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Einleitung

1. Einleitung
1.1. Sonderrolle des Ca** in der belebten Natur

Das Vorkommen von Ca*™ ist in bestimmten festen Strukturen wie Knochen oder
Schalen am augenfalligsten. Ein weiterer interessanter Teil des Gesamt-Ca™ eines
Organismus liegt geldst vor. In extrazellularen Flissigkeiten hat dessen Konzentrati-
on die GréBenordnung von etwa 1mM. Bei dieser Konzentration ist es relativ leicht,
durch Erhéhung der Phosphat- (Knochen) oder Carbonat-Konzentration (Schalen
von Mollusken) Ca*™ als anorganisches Salz zu prazipitieren und auf diese Weise die

genannten Strukturen aufzubauen (Frausto da Silva und Williams 1991).

Intrazellular kénnte eine ahnlich hohe Ca**-Konzentration leicht zu einer unkontrol-
lierten Ca**-Prazipitation fihren (Kleinig und Meier 1999). Dies wird verhindert, in-
dem Ca*™*-Pumpen die cytoplasmatische Ca**-Konzentration auf etwa 10”M reduzie-
ren. Die ,lberschlssigen“ Ca**-lonen werden entweder aus der Zelle heraus trans-
portiert oder in bestimmten intrazelluldren Reservoiren gelagert. In diesen Reservoi-
ren kann die Ca*'*-Konzentration wiederum Werte von etwa 1mM erreichen. Durch
verschiedene Ca'"-lonen bindende Proteine wie Calsequestrin oder Calreticulin (s.u.)
wird einerseits die unkontrollierte Prazipitation verhindert, andererseits wird die Kon-
zentration freier Ca™-lonen klein gehalten, so daB der Import weiterer lonen erleich-
tert wird.

Eine Folge der geringen intrazellularen Ca**-Konzentration ist, daB schon der Ein-
strom geringer Ca'"-Mengen die Ca*'"-Konzentration in der Zelle merklich erhoht.
Dies kann wiederum von der Zelle als ein Signal ausgewertet werden. Ca*" ist das

einzige anorganische lon, das von Zellen als sekundarer Botenstoff genutzt wird.

1.2. Ca**-bindende Proteindoménen

Stromt Ca™ in das Cytoplasma, kann dies nur dann als Signal verarbeitet werden,
wenn die Erhéhung der Ca**-Konzentration durch Bindung an entsprechend speziali-

sierte Proteine registriert wird. Bei der Untersuchung dieser Proteine wurden Doma-

nen identifiziert, die in unterschiedlichem MaBe auf die Bindung von Ca**-lonen spe-
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zialisiert sind. Diese Doménen kénnen Ca**-lonen mit verschiedenen Affinitaten, Ka-

pazitdten und Selektivitaten binden.

Ca**-lonen koénnen elektrostatisch an ein Protein durch Anlagerung an stark saure
Bereiche binden. Ein derartiges Protein ist Calsequestrin. Calsequestrin ist im sar-
koplasmatischen Retikulum der Skelett- und Herzmuskulatur von Saugern das Prote-
in, das groBe Mengen von Ca**-lonen bindet und lagert. Es ist im Kaninchenherz-
muskel 391 Aminoséuren lang, wobei 60% der 63 C-terminalen Aminosauren Aspa-
raginsaure oder Glutaminsaure sind (Scott et al. 1988). Calsequestrin bindet 20 - 40
Ca™-lonen pro Proteinmolekll mit niedriger Affinitat. Die Selektivitit einer solchen
Domane ist aber gering, es werden auch andere Kationen gebunden.

Eine &hnliche, stark saure Sequenz, die Ca*" ebenfalls mit niedriger Affinitat und ho-
her Kapazitat bindet, ist bei Calreticulin vorhanden. Calreticulin wurde zwar zuerst im
quergestreiften Skelettmuskel gefunden (Oswald und MaclLennan 1974), ist aber
kein spezifisches Muskelprotein. Es wurde vielmehr im endoplasmatischen Retiku-
lum fast aller untersuchten Gewebe - bis hin zu Pflanzen - gefunden (Michalak 1996).
Neben dem schon beschriebenen Ca**-bindenden Motiv besitzt Calreticulin eine wei-
tere Domane, die zwar nur ein Ca**-lon binden kann, dieses dafiir aber mit hoher
Affinitdt. Charakteristisch fir diese Doméne ist die Aminoséurefolge KPEDWE
(Baksh und Michalak 1991; Furuyama und Dzelzkalns 1999).

Im Gegensatz dazu ist die Bindung von Ca**-lonen bei zwei Proteingruppen bekannt:
den Annexinen und den EF-Hand-Proteinen.

Annexine sind eine Gruppe von bisher 11 bekannten Proteinen, die sowohl Ca*™ als
auch Phospholipide binden. Sie werden bei Tieren und Pflanzen meist intrazellular
gefunden. Die Aufgabe der Annexine in der Zelle ist wahrscheinlich die Regulation
des intrazelluldren Transports von Vesikeln, wie z.B. Exocytose und Endosomen-
Fusion. Diese Vorstellung wird auch durch die Fahigkeit dieser Proteine, sowohl an
Elemente des Cytoskeletts als auch an Membranen zu binden, unterstitzt (Burgoyne
1996, Schwaller 2001).

Annexine binden Ca'™ mit sechs oder sieben koordinativen Bindungen. Die Ca™-
bindende Aminosauresequenz ist G-X-G-T-X39-D (oder E). ,X“ steht hier fiir eine be-
liebige Aminoséaure, ,Xz9* fur 39 verschiedenen Aminosauren. Die Lange des Motivs

betragt also insgesamt 44 Aminosauren. Dabei stellen zur koordinativen Ca*-
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Bindung drei Sauerstoffatome des Peptidriickgrates je ein Elektronenpaar zur Verfi-
gung, die letzte ,bidentate” Aminosaure (Glutaminsdure oder Asparaginsaure) zwei
Elektronenpaare. Hinzu kommen noch ein oder zwei Wassermolekile (Burger 1996;
Huber et al.1992; Cartailler et al. 2000).

Die groBte derzeit bekannte Gruppe der Ca**-bindenden Proteine sind die im Fol-
genden ausfuhrlich beschriebenen EF-Hand-Proteine. Es ist damit zu rechnen, daB
neben den hier beschriebenen Ca**-bindenden Motiven noch weitere identifiziert
werden: Z.B. muB die Ca'*-ATPase der Plasmamembran sicherlich spezifisch mit
Ca™ interagieren, bei ihr wurde aber keines der bekannten Ca**-bindenden Motive
gefunden (Guerini und Carafoli 1996).

1.3. Das am héaufigsten gefundene Motiv der koordinativen Ca**-
Bindung: Die EF-Hand-Domaéane

Die Mehrzahl der bekannten Ca**-bindenden Proteine gehoért zur Gruppe der EF-
Hand-Proteine. Die Ca™-bindende EF-Hand-Domane ist ein Helix-Loop-Helix-Motiv.
Das Protein Parvalbumin hat sechs mit Buchstaben gekennzeichnete Helices (A-F),
die drei Helix-Loop-Helix-Motive bilden. Die Struktur der C-terminalen Doméne mit
den Helices E und F wurde als erste aufgeklart und damit namensgebend (Kretsinger
und Nockolds 1973).

Die normale, meist als ,kanonisch” bezeichnete EF-Hand besteht aus 29 Aminosau-
ren: Die ersten neun Aminosauren bilden die erste Helix, der Loop wird von neun
Aminosauren gebildet, die restlichen elf Aminos&uren bilden die zweite Helix. Raum-
lich stehen die beiden Helices senkrecht aufeinander und werden durch den Loop
verbunden (Abb.1) (Kawasaki et al. 1998).
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Abb.1: Raumliche Struktur der EF-Hand
In der Abbildung ist die zweite EF-Hand des Proteins Calbindin D9k aus zwei verschiedenen
Blickwinkeln dargestellt. Die beiden Helices stehen senkrecht aufeinander und werden durch
den Loop verbunden. Der griine Kreis gibt die Lage des gebundenen Ca**-lons an. Die Abbil-
dung wurde mit Hilfe des Programmes Rasmol und der Datei 1CLB aus PBDLite (Skelton et
al. 1995) erstellt.

Das Ca*"-lon wird von den Aminosauren des Loops sowie den ersten drei Aminosau-
ren der zweiten Helix gebunden. Von diesen 12 Aminosauren sind lediglich 6 an der
Bindung des Ca*™ direkt beteiligt. Die Positionen dieser Aminosduren werden meist
mit X, Y, Z, -Y, -X und -Z bezeichnet. Die Positionen X, Y und Z werden in der Regel
von Asparaginsaure (seltener Asparagin) eingenommen, die Aminosaure der Positi-
on -Y ist beliebig, -X wird von einer sauren oder hydrophilen Aminosaure besetzt und
an der Position -Z ist meist Glutaminsaure zu finden (Abb.2).

Ca**-lonen werden von der EF-Hand durch sieben koordinative Bindungen Uber
Sauerstoffatome gebunden: Die Aminosauren an den Positionen X, Y, Z stellen die
benétigten Sauerstoffatome durch ihre Seitenketten zur Verfligung, das Sauerstoff-
atom der Position -Y liegt in der Peptidbindung. Die Aminosaure an der Position -X
ist nicht unmittelbar an der Ca'*-Bindung beteiligt. Sie bindet vielmehr ein
Wassermolekl, dessen Sauerstoffatom dann an Ca** bindet. An der letzten Position
muB die Aminosaure zwei Sauerstoffatome zur Bindung bereit stellen. Zur effektiven
Ca**-Bindung muB deshalb an dieser Position eine der sauren Aminoséuren stehen.
Die raumliche Anordnung dieser sieben Bindungen ist eine pentagonale Bipyramide
(Abb.2) (Nelson und Chazin 1998, Andersson et al. 1997).
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= beliebige Aminosaure
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Abb.2: Die Ca**--Bindung der EF-Hand
A: Aminosauresequenz der ,kanonischen* EF-Hand. Die beiden Helices sind hier in eine Ebe-
ne projiziert und erscheinen daher parallel. Die Zahlen geben die laufende Nummer der Ami-
nosauren der EF-Hand an, der griine Kreis symbolisiert das Ca**-lon, die Striche die koordina-
tiven Bindungen. An Position 15 ist meist Glycin zu finden, da der Loop hier einen scharfen
Knick macht.
B: Gezeigt ist die zweite EF-Hand des Calbindin D9k. Die koordinative Ca*™-Bindung ist eine
pentagonale Bipyramide. In diesem realen Fall ist die Position Y durch Asparagin (,N“) be-
setzt. ,Wasser” bedeutet, daB das Serin an Position 18 ein Wassermolekil bindet, das das
Sauerstoffatom zur Bindung zur Verfligung stellt. Verandert aus Andersson et al.1997.
C: In linearer Darstellung ist die Sequenz der gesamten kanonische EF-Hand wiedergegeben.
Ein eingeklammerter Buchstabe bedeutet, daB diese Position meist mit dieser Aminosaure
besetzt ist.

Neben der hier gezeigten kanonischen EF-Hand gibt es noch Varianten, die sich da-
durch auszeichnen, daB ein oder zwei zusatzliche Aminosauren eingefligt werden

(Kawasaki et al. 1998). Die zusatzlichen Aminosauren sind an verschiedenen Stellen
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des Ca**-bindenden Loops inseriert. Dies ist jeweils in der ersten EF-Hand der S100-
Proteine, zu denen auch das Calbindin D9k gehért, der essentiellen leichten Myosin-
kette bei Mollusken und des BM40 zu finden. BM40 ist ein sekretiertes, saures, Cy-
stein-reiches Protein unbekannter Funktion, das aus verschiedenen Geweben wie

z.B. Knochen und Tumoren isoliert wurde.

Abb.3: Zwei EF-Hande
Calbindin D9K besteht lediglich aus 2 EF-Handen. Diese interagieren mit einem kurzen B-
Faltblattbereich der Ca™-bindenden Loops miteinander. In der Abbildung sind diese Bereiche
durch die Pfeilstrukturen wiedergegeben. Die Abbildung wurde mit Hilfe des Programmes
Rasmol und der Datei 1CLB aus PBDLite (Skelton et al. 1995) erstellt.

EF-Hande werden meist paarweise gefunden. Zwei benachbarte EF-Hande inter-
agieren miteinander Uber einen sehr kurzen, als B-Faltblatt ausgebildeten Bereich in
dem Loop (Abb.3) (Celio et al. 1996).

Funktionell lassen sich Ca**-spezifische und Ca**/Mg**-bindende EF-Hande unter-
scheiden. Ca**-spezifische Doméanen binden Ca*™* mit einer relativ geringen Affinitat

und Mg** nur bei extrem hohen Konzentrationen (Dissoziationskonstanten Kc, = 107
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-10"M, Kug = 107 - 10°M). In der ruhenden Zelle liegen diese Bindungsstellen des-
halb Ca**-frei vor. Ca™"/Mg**-bindende Domanen binden Ca** dagegen mit hoher
Affinitat und Mg** mit moderater Affinitat (Dissoziationskonstanten Kca = 107 - 10°M,
Kmg = 10 - 10°M). In der ruhenden Zelle sind diese Bindungsstellen deshalb mit
Mg*™ gesattigt, erst wenn Ca*™ in das Cytoplasma einstrémt, verdrangt dieses das
Mg*.

Die EF-Hand-Proteine sind typisch fir eukaryontische Organismen. Die einzige be-
kannte Ausnahme ist das Calerythrin. Es wurde bei dem Actinomyceten Saccharopo-
lyspora erythraea gefunden, wobei angenommen wird, daB3 es durch Gentransfer von

einem Eukaryonten erworben wurde.

1.4. Auslésung der Muskelkontraktion durch Ca** als sekundérer
Botenstoff

In ruhenden Muskeln wird die Ca*-Konzentration im Cytoplasma auf einem sehr
niedrigen Wert von etwa 0,1uM gehalten. Durch eine voribergehende Erhéhung der
Ca**-Konzentration auf etwa 1uM wird die Muskelkontraktion ausgeldst. Die Umset-
zung dieses allgemein gultigen Prinzips wird von verschiedenen Muskeln allerdings
recht unterschiedlich umgesetzt.

Bei der glatten Vertebratenmuskulatur und beim Herzmuskel findet der Ca*™-
Einstrom zu einem nicht unerheblichen Teil lber die Zellmembran vom ZellduBeren
in die Zelle statt. In der quergestreiften Skelettmuskulatur der Vertebraten wird das
Ca"™" aus Zisternen des sarkoplasmatischen Retikulums freigesetzt. Daflir wurden
spezielle Membranstrukturen entwickelt, um eine Muskelkontraktion als Reaktion auf
einen Nervenimpuls auszulésen: Der Transversaltubulus, eine Einstllpung der Zell-
membran der Muskelzelle, leitet den Nervenimpuls in das Innere der Muskelzelle zu
Zisternen des sarkoplasmatischen Retikulums. Dies wird von spannungssensitiven
Dihydropyridinrezeptoren in der Transversaltubulusmembran registriert, die daraufhin
eine Konformationsanderung durchfiihren. In den Membranen der Zisternen des sar-
koplasmatischen Retikulums sind ,Ryanodinrezeptoren®, die in engem Kontakt mit
den Dihydropyridinrezeptoren der Transversaltubulusmembran stehen. Die genann-
ten Konformationsédnderungen der Dihydropyridinrezeptoren veranlassen die Ryan-
odin-Rezeptoren in der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums Ca**-Kanale

zu oOffnen, so daB Ca*™ in das Cytoplasma ausstromen kann. Die genannten Rezep-
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toren erhielten ihre Namen, weil sie mit den entsprechenden Reagenzien interagie-
ren. Bei Evertebraten sind die Membranstrukturen anders organisiert (Riegg 1988,
Flucher und Franzini-Armstrong 1996).

Das in das Cytoplasma der Muskelzelle eingestromte Ca** bewirkt nicht unmittelbar
die Muskelkontraktion, sondern es wird je nach Muskel von verschiedenen EF-Hand-
Proteinen (z.B. Troponin C, Calmodulin), gebunden, die die Kontraktion dann erst

ausldsen.

1.5. Verarbeitung eines Ca**-Signals durch Calmodulin

Calmodulin ist ein in Eukaryonten weit verbreitetes Protein, das bei der Verarbeitung
von Ca**-Signalen bei sehr verschiedenen Prozessen mitwirkt. Dabei interagiert es in
Gegenwart von Ca** mit verschiedenen Zielproteinen. Calmodulin ist hoch konser-
viert. So stimmen z. B. die Calmodulin-Sequenzen der bisher untersuchten S&uger,
Insekten und Pflanzen zu etwa 90% Uberein. (Rogers und Strehler 1996). Es ist aus
148 Aminosauren aufgebaut. Da es wie viele andere Ca**-bindende Proteine sehr
viele saure Aminosauren hat, liegt sein isoelektrischer Punkt zwischen 3,9 und 4,3. In
der Gegenwart von Ca* ist Calmodulin hitzestabil. Die vier EF-Hand-Motive liegen in
zwei von einer langen Interhelix getrennten Doméanen. Dadurch erhélt das Protein

eine hantelférmige Struktur (Abb. 4).
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Abb.4: Calmodulin

In der oberen Hélfte der Abbildung ist Ca**-freies Calmodulin abgebildet. Das EF-Hand-Paar
der ersten Domaéne ist in Gelbtonen, das der zweiten Domane in Grinténen eingeférbt. Her-
vorgehoben sind einige Reste hydrophober Aminosauren der ersten und der drittem EF-Hand.
Die die Doménen verbindende Interhelix ist grau gefarbt.

Im unteren Teil ist die Interhelix nach Ca™-Bindung geknickt und Calmodulin umgreift das
Zielpeptid (braun). Es ist zu erkennen, daB die hervorgehobenen hydrophoben Aminoséuren
der ersten und dritten EF-Hand miteinander interagieren kénnen und so die Bindung des Ziel-
peptids stabilisieren. In den vier Loops sind Ca™-lonen als Kugeln mit roten Fortsétzen einge-
zeichnet. Die Abbildung wurde mit Hilfe des Programmes Deep View und den Dateien 1CLL
(Chattopadhyaya et al. 1992), und 1CDL (Meador et al. 1992); erstellt.

Alle vier EF-Hande kénnen Ca*™" binden. Bei Ca**-Bindung andert Calmodulin die
Konformation: Die Interhelix entwindet sich, dadurch kann das Zielpeptid umgriffen
werden. Diese Struktur wird dann durch die Interaktion hydrophober Bereiche, die
ebenfalls bei Ca**-Bindung von den beiden Doméanen mit den EF-Handmotiven ex-
poniert werden, stabilisiert (Abb. 4, Chattopadhyaya et al. 1992; Meador et al. 1992;
Rogers und Strehler 1996).
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1.6. Auslosung der Muskelkontraktion durch Ca** und Ca**-
bindende Proteine

Im glatten Muskel aktiviert Ca*"-gesattigtes Calmodulin die Myosin leichte Ketten-
Kinase, die ihrerseits die regulatorische leichte Kette des Myosins phosphoryliert.
Diese Aktivierung ermdglicht die Interaktion von Myosin und Aktin und damit die Kon-
traktion. Bei einigen unkonventionellen Myosinen dient Calmodulin sogar als leichte
Kette (Cheney und Mooseker 1992; Rodriguez und Cheney 2000). Im quergestreiften
Muskel 16st das Ca**-Signal Uber das Troponin C eine Kontraktion aus. Troponin C
ist ahnlich wie Calmodulin aufgebaut: Es ist zwar mit 160 Aminosauren etwas groBer,
aber auch hier sind insgesamt vier EF-Hande vorhanden, von denen je zwei in einer
von zwei Domanen liegen, die von einer Interhelix getrennt sind. Bei Ca**-Bindung
erfolgt ebenfalls eine Konformationsanderung (Abb. 5). Diese Konformationsénde-
rung ermdglicht unter Mitwirkung des Troponin/Tropomyosin-Komplexes schlieBlich
die Muskelkontraktion.

Es wurden zwei Isoformen von Troponin C gefunden. Die eine Isoform wird im
schnell kontrahierenden Skelettmuskel exprimiert. Sie hat vier Ca*"-bindende EF-
Hande. Bei der Isoform des langsam kontrahierenden Skelettmuskels und des
Herzmuskels ist eine der beiden N-terminalen EF-H&nde inaktiv. Beide Isoformen
haben in der C-terminalen Domane EF-Hande des Ca™"/Mg**-bindenden Typs, so
daB sie auch im Ruhezustand des Muskels mit Mg geséttigt sind. Es wird vermutet,
daf dies die konstitutive Bindung des Troponin C an den Troponin-Komplex ermdg-
licht und so fiir eine besonders schnelle Verarbeitung des Ca**-Signals sorgt. Fiir die
Ausloésung der Muskelkontraktion ist nur die Bindung von Ca*™" an die ein bis zwei
aktiven EF-Hande des N-Terminus notwendig, die Ca*™ spezifisch binden. Haben
diese Ca*™ gebunden, wird die Hemmung der Aktin-Myosin-Interaktion durch den
Troponin/Tropomyosin-Komplex aufgehoben und die Kontraktion ermdglicht.

Bei verschiedenen Evertebraten wird die Kontraktion zusatzlich durch Myosin regu-
liert (D’Haese 1980)
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Abb.5: Troponin C
Im oberen Teil der Abbildung ist Ca™*-freies Troponin C gezeigt. Das EF-Hand-Paar der ersten
Domane ist in Gelbtdnen, das der zweiten Doméne in Griintdnen eingefarbt. Die die Doméanen
verbindende Interhelix ist grau geféarbt.
Im unteren Teil ist das Protein nach Ca**-Bindung abgebildet. Die Abbildung wurde mit Hilfe
des Programmes Deep View und den Dateien 1AJ4 (Sia et al. 1997) und 1NCX (Rao et al.
unverdffentlicht, zitiert nach Angaben der PBDLite-Datenbank; Satyshur et al. 1994) erstellt.

1.7. Untersuchung der Aktivierung der Muskelkontraktion durch
Ca** mit Hilfe des Ca**-bindenden Proteins Aequorin

Die Erregung einer Muskelkontraktion verlauft ausgesprochen schnell, unter Um-
stdnden mehrere hundertmal in einer Sekunde, z.B. betragt die Kontraktionsge-
schwindigkeit des Schwimmblasenmuskels des Krétenfisches Opsanus tau 100 -
200Hz (Hamoir et al. 1980).

Es war deshalb schwierig, die entsprechend schnellen Veradnderungen der Ca**-
Konzentration im Zusammenhang mit der Kraftentwicklung zu messen. Dies wurde
durch die Verwendung eines besonderen Ca**-bindenden Proteins, dem Aequorin,
ermdoglicht. Aequorin ist ein aus Hydrozoen isoliertes lumineszierendes EF-Hand-
Protein. Es besitzt wie die weiter unten beschriebenen SCBPs vier EF-Hand-

Domanen, von denen lediglich drei Ca™ binden kénnen. Ca*™*-freies Aequorin bindet
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Luciferin (genauer: ,Coelenteracin®) und Sauerstoff und ist in diesem Zustand stabil.
Die auf die Bindung von drei Ca'*-lonen erfolgende Konformationsanderung aktiviert
die Luciferasefunktion des Aequorins, Luciferin wird oxidiert und Licht emittiert (Cox
1996a).

Da Aequorin schnell mit der gut meBbaren Lichtausstrahlung auf eine Anderung der
Ca'"-Konzentration reagiert, konnte der Zusammenhang zwischen Muskelkontraktion
und Anderung der Ca**-Konzentration mit Hilfe dieses Proteins untersucht werden:
Aequorin wurde in eine Muskelfaser injiziert und die Lichtemission in Zusammenhang
mit der Kraftentwicklung des Muskels gemessen (Ashley und Ridgway 1970).

1.8. L6schung des Ca**-Signals nach der Kontraktion

Nach der Kontraktion mufB ein Muskel erschlaffen, um erneut kontrahieren zu kdn-
nen. Dazu muB das Ca*" aus dem Cytoplasma der Muskelzelle entfernt und so das
Ca**-Signal geldscht werden. Letztlich geschieht dies immer durch eine ,Ca™-
ATPase“, ein Membranprotein, das Ca™ entweder lber die Zellmembran aus der
Zelle heraus transportiert oder durch die Membran des sarkoplasmatischen Retiku-
lums in dieses hinein. Im sarkoplasmatischen Retikulum stellt dieses Protein bis zu
90% des Membranproteins. Die Ca**-ATPase besteht aus etwa 1200 Aminosauren,
die eine einzige Kette bilden. Die Kette hat zehn transmembrane helikale Abschnitte
und auf der cytoplasmatischen Seite Domanen, die Ca™ und ATP binden. An diese
Domanen binden mit hoher Affinitdt zwei Ca™-lonen sowie ATP. Mit der ATP-
Spaltung wird das Enzym phosphoryliert und vollzieht eine Konformationsanderung,
bei der die Ca™-lonen in das Innere des sarkoplasmatischen Retikulums transportiert
werden. Da dabei die Affinitdt zu Ca*™ sinkt, wird dieses abgegeben. Nach Dephos-
phorylierung nimmt das Protein wieder seine urspriingliche Konformation ein (Guerini
und Carafoli 1996). Im sarkoplasmatischen Retikulum wird Ca™ von dem schon er-

wahnten Calsequestrin gebunden.
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1.9. Anpassungen zur schnellen L6schung des Ca**-Signals bei
schnell kontrahierenden Muskeln

Muskeln kontrahieren unterschiedlich schnell. Allgemein gilt, daB je langsamer eine
Muskulatur kontrahiert, desto weniger schnell ermldet sie. Sogenannte tonische
Muskeln kontrahieren sehr langsam, sie reagieren auf Nervenreize nicht mit einer
Zuckung, sondern in erster Linie mit der Steigerung der Muskelspannung. Sie kommt

zum Beispiel in der Extraokularmuskulatur der Sauger vor.

Auf der anderen Seite reagieren phasische Muskeln auf einen Nervenreiz mit einer
Zuckung. Aber auch diese lassen sich in unterschiedlich schnell kontrahierende
Gruppen unterteilen: Typ I-Muskelfasern reagieren auf einen Nervenimpuls zwar mit
einer Zuckung, tun dies aber sehr langsam. Sie dienen der Kérperhaltung, sind stark
durchblutet und haben viele Mitochondrien.

Typ lla-Muskelfasern kontrahieren schnell, haben viele Mitochondrien und kénnen
ihren Energiebedarf oxydativ decken. Sie ermlden deshalb langsam und fihren an-
strengende, sich wiederholende Bewegungen durch, wie z.B. den Fligelschlag bei
Végeln.

Am schnellsten kontrahiert die Typ llb-Muskulatur. Sie hat wenig Mitochondrien und
deckt ihren Energiebedarf glykolytisch, wobei sie eine Sauerstoffschuld eingeht. Die-
se Muskeln ermiiden am schnellsten.

In den Muskelfasern des zuletzt beschriebenen Typs wurde bei Vertebraten in hoher
Konzentration (bis zu 5g/kg Muskel bzw. etwa 350uM (Gerday 1988)) ein kleines
(wparvus®) Ca""-bindendes Protein mit albumin&hnlicher Lslichkeit gefunden, das
Parvalbumin (Henrotte 1952). Parvalbumine sind 107 bis 113 Aminosauren lang. Ihre
physikalischen Eigenschaften dhneln denen des Calmodulins: lhr hoher Anteil an
sauren Aminosauren verleiht ihnen einen isoelektrischen Punkt zwischen 4 und 5.
Ebenso sind Parvalbumine in Gegenwart von Ca*" hitzestabil. Bei bestimmten Arten
kénnen sie in verschiedenen Isoformen - beim Karpfen z.B. 5 - sogar in einem Mus-
kel gefunden werden, andererseits hat das Kaninchen nur ein einziges Parvalbumin.
Ob kleine Unterschiede in den Ca**-Bindungseigenschaften zwischen den Isoformen
eine biologische Bedeutung haben, ist unklar (Gerday 1982).

In der glatten Muskulatur wird Parvalbumin nicht, in der Herzmuskulatur meist nicht

gefunden. Eine bekannte Ausnahme bilden extrem schnell schlagende Herzen wie
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das einer Spitzmaus, das bis zu 1000 Schlage pro Minute erreicht (Le Peuch et al.
1978).

Im Gegensatz zu Calmodulin oder Troponin C ist Parvalbumin ein kompaktes Mole-
kdl, insbesondere hat es keine Interhelix (Abb.6).

Abb.6: Parvalbumin
Gezeigt wird die rdumliche Struktur des Parvalbumins. Die Abbildung wurde mit Hilfe des Pro-
grammes Rasmol und der Datei 1B8C (Cates et al. 1999) erstellt.

Ungewdhnlicherweise hat Parvalbumin mit drei eine ungerade Anzahl von EF-Hand-
Domanen. Da vermutet wird, daB urspringlich vier dieser Doméanen vorhanden wa-
ren, von denen die erste durch eine Deletion verloren ging (Kawasaki et al. 1998),
werden die vorhanden Doméanen mit 2, 3 und 4 durchnumeriert. Nur die beiden C-
terminalen Domanen binden Ca*™ mit hoher Affinitat und gehéren zu dem Ca*™"/Mg**-
bindenden Typ. Bei Ca™*-Bindung finden bei Parvalbumin keine groBen Konformati-
onsanderungen statt, es interagiert auch nicht mit anderen Proteinen (Williams et al.
1986).

Parvalbumin hat in der schnell kontrahierenden Muskulatur wahrscheinlich die Funk-
tion eines ,l6slichen relaxierenden Faktors“. Das entsprechende Modell geht davon
aus, daB Ca*™" unmittelbar nach dem Eintritt ins Cytoplasma an Troponin C bindet.
Erst nachdem Mg*™ von Parvalbumin abdiffundiert ist, kann dieses Ca*" aufnehmen

und es so Troponin C entziehen. Ca**-beladenes Parvalbumin diffundiert zum sar-
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koplasmatischen Retikulum, an dem ihm von der Ca**-ATPase das Ca'™ entzogen
und ins Innere desselben transportiert wird. Durch die zwischenzeitliche Bindung des
Ca"™ an Parvalbumin wird das Ca**-Signal schneller geldéscht und die Muskelfaser
dadurch schneller wieder kontraktionsbereit, als das die Ca'*-ATPase des sar-
koplasmatischen Retikulums alleine bewerkstelligen kénnte.

Dieses Modell wird von experimentellen Daten unterstitzt: Parvalbumin nimmt lang-
samer Ca*" auf als Troponin C (Robertson et al. 1981), ist aber in der Lage, Troponin
C Ca"™ zu entziehen und dadurch die Aktin-Myosin-Interaktion zu inhibieren. Das
sarkoplasmatische Retikulum wiederum kann Parvalbumin Ca*™" entziehen (Gerday
und Gillis 1976; Blum et al. 1977, Pechere et al. 1977). Sollte die Funktion des Par-
valbumins durch das vorgestellte Modell richtig beschrieben werden, sollten schnell
kontrahierende Muskelfasern ohne Parvalbumin verlangerte Relaxationszeiten, Mus-
keln mit erhdéhter Parvalbuminkonzentration dagegen verkirzte Relaxationszeiten
haben. Beide dieser Uberlegungen werden durch experimentelle Daten unterstitzt:
Die Injektion von Parvalbumin cDNA in einen Muskel erhdhte dessen Relaxations-
geschwindigkeit (Mintener et al. 1995). Auf der anderen Seite zeigen Muskeln aus
Mausen ohne Parvalbumingen - sogenannte ,Parvalbumin Knockout M&ause® - einen
verlangsamten Abfall der Ca**-Konzentration nach einer Reizung und auch eine ver-
langerte Relaxationszeit. Diese Ergebnisse wurden mit Muskelpréparaten gewonnen.
Die Knockout-Mause selber lieBen sich unter den Haltungsbedingungen im Labor
nicht von Wildtyptieren unterscheiden (Schwaller et al. 1999).

Uber die Funktion des Parvalbumins in der schnell kontrahierenden Muskulatur gibt
es also recht genaue Vorstellungen, die auch von experimentellen Ergebnissen ge-
stitzt werden. Weitgehend unbekannt hingegen ist sie in den anderen Geweben, in
denen Parvalbumin ebenfalls gefunden wird. Zu diesen Geweben gehdren u.a. Ner-
ven, Hoden, Niere und Ovar.

Bei der Suche nach Parvalbumin in Evertebraten wurden anstelle dessen SCBPs -
oft auch als SCP abgekiirzt - gefunden. (Gerday 1988). Diese Abklrzung steht ent-
weder fir ,Soluble Calcium Binding Protein® oder ,Sacoplasmatic Calcium Binding
Protein®. Diese Proteine sind mit etwa 170 - 190 Aminoséuren etwas grdBer als Par-
valbumin, haben aber viele gemeinsame Eigenschaften mit diesem: Sie werden

hauptsachlich in schnell kontrahierender Muskulatur gefunden. lhr isoelektrischer
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Punkt liegt wie bei Parvalbumin im sauren Bereich und sie sind in Gegenwart von
Ca™ hitzestabil. Ebenso wurden bei SCBPs keine Interaktionen mit anderen Protei-
nen beobachtet. Aus diesen Grinden nimmt man an, daB SCBPs bei Evertebraten
dieselbe Funktion haben wie Parvalbumin bei den Vertebraten. Zuerst wurde SCBP
bei Krebsen (Benzonana et al. 1974) gefunden, spéater auch in anderen Evertebraten
wie im Seeringelwurm Nereis diversicolor (Cox und Stein 1981, Gerday et al. 1981),
nicht néher bezeichneten Muscheln (Collins et al. 1983) und dem Lanzettfischchen
Branchiostoma lanceolatum (Kohler et al. 1978). Zum erstenmal bei einem landle-
benden Tier wurde SCBP im Regenwurm Lumbricus terrestris nachgewiesen (Huch
et al. 1988).

Die Untersuchung der Sequenz und raumlichen Struktur der SCBP zeigte kompakte
Proteine (Abb.7), die prinzipiell vier EF-Hande besitzen. Bei allen bisher gefundenen
SCBPs ist aber eine dieser Doméanen - entweder die zweite oder die vierte - so ver-
andert, daB sie kein Ca*" binden kann (Nelson und Chazin 1998). Ein charakteristi-
sches Merkmal dieser Proteine sind die ungleichmaBigen Abstande der 4 EF-Hande
voneinander: Zwischen erster und zweiter EF-Hand liegen 21 - 24 Aminoséauren,
zwischen zweiter und dritter 12 - 16 und zwischen der dritten und vierten 4 - 7 Ami-
nosauren. Ob dieses Abstandsmuster eine biologische Bedeutung hat, ist nicht be-
kannt. Es wird auBer bei den SCBPs noch bei Aequorin und Calerythrin gefunden
(Cox 1996).

Abb.7: Das SCBP des Seeringelwurms Nereis diversicolor
Gezeigt wird die rdumliche Struktur des SCBPs von Nereis diversicolor. Die Abbildung wurde
mit Hilfe des Programmes Rasmol und der Datei 2SCP (Vijay-Kumar und Cook 1992) erstellt.
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1.10. Auslésung der Kontraktion bei asynchronen Muskeln

In einem vorhergehenden Abschnitt wurden die Vorgange kurz beschrieben, wie ein
Nervenimpuls im Skelettmuskel eine Ca**-Ausschiittung des sarkoplasmatischen
Retikulums bewirkt, die wiederum die Muskelkontraktion auslést. AnschlieBend muB
das Ca**-Signal wieder geléscht werden, unter Umstanden mit Hilfe von léslichen
Ca'"-bindenden Proteinen. Ein neuer Nervenimpuls 16st dann die néchste Kontrakti-
on aus. In diesem System sind die Frequenzen der Nervensignale und der Muskel-
kontraktionen synchron. Nach diesem weit verbreiteten Prinzip arbeitet auch die aus
naheliegenden Grinden als synchron bezeichnete Muskulatur der Insekten. Die ma-
ximale Frequenz der Kontraktion liegt in der Regel bei etwa 100Hz (Flugmuskulatur
der Mottenschildlaus Trialeurodes vaporariorum, Wootton und Newman 1979), ob-
wohl Ausnahmen bis 500Hz bekannt sind (Tymbalmuskel der Zykade Okanagana

vanduzeei, Josephson und Young 1985).

Bei einigen Insektengruppen (Dipteren, Coleopteren, Hymenopteren und Heteropte-
ren) zeigte die sogenannte indirekte Flugmuskulatur ein abweichendes Verhalten.
Diese Muskulatur wird als indirekt bezeichnet, weil sie nicht direkt an den Flligeln
ansetzt, sondern an den Wénden des Thorax. lhre den Thorax dehnenden und kont-
rahierenden Kontraktionen werden durch einen Gelenkmechanismus auf die Fligel
Ubertragen und bringen diese so zum Schlagen.

Unter experimentellen Bedingungen - hier: der isometrischen Kontraktion - ist die
maximale Kontraktionsfrequenz der indirekten Muskulatur, die durch elektrische Rei-
zung ausgeldst werden kann, nur etwa 10Hz. In vivo betragt die Fligelschlagfre-
quenz aber bis zu einigen 100Hz. Da hier die in vivo beobachtete Flugelschlagfre-
quenz deutlich héher ist als die durch Reizung erreichbare maximale Kontraktions-
frequenz, wird diese Muskulatur als asynchron bezeichnet.

Die asynchrone Muskulatur besteht, wie auch bei anderer Muskulatur Gblich, aus
zwei antagonistisch wirkenden Komponenten. Es gibt eine den Flligel senkende und
einen den Fligel hebende Muskulatur, die wechselseitig einander entgegen wirken
und sich wechselseitig dehnen. Die weitere Untersuchung dieser Muskulatur zeigte,
daB eine plétzliche Streckung bei ihr eine Kontraktion auslést. Sind die Bedingungen

far eine Kontraktion der asynchronen Muskulatur gegeben - eine Erhéhung der Ca*™-
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Konzentration im Sarkoplasma als Folge eines Nervenimpulses und eine einleitende
plétzliche Streckung - I6sen die antagonistischen Muskeln wechselseitig die Kontrak-
tion aus. Die Frequenz der Kontraktionen - und damit die des Fligelschlages - hangt
dann nur noch von der Resonanzfrequenz des Thorax ab (Riegg 1988).

Dieses Muskelsystem ist also nicht auf eine schnelle Léschung des Ca**-Signals an-
gewiesen, um erneut kontrahieren zu kénnen. Deshalb ist es auch méglich, dafB die-
se schnell kontrahierende Muskulatur kein besonderes System zur schnellen L6-
schung des Ca**-Signals bendtigt.

Flr die Ausldsung der ersten plétzlichen Streckung ist die ebenfalls im Thorax vor-
handene ,normal“ arbeitende synchrone Muskulatur verantwortlich, ohne dafB die
Aktivierung einem bestimmten Muskel zugeschrieben werden kdnnte (Heide 1971).
Warum die plétzliche Streckung die Kontraktion der asynchronen Muskulatur auslést,
ist nicht genau bekannt. Es wird aber angenommen, dafB durch die Streckung Aktin
und Myosin in eine flr die Interaktion bessere Position gebracht werden (Riegg
1988).
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1.11. Ziel der Arbeit

Aus der Muskulatur des Regenwurms Lumbricus terrestris wurden drei Isoformen
eines SCBPs isoliert (Huch et al. 1988). Die Unteruchung dieser Proteine soll in die-
ser Arbeit fortgesetzt werden. Die Zuordnung dieser Proteine zu den SCBPs erfolgte
auf Grund ihrer physikalischen Eigenschaften, ihrer Lokalisation in der Muskulatur
und ihrer Fahigkeit, Ca™ zu binden. Die Sequenzierung ihrer cDNA soll jetzt Auf-
schluB Uber die Aminosauresequenz und damit auch Uber die Struktur dieser Protei-
ne geben und — wenn sie sich als EF-Hand-Proteine erweisen - einen Vergleich mit
schon bekannten Proteinen dieses Typs ermdglichen. Die Untersuchung der geno-
mischen Struktur der Regenwurm-SCBPs soll einen Einblick in die Verwandtschaft
mit anderen EF-Hand-Proteinen geben.

Zu den bislang noch nicht auf ihnren SCBP-Gehalt untersuchten Tieren gehdren die
ansonsten gut erforschten Arten Drosophila melanogaster und Caenorhabditis ele-
gans. Die fUr diese Arten weit entwickelten genetischen Methoden kénnten auch fir
die weitere Untersuchung der Funktion von SCBPs nitzlich sein. Deshalb wurde ver-
sucht, aus ihnen SCBP zu isolieren. SchlieBlich wurde untersucht, ob die unter-
schiedliche Art der Reaktion auf ein Ca*™*-Signal in der asynchronen und synchronen
Muskulatur sich in einem unterschiedlichen Bedarf fur einen léslichen relaxierenden

Faktor wiederspiegelt.
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2. Material und Methoden

2.1. Liste der Losungen

Material und Methoden

Der leichteren Auffindbarkeit wegen werden in den Experimenten verwendete L6-

sungen und Puffer hier aufgelistet. Im Text sind diese durch KAPITALCHEN hervorge-

hoben. Lésungen, die nur aus einer in Wasser gelésten Komponente bestehen, z.B.

100mM NaCl, sind hier nicht extra aufgelistet.

Abdeckldsung 1% w/v BSA; 2,7mM KCI; 8mM Na,HPO,4- 2H,0; 1,5mM KHyPOy;
137mM NaCl pH 7,4
AlX-Platten 1% w/v Trypton; 0,5% w/v Hefe-Extrakt; 0,5% w/v NaCl; pH 7,5;

75pg/ml Ampicillin; 0,5mM IPTG; 30ug/ml X-Gal

Amp/Cam-Platten

1% w/v Trypton; 0,5% w/v Hefe-Extrakt; 0,5% w/v NaCl; pH 7,5;
75pg/ml Ampicillin; 34pug/ml Chloramphenicol

Ampicillin-Platten

1% w/v Trypton; 0,5% w/v Hefe-Extrakt; 0,5% w/v NaCl; pH 7,5;
75pg/ml Ampicillin

Angereicherte Agarplatten

2% w/v Agar; 0,3% w/v NaCl; 0,25% w/v Pepton; 0,5% w/v Hefe-
Extrakt; 5mg/l Cholesterin; 2mM CaCl,; 2mM MgSOy,; 25mM Phos-
phatpuffer pH 6

Angereichertes Medium

0,3% w/v NaCl; 0,25% w/v Pepton; 0,5% w/v Hefe-Extrakt; 2mM
CaCly; 2mM MgSQO4; 25mM Phosphatpuffer pH 6

AP-Puffer

100mM Tris- HCI pH 9,3; 100mM NaCl, 5mM MgCl,

AP-Substratlésung

0,0165% w/v BCIP; 0,033% w/v NBT in AP-Puffer

Bromphenolblau (0,1%w/v) in Glycerin

0,1%w/v Bromphenolblau in Glycerin

Denaturierungslésung

0,5M NaOH; 1,5M NaCl

DANN-Lysepuffer

50mM Tris- HCI pH 7,9; 100mM EDTA; 100mM NaCl; 1% Gardol

EGTA-Puffer

1mM EGTA; 50mM Tris- HCI pH 7,5; TmM 2-Mercaptoethanol;
0,5mM PMSF

Elektrodenpuffer 25mM Tris; 192mM Glycin; 0,1%w/v SDS

Elutionspuffer 50mM Na;HPO,; 300mM NaCl; 250mM Imidazol pH 8,0

Farbelésung 0,1% w/v Coomassie Brilliant Blau R250; 10% Methanol; 9% Essig-
saure; 2% w/v Ammoniumsulfat

Fixierer 30% Ethanol;10% Essigsaure

Gardol-Puffer

10mM Tris- HCI pH 7,5; 500mM NaCl; 1mM EDTA; 0,1% Gardol

Gelfiltrationspuffer

50mM NH4HCO; pH 8,0; 1mM B-Mercaptoethanol; 5uM CaCl,

GET

50mM Glucose; 10mM EDTA; 25mM Tris- HCI pH 8,0

Harnstoff-Elektrodenpuffer

12,5mM Tris; 125mM Glycin

Harnstoff-Lésung

8M Harnstoff in Wasser

Harnstoff-Probenpuffer

2M Harnstoff;16,7% Glycerin; 0,003% w/v Bromphenolblau

Harnstoff-Probenpuffer (2x)

4M Harnstoff; 33,3% Glycerin; 0,006% w/v Bromphenolblau

Harnstoffgel 7,5%T/1,25%C Acrylamid; 2M Harnstoff; 12,5mM Tris; 125mM Gly-
cin; Polymerisation katalysiert mit 0,05% w/v Ammoniumpersulfat
und 0,15% TEMED

HIC-Puffer 50mM Tris- HCI pH 7,5; 0,1mM CaCl,; 1mM 2-Mercaptoethanol;
0,5mM PMSF

IAC-Puffer 15mM Tris- HCI pH 7,8; 1mM B-Mercaptoethanol; 5uM CaCl,

Inkubationspuffer 0,1% w/v BSA; 1M NaCl; 0,05% Tween 20; 2,7mM KCI; 8mM

NagHPO4 2H20, 1,5mM KH2P04, pH 7,4
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Ladungspuffer (6x)

40% w/v Saccharose; 10mM Tris- HCI pH 8,0; 1mM EDTA;
0,25mg/ml Bromphenolblau

LB-IPTG

1% w/v Trypton; 0,5% w/v Hefe-Extrakt; 0,5% w/v NaCl; pH 7,5;
75pg/ml Ampicillin; 0,5mM IPTG

LB-IPTG mit Cam

1% w/v Trypton; 0,5% w/v Hefe-Extrakt; 0,5% w/v NaCl; pH 7,5;
75pg/ml Ampicillin; 35ug/ml Chloramphenicol; 1mM IPTG

LB-Medium

1% w/v Trypton; 0,5%w/v Hefeextrakt; 0,5%w/v NaCl; pH 7,5

LB-Medium mit Mg und Maltose

1% w/v Trypton; 0,5% w/v Hefe-Extrakt; 0,5% w/v NaCl; 10mM
MgSQq; 0,2% w/v Maltose; pH 7,5

LB-Mg-Agarplatte

1% w/v Trypton; 0,5% w/v Hefe-Extrakt; 0,5% w/v NaCl; 10mM
MgSQOy4; 0,2% w/v Maltose; 1,5% w/v Agar

Lysepuffer 50mM NazHPO,; 300mM NaCl; 10mM Imidazol pH 8,0

NaCl-Puffer 0,5M NaCl; 50mM Tris- HCI pH 7,5; 0,1mM CaCly; 1mM B-Mercapto-
ethanol; 0,5mM PMSF

NadJ-Lésung Gesattigtes NaJ und gesattigtes Na,SO; in Wasser (eine Lésung)

NaOH/SDS 0,3M NaOH; 1% SDS

NEET 100mM NaCl; 1mM EDTA; 50% Ethanol; 10mM Tris- HCI pH 7,5

Neutralisationspuffer

0,5M Tris: HCI pH 8,0; 1,5M NaCl

Overlay-Puffer

60mM KCI; 5mM MgCly; 10mM Imidazol- HCI pH 6,9

PBS

2,7mM KCI; 8mM NasHPO,4 2H,0; 1,5mM KH>PO4; 137mM NacCl
pH 7,4

Probenpuffer (1,25x)

62,5mM Tris- HCI pH 6,8; 2% w/v SDS; 340mM B-Mercaptoethanol;
12,5% Glycerin; 0,00125% w/v Bromphenolblau

Probenpuffer (11x)

0,55M Tris- HCI pH 6,8; 17%w/v SDS; 3M B-Mercaptoethanol

Ringerldsung

184mM KCI; 46mM NaCl; 30mM CaCl,; 10mM Tris-HCI pH 7,2

S-Basal

100mM NaCl; 50mM Phosphatpuffer pH 6,0; 5mg/I Cholesterin

Sammelgel

4% w/v T 2,6% C Acrylamid; 125mM Tris- HCI pH 6,8; 0,1% w/v
SDS; Polymerisation katalysiert mit 0,1% w/v Ammoniumpersulfat
und 0,1% TEMED

SCBP-Extraktionspuffer

25mM Tris- HCI pH 7,5; TmM B-Mercaptoethanol; 5uM CaCl,

SM

100mM NaCl; 10mM Tris- HCI pH 7,5; 10mM MgSOy; 0,01%w/v
Gelatine

SOC-Medium 0,5% w/v Hefeextrakt; 2% w/v Trypton; 10mM NaCl; 2,5mM KClI;
10mM MgCl,; 10mM MgSQ,4; 20mM Glucose
SSC (2x) 0,3M NaCl; 30mM Na-Citrat pH 7,0

starker Elutionspuffer

50mM NayHPO,4; 300mM NaCl; 500mM Imidazol pH 8,0

Superbroth

1,2% w/v Trypton; 2,4% w/v Hefeextrakt; 0,4% Glycerin; 17mM
KH2P04; 72mM K2HPO4

Supplementiertes S-Basall

100mM NaCl; 50mM Phosphatpuffer pH 6,0; 5mg/I Cholesterin;
3mM MgSO,; 3mM CaSOyq; 25nM FeSOy4; 50nM NaEDTA;
10nM MnCl,; 10nM ZnSQy; 1,2nM CuSOQ4; 10mM K-Citrat pH 6

TBE 90mM Tris; 90mM Borséaure; 2mM EDTA; 1ug/ml Ethidiumbromid

Topagarose 1% w/v Trypton; 0,5% w/v Hefe-Extrakt; 0,5% w/v NaCl; 10mM
MgSQOy; 0,2% w/v Maltose; 0,6% w/v Agarose

Transferpuffer 25mM Tris; 192mM Glycin; 20% Methanol

Trenngel 15% w/v T 2,6% C Acrylamid; 375mM Tris- HCI pH 8,8; 0,1% w/v

SDS; 10% Glycerin; Polymerisation katalysiert mit 0,1% w/v Ammo-
niumpersulfat und 0,1% TEMED

Waschlésung

20mM KClI; 0,5mM MgCl,; 20mM B-Mercaptoethanol; 0,1mg/ml
Streptomycin; 10mM Imidazol pH 6,4

Waschpuffer

50mM NayHPO,4; 300mM NaCl; 20mM Imidazol pH 8,0
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2.2. Beschaffung, Zucht und Praparation von Tieren zur Isolation von
SCBP

2.2.1. Praparation vom Drosophila melanogaster und Calliphora erythro-
cephala

Drosophila melanogaster und Calliphora erythrocephala stammen aus den Zuchten
des Instituts fir Genetik bzw. flr Zoologie Il der Universitat Disseldorf.

Flr die Praparation von SCBP aus ganzen Tieren wurden alle vorhandenen Genoty-
pen von Drosophila melanogaster, die keinen EinfluB auf die Muskulatur haben, ver-
wendet, fur alle anderen Experimente Tiere des Wildtyps Oregon R.

Ganze Tiere wurden in flissigem Stickstoff gemdérsert, das Pulver in SCBP-
EXTRAKTIONSPUFFER aufgenommen und wie in der SCBP-Standard-Praparation be-
schrieben weiter verarbeitet.

Bei der Praparation von einzelnen Kérperabschnitten wurden die mit Ather betaubten
Tiere in Kopf, Torax und Abdomen zerteilt und die einzelnen Tagmata in SCBP-
EXTRAKTIONSPUFFER auf Eis gesammelt. Bei Drosophila wurden die Tagmata von et-
wa 200 Tieren in 150 - 300ul Puffer gesammelt, bei Calliphora von etwa 15 Tieren in
1,5ml Puffer.

Die Praparation verschiedener Thorax-Muskeln wurde unter einer Stereolupe in 50%
Ethanol in Wasser durchgefihrt. In dieser Losung denaturieren die Muskeln etwas
und werden so fester. In RINGERLOSUNG waren die Muskeln so weich, daB eine Pra-
paration nicht moéglich war. Die Praparation wurde mit Uhrmacherpinzetten und pas-
send zurecht geschnittenen Rasierklingenstiickchen durchgefiihrt. 10 - 20 Organe
wurden in 1ml SCBP-Extraktionspuffer gesammelt.

Als Vertreter der asynchronen Muskulatur wurden die dorsale Langsmuskulatur (dim)
und die asynchrone Dorsoventralmuskulatur (dvm) prapariert. Vertreter der synchro-
nen Muskulatur waren der Tergotrochantermuskel (tt) und die der ventralen Thorax-
seite anliegende Beinmuskulatur. Der Tergotrochantermuskel lieB sich als einer der
gréBeren synchronen Thoraxmuskeln noch am einfachsten praparieren. Die Be-
zeichnungen der Muskeln erfolgte nach Heide 1971 (Abb.8). Zusatzlich wurde das

Thoracalganglion prapariert.
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Abb.8: Synchrone und asynchrone Muskeln im Fliegen-Thorax
Auf der linken Seite ist der Querschnitt durch den Thorax und auf der rechten Seite die rechte
Thoraxhélfte eines Langsschnitts schematisch dargestellt. Markiert sind die asynchrone dorsa-
le Langsmuskulatur (dim) und die asynchrone Dorsoventralmuskulatur (dvm), sowie der syn-
chrone Tergotrochantermuskel (tt), der auch farblich hervorgehoben ist. Im Langsschnitt sind
noch zahlreiche andere der Kérperwand anliegende synchrone Muskel eingezeichnet, die a-
ber nicht prapariert wurden. (nach Heide 1971)

2.2.2. Praparation der Hautmuskelschlauche von Lumbricus terrestris und

Ascaris suum

Ascaris suum wurde im Schlachthof Disseldorf gesammelt und freundlicherweise
von Frau Dipl.-Biol. E. Hanser zur Verfigung gestellt.

Die Wirmer wurden langs aufgetrennt, Darm und Geschlechtssystem entfernt und
die Hautmuskelschlduche in WASCHLOSUNG in Eis gesammelt. Nach Praparation aller
Wiurmer wurden die Hautmuskelschlduche mit eiskalter WASCHLOSUNG mehrfach ge-
waschen um Reste von Pseudocoelflissigkeit und Gewebetrimmer zu entfernen.
Zuletzt wurden die Hautmuskelschldauche einzeln in flissigem Stickstoff schockgefro-
ren und bis zur Verwendung bei -84 °C gehgert.

Lumbricus terrestris wurde als ,Tauwurm® in Angelgeschaften gekauft. Zur Praparati-
on des Hautmuskelschlauchs wurden die Wirmer in Eis betdubt und der Lange nach
aufgeschnitten. Die inneren Organe wurden entfernt, der Hautmuskelschlauch in

WASCHLOSUNG gewaschen und wie bei Ascaris beschrieben weiter verarbeitet.
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2.2.3. Zucht von Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans des Stammes Bristol N2 wurden vom Institut flr Genetik der
Universitat Dusseldorf freundlicherweise zur Verfigung gestellt.

Die Wirmer wurden auf ANGEREICHERTEM AGAR gehalten, der mit Bakterien des
Stammes E.coli OP50 dicht bewachsen war (in Anlehnung an Caldicott et al.1994).

Flr die Flissigkultur (Caldicott et al.1994, in der hier beschriebenen Methode sind
viele Veradnderungen nach Angaben von Koelle und Herman 1994,
http://www.med.yale.edu/mbb/koelle/protocols/protocol_liquid_culture.html  eingear-
beitet) von C.elegans werden relativ groBe Mengen an Futterbakterien bendtigt. Fir
2 Liter FlUssigkultur werden wenigstens 100ml Bakteriensuspension bendétigt. Fir
diese Suspension wurden E.coli des Stammes HB101 in etwa 8| SUPERBROTH Uber
Nacht unter Schitteln bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation ge-
sammelt (Rotor JA14, 5000upm, 4°C, 15min), das Pellet in S-BASAL suspensiert
(1ml S-BAsAL je 1g Bakterien). Die Suspension wurde bei -20°C gelagert.

Zehn 7 -14 Tage alte, mit Wirmern bewachsene Platten wurden mit 50 - 100ml S-
BAsAL abgewaschen. Die Wirmer wurden auf 4 mit je 500m| SUPPLEMENTIERTEM S-
BAsAL gefullte 11 Erlenmeyerkolben verteilt, in jedes GefaB3 wurden 6ml Bakterien-
suspension E.coli HB101 gegeben. Die Kulturen wurden 5 Tage bei 240upm bei
16°C - 18°C geschittelt. Am dritten Tag der Inkubation wurden die Wirmer jeden
Erlenmeyerkolbens mit 12ml Bakteriensuspension geflttert, am vierten Tag noch
einmal mit je 6ml Suspension. Am flnften Tag erfolgte die Ernte der Wiirmer.

Die Wirmer wurden abzentrifugiert (Rotor JA 10, 3min - gemessen von dem Moment
an, an dem der Rotor seine Sollgeschwindigkeit erreicht hat- 3000upm, 4°C. Dies ist
ein KompromiB zwischen effektiver Sedimentation und gutem Uberleben der Wiir-
mer.). Alle Pellets wurden vereinigt, mit eiskalter 100mM NaCl auf 500ml aufgefillt
und erneut abzentrifugiert (Rotor JA 10, 3min - gemessen wie eben beschrieben -
2000upm, 4°C). Die Pellets wurden dann mit eiskaltem 100mM NaCl auf insgesamt
100ml aufgefallt und 5 - 10min in Eis gekihlt. AnschlieBend wurden die Wirmer re-
suspendiert und in 25 ml-Portionen auf JA-20-Zentrifugenréhrchen verteilt. In alle
Roéhrchen wurden je 25ml eiskalte 60% SACCHAROSE gegeben und gemischt. Sofort
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danach wurde zentrifugiert ( JA 20, 5min, 3500upm, 4°C), da die SaccharoseLésung
den Wirmern schadet. Nach der Zentrifugation schwimmen die Wirmer in einer
hellbraunen Schicht auf. Diese Schicht wurde gesammelt und vereinigt. Die Wirmer
wurden mit dem vierfachen Volumen eiskalter 100mM NaCl aufgeflillt und gemischt.
Nach Zentrifugation (JA20, 3100upm, 3min, 4°C) wurden die Pellets vereinigt, erneut
mit eiskalter 100mM NaCl gewaschen. Zuletzt wurden die Wirmer in flissigen Stick-
stoff eingetropft. Die erhaltenen Eiskugelchen wurden bis zur weiteren Verwendung
bei -84°C gelagert.
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2.3. SCBP-Standardpraparation

SCEP-haltige
Fraktion

Tiere, Muskeln

l

Homogenat

L 3

R ohextralkt

L

h}H 5.5-Uberstand

L

40%-Uberstand

k4

50%c-Pellet

L 4

60°C-Uberstand

L 3

60°C/80%Pellet

Aldion verworfene Fralktion

hotogensieren in SCBP-
Extralcti onspufer

Zentrifugation

Rohextraktpellet
pH 5.5 mit 1M Essigsiure
eitistellen;
Zentrifugation
pH 5,5-Pellet
einstellen pH 3,0 it 2 IV Tris,
35-40% Sath gung mat (MH, =0,
einstellen,
Zentrifiigation
40%- Pellet
80-00% Zatt gung mit (MH,30,
eifistellen,
Zentrifugation
802 Uberstand
Lufhehrmen in
Gelfitration spuffer,
erhitzen im 60°C Wasserhad,
Zentrifiigation
60°C-Pellet
80-00% Zatt gung mit (MH,30,
eiristellen,
Zentrifugation

60°C/80% Uberstand

Abb.9: Schema der SCBP-Praparation

Die Praparation von SCBP erfolgte wie bei Huch et al. (1988) beschrieben. Die Be-

zeichnungen der einzelnen Fraktionen kénnen der Abbildung 9 entnommen werden.

Zunachst wurden die Organe oder Tiere in flissigem Stickstoff zerrieben. Das Pulver

wurde in einem Glas-Teflon-Homogenisator mit 2,5m|l SCBP-EXTRAKTIONSPUFFER je

Gramm Pulver gemischt und nach Auftauen homogenisiert. Das Homogenat wurde

Seite 26 von 138



Material und Methoden

zentrifugiert (Rotor JA20, 13000upm, 30min, 4°C), der Uberstand abgenommen und
auf Eis aufbewahrt. Das Pellet wurde mit demselben Volumen SCBP-
Extraktionspuffer wie im ersten Schritt reextrahiert, die Uberstéande vereinigt. Im Ro-
hextrakt wurde mit 1M Essigsaure der pH-Wert 5,5 eingestellt. Die ausgefallenen
Proteine wurden abzentrifugiert (JA20, 9500upm, 45min, 4°C). Nach Einstellen des
pH-Wertes 8,0 mit 2M Tris wurde der Uberstand mit Ammoniumsulfat fraktioniert,
indem erst die bei 40% Séattigung unléslichen Proteine entfernt und dann die restli-
chen Proteine bei 80% Sattigung geféllt wurden (Dawson et al. 1969). Die ausgefal-
lenen Proteine wurden abzentrifugiert (JA20; 13000upm; 30min; 4°C) und das 80%
Pellet in GELFILTRATIONSPUFFER aufgenommen.

Das 80%-Pellet wurde anschlieBend in einem 65°C-70°C heiBen Wasserbad erhitzt.
Dabei wurde mit einem Thermometer die Temperatur in der Probe gemessen. Wenn
die Temperatur 50°C erreichte, wurde die Probe noch weitere 5 Minuten inkubiert.
Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurden die hitzedenaturierten Proteine ab-
zentrifugiert (JA20, 16000upm, 20min, 4°C). Die Proteine des Uberstandes wurden
mit Ammoniumsulfat (80% Sattigung) ausgefallt und gesammelt (JA20; 13000upm;
30min; 4°C). Das PRellet wurde in einem mdglichst kleinen Volumen GELFILTRATI-
ONSPUFFER aufgenommen. Partikuldare Verunreinigungen wurden gegebenenfalls in
einer Ultrazentrifugation (VTI 70.1, 60000upm, 4°C, wenigstens 5 Stunden) entfernt
(,100000g-Pellet“ bzw. ,100000g-Uberstand)

Proben aus einzelnen Fliegenmuskeln wurden vor ihrer elektrophoretischen Untersu-
chung durch Ultrafiltration mit Centriconréhrchen (Millipore, AusschluBgrenze 10000)
eingeengt.

2.4. Chromatographische Methoden

Far die Gelfiltration wurde Ultrograd AcA 54 (Pharmacia-LKB) als Matrix verwendet.
Die Dimensionen der Glassaulen variierten und sind bei den Darstellungen der ein-
zelnen Ergebnisse vermerkt. Die Elution erfolgte mit GELFILTRATIONSPUFFER. Wurden
die Proben nach der Gelfiltration mit Hilfe der Atomabsorptionsspektroskopie unter-

sucht, wurde kein B-Mercaptoethanol verwendet.
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SCBP-haltige Fraktionen der Gelfiltration wurden durch SDS-Elektrophorese identifi-
ziert, vereinigt und eingeengt (Ultrafiltration mit Amiconapparatur oder Centriconréhr-
chen, beides mit einer DurchlaBgrenze von 10k, beides Millipore). Dabei wurden sie
gleichzeitig in IAC-PUFFER umgepuffert (2x auf 1/10 des Ausgangsvolumen einge-
engt und wieder auf das Ausgangsvolumen aufgefullt). Die
lonenaustauscherchromatographie wurde mit DEAE-Cellulose DE 52 (Whatman)
durchgefihrt. Die MaBe der S&ule und die FuBraten sind wieder bei den Ergebnissen
vermerkt. Zur Elution wurde ein linearer NaCl-Gradient von 0 bis maximal 300mM
NaCl in IAC-PUFFER verwendet.

Die hydrophobe Interaktionschromatographie wurde mit Phenylsepharose (Pharma-
cia-LKB) in einer Saule mit den MaBen 2,5cmx13cm durchgefihrt. Die Proben wur-
den in HIC-PUFFER aufgetragen und nacheinander mit NACL-PUFFER, EGTA-PUFFER,
Wasser und HARNSTOFF-LOSUNG eluiert (Walsh et al. 1984).

Bei allen Chromatographien wurde die Absorption des Eluats bei 280nm gemessen

und aufgezeichnet.

2.5. Molekularbiologische Methoden

2.5.1. Reinigung der Antikorper

Es wurden die von Huch (1991) beschriebenen polyklonalen anti-Regenwurm-
SCBP»,- und anti-Regenwurm-SCBP3- Antikérper benutzt. Diese liegen als IgG-
Fraktion vor. Kontaminierende, gegen E.coli-Proteine gerichtete Antikérper wurden
durch Adsorption an Nitrocellulose gebundener E-coli-Proteine entfernt (nach Rybi-
cky et al 1990):

Wirtsbakterien ohne Plasmid (E.coli DH5aF’) wurden Uber Nacht unter Schutteln
(140upm) bei 37°C in LB-MEDIUM gezlichtet. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
gesammelt (JA14, 5000upm, 15min, 4°C) und bei-20°C eingefroren. Etwa 3,59 Zd-
len wurden aufgetaut, in 10ml PBS aufgenommen, mit Lysozym versetzt (1mg/ml
Endkonzentration) und bei 37°C 30min inkubiert. Die nun viskose Lésung wurde zum
besseren AufschluB noch einmal bei -20°C einfroren und aufgetaut, mit DNase | va-
setzt (30pg/ml Endkonzentration) und fur 2Stunden bei 37°C inkubiert. Proteine de-
ser Suspension wurden an eine Nitrocellulosemembran (8cmx10cm, Protran BA 79,
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Schleicher & Schuell) unter Schitteln bei Raumtemperatur (30min) gebunden. Even-
tuell noch vorhandene reaktive Stellen der Nitrocellulose wurden durch eine
30mindtige Inkubation in ABDECKLOSUNG unter Schutteln bei Raumtemperatur abge-
deckt. Die Nitrocellulosemembran wurde zuletzt zweimal mit INKUBATIONSPUFFER

10min bei Raumtemperatur gewaschen.

MIt dieser Nitrocellulosemembran wurden die in INKUBATIONSPUFFER aufgenommen
Antikérper (20ul Antikérperlésung + 100ml INKUBATIONSPUFFER + 100pl 20% w/v
NaN3) 30min bei Raumtemperatur unter Schitteln inkubiert. Nach Entfernen der Nit-
rocellulose kann die Antikérperlésung direkt verwendet oder bei 4°C mit NaN; (0,02%

w/v) wenigstens 1 Jahr gelagert werden.

2.5.2. Suche nach SCBP-spezifischen Klonen in einer muskelspezifischen
Genbibliothek

Mit Hilfe von Antikérpern und DNA-Sonden wurde versucht, aus einer muskelspezifi-
schen Genbibliothek Klone spezifisch fir SCBP zu finden. Diese Genbibliothek wur-
de von Dr. T.Giebing mit poly A*-RNA aus dem Hautmuskelschlauch von Lumbricus
terrestris in dem Expressionsvektor AZAP erstellt (Giebing 1994). Der Titer dieser
Genbibliothek betragt durchschnittlich 5,6x10%pfu/ml, der Anteil nicht rekombinanter
Phagen liegt unter 0,4%. Die Phagen liegen in einer mit Chloroform stabilisierten
Suspension in SM vor.

Der Expressionsvektor A-ZAP enthédlt neben den fir die Vermehrung als A-Phage
notwendigen Informationen das linearisierte ,Phagemid” (Plasmid mit Phagenorigin)
pBluescript I SK'. In dessen lacZ-Gen wurde die zu klonierende cDNA inseriert. Im
vorliegenden Fall wurden dazu die Schnittstellen der Restriktionsenzyme Eco R1 und
Xho 1 verwendet. Weitere vom Phagen f1 und dem Plasmid pUC abgeleitete Be-
standteile des pBluescript 1| SKkénnen dazu genutzt werden, das Phagemid aus
dem Vektor A-ZAP in Gegenwart eines Helferphagens heraus zu schneiden, zu ziku-
larisieren, in Partikel des linearen Phagens zu verpacken und letzlich in einem neu-
en Wirt als exprimierbares Phagemid zu propagieren. Weitere Details kdnnen der

Abb.10 und der Literatur entnommen werden (Short et al. 1988).
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r-ZAP

A il ] ez Y

pBluescript Il

Abb.10:Vektor A-ZAP

Die vom Phagen A abgeleiteten Teile des Vektors A-ZAP sind in der Zeichnung gelb gefarbt
und entsprechend gekennzeichnet. In diesem Phagen ist das Phagemid pBluescript integriert.
Letzteres hat u.a. ein lacZ-Gen, in welches die klonierte DNA inseriert wird und das alle not-
wendigen Informationen zur Expression enthélt. Diese Stelle ist mit ,m"“ gekennzeichnet. Sie
enthalt als multiple Klonierungsstelle neben den Erkennungssequenzen von verschiedenen
Restriktionsenzymen auch die fiir Eco R1 und Xhof.

Die mit ,I“ und ,T* gekennzeichneten Initiator- und Terminatorsequenzen des Phagen f1 wer-
den von der entsprechenden Proteinmaschinerie eines filamentdsen Helferphagen erkannt,
mit dem Phagemid herausgeschnitten und zirkularisiert. In den zusammengefiigten | +T-
Region liegt auch der Replikationsursprung flr den filamentésen Phagen. Wird das zirkulari-
sierte Phagemid in ein neues Bakterium gebracht, wird dort der Replikationsursprung des
Plasmids pUC (pUC ori) genutzt, fiir Selektionszwecke ist noch ein Resistenzgen gegen Am-
picillin (amp) vorhanden.

2.5.2.1. Bakterienkultur

Bakterienkulturen wurden aus bei -20°C oder-84°C gelagerten Dauerkulturen ange-
setzt. 10ul Dauerkultur wurden mit 20ml Medium Uber Nacht unter Schitteln
(140upm) bei 37°C inkubiert.

Flr gréBere Kulturen - ab 100ml - wurde zunachst wie beschrieben eine Kultur von
20ml angelegt. Am nachsten Tag wurde mit dieser Kultur die auf 37°C temperierte
gréBere Kultur angeimpft (mit einem 1/1000 - 1/100 Volumen der gréBeren Kultur).
Die weiteren Kulturbedingungen waren wie bei den 20ml-Kulturen.

Bakterien, die als Wirte fir Phagen verwendet werden sollen, kénnen direkt nach
ihrer Anzucht verwendet oder maximal 14 Tage bei 4°C gelagert werden.

Zur langeren Lagerung wurden 200ul Bakterienkultur mit 50ul Glycerin gemischt, 30 -
60 Minuten in Eis inkubiert und anschlieBend in flissigem Stickstoff schockgefroren.
Diese Dauerkulturen kénnen bei -20°C (oder besser bei-84°) gelagert werden (we-
nigstens 10 Jahre).
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2.5.2.2. Durchsuchen der Genbibliothek mit Antikérpern

Die Suche nach SCBP-Genen in der muskelspezifischen Genbank lehnt sich an Mie-
rendorf et al. (1987) an.

E.coli-Bakterien des Stammes XL1 Blue wurden Gber Nacht in LB-Mebium MIT MG™
UND MALTOSE aufgezogen.

600ul Bakterienkultur wurden mit 10pl Phagensuspension (Titer auf 1000pfu/ul ein-
gestellt) und 200ul SM gemischt und 20min bei 37°C inkubiert. Diese Probe wurde
anschlieBend in 9ml auf 48°C temperierte Topagarose aufgenommen und auf eine
12cm x 12cm LB-MG-AGARplatte verteilt. Die Platte(n) wurde(n) so lange bei 42°C
inkubiert, bis Phagenplaques deutlich sichtbar wurden (= 7 Stunden). Auf jede Platte
wurde eine 11cm x 11cm groBe IPTG-Nitrocellulosemembran (Nitrocellulose mit
10mM IPTG in Wasser tranken und bei Zimmertemperatur trocknen) luftblasenfrei
aufgelegt und weitere drei Stunden bei 37°C inkubert. Wahrend die Nitrocellulose-
membranen weiter fir den immunologischen Nachweis der gesuchten Proteine pro-

zessiert wurden, wurden die Agarplatten bei 4°C aufbewahrt.

Die Nitrocellulosemembranen wurden mit INKUBATIONSPUFFER (10min ) gewaschen
und reaktive Stellen der Nitrocellulose bei Zimmertemperatur mit ABDECKLOSUNG un-
ter Schitteln (30 - 60min) abgedeckt. Nach zweimaligem Waschen (je 10min) mit
INKUBATIONSPUFFER wurde Uber Nacht mit der SCBP-spezifischen Antikdrperldsung
bei 4°C inkubiert (siehe 2.51.). Die Nitrocellulose wurde anschlieBend zweimal (je
10min) mit INKUBATIONSPUFFER gewaschen und 1 - 3 Stunden mit Phosphatase ge-
koppeltem Zweitantikbrper (1/5000 konzentriert in INKUBATIONSPUFFER) inkubiert
(4°C). Nach je zweimaligem Waschen mit INKUBATIONSPUFFER und mit AP-PUFFER
(alkalische Phosphatase - Puffer) wurden die Plaques, die mit dem anti-SCBP-
Antikérper reagiert hatten, durch Inkubation in AP-SUBSTRATLOSUNG sichtbar ge-
macht. Die Nitrocellulose wurde zuletzt grindlich mit Leitungswsser gewaschen und

getrocknet.

Durch Vergleich der Nitrocellulosemembranen mit den dazugehdrigen Agarplatten
wurden die Bereiche identifiziert, in denen sich SCBP-haltige Plaques befinden. Die-
se Bereiche wurden mit einer abgeschnittenen 1ml Pipettenspitze (z = 5mm) ausge-

stochen und in 1mlI SM mit 50ul Chloroform Uberflihrt. Diese Lésung wurde wenigs-
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tens 24 Stunden bei 4°C gelagert, damit die Phagen aus der Agarose diffundieren

kdénnen.

Da die so erhaltene Phagensuspension immer noch eine Mischung aus verschiede-
nen Phagen darstellte, muBten die gewlnschten Phagen durch weiteres Durchsu-
chen dieser Suspension isoliert werden. Dazu wurde die Phagensuspension mit SM
verdinnt (1/500 Konzentration), 10ul davon mit 100ul SM und 200ul Bakterienkultur
gemischt und 20min bei 37°C inkubiert. Das weitere Vorgehen ist ab der Zugabe der
temperierten Topagarose wie bereits beschrieben.

In der Regel sind nach einem dritten Durchgang, in dem nur noch 5ul der 1/500 kon-
zentrierten eluierten Phagen eingesetzt werden, die positiv reagierenden Plaques
soweit voneinander auf der Agarplatte entfernt, daB einzelne Klone ausgestochen
und in SM suspendiert werden kdnnen.

Diese reinen Phagen wurden in der ,in-vivo excision“ eingesetzt.

2.5.2.3. Screening der muskelspezifischen Genbank mit einer DNA-Sonde

In diesen Experimenten wurden verschiedene Kits verwendet. Dabei wurden die An-
leitungen der Hersteller beachtet, die auf den Arbeiten von A.P. Feinberg und B. Vo-
gelstein (1983), G. Gebeyehu et al. (1987), E.M. Southern (1975), E.W. Khandjian
(1987) sowie J.C. Alwine et al. (1977) aufbauen.

Die DNA eines SCBP-spezifischen Klones (Klon 4.1) wurde mit dem Plasmid Midi-Kit
(Qiagen) isoliert. Aus dieser DNA (14ug) wurde mit den Restriktionsenzymen Eco R1
und Xho1 die SCBP-spezifische Sequenz herausgeschnitten (siehe 2.5.3.2.). Diese
wurde durch Agarose-Elektrophorese (siehe unten) von der Vektorsequenz abge-
trennt und aus dem Gel ausgeschnitten. Aus diesem Gelstick wurde die DNA mit
dem Geneclean-Kit (Dianova) eluiert und in Wasser aufgenommen. Diese DNA (=

4ug) wurde mit dem DIG DNA Labeling Kit (Boehringer) mit Digoxygenin markiert.

Zum Durchsuchen der Genbibliothek wurden Bakterien und Phagen wie beschrieben
zusammen gebracht und bei 42°C bebritet, bis Plaques sichtbar wurden. Dann wur-
den die Agarplatten fir 30min bis 2 Stunden bei 4°C gekunhlt. Ein Stlck passend au-
recht geschnittene Qiabrane-Nylon-Membrane (Qiagen) wurde luftblasenfrei 30sec
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auf die Agarplatte gelegt, ein zweites Membranstlick kann fir einen zweiten Ab-
klatsch verwendet werden (60sec auflegen). Die Agarplatten wurden danach bei 4°C

gelagert.

Far die im Folgenden beschriebenen Reaktionen wurden die Membranen auf mit den
angegebenen Lésungen getrankte bzw. trockene Filterpapiere gelegt. Die Phagen
wurden 5 Minuten mit DENATURIERUNGSLOSUNG lysiert, dann flnf Minuten getrocknet.
Nach Neutralisation mit NEUTRALISATIONSPUFFER fUr funf Minuten wurde zweimal
2min mit 2xSSC gewaschen. Nach Trocknen wurden die Membranen 45min bei 80°C
gebacken.

Die ldentifizierung der Klone, die SCBP-Gene enthalten, erfolgte durch eine DNA-
DNA-Hybridisierung mit dem DIG Nucleic Acid Detection Kit (Boehringer) und der
zuvor DIG-markierten DNA. SCBP-haltige Klone wurden wie beschrieben aus A-

garplatten herausgestochen und weiter verarbeitet.
2.5.2.4. in-vivo-Excision des pBluescript-Phagemids

200pl Bakterienkultur (E.coli XL1 Blue in LB-MEeDIUM MIT MG™ UND MALTOSE) wurden
mit 200ul AZap-Phagen eines ausgestochenen reinen Plaques mit SCBP-Gen (min-
destens 10* pfu/pl) sowie 1pl des Helferphagens R408 (10° - 107 pfu/ul) gemischt.
Nach 15min Inkubation bei 37°C wurde die Mischung in 5ml auf 37°C temperiertes
LB-MeDiuM MIT MG™ UND MALTOSE aufgenommen und unter Schitteln bei 37°C
5 Stunden inkubiert. Die Bakterien wurden durch Erhitzen auf 70°C fir 20min abgeb-
tet, unlésliche Bestandteile in einer Tischzentrifuge (2min, 11000upm) abzentrifu-
giert. 200pl dieses Uberstandes mit den in Phagenpartikeln verpackten Phagemiden
wurden mit frischen 200ul Bakterienkultur (XL1 Blue) gemischt und 15min bei 37°C
inkubiert. 10pl-Aliquots dieser Mischung wurden auf AIX-PLATTEN ausplattiert und
tber Nacht bei 37°C inkubiert. Die gewachsenen farblosen Kolonien, die die Phage-
mide mit SCBP-Insert enthalten, wurden auf frische AlX-Platten Ubertragen.
Dauerkulturen (2.5.2.1.) der Klone wurden aus Uber Nacht in LB-Medium mit 50ug/ml
Ampicillin gewachsenen Kulturen angelegt.
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2.5.3. Extraktion von DNA

2.5.3.1. DNA-Praparation aus dem Hautmuskelschlauch des Regenwurms

Genomische Regenwurm-DNA wurde mit Hilfe der CsCI-Dichtegradienten-
Zentrifugation prapariert (Schwochau 1979a + b; Birnie 1978).

Die Praparation des Hautmuskelschlauches wurde wie in 2.2.2. beschrieben durch-
gefihrt. Der Hautmuskelschlauch wurde in flissigem Stickstoff gemérsert. Das Pul-
ver wurde in DNA-LYSEPUFFER (1ml Puffer pro 1g Organ) aufgenommen, mit Protei-
nase K versetzt (Endkonzentration 50ug/ml) und 2 Stunden bei 53°C inkubiert. Mit
festem CsCl wurde eine Ausgangsdichte von 1,6g/ml eingestellt, die Lésung wurde
42 Stunden in Quick Seal-Réhrchen in einem VTi65-Rotor bei 65000upm und 20°C
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde das Réhrchen oben und unten angesto-
chen und die DNA-Fraktion, die daran zu erkennen ist, daB das Austropfen kurz un-
terbricht, um sich dann mit z&hen, fadenziehenden Tropfen fortzusetzen, gesammelt
und Uber Nacht gegen GARDOL-PUFFER dialysiert. Die DNA wurde aus der dialysier-
ten Probe mit 2 Volumina Ethanol ausgefallt. Nach Zentrifugation (20min, 10000upm)
wurde die DNA zweimal mit 70% Ethanol gewaschen und in Wasser aufgenommen.

2.5.3.2. Praparation und Schneiden mit Restriktionsenzymen von Plasmid-
DNA

Plasmid-DNA wurde z.T. mit verschiedenen Kits - Midi-Prep (Macherey & Nagel),
Midi Kit (Qiagen), Jetprep (Genomed) - nach Herstellerangaben prapariert. Meist
wurde Plasmid-DNA jedoch mit Glasmilch (Carter und Milton 1993, Morelle 1989,
Birnboim und Doly 1979) isoliert.

100g Silica-Pulver (Sigma) wurden in 200ml Wasser aufgeschwemmt und 150min
bei Raumtemperatur sedimentieren gelassen. Der Bodensatz wurde verworfen, der
tribe Uberstand abzentrifugiert (JA14-Rotor, 10min, 6000upm, 4°C). Das Pellet wu-
de in 75ml Wasser resuspendiert und dann mit konzentrierter Salpetersaure eine
Endkonzentration von 10,5M eingestellt. Nach Abklhlen wurden die Glaspartikel wie
beschrieben abzentrifugiert. Das Pellet wurde so lange mit Wasser gewaschen, bis

im Uberstand der pH-Wert des verwendeten Wassers erreicht wurde. Zuletzt wurde
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das Pellet in einem Pelletvolumen Wasser aufgeschwemmt, in 2ml Portionen aliquo-
tiert und bei -84°C gelagert. Das in Verwendung befindliche Aliquot wurde bei 4°C
gelagert.

Alle Zentrifugationsschritte zur Praparation von Plasmid-DNA wurden mit einer
Tischzentrifuge Typ Eppendorf durchgefihrt. Aus einer Uber Nacht gewachsenen
3ml Bakterienkultur wurden nach 5min Kihlen auf Eis die Zellen pelletiert (5min,
5000upm, 4°C). Das Pellet wurde in 100ul GET aufgenommen, RNase A (0,2ug/ul
Endkonzentration) zugegeben und 30min in Eis inkubiert. Die Zellen mit 200ul Na-
OH/SDS 10min auf Eis lysiert. Nach Neutralisation mit 150ul 7,5M Ammoniumacetat
(30min auf Eis) wurden unlésliche Bestandteile abzentrifugiert (5min, 11000 upm).
Der Uberstand wurde mit 900ul NAJ-LOSUNG und 4,5ul Glasmilch gemischt und we-
nigstens 1 Stunde auf Eis inkubiert.

Die Glaspartikel wurden abzentrifugiert (5min, 11000upm), der Uberstand verworfen.
Das Pellet wurde dreimal mit NEET gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt
wurde das Pellet in 60pl Wasser resuspendiert und die DNA durch eine dreiminttige
Inkubation bei 50°C eluiert. Zuletzt wurden die Glaspartikel abzentrifugiert und der
Uberstand mit der Plasmid-DNA abgenommen.

Sollten Plasmide aus mehr als 3ml Kulturvolumen prapariert werden, wurden alle
Volumina entsprechend angepapt.

2.5.4. Polymerase Kettenreaktion (PCR) und Thermocycle-Sequenzierung

FiOr die Polymerase Kettenreaktion wurden alle Komponenten - bis auf die Tag-
Polymerase - gemischt und mit Mineraldl (Sigma) Uberschichtet. Das Endvolumen
des wassrigen Reaktionsansatztes betrug 50ul. Die Polymerase wurde erst wahrend
der Denaturierung der DNA beim ersten Aufheizen der Probe zugegeben (,Hot-

Start“). Die Konzentrationen der einzelnen Komponenten betrug:
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Matrizen-DNA: 2,0mg/l bis 40mg/I
Nucleotid-Konzentration je Nucleotid 0,1mM
Primerkonzentration 16,0nM
10x Puffer (Qiagen) 1/10 Endvolumen

Taqg-Polymerase (Qiagen) 10000u/I bis 100000u/I

Das Programm der PCR war bei Plasmiden mit cDNA-Insert wie folgt:
1. 5 Minuten Denaturieren bei 94°C

30sec Inkubation bei der Hybridisierungstemperatur

1min bei 72°C Elongieren

30sec Denaturieren bei 94°C

30 Wiederholungen der Schritte 2. - 4.

10 min bei 72°C

7. Lagerung der Probe bei 4°C

o g~ Db

Bei genomischer DNA als Matrize wurden die Inkubation bei 72°C (Schritt 3) auf

4min, die letzte Inkubation (Schritt 6) auf 15min verlangert.

Die Hybridisierungstemperatur hangt von den verwendeten Primern ab. Sie liegt 5°C
unter der Schmelztemperatur und kann der folgenden Tabelle enthommen werden.
Es wurde immer die tiefste Hybridisierungstemperatur eines Primerpaares verwen-
det.

Primer wurden von den Firmen MW G-Biotech und Biometra bezogen.

Primer Sequenz Hybridisierungs-
temperatur
T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA 46°C
32asH CGG CCA AGC TTA GAC GAG CGG GCC CCAGAAGT 67°C
S3seB CGC GGG GAT CCA TGG CTG ATG CGT TCATTG AAA 63°C
15seB CGC GGG GAT CCA TGT CGG CCT TCT ACC TTC GT 66°C
15asH CGG CCA AGC TTA ACA AGG GAC CCC CAG AAC AACC 66°C
15hi ATG TCG GCC TTC TAC CTT 46°C
1510 CTA AAC AAG TGG CCC CCA GAA 52°C
81hi ATG GCT GAT GCG TTC ATT GAA AGG 53°C
81rl TCA GAC GAG CGG GCC CCA GAA 58°C
pRSET CCA CCG CTG AGC AAT AAC TAG 52°C

Tabelle 1: Verwendete Primer
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Die Schmelztemperaturen wurden nach
Tm = 81,5 + 16,6 * log(Na) + 0,41 * %GC - 625/N

berechnet (Breslauer 1986). Tm ist die Schmelztemperatur in °C, log(Na) ist der Lo-
garithmus zur Basis 10 der Na*-Konzentration in Mol/l, %GC bedeutet GC-Gehalt
des Primers in % und N ist die Anzahl der Nucleotide des Primers. Die Salzkonzent-
ration, die die Hybridisierungstemperatur beeinfluBt, wurde hier auf 0,1M geschatzt.
Dies war nétig, weil die Firma Qiagen die Salzkonzentration ihres 10x Pufferkonzent-
rates nicht angibt.

Die Primer T7 und pRSET wurden komplementar zu Sequenzen der verwendeten
Vektoren angefertigt. Die Bezeichnungen der anderen Primer erklaren sich so: 15, 32
und 81 bedeutet, daB die Primer komplementar zu Sequenzen der Klone 15.1, 32
und 8.1 sind, S3 bedeutet komplementar zu SCBPs. ,se” bzw. ,hi* kennzechnen, daf
die Sequenz dem codogenen Strang entspricht, ,as“ bzw. ,ri“ bedeutet das entspre-
chende fir den nicht-codogenen Strang. ,B“ bzw. ,H* heiBt, daB der Primer eine
Schnittstelle fir das Restriktionsenzym Bam H1 bzw. Hind Ill enthalt (in der Sequenz
unterstrichen).

Der genannte Klon 32 hat dasselbe Plasmid wie der Klon 4.1, es ist lediglich in ei-
nem anderen Wirtsbakterium.

Plasmid-DNA wurde mit dem Thermocycle Sequencing Verfahren sequenziert. Diese
Methode ist eine Kombination von PCR und Strang-Abbruch-Sequenzierung (Sanger
1977, Schmidt 1985). Die Detektion der Reaktionsprodukte wird dabei durch Fluo-
rochrom-markierte Primer ermdglicht.

Je 0,5ug - 2,0ug Plasmid-DNA wurden mit je 0,6 - 1,2pMol Primer und 2ul eines der
vier Nucleotid-spezifischen Reagentien des Thermosequenase Kits (Amersham) ge-
mischt. Das Volumen wurde mit Wasser auf 8l eingestellt, die Proben mit Mineraldl
Uberschichtet. Das PCR-Programm flr die Sequenzierung begann mit einem finfmi-
nitigen Denaturierungsschritt bei 94°C. Darauf folgten 30 Zyklen, in denen sich eine
einmindtige Polymerisationsphase bei 62°C mit einer 30 Sekunden langen Denau-
rierung bei 94°C abwechselten. Die Reaktionsprodukte wurden bei-20°C im Dunklen
bis zur Sequenzanalyse gelagert. Als Primer wurden die Fluorochrom-markierten
Primer T7, T3 und universal M13 verwendet (MWG-Biotech).
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Die Reaktionsprodukte wurden in einem Polyacrylamidgel in dem LI-COR 4000 Se-
quenzer (Amersham) in der Abteilung fir Parasitologie der Universitat Disseldorf
analysiert.

Plasmide wurden auch von einem Sequenzierdienst (Genotyp) sequenziert.

2.5.5. Klonierung von PCR-Produkten mit dem Vektor pCR T7/NT-TOPO

Die Klonierung von PCR-Produkten wurde nach Angaben des Herstellers mit dem
,PCR™T7/NT TOPO TA Cloning™ Kit*“ (Invitrogen) durchgefihrt.

Bei der Integration von PCR-Produkten wird bei diesem Vektor ausgenutzt, daB die
Taqg-Polymerase unspezifisch ein (berstehendes Adeninnucleotid an das PCR-
Produkt anhdngt. Der geschnittene Vektor hat deshalb einzelne Uberstehende Thy-
min-Nucleotide an seinen Enden. Diese minimale komplementare Sequenz reicht
deshalb aus, PCR-Produkte effektiv in den Vektor zu integrieren, weil an den Enden
des Vektors zusatzlich eine Topoisomerase gebunden ist. Diese fligt das PCR-
Produkt direkt kovalent in den Vektor ein (Shuman 1991, Shuman1994; Invitrogen-
Broschire).

Der Vektor pCR T7/NT-TOPO ist als Expressionsvektor mit folgenden Eigenschaften
konstruiert: Er besitzt einen T7-Promotor, eine Ribosomenbindungsstelle, ein Start-
codon, von dem aus die Expression des Fusionsproteins beginnt, gefolgt von einem
His-Tag, einer Sequenz, die fir 6 aufeinander folgende Histidinreste codiert. Zu-
sammen mit einer weiteren Domane (Xpress) werden insgesammt 35 Aminosduren
vor das in dem Vektor exprimierte Protein gesetzt. Vervollstandigt werden die Eigen-
schaften des Vektors durch die Erkennungsequenzen verschiedener Restriktionsen-
zyme und der Sequenz pRSET als Start fir eine Sequenzierung (siehe Abb.4). Zu

Selektionszwecken ist auf dem Plasmid ebenfalls ein Ampicillin-Resistenzgen.
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Nde1 Nhe1 BamH1 EcoR1 BstB1 Hindlll
T7 Promotor RBS ATG 6xHis XpressiEK pRSET
l [ I — —_ +—|nsert————

Abb.11:Der Vektor pCR T7/NT-TOPO
Der Vektor pCR T7/NT-TOPO besitzt einen T7-Promotor, eine Ribosomenbindungsstelle
(,RBS), ein Startcodon (,ATG") und ein His-Tag (,6x His"). Die Xpress-Sequenz codiert flr
eine Aminosauresequenz, die von einem Antikérper erkannt wird, so daB3 gegebenenfalls alle
Fusionsproteine mit demselben Antikérper nachgewiesen werden kénnen. Diese Aminosaure-
sequenz enthalt gleichzeitig die Erkennungssequenz fiir Enterokinase, mit der der groBte Teil
der vor das integrierte Protein gesetzten Aminosauren abgespalten werden kann. Gezeigt sind
die Positionen der Erkennungsequenzen verschiedener Restriktionsenzyme ( Nde1, Nhet,
BamH1, EcoR1, BstB1, Hindlll) und der Sequenz pRSET.
Vom Insert codierte Proteine kénnen nur exprimiert werden, wenn die Wirtszelle tGber
die T7-Polymerase verflgt. In Bakterien - z.B. E.coli Top10 F' -, die keine T7-
Polymerase haben, kann das Plasmid auch dann erhalten bleiben, wenn das Ex-
pressionsprodukt fir die Zelle toxisch ist.
Zur Expression wird das Plasmid in einen Wirt gebracht, der tber die T7-Polymerase
verflgt. Dies ist z.B. der Stamm BL21(DE3) pLysS. Dieser Stamm hat eine durch
IPTG induzierbare T7-Polymerase sowie das Plasmid pLysS, das eine geringe basal
exprimierte T7-Polymerase neutralisieren kann. So soll sicher gestellt werden, daB
toxische Expressionsprodukte nur nach Induktion exprimiert werden (Invitrogenbro-
schire; Studier und Moffatt 1986; Rosenberg et al,1987; Grunberg-Manago M.,

1999).

Zur Klonierung wurden 4ul PCR-Produkt mit 1ul 6x Salzlésung und 1ul Vektor aus
dem genannten Kit gemischt. Nach funf Minuten Inkubation bei Raumtemperatur
wurden 50ul kompetente E.coli des Stamms TOP10F’ (Invitrogen) mit 2ul des Klonie-
rungsansatzes gemischt und 30min in Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock von
etwa 30sec in einem auf 42°C temperierten Wasserbad wurden die Bakterien in Eis
gekuhlt, dann mit 250ul SOC-MEDIUM versetzt und 30min bei 37°C unter Schitteln
(200upm) inkubiert. Zuletzt wurden 50ul Aliquots auf AMPICILLIN-PLATTEN ausplattiert
und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Kolonien auf frische
AMPICILLIN-PLATTEN transferiert oder in Flussigkultur genommen und wie beschrieben
zu Dauerkulturen verarbeitet.
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Zur Expression des klonierten PCR-Produktes wurde1ug Plasmid-DNA in den Bakte-
rienstamm BL21(DE3)pLysS (Invitrogen) (50ul) wie beschrieben transformiert. Nach
Inkubation in SOC-MEeDIUM wurden Aliquots auf AMP/CAM-PLATTEN ausplattiert. Nach
Bebrliten wurden Dauerkulturen angelegt.

2.5.6. Expression und Reinigung von rekombinanten Proteinen

2.5.6.1 Rekombinante Proteine aus E.coli XL1 Blue mit dem Bluescript-
Vektor

Die Bakterien wurden in LB-IPTG Uber Nacht angezogen und durch Zentrifugation
(JA 10, 5000upm, 5min, 4°C) gesammelt. Das Pellet wurde in dem flunffachen Vol-
men SCBP-EXTRAKTIONSPUFFER aufgenommen, Lysozym zugegeben (1mg/ml End-
konzentration) und auf Eis 30min inkubiert. Die Losung wurde zum AufschluBB3 der
Zellen zweimal bei -20°C eingefroren und aufgetaut. AnschlieBend wurde DNA mit
DNase | (30ug/ml Endkonzentration) 2Stunden bei 37°C abgebaut. Nach Zentrifuga-
tion (JA14, 14000upm, 60min, 4°C) wurde aus dem Uberstand rekombinantes SCBP
wie bei der SCBP-Standardpraparation beschrieben isoliert.

2.5.6.2. Rekombinante Proteine aus E.coli BL21(DE3)pLysS mit dem Vek-
tor pCR T7/NT-TOPO

Ein His-Tag kann zur einfachen Aufreinigung eines rekombinanten Proteins genutzt
werden, da es reversibel an die Nickel-lonen von ,NiNTA-Agarose“ (Qiagen) binden
kann. In diesem Sé&ulenmaterial ist Nitrilotriessigsaure (engl.: Nitrilotriacetic acid,
NTA) an Agarose gebunden. Sie stellt vier Koordinationsstellen, die ein Nickel-lon
komplexieren. Die funfte und sechste Koordinationsstelle des Nickels werden von
anderen Liganden gestellt: Entweder binden die Histidinreste des His-Tags an das
Nickel (Abb. 12) oder ein anderer Ligand wie z.B Imidazol. Imidazol ahnelt Histidin -
wie in Abb.12 gezeigt - und kann deshalb mit diesem um die Bindung an das Nickel-
lon konkurrieren. Nach Angaben des Herstellers bindet 1ml NiNTA-Agarose etwa 5 -
10mg Protein mit einem His-Tag.
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Abb.12:Bindung des His-Tags an das NiNTA-Saulenmaterial
In der Abbildung ist Ni-Nitrilotriessigsaure (,NiNTA") rot dargestellt, die Peptidkette mit dem His-
Tag ist blau gezeichnet. Gezeigt werden nur die beiden Histidinreste, die an das Nickelion ko-
ordinativ gebunden haben. In der rechten oberen Ecke ist die Struktur von Imidazol gezeigt,
um die Ahnlichkeit mit Histidin zu demonstrieren. Das bei der koordinativen Bindung von Nickel
beteiligte Stickstoffatom ist wie bei Histidin griin markiert. (verédndert nach Qiagen-Broschire)

Die Expression rekombinanter Proteine wurden bei Bakterien des Stammes
BL21(DE3)pLysS mit dem Vektor pCR T7/NT-TOPO durch Kultur Gber Nacht in 250
- 500ml LB-IPTG miIT CAM bei 37°C induziert. Die Zellen wurden abzentrifugiert
(JA14; 5000upm; 15 min; 4°C) und in LYSEPUFFER aufgenommen (1g Bakterien in
3ml LYSEPUFFER). Durch Einfrieren/Auftauen und mit Hilfe von Lysozym und DNase 1
wurden die Bakterien wie in 2.5.6.1. beschrieben aufgeschlossen. Unlésliche Be-
standteile wurden abzentrifugiert (10000g, 30min), der Uberstand (,geklartes Lysat®,
etwa 4ml), wurde mit 4,2ml in LYSEPUFFER aquilibrierter NiNTA-Agarose gemischt
und 1 Stunde bei 4°C geschittelt. Die Mischung wurde in eine Plastiksaule (dhnlich
PD-10 S&ulen von Amersham) geflllt. Nachdem die Lésung mit ungebundenen Pro-
teinen ausgelaufen war (,DurchfluB®), wurde das Saulenmaterial mit 4 S&ulenvolumi-
na WASCHPUFFER gewaschen (,Waschfraktion®). Gebundene Proteine wurden eben-
falls mit 4 Saulenvolumina ELUTIONSPUFFER eluiert (,Eluat”). Die Proteine des Eluats
wurden bei Bedarf durch Ultrafiltration (Centriconréhrchen, Millipore) oder Ammoni-
umsulfatfallung bei 80% Sattigung konzentriert.
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Zur Regeneration wurde das Saulenmaterial nacheinander mit je zehn Saulenvolu-
mina STARKEN ELUTIONSPUFFERS und LYSEPUFFER gewaschen. Die Saule wurde in

LYSePUFFER mit Natriumazid (Endkonzentration 0,02% w/v) bei 4°C gelagert.

2.6. Quantitative Methoden

2.6.1. Proteinbestimmungen

Die Proteinkonzentration von Proteinmischungen kann recht einfach durch UV-
Absorptionsmessungen abgeschéatzt werden. Dazu wird die Aborption einer Protein-
I6sung bei 260nm und 280nm bei 1cm Schichtdicke gemessen und der Proteingehalt
nach

1,55 * Aggo - 0,76 * Ao = Proteinkonzentration in mg/ml
berechnet (Warburg und Christian 1941).

Die Proteinbestimmung nach Bradford (1976) wurde mit konzentriertem Reagenz
(Biorad) durchgefuhrt. 800ul Probe bzw. mit Wasser auf 800ul aufgefilite Probe wur-
den mit 200ul des Reagenz gemischt und die Absorption der entstehenden blauen
Farbe bei 595nm gemessen. Durch Vergleich mit einer Kalibriergeraden aus Rinder-
serumalbumin von 1ug/ml bis 15ug/ml wurde die Proteinkonzentration der Probe er-
mittelt.

2.6.2. Bestimmung der Ca**- Konzentration durch Atomabsorptionspektro-
skopie

Die Ca'*- Konzentration wurde mit dem Atomabsorptionsspektrometer Analyst 100

(Perkin Elmer) im Institut fir Geobotanik der Universitat Disseldorf bestimmt. Eine

Kalibrierkurve wurde mit den Konzentrationen 0, 25, 75 und 225uM Ca*™* erstellt.
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2.6.3. DNA-Bestimmung durch UV-Absorptionsmessung

Die Absorption einer DNA-L6sung wurde bei 260nm bei 1cm Schichtdicke gemessen
und der DNA-Gehalt nach
50 * Azsp = DNA-Konzentration in pg/ml

berechnet (Beaven et al. 1955).

2.7. Elektrophoretische Methoden

2.7.1. Elektrophoretische Auftrennung von DNA in Agarosegelen

DNA-haltige Proben wurde mit 1/6 Volumen 6FACH LADUNGSPUFFER versetzt und in
1% w/v Agarosegelen in TBE mit 1ug Ethidiumbromid aufgetrennt. Verwendet wurde
eine  Horizontalgel-Apparatur. Nach  der  Elekirophorese  wurde  der
DNA/Ethidiumbromid-Komplex durch UV-Licht zur Fluoreszenz angeregt. Als Gro-
Benstandards wurden DNA-Standard IV (Boehringer) oder die 100bp-plus Leiter
(Peqglab) verwendet.

2.7.2. Auftrennung von Proteinen in der SDS-PAGE

Proteine wurden in einem diskontinuierlichen Gelsystem (Laemmli 1970) aufgetrennt.
Salzhaltige Proben wurden zunachst gegen Wasser dialysiert. Dann wurden die Pro-
ben abhangig von der Proteinkonzentration entweder mit 1/10 Volumen
11XPROBENPUFFER und 1/10 Volumen 0,1%w/v BROMPHENOLBLAU IN GLYCERIN oder
mit dem vierfachen Volumen 1,25XPROBENPUFFER gemischt und flinf Minuten auf
etwa 100°C im Wasserbad erhitzt. In einigen Sonderfallen wurde den Proben noch
CaClz (5mM Endkonzentration ) oder EGTA (10mM Endkonzentration) zugegeben.

SAMMELGEL und TRENNGEL wurden in dem vertikalen Midget-System (LKB) gegosse-
nen. Fir kathodisches und anodisches Bad wurde derselbe ELEKTRODENPUFFER ver-
wendet. Bei der Elektrophorese wurde eine maximale Leistung von 15 Watt ein-

gehalten.
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Zum Proteinnachweis nach der Elektrophorese wurden die Gele mindestens 30min
in FIXIERER inkubiert und anschlieBen Uber Nacht in FARBELOSUNG gefarbt. Zuletzt
wurde das Gel in 10% Essigsaure inkubiert, bis der Hintergrund klar war (Heukesho-
ven und Dernick 1988).

2.7.3. Nachweis spezifischer Proteine durch Blot-Verfahren

Nach der Elektrophorese wurden die Proteine des nicht fixierten Gels im ,semi-dry*
Verfahren (Towbin et al. 1979; Kyhse-Anderson 1984) auf Nitrocellulose transferiert.
Vor dem Transfer mit dem Gerét der Firma Biometra wurde das Gel 10 - 15min in
TRANSFERPUFFER aquilibriert.

Der Nachweis spezifischer Proteine mit Antikérpern wurde wie in 2.5.2.3 beschrieben
durchgefiihrt. Neben den dort beschriebenen anti-Regenwurm-SCBP-Antikérpern
wurde auch der anti DCABP23-Antikérper verwendet. Dieser Antikdrper ist gegen ein
SCBP-ahnliches Protein aus Drosophila melanogaster gerichtet und wurde freundli-

cherweise von Leonard E. Kelly zur Verfigung gestellt.

An Nitrocellulose gebundene Ca**-bindende Proteine wurden mit der Methode von
Maruyama et al. (1984) nachgewiesen:

Nach dem Transfer wurde die Nitrocellulose dreimal 20min in OVERLAY-PUFFER ge-
waschen. AnschlieBend wurde die Nitrocellulose mit radioaktiven Ca*™ (7400Bg/ml
*Ca*™ in OVERLAYPUFFER) inkubiert. Zuletzt wurde die Nitrocellulose kurz (1-5min)
mit 50% Ethanol gewaschen und zwischen Filterpapier getrocknet. Der Proteinnach-
weis erfolgte durch Autoradiographie auf Réntgenfilm (Fuiji).

Als Standards fir die relative Molekularmasse von Proteinen wurden die Protein Test
Mischungen 4 und 5 (Serva) sowie SDS-Proteinstandard M2789 (Sigma) verwendet.
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2.7.4. Auftrennung von Proteinen in der Harnstoff-Gelelektrophorese

Die Harnstoffelektrophorese zum Nachweis einer Ca™-abhangigen elektrophoreti-
schen Mobilitdt (Walsh et al. 1984; McDonald und Walsh 1985) wurde ebenfalls in
dem Midget-System (LKB) durchgegihrt. Nach der Polymerisation wurde das
HARNSTOFFGEL in der Elektrophoreseapperatur mit HARNSTOFF-PROBENPUFFER Uber-
schichtet. Die anschlieBende Vorelektrophorese bei 200V wurde durchgefihrt, bis
die Farbstofffront des Bromphenolblaus das untere Ende des Gels erreichte. Nach
Wechsel des HARNSTOFF-ELEKTRODENPUFFERS wurden die eigentlichen Proben e-
lektrophoretisch aufgetrennt. Proteine wurden wie beschrieben nachgewiesent (Far-
bung mit Coomassie Brilliant Blau; Elektrotransfer).

Vor der Elektrophorese wurden die Proteine entweder mit Ca*™ beladen, in dem sie
mit 5mM CaCl, inkubiert wurden oder durch eine Inkubation in 10mM EGTA von Ca*™*
befreit. Die Inkubationsdauer betrug immer 10 Minuten auf Eis. Nach der Inkubation

wurde 1 Volumen 2X PROBENPUFFER zugegeben.

2.8. Dokumentation

Alle Gele wurden nach der Elektrophorese im Durchlicht auf panchromatischem
SchwarzweiBfilmmaterial (AGFA pan professional 50) photographiert. Bei mit Coo-
massie Brilliant Blau gefarbten Gelen und bei mit UV-Licht beleuchteten mit Ethidi-
umbromid geféarbten Gelen wurde ein Orange-Filter verwendet. Nitrocellulosememb-
ranen wurden mit Auflicht ohne Filter photographiert. In den Ergebnissen wurden die
Abbildungen der fluoreszierenden, Ethidiumbromid-gefarbten Gele als Negative dar-
gestellt, da so auch schwache Banden besser sichtbar sind.

Sequenzvergleiche - sowohl von Aminosauren als auch von Nucleinsduren - wurden
mit dem Programm Align (Scientific & Educational Software; Hirschberg 1975; Myers
und Miller 1988; Needleman und Wunsch 1970) durchgeftihrt. Dendrogramme wur-

den mit dem Programm Clustalw (Thompson et al. 1994) erstellt.

Aus einer Aminosauresequenz wurde der isoelektrischen Punkt mir ,Winpep® (Hen-
nig 1999) berechnet.
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Proteinsequenzen wurden allgemein in Swiss-Prot (http://www.expasy.ch/sprot) des
Schweizer Instituts fur Bioinformatik gesucht.

Sequenzen von Caenorhabditis elegans wurden von der Wormbase Web site bei den
Cold Spring Harbor Laboratories (http://wormbase.org) bezogen, die Sequenzen von

Drosophila melanogaster bei ,Flybase” (http://flybase.bio.indiana.edu/).

Die verschiedenen Darstellungen der EF-Hand-Proteine in der Einleitung wurden mit
den Programmen Rasmol und Deep View unter Verwendung der Dateien 1B8C
(Parvalbumin, Cates et al. 1999), 1CLB (Calbindin D9k, Skelton et al. 1995), 1CLL
(Calmodulin, Chattopadhyaya et al. 1992), 1CDL (Calmodulin mit Zielpeptid, Meador
et al. 1992); 1AJ4 (Calcium-gesattigtes Troponin C, Sia et al. 1997), INCX (Troponin
C, Rao et al. unveréffentlicht, zitiert nach Angaben der PBDLite-Datenbank; Satyshur
et al. 1994) und 2SCP (SCBP von Nereis diversicolor, Vijay-Kumar und Cook 1992)
aus ,PBDLite* (http:/bioinfo.weizmann.ac.il:8500/oca-bin/pdblite) sowie den von
Swissmodel (Guex und Peitsch 1997; Peitsch 1996; Peitsch 1995) nach eingesand-

ten Sequenzen erstellten Dateien angefertigt .
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3. Ergebnisse

3.1. SCBP bei Nematoden

Der Nematode Caenorhabditis elegans ist ein Modellorganismus flir genetische und
entwicklungsbiologische Fragestellungen. Es liegt deshalb nahe, SCBP auch bei die-
sem Tier zu suchen, um gegebenenfalls die Vorteile, die das Arbeiten mit einem ge-
netisch gut untersuchten Organismus bietet, zu nutzen. Ascaris suum ist ein Ver-
wandter von C.elegans, der aufgrund seiner GroBe eine einfache Praparation ver-
schiedener Korperteile ermdglicht. Sollte SCBP bei C.elegans im ganzen Tier nach-

weisbar sein, kann seine Lokalisation bei A.suum untersucht werden.

3.1.1. Kreuzreaktion von anti-Regenwurm-SCBP-Antikérpern mit
Nematodenproteinen

Der anti-(Regenwurm) SCBP3-Antikérper reagierte mit einem Protein mit der relati-
ven Molekularmasse von 20000 in einem Hautmuskelschlauch-Homogenat aus
A.suum bzw. aus ganzen C.elegans. Dies ist zwar eine flir SCBP typische GrdBe,
doch war dieses Protein nicht in einem Puffer mit geringer lonenstarke in Gegenwart
von Ca™ l6slich. Damit konnten die von dem Antikérper gefundenen Proteine keine
SCBPs sein, die unter diesen Bedingungen typischerweise |6slich sind. Der Antikor-
per kann also nicht zu einem Nachweis von SCBP verwendet werden (Abb. 13).

Dies bedeutet aber noch nicht, daB es in den untersuchten Nematoden kein SCBP
gibt. Da SCBPs wenig konserviert sind, ist es moglich, daB der Antikdrper ein vor-
handenes SCBP nicht erkannt hat (siehe Reaktionen der verschiedenen Antikérper
mit Regenwurm-SCBP und Drosophila-SCBP).
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M C1 Cla C2 C2a C3 C3a A1 Ala A2 A2a A3 Ala

205000 —
116000 —_

97400 —
66000 —

45000 —

29000 —

20100 —

14200 —

Abb.13:Reaktion des anti-Regenwurm-SCBP;-Antikdrpers mit Nematodenproteinen

Homogenate von C. elegans und von Hautmuskelschlauchen von A. suum sowie die entspre-
chenden Rohextrakte und Rohextraktpellets wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Die Gele
wurden mit Coomassie Brilliant Blau gefarbt oder auf Nitrocellulose transferiert und mit dem
SCBPs-Antikdrper untersucht.

Von dem Antikdérper markierte Proteine sind bei geringer lonenstarke nicht 16slich und daher
im Rohextraktpellet zu finden.

C = C.elegans-Proben, A = A.suum-Proben, 1 = Gesamthomogenat, 2 = Rohextrakt, 3 = Ro-
hextraktpellet; a = Western Blot mit SCBP3-Antikdrper behandelt, bei den nicht mit ,a“
bezeichneten Proben handelt es sich um Coomassie Brilliant Blau geféarbte Gele nach SDS-
PAGE, M = Molekularmassenstandards. Die Striche markieren die Positionen der Molekular-
massenmarker, die Zahlen geben die zugehdrige relative Molekularmasse an
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3.1.2. Versuch der Praparation von SCBP aus Hautmuskelschlauchen von

A. suum

Bei der Préparation von SCBP aus Hautmuskelschlduchen von A. suum wurde ab-
weichend von der Standardpraparation das Erhitzen der Proteinproben unterlassen.
Dies war nétig, weil beim Erhitzen der A.suum-Proben nicht nur denaturierte Proteine
ausfielen, sondern die Probe schleimig und so viskos wurde, daB3 es nicht mehr még-
lich war, aus ihr hitzedenaturierte Proteine abzuzentrifugieren. Deshalb wurde der
Rohextrakt des Hautmuskelschlauches (Abb. 14)

M 1 2

205000 — —
116000 —_

97400 - ﬂ
66000 — l ﬂ
e

45000 — "

29000 — e

20100 — W

14200 — Wy B S

Abb.14: Vorbereitung des Rohextraktes des Hautmuskelschlauchs von A. suum zur Gel

filtration

Der Rohextrakt aus Hautmuskelschlauchen von A.suum wurde mit Ammoniumsulfat fraktio-
niert, einzelne Fraktionen wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine mit Coo-
massie Brilliant Blau angefarbt.

[M] Molekularmassenstandards; [1] Rohextrakt; [2] 40% Ammoniumsulfat-Pellet; [3] 40% Am-
moniumsulfat-Uberstand; [4] 80% Ammoniumsulfat-Pellet. Die Striche markieren die Positio-
nen der Molekularmassenmarker, die Zahlen geben die zugehdrige relative Molekularmasse
an.

Seite 49 von 138



Ergebnisse

2‘5_
a0t
E 15}
C
(o)
o
(]
2wl
=
(]
s |
o J ; . ;
a 2 0 &l a m

Fraktion

34 38 57 61 65 69 74 85

Abb.15: Elutionsprofil der Gelfiltration eines 80%-Pellets

In der oberen Halfte wird das Elutionsprofil einer Gelfiltration gezeigt: Ein 80%-Pellet (41,3mg
Protein) wurde in Gelfiltrationspuffer ohne B-Mercaptoethanol auf einer 3 x 90cm Saule (J x
h) Gber AcA54 mit einer FluBrate von 0,5ml+min” aufgetrennt. Die Absorption der einzelnen
Fraktionen wurde bei 280nm gemessen.

In dem unteren Teil wird die SDS-PAGE einzelner Fraktionen der Gelfiltration gezeigt.

Die Zahlen Uber den Bahnen geben die Nummern der Fraktionen der Gelfiltration an. ,M*“ sind
Molekularmassenmarker, die Striche markieren die Positionen der Molekulamassenmarker,
die Zahlen geben die zugehdrige relative Molekularmasse an.
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zunachst nur mit Ammoniumsulfat fraktioniert, wobei allerdings nur wenige Proteine
des Rohextraktes entfernt wurden.

Worauf das Verhalten beim Erhitzen zurlckzuflhren ist, wurde nicht weiter unter-
sucht. Méglicherweise wird es durch Kohlenhydrate aus der Cuticula und der Musku-
latur selbst verursacht (Di Mito und Betschart 1998).

Die mit Ammoniumsulfat fraktionierten Proteine wurden in einer Gelfiltration aufge-
trennt, die UV-Absorption der einzelnen Fraktionen bei 280nm gemessen. SchlieBlich
wurden die Proteine von ausgewahlten Fraktionen in der SDS-PAGE untersucht. Die
Ergebnisse dieser Experimente werden in Abb.15 gezeigt.

Kandidaten fiir ein SCBP sollten eine relative molekulare Masse von etwa 20000 ha-
ben. In diesem Bereich der relativen Molekularmasse werden Proteine in den Frakii-
onen 38 und 65 gefunden. Weder in der Atomabsorptionsspektroskopie noch in der
Harnstoffelektrophorese, in der sich die Ca**-Bindung eines Proteins durch eine stark
Ca*"-abhangige elektrophoretische Mobilitat zeigt (Cox und Stein 1981, Garrigos et
al 1991), konnte eine eindeutige Ca**-Bindung fiir diese Proteine gezeigt werden.
Diese Proteine sind demnach kein SCBP.

3.1.3. Versuch der Praparation von SCBP aus C.elegans

Caenorhabditis elegans ist zu klein, um daraus die Langsmuskulatur zu praparieren.
Deshalb wurden die Tiere in FlUssigkultur herangezogen und versucht in einer Stan-
dard-SCBP-Extraktion - also mit Erhitzen der Probe - die gesuchten Proteine aus den
ganzen Tieren zu isolieren. Die Fraktion der hitzestabilen Proteine wurde in einer
Gelfiltration aufgetrennt. Ausgewdhlte Fraktionen der Gelfiltration wurden vereinigt
und sowohl in der SDS-PAGE wie in der Harnstoff-PAGE auf Proteine untersucht,
die eine Ca*"-abhangige elektrophoretische Mobilitdt haben. Solche Proteine konn-
ten nicht gefunden werden (Abb.16).
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Im oberen Teil ist das Elutionsprofil der Gelfiltration gezeigt: Die hitztestabilen Proteine
(1,7mg) der Praparation wurden Uber eine Saule der MaBe 1,6cm x 67cm (< x h) mit dem
S&ulenmaterial AcA54 aufgetrennt. Die FluBrate betrug 0,2ml/min, die FraktionsgréBe 2,4ml.
In dem Elutionsprofil sind einige ausgewahlte Fraktionen markiert. Die Fraktionen, die ein 23k-
Protein enthielten und vereinigt wurden, sind grau unterlegt.

Im unteren Teil sind verschiedene Fraktionen der Praparation elektrophoretisch aufgetrennt.
Die Proteine wurden mit Coomassie Brilliant Blau angefarbt.

M, 1 - 12 zeigen die Ergebnisse von SDS-PAGE; 13 - 14 die von Harnstoff-PAGE. ,c* bedeu-
tet, daB zur Elektrophoreseprobe Ca*™* (5mM Endkonzentration) gegeben wurde, ,e*, daB zur
Elektrophoreseprobe EGTA (10mM Endkonzentration) gegeben wurde. Dadurch wird den Pro-
teinen Ca"™ entzogen. Eine Ca*"-abhangige Mobilitat ist allerdings nicht zu erkennen.In den
Fraktionen 53 und 61 der Gelfiltration ist zwar eindeutig Material, da UV-Licht der Wellenlan-
ge 280nm absorbiert, nach der Elekirophorese sind dies aber keine Proteine.

[M] Molekulargewichtsmarker; [1] Rohextrakt; [2] pH-5,5-Uberstand; [3] 45%-Ammoniumsulfat-
Uberstand; [4] 90%-Ammoniumsulfat-Pellet; [5] 60°GUberstand; [6] vereinigte Gelfiltrati-
onsfraktionen 25-27; [7] vereinigte Gelfiltrationsfraktionen 28-30; [8] vereinigte Gelfiltrati-
onsfraktionen 31-34; [9] vereinigte Gelfiltrationsfraktionen 35-37; [10] vereinigte Gelfiltrati-
onsfraktionen 38-49; [11] Gelfiltrationsfraktion 53; [12] Gelfiltrationsfraktion 61; [13] vereinigte
Gelfiltrationsfraktionen 35-37; [14] vereinigte Gelfiltrationsfraktionen 38-49.

Abb.16: Versuch der Praparation von SCBP aus C. elegans
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3.1.4. Suche nach potentiellen SCBP-Genen in der C. elegans-
Genbibliothek

Da das Genom von Caenorhabditis elegans vollstdndig sequenziert worden ist, wur-
de versucht, mégliche SCBPs im Genom dieses Tieres zu finden. Im ersten Schritt
wurden alle Aminosauresequenzen gesucht, die Ahnlichkeit mit denen des SCBP:
und SCBP; des Regenwurms haben (s.u.). Dabei wurden etwa 100 verschiedene
Sequenzen gefunden. Zuerst wurden alle Sequenzen, die weniger als 120 oder mehr
als 400 Aminosauren hatten, eliminiert, weil sie aufgrund ihrer GréBe kein SCBP sein

kénnen.
Sequenz Beschreibung Anzahl| Anzahl | Absténde

AS EF-

Hande

F55C10.1 CE23771 calcineurin B like status:Predicted 369 4 5-8-12
KO03A1.4 CE04712 calmodulin calcium-binding sites sta... 264 4 7-9-9
C18E9.1 CE05293 calmodulin status:Predicted 258 4 14-6-5
F43C9.2 CE04565 EF hand calcium binding protein (ST:LOUI.. 237 4 7-9-7
Y39B6A.38 |CE29875 status:Predicted 234 2-3
B0563.7 CE02445 Calmodulin status:Predicted 229 4 7-4-9
KO3E6.3 CE19528 calcium binding protein status:Predi... 220 4 8-28-20
C13C12.1 CE08132 locus:cal-1 calmodulin like protein s... 218 4 7-8-7
E02A10.3 CE27751 202 4 5-11-7
C44C1 CE24845 EF-hand calcium binding protein 191 3 7 -11
F10G8.5 CE09340 NCS-2 neuronal calcium sensor protein 190 3 7-18
T07G12.1 CE13387 calmodulin status:Predicted 182 4 7-6-7
M02B7.6 CE12330 calmodulin-like protein status:Predi... 164 4 5-8-7
F54C1.7 CE 11052 calcium binding protein 161 4 7-11-4
F43C9.2 CE29319 EF-hand calcium binding protein stat... 159 4 7-7-7
MO04F3.4 CE12418 calcium binding protein status:Predi... 157 4 8-1-7
C24H10.5 CE29674 156 4 7-3-7
C24H10.5 CE04070 locus:uvt-2 EF hand calcium binding pro... 150 4 7-4-6
T21H3.3 CE13902 calmodulin status:Predicted 149 4 7-7-7
F12A10.5 CE01908 Calmodulin status:Predicted 145 4 7-8-2

Tabelle 2: EF-Hand-Proteine von Caenorhabditis elegans
In der Tabelle sind die Proteine aufgelistet, die 3-4 EF-Hande haben sowie die Abstande zwi-
schen ihnen. Die Bezeichnungen der Sequenzen und die Beschreibung wurden wie von der
Datenbank geliefert Gbernommen.

Die verbliebenen Aminosauresequenzen wurden nach folgenden Kriterien durch-

sucht, ob sie mégliche SCBP-Kandidaten sind:
1. Es sollten 3 - 4 EF-Hande zu erkennen sein. Eigentlich haben SCBPs 4 EF-

Hande, aber eine davon hat in der Regel die Fahigkeit, Ca** zu binden, verloren.

Diese Domane ist dann oft so stark abgewandelt, daB sie nicht mehr als ehemali-

ge EF-Hand zu identifizieren ist
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2. Die EF-Héande sollen die flir SCBP charakteristischen Abstande von (EF1)-X21-24-
(EF2)-x12-16-(EF3)-x4.7-(EF4) haben. Fir die Abstdnde wurden alle Aminosauren
gezahlt, die nicht in der ,kanonischen, EF-Hand liegen.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengefat.

Es wurde also kein Protein gefunden, das den Anforderungen an ein SCBP gendigt.
Offensichtlich benétigen zumindest die hier untersuchten Nematoden kein solches
Protein fUr die Aktivitat ihrer Muskulatur.
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3.2. Nachweis von SCBP in den Fliegen Drosophila melanogaster und
Calliphora erythrocephala

In einem ersten Schritt wurde versucht, ein Protein mit den Eigenschaften von SCBP
aus ganzen Tieren zu isolieren. Zur Lokalisation wurden einzelne Tagmata und Or-

gane auf ihren Gehalt an diesem Protein untersucht.
3.2.1. Isolierung von SCBP aus Drosophila melanogaster

Flr die Praparation von SCBP aus Drosophila wurden ganze Fliegen nach der Stan-
dardpraparation aufgearbeitet. In dem 60°GUberstand ist unter anderem ein Protein
mit der relativen Molekularmasse 24k angereichert (Abb.17, Bahn 7). Wie spater
noch gezeigt werden wird, handelt es sich bei diesem Protein zumindest um eines
der SCBPs aus Drosophila. Fir viele weitere Versuche z.B. fir die Demonstration

der Ca**-Bindung durch Harnstoff-PAGE ist diese Fraktion schon ausreichend rein.

Die Hauptbestandteile des kontraktilen Apparates der Muskeln, die Proteine Aktin
und Myosin, fallen im Homogenat durch starke Banden mit den relativen Molekular-
massen 40k bzw. 205k auf (Abb.17, Bahn 1). Da sie bei niedriger lonenstarke nicht
I6slich sind, sind sie schon im Rohextrakt gréBtenteils entfernt (Abb.17, Bahn 2). In
dem 40%-Ammoniumsulfat-Uberstand (Abb.17, Bahn 6) sind weder Aktin noch Myo-
sin anhand von Proteinbanden entsprechender relativer Molekularmasse nachweis-

bar.
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21000

12500

Abb.17: SDS-PAGE verschiedener Schritte einer SCBP-Reinigung aus ganzen Droso-

phila

[M] Molekularmassenstandards, [1] Homogenat, [2] Rohextrakt, [3] pH 5,5-Qberstand,
[4] pH 5,5-Pellet, [5] 40% Ammoniumsulfat-Pellet, [6] 40% Ammoniumsulfat-Uberstand,
[7] 60° GUberstand, [8] 60°CGPellet, [9] vereinigte Fraktionen der Gelfiltration, markierter Be-
reich in Abb.18; [10] DurchfluB der lonenaustauscherchromatographie (Fraktion ,D“ in
Abb.19); [11] erster Peak der lonenaustauscherchromatographie; [12] zweiter Peak der lone-
naustauscherchromatographie; [13] ungebundenens Material der hydrophoben Interakti-
onschromatographie

Der Pfeil markiert die Position des 24k-Proteins, die Zahlen geben die relative Mole-
kularmasse der Standardproteine an, ,My“ bezeichnet die Position der schweren Myo-
sinkette und , Ak" die des Aktins

Durch aufeinanderfolgende Gelfiltration (Abb. 18) und lonenaustauscherchroma-
tographie (Abb.19) wurde das 24k-Protein weiter aufgereinigt.

Bei der lonenaustauscherchromatographie mit DEAE-Cellulose bindet das 24k-
Protein bei niedrieger lonenstarke an das Saulenmaterial. Es eluiert in zwei Fraktio-
nen bei NaCl-Konzentrationen von 69mM NaCl bzw. 77mM NaCl
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Abb.18:Elutionsprofil der Gelfiltration hitzestabiler Proteine
Ein 60°C/80%Pellet (47mg Gesamtprotein) wurde in Gelfiltrationspuffer 1 auf einer 1,6 x
85cm Saule tber AcA54 mit einer FluBrate von 0,25ml+min” aufgetrennt. Der Bereich, in dem
das 24k-Protein eluiert, ist durch die Schattierung markiert (AcA-Fraktionen 41 - 45) .

lonenaustauscher-Chromatographie
1 2

X

012 -

-0

oo
17%H W

1] 100 200 300 ann S0

Elutionszett in min

Abb. 19: Elutionsprofil einer lonenaustauscherchromatographie
Die SCBP-haltigen Fraktionen der Gelfiltration (siehe Abb.18, insgesamt 5,82mg Pro-
tein) wurden in einer lonenaustauscherchromatographie tber DEAE-Cellulose aufge-
trennt. Die S&ulendimensionen waren 1,6x6cm, die FluBgeschwindigkeit war
0,17ml*min™". Die Probe wurde in IAC-Puffer auf die Saule aufgetragen und dann mit
einem linearen NaCl-Gradienten von 0 bis 200mM NaCl in IAC-Puffer (200ml) eluiert.
,D“ markiert den ungebundenen ,DurchfluB®, der Peak 1 eluiert mit 69mM NaCl, Peak
2 mit 77mM NaCl.

(Abb. 19). Elektrophoretisch unterscheiden sich beide Fraktionen aber nicht, sie ent-
halten nahezu rein das 24k-Protein (Abb.17, Bahn 11 & 12).
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Aus 35g Fliegen wurden etwa 5mg des 24k-Proteins extrahiert, das entspricht einer

Konzentration von 130mg dieses Proteins in 1kg Fliegen.

3.2.2. Nachweis der Ca**-Bindung des 24k-Proteins durch Bindung von
%5Ca** und Demonstration einer Ca**-abhingigen elektrophoreti-
schen Mobilitat

1.2 3 _i‘_ 7 8 M S CalCa2EGIEG2
' i LN 92500 e
1 & P 67000 - e —
: ST 45000 - -
Calm —
CaZm= ﬂ w—
EG1 Y
Egl . o | 29000 o @
. " ¢ 21000~
- ey

T~ = e - 12500 == . :
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Abb. 20: Nachweis der Ca**-Bindung des 24k-Proteins
[1] - [8] Elektrophorese in Harnstoff-Gelen: Das 24k-Protein (nach Gelchromatographie) wurde
zunéchst mit 1mM CaCl, inkubiert und dann mit verschiedenen Konzentrationen EGTA inku-
biert. Unter den gezeigten Gelbahnen ist die EGTA-Endkonzentration in mM notiert. Bahnen
1-4 sind Coomassie Brilliant Blau gefarbte Gele. Aus Bahn 3 ist ein Teil des EGTAs in die ei-
gentlich EGTA-freie Probe in Bahn 4 diffundiert und hat dabei die elektrophoretische Mobilitat
der Proteine bis etwa zur Mitte der Bahn geandert. Sowohl Ca’*-beladen [4] als auch Ca**-frei
[3] sind je zwei Banden zu sehen, die eine Ca’*-abhéngige elektrophoretische Mobilitat haben.
Die Bahnen [5] und [6] zeigen Ponceau S-geféarbte Nitrocellulosestreifen, auf die das 24k-
Protein nach einer Auftrennung in einem Harnstoffgel mit und ohne EGTA transferiert wurde,
die Bahnen L7] und [8] zeigen das Ergebnis der Autoradiographie, nachdem die Proben aus [5]
und [6] mit Ca’" inkubiert wurden. Ca1 und Ca2 bezeichnen Proteinbanden, die Ca™ gebun-
den haben, EG1 und EG2 die Ca**-freien Formen der Proteine. Die Unterteilung in je zwei
Banden ist nicht in allen Bahnen gut zu sehen, da Elektrophorese in Harnstoffgelen nicht so
scharf trennt, wie die SDS-PAGE.
[M] - [EG2] SDS-PAGE: Die Proteine mit Ca""-abhangiger elektrophoretischer Mobilitat wur-
den aus den Gelen der Harnstoffelektrophorese ausgeschnitten und in einer SDS-PAGE er-
neut aufgetrennt. Sie comigrieren mit dem 24k-Protein der Gelfiltrationfraktion.
[M] Molekularmassemarker; [S] Gelfiltrationsfraktion mit dem 24k-Protein; [Cal], [Ca2], [EG1],
[EG2] die entsprechend aus dem Harnstoffgel ausgeschnittenen Proteinbanden. Die Zahlen
geben die relative Molekularmasse der Molekularmassenstandards an, der Pfeil markiert die
Position des 24k-Proteins.
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Die Fahigkeit eines Proteins, Ca'™ zu binden, kann qualitativ durch die Bindung von
*Ca** (Maruyama et al. 1984) oder durch eine Ca**-abhéngige elektrophoretische
Mobilitat (Cox und Stein 1981, Garrigos et al. 1991) gezeigt werden. Dieser Effekt ist
zwar auch in der SDS-PAGE sichtbar, bei der Elektrophorese in Harnstofgelen aber
wesentlich deutlicher. Wurde das 24k-Protein auf einem Harnstoffgel mit und ohne
Ca™" aufgetrennt, so waren zwei Banden zu sehen, die eine Ca*"-abhangige e-
lektrophoretische Mobilitat hatten. Diese Banden zeigten auch in einem Overlay-
Versuch eine Bindung von “°Ca*™. Wurden die Proteine mit Ca™*-abhangiger e-
lektrophoretischer Mobilitdt aus dem Harnstoffgel ausgeschnitten und in eine SDS-
PAGE erneut aufgetrennt, comigrierten sie mit dem beschriebenen 24k-Protein
(Abb.20).

3.2.3. Unterschiede des 24k-Protein zu Calmodulin

Die relative Molekularmasse des weit verbreiteten Ca**-bindenden Proteins Calmo-
dulin ist zwar mit knapp 17000 deutlich kleiner als die des 24k-Proteins, kann sich
aber Ca*™*-frei in der SDS-PAGE wie ein Protein mit der relativen Molekularmasse
von 21000 verhalten (Burgess et al. 1980). Um sicherzustellen, daB das 24k-Protein
nicht ein Calmodulin mit besonders geringer elektrophoretischer Mobilitét ist, wurden
die Bindungseigenschaften an Phenylsepharose untersucht.

Calmodulin flihrt bei Ca™-Bindung eine Konformationsénderung durch, bei der hyd-
rophobe Teile des Proteins exponiert werden. Aus diesem Grund bindet es in Ge-
genwart von Ca*™ an eine hydrophobe Matrix wie zum Beispiel Phenylsepharose
(Gopalakrishna und Anderson 1982; Vogel et al. 1983). SCBPs hingegen binden un-
ter diesen Bedingungen nicht an dieses Saulenmaterial.

Bei der hydrophoben Interaktionschromatographie band das 24k-Protein in Gegen-
wart von Ca** nicht an die Phenylsepharose (Abb.17 Bahn 13 und Abb. 21).

Mit den verschiedenen Elutionspuffern (NaCl-Puffer, EGTA-Puffer, Wasser und
Harnstoff-Losung) eluieren einige Proteine in sehr geringer Konzentration. Es kann
deshalb nicht ausgeschlossen werden, daB das 24k-Protein mit einer geringen Men-

ge von Calmodulin kontaminiert ist.
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Phenylzepharoze-Chromatograpie
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Abb. 21: Hydrophobe Interaktionschromatographie mit Phenylsepharose
Fraktionen der Gelfiltration mit dem 24k-Protein (siehe Abb.18, insgesamt 8,3mg Pro-
tein) wurden in HIC-Puffer auf eine Phenylsepharose-Saule mit den MaBen
2,5cmx13cm aufgetragen und nacheinander mit NaCl-Puffer, EGTA-Puffer, Wasser
und Harnstoff-Losung eluiert. Die Pfeile kennzeichnen den Beginn der jeweiligen Eluti-
on.

3.2.4. Lokalisation des SCBP

SCBPs kommen in hoher Konzentration nur in der Muskulatur vor (Cox 1996). Eine
Lokalisation des 24k-Proteins in der Muskulatur ware ein weiterer Hinweis darauf,
dafB es zu den SCBPs zu z&hlen ist. Bisher wurden nur ganze Fliegen zur Praparati-
on eingesetzt, so daB das gefundene Protein zunachst keinem Gewebe zugeordnet
werden konnte. Deshalb wurden die Rohextrakte bzw. 60°GUberstéande von Kopf,
Thorax und Abdomen von Drosophila separat auf ihren Gehalt an 24k-Protein unter-
sucht, um es zunachst grob lokalisieren zu kénnen. Dabei zeigte sich, dal3 das 24k-
Protein in nennenswerten Konzentrationen nur im Thorax von Drosophila zu finden
ist. Dort ist es sogar eines der Hauptproteine, das schon im Homogenat eindeutig zu
sehen ist (Abb. 22). Da im Thorax die Masse der Muskeln der Fliege lokalisiert ist,

legt dies nahe, daB das 24k-Protein ein Muskelprotein ist.

Aus zwei verschiedenen Grinden ist es dennoch notwendig, das Ursprungsgewebe
des 24k-Proteins noch genauer zu lokalisieren: Zum einen ist im Thorax von Dro-
sophila ein relativ groBes Ganglion, so daB nicht auszuschlieBen ist, da3 das Protein

aus Nervengewebe stammt, zum anderen enthélt der Thorax wenigsten zwei ver-
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schiedene Muskeltypen, die asynchronen Flugmuskeln und die synchronen Steuer-

und Beinmuskeln.

92500
670008
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Abb. 22: Lokalisation des Gewebes von Drosophila, aus dem das 24k-Protein stammt
[1]-[7]: SDS-PAGE von [1] Kopf-Rohexirakt; [2] Abdomen -Rohextrakt; [3] gereinigtes 24k-
Protein aus Drosophila; [4] Thorax-60°GUberstand; [5] Thorax-Rohextrakt; [6] Thorax-
Homogenat; [7] Drosophila-Aktomyosin
[8]-[13]: Elektrophoresen in Harnstoffgelen von [8,9] Kopf-Rohextrakt; [10,11] Thorax-
Rohextrakt; [12,13] Abdomen-Rohextrakt; die Proben 8, 10, 12 enthalten 1mM Ca'", die Pro-
ben 9, 11, 13 enthalten 10mM EGTA.
Die Zahlen an den Pfeilspitzen geben die Positionen der Molekularmassestandards an, der
Pfeil die Position des 24k-Proteins. Mit ,MHC* ist die schwere Myosinkette markiert, mit ,A“
Aktin, ,L* steht fiir die Isoformen der leichten Myosinketten: t Isoformen aus dem synchronen
Muskel, f Isoformen aus dem asynchronen Muskel, nach Takano-Ohmura et al. (1983). Das
24k-Protein ist in hoher Konzentration nur im Thorax zu finden, ebenfalls nur dort ist ein Prote-
in, das Ca**-abhéngig eine unterschiedliche Mobilitat in Harnstoffgelen hat.

Da es nicht einfach ist, aus Drosophila-Thoraces einzelne synchrone Muskeln zu
praparieren, wurde untersucht, ob in Calliphora erythrocephala ahnliche Verhaltnisse
vorliegen, wie in Drosophila. Aus diesem gréBeren Organismus ist es wesentlich
leichter, etwas gréBere Mengen an Muskeln zu praparieren, die weitergehende Un-
tersuchungen ermdglichen.

Elektrophoretische Untersuchungen verschiedener Extrakte aus Calliphora zeigten
ahnliche Ergebnisse wie bei Drosophila (Abb. 23): Im Thorax und dem synchronen
Tergotrochantermuskel ist in hoher Konzentration ein Protein vorhanden, das in der
SDS-PAGE mit dem 24k-Protein aus Drosophila comigriert und in Harnstoffgelen
eine eindeutig Ca**-abhangige elektrophoretische Mobilitat hat.
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Daraufhin wurden sowohl von Calliphora als auch von Drosophila Thoraces, Ter-
gotrochantermuskeln, Thoracalganglien und Flugmuskulatur prapariert. Die Callipho-
ra-Proben wurden nach der beschriebenen Prozedur bis zum 60°GUberstand auf-
gearbeitet, von den Drosophila-Proben wurden lediglich Rohextrakte hergestellt. Die
elektrophoretische Untersuchung dieser Extrakte zeigte, daB das 24k-Protein sowohl
bei Drosophila als auch bei Calliphora nur in Extrakten vorkommt, die direkt aus syn-
chronen Muskeln gemacht wurden oder

2 3 4 5§ 6 7 8 9 10

1 |
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Abb. 23: Ein 24k-Protein in Calliphora erythrocephala
[1 - 6] SDS-Page verschiedener Proben, es handelt sich dabei, wenn nichts anderes vermerkt,
um Proben aus Calliphora: [1] Thorax-Rohextrakt; [2] Tergotrochantermuskel-Homogenat; [3]
Steuermuskel-Rohextrakt; [4] gereinigtes Drosophila 24k-Protein; [5] obere und [6] untere
Bande der Proteine mit Ca**-abhangiger elektrophoretischer Mobilitat, aus Harnstoffgel (siehe
Bahn 7 — 8) ausgeschnitten und erneut elektrophoretisch aufgetrennt
[7 - 10] Harnstoff-Elektrophorese: [7,8] Tergotrochantermuskel-Homogenat; [9,10] Thorax-
Rohextrakt; [7,9] mit 1mM Ca*™; [8,10] mit 10mM EGTA
Die Zahlen und Pfeilspitzen geben die Positionen der Standards fir die relative Molukular-
masse an, der Pfeil die Position des 24k-Proteins.
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Abb. 24:Elektrophoretische Auftrennung der Proteinextrakte aus verschiedenen Orga-
nen des Thorax

Das 24k-Protein ist eindeutig im Thorax von Fliegen nachweisbar, in den Organen des Tho-
rax wiederum ist es nur in der synchronen Muskulatur zu finden.

[1] Homogenat; [2] Rohextrakt; [3] 60°GUberstand des entsprechenden Organs bzw. Orga-
nismus; [*] Rohextrakt aus Drosophila Beinmuskulatur

Die Zahlen und Pfeilspitzen geben die Positionen der Molekulargewichtsstandards an, der
Pfeil die Position des 24k-Proteins.

aus Korperteilen, die synchrone Muskeln enthalten. Dieses Protein erwies sich

in den Extrakten aus Calliphora als saure- und hitzestabil (Abb. 24).

Die Ca**-Bindung dieses Proteins konnte durch eine Ca**- abhangige elektrophoreti-
sche Mobilitat in der Harnstoffelektrophorese gezeigt werden (Abb. 23, Bahn 5 — 10).

Die prasentierten Ergebnisse zeigen, dal3 das aus Drosophila extrahierte 24k-Protein
viele Eigenschaften mit den SCBPs aus anderen Organismen teilt: Es bindet Ca™",
ist in Gegenwart von Ca*" bei geringer lonenstéarke aus Gewebe extrahierbar, saure-

und hitzestabil, hat eine hdhere relative Molekularmasse als Calmodulin und bindet
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nicht wie dieses unter entsprechenden Bedingungen an Phenylsepharose. Es ist
eindeutig in der synchronen Muskulatur von Fliegen lokalisiert und stellt dort eines
der Hauptproteine. Aus diesen Griinden kann es als SCBP angesehen werden. Das
Auftreten von zwei Banden bei der Elektrophorese in Harnstoffgelen und das Eluie-
ren in zwei Fraktionen bei der lonenaustauscherchromatographie legen nahe, daB es
zwei Formen des Proteins gibt.

3.2.5. Immunologische Reaktionen von SCBP aus Drosophila melanoga-

ster

Untersucht wurden die Reaktionen des Drosophila-SCBPs mit Antikérpern, die ge-
gen Lumbricus terrestris - SCBP und gegen DCABP23 gerichtet waren. Im Regen-
wurm wurden drei SCBPs gefunden, gegen zwei von ihnen - SCBP, und SCBP; -
wurden polyklonale Antikérper hergestellt (Huch 1991). DCABP23 ist ein aus Dro-
sophila melanogaster isoliertes Protein, das nahezu identische Eigenschaften hat wie
das hier gezeigte Drosophila-SCBP (Kelly 1990).

Ein Antikdérper, der gegen das SCBP, des Regenwurms gerichtet ist, reagiert mit
dem SCBP aus Fliegen nicht. Der anti-DCABP23-Antikdrper reagiert sehr stark mit
den SCBPs sowohl von Drosophila als auch von Calliphora, aber nicht mit SCBP aus
dem Regenwurm (Abb. 25).

Mit dem anti-DCABP23-Antikérper lieB sich noch einmal zeigen, daB das SCBP nur
in der synchronen Muskulatur der Fliegen vorkommt. Die schwache Reaktion mit
dem Antikérper in der Probe der Drosophila-Flugmuskulatur ist wahrscheinlich auf
eine Kontamination mit einem synchronen Muskel zurlckzufihren. Der Tergotro-
chanter Muskel liegt z.B. in engem Kontakt mit der Flugmuskulatur. Bei Calliphora,
bei der die Praparationen sehr viel einfacher durchzuflhren sind, ist das Ergebnis

dagegen eindeutig.
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Abb. 25: Immunologische Reaktionen
Verschiedene Organextrakte wurden elektrophoretisch aufgetrennt, die Proteine anschlieBend
auf Nitrocellulose transferiert und mit verschiedenen Antikérpern zur Reaktion gebracht.
[1 - 10] Reaktionen mit dem anti-DCABP23-Antikérper, [11, 12] Reaktionen mit dem anti-
SCBP,-Antikorper.
[1] Drosophila-Kopf-Rohexirakt; [2] Drosophila-Thorax-Rohextrakt; [3] Drosophila-Thorax-
60°GUberstand; [4] Drosophila-Abdomen-Rohextrakt; [5] Drosophila-Tergotrochentermuskel-
Rohextrakt; [6] Drosophila-Flugmuskulatur-Rohextrakt; [7] Calliphora-Tergotrochantermuskel-
Rohextrakt; [8] Calliphora-Flugmuskulatur-Rohextrakt; [9] Calliphora-Thoracalganglion-
Rohextrakt; [10] Regenwurm-SCBP; [11] Drosophila-SCBP; [12] Regenwurm-SCBP;

Der obere Pfeil markiert die Position der Fliegen-SCBP, der untere Pfeil die des Regenwurm-
SCBP.
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3.3. Die SCBPs des Regenwurms

Aus dem Hautmuskelschlauch des Regenwurms Lumbricus terrestris kbnnen nach
der Standardpréparation drei Isoformen des SCBP isoliert werden. Diese

Gelfiltrationschromatographie
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Abb.26: Chromatographische Reinigungsschritte der Praparation des SCBPs des Regen-
wurms
Hitzestabile Proteine (60°C/80% Pellet) einer Praparation von Regenwurm-SCBP wurden in
einer Gelfiltration aufgetrennt. Die MaBe der Gelfiltrationsséule betrugen @ x h=3cmx90cm,
die FluBrate 0,5ml/min. Die Fraktionen, in denen SCBP eluiert, sind grau unterlegt.
Diese Fraktionen wurden in einer lonenaustauscherchromatographie weiter aufgetrennt. Die
Saulendimensionen waren 1,8x9cm, die FluBgeschwindigkeit war 0,25ml*min™". Nach Auf-
tragen der Probe wurde die Saule mit 32ml IAC-Puffer gewaschen und mit einem linearen
Gradienten von 0 bis 300mM NaCl in IAC-Puffer (160ml) eluiert. SCBP eluiert in drei Frakti-
onen(1 - 3), die auch hier grau unterlegt sind.
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wurden von Dr. Ralf Huch isoliert und biochemisch charakterisiert. Die drei |-
soformen wurden nach ihrem Elutionsverhalten bei der lonenaustauscherch-
romatographie durchnummeriert. SCBP+ eluiert dabei als erstes und SCBP3
als letztes. Gegen zwei der Isoformen - dem SCBP;, und dem SCBP; - wurden
polyklonale Antikérper produziert (Huch et al. 1988; Huch 1991). Das Ergebnis
einer Praparation der Regenwurm SCBPs wird in Abb. 26 - 27 gezeigt:
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Abb.27: Elektrophoretische Auftrennung verschiedener Fraktionen der SCBP-
Praparation aus dem Hautmuskelschlauch des Regenwurms
Es werden die Ergebnisse der Elektrophorese verschiedener Fraktionen der Praparati-
on von SCBP aus dem Hautmuskelschlauch des Regenwurms gezeigt. )
[M] Molekularmassenmarker; [1] Rohextrakt; [2] pH 5,5-Uberstand; [3] 40% Uberstand;
[4] 80%-Pellet; [5] 60°GUberstand; [6] 100000g-Uberstand; [7] vereinigte Fraktionen
der Gelfiltration, markierter Bereich in Abb.26; [8] Peak 1 der lonenaustauscherchro-
matographie (Fraktion ,,1“ in Abb.26); [9] Peak 2 der lonenaustauscherchromatogra
phie (Fraktion ,2“ in Abb.26); [10] Peak 3 der lonenaustauscherchromatographie —
(Fraktion ,3" in Abb.26). Die Isoformen des Regenwurm SCBPs comigrieren etwa mit
dem 20100 Molekularmassenmarker.

Aus der Abbildung 27 und 28 geht hervor, daB es hier nicht gelungen ist, alle Isofor-
men rein zu praparieren. Aber aus der Praparation geht eindeutig hervor, daB es drei

ionenchromatographisch trennbare SCBP-Isoformen gibt, die alle eine Ca™
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abhangige elektrophoretische Mobilitat haben. Es ist dabei offensichtlich, daB zumin-
dest hier das SCBP; in deutlich geringerer Konzentration vorliegt als die beiden an-

deren Isoformen.

1C 1E 2C 2E 3C 3E 1C 1E 2C 2E 3C 3E
ak ak ak ak ak ak

Abb.28: Ca**-abhangige elektrophoretische Mobilitat der Isoformen des SCBPs des
Regenwurms
Die Proteine der Fraktionen 1 - 3 der lonenaustauscherchromatographie wurden in Harnstoff-
gelen elektrophoretisch aufgetrennt. Die linke Hélfte zeigt mit Comassie Birilliant Blau gefarbte
Gele, die rechte Halfte das Ergebnis eines Transfers dieser Proteine auf Nitrocellulose und ih-
ren Nachweis mit dem anti-SCBP3-Antikdrpers. Die mit Coomassie Brilliant Blau gefarbten Ge-
le zeigen deutlich die Ca**-abhangige elektrophoretische Mobilitat des SCBP, und SCBPs. Fir
die Reaktion mit dem Antikdrpern wurde das Gel aber mit diesen Isoformen Uberladen, so daB
das Ergebnis eigentlich nicht zufrieden stellend ist. Aber fir das SCBP; zeigt der Vergleich
des mit Coomassie Brilliant Blau gefarbten Gels mit der Antikdrperreaktion, daf3 das SCBP; in
der ausgewahlten Fraktion nur in geringer Konzentration vorhanden ist und die Masse der
Proteins von einem anderen Protein gestellt wird.
Die Ziffern 1 - 3 stehen fur die Fraktionen 1 -3 der lonenaustauscherchromatographie
(Abb.26), ,C* bedeutet, daB Ca™ (5mM Endkonzentration) in der Probe war, ,E“ daB EGTA
(10mM Endkonzentration) in der Probe war. ,ak“ bezeichnet die Proben, in denen SCBP mit
dem SCBP;-Antikdrper nachgewiesen wurde.
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3.4. Suche nach den cDNA-Sequenzen der SCBPs des Regenwurms

Dr.Thomas Giebing erstellte eine cDNA-Bibliothek des Hautmuskelschlauches des
Regenwurms (Giebing 1994). Diese Genbibliothek wurde mit den SCBP-Antikérpern
nach cDNA-Klonen durchsucht.

3.4.1. Die Klone 4.1, 8.1 und 15.1

Bevor die vorhandenen anti-SCBP-Antikérper flr das Durchsuchen der Genbiblio-
thek verwendet werden konnten, mufBten kontaminierende, gegen E.coli-Proteine
gerichtete Antikdrper wie in 2.5.1. beschrieben entfernt werden. Ohne diese Reini-
gung wurden alle Phagen-Plaques markiert und das Auffinden von SCBP-Klonen
damit unmaéglich.

Ein weiteres Problem war, daB die Antikérper ,kreuzreagierten®, d.h., daB der anti-
SCBP2-Antikdéper auch mit dem SCBP3; reagiert, ahnliches qilt fir den anti-SCBP3-
Antikorper (siehe Abb. 28). Daher 1aBt sich aus der Tatsache, daB ein bestimmter
Klon mit einem bestimmten Antikérper gefunden wurde, nicht schlieBen, daB es sich
bei diesem Klon um die zum entsprechenden Serum gehdrige SCBP-Isoform han-
delt. Die gefundenen Klone wurden deshalb zunachst einfach mit Zahlen bezeichnet,
wobei die erste Zahl fur die Nummer der Agarplatte steht, die auf SCBP-Klone
durchsucht wurde, die Ziffer nach dem Punkt gibt an, ob es sich um den willklrlich

als ersten oder zweiten usw. ausgewahlten positiven Klon handelt.

Nach dem Durchsuchen der Genbibliothek wurden fir die weiteren Untersuchungen
die Klone 4.1, 8.1 und 15.1 verwendet. Die Klone 4.1 und 15.1 wurden mit Hilfe der
SCBP2-Antikdrper aus der cDNA-Genbibliothek gewonnen, der Klon 8.1 mit einer
vom Klon 4.1 abgeleiteten DNA-Sonde.
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Abb.29: GroBe der Inserts der Klone 4.1, 8.1 und 15.1

Die DNA der Klone 4.1, 8.1 und 15.1 wurde extrahiert und die Inserts aus dem Vektor heraus-
geschnitten. Die Fragmente wurden in 1% Agarosegelen aufgetrennt und mit Ethidiumbromid
angefarbt.

[M] DNA-Langenstandard; [1] Plasmid-DNA Klon 4.1 mit EcoRI und Xho geschnitten; [2]
Plasmid-DNA Klon 8.1 mit EcoRIl und Xhol geschnitten; [3] Plasmid-DNA Klon 15.1 mit
BamH1 und Kpn | geschnitten. Auf der linken Seite sind die GrdBen der einzelnen Banden des
DNA-Langenstandards in Basenpaaren angegeben, die Pfeile markieren die Positionen der
Inserts bzw. Insertfragmente. Uber den Inserts sind die Reste des Vektors zu sehen.

Bei der Konstruktion der cDNA-Genbank wurden die cDNA-Sticke mit Hilfe der Re-
striktionsenzyme EcoRI und Xho | in die multiple Klonierungsstelle des Phagemids
pBluescript Il SK eingesetzt. Aus unbekannten Grinden lieBen sich die Inserts trotz-
dem nicht in jedem Fall mit diesem Paar Restriktionsenzyme aus dem Vektor he-
rausschneiden. Aus dem Klon 15.1 wurde deshalb das Insert mit dem ebenfalls ge-

eigneten Paar Bam HI und Kpn | herausgeschnitten.

Seite 70 von 138



Ergebnisse

Die Inserts der Klone 4.1 und 8.1 enthalten offensichtlich intern eine Schnittstelle flr
eines der verwendeten Restriktionsenzyme, so daB diese beim Herausschneiden
ebenfalls zerschnitten werden. Die entstehenden Insertfragmente sind im Falle des
Klons 8.1 etwa 700bp und 500bp lang, was eine Gesamtlange des Inserts von etwa
1200bp ergibt. Das Insert des Klons 4.1 ist etwas kirzer. Der Klon 4.1 war der erste
Klon, der ein SCBP-spezifisches Insert hatte. Bei den anschlieBenden Untersuchun-
gen seiner Sequenz zeigte sich, daB diesem Klon einige Basen am 5’-Ende der co-
dierenden Sequenz fehlten. Deshalb wurde von diesem Klon eine Didoxygenin-
markierte DNA-Sonde gemacht, mit deren Hilfe der vollstandige Klon 8.1 gefunden
wurde.

Das Insert des Klones 15.1 ist etwa 900bp lang.

3.4.2. Die Sequenz der Klone 4.1 und 8.1

Die Klone 4.1 und 8.1 wurden sowohl mit dem Thermocycle-Sequencer Verfahren
als auch bei einem kommerziellen Sequenzierdienst sequenziert. Aus diesen Ergeb-
nissen konnte die cDNA dieser Isoform des SCBPs rekonstruiert werden. Dabei sind
die einzelnen Bereiche aber unterschiedlich stark abgesichert: Der flr Protein codie-
rende Teil, also der Teil der cDNA zwischen dem ersten Start- und dem ersten im
Leseraster befindlichen Stop-Codon, kann dabei als gesichert betrachtet werden:
Dieser Sequenzteil wurde mehrfach mit dem ihn komplett enthaltenen Klon 8.1 se-
quenziert. Dem Klon 4.1 fehlen lediglich die ersten drei Nucleotide dieses Teils, der
restliche Teil wurde ebenfalls mehrfach sequenziert. SchlieBlich wurde der codieren-
de Teil mit den entsprechenden Exons der genomischen Formen der entsprechen-
den SCBPs, die ebenfalls sequenziert wurden und die im folgenden erst besprochen
werden, verglichen. Es ist also davon auszugehen, daB die hier gezeigte Sequenz
des codierenden Teils richtig dargestellt ist.

Der 3- und der 5-nicht-codierende Teil sind dagegen nicht so oft sequenziert wor-

den, so daB hier einzelne Fehler vorhanden sein kbnnen.
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1 GGCACGAGCG GAGTCGACTG ACTTGACACT CCACTGTCGT TAGTTGAGCC TTTCCTTGAG
61 CAGGTCACCG TGTCGTICGTC GTTCAGTCTC TTGTTTTTICG TCGTCGTCTA GATAAATCGT
121 AGAATAATGG CTGATGCGTT CATTGAAAGG AAGCTGAAGA CCTACTTCAG CCGTATCGAT
181 TTCGATAAGG ACGGAGCCAT CACGAGAAGC GACTTCGAGG GATTGGGAAC TCGGTTCGTIC
241 GAGAGCGAGA AGCTGGATGC GGCCAAGGGA GCCGATCTGA AGGCCAAGCT CGTCCAGGTC
301 TGGGAGCAAT ACCTGAAGGG AGTCGTITTCC GACGGAACCA GACTGACGCA GGCTGTCTTT
361 GTCGAAGCCG TCAAGAAGCA GCTGGGCGAT CCAAATTTCA AGAAGGTGCT CGCCGGTCCC
421 CTGCCGCTCT TCTTCAGCGC CGTCGACGGC AACGGTGACG GTCTGATCCA GAAGGACGAG
481 TTCCAGCTCT TCTTCAAACT CCTTGGCATC CCGGAATCTG CAGAGAAATC CTTCGAGGCC
541 ATCGACACGA ACAAGGACGG CGACATCAGC AAGGAGGAAT TCGTGATCGC CGGAACCGAC
601 TTCTTCACAT CGACGGATGA GTCCAGCCCG AGCAAATACT TCTGGGGCCC GCTCGTCTGA
661 GAAGGGACGA CTACGAACGG CCTACCACAA CAACCGCGAG CACAGCGCGC GTIGTACTTGC
721 ATGCCAGACA TCATCATACC AGTAATATTT GAATAATTGA TTGATAATTA TATGATAATT
781 AATTCATTGG GTGGCGTGAT TCCCCCATGG TGITGTGACC TGGACGATAA TCCGTATTGT
841 TCGTTGCCAT TTCATCATCA CCACCACCCA ACTCGCCCAG TCTGACTCCT CCGCCAACGC
901 CGCGGTCATC AACACCCGGA CCAAGCCACA CCGGAGCATC ATAACATTCT CAACACTATA
961 TTATATCGTIT GTTTTATACT TTCTITATCTA TAGCGAAGAA TTATTGCGTG CGGATCTTGA
1021 CGAAGACAGC CGTCAAAACC TTAAGCTGAA GCGATGGGAA GTGCATGGTC GGACTTGCTG
1081 TGTAAGATAC GGAAGGCTGG TGGAGATGGC GTTGGACCGA ATTGTTTGCT ATCTTTAAAC
1141 CCATTCGTAG CTGGTGAAGG GCTTGGAGAA TTGTTCACGT GTTCCAGGTG TTTTIGGTICTT
1201 CGGCGAAGGG CCGCCGCATG CAAAAATAAA CCGTTTAAAA CTAAAAAAAA AAAAAAAAAA
1261 AAAA

Abb.30: Die Sequenz der Klone 4.1 und 8.1

Die cDNA-Sequenz dieser SCBP-Isoform wurde aus verschiedenen Sequenzierungen der
Klone 4.1 und 8.1 zusammengesetzt. Der fir Protein codierende Teil ist rot dargestellt, die
schon bei der Langenbestimmung gefundene EcoR I-Schnittstelle ist doppelt unterstrichen.
Sie teilt das insgesamt 1264 Basenpaare lange Insert in ein 577 und ein 687 Basenpaare lan-
ges Fragment. Das mdgliche Polyadenylierungssignal ist blau hervorgehoben.

Die cDNA dieser SCBP-Isoform ist wie gezeigt 1264 Basenpaare lang, was gut mit
der Langenbestimmung durch Auftrennung der Insertfragmente in der Agarose-
Elektrophorese Ubereinstimmt, auch die Aufteilung in ein 577 und 687 Basenpaare
langes Fragment durch die interne EcoRI-Schnittstelle entspricht im Rahmen der
Messgenauigkeit den elektrophoretischen Ergebnissen.

In der 3’-nichtcodierenden Region der cDNA kénnen das Polyadenylierungssignal
AATAAA sowie der 12 Nucleotide spater folgende erste Teil des Poly-A-Schwanzes

identifiziert werden.

3.4.3. Die Sequenz des Klons 15.1

Der Klon 15.1 wurde ebenfalls mit verschiedenen Methoden sequenziert. Dabei wur-
de hauptséachlich auf die Untersuchung des fir Protein codierenden Teils der cDNA
Wert gelegt, so daB die 5’- und 3’- flankierenden Sequenzen zum Teil nur einmal se-
quenziert wurden. Der codierende Teil dagegen wurde wieder nicht nur mehrfach
sequenziert, sondern auch wieder mit den Exons der genomischen Klone abgegli-

chen, so daB diese Sequenz sehr sicher ist.
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1 GGCACGAGTT AACATGTCGG CCTTCTACCT TCGTAAGCTG AAGACGTACT TCGCGGCGAC
61 TGACACGGAT AAGGATGGAG TTCTGACGGA GAATGACTAC CACGAGATGG CTAGACGGTT
121 CATCGACATC GTCAAGTTGG ACGACGCGCA GGGGAAGAAA CTTCACGCGT TGGCCGCAAA
181 GGTGTGGAAT GACTTCTTICA AAGGATGGGC AACCGACGGA AAATCCCTGA CGCAGGACCA
241 GCTCATCGCC TCCTTCCTGA AGCGCCGCTC GGACCCGAAG TTCCTCGAGA GCCTCAAGGA
301 GTTGATGACC GTGGAATTCC ACGTCGTTGA CATCAACAAG GACGGCTCCA TCCAGCTGGA
361 CGAGTTCACC ATCATGTTCC GCTTCCACGG TATCGACGCT GCCCACGCCA AGGCTTCCTT
421 CGAGGCCATC GACTCGAACA GCGATGGTGT GATCAGTCTG GACGAGTITCC TTACGGCCGT
481 GGTCGACTTC TTCACCGGTG AAGACGAGAA GAGTTCGAGT CGGTTGTITCT GGGGGCCACT
541 TGTTTAGTTA GTTACATCCC TTGGACACTT CATCCTCCAT TATACTGCCG TGTCAAAGAC
601 CTTAGAGTTC GTTGAGATGT GACGGCCATT CAATTCGCTG TGGAACTCGT GCACCACTCG
661 TGTGTATGTIG TGTGCGTGTG TGIGTGCGTG TGTGTGIGCG TGICTITTGTG TGTIGTGCTIG
721 CTTGCCCGCA GCTGTTTGGA ATTTTTTAAG TTACAACGGA CGGATATTCG TAATCGTAAT
781 GGACTCTTAA GGTCTTTICGT ATTGGCTCCT CAATACATCG TTTTATTTTA TCTCCATGTT
841 GACCCAAAAA CTGAACCAGA CGGGAAATTC ATCACGTCAT CGCCCCCcC

Abb.31: Sequenz der cDNA des Klons 15.1

Sequenz des Klon 15.1 aus verschiedenen Sequenzierungen. Der fir Protein codierende Teil
ist rot markiert. Die 3’-nicht codierende Sequenz wurde zu einem groBen Teil nur einmal se-
quenziert und enthélt wahrscheinlich noch Fehler.

Die Langenbestimmung des Inserts des Klon 15.1 durch Elektrophorese zeigte, daB
es etwa 900bp lang ist. Sequenziert wurden 889 Basen, demnach ist die cDNA des

Klons wenigstens einmal fast komplett sequenziert worden.

3.4.4. Zuordnung der cDNA-Klone zu den aus dem Regenwurm isolierten
SCBP-Isoformen

Mit Hilfe des allgemeinen genetischen Codes (Tabelle 8, Bresch und Hausmann
1972) kénnen aus den beiden cDNAs die Aminosduresequenzen der entsprechen-
den Proteine abgeleitet werden (Abb. 32). Da dabei posttranslationale Modifikationen
nicht berlcksichtigt werden, ist es madglich, daB die nativen Proteine eine unter-
schiedliche Struktur haben. Beide abgeleiteten Proteine sind 177 Aminosauren lang
und zeigen auch sonst recht dhnliche physikalische Parameter, die in der folgenden
Abbilung (83) aufgelistet sind.
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1 ATGTCGGCCT TCTACCTTCG TAAGCTGAAG ACGTACTTCG CGGCGACTGA CACGGATAAG
M S A F Y L R K L K T Y F A A T D T D K
61 GATGGAGTTC TGACGGAGAA TGACTACCAC GAGATGGCTA GACGGTTCAT CGACATCGTC
D GV L T E ND Y H EMA R R F I D I V
121 AAGTTGGACG ACGCGCAGGG GAAGAAACTT CACGCGTTGG CCGCAAAGGT GTGGAATGAC
K L b DA OQ G K K L H AL A A K V W N D
181 TTCTTCAAAG GATGGGCAAC CGACGGAAAA TCCCTGACGC AGGACCAGCT CATCGCCTCC
F F K G W A T D G K S L T Q D Q L I A S
241 TTCCTGAAGC GCCGCTCGGA CCCGAAGTTC CTCGAGAGCC TCAAGGAGTT GATGACCGTG
F L K R R S D P K F L E S L K E L M T V
301 GAATTCCACG TCGTTGACAT CAACAAGGAC GGCTCCATCC AGCTGGACGA GTTCACCATC
E F H V V D I N K D G S I ©Q L D E F T I
361 ATGTTCCGCT TCCACGGTAT CGACGCTGCC CACGCCAAGG CTTCCTTCGA GGCCATCGAC
M F R F H G I DA A HA K A S F E A I D
421 TCGAACAGCG ATGGTGTGAT CAGTCTGGAC GAGTTCCTTA CGGCCGTGGT CGACTTCTTC
s N s D GV I S$ L D EF L T A V V D F F
481 ACCGGTGAAG ACGAGAAGAG TTCGAGTCGG TTGTTCTGGG GGCCACTTGT TTAG
T G E D EXK S S SR L F W G P L V -
cDNA und Aminosauresequenz des SCBP;
1 ATGGCTGATG CGTTCATTGA AAGGAAGCTG AAGACCTACT TCAGCCGTAT CGATTTCGAT
M A D A F I ERK L K T Y F S R I D F D
61 AAGGACGGAG CCATCACGAG AAGCGACTTC GAGGGATTGG GAACTCGGTT CGTCGAGAGC
K D G A I T R S DVF E G L G T R F V E s
121 GAGAAGCTGG ATGCGGCCAA GGGAGCCGAT CTGAAGGCCA AGCTCGTCCA GGTCTGGGAG
E K L D A A K G A D L K A K L V Q V W E
181 CAATACCTGA AGGGAGTCGT TTCCGACGGA ACCAGACTGA CGCAGGCTGT CTTTGTCGAA
Q Y L K GV Vv s DG TR L T Q A V F V E
241 GCCGTCAAGA AGCAGCTGGG CGATCCAAAT TTCAAGAAGG TGCTCGCCGG TCCCCTGCCG
AV K XK Q L G D P N F K K V L A G P L P
301 CTCTTCTTCA GCGCCGTCGA CGGCAACGGT GACGGTCTGA TCCAGAAGGA CGAGTTCCAG
L F F S AV DG NG D G L I Q K D E F Q
361 CTCTTCTTCA AACTCCTTGG CATCCCGGAA TCTGCAGAGA AATCCTTCGA GGCCATCGAC
L F F K L L G I P E S A E K S F E A I D
421 ACGAACAAGG ACGGCGACAT CAGCAAGGAG GAATTCGTGA TCGCCGGAAC CGACTTCTTC
T N K D G D I S K E E F V I A G T D F F
481 ACATCGACGG ATGAGTCCAG CCCGAGCAAA TACTTCTGGG GCCCGCTCGT CTGA
T S T D E S S P S K Y F W G P L V -

Abb.32: cDNA und Aminoséauresequenz der SCBP, und SCBP;

Die cDNA der beiden SCBP-Isoformen wurden nach dem genetischen Standardcode in eine
Aminosauresequenz Ubersetzt.

berechnet aus
SCBP3-Sequenz

berechnet aus
SCBP,-Sequenz

Gemessen mit
nativem SCBP,

gemessen mit
nativem SCBP3

Anzahl der AS - - 177 177
Isoelektr. Punkt 5,4 5,1 4,88 4,72
relative Moleku- 18000 21000 20131 19642

larmasse

Abb.33:Gemessene und berechnete physikalische Parameter von SCBP, und SCBP;
Die gemessenen Werte stammen aus Huch et al. (1988), die aus der Sequenz abgeleiteten
Werte wurden mit WinPep berechnet.
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Bei der urspriinglichen Isolierung und Charakterisierung der SCBPs des Regen-
wurms wurde unter anderem ihre Aminosaurezusammensetzung ermittelt (Huch et
al. 1988). Aus den Aminosauresequenzen wurde die Aminosaurezusammensetzung
errechnet. Durch Vergleich der Aminosaurezusammensetzungen sollten sich die bei-

den cDNAs den entsprechenden SCBPs des Regenwurms zuordnen lassen:

Aminosaurezusammensetzung der Proteine Aminosaurezusammensetzung
nach cDNA
[Anzahl der AS pro 20k] [Anzahl der AS/Proteinmolekiil]

Aminosaure SCBP; SCBP, SCBP; Klon 4.1/8.1 Klon 15.1

Alanin 17,8 18,8 17,2 14 16
Arginin 5,7 6,5 4,8 5 7
Asparagin - - - 3 4
Asparaginsure 19,4 27,2 23,2 17 20
Cystein 1,1 0,0 0,0 0 0
Glutamin - - - 6 4
Glutaminsaure 20,4 18,0 22,5 13 10
Glycin 16,3 10,3 15,2 15 9
Histidin 1,5 4,0 0,0 0 5
Isoleucin 8,2 10,0 9,1 8 9
Leucin 16,5 19,2 18,3 16 17
Lysin 16,9 15,3 19,2 18 15
Methionin 1,2 1,2 0,0 1 4
Phenylalanin 13,0 15,7 18,4 17 16
Prolin 8,6 3,2 8,2 6 2
Serin 12,8 13,1 12,3 12 13
Threonin 10,0 10,6 9,1 9 10
Tryptophan n.d. 2,2 2,0 2 3
Tyrosin 3,0 1,3 1,9 3 3
Valin 12,2 6,6 5,6 12 10

Abb.34: Vergeich der Aminosidurezusammensetzung der drei Isoformen des SCBP des
Regenwurms und der aus den cDNA-Klonen abgeleiteten Aminosaurezusam-
mensetzung
Die Zahlen fiir SCBP.3 stammen aus Huch et al. (1988). Die Werte fir Glutamin/Glutamin-
sdure sind unter Glutaminsdure aufaddiert, analoges gilt fir Asparagin/Asparaginsdure. Der

Wert fir Tryptophan fir SCBP, wurde nicht gemessen (,n.d.”).Die Werte wurden auf ein 20k-
Protein bezogen, da dies die ungefahre molekulare Masse aller drei SCBPs ist.

Die Werte fur die Aminosaurezusammensetzung der Proteine sind in der Regel mit
Rundungsfehlern behaftet, deshalb kommen fiir die drei SCBP gebrochene Zahlen
fur Aminosauren zustande. Daher ist es am einfachsten, erst nur die Aminos&uren
auszuwerten, die in den einzelnen Proteinen nicht gefunden wurden. Da es sich hier
um ja/nein-Entscheidungen und weniger um quantitativ auszuwertende MeBwerte

handelt, ist es mit ihrer Hilfe einfacher, eindeutige Entscheidungen zu treffen.

SCBP; enthalt Cystein, welches in den beiden anderen Isoformen des SCBPs nicht
vorkommt. Da in den untersuchten cDNAs kein Codon fir Cystein gefunden wurde,
kénnen diese nur noch fir SCBP, oder SCBP3; codieren. SCBP> und SCBP3 unter-

Seite 75 von 138




Ergebnisse

scheiden sich untereinander dadurch, daB SCBP, Histidin enthélt. Histidin wird aber
nur von der cDNA des Klons 15.1 codiert, deshalb muB diese cDNA fir SCBP: co-
dieren. Ubrig bleibt, daB die cDNA von Klon 4.1/8.1 fiir SCBP3 codiert. Daher wird ab
jetzt davon ausgegengen, daB Klon 15.1 fiir das SCBP, des Regenwurms codiert
und daB der Klon 8.1 fir das SCBP3 codiert und die cDNA-Klone werden nun auch
so bezeichnet. Der Klon 4.1 ist demnach ein unvollstandiger SCBPs-Klon.
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3.5. Die genomischen Sequenzen von SCBP; und SCBP;

3.5.1. Praparation von genomischer DNA aus dem Hautmuskelschlauch
des Regenwurms

Aus dem Hautmuskelschlauch eines Regenwurms (3,21g) wurden mit Hilfe der CsClI-
Dichtegradientenzentrifugation 270ug DNA isoliert. Die mittlere Ldnge dieser DNA
betrug etwa 25k und zeigte eine Uberraschende Homogenitat in der GréBenvertei-
lung (Abb.35).

24756
21226
2148
4973
4268
2027
1904
1584
1375

’

NRTER s

2]

=

o
I

Abb.35: DNA aus dem Hautmuskelschlauch des Regenwurms
DNA aus dem Hautmuskelschlauch wurde mit Hife der CsCl-Dichtegradientenzentrifugation
isoliert. Die gereinigte DNA wurde in einem 1%igem Agarose-Gel in TBE aufgetrennt.
[M] GréBenmarker; [1] Regenwurm-DNA; die Zahlen geben die GroBe des GrdBenstandards
in Basaenpaaren an.

3.5.2. Amplifizierung und Klonierung der genomischen DNA von SCBP;
und SCBP3

Mit Hilfe der Primerpaare ,S3seb” und ,32ash”, sowie ,15seb” und ,15ash”, die je-

weils dem Anfang und dem Ende des fur Protein codierenden Teils der cDNA ent-

sprechen, wurden zunéachst die genomischen Formen der beiden SCBP aus der Re-
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genwurm-DNA amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden anschlieBend in dem Vektor
pPCR T7/NT-TOPO kloniert.
M 1 2 3 4 5

24756
21226

5148
4973
4268

SIF Y

2027
1904
1584
1375

1Y/

ik

947
831

.

564 —

Abb.36: Die genomischen SCBP-Sequenzen
Die PCR-Produkte, die mit den SCBP-spezifischen Primern und der genomischen DNA des
Regenwurms gewonnen wurden, wurden in einem Agarose-Gel aufgetrennt. [M] Langenstan-
dard, [1] PCR-Produkte, die mit Regenwurm-DNA und SCBP,-spezifischen Primern erhalten
wurden, [2] PCR-Produkte, die mit Regenwurm-DNA und SCBP; -spezifischen Primern erhal-
ten wurden, [3] PCR-Produkt aus einem SCBP2-Klon mit kurzem Intron, [4] ] PCR-Produkt aus
einem SCBP,-Klon mit langem Intron, [5] PCR-Produkt aus einem SCBP;-Klon

Das Ergebnis war im Falle der SCBP2-spezifischen Primer zwei DNA-Stlicke mit den
ungefahren Langen von 2750bp und 3000bp. Mit den SCBP3-spezifischen Primern
ergab sich ein Produkt mit der ungefahren Lange von 2750bp (Abb.36).

Der Vector pCR T7/NT-TOPO ist eigentlich als Expressionsvektor konstruiert. Diese
Eigenschaften werden bei der Klonierung von intronhaltigen genomischen Sequen-
zen nicht bendtigt, da aber die Klonierung von PCR-Produkten mit diesem Vektor
nach eigenen Erfahrungen sehr zuverlassig funktioniert, wurde er auch hier verwen-
det. Nach Insertion der PCR-Produkte wurde das Plasmid in den Bakterienstamm
Top 10 F transformiert. Im Falle des SCBP3; wurden sieben Klone, im Falle des
SCBP2 wurden 50 Klone untersucht, ob sie das gewlinschte Insert haben. Dazu wur-
de die Plasmid-DNA der Klone isoliert und mit den urspringlich verwendeten Primern
in einer PCR eingesetzt. In Abb.36 ist die elektrophoretische Auftrennung dreier aus-
gewahlter PCR-Produkte abgebildet. Es wurden 5 SCBP2-Klone der ,kurzen® Varian-
te, 2 SCBP2-Klone der ,langen” Variante und vier SCBPs-Klone gefunden.
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Bei der Klonierung der PCR-Produkte kdnnen diese sowohl in der ,richtigen” als
auch in der ,falschen” Orientierung eingebaut werden. Hier wird unter der richtigen
Orientierung die verstanden, bei der das PCR-Produkt so eingebaut ist, daB das ers-
te Exon 3 hinter dem His-Tag des Vektors liegt. Nach den Sequenzierungen (s.u.)
wurde auch die Orientierung bestimmt. Von den 5 Klonen der kurzen SCBP2-
Variante waren drei richtig und 2 falsch eingebaut. Bei den zwei Klonen mit der lan-
gen SCBP»-Variante war von jeder Einbauvariante eine vorhanden. Bei den SCBP3
Klonen waren alle Inserts falsch eingebaut.

3.5.3. Sequenzen der genomischen Formen des SCBP;

Die Plasmide mit den Inserts der genomischen Formen des SCBP, wurden mit den
bei der Sequenzierung der cDNA beschriebenen Methoden sequenziert. Die Se-
quenzen der kurzen Variante wurden im Exonbereich und in den exonnahen Intron-
teilen wenigstens dreimal sequenziert und sind damit recht sicher bestimmt. Fir die
lange Variante ist die Sicherheit geringer, da diese Variante nur zweimal sequenziert
wurde.

Unabhéangig davon, ob es sich um die lange Variante oder die kurze Variante der
genomischen Form des SCBP2 handelt, zeigte die Untersuchung der Sequenzen,
daB die genomischen SCBP,-Formen nur ein Intron besitzen: Das erste Exon und
das zweite Exon ergeben das komplette SCBP,, die Insertionsstelle beider Introns
liegt zwischen den Basen 168 und 169 der cDNA-Sequenz, wenn das ,A" des Start-
codons als Base 1 angesehen wird. Da der codierende Teil der SCBP, -cDNA 534
Basenpaare lang ist, und da die Gesamtlangen der genomischen Sequenzen 2750bp
bzw. 3000bp waren, bedeutet dies, daB das kurze Intron ca. 2200bp und das lange
Intron ca. 2450bp lang sein muB. Da nie mehr als etwa 800 Basen des 5’- bzw.3’-
Ende des Introns sequenziert wurden, wurde weder das kurze noch das lange Intron

vollstandig sequenziert. In Abb.37 sind die Sequenzen soweit bekannt abgebildet.
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SCBP2
Bl ey E2 il
168bp 366bp
Bollerriey M ST |

Exon 1

10 20 30 40 50 60
* * * * * *
kurzes Intron ATGTCGGCCTTCTACCTTCGT
langes Intron ATGTCGGCCTTICTACCTTCGTAAGtTGAAGACGTACTTCGtGGCGACTGACACGGATAAG

70 80 90 100 110 120
* * * * * *
kurzes Intron ATCGACATCGTC
langes Intron GATGGAGTTCTGACGGAGAATGACTACCACGAGATGGCgAGACGGTTCATCGAaAATCGTIC
130 140 150 160 170
* * * * *

kurzes Intron AAGTTGGACGACGCGCAGGGGAAGAAACTTCACGCGTTGGCCGCAAAG
langes Intron AAGTTGGACGAtGCGCAGGGGAAGAAgCTcCACGCGTTGGCCGCAAAG

5’"Ende des Introns

10 20 30 40 50 60
* * * * * *
kurzes Intron GTAGTGTACAATGTACAGGGCTICTTTTATGGAGTCATTAGAACTGCTTAACTCCTTCTT
langes Intron GTAtTGTACAATGTACAGGGCTTCTTTTATGGAGTCATTAGAAtTGCTTAtCTICCTTCTT
70 80 90 100 110
* * * * *
kurzes Intron TCACTTCACATCCTICTATGGTGAAATAGGTCCAGGGGCGGATCCAAGCGGGG—-GTCAAA
langes Intron TCcCTTtcCATCCTCTccGGTGAtATcGaTCCAGGGGtGGATtCAAGCGGGGcaGgggAA

120 130 140 150 160 170
* * * * * *
kurzes Intron CCCTTCCACGGCCTCCCATTGGGAAATT-GCGCTGGACCT——————— CCCCATCATGTICT
langes Intron tCCaTCCAtGGCtcCCCATTGaaAAATTtGCaCaGGACgTgccccccCCCCATCATGTET
180 190 200 210 220
* * * * *

kurzes Intron CAACAGGCTTTAAATCAATGCAACAGGAAAGGTGAGAGGAAAAAAGTAGCATAT--GATG
langes Intron aAACAGGtTTTtAATCAATGaAgCgGGgAAaGTGtGAGatAAAAtGTAaCATATatGATG
230 240 250 260 270 280
* * * * * *
kurzes Intron CAATGTCTGAACAAGTITTTGAAACAATGTAGCGGGGGAAAGGTGAGAAAAGAAATAACAT
langes Intron CAATGTtTGAACAAGTTTTGAAACAATGTAcCGGGGaAAAGGTGAGAAAAGAAATgACA-

290 300 310 320 330 340
* * * * * *
kurzes Intron ACATGTACGACTAAAAAGGTCCTCAGTCAGTTATTITTTTGGCGGTGTAAATTGTATCTCT
langes Intron -—-———-— TACGgCTAAAAAGGTCCTCACTCAGTTA--TTTTGGCGGgGTAAATTGTATCTET
350 360 370 380 390 400
* * * * * *

kurzes Intron TCATGATATTTCGACCAAACGGCAAAAAAA--GTCATCACATTTTTTCGGCCAACGATCA
langes Intron TCATGATATTTgGACCAAACGGCtAAAAAAagGTCATCACATTITTTTCGGCCAACGACCA
410 420 430 440 450 460
* * * * * *
kurzes Intron ACGAATTTTTTTAGAGATTTGTCCAACAAGACACAATTTGTTTTGCCCCGTTCTAAAATT
langes Intron ACG-ATTTTTTTAGAGATTTGTCCAACAtGACACAATTTGTaTTGCCCCGTTCTAAAATT
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470 480 490 500 510
* * * * *
kurzes Intron TCTGTATCCAACCCTGAATAGGCCCTA-——————- CTCCCAATCGGATAACAATGAACAT
langes Intron TCTGTATCCAACCCTGAATAGGCCCTAtaggcctaCTCCCAATCGGATCACAATGAACAT
520 530 540 550 560 570
* * * * * *

kurzes Intron TTTACCATTTTTT-AAACTGCAAATAAGTGCTTTTATAATTTGAAAAATCCATTTATCAC
langes Intron TTTACCATTTTTTtAAACTGCAAATAAGTGCTTcTAcAAcCTctAAAAATCtAcTaATaAC

580 590 600 610 620 630

* * * * * *
kurzes Intron TGITAT-TGCAAATTTTTTGCAGAACTGCGCGCTA-AAAAGCACTGGTGAGCGTAATCGT
langes Intron TGTTATCTGCACATTTTgTGCtGAACTGCtCGCcACAAAAaCCcCTGaTGALCLTAA-CGT

640 650 660 670 680 690
* * * * * *
kurzes Intron AAATTCTGAACTT-CTACAGGGTGCTGGACTACCGTATAGGCCTACTTTTIGCAATCGCTT
langes Intron AAATgggGAACTTtCTACAG-————————————————— AtGCC——————————
700 710 720 730 740 750
* * * * * *
kurzes Intron AATTGCTTGTTACATGCTTAACGACCCCTGCCATATCAAAGATGATTAGTGTCCGCCCTT
langes Intron ————————- TTAtAT-————————————————— AgATCcAAG———--TggGTG—————————
760 770 780 790 800 810
* * * * * *
kurzes Intron CCTTCCITTTATCCAGGCTTTGGAACTGGCACTTGGCAAAGAACAACCAAGTGGTGGAGT
langes Intron --TaCCgTaTA---AGGC-———-————— GtacCTTtGC———————————————————————
820 830 840 850 860
* * * * *
kurzes Intron TCAATCCGTTAATTTCATGTCATGCTTITTTTTTCCAGGCTTCGTGGGTTACA
langes Intron —-CAATCCGaTAATIT-————————————————————————————— GcTTgtc

3’ -Ende des Introns

10 20 30 40 50 60
* * * * * *
kurzes Intron AAAAAATCGAAAACGGTICTITTTTGCGTGGAATAAGAAGGGGGGAAGGGGTTTATAAAGTA
langes Intron A-———————————————————————————————————— GGaGGAAGccaagTATAcAagA
70 80 90 100 110 120
* * * * * *
kurzes Intron GTCCCCCTGGAAGGAAGCGGTTACAAGGAATGGAATGAAAGGGAATGAAATGATTGATTIG
langes Intron GaCC-—————"""""""—"—"——"—"—"——"—"———"——~———————— AGGGAAT——————————————
130 140 150 160 170 180
* * * * * *
kurzes Intron AAATGAATGAAAGGAATGAAATAAAGAAGGGAATGGAAGTGAAGGAGATTGAATGAATGA
langes Intron ———————————————— TGtAATtcgGAAAGCA————————————— ActTTccAatAATGA
190 200 210 220 230 240
* * * * * *
kurzes Intron ATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAAGTATAGA
langes Intron cTctgT-————-—"""""""""—"————— CGAACGAQTCA--GgtTttAcGttGgATAAA
250 260 270 280 290 300
* * * * * *
kurzesIntron GGACTACGGTAGCCATTATATGCAGAGGGCAGTAAATTGTAGGCCTATTCGCTAGCACTT
langes Intron aG-—-—-tGGTAatCgTgATA-—————————————————— GTAGtCaTggTCatcAtCA———
310 320 330 340 350
* * * * *
kurzes Intron TCCACTAATGGCTCTICTCAAACTGTTTG-CTTTTACCT--TCGTTATCATCGTICATCGTC
langes Intron —-CCACCAtTG-——————————— TGgTcGtCaTTgACaTggTgGTcATCATCaTCATaGTg
360 370 380 390 400 410
* * * * * *
kurzes Intron ACAGTCGICATCGTCATCATCACCACCACCATIIG-—————- TCGTCGTCATTGACATCGT

langes Intron gtgGTaGTgATCcTCATCAcCACCACCACCAaTcacgaccaTCGTCGTCgTcGtCgTaGT
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420 430 440 450
* * * *
kurzes Intron CGTCGTCATCATCATCAT-————————————— CATCATCATCGTAGTCGTCGTCATCATC
langes Intron CGTaGTCATCATCATCATtttcattttatcatCATCATCATCGTGGTCGTCGTCATCATC
460 470 480 490 500 510
* * * * * *

kurzes Intron ATGATCACACCGTCCCAAACACAAATCCTAATGACCTAATCACTTCACAGCACTAATAAC
langes Intron ATGATCACACCGTCCCAAACACAAATCCTAATGACCTAATCACTTCACAGCACTgATAQC
520 530
* *
kurzes Intron CAACCATCCAACAG
langes Intron CAAtCATCCAACAG

zweites Exon

10 20 30 40 50 60
1 * * * * * *

kurzes Intron GTGTGGAATGAC
langes Intron GTGTGGAATGACTTCTTCAAAGGATGGGCAACCGACGGAAAATCCCTGACGCAGGACCAG

70 80 90 100 110
* * * * *
kurzes Intron AAGCGCCGCTCGGACCCGAAGTTCCTCGAGAGCCTCAAGGA
langes Intron CTCATCGCCTCCTTCCTGAAGCGCCGCTCGCACCCGAAGTTCCTCGAGAGCCTCAAGGA
130 140 150 160 170
* * * * *

kurzes Intron G
langes Intron GTTGATGACCGTGGAATTCCACGTCGTCGACATCAACAAGGACGGCTCCATCCAGCTGGA

190 200 210 220 230
* * * * *
kurzes Intron GGTATCGACGCTGCC
Langes Intron CGAGTTCACCATCATGTTCCGCTTCCACGGgATCGACGCTGCCCACGCCAAGGCTTCCTT
250 260 270 280 290
* * * * *

kurzes Intron
langes Intron CGAGGCCATCGACTCGAACAGCGATGGaGTGATCAGTCTcGACGAGTTCCTTACGGCCGT

310 320 330 340 350
* * * * *
kurzes Intron TTCACCGGTGAAGACGAGAAGAGTTCGAGTCGGTTGTTCTGGGGGTCCCT

langes Intron cGTICGACTTCTTCACCGGTGAAGACGAGAAGAGTTCGAGTICGGTTGTTCTGGGGGTCCCT

kurzes Intron TGTTAAG
langes Intron TGTTAAG

Abb.37: Die genomischen Sequenzen des SCBP,
Im oberen Teil der Abbildung sind die Sequenzen des SCBP, schematisch wieder gegeben.
Das Intron ist blau gezeichnet, die Exons sind grundsatzlich schwarz gezeichnet, die EF-
Hand-codierenden Sequenzen sind griin eingezeichnet.
Darunter sind die Sequenzen im Detail wiedergegben. Unter ,kurzem Intron” ist hierbei ,ge-
nomische SCBP,-Form mit kurzem Intron® zu verstehen, gleiches gilt fiir Bezeichnung ,langes
Intron“. Die Sequenzen stellen den ,Mittelwert” verschiedener Sequenzierungen da. Die Se-
quenzierungen waren immer so angelegt, daB vom Exon her kommend in das Intron hinein-
sequenziert wurde. Darum sind die exonnahen Teile des Introns mit einer gréBeren Sicherheit
bestimmt als die zentraleren Intronteile. Die Basen, die fir die Aminosauren der EF-Hande
codieren, sind grin hervorgehoben. Die Sequenzunterschiede in den Exons zwischen den
Genen mit langem Intron und kurzem Intron sind rot markiert.
Der Pfeil markiert den Beginn des Leserasters des zweiten Exons.

Vergleicht man die beiden verschieden langen Introns, so sind diese bei den etwa 50
exonnahen Basen einander recht &hnlich, bei den zentraler liegenden Teilen sind
Seite 82 von 138



Ergebnisse

gréBere Unterschiede zu sehen. Der Ubergang Exon-Intron bzw. Intron-Exon ent-
spricht dem gangigen Schema ,AGGT" (Knippers 1997).

Vergleicht man die Exon-Sequenzen der Form mit dem kurzen Intron mit der des
langen Introns fallen einige Basenaustausche auf. Diese sind in der folgenden Tabel-
le zusammen gefaBt:

Position der ausge- Codon der SCBP,- Codon der SCBP- Aminoséaure bei der Aminosaure bei der
tauschten Base Sequenz mit kurzem Sequenz mit langem SCBP,-Sequenz mit SCBP.-Sequenz mit
Intron Intron kurzem Intron langem Intron
25 CTG TTG Leu Leu
41 GCG GTG Ala Val
99 GCT GCG Ala Ala
114 GAC GAA Asp Glu
132 GAC GAT Asp Asp
147 AAA AAG Lys Lys
150 CTT CTC Leu Leu
91(+168=259) GAC CAC Asp His
147(+168=315) GTT GTC Val Val
210(+168=378) GGT GGG Gly Gly
267(+168=435) GGT GGA Gly Gly
279(+168=447) CTG CTC Leu Leu
300(+168=468) GTG GTC Val Val

Tabelle 3: Unterschiede in den codogenen Bereichen der beiden genomischen SCBP,-
Varianten und ihr EinfluB auf die resultierende Aminosauresequenz.

Aus der Tabelle geht hervor, daB die meisten Unterschiede in der DNA-Sequenz auf
der Aminosaureebene keine Auswirkungen haben. Die drei Austausche, die einem
Wechsel der Aminosaure zur Folge haben, dirften ebenfalls keinen EinfluB auf die
Funktion des Proteins haben:

Der Wechsel an der Position 41 tauscht zum einen eine hydrophobe Aminosaure
gegen eine andere aus, zum anderen liegt sie an einer nicht konservierten Stelle im
helicalen Teil einer EF-Hand. Die Austausche an den Positionen 114 und 259 liegen
nicht in den Ca**-bindenden Domanen.

Da weder in der SCBP>-Form mit dem kurzen Intron noch in der Form mit dem lan-
gen Intron ein Codon fiir Cystein gefunden wurde, ist keine der Formen ein Gen flr
das SCBP; (siehe 3.4.4.).

Die Ergebnisse zeigen, daB es wenigstens zwei verschiedenen Allele fiir das SCBP
gibt, die sich in erster Linie durch zwei verschiedene Introns unterscheiden, die die
codierende Sequenz an genau derselben Stelle unterbrechen. Kleine Unterschiede

in der Aminosauresequenz dirften flr die Funktion der Proteine unerheblich sein.
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3.5.4. Sequenz der genomischen Form des SCBP;

Die Sequenzierung der genomischen Form des SCBP3; wurde wie bei denen des
SCBP2 beschrieben durchgefihrt.

Die Untersuchung der Sequenzen zeigte, daB auch das SCBP3-Gen nur ein Intron
hat, das fast genau an derselben Stelle in die Sequenz inseriert ist, wie bei SCBP»,
namlich zwischen den Basen 171 und 172. Die Sequenzen des ersten und zweiten
Exons wurden komplett gefunden.

Da das PCR-Produkt der genomischen Form des SCBP3; etwa 2750bp lang war, die
codierende Sequenz 534pb lang war, muB3 das Intron etwa 2200bp lang sein. Auch
hier wurden nur etwa 800 Basen der Enden des Introns bestimmt, so daB die Se-
quenz der Mitte des Introns unbekannt ist. Die Sequenzen sind - soweit bekannt - in

Abb.38 wiedergegeben.
SCBP3
2 [ |
EExom Intron| 2200 bp Em”? .
171bp 363bp
Exon 1
10 20 30 40 50 60
* * * * * *
ATGGCTGATGCGTTCATTGAAAGG
70 80 90 100 110 120
* * * * * *
GTCGAGAGC
130 140 150 160 170
* * * * *

GAGAAGCTGGATGCGGCCAAGGGAGCCGATCTGAAGGCCAAGCTCGTCCAG

5’ -Ende-Intron

10 20 30 40 50 60

* * * * * *
GTAAGAACCACACCCCGTCTTTATAGAAGCGTCATCGATTGACACCTTCGATGTCAGGAG
70 80 90 100 110 120

* * * * * *
CTGACATAATCGGTAATTAGAAGTCACACTACTATTATGTGGCCTTCGATATAAAAAAAA
130 140 150 160 170 180

* * * * * *
CCTGCCTTATTTTATCGTCGATGGACTGGGAGCGCTTCTGAGTGCTTATTTTTAAAGCCT
190 200 210 220 230 240

* * * * * *
TAAGGTGCAAGATGAATAGTAACAAACGAAATGTATAGATAAGAGATGTCACTGATGAGG
250 260 270 280 290 300

* * * * * *

TACCAGTGTAGATGATTGATATTATTAATTGGATACACAACCAAAAAACTTTTGAGCATC
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310 320 330 340 350 360
* * * * * *
TGGAATGAGGTCATTGAATGAGGAAACAGGTTGGTGAGGACTGGAAACCGCCGCTTGCGA
370 380 390 400 410 420
* * * * * *
CGGACAGGGAACGGGACAAGACAGGAATCGTGAGATACAGACAGACAAGCAGAGAGAGAC
430 440 450 460 470 480
* * * * * *
GGACAAGCAGACGATAAGAGACAGAGAGTGAACATTTGATGGGACGGAACATGAGCAGCT
490 500 510 520 530 540
* * * * * *
CGACAACAAGAGAGTGAAAGGATCAACAAGGAATGAAGGAAGGAGAATATAGGAAATAGA
550 560 570 580 590 600
* * * * * *
ATCAACAAAGAGATGGAAAATCGACTTITTTCTTGCTCCCACATTIGTTGCCGGGTAGAGCA
610 620 630 640 650 660
* * * * * *
TCTGAGCTTCTCATAATTAATGTCTCTATTTTTTTTTTAAAAATCCATGTCTATGTTICTT
670 680 690 700 710 720
* * * * * *
TTATCTCCAAGGCACTATGGGCATGCCTTTTTGCCAATGTGTTGTGCATTCCTGGTAAAA
730 740 750 760 770 780
* * * * * *
ATTTTCTTTCCAGTTCCAATTCAATTTCCGCGAACCCGTTTTTTTGACAGCCATGCAAAG
790 800 810 820 830 840
* * * * * *
TCCTTGAAATAAGAATTTGCTTTGTCTTAAAAATGCTTTCACAACATCACCTATGCCTAC
850 860
* *

ATGGTACATCCATTTTCATAATTATTT

3’ -Ende Intron

10 20 30 40 50 60

* * * * * *
GGACATTTGGGTCCGGTTGCATTGGGGAAGCTAACCGAAGGGAAATAAGGTGGTACGAAG
70 80 90 100 110 120

* * * * * *
TTCAATAATTATCGTCTITTATATGGGAAGGGAAAATACTCCATCATAGGGCCTAAAATAA
130 140 150 160 170 180

* * * * * *
AAGCCTAATATTTTAATTGCAATTATAGGTGTTATTTCTGGCAATATATATATATAACCC
190 200 210 220 230 240

* * * * * *
TATATATGATAGAAACCTATGTACTATATTTTAAATATAATATTGCATATACTTGGGGGT
250 260 270 280 290 300

* * * * * *
TGTCCTTTTCAATTTAATCTCGGCGTCGGCTCCATTTGAGCAAAGGAAAAGCTATGAAGT
310 320 330 340 350 360

* * * * * *
GTAGTGTATGTCCTTCTIGTCCTTCTACATATATGTCTACAATATTATTATCATTIGGTTTG
370 380 390 400 410 420

* * * * * *
AATATATCTACGCACCAAGCAGCCTTTACAGACAGACAGACAGACAGACAGACAGACTGT
430 440 450 460 470 480

* * * * * *
GAAAGTTTTTTGTGTAGGCCTACTTCGTTGACCTACAGTCAAATCGCTACACTATAATTA
490 500 510 520 530 540

* * * * * *

CAATTATTATACGCTGTACTTGAGATGTTTACAAGGAATTCGATAATTAAATATGATCAT
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550 560 570 580 590 600
* * * * * *
ACATGTACAGTACAATAATTGTAACACCGCAGTAGCATTTCAAATTAATTAATTTATCAA
610 620 630 640 650 660
* * * * * *
ATTTGTTGTIGTTTCTGCACTGAAAAAAACCGATTTCCCCTCCACAAAGCAGGGGGAACTA
670 680 690
* * *

GATTTAACACTGCCCTGTCCTTCTTICTTCCTGTAG

zweites Exon

10 20 30 40 50 60
* * * * * *
GTICTGG

70 80 90 100 110 120
* * * * * *
AAGAAGCAGCTGGGCGATCCAAATTTCAAGAAGGTGCTCGCCGGT

130 140 150 160 170 180
* * * * * *
190 200 210 220 230 240
* * * * * *

GGCATCCCGGAA

250 260 270 280 290 300
* * * * * *
310 320 330 340 350 360
* * * * * *

TTCACATCGACGGATGAGTCCAGCCCGAGCAAATACTTCTGGGGCCCGCTCGTC
TGA

Abb.38: Die genomische Sequenz des SCBP,

Im oberen Teil der Abbildung ist die Sequenz des SCBP; schematisch wieder gegeben. Das
Intron ist blau gezeichnet, die Exons sind grundséatzlich schwarz gezeichnet, die EF-Hand-
codierenden Sequenzen sind grlin eingezeichnet.

Darunter ist die Sequenz im Detail wiedergegben. Das 5’-Ende des Introns ist dabei nur ein-
mal sequenziert worden, alle anderen Sequenzen wurden durch Kombination der Ergebnisse
mehrerer Sequenzierungen gewonnen. Die Basen, die fiir die EF-Hande codieren, sind griin
hervorgehoben.

3.5.5. Vergleich der Intronsequenzen

Die drei gefundenen Intronsequenzen kdnnen nicht direkt miteinander verglichen
werden, weil ihre kompletten Sequenzen nicht bekannt sind. Es ist aber mdglich,
gleich lange Sticke an den 5’- bzw. 3’- Enden der Introns zu vergleichen. Dieser
Vergleich zeigt, daB sich das kurze und das lange Intron des SCBP2 untereinander
relativ stark &hneln, beide sich aber stark von dem SCBPs-Intron unterscheiden.

Am 5’-Ende stimmen bei dem kurzen und dem langen SCBP»-Intron an 84% der Po-
sitionen die Nucleotide Uberein, bei kurzem SCBP2-Intron und SCBPjs-Intron betra-

gen die Ubereinstimmungen 49%. Am 3’-Ende sind die Werte fiir die entsprechenden
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che sind in Abb. 39 aufgelistet.

Vergleich

kurzes Intron
langes Intron
SCBBP3-Intron

kurzes Intron
langes Intron
SCBBP3-Intron

kurzes Intron
langes Intron
SCBBP3-Intron

kurzes Intron
langes Intron
SCBBP3-Intron

kurzes Intron
langes Intron
SCBBP3-Intron

kurzes Intron
langes Intron
SCBBP3-Intron

kurzes Intron
langes Intron
SCBBP3-Intron

kurzes Intron
langes Intron
SCBBP3-Intron

kurzes Intron
langes Intron
SCBBP3-Intron

kurzes Intron
langes Intron
SCBBP3-Intron

kurzes Intron
langes Intron
SCBBP3-Intron

der 5’-Enden der Introns

10 20 30 40 50 60
* * * * * *
GTAGTGTACAATGTACAGGGCTTCTTTTATGGAGTCATTAGAACTGCTTAACTCCTTICTT
GTAtTGTACAATGTACAGGGCTTCTTTTATGGAGTCATTAGAAETGCTTAtCTCCTTCTT

GTA-————- aghAaccACAcccCgTCTTT-—————————— aTAGAA--GCgTcA-—————————
70 80 90 100 110
* * * * *

TCACTTCACATCCTICTATGGTGAAATAGGTCCAGGGGCGGATCCAAGCGGGG——-GTCAAA
TCcCTTtcCATCCTCTccGGTGALtATcGaTCCAGGGGEGGATtCAAGCGGGGcaGgggAA

TCgaTTgACAcCCtTCgATG——————————— tCAGGaGCtGAcatAAtCGGta——aTtAgA
120 130 140 150 160
* * * * *
————— CCCTTCCAC————-GGCCTCCCATTGGGAAATT-GCGCTGGACCT———————-CCC
————— tCCaTCCAt————-GGCtcCCCATTGaaAAATTtGCaCaGGACgTgccccecCCC
agtcaCaCTaCtAttatgtGGCCTtCgATataaAAA———————— aaACCT——————-— gCC
170 180 190 200
* * * *
C—-ATCATGTC-TCAACAGGCTTTAAA—————— TCAATGC————————— AACAGGAAAGGT
C-ATCATGTt-TaAACAGGLTTITtAA—————— TCAATGa————————— AgCgGGgAAaGT
ttATttTaTCgTCgAtgGaCTgggAgcgcttcTgAgTGCttatttttaAAgccttAAGGT
210 220 230 240 250
* * * * *
GAGAGGAAAAAAGTAGCATAT--GATGCAATGTCTGAACAAGTTTTGAAACA-———-ATGT
GtGAGatAAAAtGTAaCATATat GATGCAATGTt TGAACAAGTTTTGAAACA-——-ATGT

GcaAGatgAAtAGTAaCAaAc——GA-——-AATGTaTagAtAAGagaTGtcACtgatgAgGT

260 270 280 290 300 310
* * * * * *
AGCGGGGGAAAGG-—-TGAGAAAAGAAATAACATACATGTACGACTAAAAAGGTCCTCAG—
AcCGGGGaAAAGG-—-TGAGAAAAGAAATgACA—————— TACGgCTAAAAAGGTCCTCAC-
AcCaGtGtAgAtGatTGAtAttAttAATtggATAC——--ACaACcAAAARAacTttTgAGe
320 330 340 350
* * * *
—TCAGTTAT-—--TTTTTGGCGGTGTAAATTGTAT———————————————— CTCTTCATG
~-TCAGTTA-—————— TTTTGGCGGgGTAAATTGTAT———————————————— CTtTTCATG
aTCtGgaATgaggTcaTTGaatGaGgAAAcaGgtTggtgaggactggaaacCgCcgCtTG
360 370 380 390 400 410
* * * * * *

ATATTTCGACCAAACGGCAAAAAA-A——GTCATCACATTTTTTCGGCCAACGATCAACGA
ATATTTgGACCAAACGGCtAAAAA-AagGTCATCACATTTTTTCGGCCAACGACCAACG—
cgAcggacAgggAACGGgACAAgACA-—-GgaATCgtgagaTacaGaCagACaAgCA————
420 430 440 450 460
* * * * *
ATTTTTTTAGAGATTTGTCCAACAAGACACAATTTGTTTTGCCCCGTTCTAAAATTTC-T
ATTTTTTTAGAGATTTGTCCAACAtGACACAATTTGTaTTGCCCCGTTCTAAAATTTC-T

——————— gAGAGAgacGgaCAAgcAGACgatAagaG————aCagaGagtgAACATTTgaT
480 490 500 510
* * * *
GTATCCAACCCTGAATAGGCCCTA———————— CTCCCA——————— ATCGGAT-AACAATG
GTATCCAACCCTGAATAGGCCCTAtaggcctaCTICCCA——————— ATCGGAT-cACAATG
GggaCggAaCaTGAgcA-GCtCgA-———————— CaaCaAgagagtgAaaGGATcAACAAGG
520 530 540 550 560 570
* * * * * *

AACATTTTACCATTTTTT-AAACTGCAAATAAGTGCTTTTATAATTTGAAAAATCCATTT
AACATTTTACCATTTTTTtAAACTGCAAATAAGTGCTTcTACAACTCtAAAAATCEACTa
AA---TgaAggAaggaga—AtAtaGgAAATAgaatCaaca”AagAgaTGgAAAATCgACTT
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kurzes Intron
langes Intron
SCBBP3-Intron

kurzes Intron
langes Intron
SCBBP3-Intron

kurzes Intron
langes Intron
SCBBP3-Intron

Vergleich der

kurzes Intron
langes Intron
SCBBP3-Intron

kurzes Intron
langes Intron
SCBBP3-Intron

kurzes Intron
langes Intron
SCBBP3-Intron

kurzes Intron
langes Intron
SCBBP3-Intron

kurzes Intron
langes Intron
SCBBP3-Intron

kurzes Intron
langes Intron
SCBBP3-Intron
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580 590 600 610 620
* * * * *
ATCACTGTTAT-TGCAAATTTTTTGCAG———————— AACTGCGCG-CTA-AAAAGCACTG
ATaACTGTTATcTGCACATTTTgTIGCEG———————— AACTGCtCG-CcAcAAAAACcCIG
tT-—-TcTTgc-TcCcAcaTTgTTGCcGggtagagcAtCTGaGCttCTc—AtAALLAATG
630 640 650 660 670 680
* * * * * *
GTGAGCGTAATCGTAAATTCTGAACTT-CTACAGGGTGCTGGACTACCGTATAGGCCTAC
aTGAtCtTAA-CGTAAATgggGAACTTtCTACA-——-GaTGcct TA-———-TATAG——————
————tCtctATttTtttTTtaa”AAaTc-CatgtctaTGtTctttTAtCtccaAGGC——-AC
690 700
* *
TTTTGCAATCGCTTAAT————- TGC
——aTcCAAgtGggT-gT————— acC
TaTgGgcATgcCTTttTgccaaTGt

3’ -Enden der Introns

10 20 30 40 50
* * * * *
GAAGTATAGAGGACTACGGTAGCCATTATATGCAGAGGGCAGTAA————— ATTGT--AGG
GA---gTcagGtttTACGLtTgG————— ATA-————— AaaGtgGTAAtcgtgATaGT-—-AGt
acAG-AcCAGA-————- caGacAGaCAgacTgTGaA—————— AGTtt————- tTTGTgtAGG
60 70 80
* * * * *
CCTATTCGCTAGCACTTTCCACTAATGGCTCTCTCAAACTGT--TTG-CTTTTACCT--T
CaTggTCatcAtCA-——-CCACCAtTG—————————"——— TGg——TcGtCaTTgACaTggT
CCTAcTtcgTtGacCTacagtCaAATcGCT————— AcACTaTaaTTa-CaaTTAtta—-T
110 120 130 140 150
* * * * *
—CGTTATCATCGTICATCGTCACAG————— TCGTCA-——————— TCGTCAT-CATCACCAC
—gGTcATCATCaTCATaGTggtgG————— TaGTgA-———————— TCcTCAT-CAcCACCAC
aCGcTgTacTtGagATgtTtACAaggaatTCGatAattaaataTgaTCATaCATgtaCAg
160 170 180 190

* * * *

200 220 230 240

* * * * *
———————— CA--TCATCATCGTAGTCGTCGTCATCATCATGATCACACCG——-TCCCAAA
tttatcatCA--TCATCATCGTgGTCGTCGTCATCATCATGATCACACCG-—-TCCCAAA
———————— tAatTtATCAaatTtGTtGTgtTtcTgcaCtgahAaaAaACCGattTCCCctc

250 260 270 280 290 300

* * * * * *
CACAAATCCTAATGACCTA-———— ATCACTTCACAGCACTAATAACCAACCATCCAACAG
CACAAATCCTAATGACCTA-———— ATCACTTCACAGCACTgATAgCCAAtCATCCAACAG
CACAAAgCaggggGAaCTAgatttAaCACTgCcCtGtceCTtcT—————— tCtTCCtgtAG

Abb.39 Vergleich der ersten 700 und letztzen 300 Nucleotide der SCBP-Introns
Kurzes bzw. langes Intron bedeutet wieder kurzes bzw. langes SCBP,-Intron.
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3.6. Expression rekombinanter SCBPs

3.6.1. Expression von rekombinantem SCBP; mit Hilfe des pBluescript-
Systems

Bei den SCBP-Klonen, die in der Genbibliothek gefunden wurden, liegt das Insert in
dem Expressionsvektor pBluescript vor. Das in diesem System exprimierte SCBP
wurde nach der Standardmethode aus den aufgeschlossenen Bakterien prapariert.
Dabei gelang es aber nicht, das SCBP vollstéandig von bakteriellen Proteinen abzu-
trennen (Abb. 40). Es konnte aber trotzdem gezeigt werden, daBB das rekombinante
Protein in der Lage ist, Ca** zu binden, obwohl sein N-terminales Ende durch ein
vom Vektor stammendes, 45 Aminosauren groBes Peptid verlangert wurde: Das Pro-
tein zeigt eine Ca'*-abhangige Mobilitdt bei der Elektrophorese in Harnstoffgelen
und sogar in der SDS-PAGE. Dies erkart, warum der gereinigte SCBP-Antikérper
nach elektrophoretischer Auftrennung mit mehreren SCBP-Banden reagiert
(Abb.40,41).
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Abb.40: Praparation von rekombinantem SCBP; aus Bakterien mit dem Bluescript-Vektor

In der Abbildung sind die Elutionsprofile der chromatographischen Reinigungsschritte darge-
stellt, die Bereiche der weiter verwendeten Fraktionen sind grau markiert. Die MaBe der Gel-
filtrationssaule betrugen & x h=3cmx90cm, die FluBrate betrug 0,5ml/min; aufgetrennt wurden
15,75mg Protein.

Die Fraktionen der Gelfiltration mit rekombinanten SCBP (0,24mg Protein) wurden in einer lo-
nenaustauscherchromatographie Uber DEAE-Cellulose aufgetrennt. Die Saulendimensionen
waren 1,6x6cm, die FluBgeschwindigkeit war 0,25mlsmin™". Nach Auftragen der Probe wurde
die Saule mit 40ml IAC-Puffer gewaschen und mit einem linearen Gradienten von 0 bis
300mM NaCl in IAC-Puffer (200ml) eluiert.
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Eigentlich muB die Expression von rekombinantem Protein mit dem Vektor pBluesc-
ript mit IPTG induziert werden. Bei den Expressionsversuchen zeigte sich aber, daB
die Expression offensichtlich unabhangig von IPTG, sogar in Gegenwart von Gluco-
se, erfolgt (Abb. 42).

M 3 4 4A 5 5A 6 6A catt EGTA
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Abb.41: Elektrophoretische Auftrennung der Fraktionen rekombinanter SCBPs
Verschiedene Fraktionen der Praparation von rekombinantem SCBP; wurden elektrophore-
tisch aufgetrennt (wenn nichts anderes vermerkt, handelt es sich um Coomassie Brilliant Blau-
Farbungen):[M, 1 - 6A] SDS-PAGE; [Ca'", EGTA] Harnstoffelektrophorese
[M] Molekularmassenstandards; [1] Bakterienlysate Klon 8.1 (SCBP3) [1A] wie 1, aber SCBP;-
Nachweis mit SCBP3-Antikérpern; [2] 35% Ammoniumsulfat-Uberstand; [3] 35% Ammonium-
sulfat-Pellet; [4] 60°GUberstand; [4A] wie 4, aber SCBP3;-Nachweis mit SCBP3-Antikérpern;
[5] SCBPs-haltige Fraktionen der Gelfiltration; [5A] wie 5, aber SCBP3;-Nachweis mit SCBP3-
Antikérpern; [6] SCBPs-haltige Fraktionen der lonenaustauscher-Chromatographie; [6A] wie 6,
aber SCBP3;-Nachweis mit SCBPs-Antikérpern;
Nachweis der Ca™-Bindung durch Ca*-abhéngige Mobilitét in der Harnstoff-Elektrophorese:
Auftrennung der rekombinanten SCBP3-haltigen Fraktionen der Gelfiltration in Gegenwart von
1mM Ca™ [Ca™] bzw. 10mM EGTA [EGTA] in einem Harstoffgel.
Die Zahlen und Striche geben die Positionen und GréBen der Molekularmassenstandards an,
die Pfeile markieren die Postion des SCBPs.
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Abb.42: Induktion der Expression rekombinanten SCBPs durch IPTG
Verschiedene Klone des Bakterienstammes DH5aF’ wurden unter verschiedenen Bedingun-
gen Uber Nacht kultiviert. Die Zellen wurden abzentrifugiert, in Probenpuffer fir die SDS-
Elektrophorese aufgenommen, erhitzt und in der SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Transfer auf
Nitrocellulose wurde mit einem SCBP-Antikérper rekombinantes SCBP; nachgewiesen. Re-
kombinantes SCBP; kann in allen Kulturen, deren Zellen die Information fir SCBP3; besitzen,
nachgewiesen werden, unabhéngig von den Kulturbedingungen. Da hier ungereinigte Antikor-
per verwendet wurden, wurden noch bakterielle Proteine angeférbt.
[1] reine Bakterien ohne Plasmid; [2] Bakterien mit dem reinen pBluescript-Vektor ohne
SCBPs-Insert; [3] Bakterien mit SCBPs-Insert, in Gegenwart von 1TmM IPTG gewachsen (indu-
ziert); [4] Bakterien mit SCBPs-Insert, in Gegenwart von 0,2% Glucose gewachsen (suppri-
miert)
Die Striche und die Zahlen geben die Positionen und GrdBen der Molekularmassenmarker an,
der Pfeil markiert die Position des rekombinanten SCBP.

3.6.2. Expression von SCBP, und SCBP; im Vektor pCR T7/NT-TOPO und
Nachweis der Ca**-Bindung der rekombinanten Proteine

Die im vorigen Kapitel beschriebene Praparation von rekombinanten SCBP ist immer
noch recht umstandlich. Mit dem ,His-Tag" des Vektors pCR T7/NT-TOPO soll eine
schnelle Reinigung der rekombinanten Proteine durch Affinitdtschromatographie mit
NiNTA-Agarose moglich sein. Deshalb wurden die fir SCBP, und SCBP3 codieren-
den Sequenzen mit Hilfe der Primer 15hi und 15ri bzw. 81hi und 81r0 in den ge-
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nannten Vektor integriert. Die Konstrukte wurden zunédchst in Bakterien des Stam-
mes E.coli TOP10F’ transformiert.

Aus je 7 SCBP, bzw. SCBP3 - Klonen wurde die Plasmid-DNA extrahiert. Anschlie-
Bend wurde der fiur SCBP codierende Teil in einer PCR mit Primerpaaren amplifi-
ziert, die diese nur zulassen, wenn die Inserts in der Orientierung vorliegen, bei der
die Expression von SCBP mdglich ist. In Abb. 43 sind die Amplifizierungsprodukte
zweier Klone mit richtig orientiertem Insert abgebildet.
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Abb.43: Orientierung der fiir SCBP codierenden Sequenzen im Vektor pCR T7/NT-TOPO

Die DNA von verschiedenen SCBP, und SCBP3s-Klonen im Vektor pCR T7/NT-TOPO wurde
isoliert. Mit den Primerpaaren 15hi/pRSET bzw. 81hi/pRSET wurde die Orientierung des Ein-
baus der Inserts Uberprift. Gezeigt wird die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte
in einem Agarose-Gel.

[M] GréBenmarker; [1] PCR-Produkt eines SCBP3-Klons in richtiger Orientierung; [2] PCR-
Produkt eines SCBP»-Klon in richtiger Orientierung. Die Positionen der GréBenmarker sind mit
den Strichen markiert, die Zahlen geben ihre Lange in Anzahl der Basenpaare an.

Die Lange der beiden PCR-Produkte betragt nach der Elektophorese etwa 630 Ba-
senpaare. Dies passt gut zu dem rechnerisch zu erwartenden Wert von 622 Basen-
paaren: Beide fir SCBP-codierende Sequenzen sind 534 Basen lang, der Primer
pRSET liegt 88 Basenpaare hinter der Insertionsstelle auf dem Vektor.

Die DNA dieser Klone wurde anschlieBend in den Expressionswirt E.coli
BL21(DE3)pLysS transformiert.
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Auch in diesem Expressionssystem war die Expression Uberraschenderweise unab-
hangig von der Induktion mit IPTG (Abb.44).
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14200 —

Abb.44: Expression von rekombinantem Protein mit und ohne Induktion in
BL21(DE3)pLysS
Je zwei Kulturen mit dem Plasmid flir rekombinantes SCBP, und SCBPs; wurden einmal unter
induzierenden Bedingungen mit IPTG und einmal ohne Induktion bei 37°C unter Schiitteln n-
kubiert. AnschlieBend wurden die Zellen aus 2ml Kulturflissigkeit abzentrifugiert, in Proben-
puffer fur die SDS-PAGE aufgenommen, erhitzt und in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Nach
Transfer auf Nitrocellulose wurden die rekombinanten SCBPs mit dem SCBPs-Antikérper
nachgewiesen.
[1] Klon mit rekombinantem SCBP; nach 2 Stunden Kultur ohne IPTG; [2] Klon mit rekombi-
nantem SCBP3; nach 2 Stunden Kultur mit IPTG; [3] Klon mit rekombinantem SCBP, nach 4
Stunden Kultur ohne IPTG; [4] Klon mit rekombinanten SCBP, nach 4 Stunden Kultur mit
IPTG; die Striche markieren die Positionen der Molekularmassenmarker, die Zahlen geben die
zugehdrige relative Molekularmasse an.

Trotz des letzten Ergebnisses wurden zur Praparation von rekombinanten SCBP die
Zellen in Gegenwart von IPTG kultiviert. Der ZellaufschluB durch Behandlung mit
Lysozym und anschlieBenden Einfrier/Auftauzyklen erwies sich dabei als einfacher
als der vom Hersteller als einzige Methode beschriebene UltraschallaufschluB. In
den unléslichen Bestandteilen nach AufschluB3 der Bakterien konnte rekombinantes
SCBP nachgewiesen werden. Da die Praparation des SCBPs aus dieser Fraktion
recht umstandlich ist, und das gesuchte Protein auch in der I6slichen Fraktion zu fin-
den war, wurde auf die Elution der unléslichen Fraktion verzichtet. Das Ergebnis sol-
cher Préparationen wird in Abb.45 gezeigt.
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Der Nachweis von rekombinanten SCBPs mit Antikdrpern zeigt deutlich, daB durch

das Saulenmaterial das rekombinante Protein komplett gebunden wird und bei h6he-

ren Imidazolkonzentrationen eluiert. Die mit Coomassie Brilliant Blau gefarbten Gele

zeigen, daB das rekombinante SCBP; nach dieser Extrak-

®
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Abb.45: Reinigung rekombinanten SCBPs mit NiNTA und Nachweis der Ca**-Bindung

Im oberen Teil sind Coomassie Brilliant Blau gefarbte Gele, im unteren Teil werden in densel-
ben Fraktionen wie direkt darliber rekombinantes SCBP mit dem jeweils spezifischen Antikor-
per nachgewiesen. Die Striche markieren die Positionen der Molekularmassemarker, die Zah-
len geben die zugehdrige relative Molekularmasse an. Die Pfeile auf den linken Seiten markie-
ren die Position der Ca™"-freien bzw. Ca*-haltigen Form des SCBP in den Gelen der SDS-
PAGE, entsprechendes gilt fir die Pfeile auf den rechten Seiten fiir die Harnstoffgele.

[A] Praparation von rekombinanten SCBP3; [B] Préaparation von rekombinanten SCBP,; [M, 1-
7] SDS-PAGE; [Ca, EG] Harnstoff-PAGE

[M] Molekulargewichtsmarker; [1] gekléartes Lysat; [2] DurchfluB; [3] Waschfraktion; [4] Eluat;
[5] 80% Ammoniumsulfat-Pellet des Eluats; [6] eingeentes Eluat mit 5mM Ca"™ in der E-
lektrophorese-Probe; [7] eingeentes Eluat mit 10mM EGTA in der Elektrophorese-Probe; [Ca]
Eluat mit 1mM Ca'™ in der Elektrophorese-Probe; [EG] Eluat mit 10mM EGTA in der E-
lektrophorese-Probe.
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tion fast rein ist. Die Praparation von SCBP, war aus unbekannten Griinden proble-
matischer als die des SCBPs. Die Ausbeute war geringer als bei SCBP3, z.T. lie3 es
sich nicht vollig rein praparieren.

Wurden Proteine aus Bakterien untersucht, die rekombinantes SCBP enthielten,
wurden nach elektrophoretischer Auftrennung dieser Proteine oft mehrere Banden
gefunden, die sich mit SCBP-Antikdrpern nachweisen lieBen (Abb.44). Da in einem
Klon eigentlich maximal ein SCBP zu finden sein sollte, wurde untersucht, ob sich die
Vervielfachung der Banden darauf zurtckfihren 1aBt, daB SCBP selbst bei der SDS-
PAGE in der Lage sind, Ca™ zu binden. Die Bahnen 6 und 7 der Abbildung 45 zei-
gen, daB dies tatsachlich der Fall ist: In Gegenwart von Ca*™" haben rekombinantes
SCBP, und SCBP; eine héhere elektrophoretische Mobilitat als ohne Ca**. Interes-
sant ist in diesem Zusammenhang insbesondere die Auftrennung des Eluats des re-
kombinanten SCBP; (Abb. 45, Teil A, Bahn 4): Die Probe ansich enthalt offensicht-
lich kein oder nur sehr wenig Ca**, so daB das SCBP; eigentlich in einer Bande mit
geringer elektrophoretischer Mobilitdt laufen mUBte. Aus der daneben liegenden
Bahn mlssen aber Spuren von Ca*™ in die Bahn der Eluat-Probe diffundiert sein und
haben so einen Teil des SCBP3; mobilisiert. Dies erklart den kurvenférmigen Verlauf
der SCBP-Bande in Bahn 4.

Auch in der Harnstoffelektrophorese konnte sowohl fir das rekombinante SCBP; als
auch flr das SCBP; eine Ca**-abhéngige elektrophoretische Mobilitdt nachgewiesen
werden. Also haben beide SCBP ihre Fahigkeit, Ca*™ zu binden behalten, obwohl
durch die Integration in den Expressionsvektor ein relativ groBes Peptid an das N-
terminale Ende der Proteine gehangt wurde.

Es fallt dabei auf, daB sich die Ca**-abhangige elektrophoretische Mobilitat der bei-
den SCBP gewissermafen reziprok verhalt: In der SDS-PAGE hat das SCBP3 einen
groBeren Unterschied in der elektrophoretischen Mobiliat zwischen Ca**-freier und
Ca**-haltiger Form als das SCBP, in der Harnstoff-PAGE ist dies umgekehrt. Beiden
Formen gemeinsam ist, daB in der SDS-PAGE die Ca'™ -haltige Form die héhere

elektrophoretische Mobilitat hat, in der Harnstoff-PAGE ist dies die Ca*™*-freie Form.

Die relative Molekularmasse der Ca**-freien SCBPs nach der SDS-PAGE betragt
etwa 27000. Die aus der Sequenz abgeleitete relative Molekularmasse beider
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SCBPs betragt etwa 20000, die des durch den Vektor an die rekombinanten Proteine
angehéngten Peptides etwa 4000. Die Summe 24000 pafBt im Rahmen der MeBge-
nauigkeit zu den beobachteten 27000.

Die Ausbeute an rekombinantem Protein betragt etwa 2-4% der léslichen Proteine
oder etwa 1-10mg pro Liter Kulturflissigkeit.

Die Ausbeute der SCBP-Préparation aus dem Hautmuskelschlauch des Regen-
wurms betragt 240mg/kg Feuchtgewicht. Pro Kilogramm Bakterien wurden bei bester

Ausbeute 1950mg SCBP3 erzielt, bei schlechtester Ausbeute 252mg SCBP-.

Nummer des Expressionsversuchs 13 14a 17 18
SCBP-Typ SCBP, SCBP3 SCBP, SCBP3
Kulturvolumen 250ml 250ml 500ml 500ml
Ausbeute Bakterien 1,359 1,529 1,989 2,469
Proteine im geklarten Lysat 9,1mg 77,3mg 45,4mg 138,5mg
Ausbeute léslicher Proteine bezogen auf Bakterienmenge 0,7% 5,1% 2,3% 5,6%
Proteine im Eluat 0,34mg 1,23mg 0,75mg 4,80mg
Ausbeute eluierte Proteine bezogen auf lésliche Proteine 3,7% 1,6% 1,7% 3,5%

Reinheit des Eluats

(gezeigt wird die elektrophoretische Auftrennung der von
der NiNTA-Saule eluierten Proteine in der SDS-PAGE. Da
nur die Reinheit der eluierten Fraktion demonstriert weren
soll, wurde auf die Darstellung der GréBenstandards ver-
zichtet.)

Tabelle 4: Ausbeuten bei Praparationen von rekombinanten SCBP mit NiNTA
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3.7. Raumliche Struktur von SCBP, und SCBP;

Abb.46:Raumliche Struktur verschiedener SCBPs

Gezeigt wird die raumliche Struktur des SCBP, (,Lumte SCBP2“) und des SCBP; (,Lumte
SCBP3“) des Regenwurms Lumbricus terrestris sowie die des SCP (,Nerdi SCP*) des Seerin-
gelwurms Nereis diversicolor. Die Strukturen der Regenwurm SCBPs sind Vorhersagen von
Swissmodel (Guex und Peitsch1997; Peitsch1996; Peitsch 1995) nach den entsprechenden
Aminosauresequenzen, die des Seeringelwurms ist aus der Datei ,2SCP* (Vijay-Kumar und
Cook 1992, aus aus PBDLite). Die Abbildung wurde mit dem Programm Deep View angefer-
tigt.

Die einander entsprechenden EF-H&ande sind immer in dergleichen Farbe dargestellt, beim
SCBP des Seeringelwurms sind sie zusatzlich beschriftet.

Aus den abgeleiteten Aminosauresequenzen wurde bei Swissmodel (Guex und
Peitsch1997; Peitsch1996; Peitsch 1995) die vermutliche raumliche Struktur der
SCBPs des Regenwurms berechnet (Abb. 46). Dabei zeigte sich, daB ihre Strukturen
nahezu identisch sind und auch mit der des SCBPs aus dem Seeringelwurm Nereis

diversicolor Ubereinstimmen.
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Werden die raumlichen Strukturen von SCBP> und SCBP;3 lbereinander gelegt, sind

die strukturellen Unterschiede besser zu erkennen (Abb. 47).

MSAFYLRKLKTYFAATDTDKDGVLTENDYHEMARRFIDIVKLDDAQGKKLHALAAKVW
NDFEFKGWATDGKSLTQDQLTIASFL KRRSDPKFLESLK
LMTVEFHVVDINKDGSIQLDEFTIMEFREHGIDAA
HAKASFEAIDSNSDGVISLDEFLTAVVDFFTGEDEKSSSRLEFWGPLV

Abb.47: Unterschiede in der raumlichen Struktur bei SCBP, und SCBP;
In der Abbildung wird das SCBP; des Regenwurms grau dargestellt, die Bereiche, in
denen die raumliche Struktur des SCBP, von der des SCBP; abweicht sind rot
eingezeichnet. Unter dem Modell ist die Aminosduresequenz des SCBP; notiert. Hier
sind die EF-H&nde unterstrichen und die Aminos&uren, die die in der rdumlichen
Struktur abweichenden Bereiche bilden, sind rot markiert. Die Strukturen der
Regenwurm SCBPs sind Vorhersagen von Swissmodel (Guex und Peitsch1997;
Peitsch1996; Peitsch 1995). Die Abbildung wurde mit dem Programm Deep View
angefertigt.
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Das SCBP, weicht im wesentlichen an drei Positionen vom SCBP5; ab. Diese drei
Bereiche sind die nicht Ca™*-bindende EF-Hand, der Bereich zwischen dritter und

vierter EF-Hand sowie der C-terminale Teil hinter der letzten EF-Hand.
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4. Diskussion

4.1. Gibt es SCBP bei Nematoden?

Im Regenwurm Lumbricus terrestris wird SCBP vorzugsweise in schnell kontrahie-
renden Muskelfasern gefunden (Huch et al.1988; Huch und D’Haese 1992). Diese
stellen den gréBten Teil der Muskulatur des Hautmuskelschlauchs und zeichnen sich
durch eine besondere Isoform der regulatorischen leichten Kette des Myosins aus
(Carlhoff 1988; D” Haese und Carlhoff 1987).

Der Hautmuskelschlauch der Nematoden besteht lediglich aus Langsmuskulatur, der
des Regenwurms aus Langs- und Ringmuskulatur, die Muskelzellen selber sind bei
beiden Gruppen aber ahnlich aufgebaut. Es sind schrég gestreifte Muskelzellen (Mill
und Knapp 1970; Rosenbluth 1965). Diese Ahnlichkeit im grundsatzlichen Aufbau
laBt es moglich erscheinen, bei Nematoden SCBPs zu finden. Dennoch konnte we-
der bei Caenorhabditis elegans noch bei Ascaris suum ein Protein mit den Eigen-
schaften der SCBPs gefunden werden.

Die Ahnlichkeit in der Anordnung der Elemente des kontraktilen Apperates bei
Nematoden, die zu der Schragstreifung der Muskulatur fiihrt, setzt sich offensichtlich
nicht in allen Details des Muskelaufbaus und der beteiligten Proteine fort. Im Gegen-
satz zu Lumbricus terrestris wurden bei Caenorhabditis elegans keine unterschied-
lich schnell kontrahierende Muskelfasern beschrieben, wobei dessen Muskulatur
sehr gut untersucht ist (Moerman und Fire 1997). Das Fehlen von SCBP in der Mus-
kulatur des Hautmuskelschlauchs der untersuchten Nematoden ist ein weiterer Hin-

weis auf Unterschiede in der Muskulatur zwischen den Tierstimmen.

Es wére denkbar, daB bei Nematoden SCBP zwar nicht im Hautmuskelschlauch vor-
kommt, wohl aber in anderen Muskeln. Die einzige Mdglichkeit dafir ware die Pha-
rynx-Muskulatur, die als schnell relaxierend beschrieben wird (Avery 1993; Davis et
al. 1995). Die Pharynxmuskulatur von Ascaris suum wurde nicht auf ihren SCBP-
Gehalt untersucht. Bei Caenorhabditis elegans wurden komplette Tiere und damit
auch der Pharynx untersucht. Die Pharynxmuskulatur liegt in wesentlich geringerer
Menge vor als die Langsmuskulatur des Hautmuskelschlauchs. Deshalb kénnte es
sein, daB die SCBP-Menge aus dieser Muskulatur so gering war, daB sie in den Ex-

perimenten nicht gefunden wurde. Dies ist aber nicht wahrscheinlich: Sollen SCBPs
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als relaxierende Faktoren wirken, miissen sie in hoher Konzentration im Muskel vor-
liegen. Im Thorax von Drosophila und Calliphora stellen die asynchronen, SCBP-
freien Flugmuskeln den gréBten Teil der Muskulatur. Trotzdem konnten die SCBPs
der synchronen Muskulatur problemlos nachgewiesen werden. Die Methode sollte
also in der Lage sein, auch dann SCBP nachzuweisen, wenn es nur in der Pharynx-

muskulatur zu finden wére.

Ein weiterer Hinweis, daB in der Muskulatur der untersuchten Nematoden tats&chlich
kein SCBP vorhanden ist, ist, daB auch bei der Durchsuchung des vollstandig se-
quenzierten Genoms von Caenorhabditis elegans kein SCBP gefunden werden
konnte. Diese Suche wurde so gestaltet, daB in dem Genom nach Sequenzen ge-
sucht wurde, die entweder dem SCBP, oder SCBP3; des Regenwurms oder einem
allgemeinen SCBP (s.u.) ahneln. SCBPs sind sehr polymorphe Proteine, die unter-
einander nur sehr wenig Ahnlichlichkeit zeigen. So ist es denkbar, daB mit dem be-
schriebenen Vorgehen ein von Caenorhabditis codiertes SCBP deshalb nicht gefun-
den wurde, weil die Ahnlichkeit mit den ,Musterproteinen“ zu gering ist. Dagegen
spricht, daB mit dem beschriebenen Vorgehen die SCBPs von Drosophila melano-
gaster, die mit den Musterproteinen nur relativ geringe Ahnlichkeiten teilen, problem-

los gefunden wurden.

Es deutet also alles darauf hin, daB zumindest die untersuchten Nematoden fur die
Funktion ihrer Muskulatur kein SCBP bendtigen. Dies ware auch nicht ohne Beispiel:
Bei Plathelminten und Echinodermen konnte ebenfalls kein SCBP isoliert werden
(Cox 1996).

4.2. SCBP bei Drosophila und Calliphora

Sowohl bei Drosophila melanogaster als auch bei Calliphora erythrocephala konnten
Proteine nachgewiesen werden, die alle physikalischen Eigenschaften der SCBPs
haben: Sie sind léslich bei geringer lonenstarke, sowohl sdure- als auch hitzestabil

und binden Ca™™. Ihre relative molekulare Masse ist 24k.

Eine Verwechslung mit anderen Ca**-bindenden Proteinen des Muskels kann aus-

geschlossen werden: Die regulatorische leichte Kette des Myosins - ein ebenfalls
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Ca**-bindendes Protein vergleichbarer Masse - bindet bei den gewahlten Extrakti-
onsbedingungen an die schweren Myosinketten und befindet sich deshalb im Roh-
extrakipellet. Eventuell dennoch im Rohextrakt vorhandene Verunreinigungen fallen
bei Einstellen des pH 5,5 im Rohextrakt aus (Abb.17).

Es kann auch ausgeschlossen werden, daB3 das weit verbreitete Calmodulin mit dem
gefundenen Protein identisch ist: Im ersten Praparationsschritt findet die Extraktion
l6slicher Proteine in Gegenwart von Ca™ statt. Unter diesen Bedingungen bindet
Calmodulin an seine Zielproteine und ist &hnlich wie die leichten Myosinketten unlds-
lich (Nelson und Chazin 1998, O" Neil und DeGrado 1990). Diese Eigenschaft wird
auch bei der hydrophoben Interaktionschromatographie ausgenutzt: In Gegenwart
von Ca*™ bindet Calmodulin an dieses Saulenmaterial (Gopalakrishna und Anderson
1982), SCBP (Cox 1989) - und das 24k-Protein aus Drosophila - binden nicht daran.

SCBPs werden in hoher Konzentration - bis 350uM - in schnell kontrahierenden
Muskeln gefunden (Gerday 1988). Die indirekte Flugmuskulatur von Dipteren besteht
aus besonders schnell kontrahierenden Muskeln, aber gerade in ihnen konnte kein
SCBP nachgewiesen werden. Der Grund dafir liegt wahrscheinlich in dem unge-
wohnlichen Mechanismus der Stimmulierung der Kontraktion dieser Muskulatur: Die
Kontraktion der indirekten Flugmuskulatur wird ausgelést, wenn in dem Muskel eine
erhdhte Ca*™-Konzentration vorliegt und wenn der Muskel gespannt wird (s. Einlei-
tung). Unter diesen Umstanden ist eine schnelle Léschung des Ca**-Signals fir eine
erneute Kontraktion nicht notwendig. Aus diesem Grund ist die indirekte Flugmusku-
latur nicht auf das Ca**-Puffersystem der SCBPs zur schnellen Relaxation angewie-
sen. In der synchronen Muskulatur des Tergotrochantermuskel und der
Beinmuskulatur wird das Ca**-Signal durch SCBP geléscht. Obwohl synchrone
Muskeln nur einen geringen Anteil der Muskulatur des Thorax stellen, ist das SCBP
in so hoher Konzentration vorhanden, daB es schon im Rohextrakt des Thorax zu
identifizieren ist.

Bei den SCBP-Praparatonen aus ganzen Drosophila wurden bei der Harnstoff-
elektrophorese zwei Proteinbanden mit Ca**-abhangiger elektrophoretischer Mobilitat
gefunden (Abb. 20), ebenso eluierten bei der lonenaustauscherchromatographie
zwei Proteinpeaks (Abb. 19). In beiden Versuchen wurde eine Mischung aus ver-
schiedenen Drosophila - Stdmmen untersucht. Bei der Untersuchung verschiedener

Tagmata und einzelner Muskeln wurden nur Tiere des Wildtyp — Stammes Oregon R
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verwendet. In diesen Fallen wurde bei der Harnstoffelektrophorese nur eine Protein-
bande mit Ca*"-abhangiger elektrophoretischer Mobilitdt gefunden (Abb. 22). Dies
kénnte bedeuten, daB in verschiedenen Drosophila-Stdmmen verschiedene SCBP-
Isoformen vorhanden sind. In welchem Stamm welche Isoform vorhanden ist, oder

ob auch beide Isoformen in nur einem Stamm existieren, wurde nicht untersucht.

SCP1 und SCP2 sind zwei aus Drosophila melanogaster isolierte EF-Hand-Proteine
(Kelly 1990, Kelly et al. 1997). Insbesondere SCP1 hat identische Eigenschaften wie
das hier beschriebene SCBP: Es ist bei niedriger lonenstarke I6slich, hitzestabil und
bindet Ca**. Nachdem zunachst eine muskulédre Lokalisation verneint wurde (Kelly
1990), stellte sich spater heraus, daB es in hoher Konzentration in dem Tergotro-
chantermuskel vorkommt (Kelly et al. 1997). Dieses Protein ist wahrscheinlich mit
dem hier beschriebenen SCBP aus Drosophila identisch. Das von Kelly beschriebe-
ne SCP2 soll hingegen nur in Nervengewebe exprimiert werden. Die Konzentration
muf3 dabei aber recht gering sein, bei der Untersuchung von Kopf- und Thoracal-

ganglionextrakten konnten keine Spuren dieses Proteins nachgewiesen werden.

Bei der Sequenzierung des Genoms von Drosophila melanogaster wurde eine Se-
quenz (,CBP“) gefunden, deren Transkript aufgrund seiner Ahnlichkeit mit dem
SCBP aus Perinereis vancaurica tetradentata als sarkoplasmatisches Ca*'-
bindendes Protein bezeichnet wird. Aus demselben Grund wird als Herkunft das Sar-
koplasma angegeben (Flybase, Gen CBP, CT3375, FBan0001435). Experimentell
wurden diese Befunde aber nicht Uberpruft.

Dieses ,,CBP*“ héatte aber fiir ein SCBP eine ungewdhliche Struktur: Zum einen ist es
mit einer Lange von 296 Aminosauren und einer relativen molekularen Masse von
33784 fir ein SCBP ungewdhnlich groB, zum anderen hat es mit pH 7,05 einen un-
gewdhnlch hohen isoelektrischen Punkt. Alle anderen bekannten SCBPs und ver-
wandte Proteine haben einen im sauren Bereich liegenden isoelektrischen Punkt
(Tabelle 5).
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Name Anzahl AS MG IEP
Drome CBP 296 33784 | 7,05
Brala-SCP-1 185 21419 | 4,48
Brala SCP 2 185 21286 | 4,40
Patye SCP 179 20375 | 4,50
Ponle SCP 192 21626 | 4,46
Pensp SCP 1 191 21852 | 4,49
Pensp SCP 2 192 21968 | 4,40
Nerdi SCP 174 19486 | 4,25
Pervt SCP 174 19525 | 4,41
Lumte SCBP3 177 19642 | 4,72
Lumte SCBP2 177 20131 | 4,88
Drome SCP1 189 21648 | 4,67
Drome SCP2 184 21280 | 4,36
Common 186 20829 | 4,03
Patye-SCPA 178 20347 | 4,62
Patye-SCPB 178 20465 | 4,64
Merlu-SCP 180 20809 | 4,96
Venph-SCP 180 20881 | 4,83
Sacer-Calerythrin 177 19246 | 4,36

Tabelle 5: Physikalische Eigenschaften von SCBPs und verwandten Proteinen

Die Struktur des Drosophila CBP kann willklrlich in zwei Teile geteilt werden: Der C-
terminale Teil ist der, der tatsachlich groBe Ahnlichkeit mit SCBPs hat. In diesem Be-
reich liegen vier EF-Hand-Doméanen (siehe Abb. 47), von denen eine die Fahigkeit
verloren hat, Ca** zu binden. Es gibt dabei eine Besonderheit: Wurden verschiedene
SCBPs innerhalb einer Gruppe - z.B. Anneliden - oder einer Art gefunden, war bei
allen SCBPs entweder immer die zweite oder die vierte EF-Hand nicht mehr in der
Lage, Ca™ zu binden. Bei dem Drosophila CBP kann die zweite EF-Hand kein Ca*™*
mehr binden, bei beiden Drosophila SCPs - von denen wenigstens eines sicher im
Sarkoplasma lokalisiert ist - ist dies die vierte EF-Hand. Der N-terminale Teil des
Drosophila CBP ist etwa 120 Aminosauren lang. Er enthélt keine weiteren EF-Hande

und wurde bisher bei keinem weiteren SCBP nachgewiesen.

Es scheint unwahrscheinlich, daB ein Zusammenhang zwischen den SCBPs aus
Drosophila und dem CBP besteht. Die Molekularmasse unterscheidet beide Proteine
deutlich. Weiterhin geben die Sequenzen der Drosophila-SCP (Kelly et al. 1997) und
der Regenwurm-SCBPs keinen Grund zur Annahme, dalB das CBP ein Vorlauferpro-
tein ist, aus dem reife SCBPs heraus geschnitten werden.
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4.3. Die drei SCBPs des Regenwurms

Bei den ersten Versuchen, SCBP aus dem Regenwurm zu isolieren, wurden drei
nacheinander in der lonenaustauscherchromatographie eluierende SCBP-Isoformen
gefunden. Das bei der niedrigsten Salzkonzentration eluierende SCBP+ konnte je-
doch bei weiteren Versuchen nicht oder nur in geringer Menge isoliert werden (Huch
et al. 1988). Dies ist auch der Grund, warum nur gegen die Isoformen 2 und 3 gerich-
tete Antikdrper existieren.

Bei dem in der vorliegenden Arbeit gezeigten Versuch, SCBP aus der Muskulatur
des Regenwurms zu isolieren, konnte noch einmal gezeigt werden, daB es drei Iso-
formen des SCBP des Regenwurms gibt (Abb. 28). Aber auch hier wurde das SCBP;
nur in sehr geringer Konzentration gefunden. Sein sicherer Nachweis gelang erst
durch eine Kreuzreaktion mit dem anti- SCBP3-Antikérper. In dem gezeigten Versuch
wurden insgesamt etwa 4mg SCBP isoliert, SCBP4 hatte daran einen Anteil von etwa
5%, SCBP> von etwa 35% und SCBP; von ca. 60%.

Dieses Ergebnis bedeutet, daB es prinzipiell mdglich sein muBte, durch die Kreuzre-
aktion der Antikdérper nicht nur Klone fir das SCBP> und SCBP3 aus der Genbiblio-
thek zu isolieren, sondern auch fir das SCBP4. Der geringe Anteil des SCBP{ am
Gesamt-SCBP a8t aber vermuten, daB auch die SCBP{ — cDNA nur in geringer
Konzentration in der Genbibliothek vorhanden und dementsprechend schwierig zu
finden ist. In der Tat konnten alle weiteren SCBP-Klone, die im Laufe dieser Arbeit
gefunden, hier aber nicht vorgestellt wurden, immer eindeutig dem SCBP, oder
SCBP3 zugeordnet werden.

Es liegt zwar nahe zu vermuten, daB die verschiedenen Isoformen unterschiedliche
Aufgaben haben, nachgewiesen werden konnte dies aber bisher nicht. SCBP2 und
SCBPj traten in den untersuchten Organen des Regenwurms - Hautmuskelschlauch,
Muskelmagen - immer gemeinsam auf (Huch 1991). Aber auch bei anderen Tieren,
die verschiedene Isoformen von SCBP (Lanzetfischchen) oder Parvalbumin (Karp-
fen) haben, konnte keine Zuordnung von bestimmten Isoformen zu bestimmten Or-

ganen oder Aufgaben gefunden werden (Gerday 1988).
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4.4. Sequenz und Struktur von SCBP, und SCBP;

Das Durchsuchen der cDNA-Genbibliothek ergab zwei Klone mit unterschiedlicher
Sequenz, denen je eine der bisher bekannten SCBP-Isoformen zugeordnet werden
konnte. Dazu wurden die bekannten Aminosaurezusammensetzungen der SCBPs
(Huch et al. 1988) mit den aus der cDNA abgeleiteten verglichen. So konnte den
Klonen 8.1/4.1 das SCBP3; und dem Klon 15.1 das SCBP- recht eindeutig zugeordnet
werden. Bei dieser Zuordnung wurde ausgenutzt, daB experimentell abhangig von
den verschiedenen Isoformen einige Aminosauren nicht nachgewiesen werden konn-
ten und die auch nicht in den abgeleiteten Aminosauresequenzen zu finden waren.
Ein gewisses Problem macht dabei die Aminosaure Methionin. Experimentell wird sie
in SCBP3 nicht und in SCBP> nur in geringer Menge gefunden, kommt in den ent-
sprechenden Sequenzen aber einmal bzw. viermal vor. Mdglicherweise erklart sich
diese Abweichung damit, daB alle bisher direkt untersuchten SCBPs N-terminal mo-
difiziert waren (Collins et al. 1988). Die Aminos&duresequenz dieser Proteine wurde
unmittelbar bestimmt und nicht mit Hilfe einer cDNA. Dabei war nie Methionin die
erste Aminosdure. Wenn die SCBPs des Regenwurms auf eine ahnliche Weise
posttranslational modifiziert werden, wirde dies gut erklaren, warum bei dem nativen
SCBP3 kein Methionin gefunden wird. Diese wiirde dann bei einer N-terminalen Mo-
difikation entfernt werden.

Die aus der Aminosauresequenz berechneten relativen Molekularmassen flir SCBP>
und SCBP; liegen so dicht beieinander, daB sich die beiden Isoformen in der SDS-
PAGE nicht unterscheiden lassen sollten. Dies ist aber offensichtlich nicht der Fall,
die nativen Proteine zeigen einen gut meBbaren Unterschied in der elektrophoreti-
schen Mobilitat.

Dieser Unterschied zwischen der Vorhersage und der tatsachlichen Beobachtung ist
auf sequenzbedingte Unterschiede zurlckzufihren - z.B. unterschiedlich effektive
Bindung des Detergenz SDS. Die berechneten isoelektrischen Punkte liegen in der
GréBenordnung, die auch durch die isoelektrische Focussierung bestimmt wurde.
Insbesondere bestatigt hier die Tatsache, daB SCBP3 saurer als SCBP: ist, die nach
der Aminosaurezusammensetzung getroffene Zuordnung der cDNA-Sequenzen zu
den nativen SCBPs.
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Aus der Sequenz der Regenwurm-SCBPs sollten sich die Strukturmerkmale der
SCBPs - vier EF-Hande in charakteristischen Abstanden - ableiten lassen

Die Untersuchung der aus der cDNA abgeleiteten Aminosauresequenzen zeigte, daf
die SCBPs des Regenwurms alle genannten Kriterien erfiillen und so als typische
SCBPs angesehen werden kénnen (Abb. 48).

SCBP, des Regenwurms

MSAFYLRKLKTYFAATDTDKDGVLTENDYHEMARRFIDIVKLDDAQGKKLHALAAKVW 22

NDEFFKGWATDGKSLTODQLIASEFL KRRSDPKEFLESLK 13

LMTVEFHVVDINKDGSIQLDEFTIMFREFHGIDAA 5
HAKASFEAIDSNSDGVISLDEFLTAVVDFFTGEDEKSSSRLFWGPLV

SCBP3; des Regenwurms

MADAFIERKLKTYEFSRIDFDKDGAITRSDFEGLGTREVESEKLDAAKGADLKAKLVQVW 22

EQYLKGVVSDGTRLTQAVEVEAV  KKQLGDPNFKKVLAG 15

PLPLFFSAVDGNGDGLIQKDEFQLFFKLLGIPE 4
SAEKSFEAIDTNKDGDISKEEFVIAGIDEFFTSTDESSPSKYFWGPLV

Abb.48:EF-Hande in den Isoformen des SCBPs des Regenwurms

In dieser Abbildung wurden die Sequenzen der Isoformen der SCBPs des Regenwurms so
aufgeteilt, daB in jeder Zeile eine EF-Hand zu finden ist, wobei die Sequenzen so angeordnet
wurden, daB die offensichtlich am starksten konservierte Minisequenz ,DG“ des Ca'-
bindenden Loops immer an der selben Stelle liegt. Die EF-Héande insgesamt sind rot wieder-
gegeben, der Ca*"-bindende Teil ist unterstrichen, die an der Koordination von Ca™" beteiligten
Aminoséauren sind fett. Die Zahlen an den Seiten geben die Anzahl der Aminosauren an, die
zwischen den einzelnen EF-Handen liegen.

Beide Isoformen des SCBP haben vier EF-Hande, deren Abstand voneinander die
bisher gefundene UnregelmaBigkeit einhalten. Die zweite EF-Hand ist hier offensicht-
lich so verandert, daB sie kein Ca** mehr binden kann. Dies erschwert allerdings die
Bestimmung der Abstdnde zwischen der ersten und zweiten bzw. zweiten und dritten
EF-Hand. Aus diesem Grunde kénnten die Abstande zwischen diesen Domanen
auch mit etwas anderen Werten als in Abbildung 46 angegeben angegeben werden.
An dem charakteristischen Schema der Abstande der EF-Hand-Domé&nen wirde dies

aber nichts andern.

In den je drei als Ca**-bindend eingestuften EF-Handen der SCBPs sind gegenlber
dem in Abbildung 2 gezeigten Grundschema kleinere Abweichungen zu beobachten:
Die zweite Asparaginsaure (,D“) des Ca™*-bindenden Loops der kanonischen EF-
Hand ist in einigen der Loops durch Asparagin (,N“) ersetzt. Dies ist aber nicht un-
gewdhnlich und kommt auch bei anderen gleichartigen Proteinen vor (s. Abb.49). Fir
die Koordination von Ca*™ ist es wichtig, daB der letzte Ligand zwei Koordinations-
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stellen zur Verfligung stellt (Nelson und Chazin 1998, Kawasaki et al 1998). Dies ist
zwar in der Regel Glutaminséure (,E“), diese kann aber auch - wie hier in der ersten

EF-Hand-Domane - durch Asparaginsaure (,D“) ersetzt werden.

In der Aminosauresequenz beider SCBPs des Regenwurms wurden also je drei EF-
Hand-Motive gefunden, die ihrer Struktur nach Ca*™" binden kénnen miBten. Dies
stimmt zumindest flir das SCBP3 gut mit experimentellen Daten Uberein (Huch 1991):
In der Gleichgewichtsdialyse in Gegenwart von 1mM MgCl, band das SCBP3; 3 Mol

Ca** pro 1 Mol Protein mit einer Dissoziationskonstanten von etwa 1,3 - 107 Mol/l.

Beim SCBP: ist die Lage weniger eindeutig. In einem gleichartigen Experiment band
das SCBP> nur 2 Mol Ca™ pro 1 Mol Protein mit einer Dissoziationskonstanten von
etwa 1,5 -10”Mol/l. In einem FluBdialyseexperiment wurden dagegen Hinweise ge-
funden, daB das SCBP bis zu zwei weitere Bindungsstellen fir Ca*™ hat, die in Ab-
wesenheit von Magnesium mit einer Dissoziationskonstanten von etwa 1 -10°Mol/l
Calcium binden. Dies lieBe sich so interpretieren, daB die drei in der Sequenz gefun-
denen EF-Hand Motive unterschiedlich Ca** binden. Vergleicht man die an der Ca™-
Koordination beteiligten Aminosauren von SCBP, und SCBP3 miteinander, so sind
diese weitestgehend identisch. Ein Unterschied ist nur bei der vierten an der Koordi-
nation beteiligten Aminosaure zu sehen. An dieser Stelle wird aber das zur koordina-
tiven Bindung von Ca™ benétigte Sauerstoffatom von der Peptidbindung zur Verfi-
gung gestellt, so daB sich ein Unterschied in der Ca**-Bindung hier nicht durch die
unterschiedlichen Aminosauren begrinden |aBt. Demnach sollten SCBP, und SCBP3
eigentlich Ca™ gleichartig binden. Es ist sehr wahrscheinlich, daB auch die nicht un-
mittelbar an der Ca**-Bindung beteiligten Aminosauren einen modulierenden EinfluB
haben. Bisher konnte aber noch kein Zusammenhang zwischen dem Typ der EF-
Hand (Ca**-spezifisch oder Ca™*/Mg**-bindend) und ihrer Sequenz ermittelt werden
(Celio et al.1996). Deshalb kann hier nicht entschieden werden, welche der EF-
Hande des SCBP, Ca** mit hoher und welche mit niedriger Affinitat bindet.

Vergleicht man die Sequenzen von SCBP, und SCBP; des Regenwurms miteinan-

der, stimmen sie nicht einmal zu 50% Uberein (Tabelle 6), die Unterschiede zum
SCBP des Seeringelwurms Nereis diversicolor sind zum Teil sogar noch gréBer.
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Referenz SCBP; SCBP; Nereis-SCBP
SCBP; - 47 37
SCBP; 47 - 49
Nereis-SCBP 38 48 -

Diskussion

Tabelle 6: Ahnlichkeiten von SCBPs
Zur Berechnung der Ahnlichkeit wurden die Sequenzen der gezeigten Proteine mit
dem Programm ,Align“ verglichen und der Prozentsatz der Ubereinstimmenden
Aminosauren bezogen auf die Lange des Referenzproteins berechnet. Bei unter-
schiedlich langen Proteinen werden dabei abhéngig von der Wahl des
Referenzproteins unterschiedliche Werte gefunden.

Vergleicht man aber die - wahrscheinliche - rdumliche Struktur der drei Proteine mit-
einander, so sind sie nahezu identisch (Abb. 46, 47). Das SCBP3; des Regenwurms
und das SCBP Seeringelwurms haben weitestgehend dieselbe rdumliche Struktur,
das SCBP; des Regenwurms zeigt Abweichungen in drei Bereichen von den beiden
anderen SCBPs. Einer dieser Bereiche ist in der EF-Hand, die kein Ca** mehr bin-
den kann, lokalisiert.. Ein weiterer Bereich liegt im C-terminalen Teil des Proteins
hinter der letzten EF-Hand-Domane. Beide Bereiche sind nicht an der Bindung von
Ca™" beteiligt, deshalb ist es leicht zu verstehen, warum sie nicht hoch konserviert
sind. Der dritte Bereich betrifft den letzten Teil der zweiten Helix der dritten EF-Hand,
das die Helices verbindende Stlick und den ersten Teil der ersten Helix der vierten
EF-Hand.

Der zuletzt gezeigte Unterschied betrifft nicht unmittelbar einen an der Ca**- Bindung
beteiligten Bereich. An anderer Stelle wurde aber schon erwéhnt, daB3 auch die nicht
direkt an der Ca**-Bindung beteiligten Aminosauren einen EinfluB auf die Bindung
haben. Es kénnte also ein Hinweis darauf gefunden worden sein,

daB die experimentell ermittelten Unterschiede in den Dissoziationskonstanten flr
SCBP2 und SCBP3 (s.0.) auf Unterschiede in den beiden letzten EF-Handen zurlick-
zufGhren sind.

Da die beiden ersten EF-Hande bei den Regenwurm-SCBPs keinen Unterschied in
der vorhergesagten Raumstruktur zeigt, kann angenommen werden, dafB sie gleich
gut Ca*™ binden. Fiir das SCBP. wiirde das bedeuten, daB die erste EF-Hand Ca**
mit einer Dissoziationskonstante von etwa 1,510'M bindet und wenigstens eine der

beiden C-terminalen EF-Hande eine Dissoziationskonstante von ca. 10°M hat.
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4.5. Vergleich der Regenwurm-SCBPs mit anderen SCBPs

SCBPs wurden nicht nur aus Drosophila und dem Regenwurm isoliert, sondern auch
aus Crustaceen, anderen Anneliden, Bivalviern und Acraniern (Details siehe Tabel-
le 7). Den SCBPs recht &hnlich und deshalb auch fir einen Vergleich mit den hier
identifizierten Sequenzen geeignet sind noch einige andere Proteine:

Das ,allgemeine SCBP* ist eine kinstlich abgeleitete Aminosauresequenz, von der
angenommen wird, dafB sie die Sequenz ist, die ein ,Ur-SCBP* gehabt haben kénnte
(Collins et al. 1988). Abweichend von realen SCBPs besitzt diese Sequenz vier Ca*"-
bindende EF-H&nde. Diese Sequenz ist hier auch deshalb wichtig, weil mit ihr die
Datenbanken der vollstdndig sequenzierten Genome von Drosophila und Cae-
norhabditis nach potentiellen SCBPs durchsucht wurden.
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Kirzel Beschreibung Quelle

Aequorini Aequorin aus Aequorea macrodacty- | TrEMBL: Q8WQY7 (2000)
la

Aequorin2 Aequorin aus Aequorea parva TrEMBL: Q8WQY8 (2002)

Brala-SCP1 SCP1 aus Branchiostoma lanceola- | Takagi und Cox 1990.
tum

Brala-SCP2 SCP2 aus Branchiostoma lanceola- | Takagi et al. 1992

tum

Common-SCBP

allgemeines SCBP

Collins et al. 1988

Drome-CBP Pervt-SCP-ahnliches Protein aus FlyBase ID: FBgn0026144
Drosophila melanogaster

Drome-SCP1 SCP1 aus Drosophila melanogaster |Kelly et al. 1997

Drome-SCP2 SCP1 aus Drosophila melanogaster |Kelly et al. 1997

Esolu-PV Parvalbumin aus Esox lucius Frankenne et al. 1973

Human-PV Parvalbumin aus dem Menschen Foehr et al. 1993

Lumte-SCBP2

SCBP2 aus Lumbricus terrestris

Lumte-SCBP3

SCBP3 aus Lumbricus terrestris

TrEMBL: 061284 (1998)

Merlu-SCP SCP aus Meretrix lusoria

Mouse-PV Parvalbumin aus der Maus

Nerdi-SCP SCP aus Nereis diversicolor Collins et al. 1988

Patye-SCP SCP aus Patinopecten yessoensis | Tagaki et al. 1984

Patye-SCPA SCP A aus Patinopecten yessoensis | TrEMBL: Q9TVJ4 (2000)

Patye-SCPB SCP B aus Patinopecten yessoensis | TrEMBL: Q9U5C4 (2000)

Pensp-SCP1 SCP1 aus Penaeus sp. Tagaki und Konishi 1984

Pensp-SCP2 SCP2 aus Penaeus sp. Tagaki und Konishi 1984a

Pervt-SCP SCP aus Perinereis vancaurica Kobayashi et al. 1984
tetradentata

Ponle-SCP SCP1 aus Pontastacus leptodactylus | Jauregui-Adell et al. 1989

Rabit-PV Parvalbumin aus dem Kaninchen Capony et al. 1976

Oryctolagus cuniculus

Sacer-Calerythrin

Calerythrin aus Saccharopolyspora
erythraea

Swan et al. 1989

Venph-SCP

SCP aus Venerupis philippinarum

TrEMBL: 097050 (1999)

Tabelle 7: SCBP-dhnliche Proteine
In der Tabelle sind die Klrzel der Proteine aufgelistet, die miteinander verglichen
werden. Neben der Beschreibung der Proteine ist die Quelle der fir den Vergleich
verwendeten Sequenz angegeben. Einige der Sequenzen sind nur in den
Sequenzdatenbanken eingetragen worden. In diesen Féllen ist die entsprechende
Identifikationsnummer angegeben.
Die Sequenzen Patye-SCPA und Patye-SCPB, wurden von den selben Autoren in
die Datenbank eingetragen, die auch die Sequenz Patye-SCP beschrieben haben.
Es ist unklar, ob es sich bei den neuen Sequenzen um zusétzliche SCBPs aus die-
sem Organismus handelt, oder ob sich spater herausstellte, daB das zuerst gefunde-
ne Potein aus zwei Isoformen besteht.

In die Liste der mit SCBP zu vergleichenden Proteine wurden auch Aequorin und

Calerythrin aufgenommen. Obwohl beide Proteintypen nicht aus Muskeln stammen,

sollen sie in der Struktur den SCBPs gleichen (siehe Einleitung).
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Da Parvalbumin und SCBP &hnliche Strukturen aufweisen und eine gleiche Funktion

angenommen wird, wurden die SCBPs auch mit einigen Parvalbuminen verglichen.
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Aequorinl
Aequorin?2
Human-PV
Rabit-PV
Mouse-PV
Esolu-PV
Nerdi-SCP
Pervt-SCP
LumteSCBP3
LumteSCBP2
Drome—-CBP
Brala-SCP1
Brala-SCP2
common-SCBP
Pensp-SCp2
Ponle-SCP
Pensp-SCP1
Drome-SCP1
Patye—-SCPA
Patye-SCPB
Patye-SCP
Merlu-SCP
Venph-SCP
Drome-SCP2
Sacer—-Calerythrin

Aequorinl
Aequorin?2
Human-PV
Rabit-PV
Mouse-PV
Esolu-PV
Nerdi-SCP
Pervt-SCP
LumteSCBP3
LumteSCBP2
Drome—-CBP
Brala-SCP1
Brala-SCP2
common-SCBP
Pensp-SCp2
Ponle-SCP
Pensp-SCP1
Drome-SCP1
Patye—-SCPA
Patye-SCPB
Patye-SCP
Merlu-SCP
Venph-SCP
Drome-SCP2
Sacer—-Calerythrin

Aequorinl
Aequorin?2
Human-PV
Rabit-PV
Mouse-PV
Esolu-PV
Nerdi-SCP
Pervt-SCP
LumteSCBP3
LumteSCBP2
Drome—-CBP
Brala-SCP1
Brala-SCP2
common-SCBP
Pensp-SCp2
Ponle-SCP
Pensp-SCP1
Drome—-SCP1
Patye—-SCPA
Patye-SCPB
Patye-SCP
Merlu-SCP
Venph-SCP
Drome-SCP2
Sacer—-Calerythrin
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———————————————————————————————————————————— MTSEQYSVKLTPDFDN
———————————————————————————————————————————— MTSKQYSVKLTSDFDN

PKWIG-RHKHMEFN-FLDVNHNGRISLDEMVYKASDIVIN---NLGATPEQAKRHKDAVEA
PRWIG-RHKHMEFN-FLDVNHNGKISLDEMVYKASDIVIN---NLGATPEQAKRHKDAVEA

——————————————————————————————— SMTDLLN---—---—--—--AEDIKKAVGA
——————————————————————————————— AMTELLN-—---—----—---AEDIKKAIGA
——————————————————————————————— SMTDVLS—---—---—--—-AEDIKKAIGA
———————————————————————————————— AKDLLK-——--——--——-ADDIKKALDA

DLWVQ-KMKTYFN-RIDFDKDGATITRMDFESMAERFAKESEMKAEHAKVLMDSLTGVWDN
DLWVQ-KMKTYFN-RIDFDKDGAITRKDFESMATRFAKESEMKPEHAKVLMDSLTGVWDK
DAFIERKLKTYFS-RIDFDKDGAITRSDFEGLGTRFVESEKLDAAKGADLKAKLVQVWEQ
AFYLR-KLKTYFA-ATDTDKDGVLTENDYHEMARREFIDIVKLDDAQGKKLHALAAKVWND
AFWRR-KMRTLHR-ILDVNHDGVVSFDDFSLLAKRESDG-HLTPEVAAEFNDVIKHTWEE
DFQKQ-KIKFTFDFFLDYNKDGSIQWEDFEEMIKRYKEVN--KGSLSDADYKSMQASLED
DFQKQ-KIKFTFDFFLDMNHDGSIQDNDFEDMMTRYKEVN--KGSLSDADYKSMQASLED
DLWVQ-KLKFVFK-FLDLDKDGAISREDFEEMVNRFTELSELKGELSAADYASMQKLWED
YSWDN-RVKYIVRYMYDIDNDGELDKNDFECLAVRVTLIEG-RGEFSPEGYAKNKEIMAN
YSWDN-RVKYVVRYMYDIDNNGE LDKNDFECLALRNTLIEG-RGEFNEAAYANNQKIMSN
YSWDN-RVKYVVRYMYDIDDDGELDKNDFECLAVRNTLIEG-RGEFSAADYANNQKIMRN
YSWDN-RVDEVVRYMYDIDNNGE LDONDFLCMAVRACVVEG-KGDCSTARLDDYKKLMKN

DYLVS-KWKIWYK-SLDVNHDGIISIEDVEESRNKEFTDLHKLVGDKSTGVKVDMQ—-—-—--K
DYLVS-KWKIWYK-SLDVNHDGIISIEDVEESRNKEFTDLHKLVGDKSTGVKVDMQ-—-—--K
DYLVS-KWKIWYK-SLDVNHDGIISIENVEESRNKEFTDLHKLVGDKSTGVKVDMQSCP-K
EFLIS-KWKIWYK-SLDVNHDGTISMADVEESRSKFSELHHLDAEKKDMVMKNFE-—-—--K
DFLVS-KWKIWYK-SLDVNHDGTISMEDVEESRQKFSELHHLDAEKKKMVMENFE—-—-—-K

DFRKK-KLLELEFNVEFDVNQSGEIDVKDFELAIERVCQLRGWQKDTPK—-—-NKETYDLMME
TAIASDRLKKRFD-RWDFDGNGALERADFEKEAQHTAEAFG—KDAGAAEVQTLKNAFGG
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Aequorinl
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Human-PV
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Mouse-PV
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FFGGAGMKYGVETEWPEYIEGWKRLASEELKRYSK--NQITLIRL
FFGGAGMKYGVETDWPAYIEGWKKLATDELEKYAK--NEPTLIRI
FSATDSFDH---KKFFQMVG-L
FAAAESFDH---KKFFQMVG-L
FAAADSFDH---KKFFQMVG-L
VKAEGSFNH---KKFFALVG-L
FLTAVAG-GKGIDETTFINSMK

FLANVAG-GKGIDQATFISSMK-—————— EKVKDPNAKAVVE--G
YLKGVVSDGTRLTQAVFVEAV-——————— KKQLGDPNFKKVLA-G
FFKGWATDGKSLTQDQLIASFL——————— KRRSDPKFLESLK--E
QFGEITP-YNLVTAEQFLTDLH-—————— HRLNDKKMAKRIG--R

EWRDLKGRADINKDDVVSWEEYLAMWEKTIATCKSVADLPAWCON
EWRDLKGRADINKDDVVSWEEYLAMWEKTIATCKSVADLPAWCON
EWRELAEGADINKDGVVSVEEFLAMVOKTIQTKKS—-AEFPAALEA
LWNETAELADEFNKDGEVTVDEFKQAVOKNCKGKAF-ANFPNAFKV
LWNEIAELADENKDGEVTIDEFKKAVONVCVGKAF-ATFPAAFKV
LWNETAELADFNKDGEVTVDEFKMAVOKHCQGKKY-SEFPGAFKV
LWDEISATIADDDKDGKISNQEFKDAVKKTCVGKKY-EEFPQAMRA
WWDTYIFLT---PGAEISETQFVENLGNSFKKDKK--AFLATMTA
WWDTYIFLT---PGAEISETQFVENLGNSFKKDKK--AFLDTMTA
WWDTYIFLT---PGAEISETQFVENLGNSFKKDK—-—--AFLATMTA
WWKEYIFRG---KDGEISEQEFVDALNKDFTADKN--KFIATMQS
WWNEYVFRG---KKGEVSETQF IEALONDYKADKD--KFKKQMET
IWTGLRSKADKDNDGQVSVDEWCNMWDAYAKDPSSVMDWQN—-—-—-A
LFDYLAKEAGVGSDGSLTEEQFIRVTENLIFEQGE-ASFNRVLGP

WGDALFDIIDKDONGAISLDEWKAYTK---SDGIIQSSE
WGDALFDIVDKDONGAITLDEWKAYTK---AAGIIQSSE
DVKKVFHMLDKDKSGF IEEDELGF ILKGFSPDARDLSAK
DVKKVFHILDKDKSGF IEEEELGF ILKGFSPDARDLSVK
EVKKVFHILDKDKSGEF IEEDELGSILKGFSSDARDLSAK
DVKKVFKAIDADASGEF IEEEELKFVLKSFAADGRDLTDA

PLPLFFRAVDTINEDNNISRDEYGIFFG————— MLGLDKT
PLPLFFRAVDINEDNMISRDEYGIFFN—-——-—— MLGLNPD
PLPLFFSAVDGNGDGLIQKDEFQLFFK—-———— LLGI-PE
LMTVEFHVVDINKDGSIQLDEFTIMFR-———— FHGIDAA
FLPYLFKAVDFDHTGHLDLEQYKLFFR—-———— CLGLTED
RIPFLFKGMDVSGDGIVDLEEFONYCKN————— FQLQCA
RIPFLFKGMDVSGDGIVDLEEFQONYCKN————— FQLQCA
ATIPLLFKAIDTINGDGSIDLDEFRLLFAA-———— FGLEKE

FIGNQFKTIDVDGDGMVGVDEYRLDCITR-—-SAFADVKE
FIANQFKTVDVNGDGLVGVDEYRLDCISR--SAFANIKE
FIANQFKAIDVNGDGKVGLDEYRLDCITR--SAFAEVKE
FIESNFKLLDIDSDGIVGVKEYRYNCITR--VAIDDITP
CFNMIFDVIDTNKDRSIDLNEFIYAFAAF--G-—-HENES
CFNMIFDVIDTNKDRSIDLNEFIYAFAAF--G--HENEP
CFNMIFDVIDTDKDRSIDLNEFIYAFAAF--G--HENES
CFDILFDVIDTNKDRSISEEEFLIAFKAY--G-—-HENVA
CFDTIFDVIDTNKDRSISEDEFLIAFEAY--G-—-HENVA
YMNFMFDLEDASHDGGIDVTEFTLVCSS————— YGLEKT
VVKGTWGMCDKNADGQINADEFAAWLT————— ALGMSKA

DCEETFRVCDIDESGQ-—-LDVDEMTRQHLGFWY—--TMDPACEKLYGGAVP—-—
DCEETFRVCDIDESGQ-—-LDVDEMTRQHLGFWY--TMDPACEKLYGGAVP-—
ETKMLMAAGDKDGDGK--IGVDEFSTLVAES—————————————————————
ETKTLMAAGDKDGDGK-—-IGADEFSTLVSES——
ETKTLLAAGDKDGDGK--IGVDEFSTLVAET-———————————

ETKAFLKAADKDGDGK-—IGIDEFETLVHEA-————————————————————
MAPASFDAIDTNNDGL--LSLEEFVIAGSDEFFMN-DGDSTNKVEFWGPLV—-——
MAPASFDAIDTNNDGL--LSQEEFVTAGSDFFIN-DQDSPNKVFWGPLV———
SAEKSFEAIDTNKDGD--ISKEEFVIAGTDFFTSTDESSPSKYFWGPLV———
HAKASFEAIDSNSDGV--ISLDEFLTAVVDFFTGEDEKSSSRLFWGPLV—-—-—
DAAVSFAVIDKNGDGQ--LSLKEFVHLGRQFFLTEDDSKISKMFWGPLVADH
DVPAVYNVITDGGKVT--FDLNRYKELYYRLLTSPAADAGNTLMGQKP————
DVPAVYNVITDGGKVT--FDLNRYKELYYRLLTSPAADAGNTLMGQKP————
MVPASAFAIVDTDDDT--LLLLTEFDTWAGSLFFTNEDDSTTKVISSPLES—
IDDAYDKLCTEEDKKAGGINLARYQELYAQFISNEDEKNNACYLFGPLKEVQ
IDDAYNKLATDADKKAGGISLARYQELYAQF ISNPDESANAVYLFGPLKEVQ
IDDAYDKLTTEDDRKAGGLTLERYQDLYAQFISNPNESCSACFLFGPLKVV—
IDKAFETLLNDEDRKRGGLSLDRYKELYGQFLGNTADNHPAVNLFGPL————
VVRTAFALLKPDDNNT--VPLRTVVDAWISEVTCEDASKTDVIKSAFES———
VVRTAFTLFKPDDNKS--VPLRTVVDAWISFVTCEDASKTDVIKSAFES———
VVRTAFALLKPDDDNT--VPLRTVVDAWISFVTCEDASKTDVIKSAFES———
LDTKFFKAYNPKDG-L--VPLKDIVTSWVDFATSTDASKPSVVKTAFETGV -
LDTKFFKAYNPVDG—-L--VPLKDIVASWVDFATSSDATKPSVVKTAFEAG——
ECEEAFAKMSQGQS-E--VTREQFAALWKEYFAAEDVNAPGNYIFGKTSF—-—
EAAEAFNQVDTNGNGE--LSLDELLTAVRDFHFG—-—---RLDVELLG——————

Abb.49: Sequenzvergleich I6slicher Ca**-bindender Proteine
Die Sequenzen wurden mit Clustalw verglichen. EF-Hand-Bereiche sind rot markiert,
Ca**-bindende Loops sind dann unterstrichen, wenn sie wahrscheinlich Ca™ binden.
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Der Sequenzvergleich zeigt, daB immer wenn eine EF-Hand nicht mehr in der Lage
ist, Ca*™* zu binden, es sich um die zweite Domane eines Paares handelt. Bei Arthro-
poden (Drome, Ponle, Pensp) und Branchiostoma (Brala) betrifft dies immer das
zweite EF-Hand-Paar, bei Anneliden (Lumte, Nerdi, Pervt) das erste EF-Hand-Paar,

bei Bivalviern (Patye, Venph, Merlu) sogar beide Paare.

Der Sequenzvegleich zeigt noch einmal deutlich, wie groB der GréBenunterschied
zwischen dem Drome-CBP und allen anderen léslichen Ca**-bindenden Proteinen.
Bei den potentiell Ca**-bindenden Démanen liegt die nicht Ca**-bindende EF-Hand
wie bei den Anneliden im ersten Paar und nicht wie bei den Arthropoden Ublich im

zweiten Paar.

0 32676 —D4923ﬂequnrm 1

0.0477
J——ﬂequurm 2

0044608 0O06TS AEE Human-P'\f
ﬁ@ﬂahit-Fv
0.0104 017781 L0 S M ouse PY
L Fsolu-PV

L5335 ace r-Calerythrin
0 STESI_D e Nerdi-SCP

y L]

0.04300 L8 p o vyt SCP
004570 L24020) ymte SCBP 3
L22d) umte-SCBP 2
-[ I:"34?81[Ilrume CBP
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L 09521\i’enph SCP

002715

Abb.50: Dendrogramm des Alignments )
Das Dendrogramm wurde mit Clustalw berechnet. Die Lange der Aste ist jeweils an
ihrem rechten Ende angegeben. An den Stellen, an denen das nicht méglich ist,
wurden die Werte an anderer Stelle notiert mit dem entsprechende Ast verbunden.
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Berechnet man aus dem Sequenzvergleich ein Dendrogramm (mit den Programm
Clustalw, Thompson et al. 1994, Saitou und Nei 1987, Hansen 2001), erhalt man
einen besseren Uberblick tiber die Ahnlichkeit der Sequenzen (Abb. 50). Dabei steht
die Lange der Zweige fiir den Grad der Ahnlichkeit der Proteine untereinander. Ahn-
liche Proteine sind durch kurze Zweige miteinander verbunden, sich weniger ahneln-

de Proteine mit langeren.

Im allgemeinen entsprechen die gebildeten Gruppen gut den verwandschaftlichen
Verhaltnissen:

Die SCBPs der Bivalvier (Merlu, Venph, Patye) bilden eine Gruppe fir sich, gleiches
gilt fir die Parvalbumine (PV) der Vertebraten, Aequorin, und die SCBPs der Anneli-
den (Lumte, Nerdi, Pervt) und Arthropoden (Pensp, Ponle, Drome).

Uberraschend ist, daB nach dieser Berechnung die Drosophila-SCPs untereinander
nur sehr wenig Ahnlichkeit zeigen. Normalerweise &hneln sich die SCBPs einer Art
untereinander mehr als die verwandter Arten (Patye, Brala), hier besteht mehr Ahn-
lichkeit zwischen SCP1 und den SCBPs der Crustaceen (Pensp, Ponle) als zwischen
SCP1 und SCP2.

Nach diesem Dendrogramm &hneln sich die SCBPs des Regenwurms untereinander
auch nur relativ wenig, wobei das SCBP3; sogar den SCBPs verwandter Arten etwas
ahnlicher ist als dem SCBP-.

Das Drosophila-CBP zeigt eine geringe Ahnlichkeit mit den SCBPs der Anneliden, ist
dort aber isoliert. Diese Einordnung erklart sich aus der strukturellen Ahnlichkeit des
C-terminalen Teils dieses Proteins mit den genannten SCBPs und dem véllig abwei-
chenden Aufbau des N-terminalen Teils. Da bisher keinerlei experimentelle Daten
(iber dieses Protein vorliegen, ware es sehr spekulativ, aus dieser Ahnlichkeit mit
den SCBPs eine Verwandschaft zu ihnen abzuleiten.

Dem Calerythrin, dem einzigen EF-Hand-Protein aus Bakterien, wird hier eine gerin-
ge Ahnlichkeit zu den Parvalbuminen zugesprochen, steht aber eigentlich recht iso-

liert von allen anderen Proteinen.
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4.6. Die genomische Struktur der Regenwurm-SCBPs

Die genomische Struktur der Regenwurm-SCBPs zeigte ein einfaches einheitliches
Muster: Unabhangig von der Isoform wurde nur ein Intron in dem flr Protein codie-
renden Teil gefunden. Dieses Intron ist zudem bei beiden Isoformen an fast dersel-
ben Stelle integriert (Abbildungen 38 und 39).

Da in der vorliegenden Arbeit nur der fur Protein codierende Teil des Gens unter-
sucht wurde, kann nicht zwingend angenommen werden, daB die SCBP-Gene des
Regenwurms nur ein Intron besitzen. Denkbar ware es, daB Introns auch in den nicht
translatierten Teilen des primaren Transkriptionsprodukt liegen. Dies wurde zum Bei-
spiel beim Parvalbumingen der Ratte gefunden: Hier ist in dem 5’-nicht-translatierten
Teil 26 Basenpaare vor dem Startcodon ein Intron integriert (Berchtold 1988).

Fir das SCBP3; wurde nur eine genomische Form gefunden. Dies bedeutet, daB die-
ses Gen auch transkribiert und translatiert werden muB. Etwas komplizierter ist es im
Falle des SCBP2: Fur diese Isoform wurden zwei genomische Formen gefunden, die
sich durch die Lange des Introns und durch kleinere Unterschiede in der codierenden
Sequenz unterscheiden (Absatz 3.5.3.). Die codierende Sequenz der Form mit dem
kurzen Intron stimmt dabei mit der Sequenz des cDNA-Klones Uberein. Also wird
wenigstens das Gen mit dem kurzen Intron exprimiert.

Aus den vorliegenden experimentellen Ergebnissen 1aBt sich nicht zwingend ablei-
ten, daB auch die Form mit dem langen Intron exprimiert wird. Dennoch erscheint
dies wahrscheinlich: Wie im Ergebnisteil gezeigt wurde, wéaren die Unterschiede im
reifen Protein zu vernachléssigen. Sollte die Form mit dem langen Intron ein nicht
exprimiertes Pseudogen sein, ware es ausgesprochen hoch konserviert. Die Se-
quenzierungen der cDNA des SCBP; beruhen alle auf einem einzigen Klon (,15.1%).
Da dieser Klon direkt die codierende Sequenz flr das SCBP, enthielt, wurden keine
weiteren Klone fir dieses SCBP gesucht. Es ist deshalb durchaus mdéglich, daB nur
aus diesem Grund keine cDNA gefunden wurde, die von der genomischen Sequenz
mit dem langen Intron abstammt. Die beiden genomischen Formen muissen dabei
nicht unbedingt unterschiedliche Gene sein. Wie gezeigt, waren die abgeleiteten
Proteine sich sehr &hnlich und wahrscheinlich funktionsgleich. Es ist deshalb denk-
bar, daB die
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Abb.51: genomische Struktur der SCBP
In der Abbildung werden die genomischen Strukturen verschiedener Ca*™-
bindender Proteine gezeigt. Die Exons sind schwarz, die Introns blau eingezeichnet.
Die Bereiche der EF-Hénde sind griin, der Ca*"-bindende Loop selber rot markiert.
Wird einer dieser Bereiche durch ein Intron unterbrochen, sind die unterbrochenen
Bereiche mit einer diinnen Linie entsprechender Farbe verbunden. Uber die einzelnen
Abschnitte ist die Lange in bp soweit bekannt notiert.
Die Sequenz fir das Drosophila-SCP1 (,Drome-SCP1“) wurde aus der Sequenz mit
der Accession-Nummer AE002777 herausgesucht, die fir das SCP2 (,Drome-
SCP2") aus der mit der Accession-Nummer AE003714 (Flybase). Weiterhin sind die
genomischen Strukturen des Parvalbumins der Ratte (,Rat-PV“, Berchtold 1987;
Epstein et al. 1986) sowie die der Calmoduline von Drosophila melanogaster (,Drome-
CAM*; Beckingham et al. 1987) des Huhnes (,Chicken-CAM", Epstein et al. 1987) abgebildet.

beiden genomischen Formen Allele desselben Gens sind. Ein Indiz fir diese Inter-
pretation ist, daB3 auch das Intron bei beiden Formen an genau derselben Stelle ein-
gebaut ist.

Die einfache Situation bei der genomischen Form des SCBP3; kénnte mdglicherweise
ein ,Artefakt“ sein: Die untersuchte genomische DNA wurde aus einem einzigen
Hautmuskelschlauch des Regenwurms préapariert. Sollte es weitere Allele des SCBP3
geben, wirden sie unter den gegebenen Umstanden nicht gefunden werden, wenn

der untersuchte Wurm homozygot fir das SCBP3; gewesen ist.

Seite 118 von 138



Diskussion

Die Ergebnisse belegen eindeutig, des es flir SCBP, und SCBP3 getrennte Gene
gibt, die nebeneinander in einen Tier vorkommen. Es gibt keinen Hinweis darauf, dai
die gefundenen Isoformen der Proteine das Ergebnis eines unterschiedlichen Splei-
Bens nur eines Genes sind: Die Exons der Gene von SCBP, und SCBP3; ergeben
genau die in den cDNAs gefundenen Sequenzen, so daB ein unterschiedliches
SpleiBen nicht angenommen werden muB.

Ein Vergleich der genomischen Struktur der Regenwurm-SCBPs mit der anderer
SCBPs wird erschwert dadurch, daB bei allen bisherigen Sequenzierungen von
SCBPs entweder nur die cDNA oder die Proteine direkt sequenziert wurden. Da das
Drosophila-Genom vollstandig sequenziert wurde, konnten in der entsprechenden
Genbank (Flybase) auch die entsprechenden genomischen Formen der Drosophila-
SCPs gefunden werden. Abblidung 51 zeigt die genomischen Sequenzen der SCBPs
von Regenwurm und Drosophila.

Hier ist noch einmal deutlich zu sehen, daB die Introns in den Genen des Regen-
wurms zwischen erster und zweiter EF-Hand inserieren. Bei Drosophila dagegen lie-
gen die Introns nicht nur in in der EF-Hand, sondern sogar innerhalb des Ca'*-
bindenden Loops. Werden die Lange des primaren Transkriptionsprodukts fir den
codierenden Teil der mRNA berechnet, zeigt sich, daB es ein Glicksfall war, daf
diese beim Regenwurm mit maximal etwa 3300 Basenpaaren relativ kurz ist. Die
Struktur der entsprechenden Drosophila-Sequenzen mit etwa 4000 bis knapp 35000
Basenpaaren Lange hétte sich mit der gewahlten Methode nicht so einfach aufklaren

lassen.

Die genomische Struktur der SCBPs wurde untersucht, um weitere Daten zur Ein-
ordnung der SCBPs zu erhalten. Die Ca**-bindenden Proteine Calmodulin, Tropo-
nin C, essentielle und regulatorische leichte Myosinkette werden zu einer Gruppe
zusammengefaBt (Kawasaki et al. 1998). Einer der Grinde dafir war, daB diese Pro-
teine eine ahnliche genomische Struktur haben (Berchtold 1988). Die typischen
Merkmale dieser Gruppe sind die Positionen des ersten und des letzten Introns in
dem fir Protein codierenden Teils der Sequenz. Das erste Intron inseriert unmittelbar
nach dem Startcodon ,ATG", die Insertionsstelle des letzten Introns liegt 26 Basen-
paare vor den Stop-Codon (Abb. 51, Chicken-CAM, Drome-CAM). Oft sind die weite-
ren Exons des codierenden Teils etwa 30, 140, 100 und 130 Basenpaare lang, wie in

Abb.51 beispielhaft fir das Calmodulingen des Huhnes gezeigt wird. DaB diese zu-
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letzt genannten Charakteristika aber nicht streng eingehalten werden, zeigt die ab-
gebildete Struktur des Calmodulingens aus Drosophila melanogaster (Abb. 50).

Die Interpretation der genomischen Struktur des Parvalbumingens der Ratte fuhrte
zu der Annahme, dafB auch dieses Protein zu der Calmodulin-Gruppe gehdrt. In der
genomischen Sequenz dieses Proteins inseriert ein Intron 26 Basenpaare vor dem
Stop-Codon. Am 5’-Ende ist aber kein Intron hinter dem Start-Codon gefunden wor-
den. Dies wird als Folge eines Deletionsprozesses betrachtet, bei dem auch die ur-
sprunglich erste EF-Hand dieses Proteins verloren ging. Dies liefert gleichzeitig eine
Erklarung fur die ungewdhnliche ungerade Anzahl von drei EF-Handen bei diesem
Protein.

Wie in der Einleitung beschrieben wird angenommen, daB3 die SCBPs in Evertebra-
ten dieselbe Aufgabe haben wie die Parvalbumine bei den Vertebraten. Dies legt
natlrlich den Gedanken an eine verwandtschaftliche Beziehung nahe. Daflr liefert
aber weder die genomische Struktur der Drosophila SCPs noch die der Regenwurm
SCBPs einen Hinweis. Weder ein Intron hinter dem Start-Codon noch ein Intron 26
Basenpaare vor dem Stop-Codon sind hier zu finden. Da es aber auch vollkommen
intronfreie Calmodulingene - bei Saccharomyces cerevisiae - gibt, bedeutet das, daf
das Auftreten gleichartiger genomischer Strukturen zwar Verwandtschaft andeutet,
das Fehlen dieser Strukturen aber nicht unbedingt keine Verwandtschaft bedeutet.
Dennoch zeigen weder die genomischen Formen der Regenwurm-SCBPs noch die
von Drosophila auch nur eines der genannten Charakterisika der genomischen
Struktur der Calmodulingruppe. Dies wiirde bedeuten, daB Parvalbumin und SCBPs
Uber die Verwendung desselben Ca**-bindenden Motivs hinaus nicht nahe miteinan-
der verwandt sind.

In diesem Zusammenhang ist interessant, daB das Lanzettfischchen Branchiostoma
lanceolatum - ein Chordat, der relativ nahe mit den Vertebraten verwand ist - SCBPs
besitzt, Vertebraten selber aber Parvalbumin haben. Eine plausible Erklarung dafar
ware, daB bei der Entwicklung von Vertebratenvorlaufern zu Vertebraten das ur-
spriinglich vorhandene SCBP-Gen verloren wurde. Bei Vertebraten entwickelte sich
dann aus einem Calmodulin-ahnlichen Protein ein I8slicher relaxierender Faktor neu.

Méglicherweise wurden I6sliche relaxierende Faktoren mehrfach entwickelt und auch

die SCBPs der Evertebraten sind keine einheitliche Gruppe. Wie beschrieben wurde
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innerhalb einer Tiergruppe in der Regel gefunden, daB bei den SCBPs immer diesel-
be EF-Hand die Fahigkeit Ca** zu binden verloren hat. Bei den Anneliden ist dies die
zweite EF-Hand, bei Arthropoden und Acraniern ist es die vierte EF-Hand.

Weiterhin wird angenommen, daB Arthropoden und Anneliden relativ nahe verwandt
sind, und deshalb als Articulaten zusammengefaBt werden. Beide Gruppen der Arti-
kulaten haben aber SCBPs entwickelt, bei denen nicht dieselbe EF-Hand die Fahig-
keit verloren hat, Ca*™ zu binden. Andererseits umfaBt die Gruppe der Tiere, bei de-
nen die vierte EF-Hand die Fahigkeit der Calciumbindung verloren hat, Protostomier
(Arthropoden) und Deuterostomier (Acranier), die nicht nahe miteinander verwandt
sind.

Dies alles laBt sich nur schwer mit einer Entwicklung aus einem einzigen Vorlaufer-
protein erkléaren, obwohl es dann andererseits Uberraschend ist, daB das charakteris-
tische Abstandsmuster der EF-Hénde, das bei allen bisher bekannten SCBPs gefun-
den wurde, sich mehrfach entwickelt haben muBte, dem bisher keine biologische

Funktion — und damit kein Selektionsvorteil - zugeordnet werden konnte.
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4.7. Die rekombinanten SCBPs des Regenwurms

Die rekombinanten SCBPs wurden mit zwei verschiedenen Vektorsystemen expri-
miert. Obwohl durch den KlonierungsprozeB bei beiden Systemen etwa 35 Amino-
sauren an das N-terminale Ende der SCBPs angehangt wurden, unterschieden sich
die exprimierten Proteine funktionell nicht von den nativen. Auch die rekombinanten
Proteine binden Ca™ und zeigen eine Ca**-abhéngige elektrophoretische Mobilitat
(Abb. 46).

Dies bedeutet, daB die eukaryontischen SCBPs auch in dem Bakterium Escherichia
coli ihre korrekte funktionelle Faltung erhalten und dafiir keine weiteren eukaryon-
tenspezifische Hilfen - z.B. bestimmte Chaperone - benétigen.

Der Vergleich der Aminosauresequenzen der Ca**-bindenden Loops von SCBP, und
SCBP; lieBen keine groBen Unterschiede in ihrer Fahigkeit, Ca*™ zu binden, erwar-
ten. In den Bakterien scheinen sie jedoch unterschiedliche Wirkung zu haben. Bei
den in Tabelle 4 aufgelisteten Ergebnissen wurden immer geringere Bakterienaus-
beuten mit dem SCBP, als mit dem SCBPj erzielt. Neben diesem quantitativen
Merkmal unterschieden sich die Bakterienpellets auch qualitativ. Bakterienpellets, in
denen SCBP; exprimiert wurde, waren schleimig und lieBen sich wesentlich schlech-
ter resuspensieren als entsprechende Pellets, die SCBP3 enthielten.

Bisher wurden nur sehr wenige SCBP-artige Proteine in Bakterien exprimiert: Einmal
wurde die Aminosauresequenz des SCBPs von Nereis diversicolor in DNA riicklber-
setzt und dieses Konstrukt in Bakterien exprimiert (Dekeyzer et al. 1994), dann wur-
de das SCBP-ahnliche Calerythrin in E.coli exprimiert (Swan et al. 1989). Obwohl die
rekombinanten Protein bis 30% des Zellprotein stellten, wurden keine Probleme beim
Wachstum der Bakterien beschrieben (Swan et al. 1989).

DaB sich rekombinante SCBPs offensichtlich leicht exprimieren lassen, erleichtert
kinftige Untersuchungen:

Bei der Untersuchung der raumlichen Struktur wurde ein Bereich identifiziert, in dem
sich SCBP, und SCBP3; wahrscheinlich unterscheiden und der méglicherweise fir die
unterschiedlichen Ca**-Bindungseigenschaften verantwortlich ist. Da jetzt auch die
Sequenz der cDNA dieser Proteine bekannt ist, kdbnnen diese einfach in ihrer Se-
quenz verandert und anschlieBend exprimiert werden. Durch Messung der Ca™-

Bindung der veranderten Proteine kann untersucht werden, welche Auswirkungen
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die Veranderungen auf diese haben. So kénnen die hier untersuchten Regenwurm-
SCBPs dazu beitragen, die Faktoren, die die Ca*™-Bindungseigenschaften von EF-

Handmotiven bestimmen, zu verstehen.
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5. Zusammenfassung

Losliche Ca*™-bindende Proteine (,SCBP*) bei Evertebraten dienen wahrscheinlich
wie das Parvalbumin der Vertebraten in schnell kontrahierender Muskulatur als rela-
xierende Faktoren, die das bei der Auslésung der Kontraktion in das Sarkoplasma
abgegebene Ca*™" nach der Kontraktion binden und so die Relaxationszeit verkiirzen.
Bei den Nematoden C.elegans und A.suum konnte ein SCBP weder direkt aus die-
sen Tieren isoliert werden, noch wurde in der Datenbank des C.elegans-Genoms ein
entsprechendes Gen gefunden.

Dipteren besitzen ein Protein, das alle physikalischen Eigenschaften der SCBPs hat.
Dieses Protein wurde nur in der synchronen Muskulatur der Fliegen gefunden.

Aus einer cDNA-Genbibliothek des Regenwurms wurden zwei verschiedene Klone
fur SCBP-Isoformen isoliert und anschlieBend sequenziert. Ebenso wurde die zuge-
hérige genomische DNA des flir Protein codierenden Teils dieser Sequenzen kloniert
und sequenziert.

Die aus der cDNA abgeleitete Aminosauresequenz zeigte, daB beide Proteine mit
177 Aminosauren Lange gleich lang sind, aber in weniger als 50% der Aminosauren
Ubereinstimmen. Beide Proteine haben vier EF-Hande als Ca**-bindende Doménen,
wobei die zweite EF-Hand die Fahigkeit, Ca™ zu binden, verloren hat. Dieses Sche-
ma wurde auch bei den SCBPs anderer Anneliden gefunden. Die vermutliche raumli-
che Struktur dieser Proteine ist nahezu identisch.

In der genomischen DNA der Regenwurm-Proteine wurde je ein Intron gefunden. Bei
der einen Isoform inseriert ein 2200bp langes Intron 171bp hinter dem Startcodon,
bei der anderen Isoform wurden ein 2200bp langes und ein 2450bp langes Intron
168bp hinter dem Startcodon gefunden.

Wenigstens die Gene mit den 2200bp langen Introns werden exprimiert, fir die Ex-
pression des Gens mit dem langeren Intron gibt es keinen direkten Beweis, seiner
Sequenz nach zu urteilen kann es aber ein funktionelles SCBP sein.

Parvalbumin wird mit einigen anderen Ca**-bindenden Proteinen — z.B. Calmodulin
und Troponin C - auf Grund seiner genomischen Struktur zu einer Familie zusam-
mengefaBt. Da sich diese Struktur von der hier beschriebenen der SCBPs unter-
scheidet, gehéren die SCBPs nicht in diese Familie.

Beide Isoformen des SCBPs wurden in E.coli exprimiert und binden Ca*™" wie die na-

tiven Proteine.
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6. Abktlirzungen

A, C, G, T, U Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin, Uracil

AcA
AlIX
Amp
AP
ATP
BCIP
bp
Brala
BSA

C
CAM
Cam
cDNA
DEAE
DNA
Drome
E.coli
EDTA
EGTA
Esolu
g
Gardol
GET

h

HIC
Human
IAC
IPTG
Lumte

Mouse
NBT
NEET
Nerdi
NINTA
nM
PAGE
Patye
PBS

Acrylamid cum Agarose

Ampicilin, IPTG, X-Gal

Ampicillin

Alkalische Phosphatase
Adenosintriphosphat
5-Bromo-4Chloro-3-Indolyl Phosphat
Basenpaare (als Langenangabe)
Branchiostoma lanceolatum
Rinderserumalbumin

AbkUrzungen

"Crosslinker", Anteil des Bisacrylamids an der Gesamtmenge Acrylamid + Bisacrylamid

Calmodulin

Chloramphenicol

Komplementére DNA
Diethylaminoethyl cellulose
Desoxyribonucleinsédure
Drosophila melanogaster
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylenglycol-bis-(2-aminoethyl)-tetraessigsaure
Esox lucius

Gramm
N-Lauroylsarcosin.Natriumsalz
Glucose EDTA Tris

Hbéhe

Hydrophobe Interaktionschromatographie
Mensch
lonenaustauscherchromatographie
Isoproylthiogalaktosid

Lumbricus terrestris

Mol/Liter

Meretrix lusoria

Mikroliter

Mikromol/Liter

Minute

Milliliter

Millimol/Liter

Millimeter

Maus

Nitroblautetrazoliumsalz

NaCl EDTA Ethanol Tris

Nereis diversicolor
Nickel-Nitrilotriaceticacid=Nickel-Nitrilotri-Essigsaure
Nanomol/Liter
Polyacrylamidgelektrophorese
Patinopecten yessoensis

Phosphatgepufferte physiologische Kochsalzldsung ("phosphate-buffered saline")
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PCR
Pensp
Pervt
pfu
pMol
PMSF
Ponle
Rabit
RNA
Sacer
SCBP

SCP

SDS
sec
SM
SSC
T

TBE
TEMED
Tris
u/l
upm
uv
Venph
w/v
X-Gal

AbkUrzungen

Polymerasekettenreaktion

Penaeus sp.

Perinereis vancaurica tetradentata
Phagenplaque ("plaque forming unit")

Picomol

Phenylmethylsulfonylfluorid

Pontastacus leptodactylus

Kaninchen (Oryctolagus cuniculus)
Ribonucleinsaure

Saccharopolyspora erythraea

Lésliches Calcium-bindendes Protein oder Sarkoplasmatisches Calcium-bindendes Pro-
tein

Lésliches Calcium-bindendes Protein oder Sarkoplasmatisches Calcium-bindendes Pro-
tein

Natriumdodecylsulfat

Sekunde

(Koch-)Salz-Magnesium-L&sung
Natriumchlorid-Natriumcitrat-Puffer

Tréger = Gehalt an Acrylamid und Bisacrylamid
Tris Borat EDTA

N,N,N' ,NTetramethylethylendiamin

Tris (hydroxymethyl) aminomethan
Einheiten/Liter

Umdrehungen pro Minute

Ultraviolett

Venerupis philippinarum

Masse/Volumen
5-Bromo-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranosid

In dieser Arbeit wird durchgehend die Abklirzung SCBP fir die I8slichen Calcium-

bindenden Proteine der Evertebraten verwendet. Andere Autoren benutzen z.T. an-

dere Abkirzungen - z.B. ,SCP" fir diese Proteine. Wenn diese Abkilrzung Teil des

Proteinnamens geworden ist, wird sie als Eigennamen in der Schreibweise des je-

weiligen Authors verwendet.

Die Abkulrzungen der Arten wurde von SWISS-PROT (Swiss Institute of Bioinforma-

tics, Genf; http://us.expasy.org/sprot/) Gbernommen.
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Der Ein-Buchstaben-Code der Aminosauren kann Tabelle 8 enthommen werden.

Codon [ Aminosaure 3 AS 1 AS Codon | Aminosaure 3 AS 1 AS
AAA Lysin Lys K CAA Glutamin Gin Q
AAC Asparagin Asn N CAC Histidin His H
AAG Lysin Lys K CAG [ Glutamin Gin Q
AAT Asparagin Asn N CAT Histidin His H
ACA Threonin Thr T CCA Prolin Pro P
ACC Threonin Thr T CCC Prolin Pro P
ACG Threonin Thr T CCG Prolin Pro P
ACT Threonin Thr T CCT Prolin Pro P
AGA [ Arginin Arg R CGA | Arginin Arg R
AGC [Serin Ser S CGC | Arginin Arg R
AGG [ Arginin Arg R CGG | Arginin Arg R
AGT Serin Ser S CGT | Arginin Arg R
ATA Isoleucin lle | CTA Leucin Leu L
ATC Isoleucin lle | CTC Leucin Leu L
ATG Methionin Met M CTG Leucin Leu L
ATT Isoleucin lle | CTT Leucin Leu L
GAA Glutaminsaure Glu E TAA Stopcodon Stop -
GAC | Asparaginsdure | Asp D TAC Tyrosin Tyr Y
GAG | Glutaminsaure Glu E TAG Stopcodon Stop -
GAT | Asparaginsdure | Asp D TAT Tyrosin Tyr Y
GCA [Alanin Ala A TCA Serin Ser S
GCC [Alanin Ala A TCC Serin Ser S
GCG [Alanin Ala A TCG Serin Ser S
GCT Alanin Ala A TCT Serin Ser S
GGA [Glycin Gly G TGA Stopcodon Stop -
GGC [Glycin Gly G TGC Cystein Cys C
GGG [Glycin Gly G TGG Tryptophan Trp W
GGT [Glycin Gly G TGT Cystein Cys C
GTA Valin Val V TTA Leucin Leu L
GTC Valin Val V TTC Phenylalanin Phe F
GTG Valin Val V TG Leucin Leu L
GTT Valin Val V TTT Phenylalanin Phe F

Tabelle 8: Der genetische Code und die Abklirzungen fiir Aminosauren

In der Tabelle sind in der Spalte ,Codon*“ die 64 mdglichen codierenden Basentri-
pletts aufgelistet, in der Spalte ,3 AS” die codierte Aminosaure im ,drei Buchstaben
Code", in der Spalte ,1 AS” der entsprechende ,ein Buchstaben Code” der Aminosé&ure.
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