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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Cadmium in der Umwelt

Schwermetalle stellen aufgrund ihrer toxischen Eigenschaften und ihrer Akkumulation
in der Nahrungskette eine grosse Gefahr fiir viele Okosysteme und Lebewesen dar. Natirli-
cherweise liegen Schwermetalle im Mineralbestand der Erdkruste verteilt vor. Durch physikali-
sche und chemische Verwitterung werden sie freigesetzt und treten so in geregelte biogeoche-
mische Kreislaufe ein. Die industrielle Férderung und Verarbeitung von Schwermetallen sowie
die Nutzung fossiler Brennstoffe steigern die natiirlichen Stoffumsatze vor allem bei selten vor-
kommenden Schwermetallen wie Cadmium in erheblichem Umfang [Ayers, 1992; Schimming,
1992]. Vor allem Bdden stellen in diesem Zusammenhang aufgrund ihrer Kationenbindungsfa-
higkeit eine Senke dar, in der es als Folge der erhéhten Umséatze zu einer anthropogen beding-
ten Akkumulation von Schwermetallen kommt. So finden sich beispielsweise 80 bis 90 % des
emittierten Cadmiums initial in den Béden wieder [Adriano, 1986; Fiedler, 1993]. Die bedingt
durch die zunehmend sauren Niederschlage abnehmenden pH-Werte in den Béden mobilisie-
ren die gebundenen Schwermetalle und bedrohen so die Stabilitat vieler Okosysteme [Wieser,
1979; Kahle und Breckle, 1992; van Straalen und Bergema, 1995].

Ein Schwermetall, welches bei sauren Bedingungen in grossem Umfang mobilisiert
wird, ist Cadmium [Fiedler, 1993]. Cadmium kommt mit einer durchschnittlichen Konzentration
von 0,1 bis 0,5 mg/kg in der Erdkruste Gberwiegend in Zink-, Blei- und Kupfer-haltigen Gestei-
nen vor. In Sedimentgesteinen und marinen Ablagerungen kénnen auch Cadmium-Gehalte von
bis zu 500 mg/kg erreicht werden [WHO, 1992a]. Auf natirlichem Wege werden durch Verwitte-
rung von Gesteinen, vulkanischen Aktivitaten oder grossflachige Waldbrande pro Jahr etwa 800
bis 1000 t Cadmium emittiert. Der mit 8000 bis 10000 t weitaus grdéssere Anteil an der jahrlichen
Emission von Cadmium ist anthropogenen Ursprungs [Nriagu und Pacyna, 1988; WHO, 1992a].
Vor allem durch die metallverarbeitende Industrie, durch Mullverbrennungsanlagen und intensi-
ve Landwirtschaft erfolgte in den letzten Jahrzehnten ein massiv gesteigerter Eintrag von Cad-
mium in die Umwelt. Es gelangt dabei in die Atmosphare oder wird durch Abwasser sowie
Festdepositionen global und regional umverteilt [Stoppler, 1991; WHO, 1992a; Foulkes, 2000].

Das in den Bdden angereicherte Cadmium wird von Pflanzen in geléster Form Uber
die Wurzel aufgenommen und zum grdssten Teil auch in diesem Organ gespeichert [WHO,
1992b]. Die Aufnahme von Cadmium durch Mensch und Tier erfolgt vor allem Uber die Nahrung
aber auch Uber das Trinkwasser und die Atemwege. Das Cadmium wird zum Uberwiegenden
Teil in stoffwechselaktiven und exkretorischen Organen wie beispielsweise der Leber und Niere
von Saugetieren, der Mitteldarmdrise bei Mollusken, dem Fettkdrper bei Insekten oder dem
Chloragoggewebe bei Oligochaeten akkumuliert [Ireland, 1981; Dallinger und Wieser, 1984;
Posthuma und van Straalen, 1993]. Hinsichtlich der Verweildauer des Cadmiums in den Orga-
nismen zeigen sich grosse Unterschiede. Wahrend das aufgenommene Cadmium in der Leber
von Menschen eine Halbwertszeit von deutlich mehr als 10 Jahren hat, wird bei Invertebraten
wie dem Springschwanz Orchesella cincta oder dem Oligochaeten Enchytraeus buchholzi eine
im Vergleich zur Gesamtlebensdauer rasche Exkretion des aufgenommenen Cadmiums festge-
stellt [van Straalen et al., 1987; Stoppler, 1991; Posthuma et al., 1992; Willuhn et al., 1996]. Als
Folge einer Cadmium-Belastung treten bei Pflanzen Chlorosen und Nekrosen sowie eine
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Hemmung des Wurzelwachstums auf [Daunderer, 1990; Kahle und Breckle, 1992]. Bei einer
chronischen Belastung mit Cadmium kann es bei Vertebraten zu Nieren- und Leberfunktions-
stérungen sowie Lungen- und Knochenschadigungen kommen [Stéppler, 1991; Strubelt et al.,
1996; Quig, 1998]. In den vergangenen Jahren riickt Cadmium als potentielles Kanzerogen vor
allem fir Lungen- und Prostatakrebs immer mehr in den Blickpunkt der Tumorforschung [Waal-
kes, 2000]. Oligochaeten reagieren auf subletale Cadmiumkonzentrationen mit einem vermin-
derten Wachstum, der Abschnirung von Segmenten und einer erniedrigten Reproduktionsrate
[Willuhn, 1994; Edwards und Bohlen, 1996]. Fir Lumbricus und andere Invertebraten wie die
Muscheln Crassostrea virginica oder Mytilus edulis werden immuntoxische Wirkungen des
Cadmiums beschrieben [Coles et al., 1995; Suzuki und Cooper, 1995; Oubella, 1997; Galloway
und Depledge, 2001]. Einige Stdmme der Hefe Saccharomyces cerevisiae reagieren auf eine
subletale Cadmium-Belastung des umgebenden Mediums mit einem stark reduzierten Zellvo-
lumen sowie einer verringerten Reproduktionsrate [Romandini et al., 1992]

1.2 Aufnahme von Cadmium in Zellen

Unter biologischen Gesichtspunkten werden die Schwermetalle in vier Klassen einge-
teilt [Foulkes, 2000]: Einziger Vertreter der Klasse A ist das Eisen, welches in relativ hohen
Konzentrationen in den Zellen vorliegt und eine essentielle Bedeutung fir viele physiologische
Vorgange in den Zellen hat. In die Klasse B werden Schwermetalle wie Strontium oder Lanthan
eingeteilt, die nicht essentiell fiir die Lebensvorgange sind und in niedrigen Dosen keine oder
nur geringe toxische Wirkungen zeigen. Die dritte Klasse C enthalt Elemente wie Zink, Kupfer
oder Nickel, die als Spurenelemente essentiell fir die Zellen sind, in hohen Konzentrationen
jedoch toxisch wirken. In die Klasse D werden die Schwermetalle eingeteilt, die keine biologi-
sche Bedeutung haben und bereits bei sehr niedrigen Konzentrationen toxisch wirken. Neben
Quecksilber und Blei fallt in diese Gruppe auch Cadmium.

Da eine Diffusion von Cadmium-lonen durch die Plasmamembran aufgrund der durch
die positive Ladung bedingten grossen Hydrathiille ausgeschlossen ist, muss die Aufnahme von
Cadmium in die Zellen Uber andere Mechanismen erfolgen. Fir das toxische und nicht-
essentielle Schwermetall existieren keine spezifischen Transportsysteme in den Plasma-
membranen. Das divalente Kation nutzt aus diesem Grund sowohl aktive als auch passive
Transportmechanismen, die ansonsten von den Zellen fir die Aufnahme von essentiellen Spu-
renelementen genutzt werden. In den Zellen von Vertebraten und Invertebraten sind die genau-
en Mechanismen der Cadmium-Aufnahme noch nicht vollstandig aufgeklart. Fest steht jedoch,
dass mehrere parallele Transportwege existieren, die unter anderem abhangig vom Zelltyp und
dem jeweiligen Gewebe sind [Foulkes, 2000]. Weit verbreitet ist dabei die Aufnahme von Cad-
mium Uber Spannungs-kontrollierte Ca”**-Kanale [Hinkle, 1992]. Cd* kann aber auch iber Ani-
onen-Kanale in Form von anionischen Komplexen aus Karbonat-, Bikarbonat-, Hydroxyl- oder
Chloridionen aufgenommen werden [Foulkes, 2000]. Pflanzen nehmen Cadmium grosstenteils
Uber die Zellen der Wurzeln auf. Dabei werden unter anderem die Carrier-Systeme flr die Auf-
nahme von essentiellen Kationen wie Eisen oder Calcium genutzt. So wird beispielsweise ein
Zusammenhang zwischen der Expression des Eisen(ll)-Transporters IRTI und der Cadmium-
Aufnahme in Arabidopsis thaliana beobachtet [Briat und Lebrun, 1999]. Im heterologen Hefe-
system zeigen sich Eisen-Transporter der Nramp-Genfamilie (natural resistance associated
macrophage protein) von Arabidopsis (AtNramp) fir eine Cd-Akkumulation in den Zellen ver-
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antwortlich [Thomine et al., 2000]. Ebenso wie in tierischen Zellen kann der Einstrom von Cad-
mium in pflanzliche Zellen jedoch auch iber Ca®-Kanale oder Ca**-Carrier erfolgen
[Clemens et al., 1998].

Die Zellen der Hefe Saccharomyces cerevisiae zeigen bei einer Belastung mit Cadmi-
um sehr schnell irreversible Schadigungen. So wird bei einigen Stdmmen bei einer Cadmium-
Konzentration von 0,5 mM innerhalb von 5 Minuten ein 90%iger Abfall der Lebensfahigkeit der
Zellen einer Kultur beobachtet [Gadd und Mowll, 1983]. Die Cadmium-Aufnahme durch die Zel-
len muss demnach sehr schnell erfolgen. Tatséchlich werden innerhalb von weniger als 3 Minu-
ten nach Beginn der Cadmium-Intoxikation 73 % der gesamten Cadmium-Aufnahme erreicht
[Volesky et al., 1993]. Die Aufnahme ist dabei abhangig von dem Glucoseangebot im Medium
und erfolgt demnach Uberwiegend (ber aktive Transport-Systeme. Auch bei den Hefen werden
Transportsysteme genutzt, die normalerweise fir die Aufnahme von essentiellen Metall-lonen
zur Verfigung stehen [Blackwell et al., 1995]. Die partielle Hemmung des Cadmium-Einstroms
durch Ca®*-lonen deutet auf eine Nutzung von Ca®*-Kanalen hin. Daneben werden auch Metall-
Transportproteine der Plasmamembran fir die Aufnahme von Cadmium genutzt. So zeigen sich
der niedrig-affine Fe(ll)-Transporter FET4 und der Mangan-Transporter SMF1 fur die Aufnahme
von Cadmium in die Hefezellen verantwortlich [Dix et al., 1994; Liu et al., 1997].

Zusammenfassend bleibt hinsichtlich der zellularen Aufnahme eines toxischen
Schwermetalls wie Cadmium festzuhalten, dass bei allen Lebewesen mehrere Transportwege
nebeneinander existieren, die primar auf die Aufnahme essentieller Spurenelemente ausgerich-
tet sind. Die Zellen stehen somit vor dem Problem, intern den lebenswichtigen Gehalt an Spu-
renelementen aufrecht zu erhalten ohne gleichzeitig einen nicht mehr tolerierbaren Zustrom an
toxischen Schwermetallen zuzulassen. Die effektive Regulation dieser Vorgange stellt einen
ersten Schutzmechanismus vor der toxischen Wirkung von Schwermetallen wie Cadmium dar.
In Saccharomyces cerevisiae konnte in diesem Zusammenhang ein Gen identifiziert werden,
welches in einen solchen Regulationsvorgang involviert ist. Mutationen in dem bsd2-Gen fiihren
zu einem unkontrollierten Einstrom von Schwermetall-lonen (ber die Mangan-Transporter
SMF1 und SMF2 in die Zellen [Liu et al., 1997]. Das zugehdérige BSD2-Protein ist im endoplas-
matischen Retikulum der Zellen lokalisiert und erkennt Metall-beladene SMF-Transporter, die
daraufhin bevorzugt dem proteolytischen Abbau in den Vakuolen zugefihrt werden. Eine solche
posttranslationale Kontrolle minimiert effektiv die Akkumulation toxischer Schwermetalle in den
Hefezellen [Liu und Culotta, 1999].

1.3 Biochemische Aspekte der Toxizitdt von Cadmium

Eine Vielzahl der toxischen Eigenschaften des Cadmiums beruhen auf seiner Fahig-
keit, mit den Molekulen biologischer Systeme direkt Komplexe oder Cluster auszubilden, die zu
Funktionsbeeintrachtigungen oder zum kompletten Funktionsverlust der betroffenen Strukturen
fuhren. Ein zweiter wichtiger Aspekt der Toxizitat betrifft die indirekten Schadigungen der Zel-
len, die auf der Ausbildung von freien Radikalen und dem damit ausgeltdsten oxidativen Stress
beruhen. Im folgenden sollen die toxischen Effekte des Cadmiums naher erlautert werden.

Die oxidativen Auswirkungen einer Cadmiumvergiftung haben ihre Ursache vor allem
in der Fahigkeit der Cd**-lonen, andere zweiwertige Kationen wie Fe?* oder Cu** sehr effektiv
aus ihren Bindungen in Proteinen zu verdrangen, wodurch es zu einer Anreicherung dieser
lonen im Cytosol der Zellen kommt. Die Ubergangsmetalle Eisen und Kupfer besitzen unge-
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paarte Elektronen und sind dadurch in der Lage, durch die Reduktion von freiem Sauerstoff die
Bildung von Superoxid-lonen (O,-) und Wasserstoffperoxid (H,O,) zu generieren. Diese Mole-
kile bilden den Ausgangspunkt fir die Entstehung von Hydroxylradikalen (OH), die fir den
Grossteil oxidativer Schadigungen in biologischen Systemen verantwortlich sind [Imlay et al.,
1988; Quig, 1998; Briat und Lebrun, 1999]. Die Radikal-lonen zerstéren durch Lipidperoxidation
Membranstrukturen und beeinflussen so die Kompartimentierung und den lonenhaushalt in den
Zellen. Vor allem mehrfach ungesattigte Fettsduren sind von der Lipidperoxidation betroffen. So
zeigen in Laborversuchen Hefezellen mit einen erhéhtem Anteil an mehrfach ungesattigten
Fettsduren eine gesteigerte Sensitivitdt gegentuber Cadmium [Howlett und Avery, 1997]. Ver-
scharft wird die indirekte oxidative Wirkung von Cadmium durch die inhibitorische Wirkung des
Schwermetalls auf die antioxidativen Prozesse in den Zellen. So besitzt Cadmium eine hohe
Affinitdt zu Glutathion (GSH), wodurch einerseits der Gehalt an freien, reaktiven Cd?*-lonen in
den Zellen verringert wird, andererseits jedoch weniger GSH als Radikalfanger zur Verfligung
steht [Quig, 1998]. Durch Schadigung von beteiligten Enzymen kann der Glutathion-
Metabolismus gestdrt werden, was zusatzlich zu einem verringerten GSH-Level in den Zellen
fuhrt [Dierickx, 1982; Briat und Lebrun, 1999]. Nicht nur Membranstrukturen, auch Proteine
werden durch die Cadmium-induzierten freien Radikale oxidiert [Stadtman, 1993]. Vor allem die
Aminosauren Histidin, Arginin, Lysin, Prolin, Methionin und Cystein stellen dabei die Angriffs-
punkte dar. Als Folge der Oxidation werden die geschadigten Proteine bevorzugt von Proteasen
abgebaut. Bestatigt wird die wichtige Rolle oxidativer Prozesse im Verlauf einer Cadmium-
Intoxikation durch Superoxid-Dismutase- und Glutathion-defiziente Stdmme von Saccharomy-
ces cerevisiae, die eine stark erhdhte Sensitivitat gegeniber Cadmium im Vergleich zu dem
entsprechenden Wildtyp-Stamm zeigen [Brennan und Schiestl, 1996].

Neben den Uberwiegend indirekten oxidativen Effekten liegen die toxischen Eigen-
schaften des Cadmium auch in direkten Wechselwirkungen mit zellularen Strukturen begriindet.
So besitzt Cadmium eine hohe Affinitat zu freien Sulfhydrylgruppen von Proteinen. Die Bindung
der lonen beeinflusst die biologische Aktivitat der betroffenenen Proteine, was zu Beeintrachti-
gungen verschiedener Stoffwechselwege wie beispielsweise des Glutathion-Metabolismus oder
der Bereitstellung von Reduktionsaquvalenten dber den Pentosephophat-Weg flhren kann
[Vallee und Ulmer, 1972; Strubelt et al., 1996]. Ahnliche Auswirkungen hat die bereits ange-
sprochene Verdrangung anderer zweiwertiger Kationen wie Zink oder Kupfer aus ihren Bin-
dungsstellen in Proteinen. Zudem beeinflusst Cadmium durch die Verdrangung anderer Katio-
nen aus Komplexen den Mineralhaushalt der Zellen und stért so zusatzlich die metabolischen
Prozesse in den Zellen.

Im ersten Kapitel wurde die potentielle Rolle von Cadmium als Kanzerogen bereits
angesprochen. Cadmium wirkt in genotoxischen Laborversuchen schwach mutagen und fuhrt
nur beim Einsatz hoher Dosen zu Einzelstrangbriichen in der DNA [Bolognesi et al., 1999;
Waalkes, 2000]. Im Mutagenitatstest nach Ames mit Salmonella thyphimurium reagiert
Cadmium dementsprechend negativ [Brennan und Schiestl, 1996]. Die kanzerogenen
Eigenschaften des Cadmiums sind viel mehr auf Wechselwirkungen mit DNA-
Reparaturmechanismen und auf eine verstarkende Wirkung hinsichtlich der Genotoxizitat
direkter Mutagene zuriickzuflihren [Beyersmann und Hechtenberg, 1997]. Eine wichtige Rolle
spielt dabei die Induktion von oxidativem Stress in den Zellen, welcher mutagene
Veranderungen der DNA nach sich ziehen kann [Imlay und Linn, 1988].
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1.4 Detoxifizierung von Schwermetallen

Obwohl Cadmium und andere Schwermetalle uUber die beschriebenen Mechanismen
bereits bei geringen Konzentrationen toxisch wirken, sind viele Organismen in der Lage, auch
bei héheren Schwermetall-Belastungen der Umgebung zu Uberleben und die Metalle in be-
trachtlichem Umfang zu akkumulieren [Daunderer, 1990; Posthuma und van Straalen, 1993;
Goyer, 1995; Edwards und Bohlen, 1996]. Es missen demnach in den Zellen effektive Schutz-
mechanismen gegen eine Schwermetall-Vergiftung existieren. Die Abwehrmechanismen lassen
sich dabei grundsatzlich in vier Kategorien einteilen, die in den eukaryotischen Organismen
hinsichtlich ihrer Bedeutung jedoch unterschiedlich gewichtet sein kénnen: (I) Synthese kom-
plexbildender Proteine oder Peptide, welche die freien Schwermetall-lonen binden und somit in
eine biologisch inaktive Form Uberfuhren. (Il) Expression von Proteinen, die als Pumpen flr
Metall-Thiolat-Komplexe oder freie lonen fungieren. (lll) Aktivierung von Transkriptionsfaktoren,
welche Gene induzieren, die direkt in die Schwermetall-Detoxifizierung oder in spezifische Re-
paraturmechanismen eingebunden sind. (IV) Aktivierung proteolytischer Abbauwege.

Eine sehr grosse Bedeutung im Rahmen der Schwermetall-Detoxifizierung kommt den
komplexbildenden Proteinen und Peptiden zu. Als wichtigste Proteine sind dabei die Metallo-
thioneine (MT) zu nennen. Das erste Metallothionein wurde 1957 aus der Pferdeniere isoliert
[Margoshes und Vallee, 1957]. Seitdem konnten Metallothioneine in nahezu allen eukaryoti-
schen Organismen wie Vertebraten, Invertebraten, Pflanzen oder Hefen aber auch einigen pro-
karyotischen Organismen charakterisiert werden [Schaffer und Kagi, 1991; Turner und Robin-
son, 1995]. Diese cytoplasmatischen, niedermolekularen (6-7 kDa) Proteine zeichnen sich
durch das Fehlen aromatischer Aminosduren sowie durch einen aussergewdhnlich hohen
Cysteingehalt von etwa 30 % aus. Die Cysteinreste sind in charakteristischen Cys-Cys- oder
Cys-X-Cys-Motiven angeordnet [Kojima und Hunziger 1991; Moffatt und Denizeau, 1997]. Me-
tallothioneine aus Vertebraten werden in verschiedene Klassen eingeteilt. Klasse | Metallothio-
neine (MT-I) zeigen die grosste Ubereinstimmung mit dem urspriinglichen MT aus der Pferde-
niere. Sie werden ebenso wie die weniger stark konservierten Klasse Il Metallothioneine (MT-II)
in allen Organen und Geweben von Saugern gefunden. Klasse Il und IV Metallothioneine
(MT-lll, MT-IV) werden dagegen spezifisch in bestimmten Zelltypen wie beispielsweise in neu-
ronalen Zellen oder verschiedenen Epithelzellen exprimiert. Innerhalb der Vertebraten sind die
Metallothioneine hinsichtlich ihrer Struktur stark konserviert und bestehen aus einer
N-terminalen B-Doméane mit neun Cysteinresten und einer C-terminalen a-Doméane mit elf
Cysteinresten [Ghoshal und Jacob, 2000; Vasak und Hasler, 2000]. Die Metallothioneine der
Invertebraten kénnen in Grésse und Struktur differieren, sind jedoch durch den hohen Cystein-
gehalt und homologe Sequenzmotive im Vergleich mit den Metallothioneinen aus Vertebraten
gekennzeichnet [Hamer, 1986]. So weisen beispielsweise die Metallothioneine der Schnecke
Helix pomatia grosse Ahnlichkeiten zu den Klasse | MT der Sauger auf, wahrend die Metallo-
thioneine der Oligochaeten aus nur einer Domane mit starker abweichender Aminosaureabfolge
bestehen [Dallinger et al., 1993; Dallinger, 1996]. Die Cysteinreste der MT bilden keine intramo-
lekularen Disulfidbriicken aus, sondern sind Uber ihre freien Sulfhydrylgruppen an der Komple-
xierung von Metall-lonen beteiligt. Aus dieser Tatsache ergeben sich die bisher bekannten bio-
logischen Funktionen dieser Proteine. Da in vielen Zellen in begrenztem Umfang eine
konstitutive Expression der MT beobachtet werden kann und die Proteine essentielle Schwer-
metalle wie Kupfer oder Zink binden, wird ihnen eine Rolle im Metabolismus dieser Spurenele-
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mente zugeschrieben [Brady, 1982; Schaffer und Kagi, 1991; Vallee, 1991]. Bestatigt wird diese
Annahme durch Versuche mit MT-Knock-out-Mausen, die sehr sensitiv auf Stérungen des Zink-
Haushaltes reagieren [Kelly et al., 1996]. Im Mittelpunkt der Funktionalitdt von Metallothioneinen
steht jedoch ihre Beteiligung an den detoxifizierenden Mechanismen in den Zellen [Cherian und
Goyer, 1978; Nordberg, 1989]. So wird eine gesteigerte Expressionsrate der MT unter anderem
sehr effektiv durch Schwermetalle wie Cadmium, Quecksilber oder Kupfer induziert [Samson
und Gedamu, 1998; Jacob et al., 1999]. Der erhohte Gehalt an Metallothioneinen im Cytosol
fuhrt zu einer gesteigerten Sequestrierung der freien toxischen Schwermetalle in den Zellen.
Damit Ubereinstimmend zeigen MT-Knock-out-Mause eine stark erhdhte Sensitivitdt gegeniber
Intoxikationen mit Cadmium. Auch Hefestdmme, die das spezifische Kupfer-MT von Saccharo-
myces cerevisiae konstitutiv exprimieren, weisen eine stark erhdhte Resistenz gegenlber
Cadmium auf [Ecker et al., 1986; Masters et al., 1994].

Neben den ubiquitar vorkommenden Metallothioneinen sind vor allem in Hefen und in
Pflanzen kleine Peptide wie Glutathion (GSH) oder die auf Glutathion basierenden Phytochela-
tine an der Sequestrierung freier Schwermetall-lonen im Cytosol beteiligt [Zenk, 1996; Perego
und Howell, 1997]. Das Tripeptid Glutathion (y-Glu-Cys-Gly) liegt in seiner reduzierten Form in
hoher Konzentration in Hefezellen vor. Die nach der Bindung von Cadmium gebildeten Bis-
Glutathion-Cadmium-Komplexe (Cd' GS,) werden Uber spezielle Pumpen in die Vakuole trans-
portiert. Glutahion hat in den Zellen eine grosse Bedeutung als Radikalfanger. Es bietet dem-
nach zusatzlich eine wichtigen Schutz vor den durch die Schwermetalle ausgelésten oxidativen
Stressfaktoren [Penninckx, 2000].

Die cysteinreichen Phytochelatine (PC), die ausschliesslich in Pflanzen und in Hefen
wie Candida glabrata, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae und Neu-
rospora crassa vorkommen, sind aus mehreren repetitiven y-Glutamat-Cystein-Dipeptiden mit
terminalem Glycinrest ((y-Glu-Cys),-Gly, n = 2-11) aufgebaut [Mehra et al., 1988; Kneer et al.,
1992; Ortiz et al., 1992; Coblenz und Wolf, 1994; Cobbett, 2000]. Die Synthese der Phytochela-
tine erfolgt nicht wie die der Metallothioneine iber mRNA-Translation sondern enzymatisch aus
Glutathion mit Hilfe der Phytochelatin-Synthase. Es wird dabei jeweils die y-Glu-Cys-Einheit
eines Glutathion-Molekiils auf ein entsprechendes (y-Glu-Cys),-Gly-Akzeptor-Molekul Ubertra-
gen. Phytochelatine bilden wie Glutathion mit den Schwermetall-lonen Komplexe aus, die eben-
falls in die Vakuole transportiert werden [Steffens et al., 1986; Cobbett, 2000].

Die bisher Uberwiegend in Hefen charakterisierten vakuolaren Transportpumpen fur
Schwermetall-Glutathion- und Phytochelatin-Komplexe stellen einen zweiten wichtigen Mecha-
nismus zur Detoxifizierung von Schwermetallen dar. Die meisten Transporter gehdren dabei zur
Familie der ABC-Transporter (ATP binding cassette), die den Mg-ATP getriebenen Transport
von Peptiden, Zuckern, lonen und lipophilen Substanzen Uber Membranen entgegen eines
Konzentrationsgefalles katalysieren [Ishikawa et al., 1996; Rea, 1998]. Ein gut untersuchtes
Beispiel fir die Beteiligung eines solchen Transporters an der Sequestrierung von Schwerme-
tall-lonen ist der in der Hefe Saccharomyces cerevisiae identifizierte 'yeast cadmuim factor'
(YCF1), welcher nahe mit dem humanen 'multidrug resistance-associated protein' (MRP1) ver-
wandt ist [Szczypka et al., 1994]. Das in der Membran der Vakuole lokalisierte Protein zeigt sich
fir den Transport der bereits angesprochenen Bis-Glutathion-Cadmium-Komplexe in die Vakuo-
le verantwortlich [Li et al., 1997]. Auch Phytochelatin-Cadmium-Komplexe (PC-Cd) werden in
Vakuolen transportiert. So konnte in der Hefe Schizosaccharomyces pombe das html (heavy
metal tolerance 1) Gen charakterisiert werden, welches fir einen Transporter der ABC-Familie
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codiert. Dieser ist ebenso wie YCF1 in der Membran der Vakuolen lokalisiert und fur die Trans-
lokation von PC-Cd-Komplexen in die Vakuole verantwortlich [Ortiz et al., 1995]. Ahnliche Me-
chanismen mit verwandten Transportern finden sich auch fiir die Phytochelatine im Pflanzen-
reich [Vogeli-Lange und Wagner, 1990; Salt und Rauser, 1995]. Der vakuolare Transport von
Schwermetall-Peptid-Komplexen aus dem Cytosol scheint in den Pflanzen und Hefen ein
Schlisselprozess bei der Detoxifizierung von Schwermetallen zu sein. So zeigen Zellen, die
zwar einen physiologischen Gehalt an Glutathion oder Phytochelatinen aufweisen, bei Verlust
der zugehdrigen Transporter eine stark erhdhte Sensitivitdt gegenidber Cadmium [Ortiz et al.,
1995; Li et al., 1997]. Auch in héheren Organismen gibt es Hinweise darauf, dass mdglicher-
weise zellulare Transportmechanismen bei der Detoxifizierung von Schwermetallen eine Rolle
spielen. In dem Nematoden Caenorhabditis elegans fuhren Mutationen in den fur ABC-
Transporter codierenden mrp (multidrug resistance-assossiated protein) oder mdr (multidrug
resistance) Genen zu einer erhdhten Sensitivitdt gegentiber Cadmium [Broeks et al., 1996]. In
YCF1-defizienten, Cd-hypersensitiven Saccharomyces cerevisiae-Stdmmen vermittelt der hete-
rolog exprimierte humane MRP-Transporter eine Cadmium-Resistenz [Tommasini et al., 1996].

Der Transport von Schwermetallen kann auch Uber energieabhangige Ausstrompum-
pen erfolgen. Diese Effluxpumpen zahlen bei prokaryotischen Zellen zu den wichtigsten Detoxi-
fizierungsmechanismen von Schwermetallen. Es handelt sich dabei um ATPasen oder chemi-
osmotische Kationen/Protonen-Antiporter, welche die toxischen lonen wieder aus der Zelle
herausschleusen [Silver und Phung, 1996]. Auch in einigen eukaryotischen Zellen kann ein Teil
der Schwermetall-lonen Uber Efflux-Prozesse wieder aus der Zelle heraus transportiert werden.
So kontrolliert das cad2-Gen (cadmium-resistant gene) aus Saccharomyces cerevisiae, wel-
ches flr einen mutierten Kupfer-Transporter codiert, den intrazellularen Cadmium-Gehalt tUber
ein spezifisches Effluxsystem [Shiraishi et al., 2000].

Ein weiterer Aspekt im Hinblick auf Schutzmechanismen gegen Schwermetalle betrifft
die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, welche an der Induktion von Genen beteiligt sind,
die direkt oder indirekt in die protektiven Vorgange in den Zellen involviert sind. Aus den bishe-
rigen Ausfiihrungen ergibt sich dabei eine grosse Bedeutung fiir Transkriptionsfaktoren, die an
der Expression von Metallothionein-Genen beteiligt sind. Die Transkription von MT-Genen wird
durch eine Reihe regulatorischer Promotor-Elemente kontrolliert. Von besonderer Bedeutung
fur die schnelle Induzierbarkeit der Metallothioneine durch Schwermetalle sind regulatorische
Sequenzabschnitte im 5'-Bereich der Gene, die als 'metal responsive elements' (MRE) bezeich-
net werden, an welche Metall-regulierte Transkriptionsfaktoren binden kénnen [Palmiter et al.,
1987; Samson und Gedamu, 1998; Miles et al., 2000]. Der am besten untersuchte Faktor ist
das MTF-1 aus Mensch (hMTF-1) und Maus (mMTF-1). Es handelt sich dabei um ein Zinkfin-
ger-Protein vom C,H,-Typ mit sechs Zinkfingern, das nicht transkriptionell reguliert wird. Als
Regulationsmechanismus wurde ein Modell vorgeschlagen, bei dem MTF-1 bei Abwesenheit
von Metallen komplexiert mit einem MT-Transkriptions-Inhibitor (MTI) vorliegt [Radtke et al.,
1993; Heuchel et al., 1994; Palmiter et al., 1994]. In Gegenwart von Metall-lonen dissoziiert MT]I
vom MTF-1 ab und ermdglicht so die Interaktion von MTF-1 mit den MREs in den Promotoren
der Metallothionein-Gene. Sinkt der Gehalt an freien lonen in den Zellen bedingt durch die Bil-
dung der Metall-Thiolat-Komplexen in den Metallothioneinen wieder ab, bilden sich erneut MTF-
1/MTI-Komplexe, die eine Reduktion des Transkriptions-Levels nach sich ziehen. Das Kupfer-
Thionein aus S. cerevisiae wird durch den CUP2/ACE1-Transkriptionsfaktor kontrolliert. Das
22 kDa grosse Protein besteht aus einer N-terminalen, DNA-bindenden Domane mit insgesamt
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zwolf Cysteinresten in Cys-X-Cys- bzw. Cys-X-X-Cys-Anordnung und einer C-terminalen, die
Transkription aktivierenden Domane [Furst et al., 1988; Szczypka und Thiele, 1989]. Die Regu-
lation der Transkription des Kupfer-Thioneins erfolgt tber die direkte Interaktion von Kupfer mit
der DNA-bindenden Domane. Die Kupfer-lonen werden Uber die Sulfhydrylgruppen der Cystein-
reste komplexiert und beeinflussen so die Faltung der Domane dahingehend, dass eine Bin-
dung des Proteins an die 'CUP1 upstream activation sequence' des Gens erfolgen kann, wo-
durch eine Transkription des Gens ermdglicht wird [Buchman et al., 1989]. Nicht nur
Metallothionein-Gene werden durch Metall-regulierte Transkriptionfaktoren kontrolliert. So er-
folgt die transkriptionelle Aktivierung des ycfl-Gens fiir den vakuolaren Transporter in S. cerevi-
siae Uber den Transkriptionsfaktor yAP-1, einem Mitglied der bZip-Familie (basic domain leuci-
ne Zipper) [Wemmie et al., 1994; Fernandes et al., 1997]. yAP-1 bindet an regulatorische
Sequenzabschnitte, die als 'yAP-1 response elements' (YRE) bezeichnet werden. Bisher konn-
ten in der Hefe zuséatzlich zu ycfl neun weitere Cadmium-responsive Gene identifiziert werden,
die Uber den yAP-1-Faktor kontrolliert werden. Neben dem Gen fir die Glutamyl-Cystein-
Synthase (GSH1), welche an der Biosynthese von Glutathion beteiligt ist, gehéren dazu auch
die Gene fur die Mangan-Superoxid-Dismutase (SOD2), die Thio-Peroxidase (TSA1) und fir
das Thioredoxin (TRX2) [Wu und Moye-Rowley, 1994; Vido et al., 2001]. Metall-responsive
Transkriptionsfaktoren sind demnach nicht nur in die Regulation von Genen involviert, die zur
Sequestrierung von Schwermetallen beitragen. Sie kontrollieren auch Gene, die in Schutzme-
chanismen gegen die durch Schwermetall-Intoxikationen ausgelésten Folgeschaden wie oxida-
tivem Stress eingebunden sind.

Schwermetalle kénnen auch direkt Einfluss auf die Aktivitdt von Enzymen nehmen
und so zur Regulation der Detoxifizierungsmechanismen beitragen. Als Beispiel sei in diesem
Zusammenhang die PC-Synthase erwahnt, welche Phytochelatine aus Glutathion-Vorstufen
synthetisiert. Das Enzym liegt nur bei Anwesenheit von Schwermetall-lonen wie Cadmium, Blei,
Zink oder Kupfer in seiner aktiven Form vor. Die Synthese von Phytochelatinen unterliegt dem-
nach einem Autoregulationsmechanismus, bei dem die Produkte durch Komplexierung der akti-
vierenden Schwermetall-lonen den Umfang der Reaktion kontrollieren. So ist es moglich, sehr
schnell und effizient auf plétzliche Anderungen der Schwermetall-Konzentration in den Zellen zu
reagieren [Cobbett, 2000].

Ein vierter Aspekt zellularer Abwehrmechanismen gegen Schwermetalle betrifft die
proteolytischen Abbauwege der beschadigten Proteine (Kap. 1.3). Ein in eukaryotischen Zellen
weit verbreitetes System der Proteolyse besteht in der Markierung der Proteine mit Ubiquitin.
Das kleine Protein Ubiquitin (8,5 kDa) wird dabei in drei Reaktionsschritten kovalent an mehrere
spezifische Lysinreste der zum Abbau bestimmten Proteine gebunden. Derart markierte Protei-
ne werden anschliessend in den cytosolischen, aus mehreren Untereinheiten aufgebauten Pro-
teasomen abgebaut. In Saccharomyces cerevisiae konnte gezeigt werden, dass es im Verlauf
einer Cadmium-Intoxikation zu einer effektiven Induktion von Genen kommt, die am Ubiquitin-
Systems beteiligt sind. Hefestdmme mit Enzymdefekten in der Ubiquitin-Konjugation bzw. un-
vollstandigen Proteasomen zeigen zudem eine stark erhdhte Sensitivitdt gegentber Cadmium
[Jungmann, et al., 1993]. Beide Tatsachen deuten darauf hin, dass die schnelle und effektive
Beseitigung beschadigter Proteine einen wichtigen Mechanismus bei der Vermittlung einer
Cadmium-Resistenz in den Hefen darstellt. Ein weiterer proteloytischer Schutzmechanismus
betrifft den Schwermetall-induzierten Abbau von Transportproteinen der Plasmamembran in
den Vakuolen. So wird der Zink-Transporter ZRT1 aus S. cerevisiae bei hohen Zink-
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Konzentrationen im umgebenden Medium internalisiert und in der Vakuole degradiert [Gitan et
al., 1998]. Solche posttranslationalen Regulationsmechanismen bei der Aufnahme von
Schwermetallen, die auch fiir andere Transportproteine der Hefen gezeigt werden konnten,
stellen einen ersten wirksamen Schutzmechanismus der Zellen im Verlauf einer Schwermetall-
Belastung dar [Ooi et al., 1996; Liu und Cullotta, 1999].

1.5 Das CRP-Protein aus Enchytraeus buchholzi

Mit der Entdeckung der tragenden Rolle, die Metallothioneine unter anderem bei der
Homoostase und der Sequestrierung von Schwermetallen spielen, wurde das Interesse an wei-
teren Schwermetall-bindenden Proteinen geweckt. Sowohl bei Vertebraten als auch bei Inver-
tebraten konnten in diesem Zusammenhang mehrere verschiedene MT-ahnliche Proteine
nachgewiesen werden, die sich im Molekulargewicht sowie durch abweichende Cysteingehalte,
héhere Anteile an Glycin und dem Auftreten aromatischer Aminosauren von den Metallothionei-
nen unterscheiden [Ireland, 1981; Stone und Overnell, 1985; Bauer-Hilty et al., 1989; Morgan et
al., 1989; Nejmeddine et al., 1992]. Die meisten dieser Proteine wurden bisher durch protein-
analytische Methoden isoliert und identifiziert. Mit der Isolierung der CRP-mRNA (cystein-rich
protein) aus dem Oligochaeten Enchytraeus buchholzi gelang erstmals die molekulare Charak-
terisierung einer mRNA, welche fir ein Cadmium-induzierbares, cysteinreiches, 25 kDa Nicht-
Metallothionein-Protein kodiert [Willuhn et al., 1994b].

Die Uberwiegend terrestrisch vorkommenden Enchytraeiden gehdren neben den
Lumbriciden zu den haufigsten einheimischen Oligochaeten. Sie sind in fast jedem Bodentyp,
besonders jedoch in Wiesen-, Acker- und Waldbdden in zum Teil sehr hohen Populationsdich-
ten (5000 bis 100000 Individuen pro m?) zu finden. Mit einem Biomasseanteil von bis zu 10 %
gehodren sie zu den charakteristischen Elementen der Mesofauna des Bodens. Besonders in
sauren Boden kommen einige Enchytraeenarten in grosser Zahl vor. So finden sich in den Sau-
erhumuswaldern Mitteleuropas bis zu 200000 Individuen pro m® Das Auftreten von Enchytraei-
den und Lumbriciden ist haufig antagonistisch. In kalkreichen, schwach sauren Boden tberwie-
gen Lumbriciden, in sauren Boden dominieren die Enchytraeiden [Didden, 1993; Westheide und
Miiller, 1995]. Ubereinstimmend mit den beobachteten hohen Populationsdichten in sauren
Bdden, in welchen es zu einer besonders intensiven Mobilisierung von Schwermetallen kommt
(Kap. 1.1), konnte in Toxizitatstests gezeigt werden, dass einige Enchytraeen-Arten auch in
einer extrem Cadmium-belasteten Umgebung Uberleben kdnnen [Rémbke, 1989, Willuhn et al.,
1994a). Es missen demnach bei den Enchytraeen effektive Entgiftungsmechanismen existie-
ren, die ein Uberleben auch bei hohen Cadmium-Expositionen ermdglichen.

In Laborversuchen wurde beobachtet, dass die Enchytraeen im Vergleich mit Lumbri-
ciden in grossem Umfang Cadmium akkumulieren und dieses in Cadmium-freier Umgebung
wieder ausscheiden [Rither und Greven, 1990; Willuhn et al., 1996]. Fir Enchytraeus buchholzi
konnte als Antwort auf eine Cadmium-Belastung die Expression einer fir ein cysteinreiches
Nicht-Metallothionein-Protein (CRP) kodierenden mRNA nachgewiesen werden [Willuhn et al.,
1994b]. Das deduktiv aus der cDNA-Sequenz abgeleitete CRP-Protein besteht aus 251 Amino-
sauren und hat ein Molekulargewicht von 25 kDa. Der Cysteingehalt im CRP liegt bei 27 %. Das
Protein weist acht, aus je 31 Aminosauren aufgebaute repetitive Einheiten mit je neun Cystein-
resten auf, von denen sechs in Cys-Cys- bzw. Cys-X-Cys-Segmenten ahnlich wie bei den Me-
tall-bindenen Doméanen der Metallothioneine angeordnet sind. Diese strukturellen Merkmale
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und der hohe Cysteingehalt des CRP entsprechen den Eigenschaften Schwermetall-bindender
Proteine. Von den Metallothioneinen unterscheidet sich das CRP unter anderem durch sein
héheres Molekulargewicht sowie durch das Auftreten von Histidin in der Aminosauresequenz.
Die Induktion des unter normalen Bedingungen nicht exprimierten CRP-Proteins erfolgt sehr
sensitiv und spezifisch durch Cadmium [Willuhn et al., 1996]. Diese Tatsache sowie die aus der
deduzierten Aminosauresequenz abgeleiteten Metall-bindenden Eigenschaften lassen eine
Einbindung des Proteins in den Detoxifizierungsmechanismus bei E. buchholzi vermuten. Un-
terstitzt wird diese Annahme durch die zeitliche Korrelation des Auftretens der CRP-mRNA und
der Akkumulation von Cadmium in den Tieren. Die Regulation des CRP erfolgt wie bei den Me-
tallothioneinen auf Transkriptionsniveau. Im Promotor des crp-Gens finden sich viele regulatori-
schen Sequenzmotive wie 'metal responsive elements' (MRESs), die auch in den Promotoren der
Metallothionein-Gene gefunden werden. Hinweise auf eine Beteiligung dieser Motive an der
Regulation des crp-Promotors konnten Uber Reportergen- und Gelretentions-Analysen ermittelt
werden [Koewius, 1998]. Im Unterschied zum CRP werden die MT in den meisten Zellen jedoch
konstitutiv exprimiert. Eine Erhdhung der basalen Transkriptionsrate erfolgt bei den Metallothio-
nein-Genen im Gegensatz zum crp als Reaktion auf mehrere verschiedene exogene Stimuli wie
Schwermetalle, Hormone, cytotoxische Stoffe und oxidativen Stress [Samson und Gedamu,
1998].

1.6 Zielsetzung

Die bekannten Schwermetall-bindenden Nicht-Metallothionein Proteine konnten bis-
lang nur Uber proteinanalytische Methoden identifziert werden. Es liegen keinerlei Informationen
Uber die zugehoérigen Gene, vorhandene Regulationsmechanismen oder die Funktionalitat der
Proteine vor. Das CRP-Protein aus Enchytraeus buchholzi bildet dabei eine Ausnahme. Fur das
CRP wurde lber Northern Blot Analysen ein spezifisches Transkriptionsmuster festgestellt. Der
5'-flankierende Bereich des Cadmium-induzierten crp-Gens wurde kloniert und auf seine regula-
tiven Eigenschaften hin untersucht. Dabei wurden strukturelle Parallelen zu den Promotoren
von Metallothionein-Genen festgestellt. Die vorliegende Arbeit verfolgte unter anderem das Ziel,
mit dem crp-Gen erstmals die genomische Organisation eines Gens aufzuklaren, welches fir
ein Schwermetall-bindendes Nicht-Metallothionein Protein kodiert. Es sollte untersucht werden,
ob neben den strukturellen Ahnlichkeiten auf Proteinniveau und den vergleichbaren Sequenz-
motiven in den Promotoren auch Parallelen in der genomischen Organisation zwischen dem
crp-Gen und Metallothionein-Genen bestehen. Zudem stellte sich die Frage, inwieweit die repe-
titive Charakteristik der cDNA auch im Aufbau des zugehérigen Gens zu finden ist. Eine Beson-
derheit des CRP besteht in seiner fast ausschliesslichen Induktion der Genexpression durch
Cadmium. In einem bereits bekannten Fragment des crp-Gens finden sich in einem Intronbe-
reich 11 repetitive Einheiten, in denen Konsensussequenzen fir MREs lokalisiert sind [Koewius,
1998]. Solche Elemente mit Enhancer-Motiven kénnen auch ausserhalb des Promotors zur
Regulierbarkeit von Genen beitragen. Die Charakterisierung des crp-Gens ist demnach fir die
weitere Aufklarung der Regulation der Expression sowie der Funktion des CRP von Interesse.

Die bisherigen Erkenntnisse liber das CRP deuten auf eine Einbindung des Proteins
in den Cadmium-Detoxifizierungsprozess von E. buchholzi hin. Im zweiten Teil der vorliegenden
Arbeit sollte deshalb der Nachweis eines durch das CRP-Protein vermittelten protektiven Effek-
tes im Verlauf einer Cd-Vergiftung erbracht werden. Darlber hinaus sollte die Frage geklart
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werden, welche Bedeutung die abgeleiteten strukturellen Eigenschaften des Proteins fur des-
sen Funktion haben. Dazu wurden das CRP sowie spezifische Deletions- und Mutationsklone in
dem Cadmium-hypersensitiven Hefestamm DTY167 exprimiert und hinsichtlich der Fahigkeit zu
einer Resistenzvermittlung bei Cadmium-Belastung der Zellen untersucht.
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2.2

Material und Methoden

Chemikalien und Enzyme

- Megaprime DNA-Labelling Kit; Nylonmembran Hybond-N; Thermo Sequenase fluo-
rescent labelled primer cycle sequencing Kit with 7-deaza-dGTP; ECL- und ECL
Plus System: Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

- BIO-RAD Protein Assay: BIORAD, Minchen

- Agarose: Biozym Diagnostik, Hessisch Oldendorf

- Agar; Hefeextrakt; Trypton; Pepton: Difco Laboratories, Detroit, U.S.A.

- 2-Mercaptoethanol; TRIZOL: GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe

- Petrischalen fur Gewebekultur und Mikrobiologie: Greiner, Solingen; Waldeck, Muns-
ter

- TOP 10 Zellen: Invitrogen, Groningen, NL

- Altered Sites Il in vitro Mutagenesis-System: Promega, Heidelberg

- Agarase; Expand High Fidelity PCR-System: Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim

- RotiBlue; RotiLoad-Puffer (4x): Roth, Karlsruhe

- Nitrozellulosemembran Protan BA 85: Schleicher und Schuell GmbH, Dassel

- Prestained SDS Molecular Weight Marker Mixtur: Sigma, Deisenhofen

- Oligonukleotide/Primer: MWG Biotech, Ebersberg; GibcoBRL Life Technologies, Eg-
genstein

- Qiagen Plasmid-DNA Isolation Kit; Qiaprep Spin Plasmid Kit; Qiaquick PCR Purifica-
tion Kit; Qiagen Blood and Cell Culture Genomic DNA Purification Kit: Qiagen, Hil-
den

- NucleoSpin Plasmid Kit: Macherey-Nagel, Diren

- Enzyme und Chemikalien fiir die Molekularbiologie: Biozym Diagnostik, Hessisch
Oldendorf; Roche Molecular Biochemicals, Mannheim; MBI Fermentas, St. Leon-
Rot; New England Biolabs, Miinchen; Invitrogen, Groningen, Niederlande; Amers-
ham Pharmacia Biotech, Freiburg; Promega, Heidelberg; Serva, Heidelberg; Sigma,
Deisenhofen; Stratagene, Heidelberg; USB, Bad Homburg

- Radiochemikalien: ICN, Meckenheim; Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

- sonstige Laborchemikalien (p. a.): Acros Organics, Geel, Belgien; Baker, J. T., De-
venter, Niederlande; Biozym Diagnostik, Hessisch Oldendorf; Fluka, Neu-Ulm; Gris-
sing GmbH, Filsum; Janssen Chimica, Geel, Belgien; Merck, Darmstadt; National
Diagnostics, Atlanta, Georgia, U.S.A.; Riedel-de Haen, Seelze; Roth, Karlsruhe;
Serva, Heidelberg; Sigma, Deisenhofen

Losungen und Puffer

Die Zusammensetzung folgender Lésungen wird im Text nicht ndher erlautert:

Acrylamid Stock (AA/Bis): 29,2 % Acrylamid; 0,8 % N,‘N-Methylenbisacrylamid in H,O
Blotpuffer ("Western Blot'): 25 mM Tris; 190 mM Glycin; 20 % Methanol, pH 8,3 in H,O
Denaturierungslésung: 1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH in H,0O
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Denhardts (50x):

Dropout Solution (10x):

DTT (1 M):
Harnstoff-Lysispuffer (8 M):

Hefe-Lysis-Puffer:
High-Salt-Puffer:
Hybridisierungslésung:

Laufpuffer (SDS-PAGE):
LB-Medium:

LB-Agar:
Low-Salt-Puffer:

Nahrlésung:

Neutralisierungslésung:
NZY-Medium:

NZY-Agar:
PBS’-Puffer (1x):

Ponceau S:
Prahybridisierungslésung:

RotiBlue-Farbeldsung:
Sammelgelpuffer (4x):
SD-Medium:

(Synthetic minimal Medium)

SD-Platten:
Sequenzgel-Loésung:

5 g Ficoll 400; 5 g Polyvinylpyrrolidon; 5 g BSA (Fraction V) ad
500 ml H,O

200 mg L-Adenin-Hemisulfat; 200 mg L-Arginin-HCI; 200mg L-
Histidin-HCI x H,O; 300mg L-Isoleucin; 1000 mg L-Leucin; 300
mg L-Lysin-HCIl; 200 mg L-Methionin; 500 mg L-Phenylalanin;
2000 mg L-Threonin; 200 mg L-Tryptophan; 300 mg L-Tyrosin;
1500 mg L-Valin; 200 mg L-Uracil ad 1 | H,O.

Durch Weglassen bestimmter Aminosauren in der entsprechen-
den 10 x Dropout Solution kann das gewlnschte Minimalmedium
zur Selektion von Hefen hergestellt werden (Kap.2.17).

3,09 gin 20 ml 0,01 M Na-Acetat, pH 5,2, sterilfiltrieren

8 M Harnstoff; 50 mM NaH,PO, x H,O, pH 8,0; 20 mM Tris-HCI,
pH 8,0; 100 mM NacCl, pH 8,0 in H,O

0,3 M Sorbitol; 50 mM MOPS, pH 7,5; 10 mM NaNj;

1 M NaCl; 20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA, pH 8,0 in H,O
6x SSC; 0,5 % SDS; 100 yg/ml denaturierte fragmentierte He-
ringssperma-DNA in H,O

0,025 M Tris-Base; 0,192 M Glycin; 0,1 % SDS in H,O

1 % NaCl; 1 % Trypton; 0,5 % Hefeextrakt in H,O, pH 7,5
LB-Medium mit 2 % Agar

200 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA, pH 8,0 in
H,O

1 g Ca(NOs3),; 0,25 g MgSO,4 x 7 H,O; 0,25 g KNO3; 0,25 g
KH,POy,; 40 mg FeSO,4 ad 1 | H,O; mit 0,5 M K,;HPO, auf pH 5,0
einstellen; sterilfiltrieren

1 M Tris-HCI, pH 7,4; 1,5 M NaCl in H,O

5 g NaCl; 2 g MgSO, x 7 H,0O; 5 g Hefeextrakt; 10 g NZ-Amin ad
11H,0,pH 7,5

NZY-Medium mit 2 % Agar

8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1 g Na,HPO,4 x 2 H,0; 0,15 g NaH,PO, x
H,0; 0,2 g KH,PO, ad 11 H,O, pH 7,2-7,4

0,5 % Ponceau S; 1 % Eisessig in H,O

6x SSC; 2x Denhardts; 0,1 % SDS; 100 pg/ml denaturierte frag-
mentierte Heringssperma-DNA in H,O

20 ml Roti-Blue 5x-Konzentrat; 20 ml Methanol; 60 ml H,O

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8; 0,4 % SDS in H,0O

6,7 g Difco yeast nitrogen base without amino acids; 182,2 g
Sorbitol ad 860 ml H,O, pH 5.8; autoklavieren; Zugabe von
100 ml der jeweiligen 10 x Dropout Solution und 40 ml 50 % Glu-
cose

SD-Medium mit 15 — 20 g Agarl/l

32 ml SequaGel XR Monomerlsg. (19:1 AA zu Bis); 8 ml Sequa-
Gel XR Puffer; 300 ul 10 % APS

13
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SOC-Medium: 2 % Trypton; 0,5 % Hefeextrakt; 10 mM MgSO, x 7 Hy0;
10 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgCl, x 6 H,O; 20 mM Gluco-
se in H,O

Sorbitolpuffer: 40 mM KoHPO4 40 mM KH.,PO4 0,5 mM MgCl,, pH 6,5;
1,2 M Sorbitol in H,O

SSC (20x): 3 M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0 in H,O

TAE-Puffer (40x): 1,6 M Tris; 1,33 M Natriumacetat; 0,04 M EDTA in H,O, pH 8,0

TBE-Puffer (5x): 0,445 M Tris; 0,445 M Borsaure; 0,01 M EDTA in H,O, pH 8,0

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 7,5-8,0; 1 mM EDTA in H,O

TFB1-Puffer: 30 mM Kaliumacetat; 10 mM CaCl,; 50 mM MnCly;
100 mM RbCl,; 15 % Glycerin, pH 5,8 mit 1 M Essigsaure

TFB2-Puffer: 10 mM MOPS, pH 6,5 75 mM CaCl;; 10 mM RbCly;
15 % Glycerin, pH 6,5 mit 1 M KOH

Transferlosung: 3 M NaCl; 8 mM NaOH, pH 11,40-11,45 in H,O

Trenngelpuffer (4x): 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8; 0,4 % SDS in H,O

Trypanblau-Farbeldsung: 0,25 % Trypanblau in sterilem H,O, filtrieren

TST-Puffer (1x): 0,15 M NaCl; 10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 0,05 % Tween-20 in H,O

YPAD-Medium: 20 g Difco Peptone; 10 g Hefeextrakt ad 960 ml H,O, pH 5,8;
40 mg Adeninsulfat; autoklavieren; Zugabe von 40 ml 50 %
Glucose

YPAD-Platten: YPAD-Medium mit 15 — 20 g Agar/l

Es wurde ausschlie3lich Milli Q-Wasser verwendet. Alle Bakterien-und Hefemedien wurden
durch Autoklavieren fur 20 min bei 121 °C sterilisiert. Die fiir die Selektion in LB-Medium oder
auf LB-Platten zugesetzten Antibiotika wurden in folgenden Endkonzentrationen eingesetzt:

Ampicillin: 50 pg/ml

Chloramphenicol: 30 ug/mi

Tetrazyklin 12,5 ug/mi
2.3 Versuchstiere

Als Versuchtiere dienten Oligochaeten der Art Enchytraeus cf. buchholzi
[VEJD. 1879]. Diese stammten aus einer Laborzucht von Herrn Prof. Dr. Hartmut Greven (Insti-
tut fir Zoomorphologie, Zellbiologie und Parasitologie, HHU Dusseldorf). Die Haltung der En-
chytraeen erfolgte in 150 mm Petrischalen auf einem Kulturboden bei 20 °C im Dunkeln. Der
Kulturboden setzte sich aus 100 g Weiltorf, 50 g Bentonit, 100 g Kalk und 10 g Quarzsand in
etwas H,O zusammen. Als Weilstorf wurde Hochmoortorf von den Torfwerken Hilskamp ver-
wendet, dessen grobe Bestandteile vor der Verwendung durch ein feines Sieb abgetrennt wur-
den. Der Torf wurde zur Auskeimung eventuell vorhandender Pilzsporen U/N bei 37°C inkubiert
und anschlieBend fur 20 min bei 121°C autoklaviert. Der Kulturboden wurde einmal in der Wo-
che mit sterilem Milli Q-Wasser angefeuchtet und die Tiere mit in Nahrlésung gequollenen Ha-
ferflocken gefiittert.
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2.4

2.5

Bakterienstimme, Hefestamme und Vektoren

Bakterienstamme:

Hefestamme:

Vektoren:

E. coli DH5a
F~ @80dlacZAM15 A(lacZYA-arfF)U169 deoR recA1 endAf

hsdR17(r«, mk’) phoA supE44 X thi-1 gyrA96 relA1 (Gibco
BRL, Karlsruhe) [Hanahan, 1983]

E. coli TOP10

F" mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcrBC)  ®80lacZAM15  AlacX74
recA1 deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL StrR)
endA1 nupG (Invitrogen, Groningen, NL)

E. coli JM109

endA1 recA1 gyrA96 thi hsdR17 (r-, m+) relA1 supE44 N\
A(lac-proAB) [F'traD36 proA+B+ lac/qZAM15] (Promega, Ma-
dison, USA)

E. coli ES1301 mutS
lacZ53 mutS201::Tn5 thyA36 rha-5 metB1 deoC IN(rrnD-
rrE) (Promega, Madison, USA)

DTY165 (Stamm SEY6210)
MATa ura3-52 leu2-3,-112 his3-A200 trp1-A901 lys2-801
suc2-A9 [Lietal., 1997]

DTY167 (Stamm JW53F)
MATa ura3-52 leu2-3,-112 his3-A200 trp1-A901 lys2-801
suc2-A9 ycf1::hisG [Li et al., 1997]

PALTER-1 (Promega, Madison, USA)
pRS425 [Mumberg et al., 1994]
pPCR-XL-TOPO (Invitrogen, Groningen, NL)
pcDNA 2.1 (Invitrogen, Groningen, NL)
pGEM-T Easy (Promega, Madison, USA)

Isolation genomischer DNA aus E. buchholzi

Die Isolation und Aufarbeitung genomischer DNA aus E. buchholzi erfolgte mit Hilfe
des 'Qiagen Blood and Cell Culture Genomic DNA Purification’ Kits (Qiagen, Hilden) nach den
Angaben des Herstellers zur Isolation genomischer DNA aus Geweben. Es wurden dabei pro
Saule 100 mg Wirmer eingesetzt.
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2.6 Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration

Die Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration erfolgte photometrisch mit einem
Beckman Spektrophotometer DU 640. Die Konzentration und Reinheit der DNA wurde nach
Sambrook et al. [1989] berechnet.

2.7 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese in
einer horizontalen Flachbettkammer nach der Methode von Sambrook et al. [1989]. Als
Elektrophoresepuffer und fir die Gelherstellung wurden 1 x TBE-Puffer oder 1 x TAE-Puffer
verwendet. Durch Zugabe von 0,5 ug Ethidiumbromid/ml Gellésung wurde die DNA gefarbt. Als
Langenstandard dienten 1 pg EcoRI/Hindlll doppelt restringierte A-DNA bzw. bei kleineren
Fragmenten 1 ug pUC-Mix Marker.

2.8 Radioaktive Markierung von DNA

Die radioaktive Markierung von DNA erfolgte durch 'random priming' mit
[aszP]-dCTP in Anlehnung an die Methode von Feinberg und Vogelstein [1984]. Die Markie-
rungsreaktion erfolgte unter Verwendung des 'Megaprime DNA Labelling' Kits (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) nach den Angaben des Herstellers. Pro Ansatz wurden 40 ng
DNA und 50 uCi [cx32P]-dCTP (10 uCi/ul, spez. Aktivitat > 3000 Ci/mmol) eingesetzt. Nach der
Synthese wurden nicht eingebaute Nukleotide Uber eine Elutip D-Saule (Schleicher und
Schuell, Dassel) nach Angaben des Herstellers abgetrennt. Die so markierte und gereinigte
DNA wurde vor der Verwendung zur Hybridisierung (Kap 2.9) fir 10 min denaturiert

29 DNA-Transfer auf Membranen und Hybridisierung

Der Transfer der im Agarosegel aufgetrennten DNA (Kap. 2.7) auf eine Nylon-
membran (HybondTM-N, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) erfolgte nach der Methode
von Chomczynski [1992] durch abwarts gerichteten Kapillartransfer in alkalischem Transferpuf-
fer (3 M NaCl, 8 mM NaOH, pH 11,40 bis 11,45) fur 2 h. Vor dem Transfer wurde das Gel fur
1 hin 1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH sowie fir 10 min in Transferpuffer inkubiert. Im Anschluf3 an
den Transfer wurde die Membran fir 20 min mit 0,2 M Natriumphosphat-Puffer (pH 6,8) neutra-
lisiert und fiir 20 min bei 80 °C gebacken. Die Membran wurde nun fiir die Hybridisierung gegen
radioaktiv markierte Sonden (Kap. 2.8) eingesetzt. Zunachst wurde dabei die Membran fir 3 h
in Prahybridisierungslésung bei 65 °C inkubiert. Fir die Hybridisierung wurde diese durch die
Hybridisierungslésung ersetzt. Nach Zugabe der radioaktiv markierten Sonde (Kap. 2.8) erfolgte
die Hybridisierung Uber Nacht bei 65 °C. Die Membran wurde danach nacheinander fir 30 min
in 2 x SSC, 0,1 % SDS und fir 30 min bis 2 hin 0,1 x SSC, 0,1 % SDS gewaschen. Die Exposi-
tion der Membran erfolgte auf Kodak Biomax MS Rdéntgenfilmen mit Verstarkerfolie bei —80°C.

210 Transformation von E. coli

Zur Transformation von Plasmid-DNA wurden 'subcloning efficiency'-DH5a-Zellen
(GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe) oder ‘One Shot TOP10 chemically competent' E. coli-

16



Material und Methoden

Zellen (Invitrogen, Groningen, NL) verwendet. Die Transformation erfolgte nach den Angaben
der Hersteller. Im AnschluR wurden die Ansatze auf antibiotikahaltigen LB-Platten ausgebracht
und bei 37 °C ber Nacht inkubiert.

211 Praparation von Plasmid-DNA

Die Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen erfolgte mit Hilfe des 'QlAprep Spin
Plasmid Purification' Kits (Qiagen, Hilden) oder des 'NucleoSpin Plasmid' Kits (Macherey-Nagel,
Duren) nach den Angaben der Hersteller. Hierzu wurden Einzelkolonien in 5 ml antibiotikahalti-
gem LB-Medium Uber Nacht bei 37 °C schuttelnd inkubiert. Die Isolation der Plasmid-DNA er-
folgte dann aus 3 ml der stationaren Kultur. Zur Praparation groRerer Mengen Plasmid-DNA
wurde das 'Plasmid Midi' Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Die DNA wurde dabei aus einer 25 ml-
Ubernachtkultur nach den Angaben des Herstellers isoliert und aufgearbeitet.

212 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Fir die Isolation von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel wurde in Abhangigkeit
von der GréRe des gewtinschten Fragmentes ein 0,8-2%iges TAE-Agarosegel mit einem Fens-
ter aus gleichprozentiger ‘low melting point'-Agarose (FCM, Biozym, Hess. Oldendorf) einge-
setzt. Nach dem Einlaufen der gewlinschten Fragmente in dieses Fenster wurden sie unter
langwelligem UV-Licht ausgeschnitten und durch Verdau mit dem Enzym [-Agarase (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim) nach Angaben des Herstellers isoliert. Alternativ wurde zur
Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen das 'QlAquick Gel Extraction' Kit (Qiagen,
Hilden) eingesetzt. Die ausgeschnittenen Gelstlicke wurden nach den Angaben des Herstellers
aufgearbeitet. In beiden Féllen wurde zur Bestimmung der Konzentration der isolierten DNA
1/10 des Probenvolumens in einem Agarosegel aufgetrennt und die Konzentration durch Ver-
gleich mit den Markerbanden abgeschatzt.

213 Enzymatische Modifikation von DNA

2.13.1 Restriktion

Fur die Restriktion von DNA wurden die vom Hersteller empfohlenen Inkubationsbe-
dingungen fir die jeweilige Restriktionsendonuklease gewahlt. Die Restriktionen erfolgten fir
2 h oder Uber Nacht.

213.2 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Die Dephosphorylierung von DNA erfolgte mit Hilfe von Alkalischer Phosphatase
(USB, Bad Homburg) fir 1 h bei 37 °C nach den Angaben des Herstellers. Durch 15minitige
Inkubation bei 65 °C wurde die Dephosphorylierungsreaktion abgestoppt und die DNA an-
schlieBend durch Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt, gefallt, abzentrifugiert und in TE-
Puffer aufgenommen.
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2.13.3 Ligation von DNA

Die Ligation von DNA-Molekulen in einen modifizierten Vektor erfolgte mit Hilfe der T4
DNA Ligase (MBI Fermentas, St. Leon-Rot; Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) in ei-
nem Gesamtvolumen von 5 oder 10 pl ber Nacht bei 4 - 16 °C Jeweils 1 ul der Ligationsansat-
ze wurde flr die Transformation in E. coli-Zellen (Kap.2.10) verwendet

214 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Alle PCR-Reaktionen wurden in einem PTC 150-16 oder PTC 150-25 MiniCycler der
Firma MJ Research (Biozym, Hess. Oldendorf) durchgefihrt.

2.14.1 Primer

Fur die Amplifikation von DNA-Fragmenten wurden die jeweiligen Primerpaare mit Hil-
fe der Programme PC/Gene Version 6.7 (IntelliGenetics, Mountain View, CA, U.S.A.) und Oligo
4 1-Primer Analysis Software (National Biosciences Inc., Plymouth, U.S.A.) ausgewahlt. Die
Primer sollten eine Lange zwischen 15 und 35 Basen aufweisen und einen GC-Gehalt zwischen
40 % und 60 % besitzen. Es wurde darauf geachtet, dal’ die Primer nicht komplementar zuein-
ander und keine Selbstkomplementaritadt aufweisen. Am 3'-Ende sollten die Primer einen GC-
'Clamp’ besitzen und moglichst keine 'Repeats' bzw. Purin- oder Pyrimidin-Abschnitte aufweisen
[Kawasaki, 1991]. Die Berechnung der Schmelztemperatur (Tm-Wert) der Primer erfolgte nach
der Formel: 69,3 °C + (0,41 x GC-Gehalt) — 650/n (MWG Biotech, Ebersbach, pers. Auskunft).
Es wurden die in Tabelle 2.1 aufgeflhrten Primerpaare fur die verschiedenen PCR-Ansatze
eingesetzt.

2.14.2 Plasmid-PCR

Fur die Amplifikation eines Fragmentes von einem Plasmid wurden 20 ng Plasmid-
DNA, je 300 nM der beiden sequenzspezifischen Primer, 200 yM dNTP-Mix, 2,5 U Pfu-DNA-
Polymerase sowie 1 x PCR-Puffer in einem Volumen von 100 pl eingesetzt und mit 70 pyl Mine-
ralél uberschichtet. Der Ansatz wurde fur 2 Minuten bei 95°C denaturiert. Danach folgte ein
35maliger Zyklus von 30 sec Denaturierung bei 95°C, 1miniitigem 'Annealing’ bei der entspre-
chenden Temperatur des eingesetzten Primerpaares und 2minltiger Kettenverlangerung bei
72°C. Eine 8 minutige Elongation bei 72°C beendete die Reaktion. Als Kontrolle fir eine erfolg-
reiche Amplifikation wurde 1/10 eines solchen Reaktionsansatzes in einem 1 - 1,5 %igem TBE-
Agarosegel aufgetrennt (Kap. 2.7).

2.14.3 Genomische PCR

Ziel der genomischen PCR war es, mdglichst grol3e Fragmente des crp-Gens aus ge-
nomischer DNA von Enchytraeus buchholzi zu amplifizieren. Es kamen dabei das 'Expand High
Fidelity’ PCR System und das 'Expand Long Distance’ PCR System (Roche Molecular Bioche-
micals, Mannheim) zum Einsatz. Die Reaktionen wurden in 50 pl Reaktionsansatzen mit 200 ng
genomischer DNA als Templat, je 300 nM der jeweils eingesetzten Primer (Kap. 2.14.1),
200 pM dNTP-Mix, 1 x PCR-Puffer und 3,75 U ,Expand High Fidelity* DNA-Polymerase-Mix
durchgefihrt. Die Reaktionsbedingungen wurden wie folgt gewahlt: Auf eine Sminutige Denatu-
rierung folgten zunachst 9 Zyklen aus 30 sec Denaturierung bei 95°C, 1miniitigem 'Annealing’
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2 °C unterhalb der optimalen Temperatur fir das eingesetzte Primerpaar und anschlielender
12minutiger Elongation bei 72°C. Fur die darauf folgenden 30 Zyklen wurde die jeweils optimale
'Annealing’-Temperatur fir das Primerpaar gewahlt. Ausserdem wurde die Elongationszeit von
12 Minuten mit jedem Zyklus um je 20 Sekunden verlangert. Eine 8minltige Kettenverlange-
rung bei 72°C beendete die Reaktion. Die PCR-Reaktionen wurde auf 1%-ige Agarosegele
aufgetragen (Kap. 2.7) und spezifische Amplifikationsprodukte durch 'Southern Blot'-Analysen
bestimmt. Die Klonierung der aus dem Gel eluierten Fragmente (Kap. 2.12) erfolgte wie in
Kap. 2.14.5 beschrieben.

Tabelle 2.1 Ubersicht iiber die verwendeten Primer. [A] Primer fiir Plasmid-PCR. [B] Primer fiir genomische PCR
[C] Primer fir 'Genomic Walking'. Angegeben sind jeweils die Sequenzen der Oligonukleotide, ihre Schmelztemperatur
(Tm) und der GC-Gehalt (in %). Angehéngte Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen.

A
Primer Sequenz Tm-Wert GC-Gehalt
CRPcDNA 142+Sall 5-ACG TCC CGT CGA CAA TGG CAT CAC ACG C-3' 71,0°C 60,7 %
CRPcDNA 265+Sall 5-GGA GTC GAC AAT GTG CCC GTG TGG TTC TCA C-3' 72,2°C 58,1 %
CRPcDNA 894-Sall 5'-CGT CCC GTC GAC TTA GGC GCA GCA GGT-3 72,6 °C 66,7 %
CRPcDNA 451+Sall 5-AGC TCC CGT CGA CAATGT GCT CCT GTG GTT C-3' 72,2°C 58,1 %
CRPcDNA 543-Sall 5'-AGC TCC CGT CGA CTT AAT CTT CAA CTC CAC A-3' 68,2 °C 48,4 %
CRPcDNA 636-Sall 5-ACG TCC CGT CGA CTT AGC CAA CAA CTC C-3 69,5 °C 57,1 %
CRPcDNA 367+Sall 5-ACG TCC CGT CGA CAATGG GTT CTC AAT GCA A-3 69,5 °C 51,6 %
CRPcDNA 615-Sall 5-ACG TCC CGT CGA CTT AGG TAC AGC AAC CCT T-3 70,8 °C 54,8 %
CRPcDNA 646+Sall 5-ACG TCC CGT CGA CAA TGG GGT CAC AGT GCA C-3 73,5°C 61,3 %
CRPcDNA+536 5-TTG AAG ATT GCC CAT GTG GTC CAA GCT GC-3 68,1 °C 51,7 %
CRPcDNA-814 5-TGT CGC ACT TAG GAG CAC AAC ATC CTT GAG-3’ 68,1 °C 50,0 %
CRPcDNA-721 5-TTC CAC ATT TAG GAG TGC AGC ATC CTT TGC TGC-3 69,5 °C 48,5 %
CRPcDNA+629 5-TTG TTG GCT GCC CAT GCG GGT CAC AGT GCA C-3’ 73,5°C 61,3 %
B
Primer Sequenz Tm-Wert GC-Gehalt
GPCR-1 5-AAT CAA CCA ATC GCA GAA CAT CTA ACA AAA-3’ 61,3°C 33,3 %
GPCR-2 5-ACA AGA ATA AAC TTA CTG TCG CAC TTA GGA-3’ 62,6 °C 36,7 %
GPCR-3 5-TCC TAA GTG CGA CAG TAA GTT TAT TCT TGT-3’ 62,6 °C 36,7 %
GPCR-5 5-GTG CAA GTT ACT GCT CAG TGA TTC TGA ATT-3 64,0 °C 40,0 %
GPCR-8 5-GGG CGA TCA GTT CCC AGT CCAACATTAGTC G-3 70,8 °C 54,8 %
CRPcDNA-573 5-CTC ACA CTT GCA GCT TGG ACC ACA TGG GCA-3 70,9 °C 56,7 %
CRPcDNA+629 5-TTG TTG GCT GCC CAT GCG GGT CAC AGT GCA C-3 73,5°C 61,3 %
CRPcDNA-1386 5-AAA CAA TCC ATC ACA GAA TCA ATA AAA GAT AA-3’ 59,2°C 25,0 %
Cc
Primer Sequenz Tm-Wert GC-Gehalt
AP-1 5-GGA TCC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC-3’ 65,0 °C 48,1 %
AP-2 5-AAT AGG GCT CGA GCG GC-3 57,6 °C 64,7 %
GPCR-4 5-TGC ACC TCG TTA CAT CTC TGA TAT CAG TTA-3 64,0 °C 40,0 %
GPCR-7 5-TGT TTC AGT TGA AGA TTG CC ATG TGG TCC-3’ 66,8 °C 46,7 %
GPCR-6 5-CTC AAT ATC ATG CTA GTG TAG TGG ATAGCACTG G-3  68,3°C 441 %
GPCRcDNA+1036 5-GTT TCT GAA GTG CTCCTA CTATTC ACT GAC-3’ 65,4 °C 43,3 %
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2.14.4 'Genomic Walking'

Diese Methode ermdglicht es, unbekannte Bereiche aus einem Genom mit Hilfe von
Adaptoren zu amplifizieren. Die Versuche wurden in Anlehnung an Siebert et al. [1995] durch-
gefihrt. Dabei wird genomische DNA mit 'blunt-end’-schneidenden Restriktionsenzyme verdaut
anschliefend mit 15 mM (4-Nukleotid-Restriktionsschnittstellen) bzw. 5 mM (6-Nukleotid-
Restriktionsschnittstellen) eines speziellen 5‘-Uberhdngenden Adaptors ligiert. Dieser Adaptor
wird durch das 'Annealen’ der beiden folgenden Oligonukleotide (je 45 uM) bei 80°C mit einer
Temperaturverringerung von 1 °C pro 15 min auf 4°C hergestellt: Adop 1:
5'-CTAATACGACTCACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3; Adop 2:
PO,-5-ACCTGCCCA-3-NH,. Die so konstruierten Bibliotheken aus Bsh 1236, Dral, Ecl 136l,
Eco 47Ill, EcoRV, Pvull, Rsal, Scal, Smal, Sspl und Stul restringierter genomischer DNA von
E. buchholzi wurden von Frau Dr. Heike Koewius (Abteilung fiir Molekulare Parasitologie, HHU
Dusseldorf) zur Verfligung gestellt.

Fir die PCR-Reaktionen wurde das 'Expand High Fidelity’ PCR System (Roche Mo-
lecular Biochemicals, Mannheim) mit je 1 ul der verschiedenen genomischen Banke als
Templat eingesetzt. Dazu kamen je 300 nM des Adaptor-Primers AP-1 und des genspezi-
fischen CRP-Primers (Kap. 2.14.1), 200 yM dNTP-Mix, 1 x PCR-Puffer und 3,75 U 'Expand
High Fidelity' DNA-Polymerase-Mix. Als Reaktionsbedingungen wurde eine Zweischritt-PCR
gewahlt: Auf eine 5minltige Denaturierung folgten dabei 35 Zyklen aus 30 sec Denaturierung
bei 95°C sowie 8 min 'Annealing’ und Elongation bei 68°C. Den Abschlufd der Reaktion bildete
ein 15minitiger Elongationsschritt bei 72°C. 1/100 dieses Ansatzes wurde als Templat fiir eine
'nested’-PCR mit Hilfe des gleichen PCR Systems unter den gleichen Bedingungen eingesetzt.
In dieser Reaktion wurden je 300 nM des Primers AP-2 und des zweiten weiter 3’-seitig gelege-
nen genspezifischen CRP-Primers (bei Amplifikation in 3’-Richtung des crp-Gens) bzw. weiter
5’-seitig gelegenen genspezifischen CRP-Primers (bei Amplifikation in 5-Richtung des crp-
Gens) (Kap. 2.14.1) verwendet. Jeweils 1/5 beider PCR-Reaktionen wurde auf einem
1 - 1,5 %igem Agarosegel aufgetrennt und spezifische Amplifikationsprodukte durch 'Southern
Blot'-Analysen bestimmt. Die Klonierung der aus dem Gel eluierten Fragmente (Kap. 2.12) er-
folgte wie in Kap. 2.14.5 beschrieben.

2.14.5 Klonierung von PCR-Produkten

Fur die Klonierung von PCR-Fragmenten wurden das 'TOPO TA Cloning’-Kit (Invitro-
gen, Groningen, NL) sowie das 'pGEM-T Easy Vector' System (Promega, Heidelberg) nach den
Angaben der Hersteller eingesetzt. Jeweils 2 yl der Ligationsansatze wurden fur die anschlie-
Rende Transformation in TOP10-Zellen (Invitrogen, Groningen, NL) bzw. 'subcloning efficiency'-
DH5-a-Zellen (Gibco BRL, Eggenstein) (Kap. 2.10) verwendet.

215 DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzierung von klonierter DNA erfolgte nicht-radioaktiv nach der Kettenab-
bruchmethode von Sanger et al. [1977] mit Hilfe des automatischen DNA-Sequenzierers LICOR
4000 der Firma MWG Biotech (Ebersbach).
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2.15.1 Sequenzierprimer

Sequenzspezifische 5'-IR-gekoppelte Sequenzierprimer (MWG Biotech, Ebersberg)
wurden mit dem PC/Gene-Programm (Version 6.7), 'PCRPLAN’ (IntelliGenetics, Mountain View,
CA, U.S.A.) und dem Programmpaket Oligo 4.1-Primer Analysis Software (National Biosciences
Inc., Plymouth, U.S.A.) ausgewahlt. Die Berechnung der Schmelztemperatur (Tm-Wert) der
Sequenzierprimer erfolgte nach der Formel: 69,3 °C + (0,41 x GC-Gehalt) — 650/n (MWG Bio-
tech, Ebersbach, pers. Auskunft). In Tabelle 2.2 sind die eingesetzten Sequenzierprimer aufge-

fahrt.

Tabelle 2.2 Ubersicht iiber 5'-IR-gekoppelte Sequenzierprimer. Angegeben sind die Sequenzen der Oligonukleoti-
de, ihre Schmelztemperatur (Tm) und der GC-Gehalt (in %).

Primer Sequenz Tm-Wert GC-Gehalt
M13 Reverse 5'-CGA GAA ACA GCT ATG AC-3' 50,4 °C 47,1 %
M13 Forward 5'-GTA AAA CGA CGG CCA G-3' 51,7 °C 56,3 %
T7-Promotor 5-ATT ATG CTG AGT GAT ATC CC-3' 53,2°C 40,0 %
SP 6 5-ATT TAG GTG ACA CTA TAG AA-3' 49,1 °C 30,0 %
PRS424-5' 5-TCC TCG AAT ATG CCC TGC AGG AAT-3' 62,7 °C 50,0 %
PRS424-3' 5'-GTA GAG CGA TGT GGG GGA GGG CGT-3' 69,6 °C 66,7 %
G-CRP-1 5'A 5'-AAA GAC ATT GTG CAC ACA ACG ACG C-3' 58,4 °C 45,5 %
G-CRP-15'B 5'-GAG GAA TTT CTT CAC CAG ATC-3' 55,9 °C 42,9 %
G-CRP-15'C 5'-TCA CGC TCT AAG CTA TCT AAT-3' 54,0°C 38,1 %
G-CRP-15D 5'-TGT GCA GTT CCC ATA AGC AGT-3' 57,9 °C 47,6 %
G-CRP-15'E 5-GTG CTC TGC CAA GTG GGT AGC-3' 63,7 °C 61,9 %
G-CRP-15'F 5-GCA AGT TAC TGC TCA GTG ATT C-3' 58,4 °C 45,5°C
G-CRP-15'G 5'-ATT TCC TGC ATA TGA TGG ACG-3' 55,9 °C 42,9 %
G-CRP-1 3'A 5-GCG TTG TGT GCA CAATGT CTT T-3' 58,4 °C 45,5 %
G-CRP-1 3B 5'-GAT CTG GTG AAG AAATTC CTC-3' 55,9 °C 42,9 %
G-CRP-13'C 5'-ATT AGA TAG CTT AGA GCG TGA-3' 54,0 °C 38,1 %
G-CRP-13D 5'-ACT GCT TAT GGG AAC TGC ACA-3' 57,9 °C 47,6 %
G-CRP-1 3'E 5'-GCT ACC CAC TTG GCA GAG CAC-3' 63,7 °C 61,9 %
G-CRP-1 3'F 5'-GAA TCA CTG AGC AGT AAC TTG C-3' 58,4 °C 45,5 %
G-CRP-2 5'A 5'-GTG AGC GCC TAG GCT CCA GAA-3' 63,7 °C 61,9 %
G-CRP-2 5'B 5'-GAG GAT TCA CTG AGA AAT GTA-3' 54,0 °C 38,1 %
G-CRP-2 5'C 5-GGC TTA CTC ATT TAT TAA CTA-3' 50,1 °C 28,6 %
G-CRP-2 3'A 5-TTC TGG AGC CTA GGC GCT CAC-3' 63,7 °C 61,9 %
G-CRP-2 3B 5'-TAC ATT TCT CAG TGA ATC CTC-3' 54,0 °C 38,1 %
G-CRP-2 3'C 5'-CAC ACA GGT CGT CGC TGT TCC-3' 63,7 °C 61,9 %
G-CRP-3 5'A 5'-GCT CAA GAC TCT TCA TCT GGG-3' 59,8 °C 52,4 %
G-CRP-3 5'B 5'-GTT ACA ATG ATT TAC TAA CGC-3' 52,0 °C 33,3 %
G-CRP-4 5'A 5-TGATGC CTGACCTTT CTG GCG-3' 61,8 °C 57,1 %
G-CRP-4 5'B 5'-TCT GTG ATG TTC CTC CAC A-3' 54,5°C 47,4 %
G-CRP-4 5'C 5'-GTG CTC GCA CCAACATTG AC-3' 59,4 °C 55,0 %
G-CRP-4 5D 5'-GTG GAT CAG TAG ATG CTG AG-3' 57,3 °C 50,0 %
G-CRP-4 5'E 5'-CAT ATA TAC TGT TCT TTC ATC C-3' 52,8 °C 31,8 %
G-CRP-4 3'A 5'-GGA GCC AGT AGC GAA GTC AG-3' 61,4 °C 60,0 %
G-CRP-4 3B 5'-CTA TCT ATATGC TCT ATC AG-3' 51,2°C 35,0 %
G-CRP-4 3'C 5'-CAG TAA TAT GTT ACA TAT GC-3' 49,1 °C 30,0 %
G-CRP-4 3'D 5'-TCA CAC TTA CAT CCT GAA CC-3' 55,3 °C 45,0 %
G-CRP-4 3'E 5'-TCC AAT TAT GAT GAT GGA TG-3' 51,2C° 35,0 %
G-CRP-4 3'F 5'-GAA CTC AGC ATC TAC TGA TCC-3' 57,9 C° 47,6 %
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2.15.2 Sequenzierung mit Thermo Sequenase

Fir die Sequenzreaktion wurden das 'Thermosequenase fluorescent labelled primer
cycle sequencing-kit with 7-deaza-dGTP’ (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) sowie Infra-
rot-Fluoreszensfarbstoff (IRD800)-gekoppelte Primer (MWG Biotech, Ebersbach; Kap. 2.15.1)
verwendet. Pro Reaktion wurden dabei 20 ul Plasmid-DNA (0,1 ug/ul) und 4 ul 5°-IR-gekoppelte
Primer (0,2 — 0,4 pmol/ul) gemischt und je 6 pl dieses Ansatzes zu je 2 ul des jeweiligen A, C-,
G- oder T-Nukleotid-Mixes gegeben und anschliefend mit Mineraldl Gberschichtet. Die Se-
quenzreaktion erfolgte dann in einem PTC 100 Thermocycler (MJ Research, Biozym, Hess.
Oldendorf). Dabei folgten auf eine Sminutige Denaturierung bei 94 °C 30 Zyklen von Primer-
'Annealing' und Strangsynthese (1 min, 50, 55 oder 60 °C) sowie Denaturierung (30 sec, 94 °C).
Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 4 pl Formamid-Ladungspuffer abgestoppt. Die IR-
markierten DNA-Fragmente wurden in 40 cm langen, 0,4 mm dinnen 6%igen Gelen aus modi-
fiziertem Polyacrylamid (Ultra Pure Sequagel XR, National Diagnostics; Atlanta, USA) mit 8M
Harnstoff in 1x TBE-Puffer bei 1500 V und 50 °C aufgetrennt und in Echtzeit Uiber eine Laser-
Photomultiplier-Einheit detektiert. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit der Software
BaseimagelR 4.0 von Licor (MWG Biotech, Ebersbach).

2.15.3 Computeranalyse von Sequenzdaten

Nukleinsaure- und deduzierte Proteinsequenzen wurden mit Hilfe der Programme
FASTA, BLITZ und BLAST mit den Datenbanken EMBL und SwissProt verglichen [Smith and
Waterman, 1981; Pearson und Lipman, 1988; Altschul et al., 1990]. Zwei bekannte DNA- oder
Protein-Sequenzen  wurden mit Hilfe der Programme 'Blast 2  sequences'
(www.ncbi.nlm.nih.gov) [Tatusova und Madden, 1999], LALIGN (www.ch.embnet.org) [Huang
und Miller, 1991] und CLUSTALW (www.ebi.ac.uk) [Thompson et al., 1994] gegeneinander
abgeglichen. Repetitive DNA-Sequenzen wurden mit Hilfe des Programms CENSOR in der
REPBASE-Datenbank identifiziert (www.girinst.org) [Jurka et al., 1996]. Putative Bindungsstel-
len fir Proteine in DNA-Sequenzen wurden mit dem Programm Matinspector V2.2 [Quandt et
al., 1995] in der Transfac-Datenbank (www.transfac.gdf.de) und der 'motif library'
(www.motif.genome.ad.jp; Bioinformatics Center, Kyoto University, Japan) detektiert [Heine-
meyer et al., 1998; Wingender et al., 2000].

2.16 in vitro-Mutagenese

2.16.1 Oligonukleotide fiir die Mutagenese

Fur die in vitro-Mutagenese wurden 5’-seitig phosphorylierte Oligonukleotide mit einer
Gesamtlange von 23 bis 25 Basen gewahlt. Die jeweils auszutauschende Base lag dabei in der
Mitte der Oligonukleotide, so dal} sie beidseitig von 10 bis 12 korrekten Basenpaaren umgeben
war. Damit sollte sichergestellt werden, dall es unter den gewahlten Bedingungen zu einer
maoglichst optimalen Bindung des jeweiligen Oligonukleotides an die zu mutierende komplemen-
tare Stelle in der CRP-cDNA kommt. Die Berechnung der Schmelztemperatur (Tm-Wert) der
mutagenen Oligonukleotide erfolgte nach der Formel: 69,3 °C + (0,41 x GC-Gehalt) — 650/n
(MWG Biotech, Ebersbach, pers. Auskunft).
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Tabelle 2.3 Ubersicht iiber die mutagenen Oligonukleotide. Angegeben sind die Sequenzen der Oligonukleotide,
ihre Schmelztemperatur (Tm) und der GC-Gehalt (in %).

Primer Sequenz Tm-Wert GC-Gehalt
Amp Repair 5-GTT GCC ATT GCT GCA GGC ATC GTG GTG-3' 69,5 °C 59,3 %
Amp Knockout 5-GTT GCC ATT GCG GCA TCG TGG TGT CAC-3' 69,5 °C 59,3 %
Tet Repair 5'-GCC GGG CCT CTT GCG GGA TAT CGT CCA-3' 72,6 °C 66,7 %
Tet Knockout 5'-GCC GGG CCT CTT GCG GGC GTC CAT TCC -3' 75,0 °C 74,1 %
CRP-R4 Cys 1 5'-GAG TCG ACA ATG AGC TCC TGT GGT T-3' 64,6 °C 52,0 %
CRP-R4 Cys 3 5'-ACA ATG TGC TCC AGT GGT TCA GGA-3' 62,7 °C 50,0 %
CRP-R4 Cys 7 5'-TGT GGT TCA GGA AGT AAG TGT GAG A-3" 51,0 °C 44,0 %
CRP-R4 Cys 9 5'-TCA GGA TGT AAG AGT GAG AAG GGA-3' 63,0 °C 48,0 %
CRP-R4 Cys 14 5-GAG AAG GGA GAG AGT AAG CCA GGT T-3' 54,0 °C 52,0 %
CRP-R4 Cys 18 5'-GTA AGC CAG GTA GTA CCA AGC GA-3' 62,4 °C 52,2 %
CRP-R4 Cys 22 5'- GTA CCA AGC GAA GCT GTG GTA CTA -3' 62,7 °C 50,0 %
CRP-R4 Cys 23 5'-ACC AAG CGA TGC AGT GGT ACT AAA-3' 61,0 °C 45,8 %
CRP-R4 Cys 27 5-GTG GTA CTA AAA GTG GAG TTG AAG-3' 59,3°C 41,7 %
CRPcDNA 548 5-TTG AAG ATT GCC TAT GTG GTC GTC CAA G-3' 61,3°C 44,0 %
CRPcDNA 727 5-TGT GGA ATG CAG AAC TGC CCG TGT G-3' 66,3 °C 56,0 %

2.16.2 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen fir die in vitro-Mutagenese (E. coli JM109
und E. coli ES1301 mutS, Kap. 2.4) erfolgte modifiziert nach der von Hanahan [1985] beschrie-
benen Rubidiumchlorid-Methode. Es wurde zunachst eine 2,5 ml-Ubernachtkultur in LB-Medium
angezogen. Aus dieser Kultur wurde eine 250 ml-Kultur in LB-Medium mit 20 mM MgSQO, ange-
impft, die bis zum Erreichen einer ODgy von 0,4 bis 0,6 bei 37 °C schittelnd inkubiert wurde.
Diese Kultur wurde abzentrifugiert (4500 x g, 4 °C, 5 min) und in 100 ml eiskaltem TFB1-Puffer
aufgenommen. Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei 4 °C wurden die Zellen erneut ab-
zentrifugiert (4500 x g, 4 °C, 5 min). AnschlieRend wurden die Zellen in 10 ml eiskaltem TFB2-
Puffer aufgenommen. Nach einer 60minitigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen aliquotiert
(100 pl), in einem Trockeneis/Isopropanol-Gemisch schnell eingefroren und bis zur Verwendung
bei —80 °C gelagert.

2.16.3 Mutagenese

Fur die in vitro-Mutagenese-Reaktionen wurde das 'Altered Sites Il in vitro Mutagene-
sis’-System der Firma Promega (Madison, USA) verwendet. Dieses System beruht auf der site
directed Mutagenese nach Hutchinson et al. [1978]. Dabei werden synthetische Oligonukleotide
eingesetzt (Kap. 2.16.1), die komplementar zu dem gewiinschten Bereich einer einzelstrangi-
gen Templat-DNA mit Ausnahme der zu mutierenden Base in der Mitte des Oligonukleotides
sind. Nach Hybridisierung von Templat-DNA und Oligonukleotid wird durch eine DNA-
Polymerase der komplementare DNA-Strang synthetisiert, Phosphodiesterbindungen an den
Einzelstrangbriichen werden durch die DNA-Ligase geknlpft. Die so entstandene circulare
Plasmid-DNA wird zur Stabilisierung der eingefihrten Mutation in einen mutS™-E. coli-Stamm
transformiert. Das in dieser Arbeit eingesetzte System bot durch den Einsatz einer Selektion
Uber die Antibiotika Ampicillin und Tetracyklin die Mdglichkeit, positiv mutagene Klone effizient
zu detektieren. Dabei wurden bei der Mutagenese-Reaktion zusétzlich 'Knockout’- bzw 'Repair’-
Oligonukleotide (Kap. 2.16.1) eingesetzt, die durch eingefiihrte Punktmutationen zu einem
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Wechsel in der Antibiotika-Resistenz des verwendeten pALTER-1 Vektors (Kap. 2.4) fUhrten.
Die anschlieRende Selektion auf die jeweils wiederhergestellte Antibiotika-Resistenz des Vek-
tors ermdglichte eine Kontrolle der Reaktionseffizienz und damit ein gezieltes 'Screening' von
potentiell positiven Klonen.

Fur jeweils zehn Mutagenese-Reaktionen wurden initial insgesamt 2 pg doppel-
strangige Plasmid-DNA eingesetzt. Die Denaturierung der DNA erfolgte durch Behandlung mit
0,2 M NaOH und 200 uM EDTA in einem Gesamtvolumen von 20 pl (5 min, Raumtemperatur).
AnschlieRend wurde die DNA mit 1/10 Volumen 2 M Ammoniumacetat, pH 4,6 versetzt, ethano-
lisch gefallt, abzentrifugiert, mit 70 % Ethanol gewaschen und in 100 pl TE-Puffer aufgenom-
men. Die so denaturierte DNA konnte nun fiir die Mutagenese-Reaktion eingesetzt werden.
Dazu wurden in einem Gesamtvolumen von 20 pl jeweils 10 yl DNA, 0,25 pmol 'Repair'-
Oligonukleotide, 0,25 pmol 'Knockout'-Oligonukleotide und 1,25 pmol des gewilinschten muta-
genen Oligonukleotides in Annealing-Puffer (20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 10 mM MgCl,; 50 mM
NaCl) gemischt. Die Reaktionsansatze wurden fir 5 Minuten bei 75 °C inkubiert und anschlie-
Rend zur Anlagerung der Oligonukleotide langsam auf 22 °C abgekuhlt (1 °C pro Minute; PTC
150-25 MiniCycler; Biozym, Hess. Oldendorf). Im Anschlu® daran wurden je 3 pl 10fach Syn-
these-Puffer (100 mM Tris-HCI, pH 7,5; 5 mM dNTP; 10 mM ATP; 20 mM DTT), 5 U T4 DNA
Polymerase, 2 U T4 DNA Ligase zugegeben und mit H,O auf 30 pyl Gesamtvolumen aufgefilllt.
Die Synthese des Zweitstranges und die Ligation erfolgte fir 90 Minuten bei 37 °C. Fir die
Transformation in 100 pl kompetente E. coli ES1301 mutS-Zellen (Kap. 2.16.2) wurden 1,5 pl
der Reaktionsansatze eingesetzt. Auf eine 10min(tige Inkubation auf Eis folgte dabei ein Hitze-
schock (42 °C, 45 sec) und eine weitere Inkubation auf Eis (2 min). Nach Zugabe von 900 pl
LB-Medium und einer 30minutigen Inkubation bei 37 °C wurden je 500 pl der Transformations-
ansatze in 4,5 ml antibiotikahaltiges LB-Medium gegeben und ber Nacht bei 37 °C schittelnd
inkubiert. Die Praparation von Plasmid-DNA erfolgte wie in Kapitel 2.11 angegeben. Anschlie-
Rend wurden 5 bis 10 ng der Plasmid-DNA in E. coli JM109-Zellen nach dem oben beschriebe-
nen Protokoll transformiert. Die Ansatze wurden auf antibiotikahaltigen LB-Platten ausgebracht
und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Die Analyse der mutagenen Klone erfolgte nach der Prapa-
ration der Plasmid DNA (Kap. 2.11) durch Sequenzierung (Kap. 2.15).

217 Heterologe Expression des CRP in Saccharomyces cerevisiae

Die Expression des CRP-Proteins und der CRP-Deletions- bzw. Mutationsklone in
Saccharomyces cerevisiae erfolgte mit Hilfe des Vektors pRS424 Mumberg et al., 1994]. Die
Proteinexpression kann dabei Uber den vorgeschalteten MET25-Promotor gesteuert werden.
Das gewinschte Protein wird bei Abwesenheit des Repressors Methionin exprimiert [Ronicke
etal., 1997].

Die Klonierung der Uber Plasmid-PCR amplifizierten (Kap. 2.14.2) und entprechend
modifizierten CRP-Fragmente (Kap. 2.13) erfolgte ungerichtet Gber die Sall-Schnittstelle des
Vektors. Korrekt orientierte Klone wurden durch Sequenzanalyse identifiziert (Kap. 2.15). Die
Expressionsversuche wurden in SD-Medium ohne Leucin (Selektion auf Plasmid-haltige Zellen)
und Methionin durchgefiihrt.
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2.18 Transformation von Hefe

Die Herstellung von kompetenten Hefezellen und die anschliessende Transformation
von pRS425 in Hefezellen erfolgte mit Hilfe von Lithiumacetat (LiOAc) nach der Methode von
Gietz und Woods [1994]. Dazu wurden zunachst einige Hefekolonien in steriles Wasser Uber-
fuhrt, kurz abzentrifugiert und in 1 ml 0,1 M Lithiumacetat Uberfuhrt. Nach einer Sminutigen In-
kubation bei 30 °C wurden die Zellen erneut kurz abzentrifugiert und anschliessend transfor-
miert. Es wurden dazu 240 pl PEG (50 %), 36 pl LiOAc (1 M), 50 pl Heringssperma-DNA
(2 mg/ml), 5 yl Plasmid-DNA (0,1 pg/ul) und 20 uyl H,O auf das Zellpellet gegeben. Nach der
Resuspendierung des Pellets wurde der Ansatz fiir 20 min bei 42 °C inkubiert. Nach der folgen-
den kurzen Zentrifugation wurde das Zellpellet in 250 pl H,O resuspendiert und auf selektiven
SD-Agar-Platten ausgebrach. Die Platten wurden fir zwei bis vier Tage bei 30 °C inkubiert.

219 Erstellung von Wachstumskurven

Fur die Erstellung von Wachstumskurven wurden zundchst 5ml-Vorkulturen in
Cadmium-freien SD-Medium ohne Leucin und Methionin angesetzt, die 24 h bei 30 °C schit-
telnd inkubiert wurden. Aus diesen Vorkulturen wurden dann die Cadmium-haltigen Hauptkultu-
ren ebenfalls in SD-Medium ohne Leucin und Methionin angeimpft. Die Zugabe von Cadmium
erfolgte dabei Uber eine 0,1 M CdCl,-Stammlésung. Bei den Wachstumsversuchen in der loga-
rithmischen Phase betrug dabei das Kulturvolumen 40 ml. Die Kulturen wurden bei 30 °C und
250 rpm inkubiert. Nach 16 h wurde eine erste Probe (500 pl) zur Bestimmung der optischen
Dichte bei 600 nm (Beckman Spektrophotometer DU 640) enthommen. Die Entnahme weiterer
Proben erfolgte dann im 2 h-Rhythmus nach 18, 20, 22, und 24 h. AbschlieRend wurden nach
40 und 48 h Proben entnommen. Versuche zur Bestimmung der Cadmium-Grenzkonzentration
wurden in SD-Medium ohne Leucin und Methionin in einem Kulturvolumen von 20 bzw. 7 ml
durchgefiihrt. Die erste Bestimmung der optischen Dichte der Kulturen erfolgte 24 h nach dem
Animpfen der Hauptkulturen. Weitere Messungen folgten nach 48 und 72 h.

2.20 Bestimmung des Cadmium-Gehaltes in Saccharomyces cerevisiae

In Cadmium-freien SD-Medium ohne Leucin und Methionin wurden Vorkulturen (5 ml)
angesetzt, die 24 h bei 30 °C schittelnd inkubiert wurden. Die Vorkulturen wurden danach in
200 ml Cadmium-haltiges SD-Medium ohne Leucin und Methionin Uberfiihrt. Diese Kulturen
wurden bis zum Erreichen der mid-log Phase schittelnd bei 30 °C inkubiert. Nach Bestimmung
der genauen Zellzahl in den Kulturen mit Hilfe der Neubauerzahlkammer wurden 5 x 108 Zellen
abgenommen, abzentrifugiert (4000 x g, 4 °C, 5 min) und in 100 ml H,O resuspendiert. Es folg-
ten 7 Waschschritte mit insgesamt 500 ml H,O. Danach wurden die Zellen unter Vakuum
(Speed Vac) lyophilisiert. Mit Hilfe einer Analysenwaage erfolgte anschlieRend die genaue Ge-
wichtsbestimmung der Zellpellets. Die Bestimmung der Cadmiumkonzentrationen erfolgte in der
Abteilung Analytische Chemie im Medizinischen Institut fiir Umwelthygiene Disseldorf mittels
elektrothermaler Atomabsorptionsspektrometrie  (ET-AAS) mit Zeeman-Untergrundkom-
pensation unter Verwendung des Gerates 4100 ZL (PerkinElmer, Wellesley, USA).
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2.21 Radioaktive Markierung des CRP in Saccharomyces cerevisiae

Fur die radioaktive Markierung des CRP in den Hefezellen wurden in Cadmium-freien
SD-Medium ohne Leucin und Methionin zunachst Vorkulturen (5 ml) angesetzt, die 24 h bei
30 °C schittelnd inkubiert wurden. Aus diesen Vorkulturen wurden durch 1 : 10-Verdinnung
2 mil-Kulturen (SD-Medium ohne Leucin und Methionin) angeimpft, denen je 50 uCi [*°S]-L-
Cystein (spez. Aktivitat 1075 Ci/mmol) zugesetzt wurde. Diese radioaktiven Kulturen wurden fir
16 h bei 30 °C schuttelnd inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen abzentrifugiert (1 min,
10000 rpm, Eppendorf Centrifuge 5415 C), mit H,O gewaschen und in 150 yl 10 mM Tris-HCI
(pH 8,0), 10 mM DTT resuspendiert. Der Aufschlu® der Zellen erfolgte mit Hilfe von Glasperlen
(0 0,5 mm), die der Zellsuspension zugesetzt wurden. Die Ansatze wurden fir 5 min auf hochs-
ter Stufe gevortext. Die so aufgeschlossenen Zellextrakte wurden abgenommen, in ein Eppen-
dorfgefal Uberfiihrt und die Zelltrtimmer fir 5 min bei 14000 rpm (Eppendorf Centrifuge
5415 C) abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und mit 150 pl 2fach Ladungspuf-
fer (125 mM Tris-HCI, pH 6,8; 100 mM Natriumthioglykolat; 10 % Mercaptoethanol; 20 % Glyce-
rin, 0,004 % Bromphenolblau) versetzt. Je 35 pl dieser Proben wurden auf 18%ige nicht-
denaturierende Polyacrylamidgele (GelgroRe 12,5 x 14 cm) aufgetragen (Kap. 2.24.2). Nach
dem Lauf wurden die Gele auf einem Geltrockner unter Vakuum fur 2-3 h bei 60 °C getrocknet.
Die Exposition erfolgte auf einseitig beschichteten [*°S]-sensitiven Kodak BIOMAX MR Rént-
genfilmen mit Verstarkerfolie bei -80 °C.

2.22 Herstellung von Proteinextrakten aus Hefezellen

Zur Herstellung von Proteinextrakten aus Hefekulturen wurden 5 ml SD-Medium mit
einer Hefe-Einzelkolonie angeimpft und diese bis in die mid-log-Phase bei 30 °C schittelnd
inkubiert. Jeweils 4 ml einer solchen Kultur wurden fiir 1 min bei 10000 rpm abzentrifugiert (Ep-
pendorf Centrifuge 5415 C), einmal mit H,O gewaschen, in 300 uyl Hefe-Lysispuffer resuspen-
diert, in ein kleines Reagenzglas Uberfihrt, mit Glasperlen (O 0,5 mm) bis knapp unter dem
Flussigkeitsspiegel aufgefillt und fir 5 min auf héchster Stufe gevortext. AnschlieRend wurden
10 pl des Ansatzes zur Proteinbestimmung (Kap.2.23) abgenommen, der Rest mit 100 pl
4xRotiLoad-Puffer (Roth, Karlsruhe) versetzt und fir 5 min bei 95 °C gekocht. Die so aufge-
schlossenen Zellextrakte wurden abgenommen, in ein Eppendorfgefall Gberfiihrt und die Zell-
trimmer fir 5 min bei 14000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5415 C) abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und mit 1xRotiLoad-Puffer (Roth, Karlsruhe) auf eine Proteinkonzentration
von 1 pg/ul eingestellt. Jeweils 20 ug dieser Proben wurden auf ein SDS-Polyacrylamidgel auf-
getragen.

2.23 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Konzentration von Proteinen wurde mit Hilfe des BioRad-Protein-Assay (BioRad,
Munchen) auf Grundlage der Bradford-Reagenz [Bradford, 1976] bestimmt. Dazu wurden 200 pl
Bradford-Reagenz mit 790 pl H,O und 10 pl des zu bestimmenden Proteinextraktes in einer
Einwegkivette gemischt. Die Extinktion dieser Mischung wurde nach 5 min bei 595 nm (Beck-
man Spektrophotometer DU 640) gemessen. Als Eichkurve diente dabei die Extinktion definier-
ter Proteinmengen (0; 1 ; 2,5; 5; 7,5; 10; 15 und 20 ug BSA/ml).
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2.24 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen in Polyacrylamidgelen
und "Western Blot'

2.241 SDS-PAGE

Die Auftrennung von Proteingemischen unter denaturierenden Bedingungen erfolgte
in diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen nach der Methode von Lammli 1970]. Dazu wurde
die ,Mini-PROTEAN |II Electrophoresis Cell’ Apparatur (BioRad, Munchen) benutzt. Die Gelgro-
Re betragt in diesem System 8 x 10 cm. Es wurden Trenngele mit 15 % Polyacrylamid verwen-
det. Die Konzentration der Sammelgele betrug einheitlich 4,5 % Polyacrylamid. Die Auftrennung
erfolgte bei 40 mA fur ca. 2 — 2,5 h. Als Molekulargewichtsstandard wurde der ,Prestained SDS
Molecular Weight Marker Mix’ (Sigma, Deisenhofen) verwendet.

2.24.2 Nicht-denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter nicht-denaturierenden Bedingungen er-
folgte in Anlehnung an die SDS-PAGE (Kap. 2.24.1), mit der Ausnahme, dass an Stelle von
SDS in den verwendeten Puffern 50 mM Natriumthioglykolat verwendet wurde. Zum Schutz der
Proben vor Oxidation erfolgte vor Beladung ein Gellauf bei 120 V far 2 h.

2.24.3 Coomassie-Brilliant-Blue Anfarbung von Proteinen

Die Anfarbung der in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine
(Kap. 2.24.1) erfolgte mit Hilfe der koloidalen Coomassie-Farbelésung RotiBlue (Roth, Karlsru-
he). Dazu wurde das Gel nach dem Lauf vorsichtig von den Glasplatten abgehoben und U/N in
der Farbelosung sanft geschittelt. Durch nicht-kovalente Anlagerung des Farbstoffs an die Pro-
teine bildet sich dabei ein wasserunldslicher Komplex. Nach der Inkubation in der Farbelésung
wurde das Gel in H,O Uberfuhrt und fur 1 — 2 h leicht geschdttelt. Die Empfindlichkeit der Anfar-
bung mit Coomassie-Brilliant-Blue liegt bei 0,3 — 1 ug pro Bande.

2.24.4 Proteintransfer auf Nitrocellulosemembran

Nach der elektrophoretischen Auftrennung in einem SDS-Polyacrylamidgel
(Kap. 2.24.1) wurden die Proteine nach der Semi-Dry-Methode auf eine Nitrocellulosemembran
(Schleicher und Schuell, Dassel) geblottet [Kyhse-Anderson, 1984]. Zwischen zwei Kohlenstoff-
platten (Biometra Fast Blot, Géttingen) wird dabei ein homogenes elektrisches Feld erzeugt,
welches bei hohen Feldstarken zu einem effektiven Transfer der Proteine auf die Membran
fuhrt. Der Transfer der Proteine vom SDS-Polyacrylamidgel auf die Nitrocellulosemembran er-
folgte zwischen mehreren, in Blotting-Puffer getrankten Lagen Whatman-Papier (Whatman Ltd.,
Maidstone, England) bei einer Stromstérke von 45 mA fir 2 h. Nach dem Blotten wurden die
Proteine auf der Nitrocellulosemembran durch Ponceau S (0,2 % Ponceau S in 3%iger Trichlo-
ressigsaure) reversibel angefarbt. Die anschlieBende Entfarbung erfolgte durch leichtes Schiit-
teln in Leitungswasser.
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2.24.5 Immundetektion

Nach der Uberpriifung des Proteintransfers durch Anfarbung mit Ponceau S
(Kap. 2.24.4) wurde die Nitrocellulosemembran zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen
fir 30 min in RotiBlock-Lésung (Roth, Karlsruhe) inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation mit
dem Primarantikorper (monoklonaler Maus-anti-cMyc AK, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, USA; 0,2 pyg/ml in TST-Puffer) fur 2 h bei Raumtemperatur. Im Anschlul} daran wurde die
Membran fir 3 x 10 min in TST-Puffer gewaschen. Die Inkubation mit dem Sekundarantikorper
(Kaninchen-anti-Maus, 'Horse Radish' Peroxidase- (HRP-)-gekoppelt, Jackson ImmunoRe-
search Laboratories, West Grove, USA; 1 : 25000 in TST-Puffer) erfolgte danach fur 1 h bei
Raumtemperatur. Die Membran wurde anschlieRend fur 2 x 5 min in TST-Puffer gewaschen.
Der Nachweis der gebundenen Antikorper erfolgt nun durch die Erzeugung von Chemilumines-
zenz mit Hilfe des ECL Western Blotting Detektionssystems (Amersham Pharmacia, Freiburg)
in Anlehnung an Roswell und White [1978]. Gleiche Volumina der Detektionsreagentien 1 und 2
wurden dazu gemischt und auf die Membran gegeben (0,125 mI/cmz). Nach 1 min wurde die
Flussigkeit abgenommen, die Membran 1 x kurz mit TST gespllt und anschlieRend luftblasen-
frei zwischen zwei Overheadfolien gelegt. Die Exposition erfolgte auf einem ECL Hyperfilm
(Amersham Pharmacia, Freiburg) fir 5 — 15 min bei Raumtemperatur. Zum Nachweis der Auf-
tragung gleicher Proteinmengen in den einzelnen Spuren wurde anschlieRend eine zweite Im-
mundetektion durchgefihrt. Dazu wurde die Membran zundchst mit 'Stripping'-Puffer
(62,5 mM Tris/HCI pH 6,7; 2 % SDS; 100 mM Mercaptoethanol) behandelt, um die Antikérper
der ersten Detektion zu entfernen. Im Anschlufl daran erfolgte eine zweite Immundetektion mit
einem anti-Aktin (I-19) Primarantikorper (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA; 0,2 ug/ul
in TST-Puffer, 1 h, Raumtemperatur). Als Zweitantikbrper wurde ein HRP-gekoppelter Kanin-
chen-anti-Ziege Antikérper (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA; 1 : 25000 in TST-
Puffer) eingesetzt. Der Nachweis der gebundenen Antikorper erfolgte dann nach dem oben
beschriebenen Schema.

2.25 Lokalisation des CRP in Saccharomyces cerevisiae

2.25.1 Immunfluoreszenz

2—-3 ODegpo-Einheiten von exponentiell wachsenden Kulturen der zu untersuchenden
Hefezellen wurden durch Zugabe von Formaldehyd auf eine Endkonzentration von 5 % einge-
stellt und anschlief3end fiir 4 h bei 30 °C fixiert [Pringle et al., 1991]. Die Zellen wurden abzentri-
fugiert (1 min, 3000 rpm, Heraeus Untertischzentrifuge) und in 1 ml Sorbitolpuffer (40 mM
K;HPO4; 40 mM KH,PO4 0,5 mM MgCly; 1,2 M Sorbitol; pH 6,5) aufgenommen. Die
Sphaeroplastierung der Zellen erfolgte durch Zugabe von 10 pl Lyticase (10 mg/ml), 10 ul
1 M DTT und 30 pl B-Glucuronidase fir 30 min bei 37 °C. Die Zellen wurden erneut abzentrifu-
giert (1 min, 5000 rpm, Eppendorf Centrifuge 5415 C) und in 1 ml Sorbitolpuffer aufgenommen.
Durch Zugabe von 10 pl Triton X-100 (10 %) und 5 min Inkubation auf einem Rocker bei RT
wurden die Zellmembranen permeabilisiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert (1 min, 5000 rpm,
Eppendorf Centrifuge 5415 C) und wiederum in 1 ml Sorbitolpuffer aufgenommen. 40 ul der
Zellsuspension wurde auf einen Polylysin-beschichteten Objektréager ausgebracht und fir 1 min
angetrocknet. Nach 4maligem Waschen des Objektragers mit PBS wurde dieser kurz mit 20 pl
PBS/BSA (1 mg/ml) &qulibriert. AnschlieBend wurden 60-70 pl der Primarantikdrperldésung
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(polyklonaler Kaninchen-anti-cMyc AK, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA; 1 pug/ml in
PBS/BSA) aufgetropft. Nach 90minutiger Inkubation bei RT in einer Feuchtekammer wurde der
Objektrager erneut 4 x mit PBS gewaschen. Im Anschlufl daran wurden 20 ul der Sekundaran-
tikorperlésung aufgetropft (Ziege-anti-Kaninchen 1gG, FITC-gekoppelt, Sigma Deisenhofen;
1 : 100 in PBS/BSA). Die Inkubation erfolgte fir 90 min bei RT in einer Feuchtekammer im
Dunkeln. AnschlieBend wurde der Objektrager 4 x mit PBS gewaschen. Die so behandelten
Hefezellen wurden in einer 1:1 Mixtur (v/v) aus Glyzerin und Vectashield (Serva, Heidelberg)
sowie einer Endkonzentration von 2 % (w/v) DABCO (Merck, Darmstadt) auf dem Objekttrager
eingebettet

2.25.2 Anfarbung des Zellkerns

Fur die Anfarbung des Zellkerns in den Hefezellen wurden die Zellen wie in Kap.
2.25.1 beschrieben shaeroplastiert. Nach dem Permeabilisieren der Membranen wurden die
Zellen in 1 ml Sorbitolpuffer (Kap. 2.25.1) mit 0,1 mg/ml RNase A aufgenommen und fir 1 h bei
RT inkubiert. Die Zellen wurden anschlieRend abzentrifugiert (1 min, 5000 rpm, Eppendorf
Centrifuge 5415 C) und auf Polylysin-beschichteten Objektragern ausgebracht (Kap. 2.25.1).
Nach Behandlung mit Primar- und Sekundarantikérpern wurden die Zellen schlielich in einer
1:1-Mischung (v/v) aus Glyzerin und Vectashield (Serva, Heidelberg), die eine Endkonzentrati-
on von 2 % (w/v) DABCO (Merck, Darmstadt) und 5 pyg/ml Propidiumiodid enthielt, eingebettet.

2.25.3 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie

Fur die konfokale Laserscanning-Mikroskopie wurde ein Zeiss IM 35 Mikroskop
(Zeiss, Oberkochen) mit einem Leica CLSM-Aufsatz TCS NT (‘Confocal Laser Scanning Mic-
roscope Unit’, Leica Lasertechnik, Heidelberg), Version 1.5.451, verwendet. Die Fluoreszenz
des Farbstoffes Fluoreszein-isothiocyanat (FITC) wurde bei einer Anregungswellenlange von
488 nm mit einem Argon-Laser, die von Propidiumiodid bei einer Anregungswellenlange von
568 nm mit einem Krypton-Laser angeregt. Z-Serien von optischen Schnitten durch die Zelle
wurden mit einer Auflésung von 1024 x 1024 Pixel gescannt. Die Auswertung erfolgte mit den
Programmen Adobe Photoshop 5.0 und Corel Draw 8.0.
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3 Ergebnisse

3.1 Molekulare Charakterisierung des crp-Gens

Einleitend wurden die strukturellen und die daraus mdglicherweise abzuleitenden
funktionellen Ahnlichkeiten zwischen dem CRP und den Metallothioneinen bereits angespro-
chen. Die Organisation von Metallothionein-Genen vor allem aus Vertebraten ist inzwischen
sehr gut untersucht [Hamer 1986; Samson und Gedamu, 1998]. Uber die genomische Organi-
sation anderer Schwermetall-bindender Proteine liegen bislang noch keine Erkenntnisse vor. In
der vorliegenden Arbeit sollte die Exon/Intron-Verteilung des crp-Gens aufgeklart werden und
das Gen auf strukturellen Eigenschaften hin untersucht werden.

3.1.1  Organisation des crp-Gens

Wie 'Southern Blot'-Analysen mit genomischer DNA zeigen, liegt das crp-Gen in weni-
gen, moglicherweise nur einer Kopie im Genom von E. buchholzi vor [Willuhn et al., 1996].
Durch Screening einer partiellen genomischen Bibliothek im Vektor A ZAP Il konnte ein genomi-
sches Fragment des CRP mit einer Grésse von 1861 bp detektiert werden (Abb. 3.1) [Koewius,
1998]. Dieses Fragment enthalt zwei Exons mit einer Grésse von 93 bzw. 81 bp aus dem kodie-
renden Bereich der CRP-cDNA. Die im Vergleich zur Grosse der CRP-cDNA (1474 bp) kleinen
Exons und das mit 908 bp sehr grosse Intron weisen auf eine Gesamtlange des Gens von lber
10 kbp hin. Die Amplifizierung und Klonierung des Gens erfolgte mit Hilfe genomischer PCR
und Uber die Methode des 'Genomic Walking'. Die eingesetzten PCR-Primer wurden dabei aus
der cDNA, der Promotor-Sequenz des crp-Gens [Koewius, 1998] sowie aus den
Sequenzinformationen der jeweils neu ermittelten Genbereiche abgeleitet. Es wurden insge-
samt sechs genomische, sich Uberlappende Fragmente detektiert, von denen vier Uber
genomische PCR (G-CRP-1, G-CRP-2, G-CRP-4 und G-CRP-6) und zwei Uber 'Genomic Wal-
king' (G-CRP-3 und G-CRP-5) amplifiziert wurden. Als Templat fir die Fragmente des 'Genomic
Walking' dienten Adaptor-ligierte Bibliotheken aus Bsh12361 (G-CRP-3) und EcoRV (G-CRP-5)
restringierter genomischer DNA (Kap. 2.14.4). Die PCR-Fragmente wurden kloniert und die
Sequenz von Strang und Gegenstrang bestimmt. Die Sequenzen in den einzelnen Uberlap-
pungsbereichen waren dabei identisch. In den Fragmenten enthaltene Exons wurden durch
Abgleich mit der CRP-cDNA identifiziert. Eine Auflistung der einzelnen Fragmente mit genauen
Langenangaben und den eingesetzten Primerpaaren ist Tabelle 3.1 zu entnehmen.

Tabelle 3.1 Ubersicht iiber die genomischen Fragmente mit den zugehdrigen Primerpaaren. Die Bezeichnung der
PCR-Fragmente entspricht den in Abbildung 3.1 dargestellten Fragmenten. Die Sequenzen und Schmelztemperaturen
der eingesetzten Primer sind in Kapitel 2.14.1 aufgefuhrt.

PCR-Fragment Amplifikation Uber Primerpaar Fragmentgrosse

G-CRP-1 Genomische PCR GPCR-1/ GPCR-2 2850 bp

G-CRP-2 Genomische PCR GPCR-3 / CRPcDNA-1386 2480 bp

G-CRP-3 'Genomic Walking' GPCR-4 / AP-1 1148 bp
CRPcDNA+1036 / AP-2

G-CRP-4 Genomische PCR GPCR-5/ CRPcDNA-573 3360 bp

G-CRP-5 '‘Genomic Walking' GPCR-6/ AP-1 728 bp
GPCR-7 / AP-2

G-CRP-6 Genomische PCR CRPcDNA+629 / GPCR-8 719 bp
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Das crp-Gen weist insgesamt zehn Exons und neun Introns auf (Abb. 3.1). Die Grosse
der Exons variiert dabei zwischen 81 bp fiir Exon 9 und 579 bp fiir Exon 10. Uber einen 'Ribo-
nuclease protection assay' (RPA) konnte bereits der Haupt-Transkriptionsstartpunkt des crp-
Gens identifiziert werden [Koewius,1998]. Er liegt 162 bp strangaufwarts des Startkodons. Im
Exon 1 (172 bp) finden sich demnach der gesamte 5'-nichtkodierende Bereich der CRP-mRNA
sowie die ersten zehn Basen nach dem Start des offenen Leserasters. Die Exons 2 bis 9 um-
fassen den Rest des kodierenden Bereiches der CRP-mRNA, wobei Exon 9 mit der ersten Ba-
se des Stopkodons endet. Der gesamte 3'-nichtkodierende Bereich mit dem Polyadenylierungs-
signal (Pos. 4088-4093 im 3'-Bereich des Gens, sieche Anhang) ist dann im letzten Exon zu
finden. Das Exon 2 ist aus 105 bp, die Exons 3 bis 8 sind einheitlich aus jeweils 93 bp aufge-
baut. Beim Vergleich der Exonstruktur des Gens mit der Struktur der CRP-cDNA fallt auf, dass
auch die repetitiven Einheiten des CRP bis auf das letzte, verkirzte Repeat (72 bp) genau
93 bp umfassen. Obwohl sie die gleiche Anzahl an Basen aufweisen, sind die mittleren Exons
mit den Repeats der cDNA jedoch nicht deckungsgleich. Das Repeat 1, welches einen Grossteil
der Sequenz des zweiten Exons (105 bp) enthalt, ist um 20 bp strangabwarts gegeniber der
ersten Base des Exons versetzt (Abb. 3.2). Die Repeats 2 bis 8 (je 93 bp) korrespondieren ent-
sprechend mit den Exons 3 bis 9, sind mit ihrer ersten Base aber jeweils um 8 bp strangabwarts
versetzt. Dieses Muster flhrt dazu, dass jedes der mittleren Exons fir die letzten 8 bp des je-
weils vorhergehenden Repeats und fir die ersten 85 bp des darauffolgenden Repeats kodiert
(Abb. 3.2). Die Aufteilung der Exons im crp-Gen weist also ein repetitives Muster auf, welches
jedoch nicht direkt mit dem Repeatmuster der cDNA zu korrelieren ist, sondern im Kernbereich
des Gens um jeweils 8 bp strangabwarts versetzt ist.

1 kb
 ——
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 I L1 1 L . ﬂ 1 i 1
L | | | | i ! i | [
| | | Il | | [ | | 1 | Lt |
Xbal  Eco52l EcoRI ‘ Mspl EcoRI EcoRI Mspl Ncol BamHI ‘MSD‘ Haell EcoRl Fspl
EcoRI EcoRI
G-CRP-1 G-CRP-5 G-CRP-2
G-CRP-4 G-CRP-6 G-CRP-3
CRP-Lambda

Abbildung 3.1 Genomische Organisation des crp-Gens. Dargestellt ist das Schema der genomischen Organisation
des crp mit dem zugehdrigen Promotorbereich [Koewius, 1998], welcher vor dem ersten Exon durch eine langliche Box
hervorgehoben ist. Die Exons sind entsprechend der Lage in der CRP-cDNA von 1 bis 10 durchnummeriert. Die kodie-
renden Bereiche sind dabei dunkelgrau, die nicht-kodierenden Bereiche der Exons 1 und 10 hellgrau unterlegt. Die
Lage und relative Grosse der einzelnen PCR-Fragmente ist durch waagerechte Balken dargestellt. Gestrichelt darge-
stellt ist ein Gen-Fragment des CRP (1861 bp), welches in der Abteilung fiir Molekulare Parasitologie durch Screening
einer partiellen genomischen Bibliothek im Vektor A ZAP |l detektiert wurde [Koewius, 1998]. Die gestrichelte Unterbre-
chung zwischen den Exons 6 und 7 deutet den Bereich des sechsten Introns an, fir den keine exakten Angaben uber
Sequenz und Grosse vorliegen (Abb. 3.3). Zusatzlich angegeben sind die Positionen ausgewahiter
Restriktionsschnittstellen. Die gesamte Nukleinsduresequenz der bekannten Bereiche ist im Anhang aufgefihrt. Die
Nummerierung erfolgt dabei jeweils separat fir den 5'-Bereich des Gens vom Transkriptionsstart bis zum Abbruch in
Intron 6 und fur den 3'-Bereich des Gens beginnend mit der ersten Base des Exon 7 bis in den 3'-flankierenden Bereich
des Gens.
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151bp 105bp 93bp 93bp 93 bp 93bp 93 bp 93 bp 81bp 579 bp

1 152 257 350 443 536 629 722 815 896 1474

crp-Gen ‘2‘3‘4‘5‘6‘7‘8‘9 10

Repeat1 | Repeat2 | Repeat3 | Repeat4 | Repeat5 | Repeat6 | Repeat7 |Repeat

CRP-cDNA

1 172 265 358 451 544 637 730 823 895 1474

171 bp 93 bp 93bp 93 bp 93 bp 93bp 93 bp 93bp72bp 580 bp

Exon 3 Exon 4
CCT AAC TGT GGA GAA GGA TGC CCC TGC
P K C G V E G|C P C
Repeat 2 Repeat 3

Abbildung 3.2 Vergleich der Exons im crp-Gen mit den Repeats der CRP-cDNA. [A] Dargestellt ist das Exonmuster
des crp-Gens ohne die Intron-Bereiche im Vergleich zur Repeatstruktur der CRP-cDNA. Fur die Repeats der cDNA ist
jeweils die Position der ersten Base sowie die Gesamtgrosse der einzelnen Elemente angegeben. Zur besseren Ver-
gleichbarkeit beziehen sich auch die entsprechenden Angaben fiir die Exons des Gens auf die Basen-Position in der
cDNA. [B] Die Nukleinsdure- und deduzierte Aminoséuresequenz am Ubergang von Exon 3 nach 4 sowie von Repeat 2
nach 3 ist beispielhaft fiir die (ibrigen Ubergénge im Kernbereich des Gens angegeben.

Die Grosse der vollstandig charakterisierten Introns im crp-Gen liegt zwischen 598 bp
fur Intron 3 und 1359 bp fir Intron 1. Die genauen Angaben zu den einzelnen Intron- und Exon-
Bereichen sind in Tabelle 3.2 aufgefiihrt. In dem Fragment G-CRP-5 ist die Sequenz fir die
ersten 628 Basen des 5'-Bereichs von Intron 6 enthalten. Die Versuche zur Amplifikation des
restlichen Teils dieses Introns bis zum Exon 7 mit Primerpaaren aus den angrenzenden Berei-
chen fihrten jedoch nicht zum Erfolg, so dass die vollstandige Sequenz und damit die exakte
Zahl der Basenpaare dieses Introns nicht bekannt sind. Das PCR-Fragment G-CRP-6 bildet
den Anschluss an den 5'-Bereich des Gens (Abb. 3.1). Als 5'-Primer kam fir dieses Fragment
der Primer CRPcDNA+629 zum Einsatz, welcher genau mit dem determinierten 5'-Ende des
Exons 7 endet, so dass uUber den 5'-seitig angrenzenden Intronbereich einschliesslich des
Exon/Intron-Ubergangs keine Sequenzinformationen vorliegen. Durch Southern Analysen wur-
de die Gesamtgrosse des sechsten Introns bestimmt. Dazu wurden jeweils 30 pg genomischer
DNA aus E. buchholzi mit den Restriktionsenzymen BsrDI, Hhal, Hincll, Hindlll und Pacl ver-
daut. Je 10 ug dieser Ansatze wurden liber Agarosegele aufgetrennt und auf Nylonmembranen
transferiert. Die Hybridisierung der Membranen erfolgte mit drei verschiedenen Sonden aus
dem mittleren Bereich des crp-Gens. Die Sonden umfassten zum einen die Exons 6, 7 und 8
(P678), die Exons 6 und 7 (P67) sowie die Exons 7 und 8 (P78). Die durch den Einsatz von drei
Sonden bedingten unterschiedlichen Hybridisierungsereignisse sollten eine genaue Verifizie-
rung der Grosse des fehlenden Intron-Bereiches sicherstellen (Abb. 3.3). Die Sonden wurden
mit Hilfe spezifischer Primer (P678: CRPcDNA+536 / CRPcDNA-814;
P67: CRPcDNA+536 / CRPcDNA-721; P78: CRPcDNA+629 / CRPcDNA-814) (Kap. 2.14.1)
Uber Plasmid-PCR aus der CRP-cDNA amplifiziert. Aus den bekannten Sequenzbereichen des
crp-Gens wurde fir die eingesetzten Restriktionsenzyme ein Restriktionsmuster erstellt, anhand
dessen die Fragmentgréssen fir die einzelnen Hybridisierungsereignisse abgeleitet wurden
(Abb. 3.3 A). Dabei wurde angenommen, dass sich keine weiteren Schnittstellen in dem unbe-
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kannten Bereich befinden. Aus der Differenz der anhand bekannter Sequenzbereiche erwarte-
ten Fragmentgréssen mit den im 'Southern Blot' detektierten Banden ergibt sich die Grosse des
fehlenden Fragments aus Intron 6.

1kb
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—T I | i e 1 i I H
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Pacl Hindll Hhal Bl Hincll HhalHindill BerDl  BsI BsrDI PaciHindiliFhal  Hincll Pac Bardl Hincll Hhal | Hhalknalsinai  gsrol Hincll Hnal
Hidll  Paci
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P678 P67 P78
1,3 kb [2,5kb]
A Pacl _
P678 P67 P678 P68 P78
P678 P67 P67 P78 P678 P67
42kb
3,6 ki 3,6k
|
|
Hhal Hincll
P&78 P67 P78 P678 P67 P78
44 kb 44 kb 41kb 39Kb
1,4 kb 1,2 kb
B Hindlll Pacl

Abbildung 3.3 'Southern Blot'-Analysen zur Verifizierung der Grosse des Intron 6. [A] Schematische Darstellung
des crp-Gens mit den Schnittstellen fir die Restriktionsenzyme BsrDI, Hhal, Hincll, Hindlll und Pacl. Die erwarteten
Fragmente in dem zu untersuchenden Bereich des Gens sind fiir die einzelnen Enzyme durch Balken dargestellt. Zu-
satzlich sind die entsprechenden Fragmentgrossen angegeben. Unter den jeweiligen Balken sind die Sonden angege-
ben, mit denen die Fragmente detektiert werden. Die Sonde P678 umfasst die Exons 6,7 und 8 des crp-Gens. Analog
dazu weisen die Sonden P67 bzw. P78 die Sequenzen fir die Exons 6 und 7 bzw. 7 und 8 auf. [B] Bandenmuster der
'Southern Blots' fur die einzelnen Restriktionsenzyme mit den unterschiedlichen Sonden. Je 30 pyg genomische DNA
aus E. buchholzi wurde mit den Restriktionsenzymen BsrDI, Hhal, Hincll, Hindlll und Pacl restringiert. Die Restriktions-
ansatze wurden auf drei Agarosegele aufgeteilt (je 10 pg), nach dem Lauf auf Nylonmembranen transferiert und gegen
die *P-markierte DNA-Sonden P678, P67 bzw. P78 (iber Nacht bei 65 °C hybridisiert. Die Membranen wurden an-
schliessend fiir 2 h bei 65 °C in 0,1 X SSC/0,1 % SDS gewaschen. Die Exposition der Membranen erfolgte bei -80 °C
mit Verstarkerfolie. Als Langenstandard diente jeweils EcoRI/Hindlll doppelt restringierte A-DNA. Grau unterlegt sind die
Banden, die das gesuchte Fragment beinhalten. Sie entsprechen den grau unterlegten Fragmenten in der schemati-
schen Darstellung, die den gesuchten Teil des Gens liberspannen. Die Differenz zu der Grésse der detektierten Bande
ergibt die Grosse fir den fehlenden Bereich von Intron 6.
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Gemass der ermittelten Bandenmuster existiert flr keines der eingesetzten Restrikti-
onsenzyme eine zusatzliche Schnittstelle in dem zu bestimmenden Bereich des Gens. Die
Grosse des gesuchten Fragments konnte so mit Hilfe aller fiinf Reaktionsansatze ermittelt wer-
den. Fur die Restriktion genomischer DNA mit BsrDI wurden beispielsweise zwei Fragmente in
dem fraglichen Bereich erwartet, die eine Grdsse von mindestens 2,1 kb sowie 3,0 kb aufwei-
sen. Das 2,1 kb Fragment Giberspannt dabei den unbekannten Bereich des Gens und sollte von
allen drei eingesetzten Sonden detektiert werden. Das 3,0 kb-Fragment liegt 3'-seitig des fragli-
chen Bereiches und sollte nur von den Sonden P678 und P78 detektiert werden (Abb. 3.3 A).
Im 'Southern Blot' ist dieses 3,0 kb Fragment wie erwartet durch die Hybridisierung mit beiden
Sonden auf der entsprechenden Hohe zu erkennen (Abb. 3.3 B). In den Spuren aller eingesetz-
ten Sonden ist zudem jeweils eine Bande auf der Hohe von 3,4 kb erkennbar, bei der es sich
um das 2,1 kb Fragment inklusive des unbekannten Bereichs von Intron 6 handeln muss. Es
ergibt sich demnach eine Grésse von 1,3 kb fur den fehlenden Intron-Bereich des crp-Gens. Die
Auswertung der Hybridisierungsereignisse fir die Ubrigen Restriktionsenzyme erfolgte nach
gleichem Schema (Abb. 3.3 B). Dabei zeigt sich ein einheitliches Bild hinsichtlich des zu be-
stimmenden Bereiches zwischen Exon 6 und Exon 7. Ubereinstimmend konnte bei allen
Ansatzen eine Grosse zwischen 1,3 kb und 1,6 kb ermittelt werden. Berticksichtigt man zusatz-
lich das bereits bekannte 628 bp-Fragment aus dem 5'-Bereich des Introns, so ergibt sich fir
Intron 6 eine Gesamtgrdsse von 2,0 kb bis 2,3 kb. Damit ist das sechste Intron das grdsste
Intron im crp-Gen.

Tabelle 3.2 Exon/Intron-Ubergéinge im crp-Gen. Exonsequenzen sind in Grossbuchstaben, Intronsequenzen in
Kleinbuchstaben dargestellt. Da nur ein Teil von Intron 6 detektiert wurde, kann die genaue Grosse des Introns sowie
die Sequenz des Ubergangs zu Exon 7 nicht angegeben werden. 'Southern Blot'-Analysen ergaben fiir diesen Bereich
eine Grésse von etwa 2,0 kb bis 2,3 kb.

Exon Exongrosse 5'-SpleiRdonor Intron  Introngrésse 3'-SpleiBakzeptor

1 172 bp ATGGCATCACgt aagt tt ct 1 1359 bp at gt at t t agACGCTCATGC
2 105 bp ACCTGTGGACGgt aaat acca 2 1036 bp t gt t aaacag TGECAGCCTG
3 93 bp AAGTGTGGAGgt aatgttta 3 598 bp gttgtt gcagTTGAAGGATG
4 93 bp CAAGTGTGGAgt acaatttt 4 910 bp t gt gat acagTGCCAGECTG
5 93 bp AAATGTGGAGOt gagt caaa 5 1319 bp tttgtttcagTTGAAGATTG
6 93 bp AAGTGTGGAGgt aggact ct 6 20-23kb  ---------- TTGTTGCECTG
7 93 bp AAATGTGGAAgt aggt tt ct 7 1194 bp t gt t gaacag TGCAGGACTG
8 93 bp AAGTGCGACAgt aagt t t at 8 908 bp ct at ct gt agACGTAAACTG
9 81 bp TGCTGCCCCTgt aagt gcac 9 1152 bp t aaat t gcagAAATGCTGGT
10 579 bp - - - -

Die in den 'Southern Blot-Analysen mit den drei Sonden festgestellte Ubereinstim-
mung zwischen erwarteter und detektierter Bandenverteilung bestatigt die aus den einzelnen
PCR-Fragmenten (Tab. 3.1) abgeleitete Struktur des crp-Gens (Abb. 3.1). Fasst man die
Ergebnisse der PCR-Amplifizierung und der 'Southern Blot'-Analysen zusammen, so ergibt sich
fur das crp-Gen eine Gesamtgrésse von 12,0 kb bis 12,3 kb. Von seinem Umfang her liegt es
damit in dem eingangs abgeschatzten Rahmen. Die zusammengesetzte Nukleinsauresequenz
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des crp-Gens ist im Anhang dargestellt. Dabei ist das Gen in die beiden Bereiche
5'- und 3'-seitig der 1,3 kb bis 1,6 kb grossen Sequenzliicke im Intron 6 aufgeteilt. Der zusam-
mengesetzte 5'-Bereich weist ab Transkriptionsstart 6499 bp, der 3'-Bereich 4819 bp auf. Da-
von entfallen 710 bp auf den 3'-flankierenden Bereich des Gens.

Die Exon/Intron-Ubergénge im crp-Gen entsprechen den Konsensus-Sequenzen, die
fir das Spleissen genutzt werden kdénnen [Breathnach und Chambon, 1981; Stephens und
Schneider, 1992]. Dabei ist fir die 5'-Spleil3stelle die Konsensus-Sequenz AG/gtragt und fiir die
3'-Spleifdstelle die Sequenz yag/GT (r = A oder G; y = T oder C) vorgegeben. Die unverander-
lichen Basen sind jeweils unterstrichen. Sowohl die unveranderlichen Basen G und T der
5'-Spleilistelle als auch die Basen A und G der 3'-Spleil3stelle finden sich in allen bekannten
Intronsequenzen des crp-Gens (Tab 3.2).

3.1.2  Analyse der Exon- und Intron-Bereiche des crp-Gens

Hinsichtlich des Aufbaus des Genoms und der Organisation von Genen in
E. buchholzi liegen bisher keine Informationen vor. Die Beschreibung des crp-Gens stellt somit
die erste Charakterisierung eines Gens aus diesem Organismus dar. Im folgenden sollen die
charakteristischen Eigenschaften der Exon- und Intron-Bereiche des crp herausgestellt werden.

Tabelle 3.3 Darstellung der Exon/Introniibergange im crp-Gen hinsichtlich der Exon- und Intronphasen. Ange-
geben sind die 5'- und 3'-Bereiche der Exons mit den jeweils angrenzenden Intron-Bereichen. Die Sequenzangaben fir
die Exons sind in Grossbuchstaben mit deduzierter Aminoséaure-Sequenz angegeben. Die Sequenzabfolge der jeweils

ersten 10 bp der angrenzenden Intron-Bereiche sind durch Kleinbuchstaben gekennzeichnet.

Exon (3")

Intron

Exon (5')

(1]
ATG GCA TCA T
M A S

(2]
AGC TGT GA G
s Cc G

(3]
AAG TGT GA G
K Cc G

(4]
AAG TGT GA G
K Cc G

(5]
AAA TGT GA G
K Cc G

[6]
AAG TGT GA G
K Cc G

[7]
AAA TGT GGA A/
K Cc G

(8]
AAG TGC GAC A/
K C D

9]
TGC TGC GoC T/
K C D

gtaagtttct

gt aaat acca

gtaatgttta

gtacaatttt

gt gagt caaa

gt aggact ct

gtaggtttct

gtaagtttat

gt aagt gcac

(1

atgtatttag

tgttaaacag

gttgttgcag

t gt gat acag

tttgtttcag

tgtt gaacag

ctatctgtag

t aaat t gcag

(2]
/| AC GCT CAT GCT
H A H A

(3]

/ TG GCA G&C TGC
v A G C
[4]

/TT GAA GGA TGC
v E G C
(3]

/ TG GCA G&C TGC
v A G C
[6]

/TT GAA GAT TGC
vV E D C
[7]

/TT GIT G&C TGC
v V G C
(8]

/ TG CAG GAC TGC
M Q D C
9]

/ AC GTA AAC TGC
N V N C
[10]

/ AA ATG CTG GIC
Stop - - -
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Die Zahl der Exons im crp-Gen liegt mit zehn deutlich Gber den Werten, die im Schnitt
sowohl flr Vertebraten- als auch fur Invertebraten-Gene angegeben werden [Deutsch und
Long, 1999]. Demnach besitzen die Gene in Drosophila 3,5 Exons. Die Gene in C. elegans
dagegen sind aus durchschnittlich 5,2 Exons aufgebaut. Auch Gene im humanen Genom liegen
ebenso wie die Gene der Maus mit durchschnittlich 5,0 bzw. 4,4 Exons in diesem Rahmen. Die
Exons im crp-Gen gehdren bis auf das erste Exon zu der Klasse der 3N Exons, einer Klasse
von Exons, die in Eukaryoten am haufigsten zu finden ist (Tab. 3.4) [Tomita et al., 1996; Kiri-
ventseva und Gelfand, 1999]. In 3N Exons ist die Zahl der enthaltenen Basenpaare unabhangig
vom Leseraster durch drei teilbar. Das erste Exon des crp-Gens gehort mit seiner Grésse von
172 bp zur Klasse der 3N+2 Exons, die eine durch zwei teilbare Anzahl an Basenpaaren auf-
weisen. Eine weitere Einteilung von Exons ist hinsichtlich ihrer Kodon-Phasen an den Grenzen
zu den Introns mdglich. Sowohl das 5'- als auch das 3'-Ende eines Typ 00 Exons weisen
beispielsweise komplette, nicht unterbrochene Kodons auf. Typ 11 Exons beginnen dagegen
mit den beiden letzten Basen eines Kodons und enden an ihrem 3'-Ende mit der ersten Base
des folgenden Kodons. Entsprechend dieser Einteilung existieren insgesamt 9 verschiedene
Exon-Typen von 00 bis 22 [Tomita et al., 1996]. Die Exons 2 bis 9 der kodierenden Region des
crp gehdren dieser Nomenklatur nach zu den Exons vom Typ 11 (Tab. 3.3). Die 3'-Seite des
ersten Exons als auch die 5'-Seite des letzten Exons sind ebenfalls vom Typ 1. Am haufigsten
kommen sowohl bei den Invertebraten (27 %) als auch bei den Vertebraten (29 %) Exons vom
Typ 00 vor. Typ 11 Exons wie im crp sind bei den bisher bekannten Genen anderer Invertebra-
ten nur zu 11 % vertreten und liegen damit in der Haufigkeit an sechster Stelle aller neun Mog-
lichkeiten. In Vertebraten treten die Typ 11 Exons dagegen am zweithaufigsten auf. Bei Sau-
gern sind etwa ein Drittel der Exons vom Typ 11 und damit von allen Typen am haufigsten in
den Genen vertreten [Tomita et al., 1996].

3N 3N+1 3N+2 Tabelle 3.4 Relative Haufigkeit der einzelnen

Primaten 47 % 27 % 26 % Exonklassen in Eukaryoten. Exons der Klasse 3N

Nager 44 % 28 % 28 % weisen eine durch drei teilbare Lange auf. Klasse

Sauger 56 % 25 % 19 % 3N+1 Exons besitzen durch eins teilbare Langen,

H. sapiens 45 % 29 % 27 % Klasse 3N+2 Exons sind durch zwei teilbar [nach

Vertebraten 46 % 27 % 27 % Tomita et al., 1996, Kriventseva und Gelfand, 1999].
Invertebraten 40 % 32% 28 %
Drosophila 37 % 30 % 33 %
Pflanzen 44 % 26 % 30 %
A. thaliana 49 % 25 % 26 %

Aus der Zahl der Exons ergibt sich die im Vergleich zu anderen eukaryotischen Genen
ebenfalls Uberdurchschnittliche Anzahl von Introns im crp-Gen. Wahrend im crp 9 Introns zu
finden sind, besitzen die Gene anderer Invertebraten wie Drosophila durchschnittlich 2,5
Introns. Gene aus C.elegans weisen einen Introngehalt von 4,2 auf. Die humanen Gene liegen
mit 4 Introns ebenfalls in diesem Bereich (Tab. 3.5). Obwohl die Unterschiede hinsichtlich der
absoluten Zahl der Introns zwischen Vertebraten und Invertebraten nicht sehr gross sind, so
unterscheiden sie sich hinsichtlich ihrer Lange sehr stark (Tab. 3.5). In humanen Genen kom-
men auf 1 kb kodierende Sequenz 6,8 kb Intronsequenz. Bei Drosophila und C. elegans ist mit
Werten von 0,7 kb bzw. 1,0 kb Intron pro kb kodierende Sequenz das Verhaltnis deutlich klei-
ner. Berlcksichtigt man die Zahl der Introns, so besitzen die Gene in Drosophila verglichen mit
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C. elegans weniger, dafiir aber im Durchschnitt gréssere Introns (Tab. 3.5). Das crp-Gen zeigt
im Vergleich ein vor allem flr Invertebraten-Gene untypisches Muster. Im crp-Gen kommen auf
753 bp kodierende Sequenz etwa 9,4 kb nichtkodierende Sequenz, die sich auf 8 Introns ver-
teilt. FUr das Verhaltnis zwischen nichtkodierenden und kodierenden Bereichen ergibt sich im
crp-Gen demnach ein Wert von etwa 12,5. Dieser Wert liegt deutlich Gber den Verhaltnissen,
die sich fir Gene aus C. elegans (1) und Drosophila (0,7) aber auch fir humane Gene (6,8)
ergeben (Tab. 3.5). Die Durchschnittsgrosse der vollstdndig sequenzierten Introns des crp liegt
bei 1060 bp und damit doppelt so hoch wie in den Genen von Drosophila (564 bp) oder
C.elegans (467 bp) (Tab. 3.5). Das crp-Gen zeichnet sich demnach durch eine verhaltnismassig
grosse Anzahl relativ langer Introns aus. Dies steht im Gegensatz zu anderen Genen aus Inver-
tebraten, die im Durchschnitt weniger und deutlich kleinere Introns aufweisen [Deutsch und
Long, 1999]. Bei der Grossenverteilung der Introns innerhalb des crp-Gens ist keine Tendenz
hinsichtlich einer Zu- oder Abnahme zum 3'-Ende des Gens hin zu beobachten. Die Introns sind
beziglich ihrer Grosse ungleichmassig im Gen verteilt (Abb. 3.1; Tab. 3.2). Betrachtet man die
Introns des crp in Bezug auf ihre Insertion zwischen die kodierenden Bereiche, so fallt auf, dass
alle Introns nach der ersten Base eines Kodons eingefligt sind (Tab. 3.3). Sie gehdren damit zu
den Phase 1 Introns. Gemass dieser Einteilung erfolgt die Insertion von Phase 0 Introns genau
zwischen zwei Kodons des kodierenden Bereichs, wahrend Phase 2 Introns nach der zweiten
Base eines Kodons eingefligt sind. Phase O Introns sind der bei allen eukaryotischen Organis-
men am haufigsten zu findende Typ. Sowohl bei Vertebraten wie auch bei Invertebraten sind
die im crp vorkommenden Phase 1 Introns durchschnittlich am zweithaufigsten vertreten [Tomi-
ta et al., 1996, Kriventseva und Gelfand, 1999].

Tabelle 3.5 Durchschnittliche Anzahl der Introns pro Gen und die Introngréssen pro kb kodierenden Sequenz in
eukaryotischen Modellorganismen [nach Deutsch und Long, 1999].

Spezies Anzahl der Introns Durchschnittsgrosse der Gesamtgrosse der Introns
pro Gen Introns pro kb kodierende Sequenz

Mensch 4,0 3413 bp 6,8 kb

Maus 3,1 1321 bp 3,3 kb

Drosophila 2,5 564 bp 0,7 kb

C. elegans 4,2 467 bp 1,0 kb

S. pombe 2,2 93 bp 0,3 kb

crp 9 1060 bp (ohne Intron 6) 9,4 kb pro 753 bp

Mit Hilfe des Programmes 'Blast 2 sequences' fur den Abgleich zweier bekannter
Nukleinsduresegenzen [Tatusova und Madden, 1999] wurden die einzelnen Introns des crp-
Gens gegen den zusammengesetzten Gesamtklon abgeglichen, um mdgliche Sequenz-
wiederholungen in den Introns zu detektieren. Es konnten dabei insgesamt funf repetitive Ein-
heiten sowie zwei DNA-Abschnitte mit mehreren direkt aufeinanderfolgenden Repeats in den
verschiedenen Introns identifiziert werden (Abb. 3.4 A). Es finden sich in allen Introns des crp-
Gens verschiedene Sequenzwiederholungen, einzig in Intron 4 tritt kein repetitives Element auf.
Mit 99 % homologer Basenpaare zeigt ein 121 bp langes Fragment aus den Introns 1 und 7 die
grosste Ubereinstimmung (Repeat A; Abb. 3.4 B). Mit einem Abstand von etwa 6,5 kb sind die-
se beiden Sequenzwiederholungen am weitesten voneinander entfernt. Die anderen repetitiven
Einheiten sind entweder in benachbarten Introns zu finden (Repeat B, iD und E) oder wie im
Fall von Repeat C lediglich durch ein weiteres Intron getrennt (Abb. 3.4 A). Repeat C ist mit
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174 bp die langste repetitive Sequenzeinheit. Sie weist eine Identitadt von 85 % bei insgesamt
vier deletierten Basenpaaren auf. Es fallt auf, dass die beiden Einheiten dieses Repeats nicht
wie die Ubrigen mitten in den Introns positioniert sind, sondern beide Fragmente beinhalten die
Sequenz fir die 3'-Spleilstelle und reichen somit direkt an die nachfolgenden Exons 3 bzw. 5
heran. Neben den vier direkten Repeats findet sich auch eine invertierte Sequenzwiederholung
(iD), welche flankierend um das sechste Exon in den Introns 5 und 6 positioniert ist. Dieses
invertierte Repeat hat eine Lange von 140 bp und weist bei insgesamt drei Deletionen eine
Identitat von 85 % auf.

A
1 kb
1 3 4 5 » 6 < 8 10
l [
A
[ [ A E 2 E
B
Repeat Grosse Identitat Sequenzvergleich
A 121 bp 99 % 1042 ct gaat gat at gcgt gt aatt gatt aat tt caagt gt t at gt agcacgt gaagaggaaaac
289 ct gaat gat at gcgt gt aatt gattaattt caagt gttat gt agcacgt gaagaggaagac
1103 ggaagat agagat gaat ggagacgt t at at accat gat ggacct gcct gt aggct gt gca
350 ggaagat agagat gaat ggagacgt t at at accat gat ggacct gcct gt aggct gt gca
B 54 bp 81 % 1478 aaatattttgat aaatgatttaactgaattgtttccgatgttttatgtatttag
1999 aaatattttgatatttgattaagctggattgtttttggtattttatttatttag
C 174 bp 85% 2501 aaaaat aat at caat gacttcatgtaattaatattaaatcatttacacctatttgatcaa

4195 aaacataatattaataatttaatgtaatttatattaaatcatttacacctatttgatcaa

2561 agatatctgtaatttctttgaaatttaatttatttaaatagttatat-tttttatactta
4255 agacatctgt-attttttttaaatttaatgtattt-agcacttgtatcattttatactta

2620 ttgaagaaagtcttttc-gacatctgtagttgtttatttaattttgttaaacag
4313 tt gaagaaaggcttttttgacatctgtaatttgttatttaatttt gt gat acag

iD 140 bp 85 % 5399 aaaagct ggt aaagct aaggtta--atatcagtttcct cact cgaaagcgat gt cagt ga
6196 aaaagct agt aaagct aat gtt aacagat cagtttcttcact cgaaagcgaagt cagt ga

5457 CgQt cgagcccaggat t t gaaccccgeacaat ccgt c- cgeagt cgagt at ctt act gac
6136 Cgggt gagcccaggat tt gaaccccgeacat act gat ccgecagt ggaat at ct t accgac

5516 t t cgct act ggct ccageca
6076 at cgccaat ggct ccageca

E 38 bp 89 % 2129 t cagaaagggcatt cggtt ggt gagcgcct aggcet cca
3287 t cacaaagggcgt t cggt t ggt gaacgact aggct cca

Abbildung 3.4 Repetitive Elemente im crp-Gen. [A] Schematische Darstellung des crp-Gens. Die Position der einzel-
nen Repeats ist in farbigen Boxen dargestellt. Zusammengehoérende Elemente sind farblich gleich gestaltet. Die Pfeile
Uber den Fragmenten iD deuten die invertierte Nukleinsduresequenz an. Die langlichen Boxen in Intron 7 und 9 ent-
sprechen Sequenzabschnitten mit direkt aufeinanderfolgenden repetitiven Einheiten (Abb. 3.5). [B] Sequenzvergleiche
der repetitiven Elemente des crp-Gens. Jeweils identische Nukleinsauren sind grau unterlegt. Die Bezeichnung der
einzelnen Repeats entspricht der in [A] verwendeten Nomenklatur. Die angegebenen Positionen der einzelnen Frag-
mente beziehen sich auf ihre Lage im 5'- oder 3'-Abschnitt des Gens (siehe Anhang).
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Neben den Repeats, die an verschiedenen Stellen des crp-Gens positioniert sind,
finden sich in den Introns 7 und 9 Sequenzabschnitte mit direkt aufeinanderfolgenden
repetitiven Einheiten (Abb. 3.5). In Intron 9 sind ab der Position 2415 (3'-Bereich des crp-Gens)
im Anschluss an das Exon 9 insgesamt sieben je 33 bp umfassende, nahezu sequenzidenti-
sche Fragmente positioniert (Abb. 3.5 B). Eine Untersuchung dieser Fragmente mit Hilfe der
'motif library' (Bioinformatics Center, Kyoto University, Japan) basierend auf der Transfac Da-
tenbank [Wingender et al., 2000] ergab keine Sequenzauffalligkeiten fir diesen Abschnitt. In
dem bereits von Koewius [1998] beschriebenen repetitiven Fragment im Intron 7 (Abb. 3.5 A),
welches in Position 739 im 3'-Bereich des Gens beginnt und insgesamt 552 bp bis in das Exon
8 umfasst, sind dagegen Kern-Konsensus-Sequenzen fiir 'metal responsive elements'
(MRE: TGCRCNC) lokalisiert (Abb. 3.5 A) [Samson und Gedamu, 1998]. Enhancer-Elemente
wie die MREs kénnen eine verstarkende Wirkung hinsichtlich der Transkriptionsrate von Genen
haben [Goodbourn, 1990]. Die verstarkende Wirkung solcher Sequenz-Motive, die unter ande-
rem auch in Intron-Bereichen von Genen liegen kénnen, ist dabei unabhangig von ihrer Orien-
tierung und der Entfernung vom Promotor [Pirrotta, 1990; Kamakaka, 1997]. Die Ergebnisse
von Reportergen-Assays mit dem repetitiven Sequenzabschnitt aus Intron 7 deuten auf seine
Funktion als regulatorisches Sequenzmotiv hin, welches verstarkend auf die Aktivitat des crp-
Promotors wirkt [Koewius, 1998].

A

739 aatgtgtgttgatgtgttgaacagtacaggactgcccttgtggttcacattgt
792 aat gt gtgttgatgtgttgaacagtacaggactgcccttgtggttcacattgt
845 aatgtgtgttgatttgttgaacagtacaggactgcccttgtggttcacattgt
898 aat gt gt gt t gat gt gt t gaacagt gcaggact gcccttgtggtttacatt gt
951 aat gt gt gttgatgtgttgaacagtgcagggctgeccttgtagttcacatt gt
1024 aatgtgtgtatgatgtggtttacattgtgttgatgtgttgaacagctcaggactgcccttgtggttcacattgt
1052 aaagt gt gt at gat gt ggtt cacatt gt
1105 aat gt gt gttgat gt gttgaacagtacaggactgcccttttggttcacattgt
1158 tatgtgtgttgatatgttgaacaatacaggactgcccttgtggttcacattgt
1211 aatgtgtgttatat-gttgaacagttcaggactgcccgtgtgatttacattgt
1264 aatatgtgtttctgtgttgaacagTGCAGGACTGCCCGTGTGGT TCACATTGT

2415 aatcaattaactctcggtgaattctattaattg
2448 aatcaattaactctcggtcaattctattaattg
2481 aatcaattaactatcggtgaattatattaattg
2514 aatcaattaactctcggtgaattctatcaattg
2547 aatcaattaactctcagtgaattctattaattg
2580 aatcaattaactctcggtgaattctattaattg
2613 aatcaattaactctcggtgaattctattaaaca

Abbildung 3.5 Nukleinsauresequenzen der direkt aufeinanderfolgenden repetitiven Abschnitte 1 und 2 im crp-
Gen. Die jeweils angegebenen Positionen in den einzelnen Fragmenten beziehen sich auf ihre Lage im 3'-Abschnitt des
Gens (siehe Anhang). [A] Repetitive Einheit 1 im Intron 7 [nach Koewius, 1998]. Die identischen Nukleinsduren der
einzelnen Elemente sind grau unterlegt. Die Konsensus-Sequenz fir die MREs ist unterstrichen. In der letzten repetiti-
ven Einheit ist die Sequenz fiir Exon 8 in Grossbuchstaben angegeben. [B] Repetitive Einheit 2 im Intron 9. Die identi-
schen Nukleinsauren der jeweils 33 bp grossen Elemente sind grau unterlegt.

Mit Hilfe des Programms CENSOR wurde die Sequenz des crp-Gens durch Vergleich
mit der Datenbank REPBASE nach konservierten repetitiven Elementen eukaryotischer Geno-
me abgesucht [Jurka et al., 1996]. Dabei konnten insgesamt finf Fragmente identifiziert wer-
den, welche ausschliesslich in den Intronbereichen des Gens zu finden sind. Im ersten Intron
(Pos. 567 bis 862) findet sich ein Teil der Konsensus-Sequenz eines L2A-Elements, einem
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nicht-LTR-Retrotransposon aus der LINE-Familie (long interspersed nucleotide element), wel-
ches besonders haufig in Sduger-Genomen zu finden ist [Smit und Riggs, 1995]. Bei einem
Uberlappungsbereich von 300 bp sind 62 % der Basenpaare identisch (Abb. 3.6). Im zweiten
Intron (Pos. 1971 bis 2139) findet sich eine 66%ige Ubereinstimmung mit der Konsensus-
Sequenz fur ZAPHOD, einem autonomen DNA-Transposon aus Saugern. Zudem sind in Intron
zwei noch Teile der Konsensus-Sequenzen fir Skipper, einem LTR (long terminal repeat)-
Retrotransposon aus dem Einzeller Dictyostelium (Pos. 2086 bis 2605, 67 % |dentitat) sowie fur
das humane DNA-Transposon MERS3 (Pos. 2097 bis 2134, 89 % ldentitat) zu finden (Abb. 3.6)
[Jurka, 1990; Leng et al., 1998]. Die Sequenz des Skipper-Fragments im crp-Gen ist invertiert
und wird von zwei Insertionen (120 bp und 109 bp) sowie einer Deletion (11 bp) unterbrochen.
Die Konsensus-Sequenzen der drei repetitiven Elemente im Intron zwei Uberlappen sich in dem
Bereich von Position 2086 bis 2139. Im 3'-Bereich des crp-Gens ist mit HMSBEAGLE aus Dro-
sophila ein weiteres Fragment eines LTR-Retrotransposons aus einem Invertebraten-Genom
lokalisiert [Snyder et al., 1982]. Das Fragment findet sich im Intron acht (Pos. 1501 bis 1874)
und weist eine 73%ige Ubereinstimmung zur Konsensus-Sequenz auf. Auch dieses Element
wird von einer Insertion (214 bp) unterbrochen (Abb. 3.6). Einige Transposon-Elemente sind
Teil der direkten Repeats in den Intronbereichen des crp-Gens (Abb. 3.4). So Uberlappen im
zweiten Intron das ZAPHOD-Element mit dem Repeat B ( Pos. 1999 bis 2053) und Skipper mit
Teilen des Repeats C (Pos. 2527 bis 2605).

L2A

crp 5 567 cttgatctctcggecgetcttgataccattgatcacaatattcttctggaacgtctttettcctggttta
L2A 1950 cttgacctatcagcagcatttgacacagttgatcactccctccttcttgaaacactttctte---acttg
crp 5 637 gtgttcgtgtaattgttcttgattggttttcctcctatctga-tggatcgttctt-ttagtgtgaaagtg
L2A 2017 gcttccaggacaccacactctcttggttttcctcctacctcactggccgetccttctcagtct-cctttg
crp 5 705 atggagtacatctcttc-gccttctcactt aaagt at ggt gt gcct caaggcet ccgttcttggt cctatc
L2A 2086 ctgg-ttcctcctcatctcceccgacct ct naacgt -t ggagt gccccagggct cagt cctt ggacctctt
crp 5 774 ctctttaacctctatgcaacac-ccctaagcactctaatctcttctcattctcttgatcatgaactattt
L2A 2154 ctcttctctatctacac-tcact ccctt ggt gatct cat ccagtctcat ggctttaaataccat ctat at
crp 5' 843 gctgat gacact caaat gt a

L2A 2223 gctgatgactcccaaattta

Skipper

crp 5' 2086 atatataaaa---atttaatttaatttaattt--taatttaatt---taatttaaatctttgtagtttgg
Ski pper 1114 atatataaaatttattaaatataatttaattttataatttaattttataatttaaat-tatataattt--
crp 5' 2148 tcttgatagtgcaagttactgctcagtgattctgaattcatttttgaagtaaagcatt atagtaggaaat
S o] =] A R e T
crp 5' 2218 aaaatacatattattctgtaacttcacaagtgtaatgatttgcattttaattatgtgoattt-gtttat at
Ski pper o A aattatataatttaatttaatt
crp 5' 2287 tcataagcatgcttttgttgatgctgtaagtgcctaaagct atat gaat-ttaaaataggttgcaatttt
Ski pper 1025 tatttaatttaatttaatttaatttttaattgaataattaaatataagtattaatatatgtt--aactgt
crp 5' 2356 gattgcagatgtttttactatttgtactttatatagaatttattatttttgttaaatattatatttttcg
Ski pper 957 tattccactaatatattttttttgtggtgtctttatattatttaattgataataaatattat--------
crp 5' 2426 tttatgagattaatccatcagttaactattgttaatttcctgcatatgatggacgttagttttcaatatc
S o] 1] S e
crp 5' 2496 atattaaaaataat atcaatgacttcatgtaattaatattaaatcatttacacctatttgatcaaagata
Ski pper 895 - - cttaa-attattttaattataacaatggcatc-aatata
crp 5' 2566 tctgtaatttctttga-aattta----------- atttatttaaatagttat

Ski pper 858 actgttattccactaataatttatattgtggtgtctttatttaact-gttat
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ZAPHOD

crp 5' 1971 aatgtca--tttatttatcaaatatacatcaaatattttgatatttgattaa-gctggattgtttttggt
ZAPHOD 761 aatttcagctttatttaaataattttgatttaaaanttttatattt-attaattataatttgtattttge
crp 5' 2038 attttatttatttagatgctcaagttcattaccttcctcagat gtagaat atataaaaatttaatttaat
ZAPHOD 830 cttttaatt-ttaata-gataattttgaatatttt----aga- aaaaaaaacat at aaagt aaa--tatt
crp 5' 2108 ttaatttta-atttaatttaatttaaatctttg

ZAPHOD 891 taaattttacatttactttaatttacatttttg

MER3

crp 5' 2097 tttaatttaatttaattttaatttaatttaatttaaat

VER3 132 tttaattttatttaattttaattaattt aaattt aaat

HMSBEAGLE

crp 3' 1501 tattattcgtagtagtagtattatctttattattattactattattatatcctccacttcctgtgacttt
HVBBEAGLE 797 tattattattatta-tattattat-tataatattattattattattatat--------------------
crp 3' 1571 gcgegttgtgat gaatccactttactacaat caccaaagcgcataatttgctaaatt ggtat aaaaagcc
HVBBEAGLE =~ mmmmmmmmmmmm oo oo oo o---
crp 3' 1641 at gt at agaaagt cact gaaat gct acagt aaaggt ct ccaatt acgagtt gagt aat aaaaatctttct
HVBBEAGLE =~ mmmmmmmmmmmmm oo oo
crp 3' 1711 tgttttccttgtgtatagtatataccctctaatagegtctatgaagectttagaatttttttaacat-tta
HVSBEAGLE Y L LR R R LR TR ttttattattatatta
crp 3' 1780 ttgcttaattatgtctaatattata-tagt-tttttatattacttattacta-agtaatatcact-tatt
HVSBEAGLE 861 ttagtattatattattattattatattattattattatatta-ttattattacattattattattatatt
crp 3' 1846 gctattatttgtattgtatcctggttgat

HVSBEAGLE 930 actattattattttattattattattgat

Abbildung 3.6 Vergleich von Transposon-Fragmenten im crp-Gen mit den Konsensus-Sequenzen aus der
REPBASE-Datenbank [Jurka et al., 1996]. Mit Hilfe des Programmes Censor wurde die Sequenz des crp-Gens mit
der Datenbank REPBASE verglichen. Die Reihenfolge der aufgefiihrten Fragmente entspricht der Reihenfolge ihres
Auftretens im crp-Gen. Die vor den Positionen aufgefiuihrten 5'- und 3'-Angaben beziehen sich auf die 5'- bzw. 3'-
Sequenz des Gens (siehe Anhang): L2A (nicht-LTR Retrotransposon, 300 bp, 62 % Identitat); Skipper (LTR-
Retrotransposon, 302 bp, 67 % Identitat); ZAPHOD (autonomes DNA-Transposon, 173 bp, 66 % Identitat); MER3
(DNA-Transposon, 38 bp, 89 % Identitat); HUSBEAGLE (LTR-Retrotransposon, 165 bp, 73 % Identitat). Insertionen
sind durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet.

3 MRE 1 MRE| 1 MRE|_ [1 MRE] [1 MRE] 1 VRE| 9 VRE 2 MRE 2 MRE
3 HSE| [ |1 HsE| Mt HSEN N F1 HsE, H ﬂ‘3 HSE‘H ‘1 HSE‘
| U l u U ' u [ L
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
[1 MWRE| [2 WRE] [3 MRE] 2 WRE] [1 VRE
1 HSE

Abbildung 3.7 Verteilung von potentiellen Enhancer-Elementen im crp-Gen. Schematische Darstellung des crp-
Gens mit potentiellen Enhancer-Elementen. Die Anzahl der jeweiligen Motive ist in den weissen Kasten Uber den Intron-
Bereichen bzw. in den grau unterlegten Kasten unter den Exons aufgefiihrt. Die Motive wurden durch Abgleich der
Sequenz des gesamten crp-Gens gegen die Transfac-Datenbank mit Hilfe des Programmes Matinspector V2.2
[Quandt et al., 1995] detektiert.

Die Exon- und Intron-Bereiche des crp-Gens wurden mit Hilfe des auf der Datenbank
Transfac basierenden Programmes Matinspector V2.2 [Quandt et al., 1995] auf das Vorkom-
men von potentiellen Enhancer-Sequenzmotiven hin untersucht. Dabei findet sich zwar keine
vergleichbare Anhaufung von MREs wie in Intron 7, es ist jedoch in jedem Intron mindestens
eine MRE-Konsensus-Sequenz lokalisiert, wobei die Anhdufung von drei MREs in Intron 1 auf-
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fallt. Bemerkenswert ist zudem die Tatsache, dass auch in den vergleichsweise kurzen Exon-
Bereichen Konsensus-Sequenzen fir MREs zu finden sind. In den Exons 3, 7 und 8 sind zwei,
im Exon 4 sogar drei MREs lokalisiert. Wahrend in den Gbrigen Exons jeweils ein MRE vorhan-
den ist, weisen die Exons 1 und 5 keine MREs auf (Abb. 3.7). Neben den MRE-Motiven sind vor
allem in den Intron-Bereichen des crp-Gens Konsensus-Sequenzen fir 'heat shock elements'
(HSE) lokalisiert. Diese bestehen aus mindestens zwei aufeinanderfolgenden invertierten repe-
titiven Elementen der Sequenzabfolge NGAAN [Xiao et al., 1991; Bonner et al., 1994]. Im crp-
Gen sind insgesamt 10 Konsensus-Sequenzen fir HSE in sechs der neun Introns zu finden
(Abb. 3.7). Auffallig ist dabei die Anhdufung der HSE in den Introns 1 und 8, in denen jeweils
drei dieser Elemente lokalisiert sind. Die Ubrigen HSE verteilen sich auf die Introns 2, 3, 6 und
9. In dem beschriebenen Enhancer-Element des Introns 7 mit seinen neun MREs befinden sich
keine HSE-Konsensus-Sequenzen.

3.1.3 Vergleich des crp-Gens mit Metallothionein-Genen aus Eukaryoten

Einleitend wurde bereits die strukturelle Ahnlichkeit des aus der cDNA deduzierten
CRP-Proteins mit den metallbindenden Doméanen von Metallothioneinen beschrieben. Im fol-
genden soll der Fragestellung nachgegangen werden, ob auch hinsichtlich der genomischen
Organisation Ahnlichkeiten zwischen dem crp und Genen fiir Metallothioneine aus anderen
eukaryotischen Organismen bestehen. Bis auf das intronlose Metallothionein-Gen aus dem
Einzeller Tetrahymena pyriformis sind alle bisher bekannten MT-Gene aus mindestens zwei
Exons aufgebaut. Bei den Vertebraten weisen die Gene ausschliesslich eine 3 Exon/2 Intron-
Struktur auf ['Intron Exon-Knowledge base' (IE-Kb; http://intron.bic.nus.edu.sg/iekb); Sakharkar
et al., 2000]. Bei den Invertebraten findet sich daneben beispielsweise bei C. elegans und Dro-
sophila eine 2 Exon/1 Intron Struktur. Drei Gene der Metallothionein-lsoformen 2A, 2B und 2C
aus Lumbricus rubellus besitzen mindestens vier Exon-Bereiche.

Der Vergleich des crp-Gens mit den eukaryotischen Metallothionein-Genen ergibt trotz
der grundsatzlich unterschiedlichen Grossen der Gene und einer abweichenden Anzahl von
Exons und Introns einige Gemeinsamkeiten. Bei den MT-Genen ist unabhangig von ihrer Struk-
tur der gesamte 5'-nichtkodierende Bereich sowie ein vergleichsweise kleiner Teil des offenen
Leserasters im ersten Exon enthalten. Die meisten Exons werden dann nach der ersten Base
eines Kodons von dem ersten Intron unterbrochen (Typ 1). Diese fiir MT-Gene typische Auftei-
lung ist auch beim ersten Exon des crp-Gens zu beobachten, dessen 3'-Ende ebenfalls vom
Typ 1 ist (Kap. 3.1.1). Die mittleren Exons des crp sind in Ubereinstimmung mit den vergleich-
baren Exons der MT-Gene aus Vertebraten und Invertebraten Klasse 3N, Typ 11 Exons. Die
Ubereinstimmung im Exontyp ist auch fiir das 5'-Ende der jeweils letzten Exons zu beobachten
(Typ 1). In den MT-Genen mit einer 3 Exon/2 Intron-Struktur sind die mittleren Exons, welche
ausschliesslich Sequenzen fur den kodierenden Bereich enthalten, kleiner als die vergleichba-
ren Exons des crp-Gens (93 bp; Kap. 3.1.1). Ausnahmen mit grésseren Exons finden sich in
dem betreffenden Bereich lediglich bei einigen Genen aus Invertebraten [Khoo und Patel, 1999;
IE-Kb]. Im Unterschied zum crp-Gen, bei dem der gesamte 3'-nichtkodierende Bereich ohne
kodierenden Anteil im zehnten und letzten Exon zu finden ist, enthalten die letzten Exons der
MT-Gene neben dem 3'-nichtkodierenden Bereich zumeist noch einen Grossteil der kodieren-
den Region. Bei MT-Genen aus Vertebraten ist beispielsweise die Sequenz fir die gesamte o-
Doméne des Proteins ab der Hinge-Region im letzten Exon zu finden. Eine solche direkte
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Ubereinstimmung zwischen der Exonaufteilung innerhalb des Gens und dem strukturellen Auf-
bau des zugehdrigen Proteinproduktes ist beim crp-Gen nicht zu beobachten (Kap. 3.1.1). Be-
trachtet man die Introns der Metallothionein-Gene (Tab. 3.6), so stellt man unabhangig von der
Exon/Intron-Struktur bei Vertebraten und Invertebraten eine starke Konservierung der Introns
hinsichtlich ihrer Phasen fest. Sie weisen Uberwiegend eine Phase 1 Struktur auf. Demgegen-
Uber stehen die MT-Gene aus Pflanzen, bei denen fast ausschliesslich Phase 2 Introns zu beo-
bachten sind. Alle Introns im crp-Gen sind in Ubereinstimmung mit denen der Vertebraten und
Invertebraten Phase 1 Introns (Tab. 3.3; Tab. 3.6). Die Introns im crp sind jedoch zwei bis drei-
mal so gross wie die durchschnittlichen Introns der meisten ausgewerteten MT-Gene (Tab. 3.6)
[IE-Kb, Sakharkar et al., 2000].

Tabelle 3.6 Vergleich von Metallothionein-Genen aus verschiedenen taxonomischen Gruppen. Die Daten wurden
der 'Intron Exon-Knowledge base' (IE-Kb; http://intron.bic.nus.edu.sg/iekb) [Sakharkar et al., 2000] entnommen. Die
Sequenzen fiir die MT-Gene aus L. rubellus wurden der EMBL-Datenbank (AJ299434; AJ299435; AJ299436) enthom-
men. Bei der Berechnung der Werte fir das crp blieb das nicht vollstdndig charakterisierte Intron 6 (Abb. 3.3) unbertck-
sichtigt.

MT aus Anzahl Zahl der @ Grosse der Min. Grosse  Max. Grosse Verteilung der
der Gene Introns Introns der Introns der Introns  Intronphasen

Vertebrata 5 10 384 bp 81 bp 1387 bp Phase 0: 0%

(ohne Mammalia) Phase 1: 100 %

Phase2: 0%

Mammalia 26 52 519 bp 129 bp 2563 bp Phase 0: 2,%
Phase 1: 96 %
Phase2: 2%

Pflanzen 13 18 225 bp 75 bp 634 bp Phase 0: 0%
Phase 1: 6%
Phase 2: 94 %

Invertebrata 14 19 468 bp 57 bp 1291 bp Phase 0: 5%
Phase 1: 90 %
Phase2: 5%

L. rubellus 3 9 985 bp 450 bp 2953 bp Phase 0: 0%
Phase 1: 100 %
Phase2: 0%

crp 1 8 1060 bp 598 bp 1359 bp Phase 0: 0%
Phase 1: 100 %
Phase2: 0%

Metallothioneine aus den E. buchholzi phylogenetisch nahestehenden Organismen
wie den Oligochaeten Lumbricus oder Eisenia sind zwar beschrieben, zugehdrige Gene wurden
bisher jedoch nicht strukturell analysiert [Stirzenbaum et al., 1998; Gruber et al., 2000]. In den
EMBL-Datenbanken ist die genomische Sequenz fur drei Gene der Metallothionein-Isoformen
2A, 2B und 2C aus Lumbricus rubellus verdffentlicht (mt2A - AJ299434; mt2B - AJ299435;
mt2C - AJ299436). Diese Gene, welche fiur Metallothionein-Proteine mit je 78 Aminosauren
kodieren, bestehen aus mindestens vier Exons mit kodierenden Sequenzen sowie drei Introns.
Da keine Informationen hinsichtlich der 5'- und 3'-nichtkodierenden Bereiche sowie deren Exon-
Verteilung vorliegen, kann nicht ausgeschlossen werden, dass in den Genen noch weitere
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Exons enthalten sind. Die kodierenden Bereiche sind in allen drei Genen im gleichen Muster auf
die Exons verteilt. Die ersten beiden Exons haben mit 22 bzw. 27 bp einen recht kleinen Anteil
an der kodierenden Sequenz. Das dritte Exon, welches ausschliesslich Informationen aus dem
kodierenden Bereich enthalt, ist mit 99 bp in dieser Hinsicht das grosste Exon. Im vierten Exon
sind 86 bp aus der kodierenden Region enthalten. Die mittleren Exons 2 und 3 sind in Uberein-
stimmung mit den mittleren Exons des crp-Gens jeweils Klasse 3N Exons vom Typ 11. Die
Intron-Bereiche der MT-Gene sind weniger konserviert. lhre Grosse schwankt zwischen 450 bp
und 2953 bp. Alle drei Gene weisen trotz der unterschiedlichen Introngréssen ein gleiches Ver-
teilungsmuster auf. So sind die grossten der drei Introns jeweils zwischen den Exons 3 und 4
positioniert. Die mittleren Introns zwischen Exon 2 und 3 sind in allen drei Genen am kleinsten.
In Ubereinstimmung mit den Metallothionein-Genen aus anderen Vertebraten und dem crp-Gen
gehoren die Introns zu den Phase 1 Introns (Tab. 3.6). Eine schematische Darstellung der drei
Metallothionein-Gene aus L. rubellus ist Abbildung 3.8 zu entnehmen.
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Abbildung 3.8 Vergleich des crp-Gens mit den Genen fiir die Metallothioneine 2A, 2B und 2C aus Lumbricus
rubellus. Die Sequenzen der MT-Gene wurden mit Hilfe des Programmes LALIGN [Huang und Miller, 1991] gegen das
crp-Gen abgeglichen. Dargestellt sind jeweils zehn Bereiche mit den héchsten Ubereinstimmungen (50 bis 60 %). Die
farbigen Balken kennzeichnen die einander entsprechenden Bereiche in den jeweils abgeglichenen Genen. Die Lange
der Balken ist dabei proportional zum Uberlappungsbereich. [A] Abgleich des crp-Gens mit dem mt2A-Gen. [B] Ab-
gleich des crp-Gens mit dem mt2B-Gen. [C] Abgleich des crp-Gens mit dem mt2C-Gen.

Mit Hilfe des Programmes LALIGN [Huang und Miller, 1991] wurde die bekannte Se-
quenz des crp-Gens mit den Sequenzinformationen der einzelnen MT-Gene aus Lumbricus
verglichen. Dabei zeigt sich, dass in bis zu 1,2 kb langen Abschnitten der Gene Sequenziber-
einstimmungen zwischen 50 % und 60 % bestehen. Die Ubereinstimmungen betreffen dabei
sowohl die Exon- als auch die Intron-Bereiche. Im Hinblick auf das Verteilungsmuster ergeben
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sich bei den Abgleichen mit den einzelnen Metallothionein-Genen Unterschiede. Beim Vergleich
des mt2A mit dem crp finden sich Sequenzabschnitte aus dem Bereich des vierten Exons mit
angrenzendem 3'-Bereich des MT-Gens vor allem in der Umgebung des vierten und flinften
Exons des crp-Gens wieder. Ubereinstimmungen bestehen auch mit dem 3'-nichtkodierenden
Bereich im Exon 10 des crp (Abb. 3.8 A). Der Vergleich mit dem mt2B ergibt vor allem Uberein-
stimmungen fir Gen-Abschnitte im Bereich des dritten, vierten und fiinften Exons des crp. Die
korrespondierenden Sequenzabschnitte sind dabei im Bereich der Exons 2 , 3 und 4 sowie im
3'-angrenzenden Bereich des mt2B-Gens zu finden (Abb. 3.8 B). Eine ahnliche Verteilung ist
auch beim Abgleich des crp mit dem mt2C zu beobachten. Die Homologien zum crp sind im
mt2C-Gen jedoch hauptsachlich auf den Bereich des vierten Exons und den 3'-angrenzenden
Bereich beschrankt (Abb. 3.8 C).

Tabelle 3.7 Vergleich der Exons 3 und 4 der Metallothionein-Gene mt2A, mt2B und mt2C aus L. rubellus mit den
kodierenden Exons des crp-Gens. Die Sequenzen der jeweiligen Exons der MT-Gene wurden mit Hilfe des Pro-
gramms LALIGN [Huang und Miller, 1991] gegen die CRP-cDNA abgeglichen. Angegeben sind die ermittelten Identita-
ten zwischen den einzelnen Bereichen sowie die Grésse des Uberlappungsbereiches. Die drei besten Ergebnisse der
jeweiligen Abgleiche sind grau unterlegt.

crp crp crp crp crp crp crp crp
Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8 Exon 9

mt2A Exon3 59,7 % 54,5 % 63,0 % 59,8 % 71,4 % 56,2 % 57,0 % 61,0 %
(72 bp) (77 bp) (92 bp) (92 bp) (63 bp) (80 bp) (79 bp) (77 bp)

mt2A Exon4  607%  554%  623% 639% 539% 627% 617% -
(61bp)  (74bp)  (77bp)  (83bp)  (76bp)  (7Sbp)  (81bp)

mt2B Exon 3 59,7 % - 620%  596% 698% 605%  57,7%  600%
(72 bp) (92bp)  (93bp)  (63bp)  (81bp)  (78bp)  (75bp)

mt2B Exon4 590%  554%  623% 663% 566%  600%  617% -
(61bp)  (74bp)  (77bp)  (83bp)  (76bp)  (75bp)  (81bp)

mt2C Exon3  58,5% 54,5 % 62,3 % 62,3 % 68,6 % 57,5 % 54,8 % 61,9 %
(94 bp) (77 bp) (89 bp) (77 bp) (70 bp) (80 bp) (62 bp) (63 bp)

mt2C Exon4  623%  57,7%  628% 651% 564%  595%  630%  609%
(61bp)  (78bp)  (78bp)  (83bp)  (78bp)  (79bp)  (81bp)  (81bp)

Die Exons 3 und 4 der Metallothionein-Gene aus L. rubellus weisen nicht nur struktu-
relle Ahnlichkeiten zu den crp-Exons auf, mit 99 und 86 bp liegen sie auch hinsichtlich ihrer
Grosse im Bereich der Exons fir die kodierende Region im crp-Gen (93 bzw. 81 bp). Vor dem
Hintergrund der vorhandenen Sequenzhomologien zwischen den Genen wurden mdogliche
Zusammenhange zwischen den Exons der MT-Gene und der Exon-Verteilung im crp
untersucht. Dabei ergibt sich ein auffalliges Muster. Die jeweils héchsten Ubereinstimmungen
werden sowohl beim Abgleich mit den dritten als auch den vierten Exons der jeweiligen MT-
Gene in Bereichen der cDNA beobachtet, die sich mit dem Exon-Muster im crp-Gen decken.
Die ermittelten Identitdten liegen fur die einzelnen Abschnitte zwischen 55 % und 70 %. Die
gréssten Ahnlichkeiten mit den jeweils langsten (berlappenden Bereichen bestehen dabei
durchgehend zu Abschnitten der CRP-cDNA, die den Exons 4 und 5 des Gens entsprechen
(Tab. 3.7). Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen der Abgleiche zwischen den Genen, bei
denen vor allem mit Sequenzabschnitten aus den mt2A- und mt2C-Genen Ubereinstimmungen
zu den entsprechenden Genabschnitten im crp festgestellt wurden (Abb. 3.8). Noch deutlicher
wird die Ahnlichkeit der Exons des crp-Gens und der MT-Gene aus L. rubellus, wenn man die
Exons geméass dem Leseraster der Proteine translatiert und anschliessend mit dem Programm
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ClustalW [Thompson et al., 1994] gegeneinander abgleicht (Abb. 3.9). Auf Aminosaure-Ebene
sind so Homologien bis zu 53 % und Ahnlichkeiten bis zu 77 % fiir die translatierten Exons des
crp-Gens und die Exons der MT-Gene zu beobachten. Dabei ergeben die Abgleiche mit den
vierten Exons der MT-Gene durchschnittlich héhere Werte als die Abgleiche mit den dritten
Exons, bei denen zudem auch eine Insertion innerhalb des Translationsmusters der crp-Exons
zu beobachten ist (Abb. 3.9). Bis auf zwei Ausnahmen im Exon 2 des crp-Gens sind alle neun
Cysteinreste der Ubrigen Exons im Vergleich zu den dritten Exons der MT-Gene konserviert.
Gleiches gilt fur den Abgleich mit den jeweils vierten Exons der MT-Gene. Dort sind alle acht
vorkommenden Cysteinreste konserviert (Abb. 3.9).

*

Abgleich mit translatiertem Exon 3 Abgleich mit translatiertem Exon 4

nt 2A

nt 2B

nt 2C

crp Exon 2 El HCPKGS GTSTTA- E
crp Exon 3 PEG sEe: SKGCCT- P
crp Exon 4 iﬁ csﬁ GE _e - P
crp Exon 5 fll“i"li" "-|< S
crp Exon 6 i[e"ﬁﬁ G Ee - P
crp Exon 7 igluﬁee 'SKG P
crp Exon 8 -'Egmﬁee QG P
crp Exon 9 KCGSSCRCEKGTETPSCAQTCCA- - - - - K

Abbildung 3.9 Abgleich der translatierten Exons 3 und 4 der Metallothionein-Gene aus Lumbricus rubellus mit
den translatierten Exons des crp-Gens. Die Exons wurden gemass dem offenen Leseraster der Proteine translatiert
und mit dem Programm ClustalW [Thompson et al., 1994] gegeneinander abgeglichen. Homologe Aminosauren sind mit
einem Stern gekennzeichnet und dunkelgrau unterlegt. Verwandte Aminosauren sind mit einem Punkt gekennzeichnet
und hellgrau unterlegt.

3.1.4 DNA-Methylierung im Bereich des crp-Gens

Fast alle Methylgruppen, die an eukaryotische DNA angefiigt werden, finden sich in
der Position 5 der Cytosinreste (5-Methylcytosin, 5"C) des Dinukleotids 5-CG-3' (CpG) [Wolffe
und Matzke, 1999]. Durch Restriktionsanalysen sollte das Methylierungsmuster des Genoms
von E. buchholzi bestimmt werden. Die dazu eingesetzten Isoschizomere Mspl und Hpall
schneiden jeweils an der Erkennungssequenz CCGG mit dem Unterschied, dass Mspl die Ziel-
sequenz ungeachtet des jeweiligen Methylierungszustandes am zweiten Cytosin schneidet,
wahrend Hpall nur die unmethylierte Zielsequenz restringiert. FUr beide Enzyme ergibt sich so
trotz identischer Erkennungssequenzen je nach Methylierungsgrad der DNA ein unterschiedli-
ches Fragmentmuster [Cedar et al., 1979]. Hhal besitzt die Erkennungssequenz GCGC und ist
ebenso wie Hpall ein methylierungssensitives Restriktionsenzym.

Je 5 pg genomischer DNA der Enchytraeen wurden mit Mspl, Hpall, Hhal sowie dop-
pelt mit Hpall und Hhal verdaut. Die Restriktionsansatze wurden nach dem Verdau Uber ein
Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefarbt. Die Spuren aller vier Restriktionsan-
satze weisen eine Fragmentverteilung zwischen 1 kb und 20 kb auf, wobei die meisten DNA-
Fragmente in einem Grdssenbereich von 1,5 kb bis 4 kb zu finden sind. Innerhalb dieser Vertei-
lung sind jedoch leichte Unterschiede zwischen den Spuren zu beobachten. So zeigen die An-
satze mit Hpall und Hhal im Vergleich zu Mspl in einem Bereich zwischen 5 kb und etwa 20 kb
eine etwas intensivere Farbung unter UV-Licht als der vergleichbare Bereich bei Mspl. Dies
deutet auf eine gréssere Anzahl von Fragmenten in diesem Bereich hin. Es mussen demnach
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methylierte CpG-Dinukleotide in den CCGG bzw. GCGC Erkennungssequenzen vorliegen, die
dazu fuhren, dass beim Einsatz der methylierungssensitiven Restriktionsenzyme im Vergleich
zum Mspl gréssere Fragmente entstehen. Beim Doppelverdau mit Hpall und Hhal ist in
Ubereinstimmung mit dem ermittelten Muster firr die einzelnen Enzyme im Vergleich zu Mspl
ebenfalls eine Anhaufung von Fragmenten im Grdssenbereich von 5 kb bis 20 kb zu beobach-
ten. Die restlichen DNA-Fragmente des Doppelverdaus sind jedoch wie erwartet etwas kleiner
als in den Vergleichspuren und zeigen eine Haufigkeitsverteilung zwischen 1 kb und 3,5 kb
(Abb. 3.10). Die Ergebnisse der Restriktionsanalysen zeigen, dass das Genom von E. buchholzi
teilweise methyliert ist. Die beim Einsatz der methylierungssensitiven Restriktionsenzyme beo-
bachtete relativ schwache Verschiebung der Restriktionsmuster zu grésseren Fragmenten lasst
einen Anteil methylierter Cytosine in CpG-Dinukleotiden von deutlich unter 50 % vermuten. Das
Genom von E. buchholzi ist damit hinsichtlich seines Methylierungsmusters in die Gruppe der
Klasse B Genome einzuordnen [Tweedie et al., 1997].

Hpall Abbildung 3.10 Fragmentverteilung genomischer DNA von Enchytraeus buch-
Mspl Hpall Hhal Hhal

holzi nach Verdau mit den Restriktionsenzymen Mspl, Hpall und Hhal. Je 5 ug
genomischer DNA aus E. buchholzi wurden mit den Restriktionsenzymen Mspl,
Hpall, Hhal sowie Hpall/Hhal restringiert, Giber ein 0,8%iges Agarosegel aufgetrennt
und mit Ethidiumbromid angefarbt (0,5 pg/ul). Als Langenstandard diente Eco-
RI/Hindlll doppelt restringierte A-DNA.

21 kb

5kb— |

1,5 kb

1kb

Die methylierten CpG-Dinukleotide sind in den Genomen der Eukaryoten nicht
gleichmassig verteilt. In den Klasse C Genomen der Vertebraten liegt eine ungleichmassig ver-
teilte Methylierung vor. Wahrend in weiten Teilen des Genoms die CpG-Dinukleotide deutlich
unterreprasentiert sind, existieren Abschnitte von durchschnittlich einigen hundert Basenpaa-
ren, in denen die CpG-Dinukleotide bis zu zehnmal haufiger vorkommen als in den Ubrigen
Teilen des Genoms. Diese CpG-Inseln sind grdsstenteils nicht methyliert und vor allem in den
5'-flankierenden Bereichen von konstitutiv exprimierten Genen zu finden [Aissani und Bernardi,
1991a, b]. Bei den nur teilweise methylierten Genomen von Invertebraten ergibt sich ein Muster,
bei dem sich kirzere, stark methylierte Bereiche mit langen Domanen unmethylierter DNA ab-
wechseln [Tweedie et al., 1997]. Untersucht man das crp-Gen hinsichtlich der vorhandenen
CpG-Dinukleotide, so stellt man eine ungleichmassige Verteilung fest (Tab. 3.8). Mit Ausnahme
des Exon sechs finden sich in allen Exonbereichen des Gens CpG-Dinukleotide in zum Teil
sehr hohen Dichten. Den héchsten Gehalt weisen dabei die benachbarten Exons 8 und 9 mit
6,5 bzw. 7,4 CpG pro 100 bp auf. In Exon 1 ist dagegen nur eine CpG-Dublette zu finden, was
einer relativen Dichte von 1,3 CpG pro 100 bp entspricht. In den meisten Introns treten trotz
eines niedrigen GC-Gehaltes vergleichsweise haufig CpG-Dinukleotide auf. Ausnahmen bilden
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dabei die direkt aufeinander folgenden Introns 2, 3 und 4, die mit 8, 4 und 2 CpG nur wenige
Dubletten enthalten. Die Abschnitte der Introns zwei und vier weisen dabei mit 26 bzw. 24 %
den niedrigsten GC-Gehalt im crp-Gen auf. Die meisten CpG-Dinukleotide sind in den Introns 1
(26 CpG; 3,8 CpG pro 100 bp), 5 (32 CpG; 4,9 CpG pro 100 bp), 8 (21 CpG; 4,6 CpG pro 100
bp) und 9 (27 CpG; 4,7 CpG pro 100 bp) enthalten. Im 5'-flankierenden Promotor-Bereich des
Gens finden sich in 770 Basenpaaren bei einem GC-Gehalt von 34 % 17 CpG-Dinukleotide,
was einer Dichte von 4,4 CpG pro 100 bp entspricht. Bei Betrachtung der Verteilung der CpG-
Dinukleotide im crp-Gen fallt auf, dass am Anfang und am Ende des Gens sowohl in den Exon-
als auch in den Intron-Bereichen vergleichsweise hohe CpG-Dichten zu finden sind, wahrend im
mittleren Abschnitt des Gens von Intron 2 bis Intron 7 mit Ausnahme von Intron 5 die CpG-
Dichte sehr niedrig ist (Tab. 3.8).

Tabelle 3.8 Verteilung von CpG-Dinukleotiden im crp-Gen. Aufgeflihrt sind neben der Gesamtzahl der CpG-
Dinukleotide in den einzelnen Exon- und Intronbereichen sowie im Promotor die Grosse, der GC-Gehalt der jeweiligen
Abschnitte und die relative CpG-Dichte bezogen auf jeweils 100 bp. Die fur das nicht vollstdndig bekannte Intron 6
angegebenen Werte beziehen sich auf ein 628 bp-Fragment aus dem 5'-Bereich des Introns (Kap. 3.1.1) und sind in
Klammern angegeben. In der letzten Spalte sind die Werte fiir den 3'-flankierenden Bereich des Gens angegeben.

crp-Prom Exon1 Intron1 Exon2 Intron2 Exon3 Intron3 Exon4 Intron4 Exon5 Intron5

Grosse| 770bp  151bp 1359bp 105bp 1036bp 93bp 598bp 93bp 910bp 93bp 1319bp

GC 34 % 30 % 35 % 59 % 26 % 53 % 33 % 55 % 24 % 52 % 36 %
CpG 17 1 26 3 8 1 4 1 2 1 32
Dichte 4,4 1,3 3,8 5,7 1,5 2,2 1,4 2,2 0,4 2,2 4,9

Exon6 Intron6 Exon7 Intron7 Exon8 Intron8 Exon9 Intron9 Exon10 3'flank.

Grésse | 93bp  (628bp) 93bp  1197bp 93bp 908bp 81bp 1161bp 579bp  710bp

GC 47 % (32 %) 52 % 38 % 54 % 32 % 53 % 31 % 27 % 29 %
CpG - (13) 1 16 3 21 3 27 13 12
Dichte - (4.1) 2,2 2,7 6,5 4,6 7,4 4,7 4,5 3,4

Der Methylierungsstatus der CpG-Dinukleotide des crp-Gens und seiner flankierenden
Abschnitte wurde durch 'Southern Blot'-Analysen mit Mspl und Hpall restringierter genomischer
DNA untersucht. Es wurden je 10 pg entsprechend verdauter DNA Uber Agarosegele aufge-
trennt und auf Nylonmembranen geblottet. Die Hybridisierung der Membranen erfolgte zum
einen mit einer Sonde, die den gesamten Promotor-Bereich [Koewius, 1998] des Gens enthalt,
um so mdgliche Methylierungen im 5'-flankierenden Bereich des Gens zu erfassen. Zur De-
tektion von C"CGG Sequenzen im crp-Gen wurde die gesamte CRP-cDNA als Sonde einge-
setzt. Die Hybridisierung gegen die Promotor-Sonde ergibt bei Mspl-verdauter DNA ein starkes
Signal auf einer Héhe von 4,5 kb (Abb. 3.11 A). Die erste Mspl-Schnittstelle nach dem
Transkriptionsstart liegt im crp-Gen bei 1,4 kb. Die nachste Mspl-Erkennungssequenz im
5'-flankierenden Bereich des Gens muss demnach etwa 3 kb strangaufwarts des Trans-
kriptionsstartpunktes liegen. Die mit Hpall verdaute DNA zeigt dagegen ein anderes Hybridisie-
rungsmuster. Zwar ist dort ebenfalls eine Bande bei 4,5 kb erkennbar, diese ist jedoch deutlich
schwacher als die vergleichbare Mspl-Bande. Als zusatzliches Signal tritt ein Fragment mit ei-
ner Grosse von etwa 12 kb auf (Abb. 3.11 A). Die beobachtete Bandenverschiebung bei Mspl
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und Hpall verdauter DNA weist auf eine Methylierung von CpG-Dinukleotiden in dem betreffen-
den Bereich des crp-Gens und der 5'-angrenzenden Region hin. Aufféllig ist ein ebenfalls bei
Hpall verdauter DNA auftretendes schwaches Signal bei 4,5 kb. Demnach missen in dem un-
tersuchten Bereich des Genoms unterschiedliche Methylierungszustande der DNA existieren.
Bei der Hybridisierung der Restriktionsansatze mit der cDNA-Sonde tritt ein dhnliches Banden-
muster auf. Bei Mspl werden zwei Banden auf einer Héhe von 3,4 kb und 4 kb detektiert
(Abb. 3.11 C). Dieses Bandenmuster deckt sich mit der Fragmentverteilung, die aufgrund der
bekannten Erkennungssequenzen fir Mspl unter Berlcksichtigung der ermittelten Grosse fur
Intron 6 erwartet wurde (Kap. 3.1.1). Auch bei Hpall verdauter DNA erscheinen schwache Sig-
nale auf der Hohe von 3,4 kb und 4 kb (Abb. 3.11 C), die auf die bereits angesprochenen Un-
terschiede im Methylierungsstatus des betroffenen Bereichs im Genom hindeuten. Als zusatzli-
che Bande tritt bei Hpall ein schaches Signal mit einer Grosse von etwa 10 kb auf, was auf die
Methylierung von CpG-Dinukleotiden im crp-Gen schliessen lasst. Vergleicht man die relativen
Unterschiede in den Signalstarken der cDNA mit denen des Promotors, so scheint der Methylie-
rungsgrad im Gen jedoch nicht so hoch zu sein wie im 5'-flankierenden Bereich.

Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall

12 kb—> . 12 kb—> .
10 kb—>

4,5 kb—p — 4,5 kb—p - - 4,0 kb—p 1
3,4 kb—p -

A B Cc

Abbildung 3.11 'Southern Blot'-Analysen zum Methylierungsstatus des crp-Gens. Je 10 ug genomische DNA aus
Enchytraeus buchholzi wurde mit den Restriktionsenzymen Mspl und Hpall restringiert, in einem Agarosegel aufge-
trennt, auf eine Nylonmembran transferiert und gegen *?P-markierte DNA-Sonden aus dem Promotorbereich bzw. der
CRP-cDNA uber Nacht bei 65 °C hybridisiert. Die Membranen wurden anschliessend fiir 2 h bei 65 °C in 0,1 X SSC/
0,1 % SDS gewaschen. Die Exposition der Membranen erfolgte bei —80 °C mit Verstarkerfolie. Als Langenstandard
diente jeweils EcoRI/Hindlll doppelt restringierte A-DNA. [A] Hybridisierung von DNA aus Cd-unbehandelten En-
chytraeen (-Cd) gegen den Promotorbereich des crp-Gens. [B] Hybridisierung von DNA aus Cd-behandelten (6 d, 3
mg/l) Enchytraeen (+Cd) gegen den Promotorbereich des crp-Gens. [C] Hybridisierung von DNA aus Cd-
unbehandelten Enchytraeen gegen die CRP-cDNA.
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Méglicherweise steht die auffallige Verteilung von CpG-Dinukleotiden im crp-Gen und
deren teilweise Methylierung in einem Zusammenhang mit der Transkriptionskontrolle des
Gens. Durch 'Southern Blot'-Analysen mit DNA aus Cadmium-behandelten Enchytraeen sollte
untersucht werden, ob der durch das Cadmium ausgeldste physiologische Stress zu einer An-
derung im Methylierungsmuster des crp-Gens fiihrt. Genomische DNA aus Tieren, die 6 Tage
lang einer Cd-Belastung im subletalen Bereich von 3 mg/l ausgesetzt waren, wurde mit Mspl
und Hpall verdaut und gegen die Sonde des Promotor-Bereichs hybridisiert. Es ergibt sich da-
bei kein Unterschied in der Fragmentverteilung im Vergleich zu DNA aus Cd-unbehandelten
Tieren (Abb. 3.11 B). Das Methylierungsmuster in dem untersuchten Genombereich bleibt
demnach von den physiologischen Anderungen durch die Cadmium-Belastung unberihrt.

3.2 Sequenzvergleiche zwischen dem CRP-Protein und Metallothioneinen

Der Abgleich des CRP-Proteins gegen die SWALL-Protein-Datenbank mit Hilfe des
Programmes Fasta3 [Pearson und Lipman, 1988; Pearson, 1990] ergibt unter anderem Ahn-
lichkeiten zu verschiedenen Metallothioneinen. Mit Hilfe des Programmes LALIGN [Huang und
Miller, 1991] wurde das CRP-Protein gegen die Sequenzen ausgewahlter Metallothioneine aus
Vertebraten und Invertebraten abgeglichen.

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 251 AS
L e e e e by e e b e e e b
NHZ- 1 I 2 I 3 I 4 I 5 I 6 I 7 I 8 |COOH
53 % (68 AS)
MT2 Lumbricus terrestris
(076957)
52 % (68 AS)
MT Lumbricus rubellus
(QIGN45)
51 % (71 AS)

Cd-MT Eisenia foetida
(P81695)

. 38 % (72 AS)
MT- Caenorhabditis elegans
(P17511)

. 46 % (37 AS)
MT-l Drosophila melanogaster —
(P04357)
45 % (64AS)
Cu-MT Helix Pomatia
(P55947)

MT- Candida glabrata
(P15113)

47 % (37 AS)

34 % (112 AS)
MT Tetrahymena pyriformis
(097388)

Homo sapiens
MT-G (P13640)
MTHIA (P02795)

44 % (64 AS)
42 % (64 AS)

Mus musculus
MTH (P02802)
MT-Il (P02798)

41 % (61/AS)
38 % (56 AS)

Abbildung 3.12 Schematische Darstellung der Identititen von Metallothioneinen zu Bereichen des CRP-
Proteins. Die Sequenzen ausgewahlter Metallothioneine (SWALL) wurden mit Hilfe des Programms LALIGN [Huang
und Miller, 1991] gegen das gesamte CRP-Protein abgeglichen. In Balken dargestellt sind die jeweils besten Identitaten
der Metallothioneine mit dem (iberlappenden Bereich des CRP-Proteins. In Klammern iber den Balken ist die Grosse
des Uberlappenden Bereiches angegeben. Die Accession-Nummern der EMBL-Datenbank sind unter den jeweiligen
Metallothioneinen angegeben.
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ClustalW-Sequenzvergleiche

CRP AS 59-128
MI2 L.terrestris
M2 L.rubellus
Cd- Ml E. foetida

CRP AS 178-251 K K PSCA

Mr-1 C. el egans NK EASEK H 75
CRP AS 71-110 KGE

MT-1 Drosophila E

CRP AS 124-187 64

Cu-MTI' H. ponatia GS 60

CRP AS 54-118 GECKI

MTI C. gl abrata AN C|+

CRP AS 21-127 KGSCGS ST A

Ml T. pyriforms D- P D
CRP AS 21-127 OGVAC-'SCGSGC.EKGECIPCITKRC'G 107

MI T. pyrifornis PNSGOBCSSKTNKGCDSTNKTEEGKTCEGCK 107

BTG RORT ESEAHETS BT B o B oo o1

fr FERIEERE EREIEITE:

CRP AS 95-154
MI-A X. | aevis
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P AS 59-127
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CRI
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Abbildung 3.13 Vergleich der Metallothioneine mit den zugehérigen liberlappenden Bereichen des CRP-
Proteins. Ausgewahlte Metallothioneine wurden mit dem Programm ClustalW [Thompson et al., 1994] gegen die bes-
ten Uberlappungsbereiche des CRP abgeglichen (Abb. 3.12). Identische Aminoséuren sind mit einem Sternchen ge-
kennzeichnet und dunkelgrau unterlegt. Stark verwandte Aminosauren sind mit einem Doppelpunkt gekennzeichnet und
hellgrau unterlegt. Verwandte Aminosauren sind mit einem einzelnen Punkt gekennzeichnet und ebenfalls hellgrau
unterlegt.

Mit etwa 50%igen Sequenzidentititen zeigen sich die gréssten Ahnlichkeiten zwi-
schen den Repeats 3 und 4 des CRP und den Metallothioneinen der phylogenetisch nahe ste-
henden Oligochaeten Lumbricus und Eisenia (Abb. 3.12) [Stirzenbaum et al., 1998; Gruber et
al., 2000]. Insbesondere der carboxyterminale Bereich der MT weist dabei hohe
Ubereinstimmungen in der AS-Sequenz im Vergleich zu dem entsprechenden Bereich des
CRP-Proteins auf (Abb. 3.13). Sehr hohe Identitaten zu den Repeats 3 und 4 des CRP zeigen
auch die MT anderer Invertebraten wie Drosophila (46 %) oder Candida (47 %). Das Cu-
Metallothionein aus der Schnecke Helix pomatia weist mit 45 % eine hohe Identitdt zum CRP
auf, allerdings erstreckt sich dabei die beste Uberlappung auf das Repeat 5 und seine
angrenzenden Bereiche. Das MT-I aus dem Nematoden Caenorhabditis elegans weist mit 37 %
eine vergleichbar niedrige Identitdt zum CRP auf, die sich auf eine Region um das siebente
Repeat erstreckt. Das mit 107 AS aussergewdhnlich grosse MT-Protein aus dem Einzeller
Tetrahymena pyriformis zeigt eine 34 %ige |dentitdt zu den ersten vier Repeats des CRP. Die
fur die humanen Metallothionein-Isoformen | und Il ermittelten Identitaten liegen mit Werten von
44 % bzw. 42 % in einem Rahmen, der auch fur viele Invertebraten MT beobachtet wird. Der
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Rahmen, der auch fiir viele Invertebraten MT beobachtet wird. Der Uberlappungsbereich mit
den besten Ergebnissen erstreckt sich dabei wie bei H. pomatia auf das Repeat 5. Dagegen
finden sich die besten Werte beim Sequenzabgleich mit den Maus-MT | und Il (41 % und 38 %
Identitat) in einem Bereich des dritten und vierten Repeats, welcher auch zu den meisten MT
aus Invertebraten die grossten Ahnlichkeiten aufweist (Abb. 3.12).

Uber das Programm ClustalW [Thompson et al., 1994] wurden die einzelnen
Metallothioneine mit den jeweils korrespondierenden Bereichen des CRP-Proteins abgeglichen
(Abb. 3.13). Dabei wird deutlich, dass bei allen Metallothioneinen vor allem die Cysteinreste im
Vergleich zu den korrespondierenden Abschnitten des CRP-Proteins konserviert sind. Aber
auch Aminosauren wie Lysin, Serin und und Glycin weisen sowohl bei den MT aus Invertebra-
ten als auch aus Mensch und Maus starke Konservierungen beim Vergleich mit dem CRP auf.

3.3 Heterologe Expression des CRP-Proteins in Saccharomyces cerevisiae

Die spezifische Induzierbarkeit des crp-Gens durch Cadmium [Willuhn et al., 1996]
und die strukturellen Ahnlichkeiten des aus der cDNA deduzierten CRP-Proteins mit anderen
Schwermetall-bindenden Proteinen wie Metallothioneinen (Kap. 1.5; Kap. 3.2) deuten auf eine
Einbindung des CRP in den Cadmium-Detoxifizierungsprozess von E. buchholzi hin. In diesem
Teil der vorliegenden Arbeit sollte der Nachweis einer Funktionalitat des CRP-Proteins hinsicht-
lich einer Cd-Intoxikation erbracht werden und die Bedeutung der charakteristischen strukturel-
len Eigenschaften des Proteins aufgeklart werden.

Abbildung 3.14 Wachstumsvergleich zwi-
1.0 4 schen den Hefestammen DTY165 (Wildtyp)
und DTY167 (Aycfl) bei einer Cadmiumkon-
zentration von 40 pM. Je 40 ml SC-Medium mit
40 yM CdCl, wurden aus 24 h-Vorkulturen auf
eine ODggo von 0,005 angeimpft und bei 30 °C
schittelnd inkubiert. Die erste Probenentnahme

0,8
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erfolgte zu Beginn der log-Phase nach 16 h. Die
Optische Dichte der Kulturen wurde bei 600 nm
in einem Beckman Spektrophotometer DU 640
bestimmt.
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Da keine geeigneten Versuchssysteme wie beispielsweise Zellinien aus E. buchholzi
zur Verfigung stehen, wurden die Untersuchungen im heterologen Hefe-System durchgefiihrt.
Fir den Nachweis der Funktionalitdt von Metallothioneinen oder anderen Proteinen, die in den
Detoxifizierungsprozess von Schwermetallen eingebunden sind, stellt die Expression in Sac-
charomyces cerevisiae ein geeignetes Untersuchungssystem dar [Ecker et al., 1986; Chernaik
und Huang, 1991; Cody und Huang, 1994; Tommasini et al., 1996; Clemens et al., 1998]. Fir
die Expression des CRP-Proteins wurde der Cd-hypersensitive S. cerevisiae-Stamm DTY167
verwendet [Li et al., 1996]. In diesem Hefestamm liegt das fiir den 'yeast cadmium factor' codie-
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rende ycfl-Gen durch eine Fusion mit dem hisG-Gen in inaktiver Form vor. Aus diesem Grund
zeigt der YCF1-defiziente Stamm DTY167 unter Cadmium-Belastung ein im Vergleich zum
isogenen Wildtyp-Stamm DTY165 stark eingeschranktes Wachstum (Abb. 3.14). Die Verdopp-
lungszeit einer Kultur von DTY165-Zellen betragt bei der subletalen Cadmium-Konzentration
von 40 pM in SC-Medium bei 30 °C 4,6 Stunden. Fir eine Kultur von DTY167-Zellen verdoppelt
sich dieser Wert auf 9,0 Stunden. In Cd-freiem SC-Medium zeigt die Inaktivierung des ycfl-
Gens im Vergleich zum Wildtyp keinen Einfluss auf das Wachstumsverhalten von DTY167.
Durch den weitgehenden Verlust der Cadmiumtoleranz stellt der Hefestamm DTY167 somit ein
geeignetes Versuchssystem fiir die Untersuchung der angesprochenen Fragestellungen dar.

Abbildung 3.15 Vektorkarte pRS425-
Expressionsvektors [nach Mumberg et al.,
1994]. Dargestellt ist die schematische Vek-
torkarte. Die Expression wird Uber den
MET25-Promotor reguliert. Uber die Restrikti-
onsschnittstellen Spel und Pstl wurde 5'-seitig
der MCS zusatzlich die Sequenz fir ein
6-cMyc-Tag einkloniert. Die Selektion in den
Hefezellen erfolgt Uber das LEU2-Gen. Dari-
berhinaus enthalt der Vektor ein 2y 'origin of

Xbal (7268)

2u orig

pRS425
Expressionvektor
7,8 kb

EcoRI (1116)

Amp

replication’ und ein Ampicillinresistenz-Gen.
CYC1-Terminator

Sall (3394)
Pstl (3427)

MET25 Spel (3699)

Fir die Expression des CRP-Proteins in S. cerevisiae wurde der auf dem Plasmid
p425 basierende Vektor pRS425 eingesetzt (Abb. 3.15) [Mumberg et al., 1994], welcher von
Herrn Gregor Jansen (Institut fur Mikrobiologie, HHU Dusseldorf) in modifizierter Form zur Ver-
figung gestellt wurde. Die Expression unterliegt in diesem Vektor der Kontrolle des durch
Methionin reprimierten MET25-Promotors. Die in dieser Arbeit durchgeflhrten Versuche wurden
ausschliesslich in Methionin-freiem Medium durchgefuhrt, um eine optimale und vergleichbare
Expression des CRP in den Hefezellen zu gewahrleisten. Der kodierende Bereich der CRP-
cDNA wurde durch PCR amplifiziert und Gber die Sall-Schnittstelle der MCS ungerichtet in den
Vektor kloniert. Durch Sequenzierung wurden korrekt orientierte Klone im richtigen Leseraster
identifiziert. Durch ein in den Vektor zusatzlich einkloniertes N-terminales 6-cMyc-Tag (9 kDa)
erfolgte die Expression des CRP als Fusionsprotein, welches lber Immundetektion mit anti-
cMyc Antikérpern nachgewiesen werden konnte.

3.3.1  Vermittlung von Cadmiumresistenz durch das CRP in DTY167

Wie in Abbildung 3.14 erkennbar ist, zieht der Verlust des ycfl-Gens in dem Hefe-
stamm DTY167 selbst bei einer geringen Cadmium-Belastung im Vergleich zum Wildtyp
DTY165 ein stark verzdgertes Wachstum nach sich. Durch die Expression des CRP in DTY167
sollte nun Uberprift werden, ob das Protein in der Lage ist, in den Cd-hypersensitiven Hefezel-
len im Verlauf einer Cd-Intoxikation einen protektiven Effekt zu vermitteln. Wachstumsverglei-
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che bei der subletalen Cadmium-Konzentration von 40 uM zeigen, dass die Verdopplungszeit
von 9,4 h fir DTY167 Kulturen auf 2,9 h fir DTY167-Kulturen, in denen das CRP exprimiert
wird (DTY167 CRP), sinkt (Abb. 3.16 A). Die CRP-exprimierenden Zellen wachsen demnach
um Faktor 3,2 schneller als die DTY167-Zellen. Die fiur die Kontrolle der Expression des
pRS245 Vektors in DTY167 Zellen (DTY167 pRS425) ermittelte Verdopplungszeit liegt bei
13,65 h. Demgegeniliber wachsen die DTY167 CRP Kulturen sogar um Faktor 4,7 schneller.
Das im Vergleich zu den DTY167 Kulturen verzégerte Wachstum der DTY167 pRS425 Kon-
trollkulturen ist auf die unterschiedlichen Inkubationsbedingungen zurtickzufiihren. Wahrend die
DTY167 Kulturen in einem Vollimedium auf Sorbitbasis angezogen werden, erfolgt die Kultur
von DTY167 pRS425 Zellen zur Selektion auf Vektor-haltige Zellen und zur Induktion des
MET25-Promotors in einem Minimalmedium auf Sorbitbasis ohne die Aminosauren Leucin und
Methionin. Bei einer zuséatzlichen Cadmium-Belastung machen sich die dadurch bedingten An-
derungen im Stoffwechsel der Zellen in einem im langsameren Wachstum bemerkbar. Die auf-
gefihrten Daten verdeutlichen den durch das CRP vermittelten effektiven Schutz fir die Cd-
hypersensitiven DTY167 Zellen bei einer Belastung mit Cadmium. Die DTY167 CRP Kulturen
wachsen bis zu finfmal schneller als die entsprechenden Kontrollkulturen. Wachstumsverglei-
che mit dem Wildtypstamm DTY165 zeigen, dass der durch das CRP bedingte protektive Effekt
sogar noch grosser ist als der Effekt, der durch den Entgiftungsmechanismus des intakten en-
dogenen YCF1-Faktors in den Hefezellen vermittelt wird. Bei 40 yM CdCl, wurde fir DTY165
Kulturen eine Verdopplungszeit von 4,6 h ermittelt (Abb. 3.16 A). DTY167 CRP Kulturen zeigen
demnach ein im Vergleich zu DTY165 Kulturen um Faktor 1,5 verbessertes Wachstum.

Noch deutlicher wird die protektive Wirkung des CRP, wenn man das Wachstum der
verschiedenen Kulturen bei steigender Cadmiumbelastung vergleicht (Abb. 3.16 B). Es wurden
Kulturen von DTY165, DTY167, DTY167 CRP (CRP exprimierende Zellen) und DTY167
pRS425 (Kontrolle mit Ausgangsvektor pRS425 ohne CRP) in SC-bzw. SD-Medium (ohne Leu-
cin und Methionin) bei 30 °C bei Cd-Konzentrationen von 0, 100, 200, 300, 400 und 500 uM
inkubiert. Nach 72 Stunden wurde fiir die jeweiligen Kulturen die Optische Dichte bei 600 nm
bestimmt. Fir DTY167 und DTY167 pRS425 kann dabei schon ab einer Cadmium-
Konzentration von 100 yM kein Wachstum der Kulturen mehr festgestellt werden. Dies steht im
Einklang mit den Ergebnissen der vorangegangenen Wachstumsversuche, bei denen schon bei
subletalen Cd-Konzentrationen von 40 uM fir DTY167 ein stark eingeschranktes Wachstum zu
beobachten ist. Der Verlust des YCF1 in den Zellen macht sich dementsprechend bei steigen-
den Cadmium-Konzentrationen noch starker bemerkbar. CRP-exprimierende DTY167-Kulturen
zeigen dagegen auch bei steigender Cadmium-Belastung gute Wachstumsraten. Bei 100 yM
CdCl, werden nach 72 h mit einer ODggo von 0,92 noch 90 % der Optischen Dichte von ent-
sprechenden Kontrollkulturen ohne Cadmium erreicht. Ein Abfall in der Optischen Dichte ist erst
bei einer Cadmium-Konzentration von 500 uM zu beobachten. Mit einer ODggy von 0,21 nach 72
h werden dann nur noch etwa 20 % des flr die zugehorige Kontrollkultur bestimmten Wertes
erreicht. Dieser Versuchsansatz bestatigt die vorangegangenen Ergebnisse, bei denen ein
durch das CRP bedingter protektiver Effekt im Verlauf einer Cadmium-Belastung in dem Hefe-
stamm DTY167 festgestellt wurde. Vergleicht man die ermittelten Werte fir DTY165 und
DTY167 CRP (Abb. 3.16 B), so ist wie zuvor ein verbessertes Wachstum von CRP-
exprimierenden DTY167-Kulturen gegentber den Wildtyp-Kulturen zu beobachten. Die Wildtyp-
Kulturen zeigen bei 100 uM CdCI, noch eine Optische Dichte, die nach 72 h mit 0,62 etwa 40 %
unter dem Wert der Kontrollkultur ohne Cd-Belastung liegt. Dieser Wert wird bei DTY167 CRP
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erst bei 400 uM CdCl, erreicht. Ab einer Cadmium-Konzentration von 300 uM ist bei DTY165-
Kulturen kein Wachstum mehr zu beobachten. Bei dieser Cadmium-Konzentration weist
DTY167 CRP mit einer ODgy von 0,78 nach 72 h noch eine Optische Dichte auf, die nur etwa
25 % unter dem Kontrollwert liegt. Bei steigenden Cadmiumkonzentrationen wirkt sich der
schitzende Effekt des CRP-Proteins in den Hefezellen demnach noch starker auf das Wachs-
tum der Kulturen aus. Die Ergebnisse fir die Kontrolle der Expression des 6-cMyc-Tag des
Vektors pRS425 in DTY167 (DTY167 pRS245) machen deutlich, dass die beobachteten Effekte
nicht auf einen Vektor-Artefakt zuriickzufiihren sind. Die Vermittlung einer Cadmium-Resistenz
in den Cd-hypersensitiven DTY167 Zellen ist vielmehr ursachlich auf die Expression des CRP-
Proteins zurtickzufihren.
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Abbildung 3.16 Vermittlung einer Cadmiumresistenz durch das CRP in DTY167. [A] Verdopplungsraten von Kultu-
ren der Hefestdmme DTY 165, DTY167 und des CRP-exprimierenden Hefestammes DTY167 (DTY167 CRP). Je 40 ml
SC-Medium (DTY165, DTY167) bzw. SD-Medium ohne Leucin und Methionin (DTY167 pRS425, DTY167 CRP) mit
40 pyM CdCl, wurden aus 24 h-Vorkulturen auf eine ODggo von 0,005 angeimpft und bei 30 °C schittelnd inkubiert. Zu
Beginn der log-Phase nach 16 h erfolgte die erste Probenentnahme. Die Optische Dichte der Kulturen wurde bei
600 nm in einem Beckman Spektrophotometer DU 640 bestimmt. Mit Hilfe des Computerprogrammes MS Excel wurden
die Verdopplungsraten fir die jeweiligen Kulturen bestimmt. [B] Wachstum von DTY165, DTY167, DTY167 pRS425
und DTY167 CRP bei verschiedenen Cadmiumkonzentrationen. Je 7 ml SC-Medium (DTY165, DTY167) bzw. SD-
Medium ohne Leucin und Methionin (DTY167 CRP, DTY167 pRS425) mit 0, 100, 200, 300, 400 und 500 yM CdCl,
wurden aus 24 h-Vorkulturen auf eine ODggo von 0,005 angeimpft und bei 30 °C schiittelnd inkubiert. Nach 72 h wurde
die Optische Dichte der Kulturen wurde bei 600 nm in einem Beckman Spektrophotometer DU 640 bestimmt.

3.3.2 Lokalisation des heterolog exprimierten CRP-Proteins in DTY167

Nach dem Nachweis der Vermitttlung einer Cadmium-Toleranz durch das CRP in dem
Cd-hypersensitiven Hefestamm DTY167 (Kap. 3.3.1) wurde zur weiteren Charakterisierung der
Funktionalitat des Proteins die zellulare Verteilung des heterolog exprimierten CRP in DTY167
Uberprift. Die in dem Vektor pRS425 vorhandene Sequenz flr ein 6-cMyc-Tag ermdoglicht den
Nachweis eines exprimierten Proteins Uber Immundetektion des N-terminal fusionierten Tags.
Diese Mdglichkeit des Nachweises wurde fur die Lokalisation des CRP in den Hefezellen ge-
nutzt. Sphaeroplastierte Zellen wurden dazu auf Polylysin beschichtete Objekttrager aufgetropft,
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mit anti-cMyc Primarantikérpern inkubiert und mit den entsprechenden FITC gekoppelten Se-
kundarantikérpern behandelt. Ein vorausgegangener Verdau mit RNase A und die Einbettung in
Propidiumiodid-haltigem Medium ermdglichten eine Anfarbung des Zellkerns der Hefezellen.
Nach dem Einbetten wurden die Zellen mit Hilfe der konfokalen Laserscanning-Mikroskopie
ausgewertet.

A B C

Abbildung 3.17 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie zur Lokalisation des CRP in DTY167. 2-3 ODggo-Einheiten
logarithmischer Kulturen von [A] DTY167 CRP in Cadmium-freiem SD-Medium (ohne Leucin und Methionin), [B]
DTY167 CRP in SD-Medium (ohne Leucin und Methionin) mit 20 yM CdCl, sowie [C] DTY167 in Cadmium-freiem SC-
Medium (als Kontrolle fiir unspezifische Kreuzreaktionen des eingesetzten Antikdrpers) wurden mit Hilfe von Lyticase,
Glucuronidase und Triton X-100 sphaeroplastiert und mit 0,1 mg/ml RNAse A behandelt. Die Zellen wurden auf Polyly-
sin beschichtete Objekttrager aufgetropft und anschliessend mit Primarantikrperlésung (polyklonaler Kaninchen-anti-
cMyc AK, 1 ug/mlin PBS/BSA, 60 pl) sowie mit Sekundarantikdrperlésung (Ziege-anti-Kaninchen 1gG, FITC-gekoppelt,
1:100 in PBS/BSA, 20 pl) inkubiert. Die Einbettung der Zellen erfolgte in einer 1:1-Mischung (v/v) aus Glyzerin und
Vectashield (Serva, Heidelberg), die eine Endkonzentration von 2 % (w/v) DABCO (Merck, Darmstadt) und zur Lokalisa-
tion des Zellkerns 5 pg/ml Propidiumiodid enthielt. Die Fluoreszenz des Farbstoffes Fluoreszein-isothiocyanat (FITC)
wurde bei einer Wellenlange von 488 nm mit einem Argon-Laser, die von Propidiumiodid bei einer Wellenlange von 568
nm mit einem Krypton-Laser angeregt. Z-Serien von optischen Schnitten durch die Zellen wurden mit einer Auflésung
von 1024 x 1024 Pixel gescannt.

Fur die in Cd-freiem Medium angezogenen Hefezellen zeigt sich eine gleichmassige
Verteilung des CRP-Proteins im Cytoplasma (Abb. 3.17 A). Die in der Mitte der Zellen erkenn-
bare Vakuole ist frei von CRP. Eine anderweitige vesikelartige Anhdufung des CRP-Proteins ist
nicht erkennbar. Die beschriebene Verteilung andert sich auch nicht bei Anzucht der Zellen in
SD-Medium mit 20 yM CdClI, (Abb. 3.17 B). Ein mdglicherweise Cd-beladener Zustand des
CRP fiihrt demnach zu keiner Anderung der Kompartimentierung des Proteins in den Zellen.
Die in den Zellen befindliche Menge an CRP-Protein scheint bei beiden Zustdénden annahernd
gleich zu sein. Die als Kontrolle fiir unspezifische Kreuzreaktionen des eingesetzten anti-cMyc
Antikorpers eingesetzten DTY167 Zellen (Abb. 3.17 C) zeigen keine Fluoreszenz, so dass die in
den beiden anderen Ansatzen beobachtete Fluoreszenz ausschliesslich auf das exprimierte
CRP zurilickzufiihren ist. In Zusammenhang mit den einleitend erwahnten strukturellen Merkma-
len des CRP-Proteins und den in Kapitel 3.3.1 beschriebenen Ergebnissen der Wachstumsver-
suche ist anhand dieser Daten eine mdgliche Funktion des Proteins so vorstellbar, dass das
CRP die im Cytoplasma der Hefezellen vorliegenden freien Cd**-lonen (iber die Sulfhydrylgrup-
pen seiner Cysteinreste ahnlich den MT komplexiert und diese so in eine fiir die Zelle unschad-
liche Form Uberfuhrt [Vasak und Hasler, 2000]. Das Cd-CRP wird dann im Cytoplasma der Zel-
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len gelagert, da es scheinbar zu keinem nennenswerten Transport des Cd-CRP aus den Hefe-
zellen oder zu einer Ablagerung in speziellen Vesikeln oder der Vakuole kommt.

34 Heterologe Expression von CRP-Deletionsklonen in DTY167

Die in Kapitel 3.3 dargelegten Ergebnisse zeigen die Vermittlung einer Cadmium-
Resistenz in dem Cd-hypersensitiven Hefestamm DTY167 durch das CRP, die sogar die beo-
bachtete Cd-Toleranz des zugehdrigen isogenen Wildtyp-Stammes DTY165 mit intaktem ycfl-
Gen Ubersteigt. Der in den Hefezellen im Verlauf einer Cd-Intoxikation durch das CRP vermittel-
te Schutzmechanismus muss demnach sehr effektiv sein. Bei Betrachtung der deduzierten
strukturellen Eigenschaften des CRP-Proteins fallen die acht repetitiven Einheiten mit ihren 9
Cysteinresten auf, von denen je 6 in Cys-Cys- bzw. Cys-X-Cys-Segmenten ahnlich wie bei den
metallbindenden Doméanen der Metallothioneine aufgebaut sind (Abb. 3.18 A) [Schéaffer und
Kagi, 1991]. Eine der nachgewiesenen Funktionen der MT besteht in der Komplexierung freier
Cd**-lonen tiber die Sulfhydrylgruppen der charakteristisch angeordneten Cysteinreste und die
dadurch bedingte Bildung von Cd-Thiolat-Clustern, wodurch den Zellen ein Schutz im Verlauf
einer Cd-Intoxikation verliehen wird [Brady, 1982; Klaassen et al., 1999]. Wie bereits in Kapitel
3.3.2 angesprochen, konnte der fiir das CRP beobachtete protektive Effekt in den Hefezellen
aufgrund der Ahnlichkeiten zu den MT auf einen analogen Mechanismus zuriickzufiihren sein.
Da das CRP im Gegensatz zu den MT jedoch nicht aus 2 Doméanen, sondern aus mehreren
repetitiven Einheiten aufgebaut ist, ergeben sich hinsichtlich einer Aufklarung der Funktionalitat
des CRP-Proteins weitere Fragestellungen: Besitzen moglicherweise Teile des Proteins bei der
vermuteten Komplexierung der Cd**-lonen grossere Bedeutung als andere? Wie wirkt sich der
Verlust der potentiellen Transmembran-Domane aus? Gibt es einen Zusammenhang zwischen
der Zahl der exprimierten Repeats und dem protektiven Effekt im Verlauf einer Cd-Intoxikation?
Zur Beantwortung dieser Fragestellungen wurden verschiedene Deletionsklone des CRP her-
gestellt und bei unterschiedlichen Cadmium-Belastungen in DTY167 Zellen exprimiert.

3.41 Klonierungsstrategie fiir die Expression der CRP-Deletionsklone

Fir die Expression in DTY167 wurden insgesamt sechs CRP-Deletionsklone herge-
stellt. Diese wurden mit Hilfe spezifischer Primer (Kap. 2.14.1) Gber Plasmid-PCR amplifiziert
und Uber die Sall Restriktions-Schnittstelle der MCS ungerichtet in den Vektor pRS425 kloniert.
Korrekt orientierte Klone im richtigen Leseraster wurden durch Sequenzierung identifiziert und
auf einen mdéglichen Rasterverschub hin Uberprift.

Der mit 211 Aminosduren langste Deletionsklon ist CRPATM von AS-Position 42 bis
251 des CRP-Proteins, bei dem die am N-terminalen Ende des Proteins gelegene potentielle
Transmembran-Domane deletiert wurde. Anhand dieses Klons sollte eine mogliche funktionelle
Bedeutung dieser Doméane in dem heterologen Hefesystem Uberprift werden. Der nachstgréss-
te Deletionsklon ist mit 165 Aminosauren der Klon CRP-R12345, bei dem mit den AS von 1 bis
165 die ersten 5 Repeats des CRP-Proteins kloniert wurden. Dieses Fragment sollte einen Ver-
gleich zu dem Deletionsklon CRP-R12678 bieten, bei dem durch einen PCR-Artefakt mit den
Primern CRPcDNA142+Sall und CRPcDNAB894-Sall die Nukleinsauresequenzen fir die Re-
peats 1, 2, 6, 7 und 8 zusammengefligt wurden. Dieser Klon umfasst translatiert insgesamt 158
Aminosauren, die sich aus Fragmenten mit den Aminosauren 1 bis 72 sowie 166 bis 251 des
CRP-Proteins zusammensetzen. Die beiden Deletionsklone unterscheiden sich demnach in den
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letzten 3 repetitiven Einheiten des CRP und erlauben so Aussagen zu der Bedeutung des Aus-
tausches von repetitiven Elementen aus dem Kernbereich des Proteins gegen Repeats vom
carboxyterminalen Ende des CRP mit seinem verkiirzten achtem Repeat.

A 1MASHAHAEAH
Repeat 1 11CGCGTECHCPKGSCGSGCGTSTTAGSCGVAG
Repeat 2 42 PCGSHCKCEKGECRRGCSKGCCTPKCGVEG
Repeat 3 73CPCGSQCKCEKGECKKGCKEGCCAPKCGVAG
Repeat 4 104 CSCGSGCKCEKGECKPGCTKRCCGTKCGVED
Repeat 5 1353 CPCGPSCKCEKGDCKVNCSKGCCTPKCGVVG
Repeat 6 166 CPCGSQCTCEKGSCKKGCSKGCCTPKCGMQD
Repeat 7 197 CPCGSHCKCEKGSCEKGCTQGCCAPKCDNVN
Repeat 8 228 CKCGSSCRCEKGTCTPSCAQTCCA
B 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 251 AS
T T Y T N I NN Y NN N
vl 10 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 |ooon
! CRP (251 AS) 251
42 CRPATM (211 AS) 251
! CRP-R12345 (165 AS) 185
11 72 CRP-R12678 (158 AS) 165 251
l '
6 CRP-R345(83AS) 1816  CRP-R678(83AS) 251
104 134
L | CRP-R4(31AS)

Abbildung 3.18 Schematische Ubersicht iiber die Klonierungsstrategie fiir CRP-Deletionsklone fiir die Expres-
sion in DTY167. [A] Aminosauresequenz des aus der CRP-cDNA deduzierten CRP-Proteins [Willuhn et al., 1994b].
Grau unterlegt ist die potentielle Transmembran-Domane des Proteins. [B] Strukturelle Darstellung des CRP-Proteins
[nach Willuhn, 1994] mit den entsprechenden Deletionsklonen. Schwarz unterlegt ist eine a—Helix, grau unterlegt ist die
potentielleTransmembranhelix.

Fur die Expression von Fragmenten mit nur drei Repeats wurden die Deletionsklone
CRP-R345 und CRP-R678 ausgewahlt. Das Fragment CRP-R345 besteht aus 83 Aminoséauren
von AS-Position 76 bis 158. Fur eine bessere Vergleichbarkeit mit CRP-R678 mit seinem um 7
AS verkiirzten achtem Repeat wurde auch das Repeat 5 im Fragment CRP-R345 um sieben
Aminosauren verkirzt und endet mit der Aminosaure Threonin in Position 158. Der Deleti-
onsklon CRP-R678 besteht ebenso wie CRP-R345 aus 83 Aminosauren, umfasst jedoch die
AS 169 bis 251 des CRP-Proteins. Die Translation dieser Deletionsklone beginnt jeweils erst
mit der an Position vier gelegenen Aminosaure Glycin der Repeats 3 bzw. 6. Fir die Expression
nur einer repetitiven Einheit wurde das vierte Repeat aus dem Kernbereich des CRP-Proteins
ausgewahlt. Dieser CRP-R4 benannte Klon besteht aus 31 Aminosauren der Position 104 bis
134 des CRP-Proteins. Die Expression dieses Fragmentes erfolgte nicht in dem Vektor pRS425
mit 6-cMyc-Tag, sondern in einem modifizierten pRS425-Vektor, bei dem die Uber die Restrik-
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tionschnittstellen Spel und Pstl eingefiigte Sequenz fir das cMyc-Tag herausgeschnitten wurde
(Abb. 3.15). So konnte bei den spateren Expressionsversuchen eine mogliche funktionale Sto-
rung des nur 3 kDa grossen CRP-R4-Fragmentes durch das etwa 9 kDa grosse fusionierte Tag
ausgeschlossen werden. Eine schematische Ubersicht iber die Klonierungstrategie ist in Abbil-
dung 3.18 dargestellt.

3.4.2 Nachweis der Expression von CRP-Deletionsklonen in DTY167

Vor der Durchfihrung von Wachstumsversuchen mit den einzelnen CRP-
Deletionsklonen in DTY167 wurde die korrekte Expression der gewlinschten Proteinprodukte
Uber Immundetektion mit anti-cMyc-Antikérpern Uberprift. Durch die 'Western Blot'-Analysen
sollten zudem gleich hohe Expressionslevel in den Zellen nachgewiesen werden, um auszu-
schliessen, dass mdgliche Unterschiede bei den protektiven Effekten der verschiedenen CRP-
Fragmente auf eine unterschiedlich starke Expression in den Zellen zuriickzufiihren sind. Fur
den Nachweis der CRP-Fragmente wurden Proteinextrakte aus den Kulturen hergestellt und je
20 ug der Proben (iber SDS-PAGE aufgetrennt. Zur Uberpriifung des Expressionslevels wurde
ein Gel zunachst mit Coomassie-Brilliant-Blue angefarbt (Abb 3.19 A). In keiner der aufgetrage-
nen Hefeextrakte sind dabei gegeniiber der Kontrolle Banden erkennbar, die auf ein zusatzlich
exprimiertes Proteinprodukt hinweisen. Der Expressionslevel ist demnach in allen Kulturen trotz
vollstandiger Induktion des MET25-Promotors durch Anzucht in Methionin-freiem SD-Medium
so niedrig, dass er unter der Nachweisgrenze von Coomassie-Brilliant-Blue (0,3 - 1 ug pro Ban-
de) liegt. Der relativ niedrige Expressionslevel ist fir die zu evaluierenden Fragestellungen von
Vorteil, da die CRP-Fragmente unter der Kontrolle des MET25-Promotors nicht Gberexprimiert
werden und so in moglicherweise unphysiologisch hohen Konzentrationen in den Hefezellen
vorliegen, welche die Stoffwechselbedingungen in den Hefezellen negativ beeinflussen konn-
ten. Die Proteinsynthese in den Zellen wird nicht ausschliellich auf die Expression der Fremd-
proteine ausgerichtet, so dass die Fitness der Zellen hoch genug ist, um einen Einfluss von
Stressfaktoren wie Cadmium untersuchen zu kénnen. Fir die '"Western Blot'-Analysen wurden
die Uber die SDS-PAGE aufgetrennten Hefeextrakte auf eine Nitrocellulosemembran geblottet
und mit einem Maus-anti-cMyc Primarantikérper und einem HRP-gekoppelten anti-Maus Se-
kundérantikdrper detektiert. Dabei zeigt sich ein fur die einzelnen Deletionsklone erwartetes
Expressionsmuster (Abb. 3.19 B). Mit abnehmender Zahl der exprimierten CRP Repeats nimmt
auch die Grosse der detektierten Fragmente ab. Fir das gesamte CRP-Protein erscheint eine
Bande bei etwa 45 kDa, die etwa 10 kDa Uber dem erwarteten Bereich liegt. Nach Willuhn
[1994b] tritt bei der Translation der CRPmMRNA im Fluorogramm der SDS-PAGE eine Bande
von 35 kDa auf, die ebenfalls um 10 kDa héher liegt als die fiir das CRP erwartete Molekilmas-
se von 25 kDa. Die elektrophoretische Mobilitdt cysteinreicher Proteine ist in der SDS-PAGE
aufgrund von Konformationsanderungen durch intramolekulare Bindungen zwischen den Sulf-
hydrylgruppen der Cysteinreste haufig nicht proportional zu ihrer tatsachlichen Molekilmasse
[Aoki et al., 1986]. Diese Tatsache und die Berlcksichtigung des fusionierten cMyc-Tags (etwa
9 kDa) fuhren zu den beobachteten Molekulargewichten der CRP-Fragmente in der SDS-
PAGE. Fiur CRP-R12345 wird so beispielsweise eine Bande bei etwa 35 kDa detektiert. Auch
die Banden fir die tbrigen cMyc-Tag fusionierten Deletionsklone liegen in den erwarteten Be-
reichen (Abb. 3.19 B). Fur den Deletionsklon CRP-R4 konnte kein Nachweis tber eine Immun-
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detektion mit anti-cMyc-Antikdrpern erfolgen, da dessen Expression aus den in Kapitel 3.4.1
angesprochenen Grinden im Vektor pRS425 ohne cMyc-Tag Sequenz erfolgte.

Durch die Nachbehandlung der Nitrocellulosemembran mit einem Ziege-anti-Aktin (I-
19) Primar- und dem zugehorigen HRP-gekoppelten Sekundarantikdrper wurde die Auftragung
gleicher Proteinmengen in den einzelnen Spuren nachgewiesen (Abb. 3.19 C). Somit zeigt die
fur die einzelnen CRP-Fragmente detektierte gleichmaRige Signalstarke, dass der Expressions-
level fir die verschiedenen Deletionsklone in allen DTY 167 Kulturen auf gleichem Niveau liegt.

pRS425myc
CRPATM
CRP-R345
PRS425myc
CRPATM
CRP-R12345
CRP-R12678
CRP-R345
CRP-R678

CRP

|| crRP-R12345
CRP

1 CRP-R12678
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Abbildung 3.19 Nachweis der Expression der verschiedenen CRP-Deletionsklone in DTY167. [A] Auftrennung
von Proteinextrakten aus DTY167 Zellen Uber SDS-PAGE. Jeweils 20 ug der folgenden Extrakte wurden auf ein
15%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen: DTY167 pRS425 (Kontrolle), DTY167 CRP, DTY167 CRPATM, DTY167
CRP-R12345, DTY167 CRP-R12678, DTY167 CRP-R345, DTY167 CRP-R678. Die Farbung des Gels erfolgte mit
Coomassie-Brilliant-Blue. Als Grossenstandard wurden 5 ug des ‘Prestained’ SDS-Markers (196, 116, 90, 70, 55, 38
und 32 kDa; Sigma, Deisenhofen) eingesetzt. [B] 'Western Blot'-Analyse der Proteinextrakte aus DTY167 Zellen. Die
wie in [A] aufgetrennten Hefeextrakte wurden auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit einem Maus-anti-cMyc
Primérantikérper und einem HRP-gekoppelten anti-Maus Sekundarantikrper detektiert. Der Nachweis der gebundenen
Antikorper erfolgte mit Hilfe des ECL Western Blotting Detektionssystems. Die Exposition erfolgte auf einem ECL
Hyperfilm fir 5 min bei Raumtemperatur. [C] Nachbehandlung des "Western Blots' aus [B] mit einem Ziege-anti-Aktin (I-
19) Priméarantikdrper und einem HRP-gekoppelten anti-Ziege Sekundarantikérper zum Nachweis der Auftragung
gleicher Proteinmengen.

Das aus der CRP-cDNA deduzierte CRP-Protein weist einen Cysteingehalt auf, der
mit 27 % in dem fir Metallothioneine beobachteten Bereich von etwa 30 % liegt [Hamer, 1986;
Willuhn et al., 1994b]. Durch eine radioaktive Markierung des in den Hefezellen exprimierten
CRP mit [358]-L-Cystein sollte indirekt der hohe Cysteingehalt des Proteins nachgewiesen wer-
den, der fur die beobachtete Funktionalitat des Proteins von entscheidender Bedeutung ist.
Neben dem gesamten CRP-Protein wurde auch der Deletionsklon CRP-R345 in DTY167 Zellen
mit [358]-L-Cystein markiert. FUr die Markierung wurden die entsprechenden Kulturen in SD-
Medium (2 ml) mit 50 pCi [358]-L-Cystein (spez. Aktivitat 1075 Ci/mmol) fir 16 h bei 30 °C inku-
biert. Als Kontrollen wurden Kulturen mit DTY167 (in SC-Medium) und DTY167 pRS425 Zellen
mitgefuhrt. Die Zell-Lysate mit den markierten Proben wurden Uber 18%ige nicht-
denaturierende Polyacrylamidgele aufgetrennt und nach dem Trocknen der Gele auf [358]-
sensitiven Rontgenfilmen exponiert.
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Auf dem Autoradiogramm treten in den Kontrollspuren keine spezifischen Signale auf
(Abb. 3.20). In den Spuren von DTY167 CRP und CRP-R345 sind dagegen deutliche Signale
zu erkennen. Das gesamte CRP-Protein erscheint dabei als relativ kompakte Bande in einem
héheren Bereich des Gels. Das Signal fir CRP-R345 ist dagegen im unteren Bereich des Gels
zu finden und erscheint Gber einen weiten Bereich des Gels verschmiert. Dies kann durch einen
teilweise proteolytischen Abbau des markierten Proteins im Verlauf der Probenaufbereitung
zustande gekommen sein, so dass auch Teilprodukte des Fragmentes detektiert werden. Die
erzielten Ergebnisse bestatigen den hohen Cysteingehalt des deduzierten CRP-Proteins. Der
durchschnittliche Cysteingehalt von Proteinen in Saccharomyces cerevisiae liegt bei 1,21 %
[Miseta und Sutora, 2000]. Dies zeigt sich als Hintergrund in den aufgetragenen Hefeextrakten
(Abb. 3.20). Das heterolog exprimierte CRP tritt dagegen aufgrund seines hohen Cysteingehal-
tes als deutliches Signal in den entsprechenden Spuren auf.

1 2 3 4 Abbildung 3.20 Markierung von CRP-Fragmenten in DTY167 mit [353]-Cystein.
Fur die radioaktive Markierung wurden die Klone DTY167 CRP und DTY167 CRP-
R345 eingesetzt. Als Kontrollen dienten DTY167 und DTY167 pRS425. Die Klone

wurden in einem Kulturvolumen von 2 ml in SD-Medium ohne Leucin und Methionin
. bzw. SC-Medium (DTY167) mit 50 uCi [**S]-L-Cystein (spez. Aktivitat 1075 Ci/mmol)
fur 16 h bei 30 °C inkubiert und anschliessend mit Glasperlen aufgeschlossen. Je
35 pl der markierten Proben wurden Uber ein 18%iges nicht-denaturierendes
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Exposition des getrockneten Gels erfolgte auf
einseitig beschichteten [353]-sensitiven Kodak BIOMAX MR Réntgenfiimen mit
Verstarkerfolie bei -80 °C.

3.4.3 Wachstumsvergleiche von CRP-Deletionsklonen in DTY167

Nachdem der gleichmassige Expressionslevel fiir die verschiedenen Deletionsklone in
den Hefezellen nachgewiesen werden konnte (Kap. 3.4.2), wurden die CRP-Fragmente hin-
sichtlich ihrer Fahigkeit zur Vermittlung einer Cd-Resistenz in DTY167 miteinander verglichen.
Die in Abbildung 3.21 dargestellien Verdopplungsraten bei der subletalen Cd-Konzentration von
40 uM deuten an, dass eine Abhangigkeit zwischen dem durch das CRP vermittelten protekti-
ven Effekt und der Zahl der exprimierten Repeats besteht. DTY167 CRP-Kulturen zeigen mit
einer Verdopplungszeit von 3,17 h das beste Wachstum aller getesteten Klone, wahrend
DTY167 CRP-R4 mit 4,6 h die langste Generationszeit aufweist (Abb. 3.21). DTY167 CRP-
Kulturen wachsen somit um Faktor 1,45 schneller als DTY167 CRP-R4-Kulturen. Im Vergleich
mit der Kontrollkultur DTY167 pRS425 zeigt jedoch selbst der nur ein CRP-Repeat exprimie-
rende Klon noch einen deutlichen protektiven Effekt bei einer Cd-Belastung. DTY167 CRP-R4-
Kulturen wachsen um Faktor 3 schneller als die Kontrollkulturen mit einer Generationszeit von
13,65 h.
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Abbildung 3.21 Verdopplungsraten der CRP-
15,0 - Deletionsklone in DTY167 bei 40 yM CdCl,. Die
| Wachstumsversuche wurden mit den in Abbildung
3.18 aufgefiihrten Deletionsklonen sowie dem gesam-
14,0 - ten CRP-Protein durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten
DTY167 pRS425 Zellen. Je 40 ml SD-Medium ohne
13,0 o Leucin und Methionin mit 40 yM CdCl, wurden aus
24 h-Vorkulturen auf eine ODgy von 0,005 angeimpft
= 1 und bei 30 °C schiittelnd inkubiert. Die erste Proben-
% 50 l entnahme erfolgte zu Beginn der log-Phase nach 16 h.
N i Die Optische Dichte der Kulturen wurde bei 600 nm in
g l einem Beckman Spektrophotometer DU 640 bestimmt.
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Abbildung 3.22 Wachstum der Deletionsklone des CRP-Proteins in DTY167 bei steigenden Cadmium-
Konzentrationen. Die Wachstumsversuche wurden mit den in Abbildung 3.18 aufgefiihrten Deletionsklonen sowie dem
gesamten CRP-Protein (DTY 167 CRP) durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten DTY 167 pRS425 Zellen. Je 7 ml SD-Medium
ohne Leucin und Methionin mit 0, 100, 200, 300, 400 und 500 uM CdCl, wurden aus 24 h-Vorkulturen auf eine ODgg
von 0,005 angeimpft und bei 30 °C schiittelnd inkubiert. Fur die Vektorkontrolle und DTY167 CRP-R4 wurden zusatzli-
che Kulturen bei 40 und 80 uM CdCl; inkubiert. Nach 72 h wurde die Optische Dichte der Kulturen bei 600 nm in einem
Beckman Spektrophotometer DU 640 bestimmt

Der Verlust der potentiellen Transmembran-Domane im Deletionsklon CRPATM wirkt
sich bei der getesteten subletalen Cd-Belastung nicht aus. Die DTY167 Zellen mit dem zugehd-
rigen Klon weisen mit einer Generationszeit von 3,21 nur ein geringfligig verlangsamtes Wachs-
tum gegeniber DTY167 Zellen mit dem gesamten CRP-Protein auf (Abb. 3.21). Ein leichter
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Abfall in der Wachstumsgeschwindigkeit im Vergleich zum gesamten CRP-Protein wird bei der
Expression von finf bzw. drei repetitiven Einheiten beobachtet. So verlangert sich die Genera-
tionszeit fir DTY167 Zellen mit CRP-R12345 Fragmenten um 17 min auf 3,45 h, die mit CRP-
R345 verlangert sich um 20 min auf 3,49 h. Die Verdopplungszeiten fiir die Klone CRP-R12678
und CRP-R678 liegen mit 3,8 bzw. 3,64 h etwas Uber den Werten fur die Vergleichsklone CRP-
R12345 und CRP-R345. Die Unterschiede in den Generationszeiten bei der subletalen Cd-
Konzentration von 40 uM sind mit Ausnahme von dem fiir Fragment CRP-R4 ermittelten Wert
insgesamt jedoch nicht gross genug, um verlassliche Schlisse hinsichtlich der Bedeutung ein-
zelner Repeats oder von Bereichen des CRP-Proteins bei der Cd-Detoxifizierung in den Hefe-
zellen ziehen zu kdnnen.

Schon beim Nachweis der Vermittlung einer Cadmiumresistenz durch das CRP in
DTY167 Zellen (Kap. 3.3.1) konnte ein deutlicher Effekt bei hohen Cadmiumkonzentrationen
beobachtet werden. Aus diesem Grund wurden die Kulturen mit den einzelnen Deletionsklonen
ebenfalls steigenden Cadmium-Konzentrationen ausgesetzt. Dabei bestatigt sich die bereits
angedeutete Abhangigkeit des durch das CRP vermittelten protektiven Effekts von der Zahl der
exprimierten repetitiven Einheiten (Abb. 3.22). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen bei der
subletalen Cadmiumkonzentration zeigen DTY167 CRP- sowie DTY167 CRPATM-Kulturen
auch bei zunehmender Cadmium-Belastung das beste Wachstum aller Deletionsklone. Zwi-
schen den beiden Fragmenten ist nach 72 h bei keiner der getesteten Cadmium-
Konzentrationen ein signifikanter Unterschied im Wachstum festzustellen. Scheinbar ist die
potentielle Transmembran-Domane ohne Bedeutung fiir die Funktionalitat des Proteins im hete-
rologen Hefesystem. Auch das mit dem Verlust der Transmembran-Domane einhergehende
Fehlen des ersten Repeats hat keinen Einfluss auf den schitzenden Effekt. Zeigen mit Aus-
nahme von CRP-R4 alle Deletionsklone bei 100 yM CdCl, nach 72 h mit einer Optischen Dichte
bei 600 nm von etwa 0,85 noch etwa 90 % des Wachstums der jeweils zugehorigen Kontroll-
Kulturen ohne Cadmiumbelastung, so werden die Unterschiede im Wachstum ab einer Cadmi-
um-Konzentration von 200 uyM deutlicher (Abb. 3.21). Am auffélligsten reagieren bei dieser
Konzentration die Fragmente CRP-R345 und CRP-R678. Sie zeigen mit einer ODgg von je 0,29
nur noch etwa 33 % des Wachstums von Kulturen, die das gesamte CRP exprimieren. DTY167
CRP erreicht vergleichbare ODgg-Werte erst bei 500 uM CdCl,. Ab einer Cadmium-
Konzentration von 300 uM ist weder fir CRP-R345- noch CRP-R678-Kulturen ein Wachstum zu
beobachten. Die erste Veranderung im Wachstum der Kulturen mit den Deletionsklonen CRP-
R12345 und CRP-R12678 zeigt sich bei 300 yM CdCl,. Die Kulturen weisen mit einer Opti-
schen Dichte von 0,57 und 0,55 einen 21 bzw. 24%igen Abfall im Vergleich zu dem Wert fur
DTY167 CRP auf. Bei 400 pM ist kein Wachstum von DTY167 CRP-R12345- und
CRP-R12678-Kulturen mehr zu beobachten. Im Vergleich dazu weisen bei dieser Cadmium-
Konzentration DTY167 Kulturen mit dem gesamten CRP-Protein und dem Deletionsklon
CRPATM nach 72 h noch 64 bzw. 58 % der Optischen Dichte ihrer zugehdrigen Kontrollen
ohne Cadmium-Belastung auf. Einen Abfall im Wachstum zeigen die beiden Deletionsklone erst
bei einer Cd-Konzentration von 500 uM (Abb. 3.22). Fir DTY167 CRP wurde im Rahmen ande-
rer Versuchsansatze bei einer Konzentration von 750 uM CdCl, kein Wachstum mehr festge-
stellt. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen bei subletalen Cd-Belastungen sind fiir den
Deletionsklon CRP-R4 bei steigenden Cadmium-Konzentrationen die starksten Beeintrachti-
gungen im Wachstum zu beobachten. Bei 100 uM CdCl, weist die Kultur mit einer ODgoy von
0,11 nur noch 13 % der Optischen Dichte von DTY167 CRP auf. Ab 200 uM CdCl, zeigen die
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Kulturen kein Wachsum mehr. Der oben beobachtete protektive Effekt des vierten CRP Re-
peats im Hefestamm DTY167 lasst sich jedoch bei einer Cadmium-Konzentration von
80 uM CdCl, nachweisen. Dort wachsen CRP-R4-exprimierende DTY167-Kulturen mit einer
Optischen Dichte von 0,45 nach 72 h um Faktor 16,5 besser als die DTY167 pRS425 Kontrollen
(Abb. 3.22).

Die Ergebnisse der verschiedenen Wachstumsversuche machen deutlich, dass die
Anzahl der exprimierten CRP-Repeats in direktem Zusammenhang mit dem erzielten protekti-
ven Effekt in den Cd-hypersensitiven Hefezellen steht. Der beobachtete Effekt nimmt mit stei-
genden Cadmium-Konzentrationen deutlich zu. In den Hefezellen besteht eine direkte Korrelati-
on zwischen der Anzahl an repetitiven Einheiten und dem vermittelten Schutz bei einer Cd-
Intoxikation. Eine unterschiedlich grosse Bedeutung einzelner Bereiche des CRP Proteins fir
die Funktionalitat ist nicht erkennbar.

3.44 Cadmium-Akkumulation in Hefezellen

Die Auswertung der Versuche zum Wachstum von CRP-exprimierenden Cd-
hypersensitiven Hefezellen sowie die Lokalisation des Proteins in den Zellen deuten darauf hin,
dass der durch das CRP-Protein vermittelte protektive Effekt bei einer Cd-Belastung Uber die
Komplexierung freier Cd**-lonen durch die Sulfhydrylgruppen der charakteristisch angeordneten
Cysteinreste gesteuert wird. Bestatigt wird diese Annahme durch die beobachtete Korrelation
zwischen der Anzahl der exprimierten repetitiven Einheiten des CRP und dem Umfang der ver-
mittelten Cd-Toleranz in DTY167. Darauf basierend wurde Uberprift, inwieweit es zu einer
CRP-bedingten Anreicherung von Cadmium in den Hefezellen im Vergleich zu Kontrollzellen
ohne CRP kommt. Zudem wurde eine Abhangigkeit des Cadmium-Gehaltes in den Zellen von
der Anzahl der exprimierten repetitiven Einheiten des CRP untersucht. Dazu wurden Kulturen
der verschiedenen Deletionsklone in DTY167 bis zum Erreichen der mid-log Phase in Cd-
haltigem SD-Medium bei 30 °C inkubiert. Die Zellpellets wurden lyophilisiert, getrocknet und der
Cadmium-Gehalt anschliessend Uber elektrothermale Atomabsorptionsspekirometrie (ET-AAS)
bestimmt.

Bei Zellen, die unter subletalen Bedingungen bei 40 uM CdCl, angezogen wurden,
weisen alle Deletionsklone Cd-Gehalte auf, die Gber dem flir die Kontrolle DTY167 pRS425
bestimmten Wert von 35,1 ug/g Trockengewicht liegen (Abb. 3.23). Die fiir die CRP-Deletionen
ermittelten Cd-Gehalte schwanken zwischen 46,7 ug/g Trockengewicht fir DTY167 CRP-R345
und 54,9 ug/g Trockengewicht fliir DTY167 CRP-R4. Es ist kein Zusammenhang zwischen dem
Cd-Gehalt in den Zellen und der Anzahl der exprimierten repetitiven Einheiten festzustellen. Im
Gegenteil weist der Klon CRP-R4 mit nur einem Repeat den hochsten Cadmium-Gehalt bei
Wachstum der Kulturen unter subletalen Bedingungen auf. Die ermittelte Differenz im Cadmi-
um-Gehalt zwischen der Kontrolle und den CRP-exprimierenden Zellen kann darauf zuriickge-
fihrt werden, dass die Cd-sensitive Kontrollkultur bei einer niedrigeren Cd-Konzentration von
20 yM angezogen wurden, um ein zeitlich vergleichbares Wachstum bis in die mid-log Phase zu
erreichen. Mdglicherweise zieht die geringere Cadmium-Konzentration im Medium einen gerin-
geren Transport von Cd**-lonen in die Zellen und somit einen niedrigeren Cadmium-Gehalt
nach sich. Die Unterschiede im Cadmium-Gehalt zwischen den Deletionsklonen des CRP-
Proteins und der Kontrolle sind also nicht ursachlich durch das CRP bedingt, sondern kénnen
auf die unterschiedlichen Inkubationsbedingungen zuriickgefihrt werden.
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Abbildung 3.23 Akkumulation von Cadmium in DTY167 Zellen mit CRP-Deletionsklonen. DTY167 Kulturen mit
den in Abbildung 3.17 aufgefiihrten Deletionsklonen, dem gesamten CRP Protein (DTY167 CRP) sowie der DTY167
pRS425 Kontrolle wurden in Cadmium-haltigem (40 uM CdCl,) SD-Medium bis zum Erreichen der mid-log Phase bei
30 °C schuttelnd inkubiert. Die Inkubation der DTY167 pRS425 Kontrolle erfolgte bei 20 pM CdCl,. Nach dem Lyophili-
sieren und der genauen Gewichtsbestimmung der Zellpellets wurden die Cadmium-Konzentrationen mittels elektro-
thermaler Atomabsorbtionsspektrometrie (ET-AAS) bestimmt.

Fur weitere Versuche, bei denen der Cadmium-Gehalt nach einer Inkubation an der
Cadmium-Grenzkonzentration bestimmt werden sollte, wurden neben dem gesamten CRP-
Protein Fragmente mit abnehmender Repeatzahl ausgewahlt. Die eingesetzten Kulturen wur-
den in SD-Medium bei folgenden Cadmium-Konzentrationen inkubiert: DTY167 CRP bei
400 pM CdCl,, DTY167 CRP-R12345 bei 300 uM CdCl,, DTY167 CRP-R345 bei 200 uM CdCl,
und DTY167 CRP-R4 bei 60 uM CdCl,. Im Vergleich zum Wachstum unter subletalen Bedin-
gungen weisen dabei alle Klone erhéhte Cadmium-Gehalte auf (Tab. 3.9). So steigert sich der
Wert fur DTY167 CRP von 49,4 ug/g Trockengewicht bei 40 yM CdCl, auf 321,3 pg/g TG bei
400 pyM CdCl,. Bei einer Verzehnfachung der externen Cadmium-Konzentration erhéht sich
demnach der Cadmium-Gehalt in den Zellen um Faktor 6,5. Fir DTY167 CRP-R12345 wird bei
7,5fach erhohter externer Cadmium-Konzentration sogar ein um Faktor 8,2 gesteigerter Cadmi-
um-Gehalt in den Zellen bestimmt. Die Inkubation in 200 yM CdCI, vergrdssert den Cadmium-
Gehalt in DTY167 CRP-R345 Zellen um Faktor 3,7. DTY167 CRP-R4-Zellen, die unter subleta-
len Bedingungen den hdéchsten Cd-Gehalt aufwiesen, steigern diesen Wert bei Inkubation bei
60 uM CdCl, um Faktor 1,2 auf 66,8 ug/g TG. Die Erhdhung der Cd-Konzentration im umge-
benden Medium scheint bei den getesteten Kulturen zu einem erhéhten Cd-Einstrom zu flihren
und daraus resultierend zu einem héheren Cd-Gehalt in den Zellen. Eine Abhangigkeit des
ermittelten Cd-Gehaltes von der Zahl der exprimierten Repeats ist jedoch auch bei diesem Ver-
suchsansatz nicht zu beobachten. Wirde diese Korrelation bestehen, so muisste die Kultur mit
dem gesamten CRP-Protein den héchsten Cd-Gehalt aufweisen, zumal diese der héchsten Cd-
Konzentration im Medium ausgesetzt war. Dies ist jedoch nicht der Fall, sondern die DTY167
CRP-R12345 Kulturen weisen den héchsten Cd-Gehalt auf (Tab. 3.9).
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Tabelle 3.9 Cadmium-Gehalt von DTY167 Zellen mit CRP-Deletionsklonen bei verschiedenen Cadmiumkonzen-
trationen. DTY167 Kulturen mit den Klonen CRP, CRP-R12345, CRP-R345 sowie CRP-R4 wurden bei der entspre-
chenden CdCl,-Grenzkonzentration in SD-Medium bis zum Erreichen der mid-log Phase bei 30 °C schittelnd inkubiert.
Nach dem Lyophilisieren und der genauen Gewichtsbestimmung der Zellpellets wurden die Cadmium-Konzentrationen
mittels elektrothermaler Atomabsorbtionsspektrometrie (ET-AAS) bestimmt.

Deletionsklon DTY167 DTY167 DTY167 DTY167
CRP CRP-R12345 CRP-R345 CRP-R4

Cadmiumgehalt im Medium 400 uM 300 uM 200 uM 60 uM

Cadmiumgehalt (ug/g Trockengewicht) 321,3 403,6 175,3 66,8

3.5 Mutagenese des CRP-Proteins

Metallothioneine als ubiquitar im Tier- und Pflanzenreich vorkommende Proteine wei-
sen auffallige Konservierungen hinsichtlich ihrer Aminosaure-Sequenz auf. Einen evolutionar
besonders hohen Konservierungsgrad zeigen dabei die charakteristisch angeordneten Cystein-
reste [Kagi, 1991]. Der Austausch von einzelnen Cysteinen gegen andere Aminosauren fuhrt in
vielen Fallen zu Einschrankungen hinsichtlich der Metall-Bindungsfahigkeit der MT oder zum
volligen Verlust der Funktionalitdt des Proteins [Chernaik und Huang, 1991; Cismowski und
Huang, 1991]. Aber auch andere Aminosauren wie Lysin, Arginin oder Serin weisen hinsichtlich
ihrer Position in der Polypeptidkette der MT einen hohen Konservierungsgrad auf [Kagi, 1991;
Emoto et al., 1996]. Die Funktionalitdt der Metallothioneine kann auch durch den Austausch
dieser Aminosauren beeintrachtigt werden [Cody und Huang, 1994].

Die strukturellen Ahnlichkeiten des CRP mit den Metallothioneinen wurden im Zu-
sammenhang mit der Funktionalitdt des CRP-Proteins im heterologen Hefesystem bereits an-
gesprochen (Kap. 3.3.1, Kap. 3.4.3). Wie auch bei den MT tritt innerhalb der repetitiven Einhei-
ten des CRP-Proteins keine Abweichung in der Anordnung der 9 Cysteinreste auf. Aber auch
andere Aminosauren wie Lysin, Prolin, Glutamat oder Glycin weisen hinsichtlich ihrer Positio-
nen in den Repeats einen hohen Konservierungsgrad auf. Die fiir Metallothioneine vorliegenden
Daten legen die Vermutung nahe, dass auch im CRP der Austausch von Cysteinresten oder
anderer konservierter Aminosauren die Funktionalitdt des Proteins beeinflussen kdnnte. Durch
gezielt in das CRP eingefiihrte Mutationen sollte diese Fragestellung beantwortet werden.

3.5.1 Einfluss von Mutationen in Repeat-Ubergingen auf die Vermittlung der
Cadmium-Resistenz

Bei Metallothioneinen aus Saugern ist das Lysin-Motiv in der Hinge-Region zwischen
a- und B-Domane hoch konserviert [Hamer, 1986]. Auch beim CRP-Protein fallen Konservie-
rungen im Bereich der Ubergange zwischen den repetitiven Einheiten auf (Tab. 3.10). Neben
den Cysteinresten sind vor allem die Aminosauren Glycin, Prolin und Valin in diesen Bereichen
stark konserviert. Analysen von Willuhn [1994] zeigen in dem ansonsten hydrophilen Protein
jeweils am Beginn und am Ende der Repeats stark hydrophobe Bereiche. Moglicherweise
kommt den Repeat-Ubergangen eine wichtige Funktion hinsichtlich der korrekten Faltung des
Proteins zu. Es ist denkbar, dass die konservierten Ubergénge unter anderem zu den steri-
schen Vorraussetzungen beitragen, die fur die moégliche Bildung der Metall-Thiolat-Cluster im
CRP nétig sind. Die Untersuchung dieser Fragestellungen erfolgte durch gezielten Austausch
von Aminoséauren in den Ubergéngen zwischen den Repeats 4 und 5 sowie 6 und 7 und der
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anschliessenden Expression der Mutationsklone im Cd-hypersensitiven Hefestamm DTY167
mit Hilfe des Vektors pRS425. Die gewunschten Mutationen wurden durch 'site directed'-
Mutagenese mit Hilfe von mutagenen Oligonukleotiden in die CRP-cDNA eingebracht
(Kap. 2.16). Die Basenaustausche wurden durch Sequenzierung Uberpruft.

Tabelle 3.10 Repeatiiberginge im CRP. Dargestellt sind jeweils die letzten und ersten vier Aminosauren der Uber-

gange zwischen den einzelnen Repeats im CRP-Protein mit der zugehdérigen Nukleinsauresequenz.

Repeatiibergang Nukleinsaure- und deduzierte Aminosauresequenz
172 253 GGA GIG GCA GGC / TGC CCG TGI GGT
38 G V. A G cC P C G

2/ 3 346 GGA GIT GAA GGA / TGC CCC TGC GGT
69 G V E G cC P C G

439 GGA GIG GCA GC / TGC TCC TGT GGT

374 1000 G V. A G cC S C G
/5 532 GGA GIT GAA GAT / TGC CCA TGT GGT
4 131 G VvV E D cC P C G
/6 625 GGA GIT GIT GGC / TGC CCA TGC GGG
5 162 G V V G cC P P G
6/ 7 718 GGA ATG CAG GAC / TGC CCG TGT GGT
193 G M Q D cC P C G

811 GAC AAC GTA AAC / TGC AAG TGT GGC

718 224 D N V N C K C G

Mit seinem fiir die ersten fiinf Ubergéange typischen (GVED/CPCG)-Motiv wurde fiir
die erste Mutation der Ubergang vom vierten zum fiinften Repeat im Kernbereich des Proteins
ausgewahlt (Tab. 3.10). Dabei kam es zum Austausch von Prolin gegen Leucin (Abb. 3.24). Die
Aminosaure Prolin ist durch seine sekundare Aminogruppe sehr hydrophil und Ubt dadurch
einen deutlichen Einfluss auf die Architektur von Proteinen aus. Aufgrund ihrer hydrophilen Ei-
genschaften ist sie haufig in den Knicken gefalteter Proteinketten zu finden [Creighton, 1993].
Der Austausch von Prolin gegen die hydrophobe Aminosaure Leucin sollte aus diesem Grund
einen Einfluss auf die Faltung des CRP-Proteins haben. Dieser erste Mutationsklon wird im
folgenden CRP-M4/5 benannt. Eine weitere Mutation wurde in einem zweiten Klon am Repeat-
Ubergang von sechs nach sieben eingefiihrt. Das carboxyterminale Ende des sechsten Repeats
zeigt in seiner Aminosduresequenz deutliche Abweichungen von den Ubrigen repetitiven Einhei-
ten (Tab. 3.10). In diesem Bereich wurde das negativ geladene Aspartat gegen sein ungelade-
nes Derivat Asparagin ausgetauscht (Abb. 3.24). Auch diese Mutation sollte die Faltung der
Proteinkette und damit méglicherweise die Funktion des Proteins beeinflussen. Dieser zweite
Mutationsklon wird im folgenden CRP-M6/7 benannt.

Wie schon bei den vorhergehenden Wachstumsversuchen (Kap. 3.3.1, Kap. 3.4.3)
wurden zwei verschiedene Versuchsansatze gewahlt. Zum einen wurde bei der subletalen Cd-
Konzentration von 40 yM die Generationszeit fur die Mutationsklone in DTY167 im Vergleich
zum Wildtyp-CRP bestimmt. Zum anderen wurden die Klone einer steigenden Cadmium-
Belastung ausgesetzt. Bei den Versuchsansatzen zeigen sich jedoch keine Unterschiede im
Wachstum zwischen beiden Mutationsklonen und dem Wildtyp-CRP. Die Generationszeiten
sind mit 2,73 h fir DTY167 CRP-M4/5 und 2,71 h fir DTY167 CRP-M6/7 nahezu identisch mit
dem fir den Wildtyp DTY167 CRP ermittelten Wert von 2,65 h (Abb. 3.25 A). Auch bei
steigender Cadmium-Belastung sind keine signifikanten Unterschiede im Wachstum der beiden
Mutationsklone im Vergleich zum Wildtyp CRP festzustellen (Abb. 3.25 B). Die eingeflhrten
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Mutationen an den Repeat-Ubergéngen haben demnach keinen Einfluss auf den protektiven
Effekt des CRP fir die Cd-hypersensitiven Hefezellen im Verlauf einer Cadmium-Intoxikation.
Die fir das CRP angenommene Bildung von Cadmium-Thiolat-Clustern scheint durch die
sterischen Anderungen in der Polypeptidkette nicht nachweisbar beeinflusst zu werden.

136

196

. 165 166 .
~GVE D;CECG ----- ~-GWGCPPG - Gl\/fgéCPCG---
Repeat 4 Repeat 5 Repeat 6 Repeat 7

Abbildung 3.24 Mutation der Repeat-Uberginge 4/5 und 6/7 im CRP-Protein. Dargestellt sind jeweils die letzten
vier Aminosauren von den carboxyterminalen Enden der Repeats 4 bis 6 sowie die ersten vier Aminosauren der nach-
folgenden Repeats 5 bis 7. Grau unterlegt sind die mutierten Bereiche mit den entsprechenden AS-Austauschen. Die
ausgetauschten uspriinglichen AS stehen uber den neu eingefiihrten AS.
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Abbildung 3.25 Wachstum der Mutationsklone CRP-M4/5 und CRP-M6/7 in DTY167 bei verschiedenen Cadmi-
um-Konzentrationen. [A] Verdopplungsraten der Mutationsklone CRP-M4/5 und CRP-M6/7 in DTY167 bei
40 pM CdCl,. Als Vergleich diente das Wildtyp CRP-Protein in DTY167 Zellen (CRP). Je 40 ml SD-Medium ohne Leucin
und Methionin mit 40 uM CdCl, wurden aus 24 h-Vorkulturen auf eine ODgy von 0,005 angeimpft und bei 30 °C schiit-
telnd inkubiert. Die erste Probenentnahme erfolgte zu Beginn der log-Phase nach 16 h. Die Optische Dichte der Kultu-
ren wurde bei 600 nm in einem Beckman Spektrophotometer DU 640 bestimmt. Mit Hilfe des Computerprogrammes MS
Excel wurden die Verdopplungsraten fiir die jeweiligen Kulturen bestimmt. [B] Wachstum der Mutationsklone CRP-M4/5
und CRP-M6/7 in DTY167 bei steigenden Cadmiumkonzentrationen. Als Vergleich diente das Wildtyp CRP-Protein in
DTY167 Zellen (CRP). Je 7 ml SD-Medium ohne Leucin und Methionin mit 0, 180, 300, 500 und 750 pM CdCl, wurden
aus 24 h-Vorkulturen auf eine ODgy von 0,005 angeimpft und bei 30 °C schittelnd inkubiert. Nach 72 h wurde die
Optische Dichte der Kulturen bei 600 nm in einem Beckman Spektrophotometer DU 640 bestimmt
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Bei Betrachtung der in diesem Versuchsansatz ermittelten Generationszeit von 2,65 h
fur DTY167 CRP fallt auf, dass dieser Wert von den in Kapitel 3.3.1 (2,9 h) und Kapitel 3.4.3
(3,17 h) angegebenen Zeiten fir diesen Klon abweicht. Ahnliches gilt fiir die ODggo bei 500 uM
CdCl, nach 72 h im Vergleich zu Kapitel 3.4.3. Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche
wurden Uber den Zeitraum von etwa 2 Jahren unter vergleichbaren Kulturbedingungen durchge-
fuhrt. Die Bedingungen waren jedoch von experimentell bedingten Variabilitidten wie vom Ein-
satz verschiedener Chargen des entsprechenden SD-Mediums und der CdCl,-Stammlésung
beeinflusst. Diese und andere Faktoren kénnen unterschiedliche Wachstumsraten nach sich
ziehen. Um eine Vergleichbarkeit der ermittelten Werte zu gewahrleisten, wurden die jeweiligen
Versuchsreihen parallel unter gleichen Kulturbedingungen durchgefiihrt.

3.5.2 Einfluss von Mutationen im Repeat 4 des CRP auf die Vermittlung der
Cadmium-Resistenz

Das vierte Repeat des CRP-Proteins (Abb. 3.26) zeigt bei der Expression in dem Cd-
hypersensitiven Hefestamm DTY167 einen protektiven Effekt bei einer Cd-Belastung der Zellen
(Kap. 3.4.3). Durch die Herstellung von Mutationsklonen, bei denen jeweils ein Cystein im CRP-
R4 gegen die Aminosaure Serin ausgetauscht wurde und der anschliessenden Expression der
Klone in DTY167 unter Cd-Belastung, sollte die Bedeutung der einzelnen Cysteinreste fir die
Vermittlung einer Cadmium-Resistenz untersucht werden. Die gewlnschten Mutationen wurden
wie bereits bei den Repeat-Ubergangen (Kap. 3.5.1) durch 'site directed'-Mutagenese mit Hilfe
von mutagenen Oligonukleotiden in das Fragment CRP-R4 eingebracht (Kap. 2.16). Der jeweils
erfolgte Basenaustausch wurde durch Sequenzierung Uberprift. Fir die Expression in den He-
fen wurde der Vektor pRS425 ohne N-terminales cMyc-Tag verwendet (Kap. 3.4.1). Die Mutati-
onsklone werden im folgenden nach der Aminosaureposition des ausgetauschten Cysteins im
CRP-R4 benannt (Abb. 3.26). So steht beispielsweise CRP-R4C18 fur den Austausch des
Cysteins an der Position 18 in der Polypeptidkette des vierten CRP-Repeats. Die Vermittlung
der Cadmium-Resistenz durch die CRP-R4-Mutationsklone wurde sowohl bei subletalen als
auch bei Cadmium-Belastungen im toxischen Bereich untersucht. Fir den subletalen Bereich
wurde bei dieser Versuchsreihe die Generationszeit bei einer Cadmium-Konzentration von
30 yM bestimmt. Das Wachstum an der Cd-Grenzkonzentration erfolgte bei 100 yM CdCls.

o 3 4 5 | 6 7 | 8 |coon

1 3 7 9 14 18 2223 27
CSCGSGCKCEKGECKPGCTKRCCGTKCGVED

Abbildung 3.26 Schematische Darstellung des CRP-Proteins und der Sequenz des Repeats 4 mit Position der
einzelnen Cysteinreste in der Polypeptidkette [nach Willuhn, 1994].
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Abbildung 3.27 Verdopplungsraten der einzelnen Mutationsklone des CRP-Repeat 4 in DTY167 bei 30 uM CdCl..
Als Vergleich diente das Wildtyp CRP-R4 in DTY167 Zellen (CRP-R4). Je 40 ml SD-Medium ohne Leucin und Methionin
mit 30 uM CdCl, wurden aus 24 h-Vorkulturen auf eine ODggo von 0,005 angeimpft und bei 30 °C schiittelnd inkubiert.
Die erste Probenentnahme erfolgte zu Beginn der log-Phase nach 16 h. Die Optische Dichte der Kulturen wurde bei
600 nm in einem Beckman Spektrophotometer DU 640 bestimmt. Mit Hilfe des Computerprogrammes MS Excel wurden
die Verdopplungsraten fiir die jeweiligen Kulturen bestimmt.

Die Ergebnisse beider Versuchsansatze ergeben ein weitgehend einheitliches Bild fur
die Bedeutung der einzelnen Cysteinreste bei der Vermittlung des protektiven Effektes durch
das CRP-R4 in DTY167 Zellen. Auffallig ist, dass keiner der Mutationsklone den schiitzenden
Effekt des Wildtyps CRP-R4 erreicht. So zeigt CRP-R4 mit einer Generationszeit von 3,08 h bei
30 uM CdCl, das schnellste Wachstum aller Klone (Abb. 3.27). Auch bei 100 uM CdClI, erreicht
CRP-R4 nach 72 h mit 0,43 die héchste Optische Dichte bei 600 nm aller Kulturen (Abb. 3.28).
Alle Cysteinreste haben offenbar eine so grosse Bedeutung fiir die Funktion des vierten Re-
peats, dass sich der Verlust jedes einzelnen Cysteins grundséatzlich negativ hinsichtlich der
Cadmium-Detoxifizierungseigenschaften des Fragmentes auswirkt. Die in diesem Versuchsteil
ermittelte Optische Dichte flir DTY167 CRP-R4 liegt mit 0,43 Uber den fiir denselben Klon beo-
bachteten Wert von 0,11 bei Versuchsansatzen zur Expression der CRP-Deletionsklonen
(Kap. 3.4.3). Dies ist auf die bereits in Kapitel 3.5.1 aufgeflihrten experimentellen Variabilitaten
zurlickzufiihren. Beim Vergleich der einzelnen Mutationsklone untereinander sind Unterschiede
im Wachstum der einzelnen Kulturen erkennbar, die auf eine unterschiedliche Bedeutung der
einzelnen Cysteinreste schliessen lassen. Am auffalligsten ist dabei der Klon CRP-R4C3. Die-
ser zeigt bei 30 yM CdCl, eine Generationszeit von 7,88 h, was einer Erhéhung um Faktor 2,5
gegeniuber dem CRP-R4 und durchschnittlich um Faktor 2 gegenliber den Ubrigen Mutations-
klonen entspricht (Abb. 3.27). Dennoch scheint CRP-R4C3 bei subletalen Cd-Konzentrationen
einen protektiven Effekt zu haben, da die Generationszeit dieses Klons bei 30 yM CdCl, nur
halb so lang ist wie der flir die Vektorkontrolle DTY167 pRS425 ermittelte Wert. Bei 100 uM
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CdCl, ist jedoch bei DTY167CRP-R4C3 ebenso wie bei der Vektorkontrolle kein Wachstum
mehr zu verzeichnen. Im Gegensatz dazu zeigen sich beim Verlust der Cysteinreste 7 und 27
die geringsten Auswirkungen auf die Funktion des CRP-Fragmentes (Abb. 3.27; Abb. 3.28). Fir
diese beiden Klone ist mit Verdopplungszeiten von 3,3 bzw. 3,26 h das schnellste Wachstum
aller Mutationsklone bei 30 uM CdCl, zu beobachten. Auch bei der Cd-Grenzkonzentration von
100 uM weisen beide Klone mit jeweils 0,18 die hochste Optische Dichte aller Mutationsklone
auf. Anhand der firr die Verdopplungszeit und das Wachstum an der Cd-Grenzkonzentration
ermittelten Daten lassen sich die Cysteinreste hinsichtlich ihrer Bedeutung fur die Cd-
Detoxifizierung in zwei Gruppen einteilen: Zum einen Cysteinreste, deren Austausch zwar zur
Beeintrachtigung in der Funktion des CRP-R4 fihrt, bei denen die Mutationsklone jedoch so-
wohl bei subletalen als auch bei hdheren Cadmium-Konzentrationen begrenzt in der Lage sind,
eine Cadmium-Toleranz in den DTY167 Zellen zu vermitteln. Zu dieser Gruppe sind die Cy-
steinreste an den Positionen 1, 7, 9 und 27 zu zahlen (Abb. 3.29). Auf der anderen Seite stehen
die Cysteinreste, die bei subletalen Cd-Konzentrationen zwar zu einem Schutz in den Zellen
beitragen, deren Fehlen aber bei 100 uM CdCl, zum voélligen Verlust der Cd-Toleranz in den
Zellen fuhrt (Abb. 3.29). Diese Gruppe umfasst die Cysteine an den Positionen 3, 14, 18, 22
und 23, wobei der Effekt bei Verlust des Cystein 3 am starksten ausfallt.
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Abbildung 3.28 Wachstum der einzelnen Mutationsklone des CRP-Repeat 4 in DTY167 bei 100 uM CdCl,. Als
Vergleich diente Wildtyp CRP-R4 in DTY167 Zellen (CRP-R4). Je 7 ml SD-Medium ohne Leucin und Methionin mit 100
UM CdCl, wurden aus 24 h-Vorkulturen auf eine ODggo von 0,005 angeimpft und bei 30 °C schuttelnd inkubiert. Nach 72
h wurde die Optische Dichte der Kulturen bei 600 nm in einem Beckman Spektrophotometer DU 640 bestimmt.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass jeder der hergestellten Mutationsklone im
Vergleich zum Wildtyp CRP-R4 unterschiedlich starke Beeintrachtigungen bei der Vermittlung
einer Cadmium-Toleranz in DTY167 aufweist. Je nach Position des Cystein-Austausches wird
die Konformation des CRP-R4 madglicherweise so beeinflusst, dass eine stabile Komplexierung
von Cd**-lonen beeintrachtigt ist. Dies macht sich fur die Zellen vor allem bei Cadmium-
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Konzentrationen im toxischen Bereich bemerkbar. Die Konformationsédnderungen ziehen je
nach fehlendem Cysteinrest eine unterschiedliche Stabilitdt der Cd-Thiolat-Cluster nach sich,
was zu der Einteilung der Cysteinreste in die oben aufgefiihrten Gruppen im Hinblick auf die
Vermittlung einer Cadmium-Toleranz flhrt.

A

Gruppe Position der Cysteinreste Wachstumsverhalten der Mutationsklone

eingeschranktes Wachstum bei subletaler Cd-Belastung

1 C1, C7,C9, C27 . . S
eingeschranktes Wachstum bei toxischer Cd-Belastung

stark eingeschranktes Wachstum bei subletaler Cd-Belastung

2 C3, C14, C18, C22, C23 . L
kein Wachstum bei toxischer Cd-Belastung

B

1 3 7 9 14 18 22 23 27
©S©GSGOKOEKGE@KPGOTKROCGTKOGVED

Abbildung 3.29 Bedeutung der einzelnen Cysteinreste des CRP-R4 fiir die Vermittlung einer Cd-Toleranz in
DTY167. [A] Tabellarische Ubersicht tiber die Einteilung der Cysteinreste im CRP-R4 hinsichtlich der Vermittlung einer
Cd-Toleranz in DTY167. Die Versuche zur subletalen Cadmium-Belastung wurden bei 30 uM CdCl,, die Versuche an
der Cadmium-Grenzkonzentration bei 100 uM CdCl, durchgefiihrt. [B] Schematische Darstellung des CRP-R4. Cystei-
ne der Gruppe 1 sind weiss unterlegt, Cysteine der Gruppe 2 sind grau unterlegt.
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4 Diskussion

Fir den terrestrischen Oligochaeten Enchytraeus buchholzi wird eine beachtliche To-
leranz gegeniber dem toxischen Schwermetall Cadmium beobachtet. In diesem Zusammen-
hang konnte eine mRNA detektiert werden, die fir das cysteinreiche CRP-Protein kodiert
[Willluhn et al., 1994a, b]. Das aus der zugehdrigen cDNA deduzierte Protein besitzt strukturelle
Eigenschaften, die ansonsten bei Schwermetall-bindenden Proteinen und Peptiden wie den
ubiquitdr vorkommenden Metallothioneinen und den pflanzlichen Phytochelatinen zu finden
sind. Dazu zahlen der hohe Cysteingehalt sowie die Anordnung der Cysteinreste in Cys-Cys-
bzw. Cys-X-Cys-Segmenten. Die Regulation des Gens erfolgt auf Transkriptionsniveau, wobei
eine schnelle und spezifische Induktion des nicht konstitutiv exprimierten Gens durch Cadmium
zu beobachten ist [Willuhn et al., 1996]. Aufgrund der beschriebenen Eigenschaften wird eine
Einbindung des CRP-Proteins in die Mechanismen der Detoxifizierung von Cadmium bei
E. buchholzi vermutet. In der vorliegenden Arbeit konnte diese Annahme insofern bestatigt wer-
den, als dass das CRP sehr effektiv in der Lage ist, eine Cadmium-Resistenz in Cd-
hypersensitiven Hefezellen zu vermitteln. Der Umfang der Resistenzvermittlung hangt dabei
von der Zahl der exprimierten repetitiven Einheiten des Proteins ab. Zudem konnte die genomi-
sche Struktur des zugehorigen crp-Gens aufgeklart werden. Damit wird zum ersten Mal ein Gen
fur ein Schwermetall-bindendes Nicht-Metallothionein-Protein beschrieben.

41 Das Cadmium-induzierbare crp-Gen aus Enchytraeus buchholzi

Hinsichtlich des Genoms oder der Struktur einzelner Gene von E. buchholzi liegen
bislang keine Informationen vor. Auch aus den phylogenetisch nahestehenden Lumbriciden
sind nur wenige Gene charakterisiert, so beispielsweise Gene fir einige Untereinheiten des
Hamoglobin [Jhiang et al., 1988; Jhiang und Riggs, 1989; Suzuki und Riggs, 1993] oder Aktin
[Lewken und Weber, 1996]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird mit dem Cadmium-
induzierbaren crp-Gen erstmals ein Gen aus einem Enchytraeiden strukturell analysiert.

Das crp-Gen ist bei einer Gesamtgrésse von etwa 12,0 kb bis 12,3 kb aus insgesamt
zehn Exons aufgebaut. Exon eins und Exon zehn beinhalten jeweils den gesamten 5'- bzw. 3'-
nichtkodierenden Bereich der korrespondierenden CRP-cDNA. Die Exons zwei bis neun umfas-
sen bis auf die ersten 10 bp den gesamten kodierenden Bereich der cDNA. Eine Besonderheit
der CRP-cDNA besteht in ihrer repetitiven Struktur, die sich aus der Aminosauresequenz des
abgeleiteten CRP-Proteins ergibt. Jede repetitive Einheit kodiert dabei fir 31 Aminosauren und
weist dementsprechend 93 bp auf. Eine Ausnahme bildet das verkiirzte letzte Repeat, welches
aus 72 bp besteht. Wie bei der CRP-cDNA findet sich auch bei der Exonverteilung im crp-Gen
eine repetitive Struktur. So sind die Exons drei bis acht aus dem Kernbereich des Gens eben-
falls aus jeweils 93 bp aufgebaut. Sie korrespondieren mit den Repeats drei bis sieben der
CRP-cDNA. Allerdings sind die Exons jeweils um 8 bp gegeniiber dem Beginn der Repeats
strangaufwarts versetzt. Gleiches ist bei dem verkirzten achten Repeat der cDNA und dem
zugehorigen Exon neun (81 bp) zu beobachten. Jedes Exon aus dem Kernbereich des Gens ist
demnach an zwei repetitiven Elementen der cDNA beteiligt.

Typischerweise zeigen die Gene aus Vertebraten im Vergleich zu den Genen anderer
Eukaryoten wie Invertebraten, Pflanzen oder Pilzen Unterschiede in ihrer Exon/Intron-Struktur.
Wahrend die Mehrzahl der Vertebraten-Gene relativ kleine Exons und grosse Introns aufweist,
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findet sich bei den niederen eukaryotischen Organismen mit vergleichsweise kleinen Introns bei
grésseren Exons ein umgekehrtes Verhaltnis. [Hawkins, 1988; Deutsch und Long, 1999]. Das
crp-Gen mit seinen von grossen Introns umgebenen kleinen Exons zeigt demnach ein E-
xon/Intron-Muster, welches eher typisch filir Vertebraten-Gene ist. Ausnahmen hinsichtlich der
Grosse bilden beim crp die begrenzenden Exons eins und zehn, welche mit 172 bp und
579 bp deutlich grosser als die Ubrigen acht Exons sind. Ein solches Muster, bei dem die inter-
nen Exons tendentiell kleiner als die 5'- und 3'-terminalen Exons sind, ist bei den meisten euka-
ryotischen Genen zu finden [Robbersson et al., 1990; Sterner et al., 1996].

Die Exon/Intron-Struktur eines Gens hat einen grossen Einfluss auf die Effektivitat der
Spleissvorgange an der pr&-mRNA. So sind grosse Exons (>500 bp) inkompatibel fir den
Spleissapparat, wenn sie von grossen Introns umgeben sind [Sterner et al., 1996]. Auch die
Lange der Introns kann fir die initiale Erkennung der Spleiss-Stellen durch das Spleissosom
limitierend wirken. Introns von weniger als 70 bp werden in Saugern, die sich durch relativ gros-
se Introns auszeichnen, nicht oder nur selten gespleisst. Solche Introns werden in Invertebraten
wie C. elegans oder Drosophila, deren Gene durch kurze Intron-Sequenzen gekennzeichnet
sind, sehr effektiv aus pr&-mRNAs herausgeschnitten [Mount et al., 1992]. Es missen demnach
in den verschiedenen Organismen speziell an die Charakteristik der vorherrschenden Genstruk-
turen angepasste Spleissmechanismen exisitieren. Bestatigt wird dies durch die Beobachtung,
dass Introns aus S. cerevisiae oder Nicotiana tabacum in menschlichen Zellextrakten zwar
effektiv gespleisst werden, umgekehrt dies jedoch nicht der Fall ist [Langford et al., 1983;
Ruskin et al., 1986; Wiebauer et al., 1988]. Dagegen werden pra-mRNAs aus Saugern effektiv
in der Hefe Schizosaccharomyces pombe prozessiert [Kaufer et al., 1985]. Es ist zu vermuten,
dass auch in E. buchholzi spezifische Spleissmechanismen existieren. Betrachtet man unter
diesem Gesichtspunkt das crp-Gen, so ist festzustellen, dass die Exon/Intron-Ubergénge den
Konsensus-Sequenzen entsprechen, die generell fir das Spleissen genutzt werden kdénnen
[Breathnach und Chambon, 1981; Stephens und Schneider, 1992]. Ubereinstimmend mit vielen
Introns anderer Invertebraten und Pflanzen weisen die Introns im crp-Gen mit etwa 70 % einen
hohen AT-Gehalt auf. Dies erleichtert die Spleissvorgange, da die Bildung von Sekundarstruktu-
ren der DNA erschwert wird und somit die Spleissfaktoren einen leichteren Zugang zu ihren
Erkennungssequenzen in den Introns haben [Csank et al., 1990]. Im Fall des crp-Gens ist dies
aufgrund der sehr langen Intronsequenzen von mdglicherweise entscheidender Bedeutung.
Bestatigt wird der Einfluss des AT-Gehaltes in den Introns auf die Prozessierung von pra-
mRNAs durch die Beobachtung, dass bei den grundsatzlich GC-reicheren Introns der Vertebra-
ten besonders am 3'-Ende Pyrimidin-reiche Regionen mit einem hohen T-Anteil zu finden sind
[Csank et al., 1990]. Der im Vergleich zu den Introns mit etwa 55 % deutlich héhere GC-Gehalt
in den kodierenden Exons des crp-Gens erleichtert durch eine bessere Differenzierbarkeit der
Exon/Intron-Struktur die Prozessierung der pra-mRNA. Die vor allem fir Invertebraten-Gene
sehr langen Introns des crp und die Uberdurchschnittlich grosse Anzahl an Exons deuten auf
die nicht-konstitutive Expression des Gens hin, da konstitutiv exprimierte Gene wie unter ande-
rem die an der Schwermetall-Homoostase beteiligten Metallothionein-Gene haufig eine insge-
samt kompaktere Genstruktur mit deutlich kleineren Introns aufweisen [Hamer 1986; Bernardi,
1995; Carels und Bernardi, 2000].

In Ubereinstimmung mit dem repetitiven Aufbau der CRP-cDNA und der charakteristi-
schen Exonstruktur weisen auch die Introns des crp-Gens eine Reihe von sich wiederholenden
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Sequenzelementen auf. Die repetitiven Strukturen lassen sich dabei in drei Gruppen einteilen.
Als erstes finden sich vier Fragmente mit direkten Sequenzwiederholungen und eine invertierte
repetitive Einheit. Die Lange der Repeats reicht dabei von 38 bp bis 174 bp. Sie weisen Se-
quenzhomologien von 81 % bis 99 % auf. Zumeist sind die Repeats in benachbarten Introns
gelegen. Eine Ausnahme bildet das Repeat A, bei dem sich die beiden Sequenzmotive in den
Introns eins und sieben befinden und somit etwa 6,5 kb voneinander entfernt liegen.

Die zweite Gruppe repetitiver Strukturen im crp-Gen besteht aus mehreren direkt auf-
einander folgenden Sequenzwiederholungen in den Introns sieben und neun. Im neunten und
letzten Intron des crp-Gens sind sieben je 33 bp umfassende, grosstenteils sequenzidentische
Fragmente positioniert. Im Intron sieben befinden sich elf repetitive Elemente mit einer Kern-
Konsensus-Sequenz fir MREs (‘'metal responsive elements’). In Reportergen-Assays konnte
eine Enhancer-Wirkung dieser regulatorischen Sequenzmotive nachgewiesen werden [Koewi-
us, 1998]. Uber Gelretentions-Analysen wurde die Bindung Cadmium-spezifischer Transkripti-
onsfaktoren an die in den Fragmenten enthaltenen MREs gezeigt. Aus diesem Grund wurden
die Exon -und Intronbereiche des crp-Gens auf das Vorkommen weiterer potentieller Enhancer-
Sequenzmotive hin untersucht. Dabei finden sich sowohl in den Exons als auch den Introns
weitere Konsensus-Sequenzen fir MREs. Auffallig ist dabei vor allem das Vorkommen von je
drei MREs im ersten Intron und im vierten Exon sowie das Auftreten von je zwei dieser Elemen-
te im Intron acht und in den Exons drei, sieben und acht. Neben den Motiven fir MREs sind
Uberwiegend in den Intron-Bereichen Konsensus-Sequenzen fir HSE (‘heat shock elements')
lokalisiert. An die konservierte DNA-Sequenz der HRE binden 'heat shock transcription'-
Faktoren (HSF), die sehr effektiv die Expression von Genen induzieren, welche in die zellularen
Schutzmechanismen gegen Hitzeschock, aber auch andere chemische und physiologische
Stressfaktoren eingebunden sind [Wu, 1995; Santoro et al., 1998]. Dementsprechend finden
sich HSE hauptsachlich in den Promotoren von HSF-responsiven Genen, unter anderem auch
in den Promotoren von Metallothionein-Genen [Tamai et al., 1994]. Fir das humane mt-11A-Gen
wurde eine Aktivierung durch Cadmium Uber HSE-bindende Faktoren nachgewiesen [Murata et
al., 1999]. Es ist demnach denkbar, dass auch in E. buchholzi spezifische Transkriptionsfakto-
ren durch Cadmium aktiviert werden, die iber die Bindung an HSE-Elemente im crp-Gen Ein-
fluss auf die Transkription des Gens nehmen. HSE-Konsensus-Sequenzen finden sich im Ge-
gensatz zu den MRE Uberwiegend in den Intronbereichen. Eine Haufung wird mit jeweils drei
Elementen in den Introns eins und acht festgestellt. Die beschriebene auffallige Verteilung von
Konsensus-Sequenzen fur Transkriptionsfaktoren, die unter zellularen Stressbedingungen akti-
viert werden und der Nachweis einer Enhancer-Aktivitat des repetitiven Elements im Intron sie-
ben legen den Schluss nahe, dass die Cadmium-induzierte Transkription des crp-Gens nicht
ausschliesslich durch den Promotor gesteuert wird, sondern dass Enhancer-Elemente im Gen
ebenfalls an der Aktivierung der Transkription beteiligt sind. Aufgrund der aussergewdhnlichen
Haufigkeit der Motive kdmen dabei neben Intron sieben vor allem die Introns eins (3 MRE, 3
HSE) und acht (2 MRE, 3 HSE) als bevorzugte Enhancer-Bereiche in Frage. Zur weiteren Auf-
klarung der regulativen Mechanismen bei der Expression des crp-Gens ist die funktionale Ana-
lyse dieser Bereiche notwendig.

Neben den beschriebenen crp-spezifischen repetitiven Strukturen finden sich im crp-
Gen Konsensus-Sequenzen fur DNA-Fragmente, die als repetitive Elemente auch in anderen
Genomen beschrieben sind. Diese aufgrund ihrer Mobilitdt als transposable Elemente (TE)
bezeichneten Strukturen werden nach ihrer Form der Transposition in DNA-Transposons oder
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Retrotransposons eingeteilt. Die von invertierten Sequenzwiederholungen (TIRs - terminal in-
verted repeats) eingerahmten DNA-Transposons werden als DNA-Elemente ohne Amplifikation
direkt im Genom umgelagert. Retrotransposons werden dagegen durch Transkription Uber
RNA-Zwischenformen umgelagert, so dass es bei der Transposition zu einer Amplifikation der
entsprechenden Elemente im Genom kommt. Die Einteilung der eukaryotischen Retrotranspo-
sons erfolgt in LTR (long terminal repeat)-Elemente, nicht-LTR-Elemente und retrovirale Ele-
mente. Die LTR- und retroviralen Elemente werden von typischen Sequenzwiederholungen an
den 5- und 3-Enden eingerahmt [Hardman, 1986; Girard und Freeling, 1999;
Glockner et al., 2001]. Repetitive Elemente werden zumeist als "parasitéare” Sequenzen ange-
sehen, haben aber einen starken Einfluss auf die Evolution des Genoms [Jurka, 1998].
Transpositionsereignisse kdénnen zu spontanen Mutationen und zu einer Umverteilung von
DNA-Informationen in den Genomen fiihren [Xiao und Peterson, 2000]. Einzelne Elemente ha-
ben so spezifische Funktionen in Protein-kodierenden Genen Gbernommen und sind an der
Regulation und Expression dieser Gene beteiligt [Britten, 1997]. LTRs sind als Promotoren von
Retroviren und retroviralen Elementen in der Lage, die Transkription benachbarter Sequenzen
zu steuern [Banville und Boie, 1989]. Andere repetitive Elemente kénnen Bindungsstellen fur
Transkriptionsfaktoren tragen, die dadurch die Transkription des zugehoérigen Gens beeinflus-
sen kénnen [Piedrafita et al., 1996; Szmulewicz et al., 1998].

In den Introns eins, zwei und acht des crp-Gens finden sich Konsensus-Sequenzen
fir Fragmente von DNA-Transposons und LTR-Retrotransposons, die sowohl in Sauger- als
auch in Invertebraten-Genomen beschrieben wurden. Am auffalligsten ist dabei das Element
Skipper, bei dem es sich um ein LTR-Retrotransposon der Ty3/gypsy-Familie aus dem Einzeller
Dictyostelium handelt [Leng et al., 1998]. Dieses etwa 7000 bp grosse Element beinhaltet in
drei offenen Leserastern die retroviralen gag-, pol- und pro-Gene. Die im zweiten Intron des crp-
Gens gelegene invertierte Konsensus-Sequenz korrespondiert mit einem im 5' flankierenden
Bereich des gag-Gens gelegenen Segment des Skipper-Fragments. Flr die mit dem Retroele-
ment verwandten Ty-Elemente aus S. cerevisiae konnten Enhancereigenschaften nachgewie-
sen werden [Girard und Freeling, 1999]. Mdglicherweise besitzt das Skipper-Fragment im Intron
zwei Promotoreigenschaften, welche die Transkription des Gens beeinflussen. Auffallig ist in
diesem Zusammenhang auch die Verteilung der Ubrigen repetitiven Elemente auf die Introns
eins und acht, fur die bereits aufgrund der Haufung von Konsensus-Sequenzen fir Cadmium-
induzierbare Transkriptionsfaktoren die Méglichkeit von regulierenden Eigenschaften bei der
Transkription des crp-Gens diskutiert wurde.

Die Methylierung von CpG-Dinukleotiden gehort zu den wichtigsten epigenetischen
Modifikationen in den Genomen von Vertebraten. Sie wird dabei in den Organismen vor allem
mit der Transkriptionskontrolle von Genen in Verbindung gebracht. So kénnen methylierte CpG-
Dinukleotide in Promotoren zur Repression der Transkription nachgeschalteter Gene beitragen
[Bird et al., 1995; Majumder et al., 1999; Ghoshal et al., 2000]. Die genomischen Methylie-
rungsmuster werden in drei verschiedene Klassen eingeteilt: Genome der Klasse A sind nicht
methyliert und zeigen aus diesem Grund keinen Effekt beim Verdau mit methylierungssensiti-
ven Restriktionenzymen wie Hpall. Diese Gruppe umfasst einige Invertebraten wie beispiels-
weise Drosophila und C. elegans [Rae und Steele, 1979; Bird und Taggart, 1980]. Genome, die
in die Klasse B eingeordnet werden, weisen nur teilweise Methylierungen auf. Der Anteil methy-
lierter Cytosinreste in CpG-Dinukleotiden variiert dabei zwar von Spezies zu Spezies, liegt ge-
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nerell jedoch unter 50 %. In dieser Gruppe finden sich ebenfalls ausschliesslich Invertebraten
wie beispielsweise Vertreter der Anneliden, Mollusken oder Echinodermaten [Bird et al., 1979;
Bird und Taggart, 1980]. Die weitgehend methylierten Genome der Klasse C treten bei den
Vertebraten auf, bei denen die Cytosinreste in 60 — 90 % der CpG-Dinukleotide methyliert sind
[Tweedie et al., 1997]. Durch Restriktionsanalysen mit den Isoschizomeren Hpall und Mspl
konnte eine schwache Methylierung des Genoms von Enchytraeus buchholzi nachgewiesen
werden, die zu einer Einordnung in die Gruppe der Klasse B Genome flihrt. Anders als bei den
weitgehend methylierten Genomen der Vertebraten, bei denen nicht-methylierte Bereiche vor
allem in den nur einige 100 bp grossen CpG-Inseln zu finden sind, wechseln sich bei den nur
teilweise methylierten Genomen von Invertebraten kirzere, stark methylierte Bereiche mit lan-
gen unmethylierten Doméanen ab. Anhand von 'Southern Blot'-Analysen mit dem crp-Promotor
und der CRP-cDNA wurde festgestellt, dass das crp-Gen mit seinem 5'-flankierenden Bereich in
einem dieser methylierten Segmente des Genoms von E. bucholzi lokalisiert sein muss. Aller-
dings ist der Methylierungsstatus in dem untersuchten Teil des Genoms nicht einheitlich, da es
neben dem beobachteten Bandenverschub fiir Hpall beim Einsatz von Gesamt-DNA auch zu
gleichen Hybridisierungsereignissen bei den beiden eingesetzten Restriktionsenzymen kommt.
Méoglicherweise existieren auch bei Invertebraten wie Enchytraeus gewebsspezifische Unter-
schiede im Methylierungsmuster einzelner Gene, die vor allem fiir viele der nicht mit CpG-Inseln
assoziierten Vertebraten-Gene beschrieben werden [Cedar, 1988; Bird, 1992].

Bei Vertebraten existieren mehrere Mechanismen, welche fiir die Transkriptionshem-
mung durch DNA-Methylierung verantwortlich sein konnen. So kann es durch die Methylierung
von CpG-Dinukleotiden in den Erkennungssequenzen von Transkriptionsfaktoren wie AP-2,
c-Myc/Myn, E2F oder NF-kB zu einer Hemmung der Bindung dieser Faktoren an die DNA kom-
men [Singal und Ginder, 1999]. Dagegen sind andere Transkriptionsfaktoren wie Sp1 oder CTF
nicht durch Methylierungen in ihren Erkennungssequenzen beeinflusst [Tate und Bird, 1993].
Ein zweiter Mechanismus der Transkriptionshemmung besteht in der direkten Bindung von Re-
pressor-Proteinen an die methylierte DNA. Sehr gut charakterisiert sind dabei die beiden Fakto-
ren MeCP-1 und MeCP-2 (methyl-CpG binding proteins) [Boyes und Bird, 1992; Razin, 1998;
Kaludov und Wolffe, 2000]. Wahrend MeCP-1 an mehrere symmetrisch angeordnete Methyl-
CpGs bindet, ist MeCP-2 auch in der Lage, sich an einzelne CpG-Dinukleotide anzulagern.
Daneben konnten in diesem Zusammenhang mittlerweile weitere Proteine identifiziert werden,
die charakteristische Domanen der Methyl-CpG-bindenden Proteine aufweisen [Fujita et al.,
2000; Ng et al., 2000]. Ein dritter potentieller Mechanismus der Transkriptionshemmung liegt in
der erhohten Bindungsaffinitat von Histonen an methylierte DNA, wodurch es zu einer dichteren
Packung der Chromatinfasern und zu veranderten Transkriptionsmustern kommen kann [Singal
und Ginder, 1999]. Der bei Vertebraten bestehende Zusammenhang zwischen der
Reprimierung der Genexpression und der DNA-Methylierung im 5'-flankierenden Bereich der
betroffenen Gene wird auch bei Metallothionein-Genen in verschiedenen Geweben und Orga-
nismen beobachtet [Compere und Palmiter, 1981; Cedar und Razin, 1990; Jahroudi et al.,
1990]. Der Einbau des nicht methylierbaren Cytosin-Analogons 5-Azacytidin (5-azaC) in die
DNA der betroffenen Bereiche fiihrt zu einer Induzierbarkeit der urspriinglich reprimierten MT-
Gene [Stallings et al., 1986; Price-Haughey et al., 1987; Thomas et al., 1990].

Uber die Funktion von DNA-Methylierungen bei Invertebraten und Pflanzen ist bis-
lang nur wenig bekannt. In Arabidopsis thaliana wird die Methylierung von einigen Bereichen
des Genoms ebenfalls mit der Transkriptionshemmung von assoziierten Genen in Verbindung
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gebracht [Furner et al., 1998]. Ahnliches gilt fiir die Pilze Neurospora crassa und Ascobolus
immersus. Fir diese beiden Organismen werden hinsichtlich der Transkriptionshemmung durch
DNA-Methylierung Mechanismen in Zusammenhang mit Methyl-CpG-bindenden Proteinen dis-
kutiert, die nicht die Initiation der Transkription, sondern die Elongation durch die RNA-
Polymerase betreffen [Rhounim et al., 1992; Barry et al., 1993; Rountree und Selker, 1997]. In
diesem Fall waren nicht nur die 5'-flankierenden Bereiche der Gene, sondern auch stromab-
warts gelegene Abschnitte mit methylierten CpG-Dinukleotiden an einer Repression beteiligt.

Die nachgewiesene Methylierung des crp-Gens sowie die ungleichmassige Verteilung
von CpG-Dinukleotiden innerhalb des Gens lassen die Vermutung zu, dass an der Kontrolle der
Transkription des crp auch methylierungsspezifische Mechanismen beteiligt sind. Diese missen
in jedem Fall indirekter Natur sein, da sich durch eine Cadmium-Behandlung der Tiere keine
Anderung im Methylierungsmuster ergibt. Wie kénnten diese Mechanismen aussehen?
Betrachtet man die Verteilung der CpGs im crp-Gen, so stellt man eine unterschiedliche Dichte
in verschiedenen Bereichen des Gens fest. Im 5'- und im 3'-Abschnitt des Gens sind sowohl in
den Exon- als auch in den Intron-Bereichen hohe CpG-Dichten zu finden. Dagegen ist die CpG-
Dichte im mittleren Abschnitt des Gens von Intron zwei bis Intron sieben vergleichsweise nied-
rig. Moglicherweise befinden sich in den Abschnitten mit hoher CpG-Dichte Bindungsstellen fiir
spezielle Methyl-CpG-bindende Proteine wie MeCP-1 oder MeCP-2, die dhnlich wie bei Neu-
rospora eine Transkription des Gens verhindern. Durch Cadmium ausgeloste Konformationsan-
derungen in den Proteinen kénnten zu einer Auflésung der DNA-Bindung fiihren, wodurch die
Transkription des Gens ermdglicht wirde. Interessant ist in diesem Zusammenhang die Tatsa-
che, dass der MeCP-1-Komplex in Sdugern neben der DNA-bindenden Doméane zwei Cystein-
reiche Domanen (Cys-X-X-Cys) aufweist, deren Funktionalitat bisher jedoch noch nicht aufge-
klart ist [Singal und Ginder, 1999]. Denkbar ist natlrlich auch eine Bindung der MeCPs im Pro-
motorbereich des Gens, welche eine Initiation der Transkription verhindern. Das unterschiedli-
che Methylierungsmuster im Bereich des crp-Gens lasst aber auch andere Mechanismen fir die
Funktion der DNA-Methylierung maoglich erscheinen. Ausgehend von einer gewebsspezifischen
Methylierung des crp-Gens kdnnte es in den betreffenden Geweben durch die Methylierung
Uber die oben beschriebenen Mechanismen zu einer dauerhaften Reprimierung des Gens
kommen. In anderen, moglicherweise besonders in Entgiftungsmechanismen involvierten Ge-
weben wie dem Chloragog- oder dem Darmgewebe wirde das crp-Gen in seiner unmethylier-
ten Form vorliegen. Im Falle des durch Cadmium ausgeldsten Stresses ware die Expression
des Gens dort sehr schnell induzierbar. Eine gewebsspezifische Expression wird bei den Metal-
lothionein-Genen spmtbl und spmta des Seeigels Strongylocentrotus purpuratus beobachtet,
dessen Genom ebenfalls Methylierungen aufweist [Wilkinson und Nemer, 1987; Nemer et al.,
1991; Tweedie et al., 1997].

Betrachtet man zusammenfassend die Ergebnisse der strukturellen Analyse des
Cadmium-induzierbaren crp-Gens unter dem Gesichtspunkt der Transkriptionskontrolle, so
lassen die vorhandenen spezifischen Strukturen wie die Konsensus-Sequenzen fir MREs und
HSEs im Gen, die repetitiven Elemente und das Methylierungsmuster des crp-Gens auf kom-
plexe Mechanismen bei der Kontrolle des Gens schliessen. Es ist anzunehmen, dass die Ex-
pression des Gens nicht ausschliesslich Gber den Promotor gesteuert wird. Die erzielten Ergeb-
nisse bieten so weitere Ansatzpunkte zur Aufkldrung der Cadmium-spezifischen und
maoglicherweise gewebsspezifischen Expression des crp-Gens.
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4.2 Vergleich von CRP und Metallothioneinen

Metallothioneine sind ubiquitéar vorkommende Proteine, die in ihrer Proteinstruktur so-
wohl bei Vertebraten, Invertebraten, Pflanzen und Pilzen vielfaltige Konservierungen aufweisen.
Auch hinsichtlich der genomischen Organisation der zugehoérigen Gene bestehen zwischen den
verschiedenen taxonomischen Gruppen auffallige Ubereinstimmungen. Metallothionein-Gene
von Saugern zeigen eine typische 3 Exon/2 Intron-Struktur, wobei die Exons in den verschiede-
nen Spezies weitgehend konserviert sind, die Introns in Grdosse und Sequenzabfolge jedoch
variieren kdnnen. Wahrend das erste Exon den 5'-nicht-kodierenden Bereich sowie die Se-
quenz fir die ersten 9 1/3 Aminosauren umfasst, kodiert das zweite Exon fiir die Aminosauren 9
bis 31 1/3. Im letzten Exon ist dann die Sequenz fiir die Aminosauren 32 bis 61 (62) sowie der
3'-nichtkodierende Bereich der entsprechenden MT-mRNA zu finden [Karin und Richards 1982;
Searle et al., 1984; Peterson et al.,, 1988; Samson und Gedamu, 1998; Ghoshal und Jacob,
2000]. Ubertragt man die Exonstrukturen auf die Proteinebene, so kodieren die Exons 1 und 2
fur die N-terminale R-Doméne einschliesslich der Hinge-Region zwischen den beiden Doma-
nen. Die Sequenz fur die komplette C-terminal gelegene a-Doméane bis hin zum Stop-Kodon ist
dann in Exon 3 enthalten. Bis auf wenige Ausnahmen handelt es sich bei den Introns der MT-
Gene um Phase 1 Introns, die nach der ersten Base eines Kodons zwischen die Exons einge-
fugt sind. Die Metallothionein-Gene anderer Vertebraten zeigen ebenfalls die typische
3 Exon/2 Intron-Struktur der Sauger mit der charakteristischen Exon-Aufteilung in Bezug auf die
Protein-Doméanen [Kille et al., 1993; Saint-Jacques et al., 1995; Lee et al.,, 1996]. Auch die
Introns entsprechen den Phase 1 Introns der Sauger, sind im Durchschnitt jedoch kleiner als
diese.

In Ubereinstimmung mit einigen strukturellen Unterschieden, die zwischen Metallothi-
oneinen aus Vertebraten und Invertebraten bestehen, zeigen sich auch Abweichungen hinsicht-
lich der Organisation der zugehdrigen Gene. So bestehen die mtl und mtll-Gene aus C. elegans
aus 2 Exons, die jeweils durch ein Intron getrennt sind [Freedman et al., 1993]. Das erste Exon
enthalt insgesamt 16 bp der kodierenden Region (5 1/3 AS). Der Rest (69 2/3 AS) der kodie-
renden Region wird in beiden Genen vom zweiten Exon kodiert. Obwohl die Metallothioneine
MTo und MTn aus Drosophila mit 43 bzw. 40 AS deutlich kleiner als die MT aus C. elegans
sind, weisen die zugehdrigen Gene (mto, mtn) ebenfalls die 2 Exon/1 Intron-Struktur auf [Lange
et al., 1990; Silar et al., 1990]. Auch bei Drosophila fallt der geringe Anteil der ersten Exons an
der kodierenden Sequenz (7 1/3 AS mtn, 8 1/3 AS mto) auf. Fast die gesamte kodierende Re-
gion ist jeweils in den zweiten Exons enthalten. Die Introns der Drosophila-Gene entsprechen
wie bei C. elegans Phase 1 Introns. Das Cadmium-Metallothionein-Gen aus dem Einzeller
Tetrahymena pyriformis, welches fir ein 107 bp grosses Proteinprodukt kodiert, ist dagegen
intronlos [Piccinni et al., 1999]. Das MT-Gen der Muschel Perna viridis weist die fir die Ver-
tebraten typische 3 Exon/2 Intron-Struktur mit Phase 1 Introns auf [Khoo und Patel, 1999]. Auch
im Pflanzenreich sind Gene fir Metallothioneine oder Metallothionein-dhnliche Proteine be-
kannt. So bestehen die Gene aus Arabidopsis thaliana aus zwei Exons und einem Intron [Zhou
und Goldsbrough, 1995]. Zwischen die Exons der MT-Gene von Pflanzen sind die Intronse-
quenzen im Gegensatz zu den Genen von Vertebraten und Invertebraten als Phase 2 Introns
eingefugt. Abweichend von den Ubrigen Invertebraten sind die Metallothionein-Gene aus
Lumbricus rubellus aus mindestens 4 Exons aufgebaut.
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Mit dem crp aus Enchytraeus buchholzi konnte erstmals ein Gen charakterisiert wer-
den, welches fir ein cysteinreiches Nicht-Metallothionein-Protein kodiert. Es stellt sich die Fra-
ge, ob beim Vergleich der Genstrukturen Hinweise auf einen urspriinglichen Zusammenhang
zwischen dem crp-Gen und Metallothionein-Genen zu finden sind, die mdglicherweise weiteren
Aufschluss Uber die Funktionalitdt des CRP-Proteins geben kénnten. Beim Vergleich der geno-
mischen Strukturen ist festzustellen, dass trotz unterschiedlicher Grossen zwischen den zum
Teil sehr stark konservierten Organisationsmustern der Metallothionein-Gene und einigen struk-
turellen Eigenschaften des crp-Gens tatsachlich Ahnlichkeiten zu finden sind. Dazu gehdren die
charakteristische Struktur der ersten Exons sowie die vergleichbaren Eigenschaften bezlglich
der stark konservierten Exon-Typen und der Intron-Phasen. Auch die Grosse der kodierenden
Exons im crp-Gen ist mit denen der MT-Gene vergleichbar. Die bei den MT-Genen aus Ver-
tebraten zu beobachtende direkte Ubereinstimmung zwischen der Exonaufteilung und der
Struktur des Proteins ist beim crp nicht gegeben. Wirde man jedoch die festgelegte Einteilung
der Repeats im CRP-Protein entsprechend verschieben, ware aufgrund der identischen Gros-
sen von Exons und repetitiven Einheiten der cDNA auch fiir das crp eine direkte Ubereinstim-
mung mit den Proteinstrukturen festzustellen. Besonders auffallend sind die Ahnlichkeiten des
crp-Gens mit den Metallothionein-Genen mt2A, mt2B und mt2C aus L. rubellus, einem den
Enchytraeen phylogenetisch nahestehenden Oligochaeten. Neben den Ahnlichkeiten in der
Exon/Intron-Struktur ergibt ein Sequenzvergleich zwischen den Genen Ubereinstimmungen
zwischen 50 und 60 %, die sowohl die Exons, aber auch die angrenzenden Intron-Bereiche
betreffen. Beim Vergleich der Exons drei und vier der MT-Gene mit der CRP-cDNA konnten die
gréssten Ubereinstimmungen (55 % bis 70 %) in den Bereichen ermittelt werden, die dem
Exon-Muster des crp-Gens entsprechen. Dementsprechend finden sich auch auf Aminosaure-
Ebene zwischen den translatierten Exons der MT-Gene und dem crp Ahnlichkeiten von bis zu
77 %.

Welche Schlussfolgerungen sind nun aus den beschriebenen strukturellen Ahnlichkei-
ten des crp-Gens mit den Genen der Metallothioneine zu ziehen? Aufgrund des ubiquitéren
Auftretens von Metallothioneinen, die auch in den verwandten Oligochaeten Lumbricus oder
Eisenia beschrieben wurden, ist es wahrscheinlich, dass in Enchytraeen unabhangig vom CRP-
Protein Metallothioneine vorkommen. Dies gilt umso mehr, als dass auch in Oligochaeten die
Metallothioneine in grossem Umfang in die Detoxifizierung von Schwermetallen eingebunden
sind [Dallinger et al., 2000]. Da das CRP durch seine Cadmium-spezifische Expression primar
jedoch nur bei einer Cd-Belastung exprimiert wird, wirde den Enchytraeen bei einer Vergiftung
mit anderen Schwermetallen wie Blei oder Quecksilber ein wichtiger Entgiftungsmechanismus
fehlen [Stlrzenbaum et al., 1998; Gruber et al., 2000; Scott-Fordsmand und Weeks, 2000].
Bestatigt wird diese Annahme durch die Detektion niedermolekularer, cysteinreicher Proteine in
Enchytraeen Schwermetall-belasteter Bdden, bei denen es sich mdglicherweise um Metallo-
thioneine handelt [Rither, 1989]. Metallothionein-Gene kdnnen, wie beispielsweise bei einigen
Saugern und Drosophila, in spezifischen Clustern auftreten [Peterson et al., 1988; Silar et al.,
1990, West et al. 1990]. Bei Drosophila ist die Entstehung solcher Cluster durch Gen-
Duplikationen nachgewiesen [Lange et al., 1990]. Ausgangspunkt fur die Entstehung des crp-
Gens sind moglicherweise solche Duplikationen von Metallothionein-Genen. Die auftretenden
spezifischen repetitiven Elemente im crp-Gen deuten auf rekombinante Umlagerungs- und
Amplifikationsvorgange innerhalb des Gens hin [Belfort und Perlman, 1995; Tarrio et al., 1998].
Solche rekombinanten Ereignisse fuhrten zur Bildung einer Exon-Struktur, die dem Leseraster
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des CRP entspricht. Da alle kodierenden Exons im crp-Gen einheitlich Klasse 3N Exons sind,
fuhrt die Verschiebung oder Amplifikation der Exons nicht zu einem Rasterverschub [Tomita et
al., 1996]. In diesem Zusammenhang missen auch die auffalligen Ahnlichkeiten der Exons des
crp mit den Exons der MT-Gene aus den phylogenetisch nahestehenden Lumbriciden beachtet
werden, die auf einen maglichen gemeinsamen Ursprung hindeuten. Rekombinante Vorgange
innerhalb von Gen-Clustern kénnten auch die fir Invertebraten-Gene ausserordentlich grossen
Intron-Bereiche des crp erkldren. Die Anhaufung von Konsensus-Sequenzen fir Metall-
responsive Transkriptionsfaktoren in einigen Intron-Bereichen des crp-Gens kdnnten so als
Fragmente urspringlicher Promotoren von MT-Genen gedeutet werden. Weitere Aufschlisse
im Hinblick auf die Urspriinge des crp-Gens fuhren demnach unter anderem Uber die Charakte-
risierung von Metallothioneinen und den zugehdrigen Genen in E. buchholzi.

Sollte das crp-Gen evolutionar tatsachlich gemeinsame Urspriinge mit Metallothio-
nein-Genen haben, so stellt sich die Frage, warum das Gen im Gegensatz zu den meisten MT-
Genen nicht konstitutiv exprimiert und die Expression nur spezifisch durch Cadmium induziert
wird. Veranderte Sequenzumgebungen in den zusammengelagerten Genabschnitten haben
mdglicherweise dazu geflihrt, dass die Bindung von Transkriptionsfaktoren fur die urspringlich
basale Expression des Gens verhindert wird. Zudem ist zu beachten, dass auch bei den
Metallothioneinen Unterschiede in der Induzierbarkeit durch Stressfaktoren in verschiedenen
Geweben existieren kénnen. Metallothioneine der Hefen sind beispielsweise nur durch Kupfer
induzierbar, obwohl sie nachweislich auch protektive Effekte bei einer Cadmium-Intoxikation
vermitteln [Ecker et al., 1986; Zhou et al., 1992]. Bedingt ist diese Spezifitdt durch den spezifi-
schen Transkriptionsfaktor CUP2/ACE1, der in Abhangigkeit von Kupfer-lonen an die spezielle
'CUP1 upstream activation'-Sequenz im Promotor des Gens bindet [Szczypka und Thiele,
1989]. Andere Metallothionein-Gene unterliegen Regulationsmechanismen, die in verschiede-
nen Geweben zu Unterschieden in der Induzierbarkeit fihren. So kann die Expression der MT-
Gene in Hoden von Ratten nicht durch Cadmium induziert werden, weshalb diese eine erhdéhte
Sensitivitdt gegenidber Cadmium aufweisen [McKenna et al., 1996]. Isoformen der humanen
Metallothioneine | zeigen je nach Zelltyp unterschiedliche Expressionsmuster, flir die unter an-
derem lange 5'- und 3' flankierende DNA-Segmente in den Bereichen der Metallothionein-Gene
verantwortlich sind [Heguy et al. 1986; Palmiter et al., 1993; Jahroudi et al., 1990]. Eine ge-
websspezifische Induzierbarkeit der unter normalen Bedingungen nicht exprimierten MT-Gene
aus C. elegans wird (iber GATA-Elemente im Promotor und GATA-spezifische Transkriptions-
faktoren wie ELT-2 vermittelt [Moilanen et al., 1999]. Die aufgefiihrten Beispiele zeigen, dass
hinsichtlich der Regulation der Expression von Metallothionein-Genen neben den einleitend
erwadhnten MREs und MTF-Transkriptionsfaktoren auch andere Mechanismen und Faktoren
eine Rolle spielen mussen, die speziesspezifisch aber auch gewebsspezifisch sein kénnen. In
E. buchholzi kénnen solche bereits diskutierten Mechanismen zu einer spezifischen Induktion
des crp-Gens durch Cadmium flihren.

Ubereinstimmend mit den strukturellen Ahnlichkeiten auf genomischer Ebene zeigen
Metallothioneine auch auf Proteinebene Uber Speziesgrenzen hinweg grosse Sequenzhomolo-
gien. So sind bei Metallothioneinen aus Saugern 56 % aller Aminosaurereste konserviert. Ne-
ben den insgesamt 20 Cysteinresten sind dabei vor allem Lysin, Serin und Arginin betroffen
[Miles et al., 2000]. Wahrend die Sauger-MT aus 61 oder 62 AS aufgebaut sind, ist die Grosse
der Metallothioneine bei den Invertebraten nicht so stark konserviert. Grossere MT mit 72 AS
bis 78 AS finden sich beispielsweise bei Mollusken, Lumbricus oder C.elegans., MT mit kiirze-
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ren AS-Ketten dagegen bei Drosophila oder Neurospora crassa [Kagi, 1991]. Das mit 25 AS
kirzeste Metallothionein aus Neurospora weist dennoch starke Ubereinstimmungen mit der B-
Domaéane der MT | aus Saugern auf [Miles et al., 2000].

Durch direkte Sequenzvergleiche ausgewahlter Metallothioneine aus Saugern, Inver-
tebraten und Hefen mit dem CRP-Protein wurden die strukturellen Eigenschaften der Proteine
miteinander verglichen. Mit bis zu 53 % Sequenzidentitat bestehen zwischen den Metallothio-
neinen aus Lumbricus und Eisenia und den Repeats drei und vier des CRP-Proteins die grdss-
ten Ubereinstimmungen. Von den 20 Cysteinresten in dem iberlappenden Bereich befinden
sich 18 in konservierten Positionen. Eine besondere Haufung identischer Aminosauren im Ver-
gleich zum CRP-Fragment ist dabei am C-terminalen Ende der Metallothioneine zu beobachten.
Dies stellt eine interessante Parallele zu den MTs aus Saugern dar, bei denen die Mehrheit der
konservierten Aminosauren ebenfalls am carboxyterminalen Ende im Bereich der a-Doméne zu
finden ist [Klaassen et al., 1999]. Neben den MT aus Oligochaeten zeigen auch andere MT
hohe Sequenzidentitdten zum CRP. Wahrend die Metallothioneine aus Drosophila und Candida
ebenfalls mit den Repeats drei und vier des CRP Uberlappen, besitzt das Cu-Thionein aus
H. pomatia die gréssten Ubereinstimmungen zu dem angrenzenden Repeat fUnf. In diesem
Bereich sind auch die etwas geringeren Ubereinstimmungen zu den humanen Metallo-
thioneinen IG und IIA zu finden. Nur eine sehr geringe Ahnlichkeit besteht zum MT-I aus C.
elegans. Dies steht in Einklang mit phylogenetischen Vergleichen von MT aus terrestrischen
Invertebraten, bei denen die MT aus C. elegans eine gesonderte Stellung einnehmen [Dallinger,
1996]. Bei den Abgleichen aller eingesetzter Metallothioneinene sind neben den Cysteinresten
tibereinstimmend vor allem die Aminosduren Serin, Lysin und Glycin in den Uberlappungsbe-
reichen konserviert. Eine solche Verteilung konservierter AS findet sich, wie oben beschrieben,
grosstenteils auch beim Vergleich von Metallothioneinen verschiedener Spezies untereinander.
Die strukturellen Ahnlichkeiten des CRP zu den MT aus allen untersuchten Organismen, die
sich in ahnlicher Weise so auch zwischen den einzelnen Metallothioneinen finden, deuten auf
funktionale Ubereinstimmungen der Proteine hin. Dies diirfte vor dem Hintergrund des Expres-
sionsmusters des crp-Gens besonders die Fahigkeit des CRP zur Komplexierung von Cadmium
betreffen. Die starke Ahnlichkeit des CRP zu den Metallothioneinen der phylogenetisch nahe-
stehenden Oligochaeten Lumbricus und Eisenia, die im Bereich der Ahnlichkeiten von Sauger-
Metallothioneinen liegen, bestatigen die festgestellten Homologien auf genomischer Ebene und
lassen einen gemeinsamen Ursprung der Proteine vermuten. Dies gilt umso mehr, als dass die
Metallothioneine aus Oligochaeten beim Vergleich mit den MT anderer terrestrischer Invertebra-
ten deutlich geringere Ahnlichkeiten aufweisen [Dallinger et al., 2000].

4.3 Vermittlung einer Cadmium-Resistenz durch das CRP in S. cerervisiae

Die Metallothioneine aus Lumbricus und Eisenia werden vor allem mit der Detoxifizie-
rung von Schwermetallen wie Kupfer, Zink, Blei oder Cadmium und deren Akkumulation im
Chloragog- bzw. Darmgewebe der Wirmer in Verbindung gebracht [Dallinger et al., 2000]. Wie
durch direkte Sequenzvergleiche gezeigt werden konnte, bestehen zwischen den Metallothio-
neinen und dem CRP strukturelle Ahnlichkeiten, die auf vergleichbare Funktionen schliessen
lassen. Durch die heterologe Expression des CRP in dem Cadmium-hypersensitiven Hefe-
stamm DTY167 sollte untersucht werden, inwieweit das CRP in der Lage ist, in Zellen eine Re-
sistenz gegenuber Cadmium zu vermitteln. In dem Hefestamm DTY167 liegt das fir einen Glu-
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tathion-Cadmium-Transporter kodierende Gen ycfl in inaktiver Form vor, wodurch der fir die
Cadmiumentgiftung in Hefen essentielle Transport der lonen in die Vakuolen gestort ist [Li et
al.,, 1996]. Aus diesem Grund zeigt dieser Stamm bei einer Cadmium-Belastung im umgeben-
den Medium im Vergleich zum isogenen Wildtyp DTY165 ein stark eingeschranktes Wachstum.
Die Expression des CRP dagegen vermittelt in DTY167 Zellen eine Cadmium-Resistenz, wel-
che die Resistenz der Wildtyp-Zellen bei den entsprechenden Cadmium-Konzentrationen noch
Ubertrifft. Das CRP-Protein muss demnach sehr effektiv zur Cadmium-Engiftung in den Hefezel-
len beitragen. Wie kdnnten die Mechanismen aussehen, welche den CRP-exprimierenden
Zellen ein Uberleben und Wachstum bei ansonsten toxischen Cadmium-Konzentrationen er-
maoglichen?

Wie einleitend erwahnt, erfolgt die Aufnahme der Cd**-lonen in die Hefezellen sehr
schnell Gber aktive Transportsysteme [Volesky et al., 1993]. Innerhalb weniger Minuten wird ein
Grossteil der gemessenen Gesamtaufnahme an Cadmium erreicht. In dieser Zeit treten auch
die Zellschadigungen auf, die bei den entsprechenden Cadmium-Konzentrationen zum Abster-
ben der Zellen fuhren. So kann funf Minuten nach Beginn der Cadmium-Intoxikation ein
90%iger Abfall in der Lebensfahigkeit der Zellen einer Kultur beobachtet werden [Gadd und
Mowll, 1983]. Der Uber das CRP vermittelte Resistenz-Mechanismus muss demnach sehr
schnell und effektiv sein. Aufgrund der durch die Anordung der Cysteinreste bedingten Metall-
bindenden Eigenschaften des CRP-Proteins ist eine Ausbildung von Cadmium-Thiolat-Clustern
sehr wahrscheinlich. Auf diese Weise wirde sehr schnell die Konzentration freier, reaktiver
Cd**-lonen in den Zellen gesenkt werden, so dass sich die auftretenden Zellschadigungen in
einem fur die Zelle tolerierbaren Rahmen bewegen und das weitere Wachstum der Zellen somit
kaum beeinflusst ware. Dieser Mechanismus wirde den flr die cytosolischen Metallothioneine
beschriebenen Mechanismen bei der Detoxifizierung von Cd**-lonen entsprechen [Klaassen et
al,, 1999]. In ahnlichen Hefesystemen sind auch die Metallothioneine in der Lage, Cadmium-
Resistenzen zu vermitteln [Ecker et al., 1986; Chernaik und Huang, 1991; Cody und Huang,
1994]. Lokalisationsversuche in der Hefe zeigen, dass das CRP unabhangig vom Cadmium-
Gehalt der Zellen im Cytoplasma der Zellen vorliegt. Im heterologen Hefesystem scheint die
potentielle Transmembran-Doméane des CRP keine Bedeutung fur die Funktionalitdt des Prote-
ins zu haben.

Vergleicht man die Wachstumsraten der CRP exprimierenden DTY167 Kulturen mit
den Kulturen von DTY165, so stellt sich die Frage, warum das CRP in der Lage ist, eine im
Vergleich zum Wildtyp gréssere Resistenz in den Zellen zu vermitteln. Wie bereits beschrieben,
erfolgt die Cadmium-Detoxifizierung in S. cerevisiae Uber einen ATP-abhangigen Transport von
Bis-Glutathion-Cadmium-Komplexen in die Vakuolen. Diese Transportvorgange sind von meh-
reren Faktoren abhangig. So muss zum einem ausreichend Glutathion in den Zellen zur Verfu-
gung stehen, andererseits kann sich die Zahl an YCF1-Transportmolekilen sowie an bendtigten
Energie-Aquivalenten ebenfalls limitierend auf die Detoxifizierungsvorgange auswirken. Zwar
wird die Synthese von Glutathion und YCF-1 durch Schwermetalle wie Cadmium induziert,
allerdings kénnen die entsprechenden Synthesewege durch freie Cd**-lonen gestort werden,
wodurch diese Mechanismen vor allem bei hohen Cadmium-Konzentrationen nicht in vollem
Umfang zur Verfiigung stehen [Dierickx, 1982; Li et al., 1997; Briat und Lebrun, 1999]. Da sich
eine akute Cadmium-Intoxikation bei den Hefen jedoch sehr schnell auf die Zellen auswirkt,
kénnen die gesetzten Schaden irreversibel sein, wodurch das Wachstum der Kulturen stark
eingeschrankt ist. In den CRP exprimierenden Zellen steht dagegen mit dem CRP ein sofort
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verfigbarer Chelatbildner fir die freien Cd**-lonen zur Verfligung, wodurch sich weniger starke
Auswirkungen im Verlauf einer Cadmium-Vergiftung zeigen. Die Reparaturmechanismen in den
Zellen bleiben so weitgehend intakt, was eine schnelle Kompensierung der Schaden zur Folge
hat. Der Vorteil einer schnelleren Komplexierung der Cd**-lonen durch das CRP in DTY167
Zellen zeigt sich vor allem bei hohen Cadmium-Konzentrationen (400 uM), bei denen ein mas-
siver Cadmium-Einstrom erfolgt. Fir DTY165 Kulturen ist dort im Gegensatz zu CRP-
exprimierenden Kulturen kein Wachstum mehr zu beobachten.

Einer der wichtigsten toxischen Effekte, welche durch Cadmium ausgeldst werden, ist
die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies und der damit verbundene oxidative Stress in den
Zellen [Brennan und Schiestl, 1996]. Neben der Komplexierung von Schwermetallen kénnen die
Metallothioneine auch als Radikalfanger in den Zellen auftreten, die Gber ihre Sulfhydrylgruppen
ahnlich wie Glutathion zur Entgiftung von Hydroxylradikalen und Superoxid-lonen beitragen
[Thornalley und Vasak, 1985; Thomas et al., 1986]. So sind Metallothioneine in Hefen in der
Lage, den Verlust der Superoxid-Dismutase zu kompensieren [Tamai et al., 1993]. Auch in der
Muschel Mytilus galloprovincialis konnten antioxidative Effekte von Metallothioneinen nachge-
wiesen werden [Viarengo et al., 1999]. Bei der Vermittlung der Cadmium-Resistenz durch das
CRP in den Hefezellen kdnnten neben den komplexierenden Eigenschaften auch solche antio-
xidativen Mechanismen eine Rolle spielen. Das CRP-Protein wiirde demnach in den Zellen
nicht nur einen primaren Schutz Uber die direkte Bindung freier Cd**-lonen vermitteln, sondern
ist moglicherweise auch an sekundaren Schutzmechanismen Uber die antioxidativen Eigen-
schaften seiner freien Sulfhydrylgruppen beteiligt.

Uber die Expression verschiedener Deletionsklone sollte die Bedeutung einzelner
Repeats des CRP bei der Resistenzvermittlung aufgeklart werden. Dabei konnte beobachtet
werden, dass die protektiven Effekte in einem proportionalen Verhaltnis zur Anzahl der expri-
mierten Repeats stehen. So zeigen das gesamte 25 kDa CRP-Protein und ein Deletionsklon
ohne die potentielle Transmembrandoméane (21 kDa) sowohl| bei subletalen als auch bei toxi-
schen Cadmium-Konzentrationen das beste Wachstum aller getesten Klone. Dies bestatigt die
Annahme, dass die Transmembrandomane scheinbar keine funktionale Bedeutung bei der
Cadmium-Entgiftung in den Hefezellen besitzt. Mit abnehmender Anzahl der exprimierten Re-
peats nimmt auch die Resistenz der entsprechenden Kulturen ab. Das mit etwa 3 kDa kleinste
Fragment, welches das vierte Repeat des Proteins umfasst, weist so den geringsten Effekt aller
CRP-Deletionsklone auf. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Annahme, dass der vor-
rangige protektive Effekt des CRP mit der Komplexierung der freien Cd**-lonen einhergeht. Je
mehr repetitive Elemente in den Zellen exprimiert werden, desto mehr freie Sulfhydrylgruppen
stehen fir die Bildung von Cadmium-Thiolat-Clustern zur Verfigung. Dementsprechend kommt
es zu geringeren physiologischen Schadigungen in den Zellen mit den meisten CRP-Repeats.
Der beobachtete Effekt nimmt mit steigenden Cadmium-Konzentrationen deutlich zu. Wie be-
reits ausgefihrt, sind aufgrund des schnellen Einstroms von Cd**-lonen in die Hefezellen bei
einer akuten Vergiftung solche Mechanismen von besonderer Bedeutung, welche die initialen
Zellschadigungen so gering wie mdglich halten. Daher ist es von Vorteil, wenn mdglichst viele
Repeats des CRP in den Zellen vorliegen, die mehr freie Cd**-lonen komplexieren kdnnen. Die
Fitness dieser Zellen ist entsprechend grésser, was ein besseres Wachstum der Kulturen nach
sich zieht. Fir die Deletionsklone CRP-R12345 und CRP-R12678 sowie CRP-R345 und CRP-
R678 mit gleicher Repeat-Anzahl aus unterschiedlichen Bereichen des CRP-Proteins sind keine
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Unterschiede bei der Resistenzvermittiung festzustellen. Die einzelnen Repeats des CRP
scheinen demnach in gleichem Umfang an der Komplexierung der Cd**-lonen beteiligt zu sein.

Durch Bestimmung des Cadmium-Gehaltes in den Zellen verschiedener Deleti-
onsklone sollte Uberpriift werden, ob aufgrund der angenommenen Komplexierung von Ccd**-
lonen durch das CRP eine Zunahme der Cadmium-Akkumulation in den Zellen zu beobachten
ist, welche die meisten Repeats exprimieren. Es konnten jedoch keine Unterschiede zwischen
den einzelnen Deletionsklonen festgestellt werden, so dass anhand der Ergebnisse eine Aus-
sage hinsichtlich der Cd-Bindungsfahigkeit des CRP nicht zu treffen ist. Vielmehr spielen ande-
re Faktoren wie beispielsweise die auftretende Schadigung der Zellmembran durch Cd**-lonen
und der daraus resultierende Einfluss auf den Ein- und Ausstrom von Cd**-lonen beim Cd-
Gehalt in den Hefezellen eine Rolle [Gadd und Mowll, 1983; Howlett und Avery, 1997]. Fakto-
ren wie diese Uberlagern moglicherweise den Akkumulationseffekt durch das CRP. So kdnnten
stark geschadigte Zellen einen héheren Cadmium-Gehalt aufweisen als etwa Zellen, deren
Zellmembranen aufgrund des exprimierten CRP-Proteins und dem damit verbundenen Schutz-
mechanismus nur in geringem Umfang geschadigt sind.

A
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Abbildung 4.1 Schematische Darstellung der Sequenz des vierten CRP-Repeats und der Komplexierung von
Cadmium durch die Cysteine im humanen Metallothionein Il. [A] Sequenz des CRP-Repeat 4. Insgesamt weist das
CRP-Protein acht derartige aufeinanderfolgende Einheiten auf, wobei das achte Repeat am carboxyterminalen Ende
um sieben Aminosauren verkirzt ist. Die konservierten Cysteinreste sind grau unterlegt [nach Willuhn et al., 1996]. [B]
Komplexierung von Cd**-lonen durch das humane MT-II. Gezeigt ist die Aminosauresequenz des Metallothioneins. Die
Beteiligung der einzelnen Cysteinreste als Liganden fiir die Komplexierung der Cd*"-lonen ist durch Verbindungslinien
dargestellt. Univalente Cysteinreste sind weiss unterlegt, bivalente Cysteinreste sind grau unterlegt [nach Pan et al.,
1999].

Bei Metallothioneinen aus Saugern sind alle Cysteinreste an der Koordination der
Cd**-lonen in den zwei separaten Clustern beteiligt (Abb. 4.1). Die Sulfhydrylgruppen der
Cysteine fungieren dabei entweder als univalente (terminale) oder als bivalente ('bridging'’)
Liganden [Cismowski und Huang, 1991]. In der N-terminalen B-Domane werden so drei Cd**-
lonen Uber drei 'bridging' und sechs terminale Cysteine komplexiert. In der a-Domane erfolgt die
Komplexierung von vier Cd**-lonen uber fiinf 'bridging' und sechs terminale Cysteine (Abb. 4.1).
Der Austausch einzelner Cysteinreste gegen andere Aminosauren wie Serin hat unterschiedli-
che Auswirkungen auf die Detoxifizierungeigenschaften der MT. Wahrend sich beim Austausch
einiger Cysteinreste keine oder nur geringe Auswirkung auf die Funktionalitat des Proteins zei-
gen, fuhrt der Verlust insbesondere von Cysteinen, die als bivalente Liganden fungieren, zu
starken Beeintrachtigungen bei der Detoxifizierung von Schwermetallen durch die MT [Chernaik
und Huang, 1991].
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Die einzelnen Repeats des CRP weisen in ihrem strukturellen Aufbau Parallelen zu
den Domanen der Metallothioneine auf. Durch Sequenzvergleiche konnten vor allem in den
Bereichen der CRP-Repeats drei, vier und finf Ubereinstimmungen mit den Metallothioneinen
sowohl aus Saugern als auch aus Invertebraten detektiert werden (Kap. 3.2). Da auch bei der
Expression des vierten CRP-Repeats ein protektiver Effekt bei einer Cadmium-Belastung von
DTY167 Zellen erzielt werden konnte, wurde dieses Repeat fliir den gezielten Austausch von
Cystein gegen Serin ausgewahlt, um die Bedeutung der einzelnen Cysteinreste fir die Vermitt-
lung einer Cadmiumresistenz zu untersuchen. Die Ergebnisse der Wachstumsversuche fuhren
zu der Einteilung der Cysteinreste in zwei Gruppen. In Gruppe eins finden sich die Cysteinreste,
deren Fehlen zwar zu einer Beeintrachtigung der Funktion des CRP-R4 fiihrt, die jedoch den-
noch begrenzt in der Lage sind, sowohl bei subletalen als auch bei toxischen Cd-
Konzentrationen eine Resistenz zu vermitteln. Dazu gehdren die Cysteinreste in Position 1, 7, 9
und 27. Die Cysteine in Position 3, 14, 18, 22 und 23 dagegen tragen zwar bei subletalen Kon-
zentrationen zu einem Schutz der Zellen bei, diese zeigen jedoch bei toxischen Cd-
Konzentrationen keine Cadmium-Resistenz mehr. Diese Ergebnisse unterstitzen die Annahme,
dass der protektive Effekt des CRP auf einer Komplexierung der Cadmium-lonen beruht. Waren
ausschliesslich die angesprochenen antioxidativen Effekte der Grund fir die Resistenzvermitt-
lung durch das CRP, so sollte sich der Verlust jedes einzelnen Cysteinrestes unabhangig von
seiner Position in gleichem Umfang auswirken.

Im Gegensatz zu den Metallothioneinen, bei denen sich der Austausch einiger, vor al-
lem terminaler Cysteinreste nicht auf die Detoxifizierungseigenschaften der Proteine auswirkt,
zeigt beim CRP-R4 jeder der Mutationsklone ein eingeschranktes Wachstum im Vergleich zum
Wildtyp [Chernaik und Huang, 1991]. Demnach mussen alle Cysteinreste des CRP-R4 in eine
Komplexierung so eingebunden sein, dass sich das Fehlen jeder einzelnen Sulfhydrylgruppe in
einer mangelnden Cadmium-Bindungsfahigkeit des Fragmentes auswirkt, was einen verminder-
ten protektiven Effekt in den Zellen nach sich zieht. Eine zentrale Rolle bei der Ausbildung der
Metall-Thiolat-Cluster kommt im CRP-R4 dem Cysteinrest in Position drei zu, bei dessen Feh-
len der starkste Verlust der Cadmium-Resistenz beobachtet wird. Bei der Vermittlung einer
Cadmium-Resistenz spielt nicht nur die Anzahl der gebundener Cd**-lonen eine Rolle. Auch die
Stabilitdt der Chelat-Bindung stellt einen kritischen Faktor in dieser Hinsicht dar [Chernaik und
Huang, 1991; Cismowski et al., 1991]. So sind bei Metallothioneinen neben den Cysteinen vor
allem die konservierten Lysin- und Serinreste beider Doméanen fir die Stabilitat der Cluster ver-
antwortlich. Austausche dieser Aminosauren flihren zu einer Reduzierung der detoxifizierenden
Eigenschaften der Metallothioneine [Cody und Huang, 1994; Pan et al., 1994; Emoto et al.,,
1996; Yamasaki et al., 1997]. Auch in den CRP-Repeats sind viele Lysin- und Serinreste kon-
serviert, was auf eine vergleichbar stabilisierende Funktion dieser Aminosauren bei der Kom-
plexierung von Cadmium durch das CRP hindeutet.

Ubertragt man die stochiometrischen Eigenschaften der Metallothioneine hinsichtlich
einer Komplexierung von Cd**-lonen auf das CRP-R4, so konnte das Repeat einen Metall-
Thiolat-Cluster mit drei Cd**-lonen ausbilden. Dies wiirde den Eigenschaften der B-Domane der
MT entsprechen, welche ebenfalls neun Cysteinreste enthalt. Da jedes Cd**-lon vier Sulf-
hydrylgruppen als Liganden hat, missten drei der Cysteinreste des CRP-R4 wie in der -
Domane der MT als divalente Liganden fungieren [Kille et al., 1994; Chang et al., 1998]. Eine
verlassliche Aufteilung der Cysteinreste des CRP-R4 in uni-oder bivalente Liganden ist jedoch
nicht moglich. Zum einen ist die Aufteilung der Cysteinreste in der als Vergleich heran-
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gezogenen B-Domane der MT eine andere als im CRP-R4. So besitzt die B-Domane insgesamt
vier Cys-X-Cys-Motive, wahrend beim CRP-R4 zwei Cys-X-Cys- und ein Cys-Cys-Motiv zu
finden sind. Zum anderen wirkt sich zwar der Austausch von bivalenten Liganden in Metallothi-
oneinen besonders stark auf die Cadmium-Bindungsfahigkeit aus, einige univalente Liganden
zeigen jedoch ahnliche Auswirkungen [Chernaik und Huang, 1991]. Bei den Aussagen hinsicht-
lich der Cadmium-Bindungsfahigkeit des CRP-R4 muss zudem beachtet werden, dass die iso-
lierte Betrachtung eines Repeats nicht zwangslaufig die Verhaltnisse im gesamten Protein wi-
derspiegeln muss. Die sterischen Voraussetzungen fiir die Bindung der Cd**-lonen innerhalb
eines Repeats kénnten aufgrund der Faltungseigenschaften des Gesamtproteins verandert
werden. Die Aminosaure-Sequenz des CRP ist durch eine Reihe von B-Turns gekennzeichnet,
was fir eine globulare Struktur des Gesamtproteins spricht [Willuhn, 1994].

Die Metallothioneine der Vertebraten weisen in der 'Hinge'-Region zwischen den bei-
den Domanen ein stark konserviertes Lysin-Motiv auf [Hamer, 1986]. Auch die Repeat-
Ubergénge des CRP-Proteins sind durch konservierte Aminosauren wie Cystein, Valin, Glycin
oder Prolin gekennzeichnet. Mdglicherweise sind diese Bereiche essentiell fir die korrekte Fal-
tung des Proteins und nehmen so Einfluss auf die Cadmium-Bindungsfahigkeit des Proteins.
Durch den gezielten Austausch von Prolin gegen Leucin im Ubergang von Repeat vier nach
finf sowie von Aspartat gegen Asparagin im Repeat-Ubergang von sechs nach sieben wurde
diese Annahme Uberprift. Es zeigte sich im Vergleich zum Wildtyp CRP jedoch kein Einfluss
der eingefiihrten Mutationen auf den protektiven Effekt im Verlauf einer Cadmium-Intoxikation.
Die durch die Mutationen hervorgerufenen sterischen Veranderungen in der Proteinkette beein-
flussen scheinbar nicht die Cadmium-Bindungsfahigkeit der Cysteinreste im CRP.

Welche Schlussfolgerungen kénnen anhand der Ergebnisse der heterologen Expres-
sion des CRP in S. cerevisiae im Hinblick auf die Funktionalitat des Proteins bei den Detoxifizie-
rungsvorgangen fir Cadmium in E. buchholzi gezogen werden? Terrestrisch lebende Oligo-
chaeten sind in betrachtlichem Umfang in der Lage, Schwermetalle wie Cadmium zu
akkumulieren. Als Entgiftungsorgan dient neben dem hinteren Teil des Darmkanals hauptsach-
lich das den Darm umgebende Chloragoggewebe [Morgan und Morgan, 1990]. Ein Grossteil
der akkumulierten Schwermetalle wird dabei in den Chloragocyten in speziellen Vesikeln, den
Chloragosomen, oder cytosolisch gebunden an Metallothioneine gefunden [Ireland, 1978; Dal-
linger et al., 2000; Gruber et al., 2000]. Die aufgrund der schnellen und spezifischen Induktion
durch Cadmium angenommene Einbindung des CRP in die Detoxifizierungsvorgange fir Cad-
mium in E. buchholzi konnte durch die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden.
Die strukturellen Ahnlichkeiten insbesondere zu den Metallothioneinen aus Lumbricus und Ei-
senia sowie die mit den MT vergleichbare Vermittlung einer Cadmium-Resistenz in Hefezellen
legen den Schluss nahe, dass das CRP durch die Komplexierung freier Cd**-lonen im Cytosol
der Zellen zur Entgiftung des Schwermetalls beitragt. Moglicherweise ist das CRP dabei tiber-
wiegend mit den Entgiftungsorganen wie dem Chloragoggewebe oder dem Darmtrakt assoziiert
und kénnte dort bei einer Cadmium-Vergiftung synergistisch mit den méglicherweise ebenfalls
vorhanden Metallothioneinen wirken. Ob die potentiell vorhandene Transmembran-Domane des
CRP dabei hinsichtlich der Kompartimentierung des Proteins eine Rolle spielt, bleibt aufgrund
der nicht vorhandenen Funktionalitdt dieser Domane im heterologen Hefesystem unklar. Auf-
grund des repetitiven Aufbaus des CRP-Proteins ist es durchaus denkbar, dass das Protein
einer post-translationalen Prozessierung unterliegt, bei der es in entsprechende Untereinheiten
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zerlegt wird, die dann fur die Komplexierung der Cd**-lonen verantwortlich sind. Solche Vor-
gange werden beispielsweise bei Eisenia foetida beobachtet. In diesem Oligochaeten wird ein
80 AS umfassendes Peptid liber post-translationale Mechanismen in ein 41 AS enthaltendes
Ein-Doméanen-Metallothionein prozessiert [Gruber et al., 2000]. Ahnliche Mechanismen der
Metallothionein-Prozessierung werden auch bei dem Springschwanz Orchesella cincta gefun-
den [Hensbergen et al., 1999]. Ein zusatzlicher protektiver Effekt des CRP kdnnte im Schutz der
Zellen vor dem durch Cadmium ausgeldsten oxidativen Stress bestehen [Viarengo et al., 1999].
Moglicherweise erflillen das CRP und Metallothioneine in E. buchholzi unterschiedliche Funkti-
onen. So werden in der terrestrisch lebenden Schnecke Helix pomatia verschiedene MT-
Isoformen gefunden, von denen eine Isoform fir die Cadmium-Detoxifizierung in der Mittel-
darmdrise verantwortlich ist und eine andere eine Rolle bei der Homdostase von Spurenele-
menten wie Kupfer im Mantelgewebe der Schnecken spielt [Dallinger et al., 1993; Dallinger et
al.,, 1997]. Es kann somit spekuliert werden, ob das CRP in Bezug auf Cadmium die detoxifizie-
renden Eigenschaften der Metallothioneine ersetzt, wahrend diese vorrangig in den Haushalt
von essentiellen Schwermetallen eingebunden sind. Aufgrund der spezifischen Induzierbarkeit
des crp-Gens durch Cadmium stellt sich jedoch die Frage, inwieweit die Metallothioneine fiir die
Detoxifizierung anderer Schwermetalle verantwortlich sind.

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit ergeben sich weitere Ansatzpunkte fur die Auf-
klarung der Funktionalitdt des CRP-Proteins. Dazu gehort der direkte Nachweis einer Komple-
xierung von Cadmium durch das CRP (ber Cadmium-Bindeassays. Eine Voraussetzung dafir
ist die heterologe Uberexpression und anschliessende Aufreinigung des CRP-Proteins. Bisher
ist es jedoch nicht gelungen, ein geeignetes Expressionssystem zu finden, in dem sich ausrei-
chende Mengen des Proteins herstellen lassen. Somit liegen auch noch keine Antikérper gegen
das CRP vor, mit denen das Protein und eine mdgliche Prozessierung in den Wirmern nach-
zuweisen ware. Mit Hilfe der Antikorper kénnte das CRP Uber immunhistochemische Methoden
in den Wirmern lokalisiert werden, ein moglicher Zusammenhang mit den detoxifizierenden
Geweben der Enchytraeen hergestellt und die zellulare Verteilung des Proteins aufgeklart wer-
den. Auch die Detektion von Metallothioneinen und der zugehdrigen Gene wurden weiteren
Aufschluss Uber die Rolle des CRP bei den Detoxifizierungvorgangen in E. buchholzi geben. So
konnte Uberprift werden, inwieweit das Verteilungsmuster beider Proteine bereinstimmt und
sich die Funktionen der Proteine erganzen. Der Vergleich der genomischen Strukturen kdnnte
die aufgeworfene Frage nach einer méglichen Verwandtschaft der Gene klaren. Fir eine weite-
re Aufklarung der spezifischen Regulationsmechanismen der Genexpression ware die Kultur
einer Enchytraeen-Zelllinie von Vorteil, in der die Rolle Enchytraeen-spezifischer Transkriptions-
faktoren und der Enhancer-Strukturen im Gen bei der komplexen Kontrolle des crp-Gens auf-
geklart werden kdnnten.
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5 Zusammenfassung

Die anthropogene Belastung der Umwelt mit Cadmium (Cd) birgt zunehmende Gefahren fir
Menschen, Tiere und Pflanzen. Der terrestrische Oligochaet Enchytraeus buchholzi ist in der Lage, auch
in stark Cd-belasteten Bdden zu Uberleben. Als spezifische Antwort auf eine Cd-Belastung exprimiert
Enchytraeus eine mRNA, die flr das cysteinreiche 25 kDa CRP-Protein kodiert. Der hohe Cystein-Gehalt
und die charakteristische Anordnung der Cysteinreste in Cys-X-Cys- bzw. Cys-Cys-Segmenten entspre-
chen den Eigenschaften Schwermetall-bindender Proteine wie den ubiquitéar auftretenden Metallothionei-
nen (MT). Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Aufklarung der genomischen Organisation des crp-
Gens und der Nachweis der Funktionalitat des CRP-Proteins bei der Detoxifizierung von Cd.

Das crp-Gen ist aus zehn Exons und neun Introns aufgebaut. Mit seinen von sehr langen
Introns unterbrochenen kleinen Exons weist das Gen eine fur Invertebraten-Gene untypische Exon/Intron-
Struktur auf. Bei der Exonverteilung findet sich eine auffallige repetitive Struktur im Kernbereich des Gens,
in dem die kodierenden Exons drei bis acht wie die repetitiven Einheiten der CRP-cDNA aus jeweils 93 bp
aufgebaut sind. In Ubereinstimmung mit der Struktur der cDNA und der Exons finden sich auch in den
Introns des crp-Gens repetitive Elemente. Neben vier direkten und einem invertierten Repeat in jeweils
verschiedenen Introns wurden in den Introns sieben und neun DNA-Abschnitte mit mehreren direkt auf-
einanderfolgenden kurzen Sequenzwiederholungen detektiert. Fir das Fragment im Intron sieben mit
seiner Anhaufung von Metall-responsiven Elementen (MRE) wurde bereits eine Enhancer-Funktion nach-
gewiesen. Zusatzlich sind in den Introns des crp-Gens fiinf Konsensus-Sequenzen fiir transposable DNA-
Fragmente aus S&ugern und Invertebraten enthalten. Durch Restriktionsanalysen konnte eine teilweise
Methylierung des Genoms von Enchytraeus buchholzi nachgewiesen werden. Das crp-Gen und der zuge-
hérige Promotor liegen dabei in einem der relativ kurzen methylierten Abschnitte des Genoms. Aufgrund
des uneinheitlichen Methylierungsmusters in den untersuchten Bereichen wird eine gewebsspezifische
Methylierung des crp-Gens vermutet, die moglicherweise Einfluss auf die Expression des Gens in ver-
schiedenen Geweben nimmt. Anhand der repetitiven Strukturen des Gens und den Ahnlichkeiten einiger
Abschnitte des crp zu Exon- und Intron-Bereichen von MT-Genen aus Lumbricus rubellus ist ein gemein-
samer Ursprung der Gene ableitbar. Das crp-Gen kdnnte so aus Gen-Duplikationen entstanden sein, wie
sie unter anderem bei MT-Genen in Drosophila gefunden werden.

Das CRP-Protein vermittelt in dem Cd-hypersensitiven Hefestamm DTY167 eine sehr effektive
Cd-Resistenz, welche besonders bei hohen Cd-Konzentrationen die Resistenz des zugehdrigen Wildtyp-
stammes DTY165 weit Ubersteigt. Der erzielte Effekt der Resistenzvermittiung nimmt dabei proportional
mit der Anzahl der exprimierten repetitiven Einheiten des CRP-Proteins zu. So zeigen Zellen, die das
gesamte 25 kDa Protein exprimieren sowohl bei subletalen als auch bei toxischen Cd-Konzentrationen die
grésste Resistenz. Das mit etwa 3 kDa kleinste Fragment, welches das vierte Repeat des Proteins um-
fasst, weist dagegen den geringsten Effekt aller CRP-Deletionsklone auf. Durch die Expression von Frag-
menten gleicher Grosse aus verschiedenen Bereichen des Proteins konnte nachgewiesen werden, dass
alle Repeats in gleichem Umfang an der Resistenzvermittlung beteiligt sind. Als Mechanismus der Resis-
tenzvermittlung wird eine Komplexierung der freien Cd**-lonen durch das CRP-Protein im Cytosol der
Zellen angenommen, wobei die Sulfhydrylgruppen der Cysteinreste dabei als Liganden bei der Bildung
von Cd-Thiolat-Clustern dienen. Dies entspricht dem Entgiftungsmechanismus von MT. Bestétigt wird
diese Annahme durch den gezielten Austausch der Cysteinreste in dem 3 kDa Fragment des vierten CRP-
Repeats gegen die Aminoséure Serin. Die Mutationen wirken sich in unterschiedlich starkem Umfang auf
die Fahigkeit zur Resistenzvermittlung des CRP-R4 aus. Alle Klone zeigen jedoch ein eingeschranktes
Wachstum im Vergleich zum Wildtyp. Demnach zieht das Fehlen jeder einzelnen Sulfhydrylgrupppe im
Gegensatz zu den MT eine Verminderung der Cd-Bindungsfahigkeit des CRP-R4 Fragmentes nach sich,
was sich auf die Detoxifizierungseigenschaften der Mutationsklone auswirkt.

In der vorliegenden Arbeit konnte mit dem crp-Gen erstmals ein Gen fiir ein Schwermetall-
bindendes Nicht-Metallothionein Protein charakterisiert werden. Zudem konnte erstmals die Funktionalitat
des CRP-Proteins bei der Detoxifizierung von Cd nachgewiesen werden.
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7 Anhang

Nachfolgend aufgefuhrt ist die bekannte Nukleotidsequenz des crp-Gens aus
E. buchholzi. Fiir Intron 6 sind die ersten 628 bp im Anschluss an das Exon 6 aufgefiihrt. Uber
'Southern Blot'-Analysen wurde fiir das gesamte sechste Intron eine Grdosse von 2,0 kb bis
2,3 kb ermittelt (Kap. 3.1.1). Die Nummerierung der Basen erfolgt separat flir den 5'-Bereich
des Gens vom Haupt-Transkriptionsstartpunkt [Koewius, 1998] bis zum Abbruch in Intron 6 und
fur den 3'-Bereich des Gens beginnend mit der ersten Base des Exon 7 bis in den
3'-flankierenden Bereich des Gens. Zusatzlich ist der 5'-flankierende Bereich des crp-Gens
aufgefiihrt [Koewius, 1998]. Der 5'-nichtkodierende Bereich sowie die Exonbereiche sind durch
Grossbuchstaben, die Intronbereiche durch Kleinbuchstaben gekennzeichnet. Die Exon/Intron-
Ubergénge sowie die Grésse der einzelnen Exons und Intron sind in Kapitel 3.1.1 in Tabelle 3.2
zusammengefasst. Dunkel grau unterlegt sind die beiden Transkriptionsstartpunkte, wobei der
Haupt-Transkriptionsstartpunkt (Pos. 1) zusatzlich unterstrichen ist. Hellgrau unterlegt sind das
Startkodon (Pos. 163) sowie das Stopkodon (Pos. 2369 und Pos. 3531-3532), welches am U-
bergang von Exon 9 nach 10 gelegen ist. Das Polyadenylierungssignal (Pos. 4088-4093) ist
unterstrichen. Ein Sequenzunterschied zur cDNA im 5'-nichtkodierenden Bereich (Pos. 3606, G
fur A) ist grau unterlegt und unterstrichen.

5'-Bereich des crp-Gens

-770 CGCATTTTAG TTAAATATCA AAATTCAGAT TTCTCATAAA ATTTCTTAAG
-720 TCAACTAGGT ATAACATAGA TTTAAAATGG TTAACCGATA CCGCCTCAAT AATATGATTT GGTAACACAT TCCAAGCATT
-640 AATACATCTT GATATTTTTG TATATTTATG AAGGGATTTT CATAGATTGA AGCCACATTA TTTCGAGTAA CGCTTGATTT
-560 TAGAGTAAAG AATTCAGCTG CCTGTACATC AACGAGGTTA TTTACAATTT TGAAGTATGA GATTAAATCC ATTTTTAGIC
-480 TACGGAGITC TAGAGGCTCA GAGCCAAATG GACTAGITTC TGIGGATAGC TCATGCCGCT TAAACCGATT AAAAGITTGG
-400 TGAAACGCTT CAGTGICAGT GATGIGITCG ATGTITGICAT GGACTACATT ATAACTCTCT AGITATTGIT ATTTTATGIT
-320 AAGTACTACA TAATAAGTCT TCTGTAAACT GCAAAAAGGC TTAAATTTAC AGTAGTAAAA GCAAAGATTG AAAGTGACAG
-240 ATATCAACAT TGAAGATCGT TTTGATAAGG GAAGCCTTTG AGAGTTTTGC ACACGGTTCA TTCATCAGTC ATTCAGITAA
-160 ACTCTCAGCT ATTCTGCCGA GTGCAAAACT AAATGTCGTG TGCAGACAAA TCATATCGAA TGTTACAATT ATTCTGACTG
- 80 CAATCAACCA ATCGCAGAAC ATCTAACAAA ATGITTGTTT ACATCCAGAG AATATATAAA CAAATGGAAC TTGGTGCGAT

1 [@TAAATCGAG TTGATCAGCT GATTAGITCT GITATTAAGC AGAAAAAGAG TACTGTTACG GAAAAAGATC TAGAGCCAGC

81 TTAATATTCA TTTAGAACAG TTTAAAGAAT ATCAGAGAGT TAATTTCATC TAACTGATTA GACTTCAAGT GGAAAAATAA
161 TCATGCCATC ACgtaagttt cttcaaaact gttacttaat taagctttag tatgcatagg cttcgcatta aaaaataata
241 aactagcaaa attgcgataa ctttgtctat tcttgatatt tccctttgaa attcaaatcg tgtgtagaag aggaatttct
321 tcaccagatc atgtagtttt gtagaaatat ttttcatggg accatgtttt gtcaattaga atcagtacat attttaagag
401 taaatctttg agttttacaa gtaaaacttt aaatagcaaa tcaattttat aacagtttct atcctcatat gcatgtatta
481 aaagttatta ataatttcta actttttgac atgcaaaagg acattgaaag acattgtgca cacaacgctt aactggatta
561 tgtatgcttg atctctcggc cgctcttgat accattgatc acaatattct tctggaacgt ctttcttcct ggtttagtgt
641 tcgtgtaatt gttcttgatt ggttttcctc ctatctgatg gatcgttctt ttagtgtgaa agtgatggag tacatctctt
721 cgccttctca cttaaagtat ggtgtgcctc aaggctccgt tcttggtcct atcctcttta acctctatgc aacaccccta
801 agcactctaa tctcttctca ttctcttgat catgaactat ttgctgatga cactcaaatg tacagatctt ctaagttaat
881 tactcttgtg agacctagct taccttcacg ctctaagcta tctaatcgtt ctttccagca tgctgcacct cagatctgga
961 attctcttcc atccaatctt cggaaatctt catttgaatc acatcagcct ttgctttcct atgagcaaag aatgatgtga
1041 tctgaatgat atgcgtgtaa ttgattaatt tcaagtgtta tgtagcacgt gaagaggaaa acggaagata gagatgaatg
1121 gagacgttat ataccatgat ggacctgcct gtaggctgtg cagttccata agcagttgaa gacctatctt tcttttccat
1201 ctctcttttc catccagtgc ccgtgagcgg cgacctgcgec ctaaaccacc ttttctttaa ctccctttac tttggactga
1281 atttcaggat tttggaattc tgcaccgttt ttggaccttc tttttttgecc caccggcttg attttgtctc aatagtgetc
1361 gatgttgtca ttgataactg tagcactcca attgctatta ttattattga aaaatttgag atgtgtatag tatttataaa
1441 ttatttcaat ttaattgttt attcaattat acatataaaa tattttgata aatgatttaa ctgaattgtt tccgatgttt
1521 tatgtattta gACGCTCATG CTGAAGCACA CTGIGGCTGI GGAACTGAGT GCCATTGCCC TAAAGGTAGC TGCGECTCTG
1601 GCTGIGGCAC GAGCACTACT CCTGGCACGCT GIGGAGgt aa at accaatct attgctcgat ttataaaatt aattcactaa
1681 attatgctaa cgatacttga gactggcaaa actttcagtt aattattctc tttagtggag tgctttgttc agatgtagac
1761 aatctctctc tagtgctctg ccaagtgggt agctgcaacg tacatattca agagtctgcet ttgctttcac actccaaaga
1841 tcaacgagtt aatcctttcc caaaagctat gctatatgct taatataagc tatgcttata gtttgggagt aaaatatgac
1921 ttccctgaag ccatgacttc cgaagtcatt tgaatagaat tttttatttg aatgtcattt atttatcaaa tatacatcaa
2001 atattttgat atttgattaa gctggattgt ttttggtatt ttatttattt agatgctcaa gttcattacc ttcctcagat
2081 gtagaatata taaaaattta atttaattta attttaattt aatttaattt aaatctttgt agtttggtct tgatagtgca
2161 agttactgct cagtgattct gaattcattt ttgaagtaaa gcattatagt aggaaataaa atacatatta ttctgtaact
2241 tcacaagtgt aatgatttgc attttaatta tgtgatttgt ttatattcat aagcatgctt ttgttgatgc tgtaagtgcc
2321 taaagctata tgaatttaaa ataggttgca attttgattg cagatgtttt tactatttgt actttatata gaatttatta
2401 tttttgttaa atattatatt tttcgtttat gagattaatc catcagttaa ctattgttaa tttcctgcat atgatggacg
2481 ttagttttca atatcatatt aaaaataata tcaatgactt catgtaatta atattaaatc atttacacct atttgatcaa
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2561
2641
2721
2801
2881
2961
3041
3121
3201
3281
3361
3441
3521
3601
3681
3761
3841
3921
4001
4081
4161
4241
4321
4401
4481
4561
4641
4721
4801
4881
4961
5041
5121
5201
5281
5361
5441
5521
5601
5681
5761
5841
5921
6001
6081
6161
6241
6321
6401
6481

agatatctgt aatttctttg aaatttaatt
tctgtagttg tttatttaat tttgttaaac
GCAGAAGAGG CTGTAGCAAG GGTTGTTGCA

attttaaaat
gaat t ggcca
ggggctggtt
tttcttcctt
cgtt aaat at
aatt caaaat
gaaat t cagc
cagTTGAAGG
GCCCCCAAGT
t cat act aat
tagat gctga
ctcttaattg
tagttctttt
caaact gcca
aact aattaa
ctgttttatt
aattgcagtt
tgatatttag
acctatttga
aggctttttt
TGAGAAGGGA
aacttcatca
tt aaacaaaa
gcectcetcetg
ttatctgcta
ctttactcgc
aat accgact
tgatccattg
ggt gaaat ct
taaattaatt
aagct t agga
aggcaacgat
ccgttatgtt
aaagcgat gt
tactggctcc
gtttaatcag
gagat agaat
cttaaaattt
AGCAAGGGTT
atttttttta
ttcaatctgg
gtaagatatt
gaaactgatc
at cat at gat
cttgacctat
gcagctgcett
cctgaaatta

gtgatgcctg
ctcttaaaat
ccagccaatt
ct at aaat gc
tt gagaagt a
tcctcaatga
atagcttaaa
ATGCCCCTGC
GTGGAGgt ac
gacacat gat
gttcaaatca
tagtttagtg
cctaat at gc
tttttaagcet
gcaat gcagt
t ccagaaat t
at ct at aaat
ggcagat aaa
t caaagacat
gacatctgta
GAGTGTAAGC
cattcatcga
actttattgt
at ggccgt ag
tcacaat t gt
tttactcgtt
ttaacat caa
t agaacaact
cttatataac
aat gat at gc
aggaaaaaat
tact aat aac
atgttatgtt
cagt gacggt
agccactttt
aacgggattc
gttagat aca
tgtttcagTT
GCTGTACCCC
aagaat cctt
tact gt gact
ccact gcgga
tgttaacatt
aagat agcca
caagttagtt
t cagaagaat
ttccctgat

3'-Bereich des crp-Gens

TTGTTGCCTG
CCTAAATGTG
t agagcaggc
tatagtttat
agt gt t at gt
ggct gt gcac
cat at aaaag
t gaact gaat
atctaatgta
ggct aat cgt
tgatgtgttg
cttgtggttc
gatgtgttga
tt gaacagct
gt t gaacagt
gttcacattg
t gaacagTGC
TTGTGCTCCT
at gt gt ggac
ttatctttat
t caccaaagc
aatt acgagt
agaatttttt

CCCATGCGGG
GAAgt aggt t
t gaagacttc
at agt gaagt
agcacgt gaa
t aagagagaa
atgctcatac
t ccgect aat
taaacatttt
t aggct acaa
aacagt acag
acatt gt aat
acagt gcagg
caggact gcc
acaggact gc
t aat gt gt gt
AGGACTGCCC
AAGTGCGACA
gtctttgaca
tattattact
gcataatttg
t gagt aat aa
taacatttat

acctttctgg
agttgaactt
atttctgtga
t aact ccaag
acagcccagc
t gt agaacaa
t gt cat ccat
GGTTCTCAAT
aatttttttt
ggcaact aag
agt gct cgca
ttttttgttg
tcat at at ac
ctttatattt
aaat attgca
cagccaat at
ttacataata
taatactata
ctgtattttt
atttgttatt
CAGGTTGTAC
cttctcacat
ttcttctatc
t gaggct at t
ttgtcggt gt
ttactcgett
tttgctgetc
t act agcaag
ctgttagtca
t gat agagca
cccagggt ga
cat ggagagg
at gt aagt aa
cgagcccagg
atttactata
t aact aat ac
aagattttgt
GAAGATTGCC
TAAGTGTGGA
caagttttaa
aawaagt aat
tcagtatgtg
agctttacta
taattcttaa
aatt at aagt
gaaagttttc

TCACAGTGCA
tcttaccttt
atttgtttga
gt aaaaat ca
gaggaagacg
aacgat at gt
ttttattaaa
tcttgcet gat
gt gcat aaga
tgtgtgttga
gactgccctt
gt gt gt t gat
gctgeccttg
cttgtggttc
ccttttggtt
tatatgttga
GIGTGGITCA
gtaagtttat
ttacccttgg
attattat at
ct aaat t ggt
aaatctttct
tgcttaatta

tatttaaata gttatatttt ttatacttat tgaagaaagt cttttcgaca
agTGGCAGGEC TGCCCGTGIG GITCTCACTG TAAATGTGAG AAGGGAGAAT
CTCCTAAGTG TGGAGgt aat

cgtgagtcta
tatctgtcta
tgttcctcca
tatataacta
cact at caaa
aat gt gacct
gttatcatgg
GCAAGTGTGA
taaaatttat
ct gt gat cgg
ccaacattga
caat gacaga
tgttctttca
gtatatctgc
ctatttgaaa
cattaaattt
attttgttgt
ttacaaacat
tttaaattta
taattttgtg
CAAGCGATGC
ttacatttat
tccttcecttce
ttattttctg
ttgaagactt
tactcgct aa
aat at cat gc
ccaccggcett
gttggattat
t at agat aga
t ggaaggtta
aaggaggaaa
atatctttaa
atttgaaccc
gcatatttac
tctacttgtt
gatggtcata
CATGTGGTCC
Cgt aggact c
taatgcaatc
aattctttag
cggggt t caa
gettttttat
cagt aaaact
ttacccttta
tctgattcta

CATGTGAGAA
tttagattca
acat at gaga
agtttgtggc
gaagat agag
agcat gt gaa
ttgattgcga
aaatctcttt
atcattctat
tgtgttgaac
gtggttcaca
gt gtt gaaca
tagttcacat
acatt gt aaa
cacattgtta
acagttcagg
CATTGTAAGT
tcttgtcaac
at gaggaaac
cctccacttc
at aaaaagcc
tgttttccett
t gt ct aat at

atacttttaa
ttcaagcttg
caaaattctt
tgaataattt
attactcttt
at agt cct at
gt aacagt ac
GAAAGGAGAA
catttatatt
agct gat agt
ctttttagag
ttctttttag
tccatcatca
attatatgtc
tgtggtattt
tctgcttaaa
agtttttgta
aatattaata
atgtatttag
at acagTGGC
TGTGGTACTA
catatatgca
tttgtttact
tttgatgcta
tt aaat aaag
gectttttte
tagtgtagtg
agtcctttat
ttctaaactt
aatacttata
ttattaaatc
ttggtcttaa
aagct ggt aa
cgcacaat cc
ctttgagcat
at cacgcatt
atttgcacct
AAGCTGCAAG
t aaagcact a
tcggtaaatg
cttattttta
at cct gggct
ttcatatttc
tattaaacca
cgtctctgge
ttccttgtat

GGGATCCTGC
taaatacttt
t gcaat gt gt
caagcct cct
at gaat ggag
tatact ccat
ggccgagaat
aaaat at acg
atttatctac
agt acaggac
ttgtaatgtg
gt gcaggact
t gt aat gt gt
gtgtgtatga
tgtgtgttga
actgccegtg

gtttaaattc
ct gaaggcgg
tcatgtcttg
ttctttgcca
tttacttgac
tatgccattt
tct gcat aga
tatgctacta
TGCAAAAAGG
aaaaat t aaa
at at gagt aa
at aggaaat g
t aat gggact
t aat t ggaaa
agt aat aact
ttttcctatg
at gat aaat t
ttttttccaa
atttaatgta
cacttgtatc
AGGCTGCTCC
AATGTGGAGY
t at gt aacat
gt agt ggt ca
catatgttga
acat gtacta
atttttctta
gat agcactg
tttttgacat
tttcatgtca
aaat ggcaaa
cgcgccgact
at aagcat ct
agct aaggt t
gt ccgcagt ¢
gggagegt gt
ttggctttgg
gatttat aat
TGTGAGAAAG
t agaaat aat
gactttgttg
ttttactgge
cacccgt cac
t agt gat aat
t caat aaat t
aaaaattttg
tttatttatt

AAGAAAGGTT
tataacttaa
agaggaaagc
gaat gat at g
acgttatata
ct aact agcc
agtcttttga
catttgatga
gact aatgtt
tgceettgtg
tgttgatttg
gcccttgt gg
gtatgatgtg
tgtggttcac
tatgttgaac
tgatttacat

aatatttttg
attgttttge
tattgtgatg
tttccttgat

atcatcttga
tattatttaa
attcaaattt

ctgtgttgtt

GGTGCAAGGA
tttgcattaa
ggt gt caaac
gact tt gaac
gttattataa
atacattttc
tgtaaaattt

tt aagat aaa
aat at t gaaa
cattttatta
atttatatta
attttatact

TGTGGTTCAG
t gagt caaat

attactgttg
gct cgat agg
tcacactttg
ctactacttc
ttcattttat

gatttgaaca
t gggt ct caa
ttactttgtg
t gt aagaccg
gcaattgatg
gtgcttcctg
aat at cagt t

gagtatctta
acaatcgttt

tctgtactgg
ttgtttaatt

GTGATTTTAA
ttatttatcc
t aaaagtt aa
t ggagccat t

tgacttcgct

at cgt agatg
aagacat ccc
tttccgattt

ccttttattc

GCAGCAAAGG
attacagatc
atttgaacct
cgtgtaattg
ccat gat gga
tctgctcact
gttttttatc
attattattg
ggact gggaa
gttcacattg
ttgaacagta
tttacattgt
gtttacattg
at t gt aat gt
aat acaggac
t gt aat at gt

GCGAGAAAGG CTCCTGTGAG AAGGGCTGCA

atagttacta
ggat gt t aaa
ctgtgacttt
at gt at agaa
gt gt at agt a
tatatagttt

ttaatattac
cctgtattat
gcgegttgtg
agt cact gaa
tataccctct
tttatattac

tattttcaat
tattattcgt
at gaat ccac
at gct acagt
aat agcgt ct
ttattactaa

gtttttattt
gccctcetgtg
t gat cat cct
gttctttcat
tataatt agt
gaaattcctc
tttccaactt
gttgttgttg
GGGCTCCTGT
aaattttgta
t gt ggat cag
ttttctttat
tactttgtge
t aacaacaat
aaat ctatac
tattaatttt
tttattctgt
aattatctta
aatcatttac
t att gaagaa
GATGTAAGTG
gt agct gcag
tcataggttt
gtacttcatt
aact gtt gat
atattactcg
tt aaaaggt t
ctgcacttac
cagaat aaat
tgcgattgaa
cgtgttggta
cgccat ccaa
acccagtgtg
tcct cactcg
ctgacttcgc
aacat at t gt
cagctttact
t aaaacattt
GGTAAACTGC
act at agaaa
t gt acact ac
ggcgat gt cg
ttcgagt gaa
ttacgattcc
acaagcactt
taattaatcg
tgattctatt

ATGCTGCACT
aggcttcatt
at ct gagaac
attaatttca
cctgectgta
aaat gagcga
tttcgtaaac
at aattt gat
ctgat cgcec
t aat gt gt gt
caggact gcc
aatgtgtgtt
tgttgatgtg
gt gt t gat gt
tgcecttgtg
gtttctgtagt
CTCAACGATG
tattgatgtg
agt agt agt a
tttactacaa
aaaggt ctcc
at gaagcettt
gtaat at cac
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Anhang

1841
1921
2001
2081
2161
2241
2321
2401
2481
2561
2641
2721
2801
2881
2961
3041
3121
3201
3281
3361
3441
3521
3601
3681
3761
3841
3921
4001
4081
4161
4241
4321
4401
4481
4561
4641
4721
4801
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ttattgctat tatttgtatt
agcaccacta ggatcacaac
ctaaagcgat ggaaaaggtc
ctat agaat g aataaaattg
gctccagaaa tttctacaaa
agagaagat g atgatgacta
TGTGAGAAAG GAACTTGCAC
gttactttta attaaatcaa
aatcaattaa ctatcggtga
cagtgaattc tattaattga
aaacaat at a acaaat aact
ttaactctcg gtgaagcttt
aat gaacatg ggttgat aat
ttgaatcttg ataactactt
tcaaaattat tctgagattt
aagtcttacc cataaaat at
ttcttgtacg tgtgccecgtg
cctgatttcc aatacgatca
t cgacgt cac aaagggcgtt
ctaact gaaa ttcaagagaa
attaactata gctacagtat
taaatt gcag AAATGCTGGT
TATTAGCAGA GCCGCTCTAT
TGCTCCTACT ATTCACTGAC
TGTATTTATT AAATTTAAAT
TTGTTTTATT GATTTTTACA
CTAAAATAAA AATTTAACGG
ACATTATTCA AGACAAATCT
CTATAAAAAT AAATTTGCAT
tctatatctt tgcaagcaat
tctgggattc aaagcagt gt
aattgaagat ttctgtaatt
atgt aaaaaa ttctattttg
ttaaatagtt tctaactgta
t gaaaaat ag ttacaatgat
at at acact g t gagt caaaa
tttgcataag tataatcagg
cagtgcttga aaatatgcg

gt at cct ggt
caacgtctga
taatt gt aaa
gt t aat aaaa
aat gt aaacg
tattat aaaa
ACCAACCTGT
ttaactctcg
attatattaa
at caatt aac
ct aagt gaat
at gaaaacat
atatttcatt
ttcgatattc
ttagcaattt
attttatata
taaattctaa
gt ct agt gct
cggttggtga
aatgatgatg
aaat gaattt
CTCTTGICGC
CACATCTATT
GATTTTCTTT
TAAATATCTT
TGATTCTGAT
ATTTACAAAA
ACACAAATAT
ATTGAATTTa
t agct aat gt
cctctttact
aaatctatta
t aagcagat g
gaacaact ga
ttactaacgc
aatccgtgtg
aacacatttg

t gat gaaaaa
aagggcattc
att caaggga
attacat cca
aat ggat aag
cgtatgttct
GCACAAACCT
gtgaattcta
tt gaat caat
tct cggt gaa
tctattaatt
ttggctgacc
gtataatatt
aaat aggt gc
cactgtagtt
tggatcatta
caatgttatt
gccacagaga
acgact aggc
at gattgaag gcacagt aat
gttcttttta gtaaattgta
AATACAGCTG ATGTAGCACC
ATACACAACA CATTGAACAA
TATTACTACA GAATTGIGTG
TAATCTCGTA CTATTAACCA
TTTTTACATT TTATGTGATG
TTAGITTGTA AACGAAACTT
ATAATTATTC TAAAAATTGT
aaattacaca tttctatttt
t aaaaaagcg agttttagta
aggaaattag tagttaacga
aaattaagtg ctgatttaga
atgggaatta cttcaagatc
tcaat gctat aagcctatta
atttttcaca aatctataat
cgcagtcttt cgcccataac
ctat aaaata acgttaagtg

tt gaacaacc
ggt t ggt gag
agat gat gat
aaccaacttc
aagtccattc
ATCTGTAGAC
GCTGOGCCTy
ttaattgaat
t aact ct cgg
ttctattaat
gaat caact a
gcaggtttga
agtt agacca
acat gt agcc
ttacatttat
cat t gaaaac
ct caaggaac
gcaat gaat t
t ccaaagaga

gt gaact gca
aaattgctct
gattatttta
agaaagggca
gt at cccgac
GTAAACTGCA
t aagt gcacc
caattaactc
tgaattctat
t gaat caat t
actctaggtg
ttctaggcta
gat gt acggt
t cct aaaact
cgctttcaaa
ttgcaat cgt
agcgacgacc
atttaaatac
tcttcaaaat

cgtgtcgtag
at aaat t gct
taattatatg
ttcggttggt
tctagttaaa
AGIGTGGCTC
tcgttacatc
tcggt caat t
caat t gaat c
aact ct cggt
aattctgtta
gaggat t cac
ctttgaagga
gattt gt aat
tataagtctt
cattcctatt
tgtgtgactc
t gaacgaat g
tttctaatcc
gttctcatat ttacttaggc
tttatacagt catttattta
GCAGTATCGG CTTGACCAAT
ACTCATATGA TTGCACCATT
ATTTTTTTTA TATTTCACGT
ACAGITATCT TTTATTGATT
ACTAAATTAA AAGTAAATAT
TTCTCCCTAT TTAACGITTA
AACGATATAT GGGTTTTCAC
atttattatt atatgtagag
ccaccagaaa ctaatgctca
ctcggttaca aaaggaattg
atctttacgg tactgtagtt
agaagctaaa tcctagatta
cattgtaata ttttatatac
tatattacac aagtgtaaag
tttggtatta gtgaaccgat
actctgtgaa ttattatttt

aaggcggcaa
acaaaatttt

ttgtactata
gagcgcct ag
ctgggattta
AAGCTGTCGC
tctgatatca
ctattaattg
aatt aact ct

gaattctatt

gtttagtcaa
t gagaaat gt

caggaaattc
atcgatttag
at caaat gaa
ggagcct aat

aatttaccat

cacgt cagt a
cgact at agt

ttactcattt

ctaaactatg
GGTCGTCATC
GITTCTGAAG
GATGITACTG
CTGTGATGCGA
TCTTAAATTT
TATTATGCTC
TTAAATATTT
ttccacaaaa
agactcttca
gccat attaa
att agacaaa
gaat gcct ag
acaaaaattc
cctatattat

tttttaaatt

t gcgt gaaag
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