACCTTARGATCTCTTTAAT-5' (4 304; brH3)
AC-5' ($ 671; brH3D255V)
547 TTCCAGAGAACAGAAACACGEACARACTACCCAARCATCTYCAGGATCTCTAACCT TG CATGTACATCATCATCATCAT
31 ~GATGGGTTTCTARGATCICTAGAGA-5" (§ 286; brS¢)
31~ CPTETCTITETGCCTGTATTCCCGEGTTGTAGA-5 (# 425; C-term. Deletion, 3.8}
927 CCAGTGGARTGCGTGTGTGTACTTCTCTATTTCCARAGCTAT TGGGTTTGGARATGACACATGGGTCTATCCTGATETTA
1007 ATGATCCTGATTTITGGCCGTTTGGOTAGRAARTATCTETACAGTCT T TACTGGTCTACACTBACT TTGACCACTATTGEC
5'-TCCTGTARGCTTTICTGAGTATTTC-3' (# 4987; brPOsand)
1087 GARACACCACCTCCTETGAGGGATTCTGAGTATTTCITTGTEGTGGCTGATTTCCTCATTGGAGTGTTARTTTTTGCCAC
3°-GGACACTCCCTAGATCTCATAAAG-5 (§ 287; brPoj
1167 CATTETCGGTAACATAGGTTCTATCATTTCCAACATGARTGCGGCCAGGECAGART TTCARGCARGART TGATGCARTCA
1247 AGCARTACATGCATTITCGAARTGTAAGCAAAGATATGGAGARGCGAGTCATTARATGETTTGACTATCTGTGGRCCRAC

1327 AAAARAACAGTGGATGAGAGAGAAGTCTTGAAGTATCTACCTGATARACTAAGAGCAGRGAT CGCCATCRATGTTCATTT
3'-GTARA

1407 AGACACATTAAAAAAGGTGCGCATTTTTGCAGACTGTGAAGCTGGTC'I'G'I‘TGGTGGAGTTGGTCTTGAAATTACAACCCC
TCTGTGAGATCTTTTCCAC-§’ {# 288; brH5)

1487 ARGTCTACAGTCCTGGAGATTACAT T TGCAAGAAAGEGEACATTGGCCGRGAGATGTACATCATCAAGGARGGCARACTC
1567 GCCGTEGTEGCTGATGACGEGATCACTCAGT TTGTAGTATTGAGTGATGGCAGCTACT TIGGTGARATCAGTATCCTTRA
1647 TATTAAACGTAGCARARGCTGECAATCGAAGARCAGCCARTATTARARGCATTGGCTACTCAGATCTATTCTGTCTCTCAA
1727 ARGATGACCTCATGGAAGCTCTARCTGAGTACCCAGATECCARAGGTAT GCTAGAAGAGARRGGEARGCAAATTTITGATG
1807 ARRGATGGTCTATTGGACATARACATTGCAAATGCTGEGRAGTGATCCTAARGRTCTTGAAGAGARGGTCACCCGAATGEA
1887 GAGCTCAGTAGACCTCCTGCAAACARGGTTTGECTCGGATCCTGECT GAG‘I‘ATGAGT CRATGCAGCAGARRCTGAARGCAGR
1967 GGCTAACCAAGGTTGAGRARTTCCTGARRCCACTTATTGACACAGRATTTTCAGCTATT GAAGGATCTGGAACTGAAAGT -

2047 GGECCCACAGACTCTACACAGGACTGA

Abb A2: Fiir dle Mut.agenese von brCNGC verwendete PCR-Primer. Es ist nur die kodierende Sequenz von
brCNGC mit dem Stop-Codon angegeben. Primer, deren Sequenzen dem kodicrenden Strang entsprechen,
stehen tiber der cDNA-Sequenz. Unter der cDNA-Sequenz sind die Primer aufgefiihri, die komplementar zum
kodicrenden - Strang sind. Die Bezeichnung der Primer und ihr Verwendungszweck sind in Xlammem
angegeben, Nuideotlde mnerhalb "der Primersequenzen, die von der ¢DNA-Sequenz abwelchen, sind

untersmchen
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38

118
198
218

358

438

518 "

598

678

758

838

9218

938
1078
1158
1238
1318
1398
1478
1558
18638
1718
1798
1878

1958

Abb. A3: Far die Mutagenese von DmCNGC verwendete PCR-Primer. Es ist nur die kodierende Sequenz von
DmCNGC mit dem Stop-Codon angegebein. Primer, deren Sequenzen dem kodierenden Strang entsprechen,
stehen iiber der cDNA-Sequenz. Unter der cDNA-Sequenz sind die Primer aufgefiihrt, die komplementir zum
kodierenden Strang sind. Dic Bezeichnung der Primer und ihr Verwendungszweck sind in Klammemn
angegeben, MNukleotide innerhalb der Primersequenzen, die von der ¢DNA-Sequenz abweichen, sind

ATGCGACATTTCARAGTCAARGCCATGGTGTAGTCGT
TGGATATATCCGCCATAACGGERACAGCAAACAGAT GCECAGCCARGCARACGEAGCARARCCCTCCECTTTARGRCGCACT
CPGCAGGCACTGCECCAGCETCTGACTAAAAGGAATCGCCCCARACCGCCGRACTGET TCCTCGAGARGT TCTCCAACAL
CACCARCRCGGACAAGATTCECAAGGGTTEGTCCGECEATGEAGGATGCEGCGCTATCCAGCGAAARTACGTGELTCCAGTG
TCCTGTECARCCGTCTGTCCGT CGATCCCACCCTGCAGTCGCATTACAGATGGCT GEGCCATCETTTCACTEGECAGTGCTT

TACARTATCATCTTCGTGETGEGACGTECEGTCTTCIGGGAGATCAATARGRGTGCTCCCGCCTTTTGGTACACGCTGGR

3'-GTTATTCTCACGAGATCTGAARACC-5' (# 600; DmHi)

CTACCTGTGCGACTTTATCTATCTGCTGEATACGCTCGTCCACATGCACGAGGGATTTTTGGACCAAGGTCTCCTCGETGC

GEEATGCCTTTCGGCTGCGCCEECACTATTTCCACACCARGGGCTGGTACCTCEACSTCCTGTCCATCGCTECCCACGGAC
3! -GCGGCCGTGATAGATCTGTGGTT-5" (# 62%; DmH2) 31 -cACGGGTGCCAG
s : - 3' -CATGGAGCAGCAGGACAGGTACGACGGGTGCCAG

3'~GACCATGGRGCAGCAGGAC-5' (¥ 653; DmH3D191V)

TTGGCCTACATCTGETGECCECCEEAGACCTGCTCCAGTCTGTATCTGCCGTETCCCETEGATAGTECETCTEGARTCGTTT
AACC-B' (# 644; DmH3D191/139V) " 3!'-ATAGACGGCACAGATCTCTATCA~S' (4 628; DmH3)
ARCCGG-5" (# 652; DmH3D199V) )

GCTCRGEATCAATCCACTGTGEEAGTGET TCGAT CEARCGEAGACAGCERCGEEATAT CCGAATGCCTTCCECATCTGCA
31 -ATAGGCTTACGGAAAGATCTGRCGET

AGGTEGTGCTGGCCATTTTGETEGCTGATCCACTGERRTGCCT GCATGTACTTTGCCAT CAGCTACGRAAT CGGCTTCAGT
TC~5'-(# 655; DmS4)

TCGEATTCGTGGGTGTATART CTGAATGGANRCGAGARACRATACGT TEGCAGCGGCAGTACATCTATAGTTTCTACTGGTC
37-CCCACATATTAGATCTACCTTGC-5' (# 654; DmH4)

GACGCTAACGCTGACCACCATTEECEAGACTCCAACGCCGEAGAACGAT GTGEAGTATCT GTTCETGETGGCCEATTTCC
31 -GTTGCGGCCTCTTAGATCICCTCATA-S (# 831; DmPO)

TEGECTGGCGTCCTAATCTTCGCCACCAT TGTGEGTAACAT TGGCTCCATGATCTICCAACATGAATGTGGCCCGCETEGARAA
TTCCAGAATCGCATGEACGETCTCAAGCAGTACATGECCT TCCGGCEAGTGGETCACGAGCTGGAGGCCCEEETGATCCE
CTGGTTTGCCTACACGTGGTCGCAAAGTGETGCGCTGEACGAGGAGCETGTGCTGECCGCCCTECCGGALARGCTGAAGG
CGGAGATCGCTATCCAGGTGCACATGGATACGL TGAAGCAGGTGCGCATCTTCCACGACACGGAACCGGETCTCCTLGAG
GCCCTGETGCTEGAAGCTCAAGCTGCAGGTCT TCAGT CCGGGCEACTATATCT GTCGCAAGEETGACGTGGGCARGGAGRAT

GTATATCGTGAAGCGGGGCAAGTTGTCCGTCGTCGGCEATEATGGCATCACCETGCTGECCACCTTGGECECCGETTCGE

TACTCGGATCTCTTCTGTCTGECGARACGRGAT TTGTGGCAGACCCTGTCCGACTAT CCGEAGGCCAGAT CCACGCTCAL
TCAGCGAGGATGCCAGCTGCTGCGCARGCGATGGCTTACT GGRACGRAGCARATATTCGCTGAT TCACAAAGGGTACACGACA
GCATTGREGGCGECATCEGARARGCTGEAGCTCTCEETGGAGAACCTCARCATGCGGCTGGCCCGCCTCCTCCCTGRGTAC
ACGGCCAGCCAGGCARAGRTCARGCAGCGCCTCGCARAGCTGEAGATGAATGGCEGGCCCTGGCACGTGECGATTEGAGTG
TGAGCCCCAARGTCGEGCTCCCAGCGGACGCCTCTATTCGCTECAGCCCAAGCGECECCCACGTTCGCGACCCGACGCEA

CTGCCAAGAGCAGCERATGCTCGCARACAGAACACACTGTAA

FARRMLE G SR g 8 1

untersirichen.
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Bezeichnung

Sequenz (57337}

Verwendung

rev CAGCGAAACAGCTATGAC M13-REVERSE PRIMER

# 273 CGCCCTGAGCAGCCCGG Mutation der Aspartatreste in H3;
hybridisiert an die Nukleotide 110-
84 von phoA (ab der XbaI-
Klonierungsstelle von pSWE II
gezahlt (3.4.1)

# 392 CTGATTTGTGTAGTCGG Subklonierung von lacZ;
hybridisiert an die Nukleotide 70%-
683 von TnlacZ (3.3.2)

# 393 GACTCTTATCTAGAAGTAGCGTCCTGG | Subklonierung von lacZ;
hybridisiert an die Nukleotide 3-28
von TnlacZ {3.3.2)

# 479 ATGAAGARAGTGATTAT Klonierung wvon pbrCNGC2; 5™ -Primer
fiir die PCR-Reaktion (Abb. 4}

# 480 GGGTACCGAGCTCGAAT Kionierung von pbrCNGCZ; 3 -Primer
fiir die PCR-Reaktion (Abb. 4)

# 839 CCACACTTCTAGATAGCCTTTCTGCAG | Klonierung von boHl; hybridisiert

GTC an die Nukleotide 525-456 von

boCNGC ({3.5.1}

# 840 GAGCTCGGTACCCATGACAGARRARAAGC | Klonierung von boHl; hybridisiert

CAAT

ab Nukleotid 14 des Primers an die
Nukleotide 1-18 von boCNGC; die
ersten 13 Nukleotide entsprechen
dem 5 -Bereich der multiplen
Klonierungsregion von pbrCNGC2
zwischen der SacI- und der
zerstdrten Smal-Erkennungsseguenz
{Abb. 4; 3.5.1})

Tab. Al: Weitere fiir PCR-Reakiionen verwendete Primer. Bei den Primern # 393 und # 839 sind die
Nukleotide unterstrichen, die von der DNA-Sequenz von TnlacZ bzw. boCNGC abweichen.
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