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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Einige Proteine sind in eine Membran nicht durch Transmembran-Domé&nen oder
posttranslationale Modifikation wie Glycosylphosphatidylinositol-Anker,
Palmitoylierung oder Mpyristoylierung integriert, sondern sind periphere
Membranproteine, welche zum Beispiel mit der negativ geladenen und Cytosol
zugewandten Seite der Plasmamembran assoziiert sind. Des Weiteren sind eine
Vielzahl von Lipid bindenden Proteinmotiven, unter anderem die Pleckstrin-
Homologie Doméne, die FYVE-Motive oder die C1- und C2-Doméanen beschrieben,
welche spezifisch mit Phospholipiden interagieren kénnen.

Die Forschung der letzten Jahre Uber Proteine mit sogenannten
MORN-Motiven, welche 2001 erstmalig identifiziert wurden, deutet darauf hin, dass
diese Protein Motive eine ahnliche Funktion aufweisen konnten. AuBerdem spielen
MORN Proteine wichtige Rollen in essentiellen zellularen Vorgangen. So sind sie mit
der Zellteilung in Apicomplexan Parasiten, der Chloroplasten Teilung in Arabidopsis
und mit der Bewegung von Spermien assoziiert.

In dieser Arbeit konnte durch phylogenetische Analyse gezeigt werden, dass
Ciliaten unter den Organismen die MORN-Proteine kodieren, die groBte Vielfalt in
dieser Proteinfamilie aufweisen. So exprimiert zum Beispiel der etablierte
Modelorganismus Tetrahymena thermophila 129 MORN-Protein kodierende Gene,
von denen einige speziell bei der Konjugation hochreguliert sind. Unterschiedliche
Versuchsanséatze betreffend der Bindung von MORN-Motiven an Phospholipiden
unterstitzen die Annahme, dass es die Hauptfunktion der MORN-Motive ist, &hnlich
der Funktion der C1, C2 und Pleckstrin-Homologie-Doménen, Proteinen die Fahigkeit
der Lipidbindung zu verleihen. Des Weiteren wurde in einer Lokalisationsstudie mit
vier MORN-Proteinen mit &hnlichen Eigenschaften gezeigt, dass ihre
Doménenarchitektur keine Ruckschlisse auf die subzelluldre Lokalisation von
Proteinen gibt, was die funktionelle Diversitat dieser Gruppe, vor allem in Ciliaten,
unterstreicht. Durch bioinformatische Strukturanalysen konnten Ahnlichkeiten von
MORN-Proteinen zu anderen Doménen, welche in der Lage sind, Phospholipide zu
binden, festgestellt werden. Die Uberexpression von einem Protein der Pellicula des
Ciliaten Tetrahymena thermophila und dessen Isolation zwecks Strukturanalyse
konnten erfolgreich durchgefiuhrt werden. Kristallisationsansétze mit dem isolierten
Protein blieben, trotz einer weiten Bandbreite an Variationen erfolglos, sodass die
Strukturanalyse eines MORN Proteins in voller Lange eine Herausforderung bleibt.
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2. Abstract

Some proteins are not integrated into a membrane by the transmembrane domains
or post-translational modification such as glycosylphosphatidylinositol anchor,
palmitoylation or myristoylation, but are rather peripheral membrane proteins which
are associated with the negatively charged side and cytosol facing side of the plasma
membrane for example. Furthermore, a variety of lipid-binding protein motifs,
including the pleckstrin homology domain, the FYVE motives or the C1 and C2
domains are described as specifically interacting with phospholipids.

Recent research on proteins with MORN maotifs, which were first identified in
2001, suggests that this protein motif may have a similar function. Furthermore,
MORN proteins play an important role in essential cellular processes; they are
associated with cell division in apicomplexan parasites, the chloroplast division in
Arabidopsis and with the movement of sperm.

In this thesis, using phylogenetic analysis, it could be shown that ciliates
among the MORN organisms encode proteins that exhibit the greatest diversity in
this protein family. The established model organism Tetrahymena thermophila
expresses 129 MORN protein-coding genes, some of which are specifically
upregulated in the conjugation. Different experimental approaches concerning the
binding of MORN motifs to phospholipids support the assumption that the main
function of MORN motifs is similar to the function of C1, C2 and pleckstrin homology
domains, namely to confer proteins the ability of lipid binding. Furthermore, it was
shown in a study with four localization MORN proteins with similar characteristics,
that the domain architecture of MORN proteins are not necessarily indicative of the
subcellular localization of proteins. The functional diversity of this group, especially in
ciliates, underlines this. Through bioinformatic analysis structural similarities between
MORN proteins and other phospholipid binding domains could be detected.
Overexpression of a pellicle protein of the ciliate Tetrahymena thermophila and its
isolation for structural analysis could be carried out successfully. Crystallization
approaches with the isolated proteins were, in spite of a wide range of variations,
without success. Because of that the structural analysis of MORN proteins remains a

challenge in its entirety.



Einleitung

3. Einleitung

3.1 Membraninteraktionen von Proteinen

Protein-Lipid-Interaktionen sind ein  wichtiger Mechanismus, welcher es
prokaryotischen und eukaryotischen Organismen ermdglicht, Proteine an die
Zellmembran zu binden, sowie die Aktivierung von Proteinen zu regulieren.
Ermdglicht werden diese Funktionen durch Doménen, die spezifische
Wechselwirkungen mit Phospholipiden vermitteln und durch posttranslationale

Modifikationen, die eine Verankerung an der Membran ermdglichen.

3.1.1 Lipid-bindende Doménen

Proteinkinase C konservierte Region 1 (C1) Doméne

Die C1-Doméane wurde zum ersten Mal als Interaktionsstelle von Proteinkinase C
(PKC) mit Diacylglycerine (DAG) und Phorbolester beschrieben (Nishizuka 1988).
Die Doméane wurde in mehr als 30 Saugetierproteinen (Stahelin 2009) mit
unterschiedlichen Funktionen, wie zum Beispiel Proteinkinase D, Chimaerin, Ras-
GRP, Unc-13-, Munc13-Isoformen, DA-Kinasen und Raf (Ron und Kazanietz 1999)
identifiziert.

C1-Doménen sind 50 Aminoséauren lang und treten als Tandem in PKCs auf.
Die Doméne weist eine konservierte, Cystein-reiche, kompakte Struktur auf, welche
sich aus funf kurzen B-Faltblattern, einer kurzen a-Helix und zwei Zink-lonen
zusammensetzt (Hommel et al. 1994; Zhang et al. 1995).

Die Strukturanalyse und Mutationsstudien von zwei verschiedenen PKCs
identifizierten eine Phorbolester- und eine DAG-Interaktionsstelle an der Spitze der
Kinase (Kazanietz et al. 1994; Zhang et al. 1995). Die Bindungsstelle ist umgeben
von aliphatischen und aromatischen Aminosauren, welche wiederum von einem Ring
kationischer Aminosauren umgeben sind (Cho 2001). Die kationischen Aminoséauren
dienen der C1 zur nichtspezifischen Bindung an die anionischen Phospholipide der
Membran (Bittova et al. 2001), wahrend hydrophobe Wechselwirkungen zwischen
den Aminosaurenresten der C1-Doméne die Membran fiur die DAG/Phorbolester-
Bindung 6ffnen (Medkova und Cho 1999; Xu et al. 1997). Der C1-Membran-Komplex

erhélt seine Stabilitdt letztendlich durch die Ausbildung einer hydrophoben
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Oberflache (Zhang et al. 1995), die durch die Bindung des Phorbolesters der
Membran entstent (Medkova und Cho 1999; Mosior und Newton 1995).
Konventionelle PKCs werden erst zuganglich fir DAG beziehungsweise
Phorbolester-Bindung nach Ca?*-abhangiger Membranbindung (Bittova et al. 2001;
Oancea und Meyer 1998), wahrend die C1-Domanen von Proteinkinase D (Johannes
et al. 1994; Valverde et al. 1994), Chimaerin (Caloca et al. 1999) und Ras-GRP
(Tognon et al. 1998) direkt an die Membran tber DAG und Phorbolester binden

kénnen. Der detaillierte Mechanismus ist jedoch noch nicht geklart (Cho 2001).

Proteinkinase C konservierte Region 2 (C2) Doméne

C2-Doménen wurden zunadchst als Ca**-Interaktionsstelle in konventionellen PKCs
wie Synaptotagmine und Phosphatidylcholin-2-acylhydrase entdeckt (Xu et al. 1997)
und stellen die zweitgroBte Gruppe der Lipid-bindenden Doménen dar (Stahelin
2009). Der GroBteil der bis heute identifizierten Proteine, die C2-Domanen aufweisen
spielen eine Rolle innerhalb der Signal Transduktion (PKC, cytosoliches PLA,
Phospholipase C, Phosphatidylinositol 3-Kinase) oder sind als Transmembranprotein
(Synaptotagmine, Rabphilin-3A, Unc-13) im Membrantransport (Nalefski und Falke
1996; Rizo und Sudhof 1998) involviert. C2-Domanen besitzen eine Lange von 130
Aminosauren und weisen eine Proteinfaltung von acht antiparallelen B-Faltblattern
auf, welche durch Loops miteinander verbunden sind, wobei die Ca?*-Bindungsseite
sich an einer Seite der Doméne befindet (Essen et al. 1996; Perisic et al. 1998; Shao
et al. 1996; Sutton et al. 1995; Verdaguer et al. 1999).

C2-Doménen sind im Vergleich zu C1-Domanen variabler in ihrer
Aminosauresequenz (Nalefski und Falke 1996; Rizo und Sudhof 1998). Besonders
die Loop Regionen, welche in der Lipid-Bindung der C2-Doméanen involviert sind,
weisen unterschiedliche Aminosauresequenzen sowie Konformationen auf, die einen
Einfluss auf die Bindungsspezifitdt und auf die Funktion der Doméanen haben (Cho
und Stahelin 2006).

Die meisten Ca®*-abhéngigen membranbindenden C2-Doménen préferieren
anionische bis zwitterionische Membranen (Cho 2001). Des Weiteren zeigen
Ca**-bindende Domanen Unterschiede in ihrer Lipid Affinitat. So bevorzugen
C2-Doménen verschiedener Enzyme Phosphatidylcholin-  beziehungsweise

Phosphatidylserin-Membranen (Lomasney et al. 1999; Medkova und Cho 1998;
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Nalefski et al. 1998). Im Ubrigen unterscheidet sich auch die Ca®*Affinitat der
C2-Domanen. So binden Ca®*-unabhéngige C2-Domanen, wie zum Beispiel PTEN-
C2 (Lee et al. 1999), auch an Membranen. Fir C2-Doméanen, die nicht an

Membranen binden, wird vermutet, dass diese in Protein-Protein-Interaktionen

involviert sein kénnten (Nalefski und Falke 1996; Ron und Kazanietz 1999).

o % Pl Bindung

Abbildung 1: Membranbindungsarten von Lipid-bindenden Doménen. A) ANTH-Domé&nen binden
spezifisch an PIP2, wobei die Bindungsaktivitdt durch eine konservierte Region zwischen zwei a-
Helices gegeben ist. Die ENTH-Doméne bindet mit einer Praferenz an PIP2 und PIP3 (ber eine
amphipathische a-Helix, was zu einer Veradnderung in der Membrankrimmung fihrt. Die
FERM-Domaéne ist fir die PIP2 regulierte Bindung von ERM (Ezrin/Radixin/Moesin) Proteinen an
Membranen verantwortlich, welche Uber eine relativ flache Ebene zwischen den FERM-Motiven der
Doméane vermittelt wird. PH-Doméanen kénnen eine Vielzahl von Pls binden. Einige PH-Doménen
assoziieren mit der Membran durch elektrostatische Wechselwirkungen mit dem PI, wahrend andere
PH-Doménen ihre Bindung an das PI durch die Verankerung von hydrophoben Resten neben der PI-
Bindungsstelle unterstitzen. PDZ-Doménen binden spezifisch an PIP2, kénnen aber auch Peptide
binden. Die Bindungsstelle fir Peptide, welche aus einer a-Helix und einem parallel orientierten -
Faltblatt besteht, Uberlappt mit der mutmaBlichen Bindungsstelle fir PIP. Die PX-Doméne bindet
mehrere Pl. PI induziert zunachst die Bindung an die Membran und ermdglicht die anschlieBende
Wechselwirkung der Doméane mit der Membran. Die rundliche Tubby-Domé&ne bindet an Membranen
Uber Phosphatidylinositole, mit hoher Spezifitat fir Pl(4,5)P,. B) FYVE-Doméanen dringen zunachst mit
einer Membraninteraktionsschleife in die Membran ein und verankern durch die spezifische Bindung
von PI3P an ihr. C) Hydrophobe Wechselwirkungen erméglichen der C1-Doméne das Andocken an
die Lipiddoppelschicht fir eine effiziente DAG oder Phorbolester Bindung. D) Zwei Varianten der
Bindung von C2-Domé&nen. C2-Doménen kdénnen, je nach ihrer Zusammensetzung der ca™-
Bindungsstelle, mit anionischen oder zwitterionischen Membranen assoziieren. Andere C2-Doménen
besitzen eine zuséatzliche Bindungsstelle fir Pls. E) Viele BAR-Doméanen &hneln in ihrer Form einer
Mondsichel. Auf ihrer konkaven Oberflache sind sie reich an kationischen Resten, welche die
Assoziation mit gekrimmten Membranen Uber elektrostatische Wechselwirkungen ermdglichen. Bei
nicht gekrimmten Membranen kénnen BAR-Doméanen nur schwache Membran-Bindungen eingehen.
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Pleckstrin Homologie (PH) Doméne

Die PH-Domanen sind die meist verbreiteten Lipid bindenden Domanen (Stahelin
2009). Sie binden spezifisch an drei (PIP3, PI(4,5)P2, PI(3,4)P2) von sieben Lipiden
der Phosphatidylinositol Lipid Familie (Lemmon 2007). PH-Doméanen werden
zunachst durch nichtspezifische elektrostatische Interaktionen an die Membran
gebunden, anschlieBend wird die Interaktion mit der Membran durch die spezifische
Phosphoinositol-Bindung gefestigt (Stahelin 2008). PH-Doménen bestehen aus 100
bis 120 Aminosaduren (Lemmon 2007) und weisen ein konserviertes
Aminosauren-Motiv von der Abfolge Lys-Xn-(Lys/Arg)-X-Arg auf. Die basischen
Lysine und Arginine spielen wahrend der Lipidbindung eine tragende Rolle, da sie
Wasserstoffbrickenbindungen mit dem Phosphat-Inositol-Kopf der Phosphoinositole
(PI) ausbilden. Treten weitere basische Aminosduren innerhalb der Doméne auf

kénnen diese die Bindung der Doméane an die Membran verstarken (Stahelin 2009).

FYVE-Doméne

Die FYVE-Zinkfinger-Doméne, welche von Hefe (5 Proteine) bis Mensch (27
Proteine) (Stenmark et al. 2002) konserviert ist, wurde nach den ersten Buchstaben
der Proteine Fab1p, YOTB, Vac1p und EEA1 benannt, in welchen das Motiv zum
ersten Mal identifiziert wurde (Stenmark et al. 1996). Die FYVE-Doméane gehort
neben der Phox-Homologie-Doméane zu den zwei Domanen, die spezifisch
Phosphatidylinositol 3-Phosphate (PI3P) erkennen, welches hauptsachlich in den
Endosomen vorkommt (Stenmark et al. 2002). Sequenz-Alignements ergaben, dass
die 70 Aminosauren lange Domane durch drei konservierte Motive definiert ist:
Einem Arg/Lys-His-His-Cys-Arg-X-Cys-Gly Motiv am N-Terminus, gefolgt von einem
Trp-X-X-Asp Motiv und einem C-terminalen Arg-Cys-Val Motiv (Stenmark et al.
2002). FYVE-Proteine besitzen diverse biologische Funktionen: (i) EEA1, Rabenosin-
5, Rabip4, Hrs, Vac1p und Vps27p sind in endozytotische Transportwege involviert
und regulieren die Fusion von endosomalen Membranen mit anderen
endozytotischen Vesikeln und Organellen; (ii) PIKfyve, Fab1, MTMR3 und MTMR4
sind in der endosomalen Membran lokalisiert (iii) Hrs und SARA sind in der
Signaltransduktion involviert (Kutateladze 2007). Die Strukturanalyse von vier
FYVE-Proteinen zeigte, dass die Doméne eine Faltung aus zwei antiparallelen 3-

Faltblattern und einer a-Helix am C-Terminus besitzt, welche durch die Bindung der
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Zink lonen an Cystein-Resten stabilisiert wird (Dumas et al. 2001; Kutateladze und
Overduin 2001; Mao et al. 2000; Misra und Hurley 1999). Das 1-Faltblatt umfasst
drei Aminoséauren des Arg/Lys-His-His-Cys-Arg-X-Cys-Gly Motivs und bildet aufgrund
seiner hydrophoben Eigenschaft eine Membraninteraktionsschleife (engl. membrane
interaction loop) aus, welche die Membran durchdringt und das Binden der
FYVE-Doméne an PI3P ermdéglicht (Kutateladze 2007).

PhoX Homologie (PX) Doméne

Die Phox-Doméane wurde nach ihrer Entdeckung in phagozytotischen Oxidasen
(Phox) benannt (Ponting 1996) und wurde anschlieBend noch in anderen Saugetier-
und Hefeproteinen, wie Signalproteinen, Protein- beziehungsweise
Phosphatidylinositol-Kinasen und Phospholipasen identifiziert (Seet und Hong 2006).
Die PX-Doméne besitzt eine GroBe von 130 Aminosduren und weist eine
konservierte Tertiarstruktur auf, welche sich, ausgehend vom N-Terminus, aus drei
B-Faltblattern und drei bis vier Helices zusammensetzt. Die am starksten
konservierten Elemente der Doméane sind eine Prolin-reiche Region (Pro-X-X-Pro),
sowie mehrere basische Aminosauren (Seet und Hong 2006). Die Bindungsstelle der
Domaéane befindet sich am B1-Faltblatt und bindet spezifisch PIP3. Proteine mit
PX-Doméane lokalisieren aufgrund ihrer Lipidaffinitdt in PIP3 akkumulierten
Kompartimenten wie den Endosomen und in der Vakuole (Cheever et al. 2001;
Ellson et al. 2001; Kanai et al. 2001). Des Weiteren sind diese Proteine in
unterschiedlichen fundamentalen Zellfunktionen wie Endozytose, Proteinsortierung,
Membrantransport,  Transkription, Ausbildung der Zellpolaritdt und der

Signaltransduktion involviert (Carlton und Cullen 2005; Seet und Hong 2006).

Epsin N-Terminus Homologie (ENTH) Doméne

Die Epsin N-Terminal Homologie (ENTH) Domé&ne wurde zum ersten Mal in dem
Pflanzenprotein Epsin1 identifiziert (Rosenthal et al. 1999). Die 150 Aminoséuren
langen und am N-Terminus orientierten ENTH-Doméanen &hneln in ihrer Struktur der
Vesikeltransport assoziierten VHS-Doméanen (De Camilli et al. 2002). Die
Proteinfaltung dieser Doménen besteht aus einer sogenannten Superhelix,
zusammengesetzt aus acht a-Helices, welche durch Schleifen unterschiedlicher

GroBe miteinander verbunden sind (Hyman et al. 2000). Die ENTH-Domé&nen wurden
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in sogenannten Adapterproteinen der Endozytose und des Membrantransports
identifiziert,  welche eine  Konsensus-Sequenz  (Lys/Gly)-Ala-(Tyr/lle)-X6-
(Pro/Leu/Val)-Lys-X-Lys-(His/Tyr) aufweisen, die essentiell fur die Bindung an
Clathrin  Mantel Komponenten beziehungsweise deren Co-Faktoren ist.
ENTH-Domé&nen binden Phosphatidylinositole (Ford et al. 2002; Ford et al. 2001; Ye
et al. 1995) mit einer Praferenz fur PIP2 und PIP3 (ltoh et al. 2001).

AP180 N-Terminus Homologie (ANTH) Doméne

Proteine mit ANTH-Doméanen fungieren wie ENTH-Proteine als Adapterproteine und
sind sowohl im Membrantransport als auch in der Clathrin vermittelten Endozytose
involviert (Ahle und Ungewickell 1986; Mishra et al. 2001; Nonet et al. 1999; Zhang et
al. 1998). ANTH-Doméanen bestehen aus neun bis zehn Helices und besitzen eine
Lange von 250 bis 300 Aminoséuren. ANTH bindet spezifisch an PIP2 (Ford et al.
2001; Itoh et al. 2001), wobei Bindungsaktivitat durch ein konserviertes Motiv
(Lys/Gly)-Ala-(Tyr/lle)-X6-(Pro/Leu/Val)-Lys-X-Lys-(His/Tyr) verursacht wird, welches

sich zwischen der ersten und zweiten Helix befindet (Ford et al. 2002) .

Bin-Amphiphysin-Rvs BAR Doméne

BAR-Doméanen sind ungefahr 200 Aminoséuren lang und weisen schwache
Homologie auf der Sequenz Ebene auf, sind aber strukturell konserviert. Sie besitzen
einen Kern aus einer Coiled-coil-Region, welche aus drei umeinander gewundenen
a-Helices zusammengesetzt ist. Des Weiteren dient die Coiled-coil-Region der
Verknupfung von BAR-Doméanen untereinander, sodass diese als Dimer vorliegen
(Ren et al. 2006). Proteine mit BAR-Doménen sind in mehrere zelluldre Prozesse
involviert, welche zur Membrane-Remodellierung beitragen. Dazu zahlen
endozytotische Vesikel, Anordnung der transversale Tubuli bis zur Zell Migration und
Neuromorphogenese (Dharmalingam et al. 2009; Ho et al. 2004; Kamioka et al.
2004; Krugmann et al. 2001; Lim et al. 2008; Salazar et al. 2003). BAR-Doméanen
kdnnen aufgrund ihrer positiven Ladung durch die Coiled-coil-Region mit den negativ
geladenen Phospholipiden von Zellmembranen interagieren (Blood und Voth 2006;
Peter et al. 2004; Tarricone et al. 2001).
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FERM-Doméne

FERM (Four-point-one Protein, Ezrin, Radixin, Moesin) Domé&nen wurden in
Zytoskelett assoziierten Proteinen identifiziert, welche andere Proteine mit der
Plasmamembran verknipfen (Chishti et al. 1998). Diese Bindung wird direkt Gber
Phosphatidylinositole hergestellt (Chishti et al. 1998). Die hauptsachlich am
N-Terminus orientierten FERM-Doméanen (Chishti et al. 1998; Pearson et al. 2000)
sind aus drei Subdoméanen zusammengesetzt, welche miteinander verknipft sind
und dadurch die 298 Aminosduren lange Doméne in eine kompakte, globuldre Form
falten (Hamada et al. 2000).

PDZ-Doméne

Die ungefahr 100 Aminosauren lange PDZ-Domaéane, welche auch als DHR-Doméne
oder GLGF repeats bezeichnet wird, wurde zum ersten Mal im post-synaptic density
PSD-95- sowie im tight-junction ZO-1-Protein im Epithel identifiziert. Die Faltung der
Domane besteht aus sechs B-Faltblattern und zwei a-Helices, wobei eine a-Helix und
ein B-Faltblatt eine Substratbindungsstelle mit dem konservierten Motiv Ser/Thr-X-
Val-COO formen (Cabral et al. 1996; Doyle et al. 1996).

PDZ-Domanen kommen hauptséchlich in cytoplasmatischen Proteinen vor
und treten entweder einzeln oder in mehreren Kopien auf. Die Doméne ist in der
Lage sowohl Sequenzen des Carboxy-Terminus, als auch interne Peptidsequenzen
von Proteinen zwecks Protein-Protein-Interaktion zu binden (Ponting 1996).
AuBerdem kénnen Proteine mit PDZ-Doménen aufgrund ihrer PIP2-Spezifitdt auch

an Plasmamembranen binden (Zimmermann et al. 2002).

TUBBY-Doméne

Die TUBBY-Doméane wurde erstmals im TUBBY-Protein der Maus, welches im
Verdacht steht Fettleibigkeit zu férdern, identifiziert. Die Familie der Tubby-Doménen
beschrankt sich auf vielzellige Organismen des Tier- und des Pflanzenreiches
(Carroll et al. 2004). Eine Doméne ist etwa 260 Aminosauren lang und befindet sich
am Carboxy-terminalen Ende von Proteinen, wahrend der Amino-Terminus variiert
und den Proteinen vielféltige Funktionen verleiht (Mukhopadhyay und Jackson 2011).
Die Kristallstruktur von Tub zeigte, dass die Tubby-Doméane eine rundliche Struktur

besitzt, welche aus einem geschlossenen B-Fass (engl. B-barrel) mit 12 anti-
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parallelen B-Faltblattern um eine zentrale hydrophobe a-Helix gebildet wird (Boggon
et al. 1999). Die TUBBY-Doméane der TULP-Proteine bindet an Phosphatidylinositol
mit hoher Spezifitat fir P1(4,5)P> (Boggon et al. 1999; Santagata et al. 2001).

3.1.2 Posttranslationale Modifikationen

GPI-Anker

Die Verankerung von Proteinen an Membranen mit Glycosylphosphatidylinositol
(GPI) ist eine konservierte posttranslationale Modifikation, welche in mehreren
hundert Proteinen in Eukaryoten, einschlieBlich Protisten, Pilzen und Menschen,
identifiziert wurde (Ferguson et al. 2009; Fujita und Kinoshita 2012). Die ersten
vollstandigen GPI-Strukturen, namlich die von T. brucei VSG und Ratten Thy-1,
wurden im Jahr 1988 geldost (Ferguson und Wiliams 1988). Die Reaktion der
Synthese von GPI bis zur Verknipfung an das Zielprotein umfasst mindestens 10
Reaktionsschritte, woran mehr als 20 Gene beteiligt sind (Fujita und Kinoshita 2010;
Kinoshita et al. 2008). Zunachst wird am endoplasmatischen Retikulum die GPI-
Vorstufe aus dem Lipid PI, welches schrittweise durch die Zugabe einer Glucosamin
(GlcN)-Einheit, drei Mannosen (MANS), einer Fettsdure und Phosphoethanolamin
(EtNP) modifiziert wird, gebildet. AnschlieBend wird die GPI-Vorstufe durch die
GPI-Transamidase an Proteine, die eine GPI-Ankersignal Sequenz an ihrem
C-Terminus Dbesitzen, transferiert. Die GPl-verankerten Proteine werden
anschlieBend aus dem endoplasmatischen Retikulum durch den Golgi Apparat zu
der Membran transportiert, mit der sie durch kovalente Bindungen interagieren (Fujita
und Kinoshita 2010; Fujita und Kinoshita 2012; Kinoshita et al. 2008).
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DG

Abbildung 2: Posttranslationale Modifikationen, welche Membranbindung fir Proteine ermdglichen.
Die Palmitoylierung ist die Verknlpfung von Palmitat (Palmitinsdure) an einem Cysteinrest am
N-Terminus von Proteinen Uber eine Amid- oder Thioester-Bindung. Myrstolierung, auch
N-Myristoylierung genannt, ist das Anhangen von Myristat (Myristinsédure) an einem Glycinrest am
N-Terminus eines Proteins Uber eine Thioester-Bindung. Das Enzym Farnesyltransferase katalysiert
bei der Prenylierung eine Prenylgruppe, meistens von Farnesyldiphosphat oder Geranyldiphosphat,
Uber eine Thioether Briicke an ein oder zwei Cysteinreste an den carboxyterminalen Teil eines
Proteins.  GPl-verankerte  Proteine sind an ihrem  Carboxy-Terminus durch eine
Phosphodiesterbindung eines Phosphoethanolamins mit einem tri-Mannosyl-Glucosamin Kern
verknipft. Das Glucosamin ist wiederum mit einem Phosphatidylinositol (Pl) verbunden, welches sich
Uber eine Phosphodiesterbindung mit der Membran tber deren hydrophoben Bereich verankert.

Palmitoylierung

Die Protein-Palmitoylierung wurde vor tber 35 Jahren zum ersten Mal dokumentiert,
aber erst 25 Jahre spater wurden die Enzyme (Protein-Acyltransferasen, PATS)
identifiziert, welche flr diese Modifikation verantwortlich sind (Linder und Deschenes
2003; Linder und Deschenes 2004). Die Palmitoylierung bezeichnet die Addition von
Fettsduren (hauptsachlich Palmitinsdure) durch eine N-Amidbindung oder eine
Thioesterbindung (S-Acylierung) an Cysteinen von Proteinen, wobei es sich bei der
S-Acylierung um die einzige reversible Lipidmodifikation handelt (Linder und
Deschenes 2003; Smotrys und Linder 2004). Die Palmitoylierung ist in einer Vielzahl

von Proteinen beschrieben und ist neben der Verankerung von Proteinen in der
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Membran auch am Proteintransport, der Organell-Vererbung und der Vesikelfusion
beteiligt (Smotrys und Linder 2004).

Myristoylierung

Bei der N-Myristoylierung katalysiert N-Myristoyltransferase (NMT), ein
allgegenwartiges und essentielles Enzym in Eukaryoten, die Verknlpfung einer
Myristinsdure mit einem Glycin am N-Terminus von Proteinen (Boutin 1997; Farazi et
al. 2001; Gordon et al. 1991). Eine Vielzahl der Zielproteine der NMT sind
entscheidende Komponenten von Signalwegen. Darlber hinaus ermdglicht
Myristoylierung in der Regel die Membranbindung von Proteinen, welche essentiell
fur die richtige Lokalisierung oder biologische Funktion dieser Proteine ist, sowie die
Protein-Protein-Interaktionen und die Proteinstabilitat (Resh 1999; Resh 2006).

Prenylierung

Prenylierung ist eine Modifikation von Proteinen mit einem Lipid, welches ein oder
zwei Prenylgruppen (Farnesyl oder Geranylgeranyl) besitzt. Die Modifikation
ermoglicht Protein-Protein-Wechselwirkungen sowie die richtige zellulare Lokalisation
des Proteins an Membranen Uber eine Thioether-Bindung an ein oder zwei Cysteinen
am Carboxy-Terminus des Zielproteins (Aligianis et al. 2005; Hancock et al. 1991;
Resh 2006; Sinensky 2000). Ungeféahr 100 Proteine, welche als Prenylome
zusammengefasst werden, sind an dem molekularen Signalweg zur Herstellung
dieser Lipidgruppierungen beteiligt oder dienen als Zielproteine fur die Prenylierung
(McTaggart 2006).

3.2 Membrane occupation recognition nexus (MORN)

Der Membrane occupation recognition nexus (MORN) ist eine 14 Aminosauren lange
Wiederholung, die als Motiv bezeichnet wird. Der allgemeine Konsensus des Motivs
besteht aus folgender Wiederholung, wobei die Aminosauren unterschiedlich stark
konserviert  sind:  Tyr-GIn/Glu-Gly-Glu/GIn-Trp-X-Asn-Gly-Lys-X-His-Gly-Tyr-Gly
(Takeshima et al. 2000). Das MORN-Motiv wurde im Jahre 2000 innerhalb der
Forschung nach Proteinen, welche die Triaden-Strukturen des Skelettmuskels

unterstitzen, in dem Protein mitsugumin72 oder junctophilin type 1 (JP-1) identifiziert
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(Takeshima et al. 2000). Die BLAST-Analyse genomischer Sequenzen
unterschiedlicher Organismen indentifizierte weitere potentiale Proteine, die
MORN-Motive beherbergen. Wenn mehrere MORN-Motive in einem Protein
hintereinander angeordnet sind, werden diese als MORN-Doméane bezeichnet. Die
Anzahl der MORN-Motive variiert in den bisher untersuchten Proteinen von 2 bis 17
(Choi et al. 2010; Shimada et al. 2004) und sie lokalisieren entweder am Amino-
Terminus, am Carboxy-Terminus, oder erstrecken sich Uber das ganze Protein
(Gubbels 2006, Habicht et al. 2015).

3.2.1 MORN-Motive in tierischen Zellen

Junctophilin-Familie

Seit der urspringlichen Entdeckung der Junctophilin (JP) Protein-Familie wurde die
Rolle der Proteine in erregbaren Zellen beschrieben und mit menschlichen
Erkrankungen wie Skelettmuskel-Myopathie, Kardiomyopathie, Herzinsuffizienz,
Rhythmusstérungen, Verhaltens- und Lerndefiziten, motorischen Stérungen sowie
mit der Huntington-Krankheit &hnlichen Symptomen in Verbindung gebracht. Alle vier
Junctophilins  besitzen acht MORN-Doménen am N-Terminus und eine
Transmembran-Doméane am C-Terminus (Landstrom et al. 2014). JP-1 und JP-2 sind
die Isoformen der quergestreiften Muskulatur, wobei JP-1 hauptsdchlich im
Skelettmuskel und JP-2 am starksten im Herzen detektiert wurde (Nishi et al. 2000;
Takeshima et al. 2000).

Beide Junctophilins sind essentiell fur die Aufrechterhaltung der Dyaden- und
Triaden-Struktur des junctional membrane complex (JMC), welcher aus
transversalen Tubuli und dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) gebildet wird.
Durch die Verankerung der Junctophilins in der SR-Membran mithilfe der
Transmembran-Doméne und durch die selektive Interaktion Uber die MORN-Motive
mit der Plasmamembran der T-Tubuli dienen die Proteine als Abstandhalter
innerhalb des JMC (Block et al. 1988; Takeshima et al. 2000). So zeigten mutierte
Méause, denen JP-1 oder JP-2 fehlten, eine Reduzierung sowie Verformung der
intakten Triaden-, beziehungsweise Dyaden-Struktur (Hirata et al. 2006; Takeshima
et al. 2000). Des Weiteren sind die JP Muskel Isoformen in der Regulierung des

intrazellularen Calcium-Speichers involviert. AuBerdem interagieren die JPs mit den
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gewebespezifischen Ryanodin-Rezeptor (RyR) Isoformen, welche die Freisetzung
von dem im SR gespeicherten Ca®* vermitteln (Liang et al. 2012a; Liang et al. 2012b;
Phimister et al. 2007). Der Verlust der Interaktion mit RyR durch Knock-Out von JP-1
und JP-2 resultierte in einem abnormalen Calciumausstrom aus den intrazellularen
Speichern und fuhrte letztendlich zur Letalitadt der mutierten Mause (lto et al. 2001;
Takeshima et al. 2000).

Die neuronalen Junctophilins JP-3 und JP-4 lokalisieren partiell innerhalb der
Nervenzellen des Gehirns (Moriguchi et al. 2006; Nishi et al. 2003). Die Calcium
regulierende Funktion der JP-Muskel-Isoformen sowie die Beobachtung, dass der
Knock-Out von JP-3 in Mausen sich in einem reduzierten Gleichgewicht sowie der
Beeintrachtigung der Muskelkoordination &uBert, suggerieren auch far die
neuronalen JPs eine Calcium regulierende Funktion (Nishi et al. 2002). Dennoch
wurde bis heute keine detaillierte intrazellulare Ca®*-Signalstudie durchgefiihrt
(Landstrom et al. 2014). Zudem wiesen JP-3 Knock-Out-Mause keine erkennbare
strukturelle Stérung auf, sodass diese keine Rolle in der Aufrechterhaltung der
neuronalen Zellarchitektur spielen (Nishi et al. 2002). Landstrom et al. (2014)
beschrieben fur JP-3 und JP-4 eine Funktion wie sie schon fir Muskel-Isoformen
beschrieben wurde (Takeshima et al. 2000), namlich als Abstandshalter um einen
geeigneten Raum zwischen der neuronalen Zellmembran und dem

endoplasmatischen Retikulum (ER) zu generieren.

Meichroacidin-Familie

Meichroacidins (male meiotic metaphase chromosome-associated acidic protein,
MCA) sind eine Gruppe von Proteinen mit sieben MORN-Motiven am N-Terminus,
welche nach der Lokalisation des urspringlichen MCA in Maus benannt wurden.
Weitere MCA Orthologe sind CMORN40 der Schlauchseescheide, MORN
motif-containing sperm-specific axonemal protein (MSAP) des Karpfens und
Radial-spoke-Protein 44 (Rsp44) des Menschen, wobei das Molekulargewicht der
MCAs zwischen 40 und 44 kDa variiert (Ju und Huang 2004; Satouh et al. 2005;
Shetty et al. 2007; Tokuhiro et al. 2008; Tsuchida et al. 1998). Urspringlich galten
MCA-Proteine als testikelspezifisch (Tsuchida et al. 1998), wurden aber in weiteren
Geweben wie Luftréhre, Rickenmark, Schilddrise und Gehirn identifiziert (Shetty et

al. 2007). Subzellular lokalisieren alle MCAs an den Radialspeichen (engl. radial
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spoke) des Axonems von Spermatidflagellen, wobei das menschliche MCA auch in
den Cilien von Epithelzellen und Maus MCA an den Chromosomen und Spindeln
innerhalb der Metaphase der Meiose lokalisieren (Shetty et al. 2007). In Anbetracht
der Gemeinsamkeiten bei der ménnlichen Meiose und der Struktur der Axonemes
kann MCA eine Rolle bei der Bindung von Proteinen an Mikrotubuli spielen (Satouh
et al. 2005). Des Weiteren wiesen Mause, denen MCA fehlte, eine beeintrachtigte
Spermienbildung aus, die zu Unfruchtbarkeit und Azoospermie flhrte (Tokuhiro et al.
2008).

Retinophilin

Drosophila Rentinohilin (rtp), auch bekannnt als Undertaker (uta), codiert ein 22,7
kDa groBes Protein mit vier MORN-Motiven, welche in der Mitte des Proteins
angeordnet sind. Orthologe von rtp/uta sind in Saugetieren, Zebrafischen und
Insekten beschrieben (Mecklenburg 2007). Insekten rip und MORN4 der Saugetiere,
auch bekannt als NPG4, lokalisieren in den Mikrovilli der Rhabdomer innerhalb der
Retina beziehungsweise letzteres auch im Zentralnervensystem (Mecklenburg 2007;
Mecklenburg et al. 2010). AuBerdem wurde rtp in der Plasmamembran und im
Endoplasmatischen Retikulum von Makrophagen lokalisiert. Das rtp der
Makrophagen ist, wie die Junctophilins, in der Regulierung des intrazellularen
Calciums involviert (Cuttell et al. 2008), wahrend MORN4 und rtp der Retina in der
Regulation der Phototransduktion eine Rolle spielen (Mecklenburg et al. 2010;
Venkatachalam et al. 2010) und die axonale Degeneration sensorischer Axone
fordern (Bhattacharya et al. 2012). MORN4 wurde darlber hinaus in

neuroprotektiven Prozessen identifiziert (Dai et al. 2010).
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Abbildung 3: Zeittafel von charakterisierten Proteinen mit MORN-Motiven. Die Anzahl der
MORN-Motive variiert und sie kénnen am N-Terminus, C-Terminus, mittig, oder Uber die gesamte
Lange des Proteins angeordnet sein. Manche Proteine besitzen zu dem MORN-Motiv noch weitere
Doménen, wie Transmembran Doménen, RhoGEF-Doménen, Dbl Homologie (DH), Pleckstrin
Homologie (PH) Domaéanen, und Vacuolar-Protein-Sorting-9 Doménen (VPS9) sowie Proteinkinasen.
MORN-Proteine sind in eine Vielzahl von zelluldren Prozessen, einschlieBlich flagellarer Bewegung
als Radialspeichenbestandteil, Teilung von Zellen und Organellen sowie intrazellulare Calcium-
Regulation involviert. Zuséatzlich kbnnen MORN-Motive mit Krankheiten assoziiert sein.
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MOPT

MOPT (MORN-motif protein testis) oder auch MORN2 ist ein 90 kDa groB3es Protein
von Saugetieren mit zwei MORN-Motiven am C-Terminus. MOPT Transkript sowie
das codierte Protein wurden in geringen Mengen im Gehirn sowie in Herz, Lunge und
Nieren nachgewiesen, sind aber am starksten in der Skelettmuskulatur sowie im
erwachsenen Hoden exprimiert. MOPT ist am endosomalen Transport zwischen der
Plasmamembran und dem Scheitelpunkt der Akrosom von runden Spermatiden
beteiligt, was durch ein erhdhtes Level der MOPT mRNA wahrend der
Spermiogenese reflektiert wird (Choi et al. 2010). Die massive Expansion von
MORN2 Transkripten sowie die Genorganisation zwischen Virulenzfaktoren geben
Grund zur Annahme, dass MORN2-Proteine die Adhasion, Aggregation und Invasion

von Fusobakterien an den Wirt beglnstigen (McGuire et al. 2014).

Alsin

ALS2 wurde urspringlich als ursachliches Gen fir Amyotrophe Lateralsklerose (ALS)
und die seltene primare Lateralsklerose (PLS) identifiziert (Hadano et al. 2001; Yang
et al. 2001). Das ALS2 Gen von Saugetieren codiert das 180 kDa groBe Protein Alsin
(Yang et al. 2001), welches ausgehend vom N-Terminus eine RhoGEF-Doméne,
eine Dbl-Homologie (DH) sowie eine Pleckstrin-Homologie (PH) Domaéne, acht
MORN-Motive und eine Vacuolar-Protein-Sorting-9 Doméane (VPS9) am C-Terminus
beherbergt (Kanekura et al. 2004; Kunita et al. 2007; Otomo et al. 2003). Weitere
Orthologe sind sowohl in Wirbeltieren als auch in Fliegen und Moskito beschrieben
(Devon et al. 2005). Die Expression von Alsin ist am starksten in den Neuronen des
Kleinhirns, gefolgt vom Hirnstamm und Rickenmark (Otomo et al. 2003). Des
Weiteren wurde in der Leber eine 160 kDa groBe Isoform von Alsin detektiert (Otomo
et al. 2003). Bis dato sind die Mechanismen der durch Mutationen des ALS2 Gens
induzierten Erkrankungen aber weitgehend unverstanden. Die Expression von
verkiurzten Varianten von Alsin verursachten einen friheren Beginn der ALS
(Yamakawa et al. 2015). Noch ist die Funktion von Alsin in der Entwicklung und in
gereiften Neuronen nicht identifiziert, dennoch wird ihm eine Rolle bei dem
Membran-, Vesikeltransport und beim axonalen Wachstum in Nervenzellen sowie

eine neuroprotektive Rolle gegen Zytotoxizitat zugesagt (Hadano et al. 2007).
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3.2.2 MORN-Motive in Pflanzen

In Pflanzen wird zwischen drei Typen von Proteinen mit MORN-Motiven
unterschieden: (i) sind Mono-Phosphatidylinositol-Kinasen (PIPK, PIP5Ks) (Im et al.
2007; Ma et al. 2006; Mueller-Roeber und Pical 2002), (i) das accumulation and
replication of chloroplast 3 (ARC3) Protein (Shimada et al. 2004) und (iii) Brassica
rapa MORN-Motiv Protein (BAVIORN) (Lee et al. 2009).

Im Gegensatz zu tierischen PIPKs weisen Pflanzen PIPKs MORN-Motive am
N-Terminus auf. Neun Arabidopsis (AtPIPK1-9), finf Oryza PIPKs (OsPIPK1, 3-5, 7)
und ein Physcomitrella (PpPIPK1), welche sieben bis neun MORN-Motive besitzen,
wurden identifiziert (Ma et al. 2006; Mueller-Roeber und Pical 2002). Studien mit
Fusionsproteinen und Zellfraktionierung zeigten, dass das 752 Aminosauren lange
AfPIPK1 beziehungsweise sein Ortholog OsPIPK1 in der Plasmamembran
lokalisieren. AtPIPK3, AtPIPK4, und OsPIPK1 regulieren das Wachstum der
Wurzelhaare an der Rhizodermis (Kusano et al. 2008; Stenzel et al. 2008), die
Pollenbildung (Sousa et al. 2008) sowie die Bildung des Blutenstandes (Ma et al.
2006).

ARC3 von Arabidopsis thaliana ist ein 80 kDa groBes Protein mit zwei
MORN-Doméanen am C-Terminus. Das sonst im Stroma lokalisierte Protein lokalisiert
wahrend der Zellteilung an der Membran des Chloroplasten (Maple et al. 2007;
Shimada et al. 2004) und fungiert dort durch die Interaktion mit den
Zellteilungsproteinen FtsZ1, MinD1 und MinE1 (Maple et al. 2007) als Teilungsfaktor
von Chloroplasten (Shimada et al. 2004).

BrVIORN (56 kDa) besitzt sieben C-terminale MORN-Doménen und zuséatzlich
zwei N-terminale Transmembran-Domanen. BAVIORN in Arabidopsis-Pflanzen
reguliert das Wachstum von Zellen und der vegetativen Organe, sowie die

Samenproduktion (Lee et al. 2009).

3.2.3 MORN-Motive in Protisten

In Protisten sind vor allem die Orthologe des Toxoplasma gondii Proteins MORN1
(41 kDa) charakterisiert (Gubbels 2006). MORN1 besitzt innerhalb der Apicomplexan
eine konservierte Struktur bestehend aus 14 zentral angeordneten MORN-Doménen

(Gubbels 2006). Zudem besitzt das Protein eine konservierte Funktion als
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Endodyogenie-Marker wahrend der asexuellen und sexuellen Entwicklung (Ferguson
et al. 2008) in Apicomplexa. AuBerdem wurde gezeigt, dass TgMORN1 essentiell fur
die Organisation des basalen Komplexes (Heaslip et al. 2010) und fiir die
Abschnirung wéhrend der Zell-Tochter-Teilung des Parasiten ist (Lorestani et al.
2010).

3.3 Tetrahymena thermophila

Tetrahymena thermophila ist ein phagotropher, einzelliger Eukaryont (Protist)
(Seaman 1961), der als Modellorganismus flr die molekulare Forschung in vielen
Bereichen genutzt wird (Katz und Turkewitz 2013). Der Protist bewohnt als frei-
schwimmender Organismus Béache, Seen und Teiche und kann in fast allen
Klimazonen gefunden werden (Elliott und Hayes 1955; Katz und Turkewitz 2013).
Frihe mikroskopische Beobachtungen identifizierten die holotriche Ciliatur von
Tetrahymena, die der Organismus als Fortbewegung nutzt und welche ihn als
phanotypisches Merkmal in die Gruppe der Ciliaten eingliedert. Ciliaten sind eine der
drei Hauptgruppen der Alveolaten (Cavalier-Smith 1993), welche auch
Dinoflagellaten und Apicomplexa einschlieBt (Gajadhar et al. 1991).

T. thermophila ist eine birnenférmig Zelle mit einer Ladnge von 50 ym und einer
maximalen Breite von 30 ym (Collins und Gorovsky 2005; Pesciotta und Satir 1985).
Die Zelle besitzt alle typischen Strukturen einer tierischen Zelle, weist aber zusétzlich
noch Phagosomen, Mucozysten, eine kontraktile sowie eine Nahrungs-Vakuole auf.
Das Zytoskelett von T. thermophila setzt sich aus mehreren Strukturen zusammen.
Unter der Plasmamembran liegen zunéchst die Alveoli (Gould et al. 2008), gefolgt
von 18 bis 21 longitudinal orientierten Mikrotubuli mit angrenzenden Basalkdrpern,
die mit Cilien assoziiert sein kébnnen und letztendlich dem Epiplasma (Honts und
Williams 20083).
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ZM  MIT CS NV CR1 ER BKCBKLM KV MIC CVP
CR

Abbildung 4: Cytoplasmatische Organisation von Tetrahymena thermophila, dargestellt von der
ventralen Oberflache des Ciliaten. Tetrahymena thermophila besitzt einen nukledren Dimorphismus:
Der Keimbahn generierende Mikronukleus (MIC) und der somatische Makronukleus (MAC).
Dargestellt sind die Zellmembran (ZM) und sieben von 18 bis 21 Cilien Reihen (CR) bestehend aus
longitudinal angeordneten Mikrotubuli Bandern (LM), welche entweder mit uncilierten Basalkdrpern
(BK) und/oder cilierten Basalkoérpern (BKC) assoziiert sind. Aus letzteren entspringen die Cilien.
Sekretorische Granula (engl.: dense core secretory granules) DCG, auch bekannt als Mucocysten,
sind in zwei Reihen zwischen zwei LM lokalisiert. Die drei Besonderheiten der Cortex des Ciliaten sind
der Oral-Apparat (OA) am anterioren Ende sowie der Cytoproct (CYP) und die kontraktilen Vakuole
Poren (CVP) am posterioren Ende. Der CYP ist rechts neben der ciliaren Reihe Nummer 1 (CR1)
lokalisiert, welche vom Mundapparat bis zum posterioren Ende der Zelle reicht. Die Basalkdrper
bilden drei Membranellen (M) und eine undulierende Membran (UM), welche letztendlich den OA
formen. Die Ms setzen sich aus drei Reihen BK zusammen und die UM aus jeweils einer Reihe BKs
und BKCs. Der Zellmund, auch Cytostome genannt (CS), befindet sich unterhalb des OA und ist der
Ort, an dem die Nahrungsvakoulen (NV) gebildet werden. Eine einzige kontraktile Vakoule (KV) sowie
die NV entleeren sich Uber zwei kontraktile Vakuole Poren (KVP). Die Zelle besitzt alle typischen
Zellstrukturen eines Eukaryoten, einschlieBlich endoplasmatisches Retikulum (ER), Golgi Apparat
(GA) und Mitochondrien (MIT), welche entlang der (CR) organisiert sind.
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T. thermophila besitzt drei einzigartige Merkmale (Frankel et al. 1993): (i) der
trichterartige Oral-Apparat am anterioren Ende der Zelle, welche auch
ausschlaggebend fir die Namensgebung des Ciliaten ist, setzt sich aus vier
Membranen, drei sogenannten Membranellen und einer undulierenden Membran
zusammen, die von 150 meist bewimperten Basalkérpern gebildet werden. (ii) Der
schlitzférmige Zell-Anus, der auch als Cytoproct bezeichnet wird, befindet sich am
gleichen longitudinal Mikrotubuli wie der Oral-Apparat, nahe dem posterioren Ende
des Ciliaten und (iii) zwei, in seltenen Féllen auch eine oder drei, kontraktile Vakuol
Poren, die am posterioren Enden gegenliber dem Cytoproct liegen.

Tetrahymena besitzt, wie andere Ciliaten, einen nukledren Kerndimorphismus.
Diese beiden Arten von Kernen werden als Mikronukleus (MIC) beziehungsweise
Makronukleus (MAC) bezeichnet (Prescott 1994). Die Genome von MIC und MAC
sind verschieden, jedoch eng miteinander verwandt (Eisen et al. 2006). Das Genom
des diploiden MIC besitzt finf metazentrische Chromosomen mit einer GréBe von
120 Mb und codiert 27.500 putative Proteine, welche fir die generativen Funktionen
von Tetrahymena verantwortlich sind (Collins und Gorovsky 2005). Das Genom des
polyploiden Makronukleus besitzt 225 Chromosomen, ist 104 Mb groB und umfasst
27.000 Gene, die potentielle Proteine kodieren (Eisen et al. 2006). Der MAC, dessen
Genom von dem MIC verarbeitet wird und welcher dadurch das Zentrum der
Genexpression ist, bestimmt die phanotypische Auspragung der Zelle (Collins und
Gorovsky 2005). Ein weiteres Merkmal ist die Codon-Praferenz von Tetrahymena,
welche den Organismus nur TGA als Stopcodon erkennen lasst, wahrend die zwei
Codons TAA und TAG die Aminosaure Glutamin codieren (Salim et al. 2008).

Tetrahymena thermophila ist ein geeigneter Modellorganismus flur die
Grundlagenforschung. Aufgrund seiner kurzen Generationszeit von zwei bis drei
Stunden und der leichten Kultivierbarkeit von groBen Kulturen, um eine ausreichende
Menge von Makromolekilen fir biochemische Studien zu produzieren (Cassidy-
Hanley 2012). Des Weiteren ist der Ciliat groBer als viele Saugetierzellen (Collins
und Gorovsky 2005) und erméglicht dadurch detaillierte morphologische
Beobachtungen. Mit Tetrahymena wurden grundlegende biologische Entdeckungen,
wie die ldentifizierung des ersten Zytoskelett-Motorproteins Dynein (Gibbons und
Rowe 1965), der katalytischen RNA (Zaug und Cech 1986), Telomere (Blackburn
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und Gall 1978; Yao et al. 1981), Telomerase (Greider und Blackburn 1985) sowie die

Histon-Acetylierung (Brownell et al. 1996) errungen.

3.4 Ziele der Dissertation

MORN (membrane occupation recognition nexus) Motive wurden erstmals in
Junctophilins, Proteine welche Teil des Junctional Komplexes sind, beschrieben. In
weiteren wissenschaftlichen Arbeiten nach der ersten Beschreibung des Proteins
wurde der konservierte Charakter des Protein Motivs unterstrichen. Des Weiteren
wurde gezeigt, dass das Motiv in Proteinen mit verschiedenen Funktionen und
subzellularen Lokalisationen vorkommt. Es wurde mehrmals hypothetisiert, dass das
Motiv mit Membranen assoziieren kann. Allerdings ist die genaue Funktion bis dato
nicht geklart.

Ziel dieser Dissertation ist es zunéachst, eine systematischen ldentifizierung
und Katalogisierung der MORN-Protein Familie des Ciliaten Tetrahymena
vorzunehmen, um potentielle Zusammenhange zwischen Domanenarchitektur und
Expression der MORN-Proteine zu beschreiben. Als Fallstudie sollen MORN-
Proteine mit gleicher MORN-Doménen Struktur die Hypothese stitzen, dass die
Anzahl von MORN-Doméanen und deren Kompositionen innerhalb des Proteins
entscheidend fur die subzelluldre Lokalisation sind. Um den universellen Charakter
des Motivs zu unterstreichen wird ein MORN-Protein von Tetrahymena hinsichtlich
der Fahigkeit, sich selber zu assemblieren in E. coli exprimiert. Die Lokalisation eines
Trichomonas vaginalis MORN-Proteins in Trichomonas vaginalis sowie die
ektopische Expression des Proteins in Tetratrichomonas gallinarum soll die
zielgerichtete Lokalisation von MORN-Proteinen widerspiegeln. Das Tetrahymena
Ortholog von MORN1 des Human Parasiten Toxoplasma gondii, welches hoch
konserviert in den Apicomplexa ist, soll fur anschlieBende Anwendungen, die zur
weiteren Charakterisierung des Motivs beintragen kénnen, zunachst Uberexpremiert
und isoliert werden. Mit Hilfe des isolierten MORN-Proteins sollen potentielle
Membran Assoziationen von MORN-Motiven mit unterschiedlichen
Versuchsmodellen, in denen die Lipid Affinitdt untersucht wird, aufgezeigt werden.
Die Aufklarung der Proteinstruktur von MORN Doméanen und ihre dreidimensionale

Anordnung sollen zum Verstandnis der noch unbekannten Funktion dieser Doméane
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beitragen. Zur Strukturanalyse sollen verschiedene Bedingungen zur Kristallisation
des MORN-Proteins getestet werden und die Struktur per Roéntgenstrukturanalyse
ermittelt werden. Alternativ soll die Struktur per Kernresonanzspektroskopie

(NMR-Spektroskopie) bestimmt werden.
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4. Material und Methoden

4.1 Material
4.1.1 Medien und Chemikalien

In dieser Arbeit wurden Chemikalien von folgenden Firmen verwendet: Acros
Organics (Geel, Belgien), AppliChem GmbH (Darmstadt), Carl Roth GmbH & Co.
(Karlsruhe), Difco Laboratories Inc. (Palo Alto, USA), J.T. Baker (Deventer,
Niederlande), Merck Biosciences (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Taufkirchen). Alle
verwendeten LdOsungen, N&hrmedien wund Puffer wurden im Autoklaven

dampfsterilisiert oder steril filtriert.

4.1.2 Antibiotika

Ampicillin Sigma
Antbiotikum-Antimykotikum Gibco

Geneticin Roth

Paclitaxel (Inhibitor) GenDepot
Penicillin/Streptomycin Biomedicals LLC

4.1.3 Antikorper

12G10 anti-alpha-tubulin IgG1 produziert in Maus DSHB
Alexa Fluor® 488anti-Kaninchen IgG produziert in Ziege Invitrogen
Anti-GFP antibody IgG produziert in Kaninchen Abcam

Anti-Glutathione-S-Transferase (GST), IgG Peroxidase Konjugat

produziert in Kaninchen Sigma-Aldrich
ImmunoPure anti-Kaninchen, IgG Peroxidase Konjugat produziert

in Ziege Pierce
ImmunoPure anti-Maus, IgG Peroxidase Konjugat produziert in

Ziege Pierce

TRITC anti-Maus IgG produziert in Ziege Sigma-Aldrich
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Material und Methoden

MRNC36 Sphl F 5-GATTATATTTGCATGCGAAACATAAATTGTGC-3'
MRNC36 Miul R 5-GCTTACGCGTTTCGGTAATCCATTTAATACG-3'
MRNC38 Sphl F 5-GGTTAATAGGCATGCGTAATGAATGTTCAGC-3'
MRNC38 Miul R 5-GATATTCTAACGCGTTAACCACTTAATTCTTTTGC-3'
MRNC39 Sphl F 5-GATAATAATTGCATGCGTTGCTGTTAATCTGAAC-3'
MRNC39 Miul R 5'-CAACCATCACGCGTTTCACCGTCTTCGTTTG-3'
MRNOS51 Sphl F 5-GGTTGTTATTAGAGCATGCTTTATAAC-3'

MRNO51 Miul R 5-TTACGCGTAATGGTTCCAACAAAATTGTCG-3'

TVAG182670 Ndel F 5'-GGTGGTCATATGATTGAAGAAGAAGAGGAACT-3'
TVAG182670 BamHI R 5-GGTGGTGGATCCTTGTTTTCTTGGTCTCTTGTT-3'

4.1.5 Enzyme

BamHlI

Bglil

Miul

Ndel

Phusion® High-Fidelity Polymerase
Protease Inhibitor Cocktail

Protease Inhibitor cOmplete, EDTA-free
Sphl

T4 DNA Ligase

T4 DNA Quick-Ligase

Thrombin

New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
Sigma Aldrich

Roche

New England Biolabs
Thermo Scientific
New Enland Biolabs
GE Healthcare
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Alle Klonierungsansatze wurden zwecks Sequenzierung zunachst in den Vektor

pJET1.2/blunt (Fermentas) ligiert. Zur homologen Expression von Proteinen in
T. thermophila wurde der Vektor pTtagGFP (El-Haddad et al. 2013) verwendet und

fir die homologe Expression in T. vaginalis und T. gallinarum der Vektor pTagvag2

(Hrdy et al. 2004). Firr die induzierte Uberexpression in E. coli BL21 Zellen wurden
die Vektoren pET21a und PGEX-4T-2 verwendet.

4.1.7 Reagenzsatze

Clonedet PCR cloning Kit

DNase | (RNase-free)

DNAZzol®

Membrane Lipid StripsTM

MinElute Gel Extraction Kit
NucleoBond® Xtra Midi/Maxi
NucleoSpin Plamid

Qubit Quant-iT dsDNA BR Assay Kit
Qubit Quant-iT Protein Assay Kit
Quick Ligation Kit

Thermo Scientific

Fermentas

Invitrogen

Echelon Biosciences Inc.

Qiagen

Macherey-Nagel, Thermo Scientific
Macherey-Nagel, Thermo Scientific
Invitrogen

Invitrogen

New England Biolabs

WesternBright ECL Spray Advansta

4.1.8 Saulen

GSTrap FF 5 ml GE Healthcare
HiTrap Protein G HP 1 ml GE Healthcare

4.1.9 Gerate

Akta Frac F-920

Akta Monitor UPC-900
Akta Pump P-920
Autoklav

Biofuge Fresco

GE Healthcare
GE Healthcare
GE Healthcare
Fedegari

Heraeus
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Biolistic® PDS-1000/HE
Brutschrank

Cell Disrupter One-Shot
Eismaschine

Eppendorf Centrifuge 5417R
Feinwaage BP61
Fluoreszenzmikroskop Eclipse Ti
Gelkammer fur SDS-Gele

GENESYS™ 10S UV-Vis Spectrophotometer

Heizblock HBT 130
Konfokalmikroskop LSM 710
Lichtmikroskop Dialux 20 EB
Magnetrihrer IKA-Werk
Mastercycler Gradient
Mikroliterpipetten

Mikrowelle Quick Cookman
Mini-Protean® Tetra System
pH-Meter

Power Pac 300, 3000
Qubit® 2.0 Fluorometer
Schdttelinkubator
Sonifikator Sonoplus HD 60
Sterilbank

Taumelschttler 3D
Thermomixer Comfort
Trans-Blot® Turbo Transfer-System
Universal Hood Ill, ChemiDoc
Vortexer

Waage 1SO 9001
Wasserbad

Zentrifuge RC 5B Plus

Material und Methoden

Bio-Rad
Heraeus
Constant Systems Ltd
Ziegra
Eppendorf
Sartorius
Nikon

Bio-Rad
Thermo Scientific
HLC

Zeiss

Leitz

IKA MAG RCT
Heraeus
Gilson
Daewoo
Bio-Rad
Schott
Bio-Rad
Invitrogen
GFL

Bandelin
Heraeus
Peglab
Eppendorf
Bio-Rad
Bio-Rad
Heidolph
Sartorius

GFL

Sorvall
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4.1.10 Kulturen

Escherichia coli
Fir die in dieser Arbeit durchgefuhrten Klonierungen wurden Escherichia coli
XL1-Blue-MRF*-Zellen (Stratagene) verwendet. Alle heterologen Uberexpressionen

im Rahmen dieser Arbeit wurden mit Escherichia coli BL21-Zellen durchgefuhrt.

Tetrahymena thermophila
Die Tetrahymena thermophila Zellkultur Cu522 wurde Uber das National
Tetrahymena Stock Center (https://tetrahymena.vet.cornell.edu/) der Cornell

Universitat in Ithaca, New York (USA) bezogen.

Trichomonas vaginalis
Der Trichomonas vaginalis FMV1 Stamm (Jesus et al. 2004) wurde von
M. Benchimol (Santa Ursula Universitat, Rio de Janeiro, Brasilien) zur Verfligung

gestellt.

Tetratrichomonas gallinarum
Der Tetratrichomonas gallinarum M3 Stamm wurde von J. Tachezy (Karls-

Universitat, Prag, Tschechien) zur Verfigung gestellt.

4.2 Methoden

4.2.1 Kultivierung von Organismen

Anzucht von Tetrahymena thermophila

Alle Tetrahymena thermophila Kulturen wurden als Langzeitkultur in 50 ml
SPP-Medium nach Gorovsky et al. (1975) (1% (w/v) Proteose Pepton, 0,2% (w/v)
Glucose, 0,1% (w/v) Hefe-Extrakt, 0,003% (w/v) Fe-EDTA) in 250 ml
Erlenmeyerkolben bei 15 °C kultiviert. Alle zwei Wochen wurden 100 ul der dicht
gewachsenen Kultur zum Inokulieren von frischen Medien genutzt. Fur
durchzufhrende Experimente wurden SPP-Medien mit der Langzeitkultur inokuliert
und bei 30 °C Uber Nacht kultiviert. Kontaminationen wurden durch die Hinzugabe

von 1% (v/v) einer Antibiotikum-Antimykotikum-L&sung verhindert .
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Dauerkulturen von T. thermophila

Das Anlegen von Dauerkulturen dient der Sicherung der im Labor genutzten
Zelllinien und der positiv transfizierten Klone tber mehrere Jahre. Die Dauerkulturen
wurden nach dem Protokoll von Cassidy-Hanley et al. (1995) angelegt. Zunéachst
wurden 25 ml Neff-Medium (0,25% (w/v) Proteose Pepton, 0,25% (w/v) Hefe-Extrakt,
0,55% (w/v) Glucose, 33 um FeCl; und 1% (v/v) Anti-Anti) mit der entsprechenden
Kultur inokuliert und Uber Nacht bei 30 °C in einem 250 ml-Erlenmeyerkolben
inkubiert. Von der Ubernachtkultur wurden 2x10° Zellen bei 1100xg zentrifugiert,
anschlieBend mit 25 ml 10 mM Tris-HCI pH 7,5 resuspendiert und danach fur 72 h
bei 30 °C inkubiert. Die Zellen wurden erneut zentrifugiert und das Pellet wurde in
250 pl Neff-Medium resuspendiert. Die Hinzugabe von 1 ml einer 10 mM Tris-HCI-
Lésung (pH 7,5) mit 10% des Gefrierschutzmittels Dimethylsulfoxid (DMSO) diente
der Minimierung der Bildung von Eiskristallen. Die Zellsuspension wurde dann zu 300
yl in 2 ml Kryo-Rohrchen aliquotiert. Die Kryo-Roéhrchen wurden in einen Kryo-
Behalter der Firma Nalgene Ubertragen und bei -80 °C fur 24 h gelagert. Der Behélter
sichert durch seine spezifische Konstruktion eine langsame Abkuhlung der Kryo-
R&éhrchen von einem Grad pro Minute. Nach 24 h wurden die Proben in einen Kryo-
Behalter mit flissigem Stickstoff Uberfiihrt, in dem die Proben unter Normaldruck bei -
196 °C bis zum Wiederauftauen gelagert wurden. Zum Auftauen der Zellen zwecks
weiterer Kultivierung wurden diese zundchst aus dem flussigen Stickstoff in ein
Wasserbad mit 37 °C fur 15 sec transferiert. AnschlieBend wurde 1 ml 30 °C warmes
SPP-Medium zu den Zellen hinzugefiigt und daraufhin die Zellen bei 37 °C in einem
Wasserbad fur 45 sec inkubiert. Zuletzt wurde der Inhalt des Kryo-Réhrchens zu 5 ml
aufgewarmtem, 30 °C warmem SPP-Medium hinzugegeben und bei 30 °C fir
zunéchst 30 min inkubiert. Konnten anschlieBend unter dem Mikroskop vitale Zellen

beobachtet werden, wurde die Kultur Gber Nacht bei 30 °C inkubiert.

Anzucht von Trichomonas vaginalis und Tetratrichomonas gallinarum

Trichomonas vaginalis und Tetratrichomonas gallinarum wurden in 12 ml TYM-
Medium (Clark und Diamond 2002; Diamond 1957) (2,22% (w/v) Tryptose; 1,11%
(w/v) Hefeextrakt; 15 mM Maltose; 9,16 mM L-Cystein; 1,25 mM L(+)-
Ascorbinsaure, 0,77 mM KH.POg4; 3,86 mM K2HPO4; 10% (v/v) Pferdeserum;
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0,71% (v/v) Eisenlésung bestehend aus 1% (w/v) Fe(NH4)2(SO4)x6H-O und 0,1%
(w/v) 5-Sulfosalicylsdure) mit pH 6,2 beziehungsweise 7,2 in 15 ml ReaktionsgefaBen
mit Schraubverschluss bei 37 °C anaerob kultiviert. Jeden zweiten Tag wurden 120
ul der dicht gewachsenen Kultur zur Inokulation von 12 ml frischem TYM Medium
genutzt. Zur Vermeidung von mdglichen bakteriellen Kontaminationen wurde dem
Medium ein Penicillin-Streptomycin-Mix mit einer Endkonzentration von 100 U/ml
hinzugefugt. Zur Selektion nach der Transfektion wurde zusétzlich die

Selektionsdroge G418 (100 pg/ml) hinzugefugt.

4.2.2 Isolierung genomischer DNA

Isolierung genomischer DNA aus Trichomonas vaginalis

Fir die lIsolation genomischer DNA aus Trichomonas vaginalis wurde die auf
Guandinie basierende Reagenz DNAzol® verwendet, welche die selektive Fallung
von DNA aus Zelllysat ermdglicht. Pro Isolierung wurden 50 ml Kultur verwendet,
welche am Vortag inokuliert wurden. Die Kultur wurde bei 1.500xg zentrifugiert und
anschlieBend mit PBS (140 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na,HPO4; 1,8 mM
KH,PO,) gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Durchfiihrung nach
Herstellerangaben. Nach der Prazipation der DNA wurde diese in ein neues
Reaktionsgefal3 uberfuhrt, mit Ethanol gewaschen und pelletiert. Das Pellet wurde an
der Luft getrocknet und anschlieBend mit TE-Puffer (10 mM Tris-HCI pH 8,0 und
1 mM EDTA pH 8,0) Uber Nacht gelést. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit
dem Qubit® Fluorometer. Die isolierte DNA wurde bis zur weiteren Verwendung

bei -20 °C gelagert.

Isolierung genomischer DNA aus Tetrahymena thermophila

Zwecks Isolierung genomischer DNA aus Tetrahymena thermophila wurde am Tag
zuvor eine Ubernachtkultur mit einem Volumen von 10 ml inokuliert. Am Tag der
Isolation wurde die Kultur mit einer Zelldichte von ca. 2x10° Zellen pro ml zunéchst
bei 1100xg zentrifugiert. Das Pellet wurde in PBS (140 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10
mM NaHPO4; 1,8 mM KH.PO4) resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der
Aufschluss der Zellen erfolgte nach dem Protokoll des MasterPure™ Complete DNA

and RNA Purification Kit. Nach erfolgreichem Aufschluss der Zellen und der
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Extraktion von Zelltrummern, RNA und Polysaccharide, wurde die prazipitierte DNA
in ein saubereres ReaktionsgefaB Uberfihrt und bei 4 °C 10 min zentrifugiert. Nach
zweimaligem Waschen mit 70%igem (v/v) Ethanol wurde die DNA erneut zentrifugiert
und das Pellet 10 min luftgetrocknet. Die DNA wurde vorsichtig in 35 ul TE-Puffer
(10mM Tris-HCI pH 8,0 und 1 mM EDTA pH 8,0) resuspendiert und Gber Nacht bei
4 °C inkubiert. Am néachsten Tag wurde die Konzentrationsbestimmung mit dem
Qubit® Fluorometer durchgefihrt und die Proben wurden bis zur weiteren

Verwendung bei -20 °C gelagert.

4.2.3 Markierung von Genen

Markierung von T. thermophila-Genen

Fir Fusionskonstrukte mit griin fluoreszierendem Protein (GFP) wurde das Plasmid
pTtag (GenBank FJ89658) verwendet, welches auf einem GFP-markierenden
Plasmid basiert (Shang et al. 2002) und von El-Haddad (2013) modifiziert wurde.
pTtag besitzt einen CdClz-induzierbaren metallothionein (MTT1) Promotor, welcher
zur makronukluaren Transfektion von Tetrahymena thermophila Cu522 Zellen
genutzt wurde. Die Tetrahymena Cu522 Zellkultur weist eine Mutation des (3-Tubulin
exprimierenden Gens btu1 auf, die zu einer Substitution von Lysin durch Methionin
an der Aminoséaureposition 350 fihrt. Da B-Tubulin neben btu? auch durch das Gen
btu2 exprimiert wird, beeintrachtigt die Substitution nicht den Phanotyp der Cu522
Zellen. Des Weiteren fuhrt der Aminosaurenaustausch zu einer erh6hten Resistenz
gegen Oryzalin und zu einer verminderten Resistenz gegen Paclitaxel, das

Selektionsdroge nach der Transfektion genutzt wird (Gaertig et al. 1994).
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4.2.4 Transfektion von Protisten
Transfektion von Trichomomas und Tetratrichomonas
Die Transfektion von T. vaginalis beziehungsweise T. galinarum erfolgte mit Hilfe der
Elektroporation, welche durch Induktion eines elektrischen Feldes die Zellmembran
permeabilisiert und so die Integration von DNA in die Zelle erméglicht (Delgadillo et
al. 1997; Land et al. 2004).

Fir die Transfektion von Trichomonas und Tetratrichomonas wurden am Tag
vor der Transfektion 45 ml TYM-Medium mit 5 ml Vorkultur inokuliert. Diese 50 ml
Kultur wurde bei 1.500xg und 4 °C zentrifugiert und die pelletierten Zellen wurden in
1,5 ml kaltem TYM-Medium pro Gramm Zellen resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde anschlieBend durch eine 23G-Nadel mit einer 1,5 ml-Spritze auf- und
abgezogen. Die dabei wirkenden Scherkrafte verhindern die Akkumulation von Zellen
und dienen der Anrauung der Membran des Parasiten. 300 ul Zellsuspension mit ca.
2,56x10° Zellen wurden zunachst in eine eiskalte Elektroporationskiivette pipettiert,
anschlieBend erfolgte die Hinzugabe von 50 pl Plasmid. Die Elektroporation wurde
mit einem Puls von 350 V und 960 pFd durchgefihrt. Im Anschluss wurde die
Klvette 10 min auf Eis inkubiert und die Zellen wurden in 12 ml TYM-Medium mit
einem Penicillin-Streptomycin-Mix (100 U/ml; 100 pg/ml) bei 37 °C inkubiert. Nach
4 h erfolgte die Hinzugabe der Selektionsdroge G418 (100 pg/ml). Nach zweitagiger
Inkubation bei 37 °C wurde die transfizierte Kultur zun&chst in ein neues
Reaktionsgefa3 dekantiert, um tote Zellen zu verwerfen. AnschlieBend wurde die
Kultur bei 1.500xg zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in
TYM-Medium mit Penicillin-Streptomycin-Mix und G418 resuspendiert. Der

Transfektionserfolg wurde durch Western Blot nachgewiesen.

Transfektion von T. thermophila

Bei dem Verfahren der biolistischen Transfektion werden mit DNA beschichtete
Mikropartikel auf hohe Geschwindigkeit beschleunigt, um sie anschlieBend in Zellen
zu katapultieren (O'Brien und Lummis 2006). Die Transfektion von Tetrahymena
basiert auf den Protokollen nach Cassidy-Hanley et al. (1997). Der erste Schritt der
Transfektion dient der Herstellung von Mikropartikeln, bestehend aus Gold-Partikeln

mit einem Durchmesser von 0,6 ym, welche zunachst mit DNA beschichtet werden.
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Pro Transfektion mit der Biolistic Gun wurden 60 mg Gold verwendet, die in 100 ul
50%igen Glycerol vorlagen. Nach der Hinzugabe von 20 pg linerarisierter DNA und
anschlieBendem Mischen per Vortexer, wurden 125 pl CaCl, hinzugeben und erneut
gemischt. Zum Schluss wurden noch 65 pl 0,1 M Spermidin zum Transfektionsansatz
hinzugefugt, welcher daraufhin 10 min bei 4 °C gemischt wurde. AnschlieBend wurde
die Suspension bei 3.500 rpm puls-zentrifugiert, um die Mikropartikel zu pelletieren
und anschlieBend mit 70%igem Ethanol zu waschen. Der Schritt wurde mit
100%igem Ethanol wiederholt. Nach erneutem Puls-Zentrifugieren wurden die
Mikropartikel in 15 pl 100%igem Ethanol aufgenommen und 10 sec in einem
Ultraschallbad resuspendiert. Die Suspension wurde anschlieBend auf Macrocarrier
aufgetragen und bei Raumtemperatur getrocknet. Pro Transfektion wurden jeweils
2,56x10° Tetrahymena Zellen eingesetzt, welche zuvor 24 h in einem Hungermedium
(10 mM Tris-HCI pH 7,5) kultiviert wurden. Die Zellen wurden bei 1.100xg pelletiert
und in 500 pyl Hungermedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde anschlieBend
auf Filterpapier gegeben, das zuvor mit 1 ml Hungermedium aquilibriert wurde.
Sobald die Mikropartikel getrocknet waren, wurde die Biolistic Gun gemaB Hersteller
assembliert: Rupture Disk, Macrocarrier und Macrocarrier Holder sowie die Zellen auf
dem Filterpapier wurden in die Kammer der Biolistic Gun geschoben. Die Kammer
wurde verschlossen und ein Vakuum von 27 psi wurde erzeugt. Sobald dieses
erreicht war, wurde durch die Rupture Disk ein 900 psi starker Druck aufgebaut. Als
der von der Rupture Disk definierte Druck erreicht war, platze diese und die
Mikropartikel wurden auf das Filterpapier mit den Zellen geschossen. Das
Filterpapier wurde anschlieBend in einen 150-ml Erlenmeyerkolben mit 50 ml SPP
und 500 AA gegeben und danach 2 h bei 30 °C inkubiert. Nach 2 h erfolgte die
Hinzugabe der Selektionsdroge Paclitaxel und das Ausplattieren der Zellen in
96-Well Platten mit jeweils 100 pyl pro Well. Der Transfektionserfolg wurde nach
dreitagiger Inkubation der Zellen bei 30 °C mit Hilfe eines Lichtmikroskops Uberprift.
Lebende Klone wurden in 24-Well Platten Gbertragen und far 10 Tage mit AA und
Paclitaxel mit einer Endkonzentration von 30 yM selektiert. AnschlieBend erfolgte die

Uberpriifung per Western Blot und Immunofloureszenz Assay.
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4.2.5 Proteomische Methoden

4.2.5.1 Protein-Isolierung aus T. thermophila

Fur die Protein-Isolierung aus Tetrahymena thermophila wurden am Vortag der
Isolation 10 ml SPP-Medium mit der entsprechenden Kultur inokuliert und tber Nacht
bei 30 °C auf eine Zelldichte von 2x10° Zellen/ml kultiviert. Die frische Kultur wurde
bei 1.100xg pelletiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet mit 10 mM Tris-
HCI pH 7,5 resuspendiert und anschlieBend erneut zentrifugiert. Die pelletierte Kultur
wurde dann mit 1 ml eiskaltem Lysis-Puffer (0,3 M NaCl, 1% CHAPS (w/v) in PBS)
und zusétzlichen 15 ul Protease Inhibitor Cocktail (Sigma Aldrich) resuspendiert. Die
zu isolierenden Proben wurden auf Eis gelagert. Der Aufschluss der Zellen erfolgte
mithilfe von Ultraschall. Jede Probe wurde mit einem 10 sec andauernden Impuls
sechs Mal behandelt, wobei die Probe zwischen jedem Impuls 10 sec auf Eis
verweilte, um eine Degradation der temperatursensitiven Proteine durch Hitze zu
unterbinden. Nach dem Ultraschallaufschluss wurden die Proben mit 13.000xg 30
min lang bei 4 °C zentrifugiert. Das Pellet, bestehend aus Zelltrimmern, wurde
verworfen, der Uberstand abgenommen und fiir die Aufbewahrung bei -20 °C in ein

vorgekuhltes ReaktionsgefaB tberflhrt.

4.2.5.2 Uberexpression von Proteinen in Escherichia coli BL21-Zellen

Escherichia coli BL21 Zellen wurden mit dem zu exprimierenden Plasmid in 5 ml
LB-Medium mit 5 yl Ampicillin Gber Nacht kultiviert. Die Ubernachtkultur wurde zur
Inokulation einer Uberexpressionskultur von 500 ml TB-Medium (Tartof und Hobb
1987) mit 500 yl Ampicillin genutzt, welche bei 37 °C und 260 rpm bis zu einer
optischen Dichte von 0,4 bis 0,6 inkubiert wurde. Daraufhin erfolgte die Induzierung
der Kultur mit Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) mit einer Endkonzentration
von 500 pym und die Inkubation Uber Nacht bei Raumtemperatur. Die dicht
gewachsene Kultur wurde am nachsten Tag bei mit 5.000xg pelletiert, zwei Mal mit

PBS gewaschen, mit Stickstoff gefroren und im Anschluss bei -80 °C gelagert.
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4.2.5.4 Zellaufschluss der Expressionskulturen

Fir den Zellaufschluss zwecks Isolation von GST-markierten Proteinen wurden
jeweils 5 g Expressionskultur verwendet, die zuvor pelletiert und bei -80 °C gelagert
wurde. Das gefrorene Pellet wurde durch Klopfen des ReagenzgefaBes auf der
Arbeitsplatte geldst und in einen Potter-Elvehjem-Homogenisator uberfuhrt.
AnschlieBend wurden 40 ml des Puffers hinzugeflgt, welcher auch spater als
Aquilibrierungspuffer fir die jeweilige Séule fungierte. Um Degradierung durch
Protease und Wéarme zu vermeiden wurde zusatzlich eine Tablette eines
Protease-Inhibitor-Cocktails (cOmplete, EDTA-free; Roche) hinzugefliigt, und die
Homogenisierung auf Eis durchgefihrt. Sobald die Expressionskultur homogen
vorlag, wurde diese in das vorher auf 5 °C gekihlte, kontinuierliche
Zellaufschlusssystem (Multi Shot Model Cell Disruptor, Constant Systems) Uberfihrt.
Die Zellen wurden per Hochdruckverfahren mit 1,35 kBar aufgeschlossen und das
resultierende Gesamtzelllysat wurde in einer 100 ml Laborglasflasche (Schott Duran)
auf Eis gesammelt. AnschlieBend wurde das Gesamtzelllysat mit 47.800xg fur 20
min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in einen gekihlten Messzylinder

Uuberfuhrt und das Pellet wurde verworfen.

4.2.5.3 Bestimmung von Konzentrationen

Zur Konzentrationsbestimmung von DNA sowie von Proteinen wurden das Qubit®
dsDNA BR (broad range) beziehungsweise das Qubit® Protein Assay Kit genutzt.
Die Kits beinhalten fluoreszierende Farbstoffe, welche spezifisch fur DNA
beziehungsweise Proteine sind und erst emittieren, wenn diese an die
entsprechenden Zielmolekile gebunden haben. Fir die Konzentrationsbestimmung
des isolierten Proteins MRNO51 wurde zunéchst der Extinktionskoeffizient € des in
Lésung vorliegenden Proteins anhand der Aminosauresequenz
(http://web.expasy.org/protparam) (Wilkins et al. 1999) berechnet. AnschlieBend
wurden 1 pl der Proteinldsung im Verhaltnis 1:100 verdinnt und in eine Kivette mit
der Schichtdicke d pipettiert. Die Absorption der Lésung wurde bei 280 nm
photometrisch gemessen und die Konzentration ¢ der L6sung wurde anhand des

Lambert-Beer'schen Gesetzes (E=c*d*e) berechnet.
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4.2.5.5 Liposomen-binde Test

Soja Bohnen Phospholipide wurden zu einer Endkonzentration von 3 mg/ml in
Puffer A (50 mM Hepes, pH 7,2; 100 mM NacCl; 0,5 mM EDTA) aufgenommen und
bei 37 °C fuar 2 h unter Schitteln inkubiert. AnschlieBend wurde die
Lipid-Puffer-Emulsion im Ultraschallbad sonifiziert bis sich homogene Liposomen
geformt hatten. Durch Zentrifugation von 10 min bei 16.000xg wurden die Liposomen
pelletiert und mit Puffer B (20 mM Hepes, pH 7,2; 100 mM NaCl, 1 mM EGTA)
resuspendiert. Danach wurden 50 pl Liposomen mit 5 yg des zu untersuchenden,
GST-markierten Proteins bei 22 °C fur 1 h inkubiert. Durch eine darauffolgende
30-mindtige Zentrifugation mit 16.000xg wurden die Liposomen pelletiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde im gleichen Volumen wie der
Uberstand mit Puffer resuspendiert. Im Anschluss erfolgte eine elektrophoretische
Trennung der Proteine (SDS-PAGE) der einzelnen Proben mit anschlieBendem

Western Blot sowie die Immundetektion der GST-markierten Proben.

4.2.5.6 Lipid Overlay Assay

Der Lipid Overlay Assay dient zur Bestimmung von spezifischen Interaktionen des zu
untersuchenden Proteins mit verschiedenen Lipiden. Fir die Untersuchung wurden 2
X 6 cm groBe, hydrophobe Membran-Lipid-Streifen (Echelon Biosciences Inc.)
verwendet, die mit 100 pmol von funfzehn verschiedenen Zellmembranlipiden
gepunktet sind. Die Membranen wurden zunéachst in PBS mit 3% (w/v) fettsaure-
freien Bovines Serumalbumin (BSA) fir 1 h bei Raumtemperatur mit leichtem
Schitteln inkubiert, um freie Bindungsstellen zu blockieren. Das zu untersuchende
Protein wurde in PBS mit 3% BSA auf die gewlinschte Konzentration verdinnt und
fir 1 h bei Raumtemperatur unter leichtem Schutteln der Membran hinzugefigt.
AnschlieBend wurde die Membran drei Mal mit PBS-T (140 mM NacCl; 2,7 mM KCI;
10 mM NaxHPO4; 1,8 mM KH.PO4 und 0,1% (v/v) Tween 20) fir jeweils 10 min
gewaschen. Lipid-gebundenes Protein, welches mit GST markiert ist, wurde im
Rahmen einer Immunodetektion mit spezifischen Antikérpern gegen den Fusions-

Tag nachgewiesen.
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4.2.5.7 Elektrophoretische Trennung von Proteinen (SDS-PAGE)

Zur Analyse der GréBe von Proteinen wurden diese in einem elektrischen Feld mit
Hilfe der sodium dodecy! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
(Laemmli 1970) in einem diskontinuierlichen System nach Ornstein und Dauvis,
zwecks hoher Bandenschéarfe aufgetrennt (Knudsen et al. 1970). Die Diskontinuitat
besteht aufgrund unterschiedlicher pH-Werte der verwendeten Gel- und Laufpuffer
sowie der unterschiedlichen Porengr6Be von Sammel- und Trenngel. Die flr die
Elektrophorese angewendeten 12%igen Polyacrylamidgele wurden nach Standard
Protokollen (Sambrook et al. 1989) gegossen. Die zu analysierenden Proben wurden
vor dem Aufragen mit 1/5 ihres Volumens mit Laemmli-Puffer (10mM Tris; 1mM
EDTA; 1% (w/v) SDS; 5% (v/v) B-Mercaptoethanol; 10% (v/v) Glycerin; 0,05% (w/v)
Bromphenolblau) versetzt und bei 95 °C 10 min zwecks Denaturierung behandelt. 3-
Mercaptoethanol reduziert Disulfidbricken, die SDS-Detergenz 16st zudem
Wasserstoffbriicken und hebt hydrophobe Interaktionen auf beziehungsweise verleiht
dem Protein eine negative Ladung, sodass die Trennung nach GréBe erfolgt. Zur
besseren Auftragung der Probe dient Bromphenolblau als Farbung, wahrend das
Glycerin die Dichte der Probe erhéht. Zusétzlich wurden zur GréBenbestimmung der
Proteine 5 ul des Proteinmarkers PageF{uIerT'\’I Plus Prestained #26619 (Thermo

Scientific) parallel aufgetragen.

4.2.5.8 Coomassie-Brillant-Blau-Fdrbung von Polyacrylamidgelen

Zur Visualisierung der aufgetrennten Proteine in einem Polyacrylamidgel wurden
diese mit dem Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillant-Blau, welcher sich an die
basischen Seitenketten von Proteinen anlagert, angefarbt (Heukeshoven und
Dernick, 1988). Eine Coomassie-Brillant-Blau R-350 Stammldsung (60% (v/v),
Methanol und 1 Tablette PhastGel Blue R-350 (GE Healthcare)) wurde bei Bedarf in
einem Verhéltnis von 1:10 mit einer 10%igen (v/v) Essigséaure verdinnt und
anschlieBend im Wasserbad auf 90 °C erhitzt. Danach wurde das SDS-
Polyacrylamidgel fir 30 bis 60 min in der Farbelésung unter leichtem Schitteln
(50 rpm) inkubiert. Unspezifische Farbung wurde durch die Inkubation des

Polyacrylamidgels in destilliertem Wasser tUber Nacht unter leichtem Schutteln geldst.
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4.2.5.9 Western Blot

Der Western Blot transferiert durch eine elektrisch angelegte Spannung die vorher
nach GréBe im Polyacrylamidgel aufgetrennten, denaturierten Proteine auf eine
Membran, typischerweise bestehend aus Nitrozellulose oder Polyvinylidenfluorid
(PVDF) (Renart et al. 1979; Towbin et al. 1992). Fur die Durchfihrung wurden sechs
Lagen Whatman-Papier und ein Stick Nitrozellulosemembran (Hybond C Exira,
GE Healthcare) durch Zurechtschneiden an die GroBe des Gels angepasst.
Daraufhin wurden die Whatman-Papiere in Transferpuffer beziehungsweise die
Nitrozellulosemembran und das Polyacrylamidgel in destilliertem Wasser aquilibriert.
Zunachst wurden drei Lagen des Whatman-Papieres Ubereinander auf die Anode
gelegt, es folgte die Nitrozellulosemembran, das Polyacrylamidgel und drei weitere
Lagen des Whatman-Papieres. Kontinuierliches Rollen Uber die verschiedenen
Lagen, abgesehen von der Membran, diente der Vermeidung von Luftblasen. Nach
dem Auflegen der Kathode wurde der Transfer im Trans Blot® Turbo™ Transfer-
System (Bio-Rad) mit einer Laufzeit von 30 min bei 1 Ampere und 25 Volt
durchgefuhrt. Der Erfolg des Protein-Transfers auf die Membran konnte anhand einer

Farbung mit Ponceau S (0,5% (w/v) und 1% (v/v) Essigséaure) Uberprift werden.

4.2.5.10 Immunodetektion

Die Immunodetektion wird genutzt um Proteine, welche zuvor auf Nitrozellulose- oder
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membranen per Western Blot transferiert wurden, mit
Hilfe von Proteinen oder Tag-spezifischen Antikbrpern zu identifizieren. Die Membran
wird zunéchst in dem Blocking-Puffer TBS-T (20 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NacCl
und 0,1% (v/v) Tween 20) mit 5% (w/v) Magermilchpulver fir 1 h bei
Raumtemperatur bei 50 rpm geschattelt, um die Bereiche der Membran zu sattigen,
an die kein Protein transferiert wurde. AnschlieBend erfolgte die Inkubation, entweder
Uber Nacht bei 4 °C, oder bei Raumtemperatur fir 1 h auf einem 3D-Schuttler mit
dem Primar-Antikdrper, der vorher nach dem vom Hersteller angegebenen Verhaltnis
in Blocking-Puffer gelést wurde. Der Priméar-Antikdrper wurde in ein Reaktionsgefal
zurtckgefuhrt und fiur den weiteren Gebrauch bei -20 °C gelagert. Die Membran
wurde anschlieBend drei Mal fir 10 min mit TBS-T gewaschen. Der Sekundar-

Antikbérper  (ImmunoPure  Ziege Anti-Maus IgG, Peroxidase Konjugat
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beziehungsweise ImmunoPure Ziege Anti-Kaninchen IgG, Peroxidase Konjugat)
wurde in einem Verhéltnis von 1:10.000 in Blocking-Puffer gelést und fir 1 h bei
Raumtemperatur zu der Membran hinzugeben. Es folgten drei Waschschritte von
jeweils 10 min mit TBS-T. Die Membran wurde anschlieBend mit dem
Chemilumineszenz Peroxidase Substrat WesternBright™ ECL-Spray (Advansta)
bespriiht, wobei der Peroxidase konjugierte Sekundar-Antikérper die Oxidation von
Luminol  durch  Wasserstoffperoxid  katalysierte. = Die  dabei  emittierte
Chemilumineszenz wurde mithilfe der Software Imagelab in Verbindung eines

Chemidocs (Universal-Hood lll, Bio-Rad) aufgezeichnet.

4.2.5.11 Pufferwechsel und Konzentration von Proteinen

Der Pufferwechsel sowie die Konzentration von Proteinen flur Lipid Tests,
Immunisierung sowie Strukturanalysen wurde mit Vivaspin-Konzentratoren mit einem
Fassungsvermogen von 15 ml und einer Ausschlussgrenze von 10 kDa (Sartorius
AG, Gottingen) durchgefuhrt. Die Konzentratoren besitzen eine Membran durch die
der zu entfernende Puffer zentrifugiert wird. Das Protein von Interesse, hier
GST::MRNO51 beziehungsweise MRNO51, wird in einem Restvolumen
zurickgehalten. AnschlieBend wird der Konzentrator auf 15 ml mit dem zu
wechselnden Puffer aufgefullt und erneut zentrifugiert. Laut Herstellerangaben wird
durch das dreimalige Auffullen und anschlieBendes zentrifugieren der Puffer ersetzt.
Die Zentrifugationsschritte beziehungsweise das Waschen wurden nach dem
Protokoll des Herstellers durchgefuhrt. Die Proteine im neuen Puffer wurden bis zur

weiteren Verwendung auf Eis gelagert.

4.2.5.12 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Die Immunfluoreszenz-Mikroskopie nutzt die spezifische Bindung von Antikérpern zu
ihrem Antigen, um fluoreszierende Farbstoffe an Epitope von Proteinen innerhalb
einer Zelle zu richten. Durch die Kopplung der sekundaren AntikGrper mit
Fluoreszenz-Farbstoffen, welche bei spezifischer Anregung mit einem Laser eine
bestimmte Wellenlangen emittieren, wird die Visualisierung der Lokalisation des

Zielmolekdls in der Probe ermoglicht.
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Aus einer Ubernachtkultur von Tetrahymena wurden 1,5 ml von in der
logarithmischen Wachstumsphase befindlichen Zellen mit einer Zellzahl von 10° in
ein 1,5 ml groBes ReaktionsgefaB Uberflhrt und mit CdCL; (2,5 pg/ml) fir 45 min bei
30 °C induziert. Danach wurden die Zellen mit 1.100xg zentrifugiert und mit 10 mM
Tris-HCI pH 7,5 gewaschen. Das Zellpellet wurde in PHEM-Puffer (60 mM PIPES; 25
mM HEPES; 10 mM EGTA und 2 mM MgCl,, pH 6,9) (Schliwa und van Blerkom,
1981) resuspendiert. Die anschlieBende Praparation der Proben erfolgte nach einem
modifizierten Protokoll von Gaertig und Fleury (1992). Die Zellen wurden durch die
Hinzugabe von 4%igem PFA 10 min bei Raumtemperatur auf einem Rotor mit
standiger Bewegung (MACSMix™ Tube Rotator) fixiert. Daraufhin wurden die Zellen
bei 500xg zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. AnschlieBend wurden
die Zellen mit PHEM mit 0,1% (v/v) Triton-x 100 und 0,1 M Glycin 5 min bei
Raumtemperatur rotierend zur Permeabilisierung der Zellmembran inkubiert, sodass
die Antikdrper an ihre spezifische Epitope in der Zelle binden konnten. Um
unspezifische Bindungen der AntikOrper zu reduzieren, wurden die Zellen erneut
zentrifugiert und zur Sattigung fur 1 h mit einem Blocking-Puffer (PBS mit 1% (w/v)
BSA) bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden mit den priméren Antikérpern,
die zuvor in PBS mit 0,1% (w/v) BSA in bestimmten Konzentrationen verdinnt
wurden (a-GFP 1:100, a-Tub 1:100, a-MRNO51 1:10), 1 h bei Raumtemperatur oder
optional tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurden drei Waschritte mit PBS
mit 0,05% (v/v) Triton x-100 durchgeflihrt. Die Fluorophore gekoppelten Sekundéar-
Antikérper (Alexa fluor 488, anti Kaninchen, IgG 1:1.000; Alexa fluor 595, anti Maus,
lgG 1:1.000, Alexa fluor 633, anti Ratte, IgG 1:1.000) wurden fir 1 h bei
Raumtemperatur mit den Zellen inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen erneut
drei Mal mit PBS mit 0,05% (v/v) Triton-x-100 gewaschen. Von den fixierten Zellen
wurden unterschiedliche Verdinnungen mit PBS angesetzt, von denen jeweils 10 pl
auf eine Flache entsprechend der GréBe eines Deckgldschens auf den Objekttrager
gegeben wurden. Die Hinzugabe von 10 ul Vectashield Mounting Medium mit 4’,6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI) (Vecta Labs Inc.) diente erstens der Markierung von
DNA und zweitens der Fluoreszenzerhaltung. AbschlieBend wurden die Proben mit
einem Deckgléschen, das mit Glycerol-Gelatine (Sigma-Aldrich) umrandet wurde,
versiegelt. Die Proben wurden vertikal in entsprechenden Boxen im Dunkeln bei 4 °C

gelagert. Die mikroskopischen Aufnahmen der Proben erfolgten am Nikon Eclipse Ti
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oder am LSM 710 (Zeiss) am |Institut fur Stoffwechselphysiologie der

Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf.

4.2.6 Klonierungsarbeiten

4.2.6.1 Anzucht von Escherichia coli

Die im Rahmen der Klonierungsarbeiten verwendeten Flissig- als auch Festmedien
wurden nach Standardprotokollen von Sambrook et al. (1989) angefertigt. Zur
Selektion bei Transformation oder Anzucht von positiven Klonen wurden die

jeweiligen Medien mit entsprechenden Antibiotika versehen.

4.2.6.2 Amplifizierung von DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient der
Amplifizierung spezifischer DNA-Sequenzen von Matrizen unter der Verwendung
spezifischer Oligonukleotinde (engl. primer) und dem Enzym DNA-Polymerase
(Mullis et al. 1992). Fur die Amplifikation von Sequenzen zur Klonierung wurde die
Phusion® Polymerase (Biolabs) verwendet, die eine Korrekturlese-Funktion (engl.
proof-reading) besitzt. Durch diese Funktion werden falsch verknlpfte Nukleotide
erkannt und korrigiert. Die Reaktionsansatze, welche DNA, Oligonukleotide, dNTPs,
Puffer und Polymerase enthalten sowie das PCR-Programm fir PCR-Thermocycler,
wurden gemdaB des Herstellerprotokolls angesetzt beziehungsweise durchgefuhrt.
Die Uberpriifung der PCR erfolgte per Gel-Elektrophorese. Hierfir wurden die
Proben mit dem entsprechenden Volumen an 10-fachem Ladepuffer (0,4% (w/v)
Bromphenolblau; 0,4% (w/v) Xylencyanol; 1 mM EDTA, pH 8,0; 20% (v/v) Ficoll)
versetzt und auf einem 1%igen (w/v) Agarose-Gel mit 0,3 pl/ml Ethidiumbromid
aufgetragen. AnschlieBend wurden die Proben durch Anlegen einer Spannung
elektrophoretisch getrennt (Sambrook et al, 1989). Das mit DNA interkalierende
Ethidiumbromid wurde mit der Bestrahlung von UV-Licht sichtbar gemacht und

fotografisch dokumentiert.
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4.2.6.3 Elution von DNA aus Agarose-Gelen

Zur Elution von DNA-Fragmenten wurde das QlAquick® MinElute Gel Extraction Kit
(QIAGEN GmbH) verwendet. Das Kit basiert auf einer Binde-Wasch-Prozedur und
nutzt QIAquick® Saulen mit einer Silikamembran, welche die Bindung von DNA
durch Herstellung eines sauren pH-Werts mittels eines Hochsalzpuffer ermdglichen.
Die Elution geschieht mittels eines Puffers mit geringem Salzgehalt, wie zum Beispiel
destillietem Wasser. Dadurch werden Verunreinigungen wie Enzyme, Salz und
Agarose beseitigt und die konzentrierte DNA kann fir eine Vielzahl von

nachfolgenden Anwendungen genutzt werden.

4.2.6.4 Klonierung von PCR-Produkten in den pJet1.2 Vektor

Das CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher) ist ein Selektionssystem fir die
Klonierung von PCR-Produkten, die mit einer DNA-Polymerase mit Korrekturlese-
Funktion erzeugt wurden. Ligierte Produkte kdnnen vervielfaltigt beziehungsweise
per Sequenzierung Uberprift werden. Die Ligation wurde nach dem Protokoll des
Herstellers durchgefuhrt. Fur die Transformation wurden von dem Ligationsansatz
5 pl zu 100 pl ultrakompetente Escherichia coli Zellen (XL1-Blue) hinzugegeben und
anschlieBend fur 20 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen auf LB-Agar-
Platten mit Ampicillin ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Gewachsene
Bakterienkolonien wurden zur Inokulation von 5 ml LB-Medium (1% (w/v) NaCl; 1%
(w/v) Bacto-Trypton; 0,5% (w/v) Hefe-Extrakt), welches zwecks Selektierung mit

Ampicillin versetzt war, Uber Nacht bei 37 °C und 260 rpm inkubiert.

4.2.6.5 Plasmidpréparation, Sequenzierung und Klonierung in den Zielvektor

Die Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mittels des NucleoSpin®
Plasmid-Kits (Macherey-Nagel). Geerntete Bakterien wurden durch das Prinzip der
alkalischen Lyse aufgeschlossen und deren DNA (dber Sé&ulen mit einer
Silikamembran isoliert. Die Hinzugabe von Hochsalzpuffer diente der Neutralisierung
der Lyse und zur Herstellung der geeigneten Bedingungen flr die Bindung der DNA
an die Silikamembran. Aliquots der isolierten Plasmid-DNA wurden anschlieBend
zwecks Sequenzierungen an Metabion MWG Operon (Ebersberg) weitergleitet und
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die  Sequenzierungsergebnisse mit der Sequencher Software Uberprift. Von
positiven Klonen wurde das Amplifikat aus dem pJet1.2-Vektor restringiert (Inserts)
und per Gelelution isoliert. Des Weiteren wurde der Zielvektor mit den gleichen
Restriktionsendonukleasen linearisiert. Die Ligation des Inserts erfolgte Uber
Restriktionsschnittstellen, die vorher an die zu amplifizierende Sequenz angefligt
wurden. Die Ligation von Insert in den Zielvektor wurde mit dem Quick Ligation™ Kit
(NEB) und durch die vom Hersteller empfohlenen Reaktionsansatze durchgeflhrt.
Der Ligationsansatz wurde zur Transformation von E. coli XL1-Blue-Zellen genutzt,
welche anschlieBend auf LB-Platten ausplattiert wurden. Positive Klone wurden zur
Inokulation von 5 ml LB-Medium genutzt, welche am Tag darauf zur

Plasmid-Praparation genutzt wurden.

4.2.7 Isolation von Proteinen via FPLC

Die fast protein liquid chromatography (FPLC) ist eine Technik zur Analyse
beziehungsweise Isolierung von Proteinen, die durch ein Zweipumpensystem
angetrieben wird. Die Trennung der Proteine geschieht mittels Puffern, die zum
Transport der Proteine dienen und mit Hilfe von Gel-Saulen, welche je nach
Beschaffenheit des Saulenmaterials Proteine binden oder diese nach ihrer GroBe
trennen kénnen. Alle Schritte werden durch die Messung der Absorption nach der

Séule photometrisch verfolgt.

4.2.7.1 Isolierung von Fusionsproteinen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Fusionsprotein GST-MRNO51 Uber eine 5 ml
fassende GSTrap Séaule (GE Healthcare), die eine Bindung von Glutathion-S-
transferase (GST) markierten Proteinen erlaubt, isoliert. Zunachst wurde die Saule
mit ihrem flanffachen Volumen mit PBS &quilibriert. AnschlieBend wurden 40 ml
Proteinlysat durch eine der Pumpen in das System geladen. Protein, welches nicht
an die Saule gebunden hatte, wurde anschlieBend mit PBS von der Séule entfernt bis
kein unspezifisches Protein mehr gemessen wurde. Das Fusionsprotein wurde mit
einem glutathionreichen Puffer durch Uberséttigung der Saule eluiert.

Um den GST-Tag von dem Zielprotein zu entfernen, wurde das Fusionsprotein mit
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der Serinprotease Thrombin (50 U in 100 ul PBS), welche spezifisch zwischen dem
Tag und dem MORN-Protein restringiert, fir 12 h bei Raumtemperatur inkubiert. Der
Puffer der Proteinlésung mit dem restringierten Tag sowie dem MORN Protein wurde
durch PBS ausgewechselt und anschlieBend auf 1 ml konzentriert (Kapitel 4.2.5.11).
Das konzentrierte Proteinlysat wurde per Injektion auf die Saule geladen. Das
Zielprotein wurde nicht gebunden und der GST-Tag wurde mit dem entsprechenden

Puffer von der Saule eluiert.

4.2.7.2 Isolierung von Antiképern

5 ml Blutserum der immunisierten Tiere wurde zunachst in 40 ml
Aquilibrierungspuffer (50 mM NagPO,4; pH 7,0) gewaschen und anschlieBend per
Pumpe auf die zuvor Aaquilibrierte 1 ml IgG Saule (GE Healthcare) geladen.
Verunreinigungen wurden durch den Aquilibrierungspuffer von der Séule gewaschen
bis kein unspezifisches Protein mehr gemessen wurde. Spezifisch gebundenes
Protein wurde durch einen sauren Elutionspuffer (100 mM Glycine-HCI; pH 2,7) von
der Saule geldst und zur Neutralisierung in einem alkalischen Puffer (1 M Tris; pH 9)
fraktioniert. AnschlieBend wurde der Puffer des isolierten Antikérpers gegen TBS
(140 mM NaCl; 50 mM) gewechselt und mit 0,02% Azid und 4% Glycerin versetzt.

Die Antikérper wurden bis zum weiteren Gebrauch bei -20 °C gelagert.

4.2.8 Kristallisationsansatze

Microbatch Methode

Das Verfahren zur Kristallisation nach der Microbatch-Methode nach Chayen et al.
(1990) dient als sog. Miniatur-Methode fir erste Kristallisationsversuche
einschlieBlich Screening, Optimierung und letztendlich der Ernte von Kristallen. Das
Microbatch-Verfahren beruht auf dem Batch-Verfahren und beinhaltet die
Kombination des Proteinlysats mit Fallmittel, Puffer und ggf. weiteren Zusatzen, wie
zum Beispiel Lipiden. Alle eingesetzten Losungen werden zu gleichen Volumina,
typischerweise 1 ul pro Well, in 72-Well Terasaki Platten pipettiert. Jedes Well wird
anschlieBend mit Mineraldl abgedeckt, um die Evaporation des Reaktionsansatzes
zu verhindern. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 1 pl Proteinldsung mit 1 ul der

Kristallisationslésungen (Fallmitel) von kommerziell erhéltlichen Kits pro Well in einer
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72-Well Terasaki Platte gemischt und vorsichtig mit Mineraldl Uberschichtet.

AnschlieBend wurden die Platten bei 20 °C gelagert.

Lipidic Sponge Phase

Zur Herstellung einer artifiziellen Membran (Lipidic Sponge Phase) wurde zunachst
Monoolein bei 37 °C unter stdndigem Schutteln geschmolzen. AnschlieBend erfolgte
die Hinzugabe von 1% (w/w) Lipid, wobei hier DAG verwendet wurde. 130 g PEG
400 wurden in 100 pyl 25 mM Tris-HCI pH 7.0 gelést, daraufhin zu 100 mg der
gelésten Monoolein/Lipid Emulsion hinzugegeben und tber Nacht bei 37 °C unter
stédndiger Rotation inkubiert. Die Kristallisationsansatze wurden mit folgenden
Volumina angesetzt: 1 pyL Lipidic Sponge Phase, 1 pyL Proteinlésung und 1 pL

Fallmittel.

4.2.9 Strukturaufklarung
Die Strukturaufklarung von Proteinen ist eine Methode zur Bestimmung der
dreidimensionalen Struktur, die wiederum zum Verstdndnis der Funktion von
Proteinen beitragen kann. Fur die Strukturbestimmung wurden in dieser Arbeit zwei
verschiedene Techniken verwendet: namlich die Réntgen-Strukturanalyse und die
magnetische Kernspinresonanzspektroskopie (NMR).

Von den mehr als 100.000 makromolekularen Strukturen, die zur Zeit (Stand
Mérz 2015) in der Protein Data Bank (PDB) hinterlegt sind, wurden etwa 87% durch
Kristallisation und anschlieBende Rontgenstrukturanalysen bestimmt. Des Weiteren
wird die Bedeutung dieser Methode durch mit Nobelpreis ausgezeichneten
Strukturaufklarungen wiedergespiegelt, einschlieBlich der von DNA (Watson und
Crick 1953), Vitamin B12 (Hodgkin et al. 1957) und Ribosomen (Schluenzen et al.
2000). Fur die Rontgen-Strukturanalyse mussen die zu analysierenden Proteine in
Kristallen vorliegen, welche im Rahmen dieser Arbeit durch das Microbatch
Verfahren angesetzt wurden. Liegen Proteinkristalle in geeigneter GréBe vor, kdnnen
diese geerntet und anschlieBend in einer Rontgenanlage mit Rontgenstrahl zwecks
Strukturanalyse punktuell bestrahlt werden. Die Tertiarstruktur des Proteins kann
durch ein sog. Diffraktionsmuster, welches durch die Beugung der Rdntgenstrahlen

an den kristallinen Proteinen entsteht, bestimmt werden (Smyth und Martin 2000).
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Die im Rahmen dieser Arbeit mit I6slichen Proteinen durchgefihrte NMR
Spektroskopie basiert auf der sog. magnetischen Kernresonanz, die aus der
Interaktion zwischen der Stéarke eines magnetischen Dipols von Atomkernen der
Probe in einem induzierten Magnetfeld und einem magnetischen Feld wechselnder
Polung resultiert (Marion 2013). Die vielen Hundert bis mehreren Tausend
NMR-Peaks im Chromatogramm werden anschlieBend sequenzspezifisch dem
Protein zugeordnet. AuBerdem dienen bioinformatische Programme zur strukturellen
Interpretation der NMR-Daten und der Bewertung der resultierenden
Molekulstrukturen (Wuthrich 2001).

4.2.10 Bioinformatische Methoden
Alle Sequenzen von Proteinen mit MORN-Doméanen wurden von der InterPro

Datenbank (http://www.ebi.ac.uk/interpro/) (Hunter et al. 2012) extrahiert und far

weitere Analysen wie zur Vorhersage der Domanenarchitektur mit dem
Simple Modular Architecture Research Tool (SMART,

http://smart.embl-heidelberg.de/smart/change_mode.pl) (Letunic et al. 2006; Letunic

et al. 2012) genutzt. Mit dem Programm phyloT (http:/phylot.biobyte.de/, Biobyte

solutions GmbH) wurden phylogenetische Stammbaume auf der Grundlage der
NCBI-Taxonomie generiert. Anhand von taxonomischen Namen von Spezies
innerhalb einer Familie mit den meisten MORN-Proteinen wurde ein Baum im
gewahlten Ausgabeformat erzeugt, welcher durch das online Programm Interactive
Tree Of Life (http:/itol.embl.de/index.shtml) (Letunic und Bork 2007; Letunic und

Bork 2011) in einem Rundbaumlayout dargestellt wurde.
Trichomonas Vaginalis Sequenzen wurden von Trichdb

(http://trichdb.org/trichdb) (Aurrecoechea et al. 2009) extrahiert und die Sequenzen

aller Tetrahymena thermophila Gene wurden der Tetrahymena Genome Database

(http://ciliate.org) (Stover et al. 2006) entnommen. Die entsprechenden

Expressionsdaten der Gene wurden von der Tetrahymena Functional Genomics
Database (TetraFGD, http://tfgd.ihb.ac.cn/) (Xiong et al. 2013) extrahiert. Das
Programm Matlab (Mathworks) wurde mit den Funktionen pdist und linkage zur
Generierung der Pearson Korrelation sowie zur Visualisierung der Analysen der Ko-

Expression genutzt. Fir die Analyse von Sequenzdaten wurden die Programme
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Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul und Lipman 1990; Altschul et
al. 1997) (blast.ncbi.nim.nih.gov) sowie Sequencher 5.1 (Gene Codes) verwendet.
Fir die Proteinstruktur und die Funktionsvorhersage wurden die Programme
PSIPRED (Psi-blast based secondary structure prediction)
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) (McGuffin et al. 2000), sowie I|-TASSER
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) (Zhang et. al 2015) genutzt,

dessen Analyse auf bereits bekannten Proteinstrukturen basiert. Weitere Analysen
zur sekundaren Struktur wurden mit der HCA-Methode (hydrophobic cluster
analysis)  (http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr)  (Callebaut et al. 1997)
durchgefiihrt. Die Bearbeitung von Bildern erfolgte mit Imaged 1.49a (Collins 2007),
Photoshop Elements 10 (Adobe) und die lllustration von Grafiken mit lllustrator CS4
(Adobe).
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5. Ergebnisse

5.1 MORN-Proteine sind eine ubiquitar auftretende Protein-Familie
MORN-Proteine wurden schon in mehreren Organismen einschlieBlich Saugetieren,
Pflanzen, Apicomplexa und Bakterien, identifiziert (Abb. 3). Um dennoch einen
allgemeinen Eindruck Uber die Verteilung von MORN-Proteinen zu bekommen und
zu evaluieren, ob gewisse Spezies expandierte MORN-Familien aufweisen, wurde
zunéchst ein Dendrogramm, basierend auf der NCBI-Taxonomy, generiert. Abbildung
5A zeigt das entsprechende Dendrogramm mit jeweils der Spezies, welche die
meisten MORN-Proteine innerhalb einer biologischen Familie aufweist. Zudem zeigt
das Dendrogramm, dass MORN-Proteine ubiquitar verteilt sind. Das heiBt sie
kommen in Bakterien, Archaeen und Eukaryonten, sprich in den drei von Woese et
al. (1990) definierten Doméanen der Lebewesen, vor und sind auBerdem noch in
Viren vorhanden. Unter den Chordatieren weist der Homo sapiens, gefolgt von Maus,
Rhesusaffe (M. Mulatta) und WeiBbuschelaffe (C. jacchus) die gréBte Diversitat an
MORNSs auf. Weitere erwahnenswerte Spezies sind der Zebrafisch (D. rerio) sowie
der Kugelfisch (T. rubripes), welche deutlich mehr MORN-Proteine codieren als ihre
nachsten Verwandten. Bakterien exprimieren fast 40% der bekannten
MORN-Proteine (Abb. 5B). Die Gram-positiven Firmicutes besitzen die grdBte
Gesamtanzahl an MORN-Proteinen (Abb. 5B), wobei die meisten Spezies aber nicht
mehr als 11 MORN-Proteine besitzen. Unter den Bakterien besitzt das
Betaproteobacteria Neisseria meningitidis die meisten MORNs (28).

Im Allgemeinen zeigen die unizellularen Ciliaten unter den Eukaryonten die
gréBte Diversitdt an MORN-Proteinen. Nichtsdestotrotz besitzen nicht alle Ciliaten
eine stark expandierte MORN-Familie, so codieren die basalen Ciliaten wie E. uhligi,
O. trifallax und E. caudatum jeweils nur ein MORN-Protein. Im Gegensatz dazu
stehen T. thermophila, I. multifilis, welche weit Uber 130 MORNs besitzen, und
Paramecium tetraurelia, welche mit 466 MORNS die Spezies mit den meisten

Proteinen dieser Familie ist.
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Abbildung 5: A) Phylogenetische Verteilung der MORN-Protein-Familie unter Bakterien, Archaea und
Eukaryonten. Das Dendrogramm zeigt die Spezies mit den meisten MORN-Proteinen innerhalb einer
Familie. Einige Spezies sind aufgrund ihrer relativ hohen Anzahl an MORN-Proteinen hervorgehoben:
a) Neisseria meningitides (28), B) Trypanosoma cruzi (70), y) Toxoplasma gondii (36), d) Oryza
sativa (36), €) Nematostella vectensis (25), ¢) Danio rerio (27), n) Takifugu rubripes (34). Rechts:
Detaillierter Einblick in das Phylum Firmicutes und Proteobacteria, in die expandierte MORN-Familie
der Ciliaten und den Stamm der Euarchontoglires. B) Verteilung aller MORN-Proteine in %,
zusammengefasst in phylogenetischen Taxa.

Weitere Protisten mit gr6Beren MORN-Familien im Vergleich zu ihren néchsten
Verwandten sind die Parasiten Trypansoma cruzi und Toxoplasma gondii mit 70
beziehungsweise 36 MORNSs. Letzterer Parasit gehért zu den Apicomplexa, welche
u. a. mit den Ciliaten das Superphylum Alveolata bildet. Plasmodium falciparum, ein

anderer Apicomplexa Parasit, codiert nur 12 MORN-Proteine.

5.2 MORN Proteine von Tetrahymena thermophila
Das Genom des Cilliaten Tetrahymena thermophila codiert laut Interpro Database
132 verschiedene Proteine, welche mindestens 1 bis maximal 32 MORN-Motive

aufweisen (Abb. 6C). Der Vergleich dieser Proteine zeigte, dass das 14 Aminoséuren
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lange und stark konservierte MORN-Motiv in unterschiedlicher Anzahl und variierend
innerhalb eines Proteins angeordnet sein kann. Im Allgemeinen kann zwischen
MORN-Proteinen mit dem Motiv am Amino-Terminus, am Carboxy-Terminus, mit
einer mittigen Anordnung oder einer Anordnung, welche sich Uber die gesamte
Lange des Proteins streckt. Des Weiteren kénnen MORN-Motive mit funktionellen

Domanen, einschlieBlich Calmodulin-bindende Doménen, Zinkfingerdoménen,
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Abbildung 6: Das MORN-Motiv ist im hohen MaBe konserviert unter Eukaryoten und in 129
exprimierten Proteinen von Tetrahymena thermophila prasent. A) Das Sequenz Logo wurde aus 630
individuellen MORN-Motiven von 100 Proteinen aus 10 verschiedenen Organismen generiert und
zeigt die konservierte Natur des 14 Aminosauren langen Motivs. B) Vier exemplarische MORN
Proteine als Reprasentanten fiur die drei Hauptklassen: (i) Das MORN-Motiv befindet sich am N-
Terminus (N; helles grin), oder (ii) am C-Terminus (C; dunkles griin), oder (iii) andernfalls
durchgehend im Protein oder in Kombination mit anderen bekannten Domé&nen wie zum Beispiel dem
IQ Motiv (O; gelb). C) Expressions Profile von 129 Tetrahymena thermophila MORN Protein
codierenden Genen (x-Achse) wahrend der logarithmischen Wachstumsphase (L), der 24-stiindigen
Hungerphase (S) und wéhrend der 18-stiindigen Konjugationsphase (C). Die Nummer der MORN-
Motive in jedem Protein ist durch einen gelben bis roten Gradienten angegeben. Die Gene sind
entsprechend ihrer korrelierenden Ko-Expressions Werte innerhalb der drei verschiedenen
Konditionen sortiert. Die Expression Werte sind dargestellt in arbitrary units (AU; y-Achse). Die
individuellen Expression Werte sind in Tabelle S1 angeben. Die Assoziationen der MORN-Doménen
(wieder N, C oder O) mit anderen Proteindoménen sind dargestellt durch zusétzliche farbliche
Rechtecke: SK, Serin/Threonin-Proteinkinasen; PK, Phosphokinase; 1Q, 1Q-Motiv; ZF,

Zinkfingerdoméane; TM, Transmembran-Doméne; LRR, Leucin-reiche-Wiederholung; WDA40,
Tryptophan-Asparaginsaure-Propeller-Doméne; SAM, Sterile-Alpha-Motiv. (Habicht et al. 2015).

/
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Transmembrane-Doméanen und mit der WD-40-Propellerstruktur (Fig. 6C; Tabelle S1)
assoziiert sein.

Fir einen Uberblick wurden alle Tetrahymena thermophila MORNs nach der
Lokalisation der MORN-Doméanen sowie der Assoziation mit weiteren Domé&nen und
anschlieBend nach der Aminosé&urenlange sortiert und daraufhin in der Tetrahymena
Genome Database annotiert. Die Tetrahymena MORN-Sortierung resultierte in drei
Klassen: (i) MORN-Motive, welche in erster Linie am N-Terminus lokalisieren
(MRBNN, 17 Proteine); (i) MORN-Motive, welche vorwiegend am C-Terminus
lokalisieren (MRNC, 60 Proteine), und (iii), Proteine, deren MORN-Motive
durchgehend im Protein lokalisieren und/oder mit anderen Domanen mit bekannter
Funktion assoziiert sind (MRNO, 55 Proteine) (Abb. 6B und C; Tab. S1).

Basierend auf Microarray-Daten, extrahiert von der Tetrahymena Functional
Genomics Database (TetraFGD), wurden die verfliigbaren Expressions-Profile von
129 der 132 MORN-Motiv codierenden Gene anhand ihrer Ko-Expression wahrend
ihrer logarithmischen Wachstumsphase, der Hungerphase und wé&hrend der
Konjugation gruppiert. Die Gene, welche MORN-Proteine kodieren zeigen im
Wesentlichen vier verschiedene Expressions Muster: (i) die erste Gruppe an Genen
sind sogenannte ‘housekeeping MORNSs’, welche ein durchgehend hohes Level an
Expression wahrend aller analysierten Zeitpunkte aufzeigen; (ii) die zweite Gruppe
besteht aus Genen die wahrend der logarithmischen Wachstumsphase,
Hungerphase und spateren Konjugation eine hohe Expression aufweisen; (iii) die
dritte Gruppe beinhaltet Gene welche eine besonders hohe Expression wahrend der
frihen Konjugation aufweisen; (iv) die vierte Gruppe, welche auch die Mehrheit der
MORN codierenden Gene ausmacht, weist eine grundsétzlich niedrige Expression
auf. Abbildung 6C zeigt jedoch, dass keine Verbindung zwischen einem bestimmten
Expressionsprofil zu den Motiv-Lokalisationen, der Doméanen-Kompositionen oder

der Assoziation mit anderen funktionellen Proteindoméanen besteht.

5.3 Expression und Isolierung von MRNO51
Die unbekannte Funktion von MORN-Motiven sollte durch die Lokalisation eines
endogenen MORN-Proteins durch Antikérperherstellung sowie die Prufung der Lipid-

bindenden Eigenschaft von MORN-Doméanen und Strukturanalyse durch
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Kristallisation und NMR Spektroskopie charakterisiert werden. Zu diesem Zweck
wurde das Protein MRBNO51 (Ttherm_00584930), welches ein Homolog von
PMORN1 (PF3D7_1031200) und TgMORN1 (TGME49_310440), bereits
untersuchten MORN Proteinen der Apicomplexa Plasmodium beziehungsweise
Toxoplasma, (Ferguson et al. 2008; Gubbels 2006; Lorestani et al. 2010) ist,

zunéachst Gberexprimiert und anschlieBend Isoliert.

a 5|0 1 IOO 1|50 2|OO 2|50 3|00 ml ? 1|0 2;0 3|0 AFO 50 E|30 ml
|
I I I I I I I I T I T I T
/e - GST:MRNO51 100% || ™Y - GST und MRNO51 100%
Isolierungs- Isolierungs-
Profil (mAU) Profil (mAU)
2500 Elutions Puffer (%) Elutions Puffer (%)

-- Injektion Probe
800

2000

600

1500

400
1000

200
500

0 0% 0 0%

Abbildung 6: Spektren der Isolierung von GST::MRNO51 und der Trennung von GST und MRNO51
per fast protein liquid chromatography. A) lsolierungs-Profil von GST:MRNO51, welches durch
Messen der Absorption (mAU, blaue Linie) verfolgt wird. 40 ml aufgeschlossenes Gesamtzelllysat
wurden auf eine GST-Tag spezifische Saule (GSTrap FF) geladen, unspezifisches Protein wurde mit
170 ml von der Saule gewaschen und an der S&ule gebundene Proteine wurden durch den Einsatz
von 100% des Elutionspuffers eluiert. Die eluierten Proteine wurden in den Fraktionen A, B und C mit
jeweils 9 ml gesammelt. B) Mit Coomassie geférbtes SDS-Gel der entsprechenden Fraktionen. Spur 1,
2, 3: Gesamtzelllysat nach Zellaufschluss, vor der Zentrifugation und nach der Zentrifugation; Spur 4:
Isoliertes GST::MRNOS51 aus Fraktionen A und B; Spur 5: Fraktion C. Pro Spur wurden jeweils 30 pl
aufgetragen. C) Spektrum der Trennung des restringierten GST-Tag von MRNO51. Injektion von
MRNOS51 und restringiertem GST-Tag auf die GSTrap FF Saule (rot). MRNO51 bindet nicht an die
Séaule und wird in Fraktion D gesammelt, der GST-Tag wird mit 100% Elutionspuffer eluiert und in den
Fraktionen F und G gesammelt. D) Mit Coomassie gefarbtes SDS-Gel der entsprechenden Fraktionen.
Spur 1: Ungetrennte, injizierte Probe; Spur 2: MRNO51 aus Fraktion D; Spur 3: Kein Protein aus
Fraktion E; Spur 4 und 5: GST-Tag aus Fraktionen F und G.
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Da Tetrahymena nur TGA als Stopcodon erkennt, wahrend die zwei Codons TAA
und TAG fir Glutamin in Ciliaten codieren, musste fiir die Uberexpression in E. coli
eine Variante von MRNO51 designt werden, in der die TAA und TAG Codons durch
CAA oder CAG ersetzt wurden. Ein entsprechendes Plasmid wurde von der Firma
Gentec synthetisiert und anschlieBend in einen Vektor mit einem N-terminalen
Glutathion S-transferase (GST) Tag kloniert. E. coli BL21-Zellen wurden mit dem
Vektor transformiert und anschlieBend zur Uberexpression von GST:MRNO51
genutzt, pelletiert, aufgeschlossen und der Uberstand per Zentrifugation von den
Zelltrimmern getrennt.

Abbildung 7A zeigt das Spektrum des spezifischen Isolierungssprofils von
GST::MRNO51. Nach einem ausgiebigen Waschschritt wurde GST::MRNO51 mit
einer Konzentration von 100% des Elutionspuffers (in Prozent, griine Linie) eluiert,
was durch einen Anstieg der Absorption (mAU, blaue Linie) nachgewiesen werden
konnte. Das eluierte Protein wurde in 9 ml Fraktionen gesammelt, deren Inhalt
anschlieBend per SDS-PAGE auf das Molekulargewicht Uberpruft wurde. Abbildung
6B zeigt das entsprechende SDS-Gel, welches zuvor mit Coomasie geféarbt wurde,
mit dem Gesamtzelllysat nach Zellaufschluss, vor der Zentrifugation und nach der
Zentrifugation (Spur 1, 2, 3), sowie das isolierte Protein in den gesammelten
Fraktionen A und B (Spur 4).

Spuren 1 bis 4 weisen eine deutliche Bande bei 70 kDa auf, welche der zu
erwartenden GroBe des Fusionsproteins (MRNO51: 49 kDa; GST: 26 kDa)
entspricht, wobei letztere Spur frei von Verunreinigungen ist und nur das isolierte
GST::MRNO51 aufweist. Spur 5, welche Fraktion C entspricht, enthalt kein Protein
sondern nur Elutionspuffer. Die isolierten Fraktionen wurden gesammelt und
anschlieBend konzentriert und der Elutionspuffer wurde gegen den gewdlinschten
Puffer fir anschlieBende Anwendungen ersetzt. Isoliertes GST::MRNO51 wurde fir
die Immunisierung (Kapitel 5.4) sowie fir alle Tests der Lipid bindenden Eigenschaft
von MORN-Proteinen (Kapitel 5.5) verwendet.

Far Strukturanalysen, sprich Kristallisation und NMR-Spektroskopie, wurde der
GST-Tag mit Hilfe von Thrombin von dem MORN-Protein restringiert. AnschlieBend
wurden Tag sowie Zielprotein per FPLC voneinander getrennt. Dies wird in dem
entsprechenden Spektrum in Abbildung 7C gezeigt. Nach der Injektion des

Restriktionsansatzes (rote Linie) wird ein Anstieg der Absorption von ca. 1000 mAU
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(blaue Linie) verzeichnet, bei dem es sich um ungebundenes Protein
beziehungsweise MNRO51 handelt. Weiterhin wird ein Anstieg der Absorption,
welche dem Tag entspricht, nach dem Einsatz des Elutionpuffers gemessen. Die
getrennten Proteine wurden in Fraktionen von 9 ml gesammelt und anschlieBend per
SDS-PAGE uberprift.

Abbildung 7D zeigt das Abbildung 7C entsprechende, mit Coomasie gefarbte
SDS-Gel zum Chromatogramm nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der
Fraktionen. Der Restriktionsansatz korrespondiert mit Spur 1, in welcher der GST-
Tag und MRNOS51 bei ihrer entsprechenden GréBe von 26 beziehungsweise 49 kDa
migrieren. Fraktion D, welche Spur 2 entspricht, beinhaltet nur MRNO51. Fraktion E
(Spur 3) enthélt nur Waschpuffer und die Fraktionen F und G (Spur 4, 5) beinhalten
nur den GST-Tag.

5.4 Antikérper-Synthese gegen MRNO51

Zur Herstellung eines polyklonalen Antikérpes gegen MRNO51 wurde das Protein
zunachst Uberexprimiert und anschlieBend Isoliert (Kapitel 5.3). Die Firma
Eurogentec (KéIn, Germany) wurde mit der Immunisierung beauftragt und nutzte pro
Immunisierung 0,3 mg von GST::MRNO51. Zur Immunisierung wurden zwei Ratten,
Klon SYR156 und SYR157, verwendet. Beide Ratten wurden in einem Zeitraum von
18 Tagen vier Mal intraperitoneal immunisiert. Drei Wochen nach der ersten
Immunisierung erfolgte die erste Blutentnahme (Large Bleed) und vier Wochen nach
der ersten Immunisierung die finale Blutenthnahme aus den Ratten (Final Bleed). Die
Seren der finalen Entnahme wurden in 50 mM Natriumphosphat Puffer verdiinnt und
per FPLC Uber eine Immunglobulin G (IgG; GE Healthcare) spezifische Saule
gereinigt, was durch Messen der Absorption verfolgt wurde. Das korrespondierende
Spektrum in Abbildung 8A zeigt, dass zundchst ungebundenes, unspezifisches
Protein von der Saule gewaschen wurde. AnschlieBend wurde der Antikdrper 1gG
durch einen sauren Puffer, der einen sog. pH-Shift verursacht, eluiert und in den
entsprechenden Fraktionen gesammelt. Die gesammelten Fraktionen wurden per
Gelelektrophorese in einem SDS-Gel nach ihrem Molekulargewicht getrennt. Das mit
Coomassie gefarbte Gel (Abbildung 8B) zeigt Banden, die bei einer Héhe von 144,

50 und 22 kDa migrieren. Letztere entsprechen der langen beziehungsweise kurzen
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Kette von IgG, wahrend das Protein von 144 kDa IgG entspricht, das sich aus zwei

kurzen und zwei langen Ketten zusammensetzt.
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Abbildung 7: Herstellung eines polyklonalen Antikdrpers gegen MRNO51. A) Immunglobulin G (IgG)
wurde per FPLC aus dem Blutserum von Ratten, welche zuvor mit GST::MRNO51 immunisiert
wurden, isoliert. B) Eluierte Fraktionen der Proteinisolierung wurden zur Uberpriifung auf ein SDS-Gel
aufgetragen und anschlieBend elektrophoretisch getrennt. Drei Banden migrieren pro Spur bei 144, 50
und 22 kDa, welche IgG, der schweren Kette beziehungsweise der leichten Kette des Antikdpers
entsprechen C) 30 pg (Spur 1), 60 pg (Spur 2), 120 pg (Spur 3) Zelllysat der Tetrahymena Zellenlinie
Cu522 wurden mit dem isolierten spezifischen anti-MRNO51 Antikdrper im Western Blot getestet. In
Spur 2 und 3 wurden bei 49 kDa Banden detektiert, die der vorhergesagten GréBe von MRNO51
entsprechen. D) Immunfluoreszenz-Assay mit Tetrahymena Cu522 Zellen des anti-MRNOS51
Antikérpers. Endogenes MRNOS51 lokalisiert entlang der longitudinalen Mikrotubuli des Ciliaten.
Skalierungsbalken 10 ym.

Nach der Konzentrierung der Fraktionen auf 100 yl wurde der Antikdrper in einem
Immunoblot getestet. Dafir wurden verschiedene Konzentrationen von
Gesamtzelllysat von T. thermophila isoliert (Kapitel 4.2.5.1) und elektrophoretisch
getrennt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem zuvor isolierten anti-MRNO51
Antikbrper mit einer Konzentration von 1:10 sowie die Detektion mit einem
Peroxidase gekoppelten Zweitantikdérper per Chemilumineszenz. In Spur 2 sowie
Spur 3 wurden Banden detektiert, welche unter 55 kDa migrieren und der
vorhergesagten GréBe von MRNO51 (49 kDa) entsprechen. Zusétzlich wurde
anti-MRNO51 auch fir IFAs (Kapitel 4.2.5.12) mit Tetrahymena thermophila Cu552

Zellen verwendet. Abbildung 8B zeigt, dass der Antikérper an Strukturen entlang der
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longitudinalen Mikrotubuli des Ciliaten bindet. Da fir die IFAs, wie schon flr die
Immunodetektion, eine groBe Menge an anti-MRNO51 eingesetzt werden musste,
war der Antikérper fir weitere Experimente bereits verbraucht. Aus diesem Grund

wurden fur weitere Lokalisationsstudien MORN-Proteine mit GFP markiert.

5.5 MRNOS51 bindet spezifisch 1,2-Diacylglycerol, Cardiolipin und
Phosphatidylinositole

Um zu testen ob, MORN-Motive eines Tetrahymena-Proteins die Fahigkeit besitzen,
Phospholipide zu binden, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Fallstudie mit den
MORN-Motiven von MRNO51 durchgefuhrt. Zunachst sollte Uberpruft werden ob die
durch SMART vorhergesagten 14 MORN-Motive, welche fast die gesamte 426
Aminoséauren lange Sequenz von MRNO51 umspannen, generell Phospholipide in
Form von Liposomen binden. AnschlieBend sollte die Fahigkeit der Lipidbindung
durch einen anderen Versuchsansatz bestatigt sowie spezifiziert werden.

Far beide Untersuchungen wurden nach Kapitel 4.2.7 GST::MRNO51
beziehungsweise der Leervektor PGEX-4T-2 als Kontrolle tiberexprimiert und isoliert.
Die zu testenden Proteine wurden konzentriert und die Puffer gegen die
entsprechenden Versuchspuffer ausgetauscht. Die Liposomen wurden nach
puplizierten Protokollen (Im et al. 2007; Lee et al. 2002; Patki et al. 1997) mit einigen
Modifikationen aus Gesamtextraktionen von Phospholipiden aus Sojabohnen
prapariert. Nach der Inkubation der Liposomen mit dem Fusionsprotein
beziehungsweise der Kontrolle wurden die Proben bei Raumtemperatur zentrifugiert.
Der Uberstand (S) sowie das Liposomen-Pellet (P) wurden auf das gleiche Volumen
eingestellt, durch Gelelektrophorese getrennt und anschlieBend per Immunoblot
detektiert. Abbildung 9A zeigt den Immunoblot von drei unabhangig durchgefihrten
Liposomen-binde Tests. GST:MRNO51 befindet sich im Uberstand sowie im
Liposomen-Pellet. Die Kontrolle bindet nicht an Phospholipide und ist nur im
Uberstand vorhanden. Die Bindung der Liposomen an das GST::MRNO51, welche
im Immunoblot dargestellt ist, wurde durch eine densiometrische Messung
quantifiziert. Abbildung 9B zeigt die relative Proteinmenge im Pellet sowie im
Uberstand. GST::MRNO51 liegt zu 70% im Uberstand, wahrend der Rest des

Proteins an Liposomen bindet und sich im Pellet befindet.
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Abbildung 8: Die MORN-Doméane von MRNO51, bestehend aus 14 MORN-Motiven, vermittelt die
Assoziation der Glutathion S-transferase (GST) an Phospholipide, wenn die Doméne an dem
C-Terminus von GST (GST:MRNO51) fusioniert ist. A) Liposomen wurden aus
Sojabohnen-Phospholipiden prépariert. 2 pg des Fusionsproteins, beziehungsweise der Kontrolle
wurden mit 50 pl Liposomen bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend mit 16.000xg
zentrifugiert. Der Uberstand (S) wurde abgenommen und das Liposomen-Pellet (P) im gleichen
Volumen wie der Uberstand aufgenommen. Die im Uberstand und im Pellet enthaltenen Proteine
wurden durch Gelelektrophorese getrennt und anschlieBend per Immunoblot detektiert. B) Die
Bindung der Liposomen an GST-Fusionsproteine wurde durch densitometrische Messungen aus drei
unabhéngigen Experimenten quantifiziert. Die relative Proteinmenge ist als gebunden (Pellet)
beziehungsweise frei (Uberstand) dargestellt. C) Das Fusionsprotein bindet mit einer Konzentration
von 1 pg/ml hauptsachlich an Cardiolipin und an 1,2-Diacylglycerol. Bei einer hdheren Konzentration
vom 100 pg/ml assoziiert GST::MRNO51 auBerdem mit Phosphatidylinositol, Phosphatidylinositol
4-phosphate und Phosphatidylserine. Der isolierte Vektor PGEX-4T-2 nur mit GST diente als
Kontrolle. Auf der rechten Seite ist ein schematischer Membran Lipid Streifen dargestellt: PtdIns,
Phosphatidylinositol; Ptdins4P, Phosphatidylinositol 4-phosphate; Ptdins(4,5)P2, Phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate; PtdIns(3,4,5)P3, Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate.

Fir den Lipid Overlay Assay wurden kommerziell erhéltliche Lipid Membran Streifen
(Echelon Biosciences Inc.) mit Blocking-Puffer geséttigt und anschlieBend mit
GST::MRNO51 beziehungsweise der Kontrolle Gber Nacht inkubiert. Die Membranen
wurden gewaschen und danach wie ein Immunoblot behandelt (Kapitel 4.2.5.10). Bei
einer Konzentration von 1 pyg/ml bindet GST::MRNO51 an Cardiolipin (CL) und an
1,2-Diacylglycerin (DAG). Die Steigerung der Konzentration des Fusionsproteins auf
100 pg/ml resultierte in der Bindung von zusétzlichen Lipiden, wie
Phosphatidylinositol und Phosphatidylserin, mit denen GST::MRNO51, aber nicht die

Kontrolle (GST alleine), interagierte (Abb. 9C). Zusammenfassend zeigen beide
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Tests auf unterschiedliche Art und Weise, dass die MORN-Doméane von MRNO51 in
Verbindung mit einem anderen l6slichen Protein (GST) in der Lage ist, eine Vielzahl

von isolierten Lipiden zu rekrutieren.

5.6 Lokalisation von MORN-Proteinen

5.6.1 Lokalisation von MORN-Proteinen in T. thermophila
Der Liposomen-binde Test sowie der Lipid Overlay Assay demonstrieren, dass
MORN-Motive in erster Linie Proteine an Lipide der Zellmembran binden kdnnen.
Zudem zeigte die Literatur, dass die Anzahl von Motiven, die subzelluléare
Lokalisation beeinflussen kdénnen (Takeshima 2001; Ma 2003), auBerdem ist
ungeklart in welchem AusmaB sich die subzellulare Lokalisation von
MORN-Proteinen unterscheidet, wenn die Zusammensetzung der MORN-Motive in
fast gleich langen Proteinen nahezu
q_ identisch ist. Aus diesem Grund
wurden Fusions-Konstrukte fur vier
L || AL ngl J/—*-'*/ "\ MORN-Proteine (MRNC36,
cl| |t \ TTHERM_01084170;  MRNC38,
- \ / svAncas] TTHERM_00378500;  MRNC39,

MRNC38
/" |avmncss] TTHERM_00590130;  MRNOS5H,

mMRNOS1
EMTT1 TTHERM_00584930) erstellt, um

diese am C-Terminus mit GFP zu

w

Y
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markieren. Die Expression der
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Abbildung 9: A) Vergleich der endogenen
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A M Microarray-Daten extrahiert von TGED.
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Kontrolle des induzierbaren Promotor von MTT1, einem Gen, das konstant niedrig im
Vergleich zu den zu lokalisierenden MORN-Proteinen ist. Durch die Wahl des
geeigneten Promotors kdénnen Expressionsartefakte in  Immunfluoreszenz-
Aufnahmen im Vorfeld vermieden werden (Abb. 10A). Die zu lokalisierenden
Kandidaten, MRNC36, MRNC38, MRNC39 und MRNOS51, weisen eine hohe
Sequenzahnlichkeit untereinander auf. Dennoch besitzen nicht alle Proteine die
gleiche Domanenarchitektur, die schematisch in Abbildung 11 dargestellt ist.
MRNO51 besitzt 14 MORN-Motive, die sich Uber die ganze Lange des Proteins
erstrecken, wahrend die anderen drei Proteine neun am C-Terminus angeordnete
MORN-Motive besitzen.

MRNC36 MRNC38 MRNC39 MRNO51

a-GFP

a-tubulin

merge + DAPI

000000000 000000000 000000000 00000000000000 )

Abbildung 10: Lokalisation von vier MORN-Proteinen in Tetrahymena thermophila. Alle vier
MORN-Proteine zeigen eine unterschiedliche Lokalisation. MRNC36::GFP lokalisiert in Punkten am
apikalen Ende der Zelle (Pfeilspitze), an den kontraktilen Vakuole Poren (CVP; Pfeil) und an der
auBeren Spitze der Cilien (Stern). MRNC38::GFP scheint mit der undulierenden Membran des Oral
Apparatus (OA, Pfeilspitze) assoziiert zu sein. MRNC39::GFP bindet an die gesamte Zellmembran
des Ciliaten. MRNO51::GFP lokalisiert Uberwiegend an den Oral Apparatus (Stern) und den CVPs
(Pfeil). MRNO51::GFP &hnelt der Lokalisation welche fir MRNC36 beobachtet wird, obwohl
besonders die Lokalisation am OA komplett unterschiedlich ist. Unten: Schematische Darstellungen
von der MORN-Motiv-Komposition fiur jedes MORN-Protein sind unter dem jeweiligen Protein
dargestellt. Alle Bilder wurden 45 Minuten nach der induzierten Expression mit CdCl, aufgenommen.
Skalierungsbalken 10 ym. (Habicht et al. 2015).
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Nach einer erfolgreichen Transfektion von Tetrahymena mit den Fusions-Konstrukten
wurden die Kulturen zur Induktion der Fusions-Protein-Expression 45 min mit
Cadmiumchlorid (CdCl,) inkubiert. AnschlieBende Western Blots (Abb. 10b, Spur 1-4)
mit anti-GFP mit Gesamtzellextrakt der entsprechenden Klone zeigen, dass die
Fusions-Proteine (MRNC36::GFP, 70 kDa; MRNC38::GFP, 70 kDa; MRNC39::GFP,
70 kDa; MRNOS51::GFP, 76 kDa) bei der entsprechenden GréBe zu dem
vorhergesagten Molekulargewicht migrieren und dass keine Uberexpressions-
Artefakte oder unspezifische Bindungen des Antikorpers vorliegen.

Um die Lokalisierung der MORN-Proteine in T. thermophila zu bestimmen,
wurden die Zellen zunachst zwecks Induktionen der Fusions-Proteine fur 45 min mit
CdClyinkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und mit anti-Tubulin und anti-
GFP markiert. Die Detektion erfolgte an einem Konfokalmikroskop. Der IFA zeigt,
dass alle vier MORN-Proteine eine unterschiedliche Lokalisation haben.
MRNC36::GFP lokalisiert in Punkten am apikalen Ende der Zelle (Pfeilspitze), an den
kontraktilen Vakuole Poren (CVP; Pfeil) und an der auBeren Spitze der Cilien (Stern).
MRNC38::GFP scheint mit der undulierenden Membran, einer der vier Membranen
des Oral Apparatus (OA, Pfeilspitze), assoziiert zu sein. MRNC39::GFP bindet an die
gesamte Zellmembran des Ciliaten. MRNO51::GFP lokalisiert Uberwiegend an den
OA (Stern) und den CVPs (Pfeil) aber auch entlang der longitudinalen Mikrotubuli.
Dies wurde bereits mit dem selbst hergestellten Antikérper, welcher endogenes
MRNO51 markiert, beobachtet (Kapitel 5.4). MRNO51::GFP &hnelt der Lokalisation,
die fur MRNC36 beobachtet wird. Nichtsdestotrotz zeigt die Lokalisation am OA von
MRNO51::GFP und MRNC39::GFP deutliche Unterschiede.
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5.6.2 Ektopische Expression von MRNO51

MORN-Motive bilden als Doméne ein strukturelles Modul, das von Bakterien bis zum
Menschen konserviert ist (Kapitel 5.1), und Proteinen eine Wechselwirkung mit
Lipiden ermdglicht (Kapitel 5.5). Die universale Funktion des MORN-Motivs sollte mit
der Expression eines Tetrahymena MORN (MRNO51) in E. coli evaluiert werden.
Daflir wurde MRNO51 zunéachst in einen Vektor (6XHIS-mCherryFP) mit einen am

D N-Terminus fluoreszierenden

Protein kloniert. Nach erfolgreicher
Transformation  zeigte = 6XHIS-
mCherryFP-MRNO51, wenn

ektopisch exprimiert, dass es sich

MRNO51

punkférmig in der Abwesenheit von
anderen T. thermophila Proteinen
(Abb. 12) an einem Ende des
Bakteriums akkumuliert, wahrend
die Kontrolle, der Leervektor 6XHIS-

Kontrolle

mCherryFP, dagegen cytosolisch

lokalisiert. Die gerichtete
Abbildung 11: Ektopisch exprimiertes Tetrahymena Lokalisation des MORN-Proteins in

MRNO51 akkumuliert in Form eines Punktes am ,; ; .
einem Fremdorganismus suggeriert
apikalen Ende von E. coli. Obere Reihe: 6XHIS- 9 99

mCherryFP-MRNO51 lokalisiert punktférmig in E. coli. die Tendenz, sich selbst zu
Untere Reihe: Als Kontrolle dient der Leervektor
6XHIS-mCherryFP, welcher cytosolisch lokalisiert. assemblieren und kann auf eine

Rechts: Uberlagerung der Fluoreszenz-Bilder mit . )
Durchlicht. Skalierungsbalken: 5 ym. strukturelle Funktion hindeuten.

5.6.3 Lokalisation von MORN-Proteinen in Spezies der Trichomonadinae

Die Isolation der Pelta des Excavaten Tetratrichomonas gallinarum und die
anschlieBende Analyse durch die Massenspektrometrie, beides durchgefuhrt von
Dipl. Biol. Harald Preisner, identifizierte ein MORN-Protein (TEGb034542) von 35
kDa als potentiellen Bestandteil des Cytoskeletts des Flagellaten. Der
Sequenzvergleich mit Blast identifizierte TVAG_182670 als das Trichomonas

vaginalis Homolog des Proteins.
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Tabelle 1: Identifikation eines TVAG_182670
Homologs in der Pelta-Fraktion von
Tetratrichomonas gallinarum anhand von Tetrahymena sowie in der einzelligen
Massenspektrometrie. Zeile 1 und 2:

T. gallinarum  beziehungsweise ~ TrichdB Grinalgenart Chlamydomonas reinhardtii
Acession ~ Nummer.  Mapping  Evalue: )
Signifikanz des Sequenzvergleiches von identifiziert. Das Tetrahymena Protein
TVAG_182670 und TEGb034542. > Coverage:
Quotient der beobachteten Anzahl von
Aminoséauren und der vorhergesagten
Aminosauren-Lange. Zeile 5, 6: Anzahl

unterschiedlicher  Peptide beziehungsweise g|g Flaggellen-assoziiertes Protein in Blast
Anzahl gefundener Peptide.

Des Weiteren wurden Homologe in

besitzt eine unbestimmte  Funktion,

wahrend das Chlamydomonas Homolog

annotiert ist. Die Vorhersage der

T. gallinarum TEGD034542 1 1 anenarchitektur von TVAG_182670
T. vaginalis TVAG_182670 ergab, dass das Protein sechs MORN-
Mapping E value S.00E-38 1 otive mit einer mittigen  Anordnung
> Coverage 87,5 innerhalb des Proteins aufweist (Abb.
2# Unique 13C). Des Weiteren wurde TVAG_182670
Peptides 5

auf charged repeat motif proteins (CRMP)-

2# PSMs 1 sowie Coiled-coil-Kriterien getestet. Die

Analysen zeigten, dass TVAG_182670 Coiled-coil-Regionen im N-terminalen Teil
des Proteins aufweist und mehrere Wiederholungen an Aminosduresequenzen,
sowie die Aminosaure-Komposition von CRMPs besitzt. Zwecks Lokalisation wurde
zunéchst ein Fusionskonstrukt von TVAG_182670 mit einem C-terminalen GFP-Tag
erstellt. AnschlieBend wurden Trichomonas vaginalis sowie Tetratrichomonas
gallinarum transfiziert. In Western Blots mit Gesamtzellextrakten aus den positiven
Klonen wurden Banden, welche zwischen 70 und 55 kDa migrieren und dem
vorhergesagten Molekulargewicht von TVAG_182670::GFP (62 kDa) entsprechen,
detektiert (Abb. 13A). Als nachstes wurde TVAG_182670::GFP in T. vaginalis sowie
T. gallinarum unter Einsatz eines anti-GFP Antikérpers durch Immunfluoreszenz-
Mikroskopie lokalisiert. Die Immunofluoreszenzbilder in Abbildung 13C zeigen, dass
TVAG_182670::GFP am anterioren Ende der Zelle vor dem Nukleus, welches der
Lokalisation der Pelta (siehe Abbildung 13B) entspricht, detektiert wird. Die
zusatzliche Markierung der Trichomonaden mit einem anti-Tubulin AntikGrper zeigt
keine Ko-Lokalisation von TVAG_182670::GFP mit den Flagellen beziehungsweise
dem Axostyl. Es wird aber deutlich, dass die anterioren Flagellen und das Axostyl an
der Struktur, welche durch TVAG_182670::GFP markiert wird und wahrscheinlich die

Pelta ist, entspringen.
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Abbildung 12: Lokalisation von TVAG_182670::GFP in Spezies der Trichomonadinae A) Western Blot
von Gesamtzellextrakt des MORN-Proteins TVAG_182670::GFP aus Trichomonas vaginalis (Spur 1)
und Tetratrichomonas gallinarum (Spur 2), welcher zeigt, dass alle Proteine die volle Lange
exprimieren. B) lllustration von Trichomonas spec.: Der Protist wird von einer Zellmembran (ZM)
umschlossen. Vier identische Flagellen (AF) befinden sich am anterioren Ende der Zelle und wurzeln
in Basalkérpern, welche von der Pelta (PL) umgeben werden. Der Nukleus (N) befindet sich anterior
distal der PL. Das Axostyl (AX), welches mit dem PL assoziiert ist, erstreckt sich tGber den Median zum
posterioren Ende der Zelle. Die undulierende Membran (UM) wird durch eine Flagelle gebildet und
durch die parallel verlaufende Costa (C) gestitzt. C) Lokalisation von TVAG_182670::GFP in
Trichomonas vaginalis und Tetratrichomonas galinarum. TVAG_182670::GFP lokalisiert in beiden
Organismen am anterioren Ende der Zelle, apikal des Nukleus, was der Position der PL entspricht.
AuBerdem entspringen AX sowie AF dem von TVAG_182670::GFP markierten Bereich, zeigen aber
keine Ko-Lokalisation mit TVAG_182670::GFP. Unten: Schematische Darstellung der MORN-Motiv-
Komposition (schwarz) und der Coiled-coil-Regionen (bunt) von TVAG_182670. Skalierungsbalken:
10 pym.
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5.7 Strukturanalyse des Tetrahymena thermophila MORN-Proteins
MRNO51

5.7.1 Bioinformatische Strukturanalyse

Die Tertiarstruktur des Proteins MRNO51 wurde mit dem

Strukturvorhersageprogramm |-TASSER (Roy et al. 2010) berechnet. Die

Modellierung der Struktur wurde anhand der bekannten Struktur einer Histon-

Methyltransferase (UniProtKB Q8WTS6), welche zu 40% homolog zu MRNO51 ist,

~ generiert. Das Model von MRNO51
besitzt eine  Alpha-helix am
N-Terminus, besteht aber
hauptséachlich aus mehreren kurzen
B-Faltblattern, welche sich wie die
MORN-Doméanen von der
Aminosaureposition 57 bis zum
C-terminalen Teil des Proteins
erstrecken. Zudem wird die dichte
Abfolge der [B-Faltblatter in zwei

Bereichen durch zwei kurze

B-Faltblatt

a-Helices unterbrochen. Die

Vorhersage der Tertiarstruktur von
Abbildung 13: Tertiarstruktur-Vorhersage von MRNO51 )
durch I-TASSER. Die I-TASSER basierte Prognose zeigt, I-TASSER ~ wird  durch  das
dass die MORN-Motive eine runde Doméne bilden und ..
spiegeln die groBe Menge an kurzen [-Faltblattern Programm PSIPRED unterstitzt,
(violette) sowie die wenigen a-Helices (pink), welche

auch durch PSIPRED vorhergesagt werden, wieder. das eine Sekundarstruktur far

MRNO51 angibt, die auch
hauptsachlich aus B-Faltblattern besteht (Abb. 22). Darlber hinaus wird in beiden
vorhergesagten Modellen deutlich, dass die MORN-Motive an der Formung der
kurzen B-Faltblatter beteiligt sein kbnnen. Zusétzlich wurde das Hydrophobic Cluster
Analysis (HCA)-Verfahren durchgefuhrt, welches Proteinsequenzen zweidimensional
darstellt und anhand der Hydrophobizitdt eines Proteins potentielle
Sekundarstrukturen identifiziert. Auch der HCA-Plot zeigte, wie PSIPRED und
I-TASSER, dass die MORN-Motive von MRNO51 sowie die Aminosduren zwischen
den MORN-Motiven an der Ausbildung der B-Faltblatter beteiligt sein kénnen.
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Abbildung 14: Vergleich der HCA Analyse der MORN-Motive von MRNC36, MRNC38, MRNC39 und
MRNO51. In jedem Plot sind hydrophobe Muster, MORN-Domé&nen und B-Faltblatter markiert.
Hydrophobe Anordnungen von gleicher Wertigkeit sind rot markiert und zwecks Verdeutlichung der
konservierten Positionen in MRNC36, MRNC38 und MRNC39 mit Linien verbunden.

Das HCA-Verfahren wurde auch fir die in Kapitel 5.6.1 zu lokalisierenden, nahezu
identischen Proteine (MRNC36, MRNC38, MRNC39, MRNO51) angewendet, die
trotz gleicher Anzahl der MORN-Motive in Proteinen fast gleicher Lange deutlich
unterschiedliche Lokalisationen aufweisen. Da im Allgemeinen eine Korrelation
zwischen Hydrophobizitat und der Affinitat zu Lipiden besteht, stellte sich die Frage,
ob die unterschiedlichen Lokalisationen der Proteine in Abhangigkeit der diversen
Hydrophobizitdt der MORN-Motive stehen. Interessanterweise besitzen MRNC36,
MRNC38 und MRNC39 eine konservierte Hydrophobizitat hinsichtlich der Position
der Aminosauren. Einige der Hydrophobizitat-Muster von MRNC36, MRNC3 und
MRNC39 wurden auch in den 14 MORN-Motiven von MRNO51 identifiziert, wiesen

aber nicht die konservierten Positionen auf.
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5.7.2 Kristallisationsansatze

Zwecks Roéntgenstrukturanalyse wurde zunachst eine Stopcodon optimierte Version
von MRNO51 nach Kapitel 5.3 Uberexprimiert und isoliert. Das isolierte Protein der
einzelnen Fraktionen wurde gesammelt, konzentriert und der Puffer mit einem Puffer
niedriger lonenstarke (10 mM Tris pH 7,5) auf eine Konzentration von 10 mg/ml
eingestellt. FUr die Kiristallisationsansatze wurden verschiedene kommerziell
erhéltliche Kits genutzt (siehe Tabelle 2), welche jeweils 96 verschiedene
Pufferbedingungen zur Kristallisation von Proteinen besitzen. Die 96 Bedingungen
wurden systematisch auf zwei 72-Well Terasaki Platten mit jeweils 1 pl aufgetragen.
Pro Bedingung wurden 10 pg Protein hinzu pipettiert und durch die Hinzugabe von
Minerél zu jedem Ansatz als Schutz vor Evaporation versiegelt. Die Inkubation der
Terasaki Platten erfolgte in einem Klimaschrank bei 21 °C. Nach einer
sechswochigen Inkubation mit regelmaBiger Auswertung wurden Kristalle in Wells

gesichtet, welche mit PEGs Suite angesetzt wurden.

Tabelle 2: Ubersicht fiir die in der Kristallisation verwendeten kommerziellen Kristallisationskits von
Qiagen (Hilden) beziehungsweise Molecular Dimensions (Suffolk, UK) sowie der Sichtung von
potentiellen  Proteinkristallen. Alle Kits wurden fir Kiristallisationsansadtze nach dem
Microbatch-Verfahren bei 21 °C genutzt und fiir die Microbatch-Ansatze mit einer Lipidic Sponge
Phase.

Kits 21 °C Lipidic Sponge Phase Hersteller

Classics Il Suite Qiagen

Classics Suite Qiagen

Cryos Suite Qiagen

MbClass Il Suite Qiagen

MbClass Suite Qiagen

Mem Start Molecular Dimensions
PEGs Il Suite X Qiagen

PEGs Suite X Qiagen

Pro Complex Suite Qiagen
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In Abbildung 16A linkes Bild sind
drei Kristalle sichtbar, die mit der
Bedingung: 25% (w/v) PEG 1000
mit 0,1 M Hepes pH 7,5

25% (w/v) PEG 2000 MME
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entstanden sind. Der vordere

Kristall ist rundlich und entspricht
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> < sich zwei Kristalle mit scharfen
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. x P (Abb. 16A, rechtes Bild) entstand

' - ein Kristall von unregelmaBiger

o | Form, der sich aus mehreren

Y , Plattchen zusammensetzt.

Wahrend Salzkristalle im polarisierten Licht mit intensiveren Farben, die durch
vielfaches Brechen des Lichtes durch den Kristall entstehen, erscheinen, zeigten die
in Abbildung 16A dargestellten Kristalle eine Doppelbrechung, wie sie typisch fur
Proteinkristalle ist.
Der Lipid Overlay Assay sowie der Liposomen-binde Test zeigten eine Affinat
des isolierten Proteins zu Lipiden. Aus diesem Grund wurde ein
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Kristallisationsversuch mit einer kinstlichen Membran, der Lipidic Sponge Phase,
angesetzt, um das Protein nach der Integration in die artifizielle Membran zu
kristallisieren. Pro Reaktionsansatz wurden gleiche Volumina der Lipidic Sponge
Phase (40% (w/w) PEG 400; 30% (w/w) 25 mM Tris/HCI pH 7,0; 30% (w/w)
Monoolein/Lipid 100:1), Proteinlésung (10 pyg in 10 mM Tris pH 7,5) und Reservoir-
Lésung eingesetzt sowie bei 20 °C gelagert. Nach zwei Monaten Inkubation zeigten
sich in der selbst hergestellten Lipidic Sponge Phase unter vier Bedingungen
potentielle Proteinkristalle. Abbildung 16B, linke Spalte, oberes Bild zeigt einen
Kristall in einem Ansatz mit 25% (w/v) PEG 2000 MME mit 0,1 M Hepes pH 6,5. Der
Kristall besitzt scharfe Kanten und eine gleichméaBige Form und ist mit Prézipitat
umgeben. Ein Ansatz mit gleichem Puffer aber mit 30% eines Polyethylenglycols mit
geringerer Molekilmasse (PEG 300) resultierte in der Bildung von dinnen Nadeln,
die als Sphéarulite bezeichnet werden. Die rechte Spalte zeigt Kristallisationsansatze
mit 0,1 M Sodium Acetat pH 4,6 und PEG mit verschiedenen Molekiilmassen, welche
nach zwei Monaten beobachtet wurden. Das obere Bild (25% (w/v) PEG 2000 MME)
zeigt einen Kristall aus mehreren Plattchen, wéhrend das untere Bild (25% (w/v) PEG
400 MME) zwei Kristalle von gleicher Form zeigt. Bei beiden Kristallen war unter
dem Polarisationsmikroskop eine Doppelbrechung zu erkennen.

Die entsprechenden Kristalle wurden geerntet und in die Réntgenanlage
eingespannt. Abbildung 16C zeigt exemplarisch ein Diffraktionsmuster fur alle
geernteten Kristalle. Das gezeigte Diffraktionsmuster ist typisch fur Salzkristalle und
nicht far Proteine. Ferner wurde zur Veranschaulichung eines Proteinkristalls,
welcher hier als Kontrolle bezeichnet wird, ein Diffraktionsmuster von Thrombin

erzeugt.

5.7.3 NMR

Die Strukturauflésung der NMR-Spektroskopie ist durch die GroBe des zu
untersuchenden Molekils begrenzt. Dennoch wurde die dreidimensionale Struktur
von Proteinen mit gleicher GréBe wie MRNO51 Uber einen langeren Zeitraum mit
entsprechender Puffer-Optimierung gelést. Das hier zu untersuchende Protein
MRNOS51 wurde zunachst im Rahmen eines Vorversuchs per NMR-Spektroskopie

betrachtet. Daflir wurde das Protein zunachst isoliert und der Waschpuffer durch PBS
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ersetzt. Der Transport zur NMR-Spektroskopie-Anlage erfolgte am gleichen Tag bei 4
°C. Das Protein wurde in flissiger Form in die Anlage gegeben. Die Induzierung des
magnetischen Feldes mit MBRNO51 bei 4 °C resultierte in einem 1D-NMR-Spektrum

(Abb. 17A) mit einer zu geringen Auflésung zur Strukturaufklarung. Auch die
Erhdhung der Temperatur auf 20 °C und die damit beschleunigte
Molekularbewegung resultierte in einem 1D-NMR-Spektrum mit einer Auflésung

gleicher Qualitat.

MRNO51

MRNO51

ppm 10 5 0

Abbildung 16: H-nuclear magnetic resonance (NMR) Spektrum von MRNO51 in PBS als Test flr die
Strukturanalyse des Proteins. Die erzeugten NMR-Spektren in parts per million (ppm) bei 4 °C (A) als
auch bei 20 °C (B) resultieren in einer zu geringen Aufldsungen fir die Strukturaufklarung von
MRNO51 mit dieser Methode.
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6. Diskussion

Seit der ersten Entdeckung einer Lipid-bindenden Doméne im Jahre 1989 wurden bis
heute insgesamt 11 Lipid-Bindungsdomanen, einschlielich C1, C2, PH, FYVE, PX,
ENTH, ANTH, BAR, FERM, Tubby und PDZ (Abb. 1), sowie drei posttranslationale
Modifikationen, die Membranbindung ermdéglichen (Abb. 2), beschrieben. Lipid-
bindende Doménen weisen konservierte Strukturen (C1, C2, PH) und/oder
konservierte Aminosaure Wiederholungen auf (FYVE, PX, ENTH, ANTH, BAR, PDZ,
FERM). Bis auf die PDZ-Doméanen wurden Lipid-bindende Domaéanen sowie
posttranslationale Modifikationen nur in Eukaryonten identifiziert. Zudem ermdglichen
unterschiedliche strukturelle Mechanismen die Membranbindung und damit die
Steuerung von zellularen Signalmechanismen. Proteine mit Modulen, welche zur
Membranbindung dienen, sind in vielen zellularen Prozessen, einschlieBlich
Membrantransport und Signaltransduktion, identifiziert worden.

MORN-Motive, wenn nacheinander angeordnet als Doméne organisiert,
kénnen als weitere potentielle Bindungsdomé&nen angesehen werden, welche in
verschiedenen Proteinen, von Bakterien Uber Pflanzen bis hinzu Tieren, identifiziert
wurden. lhre Anzahl variiert zwischen 2 und 17, ebenso ihre Anordnung innerhalb
des Proteins. So finden sich MORN-Motive am N-Terminus, C-Terminus, mittig, oder
uber die gesamte Lange des Proteins. Die eigentliche Funktion des Motivs ist bis
dato nicht im Detail geklart. Nichtsdestotrotz finden sich MORN-Motive in Proteinen
mit diversen Funktionen. So sind MORN-Proteine involviert in der Anlagerung der
Plasmamembran an das endoplasmatische Retikulum (ER), oder an das Retikulum
(SR) (Landstrom et al. 2007; Takeshima et al. 2000), in der Zellspaltung von
Toxoplasma gondii (Gubbels 2006), oder in der Spaltung von Chloroplasten in
Arabidopsis (Maple et al. 2007; Shimada et al. 2004) sowie in der gerichteten
subzelluldren Lokalisierung pflanzlicher PIPKs an Membranen (Ma et al. 2006). Des
Weiteren besitzen die MORN-Proteine Alsin und die pflanzlichen PIPKs
enzymatische Funktionen. Alsin ist ein Rab5 Guaninnukleotidaustauschfaktor (GEF),
der den endosomalen Membrantransport steuert (Kunita et al. 2004), wéahrend
Pflanzen-PIPKs mehrere regulatorische Effekte durch eine Kinase-Doméne
vermitteln (Im et al. 2007; Ma et al. 2006). Zusammenfassend wird gezeigt, dass
MORN-Motiv tragende Proteine vielfaltige Funktionen besitzen, welche stets mit der
Membranbindung assoziiert sind.
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6.1 Dient die expandierte MORN-Familie in Ciliaten als hauptséchliches
Membran-binde Motiv?

Die bisherigen Untersuchungen zur MORN-Protein-Familie bezogen sich
hauptséchlich auf Pflanzen und Tiere (Abb. 3). Deshalb sollte im Rahmen dieser
Arbeit zunachst die phylogenetische Verteilung von MORN-Proteinen analysiert
werden. MORN codierende Proteine werden in allen nach Woese et al. (1990)
definierten Doméanen des Lebens sowie in einigen Viren gefunden (Abb. 4). In der
InterPro (Hunter et al. 2012) sowie in der Pfam Datenbank (Finn et al. 2014) sind far
Bakterien und Eukaryoten jeweils tausende von MORN-Proteinen aufgelistet,
allerdings nur zwei fur Archaea. Im Allgemeinen sind Membran-bindende Doméanen
entweder nicht in Archaeen identifiziert, beziehungsweise werden wie die C2-, C1-,
FERM- PH- und PX-Doménen in einer &hnlichen Anzahl wie die MORN-Motive in
Archaeen codiert oder sind wie PDZ-Doméanen mit 690 Proteinen deutlich expandiert.
Jedenfalls scheint das isolierte Auftreten von 2zwei nahezu identischen
MORN-Proteinen in Archaeen, die sich nur durch eine einzige Aminosaure ganz am
C-Terminus unterscheiden , ein Indiz fir eine Akquisition, die finfmal haufiger von
Bakterien zu Archaeen auftritt als umgekehrt (Nelson-Sathi et al. 2014), von diesen
MORN Protein codierenden Genen in den zwei Euryarchaeota zu sein.

Menschen kodieren die gréBte Vielfalt an MORN-Proteinen unter Saugetieren,
aber Ciliaten die groBte Vielfalt unter allen Eukaryonten. Wéhrend die Familie der
MORN-Motive unter den Ciliaten expandiert ist, sind die anderen Lipid-bindenden
Domanen in deutlich weniger Proteinen vertreten. Dadurch stellt sich die Frage, ob
die Ciliaten anstelle der bereits charakterisierten Doménen, das MORN-Motiv
hauptsachlich zur Membranbindung nutzen. Interessanterweise besitzen die basalen
Ciliaten der Klasse der Oligohymenophorea (Swart et al. 2013) mehr
MORN-Proteine. So sind fur Paramecium tetraurelia 460, Ichthyophthirius muiltifilis
142 und Tetrahymena thermophila 132 individuelle Gene, welche Proteine mit

mindestens einem MORN-Motiv codieren, in der InterPro Datenbank notiert.
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6.2 Tetrahymena MORN-Motive sind divers und treten in Verbindung mit
einer Vielzahl von anderen Proteindomanen auf
Nachdem die phylogenetische Analyse von Proteinen mit MORN-Motiven zeigte,
dass es sich um ein ubiquitar auftretendes Motiv handelt, welches unter Ciliaten
expandiert ist, sollte die Expression der Gene in Tetrahymena, welche Proteine mit
diesem Motiv kodieren, sowie deren Domé&nenarchitektur, analysiert werden.
MORN-Motiv codierende Gene zeigen vier verschiedene Expressionsmuster, die
zusammen den Lebenszyklus von Tetrahymena abdecken. Das durchgehend hohe
Level an Expression der housekeeping MORNSs ist ein Indiz dafiir, dass die Gene im
Wesentlichen in wichtigen zelluldaren Prozessen des Stoffwechsels oder
Zellwachstums involviert sind (Miao et al. 2009). So sind bereits untersuchte
housekeeping Gene zum Beispiel mit Cilien (Gaertig et al. 1993; McGrath et al.
1994), Membranfusion und Zellteilung assoziiert (Miao et al. 2009). Gene mit der
héchsten Expression wéhrend der vegetativen Phase sind in der Mitose aktiv und
spielen wahrscheinlich dort eine essentielle Rolle in der Teilung des MAC sowie in
der Verdopplung des cytoplasmatischen Volumens (Yao und Chao 2005). AuBerdem
wurde schon gezeigt, dass MORNSs essentiell fir die Abschnirung der Tochterzelle
in Aveolaten sind (Lorestani et al. 2010). Fir die in der frihen Konjugation
hochregulierten MORN-Gene liegt nahe, dass diese in Prozessen wie die RNAi
vermittelten IES (engl. internal eliminated segment) Eliminierung (Mochizuki et al.
2002), sowie in der Meiose (Mochizuki und Gorovsky 2005), welche in den ersten
Stunden der Konjugation initiilert werden, involviert sind. Interessanterweise gibt es
keine MORN codierenden Gene, die spezifisch nur in der Hungerphase hochreguliert
sind. Das deutet darauf hin, dass diese Gene nicht an SignalUbertragungswege in
diesem Teil des Lebenszyklus beteiligt sind (Miao et al. 2009), welche die Zelle auf
die Transformation der Morphologie (Nelsen 1978; Nelsen und Debault 1978) sowie
die beginnende Konjugation vorbereiten (Bruns und Brussard 1974; Bruns und
Palestine 1975).

Die meisten Tetrahymena Proteine besitzen MORN-Motive am C-Terminus.
Am zweith4ufigsten ist das Motiv Uber die Lange des Proteins verteilt oder mittig
angeordnet. Die Variation der Position von MORN-Motiven innerhalb eines Proteins
konnte schon in anderen Organismen gezeigt werden. Dennoch zeigen die bisher

charakterisierten MORN-Proteine eine andere Verteilung, zum Beispiel mit einer
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Praferenz am N-Terminus in RSP44 und MCA. Dabei stechen besonders die gro3en
MORN-Protein-Familien PIPK (Ma et al. 2006; Mueller-Roeber und Pical 2002) und
Junctophilins (Landstrom et al. 2014; Takeshima et al. 2000) mit MORN-Motiven am
N-Terminus hervor. Die C-terminale Orientierung des MORN-Motivs wurde in ALS2,
BrVIORN, ARCS3 und Protein tberspannende oder mittig angeordnete MORN-Motive
in den Apicomplexa MORN1 Homologen, MSAP und Retinophilin identifiziert.
Vorangegangene Experimente zeigten, dass MORN-Motive auch in
Verbindung mit anderen Doménen assoziiert sein kdnnen (Kunita et al. 2007; Lee et
al. 1999; Ma et al. 2006; Takeshima et al. 2000), die dem MORN-Motiv tragenden
Protein  zusatzliche Attribute wie Membranverankerung beziehungsweise
enzymatische Funktion verleihen. Von den insgesamt 132 MORN codierenden
Genen in Tetrahymena codieren 34 neben dem MORN-Motiv andere Domé&nen mit
unterschiedlichen  Funktionen. Am  hé&ufigsten treten MORN-Motive mit
Proteinkinasen mit unbekannter beziehungsweise Serine/Threonin-Spezifitat auf.
Proteinkinasen weisen zwar unterschiedliche Strukturen, Regulationsmechanismen
und Substratsspezifitat auf (Hanks und Hunter 1995), ihre Funktion ist aber
evolutionar von Escherichia coli bis Menschen konserviert (Manning et al. 2002a).
MORN-Gene, die Proteinkinase codieren, sind in der Wachstums- und Hungerphase
sowie wahrend der Konjugation von Tetrahymena exprimiert. Das unterstreicht die
Rolle von Proteinkinasen in einer Vielzahl von zellularen Prozessen, einschlieBlich
der Zellteilung, Proliferation, Apoptose und Differenzierung (Manning et al. 2002b).
Die Bedeutung der MORN-Motive als Membran-bindene Doméne ist aufgrund
ihrer Substratspezifitait besonders fur Enzyme essentiell. Die MORN-Motive in
Tetrahymena mit Proteinen mit enzymatischer Funktion kdénnen der richtigen
subzelluldren Lokalisation dienen, was schon fur PIPK (Ma et al. 2006) und Alsin
(Otomo et al. 2003) gezeigt wurde. Erwadhnenswert sind auch die Tetrahymena
MORN-Proteine mit N-terminalen Transmembran-Doménen, die von der
Domaéanenarchitektur eher BAMORN (Lee et al. 2009) als den Junctophilins
(Landstrom et al. 2014; Takeshima et al. 2000) &hneln. BAMORN sowie die
Junctophilins nutzen ihre MORN-Doménen zur Membranbindung, wéahrend die
Transmembran-Doméne an Chlorplasten beziehungsweise an das
endoplasmatische/sarkoplasmatische Retikulum bindet. Die Lokalisation dieser

Tetrahymena MORN-Proteine mit Transmembran-Doménen ist noch ungeklart, die
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Assoziation mit Zellorganellen liegt aber nahe, da Transmembran-Domanen
Spezifitdten fir eine Vielzahl von Organellen aufweisen (Sharpe et al. 2010). Eine
Stabilisierung der Mitochondrien durch Verknipfung an die aveolare Membran,
ahnlich wie die Septins, ware vorstellbar (Wloga und Frankel 2012).

Jedenfalls besteht kein Zusammenhang bestimmter Genexpressionsprofile zur
Orientierung der MORN-Motive, der Zusammensetzung der Doménen oder der
Assoziation mit anderen Proteindoménen. Die MORN-Proteine in Tetrahymena
scheinen sich nicht wie eine typische Gen-Familie entwickelt zu haben. Aber
aufgrund der universellen Eigenschaft des Motivs treten MORN-Domanen in einer
Vielzahl von verschiedenen Proteinen mit unterschiedlichen Funktionen, welche sich
durch Rekombination des genetischen Materials oder durch sogenanntes
Exon-Shuffling, welches besonders in Multidoménen-Proteinen vorkommt (Gilbert
1978; Patthy 1996; Patthy 1999), entwickelt haben.

6.3 Dienen allein die MORN-Motive einer bestimmten Lokalisierung?

Die Hypothese, dass MORN-Motive der Bindung an die Plasmamembran dienen,
geht auf erste Experimente zurick, die zeigten, dass MORN-Motive am N-Terminus
vom JPs mit einem gekirzten C-Terminus strikt an die Plasmamembran lokalisieren
(Takeshima et al. 2001). Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunéchst gezeigt, dass ein
MORN-Protein mit 14 MORN-Motiven, welche sich fast tiber die gesamte Lange des
Proteins strecken, zur Phospholipid-Bindung féahig ist (Abb. 9A). Mit dem Lipid
Overlay Assay wurde diese Bindung noch spezifiziert. So bindet MRNOS51 mit einer
Konzentration von 1 pg/ml an Cardiolipin (CL) und an 1,2-Diacylglycerin (DAG).
Letzteres ist ein Membranlipid, das als Second Messenger in der Lage ist,
cytosolische Proteine an eine Membran zu rekrutieren (Goni und Alonso 1999; van
Meer et al. 2008).

Die C1-Doméne ist die einzige Lipid-bindene Membrandoméne mit einer
Affinitat fur DAG (Cho 2001). Obwohl diese Doméane mit Uber 12.000 eukaryotischen
Proteinen weit verbreitet ist, besitzen Ciliaten nur 20 Proteine mit dieser Doméne
(Hunter et al. 2012). Die geringe Anzahl der Domé&nen und die expandierte
MORN-Familie in den Ciliaten suggerieren, dass Ciliaten die MORN-Doméne

hauptséachlich zur Bindung von DAG nutzen.
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Bei der 100-fachen Konzentration zeigte MRBRNO51 eine hohe Affinitat auch fir
Phosphatidylinositole und Phosphatidylserin, die zusammen mit Uber 50% den
gréBten Anteil an Zellmembran-Lipiden in einzelligen Organismen, wie Hefe, bilden
(van Meer et al. 2008). Weiterhin konnte die Bindung von MORN-Motiven an
Phosphatidylinositole und Phosphatidylserin sowie an weitere Komponenten der
Zellmembranen, auch in Arabidopsis thaliana und Oryza sativa MORN-Proteinen,
gezeigt werden (Im et al. 2007; Ma et al. 2006).

Die Bindung des Proteins an CL, eine universelle Komponente von
Mitochondrien in Eukaryonten (Ren et al. 2014), ldsst eine mitochondriale
Lokalisation vermuten. Immunfluoreszenz-Lokalisationen mit dem
MRNO51-spezifischen Antikérper (Abb. 8D) und mit der N-terminalen GFP-getagten
Variante des Proteins (Abb. 11) zeigten Lokalisationen, welche von denen
mitochondrialer Proteine (Wloga und Frankel 2012) oder Mitochondrien in
Tetrahymena abweichen (Kobayashi und Endoh 2003). Da CL eine starke
Bindungsfahigkeit fur viele strukturell nicht verwandte Proteine besitzt (Haines 2009;
Ren et al. 2014), basiert die Bindung von CL an MRNO51 eher auf dem universellen
Charakter des Lipids als auf einer spezifischen Bindung des Proteins.

Im Allgemeinen sind die gerichtete Lokalisation sowie die Bindung an
Membranen flir elf unterschiedliche Membran-Doméanen bekannt (Abb. 1). Die
GréBe der Domanen reicht von der Kleinsten (C1-Doméane) mit 50 Aminosauren
(Hommel et al. 1994; Zhang et al. 1995) bis zur GréBten (ANTH-Doméne) mit 300
Aminosauren (Ford et al. 2001; Itoh et al. 2001). Des Weiteren zeigt jede der bisher
charakterisierten Membran-bindenden Doménen nur kurze konservierte Motive und
eine deutlich héhere Sequenzvariabilitdt als MORN-Domanen auf, deren Motive unter
den Protisten und Eumetazoan stark konserviert sind (Ferguson et al. 2008; Gubbels
2006; Takeshima et al. 2000). Trotz der schwachen Homologie auf der
Sequenz-Ebene, sind die jeweiligen Doménen aber strukturell konserviert. Nicht die
Sequenzahnlichkeit, sondern eher eine gemeinsame Faltung der jeweiligen Doméne
liefert die Lipidaffinitat der Membran-bindenen Doméanen (Cho 2001; Lemmon 2007;
Lemmon et al. 2002).

Die allgemeine Membran-Bindeféhigkeit der MORN-Domé&nen wird dagegen
durch eine konservierte, 14-Aminosauren lange, sich wiederholende (Abb. 6A)

Aminosauresequenz sicher gestellt. Ferner scheint es, dass die Motive im Tandem
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Abbildung 17: Die Anzahl von MORN-Motiven und deren Orientierung beeinflusst die subzellulére
Lokalisation von Proteinen. A) JP1-Varianten von Kaninchen expremiert in Embryonalzellen vom
Frosch (Takeshima et al. 2000): Gekirztes JP1 mit allen MORN-Motiven wurde an der
Plasmamembran (PM) lokalisiert (A, B). JP1 Variante mit sechs MORN-Motiven lokalisiert am Nukleus
(C). JP1 Varianten mit gekirztem N-Terminus lokalisieren an der PM (D, E). Konstrukt F mit zwei
MORN-Motiven am N-Terminus lokalisiert an der PM und Nukleus. Konstrukte mit einem (G)
beziehungsweise vier MORN-Motiven (H) und einer durchgehenden Orientierung binden nicht an die
PM und lokalisieren im Cytoplasma und letztere noch am Nukleus. B) Expression von Oryza
Phosphatidylinositol-Phosphate-Kinase-1 (PIPK1) in Epidermiszellen der Zwiebel (Im et al. 2007):
OsPIPK1 mit gekurztem C-Terminus und mit allen MORN-Motiven lokalisiert an der PM. Weitere
Varianten mit N-terminalen und vier bis sechs MORN-Motiven wurden an der PM und dem Nukleus
detektiert. MORN-Motive Uberspannende Proteine mit vier und einem Motiv lokalisieren an der PM
beziehungsweise im Cytoplasma. Konstrukt G mit einem Motiv am N- und C-Terminus lokalisiert an
der PM und am Nukleus. OsPIPK1 Variante mit einem MORN-Motiv am C-Terminus lokalisiert
hauptsachlich am Nukleus. Nachdruck der Immunofluoreszenz-Aufnahmen in Abbildung 18A und B
mit freundlicher Genehmigung von Molecular Cell beziehungsweise Cell Research.

angeordnet sein midssen, um eine zuverlassige Membranassoziation vermitteln zu
kbnnen (Ma et al. 2006, Takeshima et al. 2000). Allerdings ist die genaue Anzahl
oder einzelne Anordnung der MORN-Motive, welche eine spezifische Lipid-Bindung
gewahrleisten, noch nicht experimentell im Detail geklart.

Wenn der Zweck der MORN-Motive in erster Linie darin liegt, ein Protein an
eine Lipid-Doppelschicht zu binden, stellt sich die Frage, in welchem AusmaB sich
die subzelluldre Lokalisation von MORN-Proteinen unterscheidet, wenn die
Zusammensetzung der MORN-Motive dieser Proteine nahezu identisch ist. Zu
diesem Zweck wurden vier Proteine am C-Terminus mit GFP markiert und lokalisiert.
Alle vier Kandidaten teilen eine hohe Sequenzé&hnlichkeit und sind Homologe zu
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PMORN1 (PF3D7_1031200) und TgMORN1 (TGME49_310440), gut untersuchte
MORN-Proteine in den Apicomplexa Plasmodium beziehungsweise Toxoplasma
(Ferguson et al. 2008; Gubbels 2006; Lorestani et al. 2010). Drei der vier Proteine
beherbergen neun MORN-Motive, welche in einer Reihe am C-Terminus angeordnet
sind (MRNC36, TTHERM_01084170; MRNC38, TTHERM_00378500; MRNC39,
TTHERM_00590130), wahrend der vierte Kandidat 14 aufeinanderfolgende MORN-
Motive, welche sich fast Uber die gesamte Lange des Proteins erstrecken (MRNO51;
TTHERM_00584930), besitzt. Studien von veranderten Reis und Kaninchen
MORN-Proteinen zeigten, dass die Anzahl der MORN-Motive in Kombination mit
ihrer Ausrichtung innerhalb des Proteins die subzellulare Lokalisation im Vergleich
zum Wildtyp-Protein beeinflusst (Ma et al. 2006; Takeshima et al. 2000). Dies flhrte
zu der Hypothese, dass die gleiche Ausrichtung sowie die gleiche Anzahl von
MORN-Motiven und damit eine ahnliche vorhergesagte Lipidbindungseffizienz der
MORN-Doméne zu einer identischen Lokalisierung der Proteine fihren wirde.
Allerdings zeigten alle vier der analysierten MORN-Proteine unterschiedliche
subzellulare Lokalisationen (Abb. 11). Zudem zeigte die ektopische Expression von
MRNO51 eine gerichtete punktférmige Lokalisation in E. coli was von der
ringférmigen Lokalisation des Toxoplasma homolog von MRNOS51 in E. coli abweicht
(Heaslip et al. 2010). Dennoch kann die Tendenz, sich in einem Fremdorganismus
selbst zu assemblieren auf eine strukturelle Funktion hindeuten, was mit der
Zytoskelett beziehungsweise Pellicula-Assoziation der MRNO51 Homologe
einhergeht (Gould et al. 2011).

Ein MORN-Protein mit einer deutlichen strukturellen Funktion ist das
Trichomonas Protein TVAG_182670, das als struktureller Bestandteil des
Zytoskeletts in einer Fraktionierung mit anschlieBender MALDI identifiziert wurde. Die
anschlieBende Lokalisation von TVAG_182670, die eine deutliche Assoziation mit
der Pelta aufwies, deutet darauf hin, dass das MORN-Protein bei der Bildung der
Unterstitzung des Flagellen Kanals, aus dem die Flagellen entspringen, eine
essentielle Rolle spielen kann (Benchimol 2004; Honigberg et al. 1971).
Zusammenfassend lassen diese Resultate zwei wichtige Folgerungen zu: (i) Die
Domanenarchitektur eines MORN-Proteins gibt keine Rulckschlisse auf die
Lokalisation von Proteinen mit der selben Domanenarchitektur und (ii) die Spezifitat

der Lokalisation der MORN-Proteine liegt entweder innerhalb der weniger
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konservierten Aminoséauren des Motivs (Abb. 1A) oder ist MORN-Motiv unabhéngig.
Die MORN-Motive, wenn nacheinander angeordnet, funktionieren als universelle
Membran-Bindungsdomane in einer Vielzahl von verschiedenen Proteinen, ahnlich
der Funktion der C1-, C2- und Pleckstrin-Homologie-Doméanen. Die allgegenwartige
Prasenz der MORN-Motive unter den eukaryotischen Gruppen spiegelt die
Bedeutung dieser Doméanen im Allgemeinen und insbesondere in Ciliaten, in denen
die Familie der MORN-Protein massiv expandiert ist, wieder. Fur Ciliaten wird
angenommen, dass expandierte Gen-Familien, die eine besondere biologische
Bedeutung fir die Protisten haben, gezielt nach Genomduplikation ausgewahit
werden, um nach diesen Ereignissen bestehen zu bleiben (Chalker und Stover 2007;
Eisen et al. 2006).

6.4 Strukturanalyse

Da die repetitiven Anordnungen der Motive fir die Bindung an Plasmamembranen
essentiell zu sein scheinen, stellt sich die Frage, inwieweit MORN-Motive an der
Formung der Tertiarstruktur beteiligt sind. Zunachst wurden vor dem experimentellen
Ansatz bio-informatische Vorhersagen zu dem MORN-Protein MRNO51
durchgefiihrt. Dazu wurden Programme mit unterschiedlichen Algorithmen genutzt.
Wahrend PSIPRED und die HCA-Methode die Sekundarstruktur vorhersagen, kann
I-TASSER die Tertiarstruktur durch bisher bekannte Strukturen prognostizieren. In
allen drei genannten Modellen kénnen die MORN-Aminosaure-Wiederholungen an
der Formung der kurzen [-Faltblatter beteiligt sein. Unterstitzt werden die
Vorhersagen durch Strukturdaten der MORN beherbergenden
Histon-Methyltransferase SET7/9 (Kwon et al. 2003; Wilson et al. 2002), welche
darauf hindeuten, dass individuelle MORN-Motive aus kurzen B-Faltblattregionen
bestehen kdnnen und so gefaltet vorliegen, dass sie eine relativ flache und groBe
Oberflache erzeugen, welche die Bindung an Membranen begunstigt. Da sich die
bisher durchgefihrten Strukturanalysen auf gekirzte Proteine mit einer
beziehungsweise zwei Doméanen beschrénken, sollte im Rahmen dieser Arbeit ein
Protein, das fast vollstdndig aus MORN-Motiven besteht, analysiert werden, um die

Funktion der Motive zu eruieren.

78



Diskussion

e e e e § g W praiblat
MDSDDEMVEE AVEGHJDDDG LPHGFCTVTY SYTDRFEGNF VHGEKNGRGK BomAten
......... A e
FFFFDGSTLENGNMNDDAIOCHOCUNE YEDGG VlOEHDcENENGBAPEYD T 6 MORN
........ D T @ sET
DGR DNIRH YPDGGSLV GEVNEDGEMT GEKIAYVYPD
Analyse von

—— Wilson et al. 2002

0 100aa dod 8 3 —— Kwon et al. 2003

Abbildung 18: Ausschnitt der Sekundarstruktur von SET7/9, einer Histon-Methyltransferase (HMTase)
mit vier MORN-Motiven basierend auf den Strukturaufklarungen von Kwon et al. 2003 und Wilson et
al. 2002. In beiden Experimenten wurden SET7/9 Varianten mit einem gekilrzten N-Terminus
verwendet. Das dritte und vierte MORN-Motiv ist an der Ausbildung von B-Faltblattern beteiligt.

Zunachst wurde fur die Strukturaufklarung MRNO51 per FPLC aus E. coli isoliert.
Wahrend das, in Bakterien produziert, rekombinante MRNO51 |dslich ist, besitzen
das Ciliaten MRNO51 und das Toxoplasma Homolog einen unléslichen Charakter
und konnten erst nach einer Detergenzien-Extraktionen als Proteine der Pellicula
(Gould et al. 2011) beziehungsweise des Zytoskeletts (Gubbels 2006) identifiziert
werden. Die richtige GréBe von 49 kDa von MNRO51 wurde per Gelelektrophorese
bestatigt (Abb. 7D). AnschlieBend wurde das Protein in einem Puffer mit niedriger
lonenstarke konzentriert. Die Kristallisationsansatze, welche nach dem
Microbatch-Verfahren (Chayen et al. 1990) durchgefuhrt wurden, fihrten zur Bildung
von Kristallen. Bei der mikroskopischen Uberprifung der Kristalle zeigten sie eine
Doppelbrechung, wie sie fir viele Proteinkristalle Ublich ist (Caffrey und Cherezov
2009; Echalier et al. 2004; Judge et al. 2005; Pantic-Tanner und Eden 1999).
Nichtsdestotrotz zeigten die geernteten, vermeintlichen Proteinkristalle in der
Roéntgenstrukturanalyse ein untypisches Diffraktionsmuster fir Proteine. Mit der in
den Lipid-binde Tests gewonnenen Erkenntnis, dass GST::MRNO51 eine Affinitat fur
DAG besitzt, wurden Kristallisationsansatze mit einer artifiziellen Membran (Lipidic
Sponge Phase) angesetzt, welche dazu dient, dass das Protein die richtige
Konformation zur Kristallisation annimmt (Wadsten et al. 2006). Jedenfalls zeigten
die in diesem Ansatz geerntete Kristalle in der Rontgenanlage kein Proteinen

entsprechendes Diffraktionsmuster. Die Schwierigkeit der Kristallisation beruht
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wahrscheinlich auf der Aminosdurekomposition von MRNO51. Das Protein gilt
aufgrund seiner geladenen repetitiven Motive zu den charged repeat motif proteins
(CRMPs) (Gould et al. 2011). CRMPs sind potentiell eine neue Gruppe von
Intermediar Filamenten, da bisher charakterisierte CRMPs Zytoskelett-Assoziationen
(El-Haddad et al. 2013; Gould et al. 2011) aufweisen und homolog betreffend der
Ladung zu Intermediar Filamenten, wie Lamin, sind. Intermediéar Filament-Proteine
gelten als schwierig zu kristallisieren (Kim und Coulombe 2007). Des Weiteren
zeigten die MRNO51 Homologe (Gubbels 2006; Heaslip et al. 2010; Lorestani et al.
2010) sowie andere MORN-Motive tragende Proteine Membran Assoziationen (Ma et
al. 2006, Takeshima et al. 2000).

Im Allgemeinen hat sich die strukturelle Analyse von Membranproteinen als
schwierig erwiesen. Obwohl 25% aller Proteine Membranproteine sind (Carpenter et
al. 2008), wurden erst weniger als 1.000 in ihrer Struktur charakterisiert (Rose et al.
2015). Das liegt an der teilweise hydrophoben Oberflache, der Flexibilitdt und der
fehlenden Stabilitdt dieser Proteine (Carpenter et al. 2008). Da die ersten
Reaktionsansétze in der Regel unter der Verwendung von Multiwell Platten und dem
Dampfdiffusionsverfahren durchgefihrt werden, wurden die Reaktionsansatze im
Rahmen dieser Arbeit auch nach dieser Methode durchgefihrt. Obwohl hierfir
vergleichsweise viele Kristallisationskits, zum Beispiel bei Qiagen (Hilden) 23 Stlick
mit 96 unterschiedlichen Bedingungen fur I6sliche Proteine, verfligbar sind, enthalten
sie viele Bedingungen, bei denen Membranproteine wahrscheinlich nicht
kristallisieren. Aus diesem Grund wurden bereits Kristallisation-Screenings konzipiert,
die fir Membranprotein-Kristallisation optimiert sind (Newstead et al. 2008; Prive
2007), welche aber nicht zwangléaufig den Erfolg der Kristallisation garantieren. So
wurden auch in dieser Arbeit Kristallisationkits fir Membranproteine verwendet.
AuBerdem kann die Kristallqualitdt auch mit Hilfe von zu dem Kristallisationstropfen
hinzugegebenen Additiven (Co-Faktoren, Reduktionsmittel und Polymeren)
verbessert werden. Manchmal wird die Kristallisation von Membranproteinen in
Gegenwart von artifiziellen Membranen, wie der Lipidic Sponge Phase oder Bizellen
(Wadsten et al. 2006), an denen Membranproteine frei binden, sich Anreichern und
die richtigen Konformationen annehmen kdénnen, erreicht. Jedenfalls zeigte dieser
experimentelle Ansatz keinen Erfolg bei der Kristallisation, wobei er nur auf ein Lipid

(DAG) beschrankt wurde. Mit der Kombination von mehreren Lipiden, wie sie durch
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den Lipid Overlay Assay mit einer héheren Proteinkonzentration identifiziert wurden,
kdnnte die Kristallisation eventuell erreicht werden.

Alternativ zur Réntgenstrukturanalyse wurde die NMR-Spektroskopie fur die
Strukturaufklarung von MRNOS51 getestet. Die Isolierung erfolgte wie bei der
Kristallisation. Das in PBS konzentrierte Protein wurde bei unterschiedlichen
Temperaturen, die in unterschiedlicher Molekularbewegung resultierten, analysiert. In
beiden Fallen zeigte das Spekirum eine zu geringe Auflésung, um Aussagen zur
Struktur treffen zu kdnnen. Mit 49 kDa ist MBRNO51 ein schwieriger Kandidat fur die
Strukturaufklarung per NMR, da diese Methode hauptsachlich far die
Strukturaufklarung von Proteinen mit einem Molekulargewicht von unter 10 kDa
genutzt wird (Rose et al. 2015). Die aktuelle GréBenbeschréankung von vollen Langen
Proteinen fur die NMR-Spektroskopie liegt ungefahr bei 50 kDa (Krishnan und Rupp
2012). Dies ist durch zwei technische Hindernisse bedingt: (i) gr6Bere Molekile
besitzen eine langsamere Bewegungsrate und kurzere Relaxationszeiten der
NMR-Signale, was in der Reduzierung der Empfindlichkeit der Pulssequenzen
resultiert und (ii) erhdhtes Molekulargewicht fuhrt aufgrund der héheren Anzahl von
NMR-aktiven Kernen und der daher erhéhten Wechselwirkungen zwischen diesen zu
mehr Komplexitat im resultierenden Spektrum (Yu et al. 1999).

MORN-Motive, wenn hintereinander angeordnet, dienen aufgrund der
Beteiligung an der Ausbildung von B-Faliblattern zur Erweiterung der
Proteinoberflache. Die gleiche Strategie nutzen auch andere Membran-bindende
Domaéanen wie C1-, C2-, FYVE-, PX- und PDZ-Domaéanen (Cabral et al. 1996; Cheever
et al. 2001; Dumas et al. 2001; Essen et al. 1996; Hommel et al. 1994). Die
erweiterte flache Topologie von MORN-Motiven kénnte es Proteinen ermdglichen,
sich zu organisieren und Proteine, Phospholipide und andere Komponenten an der
Membranoberflache zu stabilisieren. Dies stiinde im Einklang mit der Beobachtung,
dass MORN-Proteine haufig Teil von gréBeren Proteinkomplexen sind (Ju und Huang
2004; Kunita et al. 2007; Satouh et al. 2005).
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6.5 Ruckschllsse aus dieser Arbeit

In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen der Domanenarchitektur von
MORN-Motiv tragenden Proteinen und ihrer Lokalisation, sowie der Lipid Affinitat des
MORN-Motivs selbst in T. thermophila analysiert. Die wichtige biologische Bedeutung
des Motivs wurde zuné&chst durch die Darstellung seiner ubiquitdren Verteilung
gezeigt; es kommt in allen drei Doméanen des Lebens vor. Darlber hinaus wurde
ersichtlich, dass diese Gruppe von Proteinen in Ciliaten expandiert ist. Der Blick auf
T. thermophila zeigte, dass MORN codierende Gene vier verschiedene
Expressionsmuster innerhalb des Lebenszyklus des Ciliaten besitzen. Ein
Zusammenhang zwischen Expressionsmuster und der Domé&nenarchitektur von
MORN-Proteinen sowie deren Assoziation mit anderen funktionellen Doménen
besteht aber nicht. AuBerdem konnte in einer Fallstudie mit MRNO51 gezeigt
werden, dass MORN-Motive Phospholipide binden. Die Hypothese, dass
MORN-Proteine mit nahezu gleicher Doméanenarchitektur &hnliche Lokalisation
zeigen, konnte nicht bestétigt werden. Dennoch unterstreichen die unterschiedlichen
Lokalisationen der jeweiligen MORN-Proteine die universelle Funktion des Motivs.
Seine Mannigfaltigkeit wurde zudem durch die Expression des Tetrahymena Proteins
MRNO51 in E .coli, in dem das MORN-Protein punktférmig akkumulierte und durch
die Lokalisation von einem Trichomonas vaginalis MORN, welches dieselbe
Zytoskelett-Assoziation in T. vaginalis und T. gallinarum aufweist, gezeigt. MRNO51
lieB sich zwar isolieren, konnte aber nicht per Microbatch-Verfahren kristallisiert
werden. Auch die Behandlung durch Hinzugabe einer artifiziellen Membran
resultierte darin, dass MRNO51 die Konformation zur Kristallisation nicht annimmt.
Dennoch kénnen die gewonnenen Erkenntnisse der Lipidaffinitdt von MRNO51 in
den hier durchgefuhrten Lipidbindetests fur weitere Kristallisationsansétze genutzt

werden.

6.6 Ausblick auf weitere Versuche

Die groBe Anzahl an MORN-Proteinen in Ciliaten erschwert zundchst den Uberblick

Uber die potentielle Funktion des Motivs. Aber vor allem die MORN-Proteine von

Tetrahymena, welche beispielsweise wéahrend der Konjugation hochreguliert sind,

besitzen das Potenzial, als neue, wichtige Akteure in Bezug auf die Kommunikation
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der beiden komplementédren Zellen und der Fusionierung wéhrend der sexuellen
Fortpflanzung identifiziert zu werden.

Bezlglich der Lipidbindung der MORN-Motive konnte n&her untersucht
werden, ob verschiedene Proteine mit &hnlicher Domanenarchitektur, zum Beispiel
die PIPKs von Arabidopsis Thaliana, die gleichen Lipide binden. Da die Lipidaffinitat
auf den sich wiederholenden Aminosduren basiert, ware es interessant, weniger
konservierte Aminosduren des Motivs zu manipulieren, um zu bestimmen, wie weit
diese die Lipid-Bindung beeinflussen.

Die Strukturaufklarung von MORN-Proteinen bleibt eine Herausforderung,
wilrde aber weiteren Aufschluss Uber die Funktion des Motivs geben. Dennoch
wirde sich empfehlen fir die NMR-Spektroskopie, die Kristallisation zwecks
Rdéntgenstrukturanalyse sowie die Atomic Force Mikrokopie kirzere MORN-Proteine

oder Varianten von einem MORN-Protein zu verwenden.
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7. Abkirzungsverzeichnis

°C

AF

BB
BLAST
BSA
bspw.
CaCl2
CdcCl2
CIL
CcOo2
CRMP
CT
DMSO
DNA
dNTP
DSHB
EDTA
EGTA
Fe
FPLC

GFP
H.O
HA
HEPES
IF

IgG

KoHPO4
KCI
kDa
KH>PQO4
LB

LM

MgC|2
min
Na;HPO,
NaCl
NaOAc
NCBI
PBS
PCR

Grad Celsius

Aktin-Filamente

Basalkdrper

Basic Local Alignment Search Tool
Bovines (Rinder-)Serumalbumin
beispielsweise

Calciumchlorid

Cadmiumchlorid

Cilium

Kohlenstoffdioxid

charged repeat motif protein
Cytostom

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Desoxynukleotidtriphosphat
Developmental Studies Hybridoma Bank der Universitat von lowa
Ethylendiamintetraessigséure
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-tetraessigséure
Eisen

Fast protein liquid chromatography
Gramm

Grun Floureszierendes Proteine
Wasser

Héamagglutinin
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Intermediar Filament
Immunoglobulin

Kilo

Dikaliumhydrogenphosphat
Kaliumchlorid

Kilo-Dalton
Kaliumhydrogenphosphat
lysogeny broth

longitudinale Mikrotubuli

mol pro Liter

Magnesiumchlorid

Minute

Natriumhydrogenphosphat
Natriumchlorid

Natriumacetat

National Centre for Biotechnology Information
Phosphate buffered saline
Polymerase Chain Reaction
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PFA Paraformaldehyd
pH pH-Wert; pH= -log10[H+]
PIPES 1,4-Piperazinediethanesulfonic acid

PVDF Polyvinylidenfluorid

RADAR Rapid Automatic Detection and Alignment of Repeats in protein sequences
RNA Ribonukleinsaure

rpm revolutions per minute

SDS Sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

sec Sekunde

SPP Super Proteose Pepton

TBS Tris-buffered saline

TBS-T Tris-buffered saline mit Tween

TE Tris EDTA

TetraFGD Tetrahymena Functional Genomics Database
TGD Tetrahymena Genome Database
™ transversale Mikrotubuli

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
TRITC Tetramethylrhodamine

U Einheit, unit

v/w Volumen Gewicht

w/w Massenprozent

U Mikro (10°®
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8. Anhang
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