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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Sekundare Botenstoffe und Adenylatcyclasen

Zellen miissen auf ihre Umwelt reagieren und sind darauf geeicht, extrazelluldre Signale iiber-
lebensentscheidender Bedeutung zu integrieren, um dann mit einer spezifischen Reaktion zu
antworten. Sehr unterschiedliche Reize werden dabei iiber dhnliche Integrationswege
weitergeleitet, egal ob es sich dabei um die Gewebe von Vielzellern oder um einzellige
Organismen handelt. Die Reize konnen sowohl chemischer [z.B. Hormone (98)], als auch
physikalischer Natur [z.B. Licht, Kélte (39, 76)] sein. Nach der rezeptorvermittelten Stim-
ulation der Zelle finden, der eigentlichen Zellantwort vorrausgehend, intrazelluldre Konzen-
trationsdnderungen sogenannter sekundirer Botenstoffe statt (6, 78). Diese Botenstoffe modu-

lieren die Aktivitdt von Biomolekiilen und fithren damit zur Zellantwort (3, 45).

Bedeutsame sekundire Botenstoffe sind unter anderem zyklisches 3°,5-Guanosinmono-
phosphat (¢cGMP) und zyklisches 3°,5'-Adenosinmonophosphat (cAMP). Sie werden aus
Guanosin-5’-triphosphat (GTP) bzw. Adenosin-5"-triphosphat (ATP) durch die katalytische
Aktivitit von Guanylat- und Adenylatcyclasen gebildet. Dabei entsteht Pyrophosphat,
welches durch Pyrophosphatasen gespalten wird. So wird die Reaktion vollstindig auf die
Seite der zyklischen Nukleotide gedringt.

Adenylatcyclasen lassen sich in mindestens vier Klassen einteilen, die sich auf Amino-
sdureebene nicht besonders dhnlich sehen (5, 93). Klasse I wird in gramnegativen fakultativ
anaerob lebenden Bakterien gefunden. Die Enzyme sind membranassoziiert. Klasse II
beinhaltet die calmodulinaktivierten toxischen bakteriellen Cyclasen aus Bordetella pertussis
und Bacillus anthracis, welche sezerniert werden.

Weitaus am umfangreichsten ist die Klasse III, in der die neun Sdugercyclasen mit jeweils
zweimal sechs transmembranspannenden Doménen und zwei katalytischen Teilbereichen zu
finden sind (97). Auch eine Vielzahl von Enzymen protozoischer und prokaryotischer
Herkunft befinden sich darunter [z.B. aus Dictyostelium discoideum, Nostoc sp. und Myco-
bakterium tuberculosis (43, 68, 81)]. Alle Proteine zeigen deutliche Sequenzéhnlichkeiten
innerhalb der fiir die Katalyse verantwortlichen Bereiche. Klasse III-ACn sind den Guanylat-
cyclasen dhnlich. Dies geht soweit, da3 sich durch Mutagenese die Substratspezifititen der

einzelnen Enzyme ineinander umwandeln lassen (96).
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In der Klasse IV befindet sich bis jetzt nur ein einzelnes Enzym aus Aeromonas hydrophila.

[Ein weiteres Enzym, welches keiner der vier genannten Klassen angehort, ist fiir den Anaer-
obier Prevotella ruminicola beschrieben worden'. Bei der ebenfalls einer neuen Klasse zuge-
ordneten cyaC aus Rhizobium etli® scheint es sich dagegen um eine modifizierte Klasse III-

AC zu handeln (58).]

1.2 Zyklische Nukleotide in Plasmodium

Die Spezies Plasmodium mit den vier fiir Menschen infektiosen Erregern P.vivax, P.ovale,
P.malariae und P.falciparum ist die Ursache der Malaria, einer Erkrankung, die nach der
Tuberkulose die meisten Toten pro Jahr fordert (WHO, Fact Sheet No. 94). Jahrlich sind etwa
300 Millionen Menschen akut betroffen, wobei mehr als eine Million, meistens Kinder, der
Erkrankung zum Opfer fallen. P.falciparum ist derjenige dieser Erreger mit der hdchsten

Mortalititsrate.

Die Parasiten durchlaufen einen komplexen Entwicklungszyklus, bei dem der Mensch und
iiber sechzig verschiedene Anophelesmiickenarten als Wirte dienen. Der Erreger wechselt bei
den Blutmahlzeiten der Miicken zwischen diesen und seinem zweiten Wirt hin und her, wobei
unterschiedliche infektiose Stadien ausgetauscht werden. Die Miicke nimmt die in geringer
Zahl im Blut des Infizierten zirkulierenden ménnlichen und weiblichen Gametozyten auf.
Diese verschmelzen im Fliegendarm zu Zygoten, die in Ookineten differenzieren, welche die
Mitteldarmwand durchdringen und auf der dem Darmlumen abgewandten Seite zu Oozysten
heranreifen. Letztere bringen die fiir Fliegenspeicheldriisen invasiven Sporozoiten hervor,

welche beim nédchsten Stich auf den Menschen tlibertragen werden (92).

' Cotta M.A., Whitehead T.R., Wheeler M.B.: Identification of a novel adenylate cyclase in the ruminal
anaerobe, Prevotella ruminicola D31d. FEMS Microbiol. Lett. (1998) 164: 257-260

* Tellez-Sosa J., Soberon N., Vega-Segura A., Torres-Marquez M.E., Cevallos M.A.: The Rhizobium etli cyaC
product: characterization of a novel adenylate cyclase class. J. Bacteriol. (2002) 184:3560-3568
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Abb 1: Der Entwicklungszyklus des Malariaerregers in seinen beiden Wirten: (1): Injektion von Sporo-
zoiten beim Blutsaugen einer Anophelesmiicke und Invasion einer Leberzelle; [3\: exoerythro-
zytédrer Zyklus (Leber): (2), (3): Heranreifung von Schizonten in Leberzellen; (4): Aufplatzen eines
Schizonten und Freisetzung von Merozoiten in das Blut; [5: erythrozytarer Zyklus: (5): Infektion
von Erythrozyten mit Merozoiten; (6): Freisetzung von Merozoiten nach der Differenzierung eines
aus (5) hervorgegangenen Trophozoitenringstadiums zu einem Schizonten; (7): Bildung von
geschlechtsreifen mannlichen und weiblichen Gametozyten aus einem Ringstadium; (8): Auf-
nahme von Gametozyten durch eine Anophelesmiicke bei einer Blutmahizeit; [8: sporogonischer
Zyklus: (9): Bildung einer Zygote nach Verschmelzung der zu Gameten differenzierten Gameto-
zyten; (10): Differenzierung in motile Ookineten; (11): Entwicklung von Oozysten; (12): Wachstum
und Aufplatzen von Oozsten mit anschlieBender Freisetzung vonSporozoiten, welche bei der
nachsten Blutmahlzeit (1) in den Blutstrom abgegeben werden [Abbildung von der Parasite Image

Libary (lttp:fwww.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Malaria.htm}]

Mit diesem Zyklus ist eine Vielzahl morphologischer Verdnderungen der Erreger verbunden.
Lange Zeit wurde iiber die Rolle von zyklischen Nukleotiden im Entwicklungsprozess der
Parasiten diskutiert:

Fiir cGMP wurde angenommen, daf3 es bei der Differenzierung ménnlicher Gametozyten in
Mikrogameten (Flagellen) eine Rolle spielt. Die Experimente beschriankten sich jedoch auf
den indirekten Nachweis durch den Zusatz von Phosphodiesteraseinhibitoren (Erhéhung des
cGMP-Spiegels durch Blockierung des c¢cGMP-Abbaus) zu Gametozytenkulturen unter-
schiedlicher Plasmodienspezies, welche dann differenzierten (46, 66). Der Nachweis einer

Guanylatcyclase in P.falciparum war bis dahin nicht gelungen. Diese wurde erstmals 1999 im

3
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Plasmodiumgenomprojekt entdeckt (59). Ein funktioneller Nachweis und die Immunodetek-
tion in den Gametozyten schlof sich an (7).

Die molekulare Identifizierung einer Adenylatcyclase aus P.falciparum stand noch aus. Be-
kannt war nur, daB sich die Adenylatcyclaseaktivitdt in Plasmodien deutlich von der der roten
Blutzellen unterscheidet (32, 79, 80). Weiterhin wurde widerspriichlich iiber den Einflu3 von
cAMP auf die Gametozytogenese, also auf den Ubergang von Merozoiten in die geschlechts-

reifen Formen berichtet (37, 44).

1.3 Aufgabenstellung

Grundlage fiir diese Arbeit war die Klonierung einer Adenylatcyclase mit einem daran
gekoppelten Ionenkanal aus Paramecium tetraurelia. Es wurde schon langer spekuliert, ob
membranverankerte Adenylatcyclasen des Mammaliatyps moglicherweise kanal- oder trans-
porterartige Strukturen ausbilden konnen (52). Gezeigt werden konnte es bisher nicht. Anfang
der 90er Jahre war es Dr. S. Klumpp gelungen, aus Cilien von Pantoffeltieren ein membran-
standiges Protein zu isolieren, das neben der Fihigkeit cAMP zu produzieren auch eine in-
trinsische lonenleitfahigkeit besall (88). Da die reinigbare Proteinmenge zu gering war, um
mittels eines Edmanabbaus Sequenzdaten zu erhalten, blieb die Aminosduresequenz un-
bekannt. Dr. K. Hambach gelang es, ein Gen mit einer Ionenkanal- und einer Adenylatcy-
clasedomine zu klonieren (25). Der funktionelle Nachweis der enzymatischen Aktivitit ge-
staltete sich jedoch schwierig und die Tatsache, da3 es auch noch unterschiedliche Isoformen
des Enzyms in Paramecien gibt, 148t nicht ausschlieen, dal Heterodimere die eigentlich
aktive Spezies bilden. Somit wurde nach Alternativen gesucht. Dr. J. Linder fand im Genom-
projekt von P.falciparum Sequenzbruchstiicke, die dem gefunden Parameciumgen hoch-
dhnlich waren und alles wies darauf hin, da3 es hier keine zweite Genkopie gibt, das Enzym

daher ein Homodimer sein sollte.
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2 Material

2.1 Enzyme, Kits und Chemikalien

AGS, Heidelberg: Restriktionsendonukleasen mit 10x Reaktionspuffern
Ambion (USA): Single Strand Binding Protein (T4 Gene 32 Protein)

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg: ECL Plus Western Blot Detection System,
Rainbow Proteinstandards, Hyperfilm ECL, Thermo Sequenase Fluorescent Labelled
Primer Cycle Sequencing Kit with 7-deaza-dGTP, Thermo Sequenase Primer Cycle
Sequencing Kit, OnePhorAll-Puffer flir Restriktionsendonukleasen, G418 (Sulfat),
25mM MgCl,-Puffer for PCR (USB), QuickPrep Micro mRNA Purification Kit

AppliChem, Darmstadt: Acrylamid 4K-Losung 30%
Appligene Oncor, Heidelberg: 7ag-DNA-Polymerase mit 10x Reaktionspuffer

BIO-RAD, Miinchen: BIO-RAD PROTEIN ASSAY-Reagenz, Coomassie Brilliant-Blue G-
250

BioGenes, Berlin: Herstellung und Reinigung des Peptidantikorpers gegen den C-Terminus
der Plasmodium AC durch Immunisierung zweier Kaninchen (4K 4020g und AK
4021g)

Biosyntan, Berlin: Synthese des C-terminalen Plasmodium AC-Peptids, sowie dessen
Reinigung zur Immunisierung

Biozym Diagnostik, Hess.-Oldendorf: Sequagel/™ XR, Sequagel™ Complete Buffer
Reagent, Chill-Out 14 Liquid Wax von MJ Research

Canberra PACKARD, Taunusstein: Ultima Gold XR Szintillator
Clontech, de Schelp (Niederlande): Expressionsplasmid pEGFP-C1/-C2

Dianova, Hamburg: Sekundirer Ziege-anti-Kaninchen-IgG-Fc-Antikorper konjugiert mit
Meerrettichperoxidase, sekundérer Ziege-anti-Maus-IgG-Fc-Antikorper konjugiert mit
Meerrettichperoxidase

Difco Laboratories, Detroit (USA): Agar, Casamino Acids, Bacto Trypton, Bacto Yeast
Extract

EUROGENTEC, Seraing (Belgien): Oligonukleotide fiir Gensynthese
Fluka, Buchs (Schweiz): Natriumdodecylsulfat, Formamid

GIBCO BRL Life TECHNOLOGIES, Karlsruhe: Insektenzellkulturmedium 7C100,
CellFECTIN, Plasmid pFastBacl, E.coli DH 10 Bac-Bakterienzellen, Gentamycin-
16sung (50 mg/ml), NZ-Amine

Henkel ECOLAB, Diisseldorf: Spitacid Losung
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ICN, Eschwege: Radionukleotide: [0-**P]-ATP, [o-"*P]-dCTP, [0-**P]-GTP, [2.8- H]-
cAMP, [8-’H]-cGMP; 7X PF Reinigungsdetergenz, Ehtidiumbromidtabletten

Invitrogen, Groningen (Niederlande): Sf9-Insektenzellen

Labor AK Prof. Schultz: cDNA-Tetrahymenagenbank GB3 (Frakt. 1-21) und genomische
Mfe [-geschnittene Tetrahymenagenbank GB2 (Frakt. 1-11); beide mit dem
Predigested Lambda ZAP II/EcoR I/CIAP-Kit von Stratagene erzeugt

Macherey-Nagel, Diiren: Nucleobond AX PC 20, NucleoTrap
Melitta Haushaltsprodukte, Minden: Toppits-Frischhaltefolie

MERCK, Darmstadt: Aluminiumoxid 90 aktiv, neutral, Ethanol, Methanol, Chloroform,
2-Mercaptoethanol, Isoamylalkohol, DMSO, Glycerol 87%, Essigsdure 100%,
Dioxan, alle nicht aufgefiihrten Chemikalien in p.a. Qualitit

MESSER-Griesheim: fliissiger und gasformiger Stickstoff

MR4/American Type Culture Collection (USA): MRA-61 Pf Dd2 cDNA-library (AZapll
Phagenbank), MRA-101 Pf 3D7 cDNA-library (Uni-ZAP XR Phagenbank) aus
P.falciparum (mixed stage)

MWG-Biotech, Ebersberg: Oligonukleotide (PCR-Primer und fluoreszenzmarkierte
Sequenzierprimer (5’-IRD 800-Markierung)

New England Biolabs, Schwalbach/Taunus: Restriktionsendonukleasen mit 10x Reaktions-
puffern, 74-Polynukleotidkinase mit 10x Reaktionspuffer, BSA fiir die Molekular-
biologie (10 mg/ml)

Novagen, Darmstadt: E.coli BI21(DE3)[pRep4]

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen: E.Z.N.A. Gel Extraktion Kit

Polysciences, Eppelheim: Aqua-Poly/Mount

Promega, Madison (USA): Wizard Plus SV Plasmid Purification Kit (Minipreps und
Midipreps)

QIAGEN, Hilden: Ni’"-NTA Agarose, Ni’*-NTA Magnetic Agarose Beads, monoklonaler
Antikorper anti-RGS(His)4

Roche Diagnostics, Mannheim: Restriktionsendonukleasen mit 10x Reaktionspuffern,
Alkalische Phosphatase, Klenowpolymerase, Rapid DNA Ligation Kit, ANTPs, Fotales
Kélberserum (FCS), Kreatinkinase, Kreatinphosphat, ATP, Titan One Tube RT-PCR
System, mRNA Capture Kit, RNAse-Inhibitor

ROTH, Karlsruhe: Glycin, Brillant Blau R250, Ampicillin, Kanamycin

SIGMA, Deissenhofen: APS, Glycerol 99%, Tris, EDTA, X-Gal, IPTG, Dowex 50WX4-
400, Ponceau S, Tween 20, Pluronic-F68 10% Losung, TEMED, LB-Agar
Fertigpulver, LB-Broth Fertigpulver, Phenol, Harnstoff, Guanidiniumchlorid,
Dithiothreitol, Kanamycin, Bromphenolblau, Xylencyanol, Thioglycerin,
Calciumchlorid fiir die Zellkultur, DMSO, FITC-markierter Anti Rabbit IgG (from

goat)
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STRATAGENE, Heidelberg: Plasmid pBluescript Il SK(-), E.coli XL1Blue MRF’-Bakt-
erienzellen, E.coli SOLR-Bakterienzellen, ExAssist""-Helferphage, ProteinaseK

2.2 Gerate und Materialien

American National Can (USA): PARAFILM M
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg: Hybond-N Nylonfilter (82 mm und 132 mm)

B.Braun, Melsungen: OMNIFIX 40 SOLO Insulinspritzen 1ml, Sterican Kaniilen Gr.18,
26Gx17)

BECKMAN, Miinchen: Ultrazentrifuge Optima L-60, Rotor Ti50.2

BECTON DICKINSON (USA): FALCON BLUE MAX konische Polypropylenréhrchen [15
ml (Jr.), 50 ml], 10 ml LUER-LOK-Spritzen (steril)

BELLCO GLASS, INC. (USA): Culture Tube closure (38 mm with fingers) fiir Sf9-Kolben
BENDER & HOBEIN AG, Ulm: Vortex Genie2

Biometra, Gottingen: TRIO-Thermoblock Thermocycler [fiir groBe (0,5 ml) und kleine (0,2
ml) PCR-Cups], TRIO Heated Lid beheizbare Deckel fiir TRIO-Thermoblock

BIO-RAD, Miinchen: Blotapparatur Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell

BRANSON, Danbury (USA): Ultraschallsonde SONIFIER B-12, Ultraschallbad
BRANSONIC 12

Biihler, Edmund Laborgeritebau, Tiibingen: Schiittler KL 2
DYNAL, Oslo (Norwegen): DYNAL MPC-E-1-Magnet

Eppendorf, Hamburg: Tischzentrifugen: Zentrifuge 3200, Centrifuge 5410, Centrifuge
5414, Kiihlzentrifuge Centrifuge 5402; Thermoschiittler 5436, BioPhotometer, Pipette
Varipette 4810 (0,2-10 ul), Pipette Reference (0,1-2,5 ul), Multipette

Feather (Japan): Skalpellklingen Surgical Blades No.23 for No.4 Handle, Grift fir
chirurgische Klinge Surgical Blade Handle No.4

GATC, Konstanz: DNAstar™ Lasergene Software
Gesellschaft fiir Labortechnik GFL, Burgwedel: Wasserbad 7yp GFL1083
Gilson (Frankreich): Laborpipetten pipetman (bis jeweils 20, 200, 1000, 5000 pl)

Greiner labortechnik: CELLSTAR Gewebekulturschalen 35 mm, Gewebekulturflaschen
50 ml, Kulturréhrchen 10 ml

Heraeus SEPATECH, Osterode: Megafuge 1.0R (BS 4402/4), Varifuge 3.0, LaminAir
HLB2448 GS

HIRSCHMANN Laborgerite, Eberstadt: EM pipetus Pipettierhilfe

HOEFER SCIENTIFIC INSTRUMENTS, San Francisco (USA): GelgieBapparatur Dual
Gel Caster Mighty Small SE245, Gellautkammer Mighty Small SE250/SE260
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H.Saur Laborbedarf, Reutlingen: Vakuumzentrifuge 7yp BA-VC-300H
Idaho Technology, Idaho Falls (USA): Air Thermo-Cycler
INFORS HT, Basel: Induktionsgetriebene Schiittler 7R-1

Karl Hecht KG, Glaswarenfabrik, Sondheim: Assistent Neubauer-Zahlkammer: 0,100 mm
Tiefe, 0,0025 mm?®

Kodak, New Haven (USA): Rontgenfilm BioMax MR

KONTRON-HERMLE, Gosheim: CENTRIKON H401 und ZK401, Rotoren A6.14 (SS34)
und 48.24

KSG STERILISATOREN GMBH, Olching: Hochdruckdampfsterilisator KSG 40-2-1
Leitz, Wetzlar: Mikroskop LABOVERT TYPE 090-122.012

LTF Labortechnik, Wasserburg: Videoprinter Mitsubishi Video Copy Processor P91 mit
Sony CCD Video Camera Modul XC-ST500E, Thermopapier K65HM, Software
BioCapt Version 99.01s

LKB WALLAC/BROMMA (Schweden): LIQUID SCINTILLATION COUNTER RACK-
BETA 120, POWER SUPPLY 2197

Macherey-Nagel, Diiren: Blotmembran porablot PVDF
Metrohm, Herisau (Schweiz): pH-Meter £ 512
METTLER-TOLEDO GmbH, Giessen: /nLab 423 pH-Elektrode
MILLIPORE, Eschborn: Reinwasseranlage Milli-Q UF Plus

MWG, Ebersberg: LI-COR dna sequencer model 4000, BaselmagIR Version 4.0 Software,
Hybridisierschrank MINIOVEN MKII (HYBAID LIMITED), HYBAID HB-OV-BL
Hybridisierungsglasréhren

Panasonic, Osaka (Japan): CCTV Kamera WV-CD20/G, Video Cassette Recorder AG-7350

Promega, Madison (USA): Vac-Man (Vakuumanschliisse fiir Plasmidpriparationen); Wizard
Minicolumns (zur Proteinreinigung mit Ni’ " -NTA-Agarose verwendet)

Roche Diagnostics, Mannheim: Reflotron Applicator, Quick Spin Colums Sephadex G 50,
fine

Roland Vetter, Ammerbuch: Sterile Petrischalen 92 mm und 145 mm, Reaktionsgefaf3e
nach Eppendorf mit 0,2, 0,5 und 1,5 ml Volumen, sterile Plastikpipetten mit 10 und 25
ml Volumen

Sartorius, Gottingen: Tischwaage BP 2100 S, Analysenwaage handy, Sterilfilter 0,2 um
Schleicher & Schuell, Dassel: Whatmanpaper 3MM
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SCHOTT Glaswerke, Mainz: DURAN-Kulturkolben in Erlenmeyerform mit geradem Hals
(D 38 mm) fiir die Sf9-Kultur: 2000 ml (300-500 ml)*, 1000 ml (125-250 ml), 250 ml
(50 ml), 100 ml (15-20 ml)

STRATAGENE, Heidelberg: UV-Ofen Stratalinker 2400

Techne, Princeton (USA): DRI-BLOCK DB-2D

Vetter Laborgerite Wiesloch: UV Kontaktlampe CHROMA 43
Werkstatt Pharmazie, Tiibingen: Flachbettgelelektrophoresekammern
WOLF, Geislingen: Tischautoklav Sanoclav

WTB binder, Ulm: Wiarmeschrinke (u.a. fiir Heilluftsterilisation)
ZEISS, Oberkochen: SPEKTRALPHOTOMETER PM2 DL

2.3 Oligonukleotide

Folgend werden die verwendeten Oligonukleotide aufgelistet. Gelieferte Lyophyllisate
wurden zu 100 pmol/ul in TE-Puffer nach den Konzentrationsangaben des Herstellers aufge-
nommen. Diese Stammldsungen wurden 1:5 mit Wasser verdiinnt und 25 pmol/50 ul PCR-

Ansatz eingesetzt.

2.3.1 Sequenzierprimer

Die Primer lagen geldst vor. Pro Reaktionsansatz wurde 1 |l (= 2 pMol) verwendet.

Tab. 1: die Nukleotide sind am 5"-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff IRD 800 markiert

Name Richtung | Anlagerungs- | Position Plasmid
temperatur
T3-Primer S 56°C 772-791 | AAT TAA CCC TCA | pBluescript I1
CTA AAG GG SK(-)
T7-Primer as 56°C 626-645 | TAA TAC GAC GCA | pBluescript I1
CTA TAG GG SK(-)
polyL S 44°C 3952- | TTT ACT GTT TTC | pFastBacl
3970 GTA ACA G
polyR as 44°C 4182- | CAA GTA AAA CCT | pFastBacl
4200 CTA CAA A

? In Klammern die jeweiligen Kulturvolumina
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Name Richtung | Anlagerungs- | Position Plasmid
temperatur
U-pQE-IR S 54°C 88-108 | GAA TTC ATT AAA PpOE-30
GAG GAG AAA
R-pQE-IR as 54°C 212-233 | CAT TAC TGG ATC PpOE-30
TAT CAA CAG G

2.3.2 Primer Tetrahymena AC

Nachfolgend sind alle Primer zur Arbeit mit der Tetrahymena AC und deren Isoformen

wiedergegeben.

Tab. 2: Primer zur Bestimmung der Tetrahymena AC-Sequenz: die Positionsangaben beziehen sich auf

den unter 4.1.4 angefiihrten cDNA-Klon; kursiv: nicht bindende Primeriiberhdange

Name Richtung | Position
tetcd-4s/n S -216 bis | GCA AAT ACG AGT GAG AGT
-199
tetcd-3s/n S -37bis | TAT ATT GTT GGT AGT TTG
-20
tetcd-2s/n S 3-20 GTC ATA AGA AAA GCT CAG
tetcd-1s/n S 129-145 | GTC ATA AGA TGA TTA AGT
tetcd1strue S 145-155 | TAA ATA GGG AGA AGA AGA
Tetcdas as 576-593 | ATT ATA ATT TCT ATT GCG
ACTetls S 1966-1983 | TTG CAA GAA GAT GTT ATG
ACTetlas as 2353-2370 | ATT TGG ACT GAG ATA GGA
ACTet2s S 596-613 | GTA TGA TTG AAA AGA AGG
ACTet2as as 921-938 | TCT CCA GGA CCA GGA TGG

Tab. 3: diese Primer binden innerhalb von Intron 4 (vgl. 4.1.5); die Nummerierung bezieht sich auf dieses
349 bp lange Intron

tetcd1s

S

53-70

CAT GAT

TAT AAA TTG GGA

tetcd2s

S

247-264

CAA ATG

TTT TTT GAT TAT

10
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Tab. 4: gewobbelte Primer zur Amplifizierung der Tetrahymena AC und deren Isoformen:
Positionsangaben beziehen sich auf die in 4.1.4 angegebene Sequenz; die kodierten AS-
Sequenzen sind in eckigen Klammern angegeben

Name Richtung | Position

CIIIbACI1-s S 1933-1949 | GAT ATT AG(GA) (GA)A(TC) TT(TC) AC
[DIR(N/D)FT]

CIIbACl1-as as 2371-2387 | CTA CT (AT) GC(GATC) A(CT) (AG) TT(G
ATC) AC [VN(I/M/V)AS(R/S)]

tetACiso-sl S 2047-2063 | AAT AA(AG) AA(CT) AT(ACT) GG (AGCT)
GA [NKNIGD]

tetACiso-asl as 2341-2357 | TAA GA (AGCT) GC(AG) TC(AGT) AT(CT)
TT [KIDASY]

2.3.3 Primer zur Bestimmung der genomischen und der cDNA-Sequenz der
Plasmodium AC

Mit diesen Primern wurde die im Genomprojekt annotierte Sequenz reproduziert und der

offene Leserahmen der AC bestimmt.

Tab. 5: Primer, die auBerhalb des annotierten cDNA-Klons lagen (4.3.2.3)

Name Richtung | Position
PIAC-sl/el S -27 bis CAC CCT TTT AAG TAT TCA
-10
PIACc 9s S -371 bis TGT AAT ACT TAA GAT GGA AAA AAA G
-347
PIACc 9s/b S -320 bis AAT AAA AAA TAT AAA ATA AAA ATG

-290 ATT ATC T

PIACs S -230 bis GGA AAA GGT ACT AAT CTT TAA TTA
StartM -207
PIACc8s S -85 bis TCC ATT TGA TTA TAT ATT CTA TGA
-59 ACA
PIAC-sl S -60 bis CAC GTA AAT GTA TAG AGA
-43
PIAC 9s/c S -41 bis TAA TAA AAT AAT TAA CAC CCT TTT A
-18

PIACc-3"-as as 2680-2705 | AAC TCA ATC CTT TTA ATA GTA TCA AT

11
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Name Richtung | Position
PIACc-3'- as 2809-2837 | AAC TCC CAT ATG TAA TTA TTT ATA
asll TAT TT
PIAC-3- as 3000-3024 | CAA AAA ACT GTT CAG GAA AAG GCT T
asIII
Tab. 6: Primer, die innerhalb des offenen Leserahmens liegen (vgl. 4.3.2.3)
Name Richtung | Position
PIACc7s S 1-26 ATG CCA GAA CCA AAA CAA ATA TAT GC
PIACc7s/b S 124-148 | ATA AAT GAA GAG AAG AGA AAA AGC A
P1ACasStart- as 118-141 TCT CTT CTC TTC ATT TAT GAT GTC
M Nest.
PIACas as 140-166 | ACA TGC ACA AGT TAT TTT TGC TTT
StartM TTC
PIACc7s/c S 185-209 | GTC TTA ATA TAC ATA CAA GCA AAT T
PIAC4u S 211-228 | TTC AAA TAC TCC AAA TGG
PIAC-asl as 267-284 | TTG TTT AAA AGA AGA TAG
PIAC-asl/el S 331-348 | TAT TTC GAT AAG ACA TCC
PIACcas5 as 313-437 | AAG ATA TCA AAG AAT AAC AGC ATG A
PIACcas4 as 491-515 TCT TTG TCA ATT TTT TTC CAT GTA T
PIACcb6s S 531-555 | AAT ACA ATT ATT TAA GTC CTT GCG A
PIACc3as as 554-579 | TAC GAA GCG ATA TAT CTT AAT TAT TC
PIAC-s2 s 601-618 | ACT AAG GAA AAA TAC AAG
PIACcSs S 709-733 GCT CTT ATC AAA AGA TAT TTC ATG T
PIAC4r/s/el s 789-806 | GGA GAG CAA AAG CCC TAT
PIAC3u s 994-1011 | ATT AAT TAT CTG CTA TGG
PIAC-s3 S 1050-1067 | TGT TAC TCC TTC AAG TGC
PIAC4r S 1071-1088 | TCT TCT TCA ACA TTT TGG
PIACc4r/el as 1084-1101 | GTC CAA AAT AAT TTC TTC
PIAC31/s S 1340-1357 | CCA ATC CGA CCT TAG CTT
PIAC-as3 as 1359-1376 | AAT TCT TCT TGC ATT TCC
PIACc4s S 1443-1471 | TTA TGA AAT TTT AAA AAT GGA AGA
AAA CT
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Name Richtung | Position
PIAC2u ] 1467-1484 | AAA CTT AAT GAA ATT AGG
PIACcas2 as 1475-1502 | CCT AAT AAC ATT AAT GTT CCT AAT
TTC A
PIAC3r as 1487-1504 | AAC CTA ATA ACA TTA ATG
PIAC2ui-s ] 1542-1561 | TAA CGA ACA GGA AAG AGT AA
PIAC2ui-as as 1569-1592 | GAA TAA ACG ATT TCT CCA TTG ATC
PIACc3s S 1736-1761 | GTG ATG CAT TTT TAT TAG TTT GGA AA
PIAC21/s ] 1774-1791 | GAA TAT TCG AAT AAG AAA
PIAC2u/as as 1794-1811 | GGA GAC TTA AAC ATA TTC
PIAC2u/as/el as 1854-1871 | GCC AAA TCA CAT ATC CTG
PIAClu/el ] 1977-1994 | GGA GTT AAG TTT TGG ACT
PIAClu S 1993-2010 | CTT CAT TTT GGA TGG GCT
PIAC2r as 2013-2030 | CTT CCT ATT GCT CCT TCT
PIACc2s S 2060-2084 | CAG AAA ATG TAA ATA TAG CTA GTC G
PIACcls S 2179-2203 | AAA ATT GAT AGG GTT ACT CTT AAA G
PIACcasl as 2208-2234 | AAA GTA TAT AAA TTT AAT GGG TTC
CTA
PIAClar/s S 2275-2292 | GAA AAT TTT GAC GCC AAG
PIAClu/as/el as 2286-2303 | TCA AAA TGA GGC TTG GCG
PIAClu/as as 2294-2311 | GTT TTA CGT CAA AAT GAG
PIAClbr/el as 2610-2627 | CCA CAC CAA TCA CTG GGT
PIACI1br as 2620-2637 | TTT TCT ATA TCC ACA CCA
PIAC as 2610-2637 | TTT TCT ATA TCC ACA CCA ATC ACT GG
Ibr/el+1br
PIAClar as 2647-2664 | AAA TAA TTT TTA TGA CTT

Tab. 7: Primer, die teilweise mit einem Intron tiberlappen; Positionsangaben beziehen sich auf 4.3.2.3; die
Uberhinge in die Introns sind kursiv gedruckt

Name Richtung | Position
PIACli-as as 118-138 CTT CTC TTC ATT TAT GAT GTC CTA
(Intron 1)
PIAC4u/as as 620-636 | CAT TCC ACT CAT TTC TGT (Intron5)
PIAC2u/el ] 1425-1435 | CCT ATA GGA AAA GCA TTA (Intron 14)
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Tab. 8: Primer, die innerhalb von Intronbereichen binden [Die Positionsangaben beziehen sich auf die
Introns (vgl. 4.3.2.4)]

Name Primer | Intron Nr./
Position
PIACli-s S 1/190-213 | TTT TCT AAA TAA ATG TAA AAG CTC
PIAC4r/s S 8/66-83 CAA TAT TCT TCA TTT CTA
PIAC-as2 as 8/110-125 | ACT ACA AAA TCG GTT TAG

(1. Base auf Exon)

2.3.4 Primer zum Zusammenbau des Plasmodium AC-Gens

Tab. 9: Die Positionsangaben beziehen sich auf 4.3.2.3; kursiv: nicht bindende Primeriiberhdnge; fett:
Schnittstellen

Name Richtung | Position
NatExp-s S 1540- AAA GGA TCC TCA AAG AAC ATT AAC GAA
1563 CAG GAA AGA GTA AAT
NatExp-as as 2632- TTT GAG CTC TCA TGA CTT TTG TAA AAA
2653 TTT TCT
PINat5'- S 1-21 AAA GAA TTC ACT AGT AAT ATA ATG CCA
EcoRI;Spel GAA CCA AAA CAA ATA
PINat3’- as 2632- AAA AGA TCT TGA CTT TTG TAA AAA TTT
sSTOP+ 2652 TCT
Bglll
PINat3’- S 2566- CTT AAT CAG CTG TGG AAC TTT TTG AGT
Pvulls 2592
PINat5'- S 163-206 | CCC GAA TTC AAA AAT GTT AAA ATA TAA
EcoRI AAA TAT ATG TCT TAA TAT ACA TAC AAG
CAA
PINat3’- as 546-629 | AAA TCA TTT CTG TGC TTG TAT TTT TCC
Msllas TTA GTA TGT TTT TTT ATA AAA TTA ATT
ACG AAG CGA TAT ATC TTA ATT ATT CGC
AAG GAC
PINat5’-Earl S 1413- AAA AAA ATT GAA GAG GAA AAG CAT TAA
1501 AGA AAA TTA TGA AAT TTT AAA AAT GGA
AGA AAA CTT AAT GAA ATT AGG AAC ATT
AAT GTT ATT AG
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Name Richtung | Position
PINat3’- as 2605- CCC AAG CTT TTA TGA CTT TTG TAA AAA
HindIII 2655 TTT TCT ATA TCC ACA CCA ATC ACT GGG

TGC

AAT

2.3.5 Resyntheseprimer

Diese Primer dienten der Resynthese der Plasmodium AC in Mammaliacodonusage. Die

zusammengehorigen Primerpaare (z.B. PIAC.Synt.1s und PIAC.Synt.1as) iiberlappen mit 24

bp an ihren 3’-Enden miteinander und ermdglichten die Extension zu grof3en, doppelstrang-

igen Fragmenten mit flankierenden Schnittstellen.

Tab. 10: Positionsangaben beziehen sich auf Abb. 25, S. 77; fett: Schnittstellen (Bezeichnungen unterhalb
der Primernamen in Klammern);_!(ursiv: Bereiche vor dem Startcodon; unterstrichen:
Kozaksequenzbereiche; aaa: 5 -Uberhang vor Schnittstelle

Name Richtung | Position
PIACSynt. S 163-198 | aaa GTT AAC GCC GCC ACC ATG CTG AAG
5'-s/a TAC AAG AAC ATA TGC CTG AAC ATC CAC
(Hpa I)
PIACSynt. S 166-198 | aaa GTT AAC GCC GCC ACC ATG GGA CTG
5'-s/b AAG TAC AAG AAC ATA TGC CTG AAC ATC
(Hpal) CAC
PIACSynt. as 628-645 | CTT TTC GAA GTT CCA CTC
5’-as
(Sful)
MPEPs1 S 1-105 aaa GGA TCC GCC GCC ACC ATG CCC GAG
(BamH I) CCC AAG CAG ATC TAC GCC AAC AAC ATC
TTC GAC AAC GAC AAG CTG AAG CGC TTC
TTC CTG AAG TAC CGC TCC AAG GAG AAG
GTC CTG TAC TCC TTC

MPEPs2 S 4-105 aaa GGA TCC GCC GCC ACC ATG GGA CcCcC

(BamH I) GAG CCC AAG CAG ATC TAC GCC AAC AAC
ATC TTC GAC AAC GAC AAG CTG AAG CGC
TTC TTC CTG AAG TAC CGC TCC AAG GAG
AAG GTC CTG TAC TCC TTC

MPEPas as 82-186 | aaa GCA TAT GTT CTT GTA CTT CAG CAT
(Nde I) GCA CAG GTT GTT CTT GGA CTT GCG CTT

CTC CTC GTT GAT GAT GTC GTT CTC GGA
GGT GAA GGA GTA CAG GAC CTT CTC CTT
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Name Richtung | Position
PIAC.Synt. S 267-380 | GAA CAT ATG CCT GAA CAT CCA CAC CTC
Is CAA GTT CTT CAA GTA CTC CAA GTG GGT
(Nde 1) CTA CCT GTT CCT GAT CAT CTT CTC CAA
GGA CTT CTT CTA CCT GCT ACT GAA CAA
GAA GTA
PIAC.Synt. as 267-380 | ATG TAC GTA GAG TCC ATC AGG AAG TTA
las AAG ATG ATT TCG ATC AGG CAG CCG AAC
(SnaB I) AGC AGG ATC GAG ATG AAT ATG TCC GAG
ATG AAG TCG TAC TTC TTG TTC AGT AGC
AGG TAG
PIAC.Synt. S 369-518 | CTC TAC GTA CAT CTT CTA CTT TAT GTT
2s CTT CGA CAT CAT CTC ATT CAT GCT GCT
(SnaB 1) GTT CTT CGA CAT CTT CCT GTT CGA GAA
GTA CTT CTT CGA CTT TTT CAT CTA CTT
CAC CAA CTC CCT GTA CAC CTG GAA GAA
GAT CGA CAA GGA CAA
PIAC.Synt. as 495-645 | CTT TTC GAA GTT CCA CTC GTT GCG GTG
2as CTT GTA CTT CTC CTT GGT GTG CTT CTT
(Sfu 1) GAT GAA GTT GAT GAC GAA GCG GTA GAT
CTT GAT GAT GCG CAG GGA CTT GAA CAG
TTG GAT CAG GTA GAT GAT GTT GTC CTT
GTC GAT CTT CTT CCA G
PIAC.Synt. S 634-725 | AAC TTC GAA AAG ATG GAG TCC ATG AAG
3s AAC CGC CCC CTG AAG GAG TCC CTG AAG
(Sfu 1) TTC ACC AAC AAG ATG CAC CTG GCC CTG
ATC AAG CGC TA
PIAC.Synt. as 702-793 | ACT CCT TGG AGA TGT ATA TGA TCT CGA
3as TCA TGA TGT AGG ACA GCA TGA TGA AGA
(Sty I) TCA GGG ACA TGA AGT AGC GCT TGA TCA
GGG CCA GGT GC
PIAC.Synt. S 782-896 | TCT CCA AGG AGT CCA AGT CGC CCA TGA
4s ACT ACT TCA TCT ACA ACC TGG ACC TGA
(Sty 1) TCG TGT TCG ACG AGT TCT ACG AGA CCG
AGT TCC TGA AGG CCC TGT ACT TCT ACT
CCG CcCA T
PIAC.Synt. as 873-987 | TAT ATC GAT CTC CTT CTT GTT GAT GAA
4as GTT CTT CAG CTT GCG CTT GGA CTT GAT
(Clal) GGA GAT CAG GTA CTC CTC GTC GCG CTT
GTT CTT TTG GAT GGC GGA GTA GAA GTA
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Name Richtung | Position
CAG GGC C
PIAC.Synt. S 976- GAG ATC GAT ATA TCC GGC ATC AAC TAC
Ss 1077 CTG CTG TGG GAC TTC ACC AAC CTG TCC
(Cla 1) CAC AAC GAC CTG CTG AAG TTC GTG ACC
CCG TCC TCC GCC AAC CAA AAC
PIAC.Synt. as 1054- CGT AGA TCT TGG TCT CGA AGT AGC GCA
Sas 1153 GCT CGT TGA TGT TCT TGA TGG TGT GGT
(Bgl 1) CCA GGA TGA TTT CCT CCT CCA CGT TTT
GGT TGG CGG AGG ACG GGG T
PIAC.Synt. S 1142- CCA AGA TCT ACG AGT CCA AGG ACT TCA
6s 1226 TCT TCC ACA TCA ACA TCA AGC GCT ACA
(Bgl 1) TCG AGC GCA CCA TCA AGA ACA TCA TAA
TCC T
PIAC.Synt. as 1203- GTT GAG CTC GCA CGT GAA GTA GAA CAG
6as 1287 TAT GAT AAA GGA GAA GAT GAT TAT GAA
(Sac 1) TAT CTT CAG GAT TAT GAT GTT CTT GAT
GGT G
PIAC.Synt. S 1276- TGC GAG CTC AAC GTC CTG CTG TTC CcCC
Ts 1361 ATC GAG TCC ATC CTG AAG AAG CTG AAG
(Sac 1) CTG ATG AAG TCC AAC CCC ACC CTG GCcC
CTG GA
PIAC.Synt. as 1338- CTT AAG CTT GGT GTT GAT CAG GAT GTT
Tas 1422 CTT CAG CTC GTG GTT CAG CAG CTC CTC
(Hind III) CTG CAT CTC CAG GGC CAG GGT GGG GTT
GGA C
PIAC.Synt. S 1411- ACC AAG CTT AAG CGC AAG TCC ATC AAG
8s 1498 GAG AAC TAC GAG ATC CTG AAG ATG GAG
(Hind III) GAG AAC CTG ATG AAG CTG GGC ACC CTG
ATG CTG C
PIAC.Synt. as 1475- TTG ACG CGT TCC TGC TCG TTG ATG TTC
8as 1562 TTG GAG ATG ATC TTG GCC CCG GCC TCG
(Mlu 1) CCG AAG CCC AGC AGC ATC AGG GTG cCcCC
AGC TTC A
PIAC.Synt. S 1551- GGA ACG CGT CAA CCT GCT GAT CAA CGG
Os 1692 CGA GAT CGT GTA CTC CGT GTT CTC CTT
Mlu 1) CTG CGA CAT CCG CAA CTT CAC CGA GAT
CAC CGA GGT CCT GAA GGA GAA GAT CAT
GAT CTT CAT CAA CCT GAT CGC CGA GAT
CAT CCA C
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Name Richtung | Position
PIAC.Synt. as 1669- GGA TTT AAA CAT GTT CAT CTT CTT GTT
9as 1809 GGA GTA CTC CTT CTT CTG GTA CTT CCA
(Dra I) GAC CAG CAG GAA GGC GTC GCC GAT GTT
CTT GTT GAT GGT GCC GCC GTA GAA GTC
GCA GCA CTC GTG GAT GAT CTC GGC GAT
CAG GTT
PIAC.Synt. S 1798- ATG TTT AAA TCC CCC AAC AAT AAC TAC
10s 1925 GAC GAG TAC TCC GAG AAG GAG AAC ATC
(Dra I) AAC CGC ATC TGC GAC CTG GCC TTC CTG
TCC ACC GTG CAA ACC CTG ATC AAG CTG
CGC AAG TCC GAG AAG ATC CA
PIAC.Synt. as 1902- AGC CGA TCG CGC CCT CGA TGG CCC AGC
10as 2029 CGA AGT GCA GGC CGA AGG ACA GCT CCA
(Pvu I) GGA TGT TGT TCT TGA TCA GCT CGT CCA
TGT TCT CGT TGT TCA GGA AGA TGT GGA
TCT TCT CGG ACT TGC GCA GC
PIAC.Synt. S 2018- GCG CGA TCG GCT CCT CCT ACA AGA TCG
I1s 2143 ACC TGT CCT ACC TGT CCG AGA ACG TCA
(Pvu I) ACA TCG CCT CCC GAC TGC AAG ACA TCT
CCA AGA TCT ACA AGA ACA ACA TCG TCA
TCT CCG GCG ACT TCT ACG
PIAC.Synt. as 2120- GCA GAT ATC GAA GGT GTA CAG GTT CAG
11as 2244 GGG GTT GCG GCA GCC CTT CAG GGT GAC
(EcoR V) GCG GTC GAT CTT GCG CAG GGA GTT CTT
GAA CTT CTC GGA CAT GTT GTC GTA GAA
GTC GCC GGA GAT GAC GA
PIAC.Synt. S 2233- TTC GAT ATC TGC CTG AAC AAG ATC ACC
12s 2356 AAG AAG GTC AAC ATG GAG AAC TTC GAC
(EcoR V) GCC AAG CCC CAC TTC GAC GTG AAG CTG
CTG AAG GTG TTC GAC GAC ATC AAG AAA
AAG GCC GAG CGT AAG A
PIAC.Synt. as 2333- AGT CCT TGG GGT AGT GGA TCT TGA TGA
12as 2455 ACT TGA TGT CGT CGT TCT TGG CGT ACT
(Sty I) CCT CGT ACA GGT TGT AGG ACA GGT TCA
GGA CCT CTT TCT TGC GCT TCT TAC GCT
CGG CCT TTT TCT TGA
PIAC.Synt. S 2444- ACC CCA AGG ACT ACC TGG AGC AGT TCA
13s 2567 AGA TCG CCC TGG AGT CCT ACC TGA TCG
(Sty 1) GCA AGT GGA ACG AGT CCA AGA ACA TcCC
TGG AGT ACC TGA AGC GCA ACA ACA TCT
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Name Richtung | Position
TCG AGG ACG AGA TCC T
PIAC.Synt. as 2544- AAA GCG GCC GCT CAG GAC TTT TGC AGG
13as 2663 AAC TTG CGG TAG CCG CAC CAG TCG GAG
(Not 1) GGG GCG ATG AAG TTG TTC ATG GAC AGG
AAG TTC CAC AGC TGG TTC AGG ATC TCG
TCC TCG AAG ATG TTG

2.3.6 Sonstige Primer

Tab. 11: Positionsangaben beziehen sich auf Abb. 25, S. 77; kursiv:

Schnittstellen

nicht bindende Primerbereiche; fett:

Name Richtung | Position
pUC-rev as - AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GG
PlACSynt. S 1575-1593 | AAA GGA TCC GGC GAG ATC GTG TAC
Kats TCC
PIACSynt. as 2643-2663 | AAA GCG GCC GCT CAG GAC TTT TGC
Katas
PlACSynt. S 2230-2247 | ACC TTC GAT ATC TGC CTG
EcoRVs
PIACSynt. as 2635-2652 | AAA GCG GCC GCG GAC TTT TGC AGG
sineTGAas AAC TT
PlACSynt. S 1272-1290 | AAA GGA TCC ACG TGC GAG CTC AAC
7sTCEL GTC
PIACSynt. 7s S 1276-1290 | TGC GAG CTC AAC GTC
(OS)
PlACSynt. as 1406-1422 | CTT AAG CTT GGT GTT GA
7As (OS)
PlACSynt. as 1573-1587 | AAA GCG GCC GCCAC GAT CTC GCC GTT
Channel as
PlACSynt. S 1529-1595 | AAA GGA TCC TCC AAG AAC ATC AAC
SKNINE GAG CAG GAA CGC GTC AAC CTG CTG
ATC AAC GGC GAG ATC GTG TAC TCC GT
PlACSynt. S 1552-1595 | AAA GGA TCC GAA CGC GTC AAC CTG
ERVNL CTG ATC AAC GGC GAG ATC GTG TAC
TCC GT
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Name Richtung | Position
PIACHolo S 162-198 | AAA GGA TCC ATG CTG AAG TAC AAG
Synt AAC ATA TGC CTG AAC ATC CAC
PIACsine as 2248-2265 | AAA GCG GCC GCT CAC TTC TTG GTG
TPRLI1 ATC TTG TT
PIACsine as 2422-2439 | AAA GCG GCC GCT CAG ATC TTG ATG
TPRL2 AAC TTG AT

2.4 Plasmide

Abb. 2: Die zur Klonierung und Expression verwendeten Plasmide
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2.5 Puffer und Losungen

2.5.1 Molekularbiologie

2.5.1.1 Loésungen zum Auftrennen, Reinigen und Lagern von DNA

TAE
40 mM Tris/Acetat pH 8,0
1 mM EDTA
TE-Puffer
10 mM Tris/HCl pH 7,5
I mM EDTA

Phenol-Chloroform-Lsung
50% (v/v) Phenol, pH 7,5
48% (v/v) Chloroform
2% (v/v) Isoamylalkohol

10x TBE-Puffer (LI-COR)

1,34 M Tris
440 mM Borsdure
25mM EDTA

Probenpuffer (Agarosegel)

Ix TAE
5,0% Glycerol
0,5% Bromphenolblau
0,5% Xylencyanol

Chloroform-Isoamylalkohol-Lsg.

96% (v/v) Chloroform
4% (v/v) Isoamylalkohol

2.5.1.2 Loésungen zur Modifikation und Transfektion von DNA

10x CM

100 mM CaCl,
100 mM MgCl,

dNTPs
20mM je ANTP

2.5.1.3 Puffer fiir PCR und Sequenzierung

10x Air Thermo-Cycler-Puffer
500 mM Tris/HCI pH 8,3
2,5mg/ml BSA
30mM MgCl,

2.5.1.4 Losungen fiir Genbankscreens

20x SSC

300 mM Natriumcitrat pH 7,0
3M NaCl

10x Dephosphorylierungspuffer

500 mM Tris/HCI pH 8,5
1 mM EDTA

10x Klenowpuffer (ohne BSA)
200 mM Tris/HC1 pH 7,9
60 mM MgCl,
10 mM Dithiothreitol

(+5 ug/10 ul Reaktionsansatz BSA, frisch zugeben)

Stoppuffer:
10 ml Formamid
1 Spatelspitze Fuchsin

50x Denhards [.osung
10 g/l Ficoll
10 g/l Polyvinylpyrrolidin
10 g/l BSA
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Prahybridisierungslosung

5x

5x

50%
0,1%

100 pg/ml

Denhards Losung
SSC

Formamid

SDS
denaturiertes
Heringssperma

Denaturierungsldsung

0,5M

NaOH

Hybridisierungslosung

2,5x10*1x10° Bq/ml
denaturierte, radioaktiv markierte Sonde
in Prahybridisierungs-Losung

Neutralisationslosung
0,5M Tris/HCI pH 7,5

1,5M NaCl

Waschpuffer
1x SSC
0,1% SDS

2.5.1.5 Medien fiir E.coli

LB-Medium
20 g/l LB Broth

LB-Medium fiir Dauerkulturen
20 g/l LB Broth
20% Glycerol

(Aufbewahrung
bei -20°C)

LB-Medium fiir konditionierte E.coli

10 mM MgSO,
0,2% Maltose
in LB-Medium

LB-Plattenagar
35¢/1 LB Agar

LB-Plattenagar mit Antibiotika

100 pg/ml  Ampicillin und/oder
50 pg/ml Kanamycin und/oder
10 pg/ml Tetracyclin und/oder

7 ng/ml Gentamycin

I,5M

NaCl

LB-Medium mit Antibiotika

100 ug/ml
50 pg/ml
10 pg/ml

7 ng/ml

SM-Puffer

50 mM
100 mM
15 mM

NZY-Medium
10 g/l
5¢g/l
S5¢1
2 g/l

NZY -Plattenagar
1,5%

NZY-Topagar
0,75%

Ampicillin und/oder
Kanamycin und/oder
Tetracyclin und/oder
Gentamycin

Tris/HCI pH 7,5
NaCl
MgSO4

NZ-Amine
Hefeextrakt
NaCl
MgSO4

Agar
in NZY-Medium

Agarose
in NZY-Medium
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SOB-Medium SOC-Medium
20 g/l Bacto Trypton 25 mM Glucose
0,5 g/l NaCl in SOB-Medium

5 g/l Bacto Yeast Extract
auf pH 7,0 mit NaOH eingestellt
2,5mM KCI
10 mM MgCl, (frisch zugeben)

2.5.2 Proteinchemie

2.5.2.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Trenngelpuffer Sammelgelpuffer
1,5M Tris/HCI pH 8,8 500 mM Tris/HCI pH 6,8
0,4% SDS 0,4% SDS
Hoefer-Laufpuffer 4x Probenpuffer
25 mM Tris 130 mM Tris/HCI pH 6,8
192 mM Glycin 10% SDS
0,1% SDS 2% Lithiumdodecylsulfat

10% P-Mercaptoethanol
20% Glycerol
0,03% Bromphenolblau

Coomassie Firbelosung Entfarber
0,2% Brilliant Blue G-250 10% Essigsdure
40% Methanol 30% Ethanol

1% Essigsdure

2.5.2.2 Westernblotting

Towbin-Transferpuffer (100) M-TBS
25 mM Tris 5% Milchpulver
192 mM Glycin in TBS-Puffer
20% Methanol
TBS-Puffer TBS-T
20 mM Tris/HCI pH 7,6 0,1% Tween 20
0,8% NaCl in TBS-Puffer
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2.5.2.3 Immundetektion

PBS/BSA PBG

0,9 mg/ml BSA 0,2% Gelatine
in PBS (s. 2.5.5) 0,5% BSA
in PBS (s. 2.5.5)

Antigenlésung

1 mg/ml C-terminales Peptid der Plasmodium AC
in 20 mM Tris/HCL pH 7,5

2.5.2.4 Puffer zur nativen Niz"-NTA-Reinigung

SfY-Lyse-/Bindepuffer SfY-Elutionspuffer
50 mM Tris/HCI pH 8,0 37,5 mM Tris/HCI pH 8,0
2mM MgCl, 260 mM Imidazol
15 mM Imidazol 0,02 % Thioglycerol

0,025% Thioglycerol
(Beide Puffer wurden ohne Thioglycerol gelagert; kurz vor dem Einsatz
wurde mit N,-Gas entgast und das Antioxidans frisch zugegeben.)
2.5.3 Losungen zum Test von Adenylat- und Guanylatcyclaseaktivitat

Sf9-AC-Suspensionspuffer
50 mM Tris/HCI pH 8,0

100 mM KCl
2mM MgCl,
0,025% Thioglycerol (frisch, vgl. 2.5.2.4)
10x AC-Startlésung 1.5x AC-Stoppuffer
I mM ATP 3mM cAMP
inkl. 2,5-4x10° Bg/ml 1,5% SDS
[0-**P]-ATP
10x GC-Startlosung 1,5x GC-Stoppuffer
I mM GTP 2% SDS
inkl. 2,5-4x10° Bg/ml
[0-**P]-GTP
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2x AC-Cocktail

43,5% Glycerol
100 mM Tris/HCI pH 9,0
4 mM cAMP
inkl. 2-4x10° Bq/ml
[2,8-*H]-cAMP
0,45 mg/2ml Kreatinkinase
6 mM Kreatinphosphat
4 mM MnCl, und/oder
20 mM MgCl,

Forskolinlésung
10 mM Forskolin in DMSO

2.5.4 Sf9-Zellkulturmedien

Sf9-Monolayerkulturmedium

500 ml TC100 Insektenmedium

50ml FCS
5 mg Gentamycin

SfY9-Transfektionsmedium

TC100 Insektenmedium

ohne Zusitze

2.5.5 Puffer zum Waschen von Zellen

PBS (pH 7.4)
8 g NaCl
02¢g KCl
1,44 g NazHPO4
024 g KH,PO,
ad 1000 ml H,O

2x GC-Cocktail

43,5% Glycerol
100 mM Tris/HCI pH 9,0
4 mM cGMP
inkl. 2-4x10° Bq/ml
[8-*H]-cGMP
0,45 mg/2ml Kreatinkinase
6 mM Kreatinphosphat
4 mM MnCl,

Sf9-Suspensionskulturmedium

500 ml TC100 Insektenmedium
50 ml FCS
5 mg Gentamycin
0,1% Pluronic F-68

SfY9-Einfriermedium

15% DMSO
in SfY9-Monolayer-
kulturmed.
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3 Methoden

3.1 Gentechnologische Methoden

3.1.1 Plasmidisolierung aus E.coli

Zur Plasmidisolierung wurden Wizard-Plus-SV-Plasmid-Purification-Kits verwendet. Nach
Wachstum der Bakterien in 5-100 ml LB-Kulturmedium fiir 10-20 h wurde durch Zentri-
fugieren geerntet (1560xg) und eine Mini- oder Midipriparation (-prep) nach den Hersteller-
angaben durchgefiihrt. Die Aufnahme der Plasmide erfolgte entweder in Wasser, TE-Puffer
oder 1:10-verdiinntem TE-Puffer (Miniprep: 50 pl, Midiprep: 400 ul).

3.1.2 Auftrennen und Detektion von DNA mit Agarosegelen

Mit Restriktionsendonukleasen geschnittene DNA oder PCR-Produkte wurden auf ein
Agaroseflachbettgel geladen und bei einer Spannung zwischen 80 und 105 V mit TAE-Puffer
laufen gelassen. EcoR I/Hind 1ll-verdaute A-DNA (A-Marker) und Msp 1/Ssp I-verdauter
pBluescript II SK(-)-Vektor (m-Marker) dienten als Marker. Die Konzentration der Gele
betrug in Abhédngigkeit der GroBe der zu erwartenden Fragmente zwischen 0,8 und 4%
Agarose. Gefiarbt wurde nach unterschiedlichen Laufzeiten in einem Ethidiumbromidbad
(0,01 mg/ml) fiir 1-2 min. Die Detektion erfolgte nach weiteren 10 min Laufzeit mit einer

UV-Lampe bei 302 nm; dokumentiert wurde mit einem Videoprintersystem.

3.1.3 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Aus einem Gel wurde mit einem Skalpell das Stiick, welches die interessierende DNA
enthielt, ausgeschnitten. Die Reinigung erfolgte mit dem NucleoTrap-Kit nach Hersteller-
vorschrift (,, Purification of DNA fragments from agarose gels ). Die Elution erfolgte mit 25
pl Wasser.

3.1.4 Isolierung, Reinigung und Konzentrierung von DNA aus wassriger
Losung

3.1.4.1 Entsalzung zum Umpuffern (NucleoTrap-Kit)
War es nicht moglich, fiir bestimmte Kombinationen von Restriktionsenzymen gemeinsame

Puffer zu verwenden, muflte die singulir geschnittene DNA entsalzt und umgepuffert werden,
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bevor mit dem zweiten Enzym geschnitten werden konnte. Dieselbe Prozedur wurde auch vor
Ligationsreaktionen durchgefiihrt. Die Entsalzung erfolgte nach der Vorschrift des Herstellers
(,, Concentration and desalination of DNA fragments“). Die Elution erfolgte mit 25 ul

Wasser.

3.1.4.2 Phenol-Chloroform-Extraktion
Um DNA von Proteinen zu befreien, wurde das Volumen der Probe mit Wasser auf 200-300

pl erhoht und zweimal mit der gleichen Menge Phenol-Chloroform-Losung durch kréftiges
Vortexen extrahiert. Der dritte Schritt bestand im Entfernen des Phenols aus der wiBrigen
Phase mit Chloroform-Isoamylalkohol-Losung gleichen Volumens (86). Die Phasen trennten
sich bei Zentrifugation in der Tischzentrifuge (10.000xg, RT, 5 min). Der wiissrige Uberstand

wurde zur Konzentrierung einer Ethanolféllung unterworfen.

3.1.4.3 Ethanolfallung
Zur wissrigen DNA-Losung wurde 1/10 des Volumens 3 M Natiumacetat pH 4,5 zugegeben

und mit der zweieinhalbfachen Menge an Ethanol p.a. versetzt. Bei -20°C erfolgte die Féllung
fiir minimal 45 min, dann wurde bei 4°C zentrifugiert (15.000xg, 20 min). Nach Dekantieren
des Uberstandes wurde das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und eine abermalige Zentri-
fugation schloB an (10 min). Der Uberstand wurde verworfen und der Niederschlag in der
Vakuumzentrifuge von anhaftenden Fliissigkeitsresten bei RT befreit (3-5 min). Die DNA

konnte dann in Wasser oder einem geeigneten Puffer aufgenommen werden.

3.1.5 Konzentrationsabschatzung von DNA
Durch den Vergleich der Intensitit der Bandenstirke einer DNA-Probe mit DNA-Marker-

banden war es moglich, die aufgetragene Menge abzuschitzen.

3.1.6 Restriktionsverdau von DNA-Molekulen

Die Restriktionsendonukleasen wurden entsprechend den jeweiligen Herstellerangaben ver-
wendet. Ein typischer Ansatz hatte ein Volumen von 10 pl und enthielt 200 bis 500 ng
Plasmid-DNA sowie 0,2 il Enzym. Die Inkubationszeit betrug 45-60 min. Zur Stabilisierung
der Enzyme erfolgte oftmals ein BSA-Zusatz von 5 ng/10 ul.

3.1.7 Glatten von DNA-Uberhingen
Zum ,,blunten* von PCR-Produkten oder DNA-Fragmenten aus Restriktionsverdauen fand

das Klenowfragment der DNA-Polymerase I aus E.coli Verwendung. In einem Reaktions-
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ansatz von 10 pl befanden sich 1 ul 70x Klenowpuffer (ohne BSA), 0,5 Wl BSA fiir die Mole-
kularbiologie, 6,7 Wl DNA, 0,8 ul Klenowenzym und 1 pl dNTPs. Letztere wurden, wenn 3'-
Uberhiinge zu glitten waren, erst nach 10 min Vorinkubation zugesetzt (37°C). Die

Reaktionszeit betrug 35 min. Danach wurde das Enzym bei 70°C fiir 10 min denaturiert.

3.1.8 5°-Phosporylierung von PCR-Produkten

Zur Klonierung von PCR-Produkten sind, wenn man sie tliber ihre geglétteten Enden ligieren
will, 5’-Phosphatreste notwendig. Diese wurden mit der 74-Polynukleotidkinase eingefiihrt.
Ein Reaktionsansatz von 15 ul enthielt den K/enowansatz, 10 U Enzym, 2,5 ul 10 mM ATP
und 1,5 pl 10x Reaktionspuffer. Die Reaktionszeit betrug 1 h (37°C).

3.1.9 5 -Dephosphorylierung von Plasmidvektoren

Um Religationsprodukte zu vermeiden, wurden linearisierte Plasmide, in die ein Fragment
kloniert werden sollte, nach oder wihrend des Restriktionsverdaus mit 1 U alkalischer
Phosphatase (AP) behandelt. Dies geschah entweder nach Verdiinnen des Verdauungs-
ansatzes auf 22,5 ul und Zugabe von 2,5 pul Puffer und 1 pl des Enzyms, oder 0,6 ul AP

wurden direkt mit in den Restriktionsverdau gegeben. Die Inkubation erfolgte fiir 1 h (37°C).

3.1.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Es wurde der Rapid DNA Ligation Kit nach den Herstellerangaben verwendet. Fiir eine
Standardligation mit Vektor (Optimal: 50 ng) und einem Insert wurde ein Stoffmengen-
verhéltnis von 1:2 bis 1:3 benutzt. Bei Tripleligationen betrug das Verhéltnis des Vektors zu
den Inserts 1:1:1. Die Inkubation erfolgte bei RT zwischen 5 und 20 min, in Ausnahmefillen,
wenn sich die Ligation als schwierig erwies, auch iiber Nacht.

DNA-Fragmente aus PCRn wurden immer in EcoR V-geschnittenen pBluescript Il SK(-)-
Vektor kloniert.

3.1.11 mRNA-Isolierung, Reverse Transkription und RT-PCR

Total-RNA von P.falciparum wurde von Dr. Jiirgen Kun (Arbeitskreis Prof. Kremsner, Para-
sitologie, Universitdt Tiibingen) zur Verfiigung gestellt (iiblicherweise stammte diese aus 25
pl roten Blutzellen mit bis zu 10% Parasitdmie in einem Volumen von 50-100 pl, woraus

schdtzungsweise 20-50 ng mRNA gewonnen wurde).

Daraus wurde mit Hilfe des QuickPrep Micro mRNA Purification Kits die bendtigte mRNA
gereinigt: die wiassrige Losung wurde mit der gleichen Menge Extraktionspuffer versetzt, die
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Aufarbeitung erfolgte nach der Herstellervorschrift. Die gefillte mRNA wurde in 10 pl
RNAse-freiem Wasser aufgenommen und 1,25 bis 5 pul in die RT-PCR (Titan One Tube RT-

PCR System) eingesetzt.

Alternativ wurde auch mit dem mRNA Capture Kit gereinigt: total-RNA wurde zu einem End-
volumen von 50 pl in Lysepuffer aufgenommen und mit 1 pl einer 1:20-Verdiinnung der
biotinmarkierten oligo(dT)-Sonde fiir 5 min bei 37°C in einem mitgelieferten Reaktionsgefal3
inkubiert. Die Ribonukleinsduren befanden sich nach den vorgeschriebenen Waschschritten

immobilisiert an der Wand des streptavidinbeschichteten PCR-Gefél3es.

Die Reverse Transkription und die PCR erfolgten anschlieBend mit dem Titan One Tube RT-
PCR System. Der Reaktionsansatz wurde nach den Herstellerangaben angesetzt, 0,5 pl
RNAse-Inhibitor waren enthalten. Nach 32 min Inkubation bei 50°C wurden 6 Zyklen mit
einer 2°C hoéheren Tm (3.1.12) als errechnet durchgefiihrt (Verringerung von Primer-
fehlbindungen). Darauf folgten 34 Zyklen bei der errechneten 7m (vgl. 3.1.12.2.1).
Wenn nach dieser Reaktion noch keine, oder nur sehr wenig DNA erhalten wurde, ist mit
einer nested- oder seminested-PCR nachamplifiziert worden. Zumindest einer der im ersten
Reaktionsschritt verwendeten Primer wurde gegen einen anderen, weiter innen auf der
Matrize bindenden ausgetauscht. Fiir die Reaktion wurde 1 pul des 1:10-verdiinnten RT-PCR-
Ansatzes in eine Air Thermo-Cycler-PCR eingesetzt (vgl. 3.1.12.1, Tab. 12).

3.1.12 Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Vervielfaltigung von DNA
Vgl. auch Literaturstellen (70, 83).

Die Anlagerungstemperatur eines Primers in °C [=7m (auch Schmelztemperatur genannt)] er-

rechnet sich nach folgender Formel:

Tm [°C] = 4-(GC)+2-(AT)

(GC): Anzahl an bindenden Guanin- und Cytosinnukleotiden des Primers
(AT): Anzahl an bindenden Adenin- und Thyminnukleotiden des Primers

Sofern sich die Temperaturen zweier gemeinsam benutzter Primer unterschieden, wurde mit
der niedrigeren gearbeitet. Ist keine DNA erhalten worden, sind erneute Reaktionen mit um

5°C-Schritten herabgesetzten Temperaturen durchgefiihrt worden.

Ein {iblicher PCR-Ansatz mit 50 pul Volumen enthielt neben der zu amplifizierenden DNA die
Primer (jeweils 25 pmol = 500 nM), je 200 uM der dNTPs, 1 U Tag-Polymerase, sowie den

benotigten Puffer. Als Negativkontrolle dienten Ansétze ohne DNA.
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3.1.12.1 PCR mit dem Air Thermo-Cycler
Es hat sich bewihrt, AT-reiche DNA mit Hilfe der HeiBluft-PCR zu vervielfdltigen. Ver-

wendung fand der /0x Air Thermo-Cycler-Puffer.

Um bessere Ergebnisse mit der genomischen DNA von T.pyriformis und P.falciparum zu
erhalten, wurden unterschiedliche Zusétze in den Reaktionen verwendet. 2,5% Glycerol hat
sich am besten bewihrt, daneben wurden aber auch 25 mM TMAC, 25 mM (NH4),SO4, 5%
DMSO oder 150 ng/50 ul Single Strand Binding Protein (SSB) benutzt.

Ein Aliquot des Reaktionsansatzes wurde in eine Kapillare (10 pul/ 5,1 cm) aufgenommen und
die Enden an der Bunsenbrennerflamme zugeschmolzen. Der Rest konnte fiir weitere

Reaktionen auch iiber Nacht auf Eis aufgehoben werden.

Tab. 12: PCR mit dem Air Thermo-Cycler und P.falciparum-DNA

Phase Temperatur (°C) Dauer (s) Zyklen
Denaturierung 94 300
Denaturierung 94 60
Primeranlagerung Tm 60 20-40
Verlidngerung 68 10 s minimal (15-30
s/ Kilobase)
Auffiillen 68 300
RT

Tab. 13: PCR-Programm zur Bestimmung des 5°-Endes der Tetrahymena AC aus sscDNA

Phase Temperatur (°C) Dauer (s) Zyklen
Denaturierung 94 15
Denaturierung 94 60
Primeranlagerung Tm 5 45
Verldngerung 68 5
Auffiillen 68 10
RT
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3.1.12.2 Heizblock-PCR

Verwendet wurde entweder der mit dem jeweiligen Enzym gelieferte Reaktionspuffer oder

der 10x Air Thermo-Cycler-Puffer.

3.1.12.2.1 Reverse Transkription mit anschlieRender PCR

Tab. 14: Programm fiir die Arbeit mit dem Titan-RT-PCR-Kit

Phase Temperatur (°C) Dauer (min) Zyklen
Rev. Transkr. 50 32
Denaturierung 94 2
Denaturierung 94 0,5
Primeranlagerung ITm+2°C 0,5 6
Verldngerung 68 1
Denaturierung 94 0,5
Primeranlagerung Tm 0,5 34
Verldngerung 68 1
Auffiillen 68 5
Kiihlen 4
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3.1.12.2.2 PCR-Suche mit gewobbelten Primern in sscDNA von T.pyriformis

Da bekannt war, da3 bestimmte Proteinbereiche von Adenylatcyclasen sehr invariant sind,
wurde mit gewobbelten Primerpaaren nach diesen gesucht. 25 ng sscDNA [Priparation von
Dr. T. Hoffmann mit 5 ng/ul, (35)] wurden eingesetzt. Ein Extraansatz mit zusétzlich 50 nmol
MgCl, (1 mM) wurde zur moglichen Verbesserung der Primerbindung parallel angesetzt (36).

Tab. 15: Programm fiir PCR mit Wobbelprimern
(von 37°C auf 72°C stieg die Temperatur mit 0,15°C/s)

Phase Temperatur (°C) Dauer (min) Zyklen
Denaturierung 94 5
Denaturierung 94 1
Primeranlagerung 37 1 5
Verldngerung 72 1
Denaturierung 94 1
Primeranlagerung 40 1 35
Verlidngerung 72 1
Auffiillen 72 10
Kiihlen 4

3.1.12.2.3 DNA-Amplifikation aus Phagenbanken

Fiir einen Reaktionsansatz wurden 1 oder 5 ul der entsprechenden Phagenbanken verwendet.

Tab. 16: Programm zur PCR mit Phagenbanken; in Klammern: modifizierte Zeiten und Temperaturen fiir
die Bestimmung des Introns 3 der Plasmodium AC aus den MR4-cDNA-Phagenbanken MRA-61

und MRA-101

Phase Temperatur (°C) Dauer (min) Zyklen
Denaturierung 94 10 (3)
Denaturierung 94 1 (50 5s)

Primeranlagerung Tm (49) 1 (505s) 40
Verldngerung 72 (68) 2 (50s)
Auffiillen 72 (68) 10 (50 s)
Kiihlen 4
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3.1.12.2.4 PCR zur Resynthese des Plasmodium AC-Leserahmens

Zur Anfertigung der Plasmodium AC in Mammaliacodonusage wurden mit sich gegenseitig
iiberlappenden Primerpaaren (24 bp) PCRn durchgefiihrt. Ein 100 pl-Reaktionsansatz enthielt
neben 50 pmol (=500 nM) der komplementéren Primer je 400 uM der dNTPs und 2 U Tag-

Polymerase, sowie den dazugehorigen 10x Reaktionspuffer.

Tab. 17: PCR-Programm zur Resynthese des Plasmodium AC-Gens

Phase Temperatur (°C) Dauer (min) Zyklen
Denaturierung 94 5
Denaturierung 94 1
Primeranlagerung 52 1 10
Verlédngerung 72 1
Auffiillen 72 10
Kiihlen 4

3.1.12.2.5 PCR am Bacmid und an genomischer DNA von transgenen Paramecien

Zur Kontrolle, ob die in vivo-Transposition zur Erzeugung rekombinanter AcNPV-Viren
gelang, wurde mit isoliertem Bacmid eine PCR durchgefiihrt (3 von 15 pl Nucleobond AX-
praparation). Der auf dem Bacmidgenom bindende pUC-rev-Primer sowie insertspezifische

Primer kamen zum Einsatz.
Ob aus einer makronukledr injizierten Einzelzelle hervorgegangene Paramecien transgen sind,

wurde mit den Primern PIACc7s/b und PIACc3as gestestet (vgl. 3.9).

Tab. 18: PCR-Programm zur Bacmid-Transpositionskontrolle; in Klammern: das Programm fiir die
Kontrolle von transgenen Paramecien

Phase Temperatur (°C) Dauer (s) Zyklen
Denaturierung 94 (95) 300 (420)
Denaturierung 94 (95) 60 (60)
Primeranlagerung Tm (53) 60 (60) 20 (40)
Verldngerung 72 (68) 75 (60)
Auffiillen 72 (68) 300
Kiihlen 4
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3.1.13 PCR zur DNA-Sequenzierung

Zum ,,Cycle sequencing“ wurde der Thermo Sequenase Primer Cycle Sequencing Kit
verwendet. Mit Wasser sind etwa 130 ng DNA pro Kilobase Plasmid, 2 pmol des benétigten
5’-IRD 800-markierten Primers (=1 pl) und 0,7 ul DMSO zu einem Volumen von 13 ul auf-
gefiillt worden (,,Premix). Je 3 ul dieses ,,Premix* wurden dann mit den vorgelegten vier
Reaktionsansdtzen (je 3 pl) gemischt. Die PCR-Cups wurden mit einem Tropfen Chill-Out 14
Liquid Wax iberschichtet, 3-5 s zentrifugiert und die Reaktion gestartet (Das Kit reagierte
empfindlich auf die Anwesenheit von EDTA aus TE-Puffer, daher wurden die Minipreps mit
1:10-verdiinntem TE-Puffer eluiert.).

Vormals fand das Thermo Sequenase Fluorescent Labelled Primer Cycle Sequencing Kit with
7-deaza-dGTP Verwendung, das Volumen des ,,Premix‘ betrug 21 pl. Davon wurden viermal

5 ul mit je 1 ul der Reaktionsansétze gemischt.

Tab. 19: PCR- Programm fiir die Sequenzierreaktion

Phase Temperatur (°C) Dauer (s) Zyklen
Denaturierung 95 120
Denaturierung 95 20
Primeranlagerung | Anlagerungstemperatur’ 20 30/25°
Verlidngerung 70 20
Kiihlen 4

AnschlieBend wurden die Ansétze mit 6 Ul Stoppuffer denaturiert und 1-1,2 pl der Losungen

auf das 6% Polyacrylamidgel des DNA-Sequenziergerits geladen. Die Elektrophorese er-
folgte bei 50°C und einer Leistung von 50 W (max. 1500 V oder max. 37 mA) nach den

Herstellerangaben.

* Die Anlagerungstemperatur ist abhiéingig von der Art des verwendeten Primers und kann in Tab. 1, S. 9 abge-
lesen werden

> 30 Zyklen gelten fiir das neue Sequenzierkit, 25 Zyklen wurden mit dem Vorgangerprodukt durchgefiihrt
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3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Herstellung kompetenter E.coli-Bakterien

Im Verhiltnis 1:100 wurde eine Ubernachtkultur E.coli auf 100 ml frisches LB-Medium iiber-
impft und bis zu einer ODgp von 0,3-0,4 geziichtet. Nach zehn Minuten Inkubation auf Eis
folgte Zentrifugation bei 4°C (1000xg, 15 min) und anschlieBend vorsichtige Suspendierung
in 50 ml eiskalter 100 mM CaCl,-Lésung. Die Zellen wurden nach 20 min nochmals
zentrifugiert und in 10 ml 50 mM CaCl,-Losung mit 20% Glycerol resuspendiert. Nach zwei

weiteren Stunden auf Eis wurden sie 4 100 pl aliquotiert und bei -80°C aufbewahrt.

3.2.2 Transformation von E.coli

Kompetente Zellen wurden entweder mit 1 ul Plasmid-DNA, oder einer 100 pl-Mischung aus
Ligationsansatz, 10 pl /0x CM-Puffer und Wasser versetzt. Es folgte eine Inkubation bei 0°C
fir 15-20 min, dann ein 42°C Hitzeschock fiir exakt 1 min. Nach weiteren zehn Minuten auf
Eis wurden 500 pl LB-Medium zugegeben und bei 37°C fiir 45-90 min bewegt. Die Zellen

wurden anschlieend auf LB-Platten mit den ndtigen Antibiotika ausgebracht.

3.2.3 E.coli-Dauerkulturen

Die Aufbewahrung wichtiger Plasmide erfolgte in E.coli-Zellen, von denen nach Wachstum
iiber Nacht ein Aliquot abzentrifugiert wurde (7 s, 10.000xg). Das erhaltene Pellet ist sofort

nach Resuspendieren in LB-Medium fiir Dauerkulturen bei -80°C eingefroren worden.

3.2.4 Blau-WeiB-Screen

Um die Rekombination eines pBluescript I SK(-)-Plasmids oder die Transposition in das
AcNPV-Genom zur Erzeugung rekombinierter Baculoviren in vivo zu {iberpriifen, wurde ein
Blau-Weil-Screen durchgefiihrt. Auf vorgetrocknete LB-Platten wurden je 40 pl 100 mM
IPTG und 40 ul 2% X-gal aufgetragen und die transformierten Zellen ausgestrichen (37°C,
iiber Nacht). Bakterienkolonien, die inserthaltige Plasmide tragen, erscheinen weil3, solche

ohne Inserts sind blau gefarbt.

3.2.5 Proteinexpression in E.coli-Zellen
DHPI[pRep4]-Zellen (42) oder BI21(DE3)[pRep4]-Zellen wurden mit dem Expressions-

plasmid transformiert und in 5 ml LB-Medium iiber Nacht hochgezogen. 800 ul Zellen

wurden in 20 ml frisches Medium tiiberimpft und bei 30°C bis zu einer ODgpp von 0,4
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wachsen gelassen. Nach weiteren 30 min Schiitteln bei RT erfolgte die Induktion mit 30 uM
IPTG (3 h Expressionszeit). Das geerntete Pellet ist einmal mit Fliissigstickstoff geschockt
worden, dann wurde in 1 ml eiskaltem Tris/HCI pH 7,5 resuspendiert. Nach 1x 10 s Ultra-
schallbehandlung (Stufe 5, auf Eis) wurde fiir 20 min bei 4°C abzentrifugiert (15.000xg) und
der Uberstand sowie das Pellet fiir anschlieBende Versuche verwendet. Als Negativkontrolle

dienten mit pQFE-30-Vektor transformierte Zellen.

3.3 Screening von Genbanken

Siehe auch Literaturreferenzen (25, 57, 86).

3.3.1 Herstellung konditionierter E.coli zur Infektion mit A-Phagen

200 pl einer Ubernachtkultur E.coli XL1 Blue MRF’-Zellen wurden auf 20 ml frisches
Medium tiberimpft und bis zu einer ODgpp von 0,5 bis 1 kultiviert. Die Zellen wurden ab-
zentrifugiert (15 min, 1100xg, 4°C) und dann in 10 mM Mg,SO4-Lésung zu einer ODgoo von
0,5 suspendiert. Die Haltbarkeit betrug bei 4°C bis zu vier Tagen.

3.3.2 Herstellung von Phagenplatten

200 oder 650 ul konditionierter E.coli sind in Abhédngigkeit der Plattengrofe (92 mm, 145
mm) mit der gewlinschten Menge an Phagen vereint und schiittelnd inkubiert worden (100
UPM, 20 min, 37°C). Die Suspension wurde entweder mit 5 oder 9 ml geschmolzenem NZY-
Topagar (50°C) gemischt und auf NZY-Platten ausgebracht (30 min RT, 37°C iiber Nacht).
Néchstentags lieBen sich gegen den trilben Hintergrund eines E.coli-Rasens die durchschein-
enden phagenhaltigen Plaques lysierter Zellen erkennen. Die Platten waren bei 4°C mehrere

Tage haltbar.

3.3.3 Titern von Phagenbanken und Phagensuspensionen

Um die Konzentration einer Phagensuspension zu bestimmen, wurde diese von 1:10 bis
1:100.000 mit SM-Puffer verdiinnt und je 10 ul der Virusverdiinnungen nach dem in 3.3.2
beschriebenen Verfahren auf kleine Platten ausgebracht. Platten bis etwa 350 Plaques wurden

ausgezdhlt und daraus der Titer in pfu/ml errechnet.

3.3.4 Amplifikation von Phagenbanken (Subfraktionierung)
GroB3e Platten mit ~10.000 pfu wurden wie beschrieben ausgebracht. Am folgenden Morgen

wurde mit 15 ml SM-Puffer tberschichtet, die Platten mit PARAFILM umschlossen und
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schiittelnd extrahiert (70 UPM, 4°C, 24 h). Die Phagenextrakte wurden mit 1/20 des
Volumens an CHCI; versetzt, gemischt und fiir 20-30 min bei RT belassen. Nach
Zentrifugation (10 min, 2000xg) wurde der Uberstand in ein anderes Behiltnis iiberfiihrt und
wiederum mit 1/20 an CHCl; versetzt. Lagerung erfolgte bei 4°C.

3.3.5 Genbankdurchmusterung

3.3.5.1 Identifikation positiver Fraktionen mittels PCR
Fraktionen von Genbanken (je 5 ul) wurden in eine PCR nach 3.1.12.2.3 eingesetzt.

3.3.5.2 Genbankdurchmusterung mit einer radioaktiven Sonde

3.3.5.2.1 Herstellung der radioaktiven Sonde

Um eine radioaktive Sonde zu erhalten, wurde eine Markierungsreaktion mit 7ag-Polymerase
und den folgenden weiteren Inhaltsstoffen durchgefiihrt (als Matrize diente entweder das
erhaltene Fragment einer PCR mit Wobbelprimern aus sscDNA oder die aus einer genom-

ischen Phagenbank mit spezifischen Primern herausamplifizierte DNA-Bande).

Tab. 20: Substanzen und deren Konzentrationen zur Erzeugung einer [a-32P]-dCMP-markierten Sonde

Inhaltsstoff Endkonzentration im Ansatz
zu markierende DNA ca. 30 ng/100 pl
[0-**P]-dCTP 100 uCi/100 pul (= 0,032 nmol)

JATP. dGTP. dTTP jeweils 2 nmol/100 pl

(20 uM)
Primer jeweils 0,5 uM
Tag-Polymerase 2 U/100 pl
10x Reaktionspuffer 10 pl/100 ul

Der Mix wurde ohne das [0-**P]-dCTP auf Eis vorgelegt.

Nach Zugabe des radioaktiven Tracers wurde die Reaktion schrittweise auf drei Heizblocken
durchgefiihrt:

1) 95°C, 10 min (nach 5 und 10 min 1-2 s zentrifugieren)

2) 40°C, 5 min

3) 72°C, 20 min (jeweils nach 10 min 1-2 s zentrifugieren)

4) Eis, 5 min
Zum Abtrennnen der radioaktiv markierten DNA von den Nukleotiden wurde der Ansatz mit
3 pl BX-Puffer gemischt und auf eine nach Herstellervorschrift vorbereitete Quick Spin-Gel-
filtationssdule aufgetragen. Etwa 85 ul der Sonde wurden so nach Zentrifugation gewonnen
(1100xg, 4 min, 4°C).
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Zur Herstellung von Hybridisierungslosung wurde das erhaltene Zentrifugat fiir 7 min auf

95°C erhitzt, dann sofort auf Eis gekiihlt und in Prdhybridisierungslosung pipettiert.

3.3.5.2.2 Anreicherung von gesuchten Phagen (Grobscreen)

Grofle Platten mit ~10.000 pfu wurden gemél 3.3.2 gegossen und iiber Nacht inkubiert. Die
Platten wurden fiir 1 h bei 4°C inkubiert und mit Hybond-N-Nylonmembranen belegt (Erst-
abziige, 5 min RT), welche mit einer Injektionskaniile an vier Punkten asymmetrisch durch-
stochen wurden. Ebenso sind Zweitabziige angefertigt worden (10 min RT); die Mark-
ierungspunkte im Agar wurden mit einer Kaniile auf die Nylonmembranen iibertragen. Zur
Denaturierung und Neutralisation sind die Abziige mit den phagenbehafteten Seiten nach
oben auf mit den entsprechenden Losungen getrinktes Whatmanpapier gelegt worden (je 5
min), um sie danach im UV-Stratalinker-Ofen ,,crosszulinken* (1,2 mJ Strahlungsenergie).

Die Verwahrung der Filter bis zum Beginn der Hybridisierung erfolgte in 2x SSC.

Die facherartig iibereinandergelegten in Hybridisierungsrohren verpackten Nylonmembran-
abziige wurden im Hybridisierungsofen mit 20 ml Prdhybridisierungslosung bei Stufe 5 ge-
dreht (2 h, 42°C). Die Losung wurde gegen die Hybridisierungslosung ausgetauscht und unter
gleichen Bedingungen iiber Nacht gedreht.

Die nach Hybridisierung abgegossene Losung konnte bei -20°C fiir anschlieBende Ex-
perimente gelagert werden. Mehrere Filterwaschschritte schlossen sich an:

Noch im Ofen ist 2x 7 min mit Waschpuffer gespiilt worden (>20 ml), dann wurden die
Membranen entnommen und fiir zweimal 25 min bei 50°C in einem Edelstahlbehélter mit
weiterer Waschlosung geschiittelt (>50 ml).

Nach dem Trocknen fand die Autoradiographie fiir zwei oder drei Tage bei -80°C statt.
Anhand gleich lokalisierter Signale auf den Erst- und Zweitabziigen wurden positive Plaques
festgestellt und konnten aus den Platten mit der weiten Offnung einer Pasteurpipette aus-

gestochen werden. Die Elution der Phagen erfolgte unter Schiitteln mit 500 ul SM-Puffer und
20 pl Chloroform zur Konservierung (200 UPM, 1-2 h, 37°C).

3.3.5.2.3 Isolierung von Einzelklonen (Feinscreen)

Um die im Grobscreen erhaltenen Phagen zu klonieren, sind unterschiedliche Mengen (1-250
pl) einer 1:2000-Eluatverdiinnung in Form kleiner Platten zur weiteren Vereinzelung der
Klone ausgebracht worden. Mit derselben, zur Denaturierung kurz erhitzten radioaktiven

Sonde (20 min, 65°C) wurde dann eine erneute Hybridisierung durchgefiihrt. Die Filmex-
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position der Membranen erfolgte entweder iiber Nacht oder fiir zwei Tage. Positive, isoliert
liegende Plaques wurden mit der engen Offnung einer Pasteurpipette ausgestochen und wie

beschrieben in SM-Puffer eluiert.

3.3.5.3 In vivo excision
Die Koinfektion von E.coli XLIBlue MRF’-Zellen mit den im Feinscreen gewonnenen

Phageneluaten und dem ExAssist-Helferphagen fiihrte zur Wiedergewinnung von rezirku-
liertem Plasmid, verpackt in neue Helferphagen:

200 pl konditionierte E.coli XL1Blue MRF-Zellen wurden zusammen mit 100 pl Eluat eines
Klones aus einem Feinscreen und 1 Ul ExAssist-Helferphagen geschiittelt (100 UPM, 15 min,
37°C). Nach Zugabe von 3 ml LB-Medium ist weiterhin fiir 2 h schiittelnd inkubiert worden.
Dann sind die Bakterienzellen abgetotet worden (15 min, 70°C). Der Zentrifugationsiiber-
stand (4000xg, 15 min, 4°C) enthielt die fiir E.coli SOLR—Zellen infektiosen Phagen mit re-
zirkuliertem Plasmid. Infizierte SOLR-Zellen trugen nach Selektion liber ampicillinhaltiges
Plattenmedium das gesuchte Insert in pBluescript II SK(-). Die Durchfiihrung erfolgte nach
dem Herstellerprotokoll (95).

3.4 Sf9-Insektenzellkultur

Die Transfektion der Zellkultur wurde mit dem BAC-TO-BAC™ Baculovirus Expression
System durchgefiihrt. Die Arbeit mit den Insektenzellen orientierte sich wesentlich an den
Erfahrungen, die Dr. P. Engel im Labor gemacht hatte (17). Es wurde aber auch die von den
Herstellern zur Verfiigung gestellte Literatur zu Rate gezogen (18, 19, 38)

3.4.1 Anlegen von Kulturen aus gefrorenen Zellen

Eine in fliissigem Stickstoff aufbewahrte Kultur (1:1-Gemisch von Sf9-Monolayerkultur-
medium mit Zellen und SfY9-Einfriermedium) wurde durch Handwidrme gerade so weit
erwarmt, daf} sie antaute. Der Inhalt wurde in eine 50 ml Kulturflasche mit 4 ml vorgelegtem
Monolayerkulturmedium gegossen und die Zellen durften 30-45 min adhérieren (27°C). Der

Uberstand wurde gegen 5 ml frisches Medium ausgetauscht.

3.4.2 Passagieren der Zellen

3.4.2.1 Monolayerkulturen
Das Wachstum der Zellen erfolgte unter 5 ml Sf9-Monolayerkulturmedium in 50 ml Kultur-

flaschen bei leicht aufgedrehtem Deckel zum Gasaustausch (27°C). Bis zur vollstindigen
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Konfluenz der Zellen dauerte es drei bis fiinf Tage. Das Medium wurde gewechselt und die
Zellen von ihrer Unterlage mit der Pasteurpipette nach dem ,,sloughing “~-Verfahren herunter-
gespiilt. Die Zellen wurden im Verhéltnis 1:5 verdiinnt und in eine neue Flasche {iberfiihrt

(., Splitting ).

3.4.2.2 Suspensionskulturen
Zur Erzeugung einer Suspensionskultur wurden fiinf konfluente Monolayerkulturen geerntet

und in SfY-Suspensionskulturmedium angeziichtet (10° Zellen/ml). Die Kulturen wurden bei
90 UPM sachte bewegt. Die Dichte betrug 0,7x10° (nach dem Verdiinnen der Kultur) bis
4x10° Zellen/ml. Fiir die Infektion mit Viren wurden die Kulturen auf 0,8){106 Zellen/ml
eingestellt. Die Zellen wurden jeweils montags, mittwochs und freitags gezdhlt, auf eine
Dichte von 0,8-1x10° Zellen/ml verdiinnt und in frische Kolben gegeben (,,Passagierung®).
An jedem zweiten Passagetag wurde das Medium auBlerdem komplett durch Zentrifugation

abgetrennt (150xg, 5 min) und gegen frisches ausgetauscht.

3.4.3 Herstellung rekombinanter Baculoviren

Da die fiir Baculoviren kodierende DNA mit 130 kb zu groB} ist, um sie durch in vitro-
Ligation zu rekombinieren, wird mittels der in vivo-Transposition gearbeitet. Dabei wird das
zu exprimierende Gen in das Donorplasmid pFastBacl kloniert und in E.coli DH 10 Bac-
Zellen eingeschleust. Diese tragen ein Helferplasmid und das Genom des AcNPV
(Autographa california Nuclear Polyhedrosis Virus). Mit den auf dem Helferplasmid kodierten
Proteinen findet eine Transposition des zu exprimierenden Gens, welches beidseitig von den
Transposongrenzen Tn 7L und Tn 7R flankiert wird (Transposondonorseite), aus dem
pFastBacl-Plasmid in die Akzeptorseite (mini-attTn7) des AcNPV-Bacmids statt. Uber die
Akzeptorseite kodiert ein lacZo-Komplementationsselektionsmarker. Daher kdnnen trans-
ponierte Klone durch einen Blau-WeiB-Screen detektiert werden (das Verhdltnis positiver
weiller Kolonien betrdgt etwa 1 zu 100 blauen Kolonien). Das transponierte Fragment bringt
weiterhin auch den starken Polyhedrinpromotor mit, der die Expression steuert. Es wurde
zumeist ein modifizierter pFastBacl-Vektor mit einem bereits inserierten N-terminalen

HexaHis-Tag verwendet [=pFastBacHis, nach Hambach (25)].

3.4.3.1 In vivo-Transposition in E.coli DH 10 Bac-Zellen
Etwa 1 pg rekombinante pFastBacHis-DNA wurde auf angetaute kompetente E.coli DH 10

Bac-Zellen gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fiir genau 1 min

und 10 min auf Eis. In 1 ml SOC-Medium wurde fiir 4-5 h schiittelnd inkubiert (37°C).
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Zwischen 300 und 500 pl dieses Ansatzes wurden dann plattiert [LB-Platten mit Gentamycin,
Tetracyclin und Kanamycin, sowie IPTG und X-gal (vgl. 3.2.4)] und fiir 48-60 h inkubiert

(37°C). GroBe, rein weile Klone wurden in LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika

iiberimpft und iiber Nacht hochgezogen (5 ml, 37°C).

3.4.3.2 Bacmidisolierung
Die Reinigung transponierten Bacmids wurde mit dem Nucleobond AX-Kit geméll der

Vorschrift ,,Purification of low copy plasmids, cosmids, Pl constructs, BAC’s and PAC’s "
aus 3 oder 5 ml Kultur durchgefiihrt. Die DNA befand sich zum Schluf} in 15 bis 30 pl 7E-

Puffer. Der Transpositionserfolg wurde mit einer PCR iiberpriift (vgl. 3.1.12.2.5).

3.4.3.3 Lipobacmidtransfektion von Sf9-Zellen (Herstellung von Primarviren)
Zur Infektion der Insektenzellen mit dem Bacmid ist mit CellFECTIN-Reagenz gearbeitet

worden. Die Mischung aus kationischem und neutralem Lipid bildet spontan mit der DNA
Komplexe, welche dann in die Zellen aufgenommen werden. Die Bacmid-DNA mufite aus

Stabilitatsgriinden innerhalb von 6 h nach der Reinigung transfiziert werden.

Fiir einen Transfektionsansatz wurde ein Monolayer von 0,8-1x10° Zellen in Sf9-Transfekt-
ionsmedium auf einer 35 mm-Gewebekulturschale ausgesét (45-60 min Adhérenzzeit, 27°C).
Derweil wurde folgende Probe vorbereitet:

Die Bacmidlosung wurde mit 7C 100 Insektenmedium zu 100 pl Endvolumen aufgefiillt und
mit einer Mischung aus 10 ul Cel//[FECTIN und 90 ul TC 100 Insektenmedium bis kurz vor
das Ende der Adhérenzzeit bei RT inkubiert.

Dann wurden weitere 800 Wl Sf9-Transfektionsmedium zugegeben und die Mischung auf die
vom Uberstand befreiten Zellen tropfenweise pipettiert (5 h, 27°C). Das Medium wurde ab-
gesaugt und gegen 2 ml Sf9-Monolayerkulturmedium ausgetauscht (72 h, 27°C).

Der abgenommene Uberstand enthielt die Primérviren, welche nach Zentrifugation zur
Entfernung verschleppter Zellen (4 min, 250xg, 4°C) direkt weiter amplifiziert wurden. Die
Aufbewahrung erfolgte bei 4°C. Das Zellpellet konnte zu einer ersten PAGE-Gel-Analyse auf

exprimiertes Protein Verwendung finden.

3.4.4 Infektion von Sf9-Zellen mit Baculoviren

3.4.4.1 Herstellung von Sekundarviren
15 ml oder 50 ml einer frisch passagierten Schiittelkultur wurden entweder mit 300 pl oder

der Gesamtmenge an Primérvirus versetzt und inkubiert (48 h, 27°C). Der zentrifugierte
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Uberstand (5 min, 150xg) enthielt die Sekundirviren. Lagerung erfolgte bei 4°C. Das Zell-

pellet konnte fiir erste AC-Tests verwendet werden.

Die Herstellung von Tertidrvirenstocks erwies sich als nicht effektiv, gewonnene Viren waren

fast nicht mehr infektios.

3.4.4.2 Infektion von Zellen zur Gewinnung von exprimiertem Protein
Frisch passagierte Suspensionskulturen wurden mit Virus versetzt und fiir 48-56 h bei 27°C

inkubiert (vgl. 3.4.5). Die Zellen wurden geerntet (150xg, 4 min), gewaschen (1x min. 5 ml
PBS) und dann erneut pelletiert (alles auf Eis). Entweder schloB3 sich nun direkt der Enzymtest

an oder es wurde mit Fliissigstickstoff eingefroren, um danach bei -80°C zu lagern.

3.4.5 Bestimmung der Virusinfektiositat durch Verdiinnungsreihen

Da Plaqueassays zur Titerbestimmung sehr zeitaufwendig und mit einer groen Unsicherheit
behaftet sind, mulite eine effiziente Mdoglichkeit gefunden werden, um die Infektiositidt von
Viren zu bestimmen. Dazu wurden je 15 ml passagierte Zellen (8x10° Zellen/ml) mit 0,1, 1,
10 und 100 pl Sekundérviren infiziert. Die optimale Infektionsrate wurde anhand der Zellzahl,

der Morphologie und der Expressionsrate nach 48-56 h ermittelt:

1) Die Zellen sollten nicht wie bei einer Uberinfektion nahezu total lysiert vorliegen
(kaum noch intakte Zellen, fast nur noch Membranbruchstiicke zu erkennen); die

Zellzahl geht leicht zuriick (0,8x10°—0,6x10° Zellen/ml).

2) Die Morphologie der Zellen ist als rund aufgetrieben und von ,,stacheliger* Oberflache

im Vergleich zu uninfizierten Zellen zu beschreiben.

3) Die Expressionsrate 1aft sich mit der Hilfe von PAGE-Gelen und Westernblots, aber

am eindeutigsten mit einem AC-Test der Pellets bestimmen.

3.4.6 Herstellung von Sf9-Zellhomogenaten

Zellen, behandelt wie unter 3.4.4.2 beschrieben, wurden entweder in Sf9-AC-Suspensions-
puffer oder Sf9-Lyse/-Bindepuffer resuspendiert (jeweils 200-800 ul). Der Aufschluf3 erfolgte
durch zweimaliges Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff und daran anschlieBendem Auf-
tauen bis zur kompletten Schmelze unter stindiger vorsichtiger Bewegung (32°C, Wasser-
bad). Die erhaltene Suspension ist mit einer Kaniile (Gr. 18) unter Zuhilfenahme einer vorge-
kiihlten U-40 Insulinspritze durch zwei- bis dreimaliges Einziehen und wieder Ausstof3en

weiter geschert worden. Schaumbildung war zu vermeiden.
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Dann folgte eine Zentrifugation fiir 20-30 min (17.100xg, 4°C). Der resultierende Uberstand

wurde entweder direkt in einen Enzymtest eingesetzt oder das Protein zuvor daraus gereinigt.

3.4.7 Membranpraparationen aus Sf9-Zellen

Es wurde zunichst wie in 3.4.6 im ersten Absatz beschrieben verfahren. Dann folgte eine
Zentrifugation fiir 10 min bei 2400xg um Zellkerne und grof3e Partikel abzutrennen (4°C).
Der abgenommene Uberstand wurde fiir weitere 35 min bei 28.200xg zur Abtrennung der
Membranen zentrifugiert (4°C). Das Pellet ist mit einer 10 ul-Pipette in 100 pl Sf9-4C-Sus-

pensionspuffer rehomogenisiert und in den AC-Test eingesetzt worden.

3.4.8 Ni**-NTA-Affinitatsreinigung

Die meisten getesteten Konstrukte trugen einen N-terminalen HexaHis-Tag. Dieser kom-
plexiert mit den Ni*"-beladenen Nitrilotriessigsdureseitenketten des Sdulenmaterials und
bindet so das Protein. Die Elution des gebundenen Proteins erfolgte nach ein oder zwei
Waschschritten mit imidazolhaltigen Puffer.

Das im Lagerungspuffer zur Konservierung der Bindematrix vorhandene Ethanol mufite
entfernt werden: die Vorequilibrierung der Ni*-NTA Agarose (50-100 ul), bzw. der Ni**-NTA
Magnetic Agarose Beads (50 ul) erfolgte durch die Zugabe von je 1 ml Sf9-Lyse-/Bindepuffer
und anschlieBender Abtrennung durch zentrifugieren (7 s, 10.000xg), oder die Verwendung

eines Magneten. Das Pellet wurde in 500 pl frischem Puffer resuspendiert.

Die Zellen wurden wie in 3.4.6 beschrieben behandelt und der gewonnene Uberstand in 3-5
ml eiskaltem Sf9-Lyse-/Bindepuffer aufgenommen. Dort hinein wurde die Ni**-NTA Agarose
gegeben und filir zumindest eine Stunde unter stdndiger Bewegung auf Eis dquilibriert. Zum
Abtrennen und Waschen der Matrix wurde die Suspension in eine vorgekiihlte 10 ml-Spritze
mit einer aufgesetzten Wizard-Minisdule gegeben, durchgedriickt und zweimal mit je 1 ml
Sf9-Lyse-/Bindepuffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit 100-1000 ul Sf9-Elutionspuffer,
der zur Erhohung der Ausbeute ein zweites Mal iiber die Sdule gegeben wurde. Fiir die
Bindung an Ni’"-NTA Magnetic Agarose Beads wurde identisch verfahren, die Separation
erfolgte jedoch mit dem Magneten. Zum Waschen und Eluieren ist mit den gleichen

Volumina gearbeitet worden.
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3.5 Proteinchemische Methoden

3.5.1 BIO-RAD-Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung von Zellhomogenaten erfolgte mit dem BIO-RAD PROTEIN ASSAY-
Reagenz. Das Protein wurde in 800 pl Wasser pipettiert, dann wurden 200 ul des Reagenz
zugegeben und kréftig gemischt. Als Proteinstandard diente 1, 3, 5, 8 und 12 ug BSA. Die
MeBwellenldnge betrug 595 nm.

3.5.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Siehe auch Literaturreferenz (53).

Zur Auftrennung von Proteinen wurde mit der Apparatur der Firma HOEFER gearbeitet. Die
Benutzung erfolgte nach den Herstellerangaben. Verwendung fand der Hoefer-Laufpuffer.

Ublicherweise wurden 12,5%-Gele verwendet.

Tab. 21: Rezepturen fiir SDS-PAGE-Gele; die Trenngelkonzentration wurde in Abhdngigkeit der zu
erwartenden ProteingroRe gewahlt

Trenngel Sammelgel

Inhaltsstoffe 7,5% 10% | 12,5% | 15% Inhaltsstoffe
Trenngelpuffer 3ml | 3ml | 3ml | 3ml Sammelgelpuffer 1 ml
Wasser 6 ml 5 ml 4 ml 3 ml Wasser 2.4 ml
Acrylaml'dfertlglsg. 3ml | 4ml | Sml | 6ml Acrylam1‘dfert1glsg. 0.6 ml

(AppliChem) (AppliChem)
TEMED 10pul | 10pul | 10pul | 10l TEMED 10 pl
APS 10% 80l | 80ul | 80 ul | 80 pl APS 10% 40 pl

Als Proteingrofenstandard dienten Markerproteine (je 1,1 ug):

Phosphorylase b 97,4 kDa
BSA 66 kDa
Ovalbumin 45 kDa
GAPDH 36 kDa
Carboanhydrase 29 kDa
Chymotrypsinogen A 25 kDa
Cytochrom C 12,5 kDa

Die Proteinproben wurden mit unterschiedlichen Mengen 4x Probenpuffer gemischt. Die
Plasmodium AC-Holoenzymvarianten sind fiir 2 h bei 37°C inkubiert worden, andere Proben

wurden zur Denaturierung bei 95°C zwischen 1 und 5 min belassen.
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Die Stromstirke betrug maximal 20 mA/Gelplatte, die Spannung lag bei 200 V. Die Elektro-
phorese wurde mit dem Herauslaufen des Bromphenolblaus aus dem Gel beendet und die
Proteine mit Coomassie-Fdrbelosung gefarbt (>20 min, ~175 UPM). Anschliefend wurde bis

zum Sichtbarwerden der Banden mit Entfdrber behandelt und schlieBlich gewéssert.

3.5.3 Abschatzen der Proteinmenge mit Hilfe von SDS-PAGE-Gelen
Da aus einem halben Liter Sf9-Schiittelkultur maximal 15 pg Protein reinigbar waren, wurde
die Proteinmenge von 15 pl Eluat {iber ein PAGE-Gel abgeschitzt. Als Proteinstandard

dienten 0,2-1 ug BSA. Die Auswertung erfolgte durch Vergleich der Bandenstérken.

3.5.4 Westernblot

3.5.4.1 Elektroblot

Die mit einem SDS-PAGE-Gel aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe der Trans-Blot SD
Semi-Dry Transfer Cell auf eine PVDF-Membran elektrophoretisch iibertragen. Die Blotzeit
betrug 3 h bei 20 V und 3 mA/cm?, 230 mA maximal.

Die Membran mufite wie folgt vorbereitet werden: Zunédchst wurde sie fiir 5 s in Methanol
geschwenkt, dann erfolgte eine 5-10 miniitige Wasserexposition, worauf sich eine mindestens
10 miniitige Behandlung mit Towbin-Transferpuffer anschloB.

Diese Membran wurde auf drei Lagen mit demselben Puffer getrinkter Whatmanpapiere
gelegt, das fertige SDS-PAGE-Gel (ohne Trenngel) wurde dariibergelegt und der ,,Sandwich*
mit drei weiteren befeuchten Papierlagen beschlossen. Alle Lagen hatten die identische
Grofe.

Die transferierten Proteine lieBen sich mit Ponceau S reversibel farben. Markerbanden
wurden zur Kenntlichmachung mit Bleistift rechts und links punktiert.

Sofern nicht anders vermerkt, wurden 12,5%-ige PAGE-Gele fiir die Blots verwendet.

3.5.4.2 Immunodetektion
Folgende Prozedur wurde zur Bindung der Antikorper an das entsprechende Protein auf der

Membran bei RT angewendet (sachte Bewegung bei ~50 UPM):

1) Blockierung der Membran mit M-7BS (min. 45 min)

2) Bindung des priméren Antikérpers in M-TBS (1 h)

3) Waschen mit 7BS-T (2x einige Sekunden, 1x 15 min, 2x Smin)
4) Bindung des sekundiren Antikorpers in M-TBS (1 h)

5) Waschen mit 7BS-T wie 3)
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Detektiert wurde mit dem ECL Plus Western Blot Detection System nach der Hersteller-
anleitung. Die Exposition der von Fliissigkeit befreiten, jedoch nicht trockenen, in eine
Toppits-Frischhaltefolie blasenfrei eingeschlagenen Membran gegeniiber einem ECL Hyper-

film dauerte von einigen Sekunden bis zu 10 min.

3.5.4.3 Verwendete Antikorper und Praiimmunseren, sowie deren Verdiinnungen (in M-TBS)

3.5.4.3.1 Detektion von HexaHis-Tags

Primirer AK: monoklonaler Antikdrper anti-RGS(His), (1:1000)
Sekundirer AK: Ziege-anti-Maus-IgG-Fc-Antikorper konjugiert mit POD (1:5000)

3.5.4.3.2 Detektion des C-terminus der Plasmodium AC auf PAGE-Gelen
Verwendete AK: s. 3.6.

Primérer AK 4020g: 1:250 oder 1:1000

Primérer AK 4021g: 1:500

Praimmunseren: 1:500

Sekundirer AK: Ziege-anti-Kaninchen-IgG-Fc-Antikorper konjugiert mit POD

3.5.4.4 Preblocktests der AK 4020g und AK 4021g sowie der Prdiimmunseren
Um spezifische von unspezifischen Bindungen zu unterscheiden, wurden die Antikorper

vorher mit Antigen abgesittigt (Inkubation der AK mit etwa der 50-100fachen molaren
Antigenmenge fiir 1 h bei RT. Das entspricht bei den 1:500-Verdiinnungen in 30 ml Volumen
200 ul Antigenlosung).

Fiir die Durchfiihrung des Preblocks wurde ein PAGE-Gel doppelt beladen und geblottet. Die
erhaltene Membran wurde in zwei Hilften geschnitten und die Teile dann jeweils mit dem
unblockierten AK sowie mit dem geblockten AK inkubiert. Die mit dem geblockten AK

behandelte Membran sollte keine Signale mehr zeigen.

3.6 Herstellung eines C-terminal bindenden Plasmodium AC-
Peptidantikorpers

Fiir die Produktion des Peptids wurde der C-Terminus der Plasmodium AC als Antigen
gewdhlt. Nach einer Analyse auf ausreichende Antigenizitit mit dem DNAstar-Protean-
Analyseprogamm wurde die Sequenz von AS P871 bis zur letzten AS festgelegt (S884).
C875 wurde gegen S ausgetauscht, um Fehlkopplungen des Peptids an die Reinigungssiule zu
verhindern. Am N-Terminus wurde zum Koppeln ein Cysteinrest ansynthetisiert. Die Sequenz

des Peptids lautete: C-PSDWSGYRKFLQKS-Amid.
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Die Herstellung des Peptids erfolgte durch die Firma Biosyntan, die Immunisierung der

Kaninchen sowie die Affinitatsreinigung der AK wurden von Biogenes durchgefiihrt.

Die im ELISA-Test bestimmten Titer der Antikérper wurden fiir den AK von Tier 4020g mit
1:200.000 und den AK von Tier 402/g mit 1:50.000 angegeben (spéter nur noch AK 4020g
und AK 4021g genannt). Die Prdimmunseren zeigten in einer Verdiinnung von 1:100 keine
Reaktion mit dem Antigen. Die Konzentrationen der gereinigten AK betrugen fiir AK 4020g
10,4 mg/7,0 ml und fiir AK 4021g 10,1 mg/7,7 ml.

3.7 Immunmarkierung von P.falciparum-Kulturausstrichen

Fertige, auf Objekttriger ausgestrichene und luftgetrocknete Kulturen von P.falciparum
wurden von Dr. Jiirgen Kun (Arbeitskreis Prof. Kremsner, Parasitologie, Universitdt Tiibin-

gen) zur Verfligung gestellt.

3.7.1 Fixierung der Ausstriche
3.7.1.1 Methanolfixierung
Die Ausstriche wurden fiir maximal 2 s in Methanol getaucht und dann an der Luft getrock-

net.

3.7.1.2 Acetonfixierung
Die Fixierung erfolgte fiir 2 min in auf -10°C gekiihltem Aceton (Eis/Wasser/NaCl-Kilte-

mischung). Danach wurde an der Luft getrocknet.

3.7.2 Immunmarkierung

Unfixierte und fixierte Ausstriche wurden mit Hilfe von Nagellack in 25-36 mm® gro3e
Rasterflichen unterteilt, auf denen die Immunmarkierung stattfand.

Getestet wurden beide AK (vgl. 3.6), deren zugehdrige Prdimmunseren sowie die Immun-
seren, jeweils 1:10-verdiinnt in PBS/BSA (Fiir Preblocks wurden 100 pul der Antikdrper-

verdiinnungen mit 33 ul Antigenlésung fiir 1 h bei RT inkubiert.).

Die Inkubation erfolgte bei 37°C in einer Klimakammer bei 100% LF, als sekunddrer AK
diente 1:100 verdiinnter FITC-markierter Anti Rabbit IgG:-

1) Primédre AK, bzw. Praiimmunseren: 1 h

2) Waschen mit jeweils >25 ml PBS (2x kurz herunterspiilen, dann 3x 5 min)
3) Sekundirer AK: 1 h

4) Waschen mit PBS wie 2)
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Die Objekttrager wurden mit Aqua-Poly/Mount betropft und mit einem Deckglas und Nagel-

lack verschlossen.

3.8 Immunogoldmarkierung von P.falciparum-Kulturen zur
Elektronenmikroskopie

Die nachfolgenden Arbeiten wurden zum Grofiteil von Dr. H. Schwarz (Max-Plank-Institut

fiir Entwicklungsbiologie, Tiibingen) durchgefiihrt:

Durch Zentrifugation angereicherte Zellpellets (rote Blutzellen mit Trophozoitenstadien,
erhalten von Dr. J. Kun) wurden in Zellulosedialyseschlduche von 0,1 mm Durchmesser
aufgenommen und nach einem Standardverfahren des Labors kryofixiert. Mit den ein-
gefrorenen Zellen ist darauthin eine Gefriersubstitution zum Austausch des Zellwassers gegen
Ethanol (mit 0,5% Uranylacetat) durchgefiihrt worden. AnschlieBend erfolgte die Einbettung
in Lovicryl K11M oder HM20.

Die primdre Markierung der geschnittenen Kunststoffeinbettungen erfolgte getrennt mit AK
4020g und AK 4021g (s. 3.6) in einem Verhéltnis von 1:10 in PBG nach einem Labor-
protokoll. Als sekunddres Agens diente ProteinA konjugiert mit 15 nm-Gold. Die fertig
markierten Schnitte wurden einer Nachkontrastierung mit 1% Uranylacetat und Bleicitrat (4

mg/ml) unterzogen.

3.9 Aufarbeitung von transgenen Paramecien zur PCR-Kontrolle
Sechs Zellen wurden separiert und in 500 pl Ethanol fiir 15 min bei 4°C gefillt. Es folgte eine
Zentrifugation bei 4°C (15 min, 15.000xg). Der Uberstand wurde bis auf ~50 ul abge-
nommen, der Rest eingedampft [ Vakuum (20 mBar), 40°C]. Dann wurde mit ProteinaseK fiir
1 h 30 min bei 56°C in einem Volumen von 150 pl (50 mM Tris HCI, pH 8,0; 20 mM EDTA,
pH 9.,0; 0,5% SDS; 500 ug/ml ProteinaseK; 20 mM CaCl,) verdaut. Die inkubierte Losung
wurde mit 75 pl S3-Puffer des Nucleobond AX-Kits einer Kaliumacetatfillung zur
Abtrennung des SDS unterworfen (0°C, 5 min). Nach zehnsekiindigem Abzentrifugieren in
der Tischzentrifuge wurde der Uberstand Phenol-Chlorform-extrahiert, dann ethanolgefillt
und die Hilfte des in 10 pl Wasser resuspendierten Pellets in eine PCR eingesetzt (vgl.
3.1.12.2.5; GroBe des Produkts: 470 bp).
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3.10 Enzymtests

Siehe auch Literaturreferenz (84).

3.10.1 Adenylatcyclasetest

Zur Bestimmung der Adenylatcyclaseaktivititen von gereinigtem Protein oder Zellhomo-
genaten wurde radioaktiv markiertes 0o-2P-ATP verwendet, welches im Test zu o->P-cAMP
umgesetzt wurde. Der interne Standard zur Ausbeutebestimmung war (2,8-"H)-cAMP. cAMP
wurde chromatographisch mit Hilfe zweier hintereinandergeschalteter Sdulen isoliert (Sdule
1: 1,2 g Dowex-50WX40-400; Séaule 2: 1 g AL,O3 90 aktiv, neutral).

Der Standardtest ist mit 100 pM ATP durchgefiihrt worden.

Ein Testansatz bestand aus 50 pl vorgelegtem 2x AC-Cocktail, der Proteinprobe in 40 ul
Volumen und 10 pul 7/0x AC-Startlosung Jeder Ansatz wurde doppelt angesetzt. Der
Mittelwert wurde fiir die Auswertung benutzt. Negativkontrolle waren mit einem Leervirus

(von Dr. P. Engel stammend) infizierte Sf9-Zellen.

Der 2x AC-Cocktail wurde mit Stickstoffgas vor der MnCl,-Zugabe entgast, um die Oxidation
des Mn”" zu Braunstein zu verhindern. Sofern nicht anders angegeben, wurde mit Mn”" ge-
testet. Bei gereinigtem Protein wurde kein ATP-regenerierendes System verwendet, jedoch

befand sich 20 pg/ml BSA im vorgelegten 2x AC-Cocktail.

Nach 10 min Inkubation bei 30°C wurde mit 150 ul 7,5x AC-Stoppuffer gestoppt, 750 ul
Wasser zugegeben und alles auf Dowexsédulen aufgetragen. Nach dem Einsickern wurde je
einmal mit 3 ml Wasser gespiilt und danach mit je 5 ml Wasser auf die Aluminiumoxidsdulen
eluiert. Je 4,5 ml 0,1 M Tris/HCL pH 7,5 eluierten die Proben in vorgelegte Szintillations-
gefialle mit 4 ml Ultima Gold XR Szintillator.

Zur Regeneration der Sdulen wurde wie folgt verfahren: Dowexséulen: 1x 5 ml 2N HCI, 2x 5

ml Wasser; Al,O3-Sdulen: 2x 5 ml Tris/HCI1 pH 7,5.

3.10.1.1 AC-Test zur Bestimmung des pH-Optimums
Es wurden 45 ul 2x AC-Cocktail (43,5% Glycerol, 20 ug/ml BSA, 4 mM cAMP inkl. 2-4x10° Bq/ml

[2,8-’H]-cAMP, 4 mM MnCl,) mit 5 pl des zu testenden Puffers und 15 ul Sf9-Elutionspuffer ge-

mischt und 25 pl Proteineluat zugegeben. Der AC-Test erfolgte wie beschrieben.
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3.10.2 Guanylatcyclasetest

Fiir die Bestimmung der GC-Aktivitdt wurde wegen der verwendeten Paramecium GC-HEK-
Zellenhomogenate (Positivkontrolle) ein regenerierendes System verwendet. Im parallelen
AC-Test wurde ebenso verfahren, obwohl hier mit gereinigtem Protein getestet wurde

(Reagenzien in 2.5.3).

Zur Isolierung des cGMP wurden analog zum AC-Test zwei Séulen verwendet. Die erste
Saule war mit 4 g Dowexmaterial befiillt, die zweite mit 0,8 g Al,O;. Das Spiilen der Dowex-
sdulen nach dem Probenauftrag erfolgte mit 3 ml Wasser, die Elution auf die Al,O3-Sdulen
mit 2 ml Wasser. Mit je 4,5 ml 0,1 M Tris/HCL pH 7,5 wurden die Proben von den Alu-
miniumoxidsdulen in 4 ml Ultima Gold XR Szintillator eluiert. Die Sdulenregeneration verlief

identisch wie bei den AC-Testsdulen.
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4 Ergebnisse

4.1 Homologieklonierung der Tetrahymena AC

Ausgehend von der Paramecium AC-Sequenz wurde via Homologieklonierung versucht, ein

entsprechenes Gen des Ciliaten Tetrahymena pyriformis zu erhalten. So sollte es mdglich

sein, durch Vergleich Informationen iiber konservierte Proteinstrukturen zu erhalten.

Alle beschriebenen A-Phagenbanken waren im Labor vorhanden.

4.1.1 PCR-Suche mit gewobbelten Primern

Mit dem Primerpaar CIIIPACI-s und CIIIbACI-as (von Dr. K. Hambach) wurde eine PCR
mit sscDNA durchgefiihrt (3.1.12.2.2). In der Annahme, daB3 die kodierte Proteinsequenz etwa

die gleiche Linge wie die Paramecium AC hat, wurden Produkte von ca. 450 bp erwartet.

Zwei Banden wurden erhalten und sequenziert. Die niedriger laufende lieferte das gesuchte

Produkt.
489 — B 3
404 w—
312
270 —

Abb. 3: Die mit CllIbAC1-s und CllIbAC1-as erhaltenen Banden (~2,5% Agarosegel)

Die Proteinsequenz zeigte 65%ige Identitdt zur Paramecium AC.

T.pyrif. HEDATEVLOR €9 TVHT IDRFIRGIAANKN I GDAFLLVWR I NEXOIN Y SEINID RSt
P.tetrau. : BENRRYNE 13 T VHSMYDR Y[OGBJANKN I GDAF LLVWK I NIBSI6WN4D € SN I]
T.pyrif. : ETINaELS Q o1 EDIgAI.AFLR IO VNR R QDISSE : 110
P.tetrau. : --N\jgs INNE TIN[O) IAFMKI NE I3YRINDIZR LEJOR T} : 654
T.pyrif. N KMGFGLHMGWGIEGAIGSEFKIDASYLS PHENECE)
P.tetrau. : JEegensaieliexnieruie SNy auprNpINs)s: 683

Abb. 4: Sequenzvergleich des gefundenen Tetrahymena AC-Fragments mit der Paramecium AC

Damit war eine Isoform der Paramecium AC in T.pyriformis identifiziert worden.
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4.1.2 Screening der cDNA-Tetrahymenagenbank GB3

4.1.2.1 PCR-Suche mit spezifischen Primern

Ausgehend von der oben erhaltenen DNA-Sequenz wurden spezifische Primer festgelegt. Die
Primer ACTetls und ACTetlas (Tm: 47°C) dienten zu PCRn (3.1.12.2.3) mit den Fraktionen
1-21 der GB3 (je Sul). AuBer 12, 14, 16 und 21 waren alle Fraktionen positiv.

Fraktion 11 wurde in 16 Subfraktionen fraktioniert (=GB 3 Fr.11/ Subfr.1-16).

Mit einer auf 44°C herabgesetzten 7m wurden mit diesen Subfraktionen weitere PCR-Reak-
tionen durchgefiihrt. Von den positiven Subfraktionen 6 und 15 ist Subfraktion 15 fiir die

anschlieBende Arbeit gewdhlt worden.

4.1.2.2 Suche mit radioaktiv markierter Sonde in GB3 Fr.11/ Subfr.15
Als Matrize fiir die radioaktive Sonde diente das PCR-Fragment aus 4.1.1. Mit insgesamt acht

Platten zu ca. je 8300 pfu wurde ein Grobscreen angefertigt, der auf zwei Filtern Signale
zeigte (3 und 7). Der gewonnene Klon (Platte 3) wurde einem Feinscreen unterworfen. So
wurden insgesamt vier positive Signale detektiert, die zur Isolierung eines Einzelklons flihrten

(Klon 3), mit welchem eine in vivo excision durchgefiihrt wurde.

Der Klon war 2705 bp lang. In der Sequenzanalyse war zu erkennen, daf3 der N-Terminus

nicht vollstindig war. Der Leserahmen begann in der zweiten Transmembranspanne.

P.tetrau. : MSEAQVNPEVDNQSVISEDSNNEDVDVFGQODQEIDKFPLLTSILDSSWSQILVN : 54

T.pyrif. : 209
P.tetrau. : LLTIYALFGDDIRIIAFDKRADDGFDVITIICMII S : 107

T.pyrif. B EFFWLDLLSTVS INLLTNINEFNSEGNQINGIAKAGHE- - -k : 260
P.tetrau. : |BANASNEESHRYSIO TSFNIANGLQOESVAAKSASQLS 1TS : 161

——————— TM3---------- -———-

T.pyrif. : [AIBLIAGEREINAOOQTDHSSSQTSQNNFKLMEKTRKRKMKKKVHPGPEDS : 314

P.tetrau. : \URRUIRIIRGEREENISYSQEQAFKRQPTRTQTTKKSKATIYPSVYENINNEPYV : 215
————— TM4--------

Abb. 5: N-terminales Alignment zwischen dem gefunden AC-Teilstiick aus Tetrahymena und der
Paramecium AC; die Bereiche der Transmembranspannen sind unterstrichen
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Der C-Terminus war vollstindig (das komplette Alignment findet sich in 4.9.3, S. 110 ff).

T.pyrif. : DOIZNNNDT] FET Q S DN SINS LNAGLKUCIZ®Y : 949
P.tetrau. : ELp@RSR TKN LHQIIGOEI30 IFGN HMIBFEKAKQOMRIZND : 835
T.pyrif. : QT LE) SHGMORSI VO EHNNNEE : 979
P.tetrau. : [G§ISIyEF ET BRSSPI KENSINNYNE] : 865

--C-Terminus--

Abb. 6: C-terminales Alignment zwischen dem gefunden AC-Teilstlick aus Tetrahymena und der
Paramecium AC; TPRL und C-Terminus sind unterstrichen

4.1.3 Bestimmung des fehlenden 5°-Endes
Um zur Gesamtsequenz der Tetrahymena AC zu gelangen, wurde zunidchst in einer

genomischen Genbank gesucht. Der ORF wurde dann durch PCRn aus sscDNA bestimmt.

4.1.3.1 Suche nach einem genomischen Klon in der Genbank GB2 (Fraktionen 1-11)
Am 5'-Ende der bekannten Sequenz wurden die Primerpaare ACTet2s und ACTet2as fest-

gelegt und die 11 Fraktionen (je 5 ul) der Mfel-geschnittenen genomischen Genbank GB2 via
PCR untersucht (7m: 48°C). Die Fraktionen 5 und 9 waren positiv, Fraktion 9 mit der
starkeren Produktbande wurde in 20 Subfraktionen unterteilt (=GB2 Fr.9/1-20).

Eine PCR unter den gleichen Bedingungen wies die Subfraktionen 2, 7, 9, 11 und 12 als
positiv aus. Mit Subfraktion 9 ist ein Grobscreen durchgefiihrt worden (6 Platten). Als Sonde
diente das PCR-Produkt des obigen Primerpaars aus genomischer Tetrahymena-DNA. Drei
Platten (3, 5 und 6) zeigten jeweils einen Klon (a, ¢, b). Mit Klon ¢ (Platte 5) wurde ein
Feinscreen durchgefiihrt. Ein erhaltener Klon wurde ausgestochen (Klon A, Platte 1) und
einer in vivo excision unterzogen. Der Klon war 8530 bp lang.

Im Vergleich mit der Sequenz des cDNA-Klons zeigte sich, dall der genomische Klon sechs

Introns besitzt (Introns 5-10, vgl. 4.1.5, S. 59).

1 FAIEII Stop 8530
- i =
5 67 89 10

Abb. 7: Der 8,53 kb-Klon mit den sechs Introns (Kastchen; Nummerierung erfolgt im Vorgriff); der
bisherige N-Terminus [vgl. Klon Abb. 5, FAIEII (ab bp 3287; bp 574 in 4.1.4)] ist eingetragen, das
Stopcodon ist bei bp 6038-6040
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4.1.3.2 Bestimmung des Leserahmens mit PCRn aus sscDNA
Zur Bestimmung des 5-Endes und des Startcodons wurden PCRn mit sscDNA durchgefiihrt

(Tab. 13, S. 31). Dazu wurde am 5°-Ende der genomischen Sequenz der Antisenseprimer
tetcdas festgelegt und Reaktionen mit 5'-bindenden Senseprimern durchgefiihrt (fetcdls und
tetcd?2s).

Der Primer tetcdls lieferte ein Produkt, welches zwei weitere Introns enthielt (3 und 4). Mit
tetcd2s wurde kein der Sequenz entsprechendes Produkt gefunden. Die Sequenzanalyse zeigte
iiberraschend, da3 beide Primer in das Intron 4 gelegt waren, fetcdls durch eine Fehlpaarung

jedoch weiter am 5’-Ende gebunden hatte.

FAIEII

5 6 7

Abb. 8: vergroBerter und erganzter Ausschnitt aus Abb. 7; die 5 -Fehlbindung des tetcd7s-Primers ist
angedeutet (helle Dreiecke), die beiden neu gefundenen Introns (3 und 4) ebenso; tetcd2s liegt 3'-
orientiert vom fehlgebunden Primer, die Position von tetcdas ist unterhalb der horizontalen Linie
angedeutet (schwarze Dreiecke)

l

3 4

Das 5’-Ende war nicht gefunden, es wurden PCRn mit den noch weiter zum 5’-Ende
orientierten Senseprimern tetcd-1strue, tetcd-1s/n, tetcd2s/n und dem tetcdas-Antisenseprimer
durchgefiihrt. Alle Primer lieferten Produkte, welche der gesuchten Sequenz entsprachen.
Zwei weitere Introns (1 und 2) wurden gefunden (vgl. Abb. 10).

Mit diesen Informationen konnte gezeigt werden, auf welche Sequenz der tetcdls-Primer ge-

bunden hatte.
tetcdls : CAT--GATTATAAATTGGGA : 18
T. pyri f. : CATAAGATGATTAA---GGA : 147

Abb. 9: Alignment des tetcd7s-Primers mit der Sequenz auf die er gebunden hat; grau: bindende
Basenpaare (Positionsangaben der Tetrahymena AC bezogen auf 4.1.4)
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Durch weitere PCRn mit fetcd-4s/n, bzw. tetcd-3s/n und jeweils tetcdas als Antisenseprimer
wurde die Position des Startcodons festgelegt. Mit dem weiter zum 5'-Ende orientierten
Primer (tetcd-4s/n) wurde auch bei variierten Primerbindetemperaturen kein Produkt erhalten
(43°C, 49°C, 52°C). Das Primerpaar tetcd-3s/n, tetcdas lieferte eine Produktbande (640 bp),
welche die erwartete Nukleotidabfolge hatte.

Die bekannte Sequenz reicht also zumindest bis -19 bp vor das erste mogliche ATG-Start-
codon, welches durch ein im Leserahmen befindliches TGA-Stopcodon (bp -18 bis -16) be-
stitigt wird (vgl. 4.1.4).

Start (bp 1859) FAIEII

v b
// > b
/ < ]
5 6 7

I 2 3 4

Abb. 10: Suche nach dem Startcodon: der weiter zum 5°-Ende orientierte tetcd-4s/n-Primer (Pfeil) lieferte
im Gegensatz zum weiter 3 -orientierten tetcd-3s/n kein Produkt (graue Dreiecke); die
Positionen der Primer mit deren Hilfe die ersten beiden Introns gefunden wurden sind ein Stiick
nach oben versetzt angedeutet (von 5" nach 3": tetcd-2s/n, tetcd-1s/n, tetcd1strue), der
Antisenseprimer tetcdas ist unterhalb der horizontalen Linie markiert (schwarze Dreiecke)

Die genomische Sequenz mit der Angabe aller Introns wurde unter der Zugangsnummer

AJ491316 in den EMBL/Genbank/DDBJ-Databases als acl gene von T.pyriformis hinterlegt.

Die cDNA-Sequenz (ACC: AJ276392) ist in 4.1.4 ersichtlich.

4.1.4 cDNA-Sequenz der Tetrahymena AC

-19 1
ttgagatagataccgtttaATGTCATAAGAAAAGCTCAGAGAAGTGGAAATAAATACACTCCAGAACAGCG 52
M S Q E K L R E V E I N T L Q N S 17

AGTCAAAAATGAATTCTCATGAAAAGCAAAGTTAAAATCATGAACATGCTGTCACCTTACCTCATAAGTAG 123
E S K M N S HE K QS Q NHEHA AV T L P H K Q 24

CAATAGTCATAAGATGATTAAGGAGAAGAAGAAAAAAATCGTTTACTGAAATAGGACTCATCAGATAAGAA 194
Q ¢ s oo bbb Q G E EE KNRTILILI K Q D S S D K K 65

AAATCAGAATAGAACCTCCATTGATACTAATTCAAAAAACGAAGCCACAGAAGCATTAACTGAGCTTACAA 265
N o N R T S I DTN S KN EATE AL TE L T 88

AGAAAGTTAATCCCAGAATTTCTTAAATTGGCTTAGAAGCCTAAAGAGAATCTAATAGGAGTGATTCTGCT 336
K K v N~ P R I s Q9 I G L E A Q R E S N R S D S A 112

TCTAATTAAGAAGATACTAAGAATTTATCTATTTTTAAGGATGAAGAAGAAAAGAAAGAATAAGCAAATAA 407
s N o ED T K N L S I F K D E E E K K E Q A N K 136

GCCAAGAATAAAAATATTTAAGATTGTATTGGAAAGCCATATCTTTTCAATTTTAATTAATGTCTTTACTA 478
P R I K I F K I v L E S H I F S§ I L I N V F T 159
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TTTACTCTTTGTTTGCTGATAATATTAGAATCATGACAACAAGAGAAAGTGCAGATTTAGGTTTTGATGTT
I vy s L.  ADNTIURTIMTTIRE S ADILGF D V_

TGCACCATAATTGCACTTAGTTTATTCGCAATAGAAATTATAATGAGTATGATTGAAAAGAAGGATTACAC
c T 1 T A L S L F A I E I I M S M I E K K D Y T

TTTTTCTTTCTTCTTCTGGTTAGATTTACTCTCAACTGTTTCTATGATTCTTGATATAAATCTGCTTACTA
F S F F F W L. D L L. § T v § M I L D I N L L T

ATATTATGTTTAACTCTGGTGGTAATTAAATTAATGGTATTGCCAAGGCAGGTTAAGCTTCTCGTGTTGGT
N I M F N S G G N OO TINGTI A XK A G QA S R V G

TCTAAAGCTGGTAGAGTAGTAAGACTTGTAAGACTTATTCGTATTGTAAAGTTATATAAAGCAGCACAATA
S K A G R V vV R L v R L, T R T Vv K L ¥ K A A Q Q

ATAAACAGATCACAGCTCAAGTTAAACATCTTAGAATAATTTTAAACTAATGGAAAAGATCAGAAAGAGAA
Q T b H S S s Q T S o N N F KL M E K I R K R

AGATGAAAAAGAAAGTCCATCCTGGTCCTGGAGATTCAAAGGGTATTTCTGATTCTAAAGGTCCAAATGAT
K M K K X v H P G P G DS K G I s D S K G P N D

TCTAGTGGTTAATTCAATGAATAAGAGGAAGGAAGTAAATCATAAGTACAGACATCATCAACTAAAGAATC
s s G Q F N EQ E E G S K S Q V Q T s s T K E S

TTCAATCTAACAAAAGGGAGGGTTTAATCCACCAAAAGAATCTAAAGTATCTAAAATTCTCACTGATATCA
s I 0 Q K 6 G F N P P K E S KV s K I L T D I

CTACAAAAAGAGTTATTATATTAGTCTTAGTCCTCGTTTTCATTATGCCACTTTTCTCTGTTGACTATTAT
T T K R v I I L v L v L, v ¥ T M P L F S V D Y ¥

TTTGACCCACCTTCTCCTATTGAGATCTCTGTGAAGTAGATAAAGATGGTTTGTGAAAGTTAAACTACTCT
F D P P S P I E I s V K O I KMV CE S Q T T L

TACTGATATCAAGAATTAAATGGATTATATTGTCTAAATGTTTGATTCAATCTCTGCTACTTTATCACTAT
T b I K N o M DY I V.o M F D S I S A T L S L

TCTAAACACCTTTCCCAGATTCATTTATGAAGGAGTATAAAGATAGTGATTATCATAATCTACGTGATGAA
F QO T P F P D S F M K E Y K D S DY HN L R D E

GAGCAACTGGGTATAATTTATACTATTGACTATGATACTTTTGTAAAATACCATCCACCTTCTGATTCAAC
E 0 L G I I vy T I DY D T PF V K Y H P P S D S T

TGCATAATCTATAAATTCCTATCTCAAACAAAAACTAGATTCTGATGGAGCTCTCAATATTATAGGTATTA
A Q s I N S YL K @ K L. bps D GGAULNTITI G I

TTTCTACTAGAGACTCAGCTGTAATTAGTGCCGGTCTTTCATTCTGTTCTACTATCTTTGTCTGTATTGTT
I s T R D S A Vv I S A G L s F C 8§ T I F V C I V¥V

CTCACTGCAGGTGCTCTTCTTTTCTCTAAAGATGCTAATGATTTAGCACTTGGTCCTATTGAGCGTATGAG
L T A G A L L, F¥ S K D A NDILAILG?P I E R MR

AGATAAGGTTATCGCTATTGCTAATGATCCTCTTTCTTCCAAAGATTAGAAACTAATCAGCGATGATGAAA
b x vIi A I A NDU?PILS S KD O K L I S D D E

ATAAGGAATAATATGAAACAGTTATTATAGAAAATGCTATTGTAAAAATTGGTACCCTTCTTGCTCTTGGT
N K E Q Yy E T ¥y I T E N A T VvV K T G T I, L A L G

TTTGGTGAAGCAGGTTCTGAAATCATTGCTATTAATATGGGTAGATAAGGTGATGTTGACCCTATGATTCC
F G E A G S E I I A I N M GUR QG DV D P M I P

TGGTAAAAAANAAATGTGCTATTTATGGATTTTGTGATATCAGAAACTTTACAGATGCTACAGAAGTTTTGC
G K XK K c A I Y G F C D I R N F T D A T E _V L

TGATGAAACAAATGAGATCAGTTTCAGTGATTAGAAATACATTCAAATCCTAAGTGATTTCGCTTGTCTTG
D E T N E I S F S D O K Y I O I L S D F A C L

549
183

620
207

691
230

762
254

833
278

904
301

975
325

1046
349

1117
372

1188
396

1259
420

1330
443

1401
467

1472
491

1543
514

1614
538

1685
562

1756
585

1827
609

1898
633

1969
656

2040
680

2111
704

2182
727
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CTTTCTTGAGAATTTAATCATAAGTTAATAGAGTTCCAAAGATTCTTGCTTATCGTCGTGATAAGCGTTTA
A F L R I O S O V N R V P K I L. A Y R R D K R L

CAAGACAGAATTGAAAATTATAAGGTTAAAATGGGTTTCGGTCTCCATATGGGTTGGGGTATTGAAGGTGC
o D R I E N Y K V K M G F G L H M G W G I E G A

TATTGGTTCTGAATTCAAAATCGATGCATCCTATCTCAGTCCAAATGTCAACATGGCTGCTCGTTTAGAAG
I 6 S E F K I D A S Y L. S P N V N M A A R L E

CTGCTACTAAATAGTATGGTGTCCCTCTTCTAATTTCTTCTGATCTCTAAGCTTATTTCTCTCCTGAAATG
A AT K O Y G VvV P L L I S S D L O A Y F S P _E M

TGATATGGATGTAGAGAATTTGCCCCCTAAAAAAGAACTAGATCCTAATTTCTCTAAATATGATATTCATA
p M D Vv ENL P P KK EL D PN F S K Y D I H

GTATGAACCAAGTAAAGAAGGAAGAAATGAAGGAATACATGGAATTAGCTCTTTCTAACGAAGAACCTTGG
s M N o Vv K XK. E E M XK E Y M E L A L S N E E P W

AATGCTGATTAATTTATTAAAGATACAAAGGATTTGGCTTTAATATTTGAAACAAGAAATGAAGAGTTCCA
N A DOQF I K DT KDILAULTIF E TRNEE F QO

AAAGAATTTTGCTGTTGGTTTCTCCAAGTACATAGATGGTAATTGGAGTGAGTCCAAAAATGTGTTAAATG
K N F A V G F S K ¥ I D G N W S E S K N V L N

CTGGGCTTAAGATGTGCCCTGATGACGGTCCTACAAGAACTATTCTTGAAGTAATGGGTAGTCATGGTTAC
A GG L K M ¢ P D D G P TR TTI L E V M G S H G Y

TAAGCACCATCAGATTGGGTAGGTTTTAGAGAACTCACAGAAAAATGATTATCGAGAAATAAAGTTTACAT
o A..LER.Ss..D. . W V.G E . RLUELLLITDLELLK

AATTCTAATTTAATAAATATAAATATTAATTCTAATATGGAAAATTTGATCTATCACTCTTCTAAACTAAT
CTTCTAATTATATACAATAAATAAGCCCTTACCTTGATTATTTTCTTGCCTCCCTCTTCCATTCTCTAACA
ATCACTACTTCGAAGCATGCACTTACTTGCATGCCTAAACTTTATTTTTAGGAATATTAATTATTAACTTC
ATATCATAGTTATCGTAATAGTTGTTTATGTGAAACTATTAGATTTAAGGATTTATTGCTTTCAAAAAANA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAA

2253
751

2324
775

2395
799

2466
822

2537
846

2608
869

2679
893

2750
917

2821
941

2892
964

2963
979

3034

3105

3176

3247

3274

Abb. 11: Die cDNA-Sequenz der Tetrahymena AC (ac1 gene): TM 1-6, Poreloop, katalytischer Bereich,

TPRL, C-Terminus sind entsprechend unterstrichen, das im Leserahmen befindliche 5°-
terminale tga ist hervorgehoben (bp (-18)-(-16))
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4.1.5 Introns der Tetrahymena AC

Tab. 22: Die zehn Introns der Tetrahymena AC; Positionen bezogen auf 4.1.4

Intron | Position Sequenz
1 120/121 | GTTCATATTACTATTCATTATTATTTCAAATGATTTGCTAAATATTTATGTTG
AATTGAAATAAAAATTCAGGATTTTCTTCATTTATGAAATATATAGTTTCAT
GGAGCATTATTCTAAATTATTATTTCACCGATTTTCTATTTAGCAAATTATT
TTTTTGAAAATGTATTATATTTTTTTTTTATCTAATTCTCTAG (200 BP)
2 144/145 | GTAAAAAGTTTTAGATATTGAATATCATAGCCTAATCCAAATAACCTTTATT
ATCATTAAATAG (64 bp)
3 202/203 | GTATTTATATTTTAATTTAGATTTATTTTAAGGGAAAAAGCAAGTTAGTTGT
GTTTCTTGTCCTCATTGATTTAGAGGATGAATGACAGAAAATTTTAAAGCA
GTATTATTGATTAAAAAACTGATAGTTTTTTACATATTACACTTCAAAACTT
TTTTATATAACATTTGCAAAAGGACTCATTCACCAGCTATTTCTCTCGAAAT
ATTTTCCAATATTGAAATAATTTATTAATAAACAG (242 bp)
4 254/255 | GTAATTTTTTAAAAATACTTTCTTTTCAGGAATTTTTTTAATATTTTATCAAC
ATGATTATAAATTGGGAGTTTATTTACTACCCTTTATTTAATAAGTTAAGCG
AATTTATTAATTTTATTTATTTATTTTAAAAACCAAGAATCAAAGTTAATTT
TGTTTATTGAATTATTTAAAAGAGATAGTTATTTTTTATAATATTTTTTGTCA
TAAATAAATTTATTTTTACTCTTTCCATAAATTTTACAAATGTTTTTTGATTA
TTTTTAAAACTACTAAAGTTACATTTAATTAACAATCAAGTTTCTTTTGAAA
TTCTTATTTAATCAAATTAATTCTTATTTAATAG (349 bp)
5 767/768 | GTAATTAAATTAGGTTTGAGTATAATAAATTAGTATTTTTTTTTTAAAAAAA
ATTTAATTAG (62 bp)
6 1003/100 | GTAATTTCTTTAAAATATAGATGAATTTTATTTGTAAAATGAATGAATGTAT
4 TTAAATTTAAATAG (66 bp)

7 1062/106 | GTAAATTCTTTCTTTTTAAATTGTGTTTTAAAAATAGTTTATTAAAAAAG
3 (50 bp)

8 1840/184 | GTAAATAATTTATACCATAAAACTCCTGACCAATTATATTTAATTATTTTTT
1 TATTATTAATTTAG (66 bp)

9 1971/197 | GTAATTTATAAATTGTCAAATTATCTATTCAATAAATTAAATGAAAAAAAT
2 AATTAATTAG (61 bp)

10 2604/260 | GTAATTTATAAAACTATTTTATTATTTCTAATCCAAAGTAGAACCCTTAAGT
5 TCTAACATGTTTTTTAATATTAATTATAG (81 bp)
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4.1.6 Tetrahymena AC-lsoformen

Mit den gewobbelten Primern tetACiso-s1 und tetACiso-asl wurden PCRn mit sscDNA von
T.pyriformis angesetzt (Tab. 15, S. 33). Eine Bande, die etwa der erwarteten Grof3e entsprach
(312 bp), wurde subkloniert und zwolf Einzelklone sequenziert.

Es fanden sich zwei Fragmente von Isoenzymen der Tetrahymena AC (die von den Primern

{iberspannten ASn sind nicht wiedergegeben)®:

Isoform 1
Isoform 2
Tetrahymena AC
Paramecium AC

NIBRUGSE R EODMLKHID - GSNERL PNDI TSN YA L Sl igWeiMAGHTLSND
NYRAUNNE R DO DMLKNLD - GGYEIFLKNDI TSN Y/AIBIC S\f SInzen) . TLS\\JE

NIRRT NES KNS INDETNEMSIFSDOKYIQILSIFACHNHNI0S OYNR V Pl
NPARYNNTNDS QY - - ERGNEMKRSNLTF INQLANCA-igliey YA KENR E Pl

Isoform 1 : IBK 1HMP ARLINGYRVKMGFGLHIGWIA I EGAIGS[SF =i
Isoform 2 : IMRKNSHHPGIRQ 1GYRVKMGFGLHFGWHIEGAIGSDF 97
Tetrahymena AC : HL 'EEK OIDR TIAN Y KVKMGFGLHYGWE I EGATGS|HE Ao
Paramecium AC : HMLEMINBE IEGAIGSIH IR

4.2 Paramecium AC-lsoformen

Analog oben wurde mit dem gleichen Primerpaar auch aus 700 ng genomischer Paramecien-
DNA eine PCR-Suche nach Isoformen durchgefiihrt.

Eine Bande, die etwa der erwarteten Gréf3e von 312 bp entsprach, wurde subkloniert und acht
Einzelklone sequenziert. Es fanden sich drei neue Isoformen (die von den Primern iiberspan-

nten ASn sind nicht wiedergegeben)’:

Isoform 1
Isoform 2
Isoform 3
Paramecium AC

AFLLVWKjgz Y§EEEEN— -§IWHDKQYX S I siciNMRSEY a0 CKIMNR E PJS
NYBAUNNE A - - 125 DY)QDKDGNIBSLKS Y EHIX@niARM Shsl Siz¥ Tl T TNW T1.S Ol
AFLLVWKNNS YHPNP%PS T VKTDHHIMKO KCIBMASRAIRRTEIT T ShiS T S KIY
NPRRAYINT N - - DE QWY - 12, GNEMKWSNL T Fis RISy BV KRNREDI

Isoform 1 : MLANMENODKRIFQAIRD SWWKIGFGLHMGWGIBGAIGS : 90
Isoform 2 ] (0] SOHEGIENNIZ®NP SVKMGFGLHVGWEIEGAIGSE : 91
Isoform 3 : IRE SKHAGIENAIRWYI S VKMGFGLHMGWGIEGAIGSH] : 93
Paramecium AC : MLEMINDERIESQIISP WKMGFGLHIGWGIEGAIGS)H : 103

% Die Isoformen 1 und 2 wurden unter ACC AJ536336 und AJ536337 als particlle ac2- und ac3-Gene aus
T.pyriformis hinterlegt.

" Die Isoformen 1-3 wurden unter ACC AJ536333, AJ536334 und AJ536335 als partielle ac2-, ac3- und ac4-
Gene aus P.tetraurelia hinterlegt.
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4.3 Plasmodium AC

4.3.1 Kontrolle der genomischen Sequenz

Im P.falciparum Genomprojekt wurde von Dr. J. Linder eine DNA-Sequenz von 24,8 kb
gefunden (Chromosom 14, Contig 5265, keine ACC), welche zur Paramecium AC #hnliche
Bereiche enthielt. Zur Uberpriifung wurden Air Thermo-Cycler-PCRn (s. 3.1.12.1) mit gen-
omischer P.falciparum-DNA und Primern aus 2.3.3 durchgefiihrt und die Produkte sequenz-
iert [Die invertierte Sequenz (ohne die ersten 290 und die letzten 8 bp) entspricht bp 143858-
168324 auf Chromosom 14].

{Zunéchst fanden 18mere als Primer Verwendung. Um Produkte zu erhalten, war ein hoher
Optimierungsaufwand (Variation der 7m, Zusétze in den PCR-Ansatz) notwendig. Besprech-
ungen mit Dr. Kun und seinen Mitarbeitern ergaben, da3 langere Primer (25mere) aufgrund
einer hoheren Matrizenaffinitit [80% AT-Gehalt des Plasmodiumgenoms (TIGR, Institute for

Genomic Research)] besser geeignet sind und wurden fortan verwendet.}

1 8115 13487 24764
| E— |
| |

Abb. 12: Der sequenzierte Teil (5372 bp) des 24,8 kb-Genbereichs (s.0.)

1 1000 2000
I i i
PLAC-s3
|'>PLA C4r/s/el
PLAC-52
PLACHu > PLACc4r/ecl 4
[’ P r:] PLAC4u/as 41 PLAC-as2 41 .
PLAC-asl
3000 4000 5000 5391 bp
i i i |
PLACIar/
PLACI |'> PLAClu/el l’ ar <]
» v/s PLACI
?@0’ P> PLAC2ui-s I}PLWJ PLACIu/as/e] € o
r
P LA C 3 7, / ) % \)v\ L\s
I’—J o o)
PLAC3 =~ ¢
PLAC-as3 " P\O‘“ o

2

Abb. 13: Die relative Lage der iiberlappenden PCR-Produkte zueinander. Die Skalierung bezieht sich auf
die Sequenz inklusive der flankierenden Primer. Die Langendifferenz von 19 bp beruht auf
Unterschieden in Intronbereichen (5372 bp im Genomprojekt, 5391 bp hier; vgl.u.)
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Hier die gefundene Sequenz:

CACCCTTTTAAGTATTCATAACACATAATGCCAGAACCAAAACAAATATATGCAAATAATATTTTTGATAATGATAAGTTG 81
H P F K Y S . H I M P E P K Q I ¥ A NN I F DN D K L
T L. L. s I H N T . C Q N Q N K Y M @ I I F L I M I S
P r . V F I T H N AUR TIK TN I CK . Y F . . . .V
AAAAGATTTTTCTTAAAATATAGATCAAAAGAAAAAGTATTATATTCCTTTACATCAGAAAATGTAAATATTATCTTTAAA 162
K R F F L K.Y R § K E K VL Y § F TS ENV N I I F K
K b F s . NI D K K K Y Yy I P L H Q K M . I L S L K
E K I F L XK I . I K R K S I I F L Y I R K C K Y Y L
AAAAAAAAATAATAATAATAATAAGATGAACATGTAATAATATGTATGTTTTATATGTCTATAAATATCTGATTTGTTTTT 243
K K K . . . . .. DE H VI I CMUPFYM S I NI . F V F
K K NN N NN KM N M . .Yy vc F I ¢ L . I s D L F F
K K x 1 r 1 1 I R . T CNNM Y V L Y VY K Y L I C F
TCTTTTTTTTAATGAAAACATGTTGTTAAATATTTTTTTTATCGTATACTTTTATAAAATATATATATCATTATATATATC 324
s F F . . K H vyvVv K Y F F Y R I L L . N I Y I I I Y I
L F F N ENMUL LNTIVF F I VY F Y K I Y I S L Y I S
F F F L. M K T ¢cc¢c . I F F L s Y T F I K Y I Y HY I Y
CTATGTTGTTTTTCTAAATAAATGTAAAAGCTCGTGAAATAAGAAATTTTTCTTATTCTGTAGGACATCATAAATGAAGAG 405
L ¢ ¢ F S XK . Mm . K L v X . E I F L I L . DI I N E E
Yy vv F L N~ K ¢CK S s . NKIKVF F L F CR T S . M KR
P M L F F . I NV KA R E I RNVF S Y S V G HH K . R
AAGAGAAAAAGCAAAAATAACTTGTGCATGTTAAAATATAAAGTAAACAAAAAAAATCAAAATATCAACAAATAAGGAGAA 486
K R K §s K N NL ¢ ML KY KV N K KN QNI N K . G E
Yy vv F L N~ K ¢CK S s . N KK VF F L F CR T S . M KR
E E K K @ K . L v H v K I . S K Q K K S K Y Q Q I R R
ATATATATAAATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 567
I vy I N~ I vy I vy I Y I Yy I Y I Y I F F F F F F F F F F
Y I I vy 1 Yy 1 vy I Y I Y I Y I * F * F F F F F F F F

N I vy X vy 1 Yyvy I Yy I Y I Y I Y I Y F F F F F F F F F F

CGAACAATATAGAATATATGTCTTAATATACATACAAGCAAATTTTTCAAATACTCCAAATGGGTATATTTATTTTTGATC 648
R T I . N I ¢C L N I H T S K F F K Y § KW V Y L F L I
E Q ¥y R I ¥ VL I ¥ I Q A N F S N T P N G Y I Y F . S
s NN I E Y M s . Y T Y K Q I F Q@ I L. Q M G I F I F D
ATATTTTCAAAAGATTTTTTCTATCTTCTTTTAAACAAAGTTAAAGCGAAAAATATAAAAAATGTATATCAATACTTTTAT 729
I F s K D F F YL L L N X V KA KINTII KNV Y Q Y FY
Yy F K I F s I F ¥ . T K L K R K I . K M Y I N T F I
H I F K R F F L s S F K ¢ s . s E K Y K K ¢ I S I L L
ATATATATATTTATATTTATATTTTGAGTAGAAATATGATTTTATATCAGATATTTTTATTTCCATTCTCTTATTTGGATG 810
I vy I1 Ff I *F I F . V E I . F Y I R Y F Y F H S L I W M
Yy I ¥y L ¥y L Y F E . K Y D F I 8 D I F I 8§ I L L F G C

y 1 vy T vy I vy I L S RNMIULY QI F L F P F S Y L D

TCTTATCGAAATAATTTTTAATTTTTTAATGGATTCAACATATATCTTTTATTTTATGTTTTTTGATATTATATCGTTCAT 891
s YR NNVF . F F NGPF NI Y L L F Y V F . Y Y I VH
L I E I I F N F L. M b s T Y I F Y F M F F D I I S F M
v L s K . Fr L I F . W I @ H I S F I L ¢ F L I L Y R S
GCTGTTATTCTTTGATATCTTTCTTTTCGAAAAATATTTTTTTGACTTTTTTATTTACTTTACAAATAGGTAATCGAAAAT 972
A Vv I L .Y L s F R K I F F . L F YL L Y K . V I E N
L L ¥ F DI F L F E XK Y F F D F F I Y F T NIR . S K I

c ¢y s 5L I S F F S K N I F L T F L F T L Q I G N R K

AAGCACTTAAATAATATATACATATATATGTATGTATATATGTATGTATATATGTATGTATATATGTATGTATATATGTAT 1053
K H L N NI ¥ I Yy MY VvV Y MY VY MY VY MY V Y MY
s T . I 1 Yy T Y I ¢C M Yy I ¢C™M Yy I CMY I CMYTI CM
A L XK .Y I H I Yy Vv CcC I Y Vv C I Y Vv CcC I Y Vv C I Y V
GTATATATGTATGTATATATGTATGTATATTCTTGTGTCTATATATTTTTATCCTTTAGCTTATATACATGGAAAAAAATT 1134

v vy MYy vy MYy VY S CVy I F L S F S L Y T W K K I
y I ¢ M Yy I ¢CMY I L VS I Y F Y P L A Y I HG K K L
¢c 1 vy v ¢ I Yy VvV CTIV¥F L ¢CL vYy I ¥ I L . L I Y M E K N

GACAAGGATAATATAATATACCTAATACAATTATTTAAGTCCTTGCGAATAATTAAGATATATCGCTTCGTAATTAATTTT 1215
D K DNI I Yy L I 9 L F K S L R I I K I Y R F V I N F

T R I I . Y T . Y N Y L S P C E . L R Y I A S . L I L

Q 6 .Yy NI PNT I I . V L A NN . DTI S L R N . F
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ATAAAAAAACATACTAAGGAAAAATACAAGCACAGAAATGAGTGGAATGTAAAAAAAAAAAAANAAATAATATATAACTAGG
I K K H T K E K Y KHURNUEWNV KKK KK . Y I T R
. K N I L R K N TS T EM S G M . K KK KNNTI . L G

Yy K K T vy . G K I Q9 A Q K . VvV E C K K K K K I I Y N

AGTATCGTAAATATAGGTTCTATATATATATATATATATATGTGTATATATTATAGTTTGAAAAAATGGAAAGTATGAAAA
s I v LN~ I G S I Yy I ¥ I Y M ¢ I ¥ Y S L K K W K VvV . K
vs . I . Vv L Yy I Yy I Yy I ¢ vy I I v . KN G K Y E K
E Yy R K Y R F Y I ¥ I Yy I Y Vv Yy I L . F E K M E S M K

ATAGACCATTGAAGGTATAAACAAAAAACACAATTTTTAAAGAATATATTTATATATATTCATATATAGAAAGATATATTT
I b H . R Y K Q K T Q F L K NI F I ¥ I HI . K DI F
.. T I E G I N K K HNF . R I Y L Y I F I Y R K I Y L
N R P L KV . TKDNT I F K E Y I Y I Y S Y I E R Y I

ACATACAATTTATTTTATTTTATATTATTTTTCTCAGGAAAGTTTAAAGTTCACAAATAAAATGCACTTAGCTCTTATCAA
T YN L F Y F I L F F S G K F K V H K . N A L S s Y Q
H T I vy F I L Y Y F S Q E S L K F T N KM H L A L I K
y 1 ¢ F I L F Y I I F L R K Vv . S s @ I K ¢ T . L L S

AAGATATTTCATGTCTTTAATTTTTATAATGTTATTTTATATAATGATAGAAATAGTAAAAGATAAATAAAAAAATTATAC
K I F H V F N F Yy N VI L Y N D RN S KR . I K K L Y
R Y P M § L I F I ML F Yy I M I E I V KDIK . KN Y T
K p I s ¢ L . F L . C Y F I . . . K . .. K I N K K I I

ATTATCATAAATGTTCAACATAGGTTAGTTCTTTTTTTTTATTATTGTTCTTTTTTTCTTTTGTTTATGTGTAGATATATA
I 1 I NV Q HRUL VL F F Y Yy CS F F L L F M C R Y I
L s . M F N I G . F F F F I I V L F F F C L C Vv D I Y
H Y H K ¢ s T . Vv S s F F L L L F F F s F v Yy v . I Y

TCTCAAAGGAGAGCAAAAGCCCTATGAATTATTTCATCTATAATTTGGATCTGTTACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAANARNA
s Q R R A K A L . I I 8 s I I W I C Y K K K K K K K K
L K G E Q K P Y EL F HL . F G S VvV T K K K K K K K K
I S K E S K s P M N Y F I ¥ NL DUILUL Q@ K K K K K K K

AAAATATACACACATATTTATTTATATTTTATACAATATTCTTCATTTCTAACATGATTATTTATTTTTATTTTTTTCTAA
K 1 vy TH I ¥ L Yy FfFF I QY S s F L T . L F I F I F F
K vy T H I F I ¥ I L Y N I L H F . H D Y L F L F F S K
K N I H T Y L ¥ I F Yy T I F F I §S N M I I Y F Y F F L

ACCGATTTTGTAGTATAGTATTTGATGAATTTTATGAAACGGAATTTTTAAAAGCTCTATACTTTTATAGTGTATATATAA
T b r VV. YL MNPFMXKU RNV F . KL Y T F I V Y I
P I L . Y s I . .. I ... .. N G I F K S s I L L . C I Y K
N R F ¢ s I VvV F D EF Y E T E F L K AL Y F Y S V Y I

AAAGAGAAATCAAATATTATATATATATATATATATATATATATATATATATATCGTACGACAAAAATAAAAGTATATATG
K E XK s N I I Yy I Y I Y I Y I Y I Y R T T K I K V Y M
K R N Q I L Y I Y I Y I Y I Y I Y I V R Q K . K Y I

K R E I K Y Yy I ¥ I Y I Y I Y I Y I S Y D K N K S I Y

ATAAATGTATTCACATATTTAACTTTATATTATAGGCTATTCAGAAAAATAAAAGAGATGAAGAATATTTAATAAGTATTA
I NV F T Y L TL Y Y R L F R K I K E M K N I . .V L
.. MYy s H I . L Yy I I G Y S E K . KR . R I F N K Y

D K ¢ I H I F N F I L . A I Q KN KIRUDEE YL I S I

AATCAAAAAGGAAATTGAAAAATTTTATTAACAAGAAAGAAATAGATATATCAGGAATTAATTATCTGCTATGGGATTTTA
N Q K 6 N . K I L L TR KK . I Y Q E L I I C Y G I L
I X K E I E K F Y . Q E R NR Y I RN . L S A M G F Y
K § KR KL K N F I N K K E I DI S GG I N Y L L W D F

CAAACTTATCACATGTAAAAAGGAAAAAATATATAAAAGAAAAAATAATGAAATATGGTTTACTCAAAAAATATAACAAAA
Q T ¥y H M . K G K N I . K K K . .. NM V Y S K N I T K

K L I T ¢ K K E K I ¥ K R K NN E I W F T Q K I . Q K
T N L S HV K R K K Y I K E K I M K Y G L L K K Y N K

GAAAACATATGAATATGTTGTATATTATATAATCCTTTTATGTACATAGAATGATCTATTAAAATTTGTTACTCCTTCAAG
E N I . I C C I L Y NP F M Y I E . S I K I C Y S F K

K Ty E Yy Vv vy Yy 1 I L L ¢ T . NDILIL XK F V T P S S
R K H M NMUL Yy I I . S F YV HRMTI Y . NILUL L L Q

TGCTAACCAAAATGTTGAAGAAGAAATTATTTTGGACCATACAATTAAAAATATAAGTAAAGAATGAAAAATATAAATAAT
c . p K C . RRNYVF GP YN . K Y K . RM KNI NN
A N Q NV E E E I I L D H T I KNI S KE . K I . I M
v L T K M L K K K L F w T I Q L K I . V K N E K Y K

GTATTTTAATATATATATATATATATATATATGTAAGGTGTATAAAAATATAAATATTTTTTATTTTGTCTAGATGAATTG
v ¥ . Y I ¥y I ¥y I Yy M . GV . KY K Y F L F C L D E L
Yy F N I Yy I ¥ I ¥ I ¢ K v Yy K N I N I F Y F V . M N

c 1 L. 1 vy I Yy I Y I Y VU RZ CTIK I . I F F I L s R . I

1296

1377

1458

1539

1620

1701

1782

1863

1944

2025

2106

2187

2268

2349

2430

2511
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AGATACTTTGAAACAAAGATATATGAATCCAAAGATTTTATATTTCATATAAATATAAAGAGATATATAGAAAGAACTATT 2592
R Y P ET K I ¥ E S KD F I F H I N I KR Y I E R T I
p T L. KX. Q R Y MNP K I L Y F I . I . R DI . K E L L
E I L . N K D I . I Q R F Y I 8 ¥ K Y K E I Y R K N Y
AAAAATATTATAATATTGAAAATATTTATTATAATAGTAAATATAAAACAAATTGAAAAAAAAAATATATATATGTATATA 2673
K NI I I L XK I F I I I vV N I K Q@ I E K K N I Y M Y I
K I L . Y . K Y L L . . .. I .. N K L K K K I Y I C I Y
K ¥y ¥y N I E N I ¥ Y N S K Y K TN . K K K Y I Y V Y
TATATATATGTGTATTATTTATAATATATTATAAATTTCTTATGATTTACTCATCTTTCATTTTTGTATTTCTTTGCAGTT 2754
y 1 vy vy vy L .Y I INPF L . F THUL S F L Y F F A V
I ymc¢cI I Yy NTI L . I s Y DUL L I F HF CTI S L Q F
I vy i ¢ v L F I I Y Y K *F L. M I Y S s F I F V F L C S
TTCTTTTATAATATTGTTCTATTTTACATGTGAATTAAATGTCTTATTATTTCCTATAGAAAGCATATTGAAAAAATTAAA 2835
F F Y N I VL F ¥y Mm . I K ¢C L I I S Y R K H I E K I K
s ¥ I I L F Y F T C E L NV L L F P I E S I L K K L K
F L L . ¥ C S I L HVN . M S Y Y F L . KA Y . K N
ACTTATGAAGTACTTTTATATAGATATTTATACATATTTTGTGTGTAGAATATTATTATGTATACAGTAATACATTTTTTT 2916
T Y £ v L L Y R ¥Y L ¥ I F ¢C V . N I I M Y T V I H F F
L ~m XKy P Yy I DI ¥ T Y F VvV CU R I L L CI Q . Y I F L
N L . S T ¥ I . I F I H I L C V E Y Y Y VY S N T F F
ATTTTTTATTTTTATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTAGATCCAATCCGACCTTAGCTTTGGAAATGCAAGAAGAATTATTG 2997
I F Y F Y ¥ F F F F F ¢C R S N P T L A L E M Q E E L L
F ¥ I F I F F F ¥ F F Vv D P I R P . L W K C K K N Y
Yy F L F L F F F F F F L . I Q9 s D L S F G N A R R I I
AACCATGAGTTAAAAAATATATTAATAAACACAAAATTGAAGAGGTGAATTGTGATTTCATATATATAATAAGAAAAGAAT 3078
N H EL KNI L I N T KL KR . I VvV I S Y I . . E K N
T M S . K I Y . . T ¢ N . R G E L . F H I Y N K K R I
E P . V XK X Y I N K H K I EE VN CDVF I Y I I R K E
AATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGCTTTCTTTGATTTCAAATAAAAATATATTTAAGTGTTGTACAGT 3159
N . K K K K K K K K K K A F F DF K . K Y I . V L Y S
I K K K K K K K K K K R L s L I s N K N I F K C C T V
L K K K K K K X KX KX X ¢ F L . F @ I K I Y L s V V Q
TGCAATGGAAAATACCTATTAGACAAAAATATAATAATATATAAGAAAAATAAGACAAAAAAAAAAAAAATATATATATAT 3240
¢ N G K ¥ L L. b X N I I I ¥ K KN K T K K K K I Y I Y
A M E N T Y . T K I . .Y I R K I R Q K K K K Y I Y I
L g w K I P I R Q K Y NN I . E K . D K K K K N I Y I
ATATATATATATATATATATATATATATATATTTTCCTATAGGAAAAGCATTAAAGAAAATTATGAAATTTTAAAAATGGA 3321
I vy 1 vy I1 Yy I Y I Y I F L . E K H . R K L . N F K N G
Yy I vy I ¥y I Y I Y I F S Y R K S I K E N Y E I L K M E
y 1 vy 1 vy I Yy I Y I Y F P I G K A L K K I M K F . K W
AGAAAACTTAATGAAATTAGGAACATTAATGTTATTAGGTTATAAGAGGGAAAAAAAAAAAATACATACATATATATATAT 3402
R K L N~ E I R NI NV I R L . E G KK KN T Y I Y I Y
E N L M K L. 6T L M L L G ¥ K REI KKK I HT Y I Y I
K K T . . N . EH . CY . V I R G K KK K Y I H I Y I
ATTTATATATTTATTTATTTATATATATGCTCTTTATAATATATTAAAATGCTTTAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 3483
I vy I1 ¥ I ¥y L Yy I C S L .Y I K ML . F F F F F F F F
¥F I vy L ¥ I ¥ I ¥y A L Y N I L K C F N F F F F F F F F
y L. vy I YL F I YyM L ¥ I I Y . NAULTIVF F F F F F F
TTTTTTTTTTTGTTTATGATTTTCTAGGTTTTGGTGAAGCAGGAGCGAAAATTATCTCAAAAAATATTAACGAACAGGAAA 3564
F ¥ F L F M I F . VvV L VvV K Q E R KL S Q K I L T N R K
F F F ¢ L . F S R F W . S R S E N Y L K K Y . R T G K
F F F F v Y D F L G F GEAGA AI K I I sS KNI N E Q E
GAGTAAATTTATTGATCAATGGAGAAATCGTTTATTCTGTTTTTTCCTTTTGCGACATAAGAAATTTTACAGAAATAACAG 3645
E . I Yy . S M E K S F I L F F P F A T . E I L Q K . Q
s K F I D Q W RNURULPF CF F L L R HK K F Y R N N R
R vV NL L I N G E I VY S V F s F C DI RNVF T E I T
AAGTTTTAAAAGAAAAAGTAAAAGCATATAAAATATGTTTTGTTATACTACTTGAGGGAAATAAATAGACGCACACACATA 3726
K F . K XK K . K H I K Y VL L Y Y L R E I DNIRURTH I
s F K R K s K s I . N M F C Y TT . G K . I DA H T Y
E v L K E K Vv K A Y K I CVF Vv I L L E G N K . T H T H
TATATATATATATATATATATATATATATATTTATTTATTTATATAAATTTAACAGATTATGATTTTCATAAATTTGATTG 3807
vy 1 vy 1 vy 1 Yy I Y I F I ¥ L ¥ K F N RUL . F s . I . L
I vy I1 Yy 1 ¥ I Y I Y L F I ¥ I N L T D Y D F H K F D C
I vy I1 Yy I1 ¥y I Yy I Yy I YL F I . I . @ I M I F I N L I

64



Ergebnisse

CTGAAATAATACATGAGTGTTGTGATTTCTATGGGGGAACAATAAACAAAAATATTGGTGATGCATTTTTATTAGTTTGGA
L K .Yy M s vvI SMGEQ . TKXK I L V MHUF Y . F G
.. N N T . VL . F L W GDNNI KIOQI K Y Ww . C I F I S L E
A E I I H E C CD F Y G G T I N KNI GD A F L L V W

AATATCAAAAAAAAGAATATTCGAATAAGAAAATGAATATGTTTAAGTCTCCAAACAATAATTATGATGAATATTCAGAAA
N I K K K NI R I R K . I ¢ L 8 L Q T I I M M N I Q K
I s K K R I F E . ENE Y V . V S K Q . L . .. I F R K

K ¥y g K X E Yy s N X X M NMF K S P NDNNY D E Y S E

AAGAAAATATAAACAGGATATGTGATTTGGCTTTTCTATCTACAGTACAAACATTAATTAAACTCAGAAAGGTAGGAAGAA
K x 1 . T GG Y v I WL F YL Q Y K H . L N S E R . E E
R K ¥y K Qg DM . F GF &I Y s TNTIN . T Q K G R K N
K EN I N R I ¢CDLAVF L S TV Q TUL I KL R K V G R

TATGAAAAAAAAAAAAATATATATATATATATATATATAGAAAGAATTGAAATAATATGTACTTTTTATATTACATTATAT
Yy E K K K N I v I ¥ I ¥ I E R I E I I C T F Y I T L Y

M K K XK K I vy I vy I Yy I . K E L K . Y VvV L F I L H Y I
I . K K K K Yy I Yy I Y I ¥ R KN . NNMY F L Y Y I I

ATTATTATATAATTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCCACACATATATATATATATATATATGTCACATATTTAAGTCAGAA
I r 1 . F F F F F F F C H T Y I Y I Y I C H I F K E

L L Yy N S F F F F F F A TH I Y I Y I Y V T Y L S Q K
Yy vy vy r I L F F F F F L P H I Y I Y I Y M S H I . V R

AAAATACATATATTCCTAAATAATGAAAATATGGATGAGTTAATTAAGAACAATATTCTGGAGTTAAGTTTTGGACTTCAT
K I H I F L NN ENMUDE L I K N NI L E L S F G L H
K vy 1 vy s . 1 MK I wM s . L R T I F W S . V L D F I
K N T Y I P K . . Kk vy 6. v N . E Q Y S G V K F W T 8

TTTGGATGGGCTATAGAAGGAGCAATAGGAAGTAGTTATAAAATTGATTTATCATATTTATCAGAAAATGTAAATATAGCT
F G W A I EGA I G S S Y K I DUL S YL S E NV N I A
L b L . K EQ . EV Vv I KL I Y HI Y Q KM . I . L
F W M G Y R R SNURI K . L . N . F I I F I R K C K Y S

AGTCGATTACAAGATATTTCTAAAATATACAAAAACAATATTGTTATATCAGGAGATTTTTATGACAATATGTCGGAGAAA
S R L 9 b I § K I Y KNNTI Vv I S GDF Y DNM S E K
v b Yy K I F L K Y T XK T I L L Y Q E I F M T I C R R N

s I T R Y F . N I Q K Q Y C Y I R R F L . Q Y V G E

TTTAAAGTAATATATTATGCCACTAACATATAATATATGCTTGTCACATATATATATATATATATAAATATATATATATTT
F X VI YyYyATNTI . Y ML V T Y I Y I ¥ I N I Y I F
L K .. vy I M P L T Y NI CUL S HH I Y I Y I . I Y I Y F
I . s NI L C H . H I I Y A CH I Y I Y I Y K Y I Y I

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTATATATGTATATATATTTAAGAATTCTCTTAGGAAAATTGATAGGGTTACTCTTA
¥F F F F F F F F L Y M ¥ I ¥ L R I L L G K L I G L L L
¥F F F F F F F F ¥y I ¢c I Y I . E F s . E N . .. G Y s

F F F F F F F F F I Y v Y I F K N S L R K I D R V T L

AAGGATGTAGGAACCCATTAAATTTATATACTTTTGATATATGTCTTAATAAGGTTAATTTTTAAGGGGGGGGAGAGTAAA
K bpv G TH . I Y I L L I Y Vv L I R L I F K G G E S K
R M . E P I K F I Y F . Y M S . .. G . F L R G G R V K
K 6 ¢ R N PLNIL Y TF DI CL NI KV NTF . G G G E

ATAAATATGCAAATATACACATATATATACATATATATTATATATAATATTTATGTATATTAGATTACGAAGAAAGTCAAT
I N ™M Q I Yy T Y I Y I Y I I Y N I Y VY . I T K K V N
. I ¢ K Yy T™H I Yy T Y I L Y I I FM Y I R L R R K S I

N K Y A NI H I Y I H I Y Yy I . Y L C I L DY E E S Q

ATGGAAAATTTTGACGCCAAGCCTCATTTTGACGTAAAACTTTTAAAGGTTATTATGATATTGTAAAATTGACCTTTTTTT
M EN F DA K?PHVF DV XKLL KVIMTIIUL . N . P F F
wWxKx I . TP S9L I L T . NPF . RL L . Y CIK I DL F F
Yy 6 K F . R QA S F . R K TVF K G Y Yy D I V KL T F F

TAAAATATACATATATATATATATATATATATATATAACATATAAATGAATTAAAAAATAATTGCAGGTTTTTGATGATAT
N I H I vy I vy I vy I vy N I . M N . K I I A G F . .Y

K 1 vy 1 vy I Y I Y I Y I T Y K . I K K . L Q V F D D I
L K vy T Yy I Yy I Y I Y I . H I NEVL K NNCUR F L M I

AAAAAAGAAGGCCGAACGAAAAAAAAGAAAAAAAGAAGTTCTTAATCTTTCATATAATGTAAGGCTAGGCTTATATTTATA
K K E G R T K K K K KR S s . s F I . C K AR L I F I
K K KA ER K KU RIKIKE VL NTL S YNV RUL GUL Y L Y
K R R P N E K K E K K K F L I F H I M . G . A Y I Y

CCTTAACACATATAAATAAATAGATTAATATATATATATATATATATATATATATATATATTTATATTTTTTTTTATTTAA
p . H I . I N R L I Y I ¥ I Y I Y I Y I F I F F F I
L N~ T Y K . I D . Y I Y I Y I Y I Y I Y L Y F F L F N
T L T H I N K . I N I Y I Y I Y I Y I Y I Y I F F Y L

3888

3969

4050

4131

4212

4293

4374

4455

4536

4617

4698

4779

4860

4941

5022

5103
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CTTTTACATTTTTAGCTTTATGAAGAATATGCAAAAAATGACGACATAAAATTCATAAAGATACACTATCCTAAAGATTAT 5184
L L H F . L Y E E Y A KN D D I K F I K I HY P K D Y
F Yy I F S FMKNMOQI KMTT . NS . R Y T I L K I I
T F T F L A L . R I C K K . R H K I H K D T L S . R L
TTGGAACAATTCAAAATTGCCCTTGAGTCATATTTAATAGGGAAATGGAATGAATCAAAAAATATATTAGAGTATTTAAAA 5265
L E Q F K I A L E S Y L I G K W N E S KN I L E Y L K
W N N S K L P L S H I . . G NG M DNOQ K I Y . S I . K
F G T I 9 N ¢C P . V I F N R EME . I K K Y I R V F K
AGAAATAATATTTTTGAAGATGAAATTCTTAATCAGCTGTGGAACTTTTTGAGTATGAACAATTTTATTGCACCCAGTGAT 5346
R N N I F EDE I L N QL WNF L S M NNF I A P S D
E I I F L X M K F L I s ¢ T VF . Vv . T I L L H P V I
K K .Yy F . R . NS . S AV E L F E Y E Q F Y C T Q
TGGTGTGGATATAGAAAATTTTTACAAAAGTCATAAAAATTATTT 5391
W ¢ G Y R K FL Q K S . K L F
G v D I E N F Y K S H K N Y
L vw I . K I F T K Vv I K I I

Abb: 14: Die Sequenz mit den vermuteten fiir die Plasmodium AC kodierenden Bereichen (unterstrichen)

Es wurden Sequenzabweichungen wie Basenaustausche und -verluste sowie ,,Repeat““verdop-
pelungen und Einschiibe gefunden. Diese waren jedoch stets innerhalb von (bis dahin noch

postulierten) Introns lokalisiert und sind in 4.3.2.4 vermerkt.

4.3.2 Bestimmung der cDNA-Sequenz

Da ein durchgéngiger Leserahmen nicht eindeutig erkennbar war, mufite davon ausgegangen
werden, dafl Introns vorhanden sind. Im Vergleich mit der Paramecium AC-Proteinsequenz
war es moglich, Intron-/ Exonbereiche vorauszusagen und Primer fiir kodierende Bereiche
festzulegen.

Mit diesen Primern (vgl. 2.3.3) und Reverser Transkriptase wurde die mRNA in sscDNA um-
geschrieben und anschlieBende PCRn durchgefiihrt (3.1.11). Es wurden gleichzeitig unter-
schiedlich groBle Produktbanden amplifiziert. Die Banden wurden zunéchst alle sequenziert,
die groBeren enthielten noch ungespleilte Introns. Spiter wurden wurden nur noch die
kleinsten Banden unter der Annahme sequenziert, dal} sie vollstindig gespleiite Produkte

darstellten.

Bei einem vermuteten Intron (Intron 3) war es unmoglich, mit RT-PCRn das gespleiite Pro-
dukt zu amplifizieren. Fiir diesen Zweck wurde mit den beiden cDNA-Phagenbanken MRA-
61 (5 pl) und MRA-101 (1 pl) eine PCR mit dem Primerpaar PIACc7s/c /| PIACcas5 durch-
gefiihrt (Tab. 16, S. 33). Nur aus MRA-61 wurde eine kaum sichtbare Bande erhalten (nicht
wiedergegeben), die der erwarteten GroBe entsprach (245 bp).

Beide PCR-Ansdtze wurden 1:10 verdiinnt und je 2 pl in eine nested-PCR mit dem Air
Thermo-Cycler eingesetzt [Primer PIAC4u und PIAC-as/el; 49°C Primerbindetemperatur, 21
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Zyklen (Tab. 12, S. 31)]. MRA-101 lieferte wiederum kein Produkt, aus der anderen Bank

wurde die erwartete Bande von 145 bp amplifiziert, welche das gesuchte Produkt war.

— 489

. — 312
— 2421241

o — 157/147
o —110

Abb. 15: Suche nach Intron 3: die aus MRA-61 durch nested-PCR erhaltene Bande (~4% Agarosegel)

1 1000 2000 3051 bp
pi PlACc6s PIACcIs
@ o 787 10 202 >
PlAC-asl/el T d 19 )
PIAC2 .
PIACc4r/el > T 8 PIACc-3 -aslII
PIAC4u o | 5

15
|’_¢_<| PIAC3u PIACcasl

|> 11 12 1|3 14

PIACc3as
| | | |
10 <
PlACSI/eI PIAC3r
PIAC-asl/el

Abb. 16: Bestimmung der Plasmodium AC-cDNA-Sequenz; oben: Skalierung, die Zahlen 1-21 indizieren
Positionen ausgespleiBBter Introns der mit den angegebenen Primern erhaltenen Fragmente.
Das aus der MRA-67-cDNA-Phagenbank erhaltene PCR-Produkt ist umkreist

Durch die tliberlappenden Fragmente war es moglich, zu einem cDNA-Klon von 3008 bp mit
einem ORF von 2655 bp zu gelangen (Sequenz zwischen PIACs-1/el und PIAC-3 -aslll, s.
Abb. 19, S. 70).

Der Vergleich mit der genomischen Sequenz zeigte 21 Introns (Tab. 25, S. 72; die bereits in
4.3.1 erwéhnten und auch hier wiedergefundenen Lingeninhomogenititen und Einzelbasen-

austausche sind vermerkt).
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START STOP

1 2 3 4 5_6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 .20 21 |

Abb. 17: Die 21 Introns der Plasmodium AC (offener Leserahmen: 2665 bp); kodierende Bereiche:
schwarz

Die Sequenz wurde in die EMBL Nucleotide Sequence Database eingespeist (AC1 gene;
ACC: AJ289136).

4.3.2.1 ,,FehlspleiBing“
Viermal sind ,,Fehlspleilings* beobachtet worden, wobei die Introns erst am 3’-Ende des

niachsten folgenden AG-Basenpaars ausgeschnitten wurden. Es ergaben sich Leseraster-
verschiebungen und daraus resultierende verkiirzte Proteinsequenzen durch das Auflaufen auf

Stopcodons (Tab. 23).

Tab. 23: Die vier fehlgespleiBBten Introns; die Positionsbezeichnungen der zusétzlich ausgespleifiten
Basen beziehen sich auf Abb. 19, S. 70

Intron Anzahl zusitzlich Position Stopcodon / Ort des Abbruchs
ausgespleifiter Basen Position
8 5 834-838 TGA / 843-845 18 ASn nach TM5
10 32 1033-1064 | TAA /1068-1070 85 ASn nach TM5
12 61 1246-1306 | TGA /1316-1318 | Nach 10. AS in TM6
17 4 1912-1915 | TAA/1934-1936 katalyt. Doméne

Einmal wurde ein Herausschneiden der Introns 12 und 13 inklusive des dazwischen liegenden
Exons 13 beobachtet. Auch hier verschiebt sich der Leserahmen und die Sequenz lauft auf ein

Stop (TGA / bp 1386-1388, Positionsbezeichnungen bezogen auf Abb. 19, S. 70).

Tab. 24: Die sich aus den fehlgespleiBten Introns ergebenden Proteinabbruchsequenzen; Zahlen:
Position der Plasmodium AC-Sequenz; fett: von der Plasmodium AC abweichende ASn

Fehlgespleifites Intron Sequenz
8 269-MNYFIYNLDLT.
10 335-LLWDFTNLSHC.
12 406-TITLKIFITIIKAY.
Exon 13 ,, Skip 406-TITLKIFITITIQSDLSFGNARRIIEP.
17 628-TVQTLIKLRKKKYIYS.
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4.3.2.2 Das ,Intron -1
Auf der Suche nach dem Startcodon wurde aus gereinigter mRNA nach reverser Trans-

kription eine PCR mit dem Primerpaar PIACsStartM und PIACasStartM durchgefiihrt
(3.1.11). Mit einer anschlieBenden seminested-PCR (Tab. 12, S. 31; Zeiten herabgesetzt auf
30s, 10s, 10s, 25s, 25s; 47°C Primerbindetemperatur; 20 Zyklen) mit dem Primerpaar PIACs
StartM und PIACasStartM Nest. wurde ein Produkt mit einem zusitzlich gespleifiten Intron
gefunden (,,Intron -1%, 83% AT-Gehalt).

TTTTAATTAAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGAAAAGGTACTAATCTTT -212

AATTATAAAAATGTTAAATTATATTEIAACCARARATTTATTCCTTANATARATATACATATATATATATA -141

. I I L

TATATATATATATATATAATATTGTTATGTTTTATTTTAATTATTTCTCATATTATCCATTTGATTATATA - 70

M 1
GCCAGAACCAAAACAAATATATGCAAATAATATTTTTGATAATGATAAGTTGAAAAGATTTTTCTTAAAAT 73
P E P K O I Y A NN I F D N D K L K R F F L K 24

-AT CAAAAGAAAAAGTATTATATTCCTTTACATCAGAAAATGTAAATATTATCTTTAAAAAAAAAANA 144
Yy R S K E K V L ¥ § F T S E N 39

TAATAATAATAATAAGATGAACATGTAATAATATGTATGTTTTATATGTCTATAAATATCTGATTTGTTTT 215
TTCTTTTTTTTAATGAAAACATGTTGTTAAATATTTTTTTTATCGTATACTTTTATAAAATATATATATCA 286
TTATATATATCCTATGTTGTTTTTCTAAATAAATGTAAAAGCTCGTGAAATAAGAAATTTTTCTTATTCTG 357

TAGGACATCATAAATGAAGAGAAGAGAAAAAGCAAAAATAACTTGTGCATGTTAAAATATAAA 420
D T I N E E K R K S K N N L. ¢ M L K Y K 59

Abb. 18: Der Bereich mit dem zusitzlich gespleifiten ,,Intron -1* (dURKeIgGraU: ,,Intron -1, grau: Intron 1).
Der annotierte Leserahmen ist unterstrichen (M1 und M55 sind fett gedruckt, vgl. Abb. 19).
Doppelt unterstrichen ist die Sequenz, welche sich aus der 5°-Verldngerung des Exons 2 bei
gespleiBtem ,Intron -1“ ergibt und von einem N-terminalen Stop begrenzt wird. Der nach-
folgend besprochene nicht mégliche, da auf ein Stop laufende Leserahmen ist unterbrochen
unterstrichen.

Das Ausspleiflen des ,,Introns -1 fiihrt zum Verlust des annotierten Starttripletts (M1). Das
einzige nun mdogliche Starttriplett ist das ATG, welches flir M55 kodiert. Verldngert man den
annotierten Leserahmen ausgehend vom zweiten Exon in 5'-Richtung iiber beide gespleifite
Introns hinweg, so endet dieser ohne ATG auf einem Stop [bp (-197)-(-195), doppelte Unter-
streichung]. Das ATG an Position (-201)-(-199) scheidet als Start aus, da der Leserahmen

nach Intron 1 auf ein Stop l14uft (unterbrochen unterstrichener Leserahmen).
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Ob M1 oder M55 als Startcodon fungiert, konnte nicht festgestellt werden. Wegen der N-

terminalen Sequenzhomologien der P.knowlesi- und P.yoelii yoelii-ACn wurde M1 annotiert,

obwohl nicht auszuschlieBen ist, dal auch M55 bei Spleilen des ,,Introns -1 mdglich sein

kann (34).

4.3.2.3 cDNA-Sequenz der Plasmodium AC

-9 1
taacacataATGCCAGAACCAAAACAAATATATGCAAATAATATTTTTGATAATGATAAGTTG
M P E P K Q I Y A NNTI F D N D K L

AAAAGATTTTTCTTAAAATATAGATCAAAAGAAAAAGTATTATATTCCTTTACATCAGAAAATGACATCAT
K R F F L X Y R S K E K Vv L Yy S F T S E N D I I

AAATGAAGAGAAGAGAAAAAGCAAAAATAACTTGTGCATGTTAAAATATAAAAATATATGTCTTAATATAC
N E E K R K S K N NL ¢C ML K Y KNI CUL N I

ATACAAGCAAATTTTTCAAATACTCCAAATGGGTATATTTATTTTTGATCATATTTTCAAAAGATTTTTTC
H T s K F F K Y S8 K W V ¥ L, F L, T T F S K D F F

TATCTTCTTTTAAACAAAAAATATGATTTTATATCAGATATTTTTATTTCCATTCTCTTATTTGGATGTCT
y .. .. L N K K ¥y b F I & D I F I S I L L F G C L

TATCGAAATAATTTTTAATTTTTTAATGGATTCAACATATATCTTTTATTTTATGTTTTTTGATATTATAT
I £ I T F N F L. M D s T ¥ I F Y F M F F D I T

CGTTCATGCTGTTATTCTTTGATATCTTTCTTTTCGAAAAATATTTTTTTGACTTTTTTATTTACTTTACA
s ¥ M L, L. ¥F ¥ D I F L ¥ E XK Y F ¥ D F F I Y F T

AATAGCTTATATACATGGAAAAAAATTGACAAAGATAATATAATATACCTAATACAATTATTTAAGTCCTT
N S L Y T w K K I D K DN I T Y L, T QO L F K S L

GCGAATAATTAAGATATATCGCTTCGTAATTAATTTTATAAAAAAACATACTAAGGAAAAATACAAGCACA
R T 1T K I ¥ R F V I N F I K K H T K E K Y K H

GAAATGAGTGGAATTTTGAAAAAATGGAAAGTATGAAAAATAGACCATTGAAGGAAAGTTTAAAGTTCACA
R N EWNVF E KME S M KNR P L K E S L K F T

AATAAAATGCACTTAGCTCTTATCAAAAGATATTTCATGTCTTTAATTTTTATAATGTTATCTTATATAAT
N K M HL AL I KR Y FF M S L T F T M L S ¥ I M

GATAGAAATAATATATATCTCAAAGGAGAGCAAAAGCCCTATGAATTATTTCATCTATAATTTGGATCTTA
I £ I T ¥y I s K E S K s P M N Y F I Y N L D L

TAGTATTTGATGAATTTTATGAAACGGAATTTTTAAAAGCTCTATACTTTTATAGTGCTATTCAGAAAAAT
I v frf DEVF Y ETE F L K A L Y F Y S A I Q K N

AAAAGAGATGAAGAATATTTAATAAGTATTAAATCAAAAAGGAAATTGAAAAATTTTATTAACAAGAAAGA
K R D EEY L I S I K S KR KL KN F I N K K E

AATAGATATATCAGGAATTAATTATCTGCTATGGGATTTTACAAACTTATCACATAATGATCTATTAAAAT
I b1 s G I NYL L WD PF TNTIL S HNDUL L K

TTGTTACTCCTTCAAGTGCTAACCAAAATGTTGAAGAAGAAATTATTTTGGACCATACAATTAAAAATATA
F VT P S S A NQ NV E E E I I L D HT I K N I

AATGAATTGAGATACTTTGAAACAAAGATATATGAATCCAAAGATTTTATATTTCATATAAATATAAAGAG
N E L R Y F ETK I Y E S KD F I F H I N I K R

ATATATAGAAAGAACTATTAAAAATATTATAATATTGAAAATATTTATTATAATATTTTCTTTTATAATAT
y T E R T I K N I I T L K T F T I T F S F I T

TGTTCTATTTTACATGTGAATTAAATGTCTTATTATTTCCTATAGAAAGCATATTGAAAAAATTAAAACTT
L F ¥y F T C EL NV L L F P I E S I L K K L K L

54
18

125
42

196
65

267
89

338
113

409
136

480
160

551
185

622
207

693
231

764
255

835
278

906
302

977
326

1048
349

1119
373

1190
397

1261
420

1332
444
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ATGAAATCCAATCCGACCTTAGCTTTGGAAATGCAAGAAGAATTATTGAACCATGAGTTAAAAAATATATT 1403
M K S N P T L AL EMOQE E L L N HE L K N I L 468

AATAAACACAAAATTGAAGAGGAAAAGCATTAAAGAAAATTATGAAATTTTAAAAATGGAAGAAAACTTAA 1474
I N T K L KR K S I K EN Y E I L K M E E N T 491

TGAAATTAGGAACATTAATGTTATTAGGTTTTGGTGAAGCAGGAGCGAAAATTATCTCAAAAAATATTAAC 1545
M _K . 6 T 1. M L L G F G E A G A K I I S K N I N 515

GAACAGGAAAGAGTAAATTTACTGATCAATGGAGAAATCGTTTATTCTGTTTTTTCCTTTTGCGACATAAG 1616
E QO E R VNTLILINGE I V Y S V F S F C D T R 539

AAATTTTACAGAAATAACAGAAGTTTTAAAAGAAAAAATTATGATTTTCATAAATTTGATTGCTGAAATAA 1687
N F T E I T E V L K E K I M I F I N L I A E_ I 562

TACATGAGTGTTGTGATTTCTATGGGGGAACAATAAACAAAAATATTGGTGATGCATTTTTATTAGTTTGG 1758
I H E C C D F Y G G T I N K N I G D A F L L V W 586

AAATATCAAAAAAAAGAATATTCGAATAAGAAAATGAATATGTTTAAGTCTCCAAACAATAATTATGATGA 1829
K.Y 0 K K E Y S N K K M N M F K S P N N N Y D E 610

ATATTCAGAAAAAGAAAATATAAACAGGATATGTGATTTGGCTTTTCTATCTACAGTACAAACATTAATTA 1900
Y S E K E N I N R I C D L A F L S T V O T L T 633

AACTCAGAAAGTCAGAAAAAATACATATATTCCTAAATAATGAAAATATGGATGAGTTAATTAAGAACAAT 1971
KL R K S E X I H I F L NN ENM D E L I K N N 657
ATTCTGGAGTTAAGTTTTGGACTTCATTTTGGATGGGCTATAGAAGGAGCAATAGGAAGTAGTTATAAAAT 2042
Lo B L S PG L H E G W A I E G A I .G S S Y K. I 681
TGATTTATCATATTTATCAGAAAATGTAAATATAGCTAGTCGATTACAAGATATTTCTAAAATATACAAAA 2113
VVVVV b L s Y L S E NV N I A S R L QO D I S K I Y K. _ 704
ACAATATTGTTATATCAGGAGATTTTTATGACAATATGTCGGAGAAATTTAAAAATTCTCTTAGGAAAATT 2184
N N I Vv I S G D F Y D N M S E K F K N S L R K T 728

GATAGGGTTACTCTTAAAGGATGTAGGAACCCATTAAATTTATATACTTTTGATATATGTCTTAATAAGAT 2255
D R V T L K G C R N P L N L Y T ¥ D I C L N K I 752

TACGAAGAAAGTCAATATGGAAAATTTTGACGCCAAGCCTCATTTTGACGTAAAACTTTTAAAGGTTTTTG 2326
T K XK v N M E N F D A K P HPF DV KL L K V F 775

ATGATATAAAAAAGAAGGCCGAACGAAAAAAAAGAAAAAAAGAAGTTCTTAATCTTTCATATAATCTTTAT 2397
b b I K K K A EURIK KR KK E VL NL S Y NUL Y 799

GAAGAATATGCAAAAAATGACGACATAAAATTCATAAAGATACACTATCCTAAAGATTATTTGGAACAATT 2468
E E Y A K N D D I K F I K I HY P K D Y L E QO F 823

CAAAATTGCCCTTGAGTCATATTTAATAGGGAAATGGAATGAATCAAAAAATATATTAGAGTATTTAAAAA 2539
K I A L E s ¥y L I G K W DN E S KN I L E Y L K 846

GAAATAATATTTTTGAAGATGAAATTCTTAATCAGCTGTGGAACTTTTTGAGTATGAACAATTTTATTGCA 2610
R N N T F E D E I L N Q L WNPF L S M NN F I A. 870

CCCAGTGATTGGTGTGGATATAGAAAATTTTTACAAAAGTCATAAAAATTATTTATATATATATAAAATAT 2681
p.s.D.w. . C. .G . Y R.K. .E_L. Q. .K.S . 884

TGATACTATTAAAAGGATTGAGTTAATTATTTTTTTTTTTAAAAACAAAAAAAATTGAAATAATAAATAAA 2752
TATAAATATAAATATATATATATGTATATATATATATATTTAATGTTGTACATAAAAAATATATAAATAAT 2823
TACATATGGGAGTTATATAAAAAATAAATTATATGTCAATTATAATATATATATATATATATATATATATT 2894
TTATATTTTATTTAATTTTTTTATAATTACATATGGATAACATTTTTATGATTTTCATTTTTGTTATTACT 2965
CATACAAGGGCGTTTAAACTTTCAACATACTTAT 2999

Abb. 19: Die Sequenz des Plasmodium AC-cDNA Klons; M1 und M55 sind fett hervorgehoben; TM 1-6,
Poreloop, katalytischer Bereich, TPRL, C-Terminus sind entsprechend unterstrichen

Ein Sequenzalignment der Plasmodium AC mit anderen ACn findet sich in 4.9.3.
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4.3.2.4 Introns der Plasmodium AC
Nachfolgend sind die Introns 1-21, einschlieBlich der gefunden Verdnderungen im Vergleich

zur annotierten Sequenz (Plasmodiumgenomprojekt) aufgefiihrt.

Tab. 25: Die Introns 1-21: Positionsangaben beziehen sich auf den cDNA-Klon in 4.3.2.3; eingeklammerte
Nukleotide sind in der Genomprojektsequenz vorhanden, wurden jedoch beim Sequenzieren
nicht gefunden (Deletionen); fett: zusatzlich gefundene Basen; Basenaustausche sind mit
(Y<—X) hinter der betreffenden Base benannt (Y: gefundene Base, X: Base im Genomprojekt)

Intron | Position Sequenz

1 117/118 GTAAATATTATCTTTAAAAAAAAAAAATAATAATAATAATAAGATGAAC
ATGTAATAATATGTATGTTTTATATGTCTATAAATATCTGATTTGTTTTTT
CTTTTTTTTAATGAAAACATGTTGTTAAATATTTTTTTTATCGTATACTTT
TATAAAATATATATATCATTATATATATCCTATGTTGTTTTTCTAAATAA
ATGTAAAAGCTCGTGAAATAAGAAATTTTTCTTATTCTGTAG (243 bp)

2 177/178 | GTAAACAAAAAAAATCAAAATATCAACAAATAAGGAGAAATATATATA
AATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTTTTTTTTTCGAACAATATAG (129 bp)

3 285/286 | GTTAAAGCGAAAAATATAAAAAATGTATATCAATACTTTTATATATATA
TATTTATATTTATATTTTGAGTAG (73 bp)

4 485/486 | GTAATCGAAAATAAGCACTTAAATAATATATACA(TATATATGTATG)TA
TATATGTATGTATATATGTATGTATATATGTATGTATATATGTATGTATA
TATGTATGTATATATGTATGTATATATGTATGTATATTCTTGTGTCTATA
TATTTTTATCCTTTAG (152 bp)

5 636/637 | GTAAAAAAAAAAAAAAATAATATATAACTAGGAGTATCGTAAATATAG
GTTC(TATATATATATA)TATATATATATATATATATATGTGTATATATTA
TAG (88 bp)

6 675/676 | GTATAAACAAAAAACACAATTTTTAAAGAATATATTTATATATATTCAT
ATATAGAAAGATATATTTACATACAATTTATTTTATTTTATATTATTTTTC
TCAG (104 bp)

7 774/775 | GTAAAAGATAAATAAAAAAATTATACATTATCATAAATGTTCAACATAG
GTTAGTTCTTTTTTTTTATTATTGTTCTTTTTTTCTTTTGTTTATGTGTAG
(100 bp)

8 833/834 | GTTACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA(AAA)TATACACACA
TATTTATTTATATTTTATACAATATTCTTCATTTCTAACATGATTATTTAT
TTTTATTTTTTTCTAAACCGATTTTGTAG (123 bp)

9 891/892 GTATATATAAAAAGAGAAATCAAATATTATATATATATATATATATATA
T(T«—C)ATATATATATATCGTACGACAAAAATAAAAGTATATATG(G+A)
ATAAATGTATTCACATATTTAACTTTATATTATAG (124 bp)

10 1032/1033 | GTAAAAAGGAAAAAATATATAAAAGAAAAAATAATGAAATATGGTTTA
CTCAAAAAATATAACAAAAGAAAACATATGAATATGTTGTATATTATAT
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Intron

Position

Sequenz

AATCCTTTTATGTACATAG (116 bp)

11

1120/1121

GTAAAGAATGAAAAATATAAATAATGTATTTTAATATATATATATATAT
ATATATAT(ATAT)GTAAGGTGTATAAAAATATAAATATTTTTTATTTTGT
CTAG (98 bp)

12

1245/1246

GTAAATATAAAACAAATTGAAAAAAAAAATATATATATGTATATATATA
TATATGTGTATTATTTATAATATATTATAAATTTCTTATGATTTACTCATC
TTTCATTTTTGTATTTCTTTGCAG (124 bp)

13

1337/1338

GTACTTTTATATAGATATTTATACATATTTTGTGTGTAGAATATTATTAT
GTATACAGTAATACATTTTTTTATTTTTTATTTTTATTTTTTTTTTTTTTTT
TTTGTAG (109 bp)

14

1424/1425

GTGAATTGTGATTTCATATATATAATAAGAAAAGAATAATTAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGCTTTCTTTGATTTCAAATAAAAA
TATATTTAAGTGTTGTACAGTTGCAATGGAAAATACCTATTAGACAAAA
ATATAATAATATATAAGAAAAATAAGACAAAAAAAAAAAAAA(AA)TAT
ATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATTTTCCTATAG
(241 bp)

15

1501/1502

GTTATAAGAGGGAAAAAAAAAAAATACATACATATATATATATATTTAT
ATATTTATTTATTTATATATATGCTCTTTATAATATATTAAAATGCTTTAA
ITTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTITTTTTTTTTTTTTTTGTTTATGATTTTCTAG
(152 bp)

16

1653/1654

GTAAAAGCATATAAAATATGTTTTGTTATACTACTTGAGGGAAATAAAT
AGACGCACACACATATATATATATATATATATATATATATATATATTTA
TTTATTTATATAAATTTAACAG (120 bp)

17

1911/1912

GTAGGAAGAATATGAAAAAAAAAAAAAATATATATATATATATATATA
TATAGAAAGAATTGAAATAATATGTACTTTTTATATTACATTATATATTA
TTATATAATTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCCACACATATATATATATAT
ATATATGTCACATATTTAAG (170 bp)

18

2166/2167

GTAATATATTATGCCACTAACATATAATATATGCTTGTCACATATATATA
TATATATATATATAAATATATATATATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTATATATGTATATATATTTAAG (125 bp)

19

2253/2254

GTTAATTTTTAAGGGGGGGGAGAGTAAAATAAATATGCAAATATACACA
TATATATACATATATATTATATATAATATTTATGTATATTAG (91 bp)

20

2319/2320

GTTATTATGATATTGTAAAATTGACCTTTTTTTTAAAATATACATATATA
TATATATATATATATATATAACATATAAATGAATTAAAAAATAATTGCA
G (100 bp)

21

2391/2392

GTAAGGCTAGGCTTATATTTATACCTTAACACATATAAATAAATAGATT
AATATATATATATATATATATATATATATATATTTATATTTTTTTTTATTT
AACTTTTACATTTTTAG (117 bp)

73




Ergebnisse

4.3.3 Konstruktion des Plasmodium AC-Gens

Aus den subklonierten cDNA-Fragmenten wurde das Plasmodium AC-Gen zusammengesetzt.
Die Fragmente wurden {iber flankierende Restriktionsstellen geschnitten und schrittweise
zusammengefiigt. In Einzelféllen war es notwendig, die Fragmente mittels PCRn mit iiber-
hingenden Primern der fehlenden Sequenz zu verldngern (Primer: 2.3.4, S. 14).

EcoR 1
Spe 1 Fokl  MsllI Maelll  Earl Bcll Hind 111

Abb. 20: Die zur Herstellung des Plasmodium AC-Gens verwendeten Schnittstellen (GroRe des offenen
Leserahmens 2665 bp). Am 5°-Ende befindet sich EcoR | mit Spe | verbunden, gefolgt von einer
AAT ATA-Sequenz vor dem Startcodon (PINat5 -EcoRI;Spel-Primer). Am 3’-Ende wurde das
urspriingliche TGA in TAA mutiert, es folgt eine Hind IlI-Schnittstelle (PINat3’-Hindlll-Primer)

4.3.3.1 Expression des katalytischen Bereichs in E.coli
In Analogie zu den katalytischen Doméanen der Adenylatcylasen aus Anabaena sp. PCC7120

(CyaB1) und S.aurantiaca (CyaB) ist eine Sequenz festgelegt worden, die auch den

katalytischen Bereich der Plasmodium AC umfassen sollte.

\%
P1AC : KITSKNINEQERVNI IVYSVFSIACIBER ENT KEKI|USRE@IN : 557
A.CyaBl : TPHVAEQVMALGED | RKEVTVLIIS|DERX TIRT] GAAENAYSI®L, : 626
S.CyaB : SDAVVEEILKSPDT TIQHKREVTVI R SIEPPEQWM L : 333

Abb. 21: Alignment der Plasmodium AC (PIAC) mit der Anabaena AC (A.CyaB1) und der CyaB AC aus
Stigmatella (S.CyaB); das Dreieck deutet auf den konservierten Beginn der katalytischen
Bereiche

Mit den Primern NatExp-s und NatExp-as wurde ein PCR-Produkt ab AS 511 (SKNINEQ-
ERVN...) bis S 884 erzeugt und iiber die 5'-BamH I- und die 3’-Sac I-Schnittstellen in pQFE-
30 kloniert. Die N-terminale Aminosduresequenz lautete: MRGSHsGSSKNINEQERVN....

Die Expression in E.coli war erfolglos (s.S. 36). Es war weder AC-Aktivitdt meB3bar, noch
Protein nachweisbar. Daher wurde beschlossen, den Leserahmen in ,,liblicher Codonusage

nachzubauen, da die AT-reiche Sequenz fiir das Scheitern verantwortlich sein konnte.
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4.3.4 Resynthese der Adenylatcyclase in Mammaliacodonusage
Fiir eine erfolgreiche Expression in verschiedenen Zellsystemen ist eine Anpassung der

Codonusage an einen niedrigeren AT-Gehalt sinnvoll (59).

Zum Ubersetzen der Aminosiuresequenz in einen Saugercode wurde das DNAstar-Programm
EditSeq verwendet und ,,silent“-Schnittstellen zur Klonierung eingefiihrt (Abstand: 131-264
bp). Dazwischen liegende Bereiche wurden jeweils halbseitig von komplementéren Primer-

paaren liberspannt (Tab. 10, S. 15).

Der Leserahmen der Plasmodium AC hat einen AT-Anteil von 76,9%, welcher durch Re-

synthese auf 49% gesenkt wurde.

Original: Resynthese:
$ A = 42.4 [1125] % A = 28.3 [752]
$ G = 13.5 [358] $ G =20.8 [552]
$ T = 34.5 [916] T T =20.7 [549]
$ C= 9.6 [256] $ C = 30.2 [802]

Abb. 22: Prozentuale Basenverteilungen des Original- und resynthetisierten Gens; Zahlen in Klammern:
Anzahl der jeweiligen Basen

GCA (A): 0 (6) CAG (Q): 6 (3) UUuG (L) : 0 (19) UAA (.): 0 (1)
GCC (A): 18 (3) z (Q): 12 (12) z (L): 99 (99) UAG (.): 0 (0)
GCG (A) : 1 (1) GAA (E) : 4 (58) AAA (K) : 3 (84) UGA (.): 1 (0)
GCU (A) : 0 (9) GAG (E): 64 (10) AAG (K): 106 (25) X (.): 1 (1)
T (A): 19(19) X (E): 68 (68) T (K): 109(109) ACA (T): 0 (17)
AGA (R): 0(16) GGA (G) : 0 (13) AUG (M): 24 (24) ACC (T): 23 (1)
AGG (R): 0 (6) GGC (G): 17 (0) X (M): 24 (24) ACG (T): 2 (2)
CGA (R): 1 (3) GGG (G) : 1 (2) Uuc (F): 72 (16) ACU (T): 0 (5)
CGC (R): 24 (1) GGU (G) : 0 (3) UuU (F) : 5 (61) X (T): 25 (25)
CGG (R): 0 (0) X (G): 18 (18) T (F): 77 (77) UGG (W) : 9 (9)
CGU (R): 1 (0) CAC (H): 13 (3) cca (P): 0 (5) X (W) : 9 (9)
X (R): 26(26) CAU (H) : 0 (10) cce (p): 11 (1) UAC (Y): 50 (7)
AAC (N): 80(17) X (H): 13 (13) CCG (P): 1 (1) UAU (Y): 0 (43)
AAU (N) : 1(64) AUA (I): 8 (62) CCU (P) : 0 (5) X (Y): 50 (50)
Y (N): 81(81) AUC (I): 106 (11) X (P): 12 (12) GUA (V) : 0 (8)
GAC (D): 39(10) AUU (I) 0 (41) AGC (S): 0o (7) GUC (V): 12 (2)
GAU (D) : 2(31) T (I): 114(114) AGU (8): 0 (11) GUG (V) : 8 (0)
X (D) 41 (41) CuA (L) 1 (s) UCA (8): 1 (20) GUU (V) : 0 (10)
UGC (C) 11 (2) cuc (L) 1 (2) Ucc (s): 51  (7) X (V): 20 (20)
UGU (C) 0 (9) CUG (L) 96 (5) UCG (8): 3 (3)
T (C) 11(11) CUU (L) 1 (18) UCU (8): 1 (8) Total : 885(885)
CAA (Q): 6 (9) UUA (L) 0 (49) X (S): 56 (56)

Abb. 23: Codonstatistik des Gens nach der Resynthese; Zahlen in Klammern: Anzahl Codons im
Ursprungsgen
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Die PCR erfolgt nach 3.1.12.2.4, S. 34.

5

3’

Abb. 24: Extension von Primern mit iiberlappenden Uberhingen

Tab. 26: Langen der PCR-Fragmente von Schnittstelle zu Schnittstelle (Positionen im resynthetisierten
Endprodukt: vgl. Abb. 25); die beiden MPEP-Primerprodukte unterscheiden sich um ein GGA-
Codon im Kozaksequenzbereich, die BamH I-Schnittstelle beginnt 15 bp vor dem A1 des ATG-
Startcodons; die Not I-Schnittstelle des Fragment 13 folgt unmittelbar dem Stopcodon

Fragment Flankierende Position Lange
Restriktionsstellen

MPEP1+2 BamH I/ Nde I -14 /181 195 bzw. 198
1 Nde I/ SnaB I 182 /374 193
2 SnaB I/ Sfu I 375/638 264
3 Sful/Styl 639 /785 147
4 StyI/Clal 786 /980 195
5 Clal/Bgl Il 981 /1145 165
6 Bgl 11/ Sac 1 1146 /1283 138
7 Sac I/ Hind III 1284 / 1414 131
8 Hind 111 / Mlu I 1415/ 1554 140
9 Mlu I/ Dra I 1555 /1803 249
10 Dral/Pvul 1804 /2024 221
11 Pvul/EcoR V 2025 /2238 214
12 EcoR V /Sty 2239 /2447 209
13 Sty I/ Not I 2448 /2657 210

(£GGA)

1

GGATCCGCCGCCACCATGCCCGAGCCCAAGCAGATCTACGCCAACAACATCTTCGACAACGACAAGCTGA
AGCGCTTCTTCCTGAAGTACCGCTCCAAGGAGAAGGTCCTGTACTCCTTCACCTCCGAGAACGACATCAT
CAACGAGGAGAAGCGCAAGTCCAAGAACAACCTGTGCATGCTGAAGTACAAGAACATATGCCTGAACATC
CACACCTCCAAGTTCTTCAAGTACTCCAAGTGGGTCTACCTGTTCCTGATCATCTTCTCCAAGGACTTCT
TCTACCTGCTACTGAACAAGAAGTACGACTTCATCTCGGACATATTCATCTCGATCCTGCTGTTCGGCTG
CCTGATCGAAATCATCTTTAACTTCCTGATGGACTCTACGTACATCTTCTACTTTATGTTCTTCGACATC
ATCTCATTCATGCTGCTGTTCTTCGACATCTTCCTGTTCGAGAAGTACTTCTTCGACTTTTTCATCTACT
TCACCAACTCCCTGTACACCTGGAAGAAGATCGACAAGGACAACATCATCTACCTGATCCAACTGTTCAA
GTCCCTGCGCATCATCAAGATCTACCGCTTCGTCATCAACTTCATCAAGAAGCACACCAAGGAGAAGTAC

55
125
195
265
335
405
475
545
615
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AAGCACCGCAACGAGTGGAACTTCGAAAAGATGGAGTCCATGAAGAACCGCCCCCTGAAGGAGTCCCTGA 685
AGTTCACCAACAAGATGCACCTGGCCCTGATCAAGCGCTACTTCATGTCCCTGATCTTCATCATGCTGTC 755
CTACATCATGATCGAGATCATATACATCTCCAAGGAGTCCAAGTCGCCCATGAACTACTTCATCTACAAC 825
CTGGACCTGATCGTGTTCGACGAGTTCTACGAGACCGAGTTCCTGAAGGCCCTGTACTTCTACTCCGCCA 895
TCCAAAAGAACAAGCGCGACGAGGAGTACCTGATCTCCATCAAGTCCAAGCGCAAGCTGAAGAACTTCAT 965
CAACAAGAAGGAGATCGATATATCCGGCATCAACTACCTGCTGTGGGACTTCACCAACCTGTCCCACAAC 1035
GACCTGCTGAAGTTCGTGACCCCGTCCTCCGCCAACCAAAACGTGGAGGAGGAAATCATCCTGGACCACA 1105
CCATCAAGAACATCAACGAGCTGCGCTACTTCGAGACCAAGATCTACGAGTCCAAGGACTTCATCTTCCA 1175
CATCAACATCAAGCGCTACATCGAGCGCACCATCAAGAACATCATAATCCTGAAGATATTCATAATCATC 1245
TTCTCCTTTATCATACTGTTCTACTTCACGTGCGAGCTCAACGTCCTGCTGTTCCCCATCGAGTCCATCC 1315
TGAAGAAGCTGAAGCTGATGAAGTCCAACCCCACCCTGGCCCTGGAGATGCAGGAGGAGCTGCTGAACCA 1385
CGAGCTGAAGAACATCCTGATCAACACCAAGCTTAAGCGCAAGTCCATCAAGGAGAACTACGAGATCCTG 1455
AAGATGGAGGAGAACCTGATGAAGCTGGGCACCCTGATGCTGCTGGGCTTCGGCGAGGCCGGGGCCAAGA 1525
TCATCTCCAAGAACATCAACGAGCAGGAACGCGTCAACCTGCTGATCAACGGCGAGATCGTGTACTCCGT 1595
GTTCTCCTTCTGCGACATCCGCAACTTCACCGAGATCACCGAGGTCCTGAAGGAGAAGATCATGATCTTC 1665
ATCAACCTGATCGCCGAGATCATCCACGAGTGCTGCGACTTCTACGGCGGCACCATCAACAAGAACATCG 1735
GCGACGCCTTCCTGCTGGTCTGGAAGTACCAGAAGAAGGAGTACTCCAACAAGAAGATGAACATGTTTAA 1805
ATCCCCCAACAATAACTACGACGAGTACTCCGAGAAGGAGAACATCAACCGCATCTGCGACCTGGCCTTC 1875
CTGTCCACCGTGCAAACCCTGATCAAGCTGCGCAAGTCCGAGAAGATCCACATCTTCCTGAACAACGAGA 1945
ACATGGACGAGCTGATCAAGAACAACATCCTGGAGCTGTCCTTCGGCCTGCACTTCGGCTGGGCCATCGA 2015
GGGCGCGATCGGCTCCTCCTACAAGATCGACCTGTCCTACCTGTCCGAGAACGTCAACATCGCCTCCCGA 2085
CTGCAAGACATCTCCAAGATCTACAAGAACAACATCGTCATCTCCGGCGACTTCTACGACAACATGTCCG 2155
AGAAGTTCAAGAACTCCCTGCGCAAGATCGACCGCGTCACCCTGAAGGGCTGCCGCAACCCCCTGAACCT 2225
GTACACCTTCGATATCTGCCTGAACAAGATCACCAAGAAGGTCAACATGGAGAACTTCGACGCCAAGCCC 2295
CACTTCGACGTGAAGCTGCTGAAGGTGTTCGACGACATCAAGAAAAAGGCCGAGCGTAAGAAGCGCAAGA 2365
AAGAGGTCCTGAACCTGTCCTACAACCTGTACGAGGAGTACGCCAAGAACGACGACATCAAGTTCATCAA 2435
GATCCACTACCCCAAGGACTACCTGGAGCAGTTCAAGATCGCCCTGGAGTCCTACCTGATCGGCAAGTGG 2505
AACGAGTCCAAGAACATCCTGGAGTACCTGAAGCGCAACAACATCTTCGAGGACGAGATCCTGAACCAGC 2575
TGTGGAACTTCCTGTCCATGAACAACTTCATCGCCCCCTCCGACTGGTGCGGCTACCGCAAGTTCCTGCA 2645
AAAGTCCTGAGCGGCCGC 2663

Abb. 25: Sequenz des resynthetisierten Gens (ACC: AJ536339); die Schnittstellen sind fett gedruckt, die
Kozaksequenz unterstrichen, Position 1 besonders markiert, die Position des zusatzlichen
GGA-Codons eingetragen

Anfangs war unbekannt, ob Methionin 1 (M1) oder Methionin 55 (M55) das Startcodon ist.
Das PCR-Fragment 1 begann mit einer Nde [ (Produkt von PIAC.Synt.1s /| PIAC.Synt.1as) 16
bp vor dem zweiten ATG-Triplett (MS55; bp 163-165). Dieses Fragment muf3te anschlieBend
bis M1 oder M55 verlédngert werden.

4.3.4.1 Konstruktbeginn ab Methionin 1 in zwei Kozaksequenzvarianten (MPEP I/11)
Die Klonierung der beiden Konstruktvarianten erfolgte wie nachfolgend beschrieben (S. 79-

81). Es wurden die Produkte der sense-Primer MPEPsI und MPEPs2 mit dem Antisense-
primer MPEPas verwendet.

Beide MPEPs-Primer tragen eine 5'-BamH [-Schnittstelle gefolgt von einer Kozaksequenz
vor dem Startcodon (GGA TCC GCC GCC ACC ATG). Der MPEPs I-Primer lauft unmittel-

bar in die Sequenz weiter, der MPEPs2-Primer wird nach dem Start von einem GGA-Codon

(Glycin) gefolgt, um die Kozaksequenz moglicherweise in ihrer Wirkung zu verstéirken (49).
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4.3.4.2 Konstruktbeginn ab Methionin 55 in zwei Kozaksequenzvarianten (MLKYK a/b)
Mit den Primern PIACSynt.5 -s/a (Hpa 1) und PIACSynt.5 -s/b (Hpa 1) und PIACSynt.5 -as

(Sfu 1) als Antisenseprimer wurden zwei unterschiedliche PCR-Produkte erhalten (+ GGA-

Codon, analog oben). Am 5’-Ende befand sich eine Hpa I-Schnittstelle, an welche die Kozak-
sequenz gefolgt vom ATG (M55) anschloB3 (GTT AAC GCC GCC ACC ATG). Der a-Primer

lauft in die Sequenz des (verkiirzten) Holoenzyms weiter, der b-Primer trigt zur Kozak-
verstirkung das zusitzlich inserierte GGA-Codon vor dem anschlieBenden Leserahmen. Die
5’-Klonierung erfolgte ungeschnitten blunt auf Cla I des Vektors, die 3’-Klonierung iiber die

Sfu I-Schnittstelle des Antisenseprimers (vgl. S. 81, letzter Schritt).

4.3.4.3 Syntheseplan
Auf S. 79 ff findet sich das Schema der Resynthese des ab M1 beginnenden Konstrukts.

Dicke horizontale Striche markieren den pBluescript II SK(-)-Klonierungsvektor (Ts-Pro-
motor links ausgerichtet, T; rechts), die diinnen Striche die Schnittstelleniiberhdnge der in
EcoR V klonierten Fragmente. Untere Beschriftungen beziehen sich auf Schnittstellen des
Plasmids, obere auf solche der Inserts.

Zahlen mit Doppelpunkt bezeichnen die PCR-Produkte der korrespondierenden Primerpaare
(z.B. 5: Produkt von PIAC.Synt. 5s und PIAC. Synt.5as); MPEP steht stellvertretend fiir die
Produkte von MPEPIs und MPEP2s mit MPEPas.

In Késtchen auf den Pfeilen sind die zur Klonierung verwendeten Restriktionsenzyme ein-
getragen und die Information dariiber, ob das herausgeschnittene Insert (I.), oder der Vektor
inklusive eines noch enthaltenen Fragments kloniert wurden (V.). Tripleligationen sind be-

sonders vermerkt.

78



Ergebnisse

N
I

[v4q
N
— 3 E 111 putg
1N S 1oyx
110N R I 7 L
) ~<
s ™~
T O
& [ vdy S
19oYx = I nagd
] 4 y0oq R
[vdy g
10Yyx R )
A 4097 S 1vda SN
S I nad ~ ~
Q, ~ = N X
—_ < ~ S S
~ <~y S
I nag -1 873 3 = n =
w%“ < =, I viq TN %
_ R= s
)
3 11 PuiH 3
124q S 3
[ Hwvg AU S
170N =
5
f 3
sonjgd [ oyy / | Huvg ut 2jdii] S
—_ N
NI
A §027 _ SRS
==| 5% 53 S
$ 3 < S 14 a2
m‘“ QL 110N
N
o
104X
[ nad A ¥0oq 148 —~
NS
— ~
I v 1 nad 1 ION
[ Huvg
S —
— —

c.(;
—

Abb. 26: Resynthese der Plasmodium AC, Erlauterungen s.S. 78
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Abb. 27: Resynthese der Plasmodium AC, Erlduterungen s.S. 78
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4.4 Plasmodium AC-Konstrukte (exprimiert in Sf9-Zellen)

Experimente mit den ACn aus Anabaena sp. PCC7120 (CyaB1) und S.aurantiaca (CyaB)
zeigten, daB fiir enzymatische Aktivitit die Expression ab dem konservierten G595 (CyaB1),
bzw. G302 (CyaB) sinnvoll ist (s. Abb. 21, S. 74). Analog dazu wurde die Plasmodium AC ab
Glycin 526 (GEIVYS) exprimiert. Zwei N-terminal verldngerte Konstrukte waren nicht
ausreichend aktiv (ab S511 und E518).

Untersuchungen mit der Anabaena AC haben weiter gezeigt, dal das Vorhandensein des
TPRL (vgl. 5.1.2.2, S. 127) eine Vorraussetzung fiir Aktivitit ist. Das Abschneiden fiihrte zu

Inclusionbodies. Zwei C-terminal verkiirzte Plasmodium AC-Konstrukte wurden in Analogie

getestet.
v
P1AC : CRNP TF-DICLNKITKKVNMENFDAKPHFDVKLLKVFDDIK : 787
A.CyaBl : Q KHQ ELISDRSTPLDDNTQE ————————————————————— 1 794
—————— Kat.Dom.------ T T
v
P1AC : KKAERKKRKKEVLNLSYNLYEEYAKNDDIKFIKIHYPKD) LEQ KIALES : 836
A.CyaBl : -----------mm oo oo — o ——m— o m——-— oo MHNGRT RD : 812
—————————— TPRL————
P1AC : BSKNILEYLINRNNIFEDEILNQLWNFLSMNNFIAIRSDRNCEYRKFLOINS : 884
A.CyaBl : IACFNSAHIRPTDQAVNIHLERAYNYQQTPPIFPOUIDEVWTIFTIN- : 859

________________ --C-Terminus---

Abb. 29: C-terminale Verkiirzungen der Plasmodium AC (K755, 1813; Dreiecke oberhalb) verglichen mit
den Verkiirzungen der Anabaena AC (E779, 1781, T786, T792; Pfeile unterhalb; T. Kanacher,
personliche Mitteilung)

Das Holoenzym wurde in zwei Varianten getestet (beide jeweils in zwei Kozaksequenz-
varianten). Zunéchst eine N-terminal verkiirzte Version beginnend ab Methionin 55 (M55),

dann auch die Version beginnend ab Methionin 1 (M1).

4.4.1 Charakterisierung des katalytischen Bereichs

Mit den Primern PIACSynt.Kats und PIACSynt.Katas wurden N-terminal eine BamH I- und
C-terminal eine Not I-Schnittstelle eingefiihrt und das Produkt in den pFastBacHis-Vektor
kloniert. Das Konstrukt trug einen N-terminalen HexaHis-Tag. Es begann mit MRGSHGS
GEIVYS... und lief bis zum C-Terminus hinab (GS: aus der BamH I). Die Herstellung

rekombinanter Viren und die Infektion von Sf9-Zellen erfolgte wie in 3.4.3 ff beschrieben.
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4.41.1 Bestimmung der spezifischen Aktivitat des Leervirus
Um AC-Eigenaktivitit des als Kontrolle verwendeten Leervirus auszuschlie3en, wurden Sf9-

Zellen mit 0,1 bis 100 ul Virus infiziert und die spezifischen Aktivititen der Homogenate
gemessen.
Durchschnittlich wurden 0,1 pmol'mg™-min" gemessen, die Positivkontrolle (GEIVYS-Kon-

strukt) zeigte 5,6 pmol'-mg™-min™".

4.4.1.2 Bestimmung der optimalen Virusmenge
Die Expression in Sf9-Zellen ist abhédngig von der Zahl der Viren pro Zelle. Die Bestimmung

der optimalen Virusmenge erfolgte nach 3.4.5 (48 h Expression). Jeweils 40 pl der erhaltenen

Zentifugationsiiberstinde wurden in einen AC-Test eingesetzt (Modifizierter 2x AC-Cocktail:
100 mM Tris/HCI pH 8,0, 100 mM KCIl; 10x AC-Startlosung: 5 mM ATP)

A: B:

1,29 50 —
= 1,0 TE 40 —
€ 0,8 - E
S "o 30 -
g 0.6 - S
9 S 20
e 0,4 g_

0.2 10

100 0,1 | 1 |10 |100
ul V|rus ul Virus

Abb. 30: A: Zellzahlen in Abhdngigkeit der Virusmenge; B: spezifische Aktivitidt in Abhangigkeit der
Virusmenge

Zur genaueren Eingrenzung der viralen Infektiositit wurde ein weiterer AC-Test mit einer In-
fektionsreihe von 5, 10, 20, 40, 80 und 100 ul Virus durchgefiihrt. 5 pl Virus brachten nur
61% des Umsatzes von 10 pl (45 pmol'mg™-min™), 20 ul nur 78%.

Die optimale Menge lag also bei 10 pl Virus / 12x10° Zellen.

Ein Plaque-Assay erbrachte 2,5x10"-4,75x10 pfu/ml [nach (17)].
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Mit diesen Daten 148t sich die MOI errechnen. Sie beschreibt das Verhiltnis zwischen der
Anzahl eingesetzter Viruspartikel und der Zellzahl. Eine MOI von 1 bedeutet ein 1:1-Ver-
hiltnis, entsprechend kommt bei einem Wert von 0,1 nur ein Viruspartikel auf zehn Zellen.
Die MOI liegt zwischen 0,02 und 0,04 (Optimal: 0,01-0,1; zu hohe MOI'’s fiihren zu einer
Uberinfektion der Zellkultur mit raschem Absterben der Zellen).

4.41.3 Optimierung der Expressionszeit
Sieben Testkolben wurden gleichzeitig angeimpft und nach 24, 36, 42, 48, 54, 60 und 72 h

geerntet. Die Zellpellets wurden in N, gefroren und bei -80°C gelagert. Um zu testen, ob sich
enzymatisch aktives Protein im Kulturmedium befindet, wurden die Medieniiberstinde

gleichfalls eingefroren (AC-Tests wie 4.4.1.2).

120 —
- 100 —
=
€ 80
ko))
£ 60—
©
E 40 —
(o}

20 I
| . | | | | l
24 36 42 48 54 60 72

Zeitpunkt des Probenziehens (h)

Abb. 31: spezifische Aktivitat in Abhangigkeit der Expressionsdauer

Das Maximum an AC-Aktivitét ist bei 60 h am hochsten. Aus praktischen Griinden wurden
die Zellen nach 54-56 h geerntet.
Die Sf9-Medieniiberstinde zeigten keine AC-Aktivitit.
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4.4.1.4 Affinititsreinigung und Westernblot
Mit dem exprimierten Protein wurde eine Ni°"-NTA-Reinigung und ein Westernblot durch-

gefiihrt (30 s Belichtungszeit). Als Kontrolle dienten uninfizierte Sf9-Zellen.

1 2 3 4
A: B: TR
96,7 -— 97’4 — " - i __-
66 == 66 m— .
45 = :
45 m—
36 = 36 mm “.
29 - _
25 = 2= N
12,5 =

Abb. 32 A: PAGE-Gel: ~0,6 ug gereinigtes Protein; B: Westernblot: 1: Eluat der Kontrollzellen, 2:
Durchlauf der Kontrollzellen, 3: gereinigtes Protein, 4: Durchlauf der Proteinreinigung;
aufgetragene Proteinmengen: 1: nicht abschétzbar, 2 und 4: 6-8 pg Protein, 3: ~1 pg Protein

Das exprimierte Protein ist iiber den HexaHis-Tag reinigbar, im Westernblot zeigte sich
jedoch ein Abbauprodukt und extrem wenig einer hochmolekularen Spezies. Die Lauthche

des Proteins entsprach den erwarteten 44 kD.

4.4.1.5 Bestimmung der Temperatur und des pH-Optimums
Die Bestimmung des pH-Wertes erfolgte nach 3.10.1.1.

In Mischungen aus 400 pl Sf9-Elutionspuffer, 450 ul Wasser, 100 ul 10 mM ATP, pH 7,5 und
jeweils 50 ul Puffer (je 1M) wurden bei RT folgende pH-Werte gemessen:

Tab. 27: pH-Werte bei RT in Gegenwart der angegebenen Puffer

Puffer pH
MOPS/Tris pH 6,5 7,14
Tris/HCI pH 8,0 7,98
Tris/HCI pH 9,0 8,56
Glycin pH 10,0 9,4
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45 MOPS/Tris pH 6,5
40— -
T 35- | Trsmcipr 80 |
£ 80~ F/HCI 0
g’ 25 i i
?.) 207 Glycin pH 10,0
E 15 :

25°C 30°C 37°C 45°C

Abb. 33: spezifische AC-Aktivitidt in Abhédngigkeit von Puffer und Temperatur

Der maximale Umsatz erfolgt bei 30°C und Tris/HCI pH 9,0 (pH 8,56 bei RT). Alle folgen-
den AC-Tests wurden unter diesen Bedingungen durchgefiihrt.

4.4.1.6 Test auf Guanylatcyclaseaktivitat
Mit gereinigtem Protein wurde parallel sowohl AC- als auch GC-Aktivitdt gemessen. Als GC-

Positivkontrolle diente eingefrorenenes Paramecium GC-HEK-Zellenhomogenat (20 pmol-

mg'min™). Die Plasmodium AC hatte keine GC-Seitenaktivitit.

4.41.7 Test auf Forskolinstimulierbarkeit und EinfluR von Mn?** und Mg2+ als Cofaktoren
Mammalia-ACn sind forskolinstimulierbar. Die Wirkung des Diterpens auf die Plasmodium

AC wurde mit 100 uM Forskolin (1 ul Forskolinlosung, s. 2.5.3) oder 1 ul DMSO in
Gegenwart von MnCl, oder MgCl, getestet.

Mit Mn*" betrug die spezifische Aktivitit 9,9 nmol'mg'-min. Zusatz von Forskolin stimu-

lierte nicht (7,2 nmol'mg™-min"). DMSO hatte keinen Effekt (9,6 nmol'mg™-min™).

Mit Mg®" war keine AC-Aktivitit mefbar.
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4.4.1.8 Bestimmung der kinetischen Parameter V., und K,
Da die Menge an gereinigtem Protein auf PAGE-Gelen abgeschitzt wurde (3.5.3) ergab sich

fiir Vmex eine Spanne von 23-45 nmol'mg”‘min” (& = 32 + 9 nmol'mg™'min™"). Der K, war

95-128 uM (D = 115 = 15 uM; beides aus drei unabhingigen Tests).

A: B:

30

] . _

™ 25= =

£ £

g 20+ - g:

‘Tm | ; ‘T.

> 2 15 g

© -

g 10 =

= 5
1 1 1 1 | | 1 '0,05 0,05 0,1
200 600 1000 -0,001 -
ATP [uM] 1/ATP [uM™]

Abb. 34: A: representative Michaelis-Menten-Kurve (0,01-1 mM ATP); B: zugehoérige Lineweaver-Burk-
Linearisierung (Vmax: 29 nmol-mg'1-min'1; Km: 128 pM)

Aus den Hill-Plots ergaben sich R>-Werte zwischen 0,9597 und 0,9941 (& = 0,9801 + 0,015).
Die Steigungen lagen zwischen -0,9205 und -1,0717 (& = -1,008 £ 0,06), d.h. keine Kooper-

ativitit.
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Abb. 35: der zu Abb. 34 gehorende Hill-Plot (R2 =0,9941; y = -1,0329-x+2,1471)
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4.4.1.9 Proteinabhéangigkeit
Die Proteinabhingigkeit wurde mit 0,1-0,4 pug Protein bestimmt.

12 -
10 =

nmol-mg™min”
»
[ ]

| T T T 1
20 40 60 80 100
nM Protein

Abb. 36: spezifische Aktivitidt in Abhdngigkeit der Proteinkonzentration
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4.4.2 N-terminal verlangerte Konstrukte

Mit den Primern PIACSynt.SKNINE bzw. PIACSynt. ERVNL und PIACSynt.Katas wurden
zwei lingere Konstrukte hergestellt (ab S511 und E518). Die Klonierung erfolgte iber BamH
Iund Not I in den pFastbacHis-Vektor, weshalb die Konstrukte mit MRGSHGS beginnen.

50 ml Zellen (8,5x10° Zellen/ml) wurden mit je 200 ul Virus infiziert und fiir 48 h exprimiert
(modifizierter 2x AC-Cocktail: 100 mM Tris/HCL pH 7,5; 10x AC-Startlésung mit 0,75 mM
ATP). Es wurden sowohl die Zellhomogenate, als auch die gereinigten Proteine getestet

[Positivkontrolle: GEIVYS-Konstrukt (4.4.1)].

Al A2 A3 A4 Bl B2 B3 B4

97,4 —
66 —

45 —
36 —

29 —
25 —

12,5 bl

Abb. 37: A: Zellpellets (~5,5 ug Protein/Spur), B: Eluate der Proteinreinigung (~0,6 pg Protein/Spur); 1:
Leervirus , 2: GEIVYS-Konstrukt, 3: SKNINE-Konstrukt, 4: ERVNL-Konstrukt; der Pfeil deutet auf
die Position von Spuren gereinigten Proteins, die auf dem Originalgel noch sichtbar waren

Die Laufstrecken entsprachen den erwarteten GroBBen (GEIVYS: 44 kD; SKNINE: 46 kD;
ERVNL: 45 kD).

Tab. 28: spezifische Aktivitaten (pmol-mg'1-min'1) der Konstrukte GEIVYS, SKNINE, ERVNL

Konstrukt Zentrifugations- | gereinigtes Protein
iiberstand

GEIVYS 10,5 327

SKNINE 2,7 93

ERVNL 1,6 n.d.

Leervirus 0,72 13

Von den gereinigten Proteinen zeigte das SKNINE-Konstrukt knapp 30% der Aktivitdt des
GEIVYS-Konstrukts.
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4.4.3 C-terminal verkurzte Konstrukte

Mit dem Primer PIACSynt.Kats (vgl. 4.4.1) und den Antisenseprimern P/ACsineTPRLI und
PIACsine TPRL?2 wurden zwei verkiirzte Konstrukte hergestellt (G526-K755 und G526-1813).
Die Klonierungen erfolgten iiber die N-terminalen BamH I- und die C-terminalen Not I-

Schnittstellen in den pFastBacHis-Vektor.

Je 100 ul der Viren wurden auf 50 ml Zellen gegeben, 48 h Expressionsdauer. Es wurden die
gereinigten Proteine und die Zentrifugationsiiberstinde getestet (Regenerierendes System in
beiden Fillen; 2x AC-Cocktail mit 100 mM Tris/HCL pH 8,0; 10x AC-Startlosung mit 5 mM
ATP).

Enzymatische Aktivitit war nicht mefbar. Ein PAGE-Gel zeigte, dal beide Expressions-

produkte in Inclusionbodies waren.

96,7 == |
66 = |

45 m—
36 =—

29 m—
25 =

Abb. 38: PAGE-Gel der Pellets (~13ug Protein/Spur): 1: Leervirus; 2: K755-Konstrukt; 3: 1813-Konstrukt;
die Dreiecke deuten auf exprimiertes Protein

Die Laufstrecken entsprachen den erwarteten 28, bzw. 35 kD. Die Proteine wurden ebenfalls

in einem Westernblot detektiert (Abb. 39, S. 92).

Die bisherigen Proteine waren Varianten der katalytischen Doméne. Es wurde gezeigt, daB fiir
optimale Expression und Reinigung mit G526 begonnen werden mufl und daB3 eine C-

terminale Verkiirzung nicht moglich ist.

Die nachfolgenden Experimente wurden mit zwei Holoenzymvarianten beginnend ab

Methionin 1 (MPEP) und Methionin 55 (MLKYK) durchgefiihrt.
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4.4.4 Expression des Holoenzyms ab Methionin 1

Vom gleichen Konstrukt wurden zwei Kozaksequenzvarianten hergestellt (4.3.4.1).

Da die Konstrukte urspriinglich fiir andere Expressionssysteme gedacht waren, ergaben sich
aus der Kozaksequenz mit dem pFastBacHis-Vektor (Klonierung tiber Bam H I und Not I)
folgende N-terminale Proteinsequenzen:

Konstrukt I (MPEP I): MRGSHcGSAATMPERP....

Konstrukt I (MPEP II): MRGSHcGSAATMGPERP....

MRGSHg: HexaHis-Tag; GS: aus den BamH [-Schnittstellen resultierende ASn;
AAT, G: aus der Kozaksequenz resultierende ASn; M: Methionin 1 des Holoenzyms

Je 50 ul Virus wurde auf 15 ml Zellen gegeben, 56 h Expressionsdauer. Die Zellen wurden in
Sf9-AC-Suspensionspuffer ohne KCIl, und MgCl, aufgeschlossen. Eine Membranpriparation

erfolgte gemal 3.4.7. Die aus der Priparation erhaltenen 2400xg Pellets wurden auch getestet.

Tab. 29: spezifische Aktivititen (pmol-mg'1-min'1) von MPEP | und MPERP i

Membranpréparation 2400xg-Pellets
Leervirus 54,6 45,6
MPEP I 32,8 40,4
MPEP 11 28 38,3

AC-Aktivitdt war nicht vorhanden. Die Expressionsprodukte wurden durch einen Westernblot

detektiert (4.4.4.1).
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4.4.4.1 Westernblot der Konstrukte ab Methionin 1, sowie der C-terminal verkiirzten
Konstrukte

[a b Ia IIb OI IV V

97,4
66

45
36

33

12,5

Abb. 39: Westernblot (12,5%-Gel, 5s Exposition, ca. 6 pg Protein pro Spur): la, Ib: Membranen; lla, llb:
2400xg-Pellets; a: MPEP I-Konstrukt, b: MPEP lI-Konstrukt; Ill: Leervirus; IV: K755-Konstrukt;
Spur V: 1813-Konstrukt

Die beiden groBBen Konstrukte liefen bei ~100 kD (erwartete GroBle: 108 kD). Die C-terminal
verkiirzten Konstrukte liefen auf den erwarteten Hohen von 28 kD (K755) und 35 kD (I813).

4.4.5 Expression des Holoenzyms ab Methionin 55

Als die Genomprojekte noch nicht weit genug fortgeschritten waren, um das Startmethionin
sicher zuzuweisen, wurde eine Expression ab M55 versucht. Zwei Produkte mit unter-
schiedlicher Kozaksequenz wurden hergestellt (4.3.4.2). Die Klonierung in den pFastBac I-
Vektor erfolgte am 5'-Ende iiber eine Hpa I-Schnittestelle, welche blunt auf Stu I des Vektors
ligiert wurde, am 3’-Ende wurde reguldr iiber die Not I-Schnittstelle kloniert. Die N-

terminalen Sequenzen lauten:

Konstrukt a (MLKYK a): MLKYK....
Konstrukt b (MLKYK b):  MGLKYK....

M: Methionin 55; G: aus der Kozaksequenz resultierende AS

Die Infektion der Zellen erfolgte mit je 10 pul Virus auf 15 ml Zellen, 48 h Expressionsdauer.
Der AC-Test der Zellhomogenate (23 und 25 pmol'mg ™ min™) zeigte keine erhohte Aktivitit
gegeniiber dem Leervirus (28 pmol-mg™-min™), (2x AC-Cocktail mit Tris/HCI ph 8,0).

Die Proteine wurden kaum exprimiert (SDS-PAGE-Analyse).
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4.5 Peptidantikorperproduktion

Mit einem spezifischen Antikorper sollte es gelingen, das Holoenzym in Plasmodien nach-
zuweisen. Verschiedene Versuche in E.coli reinigbares Protein zu gewinnen scheiterten.
Daher wurde mit einem synthetischen Pentadekapeptid gegen den Plasmodium AC-C-
Terminus immunisiert (3.6).

(Verdiinnungen der AK und Prdimmunseren s. 3.5.4.3.2, S. 47; Preblocks s. 3.5.4.4, S. 47)

4.5.1 Westernblots mit in Sf9-Zellen exprimierten Proteinen
Aufgetragen wurden die 2400xg-Pellets von MPEP I und MPEP II (s. 4.4.4), das GEIVYS-
Konstrukt (Pellet, s. 4.4.1), sowie das Antigen (vgl. 2.5.2.3).

A: 1 23 4 5 B: 123 45

— 974 —

45
36

29
25

— 12,5 —

Abb. 40: A: Westernblot mit AK 4020g (1:1000), B: Westernblot mit AK 4021g (1:500); [1: MPEP I-
Konstrukt, 2: MPEP lI-Konstrukt, 3: GEIVYS-Konstrukt, 4: Leervirus (1-4: je 6,8-7,8 pg Protein),
5: 10 pg Peptid; 90 s Expositionszeit, 12,5% PAGE-Gel]

Nur AK 4021g erkennt in allen Fraktionen Plasmodium AC-Expressionsprodukte. Es gibt eine
unspezifische Bande unterhalb von 97,4 kD, die auch in der Leerkontrolle auftritt.
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Mit beiden AK und dem MPEP [-Konstrukt wurde ein Preblock durchgefiihrt, der die Spezi-
fitdt der AK bestitigte.

AD: 1 2 BI): 1 2 AdD: | 5 BAD: | »

— 974 — — 974 —
— 66 — — 66 —
— 45 — — 45 —
— 36 — — 36 —

Abb. 41: A: Preblock, B: unblockierter AK; (I): AK 4020g (1: 250), (Il): AK 4021g (1:500); 1: Leervirus (7,8
ug Protein), 2: MPEP I-Konstrukt (6,8 pg Protein); (7,5% PAGE-Gele; 10 min Expositionszeit)
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4.5.2 Westernblots mit P.falciparum-infizierten Blutzellhomogenaten

Es wurden Blutzellpréparationen der Binhl und 2042-Stimme verwendet, die fiir unter-
schiedliche Zeiten nach einer Synchronisation kultiviert wurden (12, 24, 36, 48, 60 und 72 h).
Weiterhin wurden angereicherte Trophozoitenstadien benutzt, humane rote Blutzellen (RBC)
dienten als Negativkontrolle. Die Aufarbeitung erfolgte durch Dr. M. Hansen (26). Alle Blots
wurden mit 7,5% PAGE-Gelen durchgefiihrt (4K 4020g: 1:250; AK 4021g: 1:500).

4.5.2.1 AK 4021g (u. Praimmunserum)
Zundchst wurde der AK getestet, welcher mit Protein aus Sf9-Zellen das stirkere Signal

lieferte (s. Abb. 40). Es wurden eine RBC-Préparation und spite Trophozoiten des 2042-
Stamms (12 h) aufgetragen. Ein Preblock wurde parallel durchgefiihrt (10 min Exposition).

A 1 2 B: 1 2

— 974 —

Abb. 42: AK 4021g: A: pregeblockter Westernblot; B: nicht blockierter Westernblot [1: RBC, 2: mit
P.falciparum infizierte RBC (jeweils >10 pug Potein)]; Dreiecke: Proteinbande aus RBC, detektiert
durch den sek. AK

Eine Bande ist auch im Preblock nicht zu eliminieren. Sie entsteht durch Bindung des sek-
undiren Antikorpers an ein Protein aus RBC (nachgewiesen durch Inkubation eines Blots mit
dem sekundéren AK allein).

Fiir die Analyse bedeutsam sind die Banden bei 121 und 148 kD. Thre GréBen entsprechen
nicht den erwarteten 107 kD.

Zur Kontrolle, ob bereits Banden durch das Serum des nicht immunisierten Kaninchens

detektiert werden, wurde ein Blot mit den gleichen Préparationen und dem Prdimmunserum

von AK 4021g durchgefiihrt:
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97,4 —
— 66 —

Abb. 43: Prdimmunserum von AK4021g: A: pregeblockter Westernblot; B: unblockierter Westernblot [1:
RBC, 2: mit P.falciparum infizierte RBC; (s. Abb. 42)]; Dreiecke: spezifische Proteinbande aus
RBC, detektiert durch den sek. AK

Sowohl bei den RBC, als auch bei den parasiteninfizierten Zellen unterscheiden sich die
Muster nicht. Die beiden spezifischen durch das Immunserum detektierten Banden fanden

sich nicht wieder, wurden also allein durch AK 4021g erfasst.

4.5.2.2 AK 40209
AK 4020g wurde ebenfalls einer Spezifititsuntersuchung unterworfen.

A:

97,4 —

Abb. 44 AK 4020g: A: pregeblockter Westernblot; B: nicht blockierter Westernblot [1: RBC, 2: mit
P.falciparum infizierte rote Blutzellen (angereicherte Trophozoiten); (Mengen: vgl. Abb. 42)];
Dreiecke: spezifische Proteinbande aus RBC (sek. AK)

Die dicke Bande in Spur B2 entspricht der mit AK 4021g detektierten 121 kD-Bande.
Versuche mit dem Praimmunserum (gleichfalls mit Preblock) zeigten nahezu das Banden-

muster der Abb. 43.
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4.5.3 Fluoreszenzimmunmarkierung von P.falciparum-Parasiten

Trotz fehlender Detektion einer 107 kD-Bande der Plasmodium AC im Westernblot wurde
eine Fluoreszenzimmundetektion an fixierten Malariaerregern versucht (s. 3.7). Dafiir gab es
zwei Griinde: zum einen besteht die Moglichkeit eines atypischen Laufverhaltens auf dem
SDS-PAGE-Gel, zum anderen ist denkbar, daB3 posttranslationale Modifizierungen zu Lauf-
verdnderungen fiihren (22, 33, 47).

AK 402 1g erbrachte mit den methanolfixierten Ausstrichen Fluoreszenzsignale.

Abb. 45 Zwei reprasentative, mit AK 4027g markierte P.falciparum-Parasiten: oben: Durchlicht; unten:
Fluoreszenzemission; bei den runden bis ovalen Strukturen handelt es sich um rote Blutzellen
[Die Aufnahmen wurden am physiologischen Institut gemacht; Mikroskop: Nikon Optiphot;
bildverarbeitendes Programm: MetaVue, Version 4.6r3 von Universal Imaging Corporation;
Kamera: SPOT JR von Diagnostic Instruments, Inc.; Belichtungszeit im Durchlicht 1,5 s, im
Fluoreszenzlicht (495nm) 10 s]

Die Parasiten und die von ihnen befallenen RBC’s werden durch den Antikorper markiert.
Von der gesamten Parasitenpopulation zeigten jedoch nur etwa 10% diese Fluoreszenz. Es
handelt sich um spite Trophozoitenstadien. Bei der intrazelluldren Struktur handelt es sich

vielleicht um die Food vacuole der Erreger.
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RBC'’s ohne Parasitenbefall zeigen eine minimale Hintergrundemission. Eine etwas stirkere
Emission ist sowohl bei Behandlung mit pregeblocktem Antikdrper, als auch mit Prdiimmun-

serum zu beobachten (keine Markierung der Parasiten).

Es wurden ebenfalls Untersuchungen mit angereicherten Gametozyten durchgefiihrt (fertige
Ausstriche von Wijnand Eling/ Nijmegen, Department of Medical Microbiology, University
Medical Center St.Radbond). Diese blieben negativ.

4.5.4 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

In Zusammenarbeit mit Dr. H. Schwarz (MPI fiir Entwicklungsbiologie, Tiibingen) wurde
eine Immundetektion auf elektronenmikroskopischer Ebene versucht (3.8).

Die Markierung erfolgte liber die gesamte Fliche der Parasitenquerschnitte, membrandre

Strukturen wurden nicht besonders markiert (Aufnahmen liegen bis jetzt nicht vor).

4.6 Expression der Plasmodium AC in Paramecium

In Zusammenarbeit mit dem Arbeitskreis von Prof. H. Plattner (Zellbiologie und Ultra-
strukturforschung, Universitit Konstanz) und Dr. I. Skovorodkin (Russische Akademie der
Wissenschaften, St.Petersburg als Gast im Arbeitskreis Prof. Ammermann, Zoologie, Uni-
versitit Tiibingen) wurde versucht, C-terminal GFP-markiertes Holoenzym in Paramecium
caudatum zu exprimieren. Da im Arbeitskreis Plattner bereits positive Erfahrungen mit der
Uberexpression GFP-markierter sarkoplasmatischer Ca**-ATPase in P.caudatum gemacht

wurden, war dies ein Leitfaden fiir die folgenden Experimente (9, 28, 77).

4.6.1 Aufbau des C-terminal GFP-gekoppelten AC-Gens

Mit Hilfe der Primer P/Nat5-EcoRI;Spel sowie PINat3 'sSTOP+Bglll wurde ein Konstrukt
gebaut, das C-terminal iiber einen Linker an GFP gekoppelt war.

Dies wurde mit Hilfe eines GFP-haltigen pBluescript Il SK(-)-Vektors realisiert [=pGFP C1C
aus dem Arbeitskreis von Prof. Plattner, modifiziert von A. Schultz]. Die 3'-Bg/ II-Schnitt-
stelle der AC wurde sticky auf die 5'-BamH I-site des aus dem Vektor stammenden GFP-
Linkers ligiert. Als Expressionsvektor diente pPXV [(29), (Klonierung via Spe I und X#ho I)].
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Linker
Spe I - ABgl II/ XhoI
PlasmodiumAC-Holoenzym H GFP [t
Spe I ABam HI Xho I

Abb. 46: Schematische Darstellung des fertigen GFP-markierten Plasmodium AC-Holoenzyms im pPXV-
Vektor (dicke Linie)

N-Terminus:

ACTAGTAATATAATGCCAGAACCAAAACAAATA. ..
Spe I M P E P K Q I

1

| <—Plasm. AC—

Linker zwischen der Plasmodium AC und GFP:

.. . TTTTTACAAAAGTCAAGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATCCGGTCGCCACCATGGGTAAAGGA. . .
F L. K S R S P G L Q E F D P V A T M G K G

884 1
<—Plasm. AC— «Linker— «—GFP—

C-Terminus:

. . .GAACTATACAAGTGAGGCCTCAGATCTCGAG
E L Y K . Xho I
238
«GFP— |

Abb. 47: Die Ubergiinge des Konstrukts im Detail: die Bezifferungen beziehen sich auf die Aminosiuren
der Teilproteine Plasmodium AC und GFP; grau: Sequenz aus der ,sticky“-Ligation von Bg/ /I
auf BamH |

Fiir die Injektion in Paramecien wurde das fertige Konstrukt mit Sfi / im pPXV-Vektor
linearisiert und entweder mit dem E.Z.N.A.-Kit nach Vorschrift gereinigt und anschlieend
ethanolgefallt (fiir I. Skovorodkin) oder Phenol-Chloroform-extrahiert und durch anschlieB3-
ende Ethanolfillung konzentriert (fiir Prof. Plattner). Die Pellets wurden gemil3 Laborpraxis

der Arbeitskreise resolvatisiert und in Paramecien injiziert.

4.6.2 Injektion in Paramecium caudatum

Einige der von Dr. 1. Skovorodkin injizierten Zellen zeigten nach 12 h eine kleine kugelartige
Fluoreszenz, die im Verhiltnis zur Gesamtzelle etwa 1/20tel ausmachte. Sie liel sich am
zweiten Tag nicht mehr wiederfinden.

Eine Einzelzelle, die anfianglich unter dem Mikroskop eine Fluoreszenz zeigte, wuchs zu einer
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klonalen Kultur heran. Die erhaltenen Zellen fluoreszierten nicht mehr. Durch PCR wurde
gezeigt, dall das injizierte Gen oder Bruchstiicke davon weiterhin propagiert wurden [(82); zur

Aufarbeitung vgl. 3.9].

D. Geissinger (Arbeitskreis Prof. Plattner) fiihrte ebensolche Injektionsexperimente durch.
Die Injektanden zeigten innerhalb der ersten 12 h eine starke Fluoreszenz im endoplas-
matischen Retikulum, sowie ein schwaches Signal in den kortikalen Membranen und den
Cilien. Nach 24 h war eine Restfluoreszenz in vakuoldren Strukturen sichtbar, die Membran

war weiterhin markiert, aber die Zellen starben.

Abb. 48: Fluoreszenzaufnahmen von Paramecien nach Prof. Plattner (Z-Stufe 0,5 um): A: 12 h nach
Injektion, granulédre Strukturen: endoplasm. Retikulum; B: 24 h nach Injektion, Pfeil: markierte
Membran, innen: vakuoléare Strukturen (Superposition der Bilder 15 und 16, entspricht 6,9-7,4
um); C: 12 h nach Injektion, Pfeil: Cilium (Superposition der Bilder 1-5 (entspricht 0,0-2,0 pm);
Balken: 10 um; 63fache VergroBerung

4.7 Expression von GFP-markierten Plasmodium AC-Konstrukten
in CHO-Zellen

In Zusammenarbeit mit dem Arbeitskreis von Prof. B. Fakler (Institut Berghof, Tiibingen)
wurde versucht, die Plasmodium AC ab dem Methionin 55 sowohl in zwei Kozaksequenz-
varianten des Holoenzyms (vgl. 4.4.5) als auch in einer C-terminalen Verkiirzung eines dieser
Konstrukte ohne die katalytische Doméne in CHO-Zellen zu exprimieren. Die Konstrukte
waren N- und C-terminal an GFP gekoppelt. Ziel war es, zu membranstindig exprimiertem
Protein zu gelangen, um elektrophysiologische Untersuchungen durchfiihren zu kénnen. Die

Klonierung erfolgte durch A. Schultz.
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4.7.1 Konstrukte mit N-terminal gekoppeltem GFP

Die zwei Kozaksequenzvarianten (ab MS55) wurden N-terminal iiber Xho [ (aus dem
pBluescript II SK (-)-Vektor) und C-terminal {iber Not I (blunt auf Sma I) kloniert. Da sich
vor Beginn des Leserahmens im Linker 5’-Léngenheterogenititen aus den Primern befanden,

wurden die Vektoren pEGFP-C1 und —C2, die sich im Leseraster unterscheiden, verwendet.

In pEGFP-CI (Produkt des PIACSynt.5 -s/b-Primers: MLKYK b):

R TACAAGTCCGGACTCAGATCTCGAGGTCGACGGTATC.GTTAACGCCGCCACCATGGGACTG. ..

Yy K S 6 L R S R GR RY Q V N A ATMG L
238 55 56
«GFP— | «Linker— | «<Holoenzym—

In pEGFP-C2 (Produkt des PIACSynt.5 -s/a-Primers: MLKYK a):

.. .TACAAGTCCGGCCGGACTCAGATCTCGAGGTCGACGGTATCERRAGTTAACGCCECCACCATGCTG. . .

Y K S G R T Q I S R § T v §S K VvV N A A T M L
238 55 56
«—GFP— | «Linker— | <—Holoen.—

Abb. 49: Die Ubergiéinge aus den pEGFP-Vektoren in die Holoenzymkonstrukte; unterstrichen: Xho I-
Klonierungsstelle; Kozaksequenz; 238: letzte AS des GFP; 55: M55 der Holoenzymvarianten; 56:
L56 der Holoenzymvarianten; dUnKelgraul: primerbedingte Lingenheterogenititen

Fiir das um die katalytische Domine verkiirzte Konstrukt wurde das PIACSynt.5 "-s/b-Primer-
produkt verwendet, ebenfalls in pEGFP-CI-Vektor N-terminal iiber X%o I kloniert.

Die Verkiirzung wurde mit Hilfe des Primers PIACSynt.Channelas realisiert, welcher die
ersten vier Aminosduren der katalytischen Doméne noch mitnimmt und dann ohne ein Stop-
codon auf einer Not [-Schnittstelle endet (b/unt auf Sma I des Vektors ligiert). Das Stopcodon

stammt aus dem Vektor, es ergibt sich ein C-terminaler Aminoséureiiberhang:

. . .ATCAACGGCGAGATCGTGGCGGCCGGGATCCACCGGATCTAG
I N G E I VvV A A G I H R I
526 529

<verk.Holoenzym— | «C-Uberhang— |

Abb. 50: Das C-terminale Ende des verkiirzen Konstrukts; 526: Beginn des katalytischen Bereichs, 529:
letzte ,,native” Aminosaure des Konstrukts; die Sequenzen der blunt klonierten (ehemaligen)
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4.7.2 Konstrukte mit C-terminal gekoppeltem GFP

Fiir diese Konstrukte wurde ein GFP aus dem Arbeitskreis von Prof. Flockerzi, Heidelberg
verwendet (Es entspricht dem GFP aus pS657-CI von Clontech, ACC: AAA73906). Die
Stopcodons der beiden M55-Kozaksequenzvarianten wurden mit Hilfe des Primers PIACsine
TGAas herausmutiert. Das um die katalytische Doméne verkiirzte Konstrukt entsprach der

Sequenz in Abb. 50.

Alle drei Konstrukte wurden N-terminal iiber Xko I in pBK-CMV-Vektor kloniert. C-terminal
wurden die Not I-Schnittstellen blunt auf EcoR V des N-terminalen GFP-Stuffers kloniert.

... CGCAAGTTCCTGCAAAAGTCCGCGGCCATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACCATGGGTARAA.. . .
R K F L K S A A I E F L Q0 P G G S T M G K
884 1

«—Holoenzym— | «Linker— | «—GFP—

Abb. 51: Der Linkerbereich zwischen den M55-Holoenzymkonstrukten und GFP; 884: letzte AS der
Plasmodium AC; 1: erste AS von GFP; die Sequenzen der blunt klonierten (ehemaligen)

I N G E I vV A A I E F L Q P G G 8 T M G K
529 1
«verk.Holoenzym— | «Linker— | «—GFP—

Abb. 52: Der Linkerbereich zwischen dem verkiirzten Holoenzym und GFP; 529: letzte AS der verkiirzten
Holoenzymvariante; 1: erste AS von GFP; die Sequenzen der blunt klonierten (ehemaligen)

Das C-terminale Ende aller drei Konstrukte wurde liber Not I mit einem Stuffer aus dem

pBluescript I SK(-)-Vektor kloniert.

.. . TACAAATAATAAGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCGGGCCCATCG. . .

Y K
238
«—GFP— | <pBlue.-Stuffer— | «— pBK-CMV —

Abb. 53: Der C-terminale Ubergang in pBK-CMV; unterstrichen: Not I-Klonierungsstelle; 238: letzte AS des
GFP
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4.7.3 Fluoreszenzmessungen in CHO-Zellen
Die Transfektion von CHO-Zellen und die Fluoreszenzmessungen wurden von Dr. N. Kloe-
cker durchgefiihrt. Das Protein aller Konstrukte war in diffusen Strukturen in den Zellen

verteilt. Eine membranstindige Expression war nicht erkennbar.

Abb. 54: Zwei reprasentative Beispiele fiir Expressionsmuster der Plasmodium AC-Konstrukte in CHO-
Zellen

4.8 Expression der Plasmodium AC in Oozyten

Ebenso wurde auch in Oozyten versucht das Holoenzym membranstiandig zu exprimieren, um

elektrophysiologische Untersuchungen durchzufiihren.

Als Expressionsvektor diente pBFI. Kloniert und exprimiert werden sollten die unter 4.3.4.1
beschriebenen Konstrukte (MPEP I/I). Da die im Vektor singuldre Mlu I-Linearisierungs-
schnittstelle wegen einer ebensolchen in den Inserts nicht verwendet werden konnte, mufite
der Vektor an dieser Stelle mutiert werden. Nach schneiden des Vektors mit Miu I, an-
schlieBender Kl/enowbehandlung und Religation wurde eine BssH II-Linearisierungsstelle
generiert (BssH II schneidet in den Inserts nicht.) Die BamH I dieses Vektors wurde dann
reguldr auf die 5'-BamH I der Inserts kloniert, am 3’-Ende der Inserts wurde Not I jeweils
Klenowbehandelt und blunt auf Pvu II des Vektors gesetzt.

Die Linearisierung iiber BssH II, sowie die mRNA-Synthese und Messung nach Injektion

erfolgte im Labor von Prof. Fakler. lonenstrome waren nicht detektierbar.
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4.9 Alignment von Plasmodium AC-lsoenzymen

Es wurde zunidchst ein Sequenzalignment der vollstindig bekannten, auf cDNA-Basis
charakterisierten ACn von P.falciparum, T.pyriformis und P.tetraurelia erstellt.

Wie tblastn-Suchen mit der Plasmodium AC in Datenbanken [T/GR, Sanger, PlasmoDB,
Cryptosporidium parvum Genome Sequence Projekt, ToxoDB, NCBI-genomic Blast (other
eucaryotes)| ergaben, ist die Struktur in sechs weiteren Organismen der Alveolata wieder-
zufinden.

Die Sequenzen aus den Datenbanken waren genomischer Herkunft und wurden durch
Vergleich mit dem bereits erstellten Alignment auf Intron- und Exonstrukturen untersucht.

Das Gesamtalignment findet sich in 4.9.3.

4.9.1 Volistandige Isoenzymsequenzen
Von zwei Plasmodienspezies wurden Leseraster gefunden, die Ahnlichkeiten zur Plasmodium

AC zeigten. Die Anzahl und die Positionen der Introns waren konserviert.

4.9.1.1 P.knowlesi
gnl|pk|Sanger PKN.0.008975 (17669 bp, 137 reads), Plasmodium knowlesi partial genome

shotgun, sense ({tp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/P_knowlesi/P_knowlesi.contigs. |

asta.7.9.01Y:

Die kodierenden Bereiche wurden wie folgt festgelegt:

Exon 1: bp 10106-10222, Exon 2: bp 10616-10682, Exon 3: bp 10882-10986, Exon 4: bp
11131-11330, Exon 5: bp 11474-11609, Exon 6: bp 11743-11784, Exon 7: bp 11893-12039,
Exon 8: bp 12157-12215, Exon 9: bp 12372-12429, Exon 10: bp 12584-12724, Exon 11: bp
12886-12976, Exon 12: bp 13152-13276, Exon 13: bp 13400-13491, Exon 14: bp 13593-
13679, Exon 15: bp 13772-13848, Exon 16: bp 14023-14174, Exon 17: bp 14308-14580,
Exon 18: bp 14672-14926, Exon 19: bp 15118-15204, Exon 20: bp 15385-15451, Exon 21:
bp 15575-15646, Exon 22: bp 15809-16072 (Stop)
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4.9.1.2 P.yoelii yoelii
anl|py|TIGR _¢5m269 (05/29/01), [ftp://ftp.tigr.org/pub/data/p_vyoelii/py _contigs 5x_annot. |

fasta.gz](June 01, 2001 Release)]:

Es handelt sich um zwolf vorldufige Contigs (ohne Einzelbezeichnungen), die iiberlappen und

von denen drei den kompletten Leserahmen enthalten.

1 1330 1881 4576\ (4700 6856
1 4700

I I I I

1 1881 1 2261

Abb. 55: Schema des Zusammenbaus dreier Fragmente zu einem Contig von 6856 bp

Die kodierenden Bereiche wurden wie folgt festgelegt:

Exon 1: bp 190-306, Exon 2: bp 580-642, Exon 3: bp 774-881, Exon 4: bp 1019-1218, Exon
5:bp 1353-1503, Exon 6: bp 1642-1683, Exon 7: bp 1781-1879, Exon 8: bp 2033-2091, Exon
9: bp 2234-2289, Exon 10: bp 2375-2515, Exon 11: bp 2630-2717, Exon 12: bp 2823-2947,
Exon 13: bp 3159-3250, Exon 14: bp 3426-3513, Exon 15: bp 3622-3698, Exon 16: bp 3881-
4032, Exon 17: bp 4170-4436, Exon 18: pb 4584-4838, Exon 19: bp 4976-5062, Exon 20: bp
5250-5324, Exon 21: bp 5431-5502, Exon 22: bp 5596-5859 (Stop)

4.9.2 Teilsequenzen von Isoenzymen

Nachfolgend sind Treffer wiedergegeben, die Bruchstiicke mit Ahnlichkeit zur Plasmodium
AC darstellen. Den Bezeichnungen der Reads oder Contigs sind die Identitdts- und Wahr-
scheinlichkeitsangaben angefiigt. Darunter stehen die manuell bestimmten kodierenden
Bereiche (Exons) und deren Position bezogen auf die zur Plasmodium AC ,sense‘-

orientierten Fragmente.

4.9.2.1 P.chabaudi

Es wurde eine Sequenz mit Ahnlichkeit zur Plasmodium AC gefunden:
gnl|pcgss|Sanger PC7d2.plt bases 36 to 445 (QL to QR), Plasmodium chabaudi clone

AS shotgun genomic DNA sequence (Linge: 409 bp), (ftp:/ftp.sanger.ac.uk/pub/ |
pathogens/chabaudi/chab.clipped.dbs):
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Score = 74.3 bits (181), Expect(2) = 6e-16, Identities = 47/95 (49%),
Positives = 51/95 (53%), Gaps = 37/95 (38%), Frame = -2

(bp 285-1, AS 444-501);

Score = 25.8 bits (55), Expect(2) = 6e-16, Identities = 12/13 (92%)),
Positives = 12/13 (92%), Frame = -1

(bp 409-371, AS 434-446)

Reverse complement: 1. Exon: bp 1-38, 2. Exon: bp 133-219, 3. Exon: bp 331-409

4.9.2.2 P.berghei

Insgesamt wurden fiinf Sequenzen gefunden:

) gnl|pbgss|UFL 253PbF09, Plasmodium berghei ANKA clone Genome Survey

Sequence (GSS) made from mung bean nuclease digested genomic DNA library
(Lénge: 628 bp), (Ittp:

p12naSeqld=93289907 &start=1&end=628 &download=fasta]:

Score = 102 bits (255), Expect = 1e-22, Identities = 48/87 (55%),
Positives = 61/87 (69%), Frame = -3

(bp 306-46, AS 798-884)

Reverse complement: 1. Exon: bp 164-236, 2. Exon: bp 323-582

IT) gnl|pbgss|UFL_253PbA06, Plasmodium berghei ANKA clone Genome Survey

Sequence (GSS) made from mung bean nuclease -digested genomic DNA library
(Lange: 634 bp), (Inttp:

ﬁaSegId 93289964 &start= l&end 634&download fasta]

Score = 50.8 bits (120), Expect = 5e-07, Identities = 21/28 (75%),
Positives = 23/28 (82%), Frame = -2,

(bp 402-319, AS 185-212)

Reverse complement: 1. Exon: bp 155-316 (1A im Read zuviel annotiert im PolyA-stretch
von bp 231-236), 2. Exon: bp 462-503

II) gnl|pbgss|UFL 216PbF06, Plasmodium berghei ANKA clone Genome Survey
Sequence (GSS) made from mung bean nuclease-digested genomic DNA library

(Lénge: 604 bp), (lhttp://plasmodb.org/cgi-bin/plasmodb/servlet/seguenceImgPage.pl? |
haSeqld=93292976&start=1&end=602&download=fasta):

Score = 50.4 bits (119), Expect = 7e-07, Identities = 26/40 (65%),
Positives = 31/40 (77%), Frame = -2,

(bp 309-390, AS /)

Score = 49.3 bits (116), Expect = 1e-06, Identities = 24/27 (88%),
Positives = 25/27 (91%), Frame = -3

(bp 116-36, AS 475-501)

Reverse complement: 1. Exon: bp 297-384, 2. Exon: bp 491-567
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IV) 93293631 P. berghei ANKA GSS AZ522546 (Linge: 557 bp), (http:/plasmodb.org/cgi-|

bin/plasmodb/ servlet/sequencelmgPage.pl?naSeqld=9329363 1 &start=65&end=166&do |
:

Score = 140 (54.3 bits), Expect = 1.7¢-08, P = 1.7¢-08 Identities = 25/34 (73%),
Positives = 33/34 (97%), Frame = +2

(bp 65-166, AS 226-259)
Exon: bp 65-163

V) 93289964 P.berghei ANKA GSS AZ526215 (Liange: 634 bp), (http://plasmodb.org/cgi-|
bin/plasmodb/servlet/sequencelmgPage.pl?naSeqld=93289964&start=1&end=634&do |
wnload=fasta):

Score = 51.2 bits (120), Expect = 5e-06, Identities = 21/28 (75%),
Positives = 23/28 (82%), Frame = -2

(bp 402-319, AS 185-212)

Reverse complement: 1. Exon: bp 165-316 (1A zuviel annotiert im PolyA-Stretch bei bp
232), 2. Exon: bp 462-530

4.9.2.3 Cryptosporidium parvum
Die Sequenzen sind Rohdaten. Sie iiberlappen miteinander und waren Matritzen fiir erneute

Datenbanksuchen, um daran anschlieende Fragmente zu finden. Die Proteinsequenz wurde
durch Vergleichen herausgearbeitet. Zum Teil war es unmoglich, Exons und Introns vorher-
zusagen, daher wird nach den Wahrscheinlichkeitsangaben nur vermerkt, welche trans-

latierten Bereiche fiir das Alignment verwendet wurden.

I) CP010505 _A042 B0OI 009.R cp0105054042 B0I1 009.r CHROMAT FILE:,
cp010505 _A042 B0O1 009.r PHD FILE: cp01050540 (Lénge: 919 bp),
(ftp://ftp.veu.edu/pub/parvum/A042/seqfiles/):

Score = 155 bits (387), Expect = 5e-37, Identities = 101/273 (36%),
Positives = 146/273 (52%), Gaps = 1/273 (0%),Frame = +3

(bp 141-866, AS 426- 697)
bp 111-824

Die Suche mit Sequenz I erbrachte folgendes Ergebnis:

1) CP010912 A170 B0O7 059.F cp010912 al70 b07 059.f CHROMAT FILE:
cp010912 al70 b07 059.f PHD FILE: cp010912 (Léange: 879 bp),
(ftp://ftp.veu.edu/pub/parvum/A 170/);

(keine Wahrscheinlichkeitsangaben)

Reverse complement: bp 141-804
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Mit Sequenz II wurde die folgende anschlieBende Sequenz gefunden:

1)  CP010601 _A075 A07 049.F cp010601 a075 a07 049.f CHROMAT FILE:,
cp010601 a075 a07 049.f PHD FILE: cp010601 (Lange: 889 bp),
(ttp:/Atp.veu.edu/pub/parvum/A075/seqfiles/]:

(keine Wahrscheinlichkeitsangaben)

bp 83-721

IV)  CP011211 A370 HOS8 064.R cp011211 a370 h08 064.r, CHROMAT FILE:
cp011211 a370 h08 064.r PHD FILE: cp011211 (Lénge: 725 bp),

g

(ttp:/ftp.vcu.edu/pub/parvum/A370/seqfiles/):

Score =.172 bits (431), Expect = 3e-42, Identities = 89/217 (41%),
Positives = 127/217 (58%), Frame = -1

(bp 701-114, AS 526-742)

Reverse complement: Exon: min. bp 22-592

V) CP020408 _A554.F F06 _047.AB1 CP0204084554.f F06 _047.abl,
CHROMAT FILE: CP020408 A554.f FO6 _047.abl PHD FILE: CP
(Lénge: 910 bp), (ftp://ftp.veu.edu/pub/parvum/A554/seqfiles/);

Score = 111 bits (275), Expect(3) = 1e-40, Identities = 52/105 (49%),
Positives = 73/105 (69%), Frame = +1

(bp 91-402, AS 487-591)

Score = 72.6 bits (175), Expect(3) = le-40, Identities = 35/84 (41%),
Positives = 52/84 (61%), Frame = +2

(bp 425-676, AS 620-703)

Score = 25.1 bits (53), Expect(3) = 1e-40, Identities = 12/19 (63%),
Positives = 12/19 (63%), Frame = +1

(bp 733-789, AS 722-740)
bp 75-680; 1 T zuviel gelesen bei bp 414

Mit Sequenz V wurde eine Suche am NCBI durchgefiihrt und ein Contig gefunden:
VI)  gnl|CVMUMN|cparvum Contig 1431 (Linge: 4665 bp), (ttp://www.ncbinlm.nih.gov |

Iblast/dumpgnl.cgi?db=Microbial%2F5807 &na=1&gnl=gnl%7CCVMUMN_5807%7 |
parvum_Contigl431&RID=1042840648-025890-11794&segs=36-

9&seal=8B0B 0D64CDODEOSE 683 14AT7& Q=ve

Score = 1400 bits (728), Expect = 0.0
Identities = 770/793 (97%), Gaps = 5/793 (0%)

(bp 119-908, bp 2275-1485)
bp 38-619 (Stop)

108


ftp://ftp.vcu.edu/pub/parvum/A075/seqfiles/
ftp://ftp.vcu.edu/pub/parvum/A370/seqfiles/
ftp://ftp.vcu.edu/pub/parvum/A554/seqfiles/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/dumpgnl.cgi?db=Microbial/5807&na=1&gnl=gnl|CVMUMN_5807|cparvum_Contig1431&RID=1042840648-025890-11794&segs=36-369&seal=8B0B77C3CE0D64CD0DE08B37F36814A7&FULLSEQ=yes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/dumpgnl.cgi?db=Microbial/5807&na=1&gnl=gnl|CVMUMN_5807|cparvum_Contig1431&RID=1042840648-025890-11794&segs=36-369&seal=8B0B77C3CE0D64CD0DE08B37F36814A7&FULLSEQ=yes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/dumpgnl.cgi?db=Microbial/5807&na=1&gnl=gnl|CVMUMN_5807|cparvum_Contig1431&RID=1042840648-025890-11794&segs=36-369&seal=8B0B77C3CE0D64CD0DE08B37F36814A7&FULLSEQ=yes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/dumpgnl.cgi?db=Microbial/5807&na=1&gnl=gnl|CVMUMN_5807|cparvum_Contig1431&RID=1042840648-025890-11794&segs=36-369&seal=8B0B77C3CE0D64CD0DE08B37F36814A7&FULLSEQ=yes

Ergebnisse

VII) CP010904_A194_F02 025.R cp010904_al94 f02 025.r, CHROMAT FILE:
p010904_al94 f02 025.r PHD FILE: cp010904 (Lange: 917 bp),
(ttp:/ftp.vcu.edu/pub/parvum/A 194/seqfiles/):

Score = 159 bits (397), Expect = 3e-38, Identities = 84/209 (40%),
Positives = 123/209 (58%), Frame = +3

(bp 114-674, AS 501-709)

0

bp 141-674

4.9.2.4 Toxoplasma gondii
Es wurden drei Isoenzyme der Plasmodium AC gefunden:

I) TGG 12849 (Lange: 2865 bp), (!http://www.toxodb.org/cgi-bin/toxodb/SegRetrieval. |

¢oi?release=2.0&contie=TGG 12849&start=1&end=2864&20.x=5&20.y=3):

Score = 154 (59.3 bits), Expect = 2.0e-18, P = 2.0e-18,
Identities = 32/90, (35%), Positives = 54/90 (60%)

(bp 525-614, AS 609-697)

Score = 145 (56.1 bits), Expect = 2.0e-18, P = 2.0e-18,
Identities = 31/69(44%), Positives = 46/69 (66%)

(bp 1338-1406, AS 500-567)

Score = 132 (51.5 bits), Expect = 3.8e-17, P = 3.8e-17,
Identities = 20/47(42%), Positives = 29/47 (61%)

(bp 1103-963; AS 541-587)

Score = 52 (23.4 bits), Expect =2.0e-18, P =2.0e-18,
Identities = 11/32(34%), Positives = 19/32 (59%)

(bp 171-76; AS: 693-724)

Score =45 (20.9 bits), Expect = 1.9¢-18, P = 1.9¢-18,
Identities = 11/50(22%), Positives = 25/50 (50%)

(bp 2150-2001, AS: 383-430)

Reverse complement: 1. Exon: bp 321-414, 2. Exon: bp 612-862, 3. Exon: bp 972-1154, 4.
Exon: bp 1528-1702, 5. Exon: bp 1794-1993 (Stop)

IT) TGG 12221 (Lange: 6280 bp), (http://www.toxodb.org/cgi-bin/toxodb/SeqRetrieval. |
17release=2.0&contig=TGG_12221&start=1&end=6280&g0.x=0&go0.y=2);

Score = 529 (191.3 bits), Expect = 2.8e-57, P = 2.8e-57,
Identities = 113/251(45%), Positives = 164/251 (65%)

(bp 81-331, AS 474-722)

Score = 143 (55.4 bits), Expect = 2.8e-57, P = 2.8e-57,
Identities = 39/160(24%), Positives = 82/160 (51%)

(bp 1555-1714, AS 726-883)
1. Exon: bp 84-792, 2. Exon: bp 1540-2073 (Stop)
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I T GG 4401 (Léange: 3633 bp) (lttp://www.toxodb.org/cgi- b1n/toxodb/SeqRetr1eval |

Score = 156 (60.0 bits), Expect =2.2e-11, P =2.2¢-11,
Identities = 30/74(40%), Positives = 48/74 (64%)

(bp 513-586, AS 673-746)

Score = 83 (34.3 bits), Expect =2.2e-11, P =2.2¢e-11,
Identities = 22/81(27%), Positives = 42/81 (51%)

(bp 1095-1175, AS 805-883)

Score = 53 (23.7 bits), Expect =2.2e-11, P =2.2¢e-11,
Identities = 8/15(53%), Positives = 12/15 (80%)

(bp 326-370, AS 659-673)

1. Exon: bp 273-368, 2. Exon: bp 514-547, 3. Exon: bp 1123-1331 (Stop)

4.9.3 Sequenzalignment
Auf den folgenden sechs Seiten ist das Sequenzalignment der elf bekannten Isoenzyme

wiedergegeben.

Abkiirzungen:

P.chab.: Plasmodium chabaudi

P.berg.: Plasmodium berghei

P.know.: Plasmodium knowlesi

P.yoel.: Plasmodium yoelii yoelii

P.falc.: Plasmodium falciparum

T.pyrif.: Tetrahymena pyriformis

P.tetrau.: Paramecium tetraurelia

C.parv.: Cryptosporidium parvum

T.gond. (sowie T.gond.2 und 3): Toxoplasma gondii

Die einzelnen strukturellen Bereiche sind unterhalb der Sequenzen eingetragen und mit
Gedankenstrichen markiert. Nummerierung erfolgte nur bei vollsténdigen Sequenzen.
Konservierung: Inuees: 100%, [HNIael: 80-99%, grau: 60-80% (dhnliche AS werden als
direkt vergleichbar behandelt)

Die katalytische Domine ist mit Punkten unterhalb der Sequenz markiert, M steht fiir
metallbindende, P fiir purinbindende, X fiir phosphatbindende, * fiir die den Ubergangs-

zustand stabilisierende Aminosiuren.
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5 Diskussion

Ziel der Arbeit war es, eine Klasse IlI-Adenylatcyclase mit einem N-terminal gekoppelten
sechs Transmembranspannen umfassenden mdglichen lonenkanal aus P.falciparum zu klon-
ieren, die einer Paramecium AC entspricht. Bruchstiicke davon waren im Plasmodiumgenom-

projekt sichtbar.

Zunéchst ist durch Homologieklonierung der offene Leserahmen eines Isoenzyms der
Paramecium AC aus T.pyriformis bestimmt worden, um konservierte Bereiche festzustellen.
PCR-Suchen mit Wobbelprimern zeigten, dal mehrere Isoformen vorhanden sind, so daf
prinzipiell die Moglichkeit einer AC-Heterodimerbildung in Analogie zur Pseudohetero-
dimerisierung der Mammalia-ACn besteht.

Die Tatsache, dafl nur ein Gen dieses Typs von P.falciparum gefunden wurde (s.a. Nature
419), legte eine homodimere Spezies nahe. Mit Hilfe von RT-PCRn gelang es, den offenen

Leserahmen zu bestimmen, welcher als Grundlage fiir die Neusynthese des Gens diente.

5.1 Analyse des lonenkanals und der katalytischen Domane

Die Analyse der Proteine wurde vergleichend mit der Paramecium AC unter Zuhilfenahme
der DNAstar-Programme Protean und MegAlign durchgefiihrt. Wie Dr. K. Hambach zeigte,
besteht im Bereich der Transmembranspannen Ahnlichkeit zu spannungsgesteuerten K-
Kanilen (25). Der wahrscheinliche K'-Selektivititsfilter ist hier jedoch nicht wie iiblich
zwischen TMS5 und TM6 angeordnet, sondern folgt der TM6.

Mit den iiber das Internet zur Verfiigung stehenden Programmen war es unmdoglich, die AC-
Doménen eindeutig zuzuordnen, der K,-Kanal (Ausnahme: Tetrahymena AC) und der TPRL
wurden gar nicht vorhergesagt (vgl. 7.1 ftY).

Anhand von Alignments sollen diese Ahnlichkeiten nachfolgend gezeigt werden (ver-
gleichend wurden die anderen aus Datenbanken extrahierten AC-Isoenzymsequenzen einbe-

zogen; zugrunde gelegt wird das Sequenzalignment aus 4.9.3).
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5.1.1 Der K,-kanalahnliche Bereich

5.1.1.1 Der N-Terminus
Die N-Termini der Plasmodien ACn sind in Sequenz und Lange einander dhnlich, die Enzyme

der Ciliaten dagegen langenheterogen. Eine Analyse der Ciliaten-ACn ergab keinen Hinweis
auf ein Signalpeptid (58). Auch der Vergleich der Plasmodien ACn mit bekannten P.falci-
parum-Signalsequenzen war negativ (71). Der bei K,-Kanélen fiir die Tetramerisierung ver-
antwortliche T1-Bereich, welcher der ersten Transmembranspanne vorangeht, ist in den Pro-

tozoen-ACn nicht vorhanden (51).

Bei der cDNA-Analyse der Plasmodium AC wurde ein zusétzlich gespleifites Intron (,,Intron -
1) gefunden (4.3.2.2). Moglicherweise wird dadurch ein anderer 5'-UTR generiert, der zum
alternativen Start ab Methionin 55 flihrt (48, 55, 73). Vergleicht man die N-Termini der
beiden anderen Plasmodienspezies, so besitzt nur P.yoelii yoelii ein weiteres Methionin
(M42) vor TM1. Daher wurde Methionin 1 als Beginn der Plasmodium AC-Sequenz fest-
gelegt.

Das Auftreten ,,falsch* ausgespleifiter Introns scheint bei P.falciparum keine Seltenheit zu
sein (Dr. Baker, London). Ein weiteres ist fiir den C-terminalen Bereich der Plasmodium AC
beschrieben (4): 5'-GT: bp 2591/2592 (s. 4.3.2.3); 3'-AG: 317/318 bp dem TAA-Stopcodon
folgend. Es ergidbe sich ein alternativer C-Terminus der Plasmodium AC mit folgender

Sequenz:

860
... WNFLRRLNFQHTYKPFPEQFFGYAYFLDFFRIVTIL.

(Fett: die letzten vier Aminoséuren des Holoenzyms, W860 ist beziffert)

Ob dies realisiert wird, ist fragwiirdig. Unterhalb der konservierten C-Termini der Enzyme
aus P.knowlesi und P.yoelii yoelii finden sich in den Leserastern keine vergleichbaren
Sequenzen. Die Bereiche sind sehr AT-reich und von niederer Komplexitdt auf Proteinebene.
Auch hier miiite man ein unterschiedliches Prozessierungsverhalten bei verschiedenen

Plasmodien annehmen.

5.1.1.2 Die transmembranspannenden Domanen
Stellvertretend flir die Gruppe der K,-Kanéle wurde der CIK1-Kanal der Ratte, welcher bei

der ExPASy-MotifScan-Suche mit der Paramecium AC den hochsten Treffer erbringt [=K, 1.1
(IA), (P10499)] und ein Shakerkanal aus der gleichen Gruppe (Sequenz von Prof. Fakler) mit

den ACn ,,alignt”. Sie besitzen wie die Isoenzyme sechs transmembranspannende Segmente
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(S1-S6) mit einem Spannungssensor im vierten Abschnitt und einen fiir K'-Ionen

spezifizierenden Selektivititsfilterbereich (Poreloop).

Bei unterschiedlichen K,-Kanilen finden sich innerhalb der Transmembranbereiche (aufler in
S4-S6) positionskonservierte Aminosduren, Aspartat oder Glutamat und Serin oder Threonin
(72). Variabilititen sind an solchen Positionen bei K,-Kanélen relativ selten. Daneben sei
noch auf ein durchgingig konserviertes Arginin in S2 und das PXP/G-Motiv in S6 verwiesen.
Die hydrophilen Aminosduren einer Transmembranspanne treten mit Aminosduren anderer
Helices in Wechselwirkung und fiihren damit zur Stabilisierung einer bestimmten Kon-
formation des Kanals in der Zellmembran (1, 24, 74). Die positiven Ladungen des Spann-
ungssensors in der vierten TM bezwecken, daB auf Anderungen der Membranspannung mit
einer Konformationsinderung der Helix reagiert wird, die an die Offnung des Ionenkanals

gekoppelt ist (16, 69).

5.1.1.2.1 Transmembranspannen 1-3 (TM1-3)

Im ersten Segment der K,-Kanéle finden sich zwei konservierte Serinreste in einem Abstand
von sieben Aminosduren. Das erste S von Shaker und CIK1 (Position 5) findet nur in
P.tetraurelia ein Pendant, das Serin an Position 12 ist innerhalb der Gruppe der Plasmodien
konserviert. Auffillig sind bei den Ciliaten zwei konservierte Threoninreste an Position 15,
ebenso wie die konservierten Serinreste an Position vier. Die Plasmodien besitzen ein
bemerkenswertes Lysin-, Aspartatmotiv (Positionen 13 und 14).

In der zweiten Transmembranspanne ist ein in der K,-Kanalgruppe konserviertes Glutamat
vorhanden. Dieses tritt bei K,-Kandlen mit einem Aspartat aus S3 und einem Lysin des

Spannungssensors in Wechselwirkung und stabilisiert so die Struktur (74).

\ v
P.know. : YLLYFF FSKDVEYILIL - --YLITWI MFTYCVIRUIINEFL - -
P.yoel. . ISFLYIMTL FSKDILYIFF- ---ITIMLAILNT FHL———
P.falc. . SKWVYIRFL FSKDFEFYLLIL - --IFTISHMLIMFGCLIIMOEENFEL - -
T.pyrif . : TLESHFS INVFTIYSLFA --VCTIMAIRSLEFATIHBEMSMT - -
P.tetrau. ELDSSWSQ NLLTIYALFG --VITIMCOUIIFSTIIWOETAST,V -
Shaker : EﬁIISEF LSIVIFCLET- FFLTCIWFTFTVRFLAC
CIK1 Rat IVSyM ISIVIFCLET- FFIVE
——————— TM1/S1-------- ____ ¥
T T

Abb. 56: Die ersten beiden Transmembranspannen der Protozoen-ACn, Shaker und CIK1. TM1/S1: Das
konservierte Serin der Plasmodien ACn wird durch den oberen Pfeil bezeichnet, konservierte
hydrophile ASn der K,-Kanale durch die unteren Pfeile. Das KD-Motiv der Plasmodien ist
umrahmt, konservierte hydrophile ASn der Ciliaten sind fett gedruckt. TM2/S2: Das
durchgéangig konservierte Glutamat wird durch ein Dreieck bezeichnet, ein weiter N-terminal
gelegenes (nur in K,-Kanilen konserviertes) Glutamat ist umrahmt (Querpfeil: s. Diskussion u.)
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Dagegen ist die in nahezu allen K,-Kanélen vorhandene, erste kationische AS (hier: Glu) in

den Protozoen-ACn nicht wiederzufinden.

In der dritten Helix tragen Shaker und CIK1 ein konserviertes Aspartat an Position 5 und an
den Positionen 15 und 18 ein Threonin. Hier ist eine direkte Positionskonservierung nicht
nachvollziehbar. Bei den Protozoen-ACn finden sich jedoch zwei konservierte Aspartate

(P.knowlesi: einmal E) und ein durchgéngig koserviertes Serin.

P b
P.know. : YTCYFMF-FEVMSLISIEFSDLFVFEF
P.yoel. : YIYYFMF-FDVIRSLIMBFGDLSIC
P.falc. : YIFYFMF-FDIMSFMLIEFEFDIFLE
T.pyrif. : YITFSFFFWLDILI@STVSWUILDT - - -
P.tetrau. : YFNSFFEFWLDIMSTVSQILDITSF
Shaker : ---MNVIDII IPYFETLATVVA
CIK1l Rat : ---MNFIDIVAMIPYFUTLGTEIA

Abb. 57: Die dritte Transmembranspanne der Protozoen-ACn, Shaker und CIK1; Pfeile oberhalb:
konservierte hydrophile ASn der Isoenzyme. Pfeile unterhalb (senkrecht): konservierte
hydrophile ASn der K,-Kanale (waagerechter Pfeil: s. Diskussion u.)

Vergleicht man weiterhin die Abstdnde der kationischen ASn der K,-Kanéle in S2 mit denen

der Protozoen-ACn in S3, so fillt auf, daB sich jeweils neun ASn dazwischen befinden (s.a.®).

5.1.1.2.2 Transmembranspanne 4, Spannungssensor (TM4)
Die vierte Helix ist der Spannungssensor des Kanals, den sowohl K'-, Na'-, Ca’'- und cGMP-

abhéngige spannungsgeschaltete Kanéle besitzen (72).

.berg.
.know.
.yoel.
.falc.
.pyrif.
.tetrau.
Shaker
CIK1l Rat

U= Ru vl BLvELv]

Position : 3 6 9 12 15 18 21

Abb. 58: Die Spannungssensoren der Protozoen-ACn, Shaker und CIK1; Positionen positiver Ladungen
sind beziffert

¥ Sato Y., Sakaguchi M., Goshima S., Nakamura T., Uozumi N.: Molecular dissection of the contribution of
negatively and positively charged residues in S2, S3, and S4 to the final membrane topology of the voltage
sensor in the K channel, KATI. J. Biol. Chem. (2003, Jan. 29.; epub ahead of print)
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Spannungssensoren tragen mehrere positive Ladungen, die durch zwei lipophile Aminosduren
voneinander getrennt werden. Das Konsensusmotiv lautet (R/K)XX(R/K). Kanéle der Shaker-
subfamilie tragen sieben, die der Shawsubfamilie sechs und die der Shabsubfamilie nur fiinf
positive Ladungen. T.pyriformis und P.tetraurelia stehen dem Shakerkanal mit sieben
Ladungen néher als die Gruppe der Plasmodien mit nur vier basischen Aminosduren. Die
geneigt in die Membran eingelassene Helix reagiert bei Verdnderungen des Membran-
potentials mit einer leichten Transversalverschiebung und Drehung und fiihrt so zu einer
Konformationsinderung und Offnung des Kanals (8, 20). DaBl der Aufbau des Sensors einen
entscheidenden EinfluB auf das spannungsabhingige Offnen des Kanals und die anschlieB3-
ende Inaktivierung hat, wurde gezeigt (62, 63, 75). Das in spannungsabhingigen Ionen-
kanidlen konservierte Leucin-Heptaden-Motiv ist bei den Protozoen-ACn nicht vorhanden,
schon weil die Schleifenbereiche zwischen TM4 und TMS5 bedeutend ldnger sind. Insgesamt
sind dabei fiinf Leucinreste in einem Abstand von jeweils sieben Aminosduren angeordnet.
Das Motiv erstreckt sich vom Ende des Spannungssensors bis in das fiinfte Transmembran-

segment (67).

ILRVIRLVRVFRIFK#SRHSKGHQILGRTIIKASMREIGLLIFF#FIGVVLFSSAVYFA

Abb. 59: Das Leucin-Heptaden-Motiv am Beispiel von Shaker, es findet sich ebenso im CIK1-Kanal
wieder; $4; S5

Das erste Leucin wird normalerweise in allen spannungsabhéngigen Kanidlen mit Ausnahme

den Mitgliedern Shal-Subfamilie gefunden, die dort ein Phenylalanin tragen. Bis heute ist die

Funktion nicht verstanden, in jedem Fall hat es EinfluB auf die Offnungswahrscheinlichkeit

des Kanals (72).
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5.1.1.2.3 Der Pra-TM5-Bereich, sowie die Transmembranspannen 5 und 6 (TM5, TM6)

Der fiinften Transmembranspanne ist eine konservierte Region vorangestellt, die sich in K-
Kanilen nicht findet (Pra-TM5-Bereich). Bei den Plasmodien- sowie den Ciliaten-ACn fallt
auf, dal} vier bis fiinf positive ASn in diesem 16-17 ASn langen cytosolischen Abschnitt auf-
treten und diesen damit sehr basisch machen. Alle Strukturen tragen dariiber hinaus

hydrophile ASn.

P.berg. : RDNLAFBNKYVHPTLI
P.know. : QEELIAFINKYHIALT
P.yoel. : KDNLFiNKVUHIETLI
p.falc. : KEBLMFBNKVHIEALT
T.pyrif. : KES-WVEKIETDITT
P.tetrau. : KES-EVEKRESDSTT
C.parv. : P NLEIMTD@ESIISN
T.gond. : SDi-[ALLWLYV)TNHTT

Abb. 60: Der Pra-TM5-Bereich der Protozoen-ACn

Sowohl TMS5, wie auch TM6 zeigen kein besonderes Konservierungsmuster im Vergleich mit

den entsprechenden Transmembransegmenten aus Shaker und CIK1.

P.berg. : FFYSIMIE SYILIEL

P.know. : YFUISUFEFE SFIFIETMSI -\WVLLKILVI
P.yoel. : FFYSIMIE SYILIELVTF -BVILKLFIT
P.falc. : YFVUSIETE SYIMIETIIYI -BITLKIFIT
T.pyrif. : VIBLYLVEVFIMPLEFSVDYY -FCSTIFVCI
P.tetrau. : VIELYTILELIS IMBLFSSDYY -IVNTLEFVS
C.parv. : SE PSWFGI TLPTLKEGT - -BGISFVTLI
T.gond. : LFF ICGCSPIIIGIRNPNC -NMLLTLFVI
Shaker : L FF GVVLFSSAVY IEGSLCAIA
CIK1l Rat : L FF GVILFSSAVY INGSLCATIA

——————— TMS/SS——————— --------TM6/S6

Abb. 61: Die fiinfte und die sechste Transmembranspanne der Protozoen-ACn, Shaker und CIK1. TM5/S5:
die Prolinreste sind unterstrichen (konservierte Proline sind zusatzlich fett gedruckt); TM6/S6:
das PVP-Motiv der K,-Kanile ist unterstrichen

Auffillig ist die im Vergleich zu Shaker und CIK1 bis zu vier ASn kiirzere TM6 der ACn.
Das in S6 von K,-Kanélen vorhandene PXP- bzw. PXG-Motiv ist in spannungsunabhéngigen
K'-Kanilen, wie zum Beispiel dem bakteriellen KcsA-Kanal nicht vorhanden. Es bedingt
einen Knick in der Helix, so dal3 diese unterhalb der Zellmembran abgewinkelt verlingert
weiterldauft (13). Ein konserviertes Prolin befindet sich jedoch in TMS5 von T.pyriformis,

P.tetraurelia und C.parvum. Fiinf der acht Protozoen-ACn haben in den TM5-Segmenten

Proline, wogegen die TM6-Segmente prolinfrei sind.
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In Shaker und anderen Kaliumkanélen sind die S5- und S6-Segmente (entsprechend TM5 und
TM6 der Protozoen-ACn) diejenigen Helices, welche in Verbindung mit dem dazwischen
angeordneten extrazelluldren Poreloop den eigentlichen Ionenkanal bilden (innere und duf3ere
Helix). Dabei bildet das S6-Segment den eigentlichen Kanal und S5 dient der Struktur-
stabilisierung (15, 64).

Analysiert man die Lange des sich zwischen TM5 und TM6 befindenden Loops, der deutlich
langer als alle anderen helixverbindenden Stiicke ist, ist eine andere topologische Wechsel-
wirkung als die zwischen diesen beiden TMs und dem Poreloop denkbar. Moglich wire, daf3
eine andere Helix an die Stelle der TMS5 tritt, diese somit zwischen TM5 und TM6
eingeschoben ist und sich somit am strukturellen Grundaufbau des Kanaldurchgangs beteiligt.
Ist dies der Fall, wiren damit zumindest teilweise die geringen Ahnlichkeiten zwischen den
K,-Kanilen und den Protozoen-ACn in den letzten beiden Transmembranspannen erklart [zur

unterschiedlichen Anordnung von Helices in Kaliumkanélen vgl. (11)].
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5.1.1.3 Der Poreloop
Der Poreloop ist fiir die K'-Ionenselektivitit verantwortlich (27, 101). Er setzt sich aus einer

o-helikalen Porehelix, die zwei konservierte aromatische Aminosduren tragt, und einem daran

anschlieBenden acht Aminosduren langen K'-Selektivititsfilter zusammen (15).

\AJ 3 8
AKT1A.th. . RYWTSMYUWSHTIRRT T\/EMde» 1. 1P
K1.1 hum : sﬁgDAF W TT\{epqe/» MY P
GluRO : GlUQONGM[E TTN(Er4EP RSP
KcsA : TYPRAL|NWSNHEIATT(/EN4E DT, Y P
ParaKCh . QYIEHSLYMWSH T igyT ThNea4e: s T TP
Shaker : SEEPDAF|W. TTNEr4E P MY P
CIK1l Rat : SHEPDAF|W. TTEr4E P M TP
Plasmodien : LKVUEENLMKIRGINEMIINE}AEEAGA
T.pyrif. : ENAIVKHMGYET AReIIeFAGS
P.tetrau. : TOUWENAIIKMGAINLAINGHENAGS
C.parv. : EETIEHSKIGINIL.AYET €SAGA
T.gond. : SUNEETTILKHMGGIRLOMEGHEEAGA
T.gond.?2 : EKTIIKMGGIRLAMGYECFEAGA
Position 12345678

Abb. 62: Die Poreloops der Protozoen-ACn im Alignment mit anderen Poreloops: AKT1A.th.: AKT1-
Kaliumkanal, A.thaliana (S62694); K,1.1 hum: spannungsgesteuerter CIK1-K*-Kanal, H. sapiens
(Q14721); GIuRO0: K*-selektiv leitender Glutamatrezeptor aus Synechocystis PCC 6803 (acc
NCBI 1652933); KcsA: K'-Kanal aus S.lividans (acc PIR S60172); ParaKCh: K*-Kanal aus
P.tetraurelia (acc GenBank U19908); Shaker: Shakerkanal (Sequenz von Bernd Fakler); CIK1
Rat: K,-Kanal, Ratte (P10499); Plasmodien: stellvertretend fiir die identischen Poreloops der
Plasmodien-ACn; Position 1-8: K*-Selektivititsfilter; der Bereich der o-helikalen Porehelix ist
oben hervorgehoben; Dreiecke: konservierte, zumeist aromatische ASn der Porehelix; Pfeile:
konservierte ASn an den Positionen 1 und 4 des Selektivititsfilters (S oder T); —: K*-lonen-
selektivitit spezifizierende ASn (Konservierung: JNele: 80-100%, NI ELEIET: 60-80%, grau:
40-60%)

Die Protozoen-ACn zeigen, wenn auch nicht durchgingig konserviert, die Signatursequenz
eines K'-Selektivititsfilters, wie er in spannungsgesteuerten K,-Kanilen (sechs Helices) und
in Kj-Kanélen (zwei Helices) zu finden ist: (T/S)XX(T/S)XG(Y/F)G. Das G(Y/F)G-Motiv ist
fiir die definierte Offnungsweite des Kanals verantwortlich und bedingt die K'-Selektivitit, da
es iiber die Hauptkettencarbonylgruppen direkten Kontakt mit den flieBenden dehydratisierten
Ionen hat (15). Auffallend sind einige Unterschiede im Vergleich zur beschrieben Signatur-
sequenz. Bei P.tetraurelia ist die konservierte Hydroxyaminosdure der Position 1 gegen
Alanin ausgetauscht (T.gondi: Glycin). Die an Position 4 befindliche Hydroxyaminoséure ist
in keinem der moglichen Kanile erhalten (Austausch gegen Alanin, Leucin oder Glutamin).
Wie Mutationsexperimente mit Shaker zeigten, fiihrt der Austausch T—A in Position 1 zum
Verlust der funktionellen Exprimierbarkeit in Oozyten, wogegen die Mutation des zweiten

Threonins (Position 4) zu Alanin neutral war. Das fiir K'-Ionenselektivitit spezifizierende
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G(Y/F)G-Motiv ist iiberall konserviert, nur C.parvum hat ein GLG-Motiv. Ein G(Y—V)G-
Austausch zeigte weiterhin K'-Selektivitit (30).

Uber das Vorhandensein einer o-helikalen Porehelix kann nur spekuliert werden [vgl. (15)].
Die beiden, meistens aromatischen Aminosduren [(W/Y/selten L), (W/selten F/selten L)],
welche mit der aromatischen Aminosdure des G(Y/F)G-Motivs in Wechselwirkung treten und
so die Offnungsweite des Kanals bestimmen, sind nicht zu finden. Nur C.parvum trigt noch
ein Phenylalanin an der ersten Position, die zweite ist durch einen Serinrest besetzt. (In
einigen Ausnahmefillen ist auch das Vorhandensein eines Leucinrestes zuldssig [z.B. im
romk-Kanal von Rattus norvegicus (acc Swissprot P35560): LF; oder im mSlo-Kanal aus Mus
musculus (acc PIR A48206): YL.)].

Das DNAstar-Programm Protean gibt jedoch Hinweise auf o-helikale Strukturen.

P.falc.: NILINTKLKRKSIKENYEILKMEENLMKLGTLMLLGFGEAGAKITISK (466-512)
P.tetrau.: NPQLAKEMKLESDGTQKETTQIENATITKIGALLALGFGDAGSAIIGT (470-516)
T.pyrif. : SSKDQKLISDDENKEQYETVITIENAIVKIGTLLALGFGEAGSEIIAT (574-620)

C.parv.: NNAYNELSNENATMGKFSNKMLEETFSKLGTLLAVGLGSAGANIIIH (224-270)

T.gond.: EPQTEESSEKQKSANQLETSMLETTILKIGGLLQVGFGEAGASIIGR (122-168)

T.gond.2: GKGGAESMETAMLEKTIIKIGGLLALGFGEAGAEIIAK (1-38)

Abb. 63: Von Protean vorhergesagte a-helikale Bereiche sind unterstrichen; grau: Porehelixbereich; fett:
K*-Selektivititsfilter; die ersten beiden Treffer waren Ergebnis einer Chou-Fasman-Analyse, die
vier anderen errechnete der Algorithmus nach Garnier-Robson

Man erkennt vermutete a-Helices iiberwiegend N-terminal des Selektvitétsfilters lokalisiert.
Die Existenz einer solchen Struktur ist damit zwar nicht bewiesen, aber moglich. Weitere
berechnete o-Helices finden sich in deutlichen Abstinden. Vermutlich wird sich die Fein-
struktur des Filters wegen der fehlenden konservierten aromatischen Aminosduren anders

darstellen als bei anderen K'-Kanilen.

5.1.1.4 Die Schleifen (extra- und intrazellular)
Die Schleifen, welche die Helices 1-3 miteinander verbinden, sind bei allen Protozoen-ACn

relativ kurz und halten diese daher in raumlicher Ndhe. Die Verbindung zwischen der vierten
und der flinften TM ist dagegen sehr lingenheterogen. Besonders auffillig ist die lange TM5-
und TM6-verkniipfende Schleife. Moglicherweise erlaubt sie, da3 sich zwischen beide Trans-
membranspannen eine TM-Helix (TM1-4) schiebt und gestattet damit eine besondere Topo-

logie des Kanals im Vergleich zu anderen Kaliumkanélen (vgl. Abb. 68 A, S. 131).
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5.1.1.5 Der Linker
Dem Poreloop folgt ein nahezu ldngenkonserviertes Verbindungsstiick zum katalytischen

Bereich aller Protozoen-ACn.

.pyrif.
.tetrau.
.parv.
.gond.
.gond.?2

HHQuYwHYoYWd
Ommmolz 23

Abb. 64: Der dem Poreloop folgende Linkerbereich; |: hochkonservierte Aminosauren (Konservierung:

R 80-100%, [T CIIEN: 60-80%, grau: 40-60%)

Auffillig ist die durchgédngige Konservierung zweier Isoleucine und eines Asparagins.

Sowohl die Langenkonservierung, als auch das Vorhandensein dreier hochkonservierter
Aminosduren lat auf eine funktionelle Bedeutung des Linkers schlieBen, die iiber eine
alleinige Verkniipfungsfunktion zur Adenylatcyclasedomdne hinausgeht. Mdoglicherweise
koppelt er die Offnung oder SchlieBung des Kanals und die damit einhergehenden Struktur-

verschiebungen der Helices an eine Modulation der Aktivitit der katalytischen Doméne.

5.1.1.6 Zusammenfassung (5.1.1.1-5.1.1.5)
Die Analyse der Transmembranhelices legt die Verwandschaft zu spannungsgesteuerten

Ionenkandlen nahe. Dies wurde durch bioinformatische Untersuchungen von Robert Guy
bestdtigt (24).

Der Poreloop ist intrazelluldr. Diese Anordnung ist im Vergleich zu bekannten kalium-
selektiven Kandlen atypisch. Alleine die Gruppe der Glutamatrezeptoren (GluRs; zwei oder
drei Membrandurchgéinge mit einem stets intrazelluliren N-Terminus; durchléssig fiir Na',
K", Ca**-lonen) zeichnet sich durch eine intrazellulire Porelooplokalisation aus und bildet
damit eine Ausnahme (10). Beim direkten Vergleich des Poreloops eines solchen Rezeptors
(GluRO0) mit den Protozoen-ACn ist keine Besonderheit zu erkennen (Abb. 62).

Die Topologie der Protozoen-ACn muf3 sich deutlich von anderen Kaliumkanélen unter-
scheiden. Dies kann ein Grund dafiir gewesen sein, warum eine membranstindige Expression
in CHO-Zellen im Gegensatz zu Paramecien nicht gelungen ist. Eine funktionelle Expression
(Ionenleitfdhigkeit) des Holoenzyms in Oozyten verlief negativ. Moglicherweise besitzt die

Gruppe der Alveolata, aus der diese Protozoen-ACn stammen, eine spezielle Faltungs-
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maschinerie, die es ermdglicht, das Enzym in eine funktionelle Struktur zu iiberfiihren und

membranstindig zu exportieren.

Da eine MefBung der Kanalstrome bisher nicht gelang, wire die Herstellung eines mit Teil-
strukturen (Spannungssensor und K'-Filter) der Protozoen-ACn chimirisierten K,-Kanals
denkbar, um die Funktionalitét dieser konservierten Bereiche zu zeigen. Porenbereiche lassen
sich wie gezeigt wurde zwischen unterschiedlichen Kaliumkanilen unter dem Erhalt der

Funktion austauschen (65).

5.1.2 Der AC-Bereich

Die Adenylatcyclasedoméne teilt sich in drei Abschnitte: N-terminal befindet sich die kata-
lytische Domédne mit den konservierten, fiir die Reaktion verantwortlichen Aminosduren.
Daran schlie3t sich iiber einen 10 (T.gondii AC 3) bis 76 (P.yoelii yoelii AC) langen Linker
das sogenannte TPRL-Motiv an, welches wiederum durch ein kurzes Verbindungsstiick (16-

21 ASn) vom konservierten C-Terminus abgesetzt ist.

5.1.2.1 Die katalytische Doméane
Der Protein-Protein-BLAST belegt die Verwandschaft zu bakteriellen ACn der Klasse III

und den 16slichen Testes-ACn aus Mensch und Ratte (7.1.2). Dem folgenden Alignment
wurden die Kristallstrukturen der Sdugeradenylatcyclasen zugrunde gelegt (61, 99).

P.know. : SVFSFCBIRNFAEITEVL FLLVWK
P.yoel. : SVFSFCHIRNEMEITEAL FLLVWK
P.falc. SVFSFCHIRNFIEITEVL FLLVWK
T.pyrif. AIYGFCBIRNFAMDATEVL FLLVWR
P.tetrau. : AIYGFCBIRNFMDATEVL FLLVWK
C.parv. GIYGFCHIRNFMDATEIL FLFVWK
T.gond. AIFGFCBIRSFAEITECL FLFTWK
T.gond. 2 AVFGFCBIRNFADATEIL FLLVWK
T.pallid. : ATIFFSPVRSFREMSEKL VVDIAFIGRATIMAIWG
Stig.aur. : VTVLFABIRNE#MGLAESL TLDIWFLGOGLMAVHG
A.cylind. : VTVLESBIRGYWTLTENL TLDIWFIGPALMAVEG
Rat sol. GVLMFV)/ISCFHAMTEKFE DILIFAGPALLALWK
ACI-C,. VGVMFASIPNENDFYIEL EKIRTIGSTYMAAVG
GCs-B1 VTILFSGIVGENAFCSKH YKVIZTVGBKYMTVSG
ACI-C,, VSILFAEIVGFEELASQC RRIMILGBCYYCVSG
GCs-ol VTMLESIVCFATCSQC YKVIZTIGBAYCVAGG

Me?* Rib

Pur Me?*
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l
P.know. ITELSFGLHFGWAIEGAIGSSYKIDLSYLSE IAS--HLODISKT
P.yoel. ITELSFGLHFGWAIEGAIGSRYKIDLSYLSE IAS--HLODISKI
P.falc. ILELSFGLHFGWAIEGAIGSSYKIDLSYLSE IAS--HLODISKI
T.pyrif. KVKMGFGLHMGWGIEGAIGSEFKIDASYLSP MAA - -5 LEAATKQ
P.tetrau. KVKMGFGLHIGWGIEGAIGSEFKIDASYLSP MAS—- |5 LEAATKQ
C.parv. RVKLGFGLHYGWAIEGAIGSEYKIDASYLSP LSS - -RLESATKH
T.gond. RLKIGYGLHVGWAIEGAIGSDFKIDASYLSPHIELACSERLQEATKI
T.gond.2 KVKMGFGLHVGWAIEGAIGSEYKIDASYLSP MAS - -
T.gond.3 NVHINLGLHCGWAIQGVIGSKFKIDASYFSPHWNLAA- -
T.pallid. RIGIGCGVNTGSCVAGQIGSSKRMEYTEI D TAS - -
Stig.aur. VLELGIGINSGLAVAGNIGGSMRTEYTCIED. VAA- -
A.cylind. QIKIGIGISSGEVVSGNIGSHKRMDYTEI D LSP--
Rat sol. IRTVSIGVASGIVFCGIVGHTVRHEYT\IEQ IAA--
ACI-C,, DFVLEVGINVGPVVAGVIGAR—RPQ NTWNVAS - -
GCs-f1 SVQITIGIHTGEVVTGVIGQR—MPE NTWNLTS - -
ACI-Ci, DL%VGLHTGRVLCGVLGLR— KWQ SNDJTLAN- - VMEAAGLP
GCs-al PI IGLHSGSVFAGVVGVK—MPE NN TLAN- -KFESCSVP
vP T+ ---Pur--- oP
Rib

P.know. LRRIDRVTLIAG
P.yoel. LRKIDRVTLING
P.falc. LRKIDRVTLIAG
T.pyrif. TRYIDRVT
P.tetrau. TRQIDKVT
C.parv. CRKIDCVTLIAG
T.gond.2 CRQIDRAT
T.gond.3 CRQVDCVVLISG
T.pallid. VEKMPPITVISG
Stig.aur. FEDLPPVRLXG
A.cylind. QLDKIRVKGI¥H
Rat sol. FKELPKKVMIXG
ACI-C,, CRGKVSVKGING
GCs-B1 HRGPVSMKGIK
ACI-Cy, PGHGHERNSFL
GCs-al PRSREELPPNF

vYP

Abb. 65: Alignment der katalytischen Bereiche der Protozoen-ACn mit anderen Adenylatcyclasen.

Abgebildet sind die vier Abschnitte des katalytischen Bereichs, welche die fiir die Reaktion
verantwortlichen konservierten Aminosauren tragen. {T.pallid.: Treponema pallidum
(NP_218926), Stig.aur.: Stigmatella aurantiaca (CyaB-AC), A.cylind.: Anabaena sp. PCC7120
(Nostoc; CyaB1-AC), Rat sol.: 16sliche Rattenhoden-AC (NP_067716), ACI-C2a/1a: C2a1a-Schleifen
der Sauger-AC Typ | (P19754), GCs-B1/-a1: heteromere l6sliche Sduger-GCn [GCs-1 (Q02153)
und GCs-a1 (Q02108)]; grau: konservierte Positionen, : aus Kristallstrukturen und
»Modelling“ bekannte, fiir Substratbindung und Katalyse verantwortliche ASn, 0 1 zu
Kristallstrukturen und ,,Modelling“ konservierte ASn; Me?*: Mg2+ und Mn?* koordinierende ASn;
aP, yP: Koordiantion der a-, bzw. der y-Phosphatgruppe des ATPs; Pur: Ausrichtung der
Purinrings; Rib: Koordination der Ribose; #: zusitzliche AS der Protozoen-ACn; |: Serin, bzw.
Threonin (Protozoen-ACn, Stig.aur. und A.cylind.) als ACI-C2, D 1000-,,Substitut“}
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Die wesentlichen fiir Substratbindung und katalytische Aktivitit verantwortlichen Amino-
sduren sind in den Protozoen-ACn konserviert. Das fiir die Wechselwirkung mit Forskolin
verantwortliche S876 der ACI-C,A-Schleife ist nicht vorhanden [zweite Me?*-bindende Pos-
ition im Alignment; (61)]. Die Plasmodium AC war durch das Diterpen unstimulierbar. Selb-
iges gilt auch fiir die Adenylatcyclase aus Paramecien (87).

In der Gruppe der Sduger ACn lagern sich die zwei zytosolischen katalytischen Schleifen (C1
und C2) zu einem Pseudoheterodimer zusammen, so daf3 ein Proteinkomplex mit zwei poten-
tiellen katalytischen Taschen gebildet wird (102, 103). Fiir die Plasmodium AC wurde ge-
zeigt, dal Homodimere fiir den enzymatischen Umsatz verantwortlich sind, analog der
Rv1625¢c-AC aus Mycobacterium tuberculosis (23).

Auffallig ist das durchgidngige Vorhandensein eines Serinrestes anstelle des sonst kon-
servierten D1000 der AC I-C,,-Schleife (Substratspezifitit). Da sich bei der strukturell ver-
gleichbaren Anabaena AC bei einer T721A-Mutation eine V,-Mutante ergab, der K;,, jedoch
gleich blieb, konnte darauf geschlossen werden, daf3 diese Aminosdure im Gegensatz zu K646
weniger wichtig fiir die Substratbindung ist. Moglicherweise ist das Threonin nur fiir die
Substratausrichtung verantwortlich, worauf zwei Tatsachen hinweisen. Einerseits ergibt sich
durch die eingeschobene AS Y679 eine vermutlich differierende Feinstruktur der kata-
lytischen Tasche, andererseits fiihrte eine Mutation der anderen substratspezifizierenden AS
(K646) zur gleichzeitigen K;,- und V,-Verdnderung (40). An der Position der N-terminalen
v-Phosphatbindestelle (Arginin) findet sich in allen ACn entweder Serin, Glycin oder
Asparagin. Moglicherweise ist auch dieser Bereich durch die zusétzlich eingeschobene AS in

seiner Feinstruktur modifiziert.

Die Plasmodium AC ist alleine durch Mn?" stimulierbar, dies steht im Einklang mit der AC-
Aktivitit aus Parameciencilien und den Daten aus (80). K, und der Vi« liegen im Bereich
von Werten, die auch fiir andere ACn gefunden wurden, so zum Beispiel die ACV [K,: 64

UM, Vinax: 8,5 nmol-mg’lmin'l; 9D)].

5.1.2.2 Das TPRL-Motiv
Tetratricopeptidrepeats sind unter anderem fiir Protein-Protein-Wechselwirkungen verant-

wortlich (104). Sie konnen aber auch autoinhibitorische Effekte vermitteln oder die aktivier-
ende Bindung von Lipiden bewirken (41). Die 34 Aminosduren eines Motives bilden zwei
iber einen kurzen Linker verkniipfte o-Helices aus, die wie ein Knopf mit einem Knopfloch
in Wechselwirkung treten und so eine parallel gefaltete Struktur stabilisieren (54). Eine

Gruppe von sieben teilkonservierten Aminosduren wird fiir diesen Effekt diskutiert: W4, L7,
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G8, Y11 (bilden das Loch in Helix A) und in Helix B: A20, F24 (Knopf), A27. Ublicherwiese
bilden 3-16 dieser Doppelhelices ein tandemartiges, rechtshindiges, superhelikales Gefiige
aus, das eine amphipatische Furche bildet (12). Uber diesen Furchenbereich und auch iiber
oberflichlich lokalisierte Aminosduren konnen Interaktionen mit anderen Proteinen entweder
iber direkte TPR-TPR-, oder auch TPR-o-Helix-Wechselwirkungen vermittelt werden. Da es
sich bei der gefundenen Struktur der Protozoen-ACn nicht um klassische Motive mit einer
Reihe von TPR-Einzeldoménen, sondern um einen isolierten Repeat handelt, wurde die

Bezeichnung Tetratricopeptidrepeat-like-Domdne (TPRL) gewéhlt.

P.berg. : YLNLFEQSLELYLNGKWNESKKLLDNLKNKFYFE
P.know. : YLRLFENALELYLGGOWRESHRLLKHLKGNSSYE
P.yoel. : YLNLFEQSLELYLNGKWNESKKLLDNLKNKFYFE
P.falc. CKWNESKNILEYLKRNNIFE
T.pyrif. CNWSESKNVLNAELKMCEDD
P.tetrau. : FLHQFGQEFQGYLLGNWKEMHMLEKAKOIRIEND
C.parv. : FYYRFNKELKHYLAGNWYVSKQILLDLERDCIEN
T.gond.2 : FLTTFR FCHYQAGEWHiEREIEVKTQFMLGVE
T.gond.3 : FQGMWRQATLDNYLRGEWEKAEEFARKCLMVMEED
A.cylind. : FLFHYHNERTAYLVRDETQRIACENSAKHIRETD
PP5 P.falc. : CDAL NKMFKENNYI I SLRY)TERIDLIKKS

PP5 P.falc. : DVEVDDEDKELFKEYYNKSEISKKSDFISIKETD
PP5 P.falc. : HiXETNRSFCHIKLENYGTRIEDIDEEIKINEYY
. A ﬁ

PP5 P.falc. : YRKECSNMLLLSDLKRIASECHOKVLKLTKDK
PP5 Human : AEELKTQMNDMFKAKDYENMIKF)SOMIELNESN
PP5 Human : AIY}/GNRSLAMLRTECYGYWLGDATRINIELDKKY
PP5 Human : IK YRRMASNMALGKFRAELRD ETVVKVKEHD
CYA3 Rhime : ANANTAWETIRDFQGRHEEMLALNTREHRLDIZOF
CYA3 Rhime : PQGHYTWALALSWMRRLDEMEHAAERMIELDIENS
SSN6 Yeast : AKALTS AHLYRSRDMFQiaAEL ERMLLVNIZEL
SSN6 Yeast : PKLJHGI{eTINMDRYGSLDYIEEARAKVLELD|ZHF
SSN6 Yeast : SDVRAT HCYLMLDDLQEEYN QORMLYHLSNP
SSN6 Yeast : WDIRFQWE€SVLESMGEWQGMKEANMEHVLAQNQHH
SSN6 Yeast : PIFQCSHeVLEYOISQOYRDMLDANTRIIRLNEYT
CC23 Yeast : TNAQTL HEFVELSNSHAEIEC RRIEWDICJERD
LGN Human : AKASGNRENTLKVLGNEFDEMIVCCORHLDISREL
LGN Human : RRANSNIRENANIFLGEFETISEYYKKTLLLARQL
LGN Human : AQSCYSHENT TLLQDYEKEIDYHLKHLAIAQEL
NCF2 Human : AVAMFOREMLMYQOTEKYDLINIKDLKERLIQLRGN
Konsensus 1 : W LG Y A F A P

Konsensus 2 : b bl b bbl b 1bb bllbb b

Abb. 66: Alignment von TPR-Motiven mit den TPRLs der Protozoen-ACn {A.cylind.: Anabaena AC,
[Anabaena sp. PCC7120 (Nostoc)], PP5 P.falc.: Proteinphosphatase 5 [P.falciparum
(AL049185)], PP5 Human: Proteinphosphatase 5 [H.sapiens (P53041)], CYA3 Rhime: putative AC
3 [R.meliloti (Q9Z3Q0)], CC23 Yeast: cell division control protein 23 (cdc23) [S.cerevisiae
(P16522)], LGN Human: Mosaik protein, [H.sapiens (P81274)], NCF2 Human: Neutrophil NADPH
oxidase factor 2 (p67-phox) [H.sapiens (P19878)]; [T K]: nach (54), [IMTEEET:
schwach koservierte ASn; Konsensus 2: nach (14), (b: hydrophobe ASn, I: hydrophile ASn); die
beiden a-Helices sind oben angedeutet; Kasten: konserviertes G/(K/Q/N)/W-Motiv;
unterstrichen: von Protean vorhergesagte a-helikale Bereiche}

128



Diskussion

Abb. 66 basiert auf zwei Konsensusmotiven:

Konsensus 1 (,,harter* Konsensus) orientiert sich an ,,fixen* ASn.
Konsensus 2 (,,weicher* Konsensus) unterscheidet hydrophobe (b) von hydrophilen (1) ASn.

Der TPRL von P.tetraurelia zeigt gefolgt von T.pyriformis und T.gondii 2 die hochste Kon-
servierung gemall Konsensus 1. In der Gruppe der Plasmodien zeigen nur noch P.falciparum
und P. knowlesi je ein im Vergleich zu Glycin schwécher konserviertes Alanin (A826, A832),
P.falciparum hat zusitzlich ein im Vergleich zu Leucin schwicher konserviertes Isoleucin.
Dies erklért, weshalb in der ExPASy-Suche keine TPR-Motiv-Treffer mit Ausnahme der Para-
mecium AC gefunden wurden. Betrachtet man dagegen die Musterverteilung des Konsensus

2, so ist das TPR-Signaturmotiv deutlich in allen Isoenzymen wiederzuerkennen.

Auftillig ist das drei Aminosduren lange G/(K/Q/N/E)/W-Motiv (Kasten), welches sich bei
den Protozoen-ACn stets wiederfindet, bei den anderen TPRs jedoch kein Pendant besitzt. Es
ist das Verbindungsstiick, das die beiden Helices zueinander ausrichtet. Vom DNAstar-
Programm Protean werden in allen Protozoen-ACn o-helikale Bereiche in der Néhe dieses

Motivs vorhergesagt.

Die Experimente belegten, daB das Vorhandensein des TPRL in Verbindung mit dem
konservierten C-terminus filir die funktionelle 16sliche Expression der Adenylatcyclase not-
wendig ist. Die Verkiirzung des Plasmodium AC-GEIVYS-Konstrukts (4.4.1) auf K755 (64
ASn vor dem TPRL) und 1813 (6 ASn vor dem TPRL) fiihrten dazu, dal3 kein Protein mehr
16slich exprimierbar war. Mdglicherweise dient die Doméne der Homodimerisierung des
Enzyms und wenn diese nicht mehr vorhanden ist, fiihren freie, normalerweise durch den

TPRL verdeckte hydrophobe Regionen zur Proteinaggregation.
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5.1.2.3 Der C-Terminus
Die Protozoen-ACn besitzen einen konservierten C-Terminus mit zwei hochkonservierten

Motiven: DW an den Positionen vier und fiinf, sowie G, (Y/F), R an den Positionen sieben bis
neun. An Position 2 befindet sich ein konserviertes Prolin, an Position 14 ein konserviertes

Lysin.

.berg.
.know.
.yoel.
.falc.
.pyrif.
.tetrau.
.parv.
.gond.?2
.gond.3

nNnnonn

HH QWA YPo o d

Abb. 67: Der C-Terminus der Protozoen-ACn; T: hochkonservierte ASn; —: DW- und G/(Y/F)R-Motiv
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5.2 Topogievorschlag

Die diskutierten ACn unterscheiden sich in der grundlegenden Anordnung ihrer Struktur-
elemente nicht voneinander. Die beiden Hauptkomponenten finden sich in allen Isoformen
wieder (Membrananker und AC-Doméne).

Ein besonderes Problem ist die Anordnung der Domien innnerhalb einer Quartdrstruktur.
Kaliumkanéle sind normalerweise tetramer aufgebaut (31), die fiir die Katalyse verant-
wortlichen Bereiche bilden jedoch Dimere aus (103). Daher miissen sich unterhalb der tetra-
meren Kanaleinheit zwei dimere AC-Doménen befinden, die sehr eng mit Hilfe des ldngen-

konservierten Verbindungsstiicks zum Poreloop hin an der Struktur festgehalten werden.

Abb. 68: A: ein denkbares Modell fiir ein AC-Monomer, das einen tetrameren Kanal mit zwei dimeren
katalytischen Zentren ausbilden sollte (die einzelnen Strukturelemente sind farblich gesondert
hervorgehoben); B: das Modell des tetrameren lonenkanals, gebildet aus zwei liber die
katalytischen Bereiche dimerisierten Dimeren

Zunéchst mufl also eine Dimerbildung sowohl iiber die Transmembranpackungen als auch
iiber die katalytischen Bereiche stattfinden, worauf anschlieend zwei dieser Strukturen zu
einem Tetramer zusammenfinden sollten [vgl. auch (60)]. Moglicherweise fithren eine beson-
dere Anordnung der TM’s zueinander und das ,,Verschrinken* der katalytischen Bereiche zu
einer Uberforderung der Faltungsmaschinerie von Zellen, die nicht der Gruppe der Alveolata
angehoren. Damit konnte das Steckenbleiben des Proteins im endoplasmatischen Retikulum

bei heterologer Expression erkldrt werden (vgl. 4.7.3, S. 103).
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5.3 Eine mogliche Funktion des Enzyms?

Die kombinierte Struktur aus einem membranstindigen lonenkanal, der mit einer AC-Do-
méne verkniipft ist, 148t darauf schlieen, da das Protein auf abrupte Verdnderungen des

Ionenmilieus reagiert.

Bei der nativ aus Paramecien gereinigten AC war nicht zu unterscheiden, ob bereits eine
Veranderung des Membranpotentials oder der Ionenstrom selbst zur Aktivierung der AC und
cAMP-Produktion fiihrte (88). Experimente mit Paramecien und dem Ciliaten Tetrahymena
legten jedoch die Vermutung nahe, daB3 die Adenylatcyclase durch einen Kaliumausstrom

aktiviert wird (89, 90).

AuszuschlieBen ist vermutlich, da das Enzym beim Eindringen des Parasiten in den
Erythrozyten eine Rolle spielt. Bei der Ingestion entsteht kein direkter Kontakt mit dem
Hochkaliummilieu der Erythrozyte, der Erreger ist am Ende der Prozedur topologisch
vollstindig von der Auflenmembran der Blutzelle umschlossen, er stiilpt sie sich gleichsam
selbst liber (50). Wéhrend des Eindringens und des Wachstums beginnen in der Wirtszelle
verschiedene parasitengesteuerte Umbauprozesse, die nicht nur den Einbau von Fremdpro-
teinen wie beispielsweise Transportern in die Zellmembran umfassen. Das gesamte ionale
Milieu des Wirts wird verdndert und dem AuBenmedium zumindest beziiglich Na" und K"
gleich [5 bzw. 145,5 mM nach ca. 45 h; (92, 94)].

Nach einem anfinglichen leichten Schrumpfen der Wirtszelle nimmt das Volumen immer
mehr zu, gleichzeitig differenziert das Parasitenringstadium iiber den Trophozoiten zum
spaten Stadium, das nach ,,Platzen” des Erythrozyten freigesetzt wird.

Uber die ionalen Verhiltnisse der Vakuole, in der sich der Malariaerreger befindet, ist nichts
publiziert. Denkbar wire aber, da3 dort eine hohe Kaliumkonzentration herrscht und diese
sich bei der Ruptur der Erythrozytenmembran schlagartig verdiinnt. Moglicherweise fiihrt
dieser Kaliumverdiinnungsschock, analog zu den Experimenten mit Paramecium, zu einem
kurzen Kaliumausstrom aus dem Parasiten und zu einer Aktivierung der AC (88). Das
freigesetzte cAMP aktiviert nun Proteinenkinasen, die ihrerseits Phosphorylierungen an
Proteinen durchfithren und dem Parasiten ermoglichen, sich auf ein erneutes Eindringen in ein

anderes rotes Blutkorperchen vorzubereiten (56).
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6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Klonierung und Charakterisierung einer an einen
vermutlichen Ionenkanal gekoppelten Adenylatcyclase aus P.falciparum. Weiterhin wurde
versucht, eine Immunlokalisation dieses Enzyms durchzufiihren.

Ausgehend von der Sequenz der Paramecium AC wurde durch Homologieklonierung ein
Isogen aus T.pyriformis isoliert (10 Introns; ORF: 2940 bp, 979 ASn, 123,8 kD). Mit diesen
Sequenzinformationen gelang es, in einem genomischen P.falciparum-Contig kodierende AC-
Bereiche vorherzusagen und RT-PCRn durchzufiihren, um den vermuteten Leserahmen zu
bestétigen (21 Introns; ORF: 2655 bp, 884 ASn, 106,6 kD). Die DNA wurde wegen des
hohen AT-Gehalts (77%) mit Hilfe von iiberlappenden Primerpaaren in ,normaler*
Codonusage resynthetisiert und in Sf9-Zellen exprimiert. Analog der CyaB1-AC aus Ana-
baena sp. PCC 7120 wurde ein N-terminal HexaHis-,.getagtes* Konstrukt der katalytischen
Domine angefertigt, welches mit einer Ni’ " -NTA-Affinititssiule reinigbar war und charakter-
isiert wurde. Das Enzym war Mn’"-abhiingig und im Gegensatz zu Mammalia-ACn
unstimulierbar durch Forskolin. Mit einem affinitétsgereinigten Peptidantikdrper wurde durch
Immunlokalisation ein Signal in spdten Trophozoitenstadien erhalten. Die Laufstrecken von
zwei spezifisch detektierten Banden aus Plasmodien unterschieden sich jedoch von in Sf9-
Zellen exprimiertem Holoenzym, moglicherweise auf Grund von posttranslationalen Modi-

fikationen.

Es gelang, Sequenzen anderer Isoenzyme aus Datenbanken zu extrahieren. Sie stammen alle
aus Organismen der Gruppe der Alveolata und zeigen eine deutliche Konservierung des K-
kanaldhnlichen Bereichs und der AC-Domine. Inzwischen wurde die Sequenzierung des
P.falciparum-Genoms abgeschlossen und die Sequenzen der Chromsomen publiziert (Nature
419). Teile des vermuteten Ionenkanals und der katalytischen Domédne wurden mit Hilfe von
Programmen als AC-dhnliche Strukturen vorhergesagt, umfaf3ten jedoch nicht die vollstind-

ige Sequenz.
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7 Anhang

7.1 Datenbanksuchen zur Verifizierung der Proteinsequenzen der
Plasmodium AC und der Tetrahymena AC

7.1.1 TopPred2-Suche nach Transmembranspannen

Es wurde mit den Holoenzymsequenzen und TopPred2 gesucht (lhttp://bioweb.pasteur.fi/ |

seqganal/interfaces/toppred.html).

7.1.1.1 Tetrahymena AC

Tab. 30: TopPred2 fand acht transmembranére Elemente; links sind die Suchparameter wiedergegeben,

rechts die vorgeschlagenen Strukturen

Algorithm specific parameters

Found: 8 segments

Full window size : 21
Core window size : 11
Wedge window size: 5
Using hydrophobicity file: GES-scale
Cutoff for certain transmembrane segments: 1.00
Cutoff for putative transmembrane segments: 0.60

Critical distance between 2 transmembrane
segments: 2

Critical loop length: 60

Kingdom: eucaryote

Es ergeben sich Differenzen zur festgelegten Topologie:

Candidate membrane-spanning segments:
Helix Begin - End Score Certainity

1

0 N N R WL

146 - 166
182 - 202
206 - 226
376 - 396
429 - 449
527 - 547
602 - 622
760 - 780

1.265 Certain
1.601 Certain
1.429 Certain
1.997 Certain
0.769 Putative
2.199 Certain
0.614 Putative
0.624 Putative

Tab. 31: Vergleich der mit TopPred2 vorhergesagten Motive mit der Tetrahymena AC

TopPred2-Vorschlag Annotation in 4.9.3
146 — 166 TM1: 145 - 165
182 -202 TM2: 183 — 201
206 — 226 TM3: 206 — 226

n.d. TM4: 256 — 276

376 — 396 TMS5: 377 - 396
429 — 449 extrazell. Schleife
527547 TM6: 529 — 546
602 — 622 Poreloop: 595 — 615
760 — 780 katal. Doméne
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Die TMs 1-3, 5 und 6 werden mit einer guten ,,Trefferquote* vorhergesagt. Der Spannungs-
sensor (TM4) wird seiner Ladungen wegen nicht erkannt. Der von AS 602-622 vorhergesagte
Bereich entspricht Teilen des Kaliumselektivitétsfilters. Da diese Poreloopregion nach dem
Kristallstrukturmodell des KcsA-Kanals ein Stiick weit in die Membran eintaucht, erklart
sich, daB sie auf Grund hydrophober Eigenschaften gefunden wird. Die beiden weiteren

gefundenen Bereiche sind Teile einer extrazelluldren Schleife und der katalytischen Doméne.

7.1.1.2 Plasmodium AC

Tab. 32: Die TopPred2-Analyse sagte sieben transmembranare Elemente voraus; links sind die
Suchparameter wiedergegeben, rechts die vorgeschlagenen Bereiche

Algorithm specific parameters Found: 7 segments
Full window size : 21 Candidate membrane-spanning segments:
Core window size : 11 Helix Begin - End Score Certainity
Wedge window size: 5 1 74 - 94 0.705 Putative
Using hydrophobicity file: GES-scale 2 99 -119 1.520 Certain
Cutoff for certain transmembrane segments: 1.00 3 124 - 144 1.847 Certain
Cutoff for putative transmembrane segments: 0.60 4 242 - 262 1.774 Certain
Critical distance between 2 transmembrane 5 406 - 426 2.246 Certain
segments: 2 6 491-511  0.697 Putative
Critical loop length: 60 7 659-679  0.797 Putative
Kingdom: eucaryote

Das Ergebnis ist bis auf das Fehlen der extrazelluldren Schleife mit der Tetrahymena AC
vergleichbar:

Tab. 33: Vergleich der TopPred2-Vorraussage mit der Plasmodium AC

TopPred2-Vorschlag Annotation in 4.9.3
74 — 94 TMI1: 74 - 93
99 -119 T™M2: 103 - 121
124 — 144 TM3: 126 — 148
n.d. T™M4: 174 — 194
242 - 262 TMS: 242 - 261
406 — 426 TM6: 406 — 424
491 - 511 Poreloop : 487 — 507
659 - 679 katal. Doméne

Die TMs 1-3, 5 und 6 und ein Teil des Poreloops werden auch hier vorhergesagt. TM4 wird

nicht detektiert. Die siebte gefundene Struktur ist ein Teil der katalytischen Doméne.
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7.1.2 Protein-Protein-BLAST (NCBI)
Mit der Tetrahymena AC und der Plasmodium AC wurden BLAST-Suchen am NCBI
durchgefiihrt (November 2002; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

7.1.21 Tetrahymena AC

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value Organismus
gi|23509264 |ref |[NP_701931.1| (NC_004317) hypothetical prote... 191 4e-47 P.falciparum
gi|23484448|gb|EAA19773.1| (AABL01000268) hypothetical prot... 118 4e-25 P.yoelii
gi|16265216|ref |[NP_438008.1| (NC_003078) putative adenylate... 69 3e-10 S.meliloti
gi|23043645|gb|ZP_00074910.1| (NZ_AAAU01000095) hypothetica... 68 6e-10 T.erythraeum
gi|24215534 |ref |[NP_713015.1| (NC_004342) adenylate cyclase ... 68 6e-10 L.interrogans
9i|23039991|gb|ZP_00071530.1| (NZ_AAAU01000005) hypothetica... 67 2e-09 T.erythraeum
9i|23013499|gb|ZP_00053387.1| (NZ_AAAP01003744) hypothetica... 67 2e-09 M. magnetotac.
gi|24215985|ref |[NP_713466.1| (NC_004342) adenylate cyclase ... 66 3e-09 L.interrogans
gi|1169150|sp|P43524 |CYAA ANACY Adenylate cyclase (ATP pyro... 65 4e-09 A.cylindrica
gi|24217179|ref |[NP_714662.1| (NC_004343) adenylate cyclase ... 65 5e-09 L.interrogans
9i|23039680|gb|ZP_00071232.1| (NZ_AAAU01000003) hypothetica... 65 6e-09 T.erythraeum
gi|23043682|gb|ZP_00074939.1| (NZ_AAAU01000099) hypothetica... 65 7e-09 T.erythraeum
gi|22964234|gb|ZP_00011840.1| (NZ_AAAF01000001) hypothetica... 64 1le-08 R.palustris
gi|24215236|ref |[NP_712717.1| (NC_004342) Adenylate cyclase ... 64 1le-08 L.interrogans
9i|23125697|gb|ZP_00107619.1| (NZ_AABC01000134) hypothetica... 64 1le-08 N.punctiforme
gi|24215667|ref |[NP_713148.1| (NC_004342) adenylate cyclase ... 64 2e-08 L.interrogans
gi|17229758|ref |[NP_486306.1| (NC_003272) adenylate cyclase ... 62 3e-08 N.sp. PCC 7120
gi|23127008|gb|ZP_00108886.1| (NZ_AABC01000163) hypothetica... 62 5e-08 N.punctiforme
gi|15639476|ref |[NP_218926.1| (NC_000919) adenylate cyclase ... 62 5e-08 T.pallidum
gi|14209675|gb|AAK56849.1|AF292554_1 (AF292554) putative ad... 61 8e-08 T.roseopers.
9i|22999584 |gb|ZP_00043557.1| (NZ_AAAN01000154) hypothetica... 61 8e-08 Magnetoc.sp.
9i|22998280|gb|ZP_00042382.1| (NZ_AAAN01000025) hypothetica... 61 9e-08 Magnetoc.sp.
gi|19881021|gb|AAM00644.1| (AF480916) adenylate cyclase [Le... 60 le-07 L.pneumophila
gi|23000412|gb|ZP_00044344.1| (NZ_AAAN01000195) hypothetica... 60 1le-07 Magnetoc.sp.
gi|24215933 |ref |[NP_713414.1| (NC_004342) Adenylate cyclase ... 60 2e-07 L.interrogans
gi|24216542|ref |[NP_714023.1| (NC _004342) adenylate cyclase ... 59 3e-07 L.interrogans
gi|15965714 |ref [NP_386067.1| (NC_003047) PUTATIVE ADENYLATE... 59 4e-07 S.meliloti
gi|24217155|ref |[NP_714638.1| (NC _004343) adenylate cyclase ... 59 4e-07 L.interrogans
gi|22998786|gb|ZP_00042813.1| (NZ_AAAN01000100) hypothetica... 58 7e-07 Magnetoc.sp.
gi|15889837|ref |NP_355518.1| (NC_003062) AGR_C_4673p [Agrob... 58 8e-07 A.tumefaciens
gi|5737842|gb|AAD50121.1|AF153362_1 (AF153362) adenylyl cyc... 57 1le-06 D.discoideum
9i|22998867|gb|ZP_00042887.1| (NZ_AAAN01000107) hypothetica... 56 3e-06 Magnetoc.sp.
gi|1754640|dbj|BAAL13999.1| (D89624) adenylate cyclase [Anab... 55 6e-06 Anabaena sp.
gi|17229396|ref |[NP_485944.1| (NC_003272) adenylate cyclase ... 55 7e-06 N.sp. PCC 7120
gi|2575805|dbj |BAA22996.1| (D49530) adenylate cyclase [Spir... 54 2e-05 S.platensis
gi|16263053|ref |NP_435846.1| (NC_003037) Probable adenylate... 53 2e-05 S.meliloti
gi|15890956|ref |[NP_356628.1| (NC_003063) AGR_L_1679p [Agrob... 52  3e-05 A.tumefaciens
gi|23000780|gb|ZP_00044701.1| (NZ_AAAN01000206) hypothetica... 52  4e-05 Magnetoc.sp.
gi|16265162|ref |[NP_437954.1| (NC_003078) putative adenylate... 52 5e-05 S.meliloti
gi|21623552|dbj |BAC00918.1| (AB066096) adenylyl cyclase [My... 52 6e-05 M.xantus
gi|16330472|ref |[NP _441200.1| (NC _000911) adenylate cyclase ... 51 9e-05  Synechoc.sp.
9i|15966612|ref [NP_386965.1| (NC_003047) PUTATIVE ADENYLATE... 50 le-04 S.meliloti
gi|23042287|gb|ZP_00073685.1| (NZ_AAAU01000038) hypothetica... 49 3e-04 T.erythraeum
gi|24213693 |ref |[NP_711174.1| (NC_004342) Adenylate cyclase ... 49 5e-04 L.interrogans
gi|15598413 |ref |[NP_251907.1| (NC _002516) probable adenylate... 49 5e-04 P.aeroginosa
gi|22963767|gb|ZP_00011373.1| (NZ_AAAF01000001) hypothetica... 49 5e-04 R.palustris
gi|24213884|ref |[NP_711365.1| (NC _004342) adenylate cyclase ... 47 0.001 L.interrogans
9i|23109064|gb|ZP_00095259.1| (NZ_AAAV01000153) hypothetica... 47 0.002 N.aromaticiv.
9i|23001363|gb|ZP_00045270.1| (NZ_AAAN01000220) hypothetica... 46  0.003 Magnetoc.sp.
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gi|24212988|ref |[NP_710469.1| (NC_004342) adenylate cyclase

9i|23015233|gb|ZP_00055015.1| (NZ_AAAP01003850) hypothetica...
gi|23106061|gb|ZP_00092515.1| (NZ_AAAD01000091) hypothetica...

gi|22299953 |ref |[NP_683200.1| (NC_004113) adenylate cyclase
gi|15966204 |ref [NP_386557.1| (NC_003047) PUTATIVE ADENYLATE...
gi|95175|pir||B35266 adenylate cyclase (EC 4.6.1.1) - Rhizo...

gi|6014766|sp|P40137|CYAA STIAU ADENYLATE CYCLASE 1 (ATP PY...
gi|23013584 |gb|ZP_00053462.1| (NZ_AAAP01003754) hypothetica...

gi|15964012|ref |[NP_384365.1| (NC_003047) ADENYLATE CYCLASE
9i|23030048|gb|ZP_00068317.1| (NZ_AAAT01000053) hypothetica...
gi|17228613 |ref |[NP_485161.1| (NC_003272) adenylate cyclase
gi|24215344 |ref [NP_712825.1| (NC_004342) adenylate cyclase

gi|22955212|gb|ZP_00003013.1| (NZ_AAAY01000001) hypothetica...
gi|16263995|ref |[NP_436787.1| (NC_003078) putative adenylate...
gi|22962768|gb|ZP_00010374.1| (NZ_AAAF01000001) hypothetica...
9i|22999989|gb|ZP_00043939.1| (NZ_AAAN01000177) hypothetica...
gi|15888487|ref |NP_354168.1| (NC_003062) AGR_C_2127p [Agrob...
9i|22963180|gb|ZP_00010786.1| (NZ_AAAF01000001) hypothetica...
gi|7470942|pir||T17197 adenylate cyclase homolog - Spirulin...
9i|23011588|gb|ZP_00051904.1| (NZ_AAAP01003316) hypothetica...
gi|1754642|dbj|BAA14000.1| (D89625) adenylate cyclase [Anab...

gi|17232455|ref |[NP_489003.1| (NC_003272) adenylate cyclase

gi|9631400|ref|NP_048301.1| (NC_001993) ORF MSV230 hypothet...
gi|22963556|gb|ZP_00011162.1| (NZ_AAAF01000001) hypothetica...
gi|21616128|gb|AAM66143.1|AF299111_ 1 (AF299111) adenylyl cy...
gi|21228017|ref |NP_633939.1| (NC_003901) hypothetical senso...

gi|24212727|ref [NP_710208.1| (NC_004342) adenylate cyclase

gi|22971226|gb|ZP_00018206.1| (NZ_AAAH01000237) hypothetica...
gi|23127822|gb|ZP_00109683.1| (NZ_AABC01000174) hypothetica...
gi|15234599|ref |[NP_195422.1| (NM _119868) patatin, putative;...

gi|20466260|gb|AAM20447.1| (AY099596) patatin-like protein

9i|23002056|gb|ZP_00045802.1| (NZ_AAAN01000381) hypothetica...
gi|547858|sp|Q02510|LIP_STAEP Lipase precursor (Glycerol es...
gi|18996331|dbj |BAB85620.1| (AB031226) beta subunit of phot...
gi|18654149|gb|AAL77521.1|L80003 1 (L80003) guanylyl cyclas...
gi|23126551|gb|ZP_00108442.1| (NZ_AABC01000154) hypothetica...
gi|23041455|gb|ZP_00072909.1| (NZ_AAAU01000022) hypothetica...

gi|9628443|ref|NP_043293.1| (NC_001676) minor capsid protei...
gi|23612581|ref |[NP_704142.1| (NC_004328) hypothetical prote...
gi|15608459|ref |[NP_215835.1| (NC_000962) hypothetical prote...
gi|15840771|ref |NP_335808.1| (NC_002755) adenylate cyclase, ...
gi|15840772|ref |[NP_335809.1| (NC_002755) adenylate cyclase, ...
gi|20808379|ref |[NP_623550.1| (NC _003869) Membrane proteins

gi|23509840|ref |NP_702507.1| (NC_004317) hypothetical prote...
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Hier die ersten drei Treffer im Detail:

>gi|23509264 |ref |[NP_701931.1| (NC_004317) hypothetical protein [Plasmodium falciparum 3D7]
gi|23497106|gb|AAN36655.1|AE014816 40 (AE014816) hypothetical protein
[Plasmodium falciparum 3D7]

Length = 347

Score

191 bits (486), Expect = 4e-47

Identities = 127/394 (32%), Positives = 206/394 (52%), Gaps = 57/394 (14%)

Query: 595 IENAIVKIGTLLALGFGEAGSEIIAINMGRQGDVDPMIPGKKKCAIYGFCDIRNFTDATE 654
+E ++K+GTL+ LGFGEAG++II+ N+ Q V+ +I G+ +++ FCDIRNFT+ TE
Sbjct: 1 MEENLMKLGTLMLLGFGEAGAKIISKNINEQERVNLLINGEIVYSVFSFCDIRNFTEITE 60
Query: 655 VLQEDVMLFVNNIGDIVHTITDRFLGAANKNIGDAFLLVWRINEQKYS------- INDET 707
VL+E +M+F+N I +I+H D + G NKNIGDAFLLVW+ +++YS +
Sbjct: 61 VLKEKIMIFINLIAEIIHECCDFYGGTINKNIGDAFLLVWKYQKKEYSNKKMNMFKSPNN 120
Query: 708 NEISFSDQKYIQILSDFACLAFLRIQSQVNRVPKILAYRRDKRLQDRIENYKVKMGFGLH 767
N +S+++ I + D A L+ ++ ++ + KI + ++ + + I+N +++ FGLH
Sbjct: 121 NYDEYSEKENINRICDLAFLSTVQTLIKLRKSEKIHIFLNNENMDELIKNNILELSFGLH 180
Query: 768 MGWGIEGAIGSEFKIDASYLSPNVNMAARLEAATKQYGVPLLISSDLQAYFSPEMKSFTR 827
GW IEGAIGS +KID SYLS NVN+A+RL+ +K Y ++IS D S + KF
Sbjct: 181 FGWAIEGAIGSSYKIDLSYLSENVNIASRLODISKIYKNNIVISGDFYDNMSEKFKVF—238
Query: 828 YIDRVTVKGSIRPIGLYTVDMDVENLPPKKELDPNFSKYDIHSMNQVKKEEMKEYMELAL 887
D+ K + +++ L ++K D + +K K+Y+E
Sbjct: 239 --DDIKKKAERKKRKKEVLNLSY------- NLYEEYAKND--DIKFIKIHYPKDYLE--- 284
Query: 888 SNEEPWNADQFIKDTKDLALIFETRNEEFQKNFAVGFSKYIDGNWSESKNVLNAGLKMCP 947
F + Y+ G W+ESKN+L LK
Sbjct: 285 -----------mm - - QFKIALESYLIGKWNESKNILEY-LKRNN 312
Query: 948 --DDGPTRTILEVMGSHGYQAPSDWVGFRELTEK 979
+D + + + + APSDW G+R+ +K
Sbjct: 313 IFEDEILNQLWNFLSMNNFIAPSDWCGYRKFLQK 346
>gi|23484448|gb|EAAL19773.1| (AABL01000268) hypothetical protein [Plasmodium yoelii yoeliil

Length = 221

Score

118 bits (296), Expect = 4e-25

Identities = 64/173 (36%), Positives = 103/173 (58%), Gaps = 10/173 (5%)

Query: 661 MLFVNNIGDIVHTITDRFLGAANKNIGDAFLLVWR---------- INEQKYSINDETNEI 710
M+F+N + +I+H D + G+ NKNIGDAFLLVW+ ++ Q+Y T+
Sbjct: 1 MIFINLVAEITHECCDFYDGSINKNIGDAFLLVWKYKKNYCLNKNLSNQEYIKTGVTSYE 60
Query: 711 SFSDQKYIQILSDFACLAFLRIQSQVNRVPKILAYRRDKRLQDRIENYKVKMGFGLHMGW 770
+S++K I + D A L+ ++ ++ + KI + + +++ + + N +++ FGLH GW
Sbjct: 61 YYSEKKKINRICDLAFLSTIKTLIKLKQSEKIRTFLKSEKIDELVNNNIIELSFGLHFGW 120
Query: 771 GIEGAIGSEFKIDASYLSPNVNMAARLEAATKQYGVPLLISSDLQAYFSPEMK 823
IEGAIGS +KID SYLS NVN+A+RL+ +K Y  ++IS D S K
Sbjct: 121 AIEGAIGSRYKIDLSYLSENVNIASRLQODISKIYKSNIIISGDFYDNMSENFK 173
>gi| 16265216 |ref |NP_438008.1| (NC_003078) putative adenylate cyclase protein
[Sinorhizobium meliloti]
gi|15141356 |emb|CAC49868.1 | (AL603647) putative adenylate cyclase protein

[Sinorhizobium meliloti]

Length = 649

Score

=6

8.9 bits (167), Expect = 3e-10

Identities = 57/208 (27%), Positives = 96/208 (45%), Gaps = 30/208 (14%)

Query:

Sbjct:

634

403

GKKKCAIYGFCDIRNFTDATEVLQEDVMLFVNNIGDIVHTITDRFL- - -GAANKNIGDAF 690
G+++ FCD+R FT +E +++4D I ++ +++ L G +K IGD
GERRTLTVLFCDVRGFTTISEDMKDDPEGLTTLINRLLTPLSEAVLNRRGTIDKYIGDCL 462
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Query: 691 LLVWRINEQKYSINDETNEISFSDQKYIQILSDFACL-AFLRIQSQ-VNRVPKILAYRRD
+ W + D+ + + Q +L+ L A L+ +++ R PK L
Sbjct: 463 MAFWN------ APLDDPDHAVHAVQAARDMLTALGDLNAELQAEAKAAGRPPKAL-----
Query: 749 KRLQDRIENYKVKMGFGLHMGWGIEGAIGSEFKIDASYLSPNVNMAARLEAATKQYGVPL
++G G++ G + G +GS + D S L VN+A+RLE A+K YGVPL
Sbjct: 512 ----------- RIGIGINTGECVVGNMGSARRFDYSALGDAVNLASRLEGASKDYGVPL
Query: 809 LISSDLQAYFSPEMKSFTRYIDRVTVKG 836
L+ + K +DR+TVKG
Sbjct: 560 LLGERTATLAA--RKFAVAELDRITVKG 585

748

511

808

559

Bei dem ersten Treffer handelt es sich um eine errechnete Proteinstruktur von P.falciparum,

wie sie als gene chrl4 1.phat 41 beschrieben ist (7.1.4). Die zweite Struktur umfasst von AS

1-173 einen Teil des katalytischen Bereichs der P.yoelii yoelii AC (AS 555-727), danach

schlieft eine falsch vorhergesagte Sequenz an (IQNEKTINKFDIIGSTSNSDRKMTKIIEKI

ILLNKFNFRCFLSIFIDF).

7.1.2.2 Plasmodium AC

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value Organismus
gi|23509264 |ref |[NP_701931.1| (NC_004317) hypothetical prote... 557 e-157 P.falciparum
gi|23484448|gb|EAA19773.1| (AABL01000268) hypothetical prot... 227 5e-58 P.yoelii
gi|15639476|ref |[NP_218926.1| (NC _000919) adenylate cyclase 75 4e-12 T.pallidum
gi|24215236|ref |[NP_712717.1| (NC_004342) Adenylate cyclase 72  3e-11 L.interrogans
gi|23043682|gb|ZP_00074939.1| (NZ_AAAU01000099) hypothetica... 71  5e-11 T.erythraeum
gi|24215933 |ref |[NP_713414.1| (NC_004342) Adenylate cyclase 71  7e-11 L.interrogans
gi|24215344 |ref |[NP_712825.1| (NC_004342) adenylate cyclase 63 2e-08 L.interrogans
gi|1169150|sp|P43524 |CYAA ANACY Adenylate cyclase (ATP pyro... 63 2e-08 A.cylindrica
gi|22998786|gb|ZP_00042813.1| (NZ_AAAN01000100) hypothetica... 62 5e-08 Magnetoc.sp.
9i|23125697|gb|ZP_00107619.1| (NZ_AABC01000134) hypothetica... 60 1le-07 N.punctiforme
gi|17229758 |ref |[NP_486306.1| (NC_003272) adenylate cyclase 60 2e-07 N.sp. PCC 7120
gi|23127008|gb|ZP_00108886.1| (NZ_AABC01000163) hypothetica... 60 2e-07 N.punctiforme
gi|23043645|gb|ZP_00074910.1| (NZ_AAAU01000095) hypothetica... 59 2e-07 T.erythraeum
gi|24215985|ref |[NP_713466.1| (NC _004342) adenylate cyclase 59 3e-07 L.interrogans
gi|23132571|gb|ZP_00114356.1| (NZ_AAAX01000001) hypothetica... 58 6e-07 P.marinus
gi|24215534|ref |[NP_713015.1| (NC _004342) adenylate cyclase 58 7e-07 L.interrogans
9i|23015233|gb|ZP_00055015.1| (NZ_AAAP01003850) hypothetica... 57 1le-06 M. magnetotac.
gi|24215667|ref |[NP_713148.1| (NC _004342) adenylate cyclase 57 2e-06 L.interrogans
9i|22998280|gb|ZP_00042382.1| (NZ_AAAN01000025) hypothetica... 56 3e-06 Magnetoc.sp.
gi|1754640|dbj|BAAL13999.1| (D89624) adenylate cyclase [Anab... 55 4e-06 Anabaena sp.
gi|17229396 |ref |[NP_485944.1| (NC_003272) adenylate cyclase 55 4e-06 N.sp. PCC 7120
gi|22998867|gb|ZP_00042887.1| (NZ_AAAN01000107) hypothetica... 55 4e-06 Magnetoc.sp.
9i|23039680|gb|ZP_00071232.1| (NZ_AAAU01000003) hypothetica... 55 6e-06 T.erythraeum
gi|6166050|sp|P40138|CYAB STIAU Adenylate cyclase 2 (ATP py... 55 6e-06 S.aurantiaca
gi|15966612|ref [NP_386965.1| (NC_003047) PUTATIVE ADENYLATE... 54 8e-06 S.meliloti
gi|19881021|gb|AAM00644.1| (AF480916) adenylate cyclase [Le... 54 le-05 L.pneumophila
gi|16265216|ref |[NP_438008.1| (NC _003078) putative adenylate... 54 1le-05 S.meliloti
gi|16265162|ref |[NP_437954.1| (NC_003078) putative adenylate... 54 1le-05 S.meliloti
9i|23000412|gb|ZP_00044344.1| (NZ_AAAN01000195) hypothetica... 54 1le-05 Magnetoc.sp.
gi|24213693|ref |[NP_711174.1| (NC _004342) Adenylate cyclase 54 2e-05 L.interrogans
gi|23013584 |gb|ZP_00053462.1| (NZ_AAAP01003754) hypothetica... 53 2e-05 M. magnetotac.
gi|24217179|ref |[NP_714662.1| (NC _004343) adenylate cyclase 53 2e-05 L.interrogans
9i|15966204 |ref |[NP_386557.1| (NC_003047) PUTATIVE ADENYLATE... 52 3e-05 S.meliloti
gi|24212727|ref |[NP_710208.1| (NC 004342) adenylate cyclase 52  4e-05 L.interrogans
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gi|22964234|gb|ZP_00011840.1| (NZ_AAAF01000001
gi|23039991|gb|2ZP_00071530.1| (NZ_AAAU01000005
gi|23013499|gb|ZP_00053387.1] (

gi|22999989|gb|ZP_00043939.1| (NZ_AAAN01000177
gi|14209675|gb|AAK56849.1|AF292554 1 (AF292554

gi|15890956|ref |[NP_356628.1| (NC_003063) AGR_L_1679p [Agrob...

gi|24216542|ref [NP_714023.1| (NC_004342) adenylate cyclase

gi|15889837|ref |NP_355518.1| (NC_003062) AGR_C_4673p [Agrob...
gi|22963767|gb|ZP_00011373.1| (NZ_AAAF01000001) hypothetica...
gi|2575805|dbj |BAA22996.1| (D49530) adenylate cyclase [Spir...
9i|22999584 |gb|ZP_00043557.1| (NZ_AAAN01000154) hypothetica...
gi|6014766|sp|P40137|CYAA STIAU ADENYLATE CYCLASE 1 (ATP PY...

gi|15965714 |ref [NP_386067.1| (NC_003047) PUTATIVE ADENYLATE...
gi|95175|pir||B35266 adenylate cyclase (EC 4.6.1.1) - Rhizo...
gi|15964012|ref |[NP_384365.1| (NC_003047) ADENYLATE CYCLASE
gi|17228613 |ref |[NP_485161.1| (NC_003272) adenylate cyclase

gi|5737842|gb|AAD50121.1|AF153362_1 (AF153362) adenylyl cyc...
9i|23001363|gb|ZP_00045270.1| (NZ_AAAN01000220) hypothetica...

gi|17232455|ref |[NP_489003.1| (NC_003272) adenylate cyclase

gi|1754642|dbj|BAA14000.1| (D89625) adenylate cyclase [Anab...
gi|23109064|gb|ZP_00095259.1| (NZ_AAAV01000153) hypothetica...
gi|22955212|gb|ZP_00003013.1| (NZ_AAAY01000001) hypothetica...
gi|22971226|gb|ZP_00018206.1| (NZ_AAAH01000237) hypothetica...
gi|16263020|ref |NP_435813.1| (NC_003037) Probable adenylate...
gi|23126551|gb|ZP_00108442.1| (NZ_AABC01000154) hypothetica...
gi|7470942|pir||T17197 adenylate cyclase homolog - Spirulin...

gi|22299953 |ref |[NP_683200.1| (NC_004113) adenylate cyclase

gi|13472842|ref |[NP_104409.1| (NC _002678) contains partial s...
gi|22998771|gb|ZP_00042799.1| (NZ_AAAN01000099) hypothetica...
gi|23484447|gb|EAA19772.1| (AABL01000268) hypothetical prot...

gi|23106061|gb|ZP_00092515.1| (NZ_AAAD01000091

)
gi|23042287|gb|ZP_00073685.1| (NZ_AAAU01000038) hypothetica...
)

gi|22973339|gb|ZP_00020062.1| (NZ AAAH01000494

9i|23000780|gb|ZP_00044701.1| (NZ_AAAN01000206) hypothetica...

gi|24213884 |ref |NP_711365.1| (NC_004342) adenylate cyclase

gi|22955691|gb|ZP_00003492.1| (NZ_AAAY01000001) hypothetica...
gi|15598413|ref |NP_251907.1| (NC_002516) probable adenylate...
gi|23041455|gb|ZP_00072909.1| (NZ_AAAU01000022) hypothetica...

gi|24212988|ref |[NP_710469.1| (NC_004342) adenylate cyclase
gi|17228238|ref |[NP_484786.1| (NC_003272) adenylate cyclase
gi|24217155|ref |[NP_714638.1| (NC_004343) adenylate cyclase

gi|21623552|dbj |BAC00918.1| (AB066096) adenylyl cyclase [My...

gi|13473854 |ref |NP_105422.1| (NC_002678) adenylate cyclase

9i|23011588|gb|ZP_00051904.1| (NZ_AAAP01003316) hypothetica...
9i|23039579|gb|ZP_00071137.1| (NZ_AAAU01000002) hypothetica...
gi|11067413|ref |NP_067716.1| (NM_021684) soluble adenylyl c...
gi|2126564|pir||I39623 probable adenylate cyclase (EC 4.6.1...
gi|22963556|gb|ZP_00011162.1| (NZ_AAAF01000001) hypothetica...

gi|13472852|ref |[NP_104419.1| (NC_002678) adenylate cyclase

gi|22963180|gb|ZP_00010786.1| (NZ_AAAF01000001) hypothetica...
gi|23002056|gb|ZP_00045802.1| (NZ_AAAN01000381) hypothetica...
gi|15964342|ref [NP_384695.1| (NC_003047) PUTATIVE ADENYLATE...

gi|15383934|gb|AAK96045.1|AF299350_1 (AF299350) testicular

gi|8923844 |ref|NP_060887.1| (NM_018417) soluble adenylyl cy...

hypothetica...
hypothetica...

)

)
NZ_AAAP01003744) hypothetica...

) hypothetica...

)

putative ad...

hypothetica. ..

hypothetica. ..

52
52
51
50
50
50
48
48
48
47
47
47
47
47
47
46
46
46
45
45
45
45
44
44
44
43
42
42
42
42
42
42
42
42
41
41
41
39
39
39
38
38
38
37
37
36
36
36
35
35
35
35
34
34

4e-05
5e-05
7e-05
le-04
le-04
2e-04
6e-04
7e-04
7e-04
9e-04
.001
.001
.001
.002
.002
.002
.003
.003
.004
.004
.006
.006
.009
.010
.012
.024
.029
.033
.037
.037
.047
.049
.052
.054
.071
.079
.089
.28

.35

.41

.65

.70

.84

W 0 B W W w w NDNPFPF P O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O o o o o o

O U1y 9 B W W W o v

R.palustris
T.erythraeum
M.magnetotac.
Magnetoc.sp.
.roseopers.
.tumefaciens
.interrogans
.tumefaciens

.palustris

n ™ P oA

.platensis
Magnetoc.sp.
.aurantiaca
.meliloti
.meliloti
.meliloti
.sp. PCC 7120
.dicoideum

U 2 nh ™ n ©n

Magnetoc.sp.
N.sp. PCC 7120
Anabaena sp.
.aromaticiv.
.europaea
.aurantiacus
.meliloti
.punctiforme
.platensis
.elongatus
.loti

2 Hn 2 n a2 2

Magnetoc.sp.
P.yoelii
A.vinelandii
T.erythraeum
C.aurantiacus
Magnetoc.sp.
.interrogans
.europaea
.aeroginosa
.erythraeum
.interrogans
.sp. PCC 7120
.interrogans
.xanthus
loti
.magnetotac.
.erythraeum
.norvegicus*
.variabilis
.palustris
.meliloti

™ n ™ P W d R 222402

.palustris
Magnetoc.sp.
S.meliloti
H.sapiens*
H.sapiens*

(Bei den mit * markierten Treffern handelt es sich um 16sliche ACn vom Testestyp.)
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Die ersten beiden Treffer entsprechen der Suche mit der Tetrahymena AC, der dritte ist hier

im Detail wiedergegeben:

>gi| 15639476 |ref |NP_218926.1| (NC_000919) adenylate cyclase [Treponema pallidum]
gi|7520886|pir||C71320 probable adenylate cyclase - syphilis spirochete
gi|3322767|gb|AACE5466.1 (AE001224) adenylate cyclase [Treponema pallidum]

Length = 614

Score = 75.1 bits (183), Expect = 4e-12
Identities = 62/242 (25%), Positives = 118/242 (48%), Gaps = 35/242 (14%)

Query: 504 EAGAKIISKNINEQE-RVNLLINGEIVYSVFSFCDIRNFTEITEVL-KEKIMIFINLIAE 561
EA K ++++I E+ + L + GE + F D+R+FTE++E L E ++ F+N
Sbjct: 364 EAFGKFVNRDIAEKAMKGELALGGERKTATIFFSDVRSFTEMSEKLPPEDVVEFLNEYMS 423

Query: 562 IIHECCDFYGGTINKNIGDAFLLVWKYQKKEYSNKKMNMFKSPNNNYDEYSEKENINRIC 621
+ +C + GG ++K IGDA + +W S +
Sbjct: 424 CMVDCIEQTGGVVDKFIGDAIMAIWGAPVSLGSAR---------------—--—-————-—- 458

Query: 622 DLAFLSTVQTLIKLRKSEKIHIFLNNENMDELIKNNILELSFGLHFGWAIEGAIGSSYKI 681
L L ++4+ + +R+S + NE K I + G++ G + G IGSS ++
Sbjct: 459 -LDALQSMKAVFLMRES----LIQLNEKRVACSKPRI-GIGCGVNTGSCVAGQIGSSKRM 512

Query: 682 DLSYLSENVNIASRLQODISKIYKNNIVISGDFYDNMSEKFKNSLRKIDRVTLKGCRNPLN 741

+ + + + VN ASR++ ++K + + +IS + Y+ + + + K+ +T+KG R PLN
Sbjct: 513 EYTVIGDAVNTASRIEALNKPFGTDFLISENTYELVKDML--IVEKMPPITVKGKREPLN 570
Query: 742 LY 743

+Y
Sbjct: 571 VY 572

Sowie der Treffer der 16slichen Rattenhoden-AC (21):

>gi|11067413 |ref [NP_067716.1| [LocusLink info] (NM_021684) soluble adenylyl cyclase [Rattus

norvegicus]
gi|7513905|pir]||T17201 adenylate cyclase (EC 4.6.1.1), cytosolic - rat
gi|4140400|gb|AAD04035.1] [LocusLink info] (AF081941) soluble adenylyl cyclase [Rattus
norvegicus]

Length = 1608

Score = 36.2 bits (82), Expect = 1.7,
Identities = 24/73 (32%), Positives = 34/73 (45%), Gaps = 9/73 (12%)

Query: 532 VFSFCDIRNFTEITEVLK--------- EKIMIFINLIAEITHECCDFYGGTINKNIGDAF 582
V F DI FT +TE E+++ +N I E +GG I K GDA
Sbjct: 42 VLMFVDISGFTAMTEKFSTAMYMDRGAEQLVEILNYYISAIVEKVLIFGGDILKFAGDAL 101

Query: 583 LLVWKYQKKEYSN 595
L +WK ++K+ N
Sbjct: 102 LALWKVERKQLKN 114
Eine Suche mit der Plasmodium AC in plasmodienspezifischen Datenbanken belegt, da3 auch
P.falciparum eine AC des Rattenhodentyps auf Chromosom 8§ besitzt [Mal8P1.150, Genbank

ACC: NP_704518; (58)].
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7.1.3 Suche in Sequenzmotiv-Datenbanken (ExPASy-Prosite Motif Scan)

Analog zur Suche, die Dr. K. Hambach mit der Sequenz der Paramecium AC iiber EMBL-
Heidelberg durchgefiihrt hatte (25), wurde eine SMART-Suche, die auch eine Pfam-Suche
beinhaltet, mit der Plasmodium AC durchgefiihrt (Juli 2002). Der einzige Treffer bezog sich
auf die katalytische Doméne der AC. Eine erneute Suche mit der Paramecium AC brachte ein
vergleichbares Ergebnis, die Ionentransfereinheit und der TPRL-Bereich wurden genauso-

wenig gefunden, wie die damals angezeigte Superoxiddismutase. Es bestand noch die Mog-

lichkeit die Pfam-Suche direkt iiber das Sanger-Center laufen zu lassen (ttp://www.sanger. |

fic.uk/Software/Pfam/). Es zeigte sich, daB in der neuen Programmversion 7.0 zwar 320 neue

Proteinfamilien aufgenommen wurden, dafiir aber auch 33 Stiick geloscht worden sind. Dies

mag das differierende Suchergebnis erkléren.

Die Suche mit dem ExPASy-Programm Motif Scan (Prosite-Database) {http:/hits.isb-sib.ch/ |
£ei-bin/PFSCAN]| [Als Quelle wurden alle Datenbanken ausgewihlt: The Prosite profiles

including the pre-released ones, The Prosite patterns, Prosite patterns that match very fre-
quently (low specificity!), The Pfam collection of hidden Markov models; weekly update un-
verdndert.]} ermdglichte es, dal die beschriebenen Motive der Paramecium AC wieder-
erkannt wurden.

Mit diesem Programm wurden daher die nachfolgenden Sequenzen untersucht und folgende

Ergebnisse erhalten.

7.1.3.1 Plasmodium AC
1. Pfam collection of hidden Markov models:

GUANYLATE CYC, Adenylate and Guanylate cyclase catalytic domain:
pos.: 528-747: raw-score = -5.5, N-score = 12.247, E-value = 1.2¢-05;

2. Prosite profiles:

GUANYLATE CYCLASES 2, Guanylate cyclases profile:
pos.: 532-697: raw-score = 710, N-score = 13.791, E-value = 2.1e-06.

Als weiterhin signifikant wurden eine isoleucinreiche Region
(pos.: 364-420: raw-score = 57, N-score = 9.538, E-value = 0.021)

und eine phenylalaninreiche Region
(pos.: 70-159: raw-score = 85, N-score = 13.760, E-value = 2.1e-06)

eingestuft.

Da weder der Ionenkanal, noch das TPR-Motiv detektiert wurden, sind folgende anschlie3-

ende Suchen durchgefiihrt worden.
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7.1.3.2 AC-Isoformen der Spezies Plasmodium

7.1.3.2.1 P.yoelii yoelii AC
Prosite profiles:

a) NLS BP, Bipartite nuclear localization signal:
pos.: 777-794: raw-score = 3, N-score = 3.000, E-value = 2.1e+04

b) ILE_RICH, Isoleucine-rich region:
pos.: 392-440: raw-score = 41, N-score = 7.211, E-value = 2.1

c) GUANYLATE CYCLASES 2, Guanylate cyclases profile:
pos.: 534-702 : raw-score = 691, N-score = 13.431, E-value = 2.1e-06

7.1.3.2.2 P.knowlesi AC
Prosite profiles:

GUANYLATE CYCLASES 2, Guanylate cyclases profile:
pos.: 533-703: raw-score = 676, N-score = 13.147, E-value = 2.1e-06;
pos.: 1423-1593: raw-score = 676, N-score = 13.147, E-value = 2.1e-06

In beiden AC-Isoformen wurde ausschlieBlich die katalytische Doméne gefunden.

7.1.3.3 Tetrahymena AC
1. Pfam collection of hidden Markov models:

a) HLYC: RTX toxin acyltransferase family:
pos.: 176-299: raw-score = -113.0, N-core = 6.428, E-value = 7.9

b) PATCHED: Patched family:
pos.: 955-1562: raw-score = -573.0, N-score = 6.362, E-value = 9.2

¢) GUANYLATE CYC: Adenylate and Guanylate cyclase catalytic domain:
pos.: 630-842: raw-score = -31.4, N-score = 10.469, E-value = 0.00072

d) ION_TRANS: Ion transport protein:
pos.: 183-498: raw-score = -14.0, N-score = 6.372, E-value =9

2. Prosite Profiles:

a) CATION_CHANNEL TM: Cation channels, 6TM region (non-ligand gated):
pos.: 149-274: raw-score = 452, N-score = 6.827, E-value = 21; pos.: 1128-1253:
raw-score = 452, N-score = 6.827, E-value = 21

b) GUANYLATE CYCLASES 2: Guanylate cyclases profile:
pos.: 640-798, raw-score = 591, N-score = 11.538, E-value = 0.00021;
pos.: 1619-1777: raw-score = 591, N-score = 11.538, E-value = 0.00021

Von der Tetrahymena AC wird der lonenkanal detektiert, das TPR-Motiv nicht.
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7.1.4 Suche in plasmodienspezifischen Datenbanken (PlasmoDB-Suche)

Uber den PlasmoDB-Server (Datenbank fiir Plasmodiengenomprojekte, http://www.plasmo

wurde eine Suche mit der Plasmodium AC durchgefiihrt.

Es finden sich zwei Verweise auf postulierte Genstrukturen. Sie wurden durch Genefinder
und FullPhat errechnet (2, 85). Die erste Struktur (gene chr14 1.phat 41) umfaB3t N-terminal
bis auf zwei ASn den gesamten Poreloopbereich sowie Teile der katalytischen Domine. Drei
Transmembrandoméinen werden vorausgesagt. Der zweite Vorschlag (gene chrl4 1.gen 734)
umfasst TM4, PraeTMS5, TMS5 und den Beginn der TM6, sowie etwas andere Teile der kata-
lytischen Doméne. Sechs Transmembrandoméinen werden vermutet. Fiir jedes der postulierten
Gene wurde eine 29%ige Ahnlichkeit zur T.pallidum-AC angegeben und auf zwei CDD-
Eintrdge verwiesen (gnl|CDD|778, pfam00211, guanylate cyc und gnl|CDDJ|37, smart 00044,
CYCc), welche die Verwandschaft zu ACn belegen.

gene chrl4 1.phat 41:

MEENLMKLGTLMLLG |15 FGEAGAKIISKNINEQERVNLLINGEIVYSVFSFCDIRNFTEITEVLKEK|16|II
IFINLIAETTHECCDFYGGTINKNIGDAFLLVWKYQKKEYSNKKMNMFKSPNNNYDEYSEKENINRICDLAFLST]

VQTLIKLRK|17|SEKIHIFLNNENMDELIKNNILELSFGLHFGWAIEGAIGSSYKIDLSYLSENVNIASRLQDI
SKIYKNNIVISGDFYDNMSEKFK|18|20|VFDDIKKKAERKKRKKEVLNLSYN|21|LYEEYAKNDDIKFIKIH
YPKDYLEQFKIALESYLIGKWNESKNILEYLKRNNIFEDEILNQLWNFLSMNNFIAPSDWCGYRKFLQKS

(347 AS)

gene chrl4 1.gen 734:

MPEPKQIYANNIFDNDKLKRFFLKYRSKEKVLYSFTSEN|1|DIINEEKRKSKNNLC| |4 | ILYTWKKIDKDNII
YLIQLFKSLRIIKIYRFVINFIKKHTKEKYKHRNEWN | 5 | FEKMESMKNRPLK | 6 | ESLKFTNKMHLALIKRYFM
SLIFIMLSYIMIETI |7 |IYISKESKSPMNYFIYNLDL |8 |IVFDEFYETEFLKALYFYS|9| |VYIKREIKYYIY
IYIYTYRTTKIK| |9 |AIQKNKRDEEYLISIKSKRKLKNFINKKEIDISGINYLLWDFTNLSH |10 | NDLLKEFVT
PSSANQNVEEEIILDHTIKNIN|11|ELRYFETKIYESKDFIFHINIKRYIERTIKNIIILKIFIII|12| |VNI
KQIEKKNIYI| |13 |SNPTLALEMQEELLNHELKNILINTKLKR |14 |KSIKENYEILKMEENLMKLGTLMLLG |
s gel AN Ve N o) A NIAMINGE I VY SVFSFCDIRNFTEITEVLKEK | 16 | IMIFINLIAEI IHECCDF]
YGGTINKNIGDAFLLVWKYQKKEYSNKKMNMFKSPNNNYDEYSEKENINRICDLAFLSTVQTLIKLRK |17 | SEK]
IHIFLNNENMDELIKNNILELSFGLHFGWAIEGAIGSSYKIDLSYLSENVNIASRLODISKIYKNNIVISGDFYD
INMSEKFK |18 |21 | LYEEYAKNDDIKFIKIHYPKDYLEQFKIALESYLIGKWNESKNILEYLKRNNIEFDEILNQ
LWNFLSMNNF IAPSDWCGYRKFLQKS
(708 AS)

Abb. 69: Die von Genefinder und FullPhat vorhergesagten Gene [unterstrichen: vorhergesagte
Transmembranspannen; fett: falsch vorhergesagte Bereiche; senkrechte Striche: berechnete
Intron-/ Exongrenzen; Bezifferungen: experimentell bestéatigte Introns; kursiv: Poreloopbereich;
grau: TM4, Pra-TM5, TM5 und Beginn der TM6; EITI/G 1= : Teile der katalytischen Domine]

Keine der Strukturen gibt die mit RT-PCR ermittelten Daten vollstindig wieder. Der K-

kanaldhnliche Bereich wurde nicht erkannt.
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7.2 Ein weiteres Isoenzym aus Plasmodium vivax

Bei einer nachtriglich durchgefiihrten Suche mit der Plasmodium-AC in einer P.vivax-

spezifischen Datenbank (http:/tigrblast.tigr.org/er-blast/index.cgi?project=pval ] wurden zwei

genomische Contigs mit dhnlichen Sequenzen zum beschriebenen AC-Typ gefunden. Die
Sequenzen iiberlappen nicht miteinander, enthalten jedoch einen vollstdndigen vergleichbaren

Leserahmen.

) Contig 401788 76 (11104 bp)

Die kodierenden Bereiche wurden wie folgt festgelegt (reverse complement):

1. Exon: bp 5515-5631, 2. Exon: bp 5984-6040, 3. Exon: bp 6217-6321, 4. Exon: bp
6470-6669, 5. Exon: bp 6836-6986, 6. Exon: bp 7113-7154, 7. Exon: bp 7290-7388, 8.
Exon: bp 7518-7576, 9. Exon: bp 7710-7767, 10. Exon: bp 7870-8010, 11. Exon: bp
8161-8251, 12. Exon: bp 8446-8570, 13. Exon: bp 8679-8770, 14. Exon: bp 8877-
8963, 15. Exon: bp 9067-9143, 16. Exon: bp 9361-9512, 17. Exon: bp 9647-9919, 18.
Exon: bp 10095-10349, 19. Exon: bp 10640-10726, 20. Exon: bp 10884-10949

1) Contig 401787 37 (6532 bp)
Die kodierenden Bereiche wurden wie folgt festgelegt (reverse complement):

1. Exon: bp 49-120, 2. Exon: bp 264-527 (Stop)

MPDLKHIYAKEILPNEKLKRYFLKCRSKEKVLYSFTSDNEITNGERKYDDEVEISKYEGLHSNAR 65
TRLANLLYLLYLFFVIFSKDVFYFLLEKKHDTLSDYLIILLILTCCVEVMINFLTRKTYTCYFMF 130

FEIVSLVSLCFDLYFCECYLFDWFDSYVKRINRISDVGSEDVFYLINLVKALRVTKIYRLITICFV 195

GRHTKEKYKHRNEWNFEKMESMONRTNLKESLKFTNKMHLALIKRYFMSLFFVMLSCILIETVSV 260

PKVONNSMEYFIYNLDLISLEDYYESELLKALYFYTKIQKEKGAEEYLVSFKSKRKLONFVNKKE 325
LTVGTQKRTLWDFAHLSHKELLKFISMSPPSGGDDEEEVILSGTIKDLNSLRRYETKVYQSAEFT 390
FYINVOKNVKKRIKNVVLLKILVIVFSFIILFYFTSELNVLLFPIESILKKLKLMKSNPTLALEM 455

QEELLNHELDNILRNTKMKRKGIKONYEILKMEENLMKLGTLMLLGFGEAGAKIISKNINAQERV 520

NLLVNGEVVYSVESFCDIRNFTEITEVLKEKIMIFINLVAETITHDCCDFYGGSINKNIGDAFLLV 585

WKCKKRDFHNERISLLTSKYHVPGGGNRGEISEGACINRVCDLAFLATVKTLIRLHESEKIRSFEFL 650

KSEKIHELVGSNVIELSFGLHFGWAIEGAIGSSYKIDLSYLSENVNIASRLODISKTYKRNVVIS 715

GEFYDNMSEGFKKSLRRIDRVTLKGCGNPLDLYTFDIRLDKIPKKKNVEAFDVARNVDIKMVKIL 780

NDIKQKTERRRRKKEVLNLAYDLYEEYSKSEDIKSIQMNFPEEYLRLEGNALELYLGGDWRESHR 845

LLEHLRGNFSCEDDIVCQLGDFLRASNLTAPSDWGGFRRFLOKS . 889

entsprechend unterstrichen
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