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ZUSAMMENFASSUNG I

Zusammenfassung

Unc-93 ist eines von 130 Unc-Proteinen des Nematoden C. elegans, die alle am
Zustandekommen der Schlingelbewegung, mit der sich das Tier fortbewegt, beteiligt sind.
Mutation oder Deletion eines der zugehdrigen Gene fiithrt zu einer unkoordinierten (engl.:
uncoordinated) Fortbewegung, dem Unc-Phénotyp, und im schlimmsten Fall zu einer volligen
Lahmung. Wihrend es sich bei einigen Unc-Proteinen um Strukturproteine der Muskelzellen
handelt oder um solche, die fiir die Ubertragung von Aktionspotentialen von einer
Nervenzelle zur nichsten zustdandig sind, kommt Unc-93 im Komplex mit Sup-10 und Sup-9,
einem vermeintlichen zweiporigen K'-Kanal, eine Rolle bei der Kopplung von
Muskelanregung und Kontraktion an der neuromuskuldren Endplatte zu. Eine Mutation in
einem dieser drei Proteine hat einen Gummiband-Phinotyp zur Folge, das bedeutet, der
Nematode reagiert auf eine Berlihrung am Kopf mit einer wiederholten Kontraktion und
Relaxation aller Korperlingsmuskelzellen, durch die eine Riickwirtsfluchtbewegung
unmdglich wird. Durch Deletion eines der beiden anderen Gene oder des mutierten selbst
kann der Defekt kompensiert werden, und die Mutante ist nicht mehr vom Wildtyp zu

unterscheiden.

In dieser Arbeit sollten Sdugergene mit Homologie zu unc-93 kloniert und charakterisiert
werden, da der generelle Mechanismus der Muskelkontraktion bei Sduger und C. elegans
iibereinstimmt (Waterston, 1988) und bisher zu 43 % der Proteine aus C. elegans homologe

Sdugergene gefunden wurden (Rubin, 2001).

Durch computergestiitzte Suchen in Sequenzgenbanken konnten zwei homologe menschliche
(hmunc-93 und hmunc-93B; fiir human mammalian unc-93), zwei murine (mmunc-93 und
mmunc-93B) und zwei Gene aus der Fruchtfliege Drosophila melanogaster (GH10120 und
GHO09628) identifiziert werden.

Aus Northernblotanalysen geht hervor, dal hmunc-93B und mmunc-93B ubiquitédr exprimiert
werden, wéhrend sich die Expression von hmunc-93 und mmunc-93 auf wenige Organe
beschriankt. hmunc-93 wird am stérksten in der Leber transkribiert, geringere mRNA Mengen
sind in der Niere, dem Herzen und dem Skelettmuskel vorhanden. Die groffite Menge
mmunc-93 mRNA ist in der Leber und den Testis vertreten, geringere auch im Skelettmuskel
und der Lunge. Die unterschiedliche Gewebeverteilung und eine Homologie von 81 %
zwischen hMunc-93 und mMunc-93 lassen den Schluf3 zu, dal3 diese beiden Proteine im

Menschen und der Maus nicht die gleiche Funktion ausiiben.

Alle Sduger- und Drosophilaproteine haben 41 bis 57 % Homologie zur 460 Aminoséduren
langen hydrophoben Doméne von Unc-93. Sequenzen mit Homologie zur N-terminalen
hydrophilen Doméne (Aminosduren 1 —245) von Unc-93 existieren nicht und konnten auch
bei einer erneuten Suche, die sich gerade auf diesen Bereich beschrinkte, nicht identifiziert

werden.
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Ein Vergleich der Hydrophobizitétsplots von Unc-93 und seinen homologen Proteinen deutet
auf die Existenz von 10 oder 12 Transmembrandomainen hin. Dies steht im Einklang mit der
Sequenzédhnlichkeit mit 12-Transmembrandoménenproteinen, die als Transporter fiir Zucker

oder andere Metabolite fungieren.

In vitro Translationsexperimente, Zellfraktionierungen und Immunfluoreszenzfarbungen an
transient transfizierten Sdugerzellinien bestdtigen, dal hMunc-93 ein integrales Protein der

Plasmamembran ist.

Im Hefe-Zwei-Hybrid-System wurden verschiedene Wechselwirkungspartner von mMunc-93
ermittelt, darunter das hypothetische Protein FLJ12923, Fettsduresynthase, das Ubiquitin
konjugierende Enzym BRUCE, das Autoantigen 1 fiir Polymyositis und Sklerodermie (PM-
SCL 1), DOCK180, das in eine CRK-abhédngige Signaltransduktionskaskade involviert ist,
sowie die Gertistproteine Shank3b und MAGI3. Die stirkste Interaktion lag mit MAGI3 vor.
Sie konnte durch in vitro Bindungsstudien mit mMunc-93 und mit hMunc-93 untermauert

werden.

Unter Berticksichtigung der Ergebnisse, die in dieser Arbeit gewonnen wurden, kommen

mehrere Funktionen fiir Munc-93 in Betracht:

* Die Interaktion mit dem Geriistprotein MAGI3 konnte eine Wechselwirkung mit weiteren
Proteinen erlauben, die fiir die Regulation der Kanalaktivitit eines Sup-9 homologen
zweiporigen K'-Kanals und damit fiir die Einstellung eines bestimmten Membranpotentials

zustindig sind.

*Im Zusammenspiel mit Shank3b und DOCKI180, die an der Reorganisation des
Aktinzytoskeletts beteiligt sind, konnte mMunc-93 eine Rolle bei der Fusion oder der

Internalisierung rezeptorbeladener Vesikel mit bzw. von der Plasmamembran zukommen.

* Durch die Bindung oder den Transport eines Metaboliten kdnnte Munc-93 Signaltransduk-

tionsprozesse initiieren.

Schlagworte: Unc-93-Homologe, Multitransmembranprotein, MAGI-3
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Summary

Unc-93 is one of 130 Unc-proteins of the nematode C. elegans, that are involved in the
sinusoidal movement of the animal. Mutation or deletion of one of the corresponding genes
leads to an uncoordinated movement called unc phenotype. In the worst case the nematode is
completely paralyzed. Some Unc proteins are structural constituents of muscle cells or are
involved in the propagation of an action potential from one nerve cell to the adjacent one.
Unc-93 forms a complex with Sup-10 and the putative two pore K'-channel Sup-9 and plays a
role in excitation contraction coupling at the neuromuscular junction. A mutation in one of
these three proteins leads to a ‘rubberband-phenotype’. When prodded at its head the mutant
worm doesn’t move backwards, but responds with repeated cycles of simultaneous
contraction and relaxation of all body wall muscle cells. Deletion of one of the other two

genes or of the mutated one itself rescues the ‘rubberband-phenotype’.

The aim of this thesis was the cloning and characterization of mammalian genes with
homology to unc-93, since the general mechanism of muscle contraction in C. elegans and
mammals is identical (Waterston, 1988) and mammalian homologues to 43 % of C. elegans

genes have already been identified (Rubin, 2001).

Computer-assisted screening of sequence databases revealed two human homologues
(hmunc-93 and hmunc-93B, for human mammalian unc-93), two murine ones (mmunc-93
and mmunc-93B) and two genes of the fruitfly Drosophila melanogaster (GH10120 and
GH09628).

Northernblot analyses showed that hmunc-93B and mmunc-93B are ubiquitously expressed
whereas expression of hmunc-93 and mmunc-93 is restricted to a few tissues with the highest
level of hmunc-93 expression in liver and lesser levels in kidney, heart and skeletal muscle.
mmunc-93 mRNA is mainly detectable in liver and testis, lower amounts exist in skeletal
muscle and lung. The dissimilar tissue distribution and a homology of only 81 % between
hMunc-93 and mMunc-93 suggests that these two proteins may have different functions in

human and mouse.

The identified mammalian and Drosophila homologues display 41 to 57 % similarity to the
hydrophobic domain (amino acid 246 - 705) of Unc-93, however, they don’t exhibit any
similarity to its N-terminal hydrophilic domain (amino acid 1 - 245). Also a second screen

focussing especially on this region didn’t reveal any related amino acid sequence.

A comparison of hydrophobicity plots of Unc-93 and its homologous proteins predicts 10 or
12 membrane spanning domains. Such a model is compatible with sequence similarities
identified in transporters for sugars or other metabolites, which contain twelve transmembrane

regions.
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In vitro translation experiments, cellular fractionation and immunofluorescence staining of
transiently transfected cells confirmed that hMunc-93 is indeed an integral plasma membrane

protein.

In a yeast two hybrid screen several proteins interacting with mMunc-93 were determined,
including the hypothetical protein FLJ12923, fatty acid synthase, the ubiqutin conjugating
enzyme BRUCE, polymyositis and sclerodermia autoantigenl (PM-SCL1), DOCK 180, which
is involved in a CRK dependent signal transduction cascade, and the scaffold proteins
Shank3b and MAGI3. Munc-93 interacts strongest with one of these proteins and this

interaction could be validated by in vitro binding studies for mMunc-93 and hMunc-93.

As a conclusion the results of this thesis suggest one of the following scenarios for the

function of Munc-93:

* Interaction with the scaffold protein MAGI3 could admit contact to additional proteins that
regulate the channel activity of a mammalian homologue of the two pore K -channel Sup-9

and thereby influence the membrane potential

* In an interplay with Shank3b and DOCK180, which are involved in the reorganization of the
actin cytoskeleton, Munc-93 could play a role in fusion or internalization of receptor

containing vesicles with or from the plasma membrane.

* By binding or transporting a metabolite, Munc-93 could activate a yet unidentified signal

transduction pathway.

Key words: Unc-93-homologues, multi transmembrane domain protein, MAGI-3
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1 Einleitung

1.1 Grundlagen der Muskelkontraktion im Vergleich zwischen C.
elegans und Sauger

C. elegans wird seit 1965 so intensiv erforscht, da3 nicht nur seine zellulire Anatomie genau
bekannt ist, sondern auch die Entwicklung jeder einzelnen seiner 959 Zellen in der
Ontogenese. Obwohl die Entwicklung direkt ist, wird der Lebenszyklus durch vier Hautungen
in vier Larven- (L1, L2, L3 und L4) und ein adultes Stadium unterteilt. Das Genom von C.
elegans mit einer Grofle von einem DreiBligstel des menschlichen Genoms umfafit etwa 97
Millionen Basenpaare, die fiir mehr als 19000 Proteine codieren. Damit ist es nach Viren,
Bakterien und Hefe das erste Genom eines mehrzelligen Organismus, dessen Sequenzierung
1998 abgeschlossen werden konnte. Zu 43 % der C. elegans Proteine wurden homologe
Proteine im Homo sapiens gefunden (Rubin, 2001). Aufgrund dieser Ahnlichkeit konnten in
der Tat Erkenntnisse aus der Biologie des Nematoden auf die menschliche Biologie
iibertragen werden. So half z. B. die Analyse von Proteinen, die in C. elegans am
programmierten Zelltod beteiligt sind, bei der Aufklirung des menschlichen
Apoptosestoffwechselweges (Hengartner and Horvitz, 1994; Chinnaiyan et al.,1997). Auch
der generelle Mechanismus der Muskelkontraktion von C. elegans entspricht demjenigen im

Sdugermuskel.

1.1.1 Der Aufbau der Muskulatur

Der quergestreifte Sdugermuskel besteht aus mehreren Muskelfasern, vielkernigen Synzytien,
die durch Fusion zahlreicher Myoblasten entstanden sind. Jede Muskelfaser enthélt parallel
angeordnete Myofibrillen, deren Funktionseinheit, das Sarkomer, sich entlang der

Fibrillenachse alle 2,3 pm wiederholt.

Die Langsmuskulatur des Nematoden C. elegans besteht aus einer einschichtigen Lage von 95
Muskelzellen, die sich in vier Quadranten aufgeteilt auf dorsaler und ventraler Seite jeweils
rechts und links neben den Léngsleisten der Epidermis befinden (Sulston and Horvitz, 1977).
Die 24 bzw. 23 mononukledren Zellen jedes Quadranten sind {iber Gap Junctions miteinander
verbunden (White et al., 1986). Der periphere, der Epidermis ansitzende Abschnitt der
Muskelzellen, birgt schriggestreifte Fibrillen als kontraktile Elemente. Die Streifung der
Muskulatur durch A- und I-Banden (Anisotrop und Isotrop) verlduft in einem leichten Winkel
zur Korperlingsachse. Die A-Banden enthalten die H-Zone, in der [-Bande sind dichte
Korperchen zu finden, die der Z-Linie der Vertebraten entsprechen. Eine adulte Zelle besitzt
neun Sarkomere. Die dicken und diinnen Filamente verlaufen parallel zur Léngsachse des
Tieres und leicht schrig zu der Reihe der dichten Kdrperchen, aber nicht senkrecht zu ihr wie
bei den Vertebraten. Im keulenféormigen Teil der Zelle liegen der Kern und andere
Organellen. Von dort aus ziehen sich ein oder mehrere Fortsédtze zum dorsalen und ventralen

Langsnervenstamm, die sich vom Gehirn aus nach hinten erstrecken und durch asymmetrisch
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verteilte Kommissuren miteinander verbunden sind. An den Nervenbahnen nehmen immer
mehrere Muskelzellen Verbindung mit einem einzelnen Axon auf. Der Aufbau der
Motoneurone von Invertebraten unterscheidet sich von dem der Vertebraten. Wéhrend bei
Wirbeltieren sowohl die Dendriten als auch das Axon am Zellkorper enden oder an ihm ihren
Anfang nehmen, steht der Zellkorper von Invertebratenneuronen nur mit den Dendriten in

Kontakt, nicht aber mit dem Axon.

A B C

. Sarkomer

Sarkomer

b

dicke Filamente |
dinne Filamente =

o 4
%0 . . dichtes

i\ Kérperchen

|¢—H-Zone—|
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ﬁ dicke Filamente
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!
I-Bande ——>|¢—————— A-Bande——————>|«—|-Bande —

Zellgrenze

Abb. 1: Struktur des Skelettmuskels eines Siugers und der Korpermuskelzellen von C. elegans.
a) Quergestreifte Sdugermuskelfaser; b) Aufbau des Sarkomers einer Fibrille des Séugers; c)
Ausschnitt aus einer Korpermuskelzelle von C. elegans; d) Schematische Darstellung der kontraktilien
Einheiten dieser Zelle. Durch die versetzte Anordnung der Myofilamente verlaufen die Sarkomere in
einem Winkel von 6° zur Korperldngsachse des Tieres. Dieser Winkel ist in der Skizze iibertrieben
dargestellt. Die Bilder sind entnommen aus Stryer, 1988 und Waterston, 1988.

1.1.2 Kontraktion von Muskelzellen

1.1.2.1 Entstehung eines Aktionspotentials

Die Membran von Neuronen und Muskelfasern ist elektrisch erregbar. Im Ruhezustand hat sie
ein Membranpotential von —60 mV. Dieses wird hauptsichlich vom Verhiltnis der K -Ionen
innerhalb und auBerhalb einer Zelle bestimmt. Offnen sich Na'-Kanile in der Membran, wird
sie durch einen Einstrom von Na'-Ionen aus dem Extrazellularraum depolarisiert. Die
Offnung benachbarter spannungsabhingiger Na'-Kanile ermdglicht eine Ausbreitung der
Depolarisierung entlang der Membran. Hat die Depolarisation einen Schwellenwert erreicht,
offnen sich spannungsabhingige K -Kanile und der Ausstrom von K'-Ionen aus der Zelle,

begleitet von einer spontanen SchlieBungen der Na'-Kanile, bewirkt eine Repolarisierung der
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Membran, die in einer Hyperpolarisierung miindet. Durch die Aktivitit von Na'/K'-ATPasen

und verschiedenen K'-Kanilen wird das Ruhepotential wieder eingestellt.

Ein Aktionspotential, das sich entlang des Axons eines Motoneurons ausbreitet, wird im
Axonhiigel, der sich am Ubergang vom Zellkérper zum Axon befindet, nach Summation von
Signalen vieler verschiedener Neurone generiert, die mit dem Motoneuron iiber Synapsen in
Kontakt stehen. Auch an diesen Synapsen erfolgt die Signalweiterleitung durch die
Ausschiittung von Neurotransmittern an der prisynaptischen Membran, wobei hier mit
verschiedenen Ubertriigersubstanzen gearbeitet wird. Abhiingig vom Rezeptor, der den
Neurotransmitter bindet, werden unterschiedliche Ionenkandle in der postsynaptischen
Membran gedffnet. Exzitatorische Synapsen 16sen einen Einstrom von Na'-Ionen in die
postsynaptische Zelle aus, was zu einer Depolarisierung der Membran fiihrt. Bei
inhibitorischen Synapsen dagegen erfolgt ein Einstrom von CI - oder ein Ausstrom von K'-
Ionen, die eine Hyperpolarisation der Membran bewirken. Zu den exzitatorischen
Neurotransmittern im  Zentralnervensystem  zdhlen Glutamat und Acetylcholin;
y-Aminobuttersdure (GABA) und Glycin haben inhibitorische Wirkung. Am Axonhiigel
werden sowohl die Frequenz verschiedener postsynaptischer Potentiale als auch die Summe
gleichzeitig eintreffender exzitatorischer und inhibitorischer Signale verrechnet. Nur wenn die
Membran am Axonhiigel durch die Summe aller synaptischen Eingidnge iiber das
Schwellenpotential hinaus depolarisiert wird, entsteht ein Aktionspotential. Erreicht dieses
eine Muskelzelle, so kontrahiert sie nach dem Alles-oder-nichts-Prinzip. Die Stirke und
Dauer der Kontraktion wird durch die Frequenz von aufeinanderfolgenden Aktionspotentialen
bestimmt. Eine weitere Kontrolle der Stirke einer Muskelkontraktion im Wirbeltiermuskel
erfolgt durch motorische Einheiten. Darunter versteht man das Motoneuron und alle von ihm
innervierten Muskelfasern. Diese kontrahieren alle gleichzeitig, so dal die Stirke einer

Kontraktion von der Anzahl der mit einem Axon verbundenen Muskelzellen abhangt.

Im Gegensatz zu Skelettmuskelzellen, die nur durch Impulse aus dem Zentralnervensystem
zur Kontraktion angeregt werden konnen, hat die Membran des rechten Herzvorhofs selbst
Schrittmachereigenschaften, die eine rhythmische Depolarisation der Membran und die
Entstehung eines Aktionspotentials bedingen. Dieses kann sich iiber Kommunikations-
kontakte (Gap Junctions) in alle weiteren Herzmuskelzellen ausbreiten. Gap Junctions sind
Zytoplasmakanile, durch die ein Austausch von Salzen, Zuckern, Aminosduren und kleineren
Molekiilen zwischen benachbarten Zellen erfolgen kann. Im Herzmuskel sorgen sie fiir die
schnelle Weiterleitung des Ionenstromes, so da3 ein Aktionspotential, dal in einem Teil des
Herzens generiert wurde, eine synchrone Kontraktion des ganzen Herzens einleiten kann. Ein
weiterer Unterschied zwischen Skelett- und Herzmuskel zeigt sich darin, dafl im Herzmuskel

die Lange einer Kontraktion von der Dauer der Aktionspotentiale abhéngt.
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1.1.2.2 Molekularer Mechanismus der Muskelkontraktion

Fiir die Stimulation einer Muskelkontraktion muf} ein solches Aktionspotential entlang des
Axons eines Motoneurons, dessen Zellkorper beim Sduger im Riickenmark liegt, bis zur
neuromuskuldren Endplatte wandern, an der das Axon mit einer Muskelfasern in Kontakt
steht. Erreicht das Aktionspotential das Ende des Axons, so Offnen sich in der
Plasmamembran spannungsgesteuerte Ca*"-Kanile, durch die Ca**-Ionen in das Endkdpfchen
einstromen (Abb. 2 (1)). Dort 16sen sie die Fusion synaptischer Vesikel mit der
prasynaptischen Membran aus, wodurch der Neurotransmitter Acetylcholin in den
synaptischen Spalt sezerniert wird (Abb. 2 (2)). Seine Bindung an einen entsprechenden
Rezeptor auf der postsynaptischen Muskelzelle fithrt zum Einstrom von Na'-Ionen in die
Muskelzelle (Abb. 2 (3)). Die dadurch bedingte Depolarisierung der Plasmamembran erzeugt
durch die Offnung spannungsgesteuerter Na'-Kanile (Abb. 2 (4)) ein neues Aktionspotential,
das sich entlang der transversalen Tubuli (T-Tubuli) in das Innere der Zelle ausbreitet. Dort
wo die T-Tubuli mit dem sarkoplasmatischen Retikulum in Kontakt stehen, haben sich
besondere Strukturen ausgebildet, die man als Triaden bezeichnet und an deren Aufbau dem
Glycoprotein Triadin eine wichtige Rolle zukommt (Brandt et al., 1992; Guo and Campbell,
1995; Knudson et al., 1993). An diesen Stellen wird auf eine Membrandepolarisation hin Ca*
aus dem sarkoplasmatischen Retikulum ins Zytosol freigesetzt. Dabei fiihrt die a-Untereinheit
des Dihydropyridinrezeptors (DHPR) auf den T-Tubuli spannungsabhingig eine Konforma-
tionsinderung durch. Das fiihrt einerseits zum Durchtritt von Ca®"-Ionen aus dem Extra-
zellularraum durch den DHPR (Abb. 2 (5)) und andererseits zu einer direkten Interaktion mit
dem in der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums gelegenen Ryanodinrezeptor (Leong
and Maclennanu 1998). Dieser 146t daraufhin Ca®"-Ionen ins Zytosol stromen (Abb. 2 (6)).
Der Offnung dieses Kanals geht méglicherweise eine Ca®’-Freisetzung vom Calsequestrin
voraus (Ikemoto et al., 1989; Donoso et al., 1995), einem Protein, das im sarkoplasmatischen
Retikulum viele Ca®"-Ionen niederaffin bindet (Yano and Zarain-Herzberg, 1994). Der
erhdhte  zytosolische Ca’’-Spiegel fiihrt zur Offnung der Ca’’-Kanile weiterer
Ryanodinrezeptoren, die nicht mit DHPR in Verbindung stehen (Abb. 2 (7)). Dieser Prozef
wird auch als calciuminduzierte Calciumfreisetzung bezeichnet. Durch die Bindung des
zytosolischen Ca®* an Troponin C #ndert sich dessen Struktur und damit seine
Wechselwirkung mit Tropomyosin. Tropomyosin wird so verschoben, daBl es die
Myosinbindungsstellen des Aktins nicht ldnger blockiert und der Muskel durch ATP-
getricbene Wanderung der Myosinkdpfchen entlang des Aktins kontrahieren kann. Die
Kontraktion wird beendet, indem das Ca>" aus dem Zytosol unter ATP-Hydrolyse zuriick in
das sarkoplasmatische Retikulum gepumpt wird (Abb. 2 (8)), da sich mit abnehmender
Ca”"-Konzentration der Troponin C-Tropomyosin-Komplex wieder ausbildet. Im Herzmuskel
werden Ca*"-Tonen hauptsichlich durch einen Na“/Ca®*-Austauscher in das sarkoplasmatische
Retikulum zuriicktransportiert, im Skelettmuskel handelt es sich um einen sekundir aktiven

Transport, der durch die Na'/K"-ATPase in der Plasmamembran angetrieben wird und dessen
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Funktionsweise noch nicht vollstindig aufgeklart ist (Froemming and Ohlendieck, 2001). Die
Reduktion der Ca’"-Ionenkonzentration ist jedoch nicht nur fir die Beendigung der

Muskelkontraktion notwendig, sondern schiitzt die Zelle auch vor Schiden, die durch eine zu

|

Motoneuron

hohe intrazellulire Ca®>"-Konzentration auftreten konnen.
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Ca’*-Freisetzungsprozesses bei der Kopplung von
Muskelanregung und Kontraktion Beschreibung im Text. DHPR: Dihydropyridinrezeptor; RyR:
Ryanodinrezeptor; SR: sarkoplasmatisches Retikulum; T-Tubulus: transversaler Tubulus

In C. elegans erfolgt die Muskelkontraktion ebenfalls auf eine Freisetzung von Ca**-Ionen aus
dem sarkoplasmatischen Retikulum hin. Der Nematode besitzt jedoch keine T-Tubuli, weil sie
wahrscheinlich  aufgrund der kurzen Distanz zwischen Plasmamembran und
sarkoplasmatischem Retikulum iiberfliissig sind (Waterston, 1988). Die Trennung von
sensorischen Nerven, Interneuronen und Motoneuronen ist nicht so strikt wie beim Sduger, so
daf einzelne Neuronen mehrere dieser Funktionen ineinander vereinigen (Ward et al., 1975).
Ein weiterer Unterschied zur Muskelkontraktion im Séuger besteht darin, da3 die Membran
von Muskelzellen in C. elegans neben Acetylcholinrezeptoren zahlreiche weitere
Neurotransmitterrezeptoren enthilt wie zum Beispiel fiir Serotonin oder y-Aminobuttersdure.
Wihrend ein Aktionspotential, das die neuromuskuldre Endplatte eines Sdugermuskels

erreicht, immer zu einer Kontraktion fiihrt, kann bei C. elegans die Sekretion von
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y-Aminobuttersdure in den synaptischen Spalt eine Relaxation der angesprochenen

Muskelzelle bewirken.

1.1.3 Der Unc-93 Phanotyp

Fiir die Aufklarung der Signaltransduktionswege, die die Muskelbewegung beeinflussen, sind
die unc-Gene aus C. elegans von besonderem Interesse. Zu dieser Gruppe werden 130
verschiedene Gene zusammengefaf3t, deren Mutation oder Deletion zu einer unkoordinierten
(engl.; uncoordinated) Fortbewegung des Nematoden fiihrt. Einige der Defekte haben eine
vollstindige Ldhmung zur Folge, wihrend andere nur die Vorwirts- oder nur die
Riickwirtsbewegung beeintridchtigen. Bei wieder anderen ist die fiir eine gerichtete Bewegung

notwendige Koordination der Muskelbewegung gestort.

Bisher sind Saugerproteine mit 27 % bis 70 % Homologie zu 22 verschiedenen
Unc-Proteinen, identifiziert worden, wie z. B. Myosin schwere Kette (Unc-54), Myosin
leichte Ketten Kinase (Unc-22) oder Syntaxin 1A (Unc-64).

Wie schon aus diesen Beispielen hervorgeht, konnen Mutationen in Proteinen, die an ganz
unterschiedlichen Punkten in den ProzeB der Muskelkontraktion eingreifen, einen
unkoordinierten Phdnotyp auslosen. Liegt der Defekt in einem Protein vor, das am
Muskelaufbau beteiligt ist, kommt es zu Verdnderungen in der Ultrastruktur des Muskels, was

hdufig licht- oder elektronenmikroskopisch nachweisbar ist.

Ein unkoordinierter Phénotyp tritt auch auf, wenn eine Innervierung der Muskelzellen
unmoglich ist, weil ein Fehler in der Signalweiterleitung von Nervenzelle zu Nervenzelle oder
vom Motoneuron zur motorischen Endplatte vorliegt. Solche neuronal bedingten
Muskeldefekte sind in frilhen Embryonalstadien oft nicht zu erkennen, da die
Muskelkontraktion zu diesem Zeitpunkt noch muskuldr reguliert wird. Erst wenn die
Verbindung der Motoneurone mit den motorischen Endplatten erfolgt ist, tritt der
unkoordinierte Phénotyp in Erscheinung (Hall and Hedgecock, 1991; Rand and Russel, 1984;
Levin and Horvitz, 1993).

Letzteres ist z. B. bei einem Phénotyp der Fall, den Mutationen im unc-93-Gen hervorrufen.
Man bezeichnet das Erscheinungsbild als Gummiband (rubber band)-Phédnotyp, da die
Nematoden auf eine Beriihrung am Kopf hin nicht in einer Riickwirtsbewegung fliichten,
sondern statt dessen mehrmals alle Muskeln zeitgleich kontrahieren und sofort wieder
relaxieren. Weitere Merkmale dieses Phénotyps sind die Unfdhigkeit, Eier zu legen, eine
langgestreckte Korperform und weniger scharf ausgeprigte A- und [-Banden. Diese
strukturelle Verdnderung ist allerdings so gering, daB sie nicht der Ausldser fiir den

Gummibandphinotyp sein kann (Greenwald and Horvitz, 1980; Waterston, 1988).

Die Bewegungsweise des Wildtyp-Nematoden ist sehr charakteristisch. Sie ist in allen vier
Larvenstadien und beim adulten Tier gleich. Es handelt sich um ein sinusférmiges Vorwirts-

und Riickwértsschlingeln ohne jede Verdnderung der Korperlinge oder —dicke. Die
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Bewegung kommt durch eine Welle von abwechselnder Kontraktion dorsaler oder ventraler
Muskelzellen zustande, die sich entlang der Langsachse des Wurmes von vorn nach hinten
zieht. Zu einem bestimmten Zeitpunkt miissen Zellen auf dorsaler Seite kontrahieren,
wihrend die gegeniiberliegenden auf ventraler Seite relaxieren. Gleichzeitig miissen
benachbarte dorsale Zellen relaxieren und die ihnen entsprechenden ventralen kontrahieren
(Calfie and White, 1988). Erreicht wird dies dadurch, dal3 Motoneurone, die die Kontraktion
der Muskelzellen auf der einen Korperseite induzieren, gleichzeitig auch ein Aktionspotential
in inhibitorischen Neuronen auslosen, die die Muskelzellen auf der gegeniiberliegenden Seite
innervieren. Dort fiihrt die Ausschiittung des Neurotransmitters GABA zur Relaxation der
angesprochenen Zellen. Bei einer Stérung des inhibitorischen Reizes durch einen Defekt in
den GABA-Rezeptoren in der Membran der Muskelzellen oder bei der GABA-Ausschiittung
kontrahieren alle Muskelzellen gleichzeitig (Mclntire et al., 1993).

Die Eiablage von C. elegans wird von zwei Serotonin sezernierenden Neuronen (HSN)
gesteuert, die bilateral symmetrisch in der Ndhe der Vulva positioniert sind (Trent et al.,
1983). Sie sind iiber Synapsen direkt mit je zwei Muskelzellen der Vulva verbunden, die
wiederum mit den iibrigen Muskelzellen der Vulva und des Uterus iiber Gap Junctions in
Kontakt stehen (White et al., 1986). Die gleichen Zellen werden noch von zwei weiteren
Neuronen innerviert (VC), deren Funktion unbekannt ist und deren Fehlen keine
nachweisbaren Auswirkungen hat (Waterston, 1988). Durch eine koordinierte Kontraktion
aller 16 Muskelzellen des Uterus und der Vulva, wird der Uterus verengt und die Vulva
geoftnet, so daB3 die befruchteten Eier nach auflen gelangen kénnen (Trent et al., 1983). Liegt
ein Defekt bei der Eiablage vor, so sind die Nematoden nicht unfruchtbar. Stattdessen bilden
sich Taschen, in denen die Eier heranreifen und die Larven schliipfen. Das Muttertier stirbt
dabei (Greenwald and Horvitz, 1986).

Erstaunlicherweise ist der Phénotyp von Nematoden, bei denen unc-93 vollstindig deletiert
ist, nicht von dem des Wildtyps zu unterscheiden. Der gleiche Gummiband-Phéanotyp ist auch
bei Mutationen in den Genen sup-9 oder sup-10 zu beobachten. Wird durch Mutation von
unc-93, sup-9 oder sup-10 der Gummiband-Phénotyp hervorgerufen, tritt nach Deletion eines
der anderen beiden Gene wieder der Wildtyp-Phénotyp in Erscheinung. Des weiteren kann ein
durch eine Mutation in Unc-93 hervorgerufener Gummiband-Phinotyp durch eine
entsprechende Mutation in den Genen fiir Sup-9 oder Sup-10 verstirkt oder abgeschwécht
werden. Dies 148t den Schluf zu, da Unc-93, Sup-9 und Sup-10 in einem Komplex
zusammenwirken und die Funktion jedes einzelnen der drei Proteine die Funktion des
gesamten Komplexes beeinflult. Eine Fehlfunktion des Komplexes 16st den Unc-Phénotyp
aus. Kann der Komplex aber nicht gebildet werden, weil eines der drei Proteine fehlt oder
Mutationen in mehreren eine Wechselwirkung miteinander unmdéglich machen, so kann seine
Funktion hochstwahrscheinlich von einem redundanten Stoffwechselweg iibernommen
werden. Eine andere Mdglichkeit bestiinde darin, daf3 ein zu Unc-93 homologes Protein die

Funktion des fehlenden iibernimmt, wozu aber eine Interaktion mit Sup-9 und Sup-10
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notwendig wire. Da die korrekte Funktion aber auch dann gegeben ist, wenn Sup-9 oder
Sup-10 fehlen, muB3 es sich um zwei getrennte Stoffwechselwege handeln (Levin and Horvitz,
1992).

1.1.4 Unc-93 und assoziierte Proteine

Das unc-93 Gen ist aus 16 Exons aufgebaut, einer fiir C. elegans ungewdhnlich hohen Zahl.
Es existieren zwei Splicevarianten, deren Translationsprodukte sich nur in den 5 N-terminalen
Aminosduren unterscheiden. Sie sind aus 700 bzw. 705 Aminosduren aufgebaut, von denen
die 240 bzw. 245 N-terminalen zu 40 % geladene Seitengruppen enthalten, wihrend die
iibrigen 460 einen ausgepriagt hydrophoben Charakter haben und 5 bis 10
Transmembrandominen ausbilden konnten (Levin and Horvitz, 1992). Die Expression ist
schwach und abhingig vom Entwicklungsstadium. Die groffite mRNA-Menge von unc-93
findet sich im ersten Larvenstadium, aber auch im adulten Tier ist noch unc-93 mRNA
vorhanden. Die Expressionsstirke steht in Korrelation mit der Auspragung des Gummiband-

Phinotyps in Unc-93 Mutanten: adulte Tiere konnen sich besser bewegen als L1-Larven.

Das Sup-10 Transkript liegt im Nematoden ebenfalls nur in sehr geringer Menge vor
(Cummins and Anderson, 1991). Das Protein wird in Zellen der Korperlangsmuskulatur
exprimiert (Herman, 1984). Es besitzt eine N- und eine C-terminale Transmembrandoméane

und enthilt eine Carboxypeptidasedomine unbekannter Funktion (Abb. 3).

Sup-9 ist zur Untereinheit eines zweiporigen K'-Kanals homolog (de la Cruz and Horvitz,
1997). Das Genom von C. elegans codiert fiir mindestens 58 verschiedene Untereinheiten
zweiporiger K'-Kanile, im Siduger wurden bisher 15 verschiedene identifiziert. Die grofBte
Homologie (40 %) besteht zwischen n2pore38 aus C. elegans und menschlichem Task-1.
Zweiporige Kaliumkanile sind aus vier Transmembrandoménen aufgebaut, wobei sich
zwischen der ersten und zweiten sowie der dritten und vierten je eine P-Doméne befindet, die
den Selektivititsfilter des Kanals ausbildet. In einem funktionstiichtigen K -Kanal miissen
vier P-Doménen zusammenwirken. Strome, die durch zweiporige Kaliumkanéle flieBen, sind
in der Regel Hintergrundstrome, die fiir die Einstellung des Ruhepotentials verantwortlich
sind. Exprimiert wird Sup-9 in den Zellen der Korperwandmuskulatur und in den
Muskelzellen der Vulva (de la Cruz et al., 1998)

Zwei weitere Proteine, die moglicherweise mit dem Komplex aus Unc-93, Sup-9 und Sup-10
interagieren, fiir seine Funktion aber nicht essentiell sind, sind Sup-11 und Sup-18. Mutanten
zeigen ebenfalls Gummiband-Phénotypen, konnen aber durch Unc-93, Sup-9 oder Sup-10
Mutationen hervorgerufene Gummiband-Phénotypen nur zum Teil revertieren (Greenwald
and Horvitz, 1986; Greenwald and Horvitz, 1982).

Sup-18 besitzt eine Transmembrandomine und einen extrazelluldr gelegenen N-Terminus
(Abb. 3). Die Sequenz seiner intrazelluliren Domiine zeigt Ahnlichkeit mit der bakterieller

NADH Oxidasen. Exprimiert wird Sup-18 wie Sup-9 in den Zellen der



EINLEITUNG 9

Korperlangsmuskulatur und den Muskelzellen der Vulva (de la Cruz et al., 1998). Fehlt
Sup-18 ganz, verhilt sich das Tier wie der Wildtyp und kann einen durch Sup-10 Mutation
hervorgerufenen Gummiband-Phénotyp unterdriicken (Greenwald and Horvitz, 1986).

Sup-11 Nullmutationen fithren zum Tod des Embryos, der wahrscheinlich durch
Néhrstoffmangel verursacht wird (Greenwald and Horvitz, 1982). Mutationen, die nicht lethal
sind, konnen den Gummiband-Phinotyp von Sup-9 und Sup-10 Mutanten teilweise
revertieren, den von Unc-93-Mutanten vollstindig. Die Tiere sind allerdings kleiner und diirr
(Greenwald and Horvitz, 1982; Greenwald and Horvitz, 1986).

N

T TR
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Unc 93 Sup 9 Sup 10 Sup 18

Abb. 3: Schematisch Darstellung der Membrantopologie von Unc-93, Sup-9, Sup-10 und Sup-18.
Die Anzahl der Transmembrandoménen von Unc-93 ist unbekannt.

Die Rolle, die der Komplex aus Unc-93, Sup-9 und Sup-10 bei der Koordination der
Muskelkontraktion spielt, ist bisher unbekannt. Die Reaktion von Mutanten auf Beriihrung am
Kopf zeigt, daB sie in der Lage sind, ihre Muskeln zu kontrahieren. Das macht es
unwahrscheinlich, dafl der Komplex eine Bedeutung fiir das primére exzitatorische Signal fiir
die Muskelkontraktion hat. Wenn es sich bei Sup-9 tatséchlich um die Untereinheit eines
zweiporigen Kaliumkanals handelt, scheint es naheliegend, dal Unc-93 und Sup-10 die
Aktivitdt dieses Kanals regulieren und damit die Erregbarkeit der Muskelzellen aus dem
Ruhezustand beeinflussen. Die Regulation konnte durch Signaltransduktionswege erfolgen,
die durch modulatorische Neurotransmitter in Gang gesetzt werden oder auf Riickkopplungs-
oder Adaptationsprozessen beruhen. Der Gummiband-Phénotyp konnte dann auf einen

Ionenkanal mit verindertem Offnungsverhalten zuriickzufiihren sein.

Eine andere Moglichkeit besteht darin, dal der Komplex aus Unc-93, Sup-9 und Sup-10 die
Kommunikation der Muskelzellen untereinander beeinfluflt, indem er zum Beispiel einen
EinfluB3 auf die Gap Junctions ausiibt. Diese verbinden Muskelzellen der Kérperwand genauso

miteinander wie die von Vulva und Uterus (Levin and Horvitz, 1992).

Da pharmakologisch unterscheidbare Muskeltypen von den Mutationen betroffen sind,

scheint es sich um Komponenten zu handeln, die bei unterschiedlichen Muskeln gleich sind.
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Eine Konservierung solcher generellen Regulationsprozesse bis hin zum Sauger ist deshalb
wahrscheinlich. Die Klonierung und Charakterisierung der entsprechenden, bisher
unbekannten Sdugergene konnte deshalb langfristig entscheidende Erkenntnisse iiber
Kontrollmechanismen der Muskelbewegung liefern, wie dies nach der Identifizierung der
Sdugerhomologen von Unc-13 und Unc-18 (Munc-13 bzw. Munc-18) bereits fiir den Proze3
der Fusion synaptischer Vesikel mit der prasynaptischen Membran der Fall war (Hata et al.,
1993; Brose et al., 1995).

1.2 Aufgabenstellung
Unc-93 spielt im Komplex mit Sup-9 und Sup-10 eine Rolle bei der Regulation der

Kontraktion von Korperldngsmuskulatur, Vulva- und Uterusmuskeln des Nematoden C.
elegans (Greenwald an Horvitz, 1980; 1992; 1986; Waterston 1988). Als integrales
Membranprotein der Muskelzellen leistet es dabei seinen Beitrag moglicherweise durch
Modulation der Aktivitit des zweiporigen K'-Kanals, der von sup-9 kodiert wird. Mutationen
in einem der drei Gene beeinflussen nicht die Muskelkontraktion an sich, sondern das
kontrollierte Zusammenspiel verschiedener Muskelzellen, was sich in einer unkoordinierten

Fortbewegung und dem Verlust der Fahigkeit zur Eiablage manifestiert.

Ziel dieser Arbeit war es, ein Saugerhomologes von Unc-93 zu klonieren und zu
charakterisieren, um Grundlagen zu schaffen, die es ermdglichen, unter Beriicksichtigung des
Wissens iiber den Modellorganismus C. elegans neue Erkenntnisse iiber die Muskelbewegung

im Sduger zu gewinnen.

Nach Identifizierung eines zu unc-93 homologen Gens sollten Northernblotanalysen
Aufschluf} iiber die Gewebeverteilung und die Transkriptgrole der mRNA geben.

Erkenntnisse iiber posttranslationale Modifikationen wie Glykosylierung oder Abspaltung
einer Signalsequenz sollten aus in vitro Translationsversuchen gewonnen werden. Des
weiteren sollten in vitro Translationsexperimente zeigen, ob es sich bei dem Protein, wie fiir

Unc-93 vermutet, um ein integrales Membranprotein handelt.

Die zellulire Lokalisation sollte dann durch Transfektion von Eukaryontenzellinien mit
EGFP-Fusionskonstrukten oder durch Immunfluoreszenzfirbung nach Transfektion der
cDNA bestimmt werden.

Unter Anwendung des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems sollten Bindungspartner gesucht werden,
um aus deren physiologischer Bedeutung moglicherweise Riickschliisse auf die Funktion von

Unc-93 und seinem Homologen bei der Kontrolle der Muskelkontraktion ziehen zu kénnen.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien

1,4-Diazobicyclo[2.2.3]octane (Dabco)
1,4-Piperazindinethansulfonsdure (PIPES)
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (Tris)
2-Propanol, p. a.
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonséure (HEPES)
4-Morpholinpropansulfonséure (MOPS)
6-Amino-n-hexansédure

8-Hydroxychinolin

Aceton, reinst

a-[**S]-Methionin, 37 TBg/mmol

a-D(+)-Glucose

a-[**P]-dCTP, 110 TBg/mmol

B-Mercaptoethanol, zur Synthese

Acrylamid 2 x, research grade

Adenin

Adenosintriphosphat

Agarose

Ammoniumchlorid, p. a.

Ammoniumpersulfat

Ampicillin, Natriumsalz

Arginin

Bacto Pepton, enzymatisch verdaut

Bacto-Agar

Bacto-Hefeextrakt

Benzamidin

bis-Benzimidazol

Bromphenolblau, Natriumsalz reinst
Calciumchlorid, getrocknet

Chloroform, p. a., stabilisiert mit ca. 0,75 % Ethanol
Coomassie Brilliant Blue R 250, fiir die Elektrophorese
Cytosintriphosphat

D(+)-Galactose, fiir die Bakteriologie
DEAE-Dextran, mittleres Molekulargewicht: 500000
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytosintriphosphat
Desoxyguanosintriphosphat
Desoxythymidintriphosphat

Diethylpyrocarbonat, research grade
di-Kaliumhydrogenphosphat

Dimethylsulfoxid fiir die Molekularbiologie
di-Natriumhydrogenphosphat, wasserfrei, p. a.
Dithiothreitol

DNA aus Lachshoden

Essigsdure, reinst

Sigma

Roche Diagnostics
Merck

Merck

Sigma

Roth

Sigma

Merck
Riedel-DeHaén
Amersham Pharmacia Biotech
Roth

Amersham Pharmacia Biotech
Merck

Serva

Roth

Roche Diagnostics
Qbiogene

Merck

Sigma

Sigma

Roth

Difco Laboratories
Difco Laboratories
Difco Laboratories
Sigma

Hoechst

Serva

Merck

J. T. Baker

Merck

Roche Diagnostics
Merck

Sigma

Roth

Roth

Roth

Roth

Serva

Merck

Roth

Merck

Sigma

Sigma
Riedel-DeHaén
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Ethanol, p. a.

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Dinatriumsalz, p. a.
Glutathion Sepharose”™ 4B

Glutathion, reduziert

Glycerin, doppelt destilliert p. a.

Glycin, p. a.

Guanosintriphosphat

Harnstoff, p. a.

Hefeextrakt, fiir die Bakteriologie
HEPES

Histidin

Isoleucin

Isopropanol reinst
Isopropyl-1-thio-B-D-galactopyranosid (IPTG), dioxanfrei
Kaliumacetat, reinst

Kaliumchlorid, p. a.
Kaliumdihydrogenphosphat, p. a.
Kanamycin, 781 ug/mg Pulver

Leucin

Leupeptin

Lithiumacetat

Lysin

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid, reinst
Magnesiumsulfat, p. a.

Methanol, p. a.

Methionin

m-Kresol

Mowiol 40 — 88

N, N, N’, N’, Tetramethylethylendiamin (TEMED)
N’",N’-Methylen-bisacrylamid, 2x krist. research grade
Natriumacetat, wasserfrei, p. a.
Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat p. a.
Natriumhydroxid

Paraformaldehyd, reinst

Pepstatin A

Pepton aus Casein, pankreatisch verdaut
Phenol pH 7,5 - 8,0

Phenolrot

Phenylalanin
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Polyethylenglycol 4000

Poly-L-Lysin

Ponceau S

J. T. Baker
Roche Diagnostics
Serva
Amersham Pharmacia Biotech
Sigma

Serva

Roth

Roche Diagnostics
Roth

Roth

Sigma

Roth

Roth

Riedel DeHaén
Merck

Riedel DeHaén
Merck

Merck

USB

Roth

Roche Diagnostics
Roth

Roth
Gliicksklee
Riedel DeHaén
Merck

J. T. Baker
Roth

Merck

Aldrich

Sigma

Serva

Merck

Roth

Merck

Sigma

Riedel DeHaén
Merck

Merck

Sigma

Roth

Roth

Merck

Roth

Sigma

Merck

Sigma

Merck
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p-Phenylendiamin
Protein G Agarose
Ribonukleaseinhibitor

Sigma
Santa Cruz Biotechnology
MBI Fermentas

Rinderserumalbumin (BSA), lyophilisiert, pH 7,0, standard grade =~ Serva

Saccharose Merck

SeaKem ME Agarose, reines Agarosepulver aus Agar FMC BioProducts
Sorbitol Sigma
Sulfosalicylséure, p. a. Riedel DeHaén
Threonin Roth
Thymidintriphosphat Roche Diagnostics
Trichloressigséure p. a. Roth

Triton® X-100, fiir Szintillationstechnik Serva

Tryptophan Roth

Tween 20 Sigma

Tyrosin Merck

Uracil Merck

Valin Roth

Xylen Cyanol FF Sigma

Yeast Nitrogen Base (YNB), aminoséurefrei, ammoniumsulfatfrei ~ Difco Laboratories

2.2 Systeme

Anionenaustauschersiule tip-500

BigDye" Terminator
CnBr-aktivierte Sepharose 4B

Qiagen
Perkin-Elmer
Amersham Pharmacia Biotech

dem DC Protein Assay Kit Biorad

ECL-System Amersham Pharmacia Biotech
Hundepankreasmembranen Promega

Megaprime DNA Labelling Kit RPN 1606/7 Amersham Pharmacia Biotech
QIAEX II Agarose-Gel-Extraktion Kit Qiagen

QIAprep Spin-Séulen Qiagen

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen

TNT® Coupled Reticulocyte Lysate System Promega

2.3 Oligonukleotide

SP6-Primer
T3-Primer
T7-Primer

Munc93 A179S Xhol (FW)

Munc93 G178NA179S Xhol (RV)

m Munc 93 RV (458-452)

m Munc 93 RV (392-387)
m Munc 93 FW (345-350)
m Munc 93 FW (431-436)
m Munc 93 RV (284-278)
m Munc 93 FW (225-231)

5-CGATTTAGGTGACACTATAG-3*
5-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3¢
5-TAATACGACTCACTATAGGG-3¢

5¢-CCTGTGGCTCGAGTGACTGCCTGATGGCC-3¢
5¢-GCAGTCACTCGAGTTACAGGACGTGAGCTGCTCT-3¢
5¢-CACGGATCCGCTCGAGATTTTTGTTTTCATTTCTTCC
TCT-3¢
5-GCGGGATCCTTATCCAAGGCGGTAGTTGGC-3¢
5-GCGGAATTCAACACCAACCAACTGCCTG-3¢
5-GCGGAATTCGAGTACCTGGAAGTCAAGG-3°
5-GCGGGATCCTTAATAAGACTTTGTGTACTCTCC-3¢
5-GCGGAATTCTTGGAAGATAAGCTTGA-3¢
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366N23 (54002-53989)

366N23 FW (34387-34405)

366N23 RV

366N23 FW

mouse Unc-93 FW
mouse Unc-93 RV
Munc-93 (2) FW
mouse Unc-93 (2) FW
mouse Unc-93 (2) RV
GST-Munc-93 FW

GST-Munc-93 RV
Munc-93 FW Xba I

Munc-93 RV EcoR 1
Munc-93 RV Hind III
NSS #4 (FW)

NSS #5 (FW)

NSS #6

NSS #4 (RV)

NSS #5 (RV)

HA Xhol (FW)

HA Xhol (RV)

#Nss-1

5-CTTGATCTCTGTTAAGATGG-3’
5-TTTGATCCCCACCTCCATA-3’
5'-TAATGGGCGAAGGCAGCTT-3"
5-CTGTCGACTTTCAAGCTATA-3’

5 CTTTGCCTGCACTGGTTTT-3¢

5¢- GTAAGCTGTGAGCAGGTAT-3¢

5¢- CACACCTCGAGATGGACAGAAGTCTAAGGAAC-3¢
5¢- GCCCTGGGCTACGGCG-3¢

5¢- GCCAGTCGCTCCAGCC-3¢

5¢- AATTCTAGGACAGGTCAACCAGGCAGAGGATGAA
GAAATACAAACAAAAATGTGA-3¢

5 AGCTTCACATTTTTGTTTGTATTTCTTCATCCTCTGC
CTGGTTGACCTGTCCTAG-3¢

5¢- GCGCTCTAGAGCCGCCACCATGGACAGAAGTCTAA
GGAAC-3°

5 CCGGAATTCACATTTTTGTTTGTATTTCTT-3¢

5¢- CGCGCGAAGCTTCATTTTTGTTTGTATTTCTTCAT-3¢
5¢-AACTCGAGTGG-3¢

5¢-CAACTCGAGTC-3¢

5¢-ACTCGAGT-3¢

5¢-CCACTCGAGTT-3¢

5¢-GACTCGAGTTG-3¢
5¢-TCGAATTACCCATATGACGTACCCGATTACGCCAGC
CTG-3°
5¢-TCGACAGGCTGGCGTAATCGGGTACGTCATATGGG
TAAT-3°

5¢-CAACTCGAGTTG-3°

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Roth synthetisiert.

2.4 Standards
DNA-Standard:

Lambda DNA/EcoR1/HindIIl

Eigene Herstellung

FragmentgroBen: 21226, 5148, 4973, 4277, 3530, 2027, 1904,
1580, 1330, 983, 831, 564 und 125 bp

Proteinstandards:

Molekulargewichtsstandard (26,8 kDa — 180 kDa), vorgefdarbt Fluka

Molekulargewichtsstandard (6,5 kDa — 175 kDa), vorgefarbt  New England Biolabs

Molekulargewichtsstandard (14,4 kDa — 97,4 kDa) Biorad

Molekulargewichtsstandard (14,4 kDa — 116 kDa) Fermentas
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2.5 Enzyme

Alkalische Phosphatase aus Kalbsdarm Roche Diagnostics

Klenow Polymerase

Amersham Pharmacia Biotech

Oxalyticase Enzogenetics
Pfu-DNA-Polymerase Promega
Restriktionsenzyme New England Biolabs
Roche Diagnostics
MBI Fermentas
Ribonuklease A aus Rinderpankreas, 5 x kristallisiert Sigma

SP6-RNA-Polymerase

Roche Diagnostics

T4-DNA-Ligase (400 U/ul) New England Biolabs

T7-RNA-Polymerase

2.6 Antikorper
anti HA

anti hMunc93

anti LexA (2 — 12)

Fermentas

Affinitdtsgereinigter monoklonaler IgG;, Antikorper (Maus)
gegen ein Peptid aus einer internen Region des Influenza

Hamagglutininproteins

Verdiinnung in Westernblotanalysen: 1:200
Verdiinnung in der Immunfluoreszenzfarbung: 1:10
Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Polyklonales Antiserum (Kaninchen), hergestellt gegen die 15
C-terminalen Aminosduren von hMunc93 gekoppelt an das
Hamocyanin der Napfschnecke Megathura crenulata (keyhole

limpet)
Verdiinnung in Westernblotanalysen: 1:500

Verdiinnung fiir die indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie:
1:25

aus eigener Herstellung

Monoklonaler IgG; Antikorper (Maus) gegen ein Epitop in der
DNA Bindungsdomine von LexA

Verdiinnung in Westernblotanalysen: 1:200

Santa Cruz Biotechnology, Inc.
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DTAF anti rabbit

POD anti mouse

POD anti rabbit

Rhodamin anti mouse

Rhodamin anti rabbit

2.7 Bakterien

DTAF markierter, affinitdtsgereinigter Antikorper (Ziege) gegen
die leichte Kette des F(ab),-Fragmentes von Kaninchen IgG

Verdiinnung fiir die indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie:
1:200

Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.

Peroxidase  gekoppelter,  affinititsgereinigter ~ Antikorper

(Kaninchen) gegen das Fc-Fragment von Maus IgG
Verdiinnung in Westernblotanalysen: 1:5000
Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.

Peroxidase gekoppelter, affinitdtsgereinigter Antikorper (Ziege)
gegen die leichte Kette des F(ab’),-Fragmentes von Kaninchen
IgG

Verdiinnung in Westernblotanalysen: 1:5000
Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.

Affinititsgereinigter ~ Antikorper  (Schaf) gegen  Maus-
Immunglobuline, konjugiert mit 5(6)-Carboxy-rhodamin 101-N-

hydroxysuccinimidester

Verdiinnung fiir die indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie:
1:100 — 1:500

Roche Diagnostics

Rhodamin markierter, affinitdtsgereinigter Antikorper (Ziege)
gegen die leichte Kette des F(ab’),-Fragmentes von Kaninchen
IgG

Verdiinnung fiir die indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie:
1:1000

Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.

Alle verwendeten Bakterienstimme stammen des E. coli Sicherheitsstamm K12 ab.

TG1: F’ traD36 lacl® A(lacZ)M15 proAB'/supE, A(hsdM-mcrB)5 (rx” mg” McrB") thi A(lac-

proAB), Stratagene

Dieser Bakterienstamm wird zur Proteinexpression verwendet. Durch eine Mutation im

Promotorbereich des lac-Repressorgens produziert TG1 zehnmal so viel lac-Repressor wie
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der Wildtypstamm. Eine hoch effiziente Expression von Genen, die unter der Kontroplle des
lac-Promotors stehen, wird deshalb erst durch Zugabe von IPTG ermdéglicht, das den /lac-

Repressor bindet.

DH5a: F ¢80dlacZDM15 D(lacZY A-argF)U169 deoR recAl endA1 hsdR17(ry ", my') phoA
supE44 1" thi-1 gyrA96 relAl, Gibco BRL

In DHS5a-Bakterien werden Arbeiten wie die Transformation von Ligationsansidtzen sowie
Amplifikation und Reingung von DNA durchgefiihrt, da sie durch ihre Rekombinasedefizenz
fiir eine hohe Insertstabilitit sorgen und aullerdem die Priparation sehr reiner DNA

ermoglichen.

HB101: F, hsdS20 (r-B, m-B), recA13, ara-14, proA2, lacY1, galK-2, rpsL20(strg), xyl-5,
mtl-1, supE44, (Boyer and Roulland-Dussoix, 1969, Bolivar et al., 1977), (ATCC
33694)

HB101 Bakterien lassen sich mit hoher Effizienz durch Elektroporation transformieren.
AuBerdem ermdglichen sie durch eine Leucinauxotrophie auf entsprechenden Mangelmedien
das selektive Wachstum solcher Bakterien, die ein Plasmid mit einem Gen aufgenommen
haben, das fiir S-Isopropyl-Malatdehydrogenase kodiert, ein Enzym im Stoffwechselweg der
Leucinsynthese. Genutzt wird diese Selektion, um die Plasmide pVP16 und pBTM116 nach

einem Hefe-Zwei-Hybrid-Screen voneinander trennen zu kdnnen.

2.8 Hefestamme
L40: MATa his3A200 trp1-901 leu2-3,112 ade2 LYS2:(lexAop)s-HIS3 URA3:(lexAop)s-
LacZ (Vojtek et al., 1993)

Bei diesem Stamm wurden das his3- und das lacZ-Reportergen unter Kontrolle des LexA-

Operators ins Genom integriert.

YRNO974: MATa trp1-289 leu2-3,112 his3-1 URA3::lexAop-EGFP MAL2-8° SUC2 (Mancini
etal., 1997)

YRNO974 enthélt genomisch YEGFP3 als Reportergen unter der Kontrolle des LexA-Operators
(Cormack et al., 1996, 1997)

2.9 Zellinien

CHO-K1: Zellinie aus dem Eierstock eines erwachsenen chinesischen Hamsters (ATCC
CCL-61)

HEK 293: Humane embryonale Nierenzelline (DSMZ ACC 305)
Hep-G2: Humane Leberkarzinomzellinie (DSMZ ACC 180)

Vero-B4: Fibroblastendhnliche Nierenzellinie aus der afrikanischen Griinen Meerkatze
(DSMZ ACC33)
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MDCK: Nieren-Epithelzellinie aus einem weiblichen adulten Cockerspaniel (ATCC CCL-
34)

2.10 Plasmide
pIMAGE2791017

GroBe: 5950 bp

pIMAGE2791917 (ILM.A.G.E. Consortium ClonelD 2791017, IMAGp998J106905Q2)
enthdlt cDNA von hmunc-93B kloniert in die Sall/Notl Schnittstellen von pCMV-SPORT®.
Das Plasmid stammt vom [.M.A.G.E Consortium [LLNL] cDNA Clones (http://www-
bio.llnl.gov/bbrp/image/image.html, Lennon et al., 1996).

pIMAGE 557640

GroBe: 7137 bp

pIMAGES557640 (I.M.A.G.E. Consortium ClonelD 5576407, IMAGp9981011342Q2) enthélt
mmunc-93 kloniert in die Sall/Notl Schnittstellen von pCMV-SPORT?2. Das Plasmid stammt
vom IM.A.G.E Consortium [LLNL] cDNA Clones (http://www-
bio.llnl.gov/bbrp/image/image.html, Lennon et al., 1996).

pIMAGE415697

GroBe: 4949 bp

pIMAGE415697 (I.M.A.G.E. Consortium ClonelD 415697, IMAGp998N18972) enthilt
hmunc-93 kloniert in die Pacl/EcoRI-Schnittstellen von pT7T3D. Das Plasmid stammt vom
ILM.A.G.E Consortium [LLNL] c¢DNA Clones (http://www-bio.lInl.gov/bbrp/image/
image.html, Lennon et al., 1996).

pcDNA3
GroBe: 5446 bp

Das Plasmid pcDNA3 (Invitrogen) dient der Expression von Proteinen in eukaryotischen
Zellen. Die Transkription steht dabei unter Kontrolle des Cytomegalovirus (CMV) Promotors.
Als Selektionsmarker fiir die Amplifikation in Bakterienzellen trigt das Plasmid das
p-Lactamasegen, flir eine stabile Transfektion von eukaryotischen Zellen ist ein
Aminoglykosid-3‘-phosphotraseferasegen vorhanden, dessen Translationsprodukt eine G418

Resistenz vermittelt.
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pcDNA3 hMunc-93

GroBe: 3934 bp

Fir die Herstellung von pcDNA3 hMunc-93 wurde das hmunc-93 Gen aus dem Plasmid
pSP72 hMunc-93 durch einen Verdau mt den Restrikionsenzymen EcoRI und HindIII isoliert
und in den ebenso gechittenen Vektor pcDNA3 kloniert.

pcDNA3 hMunc-93 HA1

GroBe: 6862 bp

Nach einem Partialverdau des Plasmids pcDNA3 hMunc-93 mit Ncol wurden die
iiberhdngenden Enden durch Einsatz von Klenow Polymerase zu glatten Enden aufgefiillt und
dann die Oligonukleotidkassette NSS#4 in die Schnittstelle am 5°-Ende der kodierenden
Sequenz von hmunc-93 eingesetzt. Das Plasmid wurde anschlieBend mit X4ol geschnitten und
die Oligonukleotidkassette HA-X%ol in die neu generierte Xhol-Schnittstelle ligiert.

pcDNA3 hMunc-93 HA102

GrofBe: 6962

Zur Herstellung dieses Konstruktes wurde das Plasmid pcDNA3 hMunc-93 mit Aval verdaut
und die Oligonukleotidkassette NSS#5 nach dem Auffiillen der iiberhdngenden Enden mit
Klenow Polymerase zu glatten Enden in die Schnittstelle eingefiigt. An der dadurch neu
generierten Xhol Schnittstelle wurde das Plasmid erneut gespalten, um dann die

Oligonukleotidkassette HA-XAol hineinzuligieren.
pcDNA3 hMunc-93 HA179

GroBle: 6847

Zur Herstellung des Plasmids pcDNA3 hMunc-93 HA179 wurde zunédchst mit dem
Primerpaar Munc-93 FW Xbal und Munc93 G178NA179S X#hol (RV) bzw. Munc93 A179S
Xhol (FW) und Munc-93 RV EcoRI je eine PCR an pIMAGE 415697 durchgefiihrt. Die
erhaltenen Produkte wurden mit den Restriktionsenzymen Xbal/Xhol bzw. Xhol/EcoRI
behandelt und in den Xbal/EcoRI geschnittenen Vektor pSP72 ligiert. Nach dem Einfiigen der
Oligonukleotidkassette HA-X#%ol in die auf diese Weise im hmunc-93 Gen generierte Xhol-
Schnittstelle, wurde das Gen durch einen Restriktionsverdau mit EcoRI uns HindIIl wieder

isoliert und in den ebenso geschnittenen Vektor pcDNA3 umgesetzt.

pcDNA3 hMunc-93 HA247

GroBe: 6859

Zur Herstellung dieses Konstruktes wurde die Oligonukleotidkassette NSS#6 in das mit Sal/l
geschnittene und mit Klenow Polymerase und Nukleotiden behandelte Plasmid pcDNA3
hMunc-93 eingefiigt. AnschlieBend wurde das Plasmid mit Xhol verdaut und die
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Oligonukleotidkassette HA-X#%ol in die neu generierte XAol Schnittstelle im hmunc-93 Gen
ligiert.
pcDNA3 hMunc-93 HA355

GrofBe: 6856
Zur Herstellung von pcDNA3 hMunc-93 HA355 wurde das Plasmid pcDNA3 hMunc-93 mit

dem Restriktionsenzym Bgll verdaut und die {iberstehenden Enden durch Inkubation mit
Klenow Polymerase zu glatten Enden abgedaut. In das lineariserte Plasmid wurde die
Oligonukleotidkassette #NSS1 eingefiigt. AnschlieBend wurde die Oligonukleotidkassette
HA-Xhol in die auf diese Weise generierte Xhol Schnittstelle im hmunc-93 Gen eingesetzt.

pcDNA3 hMunc-93 HA422

Grolle: 6862

Nach einem Partialverdau des Plasmids pcDNA3 hMunc-93 mit Ncol wurden die
iiberhdngenden Enden durch den Einsatz von Klenow Polymerase zu glatten Enden aufgefiillt
und dann die Oligonukleotidkassette NSS#4 in die Schnittstelle am 3‘-Ende der kodierenden
Sequenz von hmunc-93 eingesetzt. Das Plasmid wurde anschlieBend mit X4ol geschnitten und
die Oligonukleotidkassette HA-X%ol in die neu generierte Xhol-Schnittstelle ligiert.

pEGFP-C3
GroBe: 4728 bp

pEGFP-C3 (Clontech) kodiert eine rotverschobene Variante des griin fluoreszierenden
Proteins (GFP) mit verstdrlter Fluoreszenzintensitit. Gene, die in den Polylinker von
pEGFP-C3 kloniert werden, stehen unter der Kontrolle des CMV Promotors und werden als
Fusionsproteine mit N-terminalem EGFP exprimiert. Das Plasmid enthélt ein
Kanamycinresistenzgen fiir die Selektion in Bakterienzellen. Stabil transfizierte eukaryotische

Zellen zeichnen sich durch eine plasmidvermittelte Resistenz gegen G418 aus.

pEGFP-C3 hMunc-93

GroBe: 6088 bp

Fiir die Herstellung von pEGFP-C3 hMunc-93 wurde mit den Primern Munc-93 (2) FW und
Munc-93 RV EcoRI eine PCR am Plasmid pIMAGE 415697 durchgefiihrt. Nach einem
Restriktionsverdau mit den Enzymen EcoRI und Xhol wurde das erhaltene hMunc-93 Gen in
den ebenso geschnittenen Vektor pEGFP-C3 kloniert.

pEGFP-N1
GroBe: 4734 bp
pEGFP-N1 (Clontech) kodiert eine rotverschobene Variante des griin fluoreszierenden

Proteins (GFP) mit verstdrkter Fluoreszenzintensitit. Gene, die in den Polylinker von

pEGFP-N1 kloniert werden, stehen unter der Kontrolle des CMV Promotors und werden als
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Fusionsproteine mit C-terminalem EGFP exprimiert. Das Plasmid enthdlt ein
Kanamycinresistenzgen fiir die Selektion in Bakterienzellen. Stabil transfizierte eukaryotische

Zellen zeichnen sich durch eine plasmidvermittelte Resistenz gegen G418 aus.

phMunc-93 EGFP-N1

Grofle: 6103 bp

Fiir die Herstellung von phMunc-93 EGFP-N1 wurde das hMunc-93 Gen mit dem
Primerpaar Munc-93 FW Xbal und Munc-93 RV HindIII aus dem Plasmid pIMAGE 415697
isoliert und nach einem Restriktionsverdau mit den Enzymen Xbal und HindIIl in den
Nhel/HindIII geschnittenen Vektor N1 kloniert

pSP72:
Grofe: 2464 bp

pSP72 (Promega) ist ein Standardklonierungsvektor, der sich auch fir in vitro
Transkriptionen eignet. RNA kann von einem Strang als Matrize durch die SP6 RNA-
Polymerase, vom anderen durch die T7 RNA-Polymerase synthetisiert werden. Zur Selektion

von transformierten Bakterien besitzt das Plasmid das [3-Lactamasegen Amp'.

pSP72 hMunc-93

Grofle: 3834 bp

Das hmunc-93 Gen wurde durch eine PCR mit den Primern Munc-93 FW Xbal und Munc-93
RV EcoRI aus dem Plasmid pIMAGE 415697 isoliert; mit den Retsriktionsenzymen Xbal und
EcoRI behandelt und in den mit den gleichen Enzymen linearisierten Vektor pSP72 ligiert.

pSP72 MAGI3

GroBe: 2832 bp

Zur Herstellung dieses Konstruktes wurde der Vektor pSP72 mit Accl geschnitten, die
iiberstehenden Enden mit Mung Bean Nuklease zu glatten Enden abgedaut und der
linearisierte Vektor anschlieBend mit EcoRI behandelt. Ein Fragment des MAGI3 Gens, das
die Aminosdure 737 — 861 kodiert, wurde durch Restriktionsverdau mit den Enzymen Smal
und EcoRI aus dem Plasmid pVP16 MAGI3 isoliert und in den vorbereiteten Vektor pSP72
ligiert.

pGEX-KG:

GroBe: 5006 bp

Das Plasmid fiir die bakterielle Expression basiert auf dem Vektor pGEX-2T (Pharmacia

Biotech), dessen Polylinkerregion um 58 bp erweitert wurde (Guan und Dixon, 1991).

Gene, die in dieses Plasmid hineinkloniert werden, werden als Fusionsproteine exprimiert, die

am N-Terminus die Glutathion S-Transferase (GST) aus Schistosoma japonicum tragen.
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Glutathion S-Transferase ermdoglicht eine schnelle Aufreinigung der Proteine {iiber eine
Affinitdts-Chromatographiesdule aus Glutathionsepharose. Zwischen der Glutathion S-
Transferase und dem fusionierten Protein befinden sich eine Thrombinspaltstelle und eine
glycinreiche Aminosduresequenz. Letztere sorgt dafiir, dal sich die beiden Proteine des
Fusionsproteins unabhédngig voneinander falten konnen. Durch Thrombinspaltung kann das
rekombinante Protein nach der Aufreinigung freigesetzt werden. Die Expression des
Fusionsproteins steht unter der Kontrolle des tac-Promotors und des lacl’-Gens, das fiir einen
mutierten /ac-Repressor codiert. Dadurch wird eine gezielte Induktion der Expression durch
Zugabe von IPTG zum Medium moglich. Als Selektionsmarker verfiigt pGEX-KG tiber das

B-Lactamasegen Amp'.

pGEX-KG Munc-93

GroBe: 5036 bp

Fiir die Herstellung von pGEX-KG Munc-93 wurde eine Oligonukleotidkassette bestehend
aus GST-Munc-93 FW und GST-Munc-93 RV in den mit EcoRI und X#ol geschnittenen
Vektor pGEX-KG ligiert.

pGEX-5X-1
Grof3e: 4970 bp

Gene, die in dieses Plasmid hineinkloniert werden, werden als Fusionsproteine exprimiert, die
am N-Terminus die Glutathion S-Transferase (GST) aus Schistosoma japonicum tragen.
Zwischen der Glutathion S-Transferase und dem fusionierten Protein befinden sich eine
Faktor Xa Erkennungssequenz, so dafl das rekombinante Protein nach der Aufreinigung vom
GST-Fusionsteil abgespalten werden kann. Die Expression des Fusionsproteins steht unter der
Kontrolle des fac-Promotors und des lacl’-Gens, das flir einen mutierten lac-Repressor
codiert. Dadurch wird eine gezielte Induktion der Expression durch Zugabe von IPTG zum

Medium méglich. Als Selektionsmarker verfiigt pPGEX-5X-1 iiber das 3-Lactamasegen Amp'.
pGEX-5X-1 MAGI3

GroBe: 5384 bp

Zur Herstellung dieses Konstruktes wurde ein Fragment des MAGI3 Gens, das fiir die
Aminosduren 737 — 861 kodiert, durch einen Notl-Schnitt aus dem Plasmid pVP16 MAGI3
isoliert und in den ebenso behandelten Vektor pGEX-5X-1 ligiert.

pGEX-5X-1 mMunc-93(345-392)

GrofBle: 5120 bp

Bei der Konstruktion von pGEX-5X-1 mMunc-93(345-392) wurde das mMunc-93(345-392)
Insert durch einen EcoRI/Sall Schnitt aus dem Plasmid pBTM116 mMunc-93(345-392)
isoliert und in den EcoRI/Xhol geschnittenen Vektor pPGEX-5X-1 ligiert.
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pVP16:
GroBe: 7500 bp

Gene, die in dieses Plasmid hineinkloniert werden, werden als Fusionsproteine mit
N-terminaler VP16 Promotoraktivierungsdoméne und Kernlokalisierungssequenz exprimiert.
Zur selektiven Amplifkation in E. coli tragt das Plasmid das fB-Lactamasegen. Fiir die
Selektion von rekombinanten Hefezellen enthdlt das Plasmid das Gen fiir (-Isopropyl-
Malatdehydrogenase (LEU2), so daB3 es die Leucinauxotrophie eines leu2-3, 112 mutierten
Hefestammes komplementieren kann. Das Plasmid wurde dem Labor freundlicherweise von
Dr. S. Fields (University of Washington, Seattle, USA) zur Verfligung gestellt (Bartel and
Fields, 1995).

pVP16 MAGI3

Das Plasmid pVP16 MAGI3 enthélt ein Fragment des MAGI3 Gens, das die Aminosiduren
737 — 861 von MAGI3 kodiert. Es ist in die Nofl Schnittstellen des Vektors pVP16 kloniert
worden. Das Plasmid stammt aus einer Mausembryo cDNA Bibliothek, die von Dr. S.
Hollenberg (Fred Hutchinson Cancer Center, Seattle, USA) hergestellt worden ist und dem
Labor freundlicher Weise von Dr. M. Funk zur Verfligung gestellt wurde.

pBTM116:
Das Plasmid pBM116 wird im Hefe-Zwei-Hybrid-System verwendet, um Koderproteine mit

N-terminaler LexA-Bindedomidne zu exprimieren. Die Selektion plasmidtragender
Bakterienzellen geschieht tiber das Ampicillinresistenzgen Amp', in Hefezellen iiber die
Komplementierung einer Tryptophanauxotrophie. Das Plasmid wurde dem Labor
freundlicherweise von Dr. S. Fields (University of Washington, Seattle, USA) zur Verfligung
gestellt (Bartel and Fields, 1995).

pBTM116 mMunc-93(228-284)

Das Plasmid pPBTM116 mMunc-93(228-284) enthilt ein Fragment aus mMunc-93, das fiir die
Aminosduren 228 — 284 kodiert. Gewonnen wurde es durch eine PCR an pIMAGE 415697
mit den Primern m Munc 93 FW (225-231) und m Munc 93 RV (284-278). Das PCR-Produkt
wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI geschnitten und in den ebenso
behandelten Vektor pPBTM116 ligiert.

pBTM116 mMunc-93(345-392)

Das Plasmid pBTM 116 mMunc-93(345-392) enthélt ein Fragment aus mMunc-93, das fiir die
Aminosduren 345 — 392 kodiert. Gewonnen wurde es durch eine PCR an pIMAGE 415697
mit den Primern m Munc 93 FW (345-350) und m Munc 93 RV (392-387). Das PCR-Produkt
wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI geschnitten und in den ebenso
behandelten Vektor pPBTM116 ligiert.
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pBTM116 mMunc-93(431-459)

Das Plasmid pBTM 116 mMunc-93(431-459) enthélt ein Fragment aus mMunc-93, das fiir die
Aminosduren 431 — 459 kodiert. Gewonnen wurde es durch eine PCR an pIMAGE 415697
mit den Primern m Munc 93 FW (431-436) und m Munc 93 RV (458-452). Das PCR-Produkt
wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI geschnitten und in den ebenso
behandelten Vektor pPBTM116 ligiert.

2.11 weitere Materialien

Deckglédschen rund, & 12 mm Assistent
Elektroporationskiivetten, 2 mm Eurogentec
Nitrocellulosemembran Protran BA83 & 2 um Schleicher & Schuell
Objekttrager, 76 x 26 mm, Mattrand Omnilab

MTN Northernblots Clontech
Zellhomogenisator, 1 ml Fassungvermodgen Braun
Whatman-3MM Papier Whatman
Rontgenfilm Biomax II Kodak

2.12 Firmen
Aldrich Steinheim, Deutschland
Ambion Austin, USA

American Type Culture Collection
Amersham Pharmacia Biotech
Assistent

Becton Dickinson

Middlesex, England
Braunschweig, Deutschland
Deutschland

Heidelberg, Deutschland

Bibco BRL Eggenheim, Deutschland
Biometra Gottingen, Deutschland
Biorad Richmond, USA
Branson Danbury, USA

Braun Melsungen, Deutschland
Clontech Palo Alto, USA

Dianova Hamburg, Deutschland

Difco Laboratories

Detroit, USA

Enzogenetics Corvallis, USA
Eppendorf Hamburg, Deutschland
Eurgentec Seraing, Belgien

Fluka Neu-Ulm, Deutschland
FMC BioProducts Vallensbaek Danemark
Intas Gottingen Deutschland
J. T. Baker Deventer, Holland

MBI Fermentas St. Leon-Rot, Deutschland
Merck Darmstadt, Deutschland
New England Biolabs Beverly, USA

Omnilab Gehrden Deutschland

Perkin Elmer

Weiterstadt, Deutschland
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Promega

QBIOgene

Qiagen
Riedel-DeHaén
Roche Diagnostics
Roth

Santa Cruz Biotechnology
Savant

Schleicher & Schuell
Serva

Sigma

Sorvall Instruments
Stratagene

USB

Whatman

Madison, USA

Heidelberg, Deutschland
Hilden, Deutschland
Seelze, Deutschland
Mannheim, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Santa Cruz, USA

Frankfurt, Deutschland
Dassel, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Bad Homburg, Deutschland
La Jolla, USA
Braunschweid, Deutschland
Maidstone, England
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3 Methoden

3.1 Arbeiten mit DNA

3.1.1 Restriktionsspaltung

Restriktionsenzyme hydrolysieren die Bindung zwischen Phosphatgruppe und Desoxyribose
im Zuckerphosphatriickgrad beider Stringe eines DNA-Doppelstranges. Die Spaltprodukte
tragen an den 5’-Enden eine Phosphatgruppe, an den 3’-Enden eine Hydroxylgruppe.

In der Gentechnologie werden am héufigsten Typ II-Endonukleasen verwendet. Diese
schneiden die DNA innerhalb einer fiir das Enzym charakteristischen Erkennungssequenz aus

4 — 6 Basenpaaren. Sie erzeugen dabei glatte bzw. 3'- oder 5'-liberhdngende Enden.

Die Verwendung von Restriktionsenzymen dient verschiedenen Zwecken. Mit ihrer Hilfe
konnen DNA-Fragmente schnell aus Plasmiden herausgeschnitten werden, um sie in andere
Vektoren einzufiigen. AuBBerdem konnen erfolgreiche Subklonierungen dieser Art anhand des

Spaltmusters bestimmter Restriktionsenzyme identifiziert werden.
Ein typischer analytischer Restriktionsansatz hat folgende Zusammensetzung:

5 ul Plasmid-DNA (etwa 0,5 pg)
1,2 pl 10 x NE-Puffer
0,3 ul Restriktionsenzym (5 — 10 Units)
5.5 ul dH,O

12 ul

Der Ansatz wird 2 h bei der fiir das verwendete Enzym optimalen Temperatur inkubiert.

Je nach verwendetem Restriktionsenzym sind unterschiedliche Pufferbedingungen fiir eine
optimale Enzymaktivitidt notwendig. Die Wahl des in die Reaktion eingesetzten NE-Puffers
(1 —4) hiangt om verwendeten Enzym ab. Wenn bei Restriktionsspaltungen mehrere Enzyme
verwendet werden, die jeweils unterschiedliche Puffer bendtigen, werden die Reaktionen
nacheinander durchgefiihrt. Die Pufferbedingungen fiir die zweite Reaktion werden dann

durch Zusatz weiterer Puffer eingestellt.

Ein préparativer Restriktionsansatz wird analog, aber im groBeren Mafstab (2 ng DNA)
durchgefiihrt. AuBerdem erfolgt hierbei hdufig nach der Hilfte der Inkubationszeit eine
erneute Zugabe von Restriktionsenzym, da die Enzyme im Laufe der Zeit an Aktivitit

verlieren.

Zusitzlich zu den beiden fiir eine angestrebte Ligationsreaktion zwischen Vektor und Insert
notwendigen Enzymen kann der Vektor mit einem dritten gespalten werden, dessen
Erkennungssequenz zwischen denen der Klonierungsenzyme liegt. Eine solche Behandlung
verringert die Gefahr der Religation des Vektors nach einem unvollstindigen
Restriktionsschnitt. Eine Dephosphorylierung des Vektors (Kap. 3.1.3) ist dann nicht mehr

unbedingt notwendig.
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NE-Puffer 1 (10 x)
100 mM Tris/HCI, pH 7,0
100 mM MgCl,
10 mM DTT

NE-Puffer 3 (10 x)
500 mM Tris/HCL, pH 7,9
I M NaCl
100 mM MgCl,
10 mM DTT

NE-Puffer 2 (10 x)
100 mM Tris/HCI, pH 7.9
500 mM NaCl
100 mM MgCl,
10 mM DTT

NE-Puffer 4 (10 x)

200 mM Tris/Acetat, pH 7,9

500 mM Kaliumacetat
100 mM MgCl,
10 mM DTT

3.1.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Mit Hilfe der PCR-Technik (Saiki et al., 1988) kann DNA durch eine thermostabile DNA-

Polymerase in vitro spezifisch amplifiziert und/oder gezielt verdndert werden. An

hitzedenaturierte DNA werden bei niedriger Temperatur zwei Oligonukleotide (Primer)

gebunden (Annealing), die komplementir zu den 3’-Enden des Zielsegmentes sind, und bei

mittlerer Temperatur in Anwesenheit von Desoxynukleotiden verldngert. Diese Abfolge aus

Denaturierung, Oligonukleotidbindung und Polymerisation wird als ein Zyklus betrachtet. Die

mehrfache Wiederholung vervielfdltigt das gewiinschte DNA-Segment.

Ein typischer Reaktionsansatz besteht aus:
I ul Template-DNA (10 ng)
5 ul 10x DNA-Polymerasepuffer

1 ul INTP-Mix
1 pl Primer 1 (25 pmol/pl)
1 ul Primer 2 (25 pmol/ul)

1 ul Pfu-DNA-Polynerase (3 Units)

40 pl dH,0

50 ul

Die Reaktion lduft unter folgenden Bedingungen ab:

Denaturierung 1 min 95 °C
Annealing 2 min 55 °C

Verldngerung 2 min 72 °C
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Das Programm wird 30 mal durchlaufen, wobei die Zeiten und Annealingtemperaturen fiir die
jeweils zu erstellenden Fragmente optimiert werden miissen. Die erhaltenen Produkte werden

in einem Agarosegel aufgetrennt und konnen dann wie im Kap. 3.1.5 beschrieben, gereinigt

werden.
DNA-Polymerasepuffer (10x) dNTP-Mix
200 mM Tris/HCI pH 8,8 10 mM dATP
100 mM KCl 10 mM dCTP
100 mM (NH4)SO4 10 mM dGTP
20 mM MgSOy4 10 mM dTTP
0,1 % BSA

1 % TritonX-100

3.1.3 Dephosphorylierung des Vektors

Um Genfragmente mit hoher Effizienz in geeignete Plasmid-Vektoren zu klonieren
(Kap. 3.1.6), muB} eine Religation des Vektors ohne Insertion verhindert werden. Zu diesem
Zweck behandelt man Vektor-DNA, besonders nach Linearisierung mit nur einem
Restriktionsenzym oder solchen Nukleasen, die glatte Enden erzeugen, mit alkalischer
Phosphatase aus Kalbsdarm. Diese entfernt die terminalen 5’-Phosphatgruppen des linearen

Vektors und unterbindet dadurch eine Rezirkularisierung des Vektors.
Durchfiihrung der Dephosphorylierung:

16,0 pul DNA-LGsung (ca. 2 ug DNA)
2,0 ul 10 x Dephosphorylierungspuffer
1,0 pl alkalische Phosphatase (0,1 U/ul)

19,0 pl

Der Reaktionsansatz wird 60 min bei 37 °C inkubiert, wobei nach 30 min noch einmal die
gleiche Enzymmenge zugegeben wird. Danach wird das Enzym inaktiviert, indem eine
EDTA-Konzentration von 2,5 mM eingestellt und die Probe 15 min lang auf 68 °C erwérmt
wird. Durch diese Behandlung werden Zn**-Ionen des Enzyms, die fiir die Stabilitit der

Untereinheiten und seine katalytische Aktivitidt nowendig sind, chelatisiert.

Die dephosphorylierte DNA kann dann an eine Silicamatrix (Qiagen) gebunden und vom

denaturierten Enzym gereinigt werden.

10 x Dephosphorylierungspuffer
500 mM Tris/HCL, pH 8,5 (bei 20 °C)
1 mM EDTA
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3.1.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wird zur Identifizierung, Trennung und Reinigung von
DNA-Fragmenten verwendet. Beim Anlegen einer Spannung wandert DNA aufgrund ihrer
negativ geladenen Phosphatgruppen zur Anode. Die Mobilitdt der Nukleinsduren hingt dabei
von ihrer Molekiilgroe und der Dichte der Gelmatrix ab. Mit Hilfe eines Standards 148t sich
die Molekiilgroe von DNA-Fragmenten aus der Laufstrecke bestimmen.

Zur Herstellung eines Agarosegels wird eine gewéhlte Menge Agarose durch kurzes
Aufkochen in TAE-Puffer gelost. Nach dem Abkiihlen auf etwa 60 °C wird die Losung mit
1 ng Ethidiumbromid pro 20 ml versetzt und in ein horizontales Gelbett (Eigenbau bzw. Easy
Cast Electrophoresis System) gegossen. Nach dem Erstarren wird das Gel mit TAE-
Laufpuffer iiberschichtet. Die Proben werden mit einem Sechstel ihres Volumens an
Auftragspuffer fiir Agarosegele versetzt und die Elektrophorese fiir 45 bis 60 min bei 80 V
(Power Pac 3000, Biorad) durchgefiihrt. Wahrenddessen interkaliert das Ethidiumbromid in
die DNA und macht so die DNA-Banden bei Bestrahlung mit UV-Licht (366 nm) sichtbar.

Die Aufzeichnung erfolgt mit dem Photodokumentationssystem Digit Store Duo der Firma

Intas.
TAE-Laufpuffer Auftragspuffer fiir Agarosegele
40 mM Tris 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,11 % (v/v) Essigséure 0,25 % (w/v) Xylen Cyanol FF
1 mM EDTA, pH 8,0 30 % (w/v) Glycerin

3.1.5 Reinigung von DNA

3.1.5.1 Reinigung der Spaltprodukte nach einem Restriktionsschnitt

Zur Isolation von Spaltprodukten nach einem Restriktionsschnitt (Kap. 3.1.1) werden die
DNA-Fragmente zunichst in einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt (Kap. 3.1.4) und dann
aus diesem mit Hilfe des QIlAquick-Gel-Extraction Kits (Qiagen) wiedergewonnen. Das
Trennverfahren beruht auf der selektiven Bindung von DNA an eine Silicamatrix bei hoher
Salzkonzentration. Die Durchfiihrung basiert weitestgehend auf dem von Qiagen

mitgelieferten Extraktionsprotokoll.

Die Banden der DNA-Fragmente werden unter einer UV-Lampe (366 nm, Roth) mit einem
Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Die erhaltenen Gelstiicke werden mit dem Dreifachen
ihres Volumens an Puffer QG (100 pg = 100 pl) versetzt und 10 min lang unter wiederholtem
Mischen auf 50 °C erwédrmt. Das chaotrope Salz NaClO4, das im Puffer QG in hoher
Konzentration enthalten ist, zerstort die Wasserstoff-Briickenbindungen zwischen den
Zuckermolekiilen im Agarosepolymer, so dal sich das Gel auflost. Nach Zugabe eines
Volumenteils an Isopropanol wird die Losung auf eine Sdule mit Silicamatrix aufgetragen.

Begiinstigt durch die hohe Elektrolytkonzentration, bindet die DNA an die Séule, wihrend
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Agarose, Proteine, Ethidiumbromid, Salze und weitere Verunreinigungen, die keine
Nukleinsduren sind, bei der anschlieBenden Zentrifugation (30s, 14000 rpm, 5415 C,
Eppendorf) im DurchfluB verbleiben. Die Sdule wird einmal mit 500 pl Puffer QG
gewaschen, um Agarosereste zu entfernen, und zweimal mit je 750 pl des ethanolhaltigen PE-
Puffers, um die DNA von noch vorhandenen Salzen zu befreien. Nach dem vollstindigen
Entfernen des PE-Puffers wird die gereinigte DNA mit 50 ul 10 mM Tris-Puffer, pH 8,0,
eluiert.

Puffer QG PE-Puffer
NaClOgy-haltiger Solubilisierungspuffer ethanolhaltiger Waschpuffer mit

mit pH-Indikator (Qiagen) moderater Salzkonzentration (Qiagen)

3.1.5.2 Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Phenol-Chloroform-Extraktion dient der Abtrennung von Proteinen aus
Nukleinsdurelosungen. Dabei macht man sich zunutze, dal Phenol Proteine denaturiert,
wihrend es mit Nukleinsiduren nicht interagiert. Da sich Phenol viel besser in Chloroform 16st
als in Wasser, wird durch eine gleichzeitige Extraktion mit Phenol und Chloroform
verhindert, dal Phenolreste in der wiBirigen Phase, die die DNA enthilt, zuriickbleiben und

nachfolgende Reaktionen storen.

Die von Proteinen zu befreiende DNA-L&sung wird mit dem gleichen Volumen eines Phenol-
Chloroform-Gemisches versetzt und geschiittelt, bis eine Emulsion entstanden ist. Zur
Phasentrennung wird 2 min in der Tischzentrifuge (5415 C, Eppendorf) zentrifugiert. Die
obere, wélrige Phase wird in ein neues Gefall iiberfilhrt und die DNA aus dieser durch
Ethanolfillung (Kap. 3.1.5.3) isoliert. Die meisten denaturierten Proteine verbleiben an der
Grenzflache zwischen der wélrigen und der Phenol-Chloroform-Phase und bilden dort eine

sogenannte Interphase aus.

Phenol-Chloroform-Gemisch
50 % (v/v) Phenol

50 % (v/v) wassergesittigtes Chloroform

3.1.5.3 Ethanolprézipitation von DNA
Eine Fillung von DNA mit Ethanol wird eingesetzt, um die DNA zu konzentrieren oder

niedermolekulare Bestandteile zu entfernen.

Eine DNA-Losung wird mit einem Zehntel ihres Volumens an 3 M Kaliumacetatlosung
(pH 5,2) und dem 2,5-fachen ihres Volumens an absolutem Ethanol versetzt. Die Probe wird
gemischt und 30 min bei —80 °C inkubiert. AnschlieBend wird die geféllte DNA 10 min bei
14000 rpm in der Tischzentrifuge (5415 C, Eppendorf) abzentrifugiert. Der Uberstand wird
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abgesaugt und die DNA einmal mit 70 %igem Ethanol gewaschen, um Salzreste zu entfernen.
Nach dem Trocknen des Pellets bei 37 °C wird die DNA im gewiinschten Volumen an dH,O
gelost.

3.1.6 Ligation
T4-DNA-Ligase kann DNA-Fragmente, die durch Restriktionsspaltung entstanden sind,

wieder miteinander verkniipfen, wenn die Enden der linearen DNA glatt oder komplementér
vorliegen. Das Enzym katalysiert dabei die Veresterung eines 5'-Phosphorsdureesters mit
einer 3'-Hydroxylgruppe. Wurde der Vektor zuvor mit alkalischer Phosphatase am 5'-Ende
dephosphoryliert, so besitzt das aus Vektor und Insert rekombinierte DNA-Molekiil in beiden
Strangen je einen Einzelstrangbruch, an dem eine 3 -Hydroxylgruppe des Inserts auf eine
5’-Hydroxylgruppe des Vektors trifft. Dennoch ist das DNA-Molekiil stabil genug fiir eine
Transformation in eine Bakterienzelle, in der Reparaturenzyme des Wirtes den

Einzelstrangbruch beheben.

In einen Ligationsansatz werden etwa 20 ng Vektor-DNA eingesetzt und soviel Insert-DNA,
daB sich ein molares Vektor-Insert-Verhéltnis von 1:3 ergibt. Das Gemisch aus Vektor und
Insert wird mit 1 pl 10 x Ligationspuffer und 1 pul T4-DNA-Ligase (1:2 mit dH,O verdiinnt)
versetzt. Anschlieend wird der Ansatz mit dH,O auf ein Volumen von 10 pl aufgefiillt und

mindestens 3 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Parallel zu jeder Ligationsreaktion wird ein Kontrollansatz mitgefiihrt, der zwar Vektor und
T4-DNA-Ligase enthdlt, aber keine Insert-DNA. Die Transformation dieses Kontrollansatzes

ergibt die Anzahl an Kolonien, die auf eine Selbstligation des Vektors zuriickzufiihren sind.

Ligationspuffer (10 x)
500 mM Tris/HCI, pH 7,8
100 mM MgCl,
100 mM DTT
10 mM ATP
25 % (w/v) BSA

3.1.7 Transformation

Weder das gramnegative Bakterium E. coli noch die Hefe S. cerevisiae sind dazu in der Lage,
Fremd-DNA von auBlen mit ausreichender Effizienz aufzunehmen. Deshalb wird ihre
Zellwand durch Behandlung mit unphysiologisch hohen Konzentrationen an zweiwertigen
Metallkationen destabilisiert und damit die Aufnahmefahigkeit der Zellen fiir Plasmid-DNA
gesteigert; die Zellen werden kompetent gemacht. Die Effizienz einer Transformation kann

durch einen Hitzeschock oder einen kurzen starken Stromstof3 erhoht werden.
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3.1.7.1 Herstellung kompetenter Bakterienzellen fiir eine Transformation durch
Hitzeschock

Die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen erfolgt nach der Methode von Dagert und Ehrlich
(1979). 20 ml 2YT-Medium werden mit 200 pl einer Ubernachtkultur eines geeigneten
E. coli-Stammes angeimpft und 2 h bei 37 °C und 180 rpm geschiittelt. Anschlielend werden
die Zellen 10 min bei 4 °C und 2500 rpm abzentrifugiert (5403, Eppendorf), in 20 ml 0,1 M
CaCl, resuspendiert und 2 h im Eis inkubiert. Nach 10miniitiger Zentrifugation (1200 rpm,
4 °C) wird das Bakteriensediment in 2 ml 0,1 M CaCl, aufgenommen. Nach weiteren 2 h auf
Eis sind die Bakterien kompetent und kénnen 48 h lang fiir eine Transformation verwendet

werden.

2YT-Medium (11)
16 g Pepton
10 g Hefeextrakt
5 g Natriumchlorid
autoklaviert

3.1.7.2 Transformation von E. coli mittels Hitzeschock

Eine DNA-Losung, z. B. ein Ligationsansatz mit etwa 20 ng Vektor-DNA oder 7-10 ng
ringférmige Plasmid-DNA, wird mit 100 pl kompetenten E. coli-Zellen gemischt und 30 min
auf Eis stehengelassen. Anschliefend erfolgt ein Hitzeschock (5 min, 37 °C), nach dem die
Bakterien 10 min lang auf Eis abgekiihlt werden. Nach Zugabe von 300 ul 2YT-Medium wird
der Ansatz 30 min bei 37°C und 180 rpm geschiittelt. In dieser Zeit konnen die
transformierten Bakterien die auf dem transformierten Plasmid kodierte Antibiotikaresistenz
ausbilden, bevor sie auf einer 2YT-Agarplatte ausplattiert werden, die das fiir die Selektion
notwendige Antibiotikum enthélt. Die transformierten Zellen wachsen bei 37 °C im

Warmeschrank iiber Nacht zu Kolonien heran.

2YT-Agarplatten (11)
16 g Pepton
10 g Hefeextrakt
5 g Natriumchlorid
15 g Bacto Agar

autoklaviert

3.1.7.3 Herstellung elektrokompetenter Bakterienzellen

10 ml einer dicht gewachsenen Ubernachtkultur mit HB101 Bakterienzellen werden in 11
LB-Medium iiberfithrt und bei 37 °C bis zu einer ODgyp von 0,5 bis 0,55 inkubiert.
Anschlieend werden die Zellen 30 min auf Eis abgekiihlt und 15 min bei 4 °C und 5000 rpm
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(GSA-Rotor, RC-5C, Sorvall Instruments) abzentrifugiert. Das Pellet wird je einmal mit 1 1,
0,51 und 20 ml eiskalter 10 %iger (w/v) Glycerinlosung gewaschen, um die lonenstirke
moglichst gering zu halten, und schlieBlich in 2 ml derselben Losung aufgenommen. Die auf
diese Weise erhaltenen elektrokompetenten Zellen konnen entweder sofort verwendet oder

bei —80 °C gelagert werden.

LB-Medium (11)
10 g Pepton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl

autoklaviert

3.1.7.4 Transformation von E. coli durch Elektroporation

Mit dem Verfahren der Elektroporation zur Transformation von Bakterienzellen (Dower et al.,
1988; Taketo, 1988) 14Bt sich eine hohere Transformationseffizienz erzielen als durch einen
Hitzeschock. Die Elektroporation ist deshalb fiir die Transformation von E. coli mit DNA, die

aus Hefezellen pripariert wurde, die Methode der Wahl.

1 —2ng Plasmid-DNA werden mit 100 pl elektrokompetenen HB101 gemischt und in
eisgekiihlte Elektroporationskiivetten {iberfiihrt. Nach einem Stromstofl (2500 V, 25 uF,
200 Q) werden die Zellen mit 1 ml SOC-Medium versetzt und 10 min auf Eis stehengelassen.
Nach weiteren 60 min Inkubation bei 37 °C und 180 rpm werden sie mit 1 ml M9-Medium
gewaschen und auf MO-Platten ausgestrichen. Diese Platten ermoglichen das selektive
Wachstum von Bakterien, die ein Plasmid aufgenommen haben, das eine bestimmte
Aminosdure-Auxotrophie des Bakterienstammes komplementiert. Sollen die Bakterienzellen
auf einer 2YT-Agarplatte ausgestrichen werden, die ein fiir die Selektion notwendiges
Antibiotikum enthélt, so entfdllt der Waschschritt.

M9-Medium SOC-Medium
12,8 g Na,HPO, -7H,0 20 g Bacto Pepton
3 g KH;PO4 5 g Bacto-Hefeextrakt
0,5 g NaCl 5 g NaCl
1 g NH4CI in 800 ml dH,O autoklaviert
in 800 ml dH,O autoklaviert 20 g 0a-D(+)-Glucose
20 g a-D(+)-Glucose in 200 ml dH,O autoklaviert
in 200 ml dH,0O autoklaviert anschliefend vereint

anschlieflend vereint
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MO9- Platten
12,8 g Na,HPO4-7H,O
3 g KH;PO4
0,5 g NaCl
1 g NH4CI
in 800 ml dH,O autoklaviert
20 g a-D(+)-Glucose
15 g Bacto Agar
in 200 ml dH,O autoklaviert
anschliefend vereint

Zusatz von Aminosduren moglich

2YT-Agarplatten: siche Kap. 3.1.7.2 Transformation von E. coli mittels Hitzeschock

3.1.7.5 Herstellung kompetenter Hefezellen

5 ml einer YPD-Ubernachtkultur von S. cerevisiae werden in 50 ml YPD-Medium iiberfiihrt
und weitere 5 h bei 30 °C geschiittelt. Nach Sminiitiger Zentrifugation bei 3500 rpm (5403,
Eppendorf) wird das Hefepellet in 20 ml autoklaviertem dH,O resuspendiert und erneut 5 min
bei 3500 rpm zentrifugiert (5403, Eppendorf). Je nach Pelletgrof8e werden die Zellen in 0,5 —
I ml TE/LiOAc-Puffer aufgenommen und koénnen nach 1h bei Raumtemperatur zur

Transformation verwendet werden.

YPD-Medium (11) TE/LiOAc-Puffer:
20 g Bacto Pepton 10 mM Tris/HCI, pH 7,5
10 g Bacto-Hefeextrakt 1 mM EDTA, pH 7,5
in 800 ml dH,O autoklaviert 0,1 M Lithiumacetat

20 g a-D(+)-Glucose
in 200 ml dH,O autoklaviert

anschliefend vereint

3.1.7.6 Transformation von Hefen

3.1.7.6.1 Durchfiihrung der Transformation

1 pg Plasmid-DNA, 100 pg Einzelstrang-DNA (Kap. 3.1.7.6.2) und 100 pl kompetente
Hefezellen werden mit 700 ul eines polyethylenglycolhaltigen TE/LiOAc-Puffers vermischt
und 30 min bei 30 °C inkubiert. Nach Zugabe von 88 ul DMSO wird fiir 15 min bei 42 °C ein
Hitzeschock durchgefiihrt. Der Transformationsansatz wird dann 3 min bei 3500 rpm
zentrifugiert (5415 C, Eppendorf), das Hefepellet mit 1 ml autoklaviertem dH,O gewaschen,
um das Polyethylenglycol zu entfernen, und in 100 pl autoklaviertem dH,O resuspendiert.



METHODEN 35

Diese Zellsuspension wird auf SD-Platten ausgestrichen, deren Zusdtze ein selektives
Wachstum von transformierten Zellen ermoglichen, und bis zur Ausbildung von Kolonien bei
30 °C gelagert.

polyethylenglycolhaltiger TE/LiOAc-Puffer: SD-Medium (11)

10 mM Tris/HCI, pH 7,5 1,7 g Yeast Nitrogen Base

1 mM EDTA, pH 7,5 4 ¢ Ammoniumsulfat
0,1 M Lithiumacetat in 100 ml dH,O autoklaviert
40 % (w/v) Polyethylenglycol 4000 20 g Glucose

in 900 ml dH,O autoklaviert

anschlieend vereinigt

3.1.7.6.2 Herstellung von Einzelstrang-DNA

Um die Effizienz bei der Transformation von Plasmid-DNA in intakte Hefezellen zu steigern,

verwendet man Einzelstrang-DNA als Tréger (Schiestl and Gietz, 1989).

DNA aus Lachshoden wird in TE-Puffer in einer Konzentration von 10 mg/ml durch
Pipettieren geldst und {iber Nacht bei 4 °C stehengelassen, damit sich eine homogene viskose
Losung bildet. Danach wird die DNA zweimal 30 s Ultraschall ausgesetzt. Dadurch sollen
Nukleinsdurefragmente mit einer mittleren Gro3e von 7 kb entstehen, was mit Hilfe einer
Agarose-Gelelektrophorese (Kap. 3.1.4) kontrolliert wird. Liegt die mittlere Groe der DNA
unterhalb von 2 kb, so wird die Transformationseffizienz stark reduziert. Nach der
Ultraschallbehandlung wird die DNA-L&sung einmal mit Phenol extrahiert, danach mit einem
1 : 1-Gemisch aus Phenol und Chloroform und schlieBlich mit Chloroform (vgl. Kap. 3.1.5.2).
Fiir diese Extraktion wird Phenol verwendet, das mit TE-Puffer gesittigt ist. Es folgt eine
Ethanolfdllung der DNA (Kap. 3.1.5.3), nach der sie wieder in einer Konzentration von
10 mg/ml in TE-Puffer gelost wird. Die DNA wird dann 20 min im Wasserbad gekocht, um
sie zu Einzelstrdngen zu denaturieren, und im Eisbad abgeschreckt, um ein Renaturieren der
Einzelstringe zu Doppelstrangen zu verhindern. Die auf diese Weise priparierte DNA wird
bei —-20°C gelagert. Wiederholtes Auftauen und Einfrieren reduziert die

Transformationseffizienz kaum.

TE-Puffer
10 mM 7,5 Tris/HCL, pH 7,5
I mM EDTA, pH
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3.1.7.7 Aufbewahrung transformierter Klone

3.1.7.7.1 Anlegen von E. coli Glycerinkulturen

Fiir die Herstellung von E. coli Glycerinkulturen, werden zundchst 2 ml 2YT-Medium mit
einer Einzelzellkolonie angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C und 180 rpm im Schiittler
inkubiert. Am néchsten Tag werden 800 ul dieser Kultur mit 800 ul 87 %igem Glycerin

gemischt und bei —80 °C eingefroren.

3.1.7.7.2 Anlegen von Glycerinkulturen von S. cerevisiae

Eine 5 ml Fliissigkultur wird mit einer Einzelzellkolonie von S. cerevisiae angeimpft und so
lange bei 30 °C und 200 rpm inkubiert, bis die Kultur die logarithmische Wachstumsphase
erreicht hat. Danach werden die Hefen abzentrifugiert, in 1,6 ml frischem Medium
resuspendiert und mit dem gleichen Volumen an 87 %igem Glycerin versetzt. Bei —80 °C

konnen diese Glycerinkulturen mehrere Jahre gelagert werden.

3.1.8 Plasmid-Praparation

Die hier verwendeten Methoden zur Isolation von Plasmid-DNA, die eine Abwandlung des
Protokolls von Birnboim und Doly (1979) darstellen, basieren auf den unterschiedlichen
Eigenschaften von Plasmid- und chromosomaler DNA bei ihrer Denaturierung mit
Natriumhydroxid und anschlieBender schneller Renaturierung. Beim raschen Absenken des
pH-Wertes nach alkalischer Denaturierung renaturiert Plasmid-DNA und bleibt 16slich,
wohingegen chromosomale DNA an Zellwandbruchstiicken und Proteinen haftet und mit

diesen abzentrifugiert werden kann.

Die Séulen der Firma Qiagen, die fiir die Reingung der DNA verwendet werden, besitzen
entweder eine Silicamatrix, an die DNA bei hoher Salzkonzentration bindet (QIAprep Spin-
Sdulen bzw. QIAquick Gel Extraction Kit), oder es handelt sich um eine
Anionenaustauschersdule, an die die DNA-Bindung bei niedriger Salzkonzentration und

definiertem pH-Wert erfolgt (Midiprédparation).

3.1.8.1 Plasmid-Mini-Préaparation

Mit der Mini-Priaparationsmethode lassen sich innerhalb kurzer Zeit kleine Mengen (etwa
5 ug pro ml Kultur) Plasmid-DNA aus Bakterien isolieren. Es wird das QIAprep Spin
Miniprep Kit der Firma Qiagen verwendet.

2 ml antibiotikumhaltiges 2YT-Medium werden mit einer Einzelzellkolonie angeimpft und
iiber Nacht bei 37 °C im Riittler inkubiert. AnschlieBend werden die Bakterienzellen 2 min
bei 10000 rpm in der Tischzentrifuge (5415 C, Eppendorf) pelettiert und in 250 ul RnaseA-
haltigem Puffer P1 resuspendiert. Die Lyse der Zellen und die Denaturierung der DNA
erfolgen durch Zugabe von 250 pul des NaOH- und SDS-haltigen Puffers P2. Nach dem
Mischen wirkt dieser 5 min bei Raumtemperatur auf die Zellen ein und wird anschlieBend mit

350 pul Puffer N3 (pH 5,2) neutralisiert. Nach vorsichtigem Mischen werden Zelltriimmer und
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SDS-Salze 10 min bei 14000 rpm pelletiert (5415 C, Eppendorf). Der Uberstand, der die
Plasmid-DNA enthilt, wird auf eine Spin-Sdule aufgetragen und diese dann 1 min bei
14000 rpm zentrifugiert (5415 C, Eppendorf). Wahrend dieser Zeit bindet die DNA an die
Matrix und kann zuerst mit 500 pl PB-Puffer und dann mit 750 pl des ethanolhaltigen Puffers
PE gewaschen werden, der noch vorhandene Salze beseitigt. Um verbliebenes Ethanol zu

entfernen, wird die Sdule noch einmal 1 min bei 14000 rpm zentrifugiert, bevor die gereinigte
DNA mit 50 pl 10 mM Tris/HCI, pH 8,0 eluiert wird.

Puffer P1: Puffer P2:
50 mM Tris/HCI, pH 8,0 200 mM NaOH
10 mM EDTA 1 % (w/v)SDS
autoklaviert

Puffer PE: siche Kap. 3.1.5.1 Reinigung der Spaltprodukte nach einem Restriktionsschnitt
Puffer N3 und PB: Die genauen Inhaltstoffe werden von der Firma Qiagen nicht genannt

2YT-Medium: sieche Kap. 3.1.7.1 Herstellung kompetenter Bakterienzellen fiir eine

Transformation durch Hitzeschock

3.1.8.2 Plasmid-Maxi-Prédparation

Die Maxi-Priparationsmethode beinhaltet eine Plasmidreinigung {iber kommerzielle
Anionenaustauschersidulen. Auch diese Extraktionsmethode basiert auf einer alkalischen, mit
dem Einsatz von SDS gekoppelten Lyse der Zellen. AnschlieBend wird die Plasmid-DNA bei
geringer Salzkonzentration und niedrigem pH-Wert an eine Anionenaustauschersdule
gebunden. Bei mittlerer Salzkonzentration wird sie von Verunreinigungen befreit und bei
hoher Salzkonzentration wieder eluiert. Mit dieser Methode kann man DNA-Ausbeuten von

bis zu 4 pg pro ml Kultur erzielen.

Die Durchfiihrung erfolgt in Anlehnung an das Plasmid Handbook von Qiagen (1995).

Von einer 2YT-Agarplatte mit FEinzelzellkolonien oder aus einem Glycerolstock
(Kap. 3.1.8.3) werden 250 ml LB-Medium angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C im Riittler
inkubiert. AnschlieBend werden die Bakterien 10 min bei 5000 rpm abzentrifugiert (GSA-
Rotor, RC-5C, Sorvall Instruments) und in 10 ml gekiihltem Puffer P1 mit 100 pg/ml
Rnase A resuspendiert. Durch Zugabe von 10 ml Puffer P2 werden die Zellen lysiert und die
DNA und Proteine denaturiert. Um die Plasmid-DNA zu renaturieren, wird das Gemisch nach
5 min bei Raumtemperatur mit 10 ml Puffer P3 neutralisiert. Der hohe Salzgehalt dieses
Puffers bewirkt aulerdem die Féllung von vorhandenem SDS. Das geschieht wihrend einer
15miniitigen Inkubation auf Eis und ist notwendig, weil SDS die spétere Bindung der DNA

an die Anionenaustauschersdule verhindert wiirde. Das Prézipitat wird anschlieBend 15 min
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bei 5000 rpm abzentrifugiert (GSA-Rotor, RC-5C, Sorvall Instruments) und der Uberstand,
der die Plasmid-DNA enthilt, durch ein Filter auf die mit 10 ml Puffer QBT equilibrierte
Saule (tip 500, Qiagen) liberfiihrt. Aufgrund der vorhandenen Salzkonzentration und des pH-
Wertes kann nur Plasmid-DNA an die Sdule binden, nicht aber die durch Rnase A degradierte

RNA oder zellulare Proteine.

Die Séule wird zweimal mit je 10 ml Waschpuffer QC behandelt, wodurch neben RNA- und
Proteinresten auch Rnase A und nukleinsdurebindende Proteine entfernt werden. Auflerdem
enthdlt der Puffer QC 15 % Ethanol, das unspezifische hydrophobe Wechselwirkungen

verringert und so die Reinheit der Plasmid-DNA weiter erhoht.

Eluiert wird die Plasmid-DNA mit dreimal 1,2 ml Puffer QF in Eppendorfgefifie mit 2 ml
Fassungvermdgen. Die DNA wird mit 840 ul Isopropanol pro Gefd3 gefdllt und 30 min bei
14000 rpm (Ultrazentrifuge L8-70M, Eppendorf) und 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet wird
zweimal mit je 1 ml 70 %igem Ethanol gewaschen und 5 — 10 min bei 37 °C getrocknet,
bevor die DNA in insgesamt 500 pl dH,O gel6st wird.

Puffer QBT Waschpuffer QC
0,75 M NaCl 1 M NaCl
50 mM MOPS, pH 7,0 50 mM MOPS, pH 7,0
15 % (v/v) Ethanol 15 % (v/v) Ethanol
0,15 % (w/v) Triton X-100 sterilfiltriert
sterilfiltriert
Puffer QF
1,25 M NaCl

50 mM Tris/HCI, pH 8,5
15 % (v/v) Ethanol
Puffer P1 und P2: siche Kap. 3.1.8.1 Plasmid-Mini-Préparation

2YT-Agarplatten: siche Kap. 3.1.7.2 Transformation von E. coli mittels Hitzeschock

LB-Medium: siche Kap. 3.1.7.3 Herstellung elektrokompetenter Bakterienzellen

3.1.8.3 Mini-Préaparation von Plasmid-DNA aus Hefezellen
In Hefezellen liegt die Plasmid-DNA nur in geringer Kopienzahl vor. Es kdnnen deshalb nur
kleine Mengen an DNA isoliert werden, die aber ausreichen, um sie per Elektroporation in

Bakterien zu transformieren und dort zu amplifizieren.

5 ml Selektionsmedium werden mit einer Einzelzellkolonie angeimpft und liber Nacht bei
30 °C im Ruiittler inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen 5 min in einer Tischzentrifuge
(5415 C, Eppendorf) pelletiert und in 20 pul Oxalyticaseldsung resuspendiert. Wéhrend einer
30 miniitigen Inkubation bei 30 °C werden f(-1,3-Glukane in der Zellwand der Hefen
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proteolytisch gespalten (Schott and Schekman, 1980), so daB} es jetzt mdglich wird, die Zellen
zu lysieren und die Plasmid-DNA freizusetzen. Dazu werden 250 pl Puffer P1 und 250 pl
Puffer P2 zugegeben. 5 min spiter wird der Ansatz mit 350 pl Puffer P3 neutralisiert und zum
Abtrennen von Zelltriimmern 10 min bei 14000 rpm (5415 C, Eppendorf) zentrifugiert. Durch
Zugabe von 1 ml Isopropanol zum Uberstand wird die Plasmid-DNA gefillt und kann durch
Zentrifugation (15 min 14000 rpm, 5415 C, Eppendorf) isoliert werden. AbschlieBend wird
sie einmal mit 1 ml 70 %igem Ethanol gewaschen. Sie kann nun fiir die Transformation in
E. coli (Kap. 3.1.7.4) oder als Template fiir eine PCR (Kap. 3.1.2) eingesetzt werden.

3.1.8.4 Bestimmung der DNA-Konzentration

Bei der Bestimmung der DNA-Konzentration macht man sich zunutze, dal die Menge an
Ethidiumbromid, die wihrend einer Agarose-Gelelektrophorese (Kap. 3.1.4) in die DNA
interkaliert, proportional zur Anzahl ihrer Basenpaare ist. Durch einen Vergleich der
Bandenintensititen der Probe mit denen eines mitgelaufenen Standards 1d6t sich die DNA-

Konzentration auf einem Transilluminator (366 nm) abschitzen.

3.1.9 Hybridisierung von Northernblots mit radioaktiv markierten DNA-Sonden

Die Northernblot Technik ermdglicht die Ubertragung von RNA auf eine Membran und daran
anschliefend deren Nachweis durch Hybridisierung mit spezifischen radioaktiv markierten
DNA Sonden. In dieser Arbeit werden kommerziell erhiltliche Northernblots der Firma
Clontech verwendet, an die mRNA verschiedener Organe gebunden wurde. Mit ihrer Hilfe ist

eine Bestimmung von Expressionsort und GroB3e des Transkriptes einzelner Gene moglich.

3.1.9.1 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Die Markierung von DNA-Sonden fiir die Hybridisierung erfolgt unter Verwendung des
Megaprime DNA labelling Kits RPN 1606/7 von Amersham Pharmacia Biotech nach den
Angaben des Herstellers.

Dazu werden 15 pg eines geeigneten durch Gelelektrophorese und —extraktion (Kap. 3.1.4
und 3.1.5) gereinigten DNA-Fragmentes mit 5 pl Oktanukleotidprimergemisch zufalliger
Sequenz gemischt, das Volumen mit dH,O auf 25 ul aufgefiillt und die DNA 5 min bei 95 °C
denaturiert. Nach Zugabe von 5 pl Labeling Puffer, 0,5 MBq a-[**P]-dCTP und 1 ul Klenow
Polymerase wird dH,O bis zu einem Gesamtvolumen von 33,5 ul zugegeben. Die Synthese
der Sonden erfolgt nun fiir 10 min bei 37 °C. Das Produkt wird ohne Abstoppen der Reaktion
sofort aufgereinigt.
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Labeling Puffer
dATP
dGTP
dTTP
B-Mercaptoethanol
MgCl,
in Tris/HCl pH 7,5

Konzentrationsangaben werden vom Hersteller nicht gemacht.

3.1.9.2 Reinigung radioaktiv markierter DNA-Sonden

Die Reinigung der DNA-Sonden zur Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide nach der
Markierung erfolgt mit dem Qiaex II Gel Extraktion Kit von Qiagen.

Der Markierungsansatz wird mit 100 ul Puffer QX1 und 10 pl QiaexII Silikagelkiigelchen
versetzt und 10 min unter gelegentlichem Mischen bei 50 °C inkubiert, um die DNA an die
Matrix zu binden. Nicht eingebaute Nukleotide binden nicht und verbleiben deshalb bei der
anschlieBenden Zentrifugation (30's, 14000 rpm, 5415 C, Eppendorf) im Uberstand. Das
Pellet wird einmal mit 500 ul Puffer QX1 und zweimal mit je 750 ul des ethanolhaltigen
PE-Puffers gewaschen, um die DNA von noch vorhandenen Salzen zu befreien. Zum
vollstdndigen Entfernen des Ethanols wird das Pellet an der Luft getrocknet. Es wird dann in
20 ul 10 mM Tris-Puffer, pH 8,0, resuspendiert und 5 min bei 50 °C inkubiert. Aufgrund der
geringen Salzkonzentration und weil die Losung leicht basisch ist, dissoziiert die DNA
wihrend dieser Zeit von den Silicakugeln ab. Die Silicakugeln werden anschlieend 30 s bei

14000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand enthilt die gereinigten DNA-Sonden.

Puffer QX1: NaClO4-haltiger Solubilisierungspuffer mit pH-Indikator

PE-Puffer: siche 3.1.5.1 Reinigung der Spaltprodukte nach einem Restriktionsschnitt

3.1.9.3 Hybridisierung der radioaktiv markierten Sonden auf die Transfermembran

Zur Vermeidung unspezifischer Hybride wird die Membran zunéchst fiir mindestens 4 h bei
42°C in ULTRAhyb Hybridisierungslosung (1 ml/cm* Membran) vorhybridisiert. An-
schlieBend wird die radioaktiv markierte Sonde 10 min bei 95 °C denaturiert und direkt in die
Hybridisierungslosung pipettiert (5 - 10° — 2 - 10° cpm/ml Losung). Die Inkubation wird iiber
Nacht bei 42 °C fortgesetzt. Von tiberschiissigen Sonden wird die Membran befreit, indem sie
15 min bei 45 °C mit 2x SSC/0,1 % SDS, 15 min bei 45 °C mit 1x SSC/0,1 % SDS und
schlieBlich 30 min mit 0,1x SSC/0,1 % SDS gewaschen wird. Die Signale auf der Membran

werden durch Exposition eines Rontgenfilmes sichtbar gemacht.
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SSC
150 mM NaCl
15 mM Natriumcitrat
pH 7,0

ULTRAhyb Hybridisierungslosung: Die Zusammensetzung gibt die Firma Ambion nicht
bekannt.

3.1.10 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Alle Sequenzierungen werden mit dem ABI310 Sequenziergerit der Firma Perkin-Elmer und

dem zugehdrigen Sequenzierkit (BigDye ™ Terminator) durchgefiihrt.

Die Methode basiert auf der Didesoxy-Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger et al.,
1977). Es handelt sich um eine basenspezifische, limitierte Neusynthese eines
komplementidren DNA-Stranges. Hierfiir wird ein Primer an eine einzelstringige DNA
(Template) gebunden (Annealing) und enzymatisch in vitro in Anwesenheit von
Desoxynukleotiden und unterschiedlich fluoreszenzmarkierten 2°, 3‘-Didesoxynukleotiden
verlangert. Durch den Einbau eines solchen modifizierten Nukleotids kommt es zum Abbruch
der Verldngerungsreaktion. Werden die erhaltenen Produkte im Sequenziergerit in einer
Kapillare gelelektrophoretisch aufgetrennt und das Fluoreszenzsignal der spezifisch
markierten letzten Base jedes ankommenden DNA-Stranges detektiert, so kann aus der

Abfolge aller Signale die Gesamtsequenz ermittelt werden.

Fiir eine Sequenzierreaktion werden 200 ng Plasmid DNA mit 1 pmol Primer und 2 pl
Reaktionslosung versetzt und mit dH,O auf 10 pl aufgefiillt. AnschlieBend wird folgendes
PCR-Programm durchgefiihrt:

Denaturierung 30 s 96 °C
Annealing 15 s 50°C
Verldngerung 4 min 60 °C
25 Zyklen

Zum Abtrennen nicht eingebauter Nukleotide wird die DNA durch Zugabe von 100 ul 0,3 M
NaAc-Losung und 250 pl absolutem Ethanol gefillt (Kap. 3.1.5.3), in 25ul dH,O

aufgenommen und 2 min auf 90 °C erhitzt, bevor die Sequenz analysiert wird.

Reaktionslosung: BigDye ™ Terminator (Perkin Elmer) mit unbekannter Zusammensetzung
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3.2 Analyse der Genprodukte

3.2.1 In vitro Transkription und Translation

Die Methode der in vitro Transkription/Translation wird in dieser Arbeit genutzt, um
Munc 93 in isolierter Form darzustellen. Eingesetzt wird das TNT® Coupled Reticulocyte
Lysate System von Promega. Das zu transkribierende Gen steht dabei unter der Kontrolle des
viralen T7- oder SP6-Promotors, der spezifisch von der T7- bzw. SP6-RNA-Polymerase zur
Initiation der Transkription verwendet wird. In Anwesenheit von Kaninchen-
Retikulozytenlysat, das alle Komponenten wie Ribosomen, Initiations- und
Elongationsfaktoren fiir die Ubersetzung des RNA-Codes in eine Aminosiuresequenz enthilt,
erfolgt die Translation in direktem AnschluB an die cRNA Synthese. Bei
Transmembranproteinen ermoglicht der Zusatz von Hundepankreasmembranen eine
kotranslationale Integration in Membranen und Modifikationen der Proteine durch
Glykosylierung oder Abspaltung einer Signalsequenz.

Der Reaktionsansatz wird nach den Angaben des Herstellers zusammengestellt:
ohne Membranen: mit Membranen:

25 ul TNT Kaninchen-Retikulozytenlysat 12,5 pl TNT Kaninchen-Retikulozytenlysat

2 ul TNT Reaktionspuffer 0,5 ul TNT Reaktionspuffer
1 ul TNT RNA-Polymerase 0,5 ul TNT RNA-Polymerase
1 pul Aminosduremix ohne Methionin 0,5 pl Aminosduremix ohne Methionin
20 pCi a-[*’S]-Methionin 20 pCi a-[*>S]-Methionin
40 U Ribonukleaseinhibitor 20 U Ribonukleaseinhibitor
1 pg Template-DNA 0,25 png Template-DNA
ad 50 pl mit DEPC-behandeltem dH,O 2 pl Hundepankreasmembranen

ad 25 pl mit DEPC-behandeltem dH,O

TNT-Reaktionspuffer DEPC dH,0

Uber die Zusammensetzung dieses Puffers dH,O + 0,1 % DEPC

macht der Hersteller keine Angaben iiber Nacht bei Raumtemperatur rithren
autoklavieren

3.2.1.1 Nachweis der Membranintergration

3.2.2 Isolierung von Membranproteinen

Kultivierte adhirente Zellen werden vom Boden der Petrischale gelost und 5 min lang bei
1000 rpm (5417 R, Eppendorf) und 4 °C pelletiert. Die Zellen werden in TC-Puffer (10 ml/g
Zellen) resuspendiert und durch 200maliges Auf- und Abbewegen des Stempels eines 5 ml
Zellhomogenisators aufgeschlossen. Zelltrimmer und Nuklei werden pelletiert (3000 rpm,
5 min, 4 °C, 5417 R, Eppendorf) und der aus Zytoplasma und Membranfraktion bestehende
Uberstand in der Ultrazentrifuge bei 125000x g (TLA 100, TL-100 Ultrazentrifuge,
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Beckman) fiir 1,5h zentrifugiert. Das Pellet wird dann in TC-Puffer (1 ml/g Zellen)

aufgenommen oder direkt mit Probenpuffer fiir Proteingele versetzt.

TC-Puffer

300 mM Saccharose
5 mM CaCl,
5 mM Tris/HCI pH 8,0
2mM DTT
5 mM Benzamidin
1 mM PMSF

10 uM Leupeptin

2 uM Pepstatin A

3.2.3 Expression von GST-Fusionsproteinen in E. coli

Proteine, die als Fusionsproteine mit Glutathion S-Transferase (GST) aus Schistosoma
japonicum exprimiert werden, lassen sich schnell iiber eine Glutathionsepharoseséule
aufreinigen (Smith and Johnson, 1988). Es handelt sich dabei um eine

Affinitdtschromatographie, da Glutathion ein Substrat der Glutathion S-Transferase darstellt.

3.2.3.1 Induktion der Proteinexpression

2 ml 2YT-Medium mit Antibiotikazusatz werden mit transformierten Bakterien angeimpft
und iiber Nacht bei 37 °C und 180 rpm geschiittelt. Am nédchsten Tag wird aus dieser
Vorkultur eine 200 ml Kultur aus 2YT-Medium mit Antibiotikum so angeimpft, daB3 sie bei
600 nm eine Extinktion von 0,06 — 0,07 erreicht. Diese Kultur wéchst bei 37 °C und 180 rpm
bis zu einer ODgyp von 0,6 — 0,7, bevor die Expression des GST-Fusionsproteins durch
Zugabe von Isopropyl-B-thio-D-Galactopyranosid-Losung  (IPTG) bis zu einer
Endkonzentration von 0,02 — 1 mM induziert wird. Vor und wahrend der Induktion werden
2 ml Aliquote aus der Kultur entnommen, um spiter auf einem SDS-Polyacrylamidgel (Kap.
3.2.4) den zeitlichen Verlauf der Expression verfolgen zu konnen. Nach 1 — 3 h Induktion der
Proteinexpression wird die Bakteriensuspension 20 min bei 5000 rpm und 4°C
abzentrifugiert (GSA-Rotor, RC-5C, Sorvall Instruments). Das Pellet wird in 8 ml
Resuspendierungspuffer aufgenommen und bis zur weiteren Aufarbeitung bei —20 °C

eingefroren.
PBS Resuspendierungspuffer
140 mM NacCl, 1 x PBS
7mM KCl 5 mM EDTA, pH 8,0
10 mM Na,HPO4 0,5 mM PMSF
1,8 mM KH,PO, 5 mM Benzamidin

autoklaviert 0,1 % (w/v) Pepstatin A
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2YT-Medium: siche Kap. 3.1.7.1 Herstellung kompetenter Bakterienzellen fiir eine

Transformation durch Hitzeschock

3.2.3.2 Ultraschallaufschilufl

Nach dem Auftauen werden die Zellen im Eisbad mit Ultraschall aufgebrochen (2 x 90 s,
Duty cycle 50 %, Branson Sonifier 250). Um eine zu starke Wairmeentwicklung zu
vermeiden, wird die Bakteriensuspension zwischen den Pulsen 30s im Eis abgekiihlt.
AnschlieBend werden die Zelltriimmer 20 min bei 15000 rpm und 4 °C abzentrifugiert
(SS-34-Rotor, RC-5C, Sorvall Instuments). Zytosolische Proteine, unter ihnen auch das
rekombinante Protein, verbleiben dabei im Uberstand. Fiir eine Kontrolle wird das Pellet in
8 ml Resuspendierungspuffer aufgenommen. Ein Aliquot dieser Probe wird mit 2 x
Probenpuffer fiir Proteingele versetzt und bei —20 °C gelagert. Aus dieser Kontrolle wird nach
Coomassiefiarbung eines Polyacrylamidgels (Kap. 3.2.4, 3.2.6) ersichtlich, ob das exprimierte
Protein durch die Bildung von EinschluBkorpern oder ungeniigenden Zellaufschlufl in das
Pellet gelangt ist, oder ob es sich in 16slicher Form im Zytosol befand und durch die

Zentrifugation von den Zelltriimmern abgetrennt werden konnte.
Resuspendierungspuffer: siche Kap. 3.2.3.1 Induktion der Proteinexpression

Probenpuffer fiir Proteingele: siche Kap. 3.2.5.3.1 Standardprobenvorbereitung

3.2.3.3 Aufreinigung mit GSH-Agarose

Durch den GST-Fusionsanteil kann das rekombinante Protein selektiv und reversibel an GSH-
Sepharose gebunden werden. Dazu wird der Uberstand nach der Zentrifugation auf die mit
5 ml Equilibrierungspuffer vorbereitete Siule (250 ul Glutathion Sepharose® 4B) iiberfiihrt.
Nicht gebundene Proteine werden mit 25 ml PBS-Waschpuffer und 20 ml Tris-Waschpuffer
beseitigt. AnschlieBend wird das rekombinante GST-Fusionsprotein mit 3 ml Elutionspuffer
von der Séule eluiert, wobei das Eluat in 500 pl Fraktionen aufgefangen wird. Das freie
Glutathion, das in diesem Puffer enthalten ist, verdringt das an der Sepharose immobilisierte
Glutathion vom Protein, indem es selbst an den GST-Anteil des Fusionsproteins bindet. 5 pl
der Elutionsfraktionen werden auf einem SDS-Polyacrylamidgel analysiert (Kap. 3.2.4), um
die Fraktionen mit der hochsten Proteinkonzentration vereinigen zu konnen. Das vom Protein
gebundene Glutathion wird durch dreimalige Dialyse gegen einen [3-mercaptoethanolhaltigen
Puffer beseitigt und das B-Mercaptoethanol wiederum durch Dialyse gegen einen [3-
mercaptoethanolfreien Puffer. Fiir die zweite Dialyse wird in der Regel der Puffer verwendet,

in dem die Proteine in einer spéteren Reaktion eingesetzt werden sollen.
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Equilibrierungspuffer
1 x PBS
5mM EDTA, pH 8,0
0,5 mM PMSF
5 mM Benzamidin
0,1 % (w/v) Pepstatin A

Tris-Waschpuffer
50 mM Tris/HCI, pH 8,0
10 mM EDTA
0,5 % (w/v) TritonX 100
5 mM Benzamidin
1 mM PMSF
0,1 % (w/v) Pepstatin A

Dialysepuffer
50 mM Tris/HCI, pH 8,0
150 mM NaCl
1 mM EDTA

PBS-Waschpuffer
I x PBS
100 mM EDTA, pH 8,0
0,5 % (w/v) TritonX 100
5 mM Benzamidin
1 mM PMSF
0,1 % (w/v) Pepstatin A

Elutionspuffer
50 mM Tris/HCI, pH 8,0
10 mM Glutathion
0,5 % (w/v) Triton-X 100

PBS
sieche Kap. 3.2.3.1 Induktion der

Proteinexpression

0,1 % (v/v) B-Mercaptoethanol

3.2.4 Bindungstests mit GST-Fusionsproteinen
Binden zwei Proteine aneinander, so kann diese Wechselwirkung durch ein Experiment
nachgewiesen werden, bei dem eines der beiden als GST-Fusionsprotein an GSH-Sepharose

gebunden vorliegt und das zweite mit diesem zusammen pelletiert wird.

GSH-Sepahrose wird durch dreimaliges Waschen mit Bindungspuffer equilibriert (5 min
1000 rpm, 5415 C Eppendorf) und drei Stunden lang bei 4 °C mit dem GST-Fusionsprotein
und 1 % BSA im Bindungspuffer inkubiert. AnschlieBend wird nicht gebundenes Protein
durch Waschen mit Bindungspuffer entfernt und eine weitere Stunde bei 4 °C mit dem
zweiten Protein inkubiert. Das Pellet wird dreimal mit Bindngspuffer gewaschen, wobei die
GSH-Sepharose beim letzten Waschschritt in ein neues Gefall {iberfiihrt wird. Schlielich
wird das Pellet fiir eine Analyse durch SDS-PAGE mit Probenpuffer fiir Proteingele versetzt.

Bindungspuffer
50 mM HEPES/KOH pH 7,5
150 mM NacCl
0,5 % TritonX-100
400 pM Naz;VOg4
1 % Trasylol
Probenpuffer fiir Proteingele: 3.2.5.3 Probenvorbereitung
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3.2.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ermdglicht es, Proteine unter
denaturierenden Bedingungen ihrer Groe nach aufzutrennen und sie so weiteren
Nachweismethoden zur spezifischen Analyse, wie z. B. einem Westernblot (Kap.3.2.7),

zugénglich zu machen.

In dieser Arbeit wird eine modifizierte Form der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach

Laemmli (1970) angewendet.

3.2.5.1 SDS-Polyacrylamidgel
Das 0,75 mm dicke Gel setzt sich zusammen aus einem 5 cm hohen und 8,3 cm breiten
Trenngel, gefolgt von einem Sammelgel mit den Mallen 1 cmx 8,3 cm. Ein 12,5 %iges

Trenngel besteht aus:

1,25 ml 1,5M Tris/HCI, pH 8,8
50 pl 10 %igem (w/v) SDS
2,063 ml 30 %iger (w/v) Acrylamid-/Bisacrylamidlosung
1,638 ml dH,O
7,5 ul TEMED

30 ul 10 %iger (w/v) Ammoniumpersulfatlosung

Sofort nach dem Gielen wird das Gel mit Isopropanol {iberschichtet, um eine glatte
Oberflache zu erhalten. Nach einer Stunde Polymerisation bei Raumtemperatur wird das
Isopropanol mit einem saugfahigen Papier entfernt, um nachfolgend das 5 %ige Sammelgel

zu gieBen. Dieses enthilt:

313 ul 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
25 ul 10 %iges (w/v) SDS
415 pl 30 %ige (w/v) Acrylamid-/Bisacrylamidldsung
1,75 ml dH,O
5 ul TEMED
20 pl 10 %ige (w/v) Ammoniumpersulfatlosung

30 %ige Acrylamid-/ Bisacrylamidlosung
29 % (w/v) Acrylamid
1 % (w/v) N'-N'-Methylenbisacrylamid

3.2.5.2 Harnstoff-SDS-Polyacrylamidgel

Harnstoff-SDS-Polyacrylamidgele werden auf die gleiche Weise wie SDS-Polyacrylamidgele
(Kap. 3.2.5.1) hergestellt, enthalten aber zusitzlich noch 4 M Harnstoff, der gerade bei sehr
hydrophoben Proteinen die Denaturierung verbessert. Fiir das Trenngel werden 1,21 g

Harnstoff eingewogen und das Volumen des Trenngelansatzes anschlieBend mit dH,O auf
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5 ml aufgefiillt. Das Sammelgel enthélt 1685 ul 6 M Harnstofflosung und 65 pl dH,O statt der
bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese vorgesehenen 1,75 ml dH,O.

3.2.5.3 Probenvorbereitung

3.2.,5.3.1 Standardprobenvorbereitung

Die hier verwendeten Geltaschen nehmen ein Probenvolumen von 10 pl auf. Handelt es sich
bei den Proben um rekombinante, aufgereinigte Proteine oder um Bakterienlysate, so werden
sie mit dem gleichen Volumen an 2 x Probenpuffer flir Proteingele versetzt und 2 min im

kochenden Wasserbad denaturiert oder 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Probenpuffer fiir Proteingele (2x)
12,5 mM Tris/HCI, pH 6,75
20 % (w/v) Glycerin
4 % (w/v)SDS
10 % (v/v) B-Mercaptoethanol
0,002 % (w/v) Bromphenolblau
(8 M Harnstoff, nur bei einigen Proben)

3.2.5.3.2 TCA-Fallung
Liegt das Protein in der Probe in nur geringer Konzentration vor, so kann es durch eine

Féllung mit Trichloressigsdure konzentriert werden.

Dazu wird ein Probenvolumen mit der gewiinschten Proteinmenge mit dem gleichen
Volumen an 20 %iger (w/v) gekiihlter Trichloressigsdure versetzt und 30 min im Eis
inkubiert. Die gefillten Proteine werden 10 min bei 14000 rpm in der Tischzentrifuge
(5415 C, Eppendorf) abzentrifugiert und das Pellet zweimal mit je 200 pl eiskaltem Aceton
gewaschen, um Salze zu entfernen. AnschlieBend wird es 2 min lang bei 37 °C getrocknet,
mit 10 ul 1x Probenpuffer fiir Proteingele versetzt und so lange bei 37 °C geschiittelt
(Thermomixer 5436, Eppendorf), bis es sich vollstindig geldst hat. Sollte dabei ein
Farbumschlag des Bromphenolblau nach gelb zu beobachten sein, wird mit 1 M Tris/HCI
pH 8.0 titriert, bis es wieder blau erscheint. Die Probe wird nun 2 min im Wasserbad gekocht

und kann dann auf das Gel aufgetragen.

Probenpuffer fiir Proteingele: siche Kap. 3.2.5.3.1 Standardprobenvorbereitung

3.2.5.3.3 Vorbereitung von Hefezellen fur die Elektrophorese
Hefen besitzen eine feste Zellwand, die zerstort werden mull, um rekombinante Proteine in

einem Hefelysat nachweisen zu konnen.
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Die Zellen einer dichtgewachsenen 5 ml Kultur werden abzentrifugiert (5305, Eppendorf) und
das Pellet in 20 ul Oxalyticase resuspendiert. Wihrend einer 30miniitigen Inkubation bei
30 °C werden Glykoproteine der Zellwand durch das Enzym proteolytisch gespalten.
Anschlieend werden die Proben mit Probenpuffer fiir Proteingele versetzt, 10 min im

Wasserbad gekocht und auf einem SDS-Polyacrylamidgel (Kap. 3.2.4) analysiert.

Probenpuffer fiir Proteingele: siche Kap. 3.2.5.3.1 Standardprobenvorbereitung

3.2.5.4 Elektrophorese

Zwei Gele werden senkrecht in die Elektrophorese-Apparatur (Mini Protean™, Biorad)
eingespannt. Dabei entsteht zwischen ihnen das Pufferreservoir fiir die Kathode. Sowohl
dieses Reservoir als auch das flir die Anode werden mit Laemmli-Laufpuffer gefiillt.
AnschlieBend werden die Taschen des Sammelgels mit den Proben und einem
Molekulargewichtsstandard beladen. Die Elektrophorese wird bei 20 mA pro Gel
durchgefiihrt, bis der Farbmarker des Probenpuffers das Ende des Trenngels erreicht hat. Das
Gel wird dann entweder gefirbt (Kap.3.2.6) oder fiir einen Westernblot (Kap. 3.2.7)

eingesetzt.

Laemmli-Laufpuffer
25 mM Tris
250 mM Glycin
0,1 % (w/v)SDS

3.2.6 Coomassiefarbung
Das Gel wird mindestens 30 min in Coomassie-Losung geschwenkt und danach mehrere
Stunden lang entfdrbt, bis sich die Proteinbanden deutlich vom Hintergrund abheben.

Wihrend des Entfarbens wird die Entfarbelosung von Zeit zu Zeit gewechselt.

Bis zum Trocknen wird das Gel dann in Wasser aufbewahrt. Zum Trocknen wird ein
Whatman-3MM-Papier mit Wasser angefeuchtet und das Gel darauf luftblasenfrei
ausgebreitet. Danach wird es 45 min lang unter Vakuum auf 70 °C erwérmt (Slab Gel Dryer
SGD 2000, Savant mit Gel Pump GP 110, Savant). Auch wéhrend des Abkiihlens wird das
Vakuum aufrechterhalten, bis das Gel vollstindig trocken ist.

Coomassie-Losung Entfarbelosung
0,25 % (w/v) Coomassie Blau R250 30 % (v/v) Methanol
45 % (v/v) Methanol 10 % (v/v) Essigsdure

10 % (v/v) Essigsdure
filtriert
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3.2.7 Westernblot
Beim Westernblot nach Khyse-Anderson (1984) werden elektrophoretisch aufgetrennte

Proteine aus einem Polyacrylamidgel durch Anlegen eines elektrischen Feldes auf eine
Nitrocellulosemembran iibertragen. Dort konnen sie mit spezifischen Reagenzien

nachgewiesen werden.

3.2.7.1 Transfer auf eine Nitrocellulosemembran

Der Proteintransfer erfolgt durch Semidry-Blotting in einer speziellen Westernblotkammer
(Eigenbau der Werkstatt der Universitit Gielen), die aus zwei graphitbeschichteten
Kunststoffplatten besteht. Diese dienen als Kathode und Anode.

Die Kathode wird mit Kathodenpuffer befeuchtet. Dann werden 9 in Kathodenpuffer
getrainkte Whatman 3MM Filterpapiere, die auf die Grofe des Trenngels zugeschnitten
wurden, luftblasenfrei aufgelegt. Es folgt das Polyacrylamidgel, das zuvor in Kathodenpuffer
geschwenkt wurde, und die mit Anodenpuffer II befeuchtete Nitrocellulosemembran. Dariiber
werden 3 in Anodenpuffer Il und 6 in Anodenpuffer I getrinkte Whatmanpapiere gelegt.
Nach oben wird der Blot durch die mit Anodenpuffer I benetzte Anode abgeschlossen. Im
Blotstapel diirfen sich keine Luftblasen befinden, da diese einen gleichméBigen Proteinflufl
verhindern. Des weiteren ist darauf zu achten, dal sich die Blotpapiere ober- und unterhalb
des Polyacrylamidgels nicht beriihren, da es sonst an dieser Stelle zu einem erleichterten
Stromflu3 kommt, was ebenfalls den Transfer des Proteins aus dem Gel heraus behindert.
Durch die Verwendung eines diskontinuierlichen Puffersystems mit zwei Anodenpuffern
werden schneller wandernde Proteine gebremst und damit die Gefahr verringert, daf3 sie sich

wihrend des Blottens durch die Membran hindurchbewegen.

Der einzustellende Stromfluf hiéngt von der Fliche des Gels ab. Bei 0,88 mA pro cm’
Gelflache ist der Transfer nach 60 min abgeschlossen. Zur Kontrolle, da3 sich im Gel keine
Proteine mehr befinden, kann dieses mit Coomassieblau gefdarbt werden (Kap. 3.2.6). Der
Nachweis, dal} die Proteine aus dem Gel auf die Membran transferiert wurden, kann durch
eine Ponceau-Rot-Farbung der Membran erbracht werden. Dazu wird sie fiir einige Minuten

in eine Ponceau S-Losung gelegt und dann mit dH,O entfdrbt. Proteinbanden erscheinen rot.

Anodenpuffer I Anodenpuffer II
300 mM Trisbase 25 mM Trisbase
20 % (v/v) Methanol 20 % (v/v) Methanol
Kathodenpuffer Ponceau S-Losung
25 mM Trisbase 2 % (w/v)Ponceau S
20 % (v/v) Methanol 30 % (w/v) Trichloressigsiure

40 mM 6-Amino-n-hexansdure 30 % (w/v) Sulfosalicylsdure
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3.2.7.2 Immunologische Identifizierung von Proteinen auf der Westernblot-Membran
Unter Verwendung von Antikérpern konnen Proteine, die durch einen Westernblot auf einer
Nitrocellulosemembran immobilisiert wurden, spezifisch nachgewiesen werden. Teilweise ist

es auch moglich, ihre Menge zu bestimmen.

Hat ein Antikorper spezifisch an ein Protein gebunden, wird er mit einem zweiten
(sekundiren), gegen ihn gerichteten Antikorper inkubiert, der entweder radioaktiv markiert
oder kovalent an ein Enzym gebunden ist, das durch eine Farbreaktion detektiert werden

kann.

3.2.7.2.1 Durchfuhrung des immunchemischen Nachweises von Proteinen

Die Nitrocellulosemembran wird 2 h in einem Gemisch aus PBS-Tween und 5 % (w/v)
Magermilchpulver geschwenkt. Dabei sittigen die Magermilch und Tween-20" unspezifische
Proteinbindungsstellen auf der Membran ab (Blatteiger and Newhall, 1982). Anschlie3end
wird das Milchpulver kurz mit PBS-Tween abgespiilt. Der erste Antikorper wird in PBS-
Tween mit 1 % (w/v) BSA verdiinnt und 2 h bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4 °C
auf der Membran inkubiert. Danach wird die Antikdrperlosung abgeschiittet und der Blot
dreimal 20 min mit PBS-Tween bei Raumtemperatur gewaschen, um ungebundene
Antikorper zu entfernen. Mit der Verdiinnung des sekundéren, peroxidasegekoppelten
Antikorpers, der gegen den priméren gerichtet ist, wird weitere 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Ungebundene Antikdrpermolekiile werden abschlieBend durch Waschen mit PBS-

Tween (3 x 20 min) entfernt.

PBS-Tween
1 x PBS
0,05 % (w/v) Tween®-20
PBS: siche Kap. 3.2.3.1 Induktion der Proteinexpression

3.2.7.2.2 Detektion der Proteine

Die  Lokalisation der Proteine auf der Membran erfolgt durch eine
Chemolumineszenzreaktion, fiir die das ECL-System von Amersham verwendet wird. Die an
den zweiten Antikérper gekoppelte Peroxidase aus Meerrettich katalysiert die Oxidation von
Luminol, einem Diacylhydrazin, in Gegenwart von Wasserstoffperoxid. Nach der
Oxidationsreaktion befindet sich das Produkt zunichst in einem energetisch angeregten
Zustand. Beim Ubergang eines Elektrons aus diesem angeregten Zustand in den
Grundzustand wird Energie frei, die in Form eines Lichtquantes abgegeben wird. Die

auftretenden Lichtblitze konnen mit Hilfe eines Autoradiographiefilms detektiert werden.

Die Durchfiihrung erfolgt nach den Angaben in ECL Western Blotting protocols (Amersham,
1992). 5ml Reagenz 1 und 5 ml Reagenz2 werden gemischt und der Blot darin 60 s

geschwenkt. Anschliefend wird die Membran in eine Klarsichtfolie gesteckt und ein
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Rontgenfilm aufgelegt. Entwickelt wird der Film in der Filmentwicklungsmaschine Optimax

von Protec.

ECL Reagenzien 1 und 2: Die Zusammensetzung gibt der Hersteller nicht bekannt.

3.3 Das Hefe-Zwei-Hybrid-System

Das Hefe-Zwei-Hybrid-System wurde entwickelt, um Protein-Protein-Interaktionen in
eukaryontischen Zellen in vivo untersuchen zu konnen (Fields and Song, 1989). Fiir dieses
System wurde die Hefe S. cerevisiae ausgewdhlt, da in ihr die Expression rekombinanter
Proteine unter Verwendung von Plasmiden &hnlich einfach durchzufithren ist wie in
Bakterienzellen. Aullerdem gleicht das Expressionssystem demjenigen hoherer Eukaryonten
soweit, dal man auch fiir Sdugergene eine Transkription, Translation und Prozessierung zu
funktionellen Proteinen erwarten kann. Des weiteren ist das Hefegenom sehr gut untersucht,
so dafl eine groBe Zahl an Selektionsmarkern zur Verfiigung steht, um fiir spezielle

Anwendungen maBgeschneiderte genetische Umgebungen herstellen zu konnen.

Das System arbeitet mit zwei Fusionsproteinen (Hybriden). Das eine Plasmid enthédlt die
DNA des zu untersuchenden Proteins (Koder) stromabwirts der kodierenden Sequenz fiir die
DNA-Bindungsdomine von LexA (Bartel et al., 1993, Bartel and Fields, 1995). Das zweite
Plasmid kodiert fiir die VP16-Promotoraktivatordoméne und ist mit einem potentiellen
Interaktionspartner fiir das Koderprotein fusioniert (McKnight et al., 1987, Vojtek et al.,
1993). Des weiteren enthilt dieses Fusionsprodukt noch eine Kernlokalisierungsdoméne. Die
beiden Plasmide werden nun in einem Hefestamm exprimiert, der ein geeignetes
Reportersystem mit einer entsprechenden DNA-Bindestelle — hier fiir LexA — enthélt, sowie
einen geeigneten Promotor. Als Reporter dienen das his3-Gen, ein Selektionsmarker im
histidinauxotrophen Stamm L[40 (Vojtek et al., 1993) oder das Gen fiir das griin
fluoreszierende Protein GFP im Hefestamm YRN 974 (Mancini et al., 1997). Bindet das
Koderprotein an seinen Interaktionspartner, so ist der entstandene Komplex in der Lage, in

den Kern zu wandern und dort die Expression des Reporters anzuschalten.

In dieser Arbeit wird das Hefe-Zwei-Hybrid-System genutzt, um in einer Mausembryo-
Genbank (Vojtek et al., 1993) nach Bindungspartnern fiir zytosolische Doménen von
murinem Munc93 zu suchen. Die verwendete Genbank enthilt 5 - 10° unabhingige Klone. Sie
wurde aus cDNA-Fragmenten mit einer Lange von 350 — 700 bp hergestellt, die iiber einen
Notl Linker in den Vektor pVP16 kloniert wurden. Die cDNA-Inserts selbst wurden an
polyA"-mRNA 9,5 — 10,5 Tage alter Mausembryonen synthetisiert. Die Genbank stammt von
Dr. S. Hollenberg (Fred Hutchinson Cancer Center, Seattle, USA) und wurde dem Labor
freundlicherweise von Dr. M. Funk (MediGene, Martinsried, Deutschland) zur Verfligung
gestellt.
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3.3.1 Genbankamplifikation

Da es sehr aufwendig ist, cDNA-Genbanken herzustellen, wird die Neusynthese einer solchen
hiufig durch die Amplifikation einer bereits existierenden umgangen. Ein Problem der
Amplifikation ist allerdings, dal Plasmide mit unterschiedlichen Inserts nicht unbedingt
gleich gut von Bakterien aufgenommen oder in diesen vervielfiltigt werden. Besonders in
Fliissigkultur kann es deshalb zum Verlust einiger Plasmide und zu einer Uberreprisentation

anderer kommen.

Die Genbank, die in dieser Arbeit verwendet wird, enthalt 5 - 10° unabhéngige Klone. Um
sicherzustellen, dafl auch nach der Amplifikation statistisch noch alle Klone vorhanden sind,
mufl zunichst die Transformationseffizienz bestimmt werden. Dazu werden 50 ng der
Genbank-DNA  mittels Elektroporation in HB101 transformiert (Kap.3.1.7.4) und
verschiedene Aliquote des Transformationsansatzes auf Selektionsplatten ausgestrichen. Am
ndchsten Tag werden die Kolonien ausgezéhlt und daraus die Anzahl an Transformanten pro
pg DNA berechnet.

Fiir die Amplifikation der Genbank werden 2 - 10’ Kolonien transformiert. Die DNA wird in
2,5 ul Aliquote aufgeteilt, damit die Ionenkonzentration nicht zu hoch wird, und wie unter
3.1.7.4 beschrieben in HB101 elektroporiert. Nach der einstiindigen Inkubation in SOC-
Medium werden die Ansétze vereinigt. Fiir eine Kontrolle der Transfomationseffizienz
werden Anteile (1/10° und 1/10°) zum Auszéhlen auf Selektionsplatten ausgestrichen und
iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Der Rest des Ansatzes wird bei 4 °C aufbewahrt.

Um eine hohere Amplifikationsrate zu erreichen, konnen die vereinigten
Transformationsansitze nach der Inkubation in SOC-Medium mit 50—75 ml
Selektionsmedium verdiinnt und wenige Stunden angezogen werden, bis sie eine optische
Dichte von 1 erreicht haben. Diese Bakterien kdnnen dann mit 10 % Glycerin bei —80 °C

gelagert werden.

Nach dem Auszihlen werden 2 - 10’ Kolonien auf 50 2YT-Agarplatten (14 cm x 14 cm)
ausgestrichen und die Platten solange bei 37 °C inkubiert, bis sie dicht bewachsen sind, wobei
aber immer noch einzelne Kolonien erkennbar bleiben miissen. Nach Zugabe von PBS
werden die Bakterien unter leichtem Schwenken von den Platten heruntergewaschen und
10 min bei 5000 rpm und 4 °C (GSA-Rotor, RC-5b, Sorvall) abzentrifugiert. Das Pellet wird
in 4 Aliquote aufgeteilt, um mit Hilfe von Maxipraparationen die DNA zu gewinnen (Kap.
3.1.8.2).

2YT-Agarplatten: siche Kap. 3.1.7.2 Transformation von E. coli mittels Hitzeschock

PBS: siche Kap. 3.2.3.1 Induktion der Proteinexpression
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3.3.2 Genbankscreening

Fiir ein Genbankscreening wird zunichst das Koderplasmid wie unter 3.1.7.6 beschrieben in
den Hefestamm L40 transformiert. Nachdem die korrekte Expression des Koders durch einen
Westenblot kontrolliert worden ist (Kap. 3.2.5.3.3 und 3.2.7), wird diese Hefekultur fiir die

Genbanktransformation vorbereitet.

5 ml einer Ubernachtkultur werden in 200 ml SDAT-Medium iiberfiihrt und bis ODggo = 1
angezogen. Aus dieser wird 11 SDAT-Medium mit ODgg = 0,3 angeimpft und bis
ODgoo = 0,5 — 0,6 weiterinkubiert. Die Hefen werden nun abzentrifugiert (15 min 5000 rpm,
GSA-Rotor, RC-5C, Sorvall Instruments) und einmal mit 500 ml dH,O gewaschen.
AnschlieBend werden sie in 20 ml 100 mM LiOAc/0,5x TE resuspendiert und zu einem
Gemisch aus 11,25 mg Carrier-DNA und 500 pg Genbank-DNA gegeben. Es werden 140 ml
30 °C warmer polyethylenglycolhaltiger LiOAc/TE Puffer zugegeben und 30 min bei 30 °C
unter Schwenken im Wasserbad inkubiert. Nach Zugabe von 17,6 ml DMSO erfolgen ein
Hitzeschock (15 min 42 °C) und das sofortige Abkiihlen der Zellen im Eiswasserbad. Die
Zellen werden anschlieBend wie oben beschrieben abzentrifugiert und mit 500 ml dH,O
gewaschen, um sie dann 1 h in 1 1 YPD-Medium anzuziehen, erneut abzuzentrifugieren und
wiederum mit 500 ml dH,O zu waschen. Das Hefepellet wird in 11 SDATL-Medium
resuspendiert. Um die Transformationseffizienz zu bestimmen, werden Proben von 100 pl
und 10 pl entnommen und auf SDATL-Platten ausgestrichen. Fiir ein erfolgreiches Screening
sollte jedes Plasmid einmal vorhanden sei, was einer Gesamtzahl von mindestens 5 - 10°

Transformanten entspricht.

Die Kultur wird 8 h bei 30 °C inkubiert, um eine Vermehrung aller doppelt transformierten
Kolonien zu erreichen. Erneut werden kleine Aliqoute auf SDATL-Platten ausgestrichen, aus
denen die Amplifikationsrate bestimmt werden kann. Dann werden die Hefezellen pelletiert
und zweimal mit je 500 ml dH,O gewaschen. Noch vorhandenes Histidin wird so vollstandig
entfernt. AbschlieBemd wird der gesamte Transformationsansatz auf SDATHULL-Platten
ausplattiert, von denen iiber 5 Tage Kolonien gepickt und vor einer Anzucht fiir DNA-
Minipréparationen (Kap. 3.1.8.3) auf SDATHULL-Platten ausgestrichen werden.

ATHULL-Medium (500 ml 10x) SDAT-Medium
150 mg Isoleucin SD-Medium
750 mg Valin Ix ATHULL-Medium
100 mg Arginin 0,002 % Histidin
100 mg Methionin 0,002 % Uracil
250 mg Phenylalanin 0,01 % Leucin
1000 mg Threonin 0,003 % Lysin

150 mg Tyrosin
100 mg Adenin
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SDATL-Medium SDATL-Platten
SD-Medium SD-Medium
Ix ATHULL-Medium Ix ATHULL-Medium
0,002 % Histidin 0,002 % Histidin
0,002 % Uracil 0,002 % Uracil
0,003 % Lysin 0,003 % Lysin

20 % Bacto Agar

SDATHULL-Platten
SD-Medium
Ix ATHULL-Medium
20 % Bacto Agar

YPD-Medium: siche Kap. 3.1.7.5 Herstellung kompetenter Hefezellen
SD-Medium, Carrier-DNA, polyethylenglycolhaltiger LiOAc¢/TE Puffer:

sieche Kap. 3.1.7.6 Transformation von Hefen

3.3.3 Selektive Amplifikation von pVP16 aus einem pVP16-pBTM116-Gemisch

Bei der Plasmid-DNA-Priparation aus den auf SDATHULL-Platten gewachsenen
Hefekolonien wurde ein Gemisch aus den beiden Ampicillinresistenz vermittelnden
Plasmiden pVP16 und pBTM116 isoliert, von denen pVP16 das zu identifizierende Gen des
Bindungspartners aus der Bibliothek enthilt. Das DNA-Gemisch wird durch Elektroporation
in HB101 transformiert (Kap. 3.1.7.4) und auf M9-Platten ohne Leucin ausgestrichen. Unter
diesen Bedingungen konnen sich nur solche Zellen vermehren, die das pVP16-Plasmid
aufgenommen haben, das das Gen fiir die B-Isopropyl-Malatdehydrogenase, ¢in Enzym der

Leucinbiosynthese trigt.

M9-Platten: siche Kap. 3.1.7.4 Transformation von E. coli durch Elektroporation

3.3.4 Interaktionstests
Der Interaktionstest mit GFP als Reporterprotein dient der Eliminierung falsch positiver
Klone aus dem Hefe-Zwei-Hybrid-System und der Bistimmung einer relativen

Bindungsstirke bei verschiedenen Protein-Protein-Interaktionen.

Der Hefestamm YRN 974 wird mit den gewiinschten pBTM116- und pVP16-Konstrukten
transformiert (Kap. 3.1.7.6). AnschlieBend werden von 5 unabhidngigen Klonen
Ubernachtkulturen in SDATL-Medium angelegt, die am niichsten Morgen 1:10 verdiinnt
werden. Nach einer Inkubationszeit von 4 h bei 30 °C werden sie 1:10 in 10 mM Tris/HCl
pH 7,5 verdiinnt und in einem Becton-Dickenson DurchfluBzytometer (FACSCalibur)

analysiert. Die Signalverstarkungseinstellung wird dabei so gewihlt, dal die Eigenfluoreszenz
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einer Hefezelle im Durchschnitt 10 — 20 relative Fluoreszenzeinheiten ausmacht. Gemessen
werden 10000 Zellen pro Probe. Rote Fluoreszenzen, die durch abgestorbene Hefen
hervorgerufen werden, werden durch eine zusétzliche Fluoreszenzmessung in diesem
Wellenldngenberich  ausgeschlossen. Die Qualitit der Messung 146t sich im
Fluoreszenzmikroskop mit Blaufilter B-2A (Nikon, EX 450 —490 nm, DM 505, BA520)
iiberpriifen. Wahrend Hefen, in denen die beiden rekombinanten Fusionsproteine miteinander

interagieren, griin fluoreszieren, erscheinen abgestorbene Zellen gelb.

SDATL-Medium: siche Kap. 3.3.1 Genbankamplifikation

3.4 Zellkultur

3.4.1 Passagieren adharenter Zellen

Haben adhidrente Zellen den Boden der Kulturschale vollig bedeckt, miissen sie vom Boden
gelost und in geringerer Konzentration in einer neuen Kulturflasche ausgesédt werden, da es
sonst zu einer Induktion der Apoptose und damit zum Absterben der kultivierten Zellen

kommt.

Das Néhrmedium wird abgenommen und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Dieser
Waschschritt ist essentiell, da so ein im Medium vorhandener Trypsininhibitor entfernt wird.
Durch Zugabe von Trypsin/EDTA-Losung werden die Zellen dann vom Flaschenboden gelost
und in frischem Néhrmedium aufgenommen, wodurch das Enzym gleichzeitig inhibiert wird.

Die Zellen konnen nun in neuen Kulturschalen ausgesdt werden.

Bei HEK293-Zellen gentigt kréftiges Pipettieren, um sie vom Boden zu 16sen.

Trypsin/EDTA-Losung HBSS
0,05 % Schweinetrypsin 0,8 % NaCl
0,02 % EDTA 0,04 % KCI

in HBSS 0,0048 % Na,HPO4

0,006 % KH,;PO4

0,02 % MgSO, -7 H,O
0,014 % CaCl,

0,1 % Glucose
0,001 % Phenolrot
0,035 % NaHCO;

3.4.2 Auftauen und Einfrieren von Eukaryontenzellen

Die Zellen werden in der Hand solange angetaut, bis sie sich, immer noch gefroren, in eine

Kulturflasche schiitten lassen, die bereits Nahrmedium enthédlt. Wenn sich die Zellen am
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Flaschenboden angeheftet haben, was etwa 2 h dauert, wird das Medium gegen frisches
ausgetauscht. So wird das fiir die Zellen toxisch wirkende DMSO aus dem Einfriermedium

entfernt.

Zum Einfieren werden die Zellen mit Trypsin/EDTA-Losung vom Flaschenboden gelost
(siche Kap. 3.4.1) und mit eisgekiihltem Einfriermedium versetzt. AnschlieBend werden sie
mit einer Geschwindigkeit von 1 °C pro min auf —80 °C abgekiihlt und dann zur Lagerung in
fliissigen Stickstoff tiberfiihrt.

Einfriermedium
70 % Nahrmedium
20 % Fotales Kélberserum
10 % DMSO
Trypsin/ EDTA-Losung: siche Kap. 3.4.1 Passagieren adhérenter Zellen

3.5 Transfektion

3.5.1 Transiente Transfektion von HEK293-Zellen

Um Eukaryontenzellen mit Plasmid-DNA zu transfizieren, kann diese zunichst als
Calciumphosphat-Kokristall gefdllt werden. Derartige Préizipitate werden von zahlreichen
Zellinien auf unbekanntem Wege aufgenommen und die DNA in den Zellkern transportiert.
Da kein Selektiondruck ausgeiibt wird und die Plasmid-DNA nur mit sehr geringer

Wahrscheinlichkeit ins Genom integriert, geht sie nach einigen Zellteilungen wieder verloren.

Hek293-Zellen werden 48 h, CHO-K1-Zellen 24 h vor der Transfektion so in einer Flasche
mit 25 cm?>-Bodenfliche ausgesit, daB sie zum Zeitpunkt der Transfektion eine Konfluenz
von 30 — 50 % erreichen. 15 pg Plasmid-DNA werden mit dH,O auf ein Volumen von 250 pl
gebracht und mit 250 pl 2x HBS vermischt. AnschlieBend gibt man langsam und unter
staindiger Bewegung der Pipette 30 pl 2 M CaCl,-Losung hinzu. Nach kurzem Vortexen wird
der Ansatz 30 min bei Raumtemperatur stehengelassen. Es bilden sich Calciumphosphat-
DNA-Kristalle, deren Grofe fiir eine erfolgreiche Transfektion der Zellen entscheidend ist.
Die DNA-Losung wird mit 5 ml DMEM-Medium versetzt und auf die Zellen pipettiert. Am
ndchsten Tag erfolgt ein Mediumwechsel und weitere 24 h spéter kdnnen die transfizierten

Zellen im Versuch eingesetzt werden.

3.6 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie

Mit der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie ist es moglich, Proteine in der Zelle zu
lokalisieren. Dabei werden fixierte Zellen mit Antikorpern inkubiert, die gegen spezifische
zelluldre Antigene gerichtet sind. Die Position dieser primédren Antikoérper wird dann durch

sekundire, fluoreszenzmarkierte dargestellt.
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3.6.1 Beschichtung von Deckglaschen mit Poly-L-Lysin

HEK293-Zellen sind zwar adhédrent wachsende Zellen, ihre Haftung auf Glasoberfldachen ist
aber sehr schwach. Werden die Deckgldschen allerdings vor dem Aussden der Zellen mit
poly-L-Lysin beschichtet, wachsen sie so fest an, daB sie sich auch bei mehrfachem Waschen

nicht ablosen.

Die Deckgldaschen werden zunéchst 1 h unter stindigem Riihren in 70 %igem Ethanol gespiilt
und anschlieBend 1 h mit dH,O gewaschen. Die Beschichtung erfolgt ebenfalls unter
staindigem Riihren iiber Nacht in einer 0,01 %igen Poly-L-Lysinlosung. Schlielich werden
siec noch einmal 1h lang mit dH,O gewaschen, getrocknet und durch Autoklavieren

sterilisiert.

Deckgléschen fiir stiarker adhdrent wachsende Zellen werden auf die gleiche Weise gereinigt,

aber die Inkubation mit Poly-L-Lysinldsung entfillt.

3.6.2 Fluoreszenzfarbung

Die Zellen werden dreimal mit PBS gewaschen, 10min mit einer 4 %igen
Paraformaldehydlosung fixiert und nach dem Zusatz von 0,1 % TritonX-100 exakt 5 min
permeabilisiert. Da auch die Permeabilisierungslosung Paraformaldehyd enthélt, geht die
Fixierung in dieser Zeit weiter. Sollen nur extrazelluldre Proteine betrachtet werden, wird das
Permeabilisieren unterlassen und die Fixierungszeit auf 15 min ausgedehnt. Die Zellen
werden dann mit PBS gewaschen und 5 min mit einer Losung aus 50 mM Glycin in PBS
inkubiert, die dafiir sorgt, daB noch vorhandenes Paraformaldehyd abreagieren kann. Nach
einem weiteren Waschschritt werden Proteinbindungsstellen, an die Antikorper unspezifisch
binden konnten, durch 60miniitige Inkubation bei Raumtemperatur mit Blocklosung
abgesittigt. Nach 30 min wird die Blocklosung einmal erneuert. Die fertig vorbereiteten
Zellen werden dann 1 h bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer mit dem priméren
Antikorper, verdiinnt in PBS mit 5% FCS und 0,5 % BSA, inkubiert. Nicht gebundene
Antikorper werden durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt (je 15 min). Danach werden
die Zellen 1 h bei Raumtemperatur mit dem sekundiren Antikorper inkubiert, der ebenfalls in
PBS mit 5% FCS und 0,5% BSA verdinnt wurde und kovalent an einen
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist. Unspezifisch un nicht gebundene Antikdrpermolekiile
werden wiederum weggewaschen. Danach werden die Préparate in Mowiol, dem Dabco als

Antibleichmittel zugesetzt wurde, eingebettet.

Soll doppelstrangige DNA der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Bis-Benzimidazol gefarbt
werden (Arndt-Jovin et al., 1989), so werden sie vor dem Einbetten 5 min in einer Lésung aus
10 ng/ml Hoechst 33258 in PBS inkubiert und dreimal mit PBS gewaschen.
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4 % Paraformaldehyd Mowiol
90 ml dH,O 6 g Glycerin
200 pul 2 M NaOH 24 g Mowiol
auf 50 °C erhitzen 6 ml dH,O
unter Rithren 4 g Paraformaldehyd zugeben 2 h bei Raumtemperatur stehenlassen
wenn alles gelost ist Zugabe von 12 ml 0,2 M Tris/HCIl pH 8,5
10 ml 10x PBS bei 50 °C riihren, bis sich das Mowiol gelost
auf Raumtemperatur abkiihlen lassen, hat
pH-Wert kontrollieren, filtrieren 15 —20 min 5000 rpm
Lagerung bei —20 °C
Blocklosung Permeabilisierungslosung
PBS 4 % Paraformaldehyd in PBS
10 % FCS 0,1 % TritonX-100
0,5 % BSA

PBS: siehe Kap. 3.2.3.1 Induktion der Proteinexpression

3.6.3 Isolierung von anti hMunc-93 Antikorpern aus dem hMunc-93 Antiserum

Das hMunc-93 Antiserum zeigt in der Immunfluoreszenzfarbungen Kreuzreaktivititen, die
wahrscheinlich auf das Vorhandensein weiterer Antikorper im Serum zurlickzufiihren sind.
Anti hMunc-93 Antikérper konnen durch Bindung an ein immobilisiertes Epitop und
anschliefende Elution bei niedrigem pH-Wert spezifisch isoliert werden. Solche, die nicht mit

hMunc-93 reagieren, werden entfernt.

3.6.3.1 Immobilisierung des Antigens

CNBr-aktivierte Sepharose 4B (Amersham Pharmacia Biotech) wird 15 min lang mit 1 mM
HCI gespiilt, damit das Gel aufquillt, und anschlieend mit 0,1 M Borat/0,5 M NaCl pH 8,3
gewaschen. Das so vorbereitete Gel wird mit GST-Munc 93, das gegen 0,1 M Borat/0,5 M
NaCl pH 8,3 dialysiert worden ist, 2h bei Raumtemperatur inkubiert (0,7 umol
Protein/100 mg CNBr-aktivierte Sepharose 4B). Um alle noch vorhanden reaktiven Gruppen
der Sepharose zu inaktivieren, wird es iiber Nacht in 0,2 M Glycin pH 8,0 bei 4 °C
weiterinkubiert. Zum Entfernen ungebundener Proteine wird das Material anschlieBend in
eine Siule iiberfiihrt und 5 Mal alternierend mit je 20 Sdulenvolumina an 0,1 M Acetat/0,5 M
NaCl pH 4 und 0,1 M Borat/0,5 M NaCl pH 8,3 gewaschen.

3.6.3.2 Reinigung des Antikérpers

Das gegen 0,1 M Borat/0,5 M NaCl pH 8,3 dialysierte Antiserum wird dazu auf die mit dem
gleichen Puffer equilibrierte Sdule aufgetragen und 3 h lang bei 4 °C inkubiert. Nach dem
Waschen der Sdule mit 20 Volumina 0,1 M Borat/0,5 M NaCl pH 8,3, kdnnen die gereinigten
Antikorper mit 0,1 M Glycin/0,5 % BSA pH 2,8 eluiert werden. Die Eluate werden in
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GefédBen aufgefangen, in denen soviel 1 M Tris/HC1/0,5 % BSA pH 9,0 vorgelegt worden ist,
daB3 der finale pH-Wert 8,0 betrdgt. Diese rasche Neutralisation ist notwendig, um die Gefahr
einer Denaturierung der Antikorper durch den niedrigen pH Wert auszuschlie3en.

3.6.4 Bestimmung des Proteingehaltes

Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration verschiedener Proben wird mit dem DC
Protein  Assay Kit von Biorad durchgefiihrt. Es stellt eine Modifikation der
Proteinbestimmung nach Lowry dar (Lowry et al., 1951), bei der Proteine mit einer
alkalischen Kupfertartratlosung und Folinreagenz reagieren. Es kommt zunichst zu einer
Reaktion zwischen Protein und Kupfer. Das kupferbehandelte Protein bewirkt anschlieBend
eine Reduktion des Folinreagenzes, das dabei 1, 2 oder 3 Sauerstoffatome verliert. So entsteht
ein kolloidales, molybdén- und wolframhaltiges, Mischoxid mit einer charakteristischen
blauen Farbe und einem Absorptionsmaximum bei 750 nm. An der Farbentwicklung sind
hauptsichlich die Aminosduren Tyrosin und Tryptophan beteiligt, in geringerem Malle auch

Cystin, Cystein und Histidin.

Ein definiertes Volumen der Probe wird mit dH,O auf 25 ul aufgefiillt und mit 125 pl
Reagenz A versetzt. Der Ansatz wird gemischt, 1 ml Reagenz B hinzupipettiert, erneut

gemischt und vor der Messung 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Um MeBfehler zu minimieren, werden jeweils Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

Zur Erstellung einer Eichkurve werden BSA-Probenstandards mit Konzentrationen von 0,2

bis 1,5 mg/ml verwendet.

Reagenz A (Biorad) enthiilt: Reagenz B (Folinreagenz) (Biorad) enthiilt:
1 -5 % Natriumhydroxid <1 % Lithiumsulfat
<1 % Natriumtartrat <1 % Wolframsiure, Natriumsalz
<0,1 % Kupfersulfat <1 % Molybdénsédure, Natriumsalz

<1 % Phosphorige Saure

<1 % Chlorwasserstoffsdure

3.6.5 Computergestiitzte Analysen
Fiir die Analyse von Nukleotid oder Aminosduresequenzen sind im Internet verschiedene

Programme und Datenbanken vorhanden.

Die Programme BlastP und TblastN: (beide: http://www.ncbi.nih.nlm.gov/BLAST/) konnen
fiir das Durchsuchen von Protein- oder Gendatenbanken nach homologen Sequenzen

verwendet werden.

Mit BCM Gene Finder (http://dot.imgen.bcm.tmc.edu9331/gene-finder/gf.html) lassen sich

mogliche Splicesites in chromosomaler DNA ermitteln.
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Fir die Analyse von Aminosduresequenzen kommen die Programme TMPred:
(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED form.html) und Profile Scan in Betracht.
TMPred kann potentielle Transmembrandoménen voraussagen, Profile Scan durchsucht die
Aminosduresequenz nach bekannten Motiven wie zum Beispiel Erkennungssequenzen fiir

posttranslationale Modifikationen oder fiir bestimmte katalytische Zentren.

Ein Vergleich der Sequenzen verschiedener Proteine miteinander (Alignment) 148t sich mit

dem Programm ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) durchfiihren.
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4 Ergebnisse

4.1 C. elegans unc-93 Homologe aus Saugergenbanken

Um eine Sauger cDNA mit Homologie zu Unc-93 aus C. elegans zu identifizieren, wurde
eine computergestiitzte Suche in Sequenzdatenbanken durchgefiihrt. Die Programme BlastP,
das eine vorhandene Aminosduresequenz mit Aminosduresequenzen der Datenbank
vergleicht, und TblastN, das Nukleinsduresequenzen der Datenbank in alle sechs Leseraster
iibersetzt und die erhaltenen Aminosauresequenzen mit der eingegeben vergleicht (Altschul et
al., 1990; Gish and States, 1993), lieferten 27 ESTs von fiinf verschiedenen Sidugergenen,
sowie zahlreiche weitere anderer Spezies, darunter Drosophila melanogaster und Gallus
gallus. Die erhaltenen menschlichen und murinen Sequenzen sowie diejenigen aus der

Fruchtfliege Drosophila melanogaster wurden untersucht:

Bei GH10120 handelt es sich um die Sequenz eines 539 Aminosduren langen Proteins aus
Drosophila melanogaster mit 57 % Homologie zur hydrophoben Doméne von Unc-93. Es ist
in der NIH (National Institutes of Health) Computerdatenbank beim NCBI (National Center
for Biotechnology Information) unter der Zugangsnummer AAD38632 zu finden. Die
genetische Information ist auf Chromosom 1 in den Abschnitten 15B1 bis 15B4 kodiert,

beginnt mit Base 6104782 dieses Chromosoms und ist auf 5 Exons aufgeteilt.

Die Sequenz des hypothetischen Proteins GH09628, das ebenfalls aus Drosophila
melanogaster stammt und 51 % Homolgie zur hydrophoben Domine von Unc-93 aufweist,
wurde mit Hilfe zweier ESTs (Zugangsnummer AI110145 bzw. AI402180) identifiziert, die
aus demselben Plasmid stammen und das 3'- und das 5’-Ende des Inserts angeben. In beiden
EST-Sequenzen ist sowohl untranslatierter Sequenzbereich als auch offener Leserahmen
enthalten. Die Sequenz von GH09628 ist auf Chromosom 2R im Abschnitt 44C1 codiert. Eine
Analyse dieses Bereiches mit dem Programm BCM Gene Finder (Smith et al., 1996) ergab
die in Abb. 4 dargestellte hypothetische Sequenz aus 521 Aminosduren, die von 4 Exons
codiert wird. Der offene Leserahmen beginnt mit Base 12277590 der chromosomalen

Sequenz.

Eine 118 Aminosduren lange Teilsequenz eines murinen homologen Proteins zu Unc-93 ist in
der Datenbank unter der Zugangsnummer ACC36530 zu finden. Mittels PCR an einer ZAPII
A-Phagen-cDNA Bibliothek aus Méiusemilz gelang es, weitere 47 Aminosduren dieses
Proteins aufzukldren. Die verwendeten Primerpaare bestanden jeweils aus dem T3- oder
T7-Primer, die im Vektor binden, und einem Primer, der zu einem Abschnitt der bekannten
Sequenz komplementdr war. Um die Anzahl der Produkte, die durch unspezifische
Primerbindung entstanden sind zu reduzieren, wurde an gereinigten PCR-Produkten eine
weitere PCR durchgefiihrt, fiir die der T3- oder T7-Primer in Kombination mit einem zweiten
Primer verwendet wurde, der ndher am 3'- bzw. 5-Ende der bekannten Sequenz binden

konnte. Die ermittelte Aminosduresequenz (mMunc-93B) zeigt 45 % Homologie zu Unc-93.
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Die ersten 505 Aminosduren eines menschlichen Homologen zu Unc-93, die zu 89 % mit der
eben beschriebenen murinen Sequenz identisch sind, konnten durch Sequenzierung des ESTs
IMAGE 2791017 (Zugangsnummer des 3'-Endes: AW 516192) aufgeklidrt werden. Vom
5’-untranslatierten Bereich sind 50 bp bekannt. Die restlichen 92 Aminosduren wurden durch
Analyse des Klons CDAAP0025 (Zugangsnummer: AY007125) bestimmt. Dieser Klon
kodiert hMunc-93B ab Aminosdure 43 einschliefSlich des 3 -untranslatierten Bereichs, der
nach 420 bp die Signalsequenz AATAAA fiir das Anhéngen eines Poly-A-Schwanzes enthélt
(Proudfoot and Brownlee, 1976). Das Protein zeigt 41 % Homologie zu Unc-93 und wurde
wegen seiner groBen Ahnlichkeit mit mMunc-93 B (92 %) als hMunc-93B bezeichnet.
Wihrend der Erstellung dieser Arbeit wurde seine Sequenz auch von der Arbeitsgruppe von
C. Wahlestedt (Karolinska Institute, Schweden) bestimmt und in der NIH Datenbank unter
der Zugangsnummer CAC19791 eingetragen. Die Position des Gens im menschlichen Genom
ist noch nicht genau bekannt, es ist aber wahrscheinlich dem Chromosom 2 oder 11

zuzuordnen.

Die Sequenz eines weiteren zu Unc-93 homologen murinen Proteins (mMunc-93) wurde
durch Sequenzierung des ESTs IMAGE 557640 ermittelt. Die cDNA ist aufgebaut aus 304 bp
5’-untranslatierter Sequenz, 1266 bp offenem Lesrahmen und 969 bp 3 -untranslatiertem
Bereich, der ein Polyadenylierungssignal beinhaltet. Des weiteren sind im 3-"untranslatierten
Bereich 14 direkt aufeinanderfolgende Wiederholung der Sequenz GTTT und 17mal
hintereinander CA zu finden. Das 458 Aminoséuren lange Protein hat 54 % Homlogie zur

hydrophoben Doméne von Unc-93.

Das Plasmid IMAGE 415697 wurde aufgrund eines ESTs als zu unc-93 homolog identifiziert.
Es kodiert ein Protein mit 56 % Homologie zum hydrophoben Abschnitt von Unc-93. Des
weiteren zeigt es 81 % Homologie zu mMunc-93, weshalb es hMunc-93 genannt wurde. Das
cDNA Insert besteht aus 103 bp 5 -untranslatierter Sequenz mit Kozaksequenz, 1374 bp
offenem Leserahmen und 560 bp 3’-untranslatiertem Bereich mit einem
Polyadenylierungssignal. Im humanen Genom ist es im chromosomalen Abschnitt 6q27
lokalisiert und besteht aus 8 Exons. Das Protein wurde bereits als Unc-93 homologes in der
Datenbank erwihnt (Zugangsnummer NP 061847), wobei dort allerdings nicht ein, sondern
zwei hypothetische Proteine beschrieben werden, von denen das eine von den Exons 1 bis 4
kodiert wird und das zweite von den Exon 5 bis 8. Die Sequenz des Klones IMAGE 415697
zeigt aber deutlich, daB eine mRNA existiert, deren Translation ein Protein der gesamten
Liange ergibt. Es existiert allerdings auch ein Klon (IMAGE 415354, Zugangsnummer
W92071), der 8 bp aus der Sequenz enthilt, die nach der Sequenz des Plasmids IMAGE
415697 im Intron zwischen den Exons 4 und 5 stromaufwérts der Akzeptorsplicestelle vor
dem fiinften Exon liegt. der Rest der von diesem Plasmid bekannten Sequenz ist identisch mit
der des Exons 5 von hMunc-93.

Weitere mit unc-93 verwandte Gene sind solche, die der ET-Familie angehoren. Diese werden

auf dem Gegenstrang eines Splicefaktors kodiert (Sureau et al., 1997). Ihre Funktion ist
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unbekannt. Von diesen zeigt ET8 mit 40 % Ahnlichkeit auf Aminosiureebene die grofte

Ubereinstimmung mit Unc-93.

Die

Nukleotidsequenzen

aller beschriebenen Gene, die aus ESTs bekannten

Sequenzabschnitte sowie die Lage der flir ihre Sequenzierung verwendeten Oligonukleotide
sind im Anhang in Abb. 26 bis Abb.31 aufgefiihrt.

Ein Uberblick iiber die Homologien zwischen allen ermittelten zu Unc-93 homologen

Proteinen 148t sich Tab. 1 entnehmen.

Unc-93
hMunc- 93
mvunc- 93
hMunc- 93B
mvunc- 93B
GH10120
GH09628
ET8

Unc-93
hMunc- 93
mvunc- 93
hMunc- 93B
mvunc- 93B
GH10120
GH09628
ET8

Unc- 93
hMunc- 93
mvunc- 93
hMiunc- 93B
mvunc- 93B
GH10120
GH09628
ET8

Unc- 93
hMunc- 93
mvunc- 93
hMunc- 93B
mvunc- 93B
GH10120
GH09628
ET8

Unc- 93
hMunc- 93
mvunc- 93
hMunc- 93B
mvunc- 93B
GH10120
GH09628
ET8

EFFEEPKVFSFRDVGREQQKAEVNEKCSYL FRGT SFDHDDHFEL PTETGRVPEYDHFCPI 180
--------------------------------------------------- MEAEPPLYP 9
---------------------------------------------------------- MT 2
---------------------------------------------------------- W 2

240

MAGAAGPQGDEDL L GVPDGPE- - - - - - - - - - APLDELVGAYPNYNEEEEERRYYRRK- - - 56
GFTNAGFENDE- - - - == == == =m e e oo m e e - PVKPKAGFEPDTASLREKWLNPGE- - - 38
YPSDTSDANNEEL AL EHSVAHGNVHGNGT GTGGSSPGT TTAPNGDNKVNQRHYEPAE- - - 59
---------------------------------------------------- MSPES--- 5
KI KRKI MBNLW LSVAFLFLETAFNGLCNLQTSVNGD- - - - - - - - L ALYLSLAI 292
- - MDRSLRNVL VWSFGFLLLFTAYGGEL QSLGSSL YSEE- - - - - - cL STLYGGM.L 52
- - MERSLKNVL VWSCCGFLLLFTAYGELCNLGSSLYSEQ - - - - - GLEVATHESTLYASVLL 52

LAASAGCMLTYGVYLCLLQVQLI LHYDETYR- EVK PDI DSKMLM 113

- - KWRI LKINIST] S| AEMVGETAFCGTANLGSSI NAKD- - - - - - CLETVSHESAI YAALW 90

--RFIIT | GLAEM HETAFHGT SNLESSVNADK- - - - - - ALGTTTEAVI YGSLI L 111
- - - - KKLFNI VI LGVAFMFMFTAFQTCCNVAQTVI RSLNSTOFHS I YGVFSA 61
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Unc-93 SSLFWBS------- FNM NRLCGCKLTFLI Al FVMFLYI VI NLRPTYSSNM PASI F AAS 345
hMiunc- 93 SSVFLBP- - - - - - - LLI ERLCCKCTI I LS AFSVCENFFASWYTLI PTSI LLELGAA 105
mvunc- 93 CS FSLCNFHANWYTLI PTSI LLELGAA 105
hMunc- 93B G NVTPI AALLYTPVLI RFF LAVG NALFVSTNYVERYYTLVPSAVAL IV 173
mvunc- 93B

GH10120 SCl FL PYl AFQLFPRFYTLVPACI L GAA 143
GH09628 SNl FLBM - - - - - - TVI RWFGCRLTVALALFAYMPYI AAQFYPRFETLI PAAL GGG 164
ET8 SNLI TB-------- SWAI VGPQ PMFVSGLFYISNVYI AVFI CPFPWSFYTASVFI @ AAA 113
Unc- 93 Cl MCAKCAYI TENG RYASLNFES- - QI'TVI VR- - - - - FFGYFFM VHCGQVWGANWSSY 398
hMunc- 93 PLMSAQCTYLTI TGNTHAEKAG K- RGKDMWNQ@- - - - - YFG FFLI FCSSGYWGNLI SSL 158
mvunc- 93 PLMSAQCTYLTTVGNLCAEKVG- K- LGKDVWNQ- - - - - YFGA FFLVFCSSGVW\GNLI SSL 158
hMunc- 93B  PLMASMGNYI TRVAQKYHEYSHYKEQDGQGVKQRPPRGSHAPYLLVFQ Al FYSFFHLSF 233
Mine-938 T T e

GH10120 P SKATYLTQVGQVYAKI TE- @ AVDAI | VR- - - - - FFGFFFLAVWCSAELVWGNLI SSL 196
GH09628 PL KCTYLSTVSEAL TQVRGNKSRKDVNT VK- - - - - FFGLFFI FYQVAQVWGENLI SSS 219
ET8 VLMWTAQGNCLTTNSDEHTI GRN- - === - - = - = - - - - - - S- G FWALLGSSLFFGNLYI YF 156
Unc- 93 | FTLSYSQALRGPEDSI YDS- - ----------- QFPKNLSDOL TELAESNLARPPQKV 445
hMunc- 93 VF------ GOTPSOETTPEE- - - CLT-- - - - - S SDCL- - - - MATTTTINSTORPSQQL 199
mvunc- 93 VF------ GKMBMCEAI PEE- - - CLM - - - - - S KDCL- - - - MGPAATINSTHHPSQQL 199
hMunc- 93B ACAQLPM YFLNHYLYDLNHTLNMNVQ@ - - - - - S NSHG- - - - | SGANKTVLRTLPRSG 283
MVUNC-93B - - - - s s e e e e e e e e o GFNKTVLRTLPRSK 14
GH10120 VLSSGAHGGGSSYNTTMSEE- - - DLQ- - - - - - F NFCT- - - - TGSGGHCNLERPPEDE 243
GH09628 VLTLSAPAAQSAANDSHEL EVQREL ERNRVAEL RFCPG - - VGAEANPNLVPPAPEQ 276
ET8 AWQCKTQ SEHDRRTVFI ALT--VI S------ L VLFFL- - - | RKPDPENVLGEEESC 205
Unc- 93 YVAVCLAYLACVI | SGM MSVFLNALAKDARNR:- - - K- MAQKFNSEI FYLMLKHLI NI KF 501
hMunc- 93 VYTLLA YTGSGVLAVLM AAFLQPI RDVQRESEGEK- - KSVPFWSTLLSTEKLYRDKRL 257
mvunc- 93 | YTLLA YTGCGVLAI LLVAVFLESLEDK- LENEGERRPRPPPLWSTLLSTFM_FRDKRL 258
hMunc- 93B  NLI VWESVLMAVAFLAM_LVLCLCGAAYRPTEEI DLR- - - SVGWGNI FQLPFKHVRDYRL 340
mvunc- 93B  NLI VWESVLMAVAFLAMLWLCLCGAAYRPTEEI DLR- - - SVOAGNI FQLPFKHVRDFRL 71
GH10120 | FEI SM YLSCI VAAVCI | AFFLDPLKRYGEKRKGSNSAAEL SALQLLSATFRQVKKPNL 303
GH09628 | QLLNSI FLTCVAAAVWIMM FGVSSLKRYGVKR- GDTG DAVSGLKLLTVTI NLLRKRRQ 334
ET8 LDIQ)IVEATESAQ\MAVDAFKK_S_L_RLCVT REM_LL- - SVTTVYTCLELTFFSGVYG - 262
Unc- 93 MLLVPLTI FNCLEQAFLVGVYTKAFVCCG.EB W GFV- - MACFG- | SDAVCSLVFGPLI 558
hMunc- 93 CLLI LLPLYSCLQQCFLSSEYTRSYVTCTLE QFVGYV- - M CFS- ATDALCSVLYGKVS 314
mvunc- 93 CLLMFLPLYSGFQREFL SGEYTKSYVTCALE HFVGYV- - M CFS- AMTALCSLLYGKI S 315
hMJnc-93B RHLVPFFI YSGFEVLEFACTA ALCYGVECS ERLAYL- - LVAYS- - LCASAASLLG.LG 396
mvunc- 93B RHLVPFFI YSGFEVLFACTG-FALCYGVCS ERLAYL- - LTAYS- - LCASASSVLGLLG 127
GH10120 CLLI PI TVFI GVEQAFI GADFTQAYVACALEGVNKI GFV- - M CFG VWNALCSI LFGSVM 360
GH09628 | LMLPI TMFI CLEEAFLAVDFTRSFVAC SRl GFA- - M CFG VANAVAAG AGALV 391
ET8 TCl GAVNKFGTEEKSLI GLSA FI A GEI L LFGLLSKNSRFGRNPVVLLGTLVHFVA 322
Unc- 93 KLFGRVPLFVFCAVWNLLM VTLMWPLNAADTQ - - | FYVWVAAN DCVWWTQ NG- 615
hMiunc- 93 QYTGRAVLYVLCAVTHVSCM ALLLMRPRADHLA- - - VFFVFSCL ADAVWCTONNAL 371
mvunc- 93 KYTGRAAL YAL CAAI HFSCI VWFLLMWHPNTNQLP- - - VFFVLSCL DAVWCTONNAL 372
hMunc-93B LW.PRPVPLVACAGVHLLLTFI LFFWAPVPRVLQHSW LYVAAAL GSALNKTQ.STL 456
mvunc- 93B LW.PHSAPLVACAGLHLLLTLSLFFWAPAPRVLQHSW - - - = - = - = e e e e e oo 165
GH10120 KYI GRTPI | VLGAVVHFTLI TVELFWRPNPDNPI - - - | FYANSGL CDAVWCTQ NCL 417
GH09628 ERI GRVTLAALCAVVNLCLLTYMYTVWEAREGDYM - - SYCTFAA CDCVW.VWWNAF 448
ET8 FYLI FLNMPGDAPI APVEGTNSI AYl RPSKE------VAI LCSFLLELCDSCFNTQLLSI 376
Unc- 93 WV, CRQ SLQFAFTKYRFWESLG Al GFALI RHVTVEI YELI TFFNLLLGVCGFLAI E 674
hMiunc- 93 Y FEK- - SKEAAFANYRLWEAL GFVI AFCYSMFLCVHVKEYI LLGVLSLTMAYGL 429
mvunc- 93 F FEE- - NKEPAFANYRL CEAI GFVI AFCYSSFLCVSTKBYI LLGVLSLAMGYGT 430
hMunc- 93B LG BYEDKERQDFI FTI YHWAQAVAI FTVY- LGSSLHWKA VLLVTLVAAAVSYL 515
mvunc- 93B

GH10120 YCGLEFRR- - NKEAAFSNYRLWESAGFVI AYAYATTLCTQVKEY! LLAVLTLGC GYVI 475
GH09628 YA BFPN- - HLI AAYSNFRLWESTGSVI GYVI SSCLCTSTKEVI LI | FI LVGCVGYGEL] E 506
ET8 LGFEYSE- - DSAPAFAVFKFVCSI CAAVAFFYSNYLLL LVMWI FGFFGTI SFFT 434
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Unc- 93 NFDHI - - | KFVWHHLI - - - = == === - - - HT SCPEKEPL DDRNSDFE- - = = = = = = = = = = = - - 705
hMunc-93  CVESK- - NPl RPHAP- - - -« === - - - GQVNCAEDE- El QTKM - - = ===« == c oo oo - 457
mVunc- 93 YLEVK- AASKVLGA- - - - === === - - - EKKNGAEEE- ENMKTKI - - = === === == === - 458

hMunc-93B (QKLRRGVAPRQPRI PRPQHKVRGYRYL EEDNSDESDAEGEHGDGAEEEAPPAGPRPGPEP 575
mvunc- 93B

GH10120 | LYRK- - KORKLKKQ - ---------- EKLEAAEKEKEAAAAAAAAAL AAAEAGADGVEE 521
GH09628 YRFWQ - KOKNLEVM - - - - - - - - - - - S L 521
ET8 R R e e 435
Unc-93  ---ememmmmeemeee e

hMunc-93  --------mmime o

mVvunc-93  -----------ooaaa oo

hMunc-93B AGLGRRPCPYEQAQGGEDGPEEQ 587

mvunc- 93B

GH10120 TDDELDDLEEDI WTRL- - - - - 539

GH09628  ---------iia-aaaao-

ET8 W cemmeemie i

Abb. 4: Alignment der Aminosiuresequenzen aller beschriebenen zu Unc-93 homologen
Proteine. Der Sequenzvergleich wurde unter Zuhilfenahme des Programmes ClustalW (Thompson et
al., 1994) durchgefiihrt. In allen Proteinen identische Aminosduren sind dunkelgrau M markiert, in
allen bis auf einer Sequenz vorhandene in mittelgrau und in den meisten Sequenzen konservierte in
hellgrau . Potentielle N-Glykosylierungsstellen sind eingerahmt und mogliche Erkennungssequenzen
fiir Proteinkinasen unterstrichen dargestellt ¢+ Tyrosinkinase,— Caseinkinasell, ---Proteinkinase C,
-------- cAMP und cGMP-abhéingige Proteinkinase). Die Nummern am Zeilenende geben die
Aminosdurepostion an.

w| ¢ | E| 5| e 22| 8]E&
Identitét ) E % § = % %
[%0] = E
Unc-93 56 54 41 45 57 51 40
hMunc-93 32 81 41 46 61 53 41
mMunc-93 31 71 39 38 61 53 39
hMunc-93B 20 24 24 92 42 38 34
mMunc-93B 23 27 16 89 40 33 27
GH10120 35 4 42 22 15 62 38
GH09628 31 32 31 18 11 41 37
ET8 21 22 21 13 8 23 20

Tab. 1: Ubereinstimmung der Aminosiuresequenzen von Unc-93 und seinen Homologen in
Prozent. In der unteren linken Hélfte der Tabelle ist der prozentuale Anteil identischer Aminosiuren
zweier verglichener Proteine angegeben, in der oberen rechten Hélfte der prozentuale Anteil unter
Berticksichtigung konservativer Austausche.
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4.2 Unc-93 Homologe werden teils gewebespezifisch, teils ubiquitar
exprimiert
Northernblotanalysen mit Sonden fiir die oben beschriebenen cDNAs belegen, daf3 alle

beschriebenen Sdugergene tatsdchlich exprimiert werden (Abb. 5).

° ©
= =
3 3
g, E f : £
O s ) "
T O R 3 2 »B Z o T O = O 2w z &
kb kb :
9,5 - 9,5 —
7,5 — 7,5 —
44— 44—
- -
-
1,35— 1,35— >
hMunc 93 mMunc 93
9,5 — 9,5 —
75— 7,5 —
4.4 — 44"

2,4 — W - HEE . 2.4 — ” !.‘

b ]

1,35— : 35—
hMunc 93B Munc 93B
2,4 - S el MR
1,35—
Aktin

Abb. 5: Es gibt ubiquitir und gewebespezifisch exprimierte Munc-93 Isoformen. Hybridisierung
von *°P markierten durch Zufallsinitiierung generierten cDNA Sonden wurde durch Autoradiographie
detektiert. Folgende cDNA-Fragmente wurden fiir die Herstellung der einzelnen Sonden verwendet:
hMunc-93: 595 bp und 845 bp Hincll/Munl Fragmente des Plasmids IMAGE 415697; hMunc-93B:
791 bp Pael/Eco721-Fragment des Plasmids IMAGE 2791017; mMunc-93 900 bp EcoRI/Ncol
Fragment des Plasmids IMAGE 557640; mMunc-93B: 317 bp Ncol/EcoRI Insert des Klones pGemT
mMunc-93B (317 bp); B-Aktin: 2 kb menschliche S-Aktin-cDNA.
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hMunc93 wird besonders stark in der Leber transkribiert (2,5 kb). mRNA gleicher Grofe ist
in der Niere zu finden. Im Herzen und Skelettmuskel konnten deutlich lingere Transkripte
detektiert werden (9,5 bzw. 10,5 kb). In Gehirn, Plazenta, Lunge und Pankreas war hMunc93
mRNA nicht nachweisbar.

mMunc93 hat ein anderes Expressionsmuster. Neben einem starken Signal bei 2,9 kb in der
Leber ist im Skelettmuskel eine deutlich schwéchere Bande gleicher GroBe vorhanden.
Zahlreiche weitere Hybridisierungssignale sind in den Testis identifizierbar. Neben zwei
starken Signalen bei 2,0 und 3,0 kb befinden sich mehrere schwichere Banden im Bereich
zwischen 5,0 und 12,0 kb. In keinem anderen der untersuchten Organe ist mMunc 93 mRNA

in nachweisbarer Menge vorhanden.

hMunc 93B wird mit leichten Schwankungen im Expressionslevel ubiquitér transkribiert. Die
GroBe der mRNA betrégt 2,5 kb.

Ebenso wird mMunc 93B ubiquitdr mit einer Transkriptgrofle von 2,5 kb exprimiert, wobei
die Signalstirke in Herz, Milz, Lunge und Leber etwas oberhalb derjenigen in Gehirn,
Skelettmuskel, Niere und Testis liegt. Des weiteren sind zumindest in den Organen starker

Expression 9,5 kb gro3e Transkripte zu sehen und in der Milz auch eines von 3,0 kb Lange.

Die verwendeten Northernblotmembranen sind kommerziell erhidltlich und mit 2 pg mRNA
pro Bahn beladen worden. Um die gleichmiflige Verteilung der mRNA zu kontrollieren,
wurde exemplarisch der Northernblot mit mRNA aus menschlichen Geweben mit einer 2 kb
langen B-Aktinsonde hybridisiert. Es zeigt sich, daBl wie erwartet jede Spur etwa die gleiche
Menge an mRNA enthélt. Im Herzen und im Skelettmuskel sind neben 3-Aktin auch a- oder
y-Aktin vertreten. Entsprechende mRNAs werden ebenfalls mit der -Aktinsonde detektiert,
lassen sich aber aufgrund ihrer Léange (1,6 statt 2,0 kb) von der S-Aktin mRNA unterscheiden
(Lamballe et al., 1991).

4.3 Analyse der Aminosauresequenz der identifizierten Unc-93
Homologen

Von allen Proteinen wurden Hydropathiediagramme erstellt. Diese geben Hinweise darauf, ob
es sich bei einem Protein um ein Transmembranprotein handeln konnte. Die Analyse wurde
mit dem Programm TMPred (Hofmann and Stoffel, 1993) durchgefiihrt. Fiir die Vorhersagen
wird in einem gegebenen Fenster von 17 — 20 Aminosiuren die Anderung der freien Gibbs
Energie flir den Fall betrachtet, daBl jede Aminosdureseitenkette einzeln von einer
ethanolischen Umgebung in Wasser iberfiihrt wird. Die Summe der Energieédnderungen
dividiert durch die Anzahl der Aminosiuren in diesem Fenster ergibt den Hydropathieindex.
Dieser wird gegen die Position der ersten Aminosdure des Fensters aufgetragen. Negative
Hydropathieindizes spiegeln hydrophile Bereiche wider, positiv Werte zeigen hydrophobe
Abschnitte an. Bei Maxima groBer 1000 cal/mol Aminosédureste ist die Existenz einer

Transmembrandoméne an dieser Stelle mdglich. Eine Vorhersage iiber die vermutliche
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Orientierung der membranspannenden Doméne, d. h., ob sie die Membran von aulen nach

innen oder von innen nach auflen durchlduft, kann aus einem Vergleich der Ladungen der

Aminosduren beiderseits der Membran getroffen werden. Dabei wird die Seite, die mehr

positive Ladungen enthilt, dem Zytoplasma zugeordnet (Hartmann et al., 1989).

Abb. 6:
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Hydropathiediagramm aller untersuchten Proteine. Aufgetragen

ist

der

Hydrophathieindex eines Fensters aus 17 Aminosduren gegen die Position der ersten Aminosiure
dieses Fensters. Liegt der Hydropathieindex bei mehr als 1000 cal/mol Aminoséurereste, ist
anzunehmen, daf3 sich an dieser Stelle eine Transmembrandoméne befindet.
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Die hydrophoben Abschnitte aller Proteine zeigen gemeinsame Muster. Am deutlichsten ist
das separierte Maximum in der Mitte jedes Diagramms, das von ldngeren hydrophilen
Sequenzen flankiert wird. Ein Vergleich des Kurvenverlaufs aller Diagramme 148t auf 10 oder
12 Transmembrandominen schlieBen, wobei das einzelne separate Maximum der sechsten
Transmembrandoméne zuzuordnen ist. Die siebte und zehnte Spitze erreichen nicht bei allen
Proteinen einen Hydropathieindex von 1000 cal/mol Aminosdurereste. Es konnte sich
dennoch um Transmembrandoménen handeln, die aus funktionellen Griinden mehr polare
Aminosdureseitengruppen enthalten als tiblich. Es ist aber auch moglich, dafl die unpolaren
Aminosduren zu einem Abschnitt gehoren, der im Inneren des Proteins liegt und nicht mit

dem Zytoplasma in Kontakt kommt.

Bezieht man das Sequenzalignment aus Abb. 4 in den Vergleich der Hydropathiediagramme
mit ein, so wird deutlich, daB sich die Homologie der identifizierten Séduger- und
Drosophilaproteine auf die ausgeprigt hydrophobe Doméne von Unc-93 beschrinkt, wihrend
keine Ahnlichkeit zwischen den N-terminalen 245 hydrophilen Aminoséuren von Unc-93 und
den wenn auch deutlich kiirzeren hydrophilen N-terminalen Sequenzen der beiden Proteine
aus Drosophila melanogaster (GH10120 und GH09628) oder hMunc-93B zu finden ist.
hMunc-93, mMunc-93 und ET8 fehlen hydrophile N-terminale Sequenzen vollig.

Eine computergestiitzte Analyse der Aminosduresequenzen aller identifizierten Proteine mit
dem Programm PROSITE PFSCAN (Gribskov et al., 1987; Bucher et al., 1996) ergab, daB,
abgesehen von hMunc-93B bei allen eine Ahnlichkeit mit einem Muster fiir Transporter von
Zuckern oder anderen Molekiilen vorhanden ist (Abb. 7). Diese Transporter besitzen 12
Transmembrandoménen und zeichnen sich durch ein GRR- oder GRK-Motiv zwischen den
Transmembranhelices zwei und drei sowie acht und neun aus. Da drei Aminosduren lange
Motive zu kurz sind, um Proteine eindeutig in eine Familie eingruppieren zu kénnen, wurde
das Motiv um zwei Konsensussequenzen erweitert, von denen eine am Ende der vierten
Transmembrandomine beginnt und die anschlieBende zytoplasmatische Schleife einschlief3t
und die zweite das zweite GR[R/K]-Motiv beinhaltet.

K
GRIR K] - Motiv a) GRR
Unc- 93 G CK
hMunc- 93 G CK
mvunc- 93 GCK
GH10120 I RK
GH09628 GCR
ET8 GPQ
hMunc- 93B GTK
GLUT1 GRR
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Abb. 7: Alignment der Konsensussequenzen eines Zuckertransporters mit den entsprechenden
Sequenzen aus Unc-93 und seinen Homologen. Transporter dieser Familie zeichnen sich durch zwei
Konsensussequenzen und zwei GR[R/K]-Motive aus. Das erste GR[R/K]-Motiv (a) befindet sich
zwischen den Transmembrandoménen zwei und drei des 12-Transmembrandoméinenproteins. Die
erste Konsensussequenz (b) ist am Ende der vierten Transmembrandoméne zu finden und schlief3t die
zytoplasmatische Schleife zwischen der vierten und fiinften Transmembrandomine mit ein. Das
zweite GR[R/K]-Motiv ist Bestandteil der zweiten Konsensussequenz (c), die zwischen den
Transmembrandoménen acht und neun liegt. Aminosduren, die denjenigen der Konsensussequenzen
entsprechen, wurden grau unterlegt. Die Position der verschiedenen Motive ist der Schemazeichnung

zu entnehmen.
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Betrachtet man die entsprechenden Aminoséuresequenzen von hMunc-93B, so sind auch bei
diesen noch Ahnlichkeiten mit den Konsensussequenzen der Zuckertransporter vorhanden.
GroBere Ubereinstimmung weist hMunc-93B im Aminosdureabschnitt 309 bis 513 mit
Motiven bakterieller ABC-Transporter auf. Diese 6-Transmembrandoméinenproteine
katalysieren einen ATP-abhédngigen Export von Kohlenhydraten und anderen Stoffen (Reizer
et al., 1992) (Abb. 7).

L L G L P
I L I G S I G
M I MS A M S
S M CT I G N
Konsensussequenz T X X WX X ACX VX X X X XX AQX X X X X X X X X (X X
hMunc- 93B Al FTVYLGEGSSLHMKAKLAVLLVTLVAA AV
L
I H
M R
F S R
Konsensussequenz x) P T X Y X X X X X Q
hMunc- 93B S YLRMEQKLRR

Abb. 8: Alignment der Konsensussequenz eines ABC-Transporters mit der entsprechenden
Sequenz aus hMunc-93B. Aminosduren, die denen der Konsensussequenz entsprechen, wurden grau
unterlegt.

Neben diesen Motiven sind bei allen Proteinen mindestens eine potentielle
N-Glykosylierungsstelle sowie mehrere Kinaseerkennungssequenzen vorhanden (vgl.
Abb. 4). Die N-Glykosylierungsequenz befindet sich mit Ausnahme von ETS8 in allen
Proteinen in dem Sequenzabschnitt, der zu den Aminosduren 412 —439 von Unc-93 aus C.
elegans homolog ist. Bei ETS liegt er etwas weiter entfernt in der Position der Aminosduren
459 — 462 von Unc-93. Die Existenz dieses Motivs in einem so eng umgrenzten Bereich legt

die Vermutung nahe, da3 diese Position tatsdchlich fiir Glykosylierungen genutzt wird.

Eine ebenso markante Positionierung moglicher Phosphorylierungsstellen ist nicht zu
beobachten. Im Bereich der zu den Aminosduren 226 bis 248 aus Unc-93 homolog ist,
befindet sich in fiinf der sieben in diesem Abschnitt bekannten Sequenzen ein
Phosphorylierungsmotiv der Proteinkinase C. Ebenso ist im zu Aminosdure 407 bis 417
homologen Sequenzabschnitt in flinf der sieben Proteine eine Caseinkinase 2
Phoshorylierungssequenz vorhanden. Zahlreiche weitere potentielle Phosphorylierungstellen
verschiedener Kinasen sind in dem zu Aminosduren 470 bis 494 von Unc-93 homologen

Bereich existent.
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44 hMunc 93 ist ein integrales Membranprotein in der
Plasmamembran

Betrachtet man die Hydropathiediagramme von Unc-93 und seinen Homologen, so fallt der
stark hydrophobe Charakter dieser Proteine auf. Um zu iiberpriifen, ob hMunc-93 tatsichlich
ein Transmembranprotein ist, wurde es in vitro in Gegenwart von Hundepankreasmembranen
translatiert. Seine subzelluldre Lokalisation wurden anschlieBend durch Zellfraktionierungs-

und Immunfluoreszenzexperimente bestimmt.

4.41 Membranintegration von hMunc-93 in vitro
In vitro in Gegenwart von Hundepankreasmembranen translatiertes, [*°S]-Methionin
markiertes hMunc-93 wurde durch ein Saccharosekissen zentrifugiert und das Pellet sowie der

durch Trichloressigsiurefillung aufkonzentrierte Uberstand auf einem SDS-Polyacrylamidgel

analysiert.
Membranen + -
pH 7,5 11,0 7,5 11,0
Probe T U p U P T U P U/ P

Abb. 9: hMunc-93 ist ein integrales Membranprotein. hMunc93 wurde in vitro in Gegenwart von
[**S]-Methionin und in An- oder Abwesenheit von Hundepankreasmembranen translatiert (T) und
durch ein Saccharosekissen zentrifugiert. Bei pH 7,5 werden alle membranassoziierten Proteine mit
den Mikrosomenmembranen pelletiert. Bei pH 11,0 gelangen nur integrale Membranproteine in das
Pellet (P), wiahrend periphere Membranproteine und solche, die in das Lumen der Vesikel sezerniert
wurden, im Uberstand (U) verbleiben. Fiir die elektrophoretische Analyse wurden die Proben 30 min
bei 37°C in Probenpuffer mit 4 M Harnstoff inkubiert und auf einem 10 %igen SDS-
Polyacrylamidgel mit 4 M Harnstoff aufgetrennt.

Abb. 9 zeigt, dal hMunc-93 sowohl bei pH 7,5 als auch bei pH 11 in der Pelletfraktion zu
finden ist. Wéhrend bei neutralem pH-Wert auch membranassoziierte Proteine mit den
Membranen pelletiert werden, ist dies im Alkalischen durch die Denaturierung der Proteine
nicht mehr méglich. Des weiteren 6ffnen sich die Membranvesikel bei pH 11, und Proteine,

die in das Lumen der Vesikel sezerniert wurden, werden freigesetzt (Howell and Palade,
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1982). Aus Abb. 9 geht somit zweifelsfrei hervor, dal hMunc-93 ein integrales

Membranprotein ist.

Abb. 9 zeigt weiterhin, dall das aus dem Klon IMAGE 415697 isolierte DNA-Fragment in
vitro mit SP6-RNA-Polymerase transkribiert und die erhaltene mRNA anschlieBend
translatiert werden kann. Nach SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese sind zwei Banden mit
einer GroBle von etwa 40 bzw. 43 kDa nachweisbar. Sie sind damit etwas kleiner als es ihrer
aus der Aminosduresequenz berechneten GroBe von 50 kDa entspricht. Warum nicht eine
sondern zwei Banden zu sehen sind, ist unbekannt, es fillt jedoch auf, daB3 sich das Verhiltnis
der Proteinmenge in beiden Banden wéhrend der Zentrifugation verschiebt. Protein, das im
Uberstand verbleibt, zeigt hauptsichlich das Laufverhalten des niedermolekularen Produktes,

wiahrend das hohermolekulare eher in der Pelletfraktion zu finden ist.

Fir die Analyse des in vitro translatierten hMunc-93  mittels SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese wurden die Proben nicht gekocht, da die Proteine dabei im
Probenpuffer Aggregate bilden, die teilweise nicht einmal in das 5 %ige Sammelgel
einwandern konnen (Abb. 10, Bahn 1). Werden die Proben vor ihrer Analyse 30 min bei
37 °C inkubiert, so wandert zumindest ein Teil des Proteins in monomerer Form. Durch einen
Zusatz von 4 M Harnstoff zu den Proben und zum Gel wird die Tendenz zur Aggregation
weiter verringert, aber auch unter diesen Bedingungen lduft nach einer Behandlung der
Proben bei 37 °C (Abb. 10, Spur 4) mehr Protein als Monomer in das Trenngel ein als nach
dem Aufkochen (Abb. 10, Spur 3).

ohne Harnstoff 4 M Harnstoff
] 1
kDa M 95°C 37°C M 95°C 37°C

Abb. 10: Kochen in Gegenwart von SDS fiihrt zur Aggregation von hMunc-93. /n vitro in
Gegenwart von [*>S]-Methionin translatiertes hMunc-93 wurde in Probenpuffer 10 min bei 95°C
denaturiert (Spuren 1 und 3) oder 30 min bei 37°C inkubiert (Spuren 2 und 4) und anschlieend in
einem SDS-Polyacrylamidgel ohne Zusatz (Spur 1 und 2) oder mit 4 M Harnstoff analysiert (Spur 3
und 4). Wie das Gel enthielten auch die Proben im letzen Fall 4 M Harnstoff.
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4.4.2 Subzelluldare Lokalisation von hMunc-93

4.4.2.1 Zellfraktioninerung transient transfizierter HEK293-Zellen
Dall hMunc-93 nicht nur in vitro in Membranen insertiert wird, sondern auch, wenn es in
HEK293-Zellen iiberexprimiert wird, konnte durch eine Analyse der Membranfraktion

transient transfizierter Zellen gezeigt werden (Abb. 11).

Membran-
4 1 ;
ytoso fraktion
(ag) (ag)
(@) (@)
2 2
2 2
(0] (0] (0] (0]
< < < <
Z Z Z Z
a a a a
Q Q Q Q
<3 <3 <3 <3

anti hMunc 93

B - 48.5

anti Calnexin

Abb. 11: In HEK293-Zellen iiberexprimiertes hMunc-93 ist in der Membranfraktion zu finden.
Westernblot zur Analyse zytosolischer und membrangebundener Proteine 48 h nach einer transienten
Transfektion von HEK293-Zellen mit pcDNA3 Leervektor oder pcDNA3 hMunc-93. Zur Kontrolle
der Menge analysierter Membranproteine wurde der Blot gestrippt und mit einem anti-Calnexin-
Antikorper entwickelt.

HEK293-Zellen wurden mit pcDNA3 hMunc-93 oder pcDNA3 Leervektor nach der
Calciumphosphatmethode transient transfiziert und 48 h spiter weiterverarbeitet. Eine
Kotransfektion mit pPEGFP-C3 belegte fiir beide Plasmide eine Transfektion von mindestens
80 % der Zellen (nicht gezeigt). Das durch mechanischen Aufschluf dieser Zellen entstandene
Lysat wurde von Zellkernen und intakten Zellen befreit, um dann die Membranenfraktion

durch einen Ultrazentrifugationsschritt vom Zytosol trennen zu koénnen. Der Nachweis von
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hMunc-93 in der Membranfraktion der mit pcDNA3 hMunc-93 transfizierten Zellen gelang
im Westernblotverfahren mit einem peptidspezifischen anti hMunc93 Antiserum, das gegen
den C-Terminus von hMunc93 gerichtet ist. In Zellen, die mit dem leeren Vektor transfiziert
wurden, ist kein hMunc-93 nachweisbar. Um die Menge analysierter Membranproteine zu
kontrollieren, wurden die gebundenen Antikorper von der Blotmembran entfernt, um die
Membran anschlieBend mit einem Antikorper gegen Calnexin, ein Protein in der Membran

des endoplasmatischen Retikulums, zu entwickeln.

Wie nach der Translation in vitro sind auch nach der in vivo Synthese von hMunc-93 zwei
Banden zu sehen (43 und 48 kDa) und ferner eine 141 kDa-Bande.

4.4.2.2 Fluoreszenzmikroskopie von CHO-K1-Zellen, die hMunc-93 (transient
liberexprimieren

Aus den bisherigen Ergebnissen geht hervor, daB hMunc-93 ein integrales Membranprotein
ist. Um die Membran, in der es in vivo vorliegt, zu bestimmen, wurden EGFP-hMunc-93
Fusionsproteine in CHO-K1 Zellen transient iiberexprimiert und unter dem
Fluoreszenzmikroskop analysiert. CHO-K1 Zellen eignen sich fiir die Mikroskopie besser als
die bisher verwendeten HEK293-Zellen, weil sie grofer und flacher sind, was die

Unterscheidung verschiedener Zellkompartimente erleichtert.
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EGFP Fluoreszenz Aktin Uberlagerung

EGFP-hMunc-93

hMunc-93-EGFP

EGFP

Abb. 12: hMunc-93 mit N- oder C-terminaler Fusion an EGFP ist bei Uberexpression in
CHO-K1 Zellen an der Plasmamembran zu finden. CHO-K1 Zellen wurden mit pEGFP-
hMunc-93, pMunc-93-EGFP oder pEGFP-C3 transient transfiziert. Fiir die fluoreszenzmikroskopi-
sche Analyse wurden die Zellen 48 h spéter mit Paraformaldehydlésung fixiert, mit TRITC-Phalloidin
aktinmarkiert und in Mowiol eingebettet.

EGFP-Munc-93 und Munc-93-EGFP zeigen eine iibereinstimmende, von zytoplasmatisch
verteiltem EGPF deutlich unterscheidbare Lokalisation. Es ist eine Firbung von
Zellausldufern und eine Markierung der Zellumrisse durch die hMunc-93-EGFP-
Fusionsproteine zu erkennen. Die Féarbung des Aktinzytoskeletts zeigt ein ausgeprigtes
submembrandses Aktinnetzwerk, Stre3fasern und einige periphere Mikrofilamentbiindel
(Longley et al., 1999). Eine Uberlagerung der Aufnahmen der Aktinfirbung und von EGFP-
hMunc93 bzw. hMunc-93-EGFP zeigt, dal hMunc-93 mit dem Aktin der Lamellipodien
kolokalisiert, nicht aber mit dem der Srefasern oder Mikrofilamentbiindel. Da Aktin in den
Lamellipodien am Aufbau des Membranskeletts direkt unterhalb der Plasmamembran
beteiligt ist, und es sich bei hMunc-93 um ein integrales Membranprotein handelt, muf}

hMunc-93 folglich in der Plasmamembran lokalisiert sein.
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Um storende Einfliisse des EGFP auf die Lokalisation von hMunc-93 auszuschlieflen, wurde
eine Immunfluoreszenzfirbung mit anti hMunc-93 Antiserum an CHO-K1 Zellen
durchgefiihrt, die transient mit pcDNA3 Munc-93 transfiziert worden waren. Fiir diese
Anwendung mufite das anti hMunc-93 Antiserum zunéchst weiter gereinigt werden, da es bei
einem direkten Einsatz zu viele unspezifische Immunmarkierungen erzeugte. Es wurde eine
Affinititschromatographie an einem GST-hMunc-93-Fusionsprotein durchgefiihrt, das an
zyanbromidaktivierter Sepharose immobilisiert worden war. Das eingesetzte GST-
Fusionsprotein bestand dabei aus den 15 C-terminalen Aminosduren von hMunc-93, gegen

die auch das Antiserum generiert worden war, fusioniert an den C-Terminus von GST.

Das Resultat der Immunmarkierung bestitigte das Ergebnis der Uberexpression von EGFP-
hMunc-93-Fusionsproteinen in diesen Zellen (Abb. 13). Wieder ist eine Férbung von
Zellumrissen und Lamellipodien zu erkennen und eine Kolokalisation mit dem Aktin des
Membranzytoskeletts. Neben der Plasmamembran wurden mit dem anti hMunc-93 Antiserum
allerdings auch Bestandteile des Zellkerns angefiarbt, bei denen es sich vermutlich um
Nukleoli handelt. Diese Féarbung ist in allen Zellen zu erkennen, wihrend die Plasmamembran
nur in den transfizierten Zellen markiert ist. An beiden Orten wird die Reaktion des
Antiserums durch hMunc-93 Antikérper vermittelt, denn simtliche Immunreaktionen lassen
sich durch Priainkubation des Antiserums mit einem GST-hMunc93 Fusionsprotein inhibieren.
Dennoch ist nicht auszuschlieBen, da3 die Bindung des Antikdrpers an das Kernprotein durch
eine Kreuzreaktivitit zustande kommt, besonders weil die Farbung des Kernproteins in
Zellen, die hMunc-93 iiberexprimieren, schwicher ist als in untransfizierten. Dies ist
vermutlich auf eine geringere Affinitdt des Antikérper zum Kreuzantigen zuriickzufiihren,
aufgrund derer nach einer Gleichgewichtseinstellung in der Mikroumgebung mehr

Antikorpermolekiile an das besser passende Antigen binden (Harlow and Lane, 1998).
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Abb. 13: Bestitigung der Plasmamembranlokalisation von hMunc-93 in transient transfizierten
CHO-K1 Zellen durch Immunfluoreszenzmarkierung mit gereinigtem anti hMunc-93
Antiserum.

Endogenes hMunc-93 konnte in den CHO-K1 Zellen nicht nachgewiesen werden. Das kann
entweder darauf beruhen, da3 das Hamsterprotein, das dem menschlichen entspricht, nicht in
Ovarien exprimiert wird, oder dafl es durch Sequenzunterschiede nicht vom Antikorper
erkannt werden kann. Da aus dem Northernblot in Abb. 5 hervorgeht, da hMunc-93 am
stiarksten in der Leber exprimiert wird, ist es mdglich, da der Nachweis von endogenem
hMunc-93 bei Verwendung einer anderen Zelllinie besonders einer menschlichen
Leberzellinie gelingen konnte. Bei Immunfluoreszenzfarbungen, die darauthin an
verschiedenen Tumorzellinien aus unterschiedlichen Organen und Spezies mit dem
gereinigten anti hMunc-93 Antiserum durchgefithrt wurden, war dennoch niemals eine
Markierung von Plasmamembranproteinen, sondern, immer nur die schon in den CHO-K1
Zellen beobachtete punktformige Farbung des Zellkerns zu erkennen. Dies deutet darauf hin,
daB hMunc-93 ebenso wie Unc-93 in sehr geringer Menge exprimiert wird. Levin und Horvitz
(1992) konnten zeigen, da3 die Menge an unc-93 mRNA in C. elegans nur ein hundertstel bis

ein zweihundertfiinfzigstel derjenigen von Myosin leichter Kette ausmacht.
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anti hMunc-93 Nukleins@uren Uberlagerung

Abb. 14: Endogenes hMunc-93 ist durch Immunfluoreszenzfirbung verschiedener
eukaryotischer Zellinien mit dem gereinigten anti hMunc93 Antiserum nicht nachweisbar. 24 h
nach dem Aussden der Zellen auf Deckgldschen wurden sie mit Paraformaldehydlosung fixiert, mit
0,1 % Triton X-100 permeabilisiert und mit affinititsgereinigtem anti hMunc-93 Antiserum und
Rhodamin gekoppeltem zweitem Antikdrper immunmarkiert.

4.5 Analyse der Membrantopologie von Munc93
hMunc-93 besitzt nach Computeranalysen (siche Abb.6) vermutlich 10 bis 12

Transmembrandominen und ist in der Plasmamembran lokalisiert (Abb. 12 und Abb. 13). Zur
Aufklarung seiner Membrantopologie wurden sechs verschiedene Mutanten konstruiert, bei
denen an jeweils einer anderen Aminosdureposition ein Epitop (YPYDVPDYASL) eingefiigt

wurde, das von einem anti Himagglutin (HA) Antikérper erkannt wird. Fiir die Klonierung
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wurden Restriktionsschnittstellen verwendet, die natiirlicherweise in der Nukleotidsequenz
vorhanden sind. Werden entsprechende hMunc-93 Mutanten in Zellen iiberexprimiert, so ist
das HA-Epitop bei der Immunfluoreszenzfarbung nicht permeabilisierter Zellen nur dann fiir
den Antikorper zuginglich, wenn es auf der ZellauBenseite lokalisiert ist. Nach
Permeabilisierung der Zellen konnen Epitope beiderseits der Membran vom anti HA

Antikorper erkannt werden.

Lumen

Membran
HA422

Zytoplasma

Membran

Zytoplasma

COOH

Abb. 15: Schematische Darstellung hypothetischer hMunc-93 Membrantopologien, abgeleitet
aus einem Vergleich der Hydropathiediagramme von Unc-93 und seinen Homologen.
Transmembranhelizes sind als dunkle Zylinder dargestellt und ebenso die beiden Abschnitte, deren
Einlagerung in die Membran unklar ist. Positionen, an denen ein HA-Epitop zur Aufkliarung der
Membrantopologie eingefiihrt wurde, sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Ein Problem bei der Bestimmung der Membrantopologie durch Insertion von HA-Epitopen in
die Aminosduresequenz ist die Gefahr einer Strukturdnderung durch die Modifikation,
besonders wenn sich diese in unmittelbarer Umgebung von Transmembrandoménen befinden
(Zhang et al., 1995). Die Folge einer solchen Strukturdnderung ist hiufig eine kurze
Lebensdauer des Proteins in der Zelle. Deshalb wurde zundchst die Expression der
verschiedenen HA-Konstrukte in vivo an HEK 293-Zellen 48 h nach transienter Transfektion
iiberpriift. Die GleichméBigkeit der Transfektion der Zellen wurde anhand der Expression von
kotransfiziertem EGFP im Mikroskop kontrolliert. Durch einen Westernblot wurden die
Membranfraktionen dann auf die Prdsenz von hMunc-93 hin {iberpriift. Mit dem

peptidspezifischen polyklonalen anti hMunc-93 Antiserum konnten die Proteine detektiert
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werden, die mit dem HA-Epitop in den Positionen 2, 179 und 247 beginnen. Vom anti HA
Antikorper wurde nur hMunc-93 HA179 erkannt.
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Abb. 16: Analyse der Expression verschiedener hMunc-93 HA-Konstrukte in transient
transfizierten HEK293-Zellen im Westernblotverfahren. Membranfraktionen der HEK 293-Zellen
wurden 48 h nach der Transfektion in einem 10 %igen SDS-Polyacrylamidgel mit 4 M Harnstoff
gelelektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine anschlieBend auf Nitrozellulose transferiert. Die
Detektion von hMunc-93 erfolgte mit anti hMunc-93 Antiserum oder einem monokonalen anti HA
Antikorper. Zur Kontrolle wurden HEK 293-Zellen mit pcDNA3-Leervektor transfiziert. Ein
commassiegefarbtes PAA-Gel erlaubt einen Vergleich der in jeder Spur aufgetragenen Proteinmengen.
Die Ziffern geben die Position der ersten Aminoséure des eingefligten HA-Epitops an.



ERGEBNISSE 82

Immunfluoreszenzfarbungen an CHO-K1 Zellen, die mit pcDNA3-Munc-93 HA179
transfiziert wurden, zeigen, daBl sich das HA-Epitop bei diesem Konstrukt auf der
ZellauBenseite befindet. Es wird sowohl in permeabilisierten als auch in nicht
permeabilisierten Zellen vom Antikorper gebunden (Abb. 17). Die unverdndert
plasmamembranstindige Verteilung von iiberexprimiertem hMunc-93 HA179 wird sowohl
mit dem gereinigten anti hMunc-93 Antiserum als auch mit dem monoklonalen anti HA-

Antikdrper deutlich.

Der Carboxyterminus von hMunc-93 ist zytosolisch lokalisiert. Das geht aus
Immunfluoreszenzfarbungen an CHO-KI1 Zellen hervor, die mit pcDNA3 Munc-93
transfiziert und vor der Inkubation mit gereinigten anti hMunc-93 Antiserum nicht
permeabilisert wurden (Abb. 17).
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Abb. 17: Das HA-Epitop von hMunc-93 HA179 wird extrazellulir exponiert, der C-Terminus
von hMunc-93 ist dem Zytosol zugewandt. Immunfluoreszenzfarbung von CHO-K1 Zellen, die mit
pcDNA3 hMunc-93 HA179, pcDNA3 hMunc-93 bzw. pcDNA3 und pEGFP-C3 transient
kotransfiziert wurden. Mit Paraformaldehyd fixierte Zellen wurden direkt oder nach vorhergehender
Permeabilisierung mit 0,1 % Triton X-100 mit monoklonalem anti HA Antikdrper oder gereinigtem
anti hMunc-93 Antiserum gefarbt. Die Aktinmarkierung erfolgte mit TRITC gekoppeltem Phalloidin
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4.6 Untersuchung einer moglichen N-Glykosylierung von hMunc-93
Das HA-Epitop von hMunc-93 HA179 befindet sich in der gleichen Schleife wie die

potentielle N-Glykosylierungssequenz, die in Unc-93 und all seinen untersuchten Homologen
in &dhnlicher Position vorkommt. Da das primdre Zuckergeriist im Lumen des
endoplasmatischen Retikulums auf die Seitenkette des Asparagins in der Erkennungssequenz
iibertragen wird, muf} die Zuckerstruktur immer auf extrazelluldrer Seite liegen. Eben diese
Lokalisation fiir das HA-Epitop beginnend in Position 179 nachgewiesen werden (Kap. 4.5).
Deshalb lag es nahe, die mogliche N-Glykosylierung von hMunc-93 genauer zu untersuchen.
hMunc-93 wurde dazu in vitro in Gegenwart von [°S]-Methionin und
Hundepankreasmembranen translatiert und ein Teil des Produktes anschlieBend mit
Endoglukosidase H behandelt. Eine Analyse der Proben durch Polyacrylamid-
gelelektrophorese lie keine Verringerung des Molekulargewichtes von hMunc-93 um etwa 3
kDa durch Endoglucosidase H Aktivitdt erkennen (Abb. 18, Spuren 1 —3), wie sie bei der
Abspaltung eines Zuckergeriistes zu erwarten wire und in der Kontrolle mit dem viralen
Glykoprotein E1A65-80-Asn (Mayer et al., 1988) zu beobachten ist (Abb. 18, Spuren 4 — 6).

1 2 3 4 5 6

Abb. 18: Analyse einer moglichen Glykosylierung von hMunc-93. In Gegenwart von
[**S]-Methionin und Hundepankreasmembranen in vitro translatiertes hMunc-93 (Spur 1 —3) bzw.
E1A65-80-Asn (Spur 4 — 6) wurde fiir 0 h (Spuren 1 und 4), 4 h (Spuren 2 und 5) oder 16 h (Spuren 3
und 6) mit Endoglucosidase H behandelt. Alle Proben wurden in einem 10 %igen SDS-
Polyacylamidgel mit 4 M Harnstoff aufgetrennt und durch Autoradiographie sichtbar gemacht.

4.7 Suche nach Interaktionspartnern von hMunc-93 mit Hilfe des
Hefe-Zwei-Hybrid Systems

4.7.1 ldentifizierung von Bindungspartnern fiir Munc-93

Interagierende Proteine konnen Aufschluf3 iiber die Funktion geben, die ein Protein in vivo
ausiibt. Fiir die Suche nach solchen Wechselwirkungspartnern fiir hMunc-93 wurde das Hefe-
Zwei-Hybrid-System genutzt. Da die cDNA-Bibliothek, die hierbei Verwendung fand, aus
Maiuseembryonen hergestellt worden war, wurde die Suche nicht mit dem menschlichen,
sondern mit dem Mausprotein durchgefiihrt. Dieses konnte allerdings nicht in voller Lange als

Koder eingesetzt werden, da es sich um ein Transmembranprotein handelt und somit eine
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gemeinsame Translokation von mMunc-93 und seinem moglichen Bindungspartner in den
Zellkern mit anschlieBender Aktivierung der Transkription des Reportergens unmoglich ist.
Deshalb wurden drei verschiedene potentiell zytoplasmatische Abschnitte von mMunc-93
(Aminosdure 225-284, 345-392 und 431-459) in den Hefeexpressionsvektor pBTM116

kloniert und als Gemisch in den Hefe-Zwei-Hybrid-Screen eingesetzt. Die Auswahl dieser

Sequenzbereiche erfolgte anhand der in den Kapiteln 4.3 und 4.5 ermittelten
Membrantopologie fiir hMunc-93. Abb. 19 zeigt, dal das LexA-mMunc93 (225-284)-

Fusionsprotein im Hefestamm L40 schwicher exprimiert wird als die anderen beiden.

1 2 3 4
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Abb. 19: Expression der mMunc-93 Koder fiir den Hefe-Zwei-Hybrid-Screen als LexA-
Fusionsprotein im Hefestamm L40. Westernblot mit L40-Lysaten, die unter Selektionsbedingungen
mit pBTM116 (Spur 1), pPBTM116 mMunc-93 (228-284) (Spur 2), pPBTM116 mMunc-93 (345-392)
(Spur 3) oder pPBTM116 mMunc-93 (431-459) (Spur 4) transformiert worden waren. Die Entwicklung
des Blots erfolgte mit einem monoklonalen anti LexA Antikorper. Die Proteinmenge, die pro Spur
geladen wurde, ist einem coomassiegefarbten PAA-Gel zu entnehmen.

32,5

25,0

16,5

Nichts desto trotz wurde ein 1:1:1-Gemisch aus L40, die jeweils eines der LexA-mMunc-93-
Fusionsproteine exprimieren, mit 500 pg einer Mausembryo-cDNA-Genbank transformiert
und 7,5-10° unabhingige Transformanten auf eine mogliche Interaktion mit mMunc-93 hin
selektiert. In einem Zeitraum von fiinf Tagen gewachsene Kolonien wurden von den
Selektionspatten isoliert und die cDNA-Insert von 96 der 150 erhaltenen Plasmide
sequenziert. Das in den jeweiligen Zellen vorhandene pBTM mMunc-93 Konstrukt wurde
durch  Restriktionsanalyse oder Sequenzreaktion identifiziert. Alle potentiellen
Wechselwirkungspartner wurden im Hefestamm YRN974 mit dem GFP-Reportersystem ein
zweites Mal auf ihre Bindung an das zugehorige LexA-mMunc-93-Fusionsprotein getestet.
Proteine, die in diesem System ein positives Signal lieferten sind in Abb. 20 aufgefiihrt. Es
handelt sich um die membranassoziierte Guanylatkinase mit invertierter Orientierung
(MAGI3), Fettsduresynthase, DOCK 180, das Ubiquitin konjugierende Enzym BRUCE, das
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Autoantigen 1 fiir Polymyositis und Sklerodermie, das hypothetische Protein FLJ12923,

sowie das Gerlistproteine Shank3b.
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Abb. 20: Doménenstruktur identifizierter Interaktionspartner von mMunc-93. Die Abschnitte,
die in den Klonen aus dem Hefe-Zwei-Hybrid-System enthalten sind, wurden unterhalb des
Interaktionsparteners als schwarze Balken eingezeichnet. n gibt an, wie oft ein bestimmter Klon
identiziert wurde. Balkendiagramme zeigen die relativen griinen Fluoreszenzintensititen bei der
Interaktion des entsprechenden VP16-Fusionsproteins mit einem LexA-mMunc-93-Fusionsprotein
durch Aktivierung des GFP-Reportersystems im Hefestamm YRN974.

4.7.2 Verifizierung der Bindung von MAGI3 an Munc-93 in vitro

Nach dem Ergebnis der Interaktionstests in YRN974 besteht die stirkste identifizierte
Wechselwirkung zwischen mMunc-93 und der membranassoziierten Guanylatkinase MAGI3,
die zahlreiche Doménen fiir Protein-Protein-Interaktionen besitzt. Um diese Bindung zu
bestitigen, wurde das erhaltene Fragment von MAGI3 nach Klonierung in den Vektor pSP72
in vitro in Gegenwart von [*°S]-Methionin translatiert und mit GST-mMunc-93 inkubiert, das
an GSH-Sepharose gebunden war. Aus Abb. 21 ist ersichtlich, daB es auch unter diesen
Bedingungen zu der im Hefe-Zwei-Hydrid-System entdeckten Interaktion zwischen
mMunc-93 und MAGI3 kommt.
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Abb. 21: GST-mMunc-93 (345-392) bindet MAGI3 in vitro. Das durch den Hefe-Zwei-Hybrid-
Screen erhaltene cDNA-Fragment von MAGI3 wurde in vitro in Gegenwart von [*°S]-Methionin
transkribiert und translatiert (Spur 1) und lieB sich dann mit GST-mMunc-93 (345-392) prézipitieren
(Spur 5), nicht jedoch mit GST allein (Spur 4). Die Proben wurden in einem 15 %igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und radioaktiv markiertes MAGI3 durch Autoradiographie detektiert.
Die Spuren 2 und 3 enthalten die Uberstinde der Proben 4 bzw. 5. Zur Kontrolle der eingesetzten
Proteinmengen wurden alle Proben einer Commassieblaufarbung unterzogen.

Nicht nur das im Hefe-Zwei-Hybrid-Screen eingesetzte Fragment von mMunc-93, sondern
auch hMunc-93 voller Liange bindet MAGI3 in vitro. Dies geht aus einem Experiment hervor,
bei dem hMunc-93 in Gegenwart von [°S]-Methionin in vitro translatiert und anschlieBend
mit GST-MAGI3, das an GSH-Sepharose gebunden war, pelletiert wurde (Abb. 22).
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Abb. 22: GST-MAGI3 bindet hMunc-93. hMunc-93 wurde in vitro in Gegenwart von [S]-
Methionin transkribiert und translatiert (Spur 1) und anschlieBend mit rekombinant hergestelltem, an
GSH-Sepharose gebundenem GST-MAGI3 prézipitiert (Spur 5). Eine Inkubation mit gleichen
molaren Mengen an GST allein fiihrt nur zu geringer unspezifischer Bindung (Spur 4). Die Proben
wurden in einem 10 %igen SDS-Polyacrylamidgel mit 4 M Harnstoff aufgetrennt und radioaktiv
markiertes hMunc-93 durch Autoradiographie detektiert. Die Spuren 2 und 3 enthalten die Uberstéinde
der Proben 4 bzw. 5. Zur Kontrolle der eingesetzten Proteinmengen wurden alle Proben auch durch
Commassieblaufarbung eines entsprechenden Gels analysiert.
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5 Diskussion

Im Zuge der vom Gehirn ausgeldsten Muskelbewegungen finden zahlreiche
Signaltransduktionsreaktionen statt, die in der Bewegung der angesprochenen Muskeln
miinden. Einblicke in die molekularen Vorgénge, die bei diesem Prozef3 ablaufen, konnen aus
Untersuchung der Unc-Proteine aus C. elegans und der entsprechenden homologen
Saugerproteinen gewonnen werden. Unc-Proteine spielen in ganz unterschiedlichen Phasen
von Muskelanregung und —bewegung eine Rolle und zeichnen sich durch eine unkoordinierte
(engl.: uncoordinated) Fortbewegung aus, die durch Mutation oder Deletion jedes einzelnen

dieser Gene hervorgerufen wird.

Zu Unc-93, das eine bislang unbekannte Rolle bei der Kopplung zwischen Muskelanregung
und —kontraktion spielt, konnten im Rahmen dieser Arbeit mehrere homologe Proteine
verschiedener Spezies identifiziert werden. Drei menschliche (hMunc-93, hMunc-93b, ET8)
und zwei murine (mMunc-93, mMunc-93B) Homologe sowie zwei Proteine aus Drosophila
melanogaster (GH10120, GHO09628) wurden in dieser Arbeit analysiert, wobei das
Hauptaugenmerk auf hMunc-93, dem Siugerprotein mit der groBten Ahnlichkeit (56 %) zu
Unc-93 lag. Alle untersuchten Proteine haben wie Unc-93 einen ausgepridgt hydrophoben
Charakter und 10 bis 12 potentielle Transmembrandoménen. Wihrend hMunc-93 und
mMunc-93 hauptsdchlich in der Leber und in deutlich geringerem Mal3e in wenigen weiteren
Organen exprimiert werden, sind hMunc-93B und mMunc-93B ubiquitdr mit relativ

konstanten Expressionsleveln anzutreffen.

In vitro und in vivo Studien haben gezeigt, dall es sich bei hMunc-93 um ein integrales
Membranprotein handelt, das in eukaryotischen Zellen zur Plasmamembran dirigiert wird.
SchlieBlich gelang es, einige mogliche Interaktionspartner von hMunc-93 im Hefe-Zwei-
Hybrid-System zu ermitteln und eine Bindung an das Multi-PDZ-Dominen Protein MAGI3

in vitro zu bestétigen.

Die erzielten Ergebnisse und ihre Bedeutung fiir die Aufklirung der physiologischen
Funktion von Unc-93 oder seinen Sdugerhomologen sollen in den folgenden Abschnitten

diskutiert werden.

5.1 Genstruktur und Transkripte von unc-93 Homologen

5.1.1 Aufbau der cDNAs
Die cDNAs von hMunc-93 und mMunc-93 enthalten eine vollstindige kodierende

Nukleotidsequenz. In beiden Sequenzen ist sowohl ein 5° als auch ein 3° nicht kodierender
Bereich enthalten, der nach einer erkennbaren Kozaksequenz mit dem ATG, das das
Startmethionin kodiert, in die kodierende Sequenz iibergeht. Der 3 nicht kodierende
Abschnitt endet nach einem Polyadenylierungssignal (AATAAA) mit einer Poly-A-Sequenz.
Die cDNA von hMunc-93B enthélt ebenfalls die Signalsequenz fiir die Polyadenylierung und

eine Poly-A-Sequenz. Das 5°-Ende des kodierenden Bereiches 1d63t sich jedoch nicht sicher
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bestimmen. Am 5‘-Ende der cDNA aus IMAGE 2791017 stromaufwiérts des ersten ATGs,
das das Startmethionin kodieren konnte, ist kein Stoppcodon enthalten, das die 5°
untranslatierte Sequenz definiert. Humane oder murine ESTs mit Sequenzen, die mehr als 50
Basen stromaufwirts des ersten ATG aus IMAGE 2791017 liegen, waren in
Computerdatenbanken nicht zu finden. Wenn man bedenkt, daB die im Northernblot
bestimmte TranskriptgroBe von hMunc-93B 2,5 kb betrdgt und dal von hMunc-93B bereits
1794 bp kodierende Sequenz, 420 bp 3° nicht kodierende Sequenz und 50 bp aus der Sequenz
stromaufwérts des ersten ATG bekannt sind, ist zu erwarten, da3 die noch fehlende Sequenz

wenn iiberhaupt nur eine kurze noch weiter N-terminal gelegene Aminosduresequenz kodiert.

Gene aus C. elegans und Drosophila melanogaster enthalten gewdhnlich nur sehr wenige
oder gar keine Introns. Die relative hohe Introndichte bei diesen Genen in beiden Spezies
konnte auf eine geringe Transkriptionsrate hindeuten, wie sie fiir das Unc-93 Gen von Levin
und Horvitz (1992) gezeigt wurde.

5.1.2 Analyse der Transkripte

Fir Unc-93 aus C. elegans haben Levin and Horvitz (1992) zwei im 5°-Bereich
unterschiedliche Transkripte identifiziert, deren Grofle nach dem Ergebnis eines
Northernblots beide aus 2,2 kb bestehen. Northernblotanalysen unc-93 homologer Sdugergene
haben gezeigt, da3 die Grofe ihrer Transkripte stark schwanken kann (2,0 bis 12,0 kb) und in
einigen Geweben mehrere Varianten zu finden sind. Die unterschiedlichen Tanskriptgrof3en
konnen auf alternatives Splicen zuriickzufiihren sein, wie es sich beim EST IMAGE 415354
andeutet, das 8 bp einer Sequenz enthilt, die stromaufwirts einer Splicesite liegt, die im Klon
IMAGE 415697 (hMunc-93) als Akzeptorsite vor dem fiinften Exon genutzt wurde. Dal3 die
genomische Sequenz fiir hMunc-93B auf Sequenzabschnitten kodiert ist, deren Position im
humanen Genom noch nicht genau bestimmt ist und in einigen Féllen Chromosom 2, in
anderen Chromosom 11 zugeordnet wird, schliet auch die Mdglichkeit nicht aus, da3 zwei

Genorte fiir hMunc-93B existieren, deren Transkriptionsprodukte unterschiedlich grof sind.

Vergleicht man die Gewebeverteilung der mRNAs der zu unc-93 homologen Sdugergene so
féllt sofort der Gegensatz zwischen der ubiquitiren Expression von munc-93B und der auf
wenige Gewebe beschrinkten Expression von munc-93 auf. Die ubiquitire Verteilung von
hMunc-93B und mMunc-93B verbunden mit der hohen Homologie (92 %) zwischen ihren
Aminosdurensequenzen 148t den Schlufl zu, dal diese beiden Proteine in der Maus und im
Menschen die gleiche Funktion ausiiben. Fiir hMunc-93 und mMunc-93 ist das eher
unwahrscheinlich. Nicht nur der Grad ihrer Homologie ist geringer (81 %), auch die
unterschiedliche Gewebespezifitit lassen erwarten, dafl diese beiden Proteinen, wenn auch
sehr dhnliche, so doch nicht die gleiche Funktion haben. Moglich wire auch eine anders
geartete Regulation beider Genprodukt. Wihrend hMunc-93 mRNAs in Leber und Niere mit
einer Lange von 2,5 kb zu finden sind, sind die Transkripte im Herzen und Skelettmuskel

etwa viermal so groB3. Handelt es sich um unterschiedliche Splicevarianten, so konnten 3 oder
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5¢ untranslatierte Sequenzen einen EinfluB auf die Lebensdauer der mRNA oder ihre
Translationsrate haben; zusédtzlich kodierten Aminosduren konnte eine besondere
regulatorische Bedeutung zukommen. Der Komplex aus Unc-93, Sup-9 und Sup-10 ist mit
hoher Wahrscheinlichkeit in Muskelzellen zu finden, da sowohl fiir Sup-9 als auch fiir Sup-10
eine Lokalisation in Muskelzellen nachgewiesen wurde (Herman, 1984; de la Cruz et al.,
1998). hMunc93 hat mit 56 % von den Sdugerproteinen die hochste Homologie zu Unc-93;
und die Prisenz seiner beiden groflen Transkripte in den beiden untersuchten Muskelgeweben
Herz und Skelettmuskel 148t vermuten, daf deren Translationsprodukte tatsdchlich
funktionelle Gemeinsamkeiten mit Unc-93 haben. Diese Funktion kdnnte bei der in der Leber

und Niere vorhandenen Form und auch bei hMunc-93B erweitert worden sein.

Aus einem Vergleich des Sequenzalignments (Abb. 4) und der Hydrophobizitétsplots geht
hervor, da3 alle identifizieren Sdugergene ausschlieflich zur hydrophoben Domidne von
Unc-93 homolog sind und wenn iiberhaupt nur sehr kurze hydrophile N-terminale Sequenzen
besitzen. Wenn man die unterschiedlichen TranskriptgroBen und die Tatsache, dal3 von
Unc-93 aus C. elegans durch alternatives Splicen zwei Proteine mit unterschiedlichen
N-Termini synthetisiert werden, in Betracht zieht, so scheint es durchaus moglich, dall auch
durch alternatives Splicing entstandene Sdugerproteine einen wesentlich langeren hydrophilen
N-Terminus besitzen konnten. Eine Betrachtung der Exon-Intron-Struktur aller untersuchten
Gene 148t jeweils ein relativ grofles Intron nach einer kurzen N-terminalen Sequenz, bzw. bei
Unc-93 zwischen der hydrophilen und der hydrophoben Doméne erkennen. Die Bedeutung

dieses Befundes ist allerdings ungeklért.
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Abb. 23: Schematische Darstellung der Exon-Intron-Struktur von unc-93 und seinen Homolgen.
Exons sind numeriert, die Position der ersten mdglichen kodierten Transmembrandoméne ist durch
einen Pfeil gekennzeichnet.

Auffillig ist der geringe Konservierungsgrad in den hydrophilen N-Termini der untersuchten
zu Unc-93 homologen Proteine, die in den beiden Proteinen aus Drosophila melanogaster
(GH10120 und GH09528) und in hMunc-93B in Ansidtzen vorhanden sind, in hMunc-93,
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mMunc-93 und ET8 aber ginzlich fehlen. Moglicherweise wurde die Funktion dieser
hydrophilen Domédne aus C. elegans in den anderen Spezies von einem anderen Protein
iibernommen, so daf3 die noch vorhandenen hydrophilen N-terminalen Aminosduren nur fiir
die Interaktion mit diesem Protein zustdndig sind oder sogar vollig bedeutungslos geworden
sind und deshalb einer so starken Variabilitit unterliegen. Moglich ist aber auch, da3 Proteine
mit N-terminalen Doménen existieren, die denen aus C. elegans entsprechen. Kommt diesen
eine regulatorische Funktion zu, so konnten Proteine ohne diese Abschnitte konstitutiv aktiv
sein oder als Antagonisten wirken. Trotz intensiver Suche in Sequenzdatenbanken konnten
allerdings keine Proteine mit offensichtlicher Homologie zum N-terminalen Abschnitt von

Unc-93 identifiziert werden.

5.2 Analyse der Unc-93 homologen Proteine

5.2.1 Molekiilmassenermittlung des Translationsproduktes

Aus den Northernblotanalysen geht klar hervor, da3 die vier untersuchten murinen und
humanen unc-93 homologen Gene transkribiert werden. Fiir ET8 wurde dies bereits von der

Arbeitsgruppe von Perbal (1997) gezeigt.
Die ¢cDNA des Klones IMAGE 415697 (hMunc-93) sollte nach der bestimmten

Aminosduresequenz ein 50,3 kDa groBes Translationsprodukt liefern. Bei einer SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese von in vitro translatiertem hMunc-93 erhédlt man zwei
Banden von etwa 40 und 43 kDa (Abb. 9). In HEK 293-Zellen {iberexprimiertes hMunc-93
wird von einem gegen die letzten 15 Aminoséduren des Proteins gerichteten Antiserum als 43
und 48 kDa Bande erkannt (Abb. 11). Die Detektion von hMunc-93 durch den Antikdrper
belegt, da3 die Nukleotidsequenz ohne Fehler im Leseraster bestimmt wurde, da sonst kein
Epitop fiir den Antikorper vorhanden wére. Die GroB3en der Translationsprodukte stimmen in
etwa mit der berechneten tliberein. Der GréBenunterschied zwischen in vitro translatiertem
hMunc-93 und hMunc-93 aus HEK 293-Zellen konnte auf eine posttranslationale
Modifikation des Proteins in Zellen zurlickzufithren sein. Ungeklart ist allerdings, warum
nicht eine sondern sowohl bei der in vitro Translation als auch bei der Uberexpression in
Eukaryontenzellen zwei Banden fiir hMunc-93 im Gel zu sehen sind. Eine Moglichkeit ist
eine interne Initiation der Translation. Das nédchste Methionin des gleichen Leserasters
befindet sich in Aminosdureposition 50 und lieBe somit eine Molekulargewichtsénderung von
etwa 5 kDa erwarten. Werden allerdings die ersten 27 Aminosduren von hMunc-93 deletiert,
so verbleibt das Protein bei Expression in CHO Zellen im endoplasmatischen Retikulum
(Daten nicht gezeigt), wohingegen hMunc-93 voller Liange nahezu ausschlieBlich in der
Plasmamembran zu finden ist. Dafl die Deletion weiterer 23 Aminosduren die korrekte
Faltung und Translokation wieder ermoglichen kann, scheint eher unwahrscheinlich. Eine
posttranslationale Modifikation kdnnte ebenfalls einen solchen Laufunterschied hervorrufen.
Am wahrscheinlichsten ist, dal das unterschiedliche Laufverhalten aus einer unvollstindigen

Denaturierung durch die Inkubation bei 37 °C resultiert, nach der noch vorhandene
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Sekundérstrukturen die Migration im Gel verlangsamen. Letzteres wird durch den Befund
erhértet, dal sich beim Kochen der Proben in Gegenwart von 4 M Harnstoff das Verhéltnis
der beiden Banden zu Gunsten der niedermolekularen verschiebt (Abb. 10).

5.2.2 Unc-93 und seine homologen Proteine sind Multitransmembranproteine

Die im Laufe dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse iiber die Membrantopologie von
hMunc-93 sprechen fiir 12 oder 10 membranspannende Doménen wie sie in den Modellen in
der Abb. 15 dargestellt sind.

5.2.2.1 Ermittlung der Membrantopologie

Ein im Zytoplasma lokalisierter N-Terminus ergibt sich fiir alle untersuchten Proteine aus
einem Vergleich der Ladungen der Aminosduren auf beiden Seiten der

Transmembrandoméne.

Eine Untersuchung der Membrantopologie durch Einfiihren von HA-Epitopen hat bei der
Hiélfte der Mutanten zu einer erfolgreichen Expression in HEK 293-Zellen gefiihrt. Bei den
iibrigen hatte die Insertion wahrscheinlich so starke Strukturdnderungen zur Folge, da3 das
Protein nach erfolgloser Faltung degradiert wurde. Eckhardt und Kollegen (1999) haben bei
HA-Insertionen in den CMP-Sialinsduretransporter ebenfalls bei einigen Mutanten einen
Verlust der Enzymaktivitdt, bei anderen keine Expression beobachtet. Die Konstrukte mit den
HA-Epitopen beginnend in den Positionen 2 und 247 waren zwar in die Membran integriert,
die Epitope konnten aber nicht mehr vom anti HA Antikorper detektiert werden. Dies kann
auf eine posttranslationale Modifikation des Epitops in der Zelle zuriickzufiihren sein, die die
Antikorperbindung verhindert. Auch ein solches Phdnomen wurde bei der Untersuchung der
Membrantopologie des CMP-Sialinsduretransporters bereits beobachtet (Eckhardt et al.,
1999). Aus Immunfluoreszenzfarbungen von HEK 293-Zellen, die mit hMunc-93 HA179
transfiziert waren, ist ersichtlich, daB sich der hydrophile Abschnitt zwischen den

Aminosauren 155 und 203 auf extrazellularer Seite befindet.

Die letzten zwei Transmembrandoménen liegen bei hMunc-93 sehr eng beieinander, so daf3
sich die Frage stellt, ob es sich tatsdchlich um zwei oder doch nur um eine handeln kann. Die
Tatsache, dal das anti hMunc-93 Antiserum bei einer Immunfluoreszenzfarbung an nicht
permeabilisierten Zellen nicht bindet, steht im Einklang mit einem C-Terminus auf
zytoplasmatischer Seite, was ein zweimaliges Durchqueren der Membran im Bereich der

Aminoséduren 385 — 425 nahelegt.

5.2.2.2 Sequenzhomologie mit Zuckertransportern

Ein weiteres Indiz, das dafiir spricht, dal hMunc-93 aus 12 Transmembrandoménen aufgebaut
ist, ist die Sequenzdhnlichkeit mit Motiven von Transportern fiir Zucker oder andere
Molekiile. Auch wenn die Homologie mit den Konsensussequenzen nicht so groB ist, wie sie
fiir einen Glucosetransporter zu erwarten wére, muf3 auch beachtet werden, daf3 die geforderte

Position der verschiedenen Konsensussequenzen mit ihrer Lage in Unc-93 und seinen
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Homologen iibereinstimmt (Abb. 7). Beim 12 Transmembranmodell liegt das erste GR[R/K]-
Motiv  zwischen Transmembrandomidne 2 und 3, das zweite zwischen den
Transmembrandominen 8 und 9. Die erste Konsensussequenz beginnt in der vierten
Transmembrandoméne und endet in der Schleife zwischen der vierten und der fiinften
Transmembrandoméne. Die zweite Konsensussequenz beginnt am Ende der achten
Transmembrandomine und reicht bis in die neunte hinein (Maiden et al., 1987). Nach diesem
Modell scheinen Unc-93 und 12-Transmembrandoménenglucosetransporter also einen
gemeinsamen Ursprung zu haben. Das Auftreten des GR[R/K]-Motivs zwischen den
Transmembrandoménen 2 und 3 sowie 8 und 9 fiihrt zu der Annahme, dall Glucosetransporter
durch Genduplikation eines 6-Transmembrandoméanenproteins entstanden sind (Maiden et al.,
1987). Da Ansétze dieses Motivs auch in Unc-93 zweimal vorkommen, scheint die getrennte
Entwicklung erst nach der Genduplikation begonnen zu haben. Auffillig ist das in Unc-93
und allen seinen Homologen konservierte Tryptophan in der zweiten Konsensussequenz, das
in Glucosetransportern nicht zu finden ist. Dieses ist moglicherweise fiir eine spezifische
Struktur oder die Bindung oder den Transport eines Metaboliten essentiell. Ob Unc-93 und
seine Homologen tatséchlich als Transporter fungieren oder vielleicht als Rezeptoren dienen,
die nach Bindung eines Liganden eine Signaltransduktionskaskade in Gang setzen, ist noch
vOllig unbekannt, und die Identifizierung eines Liganden wiirde sicherlich einen wertvollen
Hinweis auf die physiologische Bedeutung dieser Genfamilie liefern. Fiir die Existenz
verschiedener zu Unc-93 homologer Proteine wiren dann mehrere Griinde denkbar. So
konnten die verschiedenen Proteine den gleichen Metaboliten binden und in verschiedenen
Organen oder Zellen unterschiedliche Signale weiterleiten, oder sie binden den gleichen
Metaboliten unter unterschiedlichen Stoffwechselbedingungen, z. B. nieder- und hoheraffin
wie dies bei den Glucosetransportern (GLUT) 1 und 2 der Fall ist (Silverman, 1991).
Wiahrend GLUT1 mit einem Ky-Wert von 1mM bei  durchschnittlicher
Blutglucosekonzentration bereits mit Maximalgeschwindigkeit Glucose in Organe wie das
Gehirn und die Skelettmuskulatur transportiert, hat GLUT 2 einen Ky-Wert von 15 - 20 mM
und transportiert damit in Abhéngigkeit von der gegebenen Blutkonzentration Glucose in die
Leber und die fB-Zellen des Pankreas. In den f-Zellen des Pankreas kann deshalb die
Glucosemenge als direktes MaB fiir die auszuschiittende Insulinmenge verwendet werden, in
der Leber findet nur dann Glykogensynthese statt, wenn alle anderen Organe mit
ausreichenden Mengen an Glucose versorgt sind. Eine weitere Moglichkeit fiir die Existenz
mehrerer Unc-93 homologer Proteine ist auch die Bindung sehr dhnlicher Metaboliten, deren

Signalweiterleitungen génzlich unabhéngig voneinander sind.

5.2.2.3 Das 10 Transmembranmodell

Fiir das Vorhandensein von nur 10 membranspannenden Doménen in Unc-93 sprechen die fiir
die siebte und/oder zehnte Transmembrandoméne sehr niedrigen Hydropathieindizes in den
Proteinen Unc-93 (7. und 10.), hMunc-93 (7.), mMunc-93(7. und 10.), GH10120 (7. und 10.)
und GH09628 (7.) (Abb. 15). Es gibt aber auch Transmembrandominen mit noch deutlich
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geringerem Hydropathieindex, so z. B. fiir das S4-Segment eines spannungsgesteuerten
Kaliumkanals. Dort dient die Transmembrandoméne als Spannungssensor und besitzt deshalb
auch im membranspannenden Bereich zahlreiche geladene Aminosduren. Es wire also
moglich, daB auch bei Unc-93 und seinen homologen aus funktionellen Griinden die
Transmembrandoménen sieben und zehn polarer sind als iiblich. Durch Wechselwirkungen
mit anderen Doménen innerhalb des Proteins oder Bindung eines Liganden kénnen solche fiir
Transmembranabschnitte unglinstigen Ladungen neutralisiert werden. Gegen eine
Uberlegung, die potentiellen Transmembrandominen sieben und zehn als nicht
membranspannende, unpolare Doménen im Proteininneren zu werten, spricht die Moglichkeit
eines gemeinsamen Ursprungs mit 12-Transmembrandominentransportern insofern, als eine
zytoplasmatische Lokalisation beider hydrophoben Bereiche in der Evolution eine
Umkehrung der Orientierung der zwischen ihnen liegenden Transmembrandominen (8 und 9)

erforderlich gemacht hatte.

Weiteren  Aufschlul  iiber die  Membrantopologiec = von  hMunc-93  kdnnen
Proteaseschutzversuche liefern, bei denen in vifro in Membranen integriertes Protein mit
unterschiedlichen sequenzspezifischen Proteasen behandelt wird. Unter diesen Bedingungen
findet eine Spaltung von hMunc-93 nur dann statt, wenn die Erkennungssequenz fiir die
Protease zuginglich ist, das heilit, wenn sie weder in einer Transmembrandomine noch auf
intrazelluldrer Seite lokalisiert ist. Luminale Spaltstellen werden bei einer Proteolyse in
Gegenwart von Triton X-100 zuginglich. Die GroBe der erhaltenen Fragmente und die
Bestimmung ihrer N-terminalen Sequenz ermoéglichen Riickschliisse auf die Lage der

Transmembrandomanen.

5.2.2.4 Bedeutung der Membrantopologie fiir die Unc-93 Mutationen

Drei unc-93 Mutationen, die einen Gummiband Phénotyp zur Folge haben, sind genauer
charakterisiert worden (Levin and Horvitz, 1992). Bei der ersten (n234) handelt es sich um
eine Deletion der letzten 170 Aminosduren. Die anderen beiden resultieren aus
Punktmutationen. Bei n1500 liegt ein G388R Austausch vor. Nach dem hier vorgestellten
Modell befindet sich diese Position in der fiinften Transmembrandoméne. Das Einfiigen einer
positiven Ladung an einer solchen Position wird nur in sehr wenigen Fillen keine
funktionellen Konsequenzen nach sich ziehen. Bei der Mutante n200 haben zwei
Aminosédureaustausche stattgefunden (A49V und G562V). Ob nur die Kombination beider
den unkoordinierten Phénotyp auslost oder eine der beiden allein, ist nicht untersucht. Das
Glycin 562 ist in mehreren Unc-93 homologen Proteinen konserviert und befindet sich in der
zytoplasmatischen Schleife kurz vor der zehnten Transmembrandoméne. Da Glycin eine
Aminosdure mit einer hohen konformationellen Flexibilitét ist, konnte die Mutation zu einer
Konformationsénderung in der zehnten Transmembranhelix fiihren und damit Interaktionen

der membranspannenden Doménen untereinander oder mit anderen Proteinen verédndern.
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5.2.2.5 Unc-93 und seine Homologen sind potentielle Glykoproteine

Die extrazelluldr gelegene Schleife mit dem HA-Epitop in Position 179 enthilt auch die
putative N-Glykosylierungssequenz, die bei alle Unc-93 homologen Proteinen in dhnlicher
Position zu finden ist. Obwohl eine Glykosylierung an dieser Stelle durch das in vitro
Experiment nicht nachweisbar war, ist es dennoch nicht ausgeschlossen, dafl es sich um
Glykoproteine handelt. Nilsson und Heijne (1993) konnten zeigen, daBl sich eine
N-Glykosylierungsstelle 12-14 Aminosduren entfernt von den Transmembrandoménen
befinden muf}, damit die Oligosaccharyltransferase aktiv werden kann. Nach dem
vorgestellten Modell sind es bei hMunc-93 35 Aminosduren auf N-terminaler und 13
Aminosduren auf C-terminaler Seite. Bei allen {ibrigen untersuchten Unc-93 Proteinen ist der
geforderte  Mindestabstand ~ zwischen  potentieller ~ N-Glykosylierungsstelle  und
Transmembrandoméne ebenfalls gegeben. Es ist moglich, dal die zweite, hohermolekulare
Bande in der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese den Nachweis einer Glykosylierung stort,
denn sie befindet sich auf genau der Hohe, auf der auch das glykosylierte Protein zu erwarten
wire. Eine Deglykosylierung hitte dann nur eine Intensititsverringerung zur Folge. In diesem
Fall bliebe allerdings die Frage, warum zwei Banden bei der Analyse des hMunc-93-
Translationsprduktes im Gel zu sehen sind, und warum nicht auch die langsamer wandernde
glykosyliert oder deglykosyliert wird. Keine N-Glykosylierung an dieser Stelle scheint bei
einer in nahezu allen homologen Proteinen in der Position konservierten

N-Glykosylierungsstelle sehr unwahrscheinlich.

5.2.3 Intrazellulare Lokalisation von hMunc-93

Das gegen den C-Terminus von hMunc-93 generierte Antiserum zeigt nach seiner Reinigung
durch Affinitdtschromatographie eine Bindung an Proteine des Zellkernes, deren Muster auf
Nukleoli hindeutet. Ein weiterer Befund fiir die Annahme, dafl es sich um Proteine der
Nukleoli handelt, ist die Tatsache, dal die Férbung in Zellen, die sich im Stadium der
Metaphase befinden nicht vorhanden ist. In den Nukleoli wird von der RNA-Polymerasel das
Gen fir die 18 S, die 5,8 S und die 28 S rRNA transkribiert. Sie 16sen sich wihrend der
Prophase auf und bilden sich in der Telophase neu aus. Eine Prdinkubation des Antiserums
mit einem GST-Fusionsprotein, das das Epitop enthilt, gegen das die AntikOrper gerichtet
sind, verhindert die Markierung der Nukleoli. Dennoch handelt es sich bei dieser Bindung
hochstwahrscheinlich um eine unspezifische Reaktion, wie sie bei Verwendung
peptidspezifischer Antiseren des Ofteren auftritt (Harlow and Lane, 1998). Die Antikorper
dieser Antiseren sind gegen kurze denaturierte Epitope gerichtet, die zufdllig auch in anderen
Proteinen vorkommen koénnen und deshalb unter den denaturierenden Bedingungen, die bei
der hier durchgefiihrten Immunfluoreszenzfiarbung vorliegen, auch erkannt werden. Fiir eine
unspezifische Bindung spricht auch der Befund, dal3 dieses Signal in transfizierten Zellen
deutlich schwicher ist als in benachbarten nicht transfizierten. In diesen kommt es bei der
Bindung des Antikdrpers an sein Epitop zu einer Gleichgewichtseinstellung, wobei weniger

Antikorpermolekiile an das unspezifische binden, das sich durch eine geringere Affinitét
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auszeichnet, wenn die Sequenzen nicht exakt iibereinstimmen (Harlow and Lane, 1998).
Weiterhin ist weder bei der Expression von EGFP-Munc-93 noch bei einer Immunfarbung
von HEK 293-Zellen, die mit pcDNA hMunc-93 HA179 transfiziert wurden, mit dem anti
HA-Antikorper eine Markierung der Nukleoli zu sehen. Eine Lokalisation endogenen Proteins
in den Nukleoli und iiberexprimierten Proteins in der Plasmamembran erscheint eher
unwahrscheinlich. Ein weiteres Indiz fiir eine unspezifische Antikérperbindung ist das Fehlen
eines Kernlokalisierungssignals in allen untersuchten Unc-93 homologen Proteinen der

Sauger und von Drosophila melanogaster.

Die Reaktion mit Proteinen in der Plasmamembran transfizierter Zellen ist spezifisch. Dies
geht vor allem aus Kotransfektionsexperimenten mit EGFP hervor. Nur in Zellen, die EGFP
exprimieren, das bedeutet, in solchen, die die hMunc-93 ¢cDNA aufgenommen haben, wird
auch die Plasmamembran immunmarkiert. Des weiteren stimmen die Ergebnisse mit denen
aus der Expression von EGFP-hMunc-93-Fusionsproteinen und auch mit denen der
Membranpréparation iiberein. In nicht transfizierten Zellen ist keine Plasmamembranfarbung
durch das anti hMunc-93 Antiserum zu beobachten. Das bedeutet wiederum, dafl Munc-93 in
diesen Zellen in so geringem Malle exprimiert wird, dal es in der Immunfluoreszenz nicht
detektierbar ist. Tatsdchlich sind von einigen Plasmamembranproteinen nur etwa 1000 pro
Zelle vorhanden (Harlow and Lane, 1998). Auch unc-93 wird in C. elegans nur in sehr
geringer Menge exprimiert. Levin und Horvitz (1992) bestimmten die mRNA Menge auf ein
hundertstel bis zweihundertfiinfzigstel derjenigen von Myosin schwerer Kette. Es ist aber
auch moglich, dal endogenes Munc-93 in den untersuchten Zelltypen, bei denen es sich

hauptsichlich um Epithelzellen handelt, nicht exprimiert wird.

5.3 Interaktionspartner von mMunc-93 und Implikationen fur die
Funktion

Mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems wurden sieben verschiedene potentielle
Bindungspartner fiir mMunc-93 identifiziert. Mit einem Koder, der die Aminoséuren 345 —
392 von mMunc-93 umfaflt, wurden die membranassoziierte Guanylatkinase mit invertierter
Orientierung MAGI3, Fettsduresynthase, DOCK180, das Bir Repeat enthaltende Ubiquitin
conjugierende Enzym BRUCE, Polymyositis-Scleroderma (PM-SCL) Autoantigen 1 und das
hypothetische Protein FLJ12923 gefischt. Mit dem C-Terminus von mMunc-93
(Aminosduren 431 —459) interagiert unter diesen Bedingungen Shank3b. Die bekannten

Funktionen dieser Proteine sind in Tab. 2 zusammengefal3t.
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PM-SCL Autoantigen 1:

+ Gewebeverteilung
+ Subzelluldre Lokalisation

+ Physiologische Funktion

+ Interaktion mit Munc-93

- Starke Expression in sich teilenden Fibroblasten, Muskel- und Endothelzellen. In ruhenden

Zellen ist die Expressionsrate gering (Kho et al., 1997).

+ Wahrscheinlich im Nukleolus und an bestimmten nukleoplasmatischen Punkten lokalisiert

(Reimer et al., 1986; Gelpi et al., 1990).

+ Aktiviert die Transkriptionsfaktoren E12 und E47, die an der Regulation von Zellwachstum

und —differenzierung beteiligt sind (Kho et al., 1997). Die Krankheit Polymyositis, die durch
Autoimmunantikdrper gegen das PM-SCL Autoantigen 1 ausgeldst wird, manifestiert sich in
der Muskulatur. Es kommt zu Muskelschwéche und Muskelschmerzen, die Patienten kénnen
haufig nicht mehr aus dem Sitzen aufstehen (Pschyrembel, 1994).

* Bindung an mMunc-93 (345-392) im Hefe-Zwei-Hybrid-System: +

FLJ12923:
- Physiologische Funktion

+ Interaktion bei Munc-93:

- Hypothetisches Protein ohne bekannte Motive in der Aminosduresequenz und ohne

signifikante Ahnlichkeit mit anderen Proteinen.

- Bindung an mMunc-93 (345-392) im Hefe-Zwei-Hybrid-System: +

BRUCE

+ Gewebeverteilung
+ Subzelluldre Lokalisation

- Physiologische Funktion

- Interaktion mit Munc-93

* Nahezu ubiquitdre Expression. Die Expressionsstérle schwankt wéihrend der Entwicklung, das

Protein ist aber in jedem Stadium vorhanden (Hauser et al., 1998).

- Zytoplasmatisches peripheres Membranprotein des trans-Golgi-Netzwerks und anderer

Vesikel (Hauser et al., 1998).

- Die Ubiquitin konjugierende Doméne in der Ndhe des C-Terminus kann unter ATP-

Hydrolyse durch ein Ubiquitin aktivierendes Enzym mit Ubiquitin beladen werden (Hauser et
al., 1998). Dieses wird gewOhnlich weiter auf die e-Aminogruppe eines Lysinrestes des
Substrats iibertragen. Mehrfach ubiquitinierte Proteine werden durch das Proteasom
degradiert (Jentsch et al., 1992).

Weiterhin besitzt BRUCE ein N-terminal gelegenes BIR (Baculovirus inhibitor of apoptosis
repeat)-Motiv. Diese finden sich in Proteinen, die an der Inhibition der Apoptose beteiligt
sind (Clem et al., 1997). Sie wirken durch Bindung von Caspasen (Deveraux et al., 1997).

Apollon, das menschliche Homologe des murinen BRUCE wurde in zahlreichen
Krebszellinien nachgewiesen und macht diese resistent gegen Apoptose (Chen et al., 1999).

- Bindung an mMunc-93 (345-392) im Hefe-Zwei-Hybrid-System: +

Fettsiuresynthase

+ Gewebeverteilung
- Subzelluldre Lokalisation
+ Physiologische Funktion

- Interaktion mit Munc-93

- Ubiquitdre Expression
- Lokalisation im Zytosol.
- Katalysiert die Synthese von Palmitat aus Acetyl-CoA, Malonyl-CoA und NADPH unter

Verwendung von sieben verschiedenen katalytischen Zentren (Jayakumar et al., 1997).

* Bindung an mMunc-93(345-392) im Hefe-Zwei-Hybrid-System: + bis +

MAGI3

- Gewebeverteilung
+ Subzelluldre Lokalisation

* Physiologische Funktion

+ Interaktion mit Munc-93

* Nahezu ubiquitdre Expression.
- In MDCK-Zellen und miteinander verbundenen NRK-Zellen an den Tight Junctions

lokalisiert, in vereinzelten NRK-Zellen im Zytosol (Die et al., 1999; Nishimura et al., 2000).

- Geriistprotein mit 6 PDZ-Doménen (PDZ 0-5), 1 Guanylatkinasedoméne und 2 WW-

Doménen.

MAGI3 interagiert iiber seine PDZ Doméine 2 mit einer Phosphatase mit Tensinhomologie
(PTEN) (H. Wu et al., 2999; Y. Wu et al., 2000). Diese reguliert durch Dephosphorylierung
von Phosphatidylinositol-3,-4,-5-phosphat die Aktivitdt der Proteinkinase B, die ebenfalls an
Tight Junctions lokalisiert ist (Watton and Downward, 1999), und hat damit einen Einfluf} auf
die Resistenz der Zelle gegen Apoptose (Haas-Kogan et al., 1998; Whang et al., 1998; Wu et
al., 1998).

Die PDZ Doméne 4 von MAGI3 interagiert im Gehirn mit dem BAI-1 (brain specific
angiogenesis inhibitor 1)-Rezeptor, der an G-Proteine gekoppelt ist und sieben
Transmembranhelices besitzt. BAI-1 verhindert die Angiogenese und spielt deshalb bei der
Entwicklung von Tumoren eine wichtige Rolle (Shiratsuchi et al., 1997).

An die PDZ Doméne 5 von MAGI3 bindet der NMDA-Rezeptor 2B (Y. Wu et al., 2000), ein
Ca*'-Kanal des Gehirns, der sich bei Glutamatbindung &ffnet (Collingridge et al., 1992).

* Bindung an mMunc-93 (345-392) im Hefe-Zwei-Hybrid-System: ++

In vitro durch Bindung an GST-Fusionsprotein bestatigt




DISKUSSION 100

DOCK180

+ Gewebeverteilung - In allen adhérenten Zellen vorhanden (Hasegawa et al., 1996).

- Subzelluldre Lokalisation |- Zytoplasmatisches Protein, das an der Plasmamembran aktiv ist.

- Physiologische Funktion |- DOCK180 interagiert mit den Adapterproteinen Nck2 (Tu et al., 2001) und CRK (Pawson et
al., 1995). (siche auch Abb. 24)

Es beeinfluit die Zellmorphologie, indem es die Signaltransduktionskaskade zu inhibieren
scheint, die vom EGF-Rezeptor ausgeht, an den CRK bindet, (Hasegawa et al., 1996). Die
Zellen werden flach und vieleckig.

Integrinabhéingig wird DOCK180 phosphoryliert und ist dann in einem Komplex mit CRK
und p130(Cas) an der Racl abhingigen Reorganisation des Aktinzytoskeletts beteiligt, die
eine polarisierte Erweiterung der Zelloberflache zur Folge hat (Reddien and Horvitz, 2000)
und fiir die Zellwanderung und die Phagozytose toter Zellen notwendig ist (Albert et al.,
2000; Tosello-Trampont, 2001). DOCK180 bindet dabei das kleine G-Protein Racl und
stabilisiert es so im GTP gebundenen Zustand (Kiyokawa et al., 1998).

Uber basische Aminosdurereste in der Nihe des C-Terminus tritt DOCKI180 mit
Phosphatidylinositol-3,-4,-5-phosphat der Plasmamembran in Kontakt (Kobayashi et al.,
1998). PTEN, die Phosphatase, die an MAGI3 bindet und durch Dephosphorylierung die
Menge an Phosphatidylinositol-3,-4,-5-phosphat in der Plasmamembran kontrolliert, konnte
demzufolge die Membranassoziation von DOCK180 beeinflussen.

- Interaktion mit Munc-93 |- Bindung an mMunc-93 (345-392) im Hefe-Zwei-Hybrid-System: +

Shank3b

- Gewebeverteilung - Stirkste Expression im Herzen, geringere auch in der Milz und im Gehirn (Lim et al., 1999)

- Subzelluldre Lokalisation |- In Neuronen wurde Shank3 auf der postsynaptischen Seite exzitatorischer Synapsen etwa
30 nm von der postsynaptischen Membran entfernt gefunden (Boeckers et al., 1999; Naisbitt
etal., 1999; Tu et al., 1999). Es liegt also etwas weiter im Zellinneren als PSD-95.

- Physiologische Funktion |- Shank3b ist ein Geriistprotein mit mehreren N-terminalen Ankyrin Bindungsstellen, einer
SH3 Domine, einer PDZ Doméne, einer langen prolinreichen Sequenz und einem C-
terminalen alpha Motiv, das Oligomerisierungen ermdglicht (Lim et al., 1999) (Abb. 25).
Uber GRIP und GKAP steht Shank3 mit dem AMPA-Rezeptor (Sheng and Kim, 2000) bzw.
dem NMDA-Rezeptor (Boeckers et al., 1999b, Naisbitt et al., 1999; Tu et al., 1999; Yao et
al.,, 1999) in Verbindung, die metabotropen Glutamatrezeptoren la und 5 sowie der
Somatostatinrezeptor 1 binden direkt an die PDZ-Doméne von Shank! und 2 (Tu et al., 1999;
Zitzer et al., 1999a, b).

Einen EinfluB auf die intrazellulire Ca**-Konzentration hat Shank3 durch eine Bindung an
Homer (Du et al., 1998; Tu et al., 1999).

Racl abhingig wirkt Shank3 durch Bindung von Cortactin, das besonders in Lamellipodien,
an Zell-Matrix-Kontaktstellen sowie Wachstumskegeln von Neuronen vorhanden ist, auf die
Organisatioon des Aktinzytoskeletts ein (Wu and Parson, 1993; Du et al., 1998).

- Interaktion mit Munc-93 |- Bindung an mMunc-93 (431-459) im Hefe-Zwei-Hybrid-System: +

Tab. 2: Lokalisation und Funktion der im Hefe-Zwei-Hybrid-System mit mMunc-93
interagierenden Proteine. Einteilung der Bindungsstirke: + bei durchschnittlicher relativer griiner
Fluoreszenz < 100 im Hefe-Zwei-Hybrid-System mit EGFP als Reporter; + bei 100 — 200; ++ bei 200
—400; +++ bei >400

Eine Bindung von MAGI3 an Munc-93 konnte durch in vitro Bindungsexperimente bestatigt
werden. Der Nachweis der Interaktion der tibrigen im Hefe-Zwei-Hybrid-System gefundenen
Proteine mit Munc-93 steht noch aus. Nichts desto trotz lassen einige der gefundenen

Bindungspartnerpartner interessante Schlu3folgerungen fiir die Funktion von Munc-93 zu.

5.3.1 Fettsauresynthase

Mit Abstand die meisten Klone (12), darunter 5 unabhingige, wurden fiir die
Fettsduresynthase entdeckt. Genau der Bereich, in dem sich das aktive Zentrum der
Thioesterase befindet, die die Freisetzung der fertigen C;¢-Carbonsdure vom Enzym

katalysiert, ist in allen fiinf unabhingigen Klonen enthalten. Dies konnte bedeuten, daf}
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Munc-93 die Fettsduresynthaseaktivitdt durch Modulation der Thioesteraseaktivitét reguliert.
Denkbar wire aber auch, dal Munc-93 von der Fettsduresynthase palmitoyliert wird oder die
Palmitoylierung eines an Munc-93 gebundenen Proteins beeinflussen kann. Das mMunc-93-
Fragment, an das die Fettsduresynthase im Hefe-Zwei-Hybrid-System bindet (Aminosduren
345-392), enthélt allerdings kein Cystein, auf das eine Palmitylgruppe iibertragen werden
konnte. Die Palmitoylierung miifite folglich in einer Doméne stattfinden, die nicht fiir die
Erkennung der Fettsduresynthase zustindig ist. Reversibe Palmitoylierungen von Proteinen
konnen der Regulation der Signaltransduktion in eukaryotische Zellen dienen. Auch gibt es
erste Hinweise darauf, daf} eine solche Palmitoylierung von GAP-43, einem Protein, das das
Auswachsen von Axonen induziert, tatsdchlich von der Fettsduresynthase selbst katalysiert
wird (Ueno, 2000).

5.3.2 MAGI3

Der Abschnitt aus MAGI3, einem Geriistprotein aus der Familie der membranassoziierten
Guanylatkinasen (MAGUK), der, wie in dieser Arbeit gezeigt, im Hefe-Zwei-Hybrid-System
und in GST-Féllungsexperimenten an mMunc-93 (345-392) und hMunc-93 bindet, enthilt die
dritte sowie einen Teil der vierten der insgesamt sechs PDZ-Doménen dieses Proteins.
Sowohl mMunc-93 als auch hMunc-93 enthalten im Interaktionsbereich eine PDZ Typ3
(FFV) und eine PDZ Typ 2 Bindungsstelle (DAV). Ob die Bindung tatséchlich iiber eine
dieser beiden Sequenzen mit der dritten PDZ-Doméne erfolgt, kann durch
Bindungsexperimente mit Deletions- und Punktmutanten gekldrt werden. Ein EGFP-
Fusionsprotein mit dem aus dem Hefe-Zwei-Hybrid-System erhaltenen Abschnitt von
MAGI3 wird in MDCK-Zellen, die hMunc-93 iiberexprimieren, nicht zur Plasmamembran
transloziert (Daten nicht gezeigt). Fiir die in vivo Bindung von MAGI3 an hMunc-93 bedeutet
das, daf3 sie entweder nur zu bestimmten Zeitpunkten besteht, oder weitere Protein-Protein-
Interaktionen fiir eine feste Bindung noétig sind. Das Ergebnis bestdtigt Studien, nach denen
die Membranassoziation von MAGI1b durch Bindung der fiinften PDZ-Doméne an -Catenin
erfolgt (Dobrosotskaya and James, 2000). In Arbeiten bei denen die Bindungsaffinitit
verschiedener Peptide an die PDZ-Dominen 2 und 3 untersucht wurde, wurde das C-
terminale Peptid TRWWFDI als Bindungspartner fiir PDZ 3 identifiziert (Fuh et al., 2000). In
wieweit dieses Ergebnis auf die in vivo Situation iibertragbar ist, ist ungeklirt, zumal auch
eine Beteiligung weiterer Aminosduren, die zur Bindung an PDZ-Dominen beitragen nicht
ganz auszuschlieBen ist (Sudol, 1998). AuBlerdem wurden bei diesen Experimenten nur
C-terminale PDZ-Bindungsdoménen analysiert, nicht aber interne, wie sie bei PDZ-Doménen
des Typs 3 vorliegen (Fuh et al., 2000). Fiir die Bindung an die PDZ Domine 2 wurde das
Peptid ITWV bestimmt, dessen Affinitit zu dieser Doméne 600 mal stirker ist als die der C-
terminalen Sequenz des identifizierten Interaktionspartners PTEN (ITKV) (Fuh et al., 2000).

Der Kaliumkanal Kir3.2c, dessen Aktivierung durch Acetylcholin induziert und durch

G-Proteine vermittelt wird, 6ffnet sich nur dann, wenn sein C-Terminus an eine PDZ-Doméne
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der membranassoziierten Guanylatkinase SAP97 gebunden ist. Fiir die Aktivitdt ist die
Guanylatkinasedoméne essentiell, obwohl sie nicht direkt mit dem Kanalprotein interagiert.
Die Bindung eines weiteren Proteins an die Guanylatkinasedoméne von SAP97 scheint die
Aktivierung von Kir3.2c zu ermdglichen (Hibino et al., 2000). Fiir die Assoziation von
Unc-93 mit dem zweiporigen Kaliumkanal Sup-9 konnte das bedeuten, daBl auch die
Leitfahigkeit dieses Kanals durch ein Protein, das an die Guanylatkinasedomadne von MAGI3
gebunden vorliegt, reguliert wird. Eine Mutation die die Wechselwirkung von Unc-93 mit
Sup-9 oder mit MAGI3 beeinfluBt, konnte sich auf die Offnungseigenschaften des K -Kanals
auswirken. Nach Untersuchungen von de la Cruz und Horvitz ist Sup-9 homolog zu TASK 1
(2000). Der Ausstrom von K'-Ionen durch TASK 1 ist pH abhingig (Duprat et al., 1997). Bei
Ansduerung auf extrazelluldrer Seite, wie sie bei der Ausschiittung von Neurotransmittern in
den synaptischen Spalt vorkommt, schlie8t er sich und erleichtert damit eine Depolarisierung
der Membran. Ein unkontrolliert gedffneter Kanal hat eine Hyperpolarisation der Membran
zur Folge und die Kontraktion der Muskelzellen wird erschwert. In diesem Zusammenhang ist
besonders interessant, dal der schwerste Gummiband-Phanotyp durch eine Mutation im
Sup-9 Gen hervorgerufen wird. Die Nematoden sind so stark geschidigt, daf sie sich in threm

Leben um nicht mehr als ihre eigene Korperldnge fortbewegen (Levin and Horvitz, 1993).

5.3.3 DOCK180
DOCK180 aktiviert im Komplex mit CRK das kleine G-Protein Racl (Kiyokawa et al, 1998)

(Abb. 24) und leitet damit eine Signaltransduktionskaskade ein, die eine polarisierte
Erweiterung der Zelloberfliche ermoglicht (Reddien and Horvitz, 2000), wie sie fiir die
Zellwanderung und Phagozytose notwendig ist. Ebenso spielt CED-5, das homologe Protein
aus C. elegans eine Rolle bei der Zellwanderung in der Entwicklung des Nematoden (Blelloch
et al., 1999) und ist auch dort zusammen mit CED-2 und CED-10, den Homologen von CRK
und Racl an der Phagozytose apoptotischer Zellen beteiligt. Ein zweiter, redundanter
Stoffwechselweg l4uft iiber CED1, CED6 und CED7. CED-7 ist das Homologe zum humanen
ABC Transporter ABC1 (Driscoll, 1996). In Drosophila melanogaster ist das zu DOCK180
homologe Protein Myoblast city essentiell fiir die Fusion von Myoblasten zu Synzytien,
wobei es wahrscheinlich bei der Zellerkennung und Zelladhidsion eine Rolle spielt (Doberstein
et al., 1997; Paululat et al., 1999).

Das bedeutet, dal der Unc-93 Phénotyp durch eine gestorte Kommunikation von Zellen
untereinander ausgelost werden konnte. Von den Muskelzellen, die fiir die Eiablage in C.
elegans zustindig sind, werden nur vier direkt vom Motoneuron HSN aktiviert. Die iibrigen
zwoOlf stehen mit diesen iiber Gap Junctions in Verbindung und auch die
Korperlangsmuskelzellen eines Quadranten sind {iber Gap Junctions miteinander verbunden.
Wird die DOCK180 Aktivitit nicht korrekt kontrolliert, kann diese Verbindung entweder
ganz unterbrochen sein, was eine Kontraktion der 12 nicht innervierten Muskelzellen von

Uterus und Vulva unmdglich machen wiirde, oder es sind zu viele Gap Junctions zwischen
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den Zellen vorhanden. Ist letzteres der Fall kann Inositol-3-phosphat, ein Ubermittler fiir die
Kontraktion, zu schnell von einer Zelle zur nichsten diffundieren, und die verbundenen
Zellen kontrahieren in zu enger zeitlicher Abfolge. Die Anzahl der Gap Junctions einer Zelle
konnte Unc-93 iiber die Interaktion mit einem Ubiquitin konjugierenden Enzym wie BRUCE
beeinflussen. In Vertebraten unterliegen Connexine, die Kanalproteine der Gap Junctions,
einem schnellen Wechsel von Neusynthese und Degradation. Ihre Halbwertzeit betrégt oft nur
1 - 5h (Fallon and Goodenough, 1981; Laird et al., 1991; Musil and Goodenough, 1991;
Beardslee et al., 1998), selten mehr als einen Tag (Jiang et al., 1993). Einer der Abbauwege
verlauft iber Endozytose der Connexine gefolgt von Ubiquitinierung und Degradation im
Proteasom. Obwohl Connexine und Innexine, die Porenbildner der Gap Junctions in
Invertebraten keine Sequenzhomologien aufweisen, wire es moglich, daB3 auch sie einer
schnellen Abfolge von Degradation und Neusynthese unterliegen. Eine gestorte Regulation
der Ubiquitinierungsaktivitit von BRUCE konnte zu einer Erhéhung der Anzahl an Gap
Junctions und damit zu einer schnelleren Weiterleitung von Aktionspotentialen in den
Muskelzellen fiihren. Das Ausbleiben der Ubiquitinierung von Innexinen der Gap Junctions,
lieBe sich durch Immunmarkierung ermitteln. Ist der Abbau dieser Innexine gestort, so

sammeln sie sich in der Plasmamembran an.
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5.3.4 Shank3b

In dieser Arbeit wurde eine Wechselwirkung der PDZ-Doméne von Shank3b, einem Protein
mit zahlreichen Dominen flir Protein-Protein-Interaktionen (vgl. Abb. 25) mit mMunc-93
(431-459) im Hefe-Zwei-Hybrid-System nachgewiesen. mMunc-93 besitzt wie hMunc-93
und GH10120 ein C-terminales PDZ-Typ 1 Bindungsmotiv (KTKI bzw. QTKM oder VTRL).
Die bestcharakterisierte Interaktion von einem Protein mit der PDZ-Doméne von Shank ist
die mit dem Guanylatkinase assoziierten Protein GKAP, das mit weiteren Geriistproteinen in
Verbindung steht (Boeckers et al., 1999b; Naisbitt et al., 1999; Tu et al., 1999; Yao et al.,
1999). Die Bindung an Shank erfolgt iiber die PDZ-Doménen bindenden C-terminalen vier
Aminosduren (QTRL). Splicevarianten von GKAP mit verdnderter C-terminaler Sequenz
binden nicht. Neben GKAP wurde auch eine Bindung der metabotropen Glutamatrezeptoren
la und 5 sowie des Somatostatinrezeptors 2 an die PDZ-Typ 1 Doméne von Shankl und 2
nachgewiesen (Tu et al., 1999; Zitzer et al., 1999a, b). Die Somatostatinrezeptoren 1 und 3
besitzen ebenfalls ein C-terminales PDZ-Typ 1-Bindungsmotiv, zeigen aber im Hefe-Zwei-
Hybrid-System keine Interaktion mit Shank (Zitzer et al., 1999a), was belegt, dal weitere
Aminoséuren fiir die Bindung eine Rolle spielen.

Da Shank3 ebenso wie TASK1 hauptsdchlich im Herzmuskel exprimiert wird (Kim et al.,
1998; 1999; Lim et al., 1999), einem der vier Organe, in dem auch hMunc-93 mRNA zu
finden ist, ist ein Zusammenwirken dieser drei Proteine auch beim Menschen moglich. GKAP
dagegen wird hauptsichlich im Gehirn exprimiert, nicht aber im Herzen, der Milz, dem
Skelettmuskel, der Leber oder der Niere (Naisbitt et al., 1997) und kann demzufolge die nur
schwache Wechselwirkung zwischen Shank3b und Munc-93 nicht behindern.
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Abb. 25: Schematische Darstellung von Shank3b und assoziierten Proteinen. Ank: Ankyrin
Bindungsstelle; GKAP: Guanylatkinase assoziiertes Protein; GuK: Guanylatkinase-Domine; IP3:
Inositol-3-phosphat; Pro: prolinreiche Sequenz; PDZ: PSD-95/ Dlg/Z0-1 dhnliche Doméne; PLCy:
Phospholipase Cy: SH3: Src-Homologie3; SAM: steriles alpha Motiv; mGluR: metabotroper
Glutamatrezeptor
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5.3.5 Mogliche Bedeutung der Wechselwirkung mit MAGI3, Shank3b und
DOCK180 fiir die Funktion von Munc-93

Die gefundenen Interaktionen von Munc-93 mit MAGI3, DOCK180 und Shank3b machen
deutlich, dall Munc-93 in ein Geflecht vieler Proteine in der Nidhe der Plasmamembran
eingebunden ist. Nur wenn das Zusammenspiel aller Proteine funktioniert, konnen
zytoplasmatische Proteine an die Plasmamembran rekrutiert werden oder integrale
Membranproteine so versammelt werden, daB sie ihre Funktion ausiiben konnen. Das zeigt
sich zum Beispiel fiir den GABA-Rezeptor in der postsynaptischen Membran von
Hippocampusneuronen. Konnen sich diese durch das Fehlen der y2-Untereinheit nicht
zusammenlagern, haben sie eine deutlich verringerte Leitfdhigkeit (Giinther et al., 1995;
Essrich et al., 1998). AuBlerdem spielt in diesen Zellen die Organisation des Aktinzytoskeletts
durch Racl eine entscheidende Rolle fiir die Aktivitit des GABAa-Rezeptors (Meyer et al.,
2000). Shank und DOCK180 sind beide an der Regulation der Racl Aktivitit beteiligt. Da in
C. elegans ein GABA-Rezeptor in der Plasmamembran der Korperlingsmuskeln fiir die
Relaxation dieser Zellen bei der Schldngelbewegung zustdndig ist, wire es denkbar, da} eine
durch Mutation im unc-93 Gen hervorgerufene verringerte Aktivitit des GABAa-Rezeptors
fir den Gummiband-Phinotyp verantwortlich ist, weil die Muskelzelle nicht auf das
inhibitorische Signal GABA reagieren kann. Dabei ist allerdings zu beachten, da3 unc-47
Mutanten, denen der GABAa-Rezeptor fehlt, ebenfalls eine zeitgleiche Kontraktion aller
Korpermuskeln zeigen, aber nicht den fiir Unc-93 Mutanten typischen Gummiband-Phanotyp,
das heif3t die schnelle Abfolge mehrerer Kontraktionen und Relaxationen aller Muskelzellen.
Muscimol, ein GABA Agonist, der GABAx-Rezeptoren in der Korpermuskulatur 6ffnet
(Eldefrawi and Eldefrawi, 1987), 16st in Wildtypnematoden einen Gummiband-Phénotyp aus
(Levin and Horvitz, 1992). Dieser Effekt beruht nicht auf einer Hyperpolarisierung der Zellen
durch Offnung von Cl-Kanilen sondern auf einer Verringerung der Anzahl an GABA4-
Rezeptoren in der Membran durch Internalisierung bei wiederholter Stimulation (Tehrani and
Barnes, 1991; Meyer et al., 2000).

Der Komplex aus Unc-93, Sup-9 und Sup-10 konnte die Signaltransduktionskaskade
beeinflussen, die die Internalisierung oder Fusion von mit GABAx-Rezeptoren beladenen
Vesikeln mit der postsynaptischen Membran reguliert. Die Bindung eines Liganden auf intra-
oder extrazelluldrer Seite an Unc-93 oder der Transport eines moglicherweise auf
prasynaptischer Seite sezernierten Metaboliten aus dem synaptischen Spalt in die Zellen
konnte das Signal fiir die Induktion eines der beiden Prozesse sein. Es ist dann denkbar, daf3
eine Mutation in einem der drei Proteine die Internalisierung beschleunigt, weil die
Signalkaskade stindig induziert wird, oder die Fusion behindert, weil ein in dieser
involvierter Faktor gebunden wird. Kann sich der Komplex aus Unc-93, Sup-9 und Sup-10
nicht bilden, weil eines der drei Gene deletiert ist, so konnen andere Siganlkaskaden deren

Funktion tibernehmen.
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Ein solcher Mechanismus kann auch fiir die Serotoninrezeptoren in der Plasmamembran der
von den HSN Motoneuronen innervierten Muskelzellen des Uterus in Frage kommen, die
nach Bindung des Neurotransmitters die Kontraktion fiir die Eiablage induzieren. Ein Indiz
fiir einen postsynaptischen Defekt in den Unc-93 Mutanten, der durch das Fehlen von
Serotoninrezeptoren verursacht sein kann, ist die Beobachtung von D. J. Reiner, D.
Weinshenker und J. H. Thomas, dal} eine Gabe von Serotonin die Eiablage nicht induzieren
kann (1995).

Auch wenn GABAAa-Rezeptoren nicht in der Membran von Sdugermuskeln vorkommen,
konnte ein dem Unc-93/Sup-9/Sup-10-Komplex verwandter Komplex eine Fusion bestimmter
Vesikel mit der postsynaptischen Membran einleiten. Dabei konnte hMunc-93, das nur in der
Leber, der Niere, dem Herzen und dem Skelettmuskel exprimiert wird, auf ein spezifisches

Signal hin aktiv sein, wihrend hMunc-93B einen ubiquitir vorkommenden Liganden bindet.

Dal3 keine weiteren Fehlfunktionen in Unc-93 mutierten Nematoden zu sehen sind kann
darauf beruhen, daB3 alle drei Proteine nur in diesen Muskelzellen exprimiert werden. Dies
scheint, wenn man bedenkt, dal Sup-18 und Sup-10 nur in diesen Zellen vorkommen,
durchaus wahrscheinlich. Des weiteren wird nicht die Aktivitdt aller Neurotransmitter-
rezeptoren durch Internalisierung reguliert. Die Aktivitit des NMDA-Rezeptors zum Beispiel
wird durch eine Verringerung seiner Affinitdt zum Liganden oder den Eintritt in einen

langlebigen inaktiven Zustand herabgesetzt (Carroll et al., 1999; Nahum-Levy et al., 2001).
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6 Ausblick

hMunc-93 ist in der Plasmamembran lokalisiert und besitzt wie alle zu Unc-93 aus C. elegans
homologen Proteine Ahnlichkeiten mit Transportern mit 12 Transmembrandoménen. Durch
Interaktionen mit Proteinen des Membranzytoskeletts scheint es mit zahlreichen weiteren
Membran- und membranassoziierten Proteinen in Kontakt zu treten. Durch diese
Wechselwirkungen konnte es entweder eine Rolle in der Organisation des Aktinkortex
spielen, der zum Beispiel fiir die Funktion von GABAs-Rezeptoren essentiell ist (Meyer et
al., 2000), oder an der koordinierten Offnung von Ionenkanilen beteiligt sein, deren Aktivitit
das Membranpotential beeinflult. Fiir das bessere Verstindnis der regulatorischen Aktivitit

von Unc-93 sind allerdings noch weitere Untersuchungen notig.

In vitro und in vivo Bindungsexperimente miissen zeigen, ob tatsichlich alle im Hefe-Zwei-
Hybrid-System gefundenen Interaktionen in der Zelle relevant sind. Fiir die zytoplasmatische
Schleife zwischen den Transmembrandoménen sechs und sieben wurden sechs verschiedene
Bindungspartner identifiziert. Sind tatsdchlich alle diese Wechselwirkungen in der Zelle von
Bedeutung, so geben Kompetitionsversuche und die Bestimmung der genauen Bindungsstelle
jedes einzelnen durch Bindungsstudien mit verkiirzten Proteinen oder Punktmutanten
Aufschluf3 iiber das Zusammenwirken aller Proteine im Komplex. Dabei ist auch die
Bestimmung von Zellen, in denen diese Proteine koexprimiert werden wichtig. Einen guten
Ansatzpunkt, um solche Zellen zu finden stellen in situ Hybridisierungen an Mausorganen
dar.

Fiir die Eingliederung von Unc-93 und seinen Homologen in eine Signaltransduktionskaskade
konnte die Untersuchung ihrer Phosphorylierung durch verschiedene Kinasen hilfreich sein.
Das ist besonders fiir die Sequenzabschnitte interessant, die zu den Aminosduren 226 bis 248
und 470 bis 494 von Unc-93 homolog sind, weil in diesen in vielen der Proteine potentielle

Phosphorylierungsmotive vorhanden sind.

Unc-93 zeigt Sequenzdhnlichkeiten mit einem Transporter fiir Zucker oder andere
Metaboliten. Einen bedeutenden Aspekt im Verstdndnis der Funktion von Unc-93 und seinen
Homologen wiirde die Bestimmung des von ihnen transportierten oder gebundenen Molekiils
darstellen. Das wiirde vielleicht auch das Verstindnis erleichtern, warum es in Sdugern
mindestens zwei zu Unc-93 homologe Proteine gibt, die so unterschiedliche
Expressionsmuster zeigen. Falls Munc-93 und Munc-93B fiir den Transport des gleichen
Metaboliten in unterschiedliche Zellkompartimente verantwortlich sind, wie das zum Beispiel
bei Nukleotidzuckertransportern zu beobachten ist, lieBe sich dieses durch Lokalisierung von
hMunc-93B in der Zelle {iiberpriifen. Dazu konnten entweder entsprechende GFP-

Fusionsproteine exprimiert oder Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt werden..

Einen weiteren Schritt fiir das Verstindnis der Funktion von Munc-93 wiirde die
Identifizierung eines Munc-93 liefern, das eine zur N-terminalen hydrophilen Doméine von

Unc-93 homologe Sequenz besitzt oder eines Proteins, das die Funktion dieser Doméne aus
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C. elegans ibernommen hat. Wichtige Erkenntnisse konnte auch die Identifizierung der
Homologen zu Sup-9 und Sup-10, direkten Bindungspartnern von Unc-93 in der Membran
bringen. Bei computergestiitzten Suchen in Gendatenbanken wurden bisher allerdings keine
entsprechenden Sequenzen gefunden. Durch die Lokalisation von hMunc-93 in der
Plasmamembran und seine Interaktion mit mehreren Proteinen, die in der Nédhe der
Plasmamembran aktiv sind, bietet sich fiir die Suche nach den entsprechenden Homologen die
Durchfiihrung eines zweiten modifizierten Hefe-Zwei-Hybrid-Experimentes an, bei dem
Interaktionen in der Umgebung der Plasmamembran betrachtet werden (Aronheim et al.,
1997). Verwendet wird dabei der Hefestamm cdc25H, der sich durch eine temperatursensitive
Mutation im Gen des Nukleotidaustauschfaktors cdc25 auszeichnet. Derartig verdnderte
Hefezellen kénnen zwar noch bei 25 °C wachsen, nicht aber bei 37 °C. In diesen Zellen
werden die Gene einer cDNA-Genbank mit src-Myristoylierungssignalsequenz und ein
zytoplasmatischer Abschnitte von Munc-93 als hSos-Fusionsprotein exprimiert. Bei einer
Wechselwirkung zwischen einem membranverankerten Protein aus der Bibliothek mit dem
Munc-93 hSos-Fusionsprotein wird hSos, das menschliche Homologe von cdc25, zur
Plasmamembran dirigiert, wo es den Ras-Stoffwechselweg aktiviert und damit den Hefezellen
ein Wachstum bei 37 °C ermoglicht.

Die Sequenz von Sup-9 ist bisher nicht publiziert. Handelt es sich wie von der Arbeitsgruppe
von Horvitz berichtet um einen zweiporigen Kaliumkanal mit Homologie zu TASK-1, so
lieBe sich ein EinfluB von Munc-93 auf das zugehorige Kanalprotein durch Patch-Clamp-
Messungen an Xenopus Qocyten nidher charakterisieren. Fiir die Ausbildung eines
funktionstiichtigen Kanals ist dazu moglicherweise die gleichzeitige Expression des Sup-10
Homologen und vielleicht sogar von MAGI3 notwendig (Hibino et al., 2000). In diesem
Zusammenhang ist es besonders interessant zu tiberpriifen, ob die C-terminale PDZ-Typl-
Bindungsdoméne von TASK-1 an eine der sechs PDZ-Doménen von MAGI3 binden kann.

AufschluBBreich wire auch eine Untersuchung des Effektes von C. elegans Mutationen im
Saugerprotein. Sowohl durch Expression von Munc-93 Mutanten in Xenopus Qocyten oder
kultivierten Muskelzellen, bei denen mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik ein verdndertes
Membranpotential nachweisbar sein sollte, wenn diese Mutationen tatsichlich eine gestorte
K'-Kanalaktivitit zur Folge haben, als auch durch Funktionsanalyse von Munc-93 anhand

transgener Mause, die ein mutiertes munc-93 Gen exprimieren.
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8 Anhang

8.1 hMunc-93
mogliche CAAT-B mogliche TATA-Box

aatctagacagaaatggctgacttcacagaactttggaaacaatctgcagacatcaagttttacttataa 70
ttgaat aaaaataatttttcttgcttattagctatgacatttgtggtaagttgettaaagctccagactt 140
accccgtctaatacagttgtctctagccacatgtggttaaattttaattgtaattaactaaaaggagatg 210
cagttgtgaactcattttatcagttgcacttgccacatttcagaact caatagtcacatgtggcgagtgg 280
ctaccat act ggacaacact gccccagaccaaaat accaaat catttaacttttctgaagctgtttcctg 350
tcttataatgggtctaagatttctaatgatcattagcatagcactattgttggtaacat gaaataatgca 420
tgaaattctttgcatattgtaaagtactatactcatgtaagttgttttttcttttaataattgctgtact 490
gtgtt gt gaaact gt acagt cttt gcaat act aagacttt ggccccaggat cttacaat cacgttagctc 560
tttttcagaagttgaactatgtgtcttgaagttgacatttatgctttgttctttaagactgaagtcctca 630
ttctgcaccact gacaacttctgacagtttctcttactgtggaaggttctattctatatacacataaaaa 700
gt gaaacat at cactttaccat ct ggaccat gt ct att agaattt aat aggaaaaaagcgcaattaacta 770
gaagct ggt aagagt aat gat ctttt gccccat acaaagt ggacat t gt ggat cacagagaaggt aaatg 840
agt aacagagct cccgt at gct t cat ggggt cagt gat aaccaagt t cat t aacgagt gacagtcttaat 910
gact aacacacct ctaacatttcacctctagct cagat gagagagagaat gggacttcttggtactgatt 980

gtttttEc Ea[gc%%%%gP[ggtttcttttagggagctacaaatttacgtgttcactggtgattgatctt 1050

Minc-93 (2) FW >

Munl ~— Minc- 93 FW Xbal
tt cat ccagcachat ggacagaatggacagaagt ct aaggalticgt ccttgtggtttcctttgggttcctg 1120

M DR SLRNVLV VS F GF L 16

cttctctttacagcct at ggaggt ct gcagagcct gcagagcagcct gt acagcgaggagggcct gggtg 1190

L L FTAYGGLOQSL QS SLY SEEGL G 39
Sphl

t cacagcgct cagcaccct ct at ggggghat gctcctgtcctccatgttcctcccaccgctcctcatcga 1260

v T AL S TLYGGMLULSSMZFULWPWPWLL I E 63

gaggct gggct gcaaggggaccat cat cct ct ccat gt gt ggct acgt ggcctt ct ccgt gggcaacttc 1330
R L GCKOGT1 I L S MCGYVAFSVGNF 86
EST | MAGE415697
366N23 FW (34387-34405) E
ttcqccaqctqqtacactttqatccccacctccatactqctqqqacwcqqqqccqccccqctqtqqtctq 1400
FASWY TWLI P TSI!1 L L GL GAAUPL WS 109

cacagt gcacat acct cacgat cacgggaaacacacat gcagagaaggcgggaaagcgt ggcaaagacat 1470
A QCTY LTI TGNTHAEI KA G KIRGI KD M 133

ggt gaaccagtattttggcatcttcttcctcatattccagtcat ccqggt gt gt ggggcaacttgatctca 1540
V NQVY F GI F F LI FQSSGVWGNWLII s 156
__Minc93 GL78N A179S Xkol (RV)

t cgct ggt at t t ggccagact cccagccaagagaccct t ccagaagagcagct cacgt cct gt ggggcca 1610
S LVFGQTWPSOQETULUWPEE- QLTSTCGA 179
Minc93 A179S Xhol (FW_

gt gact gcct gat ggctaccacaaccaccaacagcacccagaggecct cccagecaget ggt ct acaccct 1680

S DCL MATTTTNST QRWPSQOQL VY T L 203

cct gggcat ct acact gggagt ggt gt cct ggct gt cct gat gat agct gcgt t cct ccaacccatacga 1750

L 61 ¥y TGS GVLAVL MI A AFL OP 1 R 226
Sall Hincll
| 36pN23 FW

gat gt t cagcgggaaagt gaaggagagaagaaat cagt accttt ct ggt ccactttactgtcgactttca 1820
DV QQRESEUGEI KK KSVPFWSTULL S TF 249

agct at At agagat aaacgt ct gt gcct ct t aatt ct gct gccgcet gt acagt ggat t gcagcaaggatt 1890
K L YRD KW RLTCLIU LI L L PLY SGL Q QGG F 273

cct ct ccagcgaat acacaaggt cct at gt cacct gcaccct gggcat ccagt t cgt cggct acgt gatg 1960
L S SEYTRSYVTOCTULGI QFV GY V M 29
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atctgcttctcggccact gacgcgct gt gct ccgt gt t gt at ggaaaggt ct cgcagt acacgggcaggg 2030
I CF S AT DALIUCSVLYGKYV S QY TGHR 319

ct gt gct gt acgt gct gggcgcggt gacccacgt gt cct gcat gatt gccct act gct gt ggagacctcg 2100

AV L YVL GAVTHVSCMI AL L L WRPR 343
Bell

t gct gaccat ct ggcagtgttcttcgtattctctggcect gt q|qqcht ggcagat gccgt ct ggcagaca 2170

ADHLAVFFVFSGLWGVADAVWOQT 366

_ 366N23 RV
caaaacaat gct ct ct acggcgtt ct gt t t gagaagagcaaggadagct gcctt cgccaat t accgcect gt 2240

Q NNAL Y GVL FEKSKEAAFANYRIL 389

gggaggccct gggcttcgtcattgecctt cgggt acagcatgttttt gt gcgt gcacgt caagctctacat 2310

WEAL GF VI A FGYSMFULTCVHYVY KL Y I 413
Ncol

t ct gct gggggt cct gagcect qacbat ggt ggcgt at gggct t gt ggagt gcgt ggagt ccaagaacccg 2380

L L GV L S L T MVAY GLV ET CVE S KN P 436

Minc-93 RV Hi ndl 1]

<
<

Hincll P Minc- 93 RV EcoRl
at cagaccccacgct ccaggacaggt cbaccaggcagaggat gdagaaat acaaacaaaaat gt gagagc 2450
I R P HAPGQQVNQAETDETEI QT K M. 457

agt gaggt ccgaggaggat gaact cagaaagcaccagccagagaattttcttagaagat gcct caggaca 2520
t agagcggct cct cat caccat ct cagcacaatttggccattct gaagagatcatgttatttcactcttc 2590
<« 366N23 (54002- 53989)
atgtattttttttctattctaacaaatttttcgtccaccat citaacagagat caagt gt at acat gaag 2660
gtatcagttcatttaattttagat gcaaaagaaaaaggtct aacgtacaat cagccaattagaatttgcc 2730
t gaaat cat agactcaccctagttttattgctgtagttgtttttaagaatt ggaagcctgcttaaaaaat 2800
gt agt t gagccccataattttacaaat gggcgaacttttaaacttctaactctacttggatcaaaacctc 2870
atacattttacaaaggggt cct gacaagt cagct gact caacct cacagagt cagggggt gacaaagcca 2940
gact gggct caggat t cct gaaacgt gt ggggt ct gcgt tt ct aaat aaagacggttatttaat gg 3006

Polyadenylierungs-
signalsequenz

Abb. 26: Nukleotid- und Aminosiuresequenz von hMunc-93. Gezeigt sind die gesammte Sequenz
des ESTs IMAGE 415697, sowie ein Teil des weiter stromaufwirts gelegenen chromosomalen
Abschnitts. Der bisher vom EST bekannte Bereich ist durch Pfeile markiert. Alle in dieser Arbeit fiir
Sequenzreaktionen oder PCRs verwendeten Oligonukleotide sind ebenfalls eingezeichnet. Die zur
Herstellung der Sonden fiir die Northernblotanalyse eingesetzten DNA-Fragmente sind doppelt
unterstrichen.

8.2 mMunc-93

EST | MAGE557640
gct ct caat gcacagcct cagcctgacttctt cct cagct gagtt cagt gt ccagcctgacttttttcct 70

ccgct gagt ggat gect cgect cctt gt get gt ct cggcecat ct cagectt gcgaat ct gct aggcagtac 140
gacgaaaagggacagagcaaat gggat gggcaggt at ggccaggacagaagaacattccatgttctgcac 210
cact ggcaactt ct ct ggacat at gagggagct ggacgggt accctcttt ct gacat ccact ggt actga 280
caat ct gt ct gcat aat ggagaggagt ct gaagaat gttct ggtggtttcttgtggcttcctcctgctct 350

M ERSLKNVLV YV S CGU F L L L 18

Pstl Pstl
EST | NAGE557640(—|—|a
t cact gcct acgggggcct gcagaat ci gcagagcagcect ct acagt gagcagggcct gggggt ggcgac 420

F T AY GGL QQNULQSSL Y SEQGL GV AT 42

act cagcacactctatgcctctgt gctgct gt cctccatgttcctcccacct at cct cat caagaagtgt 490
L s TLYASVLLSSMFLW®PZPI L I KKIZC 65

ggct gcaagt ggaccat cgt gggct ccat gt gct gct at gt ggt ctt ct ccct gggcaacttccatgcca 560
GCKWTI vVGGsM™MCCYVVFSL GNTFMHA 88
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act ggt acaccct gat ccct acct ccat ctt gct gggcecct gggt gcggeccct ct gt ggt cggct caggg 630

N WY TL I P TSI L L GL GAAPLWSAQG 112
Ncol

t acct acct caccacl:at gggaaat ct gcaagcggaaaaggt ggggaagct t ggcaaagat gt ggt gaac 700

T Yy L T T MGNUL QAEIKV GKL G KDV V N 135

cagtattttggcatctttttcctggtattccaatcttctggagt gt ggggcaacctgatttcctcactgg 770
QY F GI FFLVFQSSGVWGNILI S§ S L 158

t gt t cggcaagat gt ccat gcaagaagccat cccagaggaacagct cat gt cct gt ggagccaaagactg 840
VvV F GKMSMOQEAI P EEQL MSCGAIKD C 182

cct gat gggt ccagcggccaccaacagt act cat cacccct cacagcagct gat ct acacact gct ggge 910

L MGPAATNSTHHWPSOQOQL I Y TL L G 205
munc- 93 FW (225- 231)

at ct acaccggct gt ggt gt cct ggccat cct gct ggt aget gt gt t t ct ggagt cct t ggaagat aagc 980

I Y T G C GV L Al L LV AV F L E S L E DK 228

fTgAgaat gaaggagagaggaggcccagaccaccacct ct t t ggt ccacat t act gt caacct t cat gct 1050
L ENEGERRPRPPPLWSTILLSTF ML 252

gttt agagacaagcgtttgtgtctcctgatgttcctgccact gt acagt gggtttcaacaagagttcctc 1120
FRDKWRLTCLILMMFULUPLY S GFQQEF L 275
<« Wunc-93 RV (284-278)
t ct ggagagt acacaaagt ctt at gt gacct gt gccct gggt at ccacttt gt gggct acgtgatgatct 1190
S GEY T K SYVTT CALGI HFV GY VM 298
Bglll
gctt ct cagccat gact gcact gt gct ccct get gt at gggaalgat ct ccaagt acacgggcagggegge 1260
CFSAMTA ALTCS SULULYGKI S KYTGRA A 322

¥
gct ct at gcact gggagcagccattcacttctcttgcattgtggtcttcct gect gt ggcacccaaacacc 1330
LY AL GAAI HFSOCI VVF L L WHUZPNT 345
munc- 93 FW ( 345- 350)
aacCaactgccigtcttcttcgtcctctctggcect gt ggggaat gt ct gacgct gt ct ggcagacacaga 1400
N QL PV FF VL SGLWGMSUDAVWOQT Q 368

o MVunc-93 RV (392-387)
acaatgctcttttcggtgtcctgtttgaggagaacaaagaacctgctttt dccaactaccgccttggaga 1470

N NAL F GV L FEIENIKEWPAFANYRIL G E 392

agccat agggtttgtcattgcctttggctacagctcatttctgtgtgtgagtaccaagctctacatcctc 1540
Al GF VI A F GY SSFULICVSTIKULY I L 415
Neol mMunc- 93 FW (431-436)
ttqqqtqtcttqaqtctqqcbatggttggttacgggacagttgagtacctggaagtcaaggctgcttcca 1610
L G v.L SL AMY GY GTVEYLUEVKAAS 438

< mvunc- 93 RV (459-453)
aggt cct t ggt gcagaaaagaaaaaccaggcagaagdggaagaaat gaaaacaaaaatf at aaat gt ggac 1680

K vl.L GA EKIKNOQAETEEEMKT K I . 458

aagt gat ggct gagaacccagcct gggt cagcagaggcggt ccacgt agcagcgct caggcgat agactc 1750
gaccctccacaactgtttcgt caat at gt ggacattct aaagatcatctatagttttttttttcctgtat 1820
tttcctcgatttaacaaatttctagttttctact cat ggagat caaaaggat at gcaaagggctgtcatt 1890
atagtccagtgctattgtgcatccttagcaaacacaaggccacacgat cagcccacaaaggaagccgtag 1960
ct aggt act agggt ggaggaagt ggct ct gt cat t aaagcacttt ct aggct gagcacgaggaccccagt 2030
ttgaaccctcaacccatgtttttttgttgttttcetgttttgttttgttttgttgttttgttttgttttgt 2100
tttogttttgttttgttttgttttgttttgttttaaat cagggaaaggtaatgtgcatgtataattcctgt 2170
act ggggaggcagaggcagaggcagaaagat ccgt ggagccat t ggct agt agccaggagggccaggacc 2240
Bglll
at gagct ccgggt t cagt cccgalgat ct t ggt cccaagaact aaggt t agt agcaaccaaggacacat aa 2310
tgtctacctcct cacagacacacacacacacacacacacacacacacacaccact acacat ggaagtatc 2380
tactaatttaat ggt aaat at gaat gcaat ct caaaaatttccagaatatgtttaccttagctttttgtt 2450
gt gctt aat aat t ggaagaaccat cat at t at aaaat at aaacaccat aat t gt acaaat gggt gaat ac 2520
ct aat at cacaaattttacaaacgggt acaggaagt cacct gaacaaagacact gggcagttttgggcct 2590
cttaaaagttcccgggggattttct aaat aaacagt gaaattgttttatgg 2641

Polyadenylierungs-
signalsequenz



ANHANG 122

Abb. 27: Nukleotid- und Aminosiuresequenz von mMunc-93. Gezeigt ist die gesammte Sequenz
des ESTs IMAGE 557640. Der bisher vom EST bekannte Bereich (Zugangsnummer: AA104857) ist
durch Pfeile markiert. Alle in dieser Arbeit fiir PCRs verwendeten Oligonukleotide sind ebenfalls
eingezeichnet. Gekennzeichnete Restriktionsschnittstellen wurden zur Subklonierung von DNA-
Fragmenten fiir die Sequenzierung des Gens genutzt oder zur Isolierung des doppelt unterstrichenen
DNA-Fragmentes, das zur Herstellung der Sonde fiir die Northernblotanalyse eingesetzte wurde.

8.3 hMunc-93B

ccacgcgt ccgct ccggggcgaccgecgcegagt ccgecagt agt t cgggecat ggaggcggagcecgecgcet 70
M E A E P P L 7

ct acccgat ggcgggggct gcggggeccgcagggcgacgaggacct get cggggt cccggacgggeccgag 140
Y P MA GAAGPQGDET DULULGV P DGUPE 30

gccccgcet ggacgagcet ggt gggecgegt accccaact acaacgaggaggaggaggagcgecgcet actacc 210
AP L DELV GAYPNYNEEEEIEIRRYY 53
Pael
gccgcaagegect gggegt get caagaacgt get gget geccagegecgggggeat get cacct acggegt 280
R RKRLGVLIKNVLAASAGGMLTY GV 77
Pstl
ctacctqqqcctcctqcabatqcaqctqatcctqcactacqacqaqacctaccchaqqtqaaqtatqqc 350
Y L G L L QM™MQL I L HY DETYREV K Y G 100

aacat ggggct gcccgacat cgacagcaaaat gct gat gggcat caacgt gact cccat cgccgccctgc 420
NMGLPDI DSKMLMGI NVTPI AAL 123

t ctacacacctgtgctcatcaggtttttt ggaacgaagt ggat gat gttcctcgct gt gggcat ctacgc 490
Ly T PVLI RFFGTI KWMMEFULAYVYGI Y A 147

cctctttgtctccaccaact act gggagcgcet act acacgct t gt gccct cggct gt ggccct gggcatg 560
L FVSTNYWERYYTULVPS AV AL G M 170

gccat cgtgcctctttgggcett ccat gggcaact acat caccaggat ggcgcagaagt accat gagt act 630
Al VP L WASMGNY Il TRMAQKYHEY 193

cccact acaaggagcaggat gggcaggggat gaagcagcggcct ccgcggggct cccacgcgecctatct 700
S HY K EQDGOQGMKQRPZPRGSHAWPY L 227

cctggtcttccaagccatcttctacagcttcttccatctgagettcgectgcgeccagetgeccatgatt 770
L VF QAI FYSFFHLSFACAQLUPMI 250

tatttcctgaaccact acct gt at gacct gaaccacacgct gt acaat gt gcagagct gcggcaccaaca 840
Y F L NHY L Y DULNMHTULY NV QS CGT N 273
BamHI EST | MAGE2791017

gccacgghat cct cageggcet t caacaagacggt t ct gcggacget cccgcggagcggaaacct catt gt 910
S HGI L S GFNIKTVLRTLWPRSGNL I V 297

ggt ggagagcgt gct cat ggcagt ggcctt cct ggccat gct gct ggt gct gggt t t gt gcggagecget 980
V ESVL MAVAFLAMLIULVLGLCGAA 320

t accggcccacggaggagat cgat ct gcgcagcgt gggct ggggcaacat ctt ccagct gccctt caagc 1050
Y R P TEIEI DL RSV GWOGNI F QL P F K 343
Eco721

a:dgt gcgt gact accgcct gcgccacct Cgt gCCt ttctttatct acagcggct t Cgaggt gct cttt gc 1120

HV RDYRLWRMHLV PFFI1 Y S GFEV L F A 367

ctgcact ggt at cgcctt gggct at ggcgt gt gct cggt ggggcet ggagecggcet ggettacctcecctecgtg 1190
c T G6I AL GY GVCSVGLERLAY L L V 39
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gct t acagcct gggcgect cageccgcect cact cct gggect get gggect gt gget gccacgeccggt gc 1260
A Y S L GA S AASLULSGLULGLWLZPRUPYV 413

ccctggt ggct ggagcaggggt gcacctgectgectcaccttcatcctctttttct gggeccctgtgectcg 1330

P L VAGAGVHULULULTZFI L FF WAUPV P R 437
BamHI

ggt cct gcaacacagct gbat cctctat gt ggcagct gcccttt ggggt gt gggcagt gccct gaacaag 1400

VvV L QHSWI LY VAAAL WGVGS AL N K 460

act ggact cagcacact cct gggaat ct t gt acgaagacaaggagagacaggacttcatcttcaccatct 1470
T G L S T1LUL GI LY EDI KEWROQDFI1I F TI 483

EST | MAGE2791017 €—
accact ggt ggcaggct gt ggccat ct t caccgt gt acct gggct cgagcect gcacat gaaggct aagct 1540

Y HWWQAVAI FTVYLGSSL HMK A K L 507

Egcggt gct gct ggt gacgct ggt ggcggecgeggt ct cct acct gcggat ggagcagaaget gcggegg 1610
A vV L LV TLVAAAYVSYLRMEQIKTUL R R 530

ggcgt ggcececcgegecagecccgeat cccgecggecccagecacaaggt gcgeggt t accget act t ggagg 1680
GV APROQPRI PRPQHIKVIRGYRY L E 553

aggacaactcggacgagagcgacgcggagggcgagcatggggacggcgcggaggaggaggcgccgcccgc 1750
E D NS DI ESDAEGEMHGTD G A P P A 577

agggcccaggcect ggccccgageccgcet ggact cggeccgecggecct gecccgt acgaacaggcgecagggg 1820
G PRPGPEWPAGL GRRPCPYEOQAOQG 610

ggagacgggccggaggagcagtgaggggccgcct ggt ccccggact cagect ccct cct cgecggect ca 1910
G D G P E E Q 617

gtttaccacgt ct gaggt cggggggaccccct ccgagt cccgeget gt ct t caaaggecccct gt ct cccc 1980
t ccccgacgtt ggggacgeccct cccagagcccaggt cacct ccgggett ccgecagecccect ccaaggeg 2050
gagt ggagcct t gggaacccct cggccaagcacaggggt t cgaaaat acagct gaaaccccgcgggecct 2120
t agcacgcgccccagcgeccggageacggt cagggt ctt ctt gcgacccggcccgcet ccagat ccccacag 2190
ct ct cggccgecggacccgggecgegt gt gagegeact t t gcacct cct at ccccagggt ccgeccgagage 2260

CDAAP0025 (—I
cacgattttttacagaaaat gagcaat aaagagattttgtactgtc 2330

Polyadenylierungs-
signalsequenz

Abb. 28: Nukleotid- und Aminosiuresequenz von hMunc-93B. Gezeigt ist die gesammte Sequenz
des ESTs IMAGE 2791017 sowie ein stromabwirts gelegener Abschnitt des Klones CDAAP0025.
Der bisher vom EST bekannte Bereich (Zugangsnummer: AW516192) sowie die Sequenz von
CDAAPO0025 sind durch Pfeile markiert. Gekennzeichnete Restriktionsschnittstellen wurden zur
Subklonierung von DNA-Fragmenten fiir die Sequenzierung des Gens genutzt oder zur Isolierung des
doppelt unterstrichenen DNA-Fragmentes, das zur Herstellung der Sonde fiir die Northernblotanalyse
diente.

8.4 mMunc-93B Teilsequenz

agagccaaggcatt ct gaat ggctt caacaagacggt cctt cggacgct gccgcgcagcaaaaacctt at 70
S Q GI L NGFNIKTVLIRTLWPRSIKNWL I 23
tgtt gt agagagcgt gct cat ggcggt ggccttctt ggccat gct gat ggt gct gggcct gt gt ggagcc 140
vV VE S VL MAYVAFLA AMLMYVL GL CGA 46
bi sher
qcttaccqqcﬁcacqqa aqatcqacctchcachtqqqatqchcaqcatcttccaqctqcccttca 210
AY RPTEEI DL RSV GWRSI F QL P F 69
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aacacgt gcgt gact cacgattacgccat ct ggt gcccttccttatctacagtggctttgaggtgetctt 280
K HVRDSRLRHLVPFLI Y S GFEVL F 093

mouse Unc-93 FW .~ nouse Unc-93 (2) FW, guse Unc-93 (2) RV nouse Unc-93 RV
tgcctgcactggttttigccct gggct acggecgt gt gct ccat ggg‘gct ggagcgact ggceﬁ acctgctc 350

ACTGFAL GY GV CSMGLEWRTLAYL L 116

acagcttacagcct gggt gcct cagect cct cggtt ct ggggcet get gggact gt ggct gecct cactctg 420
T A Y SL GA S ASSVL GLUL GL WL P H S 139

ccccgcet cgt gget ggggcaggact gcacct act gct cacccttagectctttttct gggetcctgetce 490
AP LV AGAGLMHLIULULTL SL F F WAUP A P 163

ACIZSGSSO(I—|
t cgggt cct ccagcacagttggatc 515
RV L Q H S W I 171

Abb. 29: Ausschnitt aus der Nukleotid- und Aminosiuresequenz von mMunc-93B. Die bisher
bekannte Sequenz (Zugangsnummer: ACC36530) ist durch Pfeile markiert und ebenso der neu
identifizierte Abschnitt. Alle in dieser Arbeit fiir PCRs verwendeten Oligonukleotide sind ebenfalls
eingezeichnet. Das doppelt unterstrichene DNA-Fragment wurde zur Herstellung der Sonde fiir die
Northernblotanalyse eingesetzt.

8.5 GH10120

cggccagcgat caacgttt ggccaccacagcagcact cgagagcgat aacgagcagct gattttgectga 70
ttttagctgatttcggctgatttttgecattatccattttatctggcaccgcaacggcagcagcaacaac 140
aact gcaacaact acaacaacagcaacaagggcat cgcat ctctctctctctct ct cccccgcaacaaca 210
acaat t at aat aacgat ct gt gacaagacaacaacaacaacaacaacaacaacagcgat aaat at caaga 280
aaaaagt gaagt gaact ct cgggcgct ct ct cgct ct cgetttcggeccaacttcggettttttcgggett 350
cgcttcggctccggett gt aaatt actt gcaaagttaattttagtctcggettttaataccgttttagtg 420
cgttttcaagttggtcgtgtgctattccctctctctgaaaattt gat aaaagaaacaaatttcaatttcg 490
aaaat aaat t acaat t cgaaaat aat ccaat acgct at aaat aaat aaaagct aaagcacat at gt gact 560
ttttttggtgaccacgcatccttgtgacatttttttttgcggatcaattttttcgecccaacggaaatgta 630
aaccat t cgcccccaaaaagcccccct t aaget t cct gct t caaagt ccagaacaaaaaagagcaacaaa 700
atccattcaattgcataacatttaatt gccaaaaaacaaacaaaaaatt at aaaaacaat aaat aaaata 770
aaagcaat aat at cat aat t caggagt t caaaaacgcgct caccaat acgaaggcgat cgcat t aaaaga 840
cggaagtgcattttttttcgttaagcggcaaagcagcgecatcctgtttttttgggecttccaacacgetec 910
acgcacacacacgcaccccgaacacaagcccacacact cacacacacacacacacaggcagt gaggactg 980
gaagt cgctct ct cgt tt aagagt t gcagat ccacaaat aacgcccacttttcccttggcttaattgatt 1050
aaccaggcccaaat aaat ccaaaagggagcggacaacacaaagagccagcaagat gact ggtttcacgaa 1120

M T G F T N 6

cgccggt tt cgagaacgat gagcccgt caagccaaaagcet ggttt cgagcccgat accgect cget gcga 1190
A GF ENDUEWPV KWPKAGFEWPDTASILR 29

gagaaagt t gt gct gaat ccgggcgagaaat ggcgcat ct t aaagaat at ct cgat cat ct cgat cgcct 1260
E K VVL NP GEIKWRI L KNI S1 I S I A 52

t cat ggt gcagt tt acagcgt t t cagggcacggccaat ct gcaat cct ct at aaacgcaaaggat ggcct 1330
FMV QFTAFQGTANLTG OSS SI NAKDTGTL 76

gggcacagt gt cgctt agt gcgat ct acgccgcect t ggt ggt ct cct gcatcttcct gcccactctgatc 1400
G TV SL SAI YAALVV SCI FL P TLI 99

at t aggaaact aacggt caaat ggacat t ggt gt gcagcat gct ct gct acgcaccat acat cgcattcc 1470
I R KL TV KWTULVCSMLTZCYAPY I AF 122

agctcttcccgegattct at acgtt ggt gcccgecggt at cctt gt gggt at gggcgecgecacccat gt g 1540
QLFPRFYTULVPAGI L VGMGAAPMW 146
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ggcgt ccaaggccacct at t t gacgcaggt t ggacaggt gt at gccaagat cacggaacaggcggt ggat 1610
A S K ATYLTOQVSGQQVYAIKI TEIOQAVD 169

gccattatagtgcgattctttggecttcttcttcct ggectggcaat ccgect gagcet ct ggggcaatctca 1680
Al I VRFUFGFUFFLAWQQSAEIL WGNL 192

tctccagtttggtcctctccagcggegcet cat ggcggt ggcagcaget cgaacacgacggt cagcgagga 1750
I S S L VL SS GAHG GGG GSSSNTTV S E E 216

ggatttgcagttct gcggt gccaactt ct gcaccaccggaagcggcggcecat ggcaacct ggagegt ccg 1820
DL QFCGANFZ CTT GSGOGHG GNLERP 239

ccagaggat gagat ct t cgagat ct cgat gat ct at ct gt cct gcat t gt ggccgecgt ct gcat cat cg 1890
P EDEI F EI S MI YL SCI V AAVCII I 262

ccttcttcttggat cccect caageggt at ggt gagaagcgcaagggct ccaatt ct gccgecgagtt gt c 1960
A F FL DPLKIRYGEIKRI KU GSNSZSAAEL S 286

cggact gcagct gct gt ccgecacctt ccgeccagat gaagaaaccgaat ct gcagcet cct cat ccct atc 2030
G L QL L SATFROQMIKIKWPNLOQL L I P I 309

accgttttcattggcat ggagcaggctttcat cggt gccgatttcact caggect at gt ggcct gcgccc 2100
T VvV F I G MEQATFI GADUFTQAYV ATCA 332

t gggagt gaacaagattggcttcgtcat gatct gttt cggt gt ggt gaat gccctctgctcgatcctctt 2171
L GVNKI GFVMI CFGVVNALTCSI I L F 356

cggat cggt aat gaagt at at cggccgcacgcccat catt gt act gggcgecgt cgt ccactt caccctg 2241
G S VvV uMKY I GRTWPI I VL GAV YV HUFTL 379

at caccgttgagctcttctggcgccccaat cccgat aat cccatcatcttct at gccat gt ccggectgt 2310
I T VE L F WRWPNWPIDNWPI I FYAMSGIL 402

ggggcgt cggcgat geegt gt ggcagacccagat caacggact gt acggact gct gt t ccgcaggaacaa 2380
WGV GD AV WQT QI NGLY GL L F R RN K 426

ggaggct gcct t ct ccaact accgect at gggagt ccgecggattcgttattgect acgect at gccaca 2450
E AAFSNYIRLWESAGFUVI AYAYAT 449

acact ct gcacgcagat gaagct ct acat t ct gct ggct gt act cacgcet cggct gcat cggct acgt ga 2520
T L CT QMIKL Y I L L AV LTWLGT CI GYV 472

tt gt ggagat cct gt acaggaagaagcaacgcaagct caagaagcaggagaagct ggaggccgcggagaa 2590
I V EI L Y R KK QRKUL KK QE KL E A A E K 49

ggagaaggaggccgccgccgccgcagccgccgccgctttggccgccgccgaggcaggagcagatggcgtc 2660
A A A A AAAAAL AAAEAGADGV 519

gaggagaccgacgacgagct ggacgat ct cgaggaggacat t gt ggt cacgcgcctgt aaatgttttttt 2730
E E T DDEULDU DULEZET DI VVTRL . 538

ct cacccaaggacaccccaaaaacaaaaaacat tt acaggcgcgt gaccacaat gt cct c 2790

Abb. 30: Nukleotid- und Aminosiuresequenz von GH10120. Die Sequenz ist in der NCBI
Datenbank unter der Zugangsnummer AAD38632 zu finden.
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8.6 GH09628

r——) EST GH09628 5
gttcacttcaat ccgat cagct ct aacggacacctgtttct aaaagccattcaaatttccttttttgggc 70

t gt caagat t gt aaagaaat at t caat t cagggcct gct gacccct gaccccgaact ggacatggtttac 140
M V Y 3

cccagt gacacgt cggacgccaacaacgaggagct ggcget ggagcacagt gt t gcacat ggcaat gt cc 210
P S DTSDANNUEIELALEHSV A HGNYV 26

acggt aacggcact ggcact ggt ggt agct cacccgggacaacaact gct ccgaacggggacaacaaagt 280
HGNUGTGTGGSSPGTTTAPNGTUDNK V 50

caat cagcgccatt acgagccggccgagegct t cat cat caccaagaacgt ggt cgt gat aggcct ggect 350
NQ RHY EPAEWRUZFI I TKNWVYV VI GL A 73

ttcatgattcacttcacggccttccacggcacat cgaat ct gcagagct cggt gaacgcggat aaggccc 420
FMI HFTAFMHGTSNILQSSVNADK A 96

t gggcaccaccacgct t gccgt cat ct acggct cgct gat act gt ccaacat ctt cct gccgat gaccgt 490
L 66T T TLAVI Y GSL I L S NI FL P MT V 120

gat aagat ggt t cggt t gccggt t gaccat ggcgcet ggecct ctt cgect acat geccct acat agccgee 560
Il R WF GCRLTMALA AL FAY MPY I A A 143

cagttttacccacggttcgagaccct aat cccggcggecct gat ggt gggt tt cggt ggcgggecattgt 630

Q F Y P RF E T L I P AAL MV GF GGG GUP L 166
EST GH09628 5°

ggt gct ccaagt gcacct acct at ccaccgt ct ccgaggcact t acccaggt gcggggcaacaagt cgcg 700

WCS K CTYL STV S EALTQVRGNIK S R 19

t aaggat gt gaacaccgt caagttcttcggcctgttcttcatcttct accagat ggcccaggt gt gggge 770
K bv NTVIKUFUFGLUFUFI FYQMAOQVWSG 213

aacct cat at cct cct cggt t ct aaccct gagt gcccct gct gcccaat ccgecggcaaatgattctttcg 840
N LI S S S VL TLSAPAAQSAANUD S F 236

agct ggaggt gcagcgggaact ggagagaaacagggt ggccgaact ct gcggggeccgtttctgtcccgg 910
E L EV QRELERNIRVAIEILU CGARUEFEFZCP G 260

agt gggagcagaggccaat ccaaacct agt gcccccagct ccggagcagat ccaget get caactccatc 980
G A EANWPNLVPPAPE QI QL L N S I 283

ttcctcacct gcat ggcagcggeggt ggt cat gat gat ctt cggegt gaget ccct caaacggt at ggag 1050
F L T CMAAAYVVMMI F GV S SL KRY G 306

t aaagcgcggagacact ggcgacgggat gt cggggct aaagct cct cacggt gaccat aaatcttctgecg 1120
vV K R&6DTGD-GMSGLKULL TV TI NUL L R 330

caaacgt cgccaaat cct gat gct gcccat cacgat gt t cat cgggct ggaggaggecttcct ggcegtg 1190
K R R QI LML PI T MFI1I GL EEATFL AV 353

gacttcacccgttcgtttgtggcctgcggat gggggat ct ct agaat cgggttcgcaatgatatgectttg 1260
DFTRSZFVACGWOGI SRI GFAMI CF 376

gcgtggcgaatgcggtggctgccgggatc aéabggag?ébtggagcgcattggacgggtcactctggc 1330
G V AN A°A GI A GAL YV EIRI GRV T L A 400

cgcact at gt gccgt ggt caacct ct gt ct gct cacct acat gt acacct gggaagcgcgagagggcgac 1400
A L CAV VN NLITCLULTYMYTWEARE GD 423
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t at at gagct act gcaccttt gcggcecggt tt ggggcat ct gcgat ggagt ct ggct ggt t gt ggt caatg 1470
Y M S YCTZFAAVWSGI CDGVWL VYV VN 446

ctttttatggcattctgtttccgaaccatctgattgccgcttatagcaacttccgcct gt gggaaagcac 1540
AAFY GI L FP NHLI A AYSNUFIRLWE S T 470

tggttctgttatcggctacgt catcagttcgcagetttgcacctccacgaaattggtgattttgattatt 1610
G SVI 6GY VI S S QL CTSTK L VI L | | 493

tttattttagtgggttgcgtgggat at ggcct cat cgagt accgcttttggcagaagcaaaagaacttgg 1680
F1 L Vv GCVGY GLI EYRFWOQIKQIKNL 516

aagt cat gct gagt gact gatt agct ctt caaggct aattccatatcttgccattttcatttccgattaa 1750
E VML S D 522
tttcagctatccccctaacttattttcgttaagggaat aaggat at aagaagttatcttatgtgatattg 1820

EST GH09628 3° ﬁ
ccaaatattgttaggaaattcgttgatttcgttact caat aaaaccaagtttgtttt 1877

Abb. 31: Potentielle Nukleotid- und Aminosiuresequenz von GH09628. Die bisher aus dem EST
bekannten am 5° und 3‘-Ende liegenden Sequenzen (Zugangsnummern: AI110145 bzw. Al402180)
sind durch Pfeile markiert. Die {ibrige Sequenz wurde durch Analyse der zugehodrigen chromosomalen

Sequenz mit dem Programm BCM Gene Finder (Smith et al., 1996) ermittelt.

8.7 Fettsauresynthase
GKLPESENLQ EFWANLI GGV DMVTDDDRRW KAGLYGLPKR

MVEEWI AGVB
DASFFGVHPK
SRDPETLLGY
PAALVGG NL
RVYATI LNAG
DPQELNG TR
NPNPEI PALL
PHLLHASGRT
EVQQVSTNKR
TDERTFDDI V
LAAYWRGCI

FVEQLKQEGV
QAQSSLARTS
I 1 PLMKRDHK
TWDVPVAEDF
RSLGLSLEET
V\EDPNSKLFD
LLWKDNVW/TF
TSRCLG TVS
LCKGLARALQ
RLLLPEDPLI

LQLEYTATDR
ALALDNWAA
HLVGLKRSFY
CPTSGWGLV
DGAWGAFRHF
YASLNFRDI M
LSSDFLWDVP
ALSLGCRVFT
LAEEKL QASV
REVAALLKAG
AQPTLI SAI S
HI REWRRQG
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QAHTMDPQLR

LLLEVSYEAI

VDGGE NPASL

SMVGCQRAMM ANRLSFFFDF KGPSI ALDTA
LLKPNTSVQF MKLGMLSPDG TCRSFDDSGS
TNTDGSKEQG VTFPSGEVQE QLI CSLYQPA
SLCAFRQAPL LI GSTKSNMG HPEPASGLAA
DGRLQVWDRP LPVRGGNVG NSFGFGGSNV
LEAVQDLLEQ GRQHSQDLAF VSMLNDI AAT

PLWFI CSGMG

TONRGMESL

MRLDSFRESI

HAFVSLTAI Q | ALI DLLTSV GLKPDAG | GH
KDAHLPPGSM AAVGLSVEEC KQRCPAGVVP

FAKEVRTGGL
SAEYNVNNLV
DNLEFFLTNL
PNGSSSSSAT
PWFENVSFH
HPEVPTPPES
MDTMLQVSI L
GG HI SRLQT
TKATQQGLKA
SGLLNSQALK
HPQAL KDVQT
LKEGGFLLVH
GTALFLCRRA
NCL RKEPGGH
QLEQDKPKEQ
LATGKLSPDA
SSWILEEAAS
TVGSAEKRAY
RCLAQHGRFL
| RDGWKPLK
KTFCPAHKSY
QVLVSTSNVS
GTLNLDRATR
VOWGAI GDVG

AFHSYFMEG

APTLLQALKK

SPVLFQEALW HI PEHAVWLE

GKVHLTG NV
VYS| DASPES
QATI LPKTGT
ASVSRLTQGE

GSSQUSLQLP

NPNALFPPVE
PDHYLVDHC
VALEVRLLEA
VYKELRLRGY
TRVTAI YI DP

TATSRRQQEQ LVPTLEKFVF
AVLGQEDPPQ HGLPRLLAAA

ACVDTALENL
KLQQHDVAQG
TVLKGHALGE
| PQEKPI FLS
RI RCI LLSNL
TAHAFVNVLT
| PGKWASRDC
VPWYTTAYY
LQARFPQLDD
El GKFDLSNN
CTVFPKAQVE
| | TGGLGGFG
SLEGARALI A
EACPELDYFV
| VLEAMGTND

STLKMKVAEV
QANPSDPAPS
TLACLPSEVQ
VEDTSFQW/D
SNTSHAPKLD
RGDLASI RW/
M_GVEFSGRD
SLWRGRI (R
TSFANSRDTS
HPLGVAI FLK
DAFRYMAQGK
LELARW.VLR
EATKLGPVGG
AFSSVSCGRG
TVI GGTLPQR

RGTNTGWWG
CSSSLLALQN
GYCRSEAWA
GLAPESLEYI

LTKVLLSLEH
HVI LQPNTRQ
PTAAVPFRGY
LRSDEAVKPL
SLGEVACGYA
ACHNSEDTVT
VI REPRPRSA
| APHALLQAV
FPAPRGTPLI

DGRVI FPGTG
SHAFEVSDTG
DYGPQFQG C
ATHRQKVYRL
TPHVEAECLS
CQLQALNGNLQ
LAGEGHLYSR
SLGALDLLVC
PAPSLLSQEE
SLKSTLATSS
PGSPELQQVL
SSPLKHTQPS
RCGRRVMGLV
GETVLI HSGS
FEQHVLLHTG
NVTFHG LLD
HI GKVLVQVR
GAQRLVLTSR
VFNLAMVLRD
NAGQTNYGFA
| SSCMEVLDL

SGKLKDLSKF
VSGSEASEAL
AYQAI RSGEC
VLLTKKSLAR
EAHGTGTKVG
GVWAPNLHFH
APAPTAHAAL
TVLGVEGRVQ
GVKVSDLLLS
DGCL SQREAV
| SGPQAAVNE
RW.STSI PEA
LKRGVKSSCT
SPHI KVDHSQ
YLCLWAKTLA
NLI VSGKVYL
EATLEGEQRK
KEDTQVADVT
ESTALQKELQ
LELGEALAQE
| PALLNTQPM
NCALATLGDP
WESLFSRKAL
SQPVWLTAMD
KHDLVMNVYR
SSGAQLCTVY
PAEGLATSVL
GGVGQAAI S

GKGVDLVLNS

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

ALFEEANDSW 1800

EEEPEAVLPG
SGA RTGYQAK
AM_ENQTPEL
NSTMERI CEQ
FLNQPHAVLS

1860
1920
1980
2040
2100
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SFVLAEKKAV AHGDGDTQRD LVKAVAHI LG | RDLAG NLD STLADLGLDS LMGVEVRQ L 2160

—Kon 1

Kl on 2

GPTLTQLNSV QSSERPLFLV HPI EGSTTVF HSLAAKLSVP TYGLQCTQAA PLDSI PNLAA 2280

Klon 1
Kl on 2
Klon 3

YYI DCl KQVQ PEGPYRI AGY SFGACVAFEM CSQLQAQQGP APTHNNLFLF DGSHTYVLAY 2340
Klon 1

Klon 2>

TQSYRAKMIP GCEAEAEAEA LCFFI KQFLD VEHSKVLEAL LPLKSLEDRV AASVDLI TKS 2400
Klon 3

HHSLDRRELS FAAVSFYHKL RAADQYKPKA KYHGNVTLLR AKTGGTYGED LGADYNLSQV 2460

CDGKVSVHI |  EGDHRTLLEG SGLESI | NI | HSSLAEPRVS VREG

Abb. 32: Aminosduresequenz von Fettsiuresynthase. Fragmente, die im Hefe-Zwei-Hybrid-System

mit mMunc-93 interagieren, sind unterstrichen.

8.8 MAGI3

MBKTLKKKKH
SGKAPNPSDV
FQKGSI DHKL
GI'YDGNFYGT
EDEDKGAI NG
MAYTDTGM Y

WL SKVQECAV
LLEVNGTPVS
QQVI RDNLYL
PKPPAEPSPF
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RTI PCTTRAP
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MVLEQNGKSG

| RHFREPI RL
RDGEVPGVDY
DNEFDAESQR
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KAPEDCEDGE
QFENPVEEAK
GGDRPDEFLQ
VNLTLCRGYP
HTSTGDGLNG

KTVKPGKVI N
NFI SVEQFKA
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LPYGWEKI ED
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L PDDSEDPW
PSDASEQRVS

EPGGGTCC V
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RVDSSLPEEE
TLEPL PKNVE
PQYGTYYVDF
GSSKPDMEKS
AQDGKI APGD
DI VAATPVI N
MASSGSSQPE

LVTI PLI KGP

KGFGFAI ADS

PTGQKVKM L

DSQWCQAL QX

EDI | KEI YHQ

NVONLTHLQV

VEVLKQFPVG

ADVPLLI LRG

GPPSTTKTAK

RSGSPKLDPS
| PLGAAEKDG
QPEDDSSQAF
GVI PHKI GRV
AEEEHHGPPS
KHLAQPDTAV
Al KDGRI HVG
LCSYVKPECH

EVYLKSKTLY
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| STONGSPRL
| EGSPADRCG
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| SWGSRHNQ
DQ VEI NGEP

EDKPPNTKDL
| DG PVKGKS
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NLGCYPVELE
TQAE THTRAI

MKTDKKENAG
DVFLRKQESG
HKQVLDLMIT
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VNGQS! VELS
ANHI PGDRSA
RGPRGFGFSL
ELI QAGGNKV

SLEAI NEPI P
FGFRVLGGEDG
AARNGHVLLT
RKENEGFGFV
HANI VQLI KD
LEGEI GKDVS
RGGKEYNMGL
LLLLRPGTG-

QPMPFPPSI |
PDQSI Y1 GAl
VRRKI FYGEK
| LTSKNKPPP
AGVTVTLTVI

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

TSYRHSWSDH 1020
FI LRLAEDGP 1080
| PDHGLAPSG 1140

Abb. 33: Aminosduresequenz von MAGI3. Das Fragment, das im Hefe-Zwei-Hybrid-System und
bei in vitro-Bindungsstudien mit Munc-93 interagiert, ist unterstrichen.
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8.9 BRUCE

PSCSSAAAAA GAGAAGVSEW LVLRDGCMRC DADGLHSLSY
GISGATLQAS ALSAKPGEQV KCQYI SAVDK VI FVDDYAVG CRKDLNG LL

MAAAAAEASG
TSRGTI KVI D
LDTALQTPVS
ETAANHKVAK
ARPELGVGPG
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DRI ACFGSGS
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CPQFLAAATK
W._EDSSSCSD
PEKLQWEI VA
KSPATSPI SS
KESDEKAGKI

ASLTSPDSEK
SLSAI NQVEA
EQRNVVSGGY
EEPAEEMQLA
EEQDTFVSVI

SRPLSNPSSP

R&KI Cl WDVS
| PKLEGDSDD
NVLEDTVKDL
NSHRSLDGLS
FSQWNNI MBK
VWSVFPKPGT
LNNLNKLNSA
LVLYKWNYTT
SKNG EREKK
YCSGTDRLCA
G SGVELLVD

CWEVQREQR QRRHPQHLHQ QHHGDAACHT

DFKFVLNSNI

SQCLRLCPFL
KAVSDRGAAD
TRKSENLRGC
VTEHAQSLVL
CARFLALCI S
AGCSTACAAL
STAVQSDEI D
ASTFTVSSFG
QLLKLQQRKA
PPTPKTTPLF
LGSGLALAI S
LSI DI WILGE

TSVPQ QVTL
EDHKEDI LCG

EMCSSGLRPV
DLLQEVSVTI

DALCW.AGVH
NGKCEPCQPG
LTAVSRQLQD
LSDVLSGNGR
VPPAVGGLSS
KLEAKLHQTT
MIPPLTPPNE
HASHFLQPPP
EVDGRRLWA

LKNKAPGL GK
PVWL.ASGL DL
VRLPSLKQQG
RRFKKTSI CK
SNGSGSSKEG
FGSVLLKALL
RLTPLEALLQ
VSSCTAAEGS
GTVGEASTAL
AAAAAAASAA
AVSWI NAEL
HQSI | | ERVH

ACI EKI DVSS
VNELKKI NQN
WPHVGYRWAQ
PFVKGEHTQN
KLMKVHLKFE
LLEDSDSEEH
EELGANPSLT
RTQGES| SEQ
SLHDDGFTVP
LVQCLRLPKF
LCNRRKGDLE
Rl VTLEEEPV
SDI STLGHLV
CTKGGELHFL
QPFTLEI LTS
RTWKLQTDSN
ANALNI EVEH
SGHAGMLTLT
HKGYSLASLL
ERVQRCAMLQ
NECLLSKTRK
DNVCFLPAAA
TRYGLYSSPF
FTSLTGLLEV
SSAAQVALQS
AAAAAGPVHN
AQLFPGSVI D
SGARRFVTLD

TEGYDLFI TQ
VAALPVASSV
PDPMAQAGFY
VPLSVTLATS
| NAYDPAI VQ
SRSDSVTGHT
NSKSEKTKEK
GSTDNESCTN
Q | EVELDNQ
AEEETLCI DS
SNLAVVNGAN
KI QHl KDPQD
VTTQGGYVKV
Q GGTCDDI D
LVELTRFETL
SWDEHVFELV
NGNPSLVDLN
SPKLVKGVAG
AKVAAGKEKS
FSEFHEKLLN
CLSDI VRVCF
TGGSVYWFV
DPVLFDLEMS
EPLHFTCVST
LSHAMASAEQ
AVPSNPVAAP
PPAVNLAAQN
FGRPI LLTDV

HPALNAI LAV

LKDGLKNI SH
MDRLSYLLPS
HQPASSGDDR
PAQLPSADGA
QLI LSGDPSS
SQKEAMEVSL
HQEQHNI PFP
SELNSPLVRR
EQLLLQDPPV
| TPCADG HL
| SVI QHESPA
TI TSLI LLPP
LDLSNFEI LA
EADI LVDGSL
TPRFSATVPP
LPKACMVGHV
EEMHHVDVEE
GKYRSFLI HV
SNVKNENAGG
TLCRRSDDGQ
FEAGRSI AHK
LLNYVKDEDL
GSSVKTVYSS
SDGTRI ERDD
QLQVLQEKQQ
GFFI HPSDVI
KNSSKSRMVNP
LI PTCGDLAS

TDI STHSLI L

HDLI PPPVCR

FMWKI TVI GRY

GSTNARAKI P

LGFYYGHSYI
LEALLQSI DL
KVAI GASRKL
HAQACEELFK
DRVFM_LSCI
VSRLLDYVAT
LVHHKQQLNL
TAEWSRSNLD
CKVLARI ANA
| LAGELLAPV
SSLEKDKEI D
PYI GALGWPV
LQALTNTSPT

LPWESELKLM
PPLNSANNAQ
LNETSGPEDL
HLCl SGTPKI

GQRSLSNSGV
VEDEAAAAKK
LKAKQKALVE
TEVTTTKESP
TRPTI HLCEI

AAEAVEEGTV
LELLQDLMEV
AKPPSNTEKN
FSQSPTGTDD

VQLESLLQLW LTLSLNSSSS

LLRTWCLVLH
NQHSPQVGPT
AQVKLLEFTL
GLFANLI RPG
SDEEKVSGGK
LHL TKHENFH
CQLSEPLLWF
SGPNKAVDST
AAWBY! FLPE
TPWTSGLTY
PFLPSEDQVS
SPNI EWLVK
LYQLGTTQDP
HCVAAI LWHS
NYFSLLMGWHM
SSSQSPEAI K

SLTLMTNMQL
ATQAMQEFLT
EQNFEWWSVS
DAKAVCGEMT
DVNGSSASI P
GGLDAI SVGD
| LRVLDTSDA
LKTRI LASEP
EAWCDLTI HL
| KI QLVKAEV
KTSI GALRLL
| GLQSTRI GL
GTKDRI QALL
YELLVEYDLP
G | PPPVQCH
QLLDSGLPSL

HDPLRGEGES
YFLRKPDKAV
| QTSSTEQLR
RLHTGLLLVQ
LESLLNLLDN
PLNGNQABFI

QVEKEKI QSN
El EPLPFTLA
VNEPQLERLL
SEDVGATAGD
DI DPLDI DLE
GSQTVSVSVS
SLLGNLQPAN
GNKENGADI F
NSGSSSS| G

RLQVHLSSTC
TI SAVI ESVT
RDQLMFDLLK
GSPACVADLV
GLFTILTTLS
L KAFHDMGGV
DNAEG HNFA
PSAVLLKEI H
ASAVCLRLHR
HHCLTHI SDL
KLI DI LLRNC
KVWSDSAKVA
ALLDRELFEL
HRL SMTDDSK
LVRSLASFCF

ASQPEI DQHL
EEDSRVFSAY
TI VRYLLDTL
L CGGERWARQ
LLSPLQPELS
NNNLHTQNLN
KGSSYKLLVE
HDRCl SWQK
LLLVGTDFNR
SDDSLQQSPA
KDPLAAKVFK
QALDARLEVG
QONSQLM QLS
LYNANRI PVI

QETTAHLLVS
PQ FSELLLK
FLVHHY! TCS
LVNI LVQLPL
LANQQ MsQ

KKASTVHVIVL
QLI CNNWTS
PLGTI TSSSP
| QPHLASLAT
PRDASTLGLS
EGVIVASAAAP
AASGSDPTDL
ALKRSGRVNY
LFNWSMVBLPC
KQDLSSSLTD
SHI SYSESI A

AMWAL QEDI
QA LA QL
LSLLHSSNGH
FLSNVLQELY
MHRRTEGVLD
RSSKGGSSLD
QAKLKQATSK
LVLFLLSMDF
GDI SWGGAWA
QLLETI DEPL

QCRYNLACHR
NL AHNAVQRL
SVPAVLQSTF
NSEQLLI FPQ
| PM SW/AVM
RLYSRKI RKQ
HFKDLI RLRR
TCHADLLLFV
QYSLTCM.QD
THEI AGTPPL

Pl SSTWYDYW GADYGTYNYN

LEQQAELM.K
SVPMLNVCFN
SLNQASI ASF
DPNLI HVLVK
LI HI LSTERG
DKVMBRSGSD
SSNREYSARV
LSALGLCNSS
QPI LTYMACG
TRAI VNTARS
TAQPAEVLLQ
CPSSVTVEVS
Q KLLGLTAF
TANLLQTCAA
NSPLLFGRLN
MCPSSSAVEY
NVVLKKAVDS
DSKNAQAPLS

QSVDNSQDKL

MVSTLEADS

KLFSMLQVHH
LTVLAWYPNT
FLSGTSPHGT
AFQTGQGPLD
SSAGARACFG
SVTTNTTDSV
AVAM | GASG
YMGRQGSLAT
MVSTI MKFLD
ATPPHRRARS
ADGVNMLPLS
GTTSSATVAN
LLMSPYCGVH
GLSSDSTI DI

GLLMPSPSHL
LLCSMCHI HP
LTESHLATLA
RRHHVPQHCN
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KMPI TADLVA
QSSTRSASHS
RGSLPTSGNI

FRTLHLPVST
WASGLKSQS
GQPLPAEMIL
GDLVGSCPED
VI QQVSAPVI

PAHSLAAFGL
FHVLRSLFSA
SNSHNPTSAE

PI LRFLTEVG NSHI MKDW.G GSEVNPLWIA
SATTTVLTTQ QRTAI ENATV AFFLQC! SCH
SGFVRRLFLQ LM.EDEKVTM FLQSPCPLYK
TLSDVLDRVS DTPSI TAKLI SEQKDDKEKK
KRAVASTPPR PPSRRGRTVP DKI GSASSSA
AQLLTLLYDR KLPQGYRSI D LTVKLGSKVI
EALTPSDECM DGVLDESLLE TCPI QSPLQV
ASTTQEKPKD SDQFEW/TI E QSGELVYEAP

FLRLPGYAEV
TPLTTDDGVL
EQQLYWAKGT

MBGAVNGEAQ ASPESRAQNS

ALLELLRAI A
SKRENVKAGV
MKPKPLSVLK
ARARRLAQEA
PQDYPSSPPL
VSVGQSLI LVA
EVI HKHFYLK
CPEGLDPDI E

SCTSMVPLLL
KPDAPDQEPE
SLEEKYVAVM
VTLSTSLPLS
VNLETTGGHS
EPYFNEPGYE
RI ELMAQCEE
DASPVCRATA

LLKERKHAQC LLRLVLGVTD
LRRVALEI GA LHLI LVCLSA
GFGTGSTASG VWDVEQAL TKQ
SALPSMLLEL LSQSCLI PAM
PLSTENGEEE EDEQSECQTS
GLALLVPDI Q RTAEI VHAAT
KKLQFDTFEM VSEDDDGKLG
SSSSVFVRCD EERLDI MKVL
VRFNPNLYND GKVCLSI LNT
RSRGTPSGTQ SSREYDGNI R
W ADI QQYSS DKRVGRTNMBH
GAEDTLTHDH VNPSSSKDLP

LLFLLCHSGS
PNNQKL MAQV
GRI NATSHV!
NHEEKEKVKA
DAASKI | TVP
TDPSLSKTDS
FAGVGGLALI
ETI AAEPPPV
DGEGSHI LQS
LSHHAPRVPN
RLEEEHVTCL
SSYLRNDSVL
VGTLLAKMKT

ANLRQANQEK

TAGGHNLGAQ
LCELFQTAPQ
QHPMVEGAGHK
ENGFQDNYSV
VFHLFHRLLA
FKRLHPEKDH
AERLPM.YPE
KSAVQATSPI

PSANVLPTLP
SSLSQTEPQV
LQVLASY!I NP
DVARHVPLYR
CVDTYTNRLR
KLGEYSKKW

FKVNYHYMSQ VKNANDANSA

| TGPADTPYA
WHGRPEEKWN
QATVKWAM.E
HAAALKRHTA
SDFQL

NGCFEFDVYF
PQTSSFLQVL
Q RNPSPCFK
QLREELLKLP
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4620
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4740
4800

Abb. 34: Aminosiuresequenz von BRUCE. Das Fragment, das im Hefe-Zwei-Hybrid-System mit

mMunc-93 interagiert, ist unterstrichen.

8.10 PM-SCL Autoantigen 1

MKETPLSNCE RRFLLRAI EE KKRLDGRQTY
CELVSPKLNR ATEGQ LFFNL ELSQVAAPAF
LCWAGEKVW Q RVDLHLLN HDGNI | DAAS
DPVPLSI HHM Pl CVSFAFFQ QGTYLLVDPN

DYRNI RI SFG TDYGCCl VEL CKTRVLGQVS
EPGRQSDLLYV KLNRLLERCL RNSKCI DTES
| AAl VALCHF RRPDVSVQGE EVTLYTPEER
EREERVMDGL LVI AMNKHRE | CTI QSSGAE

M_LKDQVFRC SKI AGVKVAE | TELI QKALE

NDQRVRKEGG KFGFAESI AN QRI TAFKMET

APl DTSNI EE RAEEI | AEAE PPPEVVSQPV
EGE DEAVI L DDTKMDTGEV SDI GSQGAPI
KAPSKGQGKR KKKKRTAN

LWPGTAQ G DG ENSWGEDL EDSEKEEEEE
VLSDSEEEEM | | LEPEKNPK KI RAQTSANQ
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Abb. 35: Aminosduresequenz des Polymyositis Scleroderma Autoantigens 1. Das Fragment, das
im Hefe-Zwei-Hybrid-System mit mMunc-93 interagiert, ist unterstrichen.

8.11 FLJ12923

MYPELLPVCS LKAKNPCQDKI VFTKAEDNLL
TVRI KNLNWMN RAPDNI | KFY KKTKQLPVLG
PSI QEELRHM ADGAREVGNM TGTTEI NSDR
ATRFPRKAWR (KRSSVLKPL LI QPSPSLQP
PATVLQTVPG VPPLGVSGCGE SFESPAALPA

ALGLKHFEGT EFPNPLI SKY
KCCEEI QPHQ WKPPI EREEH
SLEKDNLELG SESRYPLLLP
SFNPGKTPAR STHSEAPSSK
VPPEARTSFP LSESQTLLSS

LLTCKTAHQL
RLPFW.KASL
KGVWVLKLKPV
MVLRI PHPI Q
APVPKVM_PS

LAPSKFRKPY VRRRPSKRRG VKASPCVKPA

PVI HHPASVI FTVPATTVKI

VSLGGGECNM

QPVNAAVAQS PQTI PI TTLL VNPTSFPCPL
AHVNVDI ACA VADGENAFQG LEPKLEPQEL
NSACRWI'WK TEEGRQALEP LPQGE QESLN

CDDI KVEHAV ELDTGAPSEE LSSAGEVTKQ TVLQKEEERS QPTKTPSSSQ

DVNKGSSKNA LSSMDPEVRL SSPPGKPEDS
FDDLTQDEED EMSSASEESV LSVPELQVRA
Kl Cl

NQSLVASSVS PLI VSGNSVN
SPLSATVFPK VEHSPGPPLA
NPTPCDLEElI VKMEPEEARE

SSVDGSVGT PVGPETGGEK
GEYSQVFRGL SNMYHLLI CH

LPI PSTPEDK
DAECQEGLSE
El SGSPERDI

EPPDEGT SGT
NGPEEEEEED
LLACCTMDSP
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Abb. 36: Aminosiduresequenz des hypothetischen Proteins F1.J12923. Das Fragment, das im Hefe-
Zwei-Hybrid-System mit mMunc-93 interagiert, ist unterstrichen.
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8.12 DOCK180

MIRW/PTKRE
PASY!I HLKEA
M YDLI EVRS
Tl SLFRAHEI

EVLNSLYDPV
| VRVGRVELR
LQTVI NKVI A
PGDVRNDI YV
VI YYQVKQPR
GTTLRDGEHD
SFQ STLVCS
| MVENSESET
NYVDGAEKPG
DMVSSNMSDQT
LI El VHSDLF
RHVQ | MEKL
VWDFLMETFI

LVWANYFHLAV
| PEMGPI LE
GDEQYKVLFD
VNVLNFYKEI

RDGYQATTQG
QAQFYENI VK

EKYGVAFYNY
| VEGKGQHET
Q LSGTLPQD
ASKQVEERLQ
ESKFI SENYL
DNNTRKLTSG
AKEVNHKGQG
TLVQGDFDKG
WEETVKVAI P
LI VYKAEAKK
TKLTQNVDLL
FDTLVFDALV
VNEQL YKAVK
VRVKGAALKY
TQHDCREI LL
LRTVNRTVI S
MFKNLI GKNV
AFLTQESLQL
MTLI PETELR
KI LLEHCRKH
EREEMYI RYL
QLKEQLYCE

VI RPKPDYFA

DARGADEL SL
VI PGDLPLI Q
ELKELKKKVT
EEKSQKQNI D
VRWBSSGLPK
LRRPFGVAVM
LW/TLKLLPG
SKTTAKNVEV
| EDVNRSHLR
LEDAATYLSL
GLLKWRSNTS
FI | GLI ADRK
ALESI FKFI V
LPTI VNDVKL
PMVITDQLKYH
MGRDSELI GN
YPFDW/I MNM
ENFSSAKRAK
KATI Pl FFDM
KYLAKTGETF
YKL CDLHKEC

Q GDTVHI LE
EVITTLREWS
AKI DYGNRI L
| NRQAKFAAT
DI DRLHNLRA
DVTDI | NGKV
DI HQl RKEFP
TVSVYDEDGK
FTFRHRSSQD
PSTKAELEEK
LLQQNLRQLM
FQHFNPVLET
RSRI LENQLY
VFDPKEL SKM
LERQEDLEAC
FVACMTAI LR
VQNKVFLRAI

| LNKYGDVRR
MQCEFHSTRS
VKLWWRLMER
DNYTEAAYTL

| HYFDKGKMW EEAI ALGKEL

VGYYGQGFPT

FLRGKVFI YR

TYEGAWRGYT
TI WRQL YVQD
DLDLVVRDED
PSLALFVNLK
VFTDLGSKDL
DDEDKQHFI P
HLVDRTTAVA
RLEHVI FPGA
SKDKSEKI FA
GHSATGKSMQ
KVDGGEWWKF
YI KKHFSATL
ENKGEADFVE
FTEFI LNVPM
CQLLSHI LEV
QVEDYHYAHL
NQYADMLNKK

LRKKSKKG F
NREMFRSVRH
GNI LDPELTS
NVVCKI GEDA
KREKI SFVCQ
FQPVAGENDF
RKTGFPEI | M
GDEAI SEYKS
LAFVKLMRYD
SLGSCTI SKD
LQDTLDALFN
AYTKLTKVLK
SLLQLFRSI N
GLLTI QKLYC
LYRKDVGPTQ
| KTFGKVRTD

FLDQANFELQ
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1020

Q GFEI RDMW YNLGQHKI KF 1080

FQVFENEI | T
LLDYRTI MHD
LLHAKLLKWS
AEQYENEMFD
GKEYERREDF

KLDHEVEGGR
ENKENRMSCT
EDVCVAHLTQ
YEQLSELLKK
EARLLTCFPN

AEKMKTTSPP GDDI KNSPGQ YI QCFTVKPK LDLPPKFHRP

RPI RKGEKNP
NDKI NSMVQQ

DNEFANMN E
HLDDPSLPI N

| EKLKDLI AW Q PFLAEG R

L DDRRGSRPR
SQDKL DKDDL
PKSQUM\VI G
PLPLKGSVAD
SG VQ

Abb. 37: Aminosiduresequenz von DOCK180. Das Fragment, das im Hefe-Zwei-Hybrid-System mit

SMVRSFTMPS
EKEKKDKKKE
SERRFSVSPS
YGNLVENQDL

RTI YTTAYKL
PLSMLLNG V
| HGDKVTEAL
SSRPLSVASV
KRNSKHQEI F
SPSSQQTPPP
LGSPTPPPPP

mMunc-93 interagiert, ist unterstrichen.

8.13 Shank3b

FSLSEQFRYK RRVYAQNLI D DKQFAKLHTK ANLKKFMDYV
HDPDSGECPL SLAAQLDNAT DLLKVLRNGG AHLDFRTRDG LTAVHCATRQ
DLGASPDYKD SRGLTPLYHS ALGGGDALCC ELLLHDHAQL
QHLEHLLFYG ANMGACQNASG NTALHI CALY NQESCARVLL
I I AGNFELAE VI KTHKDSDV VPFRETPSYA KRRRLAGPSG LASPRPLCRS
PAASPGPTLR SLPHQLLLOQR LQEEKDRDRD CGELENDI SGP
APGPGPASPA PPAPPPRGPK RKLYSAVPGR KFI AVKAHSP
EGGFVEGTVK CGRTGWFPADC VEEVQVRQYD TRHETREDRT
YVI DDKVAI L QKRDHEG-G- VLRGAKAETP | EEFTPTPAF

MGLCGSLLPT
LLDKGLDPNF
RNAGALTTLL
| HQACRFGHV
YNSQTAFQUVA
ASDI NLKGDQ
SPSGPGGSGP
GEAVKVLSI G
SYDSLTSHSD

PG LRWFEVK
DPAVMGGFAN
RPFHERMEAC
SSLSSDSTPS
EKEFKPTDI S
VTPRAKLSFS
PHQRHL PPPL

VSEQ VSFYR
SVFMVEI SPL
YEKAFFTDRY
FKQLKEKVEK
RPGSDGFALE
LQQSEAVI LS
MQSSLELNGM
PSKTPPPPPP

VNEVQRFEYS
ENAI ETMQLT
L QEHPEAHEK
EYGVRI MPSS
PLLPKKMHSR
ETI SPLRPQR
TGADVADVPP
KTTRKQTSVD

QLHSTDKVAR

GTTDENGWOE
FRGANKDVRN

SAGRGGHNKI
QGEGEI PLHR
KRLFRHYTVG

PALQYLESVD

VEGVAVWRAGL

RTGDFLI EVN GVNWKVGHK QVWGELT RQGG NRLVMKWSVY

TRKPEEDGAR

RRAPPPPKRA
RPTSRRI TPA

Abb. 38: Aminosiuresequenz von Shank3b. Das Fragmente, das im Hefe-Zwei-Hybrid-System mit

PSTTLTLRSK SMTAELEELE KLDEI LAVAA EPTLRPDI AD
El SSLFERQG LPGPEKLPGS LRKG PRTKS VGSSAASVS

mMunc-93 interagiert, ist unterstrichen.
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