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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Nukleotide die Bausteine des Lebens

Nukleotide sind grundlegende Bausteine des Lebens. Sie bilden das genetische
Alphabet und sind somit in Form der Nukleinsduren die Triger der genetischen
Information. Des weiteren konnen Nukleinsduren auch Bestandteile katalytischer
Reaktionen sein (z. B. snRNA und rRNA). Nukleotide sind an der Regulation
metabolischer Prozesse beteiligt (z. B. iber cAMP und cGMP). Dariiber hinaus
konnen Nukleotidderivate vielfach als aktiviertes Substrat biosynthetischer
Reaktionen fungieren (z. B. Nukleotid-Zucker in Glycosylierungsreaktionen). Und
schlieBlich ist das Nukleotid ATP der universelle Energietlibertrager in biologischen
Systemen (Ubersicht wichtiger biologischer Nukleotidfunktionen in Michal G.,
1999).

1.2 Nukleotide als Extrazellulire Signalmolekiile

Zusétzlich zu den bereits beschriebenen Funktionen koénnen die Nukleotide ATP,
ADP, UTP und UDP als extrazelluldre Signalmolekiile fungieren (Zimmermann H.
et al., 1998a). Sie sind in sekretorischen und synaptischen Vesikeln, teilweise
zusammen mit anderen Signalmolekiilen als Kotransmitter, gespeichert und kénnen
mittels regulierter Exozytose freigesetzt werden (Zimmermann H., 1994). Ein
anderer nicht ndher charakterisierter Weg der Nukleotidfreisetzung ist die
Freisetzung zytosolischer Nukleotide iiber Membrankanéle (Zimmermann H., 1996).
Nukleotide nehmen als Signalmolekiile, im Vergleich zu anderen Signalmolekiilen,
eine Sonderstellung ein, denn als grundlegende Bausteine des Lebens werden sie in
allen Zellen kontinuierlich synthetisiert. Desweiteren scheinen nahezu alle Zellen des
Korpers unterschiedliche Rezeptoren fiir Nukleotide aufzuweisen. Die Nukleotide
vermitteln biologische Antworten durch Aktivierung von P2-Rezeptoren. Diese
werden in zwei Klassen unterteilt, die ionotropen P2X-Rezeptoren und die

metabotropen P2Y-Rezeptoren (Abb. 1.2).
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Abbildung 1.2: Unterteilung der P2-Rezeptoren. Die P2-Rezeptoren unterteilen sich in
den ionotropen P2X und den metabotropen P2Y-Rezeptor. Der P2Y-Rezeptor ist an ein
trimeres G-Protein gekoppelt. Der funktionelle P2X-Rezeptor ist ein Oligomer und bildet
einen liganden-gesteuerten lonenkanal.

1.2.1 P2X-Rezeptoren

Bis heute wurden sieben P2X-Rezeptoruntereinheiten (P2X; bis P2X5) kloniert und
charakterisiert (Norenberg W. et al., 2000; Robertson S.J. et al., 2001). Die
Untereinheiten besitzen zwei Transmembrandomédnen sowie eine grofle
extrazellulire Schleife zwischen den beiden Transmembrandoménen. Ein
funktioneller P2X-Rezeptor setzt sich aus drei, oder einem Vielfachem von drei,
Untereinheiten zusammen (Nicke A. et al., 1998). Alle Untereinheiten, mit
Ausnahme des P2Xg, sind in der Lage funktionelle homomultimere Rezeptoren zu
bilden. Desweiteren wurden bis heute einige heteromere P2X-Rezeptoren funktionell
charakterisiert (P2X,/3, P2X4s, P2X;/5 und P2X55). Die P2X-Rezeptoren sind ATP-
aktivierte lonenkanidle. Nach der Aktivierung (ECsp im niedrigen mikromolaren
Bereich) Offnen sie sich in wenigen Millisekunden und ermdglichen die schnelle

nicht-selektive Passage von Kationen (Na', K, Ca™).
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Die P2X;-Untereinheit weicht von den anderen ab. Sie besitzt einen ldngeren C-
Terminus und ist nicht in der Lage mit anderen Untereinheiten Heteromultimere zu
bilden. Des weiteren ist der rekombinate P2X;-Rezeptor in der Lage sowohl einen
Ionenkanal als auch bei hoheren ATP-Konzentrationen eine ca. 4 nm grof3e Pore zu
formen. Durch diese Pore konnen dann Molekiile mit einem Molekulargewicht von

bis zu 800 D passieren.

1.2.2 P2Y-Rezeptoren

Die P2Y-Rezeptoren gehdren zur Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Sie
besitzen sieben Transmembrandoménen einen extrazelluliren N-Terminus sowie
einen intrazelluldren C-Terminus (von Kiigelgen I. et al., 2000). Bis heute wurden
zehn P2Y-Rezeptoren kloniert und funktionell charakterisiert. Jedoch sind darunter
nur sieben P2Y-Rezeptoren der Sauger (P2Y,, P2Y,, P2Y4, P2Ys, P2Y;, P2Y; und
P2Y,;3). Die P2Y-Rezeptoren unterscheiden sich in ihrer Agonistenpriferenz
(Agonistenpréiferenz der humanen P2Y-Rezeptoren: P2Y;, P2Y,, P2Y,;, ADP;
P2Y,, UTP, ATP; P2Y4, UTP; P2Y¢, UDP; P2Y,;, ATP). P2Y,, P2Y;,, P2Y4, P2Y,
und P2Y; vermitteln ihre Signalantwort tiber die Aktivierung der Phospholipase C
(von Kiigelgen I. et al., 2000; Zhang F.L. et al., 2002; Nicholas R.A., 2001). Die
Aktivierung der Phospholipase C fiihrt iiber den Inositolphosphatweg zur Ca®'-
Freisetzung aus intrazelluldren Speichern sowie zur Aktivierung der Proteinkinase C.
Der P2Y;-Rezeptor vermittelt seine Signalantwort zusdtzlich zur Phospholipase C-
Aktivierung iiber die Aktivierung der Adenylcyclase. Der P2Y ;- sowie der P2Ys-
Rezeptor scheinen ihre Signalantwort {iber die Inhibierung der Adenylcyclase zu
vermitteln (Nicholas R.A., 2001; Zhang F.L. et al., 2002). P2Y-Rezeptoren besitzen
verschiedene funktionelle Bedeutungen im Organismus. So sind sie unter anderem an
der Blutplattchen-Aggregation (P2Y; und P2Y ;) und der Differenzierung der Zellen
des Immunsystems (P2Y ;) beteiligt.
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1.3 ATP als Neurotransmitter und Neuromodulator

ATP fungiert im zentralen und peripheren Nervensystem als extrazelluldres
Signalmolekiil. Es vermittelt schnelle exzitatorische synaptische sowie langsame
Signale (Cunha R.A. et al., 2000; Norenberg W. et al., 2000). Desweiteren fungiert
ATP als priasynaptischer Modulator der Transmitterfreisetzung (Cunha R.A. et al.,
2000). Die ATP-vermittelten schnellen exzitatorischen synaptischen Signale erfolgen
durch Aktivierung ionotroper P2X-Rezeptoren (Robertson S.J. et al., 2001). Die
Vermittlung langsamer Signale beruht auf der Aktivierung von P2Y-Rezeptoren (von
Kiigelgen 1. et al., 2000; Norenberg W. et al., 2000). Die P2-Rezeptoren zeigen eine
weite Verteilung im Nervensystem. So konnten alle P2X-Untereinheiten (Robertson
S.J. et al., 2001; Norenberg W. et al., 2000) sowie die P2Y-Rezeptoren P2Y,, P2Y,,
P2Y¢, P2Y ), und P2Y,; (von Kiigelgen I. et al., 2000; Nicholas R.A., 2001; Zhang

F.L. et al., 2002) nachgewiesen werden.

Schnelle ATP-induzierte P2X-vermittelte exzitatorische neuronale Antworten
konnten in der medialen Habenula, im Locus coeruleus, im Hypothalamus sowie der
CAl-Region des Hippokampus nachgewiesen werden (Robertson S.J. et al., 2001).
ATP spielt ebenfalls eine wichtige Rolle in der Kommunikation zwischen Neuronen
und Gliazellen (Fields R.D. et al., 2000). Die rdumliche und zeitliche Wirkung
extrazelluldr freigesetzter Nukleotide wird durch zelloberflachen ekto-Nukleotidasen
reguliert (Zimmermann H., 2000, 1999; Zimmermann H. et al., 1999; Zinchuk V.S.
et al., 1999), welche die freigesetzten Nukleotide bis zum Nukleosidmonophosphat
umsetzten. Diese sind nun Substrat der Ekto-5’-Nukleotidase, welche die verbliebene
Phosphatgruppe abspaltet (Zimmermann H., 2000). Das gebildete Adenosin kann
entweder wieder von der Zelle aufgenommen werden oder ebenfalls als
Signalmolekiil iber G-Protein gekoppelte P1-Rezeptoren wirken (Sebastiao A.M. et
al, 2000). Die ekto-Nukleotidasen NTPDasel und NTPDase2, der E-NTPDase-
Familie, konnten im Nervensystem nachgewiesen werden (Kegel B. et al., 1997;
Wang T.F. und Guidotti G., 1998b). Daher erfolgt die Signaltermination, durch
Hydrolyse der Nukleotide, vermutlich durch Mitglieder der E-NTPDase-Familie.
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14 Die E-NTPDase-Familie

Bis heute sind sieben Mitglieder der E-NTPDase-Familie kloniert und funktionell
charakterisiert worden. Die Mitglieder dieser Familie sind in der Lage Nukleosid 5’-
Tri- und Diphosphate zu hydrolysieren, wobei sie Orthophosphat freisetzen
(Zimmermann H., 2000). Alle Mitglieder der Familie haben 5 konservierte Bereiche
(ACR — Apyrase conserved regions) und enthalten das p- und y-Phosphat
Bindungsmotiv der Actin-Hsp70-Hexokinase-Superfamilie (Smith T.M. et al.,
1999a; Zimmermann H., 2000). Die Substratspezifititen der einzelnen Mitglieder der
Familie unterscheiden sich voneinander (Abb. 1.4.1). Die Mitglieder der E-
NTPDase-Familie lassen sich in drei Gruppen unterteilen (Abb. 1.4.1 und Abb.
1.4.2).

NTPDase1 NTP, NDP
— NTPDase2 | | NTP>>>NDP
| NTPDase3 NTP > NDP
— NTPDase4 UDP > CDP, GDP
| NTPDase7 I UTP, GTP,CTP
— NTPDase5 UDP > IDP, GDP
L NTPDase6 i GDP > IDP > UDP

Abbildung 1.4.1: Dendrogram der E-NTPDase-Familie. Dendrogram der humanen
Mitglieder der E-NTPDase-Familie. Die Mitglieder der Familie lassen sich in drei Gruppen
unterteilen: I, Membranprotein der Zelloberflache; 11, intrazellulires Membranprotein; III,
intrazelluldres Membranprotein sowie 10sliche Isoform. Die Substratpriferenzen wurden
angegeben.
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Abbildung 1.4.2: Membrantopologie der Mitglieder der E-NTPDase-Familie. Die
Mitglieder der E-NTPDase-Familie unterscheiden sich in ihrer Membrantopologie und der
zelluldren Lokalisierung. I, zwei Transmembrandoménen, Zelloberfliche; II, zwei
Transmembrandomainen, intrazelluldr; III, eine Transmembrandoméne, intrazelluldr, sowie
l6sliche sekretierte Isoform. Die fiinf Apyrase-konservierten Bereiche wurden schematisch
angezeigt.

Die erste Gruppe umfasst die Zelloberflaichen-lokalisierten NTPDasel — 3 (Heine P.
et al, 1999; Smith T.M. und Kirley T.L., 1998). Diese komplex glycosylierten
Enzyme besitzen jeweils eine Transmembrandoméne an ihrem N- bzw. C-Terminus,
sowie eine groBe extrazellulire Domédne zwischen den Transmembrandoménen
(Kegel B. et al., 1997; Kirley T.L., 1998). Diese Membrantopographie ist fiir ekto-
Enzyme ungewdhnlich, da diese meist nur durch eine Transmembrandomine oder
durch Verkniipfung mit einem Lipid in der Plasmamembran verankert sind (Semenza
G., 1986). In ihrer Membrantopographie stimmen die NTPDasen 1 — 3 mit den
Untereinheiten der ionotropen P2X-Rezeptoren iiberein, welche in der Lage sind
Homo- und Heteromultimere zu bilden (Nicke A. et al., 1998; Robertson S.J. et al.,
2001). Die NTPDasel — 3 sind ebenso wie die P2X-Untereinheiten in der Lage
Homomultimere zu bilden. So wurde fiir den nativen Zustand der NTPDasel der
Ratte ein Tetramer postuliert (Wang T.F. et al., 1998). Fiir die NTPDase2 des Huhns
sowie flir die humane NTPDase3 wurde das ,,Dimer-Dimer“-Modell postuliert

(Caldwell C.C. et al., 2001; Murphy D.M. et al., 2002). Desweiteren scheinen die

6
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Transmembrandomén-vermittelten Multimerstrukturen fiir die katalytische Aktivitét
von Bedeutung zu sein. So beruht die Inaktivierung der NTPDasel durch Triton X-
100-Solubilisierung auf der dissoziativen Wirkung dieses Detergenz, wodurch nur
monomeres Enzym erhalten wird (Wang T.F., Ou Y. und Guidotti G., 1998). Die
aktivitatssteigernde Wirkung von Cross-Linkern auf die NTPDase2 wurde durch eine

Erh6éhung der Multimerstrukturen erklért (Kirley T.L. et al., 1999).

Die NTPDasen 1 — 3 sind an der Beendigung Nukleotid-vermittelter Signale, durch
Nukleotidhydrolyse, beteiligt. Wiahrend die NTPDasel keine Nukleotid-Préiferenz
zeigt, weisen die NTPDase3 eine starke und die NTPDase2 eine noch stirkere
Priferenz fiir Nukleosid-5’-triphosphate auf. Daher sind oberflachlich lokalisierte
NTPDasen nicht nur in der Lage ein Nukleotidsignal zu beenden. Sie konnen
aufgrund der unterschiedlichen Substratspezifitit ein solches Signal auch modulieren
(Kennedy C. et al., 1996). Alle Plasmamembranproteine beginnen ihre Biosynthese
im endoplasmatischen Retikulum und werden iiber den Golgi-Apparat an die
Zelloberflache transportiert. Prinzipiell konnten die NTPDasel — 3 wihrend dieses
Weges an die Zelloberfliche fiir die Zelle ein Problem darstellen, wenn sie
intrazellular aktiv wéren. Denn ATP ist der wichtigste Energielieferant fiir
biologische Synthesen in ER und Golgi. Es konnte jedoch zumindest fiir die
NTPDasel gezeigt werden, dass sie intrazelluldr nicht aktiv ist, sondern ihre
Aktivitdt erst nach vollstdndiger Glycosylierung an der Zelloberflache erhélt (Zhong
X. etal., 2001).

Die Mitglieder der zweiten und dritten Gruppe sind intrazellular lokalisiert, wobei im
Falle der dritten Gruppe zusitzlich eine 10sliche sekretierte Isoform existiert. Die
Mitglieder der zweiten Gruppe, die NTPDase4 und die NTPDase7, besitzen ebenfalls
zweil Transmembrandoménen und eine groBe luminale Doméne zwischen beiden
Transmembrandoméinen. Die NTPDase5 und 6 bilden die dritte Gruppe. Diese
Enzyme besitzen, im Gegensatz zu den anderen Mitgliedern der Familie, nur eine
Transmembrandomidne nahe des N-Terminus, sowie einen langen luminalen C-
Terminus. Fiir beide Enzyme wurden I16sliche teilweise sekretierte Isoformen
beschrieben (Trombetta E.S. und Helenius A., 1999; Mulero J.J. et al., 2000, 1999;
Braun N. et al.,, 2000a). Keines der intrazellular lokalisierten Mitglieder der E-
NTPDase-Familie zeigt eine signifikante Substratspezifitit fiir ATP und ADP.
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1. Einleitung

NTPDase4 (Wang T.F. und Guidotti G., 1998a) und NTPDase6 (Braun N. et al.,
2000a) wurden im Golgi-Apparat lokalisiert, die NTPDase5 (Trombetta E.S. und
Helenius A., 1999) im ER. Die NTPDase7 liegt in nicht ndher charakterisierten

intrazelluldren vesikuldren Kompartimenten vor (Shi J.D. et al., 2001).

1.5 Neurotransmitter-Inaktivierung durch losliche

sekretierte Nukleotidasen

Zur Hypothese der Neurotransmitter-Inaktivierung durch Nukleotid-Hydrolse mittels
zelloberflichenstindiger Ekto-Nukleotidasen kommt ein weiteres Modell hinzu.
Stimulierte sympathische Fasern des Vas deferens sekretieren nicht nur ATP sondern
auch eine 10sliche, bisher nicht ndher charakterisierte ATP und/oder ADP
hydrolysierende Nukleotidase (Kennedy C. et al., 1997). Da jedoch keine der
bekannten ldslichen sekretierten E-NTPDasen eine signifikante ATP- oder ADP-
Hydrolyse aufzeigen, handelt es sich bei der im Vas deferens sekretierten
Nukleotidase entweder um ein neues Mitglied der E-NTPDase-Familie oder um eine

andere bisher unbekannte Nukleotidase.

In den Speicheldriisen blutsaugender Insekten, in der Bettwanze Cimex lectularius
sowie in den Sandfliegen Phlebotomus papatasi und Lutzomyia longipalpis, wurden
16sliche sekretierte ATP und ADP-hydrolisierende Nukleotidasen (Apyrasen)
entdeckt (Valenzuela J.G. et al., 1998, 2001; Charlab R. et al., 1999). Diese sollen
die Blutaufhahme dieser Insekten unterstiitzen, indem sie die ADP-induzierte
Blutpléttchenaggregation durch ATP- und ADP-Hydrolyse unterdriicken (Mans B.J.
et al.,, 2000). Die Aktivitit dieser Enzyme zeigte eine strikte Abhdngigkeit von

Calciumionen.

Nach heterologer Expression der Apyrase der Bettwanze in Sdaugerzellen konnte eine
sekretierte Calcium-abhéngige Apyraseaktivitit nachgewiesen werden (Valenzuela
J.G. et al, 1998). Die Apyrase von Cimex lectularius zeigte keine
Sequenzhomologien zur E-NTPDase-Familie oder anderen Nukleotid-spaltenden

Enzymen. In den Sequenzdatenbanken fanden sich jedoch Bruchstiicke homologer
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1. Einleitung

RNA-Sequenzen des Menschen und der Maus. Daher bestand die Moglichkeit, dass
die homologen Enzyme der Séduger eine sekretierte Nukleotidase (Kennedy C. et al.,

1997) darstellen.

1.6 Ziele der Arbeit

Die Bettwanze Cimex lectularius und die Sandfliegen Phlebotomus papatasi sowie
Lutzomyia longipalpis exprimieren eine eigenstindige l0sliche sekretierte ATP- und
ADP-hydrolysierende Nukleotidase (Valenzuela J.G. et al., 1998, 2001). In den
Sequenzdatenbanken des Menschen und der Maus wurden homologe Bruchstiicke
nachgewiesen (Valenzuela J.G. et al., 1998). Dies deutete auf die Existenz eines zu
den Insektenenzymen homologen Enzyms der Sduger hin. Somit bestand die
Moglichkeit, dass auch Sduger eine sekretierte Apyrase exprimieren. In der
vorliegenden Arbeit wurde daher das Homologe der Ratte kloniert und funktionell

charkterisiert.

NTPDasel und 2 besitzen jeweils eine Transmembrandoméne an ihrem N- sowie C-
Terminus (Kegel B. et al., 1997). Der grofite Teil der Proteine sowie ihre katalytische
Domaéne liegen auf der extrazelluldren Seite der Plasmamembran zwischen den
beiden Transmembrandominen (Heine P. et al., 1999). Die Multimerstrukturen von
NTPDasel und 2 wurden bisher anhand von Membranfraktionen nach heterologer
Expression untersucht (Wang T.F., Ou Y. und Guidotti G., 1998; Kirley T.L. et al.,
1999). Fiir beide Enzyme wurden Quatirstruktur-abhiingige Anderungen der
Aktivitdt beschrieben. Geht man fiir diese Untersuchungen von Membranfraktionen
aus konnen die Multimerstrukturen sowohl auf den zelloberflichen als auch den
intrazelluldren Pool der Enzyme zuriickzufiihren sein. Daher wurden im zweiten Teil
der Arbeit die Quartirstruktur der NTPDasel und NTPDase2 nach metabolischer
sowie erstmals nach Oberflaichenmarkierung analysiert. Dies erfolgte mit Hilfe von
Protein-Vernetzungsversuchen und der Blau-Nativen-Gelelektrophorese. Da
NTPDasel und 2 eine den P2X-Untereinheiten #&hnliche Membrantopologie
aufweisen und da diese Heterooligomere ausbilden koénnen, wurde die mdgliche

Existenz eines NTPDasel/NTPDase2-Heteromultimers untersucht.



2. Materialien und Methoden

2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerite

ElectroCell Manipulator ECM600
Kodak EDAS 290

Mikroinjektor Nanoject
Mikropipetten Puller PP-830
Minifold II

Semi-Dry-Blotter ,,PEGASUS*

BTX, San Diego, CA, USA

Eastman Kodak, Stuttgart, Deutschland
Bachofer, Reutlingen, Deutschland
Bachofer, Reutlingen, Deutschland
Schleicher&Schuell, Dassel, Deutschland
PHASE, Liibeck, Deutschland

Thermocycler :

Primus MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland
T-Gradient Biometra, Gottingen, Deutschland
2.1.2 Kits und Verbrauchsmaterialien

Advantage® cDNA PCR-Kit
Biomax MR Rontgenfilm
Biomax MS Rontgenfilm
CELLH, Petrischalen fiir Oocyten
Chill-out 14 Liqiuid PCR Wax
ClonCapture® cDNA Selection Kit
ECL®

ECL+®

Elektroporationskiivette (1 mm)
Elektroporationskiivette (4 mm)
Hyperfilm ECL®

Immobilon-P®

Clontech, Heidelberg, Deutschland

Eastman Kodak, Stuttgart, Deutschland
Eastman Kodak, Stuttgart, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

MJ Research Inc.,Watertown, MA, USA
Clontech, Heidelberg, Deutschland

Amersham Pharmacia, Braunschweig, Deutsch.
Amersham Pharmacia, Braunschweig, Deutsch.
peqlab, Erlangen, Deutschland

peqlab, Erlangen, Deutschland

Amersham Pharmacia, Braunschweig, Deutsch.

Millipore, Eschborn , Deutschland
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NucleoBond® AX500
NucleoSpin®

NucleoTrap®
PROTRAN BASS5
Sepharose G50

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland
Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland
Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland
Schleicher&Schuell, Dassel, Deutschland
Stratagene, Heidelberg, Deutschland

2.1.3 Chemikalien, Medien und Losungen

ADP

AMP

ATP
Biotin-21-dUTP
Bromphenolblau
CDP

CTP

Coomassie brilliant blue G-250
Coomassie brilliant blue R-250

DABCO

DAPI

DMEM

Ficoll 400

Fotales Rinderserum
Folin-Ciocalteau Reagenz
GMP

GDP

GTP

Ham’s F12

IDP

ITP

Mowiol
Ni**-NTA-Agarose Beads
Oligo(dT)-Cellulose

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Clontech, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Fluka, Neu-Ulm, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Merck. Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Aventis, Frankfurt, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
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Pferdeserum
Polyvinylpyrrolidon
Ponceau S
Roti-Phenol®
Sulfo-SSHP
TEMED

TRIzol®
Trypanblau-Losung

Trypsin/EDTA-L6sung

UMP
UDP
UTP
Xylencyanol FF

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland

Pierce, Rockford, IL, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

Standardchemikalien und Lodsungsmittel wurden von Merck (Darmstadt,

Deutschland), Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland) und Carl-Roth (Karlsruhe,

Deutschland) bezogen.

2.14 Detergentien

Digitonin (wasserloslich)

Lithiumdodecylsulfat
Natriumdodecylsulfat
Nonidet NP40
Octylglucosid

Triton X-100

Triton X-114

Tween 20

Serva, Heidelberg, Deutschland
Calbiochem, Schwalbach, Deutschland
Fluka, Neu-Ulm, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
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2.1.5 Enzyme
Alkalische Phosphatase
Endo H

Kollagenase

PNGase F

Proteinase K
Restriktionsendonukleasen
RNase A

SAWADY Pwo DNA Polymerase
S1 Nuclease
SP6-RNA-Polymerase

T4 Polynukleotidkinase
T4 DNA Ligase

Taq DNA Polymerase

2.1.6

PMSF
Chymostatin
Pepstatin
Benzamidin
Antipain
Leupeptin
Pefabloc SC

Aprotinin

Proteaseinhibitoren

MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
New-England Biolabs, Schwalbach,Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland

New-England Biolabs, Schwalbach,Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
peqlab, Erlangen, Deutschland

MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Pharmacia, Freiburg, Deutschland

MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland,
Qiagen, Hilden, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Calbiochem, Schwalbach, Deutschland
Calbiochem, Schwalbach, Deutschland
Calbiochem, Schwalbach, Deutschland
Calbiochem, Schwalbach, Deutschland
Calbiochem, Schwalbach, Deutschland
Carl-Roth, Karlsruhe , Deutschland
Calbiochem, Schwalbach, Deutschland
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2.1.7 Oligonukleotide

Folgende Oligonukleotide wurden bei BioSpring (Oberursel, Deutschland)
synthetisiert:

3ATGsrapy 5’-TGA ATT CCA GTG CTG GCA TCC ATG ACC-3°

AES-6His-A 5’-GTA CCG ATA TCA CCA TGC ACC ACC ACC ACC
ACC ACG-3’

AES-6His-B 5’-TCG ACG TGG TGG TGG TGG TGG TGC ATG GTG
ATA TCG-3’

BGHrev 5’-TAG AAG GCA CAG TCG AGG-3°

Cimexl 5’-TAC CAG ATC GAA GGC AGC AA-3’

Cimex2 5’-GCA GGC AGA CTC ATG GAT GA-3’

Cimex3 5’-TTT GCT GCC TTC GAT CTG G-3°

Cimex4 5’-CAA TCA GGT CGG ATA GCT CC-3°

Cimex5 5’-AAT GGA ATG AGT CTA TGC ACT C-3°

Cimex6 5’-GAA CTA AGA TGT GAC TGG-3°

Cimex7 5’-TGC TGT GGA AAG ACT TCA CG-3°

Cimex8 5’-CTG TCT GTC ACG CTG ATG CC-3°

CimexA 5’-CGG GTG ATG TGG TGA ACG AG-3°

CimexB 5’-AAC GGA AAC ACT GAG CAA GG-3°

CimexC 5’-ATA AAA CCA TCT CCG CAT C-3°

CimexD 5’-AGA CCC AGG TTA GGC ACG AC-¥’

N-Sall-CR1 5’-ATG TCG ACC AGC GGG AAT GGA ATG AGC-3°

pCMV Sport-SP6  5°-GCT ATT TAG GTG ACA CTA TAG-3°

mCimex1 5’-TAC CAG ATC GAA GGC ACC AA-3°

mCimex2 5’-GCA GGC GGA CTC GTG AAT GA-¥’

mCimex3 5’-TCT CAT TAC AAC GAC ACCTACC-3’

mCimex4 5’-ACC CTT CTC CAC AGT TCC-3”

mCimex5 5’-CCA TAC AGG TCC TGT CCA GAG TGC-3’

mCimex6 5’-GGT TTT TAT GAG TCC TGG TGT AAC ACA GC-3’

rCimex1 5’-GGA CTC ATG AAT GAG GTA GCC-3’

rnCimex10 5’-ACA ATG ACA CCT ACC CCC TAT CACC-3
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rnCimex11 5’-GTA CAG ATG CTC GTC CTT CAC AGC-3°
rnCimex12 5’-GGA ATA CAG CCA GAG GAG-3’
T7pcDNA3(1) 5’-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3’

2.1.8 Vektoren und cDNA-Banken

pcDNA3 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
pcDNA3.1(-)/myc-His A Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
pcDNA3.1(-)/myc-His B Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
pCMYV Sportl Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
pCMYV Sport6 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
pBluescript IT KS(-) Stratagene, Heidelberg, Deutschland
pBluescript II SK(-) Stratagene, Heidelberg, Deutschland

SuperScript® Human Brain cDNA  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

SuperScript® Rat Brain cDNA Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

2.1.9 Antibiotika

Ampicillin Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Gentamycin Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Penicillin/Streptomycin-Losung Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

2.1.10 Groflenstandards

DNA.:

GeneRuler DNA Ladder Mix MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
RNA:

RNA 0,28 — 6,58 kb Promega, Mannheim, Deutschland
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Protein:

BOA-Best of All-Protein Marker Biomol, Hamburg, Deutschland

Combithek 11® Standardproteine Roche, Mannheim, Deutschland

Rainbow Prestained 14,3 - 220kD  Amersham Pharmacia, Braunschweig, Deutsch.

Standard Blau Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

2.1.11 Radioaktive Verbindungen

Na'*1 in Natronlauge (pH 7 — 11, 10° mCi / ml, >15 Ci / mg Iodid), Redivue o-
[**P]dCTP (3000 Ci/mmol; 10 uCi/ul), L-[**S]-Methionin sowie der '“C-Rainbow
Prestained GroBenstandard (14,3 - 220kD) wurden von Amersham Pharmacia

(Braunschweig, Deutschland) bezogen.

2.1.12  Antikorper

Die aus Kaninchen erhaltenen polyklonalen Antikorper C9 2B2 und BZ3B3
entstammten einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von S.C. Robson (Harvard
Medical School, Boston, USA). Der Antikorpert C9 2B2 ist gegen die NTPDasel
und BZ3B3 gegen die NTPDase2 der Ratte gerichtet. Der monoklonale
Mausantikorper gegen das C-terminale Myc-Epitop wurde aus dem Klon 9E10
erhalten. Der polyklonale Kaninchenantikdrper gegen den Calnexin C-Terminus
wurde von StressGen (Victoria, B.C., Kanada) bezogen. Der Cy3-konjugierte anti-
Kaninchen IgG Antikoper, die FITC oder Cy3-konjugierten anti-Maus IgG
Antikorper, der HRP-gekoppelte anti-Kaninchen Antikérper sowie der HRP-
gekoppelte anti-Maus Antikorper stammten von Dianova (Hamburg, Deutschland).
Der alkalische Phosphatase-gekoppelte anti-Digoxigenin Antikérper wurde von

Roche Molecular Biochemicals (Mannheim, Deutschland) bezogen.
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2.2 Puffer und Losungen

LB-Agar,pH 7,5 :

LB-Medium, pH 7.5 :

SOB-Medium :

SOC-Medium :

PBS,pH 74 :

0,5
0,5
1,5
100

0,5
0,5
100

0,5
10
2,5

0,5

10

2,5

20

137

8,1
1,9

% (W/v)
% (W/v)
% (W/v)
% (W/v)

pg/ml

% (W/v)
% (W/v)
% (W/v)

pg/ml

% (W/v)
% (W/v)
mM
mM
mM
mM

% (W/Vv)
% (W/v)
mM
mM
mM
mM
mM

mM
mM
mM
mM

Casein

Hefeextrakt

NaCl

Agar

Ampicillin (optional)

Casein

Hefeextrakt

NaCl

Ampicillin (optional)

Casein
Hefeextrakt
NaCl

KCl

MgCl,
MgSOg4

Casein
Hefeextrakt
NaCl

KCl

MgCl,
MgSO,

Glucose

NaCl
KCl1
Na,HPO,
NaH,PO4
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1xTBS,pH 7,4 : 137 mM NaCl
3 mM KCl
TE-Puffer, pH 8,0 : 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0
Ringer, pH 7,2 : 155 mM NaCl
5 mM KCl
1 mM MgCl,
2 mM CaCl,
2 mM Na,HPO4
10 mM Glucose
0,05 % (w/v) BSA
10 mM Hepes
phosphatfreier Ringer, pH 7,4 : 140 mM NaCl
5 mM KCl
1 mM MgCl,
2 mM CaCl,
10 mM Glucose
10 mM Hepes
Oocyten Ringer (ORi), pH7,4: 90 mM NaCl
1 mM KCl
1 mM MgCl,
1 mM CaCl,
5 mM Hepes
Ca**-freier ORI, pH 7,4 : 90 mM NaCl
1 mM KCl
2 mM MgCl,
5 mM Hepes
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0,1 M NaP-Puffer, pH 8,0 : 93,2 mM Na,HPO4
6,8 mM NaH,PO4
100 x Denhardt’s : 2 % (W) Ficoll 400
2 % (W/v) Polyvinylpyrrolidon
2 % (W/v) BSA
20 x SSC,pH 7,0 : 3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat

2.3 Methoden

Standardmethoden die nachfolgend nicht niher beschrieben werden, wurden nach

Sambrook J. et al. (1989) durchgefiihrt.

2.3.1 Sterilisation von Losungen und Geriten

Alle hitzestabilen Materialien, Medien und Losungen wurden in feuchter Hitze bei
120 °C und 2 bar fiir 20 min autoklaviert. Glasgeridte und Pipetten wurden fiir

mindestens 2 h bei 180 °C im Trockenschrank sterilisiert.

2.3.2 Bakterienkultur

2.3.2.1 Bakterienstimme

E. coli XL1-Blue Stratagene, Heidelberg, Deutschland
E. coli XL10-Gold Stratagene, Heidelberg, Deutschland
E. coli DH5a. Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
E. coli TOP10 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
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2.3.2.2  Kultivierung von Escherichia coli

Zur Herstellung einer E.coli-Fliissigkultur, fiir analytische Plasmidisolierungen, Vor-
und Dauerkulturen, wurden 5 - 8 ml LB-Amp-Medium mit einer Einzelkolonie
angeimpft und fiir 12 - 16 h bei 37°C auf einem Schiittler (150 - 200 rpm) inkubiert.
Zum Anlegen groBerer Fliissigkulturen fiir praparative Plasmidisolierungen wurden
200 — 300 ml LB-Amp-Medium mit 0,1 — 0,5 ml einer Fliissigkultur angeimpft und
ebenfalls fiir 12 - 16 h bei 37°C auf einem Schiittler (150 - 200 rpm) inkubiert.

2.3.2.3  Anlegen von E.coli-Dauerkulturen

Zur Anlage von Dauerkulturen wurden frische E.coli-Fliissigkulturen mit sterilem
Glycerin p.a. auf 20 % (v/v) eingestellt und bei —80°C gelagert. Die Dauerkulturen

sind auf diese Weise tiber Jahre haltbar.

2.3.24  Herstellung elektrokompetenter E.coli

Ausgehend von einem frischen Vereinzelungsausstrich (£.coli XL10-gold, XL1-Blue
oder DH50a) auf LB-Agar-Platten ohne Antibiotikum, wurden 10 ml SOB-Medium
mit einer Einzelkolonie angeimpft und tiber Nacht bei 37°C auf einem Schiittler (ca.
200 rpm) inkubiert, bis die Fliissigkultur eine optische Dichte von 0,6 bei 600 nm
aufwies. Die Kultur wurde auf 0°C abgekiihlt und zum pelletieren der Bakterien 15
min bei 2.600 g,, und 1°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, das Pellet
zum Waschen in eiskaltem 10 % (w/v) Glycerin resuspendiert und anschlieBend
zentrifugiert (15 min, 2.600 g,, 1°C). Der Waschvorgang wurde wiederholt, der
Uberstand dekantiert und das Pellet in der verbliebenen Fliissigkeit resuspendiert.
Die Bakteriensuspension wurde aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren

und bei -80°C gelagert.
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2.3.2.5 Bestimmung der Transformationskompetenz

Zur Bestimmung der Transformationskompetenz wurden 1 ng zirkuldre pBluescript
IT SK (-)-DNA in 10 pl 10 %iger Glycerin-Losung in einem eisgekiihlten 1,5 ml
Reaktionsgefd3 vorgelegt. Die Losung wurde mit 50 ul auf Eis aufgetauten
kompetenten Zellen (E.coli XL10-Gold, XL1-Blue oder DH5a) versetzt, vorsichtig
durchmischt und in eine Elektroporationskiivette (Elektrodenabstand 1 mm)
tiberfithrt. Der Transformationsansatz wurde fiir 5 min auf Eis inkubiert.
Anschliefend wurde in einem ElectroCell Manipulator BTX600 (S = 1,4 kV, R =
129 QQ und t = 4 msec) elektroporiert. Unmittelbar nach dem elektrischen Impuls
wurde der Elektroporationsansatz mit auf 37°C vorgewartem SOC-Medium auf 1 ml
aufgefiillt. Nach 1 h Inkubation bei 37°C auf einem Schiittler (180 — 210 rpm)
wurden 200, 20 und 2 pl entnommen, mit SOC-Medium auf 200 pl aufgefiillt und
auf LB-Amp-Platten ausgestrichen. Die Platten wurden iiber Nacht bei 37°C
inkubiert. Die Bestimmung der Kompetenz erfolgte durch Auszéhlen der

entstandenen Kolonien und Umrechnung auf 1 pg eingesetzter Plasmid-DNA.

2.3.2.6 Elektroporation elektrokompetenter E.coli

Die Elektroporation erfolgte im wesentlichen wie unter 2.3.2.5 beschrieben. Fiir

Retransformationen wurden im allgemeinen ca. 1 ng zirkuldre plasmid DNA einer

Mini- oder Maxi-Priparation verwendet. Bei Ligationen wurden einzwanzigstel bis

einfiinftel des Ligationsansatzes verwendet.

2.3.3 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten, sofern nicht anders erwihnt, unter sterilen
Bedingungen. Des weiteren wurden alle Medien und Losungen, sofern nicht anders

erwihnt, auf 37°C vorgewédrmt, um unndtigen Stress fiir die Zellen zu vermeiden.
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2.3.3.1  Kultivierung von CHO-Zellen

Die CHO-K1-Zelllinie (ATCC-Nr. CCL-61) wurde urspriinglich von der American
Type Culture Collection (Manassas, VA, USA) bezogen. Die epithelzell-dhnliche
Zelllinie ist ein Subklon einer 1958 von T.T. Puck durch Ovar-Biopsy an einem

adulten Hamster (Cricetulus griseus) erhaltenen Zelllinie.

Die CHO-Zellen wurden in unbeschichteten Kulturschalen (& 150 mm) bei 37°C, 5
% (v/v) CO; und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Alle 2 — 3 Tage, nach
erreichen einer Konfluenz von 50 — 60 %, wurden die adhirent wachsenden Zellen
passagiert. Hierzu wurden die Kulturplatten zweimal mit PBS gewaschen, 2 ml
Trypsin-EDTA-Losung (0,25 % (w/v) Trypsin, 0,03 % (w/v) EDTA) fiir 2 min
appliziert und die Zellen durch leichtes Klopfen abgelost. Nach Zugabe von 4 ml

Kulturmedium wurden ca. 2 x 10° Zellen je Platte ausplattiert.

CHO-Medium : 10 % (v/v) FCS
I % (Vv/v) Penicillin-Streptomycin

in Ham’s F-12 Medium

Penicillin-Streptomycin : 5000 U/ml Penicillin
5000 pg/ml Streptomycin
in physiologischer
Kochsalzldsung

23.3.2  Zellzahlbestimmung mit Trypanblau

Der nicht membranpermeable Farbstoff Trypanblau dient in einer isotonischen
Kochsalzlosung zur Bestimmung der Lebendzellzahl. Da er nur tote Zellen
dunkelblau anférbt, erscheinen die lebenden Zellen in der blauen Losung unter dem

Mikroskop weil und konnen somit leicht bestimmt werden.
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Zur Zellzahlbestimmung wurden 50 pl Zellsuspension mit 50 pl Trypanblau-Losung
gemischt. 50 pl dieser Mischung wurden erneut mit 50 pl Trypanblau-Losung
gemischt und in eine Neubauer-Kammer gegeben. Vier GroBquadrate (je
GroBquadrat 10 ml Volumen) wurden ausgezahlt und die Zellzahl nach folgender

Formel berechnet :

Zellen/ml = Zellen x 10* x Verdiinnungsfaktor / Anzahl der GroBquadrate

Trypanblau-Losung : 0,4 % (W/v) Trypanblau
0,9 % (w/v) NaCl

2.3.3.3 Transiente Transfektion von CHO-Zellen

CHO-Zellen dienten als Modelsystem fiir immuncytologische und funktionelle
Untersuchungen der Ca**-NDPase. Hierzu wurden die verschiedenen Konstrukte in
eukaryotische Expressionsvektoren, welche alle einen CMV-Promotor besal3en,
kloniert. Mit diesen wurden CHO-Zellen transient mittels Elektroporation

transfiziert.

50 % Konfluente CHO-Platten (& 150 mm) wurden zweimal mit PBS gewaschen,
mit je 2 ml Trypsin/EDTA-Ldsung pro Platte fiir 2 min inkubiert, abgeklopft und mit
4 ml CHO-Medium abgestoppt und resuspendiert. Zum Pelletieren der CHO-Zellen
wurde fiir 5 min bei 300 g,, zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in je 5 ml CHO-EP-Puffer pro Platte resuspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation wurde in 0,9 ml CHO-EP-Puffer pro Elektroporationsansatz (maximal
zwei Platten) resuspendiert. Zirkuldre Plasmid-DNA (50 pug DNA pro Platte) wurde
in sterilen 1,5 ml ReaktionsgefdBBen vorgelegt, 850 pul Zellsuspension zugegeben, 5
min bei RT inkubiert und anschlieBend in Elektroporationkiivetten
(Elektrodenabstand 4 mm) iiberfithrt. Die Elektroporation erfolgte in einem

ElectroCell Manipulator ECM600 mit den folgenden Einstellungen:

S=423V C=250puF R=129Q
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Daraus ergab sich eine elektrische Feldstiarke von 1,06 kV pro cm und eine Pulsldnge
von ca. 4 msec. Die Zellen durften nach dem elektrischen Impuls 5 min ruhen.
AnschlieBend wurden die Elektroporationsanséitze in jeweils 10 ml Recovery-
Medium (3 mM EGTA in CHO-Medium) iiberfiihrt, 30 min bei 37°C inkubiert (5 %
CO3, 95 % Luftfeuchtigkeit) und 5 min bei 300 g,, zentrifugiert. Das Zellpellet

wurde in 4 — 6 ml Medium resuspendiert und die Zellen wurden ausplattiert.

CHO-EP-Puffer : 137 mM NaCl
5 mM KCl
0,7 mM Na,HPO4
6 mM D-Glucose
20 mM Hepes pH 7,05

2.3.3.4  Beschichtung der Deckgliser mit poly-D-Lysin

Fiir immunzytologische Analysen wurden CHO-Zellen auf Deckglédser (& 10 mm)
kultiviert. Damit die Zellen auf der Glasoberfliche adhirent anwachsen konnten,
wurden die Deckgléser mit poly-D-Lysin beschichtet. Die Deckgléser wurden 30 min
mit jeweils 100 pl poly-D-Lysin (10 pg / ml) tiberschichtet. AnschlieBend wurden sie
dreimal mit je 100 pul HyOminiq gewaschen und 1 h bei RT getrocknet.

2.3.3.5 Immunzytologie — intrazellulire Markierung

24 h nach der Transfektion wurden die CHO-Zellen mit Trypsin/EDTA-L6sung
abgelost und die Zellzahl wurde bestimmt. 40.000 CHO-Zellen wurden in 1 ml
Kulturmedium pro Vertiefung einer 24-Well-Platte auf poly-D-Lysin beschichteten
Deckglédser ausplattiert. Nach weiteren 12 h wurden die Zellen mit einer
Endkonzentration von 6 mM Natriumbutyrat fiir 12 h stimuliert. Die Zellen wurden
zweimal mit Krebsringer gewaschen. Zur Fixierung wurden die Zellen mit Methanol
(-20°C) tiberschichtet und fiir 7 min bei -20°C inkubiert. AbschlieBend wurde

dreimal mit PBS (0 min, 3 min und 5 min) gewaschen. Zur Absittigung
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unspezifischer Bindungsstellen wurden die Methanol-fixierten Zellen mit jeweils 65
ul 5 % BSA in PBS fiir 30 min bei RT inkubiert. Der erste Erstantikdrper (50 pl pro
Deckglas) wurde fiir 20 min appliziert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS (0 min,
3 min und 5 min) wurde der zweite Erstantikorper (50 ul pro Deckglas) ebenfalls fiir
20 min appliziert. Es wurde dreimal mit PBS gewaschen und der erste
Zweitantikorper fiir 20 min, im Dunkeln, aufgebracht. Nach dreimaligem Waschen
mit PBS wurde der zweite Zweitantikorper ebenfalls fiir 20 min, im Dunkeln,
appliziert. Es wurde letztmals dreimal mit PBS gewaschen. Zum Eindeckeln wurde
jeweils 1 pl Anti-Fading-Losung auf einen Objekttrager aufgebracht, das Deckglas
darauf montiert und mit Deckglaslack luftdicht abgeschlossen. Erst- und
Zweitantikdrper wurden standardmifBig in PBS mit 1 % BSA verdiinnt. Die
immunzytologischen Markierungen wurden mit einem Fluoreszensmikroskop,
ausgeriistet mit dem MCID4 Bildanalysesystem (Imaging Research, St. Catharines,
Ontario, Kanada), oder mit einem konfokalen Laserscan Mikroskop (Leica,

Bensheim, Deutschland) analysiert.

Antikorperveriinnungen: 5 pg/ml anti-Myc
1:200 anti-Calnexin
1:200 anti-Maus-FITC
1:400 anti-Maus-Cy3
1:400 anti-Kanichen-Cy3
Anti-Fading-Losung, pH 8,5 : 25 % (v/v) Glycerin
10 % (v/v) Mowiol
2,5 % (v/v) DABCO

2.3.3.6 Immunzytologie — extrazellulire Markierung

Die extrazellulire Markierung erfolgte im wesentlichen wie unter ,intrazellulédre
Markierung® beschrieben. Jedoch wurden die Deckglidser vorher nicht Methanol-
fixiert und unspezifische Bindungsstellen wurden nur fiir 20 min geblockt. Die
Methanolfixierung erfolgte nach Applikation des letzten Erstantikdrpers und

dreimaligem Waschen mit PBS.
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2.3.3.7 Markierung des Golgi-Apparates mit dem Lektin WGA

Das Lektin Wheat Germ Agglutinin (WGA) bindet selektiv an endstindige N-
Acetylglucosamin- und N-Acetylneuraminsdurereste glycosylierter Proteine. Es zeigt
somit eine starke Markierung des medialen und trans Golgi-Apparates (Parkkinen
JJ. et al. (1997)). Zur Markierung des Golgi-Apparates mit Methanol-fixierter CHO-
Zellen wurde AlexaFluor® 488 konjugiertes WGA verwendet. Ausgehend von einer
1 : 700 Verdiinnung der WGA-Stammlosung in PBS wurde das gleiche Protkoll wie

bei einer Antikdrpermarkierung verwendet.

WGA-Stammlosung : 1 mg/ml WGA-AlexaFluor® 488-
Konjugat in PBS

2.3.3.8  Markierung des Zellkerns mit DAPI

DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der besonders an AT-reiche Bereiche der DNA
bindet und somit selektiv den Nucleus der Zelle markiert. 50 pl DAPI-Losung
wurden fiir 20 min auf methanolfixierte und mit BSA abgesittigte CHO-Zellen
gegeben und anschliefend dreimal mit PBS gewaschen. Die Markierung wurde mit

dem Fluoreszensmikroskop analysiert.

DAPI-Losung : 1 pug/ml DAPI
in PBS

2.3.3.9  Herstellung grober Membranfraktionen

24 h nach der Transfektion wurden tote Zellen und Zelltriimmer durch Wechsel des
Kulturmediums entfernt. Nach weiteren 10 h wurde Natriumbutyrat (Konzentration 6
mM) fiir 14 h appliziert. Die Platten wurden zweimal mit PBS gespiilt, die Zellen mit
Trypsin abgelost und abzentrifugiert (5 min, 300 g,,). Das Zellpellet wurde zweimal
in jeweils 20 ml MF-Puffer gewaschen und anschlieend in 1 — 2 ml MF-Puffer
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resuspendiert. Die Proteaseinhibitorenlésungen PIA, PIB , PIC und PID wurden
derart zugegeben, dass die einfache Konzentration der Stammldsungen erreicht
wurde. Die Zellsuspension wurde fiir 1 min in einem Glas-Teflon-Potter-Elvehjam-
Homogenisator homogenisiert. Zur Entfernung groBerer Bruchstiicke und nicht
homogenisierten Zellen wurde fiir 10 min bei 4°C und 300 g,, zentrifugiert. Der
Uberstand wurde fiir 45 min bei 4°C und 100.000 g,y zentrifugiert. Das
Ultrazentrifugationspellet wurde in 1 ml (150 mM NaCl, 10 mM Hepes pH 7,0)

resuspendiert, mit dem gleichen Volumen Glycerin p.a. gemischt, aliquottiert und bei

-20°C gelagert.
MF-Puffer, pH 7,4 : 140 mM NaCl
5 mM KCl
5 mM CaCl2
2 mM MgCI2
10 mM Glucose
10 mM Hepes
100 x PIA : 100 mM PMSF
in EtOH
1000 x PIB : 2 mg/ml Antipain
2 mg/ml Aprotinin
2 mg/ml Leupeptin
in 10 mM Hepes, pH 7,4
1000 x PIC : 2 mg/ml Chymostatin
1 mg/ml Pepstatin
in DMSO
1000 x PID : 150 mg/ml Benzamidin

in 10 mM Hepes, pH 7,4
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2.34 Xenopus laevis Qocyten

Die Oocyten des siidafrikanischen Krallenfroschs Xenopus laevis dienen als
etabliertes heterologes Expressionssystem. Sie eignen sich, aufgrund der grofBlen
Toleranz ihres Translationsapparates, zur funktionellen Expression von Proteinen aus
extrahierter mRNA, in vitro synthetisierter cRNA oder kerninjizierter cDNA (Aurup
H. et al., 1994).

2.34.1 Haltung und Pflege von Xenopus laevis

Adulte Weibchen wurden aus Siidafrika importiert (African Xenopus Facility,
Noordhoek, Siidafrika) und in zur Hilfte gefiillten 280 1 Wassertanks bei einer
Temperatur von 16 — 18°C gehalten. Das Wasser wurde zweimal téglich fiir jeweils 2
h durch Zufluss von Frischwasser erneuert und die Becken wurden tdglich gereinigt.
Ein kiinstlicher 12 h Tag-Nacht-Zyklus wurde eingerichtet. Die Tiere wurden
zweimal wochentlich mit in zuckerfreiem Multisanostol® (Roland, Hamburg,
Deutschland) getridnkten Rinderherzstiicken (toom-Markt, Rodgau, Deutschland)
geflittert.

2.3.4.2  Priparation des Ovars und der Follikelzell-freien Oocyten

Ein Weibchen wurde durch zehnminiitiges Baden in Narkoselosung (MS222) betdubt
und die Narkose durch Riickenlage iiberpriift. Durch einen 1 cm langen ventralen
Einschnitt wurde ein Teil des Ovars entnommen und sofort in 19°C warmes ORi
tiberfiihrt. Ober- und Unterhaut wurden einzeln verniht. Das Tier wurde nach dem
Erwachen aus der Narkose tiber Nacht in 0,3 % (w/v) Meersalzlosung gehalten. Die
frischoperierten Tiere wurde in separaten Tanks gehalten und frithestens nach einem
halben Jahr auf der anderen Seite operiert. Pro Tier wurden maximal vier

Operationen durchgefiihrt.
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Die Oocytenlappen wurden bei 19°C im Inkubator aufbewahrt. Des weiteren wurden
alle Losungen mit denen intakte Oocyten in Kontakt kamen, sofern nicht anders
angegeben, auf 19°C temperiert. Am Abend der Operation wurden die entnommenen
Oocytenlappen zweimal mit ORi gewaschen und zur Entfernung der Follikelzellen
iiber Nacht in Kollagenase (15 mg auf 10 ml ORi) eingelegt. Am nichsten Morgen
wurden die Oocyten in ein gefettetes 50 ml Rohrchen mit Schraubverschluss
tiberfiihrt und 5 — 7 mal mit ORi gewaschen. AnschlieBend wurde fiir 10 min in
calciumfreien ORI inkubiert und dreimal mit ORi gewaschen. Die Oocyten wurden
zur Selektion in eine Petrischale (CELL+, & 82 mm) gegeben. Einheitliche
Follikelzell-freie Oocyten der Stadien IV bis V (Colman A., 1984) wurden

ausgelesen und in eine neue Petrischale {iberfiihrt.

Narkoselosung, pH 7.4 : 0,2 % (W/v) MS222
5 mM Hepes

2.34.3 Fetten von Gefiflen

Um Schidigungen der Oocyten durch Adhésion an GefiaBwandungen zu verhindern
wurden diese, wenn notig, vor der Verwendung gefettet. Hierzu wurden sie fiir 10
min mit Oocytenhomogenat inkubiert. Anschliefend wurden die Gefdlle dreimal mit
Wasser und viermal mit H,Ominig gespiilt. Die so behandelten Gefdfle wurden bei

30°C im Wérmeschrank getrocknet.

2.3.4.4  Heterologe Expression in Xenopus laevis Oocyten

Die Heterologe Expression komplementirer RNA erfolgte in Xenopus laevis
Oocyten. Unmittelbar nach dem Auslesen der Oocyten wurden 50 nl ¢cRNA (0,5
ng/ul) pro Oocyte injiziert. Die Injektion erfolgte in den Aquator der Oocyte, so dass
ein Winkel von 30° zwischen dem Lot des Aquators und dem animalischen Pol
gebildet wurde. Injizierte und nicht-injizierte Kontrolloocyten wurden in ORi-Genta

(50 pg/ml Gentamycin in ORi) bei 19°C aufbewahrt.
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2.3.45  Metabolische Markierung mit L->>S-Methionin

Zur radioaktiven Markierung neusynthetisierter Proteine wurden diese metabolisch
durch Inkorporation von L->S-Methionin markiert. Xenopus laevis Oocyten wurden
1 h nach der cRNA Injektion iiber Nacht in 25 pul **S-Met-ORi pro 10 Oocyten bei
19°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Oocyten dreimal in ORi gewaschen und in

ORi-Genta kultiviert.

35S-Met-ORi : 100 MBg/ml L-**S-Methionin
50 pg/ml Gentamycin
in ORi

2.3.4.6  Oberflichenmarkierung mit '*Iod

Zur selektiven radioaktiven Markierung von Oberfldchenproteinen wurden diese
entsprechend einer nach Thompson modifizierten Methode (Thompson J.A. et al.,
1987) radio-iodiert. Das Verfahren beruht auf der Reaktion von iodiertem Sulfo-
SHPP, einem wasserloslichem membranimpermeablen Bolton-Hunter-Reagenz, mit

primiren und sekunddren Amingruppen.

10 — 12 intakte Oocyten wurden dreimal in eiskaltem Oocyten-PBS gewaschen, in
etwas Oocyten-PBS (~ 10 pl) in gefettete 0,5 ml Reaktionsgefafle iiberfiihrt und auf
Eis gelagert. 0,5 pl Sulfo-SHPP-Losung (0,04 pg / ml in DMSO) wurden in einem
1,5 ml ReaktionsgefdB bei RT vorgelegt und 2,5 ul Na'*’I-Losung (~ 3,9 MBq / ul)
wurden zugegeben. Durch Zugabe von 10,5 pl Chloramin T-Lsung (5 mg /ml in 0,5
M Phosphatpuffer pH 7,5) wurde die Iodierung des Sulfo-SHPP’s gestartet.
Uberschiissiges I, und ICl wurden durch Zugabe von 136 pl
Hydroxylphenylessigsdure-Losung (1 mg / ml in 0,1 M NaCl) abgefangen.
Uberschiissiges Chloramin T wurde durch Zugabe von 10,5 pl Natriummetabisulfit-
Losung (12 mg / ml in 0,05 M Phosphatpuffer pH 7,5) reduziert. 15 ul der erhaltenen
1251_Sulfo-SHPP-Lésung wurden zu den Oocyten gegeben und 1 h auf Eis inkubiert.
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AnschlieBend wurde, zur Entfernung von nicht umgesetztem '*I-Sulfo-SHPP,

fiinfmal mit L-Lysin-Losung (1 mg / ml L-Lysinhydrochlorid in Ca**-freiem ORi)

gewaschen.
Oocyten-PBS, pH 8,0 : 70 mM NacCl
30 mM Na,HPO4
1 mM MgCl,
0,1 mM CaCl,
0,5 M Phosphatpuffer, pH 7,5 : 407 mM Na,HPOg4
93 mM NaH,PO4

2.3.4.7 Reinigung heterolog in Oocyten exprimierter Hexahistidyl-
Epitop-markierter Proteine iiber Ni’’-NTA-Chromatographie

Heterolog in Xenopus laevis Oocyten exprimierte, das Hiss-Epitop tragende,
Membranproteine wurden mittels immobilisierter Metallchelat-Affinitdtschromato-
graphie (IMAC) gereinigt. Hierzu wurden die Oocyten, normalerweise 10 — 12 pro
Gruppe, zweimal in Ca”*’-freiem ORi gewaschen und in 1,5 ml Reaktionsgefifie
iberfiihrt. Anschliefend wurden sie in eiskaltem Homogenisierungspuffer (20 pl pro
Oocyte) homogenisiert und die Membranproteine wurden fiir 15 min auf Eis unter
gelegentlichem vortexen solubilisiert. Das Homogenat wurde zur Sedimentation des
Zelldebris zweimal fiir 10 min bei 12.000 g,, und 4°C zentrifugiert. Zu 100 pl des
klaren Uberstandes wurden 400 pl eiskalten Bindungspuffers und 30 pl Ni*-NTA-
Agarosebeads-Suspension gegeben. Die Bindung an die Beads erfolgte fiir 30 min
unter stindiger Inversion. AnschlieBend wurden die Beads fiinfmal mit eiskaltem
Waschpuffer gewaschen und die gebundenen Proteine zweimal mit jeweils 50 pl
nativen Imidazol-Elutionspuffer (NIE) fiir 10 min bei RT unter stindiger Bewegung

eluiert.
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Homogenisierungspuffer :

Bindungsungspuffer :

Waschpuffer :

NIE,pH 7,4 :

2.3.5 Arbeiten mit DNA

2.3.5.1

100
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200
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mM

Phosphat-Puffer pH 8,0
Iodacetamid

Pefabloc SC

Leupeptin

Antipain

Pepstatin

Digitonin

Phosphat-Puffer pH 8,0
Imidazol

Pefabloc SC

Leupeptin

Antipain

Pepstatin

Digitonin

Phosphat-Puffer pH 8,0
Imidazol

Iodacetamid

Pefabloc SC

Digitonin

Imidazol

mit HCl auf pH 7,4

Analytische Plasmidpraparation nach Birnboim und Doly

Die Préparation von Plasmiden aus E.coli-Transformanten fiir analytische Zwecke

entsprach einer modifizierten Methode der alkalischen Lyse der bakteriellen

Zellwand (Birnboim H.C. et al., 1979).
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1,5 ml einer frischen LB-Amp-Fliissigkultur wurden in ein 2 ml Reaktionsgefdl3
tiberfiihrt und die Zellen wurden durch 10sekiindige Zentrifugation in einer
Tischzentrifuge bei 14.000 rpm sedimentiert. Der Uberstand wurde bis auf ein
Restvolumen von ca. 50 - 100 pl entfernt und das Sediment darin resuspendiert. Zur
Lyse der Zellen wurden 300 pul TENS-Puffer zugegeben, sofort durchmischt und 10
min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden 150 pl 3 M Natriumacetat-Losung, pH
5,2, zugegeben und ebenfalls gut durchmischt. Zelltriimmer und chromosomale DNA
wurden durch zweiminiitige Zentrifugation abgetrennt und der Uberstand wurde in
ein neues Reaktionsgefd3 iiberfiihrt. Die Plasmid-DNA wurde mit Ethanol gefillt,
das Sediment in 30 pul TE/RNase A-Puffer gelost und 15 min bei 65 °C inkubiert.

TENS-Puffer : 10 mM Tri-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA
100 mM NaOH

0,5 % (w/v) SDS

TE-RNase A-Puffer : 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA
20 ng/ml  RNase A

2.3.5.2  Analytische Plasmidpriparation mit NucleoSpin®
Eine weitere Variante der analytischen Plasmidpriparation erfolgte {iber
Anionenaustauschersdulchen (NucleoSpin®). Das Verfahren wurde im wesentlichen

wie unter 2.3.5.3 beschrieben durchgefiihrt. Ausgehend von einer 8 ml LB-Amp-

Fliissigkultur erfolgte die Préparation nach Herstellerangabe.

33



2. Materialien und Methoden

2.3.5.3 Priparative Plasmidpriparation

Die priparative Plasmidprdparation erfolgte iiber Anionenaustauschersdulen
(Nucleobond AX500). Dabei wird die DNA-Priparation nach Lyse und
Zentrifugation auf eine bestimmte Salzkonzentration eingestellt. Dadurch kann DNA
an die Sédule binden, wihrend die deutlich weniger negativ geladene Proteine unter
diesen Bedingungen nicht binden. Anschliefend werden RNA und einzelstringige
DNA mit steigender lonenstirke von der Sdule gewaschen. Die Plasmid-DNA wird

mit noch hoherer lonenstirke eluiert und anschlieBend mit Isopropanol gefallt.

Ausgehend von einer 250 — 300 ml LB-Fliissigkultur erfolgte die Priparation nach
Herstellerangabe, wobei die Ausbeute im Allgemeinen 1 — 2 mg Plasmid-DNA
betrug.

2.3.54 Phenolextraktion

Zur Entfernung von Proteinen aus Nukleinsdurelosungen wurden diese einmal mit
dem gleichen Volumen Roti-Phenol® versetzt, gut durchmischt und fiir 5 min bei
12.000 g,, bis zur Phasentrennung zentrifugiert. Die phenolische Phase wurde
abgezogen und verworfen. Das geloste Phenol in der wélrigen Phase wurde
anschlieend zweimal mit dem einfachen Volumen an Chloroform/Isoamylalkohol
(24:1) extrahiert. Zwischen den Extraktionsschritten wurde jeweils flir 5 min
zentrifugiert. Um eine gute DNA-Riickgewinnung zu ermoglichen durfte die NaCl-

Konzentration in der wissrigen Phase 0,5 M nicht {ibersteigen.

2.3.5.5 Ethanol- und Isopropanolfillung
Zur Konzentrierung von DNA-Losungen und zur Entfernung von Proteinen, Salzen

und nichtinkorporierten Nukleotiden wurde die DNA aus wiafirigen Losungen mit

Ethanol oder Isopropanol prizipitiert.
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Die Féllung der Nukleinsduren aus walirigen Losungen erfolgte durch Einstellung
der DNA-Losung auf 0,3 M Natriumacetat (3 M Natriumacetat pH 5,2).
AnschlieBend wurde das 2,5fache des Volumens an Ethanol p.a. zugegeben. Durch
1 5miniitige Zentrifugation bei 12.000 g,, und 4°C wurde die DNA sedimentiert und
der Uberstand verworfen. Das so erhaltene Sediment wurde zweimal mit 70
%igem Ethanol gewaschen, erneut fiir 5 min zentrifugiert, an der Luft getrocknet und

in TE-Puffer oder H,Opigest aufgenommen.

Bei DNA-Konzentrationen > 0,5 pg/ml reichte eine Inkubationszeit von 2 min. Um
eine gesteigerte Riickgewinnung der DNA bei stark verdiinnten Lésungen (< 0,5
pg/ml) zu erhalten, wurden der Prizipitationsansatz iiber Nacht inkubiert, die
Temperatur abgesenkt (-20°C, -80°C) und ldngere Zentrifugationszeiten (30 min)
durchgefiihrt.

Die Vorgehensweise bei der Isopropanolfillung war analog der Vorgehensweise der
Ethanolfillung, jedoch wurde nur das 0,6 — 0,8fache Volumen an Isopropanol p.a.

zugesetzt.

2.3.5.6 Bestimmung des Reinheitsgrades und der Konzentration von

nukleinsiurehaltigen Losungen

Die Nukleinsdurekonzentration und Reinheit wéBriger Losungen wurde durch
Messung der Absorptionen bei 260 nm und 280 nm in einem Hitachi U2000
Spektralphotometer in Quarzkiivetten mit 1 cm Schichtdicke bestimmt. Fiir die

Konzentration gilt folgende Beziehung:

1 Az60nm = 50 pg/ml dsDNA =40 pg/ml RNA =33 pg/ml ssDNA

Die Reinheit der Nukleinsdurelosung 146t sich durch den Quotienten Azgonm/A280nm

ableiten. Dieser sollte zwischen 1,8 — 2,0 liegen.
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2.3.5.7 Native Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Die Trennung von DNA-Fragmenten und deren GroBenbestimmung erfolgte in 0,7 -
2 %igen Mini- oder Midi-Agarosegelen. Die entsprechende Agarosemenge wurde in
1 x TAE- oder 1 x TBE-Puffer durch Erhitzen in der Mikrowelle gelost, nach dem
Abktihlen auf ca. 50 °C mit Ethidiumbromid-Losung auf 0,1 pg pro ml eingestellt
und in die entsprechende Elektrophoreseapparatur gegossen. Nach dem Aushédrten
des Agarosegels wurde mit 1 x TAE- oder 1 x TBE-Puffer iiberschichtet. Zu den
DNA-Proben wurde ein Fiinftel Volumen 6 x DNA-Blue-Run gegeben. Die Proben
wurden in die Taschen eingebracht, und bei einer Spannung zwischen 70 V und 110

V elektophoretisch aufgetrennt.

50 x TAE-Puffer, pH 8,3 : 2 M Tris-Base
1 M Essigsdure
100 mM EDTA
10 x TBE-Puffer, pH 8,3 : 1 M Tris-Base
830 mM Borsdure
10 mM EDTA
Ethidiumbromid-Losung : 0,1 % (w/v) Ethidiumbromid
6 x DNA-Blue-Run : 0,09 % (w/v) Bromphenolblau
0,09 % (w/v) Xylencyanol FF
60 % (W/v) Glycerin
60 mM EDTA

2.3.5.8 DNA-Extraktion aus Agarose mit NucleoTrap®

Zur Separation von DNA-Fragmenten aus DNA-Fragmentmischungen wurden diese
elektrophoretisch aufgetrennt und die gewiinschte DNA-Bande wurde unter UV-

Licht ausgeschnitten. Zur Isolierung der DNA aus den Agarosestlicken diente das
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NucleoTrap® Kit, wobei den Herstellerangaben Folge geleistet wurde. Grundlage
des Verfahrens ist, dass in Anwesenheit hoher Konzentrationen chaotroper Salze die
Agarose bei 50°C aufgelost wird und die DNA unter diesen Bedingungen an die
Oberfliache einer Glassuspension bindet. Nach Waschen mit einem Salz-Ethanol-
Puffer und anschlieBender Lufttrocknung kann die DNA mit einem Niedrigsalz-

Puffer eluiert werden.

2.3.5.9 DNA-Hydrolyse mit Restriktionsendonukleasen

Die Hydrolyse von DNA mittels Endonukleasen erfolgte nach Herstellerangaben mit
den herstellereigenen Puffern. Das Standardreaktionsvolumen betrug 20 pl. Die
Inkubation erfolgte zwischen 30 min und tiiber Nacht bei der angegebenen
Temperatur (Standard: 37°C). Die Restriktionen wurden durch native Agarose-
Gelelektrophorese  iiberpriift. =~ Bei = Mehrfachhydrolysen  unter  anderen
Pufferbedingungen wurde die DNA zwischen den Hydrolyseschritten mit Ethanol
prézipitiert.

2.3.5.10 5¢-Dephosphorylierung von DNA mit CIAP

Die Erhohung der Ligationseffizienz durch Reduzierung von unerwiinschten
Ligationsprodukten und Religationen erforderte teilweise die Entfernung
endstindiger Phosphatgruppen mittels alkalischer Phosphatase aus Kélberdarm
(CIAP). Die Reaktion erfolgte nach Herstellerangaben in dessen Puffersystem fiir 30
min bei 37 °C. Anschlieend wurde das Enzym durch Einstellung auf 5 mM EDTA
und zehnminiitiges Erhitzen auf 70 °C deaktiviert und die DNA nach einer der

beschriebenen Methoden gereinigt.
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2.3.5.11 5¢-Phosphorylierung von DNA mit T4 Polynukleotidkinase

Falls fiir die Ligation erforderlich, wurden hybridisierte Oligonukleotide (Linker)
oder 5’-dephosphorylierte DNA-Fragmente mittels T4 Polynukleotidkinase 5’-
phosphoryliert. Hierzu wurden 5 — 20 pmol Linker oder 5°-dephosphoryliertes DNA-
Fragment in einem Reaktionsvolumen von 30 pl unter den vom Hersteller
angegebenen Pufferbedingungen mit 10 U T4 Polynukleotidkinase gemischt und 30
min bei 37 °C inkubiert. Nach erneuter Zugabe von 10 U T4 Polynukleotidkinase
und 30miniitiger Inkubation bei 37 °C wurde der Ansatz iiber das NucleoTrap Kit

gereinigt.

2.3.5.12 Ligation von DNA-Fragmenten

Die enzymatische Verkniipfung von DNA-Fragmenten wurden mittels T4 DNA
Ligase durchgefiihrt. In einem Reaktionsvolumen von 10 — 30 pl wurden 50 - 400 ng
hydrolysierte und, falls erforderlich, 5‘-dephosphorylierte Vektor-DNA eingesetzt.
Die Vektor-DNA wurde mit dem dreifachen molaren UberschuB des zu
inserierenden Fragments in Ligationspuffer mit 2,5 U T4 DNA-Ligase versetzt und
bei RT iiber Nacht inkubiert. Im Falle von blunt-end-Ligationen wurde der
Reaktionsansatz auf eine Endkonzentration von 5 % (w/v) PEG 4000 eingestellt. Die
Ligationsansitze wurden entweder direkt in die Transformation eingesetzt oder es

wurde erst mit Ethanol gefillt.

10 x Ligationspuffer, pH 7,8 : 0,4 M Tris-HCl
0,1 M MgCl,
0,1 M DTT
5 mM ATP
50 % (w/v) PEG 4000 (optional)
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2.3.5.13 Amplifikation von DNA-Fragmenten
durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels PCR (Mullis K.B., 1990; Mullis
K.B. et al., 1987; Saiki R.K. et al, 1988) basiert auf dem 1983 von K.B. Mullis
entwickelten Prinzip der zyklischen Primer-Hybridisierung, DNA-Polymerisation,
sowie Denaturierung des entstandenen Stranges und anschlieBender Wiederholungen
des Zykluses. Dies fiihrt zur exponentiellen Amplifikation eines von zwei Primern
begrenzten DNA-Fragmentes iiber mehrere Zyklen. Jeder Zyklus setzt sich aus drei

Schritten (Denaturierung, Annealing, Elongation) zusammen.

Die PCR-Reaktionen wurden mit Pwo- oder Taq-DNA-Polymerasen nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Zyklenzahl lagen zwischen 25 und 45 und die
Annealingtemperaturen lagen zwischen 10°C unter bis 10°C {iber dem Tm der

Primer.

2.3.5.14 Kolonie-PCR

Zum schnellen screenen von E.coli-Transformaten wurden maximal 1 kb lange
DNA-Fragmente mittels Hot-Start-Kolonie-PCR amplifiziert. Hierzu wurden 200 pl
LB-Amp.-Medium in 1,5 ml Reaktionsgefdflen vorgelegt, angeimpft und 2 — 3 h bei
37°C und 300 rpm inkubiert. Die leicht opaque Losung diente als Template fiir die
PCR. Hierzu wurde eine gelbe Pipettenspitze erst kurz in der Kurzkultur und
anschliefend in 25 pl eiskaltem Kolonie-PCR-Mastermix geschwenkt. Der PCR-
Ansatz wurde mit 15 pl PCR-Liquid-Wax iiberschichtet. Er wurde in den auf 94°C

temperierten Metallblock gestellt und das Programm wurde gestartet.
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Kolonie-PCR-Programm (T-Gradient, Biometra)

94°C 2 min

94°C 30 sec )

X°C 30 sec (3 — 5°C unter Tm) r 45 Zyklen

72°C 1 min J

72°C 5 min

4°C 0

Kolonie-PCR-Mastermix : 2,5 ul 10 x PCR-Puffer komplett; peqlab

0,5 wul dNTP-Mix (je 10 mM)
0,75 ul  Primer 1 (10 uM)
0,75 ul  Primer 2 (10 uM)
0,5 ul  Pwo (1 U/ul); peqlab
20 pul HzOvidest

2.3.5.15 Anmplifikation radioaktiv markierter DNA-Fragmente

Die radioaktiven cDNA-Sonden (300 — 380 bp) fiir das Screenen von Plasmidbanken
wurden mittels PCR nach folgendem Protokol amplifiziert. Die Sonde wurde iiber
NucleoSpin® (2 in 1) nach Herstellerangaben gereinigt. Die Abschitzung der
Sondenmenge erfolgte elektrophoretisch und zur Qualitdtskontrolle wurde ein
Aliquot im Scintillator gemessen. Die Sonden wiesen eine spezifische Radioaktivitit

von 0,2 — 0,5 x 10° dpm/pg auf.

PCR-Programm (T-Gradient, Biometra)

94°C 1 min

94°C 30 sec )

X°C 30 sec (3 — 5°C unter Tm) r25 Zyklen
72°C 30 min J

72°C 30 min

4°C 0
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Mastermix : 5 ol
2,5 ul

1 ul

3 0wl

3wl

1l

5 ul

29,25 ul

0,25 ul

10 x PCR-Puffer (NH4)SO,4); MBI
25 mM MgCl,

0,5 mM dNTP-Mix (je 0,5 mM)
10 uM Primer 1

10 uM Primer 2

Template (1 ng)

a-[**P]dCTP (10 pCi/pl)

H2Opigest

Taq (5 U/ul); MBI

2.3.5.16 Amplifikation biotinylierter DNA-Fragmente mittels PCR

Die Herstellung biotinylierter cDNA-Sonden fiir das ClonCapture®-Verfahren

erfolgte mittels PCR. Aufgrund des sehr langen Spacers des Biotin-21-dUTP’s wurde

fiir die PCR das ,,advantage PCR enzyme mix Kit“ verwendet. Die PCR erfolgte

unter Verwendung des unten angegebenen Mastermix und dem angegeben PCR-

Programm. Die Sonde wurde elektrophoretisch analysiert und gereinigt.

PCR-Programm (T-Gradient, Biometra)

94°C 1 min

94°C 30 sec ]

48°C 30 sec t 20 Zyklen
68°C 1 min J

68°C 2 min

4°C %0
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Mastermix : 10  ul 10 x cDNA reaction buffer; Clontech

2 ul 50 x dNTP-Mix (je 10 mM); Clontech
2 wl  Primer 1 (10 uM)
2 ul  Primer 2 (10 uM)

10  ul  Biotin-21-dUTP (0,5 mM); Clontech
2 ul  Advantage PCR enzyme mix; Clontech

0,5 wl Template (~ 1 ng)

71,5  ul HaObidest

2.3.5.17 Screenen von cDNA-Banken mittels Hybridisierung mit einer

radioaktiven Sonde

Zum Screenen einer cDNA-Plasmidbank wurde das Colony-Lift Verfahren
angewendet. Dabei wurden Kolonien von E.coli-Transformanten auf
Nitrocellulosefilter tibertragen und nach Denaturierung der DNA mit einer radioaktiv
markierten Sonde hybridisiert. Hierzu wurden insgesamt zwischen 0,5 und 1
Millionen Kolonien auf LB-Amp.-Agar-Platten (& 140 mm) ausplattiert und auf
Nitrocellulosefilter (Protran BAS&S, 0,45 um, & 132 mm) iibertragen. Die Filter
wurden mit der Bakterienseite nach oben fiir 5 min auf drei Lagen mit
Denaturierungslosung getrainktem Whatman 3MM-Papier inkubiert. AnschlieBend
wurde fiir 5 min auf drei Lagen in Neutralisierungslosung-getrainktem Whatman
3MM-Papier inkubiert und die neutralisierten Filter wurden auf Whatman 3MM-
Papier iiber Nacht getrocknet. Zur Fixierung der denaturierten DNA auf den
Nitrocellulosefiltern wurden diese fiir 2 h im Vakuum auf 80°C erwérmt. Die Filter
wurden fiir 2 h bei 65°C in Prihybridisierungslosung inkubiert und anschlieBend
durch frische Préhybridisierungslosung ersetzt. Die radioaktiv markierte ¢cDNA-
Sonde wurde fiir 10 min bei 95°C denaturiert, auf Eis abgeschreckt, zu den Filtern
gegeben (5 ng Sonde pro ml Losung) und iiber Nacht bei 65°C hybridisiert. Am
nichsten Tag wurden die Filter dreimal in Low-Stringency Puffer fiir jeweils 10 min
bei 65°C gewaschen. Danach wurden sie zweimal in High-Stringency Puffer fiir
jeweils 10 min bei 65°C gewaschen. Die leicht feuchten Filter wurden auf

kunststoffbeschichtetes Papier gelegt, in Polyethylen-Folie .eingeschlagen und bei

42



2. Materialien und Methoden

-80°C autoradiographiert. Positive Signale wurden den entsprechenden Bereichen
einer Platte zugeordnet und erneut ausplattiert. AnschlieBend erfolgte eine erneute
Screening-Runde, dies wurde solange widerholt bis eine positive Einzelkolonie

erhalten wurde.

Denaturierungslosung, pH 7,0: 0,5 M Tris-HCI
1,5 M NaCl
Neutralisierungslosung : 0,5 M NaOH
1,5 M NaCl
Prihybridisierungslosung : 5 X SSC
5 X Denhardt’s
25 mM NaH2PO4
0,1 % (w/v) SDS
100 pg/ml fragmentierte Herings-
sperma ssDNA
Low-Stringency Puffer : 2 X SSC
0,1 % (W/v) SDS
High-Stringency Puffer : 0,2 X SSC
0,1 % (w/v) SDS

2.3.5.18 ClonCapture® c¢DNA Selection Kit

Eine weitere Variante zum Screenen von cDNA Plasmidbanken beruht auf der
Verwendung des ClonCapture® cDNA Selection Kits. Eine denaturierte biotinylierte
Sonde (200 — 600 bp) bildet mit komplementidren Sequenzbereichen unter Mithilfe
von RecA einen stabilen Komplex (Honigberg S.M. et al., 1986; Rigas B. et al.,
1986; Teintze M. et al., 1995).
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Diese werden mittels magnetischer Streptavidinbeads angereichert und damit E.coli
transformiert. AnschlieBend werden die Transformaten entweder klassisch durch
Hybridisierung oder mittels Kolonie-PCR analysiert. Das Verfahren wurde nach den

Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.3.5.19 DNA-Sequenzierung nach Sanger

Die enzymatische DNA-Sequenzierung durch Kettenabbruch (Sanger F.S. et al.,
1977) beruht auf dem statistischen Einbau von 2°,3‘-Didesoxynukleotiden wéhrend
der enzymatischen Synthese eines Gegenstranges entlang einer einzelstrangigen
DNA-Matrize ausgehend von einem Oligonukleotid-Primer. Durch den Einbau von
fluoreszenz-gekoppelten dNTP’s wiahrend der Synthesereaktion lassen sich die
entsprechenden Reaktionsprodukte nach elektrophoretischer Trennung sichtbar
machen. Die Sequenzierungen wurden durch SRD (Oberursel, Deutschland)

ausgefiihrt.

2.3.5.20 Konstruktion der Expressionsvektoren

Expressionsvektor der vollstindigen Ca**-NDPase der Ratte:

(CERN/pCMY Sportl)

Ausgehend von dem 1,3 kb PCR Fragment (mCimex5/mCimex6) wurden zwei sich
iiberlappende = DNA-Fragmente  mittels PCR  (mCimex5/mCimex2  und
mCimex1/mCimex6) amplifiziert. Das mCimex5/mCimex2-Fragment wurde mit
Bam HI und Xba I verdaut und das entstandene 382 bp Fragment isoliert. Das
mCimex1/mCimex6-Fragment wurde mit Bam HI verdaut und das entstandene 857
bp Fragment isoliert. Beide Fragmente wurden gleichzeitig mit dem Xba I und Sma |

verdauten pCMV Sportl-Vektor ligiert.
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Expressionsvektor der vollstindigen C-terminal Myc-Hisc-Epitop-markierten

Ca’*-NDPase der Ratte: (CERN/pcDNA3.1(-)/Myc His)

Der Expressionsvektor der vollstindigen Ca®"-NDPase wurde mit Eco RI verdaut
und das erhaltene Ca’’-NDPase-Fragment wurde mit dem Eco RI verdauten

pcDNA3.1(-)/Myc His B-Vektor ligiert.

Expressionsvektoren der 5’-trunkierten Ca’*-NDPase der Ratte:

(3.ATG/pCMY Sportl und 3.ATG/pcDNA3.1(-)/Myc His)

Ausgehend vom expressionsvektor der vollstindigen Ca®"-NDPase wurde mittels
PCR (BATGsrapy/T7pcDNA3(1)) ein 5’-trunkiertes DNA-Fragment amplifiziert.
Dieses Fragment wurde mit Eco RI verdaut und mit den Eco RI verdauten
CERN/pCMV Sportl-Vektor sowie dem CERN/pcDNA3.1(-)/Myc His-Vektor
ligiert.

NTPDasel und NTPDase2 Expressionsvektoren:
(PNKS2/rnNTPDasel; pNKS2/HissrnNTPDasel; pNKS2/rnNTPDase2;
pNKS2/Hise-rnNTPDase2)

Die heterologe Expression der NTPDasel und der NTPDase2 der Ratte in Xenopus
laevis Oocyten erfolgte durch Injektion von cRNA. Daher war es notig, die cDNAs
der beiden Enzyme in den fiir die cRNA-Synthese benétigten pNKS2-Vektor (Gloor
S. et al., 1995) zu klonieren. Die Hexahistidyl-Epitop-markierten sowie die wildtyp-
Vektoren entstammen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von G. Schmalzing
(Pharmakologisches Institut fiir Naturwissenschaftler, J.W. Goethe-Universitit,
Frankfurt am Main, Deutschland). Die Sequenzen der Expressionsvektoren sind in

den Anhingen A.3 bis A.6 angegeben.
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2.3.7 Arbeiten mit RNA

RNasen stellen aufgrund ihrer enormen Stabilitdit und hohen Aktivitit ein
auerordentliches Problem beim Arbeiten mit RNA dar. Daher wurden alle
hitzebestindigen Gerite und Materialien vor ihrer Verwendung fiir 3 h bei 190°C
gebacken. Materialien die nicht hitzestabil waren, wurden entweder RNase-frei
bezogen oder mit alkalischer Seifenlosung behandelt und mit DEPC-behandeltem

Wasser nachgespiilt.

23.7.1 DEPC-Behandlung von Wasser und wifrigen Losungen

Zur Inaktivierung moglicher RNasen wurden Wasser und wiBrige Losungen, sofern
keine der Bestandteile primédre oder sekundire Aminfunktionen aufwiesen, mit
DEPC behandelt. DEPC carboxyethyliert primére und sekundire Amingruppen. Da
Histidin eine wichtige Rolle im aktiven Zentrum der RNasen besitzt, werden diese

durch DEPC inaktiviert.

Die wiBrigen Losungen wurden auf 0,1 % (v/v) DEPC eingestellt. Es wurde fiir 2 h
bei RT geriihrt und das nicht umgesetzte DEPC wurde durch Autoklavierung

entfernt.

2.3.7.2 Gesamt-RNA-Isolation mit TRIzol®

Die RNA-Isolierung mit TRIzol® (Chomczynski P. et al., 1987) beruht zum einem
auf der denaturierenden Wirkung des chaotropen Guanidiniumthiocyanats auf
Proteine, wodurch auch RNasen sehr schnell denaturiert werden.. Zum anderen
beruht sie auf der Loslichkeit von DNA und Proteinen in leicht sauren Phenol,
wohingegen RNA in leicht sauren Phenol nahezu unloslich ist. Somit reichern sich in
der phenolichen Phase Proteine und DNA an, wihrend die RNA in der wiBrigen
Phase verbleibt.
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Das Versuchstier (Rattus norvegicus, Wistar, Charles River Wiga, Sulzfeld,
Deutschland) wurde mittels CO,-Begasung betdubt und dekaptiert. Die gewlinschten
Organe wurden ziigig pripariert und sofort in fliissigem Stickstoff gefroren. 1 —2 g
Gewebe wurden in 10 ml TRIzol mit dem Ultraturrax-Homogenisator homogenisiert
und fiir 5 min bei RT inkubiert. 2 ml Chloroform wurden unter sanfter Bewegung
zugegeben, 15 sec kriftig durchmischt und das Homogenat wurde fiir 15 min bei 4°C
und 12.000 g,, zentrifugiert. Die Oberphase wurde abgenommen, die Gesamt-RNA
durch Isopropanol Zugabe gefillt und es wurde fiir 10 min bei 12.000 g,, und 4°C
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 5 — 10 ml 75% Ethanol gewaschen, fiir 10 min bei
4°C und 7.500 g,, zentrifugiert, luftgetrocknet und in DEPC-behandeltem Wasser

aufgenommen.

2.3.7.3 mRNA-Isolierung iiber Oligo(dT)-Zellulose

Je 100 pg Gesamt-RNA wurden 1 mg Oligo(dT)-Cellulose eingesetzt. Dieser wurden
zur Hydratisierung 20 pl 1 x Bindungspuffer (0,5 M NaCl, 10 mM Tris/HCI pH 7.,5)
pro mg Zellulose zugegeben und es wurde fiir 1 h unter stindigem Schiitteln bei RT
inkubiert. Zur Gesamt-RNA wurde das einfache Volumen an 2 x Bindungspuffer
gegeben, fiir 5 min bei 65°C denaturiert und auf Eis abgeschreckt. Die Bindung des
poly(A)-Schwanzes der mRNA an die Oligo(dT)-Zellulose erfolgte unter stindiger
Bewegung fiir 15 min bei RT. Nach Zentrifugation (4 min, 3.000 g,,, 15°C) wurde
der Uberstand abgenommen und die Zellulose wurde sechsmal in jeweils 200 ul
Bindungspuffer gewaschen. Zur Elution wurden 400 pl 10 mM Tris/HCl pH 7,5
zugegeben. Es wurde fiir 5 min inkubiert, zentrifugiert (4 min, 3.000 g,,, 15°C) und
das Eluat abgenommen. Die mRNA wurde mit Isopropanol bei -20°C iiber Nacht
gefillt, in 1 ml 75 % Ethanol, in DEPC-behandeltem Wasser gewaschen,
luftgetrocknet, in DEPC-behandeltem Wasser gelost und bei -80°C gelagert.
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2.3.7.4  Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese von RNA

Gelapparatur, Gelbriicke und Kdmme wurden zur RNase-Denaturierung mit
alkalischer Seifen-Losung vorbehandelt und anschlieBend griindlich mit DEPC-
behandeltem Wasser abgespiilt. 0,3 g Agarose wurden in 22,5 ml DEPC-
behandeltem Wasser geschmolzen, auf 50°C abgekiihlt, 3 ml 10 x RNA-Gel-Puffer
und 4,5 ml 37% Formaldehyd-Losung zugegeben und gegossen. Nach dem Erstarren
der Agarose wurde mit Laufpuffer (1 x RNA-Gel-Puffer, 3,7% Formaldehyd)

iiberschichtet. Probenzusammensetzung :

4,4 ul RNA-Lo6sung

1,3 pl 10 x RNA-Gel-Puffer
0,9 ul 37% Formaldehyd

6,7 ul deionisiertes Formamid

Die Proben wurden 20 min bei 70°C und 10 min bei 0°C inkubiert. AnschlieBend
wurden jeweils 1,5 pul 10 x RNA-Blaumarker zugegeben. Vor dem Probenauftrag lag
fiir 5 min eine Spannung von 50 V an. AnschlieBend wurden die Probentaschen mit
Laufpuffer gespiilt, die Proben aufgetragen und fiir 2,5 h bei einer Spannung von 80
V elektrophoretisch aufgetrennt.

10 x RNA-Gel-Puffer, pH 7,0 : 50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA
200 mM MOPS
10 x RNA-Blaumarker : 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol FF
0,25 % (w/v) SDS
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2.3.7.5 Northern Blot

Zur Uberfiihrung der RNA auf eine Nylon-Membran wurde ein Druckblot
durchgefiihrt. Das RNA-Gel wurde zweimal fiir jeweils 10 min in DEPC-
behandeltem Wasser gewaschen. AnschlieBend wurde das Gel fiir 10 min in 10 x
SSC-Losung equilibriert. Der Druck-Blot erfolgte fiir 1,25 h bei einem Druck von 80
mmHg auf eine Hybond Nylon-Membran. Nach Lufttrocknung der Membran wurde
die RNA auf dem Blot UV-fixiert (0,12 J / cm?). Die Digoxigenin-markierte
Antisense-RNA-Sonde wurde fiir 10 min bei 68°C in Prihybridisierungslosung
denaturiert. Anschliefend wurde der Blot mit 100 ng Antisense-RNA-Sonde pro ml
Losung tiber Nacht bei 68°C inkubiert. Der Blot wurde zweimal fiir je 5 min bei RT
gewaschen (2 x SSC, 0,1 % SDS). AnschlieBend wurde zweimal fiir jeweils 10 min
bei 68°C gewaschen (0,1 x SSC, 0,1 % SDS). Der Blot wurde 2 min bei RT in Puffer
1 gewaschen. Anschliefend wurde zur Abséttigung unspezifischer Bindungen fiir 30
min mit Puffer2 inkubiert. Zur Markierung der Digoxigenin-markierten RNA wurde
fiir 30 min mit dem mit alkalischer Phosphatase konjugierten anti-Digoxigenin
Antikorper inkubiert (1:2500 Verdiinnung in Puffer 2). Zur Detektion mittels
Chemilumineszenz wurde CSPD (Roche, Mannheim, Deutschland) in Puffer3
verdiinnt (1:100) und fiir 5 min mit der Membran inkubiert. Anschliefend wurde der
Blot in PE-Folie eingeschlagen und fiir 15 min bei 37°C inkubiert. Zur Detektion der

Chemilumineszenz dienten unterschiedlich lange Expositionszeiten eines

Rontgenfilms.
Prihybridisierungslosung : 5 X SSC
50 % (v/v) deionisiertes Formamid
0,02 % (w/v) SDS
0,1 % (w/v) N-Lauroylsacosin
2 % (W) Blocking-Reagenz
Puffer 1, pH 7,5: 0,1 M Maleinsdure
0,15 M NaCl
0,3 % (v/v) Tween-20
pH mit NaOH eingestellt
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Puffer 2: I % (W/v) Blockingreagenz
Puffer 3, pH 9,5: 0,1 M Tris/HCl

0,1 M NaCl

50 mM MgCl,

2.3.7.6  Methylenblau -Farbung geblotteter RNA

Um RNA, insbesondere den RNA-GroBenstandard, anzufirben wurde der UV-
fixierte Nylon-Blot fiir 15 min in 5 % Essigséure inkubiert. AnschlieBend wurde fiir
5 — 10 min in Methylenblau-Férbelosung (0,5 M Natriumacetat pH 5,2 und 0,04 %
Methylenblau) unter stindiger Bewegung inkubiert. Der Blot wurde in Wasser

gewaschen bis das Signal/Hintergrund-Verhiltnis zufriedenstellend war.

2.3.7.7  cRNA-Synthese

Die heterologe Expression in Xenopus laevis Oocyten beruhte auf der Injektion der
entsprechenden cRNAs. Zur Synthese der bendtigten cRNAs wurden die NTPDasel -
und NTPDase2-Expressionsvektoren am Ende des PolyA-Schwanzes mit Not I
lienearisiert. Die linearisierte DNA wurde mit Ethanol gefillt und in 0,5 x TE-Puffer
aufgenommen. Ausgehend von diesen Templates erfolgte die Synthese der run-off
Cap-cRNA mit dem SP6-RNA-Polymerase-Kit (Pharmacia, Freiburg, Deutschland)
nach den Angaben des Herstellers. Die cRNA wurde mittels Sepharose G50-
Chromatographie und Phenol-Extraktion gereinigt. Die so erhaltene cRNA wurden in
5 mM Tris/HCI pH 7,2 auf eine Endkonzentration von 0,5 pg/ul eingestellt und bei -
80°C gelagert.

Zur Synthese der Digoxigenin-markierten Antisense-cRNA-Sonde diente der mit
Acc 651 linearisiert Vektor CERN/pCMV Sportl. Die Synthese erfolgte mit dem T7-
RNA-Polymerase-Kit (Roche, Mannheim, Deutschland) nach den Angaben des

Herstellers.

50



2. Materialien und Methoden

2.3.8 Proteinchemische Methoden

2.3.8.1 Proteinbestimmung nach Spector

Die Proteinbestimmung nach Spector (Spector T., 1978) stellt eine Modifikation des
urspriinglichen Bradford-Tests dar (Bradford M.M., 1976). Die Methode beruht auf
der Bindung des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine, wodurch
sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm nach 595 nm verschiebt.
Somit stellt die Zunahme der Absorption bei 595 nm ein Mall fiir die

Proteinkonzentration dar.

Die zu bestimmende Probe wurde mit HyOpigest auf 100 pl aufgefiillt. Es wurde 1 ml
Spektor-Losung zugegeben, 20 min bei RT inkubiert und die Absorption bei 595 nm
wurde gegen eine Nullprobe gemessen. Zur Konzentrationsbestimmung wurden die

Absorptionswerte mit einer BSA-Eichgeraden (0 — 60 pg/ml) verglichen.

Spector-Losung : 5 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) 85% Phosphorsdure
100 mg/1 Coomassie G-250

2.3.8.2  Proteinbestimmung nach Peterson

Die Proteinbestimmung nach Peterson (Peterson G.L., 1983, 1979, 1977) ist eine
Abwandlung des Lowry-Tests (Lowry O.H. et al., 1951). Dabei bilden Cu*"-Ionen
unter alkalischen Bedingungen mit Proteinen einen Komplex, wodurch diese zu Cu'-
Tonen reduziert werden (Biuret-Reaktion). Die Cu'-Ionen bilden nun Ihrerseits mit
dem Folin-Ciocalteau-Reagenz einen instabilen blauen Komplex, dessen Absorption
bei 750 nm ein Mal fiir die Proteinkonzentration ist. Der Peterson-Test ist im
Vergleich zum  Spektor-Test wesentlich empfindlicher beziiglich vieler

Pufferbestandteile und Detergentien. Daher wurden die Proben vorher gefallt.
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Die Probe wurde auf 1 ml mit HyOpiges aufgefiillt, mit 10 pl 0,15% DOC-Losung
versetzt und fiir 10 min bei RT inkubiert. Zum Pelletieren des Proteins wurde 1 h bei
4°C und 15.000 g,y zentrifugiert. Das Pellet wurde in 500 ul 0,1 N NaOH gelost. Zu
200 pl dieser Proteinlosung wurden 200 pl Losung A gegeben, gut durchmischt und
fiir 10 min bei RT inkubiert. Anschlieend wurden unter leichter Bewegung 100 pl
Losung B zugegeben, fiir 30 min bei RT inkubiert und die Absorption wurde bei 750
nm gegen eine Nullprobe gemessen. Zur Konzentrationsbestimmung wurden die

Absorptionswerte mit einer BSA-Eichgeraden (0 — 40 pg/ml) verglichen.

CTC-Lo6sung : 0,1 % (w/v) CuSOs4 x 5 H,O
0,2 % (w/v) K-Na-Tartrat x 4 H,O
10 % (w/v) Na,CO;
Losung A : 0,2 N NaOH
2,5 % (wW/v) SDS
25 % (v/v) CTC-Losung
Losung B : 16,7 % (v/v) Folin Ciocalteau-Reagenz

2.3.8.3 Diskontinuierliche denaturierende SDS-PAGE

Die diskontinuierliche denaturierende SDS-PAGE wurde im wesentlichen wie in
Sambrook J. et al. (1989) beschrieben durchgefiihrt. Uber einem linearen 4 — 10
%igem oder uniformen (10 oder 15 %) Trenngel wurde ein 4 %iges Sammelgel
gegossen. Die Proben wurden unmittelbar vor dem Auftragen mit 5 x LiDS-SB auf
einfache Konzentration eingestellt. Wenn notwendig, wurden die Proben vor der
Elektrophorese in Gegenwart von 100 mM DTT fiir eine halbe Stunde bei 37°C
reduziert. Nach dem Auftragen wurden die Proben bei 100 V elektrophoretisch

aufgetrennt.

40% Acrylamid (29:1) : 38,7 % (w/v) Acrylamid
L3 % (W/v) Bisacrylamid
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4 x Trenngelpuffer, pH 8,8 : 1,5 M Tris-HCl
0,4 % (W/v) Lithiumdodecylsulfat
4 x Sammelgelpuffer, pH 6,8 : 0,5 M Tris-HCI
0,4 % (wW/v) Lithiumdodecylsulfat
Laufpuffer : 100 mM Tris-Base
100 mM Glycin
0,1 % (W/v) SDS
5 x LiDS-SB, pH 6,8 : 300 mM Tris-HC1
10 % (W/v) Lithiumdodecylsulfat
0,5 % (w/v) Bromphenolblau
50 % (w/v) Glycerin

2.3.8.4  Blau Native Gelelektrophorese

Zur Analyse nativer multimerer Komplexe nach heterologer Expression in Xenopus
laevis Oocyten, nach radioaktiver Markierung und Aufreinigung iiber Ni**-NTA-
Agarose, diente die von Schiagger (Schigger H., 2001, 1996, 1995, 1994b, 1994a,
1991) entwickelte Blau Native-Gelelektrophorese (BN-PAGE). Das Verfahren
beruht auf einer Ladungsverschiebung der Proteine durch Anlagerung des negativ
geladenen Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 an positiv geladene, sowie
hydrophobe Bereiche. Durch die Anlagerung an hydrophoben Bereichen dient der
Farbstoff als Detergensersatz wiahrend der Elektrophorese von Membranproteinen.
Die BN-PAGE wurde wie von Schigger beschrieben durchgefiihrt. Uber einem
linearen 4 — 16 %igem Trenngel wurde ein 4 %iges Sammelgel gegossen. Zur
Kontrolle des Laufverhaltens und als Referenz wurde an jedem Ende des Gels eine
Spur mit 10 pul 1 x BN-Standard beladen (Anhang A.7). Die Proben wurden
unmittelbar vor dem Auftragen mit 5 x BN-SB auf einfache Konzentration
eingestellt, aufgetragen und bei 80 — 120 V elektrophoretisch aufgetrennt. Zur
Visualisierung der radioaktiv markierten Proteine wurden die getrockneten Gele

autoradiographiert.
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Kathodenpuffer, pH 7,0 : 50 mM Tricin
15 mM Bistris
0,005 % (W/v) Coomassie G-250
Anodenpuffer, pH 7,0 : 50 mM Bistris
3 x Gelpuffer, pH 7,0 : 1,5 M 6-Aminocapronsiure
150 mM Bistris
30% Acrylamid (37,5:1) : 29,22 % (w/v) Acrylamid
0,78 % (w/v) Bisacrylamid
5 x BN-SB, pH 7,0 : I % (W/v) Coomassie G-250
100 mM 6-Aminocapronsaure
50 % (v/v) Glycerin
1 x BN-Standard : 0,2 % (W/v) Coomassie G-250
20 mM 6-Aminocapronsaure
10 % (v/v) Glycerin
10 % (W/v) Ferritin
10 % (w/v) Katalase
10 % (w/v) Aldolase
10 % (w/v) Ovalbumin
5 % (wW/v) BSA

2.3.8.5 Proteinfirbung im PA-Gel mit Coomassie Brilliant Blue R-250

Zur Proteinfarbung mit Coomassie Brilliant Blue R-250 wurde das PA-Gel fiir 1 — 2
h in Fiarbelosung geschwenkt und anschlieBend in Entfirbelosung solange
geschwenkt bis das Signal/Hintergrund-Verhiltnis zufrieden stellend war. Das
gefarbte PA-Gel wurde nach der Farbung im Geltrockner unter Vakuum bei 80°C fiir

mindestens 2 h getrocknet.
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Farbelosung : 0,1 % (w/v) Coomassie brilliant blue
R-250
45 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsdure
Entfirbelosung : 10 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsédure

2.3.8.6 Western-Blot

Das folgende Western Blot-Protokoll ist eine Modifikation des Verfahrens von
Kyhse und Andersen (Kyhse et al, 1984).

Drei Lagen in Kathodenpuffer getrinkten Filterpapiers (Whatman 3MM) wurden auf
die Kathode einer Semi-Dry-Blot-Apparatur gelegt. Das PA-Gel wurde in
Kathodenpuffer equilibriert und auf den Filterstapel gelegt. Die Blotmembran
(Nitrocellulose [PROTRAN BAS85] oder PVDF [Immobilon P]) wurde in
Anodenpuffer I equilibriert und auf das Gel gelegt. Dariiber wurden drei Lagen in
Anodenpuffer 1 getrdnkten und drei Lagen in Anodenpuffer II getrinkten
Filterpapiers gelegt. Auf den Luftblasen-freien Stapel wurde die Anode der
Apparatur montiert. Der Proteintransfer auf die Membran erfolgte bei einer

Stromstédrke von 0,8 mA pro cm?’ des PA-Gels fiir 0,75 — 1,5 h.

Kathodenpuffer, pH 9,4 : 25 mM Tris-Base

40 mM 6-Aminocapronsiure

10 % (v/v) Methanol
Anodenpuffer I, pH 10,4 : 30 mM Tris-Base

10 % (v/v) Methanol
Anodenpuffer II, pH 10,4 : 300 mM Tris-Base

10 % (v/v) Methanol
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2.3.8.7 Slot-Blot

Sollten mehrere Proben ohne vorherige elektrophoretische Auftrennung
immunologisch analysiert werden wurde ein modifiziertes Dot-Blot-Verfahren
angewendet. Hierzu wurden die Proben in die Schlitze der Minifold II, einer Slot-
Blot-Apparatur mit 72 Schlitzen 4 6 mm?, gegeben und durch Unterdruck durch eine

Nitrocellulosemembran gesaugt.

2.3.8.8  Proteinfirbung auf Nitrocellulosemembranen mit Ponceau S

Zum Nachweis von Proteinen auf Nitrocellulosemembranen wurden diese mit
Ponceaurot gefarbt. Die Farbung besitzt eine Empfindlichkeit von ca. 50 — 150 ng
Protein pro 0,5 cm Bande, ist schnell und reversibel. Somit kann eine

Immundetektion noch nach der Farbung durchgefiihrt werden.

Der Nitrocellulose-Blot wurde fiir 1 — 2 min bei RT in Ponceau S-Losung geférbt.
AnschlieBend wurde der iiberfarbte Blot so lange in Wasser gewaschen bis der

Hintergrund entfarbt war.

Ponceau S-Losung : 0,2 % (W/v) Ponceau S

3 % (V/V) TCA

2.3.8.9 Immundetektion immobilisierter Antigene

Auf Nitrocellulose- oder PVDF-Membran geblottete Antigene wurden mittels
Antikérpern immunologisch nachgewiesen. Hierzu wurde zur Absittigung
unspezifischer Proteinbindungstellen auf der Blotmembran fiir 30 min mit TBS-M
(Alternativ in TBS-B) inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran zweimal kurz
mit TBS gespiilt und fiir 1 h bei RT mit dem 1.Antikorper inkubiert. Nach
Entfernung der Antikorperlosung wurde einmal fiir 10 min mit TBS-M, zweimal fiir

je 10 min mit TBS-MN und zweimal fiir je 10 min wieder mit TBS-M gewaschen.
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Der HRP-konjugierte Zweitantikdrper wurde fiir 2 h bei RT appliziert. Danach
wurde einmal fiir 10 min mit TBS, zweimal fiir je 10 min mit TBST und
abschlieBend zweimal fiir je 5 min mit TBS gewaschen. Nach Entfernung des TBS
wurden pro Inkubationsschale 4 ml ECL-Losung 2 und 2 ml ECL-Losung 1
zugegeben und fiir 1 min unter stindiger Bewegung bei RT inkubiert. Die
Blotmembran wurde knitterfrei in Polyethylenfolie eingeschlagen und in eine
Autoradiographiekassette gelegt. Hyperfilm ECL-Filme wurden fiir unterschiedliche

Expositionszeiten der Chemieluminiszenz ausgesetzt und nach Herstellerangabe

entwickelt.
TBS-M : 3 % (W/v) Magermilchpulver
in TBS
TBS-B : 3 % (w/v) BSA
in TBS
TBS-MN : 3 % (W/v) Magermilchpulver
0,05 % (w/v) Nonidet NP40
in TBS
TBST : 0,1 % (W/v) Tween-20
in TBS
1.Antikorper-Losung : 1.Antikper
I % (W/v) BSA
0,02 % (w/v) Natriumazid
in TBS
2.Antikorper-Losung : 2.Antikorper
I % (W/v) BSA
in TBS
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2.3.8.10 Deglycosylierungsanalysen

Zur Untersuchung des Glycosylierungsstatus wurden Aliquots (10 pl) solubilisierten
und iiber Ni**-NTA-Agarose gereinigten Proteins unmittelbar vor der Elektrophorese

mit Endo H oder PNGase F inkubiert.

Die Deglycosylierung mit Endo H erfolgte nach Zugabe von 50 U Endo H in einfach
LiDS-SB und 20 mM DTT fiir 2 h bei 37°C. Deglycosylierungen mit PNGase F
erfolgten nach FEinstellung auf 1 % (w/v) Octylglucosid durch Zugabe von 50 U
PNGase F ebenfalls fiir 2 h bei 37°C.

2.3.8.11 Glutardialdehyd-Cross-Linking

Zur Untersuchung des Oligomerisierungsstatus der heterolog in Xenopus laevis
Oocyten exprimierten NTPDasel und NTPDase2 wurden Aliquots (10 pl)
solubilisierten und iiber Ni**-NTA-Agarose gereinigten Proteins mit Glutardialdehyd
(10 mM) auf Eis tiber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben mittels
SDS-PAGE analysiert.

2.3.9 Aktivititsmessungen

2.3.9.1 Bestimmung von Orthophosphat nach Lanzetta

Als MaB fiir die Enzymaktivitdt diente die Menge an freigesetztem Orthophosphat
(P;). Diese wurde mit einer nach Lanzetta (Lanzetta P.A. et al., 1979) modifizierten
photometrischen Methode bestimmt. Die Empfindlichkeit dieses Nachweises lag im
Nanomol-Bereich. Das Verfahren beruht auf der Bildung eines Komplexes aus
Ammoniumheptamolybdat, Phosphat und Malachitgriin unter sauren Bedingungen

und der Stabilisierung dieses Komplexes durch Natriumcitrat.
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Zur Herstellung der Lanzetta-Losung wurden drei Teile Losung 1 mit einem Teil
Losung 2 zusammengegeben und fiir 2 h geriihrt. AnschlieBend wurden pro 100 ml
dieser Losung jeweils 2 ml einer 1% Triton X-100-Losung zugegeben. Die fertige
Losung wurde zweimal durch Rundfilter (Typ 604, & 150 mm, Schleicher&Schuell)
filtriert. Ein Aliquot der Probe wurde mit HyOminig auf 100 pl aufgefiillt, 800 pl
Lanzetta-Losung wurden zugegeben und nach 1 min mit 100 pl Citrat-Losung
gestoppt. Nach weiteren 30 min wurde die Absorption bei 645 nm gegen eine
Nullprobe gemessen. Zur Konzentrationsbestimmung wurden die erhaltenen

Absorptionswerte mit einer Dikaliumhydrogenphosphat Eichreihe (0 — 10 nmol / 100

ul) verglichen.
Losung 1 : 0,045 % (w/v) Malachitgriin
in HZObidest
Losung 2 : 42 % (w/v) Ammoniummolybdat
in4 N HCI
Citrat-Losung : 34 % (w/v) Trinatriumcitrat

in HyOpidest

2.3.9.2  Aktivititsmessungen an intakten Oocyten

Die Oberflachenaktivitit der NTPDasel und NTPDase2 wurde nach heterologer
Expression an intakten Xenopus laevis-Oocyten im linearen Bereich des
Substratumsatzes gemessen. Als Kontrolle dienten nicht injizierte Oocyten. Hierzu
wurden Oocyten fiir 0, 3 und 6 min bei RT unter stindiger Bewegung in
substrathaltigem ORi (2 mM ATP oder ADP) inkubiert. Der Inkubationsiiberstand
wurde abgenommen und die Menge an gebildetem freien Phosphat nach Lanzetta

wurde bestimmit.
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2.3.9.3  Aktivititsmessungen mit CHO-Membranfraktionen

Zur Aktivititsbestimmung der Ca*’-NDPase wurden Membranfraktionen transient
transfizierter CHO-Zellen verwendet. Als Kontrolle dienten Membranfraktionen
Mock-transfizierter CHO-Zellen. Die Menge an eingesetzter Membranfraktion pro
Aktivitdtstest wurde so gewihlt, dass nach 15 miniitiger Inkubation bei 37°C weniger
als 10 % Substrat verbraucht waren. Im Falle der Bestimmung des K,-Wertes wurde
die Menge so gewihlt, dass bei allen Substratkonzentrationen im linearen Bereich
des Substratumsatzes gemessen wurde. Die Proben wurden nach der Inkubation bei
37°C sofort fiir 4 min bei 95°C hitzeinaktiviert und auf Eis abgeschreckt bevor die
gebildete Orthophosphatmenge mittels Lanzetta bestimmt wurde. Die Aktivitdten der

Kontrollen wurden subtrahiert.

Die Substratspezifitdt wurde in phosphatfreier Losung, welche 0,02 % Triton, 50
mM Hepes (pH 7,0), I mM CaCl, und 0,5 mM Substrat enthielt, bestimmt. Das pH-
Optimum der katalytischen Aktivitdit wurde in einem kombinierten Hepes-Glycin-
Puffer (je 50 mM), welcher 1 mM CaCl, und 0,5 mM UDP enthielt, zwischen pH
6,0 und 10,5 bestimmt. Die Abhédngigkeit der katalytischen Aktivitit von divalenten
Kationen wurde in 50 mM Hepes (pH 7,0), 0,5 mM UDP sowie bis zu 4 mM
Calcium oder Magnesiumionen gemessen. Zur Bestimmung des K,,-Wertes fiir UDP
wurde in 50 mM Hepes (pH 7,0) und steigender Substratkonzentration, wobei ein

Substrat:Calcium-Verhéltnis von 1:2 eingehalten wurde, gemessen.

2.3.9.4  Triton X-114 Prikonditionierung

Vor der Verwendung von Triton X-114 wurden eventuell vorhandene
Oxidationsprodukte durch Priakonditionierung in TBS entfernt. Hierzu wurden 1,5 g
Triton X-114 auf Eis in 50 ml TBS gelost. AnschlieBend wurde auf 37°C erwérmt,
durch die Uberschreitung des Wolkenpunktes von 22°C bilden sich zwei Phasen.
Nach zehnminiitiger Zentrifugation bei 10.000g,, und RT wurde die wélrige Phase
dekantiert und das Ganze dreimal wiederholt. Die resultierende Detergens-

angereicherte Phase enthélt 12 % (w/v) Triton X-114.
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2.3.9.5 Triton X-114 Separation

Die MizellengroBe von Triton X-114 nimmt mit steigender Temperatur exponentiell
zu, bis am Wolkenpunkt (22°C) eine Phasentrennung stattfindet. Diesen Umstand
nutzt das Verfahren von Bordier (Bordier C., 1981) aus. Dabei werden
Membranproteine in eiskalter Losung mit Triton X-114 solubilisiert. Anschlieend
wird die Losung iiber den Wolkenpunkt erwidrmt und die beiden Phasen wurden
voneinander getrennt. In der Detergens-armen Phase befinden sich die 16slichen
Proteine, wohingegen integrale Membranproteine in der Detergens-reichen Phase

angereichert werden.

Membranfraktionen aus 0,4 x 10° CHO-Zellen transfiziert mit Ca*"-NDPase (wt oder
5’-trunkiert) cDNA oder leerem Plasmid als Kontrolle wurden mit H,Opigest auf 300
ul aufgefiillt. Die Losungen wurden auf 1 % (w/v) Triton X-114 eingestellt und fiir
10 min auf Eis solubilisiert. Nach der Solubilisierung wurden 50 pl Aliquots fiir die
Aktivitdtsmessung (Total-Aktivitit) entnommen. Die verbliebenen Losungen wurden
fiir 10 min auf 30°C erwarmt und fiir 5 min bei 12.000 g,, und 25°C zentrifugiert.
Die wéBrige Detergens-arme Phase wurde abgezogen und die verbliebene Detergens-
reiche Phase in in eiskaltem Hepes-Puffer (50 mM, pH 7,0) resuspendiert. Alle
Losungen wurden hinsichtlich ihrer UDPase-Aktivitit (50 mM Hepes pH 7,0; 0,5
mM UDP; 1 mM CaCl,; 0,1 (w/v) Triton X-100) bei 37°C untersucht.

2.3.9.6 Proteinase K/Triton X-100-Assay

Membranfraktionen aus 7750 CHO-Zellen transfiziert mit Ca*>*-NDPase c¢DNA oder
leerem Plasmid als Kontrolle wurden in 0,5 mM CaCl,, 25 mM Hepes (pH 7,4)
zusammen mit einem, zwei oder keinem der folgenden Zusitze fiir 30 min bei 37°C
inkubiert: Proteinase K (2,5 pg) und Triton X-100 (0,02 %). AnschlieBend wurde die
Proteinase K-Aktivitdt durch Zugabe von 1 mM PMSF gestoppt. Die Enzymaktivitit
wurde nun in 25 mM Hepes (pH 7,4), 0,5 mM UDP und 1 mM CacCl,, sowie wenn
angezeigt, mit 0,02 % Triton X-100, gemessen. Die gebildete Menge an
Orthophosphat wurde mittels der Lanzetta-Methode bestimmt.
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2.3.10 Computerunterstiitzte Analysen

Das Omiga 2.0 Sequenzanalyse-Programm (Oxford Molecular Ltd., Oxford, UK)
wurde zur Analyse und Assemblierung von Sequenzdaten, zur Ubersetzung von
DNA-Sequenzen in Protein-Sequenzen sowie zur Generierung von Hydrophatie-
Plots (Kyte J. et al., 1982) verwendet. Zur Erstellung multipler Sequenzalignments
und phylogenetischer Stammbaume wurde das freie Tool ClustalX 1.81 (Jeanmougin
F. et al., 1998) verwendet. Zur Visualisierung ClustalX generierter phylogenetischer
Stammbéiume wurde das freie Tool TreeView 1.6.1 (Page R.D.M., 1996) verwendet.
Desweiteren wurden eine Reihe von Internetdiensten fiir dieverse Analysen

verwendet.

Zur Visualisierung von Multiple-Alignment files:

BOXSHADE http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html

Proteinsequenzvergleich mit der Prosite-Datenbank:

http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_prosite.html
Signalpeptid-Vorhersage:
SignalP 2.0 http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-2.0/

PSORT II http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/form2.html

Transmembrantopologie-Vorhersage:

HMMTOP http://www.enzim.hu/hmmtop/

DAS http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/

TMpred http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html
Toppred2 http://www.sbc.su.se/~erikw/toppred2/

TMHMM-2.0 http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM-2.0/

Sequenzhomologie-Suche:

NCBI BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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3. Ergebnisse

3.1 Partielle Klonierung der humanen Ca’*-NDPase

Die Proteinsduresequenz der 16slichen sekretierten Apyrase der Bettwanze Cimex
lectularius (GenBank® Accession-Nr. AAD09177; Valenzuela J.G. et al., 1998)
diente als Suchvorlage fiir Sequenzhomologien. In der humanen Expressed Sequence
Tag (EST)-Datenbank des National Centre for Biotechnology Information (NCBI)
konnten fiinf sich iiberlappende homologe Sequenzfragmente identifiziert werden
(AA337541, AW402618, AW409804, BE301945 und BE410063). Diese wurden mit
Hilfe des Programms ClustalX (Version 1.81, Thompson J.D. et al, 1994)
aneinander ausgerichtet und manuell auf mogliche Sequenzierfehler tiberpriift. Auf
diese Weise konnte eine 900 bp lange Konsensussequenz gebildet werden. Innerhalb
dieser Sequenz wurden zwei PCR-Primer abgeleitet (Cimex1: 5’-TACCAGATC-
GAAGGCAGCAA-3’ und Cimex2: 5’-GCAGGCAGACTCATGGATGA-3’). Aus-
gehend von einer Humanen-Gehirn-cDNA-Bank konnte unter Verwendung dieser

Primer das erwartete 300 bp Fragment amplifiziert werden.

Dieses Fragment diente nach radioaktiver Markierung als Sonde zur Durchmusterung
von ca. einer Million E.coli-Transformaten. Es konnte ein positiver Klon (Klon CH3)
identifiziert werden. Dieser Klon trug ein 2,7 kb groB3es Insert, welches sich aus 786
bp codierender Sequenz und ca. 1,9 kb 3’-untranslatiertem Bereich zusammensetzte.
5’-untranslatierter Bereich als auch der vordere Teil der Sequenz, inklusive
Startcodon, fehlten. Ausgehend von der Information des Klons CH3 konnte die
Sequenz in den Daten des Human Genome Projects auf Chromosom 17 in Band 25
lokalisiert werden (Abb. 3.1.1). Anhand dieser Daten (Accession-Nr. NT010664)
konnte der codierende Bereich in silico vervollstindigt werden (Abb. 3.1.2). Der
theoretische offene Leserahmen betrug 1203 bp und codierte fiir 401
Aminosédurereste. Die ¢cDNA bestand aus fiinf Exons, wobei die codierende
Information aus den drei letzten Exons gebildet wurde. Innerhalb des Leserasters
fanden sich drei mogliche Startcodons, von denen keines eine Kozak-

Konsensussequenz (Kozak M., 1999 und 1996) aufwies.
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PCR-Primer wurden stromaufwirts des offenen Leserahmens (Cimex5: 5°-AAT
GGA ATG AGT CTA TGC ACT C-3’; Cimex6: 5’-GAA CTA AGA TGT GAC
TGG-3’; Cimex7: 5°-TGC TGT GGA AAG ACT TCA CG-3’; Cimex8: 5’-CTG
TCT GTC ACG CTG ATG CC-3’) und stromabwirts des Sequenzanfangs des Klons
CH3 (Cimex3: 5’-TTT GCT GCC TTC GAT CTG G-3’; Cimex4: 5’-CAA TCA
GGT CGG ATA GCT CC-3’) abgeleitet. Versuche, den fehlenden Startbereich der
humanen Ca’’-NDPase mittels PCR zu amplifizieren, schlugen fehl. Zum einen
zeigte sich anhand der mittlerweile klonierten und in den Datenbanken seit Anfang
Dezember 2001 zuginglichen humanen mRNA-Sequenz (Accession-Nr. BC017655),
dass stromaufwirts des ersten Startcodons eine Splicestelle lag und somit die Primer
Cimex6 und Cimex7 wirkungslos waren. Zum anderen waren aufgrund des hohen
GC-Gehaltes im vorderen Teil der Sequenz sowohl Primerauswahl als auch die PCR
als solches extrem problematisch. Desweiteren waren Versuche mittels einer
biotinylierten Sonde unter Verwendung des ClonCapture®-Kits die gesuchte
vollstindige ¢cDNA aus der Humane-Gehirn-cDNA-Bank anzureichern ebenfalls

erfolglos.

17913

17g21

17923
17q24

17925 —

<4 Ca*-NDPase

Abbildung 3.1.1: Chromosomale LoKalisierung der humanen Ca’**-NDPase. Mit Hilfe
der Genomic BLAST-Dienste des NCBI konnte die humane cDNA auf dem Chromosom 17
in Band q25 lokalisiert werden. Die einzelnen Banden des Chromosoms sind durch
unterschiedlich geférbte Bereiche dargestellt.
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1 cagccaagcccagccaagcccagccaagccccgecgatcgecgggcaccggagccagcccc
6l gcagcagggaccacagagcaccagcctgcatggaacttccttcctcactcagcttccc
121 acgttgccagctgggacaggggagatggagtaattttgctgtggaaagacttcacgtctt
181 gccgaatgaatcccgcctgtctgtcacgctgmcccgtgcagctgtctgagcacccg
241 gaatggaatgagtctatgcactccctccggatcagtgtggggggecttectgtgetggeg
301 tccatgaccaaggccgcggaccccegcecttecgeccececgetggaaggtgatectgacgtte
361 tttgtgggtgctgccatcctctggectgectctgectcccaccgeccecggeccececggecaggecce
421 cccacccacaatgcacacaactggaggctcggccaggcgeccgccaactggtacaatgac
481 acctaccccctgtctcccccacaaaggacaccggctgggattcggtatcgaatcecgcagtt
541 atcgcagacctggacacagagtcaagggcccaagaggaaaacacctggttcagttacctg
601 aaaaagggctacctgaccctgtcagacagtgggGACAAGGTGGCCGTGGAATGGGACAAA
661 GACCATGGGGTCCTGGAGTCCCACCTGGCGGAGAAGGGGAGAGGCATGGAGCTATCCGAC
721 CTGATTGTTTTCAATGGGAAACTCTACTCCGTGGATGACCGGACGGGGGTCGTCTACCAG
781 ATCGAAGGCAGCAAAGCCGTGCCCTGGGTGATTCTGTCCGACGGCGACGGCACCGTGGAG
841 AA‘GECTTCAAGGCCGAATGGCTGGCAGTGAAGGACGAGCGTCTGTACGTGGGCGGCCTG
901 GGCAAGGAGTGGACGACCACTACGGGTGATGTGGTGAACGAGAACCCGGAGTGGGTGAAG
961 GTGGTGGGCTACAAGGGCAGCGTGGACCACGAGAACTGGGTGTCCAACTACAACGCCCTG
1021 CGGGCTGCTGCCGGCATCCAGCCGCCGCTACCTCATCCATGAGTCTGCCTGCTGGAGT
1081 GACACGCTGCAGCGCTGGTTCTTCCTGCCGCGCCGCGCCAGCCAGGAGCGCTACAGCGAG
1141 AAGGACGACGAGCGCAAGGGCGCCAACCTGCTGCTGAGCGCCTCCCCTGACTTCGGCGAC
1201 ATCGCTGTGAGCCACGTCGGGGCGGTGGTCCCCACTCACGGCTTCTCGTCCTTCAAGTTC
1261 ATCCCCAACACCGACGACCAGATCATTGTGGCCCTCAAATCCGAGGAGGACAGCGGCAGA
1321 GTCGCCTCCTACATCATGGCCTTCACGCTGGACGGGCGCTTCCTGTTGCCGGAGACCAAG
1381 ATCGGAAGCGTGAAATACGAAGGCATCGAGTTCATTTAACTCAAAACGGAAACACTGAGC
1441 AAGGCCATCAGGACTCAGCTTTTATAAAAACAAGAGGAGTGCACTTTTGTTTTGTTTTGT
1501 TCTTTTTGGAACTGTGCCTGGGTTGGAGGTCTGGACAGGGAGCCCAGTCCCGGGCCCCAT
1561 AGTGGTGCGGGCACTGGACCCCCGGGCCCCACGGAGGCCGCGGTCTGAACTGCTTTCCAT
1621 GCTGCCATCTGGTGGTGATTTCGGTCACTTCAGGCATTGACTCAAGGCCTGCCTAACTGG
1681 CTGGGTCGTTTCTTCCATCCGACCTCGTTTCTTTTCTTTCCTATGTTCTTTTGTTCAGTG
1741 AATATCCCTAGAGCTCCTACCATATGTCAGGCCCTATGCCTCACCCTGAGAACGCAGTGA
1801 GCATGAGGTGGACCTGTTTGCTGGGAACCCCAGGTCACCCCCTTTTCTTCCTACTCTGTG
1861 CCTGGAGCATCATGTCCACCCCTGCAGATCCTTGGAAAAGAAAATGTTTATGTTGCAGGG
1921 TATTGCATGGTCACGAGTGAGGGCAGGCCCCTGGGGACACATCTGCCCACAGCTGCACAG
1981 GCCAGGGCGCAGGCACATCTGTTGGTTCTCAGGCCTCAGATAAAACCATCTCCGCATCAT
2041 ATGGCCAGTGACCGCTTTCTCCCTTCAAGAAAATTCTGTGGCTGTGCAGTACTTTGAAGT
2101 TTTAATTATTAACCTGCTTTAATTAAAGCAGTTTCCTTTCTTATAAAGTGGAATCACCAA
216l ATCTTATCACACAGAGCACAGTCCTGTAGTTACCCAGCCCGCTCCAGCAGTGCGGGAGAT
2221 TGTAAGGAAGCGGTGGCGGCTGGTGAAGCAAGTCTCACATGTCGGCGTTCTTGGCCAATG
2301 GATACAAAGATAAAGAAAATGTTGCCTTTTTCTAGGAACTGTCAGAAATCCTCATGCCTT
2301 TCAAGACTTCTGTGAATGACTTGAATTTTTTATTCCCTGCCTAGGGTCTGTGAACGAGGC
2421 CTGTCTCTTCCCTGGGGTTTCTTTCCATGGCCTTTATTTCTCCTCTTCCAGTGGGAGTTT
2481 TGCAGGCTCTTCTCTGTGGAAACTTCACGAGCGTTGGCTGGGCCTCGGCTTCGCTGGAGT
2541 GTACTCCAGGGTGAAGGCAGAGTGGGATTTGAGACCCAGGTTAGGCACGACCCAGGCTGA
2601 GAAGGGACGTTTCCATCATTCACAGTGCCCTCCCCACAGCACTACCTCACCCCGACCCCC
2661 ACCCTCACTCCTACCCCACCCCGCGATCGTCAGGGGTGCCACGGTGGGCCGGAGGGTGCC
2721 GGCTCTGGCTGTCCCTGTGCCGGTCCCTCACAAACCTCTCCCCCTTTGAAACTCAAGCAC
2781 AGCTGCGAGGAGGGCAGCGAGGAGGGACCCCTCTCTCATGGTTGTCTCTTTCCCCCGCTA
2841 TGTCATAGGTAGTGGAGGAAGCGAAGGAAGTGAACGCTAAATGTGACGCATTTCTGAAGA
2901 GCTCAGCTGTCACCGGGCATAGCCTGGAAGCCCCAAGTCTGTTCTGACTTTGCCTGGCTG
2901 TCTCCTTGACCCGCCTCCTAGATCATTGTCCTTGATGTCCAGGCTGGGTCATTTAAAATA
3021 GAGATGCAATCAGGAAGGTTGGGGGACTTGGGACTGTGGCTGAATTGAGACCTTGCTGAT
3081 GTATTCATGTCAGCACCTGAGTCACAGCCCAGGTGCCCGGAAGCAGCCTCTTCGCATAGG
3141 CAGTGATTTGCGATTACTTTAAAGCTCACCTTTTTTCTTCCCCTCTCTGTTCGCTGCTGT
3201 CAGCATAATGATTGTGTTCCTTCCCTATGGGATCCATCTGTTTTGTAAACAATAAAGCGT
3261 CTGAGGGAGTGTAAAAAAAAAA

Abbildung 3.1.2: cDNA-Sequenz der humanen Ca*’-NDPase. Kombination der Sequenz
des Klons CH3 (Accession-Nr. AJ312208, in GroBbuchstaben) und der humanen cDNA-
Sequenz (Accession-Nr. BC017655, in Kleinbuchstaben). Die drei Startcodons innerhalb des
Leserasters sowie das Stopcodon sind fett und unterstrichen dargestellt. Die Splicestellen
wurden umrandet. Die Lage der PCR-Primer Cimex8, Cimex5, Cimex4 und Cimex3 wurde
durch graue Hinterlegung, in dieser Reihenfolge beginnend am Transkriptionsstartpunkt,
markiert.
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3.2 Klonierung, Expression und funktionelle
Charakterisierung der Ca’*-NDPase

aus Rattus norvegicus

3.2.1 Amplifikation und Charakterisierung der Ratten-
Ca*’-NDPase cDNA

Die komplettierte hypothetische Aminosiuresequenz der humanen Ca*’-NDPase
diente als Suchvorlage in der Maus-EST-Datenbank des NCBI. Ausgehend von den
EST-Sequenzen (Accession Nr. BF582504 und AI645519) sowie der spéter
verdffentlichten Maus mRNA-Sequenz (Accession Nr. AK006565), welche 111 bp
zusétzlich innerhalb der codierenden Sequenz aufwies, wurden PCR-Primer
(mCimex1: 5’-TAC CAG ATC GAA GGC ACC AA-3’; mCimex2: 5’-GCA GGC
GGA CTC GTG AAT GA-3’) um diesen Bereich abgeleitet. Mittels PCR konnte in
der cDNA-Bank aus Rattenhirn nur das erwartete 300 bp Fragment, ohne zusitzliche
Information innerhalb des codierenden Bereiches, amplifiziert werden. Ein 380 bp
Fragment (mCimex3: 5’-TCT CAT TAC AAC GAC ACC TAC C-3’; mCimex4: 5’-
ACC CTT CTC CAC AGT TCC-3’) diente nach Biotinylierung mittels PCR als
Sonde fiir das ClonCapture-Verfahren, welches jedoch ohne Erfolg blieb. Daher
wurden weitere Primer aus der Maus-Sequenz abgeleitet (mCimex5: 5’-CCA TAC
AGG TCC TGT CCA GAG TGC-3’; mCimex6: 5’-GGT TTT TAT GAG TCC TGG
TGT AAC ACA GC-3°). Unter Verwendung des Primers mCimex5, welcher
stromaufwiérts des Startcodons lag, und des Primers mCimex6, welcher stromabwdérts
des Stop-Codons lag, konnte aus der Rattenhirn pCMV Sport2 ¢cDNA-Bank ein 1,3
kb Fragment amplifiziert werden (Abb. 3.2.1.1).
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Dieses 1,3 kb PCR-Fragment enthielt einen offenen Leserahmen von 1209 bp,
welcher fiir 403 Aminosdurereste codierte. Die abgeleitete Aminoséuresequenz hat
ein errechnetes Molekulargewicht von 45,7 kD wund einen berechneten
isoelektrischen Punkt von 6,2. Die Sequenz (Abb. 3.2.1.2) enthielt eine mogliche N-

Glycosylierungsstelle (N°?) und einen einzigen Cysteinrest (C**).

Desweiteren fanden sich, ebenso wie in der humanen Sequenz, drei mogliche
Startcodons innerhalb des Leserasters stromaufwirts des zweiten N-terminalen
hydrophoben Bereichs. Keines dieser Startcodons wies eine Kozak-

Konsensussequenz (Kozak M., 1999 und 1996) auf.

2,0 kb

1,5 kb
1,2 kb

1,3 kb >
1,0 kb

0,5 kb

Abbildung 3.2.1.1: Amplifikation der Ca*’-NDPase der Ratte mittels PCR. Unter
Verwendung der PCR-Primer mCimex5 und mCimex6 konnte ein 1,3 kb Fragment
amplifiziert werden, welches den offen Leserahmen der Ca*-NDPase der Ratte enthielt.

67



3. Ergebnisse
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G?GGGTGCTGCCCTCCTCTGGCTGCTGTATTCCCACCATCAGACCCCAGTHTCFCCCAu CCCC CATC“ACAACGCACACAAuTGGAGG 270

v
L R Q ERI S Q Y NDTYPULS PPOQURTU®PGSGTIU RYURTIA
CTCAGGCAGGAGCGCATCTCTCAATACAATGACACCTACCCCCTATCACCCCCACAGAGGACTCCAGGTGGGATTCGGTACCGAATTGCA 360
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GTCATTGCTGACTTGGACACGGGGTCCAAGGCCCAGGAGGAGAACACTTGGTTTAGT TACCT TAAGAARGGCTACCTGACCCTGTCGGAC 450

s G DRV 58 V EWU DI KU DU RU GV LEJ S HTULAEI KU G RGMMEL S
AGTGGGGACAGGGTCAGTGTGGAGTGGGATAAAGACCGTGGAGTCCTGGAGTCCCACCTGGCAGAARAGGGGCGGGGCATGGAGCTCTCG

w

40

O L I v F NG KL Y §VDDUERTOGV I Y QI EGTI KA AWV UPW
GACCTGATCGTCTTCAACGGGAAACTCTACTCTGTGGATGACCGCACGGGGGTCATCTACCAGATCGAAGGTACCAMAGCAGTGCCCTGG 630

v IiIL S$D GDOGAVWVEUIEKGF F KA AZEWTU LA AUYVEKUDEUHTILYVWV G G
GTGATCCTTTCTGATGGCGATGGAGCTGTGGAGAAGGGCTTCAAAGCGGAATGGCTGGCTGTGAAGGACGAGCATCTGTACGTGGGTGGC 720

L G K EwWTTTTGEV V NEW®NUZPEWV KV VG HURG S5 V E
CTGGGCARGGAGTGGACGACCACAACGGGGGAGEGTGGTGAACGAGRACCCTGAGTGGGTGAARGGTGGTGGGCCACAGGGGCAGTGTGGAA 810
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CACGAGAACTGGGTGTCCAGCTACAATGCCCTGAGAGCTGCCGCAGGGATCCAACCGCCAGGCTACCTCATTCATGAGTCCGCCTGCTGG 900

s DT LOQ RWU FF L PRI RASHEU RY S EREUDEURIEKG § N
AGCGACACACTGCAGCGCTGGTTCTTCCTGCCACGACGGGCGAGCCACGAGCGCTACAGCGAAAGGGAGGACGAGCGARAGGGCAGCARC 930
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F I P N TDDOQTI I VAULI KSEEU DU NGT RTIWATYVMATFT
TTCATCCCCARCACGGATGACCAGATCATCGTGGCTCTCARGTCAGAAGAGGACAATGGCAGGATTGCCACCTATGTCATGGCCTTTACG 1170
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CTGGACGGCCGCTTCCTGCTTCCAGAGACCAAGATCGGCAGTGTGAAGTATGAAGGAATAGRATTCATCtagagtaagecttgcaccecca 1259

Abbildung 3.2.1.2: cDNA und abgeleitete Proteinsequenz der Ca**-NDPase der Ratte.
cDNA-Sequenz der Ca?*-NDPase der Ratte (Accession-Nr. AJ312207). Die drei
moglichen Startcodons innerhalb des Leserasters wurden grau hinterlegt und
umrandet. Die mdgliche N-Glycosylierungstelle wurde mit einer schwarzen
Pfeilspitze markiert. Die beiden hydrophoben Bereiche nahe des N-Terminus wurden
mit einem grauen oder schwarzen Balken unterstrichen. Das mdogliche ER-
Retentions/Riicktransport-Signal wurde umrandet und die mogliche Spaltstelle bei
der Nutzung des dritten Startcodons wurde mit einer weillen Pfeilspitze markiert.

Zur Identifizierung bekannter Proteinmotive wurde die 403 Aminosédurereste lange
Sequenz mit der PROSITE-Datenbank (Bairoch, A. et al., 1997) verglichen. Es
fanden sich Konsensussequenzen fiir zwei cAMP- und cGMP-abhingige
Proteinkinase-Phosphorylierungsstellen, sechs Casein Kinase II-Phosphorylierungs-
stellen und zwei N-Myristoylierungsstellen (Tab. 3.2.1.1).
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Proteinmotiv Aminosiure

N-Glycosylierungstelle: N-{P}-[ST]-{P} N%
(PROSITE-Motiv: PS00001)

cAMP- und cGMP-abhéngige Proteinkinase-Phosphorylierungsstellen: s*®

[RK](2)-x-[ST] s
(PROSITE-Motiv: PS00004)

Proteinkinase C Phosphorylierungsstellen S"

(PROSITE-Motiv: [ST]-x-[RK]; PS00005) s;f‘o

333

348

g3

Caseinkinase II Phosphorylierungsstellen: [ST]-x(2)-[DE] T

(PROSITE-Motiv: PS00006) S8l

g204

7238

g310

365

N-Myristoylierungsstellen: G- {EDRKHPFYW }-x(2)-[STAGCN]-{P} G™*

(PROSITE-Motiv: PS00008) G'%

Tabelle 3.2.1.1: Proteinsiuremotive innerhalb der Ca**-NDPase Sequenz der Ratte.

Die durch Vergleich der Proteinsequenz mit der PROSITE-Datenbank erhaltene
Proteinmotive wurden in PROSITE-Syntax (Anhang A.8) dargestellt und die
moglicherweise modifizierten Aminosdurereste wurden angegeben.

Zwischen dem dritten Startcodon und dem zweiten N-terminalen hydrophoben
Bereich konnte ein ausgedehntes RXR-Motiv identifiziert werden (Abb. 3.2.1.2,
Aminosdurepositionen 38 - 44). Dieses RXR-Motiv (R-{DE}-R) fungiert
moglicherweise als ER-Retentions/Riicktransport-Motiv (Bichet D. et al., 2002; Scott
D.B. et al., 2001; Margeta-Mitrovic M. et al., 2000; Xia H. et al., 2001 und Zerangue
N. et al., 1999).

3.2.1.1  Membrantopologie der Ca’*-NDPase

Zur Identifizierung moglicher Transmembrandoménen wurde ein Hydropathie-Plot
der Aminosduresequenz (Kyte J. et al., 1982) durchgefiihrt. Der Plot zeigte zwei N-
terminale hydrophobe Bereiche (Abb. 3.2.1.3 A) mit unterschiedlicher Hydrophobie.
Der erste hydrophobe Bereich zeigte eine deutlich geringere Hydropathie als der
zweite. Der Wert des ersten Bereiches liegt gerade am Grenzwert zur sicheren
Abschétzung einer Transmembrandoméne. Daher wurde die Sequenz zur Vorhersage
der Membrantopologie einer Reihe von unterschiedlichen Vorhersage-Algorithmen

tibermittelt (z.B. TopPred II, Abb.3.2.1.4). Aus diesen resultierten zwei alternative
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Maéglichkeiten der Membrantopologie der Ca**-NDPase (Abb. 3.2.1.3 B und C). Im
ersten Modell weist das Enzym zwei N-terminale Transmembrandoménen auf (Abb.
3.2.1.3 B), wobei sich sowohl der N- als auch der C-Terminus auBerhalb des
Zytosols befinden. Das zweite Modell zeigt nur eine N-terminale
Transmembrandoméne und zwar im Bereich des stark hydrophoben Bereiches (Abb.
3.2.1.3 C). Der erste, schwichere, hydrophobe Bereich ist moglicherweise mit der
Membran asoziert. Der N-Terminus liegt im Zytosol, somit ist das Enzym in diesem
Modell ein Typ II-Transmembranprotein. Unter Beriicksichtigung der
unterschiedlichen Vorhersagequalititen der unterschiedlichen Algorithmen, in einem
unabhingigen Test (Moller S. et al., 2001 und 2002), erscheint das Modell mit nur

einer Transmembrandoméine am wahrscheinlichsten.
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Abbildung 3.2.1.3: Hydropathie-Plot und Membrantopologie der Ca**-NDPase.

A. Der Hydropathie-Plot erfolgte nach der Methode von Kyte und Doolittle (FenstergrdBe:
11 Aminosdurereste). Die zwei hydrophoben Bereiche wurden mit 1 (schwécherer
hydrophober Bereich) und 2 (stark hydrophober Bereich) markiert. Der Pfeil markiert die
Position des dritten Startcodons innerhalb des Leserasters. B. und C. zeigen die beiden
alternativen Membrantopologie-Modelle der Ca’’-NDPase beginnend mit dem ersten
Startcodon.
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Total of 2 structures are to be tested

Candidate membrane-spanning segments:
Helix Begin - End Score Certainity

1 15 - 35 0.622 Putative
2 43 - 63 1.574 Certain
HEADER START STOP LEN PROB HP DARGLYS DCYTEXT DNCHARGE DNNEGPOS
TOPOLOGY 1 1.00 8.00 -0.97 3.00 -0.27
TOPOLOGY N-in N-in N-in
CYT LOOP 1 42 42 7.00 ( 0.24)
TRANSMEM 43 63 21 1.00 1.57
EXT LOOP 64 403 340 (40.00) 0.97
HEADER START STOP LEN PROB HP DARGLYS DCYTEXT DNCHARGE DNNEGPOS
TOPOLOGY 2 0.05 -2.00 0.97 -5.00 0.20
TOPOLOGY N-out N-out N-out
EXT LOOP 1 14 14 2.00 ( -0.11)
TRANSMEM 15 35 21 0.05 0.62
CYT LOOP 36 42 7 5.00 ( -0.52)
TRANSMEM 43 63 21 1.00 1.57
EXT LOOP 64 403 340 (40.00) 0.97

Abbildung 3.2.1.4: TopPred II-Vorhersage der Ca’*-NDPase-Membrantopologie.
Membrantopologie-Vorhersage mit Hilfe des TopPred II-Algorithmus (Claros M.G. et al.,
1994) unter Verwendung der Standardeinstellungen fiir Eukaryoten und der GES-
Hydropathie-Skala.

3.2.1.2  Signalpeptidvorhersage der moglichen Translationsprodukte
der Ca**-NDPase

Die Sequenz der Ca*-NDPase wies drei mogliche Startcodons innerhalb des
Leserasters auf (Abb. 3.2.1.2). Keines dieser Startcodons stellte eine Kozak-Sequenz
(Kozak M., 1999, 1996) zur optimalen Translationsinitiation dar. Daher wurden die
Proteinsequenzen der drei moglichen Translationsprodukte mit Hilfe des SignalP
2.0-Algorithmus (Nielsen H. et al., 1999, 1997) untersucht. Fiir die ersten beiden
theoretischen Translationsprodukte wurde ein Signalanker mit 99 %iger bzw. 68
%iger Wahrscheinlichkeit vorhergesagt (Tab. 3.2.1.2). Bei der Nutzung des dritten
Startcodons édnderte sich jedoch die Vorhersage zugunsten eines Signalpeptids mit
einer Wahrscheinlichkeit von 66 %, und einer Spaltwahrscheinlichkeit von 50 % am
Arginin”, ausgehend vom ersten Startcodon. Aufgrund dieser Vorhersagen und der
Tatsache, dass die charakterisierten Insekten-Apyrasen der Cimex-Familie
(Valenzuela J.G. et al., 2001, 1998) allesamt l6slich sind, wurde zusitzlich eine 5°-
trunkierte Version beginnend mit dem dritten Startcodon innerhalb des Leserasters

kloniert.

71



3. Ergebnisse

Startcodon | Vorhersage Signalpeptid- Signalanker- Spaltstelle
Wahrscheinlichkeit | Wahrscheinlichkeit | Wahrscheinlichkeit
1. ATG Signalanker 0,3 % 99,0 % R
M! 0,2 %
2. ATG Signalanker 31,8 % 68,0 % R"
M 24,3 %
3. ATG Signalpeptid 65,6 % 34,3 % R"
M3 49,5 %

Tabelle 3.2.1.2: Signalpeptid-Vorhersage der theoretischen Translations-Produkte der
Ca’*-NDPase. Die Proteinsequenzen der drei theoretischen Translationsprodukte der Ca*'-
NDPase wurden mit Hilfe des SignalP 2.0-Algorithmuses (Nielsen H. et al., 1999, 1997)
analysiert. Die Nummerierung der Aminoséaurepositionen erfolgte ausgehend von dem ersten
Startcodon

3.2.1.3  Beziehung der Ca**-NDPase zu anderen homologen Sequenzen

Das homologe Enzym der Maus konnte auf dem Chromosom 11 in Band E2
(Accession-Nr. NT031417) lokalisiert werden. Der codierende Bereich der murinen
mRNA setzt sich, wie im Falle der humanen mRNA, aus drei Exons zusammen. Die
Exonstruktur des codierenden Bereiches ist mit der des humanen Homologs
identisch. Durch Analyse der murinen mRNA-Sequenzen BC020003 und
AKO006565, sowie der murinen EST-Datenbank des NCBI konnte die Sequenz
AKO006565 als Splicevariante identifiziert werden. Sie enthélt zwischen dem ersten
und dem zweiten Exon des codierenden Bereiches der Ca>’-NDPase zusitzlich 111
bp. Ob diese Splicevariante der Maus, welche 37 zusitzliche Aminosédurereste
aufweist, funktionell aktiv ist oder gar eine andere Funktion aufweist, ist unklar.
Denn weder fiir die Ca®"-NDPase der Ratte noch fiir das humane Homologe konnten
Hinweise auf eine dhnliche Splicevariante in den Datenbanken des NCBI gefunden
werden. Deweiteren blieben Versuche, ein Insert-tragendes DNA-Fragment, zu dem
erwarteten Insert-freien 300 bp Fragment der Ratte, mittels PCR und den Primern

mCimex1 und mCimex2 zu amplifizieren, wie bereits erwdhnt erfolglos.
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Organismus Identitat auf Proteinebene
Rattus norvegicus 100%
Mus musculus 95%
Homo sapiens sapiens 86%
Silurana tropicalis 71%
Caenorhabditis elegans 42%
Drosophila melanogaster 44%
Anopheles gambiae 42%
Cimex lectularius 37%
Phlebotomus papatasi 31%
Lutzomyia longipalpis 30%

Tabelle: 3.2.1.3: Identitit homologer Sequenzen zur Ca**-NDPase der Ratte. Identititen
unterschiedlicher homologer Proteinsequenzen zur Ca*-NDPase der Ratte. Erliuterungen zu
den Sequenzen, sowie GenBank® Accession-Nr. der Sequenzen siche Abbildungslegende
3.2.1.7.

Die vollstindige Proteinsequenz der Ca’’-NDPase der Ratte, beginnend mit dem
ersten Startcodon, wies auf Proteinebene eine 95 %ige Identitit zum murinen
Homologen bzw. eine 86 %ige Identitit zum humanen Homologen auf (Tab.
3.2.1.3). Sogar im Krallenfrosch Silurana tropicalis fand sich ein homologes Protein
mit 71 % Identitdt zum Protein der Ratte. Die charakterisierten sekretierten Apyrasen
von Cimex lectularius und Phlebotomus papatasi sowie die theoretische sekretierte
Apyrase von Lutzomyia longipalpis wiesen jedoch deutlich geringere Identitéten auf.
Sie lagen nur zwischen 30 und 37 %. In der Genom-Datenbank der Hefe

Saccharomyces cerevisiae fand sich keine homologe Sequenz.

Das Sequenz-Alignment von zehn ausgewihlten Homologen Vertebraten- und
Invertebratensequenzen verdeutlicht den hohen Grad der Homologie unter diesen
Sequenzen (Abb. 3.2.1.5). Es fanden sich acht konservierte Regionen innerhalb
dieser Sequenzen, wovon sich eine direkt am C-Terminus befand. Diese acht
konservierten Bereiche umfassten folgende Aminosiurepositionen der Ca>’-NDPase
der Ratte: 107 — 116, 164 — 192, 199 — 232, 281 — 291, 297 — 305, 315 — 323, 345 —
367 sowie 396 — 402. Alle Vertebratensequenzen enthielten die drei moglichen
Startcodons innerhalb des Leserasters sowie das im Zytosol liegende erweiterte
RXR-Motiv nach dem dritten Startcodon, unmittelbar vor dem zweiten hydrophoben
Bereich. Dieses RXR-Motiv wurde von zwei Prolinresten flankiert (Abb. 3.1.2.6),
wodurch die beiden Argininreste eine besonders exponierte Position einnehmen

diirften (Abb. 3.1.2.7).
73



3. Ergebnisse

RN MPIQPFDQREWNEPMHSLRISVGGLBVLASMEKATDPRERPRWRVIETSF] LLYSHHQTPVSGRPPIHNAHNWR
HS MPVQLSEHPEWNESMHSLRISVGGLBVLASMEKAADPRERPRWKVIHTEF] LLCSHR--PAPGRPPTHNAHNWR

MM MPIQPFDQREWNEPMHSLRISVGGLEVLASMEKATDPRERPRWRVIETSE] I ALEWLLYSHHQGPVPGRPPTHNAHNWR
ST ---MKSSHVECKDSMSPLRISVGGLEVLASMEKTADPRERPRNGAIELSGMGVALBLFLLCYHRSSGP-RTAISNAHNWR

CE ——————mmm o OESNSNE---ENFLUFGEMTRIAFY-———————————————— SGTQEN
DM —--—-—=————— MYIRDW SALRTP-TYRIGNRTVRFNYHF--ALLIVCAFVLVLEFYFARQGSHSSSDGYWLRRSYTDA
AG ———————————- MYLRDW, KALRSPISYRIGNRTIRLQVHFTIVLAALCAFLLL YISSSPSSLLS-DG---PRTNSEL
CL —————mmmmmmm o MRSSYRVGN-PIRFQPTNVVGLLHLSLffLs FMEV-———————————————- QSYELG
L — o m e ME‘IKWV.C FATV--
PP -- --MFEKFCIVAFAIC--

Toveenn.. 100 20, .. ... .. 30........ 40. .. ... .. 50, ...,

D PRORT, GBRVSME
D PRORT] GBRVSME
D QRT G IKVAME
LRT;] RSTKA-—-| FVSMEWE
D

K--DG---KK! ADHKHADIH
KVSKGDGSS

-DI| THL)
SEYYVDTNTI
APT] AF]
EAKABRQSGE]

XX KXXXXXXXXXX XXXXXXXXX

LKFTS--SL
@1 SEfDKTEKLNSN-SLMINEIDOD

IN N1QlIHIQDQPYNLA

IBKSIQIKGKSINRA

RN
HS
ST
CE
DM
AG
CL
LL
PP

Abbildung 3.2.1.5: Anordnung homologer Sequenzen. Das Sequenzalignment wurde mit
dem Programm CLUSTAL X durchgefiihrt. Mit Hilfe des Programms BOXSHADE wurden
die unterschiedlich starken Homologien durch verschiedene Grautdone markiert. Die acht
konservierten Bereiche wurden durch ein x fiir jede Position iiber den Sequenzen markiert.
Erlduterungen zu den Sequenzen, sowie den GenBank® Accession-Nrn. der Sequenzen siche
Abbildungslegende 3.2.1.8.
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Rattus norvegicus 37 P-R-F-R-P-R-W-R 44
Mus musculus 37 P-R-F-R-P-R-W-R 44
Homo sapiens 37 P-R-F-R-P-R-W-K 44

Silurana tropicalis 34 P-R-F-R-P-R-W-G 41

Konsensus |§|——F——|§|——W—X
ER-Motiv [B-R-x-R-[P]

Abbildung: 3.1.2.5: Theoretisches ER-Retentions/Riicktransport-Motiv in Ca’**-NDPase
homologen Vertebratensequenzen. Die beiden Argininreste diirften aufgrund der
flankierenden Prolinreste eine sehr exponierte Position einnehmen. Hierduch sollte das
RXR-Motiv sehr gut fiir eine Bindung an den COP I-Komplex zugénglich sein.

Abbildung:  3.1.2.6: Theoretische  riumliche  Struktur des RXR-ER-
Retentions/Riicktransport-Motiv der Ca’*-NDPase. Ein vereinfachtes Modell der
Peptidsequenz TDPRFRPRW wurde mit Hilfe der ChemSketch Freeware V5.11 (ACD,
Toronto, Ontario, Kanada) erstellt. Die beiden Prolin-flankierten Argininreste wurden
markiert und zeigen eine sehr exponierte Position in groBer rdumlicher Néhe zueinander.
Hierduch sollte das RXR-Motiv sehr gut zugidnglich und fiir eine Bindung an den COP I-
Komplex geignet sein.
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Wihrend die Vertebratensequenzen zwei N-terminale hydrophobe Bereiche
aufwiesen, zeigten die Insektensequenzen jeweils nur einen N-terminalen
hydrophoben Bereich. Diese strukturellen Unterschiede wurden durch das
Dendrogram (Abb. 3.2.1.8), welches ein Produkt des vorher gezeigten
Sequenzalignments war, verdeutlicht. Die Sequenzen lielen sich in zwei Gruppen
einteilen. Die erste, die Ca®"-NDPase-Familie wurde aus den Vertebratensequenzen
sowie einer Nematodensequenz gebildet. Mit Ausnahme der Nematodensequenz,
welche nur 42 % Identitdt zur Rattensequenz aufwies, zeigten die anderen Mitglieder
der Familie untereinander eine sehr groBe Homologie. Die zweite Gruppe, die Cimex
lectularius-Apyrase-Familie, bestand aus den Insektensequenzen, welche
untereinander deutlich geringere Homologien aufwiesen. So lag z.B. die Identitdt
zwischen den beiden sekretierten Apyrasen der Bettwanze Cimex lectularius und der

Sandfliege Phlebotomus papatasi bei nur 36 %.

Caenorhabditis elegans

Silurana tropicalis
2+
: Ca"-NDPase-
Homo sapiens en
Familie
—— Mus musculus
l—— Rattus norvegicus
Drosophila melanogaster|
—— Anopheles gambiae
) _ Cimex lectularius
Cimex lectularius oy
Apyrase-Familie
— L utzomyia longipalpis

'—— Phlebotomus papatasi

Abbildung 3.2.1.8: Dendrogram homologer Sequenzen der Ca’-NDPase. Die
Visualisierung des Sequenzalignments mit Hilfe des Programms TREEVIEW zeigte, dass
die Sequenzen sich in zwei Gruppen unterteilten. Klonierte und funktionell charakterisierte
Proteine wurden fett geschrieben. GenBank® Accession-Nr. der Sequenzen: Rattus
norvegicus (RN) AJ312207; Mus musculus (MM) AAH20003; Homo sapiens (HS)
AAH17655; Silurana tropicalis (ST) EST-Konsensussequenz aus AL594966, AL645454,
AL629683, AL639153 und AL630505; Caenorhabditis elegans (CE) theoretisches
Genprodukt U29378; Drosophila melanogaster (DM) theoretisches Genprodukt AAF54638;
Anopheles gambiae (AG) Lesefehler korrigiert, translatiert AJ297933; Cimex lectularius
(CL) AADO09177; Lutzomyia longipalpis (LL) AAD33513; Phlebotomus papatasi (PP)
AAG17637. Klonierte und funktionell charakterisierte Mitglieder beider Familien wurden
durch Fettdruck hervorgehoben.
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33 Gewebespezifische Expression der Ca’-NDPase
der Ratte

Zur Untersuchung der gewebespezifischen Expression der Ca®’-NDPase wurden
Northern-Blot-Analysen durchgefiihrt. mRNA aus unterschiedlichen Geweben der
Ratte wurde prapariert und nach elektrophoretischer Auftrennung und Transfer auf
eine Nylonmembran mit einer 726 bp langen Digoxigenin-markierten Antisens-
Sonde hybridisiert. Es konnten zwei Hauptbanden detektiert werden (Abb. 3.6),
deren Grofe 4,9 bzw. 2,9 kb betrug. Die Intensititen beider Banden variierte sowohl
in den unterschiedlichen Geweben als auch in den relativen Intensititen beider
mRNA Formen untereinander. Das Signal bei 4,9 kb dominierte gegeniiber dem 2,9
kb Signal in den meisten der untersuchten Gewebe (Darm, Thymus, Leber, Testis,
Muskel und Milz). Dies ist insbesondere im Thymus der Fall. Hier ist nach dem
Gehirn die stirkste Auspragung der lingeren Form zu erkennen. Die kiirzere mRNA-
Form ist besonders stark vorhanden in Gehirn, Lunge und der Niere. Im Testis
hingegen ist sie kaum nachweisbar. Die 2,9 kb mRNA-Form entspricht in ihrer
Lange in etwa der mittlerweile vollstindig vorliegenden humanen mRNA (Accession

Nr. BC017655), welche eine Lénge von 3,3 kb aufweist.

Abbildung 3.3: Northern Blot Analyse der mRNA-Expression der Ca’*-NDPase in
unterschiedlichen Geweben der Ratte. mRNA (0,75 pg pro Spur) wurde aus
unterschiedlichen Geweben der Ratte isoliert und mit einer 726 bp Digoxigenin-markierten
Antisense-Sonde hybridisiert.
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34 Heterologe Expression der C-terminal mit dem Myc-

His-Epitop markierten Ca’-NDPase in CHO-Zellen

Zur heterologen Expression der C-terminal mit dem Myc-His-Epitop markierten
vollstindigen Ca®"-NDPase (CERN/pcDNA3.1(-)/Myc His) sowie der 5’-trunkierten
Variante (3.ATG/pcDNA3.1(-)/Myc His) wurden CHO-Zellen transient mittels
Elektroporation transfiziert. Als Kontrolle dienten Transfektionen mit dem leeren
Vektor. Zwei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet und es wurden
grobe Membranfraktionen hergestellt. Die Membranfraktionen, die Ultra-
zentrifugationsiiberstinde der Membranfraktionpriaparationen sowie die Kultur-
iberstdnde der Zellen wurden mittels Western-Blot analysiert. Beide cDNAs wurden
exprimiert (Abb. 3.4) und die entsprechenden Proteinbanden konnten in den
Membranfraktionen identifiziert werden. Im Falle der Transfektion mit der
vollstindigen cDNA der Ca**-NDPase konnten zwei immunoreaktive Banden in der
Membranfraktion (Abb. 3.4, Spur 2) nachgewiesen werden: ein starkes Band bei
49,3 kD, sowie ein deutlich schwicheres Band bei 46,8 kD. Nach Transfektion der
CHO-Zellen mit der 5’-trunkierten cDNA der Ca®*-NDPase konnte nur ein Band in
der Membranfraktion, auf gleicher Hohe wie das zuvor beschriebene schwichere
Band, nachgewiesen werden. Da die berechneten Molekulargewichte der Epitop-
markierten Proteine bei 49,6 kD fiir das vollstindige Protein und bei 46,2 kD fiir die
5’-trunkierte Variante lagen, war es wahrscheinlich, dass das dritte Startcodon im
Leseraster in geringem Umfang zur Initiation der Proteintranslation genutzt wurde.
Es konnten keine immunoreaktiven Banden in den Ultrazentrifugationsiiberstinden
der Membranfraktionpriparation sowie in den Kulturiiberstinden der CHO-Zellen
nachgewiesen werden. Dies deutete darauf hin, dass keine l6sliche und sekretierte

Form des Enzyms gebildet wurde.
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Abbildung 3.4: Western-Blots der Myc-His-Epitop tragenden vollstindigen sowie der
5°-trunkierten Ca**-NDPase. Es wurden jeweils 3,5 pg Protein pro Spur aufgetragen. Spur
1: Membranfraktion, Mock-transfizierter CHO-Zellen; Spur 2: Membranfraktion,
vollstindige Ca’’-NDPase; Spur 3: Ultrazentrifugationsiiberstand der Membran-
fraktionpriparation, vollstindige Ca**-NDPase; Spur 4: Kulturiiberstand der CHO-Zellen;
vollstindige Ca*’-NDPase; Spur 5: Kulturiiberstand der CHO-Zellen; 5’-trunkierte Ca®'-
NDPase; Spur 6: Ultrazentrifugationsiiberstand der Membranfraktionpréparation, 5’-
trunkierte Ca’>’-NDPase; Spur 7: Membranfraktion, 5’-trunkierte Ca’*-NDPase; Spur 1:
Membranfraktion, Mock-transfizierter CHO-Zellen. Die schwarze Pfeilspitze markiert das
starke Band bei 49,3 kD. Die weisse Pfeilspitze markiert ein schwaches Proteinband von
46,8 kD, welches die gleiche Grofe aufweist wie die 5’-trunkierte Form in Spur 7.

3.5 Funktionelle Charakterisierung der Ca**-NDPase

nach heterologer Expression in CHO-Zellen

3.5.1 Substratspezifitit der Ca’*-NDPase

Die katalytischen Eigenschaften der Ca®*-NDPase wurden anhand von
Membranfraktionen nach heterologer Expression in CHO-Zellen untersucht. Hierzu
wurden diese mit der cDNA der vollstindigen Ca*’-NDPase (CERN/pCMV Sport1)
oder der cDNA der 5’-trunkierten Variante (3.ATG/pCMV Sportl) sowie zur
Kontrolle mit dem leeren Vektor transfiziert. Die Transfektion der CHO-Zellen mit
einer der beiden Ca®’-NDPase-cDNAs fiihrte in jedem Falle zur Expression
katalytisch aktiver Enzyme. Beide exprimierte Formen des Enzyms zeigten im
Grunde die gleiche Substratspezifitit sowie den gleichen Grad an Produktbildung
(Abb. 3.5.1).
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Beide Enzyme zeigten die grofite Aktivitdt mit UDP, GDP und IDP. CDP wurde nur
zu einem sehr kleinen Teil umgesetzt, wiahrend ADP kein Substrat war. Da
kommerziell erwerbliche Nukleosid-triphosphate hdufig erhebliche Kontaminationen
an Nukleosid-diphosphaten enthalten (Trombetta E.S. und Helenius A., 1999; Braun
N. et al., 2000a) und die erhaltene Produktbildung in diesen GroéBenordnungen lag,
schien es wahrscheinlich, dass die beobachtete Aktivitit auf die in der Probe
enthaltenen Nukleosid-diphosphate zuriickging und somit die Nukleosid-triphosphate
keine Substrate fiir die Ca’-NDPase waren. Die untersuchten Nukleosid-
monophosphate waren ebenfalls keine Substrate fiir die Ca’>’-NDPase. Somit konnten

beide Varianten als NDPase (EC 3.6.1.6) klassifiziert werden.
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Abbildung 3.5.1: Substratspezifitit der Ca’-NDPase nach heterologer Expression in
CHO-Zellen. CHO-Zellen wurden mit der cDNA der vollstindigen Ca*"-NDPase oder der
cDNA der 5’-trunkierten Variante transient transfiziert. Als Kontrolle dienten Mock-
transfizierte Zellen. Zur Aktivititsmessung wurden grobe Membranfraktionen eingesetzt.
Die Substrate wurden in einer Endkonzentration von 0,5 mM und in Gegenwart von 1 mM
CaCl, appliziert. Die gemessenen Aktivitdten wurden Mock-korrigiert und auf die UDPase-
Aktivitit normiert. Die 100 %-Werte entsprechen 73 + 3 nmol Py/(10° Zellen x min) (+ S.E.;
n = 3) fiir die vollstindige Ca*’-NDPase, sowie 65 + 38 nmol Py/(10° Zellen x min) (+ S.E.; n
= 3) fiir die 5’-trunkierte Variante.
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3.5.2 Abhingigkeit der Enzymaktivitiit von divalenten
Metallkationen

Die Abhingigkeit der Enzymaktivitit von divalenten Kationen (Ca®" und Mg*")
wurde anhand von Membranfraktionen nach heterologer Expression der Ca®'-
NDPase der Ratte (CERN/pCMV Sportl) in CHO-Zellen untersucht.
Membranfraktionen Mock-transfizierter CHO-Zellen dienten als Kontrolle. Als
Substrat fiir die Bestimmung der Ionenabhéngigkeit wurde als bestes Substrat UDP
gewihlt. Die Enzymaktivitit der Ca®"-NDPase zeigte, ebenso wie die Aktivitit der
sekretierten Cimex lectularius-Apyrasen (Valenzuela J.G. et al., 1998, 2001), eine
strickte Calcium-Abhingigkeit (Abb. 3.5.2.1). Magnesiumionen fiihrten zu keiner
messbaren Enzymaktivitit. Bei einer Substratkonzentration von 0,5 mM erreichte die
Enzymaktivitit ein Maximum bei 1 mM Ca®". Hohere Konzentrationen von
Calciumionen reduzierten die Enzymaktivitit. In Abwesenheit zugesetzter divalenter
Kationen und nach Zugabe von 1 mM EDTA verblieb eine Restaktivitit von 3 % der
Maximalaktivitit (Abb. 3.5.2.2).

100+
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Abbildung 3.5.2.1: Ionenabhingigkeit der Ca’-NDPase Enzymaktivitit. Die
Bestimmung der Abhéngigkeit der Enzymaktivitit von divalenten Kationen zeigte eine
strikte Abhéngigkeit von Calciumionen. Es wurde 0,5 mM UDP als Substrat verwendet. Die
Aktivitdtsmessungen erfolgten bei einem pH von 7,0. Die Messwerte wurden Mock-
korrigiert und auf 1 mM Ca®" normiert. Der 100 %-Wert entspricht 68 + 7 nmol Py/(10°
Zellen x min) (= S.E.; n = 3).
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Abbildung 3.5.2.2: Calciumabhiingigkeit der Enzymaktivitit der Ca’*-NDPase. Die
Enzymaktivitit der Ca’-NDPase zeigte eine strikte Abhingigkeit von Calciumionen.
Magnesiumionen zeigten keine Aktivierung. In Abwesenheit zugesetzter divalenter Kationen
und nach Zugabe 1 mM EDTA fiel die Aktivitit auf 3 % der Maximalaktivitdt. Es wurden
0,5 mM UDP als Substrat verwendet. Die Aktivitditsmessungen erfolgten bei einem pH von
7,0. Die Messwerte wurden Mock-korrigiert und auf 1 mM Ca®" normiert. Der 100 %-Wert
entspricht 68 = 7 nmol Py/(10° Zellen x min) (+ S.E.; n = 3).

353 pH-Optimum der Enzymaktivitit

Zur Bestimmung des optimalen pH-Bereiches der Enzymaktivitit wurde die
UDPase-Aktivitit der Ca*>*-NDPase der Ratte anhand von Membranfraktionen nach
heterologer Expression in CHO-Zellen (CERN/pCMYV Sportl) bei unterschiedlichen
pH-Werten untersucht. Hierzu wurde ein kombinierter Hepes-Glycin-Puffer (je 50
mM) zwischen pH 6,0 und 10,5 verwendet. Membranfraktionen Mock-transfizierter
CHO-Zellen dienten als Kontrolle. Die Enzymaktivitit zeigte ein breites pH-
Optimum zwischen pH 6,5 und 7,5 (Abb 3.5.3). Die Enzymaktivitit fiel bei hoheren
pH-Werten. Ab einem pH-Wert von 9,5 war keine Aktivitidt mehr nachweisbar.
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Abbildung 3.5.3: pH-Optimum der Ca**-NDPase. Diec Enzymaktivitit der Ca**-NDPase
zeigte ein breites pH-Optimum zwischen pH 6,5 und 7,5. Die Aktivitdtsmessungen erfolgten
mit 0,5 mM UDP und 1 mM Ca*". Die Messwerte wurden Mock-korrigiert und auf pH 7,0
normiert. Der 100 %-Wert entspricht 70 + 10 nmol P/(10° Zellen x min) (£ S.E.; n = 3).

354 Bestimmung des K,,-Wertes fiir UDP

Zur Bestimmung des K,,-Wertes fiir UDP wurden die Enzymaktivititen der
Membranfraktionen nach heterologer Expression der Ca®’-NDPase der Ratte
(CERN/pCMV Sportl) bei unterschiedlichen UDP-Konzentrationen bestimmt.
Membranfraktionen Mock-transfizierter CHO-Zellen dienten als Kontrolle. Der K-
Wert fiir UDP bei einem pH Wert von 7,0 lag bei 216 = 14 uM (£ S.E., n = 3) (Abb.
3.5.4).
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Abbildung 3.5.4: K,,-Wert fiir UDP. Der K,,-Wert fiir UDP lag bei 216 + 14 uM (£ S.E., n
= 3). Die Aktivititsmessungen erfolgten bei einem pH von 7,0 und einem Substrat/Ca”"-
Verhiltnis von 1:2. Die Messwerte wurden Mock-korrigiert und auf 2 mM UDP normiert.
Der 100 %-Wert entspricht 90 = 10 nmol P/(10° Zellen x min) (+ S.E.; n = 3).
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3.5.5 Ca’"-NDPase ist ein integrales Membranprotein

Zur Beantwortung der Frage, ob es sich bei beiden Varianten der Ca**-NDPase der
Ratte, d.h. sowohl der vollstindigen als auch der 5’-trunkierten Variante, um
integrale Membranproteine handelte, wurde die Triton X-114 Separation (Bordier C.,
1981) durchgefiihrt. Das Verfahren beruht auf der Trennung Triton X-114
solubilisierter integraler Membranproteine von loslichen Proteinen oberhalb des
Wolkenpunktes (22°C) von Triton X-114. Dabei wurden die Membranproteine,
ausgehend von Membranfraktionen transient transfizierter —CHO-Zellen
(CERN/pCMYV Sportl, 3.ATG/pCMV Sportl und Mock), in eiskalter Losung mit
Triton X-114 solubilisiert. Die Losung wurde anschlieBend tiber den Wolkenpunkt
erwarmt, beide Phasen wurden voneinander getrennt und die UDPase-Aktivititen
bestimmt. 35 % der Ausgangsaktivitit der vollstindigen Ca*"-NDPase, sowie 30 %
der Ausgangsaktivitit der 5’-trunkierten Ca®’-NDPase, blieben nach der Triton X-
114-Behandlung erhalten. Davon fanden sich 99 % der Aktivitét der vollstdndigen,
sowie 94 % der Aktivitdt der 5’-trunkierten, in der die integralen Membranproteine
enthaltenen Detergensreichen Phase (Abb. 3.5.5). Es handelte sich also in beiden

Féllen um integrale Membranproteine.
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Abbildung 3.5.5: Triton X-114 Auftrennung der beiden Varianten der Ca’*-NDPase.
Verteilung der Enzymaktivititen nach Triton X-114 Separation auf die Detergensreiche und
die Detergensarme Phase. Die Aktivititen der vollstindigen Ca®*-NDPase ist in Schwarz, die
der 5’-trunkierten in WeiB, dargestellt. Die Aktivititen wurden mit 0,5 mM UDP, 1 mM Ca*"
in Anwesenheit von 0,1 % Triton X-100 bei pH 7,0 bestimmt. Die gemessenen Aktivitdten
wurden Mock-korrigiert und die nach der Triton X-114-Behandlung erhaltene
Gesamtaktivitit beider Phasen auf 100 % gesetzt (Ca*-NDPase: 22 + 2 nmol P/(10° Zellen
X min); 5’-trunkierte Ca**-NDPase: 10 + 3 nmol Py/(10° Zellen x min)). Spur 1 und 3:
Detergensreiche Phasen, Spur 2 und 4: Detergensarme Phasen (Mittelwert =+
Mittelwertabweichung, n = 2)
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3.5.6 Orientierung des katalytischen Zentrum der Ca**-NDPase

Zur Untersuchung der Frage, ob sich das katalytische Zentrum der Ca*"-NDPase in
einer membranumschlossenen Form oder auf der Zelloberfliche vesikuldrer
Organellen befindet, wurden Membranfraktionen in einem kombinierten Proteinase
K/Triton X-100-Test eingesetzt. Die Membranfraktionen der in CHO-Zellen
heterolog exprimierten vollstindigen Ca’’-NDPase sowie der Mock-Kontrolle
wurden unter isotonischen Bedingungen prépariert. Die Aktividten wurden vor und
nach der Zugabe von Triton X-100 (0,02 %) sowie nach Zugabe von Proteinase K
miteinander verglichen. Die Zugabe von 0,02 % Triton X-100, welches der
kritischen Mizellarenkonzentration entspricht, resultierte in einer Steigerung der
spezifischen UDPase-Aktivitit der Ca*’-NDPase um den Faktor 4,4 (Abb. 3.5.6, A
und B). Da bei diesen Konzentrationen von Triton X-100 keine Membran-
proteinsolubilisierung sondern nur ein Aufbrechen von membranumschlossenen
Strukturen stattfindet, lieB sich folgern, dass nach der Priparation der
Membranfraktionen noch ca. 80 % der Ca’-NDPase-Aktivitit in
membranumschlossener Form vorlag. 20 % der Ca*’-NDPase-Aktivitit hatte nach
der Priparation der Membranfraktionen eine zytosolische Orientierung, vermutlich
durch das Aufbrechen organelldrer Strukturen wiahrend der Préparation (Abb. 3.5.6,
A). Proteolytische Spaltung der oberflichen Proteine durch Prdinkubation mit
Proteinase K in Abwesenheit von Triton X-100 und deren anschlieBende Inhibition
mit PMSF vor dem Aktivitétstest, eliminierte die Aktivitit des zytosolisch
lokalisierten Anteils der Ca’’-NDPase (Abb. 3.5.6, C). Die Zugabe von 0,02 %
Triton X-100 zu zuvor mit Proteinase K behandelten und mittels PMSF Proteinase K
inhibierten Membranfraktionen resultierte in einem enormen Anstieg (Faktor 180)
der spezifischen Ca*"-NDPase-Aktivitit (Abb. 3.5.6, C und D). Die Koapplikation
von Proteinase K und Triton X-100 reduzierte die Aktivitdt nahezu komplett (Abb.
3.5.6, E). Anhand dieser Daten lieB sich schlussfolgern, dass die Ca*’-NDPase eine
luminale Orientierung ihres katalytischen Zentrums aufweist. Weiter zeigte sich, dass
Mock-transfizierte CHO-Zellen einen endogenen luminalen UDPase-Pool besaflen

(Abb 3.5.6, A und B, C und D).
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Abbildung 3.5.6: Luminale Orientierung der Ca’’-NDPase. Membranfraktionen der
heterolog in CHO-Zellen exprimierten Ca*-NDPase sowie der Mock-Kontrolle wurden
unter isotonischen Bedingungen pripariert. Membranfraktionen wurden priinkubiert in
Anwesenheit oder Abwesenheit von Proteinase K (2,5 ug) und Triton X-100 (0,02 %), wie
angezeigt. Proteinase K wurde nach der Priinkubation mit PMSF inhibiert. (£ S.E., n = 3).

3.6 Zellulire Lokalisierung der Ca**-NDPase

nach heterologer Expression in CHO-Zellen

3.6.1 Oberflichenmarkierung der Ca’-NDPase

nach heterologer Expression in CHO-Zellen

Zur Untersuchung einer moglichen Zelloberflachenlokalisierung der Myc-Epitop-
markierten vollstindigen Ca’’-NDPase, sowie der Myc-Epitop-markierten 5’-
trunkierten Variante, wurden beide heterolog in CHO-Zellen exprimiert. Als
Kontrolle dienten Mock-transfizierte CHO-Zellen. Der anti-Myc Antikorper wurde
zwei Tage nach der Transfektion auf die lebenden Zellen appliziert. Nach
Methanolfixierung und  Applikation des  Cy3-gekoppelten  anti-Maus-
Zweitantikorpers konnte fiir keines der beiden Enzyme eine Oberflachenexpression

nachgewiesen werden (Abb. 3.6.1).
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Abbildung 3.6.1: Oberflichenmarkierung nach heterologer Expression in CHO-Zellen.
Die lebenden Zellen wurden zwei Tage nach der Elektroporation mit dem anti-Myc
Antikorper markiert. Nach Methanolfixierung wurde der Cy3-konjugierte Zweitantikorper
appliziert. A,D: Mock-Kontrolle; B,E: vollstindige Ca2+-NDPase-Myc His; C,F: 5°-
trunkierte Ca%—NDPase—Myc His; A,B,C: Phasenkontrast; D,E,F: Immunfluoreszenz. Die
Balken entsprechen 20 pm.

3.6.2 Intrazellulire Lokalisierung der Ca’*-NDPase

nach heterologer Expression in CHO-Zellen

Zur Identifizierung der intrazelluliren Lokalisierung der Ca®’-NDPase wurden
immunzytochemische Markierungen nach heterologer Expression des Myc-Epitop
tragenden Proteins in CHO-Zellen durchgefiihrt. Immunzytochemische
Markierungen mit dem monoklonalen anti-Myc-Antikorper zeigten zwei Tage nach
der Transfektion der CHO-Zellen eine retikulire Verteilung der Ca**-NDPase (Abb.
3.6.2.1, C). Doppelmarkierungen der Myc-Epitop-markierten Ca**-NDPase und von
Calnexin, einem Chaperon des endoplasmatischen Retikulums (Yamashita K. et al.,
1999), ergaben einen sehr hohen Grad an Kolokalisierung der beiden Proteine (Abb.
3.6.2.1, C — F). Dies lieB vermuten, dass die Ca’’-NDPase im endoplasmatischen
Retikulum lokalisiert ist. Doppelmarkierung der Myc-Epitop-markierten Ca®'-
NDPase sowie mit dem AlexaFluor-488°-konjugierten Lektin WGA, welches eine
starke Markierung des medialen und trans Golgi-Apparates zeigt (Parkkinen J.J. et
al., 1997), verwies auf eine unterschiedliche zelluldre Verteilung der Ca’*-NDPase
im Vergleich zum Golgi-Apparat (Abb. 3.6.2.1, I und J). Jedoch konnten anhand

von CLSM-Aufnahmen, Ca**-NDPase-immunoreaktive organelldre Strukturen in der
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Nihe einzelner Golgi-Stapel identifiziert werden (Abb. 3.6.2.1, K und L). Bei
diesen Prd-Golgistrukturen handelte es sich vermutlich um das zwischen ER und
Golgi lokalisierte Kompartment ERGIC (Kappeler F. et al., 1997). Die 5’-trunkierte
Variante zeigte die gleiche zelluldre Lokalisierung (Abb. 3.6.2.2).

Abbildung 3.6.2.1: Intrazellulire Markierung der Myc-Epitop-markierten Ca*'-
NDPase nach heterologer Expression in CHO-Zellen. Die Zellen wurden zwei Tage nach
der Elektroporation mit Methanol fixiert und markiert. C,E, I, K: Ca**-NDPase-Myc His;
D,F: Calnexin; K, L: Markierung mit AlexaFluor-488° WGA:; A, G: Phasenkontrast; B, H:
Markierung der Zellkerne mit DAPI; Die Balken entsprechen 16 pm in A — D G — H, sowie
3 umin E,F, Kund L.
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Abbildung 3.6.2.2: Intrazellulire Markierung der Myc-Epitop-markierten 5’-
trunkierten Ca’*-NDPase nach heterologer Expression in CHO-Zellen. Die Zellen
wurden zwei Tage nach der Elektroporation mit Methanol fixiert und markiert. C, G: 5’-
trunkierte Ca2+—NDPase—Myc His; D: Calnexin; H: Markierung mit AlexaFluor-488° WGA;
A, E: Phasenkontrast; B, F: Markierung der Zellkerne mit DAPI; Die Balken entsprechen 10
um.
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3.7 Charakterisierung der Quartirstrukturen von
NTPDasel und NTPDase2 der Ratte nach heterologer

Expression in Qocyten von Xenopus laevis

3.7.1 Funktionelle heterologe Expression der NTPDasel

und NTPDase2 in Oocyten von Xenopus laevis

Zur Uberpriifung, ob sich das Oocyten-System zur Expression der NTPDasel und
NTPDase2 der Ratte eignet, wurde die cRNA der N-terminal das Hexahistidyl-
Epitop tragenden Proteine in Oocyten injiziert. AnschlieBend erfolgte die
metabolische Markierung der Proteine mit >°S-Methionin. Drei Tage nach der
Injektion der cRNA wurden die Membranproteine mit wasserldslichem Digitonin
solubilisiert und iiber Ni’-NTA-Agarose gereinigt. Die gereiningten Proteine
wurden mit EndoH oder PNGase F deglycosyliert. Da EndoH, im Gegensatz zur
PNGase F, nur Hochmannose- und Hybridoligosaccharide jedoch nicht komplexe
Oligosaccharide von Proteinen abspalten kann, deutet eine Endo H-Sensitivitit von
Plasmamembranproteinen auf Probleme bei der Proteinsynthese und Assemblierung
hin, wodurch das entsprechende Protein im ER zuriickgehalten wird. Es zeigte sich,
dass nach drei Tagen nur ein kleiner Teil der exprimierten NTPDasel und
NTPDase2 Endo H sensitiv waren (Abb. 3.7.1.1, Spur 2 und 5) und sich somit noch
im ER befand. Der weitaus grofite Teil der Proteine wurde von Endo H nicht
deglycosyliert. PNGase F fiihrte hingegen zur kompletten Deglycosylierung beider
Proteine (Abb. 3.7.1.1, Spur 3 und 6).

Da sich keine Hinweise auf Probleme bei der Proteinsynthese in Xenopus laevis-
Oocyten fanden, wurden einen Tag nach der cRNA Injektion die
Oberfliachenaktivititen der beiden Enzyme beziiglich der Substrate ATP und ADP
gemessen (Abb. 3.7.1.2). Nicht injizierte Oocyten dienten als Kontrolle. Die
Substratspezifititen entsprachen in etwa den Werten der heterolog in CHO-Zellen
exprimierten Enzyme (Heine P. et al., 1999). Fiir die NTPDasel fand sich ein
ATP:ADP-Verhiltnis von 1 : 1,1 und fiir die NTPDase2 von 1 : 0,1.
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NTPDase1 | NTPDase2
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Abbildung 3.7.1.1: Deglycosylierung der NTPDasel und NTPDase2 nach heterologer
Expression in Xenopus laevis-Oocyten. Aliquots iiber Ni*-NTA-Agarose gereinigter
NTPDasel und NTPDase2 wurden entweder mit EndoH oder PNGase F deglycosyliert und
iiber eine 4 — 10 % SDS-PAGE analysiert.
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Abbildung 3.7.1.2: Zelloberflichenaktivititen von NTPDasel und NTPDase2 nach
heterologer Expression in Xenopus laevis-Oocyten. Einen Tag nach der cRNA-Injektion
wurden die Oberflachenaktivititen bei einer Substratkonzentration von 2 mM bestimmt. Die
Aktivitdten der Kontrollen wurden subtrahiert. (= S.E.; n = 6 fiir NTPDasel und n = 7 fir
NTPDase2)
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3.7.2 Untersuchung der Quartarstrukturen von NTPDasel und
NTPDase2 nach heterologer Expression in Xenopus laevis-

Oocyten mittels SDS-PAGE

Zur Untersuchung der Quartérstrukturen der NTPDasel und der NTPDase2 wurden
die N-terminal das Hexahistidyl-Epitop tragenden Proteine heterolog in Xenopus
laevis Oocyten exprimiert. Die Proteine wurden metabolisch mit *°S-Methionin
markiert und nach Solubilisierung mit Digitonin iiber Ni*-NTA-Agarose gereinigt.
Digitonin ist ein ungeladenes mildes Detergens, welches Membranproteinkomplexe
nativ solubilisieren kann. So konnten nach Digitoninsolubilisierung sowohl die
NTPDasel (Wang T.F., Ou Y. und Guidotti G., 1998) als auch der P2X-Rezeptor
(Nicke A. et al., 1998) nativ isoliert werden.

Die iiber Ni*"-NTA-Agarose gereinigten Proteine wurden mittels Glutardialdehyd
kovalent vernetzt und zusammen mit nicht vernetzten Aliquots der Proteine auf
einem 4 — 10 % linearen SDS-Gel unter nicht reduzierenden Bedingungen analysiert
(Abb. 3.7.2). Die dominierende Quatirstruktur der NTPDasel ist ein Dimer bei 132
kD. Neben dem Dimer zeigten sich noch ein sehr schwaches Trimer bei 200 kD und
eine starkere Monomerbande bei 67 kD. Fiir die NTPDase2 ergab sich ein stirkeres
Dimer bei 145 kD. Daneben zeigten sich noch deutliche Banden eines Trimers (214
kD) und eines Tetramers (286 kD). Das Monomer (72 kD) war kaum vorhanden. Die
Quatdrstrukturen beider Enzyme wurden nicht durch intermolekulare S-S-Briicken
gebildet, wie anhand der nicht reduzierenden SDS-PAGE gezeigt werden konnte
(Abb. 3.7.2, Spur 1 und 3). Auch unter nicht reduzierenden Bedingungen wurden

nur Monomere nachgewiesen.
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Abbildung 3.7.2: Quatirstrukturen der NTPDasel und der NTPDase2 nach
Glutardialdehyd-Cross-Linking und nicht reduzierender SDS-PAGE. Die Hexahistidyl-
Epitop markierten Proteine wurden drei Tage nach der Injektion der cRNA mit Digitonin
solubilisiert und iiber Ni*-NTA-Agarose gereinigt. Aliquots der gereinigten Proteine wurden
mit Glutardialdehyd vernetzt. Vernetzte und unbehandelte Proben wurden mittels nicht
reduzierender SDS-PAGE analysiert.

3.7.3 Untersuchung der Quartiarstrukturen der NTPDasel und
der NTPDase2 nach heterologe Expression in Xenopus

laevis-Oocyten mittels BN-PAGE

Zur Analyse nativer multimerer Komplexe nach heterologer Expression in Xenopus
laevis-Oocyten nach radioaktiver Markierung und Reinigung der Digitonin-
solubilisierten Proteine iiber Ni*-NTA-Agarose diente die von Schigger (Schigger
H., 2001, 1996, 1995, 1994b, 1994a, 1991) entwickelte Blau Native-
Gelelektrophorese ~ (BN-PAGE).  Das  Verfahren  beruht auf  einer
Ladungsverschiebung der Proteine durch Anlagerung des negativ geladenen
Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 an positiv geladene sowie hydrophobe
Bereiche. Durch die Anlagerung an hydrophoben Bereichen dient der Farbstoff als

Detergensersatz wihrend der Elektrophorese von Membranproteinen.

NTPDasel und NTPDase2 zeigten in der BN-PAGE (Abb. 3.7.3, A, Spur 1; B,
Spur 1) die gleichen Quatérstrukturen wie nach Glutardialhdehyd-Cross-Linking in
der nicht reduzierenden SDS-PAGE. Dies verdeutlicht, dass die BN-PAGE ecine
addaquate Methode zur Untersuchung von Quatérstrukturen nativer Proteinkomplexe

ist.
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Abbildung 3.7.3: Analyse der Quatirstrukturen der NTPDasel (A) und der NTPDase2
(B) mittels BN-PAGE. Die Hexahistidyl-Epitop-markierten Proteine wurden mit Digitonin
solubilisiert und iiber Ni*-NTA-Agarose gereinigt. Aliquots der gereinigten Proteine wurden
vor der Analyse mit DTT (100 mM), BN-Probenpuffer oder ohne Zusitze bei 37°C
inkubiert. Behandelte und unbehandelte Proben wurden mittels BN-PAGE analysiert. Die
Proteine der Spuren 1 — 3 in A und B wurden fiir 6 Tage in Oocyten exprimiert, alle anderen
fiir 3 Tage. Schwache Banden wurden durch Sternchen markiert.
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Zur Untersuchung der Homomultimerstabilitit von NTPDasel und NTPDase2
wurden Aliquots der gereinigten Proteine unter verschiedenen Bedingungen
vorbehandelt, bevor sie mittels BN-PAGE analysiert wurden. Inkubation von
NTPDasel bei 37°C ergab mit zunehmender Dauer eine steigende, jedoch auch nach
zwei Stunden nicht vollstdndige, Dissoziation der Multimere (Abb. 3.7.3, A, Spur 4
— 7). Interessanterweise bildeten sich bei der Inkubation Doppelbanden, was auf eine
Konformationsédnderung und daraus resultierende hohere Mobilitét in der BN-PAGE
hindeutete. Die Inkubation der NTPDasel bei 37°C in Gegenwart von 100 mM DTT
fiihrte ebenfalls nicht zur vollstindigen Dissoziation der Multimere (Abb. 3.7.3, A,
Spur 4, 8 — 10). Nach DTT-Behandlung laufen die Banden der NTPDasel auf der
gleichen Hohe wie die entstehenden Doppelbanden bei der Inkubation bei 37°C ohne
weitere Zusidtze. Dies deutete zusitzlich auf eine Konformationsinderung der
Struktur der NTPDasel hin. Erst eine Inkubation bei 37°C in Gegenwart von 100
mM DTT und des BN-Probenpuffers vermochte eine vollstindige Dissoziation der
NTPDasel-Multimere zu bewirken (Abb. 3.7.3, A, Spur 1 — 3). Zur vollstindigen
Dissoziation der Multimerstruktur der NTPDasel wurde somit das Reduktionsmittel
DTT und die unter diesen Bedingungen denaturierende Wirkung des Farbstoffs

Coomassie Brilliant Blue G250 bendtigt.

Im Gegensatz zur NTPDasel waren die NTPDase2-Multimerstrukturen bei einer
Inkubation bei 37°C extrem stabil und der Monomeranteil nahm kaum zu (Abb.
3.7.3, B, Spur 5 — 7). Selbst Inkubationen in Gegenwart von 100 mM DTT mit oder
ohne BN-Probenpuffer fiihrten, im Gegensatz zur NTPDasel, nicht zu einer
vollstindigen Dissoziation der Multimerstrukturen (Abb. 3.7.3, B, Spur 1 — 3 und 4,
8 — 10). Jedoch zeigte die NTPDase2 unter diesen Bedingungen ebenfalls eine
erhohte Mobilitét in der BN-PAGE.
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3.7.4 Anderung der NTPDase2 Substratspezifitiit
mit zunehmender Dauer der heterologen Expression

in Xenopus laevis Qocyten

Die Substratspezifitit der NTPDase2 énderte sich mit zunehmender Dauer der
heterologen Expression. Die relative ADPase-Aktivitit der NTPDase2 stieg nach
sieben Tagen signifikant (p < 0,0001) um das vierfache im Vergleich zum ersten Tag
der Expression (Tab. 3.7.4). Dies fiihrte von einem ATP:ADP-Verhiltnis von 1 : 0,1
nach 24 h Expression zu einem Verhiltnis von 1 : 0,4 nach sieben Tagen (Abb.
3.7.4.1). Im Gegensatz zur NTPDase2 zeigte die NTPDasel keine Anderung ihrer

Substratpréferenz.

Enzym Expression | n ATPase-Aktivitit ATPase-Aktivitéit ATP : ADP
[d] [nmol/(min x Oocyte)] [nmol/(min x Oocyte)]
NTPDasel 1 6 0,743 £0,117 0,814 +0,109 1:1,1
7 6 0,897 £ 0,160 0,925 +0,170 1:1,0
NTPDase?2 1 7 0,798 + 0,097 0,083 £ 0,029 1:0,1
7 6 1,111 +0,409 0,441 £0,115 1:04

Tabelle 3.7.4: Zeitliche Anderung der Substratspezifitiit der NTPDase2. Die
Oberflachenaktivititen von NTPDasel und NTPDase2 wurden in Gegenwart von 2 mM
Substrat gemessen. (+ S.E.)

50 -
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10 4

ADP/ATP-Aktivitat [%]
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0 1 2 3 4 5 6 7

Expression [d]

Abbildung 3.7.4.1: Zeitliche Anderung der relativen ADPase-Aktivitiit der NTPDase2.
Die Oberflachenaktivititen der NTPDase2 wurden in Gegenwart von 2 mM Substrat
gemessen. Als Kontrolle dienten nicht injizierte Oocyten. (+ S.E.)
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Um zu untersuchen, ob die zeitliche Anderung der NTPDase2 Substratspezifitit mit
einer Anderung der Multimerstruktur einhergeht, wurden NTPDase2 und zur
Kontrolle auch NTPDasel sowohl metabolisch als auch an der Zelloberfldche
radioaktiv markiert. Zur radioaktiven Markierung der Oberflichenproteine intakter
Oocyten wurden diese mittels '*’Tod markiertem Sulfo-SHPP (Thompson J.A. et al.,
1987) inkubiert. Die iiber Ni*-NTA-Agarose gereinigten Proteine wurden
anschlieBend mittels BN-PAGE analysiert.

Die Anderung der Substratspezifitit der NTPDase2 ging mit einer Anderung des
multimeren Verteilungsmusters der NTPDase2 einher. Mit zunehmender
Expressionsdauer nahm der relative Anteil hoherer Multimerer zu (Abb. 3.7.4.2, B).
Dies war sowohl in den metabolisch markierten (Gesamtpool) als auch den mittels
radioaktivem Iod an der Zelloberfliche markierten Proben zu erkennen. In den
Oberflichen-markierten Proben sind die Multimeranteile im Vergleich zur
metabolischen Markierung etwas zu den niedrigeren Werten verschoben. Der Grund
hierfiir kénnte in der Bindung des relativ groBen '*’Iod-Sulfo-SHPP an in rdumlicher
Néhe liegender Lysinreste und der damit einhergehenden sterischen Hinderung
liegen. Im Gegensatz zur NTPDase2 zeigte die NTPDasel keine signifikante
Anderung ihrer Multimerstruktur in Abhiingigkeit von der Expressionsdauer (Abb.
3.7.4.2, A), einhergehend mit der Tatsache das auch keine funktionelle Anderung

eintrat.
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Abbildung 3.7.4.2: Analyse der Quatirstrukturen der NTPDasel (A) und der
NTPDase2 (B) nach metabolischer Markierung und Markierung der Zelloberfliche zu
unterschiedlichen Expressionszeitpunkten mittels BN-PAGE. Die Proteine wurden
entweder metabolisch mit **S-Methionin oder an der Zelloberfliche mit '*’Iod-Sulfo-SHPP
markiert. Die Hexahistidyl-Epitop markierten Proteine wurden mit Digitonin solubilisiert
und tiber Ni*"-NTA-Agarose gereinigt. Aliquots der gereinigten Proteine wurden mittels BN-
PAGE. Die Proteinbanden der NTPDasel und NTPDase2 wurden durch Pfeilspitzen
markiert. Schwache Banden wurden mit einer weillen Pfeilspitze markiert.
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3.7.5 NTPDasel/NTPDase2 Heteromultimere nach heterologer

Expression in Xenopus laevis-Oocyten

Um die mogliche Ausbildung von NTPDasel/NTPDase2-Heteromultimeren zu
untersuchen, wurden Koprézipitationversuche durchgefiihrt. Hierzu wurde die mittels
eines Hexahistidyl-Epitops markierte NTPDasel mit der Wildtyp-Form der
NTPDase2 in Xenopus laevis-Oocyten koexprimiert. Die Membranproteine wurden
mit Digitonin solubilisiert. AnschlieBend wurde versucht die wt-NTPDase2 {iiber
Hexahistidyl-Epitop-markierte native NTPDasel-Proteinkomplexe mittels Ni*'-
NTA-Chromatographie zu kopritizipitieren. Die Proben wurden mittels Slot- sowie
Western-Blot und spezifischer polyklonaler Antikdrper gegen NTPDasel (C9 2B2)
und NTPDase2 (BZ3B3) analysiert. Als Kontrollen dienten die Expressionen der
Hisg-NTPDasel, His¢-NTPDase2, wt-NTPDase2 und nicht injizierte Oocyten.

Wie man anhand des Slot-Blots (Abb. 3.7.5.1) erkennen kann, war es moglich, die
wt-NTPDase2 (Abb. 3.7.5.1, A5-6) mit der Hisc-NTPDasel (Abb. 3.7.5.1, B5-6) zu
prétizipieren. Das immunreaktive Signal der koexprimierten Hiss-NTPDasel (Abb.
3.7.5.1, B5-6) entsprach in etwa dem der alleinigen Expression der Hise-NTPDasel
(Abb. 3.7.5.1, B2). Das immunreaktive Signal der koisolierten wt-NTPDase2 (Abb.
3.7.5.1, A5-6) war deutlich schwicher als jenes der koexprimierten Hise-NTPDasel
(Abb. 3.7.5.1, B5-6). Desweiteren war es auch von deutlich geringerer Intensitit als
jenes der allein exprimierten und iiber Ni**-NTA-Chromatographie gereinigten Hisg-
NTPDase2 (Abb. 3.5.7.1, A3). Der sehr geringe Anteil an wt-NTPDase2 im

Koprizipitat spricht gegen eine signifikante Tendenz zur Heteromultimerbildung.

Die Aussage der Slot-Blot-Analysen wurden durch Western-Blots (Abb. 3.7.5.2)
bekréftigt. Auch hier konnte nur ein, im Vergleich zur allein exprimierten Hiss-
NTPDase2 (Abb. 3.7.5.2, B3), deutlich schwicheres immunreaktives Signal der wt-
NTPDase2 im Koprézipitat nachgewiesen werden (Abb. 3.7.5.2, BS). Das
immunreaktive Signal der koexprimierten His¢-NTPDasel (Abb. 3.7.5.2, AS) war in
der GroBenordnung der allein exprimierten Hisc-NTPDasel (Abb. 3.7.5.2, A2). Ein
signifikantes immunreaktives Signal konnte auch nach heterologer Expression und

Ni**-NTA-Chromatographie der wt-NTPDase2 nachgewiesen werden (Abb. 3.7.5.2,
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B4). Dies spricht dafiir, dass der sehr geringe Anteil der wt-NTPDase2 im
Koprazipitat die Folge unspezifischer Bindungen ist und nicht von einem

spezifischen NTPDasel/NTPDase2-Multimer herriihrt.

1 - > e 3 B
4 5 - 0 -

Abbildung 3.7.5.1: Untersuchung der Tendenz zur Heteromultimerbildung aus
NTPDasel (B) und NTPDase2 (A) mittels Slot-Blot. Nach heterologer Expression in
Xenopus laevis-Oocyten wurden die Digitonin-solubilisierten und mittels Ni*-NTA-
Chromato-graphie  gereinigten Proteine  mittels  Slot-Blot und anschlieBender
Immundetektion analysiert. 1: nicht-injizierte Oocyten; 2: Hise-NTPDasel; 3: Hise-
NTPDase2; 4: wt-NTPDase2; 5: His¢-NTPDasel/wt-NTPDase2, cRNA-Verhiltnis 1:1; 6:
Hisg-NTPDasel/wt-NTPDase2, cRNA-Verhéltnis 1:2; A: 1. Antikorper gegen die Ratten-
NTPDase2 (BZ3B3); B: 1. Antikorper gegen die Ratten-NTPDasel (C9 2B2).

Abbildung 3.7.5.2: Untersuchung der Tendenz zur Heteromultimerbildung von
NTPDasel und NTPDase2 mittels Western-Blot. Nach heterologer Expression in Xenopus
laevis-Oocyten wurden die Digitonin-solubilisierten und mittels Ni**-NTA-Chromatographie
gereinigten Proteine mittels Slot-Blot und anschlieBender Immundetektion analysiert. 1:
nicht-injizierte Oocyten; 2: His-NTPDasel; 3: Hise-NTPDase2; 4: wt-NTPDase2; 5: Hise-
NTPDasel/wt-NTPDase2, cRNA-Verhiltnis 1:1; A: 1. Antikorper gegen die Ratten-
NTPDasel (C9 2B2); B: 1. Antikorper gegen die Ratten-NTPDase2 (BZ3B3).
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4. Diskussion

4.1 Klonierung, Expression und funktionelle
Charakterisierung einer neuen Ca**-abhingigen

NDPase des endoplasmatischen Retikulums

In der vorliegenden Arbeit konnte ausgehend von den l6slichen sekretierten
Apyrasen blutsaugender Insekten (Valenzuela J.G. et al., 2001, 1998); Charlab R. et
al., 1999) eine neue Ca2+—abhéingige NDPase (EC 3.6.1.6) kloniert und funktionell
charakterisiert werden. IThre mRNA wurde in allen untersuchten Geweben der Ratte,
wenn auch in unterschiedlicher Auspriagung, nachgewiesen. Im Gegensatz zu den
homologen Insektenapyrasen hydrolysierte das homologe Sdugerenzym UDP, GDP
und IDP, wihrend ATP und ADP keine Substrate waren. Die Enzymaktivitit der
Ca’"-NDPase ist, ebenso wie die der homologen Insektenapyrasen, strikt von
Calciumionen abhéngig. Das Enzym zeigte ein breites pH-Optimum zwischen 6,5
und 7,5 und einen K,-Wert fir UDP von 216 uM. Die Ca’"-NDPase ist ein

Transmembranprotein, dessen katalytische Doméne im Lumen des ER lokalisiert ist.

Anhand eines Dendrograms homologer Sequenzen wird gezeigt, dass sich diese
Enzyme in zwei Gruppen unterteilen lassen. Die Sequenzen der Ca’’-NDPase-
Familie weisen untereinander eine sehr hohe Homologie auf. So liegt die Homologie
zwischen der Ca®’-NDPase der Ratte und der humanen Sequenz bei 86 %. Sogar
zum Protein des Krallenfrosches Silurana Tropicalis zeigt das Enzym der Ratte 71 %
Identitiat. Die Cimex lectularius-Apyrase-Familie wird von den Insektensequenzen
gebildet. Die Sequenzen dieser Familie zeigen einen deutlich geringen Grad der
Homologie sowohl zur Ca*'-NDPase-Familie als auch untereinander. Die Homologie
zwischen den I6slichen sekretierten Apyrasen der Bettwanze Cimex lectularius und
der Sandfliege Phlebotomus papatasi liegt bei nur 36 %. In der gleichen
GroBenordnung liegt die Homologie zwischen der 16slichen sekretierten Apyrase der
Bettwanze und der Ca?*-NDPase der Ratte (37 %). Daher lisst sich vermuten, dass

sich die evolutionédre Entwicklung beider Familien schon relativ friih trennte.
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4.1.1 Funktionelle Expression der Ca’*-NDPase

Der offene Leserahmen der Ca**-NDPase der Ratte kodiert fiir 403 Aminosaurereste.
Die Ca’"-NDPase besitzt zwei N-terminale hydrophobe Bereiche sowie drei
mogliche Startcodons innerhalb des Leserasters. Zwischen den beiden hydrophoben
Bereichen und nach dem dritten moglichen Startcodon fand sich ein mogliches RXR-
ER-Retentions/Riicktransport-Motiv (Bichet D. et al., 2002; Scott D.B. et al., 2001;
Margeta-Mitrovic M. et al., 2000; Xia H. et al., 2001; Zerangue N. et al., 1999).
Keines der drei moglichen Startcodons stand im Kontext einer Kozak-Sequence
(GCC[A/G]CCATGG) zur optimalen Translationsinitiation (Kozak M., 1999, 1996,
1981). Dabei sind nach diesem Modell ein Purin (A oder G) in Position -3 sowie ein
G in Position +4 entscheidend fiir eine optimale Translation. Jedoch zeigte eine
Untersuchung von 1534 mRNA Sequenzen, dass 54 % der Transkripte in diesen
Positionen und sogar 5 % der Transkripte in allen Positionen von der Kozak-
Sezquenz abwichen (Peri S. et al, 2001). In diesen Fillen scheint die
Translationskontrolle stirker von regulativen Elementen der 5’- und 3’-
untranslatierten Bereiche abhingig zu sein (Pesole G. et al., 2001). Die Stabilitit der
mRNA kann einen Mechanismus zur Regulation der Translation darstellen.
Haarnadel-Strukturen im 5’-untranslatierten Bereich der mRNA in der Nihe des
ATG konnen, ebenso wie interne Ribosombindungstellen, die Translationseffizienz

erhohen.

Die heterologe Expression der vollstindigen Ca*"-NDPase der Ratte zeigte, dass das
vollstdndige Protein synthetisiert wurde. Jedoch wurde auch das dritte Startcodon zu
einem kleinen Teil, moglicherweise durch ,leaky-scanning* (Kozak M., 1999),
genutzt. Heterologe Expression der vollstindigen sowie der 5’-trunkierten, mit dem
dritten Startcodon beginnenden, Ca**-NDPase in CHO-Zellen ergab eine identische
Substratspezifitit sowie die gleiche intrazelluldre Lokalisierung. Dies legt nahe, dass
die zelluldre Lokalisierungsinformation zwischen dem dritten Startcodon und dem
zweiten hydrophoben Bereich liegen muss und somit von dem RXR-ER-
Retentions/Riicktransport-Motiv ausgeht. Daher sind beide Varianten Trans-

membranproteine, deren katalytische Doménen im Lumen des ER lokalisiert sind.
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4.1.2 Ca’*-NDPase: Teil der Qualititskontrolle im ER ?

Alle sekretierten sowie membranassoziierten Proteine durchlaufen zu Beginn ihrer
Biosynthese das endoplasmatische Retikulum, welches wichtige Funktionen bei der
Glycosylierung sowie der Faltung der Proteine erfiillt. Die meisten dieser Proteine
sind glycosyliert. Im Falle der N-Glycosylierung wird auf ein Asparagin (N-X-[ST]-
Kontext) der naszierenden Peptidkette das Oligosaccharid GlczMangGIcNAc,
kotranslational transferiert (Lehrman M.A., 2001). Durch diese Glycosylierung
gelangt das neusynthetisierte Protein in das umfangreiche System der
Qualitdtskontrolle des ER. Diese Qualitdtskontrolle soll sicherstellen, dass ein
neusynthetisiertes Protein richtig prozessiert wurde, bevor es das ER verlédsst. Die
Faltung des nativen Proteins wird durch Chaperone, die schon wihrend der
Translation an die Oligosaccharide binden konnen, unterstiitzt. Nachdem die
endstdndigen zwei Glucosereste durch die ER-Glucosidase I und II abgespalten
wurden, konnen die Chaperone Calnexin und Calreticulin an das monoglucosylierte
Hochmannose-Intermediat binden (Yamashita K. et al., 1999). Nach Abspaltung des
verbliebenen Glucoserestes durch ER Glucosidase II erfolgt eine Qualitdtskontrolle
des prozessierten Proteins durch Bindung des ER-Faltungssensors UDP-
Glucose:glycoproteinglucosyltransferase (GT) an das Hochmannose-Intermediat
ManyGIcNAc; (Trombetta E.S und Helenius A., 2000; Ritter C. und Helenius A.,
2000). GT erkennt hydrophobe Bereiche des neusynthetisierten Proteins, welche in
der nativen Konformation nicht vorhanden sind. Durch Ubertragung -eines
Glucoserestes von UDP-Glucose auf das Hochmannose-Intermediat durchlaufen
nicht korrekt gefaltete Proteine eine neue Runde des Calnexin/Calreticulin-Zykluses.
Neu synthetisierte Proteine konnen mehrere Zyklen der De- und Reglucosylierung
durchlaufen bevor sie als Hochmannose-Intermediat den ER-Faltungssensor UDP-
Glucose:glycoproteinglucosyltransferase passieren und den Golgi-Apparat erreichen.
Die GT ist im ER sowie in Pragolgi-Strukturen lokalisiert und fungiert dort als letzte
Stufe der Qualitdtskontrolle vor dem Eintritt in den Golgi-Apparat (Zuber C. et al.,
2001).
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Die Ca’’-NDPase diirfte zusammen mit der NTPDase5 (Trombetta E.S. und
Helenius A., 1999) einen wichtigen Bestandteil der Qualitdtskontrolle neu
synthetisierter glycosylierter Proteine darstellen, in dem sie UDP zu UMP
hydrolysiert. Die UDP-Glucose:glycoproteinglucosyltransferase wird durch ihr
Produkt UDP inhibiert. Eine UDP-Konzentration in der Gréenordnung des K-
Wertes der Ca*"-NDPase (216 uM) inhibiert die GT zu 50 % (Trombetta E.S. und
Helenius A., 1999). Das resultierende UMP wird benétigt, um das im Zytosol
synthetisierte Substrat UDP-Glucose der GT mittels eines Antiporters ins ER zu
transportieren (Castro O. et al., 1999; Hirschberg C.B. et al., 1998).

Die Ca*-NDPase ist zusammen mit den NTPDasen4 bis 7 ein weiteres Mitglied
intrazelluldrer Nukleotidasen. Wihrend die UTP-, CTP- und GTP-hydrolysierende
NTPDase7 in nicht ndher charakterisierten intrazelluliren vesikuldren
Kompartimenten vorliegt (Shi J.D. et al, 2001), konnten die intrazelluldiren NDPasen
der E-NTPDase-Familie im ER oder Golgi-Apparat lokalisiert werden. Dabei ist es
interessant, dass sowohl im ER als auch im Golgi-Apparat jeweils zwei

unterschiedliche NDPasen vorkommen.

So liegen im ER die in dieser Arbeit klonierte und charakterisierte Ca*"-NDPase
sowie die NTPDase5 vor (Trombetta E.S. und Helenius A., 1999). Die Ca**-NDPase
ist ein Transmembranprotein, dessen katalytische Aktivitit eine strikte Ca**-Ionen-
Abhingigkeit aufweist. Die NTPDase5 zeigt eine Typ II-Transmembrantopologie.
Sie besitzt eine N-terminale Transmembrandomdne gefolgt von einer
Signalpeptidsequenz zu Beginn ihres langen luminalen C-Terminus. Heterologe
Expression der NTPDase5 in COS-7-Zellen zeigte eine Sekretion der loslichen
Isoform (Mulero J.J. et al., 2000, 1999). Trombetta und Helenius zeigten 1999
anhand von ER-Membranfraktionen der Rattenleber, dass 60 % der Ca*"-UDPase-
Aktivitdit des endoplasmatischen Retikulums auf eine 16sliche ER-UDPase
zuriickzufithren ist. Desweitern konnten sie die NTPDase5 nach heterologer
Expression in CHO-Zellen innerhalb des ER lokalisieren. Im Gegensatz zur Ca®'-
NDPase kann die NTPDase5 gleichermaBen durch Mg”'- sowie Ca**-Ionen aktiviert
werden (Mulero J.J. et al., 1999).

104



4. Diskussion

Beide Enzyme weisen eine unterschiedliche Gewebeverteilung ihrer mRNA auf.
Wihrend die mRNA der Ratten-Ca”’-NDPase besonders stark in Gehirn, Lunge und
Niere nachgewiesen werden konnte, zeigte die mRNA der humanen NTPDase5 eine
besonders starke Ausprigung in Leber, Niere und Testis (Chadwick B.P. et al.,
1998). RT-PCR-Analysen der NTPDase5 der Maus ergaben eine groBe mRNA-
Menge ebenfalls in Leber, Niere sowie der Lunge (Trombetta E.S. und Helenius A.,
1999). Im Gehirn der Maus lag eine deutlich geringere mRNA-Menge vor.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen der GT-Verteilung deuten auf eine
mogliche Subkompartimentierung des endoplasmatischen Retikulum hin (Zuber C. et
al., 2001). Es ist daher moglich, dass neben der unterschiedlichen Gewebe-verteilung
der beiden UDPasen, beide Enzyme eine unterschiedliche Lokalisierung innerhalb
des ER aufweisen. Die Ca’-NDPase enthilt ein RXR-ER-Retentions/
Riicktransportmotiv. Dagegen ist der Mechanismus der ER-Lokalisierung sowohl der

membranstidndigen als auch der l6slichen Isoform der NTPDase5 unklar.

Der Golgi-Apparat, in dem weitere Glycosylierungsreaktionen stattfinden, zeigt
hinsichtlich  seiner =~ NDPase-Aktivititen  erstaunliche = Parallelen = zum
endoplasmatischen  Retikulum. Auch im  Golgi-Apparat konnten zwei
unterschiedliche NDPasen lokalisiert werden. Wang und Guidotti klonierten und
charakterisierten die humane NTPDase4 (Golgi-UDPase; Wang T.F. und Guidotti
G., 1998a), welche das humane Homolog der 1982 von Brandan und Fleischer in
Golgi-Priparationen der Rattenleber funktionell charakterisierten
Nucleosiddiphosphatase sein diirfte. Die NTPDase4 ist ein Typ II-
Transmembranprotein des Golgi-Apparates. Die katalytische Aktivitit dieses
Membranproteins ldsst sich durch Ca*-Ionen jedoch kaum durch Mg” -Ionen
stimulieren (Wang T.F. und Guidotti G., 1998a). Insofern kann man die NTPDase4
als funktionelles Golgi-Analog der Ca**-NDPase des endoplasmatischen Retikulums
betrachten. Desweiteren konnte innerhalb des Golgi-Apparates die NTPDase6
lokalisiert werden (Braun N. et al, 2000a), welche bevorzugt GDP hydrolysiert.
Diese liegt, wie im Falle der NTPDase5, als Typ II-Transmembranprotein sowie als
16sliche teilweise sekretierte Isoform vor und kann ebenso wie diese entweder durch

Ca*"-Ionen oder Mg**-Tonen stimuliert werden.
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Somit zeigen beide Organellen eine membrangebundene Ca* -abhingige NDPase-
Aktivitit (Ca®*-NDPase des ER sowie NTPDase4 des Golgi-Apparates) sowie eine
Ca®"- oder Mg* -stimulierte membrangebundene oder 16sliche NDPase-Aktivitit

(NTPDase5 des ER sowie NTPDase6 des Golgi-Apparates).

Die NDPasen des Golgi-Apparates diirften durch Hydrolyse der Glycosylierungs-
produkte GDP und UDP zu den entsprechenden Nukleosid-monophosphaten, welche
als Antiporter fiir den entsprechenden Import der GDP- und UDP-
Zuckerverbindungen benétigt werden (Hirschberg C.B., 2001; Toma L. et al., 1996;
Puglielli L. et al., 1999), eine dhnlich entscheidende Rolle fiir die posttranslationale

Proteinmodifikation besitzen, wie die NDPasen des ER.

4.2 Analyse der Quatirstrukturen von NTPDasel und 2
nach heterologer Expression in Xenopus laevis-

Oocyten

Die Proteinsequenzen der NTPDasel und 2 zeigen jeweils eine Transmembran-
doméne an ihrem N- sowie C-Terminus (Kegel B. et al., 1997). Der grofite Teil der
Proteine sowie ihre katalytische Domine liegen auf der von den
Transmembrandoméinen flankierten extrazelluldren Seite der Plasmamembran (Heine
P. et al., 1999). Die Multimerstrukturen der NTPDasel und 2 wurden bisher anhand
von Cross-Linking-Experimenten mit Membranfraktionen nach heterologer
Expression untersucht (Wang T.F., Ou Y. und Guidotti G., 1998; Kirley T.L. et al.,
1999). Die Multimerstruktur der heterolog exprimierten NTPDasel wurde zusétzlich
nach  Digitonin-Solubilisierung und  Sucrose-Dichtegradienten-Zentrifugation
untersucht (Wang T.F., Ou Y. und Guidotti G., 1998). Diese Untersuchungen
erfassen jedoch nicht strikt den zelloberflichenstindigen Pool des Enzyms.Es wire
durchaus denkbar, dass das Enzym im Endomembransystem eine andere
Multimerstruktur aufweist als an der Zelloberfldche. So untersuchten Horiuchi et al.
(2001) den neuronalen Glycintransporter GlyT2 sowie dessen gliales Homologes
GlyTl nach heterologer Expression in Xenopus laevis-Oocyten anhand

metabolischer Markierung sowie nach Zelloberflichen-lodierung. Sie konnten
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mittels der Blau-nativen Gelelektrophorese zeigen, dass beide Glycintransporter an
der Zelloberfliche als Monomere vorliegen, wohingegen sich Intrazelluldr ein
signifikanter Anteil der Proteine als Oligomer findet. Daher wurden in der
vorliegenden Arbeit erstmals die NTPDasel und 2 der Ratte nach metabolischer-
Markierung und nach Markierung der zelloberflichenstindigen Proteine mittels

Blau-nativer Gelelektrophorese analysiert.

4.2.1 Quatirstrukturen der NTPDasel und 2

4.2.1.1 Quatarstruktur der NTPDasel der Ratte

Wang, Ou und Guidotti (1998) untersuchten die Multimerstruktur der NTPDasel der
Ratte anhand grober Membranfraktionen nach heterologer Expression in COS-7-
Zellen. Sie erhielten mittels Glutardialdehyd-Cross-Linking der Membranfraktionen
ein multimeres Verteilungsmuster bis zum Tetramer. Desweiteren konnten sie
zeigen, dass der durch Triton X-100-Solubilisierung erfolgte 90 %ige
Aktivititsverlust der NTPDasel ausschlieflich auf die infolge Solubilisierung
entstandenen Monomere zuriickgefiihrt werden kann. Dagegen ergab die
Solubilisierung mit Digitonin nur einen minimalen Aktivitdtsverlust, einhergehend
mit einem multimeren Verteilungsmuster bis zum Tetramer (Wang T.F., Ou Y. und
Guidotti G., 1998). Aufgrund dieser Daten sowie der von ihnen durchgefiihrten
Sucrose-Dichtegradienten-Zentrifugationen postulierten die Autoren flir die native
NTPDasel eine tetramere Struktur. AufBerdem zeigten sie, dass die Aktivitdt
rekombinater Enzyme mit nur einer Transmembrandoméne sowie die einer 16slichen
sekretierten Form nicht mehr durch Triton X-100 inhibiert wird. Jedoch wiesen diese
rekombinaten Enzyme in Vergleich zur nativen NTPDasel eine deutlich geringere
Aktivitdt auf. Daher scheinen beide Transmembrandominen fiir die Bildung der
Multimerstruktur benétigt zu werden, welche ihrerseits die katalytischen

Eigenschaften beeinflusst.
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Ein weiterer Hinweis auf die Bedeutung der Multimerstruktur fiir die katalytische
Aktivitidt der NTPDasel beruht darauf, dass nach heterologer Expression des Enzyms
in CHO-Zellen ATP an der Zelloberflache unter Orthophosphatfreisetzung direkt zu
AMP hydrolysiert wird (Heine P. et al., 1999). Dagegen setzte eine heterolog
exprimierte, rekombinante, 16sliche und sekretierte Form der NTPDasel wéhrend der
ATP-Hydrolyse ADP frei (Chen W. und Guidotti G., 2001). Daraus geht hervor, dass
die Oligomerstruktur nicht nur die Enzymaktivitit sondern auch die

Substratspezifitit bzw. die Produktbildung beeinflusst.

Die Tertramerstruktur der NTPDasel konnte in der vorliegenden Arbeit nicht
bestitigt werden. Nach heterologer Expression in Xenopus laevis-Oocyten wurde
intrazelluldr als dominantes Oligomer das Dimer identifiziert. Daneben fanden sich
ein Monomeranteil sowie nach ldngerer Expression ein minimaler Trimeranteil. Dem
entgegen fand sich an der Zelloberfliche als hochstes Oligomer das Dimer.
Desweiteren wurde gezeigt, dass die Multimere der NTPDasel der Ratte nicht
intermolekular tiber S-S-Briicken verkniipft sind. Die mit Digitonin solubilisierten
und iiber Ni*-NTA-Chromatographie gereinigten Homomultimere der NTPDasel
zeigten sich relativ stabil. Eine Inkubation bei 37°C ergab mit zunehmender Dauer
eine fortschreitende, jedoch auch nach zwei Stunden noch nicht vollstindige
Dissoziation der Dimere. Die Inkubation der NTPDasel bei 37°C unter
reduzierenden Bedingungen (100 mM DTT) fiihrte ebenfalls nicht zur vollstdndigen
Dissoziation. Erst eine Inkubation bei 37°C in Gegenwart von DTT (100 mM) und
des BN-Probenpuffers vermochte eine vollstindige Dissoziation der NTPDasel zu
bewirken. Zur vollstindigen Dissoziation der Multimerstruktur der NTPDasel
wurden somit das Reduktionsmittel DTT und die unter diesen Bedingungen
denaturierende Wirkung des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G250 bendétigt.
Ausgehend von diesen Daten ist es wahrscheinlich, dass die NTPDasel der Ratte

nativ nicht als Tetramer sondern vielmehr als Dimer vorliegt.
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4.2.1.2  Quatirstruktur der NTPDase2 der Ratte

Untersuchungen der Multimerstruktur der in COS-Zellen heterolog exprimierten
NTPDase2 des Huhns ergaben eine multimere Struktur (Kirley T.L. et al., 1999).
Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt der komplex glycosylierten
NTPDase2 des Huhns durch Cross-Linking um das 2,4fache und durch Bindung des
Lektins Con A um das 2,9fache gesteigert wird. Dabei geht die Steigerung der
Aktivitdt mittels Cross-Linking einher mit der Zunahme der multimeren Struktur.
Caldwell C.C. et al. (2001) untersuchten die Auswirkungen verschiedener
Substanzen auf die Aktivitdit der NTPDase2 des Hiithnermuskelmagens.
Membranfraktionen des Hiithnermuskelmagens hatten bei physiologischen
Temperaturen (37 — 40°C) eine relativ geringe ATPase-Aktivitit, die jedoch durch
Cross-Linking oder Con A deutlich gesteigert werden konnte. Interessanterweise
zeigte die Hithner-NTPDase2 eine deutliche Inaktivierung oberhalb von 25°C,
welche ebenfalls durch Cross-Linking oder Con A aufgehoben werden konnte.
Aufgrund dieser Daten folgerten sie, dass unter physiologischen Bedingungen die
NTPDase2 im nativen Zustand in einer Mischung aus Monomer und Dimer vorliegt.
Die Steigerung der Aktivitit durch Cross-Linking oder Con A beruhe auf einer durch
diese hervorgerufene bevorzugte Bildung héhere Multimere bis zum Tetramer. Nach
diesem Modell wiirde die NTPDase2-Aktivitit vom Monomer zum Tetramer
ansteigen. Desweiteren bestiinde die Moglichkeit, dass die NTPDase2-Aktivitit in
vivo nicht konstant ist, sondern durch physiologische Einfliisse bestimmt wird,

welche den Oligomerisierungszustand beeinflussen.

Anhand heterologer Expression in Xenopus laevis-Oocyten wurde in dieser Arbeit
gezeigt, dass die NTPDase2 der Ratte keine distinkte Multimerstruktur bildet.
Vielmehr wurde durch die Blau-native Gelelektrophorese nachgewiesen, dass im
nativen Zustand an der Zelloberflidche gleichzeitig Di-, Tri- und Tetramere vorliegen.
Dieses Ergebnis wird durch einen Vergleich mit den Ergebnissen der Blau-nativen
Gelelektrophorese der P2X;- und P2X3-Rezeptoren erhértet (Nicke A. et al., 1998).

Diese Rezeptoren liegen an der Zelloberfliche ausschlieBlich als Trimer vor.
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Die Multimere der NTPDase2 sind ebenso wie die der NTPDasel nicht
intermolekular tiber S-S-Briicken verkniipft. Desweiteren wurde nachgewiesen, dass
Digitonin-solubilisierte Homomultimere der NTPDase2 deutlich stabiler sind als das
Homomultimer der NTPDasel. Inkubation der multimeren NTPDase2 bei 37°C
zeigten keine nennenswerte Dissoziation. Selbst Inkubationen in Gegenwart von
DTT (100 mM) mit oder ohne Blau-nativen-Probenpuffer fiihrten, im Gegensatz zur

NTPDasel, nicht zu einer vollstindigen Dissoziation der Multimerstrukturen.

Diese Daten stehen im Widerspruch zu dem von Caldwell et al. (2001) postulierten
Modell. Durch Vergleich der Glutardialdehyd-Cross-Linking-Experimente mit denen
der Blau-nativen Gelelektrophorese konnte in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen
werden, dass Cross-Linking die Oligomerverteilung nicht zu hoheren Multimeren
verschiebt. Vielmehr fixiert Glutardialdehyd-Cross-Linking nur die Digitonin-
solubilisierten Multimerkomplexe. Desweiteren wiirde das von Caldwell et al. (2001)
postulierte Modell eine relativ schwache Bindung der Untereinheiten vorraussetzen,
da zur Bildung hoherer Oligomere die stabilisierende Wirkung zum Beispiel eines
Lektins bendtigt wiirde. Diese Arbeit zeigt jedoch, dass die NTPDase2-Multimere
iiber eine recht starke nicht-kovalente Bindung verfiigen. Leider liefern Caldwell et
al. (2001) zu ihren Aktivititsmessungen keinerlei Daten hinsichtlich der
entsprechenden Multimerstrukturen. Daher ist es durchaus moglich, dass die
beschriebenen Effekte nicht durch eine Anderung der Multimerstrukturen sondern
durch  eine  Konformationsinderung  der  Untereinheiten  bestehender

Multimerstrukturen hervorgerufen werden.

Im Vergleich zu den oben beschriebenen Multimerstrukturen der NTPDasel und
NTPDase2 ergaben Untersuchungen der Quatérstruktur der humanen NTPDase3 ein
Dimer-Dimer-Modell (Murphy D.M. et al., 2002). Dabei besteht die native tetramere
NTPDase3 aus dem Dimer eines intermolekular S-S-verkniipften Dimers. Daraus
lasst sich ableiten, dass die drei Zelloberflichen-lokalisierten NTPDasenl - 3

unterschiedliche Quatérstrukturen aufweisen.
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4.2.2 Anderung der NTPDase2 Substratspezifitit als Folge

der Anderung des multimeren Verteilungsmusters

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Substratspezifitit der NTPDase2
der Ratte sich mit zunehmender Dauer der heterologen Expression in Xenopus laevis-
Oocyten édnderte. Die relative ADPase-Aktivitit der NTPDase2 stieg nach sieben
Tagen signifikant (p < 0,0001) um das vierfache, im Vergleich zum ersten Tag der
Expression, an. Dies erniedrigte das ATP:ADP-Verhéltnis von 1 : 0,1 nach 24 h
Expression zu 1 : 0,4 nach sieben Tagen. Die Anderung der Substratspezifitit der
NTPDase2- ging mit einer Anderung des multimeren Verteilungsmusters der
NTPDase2 einher. Mit zunehmender Expressionsdauer nahm der relative Anteil an
hoheren Multimeren zu. Dies lieB3 sich sowohl durch metabolische Markierung als
auch durch Markierung der Zelloberflache nachweisen. Im Gegensatz zur NTPDase2
zeigte die NTPDasel keine signifikante Anderung ihrer Multimerstruktur,
einhergehend mit der Tatsache, dass auch keine funktionelle Anderung eintrat. Die
Anderung der Substratspezifitit der NTPDase2, aufgrund unterschiedlicher
Verteilungsmuster ihrer Multimere, eroftnet eine neue Moglichkeit zur Modulation

Nukleotid-vermittelter Signaliibertragungen.

Interessanterweise fanden Grinthal und Guidotti (2002) eine &dhnliche Verschiebung
der Substratspezifitit der NTPDase2. So zeigte die wt-NTPDase2 nach dreitdgiger
heterologer Expression in COS-7-Zellen, in Analogie zu den Untersuchungen dieser
Arbeit, ebenfalls ein ATP:ADP-Verhéltnis von 1 : 0,1. Triton X-100-Solubilisierung
der NTPDase?2 inhibierte 80 % der ATPase-Aktivitét, jedoch nur 40 % der ADPase-
Aktivitat. Daraus resultierte fiir die mit Triton X-100 solubilisierte und als Monomer
vorliegende NTPDase2 ein ATP:ADP-Verhiltnis von 1 : 0,3. Die rekombinante,
l6sliche und sekretierte Isoform verhielt sich hinsichtlich ihrer Aktivitit und
Substratspezifitit genauso wie das mit Triton X-100 solubilisierte Enzym. Die von
den Autoren beobachtete Verschiebung der Substartspezifitit geht im Gegensatz zu
der in dieser Arbeit beschriebenen allerdings nicht mit einem Anteil hoherer
Oligomere einher. Sie ist vielmehr die Folge des monomeren Status der NTPDase2.
Diese Ergebnisse werfen neue Fragen auf. Ist es moglich, dass es unterschiedliche

Wege zur Regulation der Enzymaktivitit der NTPDasen gibt ? So konnte die
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Aktivitit der NTPDase2 eine Variable sowohl der Multimerstruktur als auch
unterschiedlicher Konformationsdnderungen der einzelnen Untereinheiten durch
modifizierende Substanzen sein. Dieser Fragestellung lisst sich ohne addquate 3D-

Struktur-Modelle jedoch nicht hinreichend nachgehen.

4.2.3 NTPDasel/NTPDase2 Heteromultimere

Die NTPDasel und 2 zeigen eine mit den ionotropen P2X-Rezeptoruntereinheiten
vergleichbare Membrantopographie (Zimmermann H., 2000; Robertson S.J. et al.,
2001). Die funktionellen Liganden-aktivierten P2X-Ionenkanédle werden durch
Homo- und Heteromultimerbildung der P2X-Untereinheiten gebildet (Nicke A. et al.,
1998; Robertson S.J. et al., 2001). Aufgrund der Homologie der Membrantopologie
wurde in der vorliegenden Arbeit die Mboglichkeit der Bildung eines
NTPDasel/NTPDase2-Heteromultimers untersucht. Hierzu wurden Koprazipi-
tationsversuche nach heterologer Expression in Xenopus laevis-Oocyten
durchgefiihrt. Im Falle einer Heterooligomerbildung war eine Koisolierung der in
Digitonin solubilisierten wt-NTPDase2 mit der Hise-NTPDasel zu erwarten. Es
gelang zwar, nach heterologer Expression eine geringe Menge wt-NTPDase2 mit der
His¢-NTPDasel zu koprézipitieren. Jedoch sprachen der geringe Anteil an wt-
NTPDase2 im Koprézipitat sowie die Tatsache, dass auch die heterologe Expression
der wt-NTPDase2 allein nach Ni*’-NTA-Chromatographie im Western-Blot ein
immunoreaktives  Signal ergab, gegen eine signifikante Tendenz zur
Heteromultimerbildung. Vermutlich sind die beiden Transmembrandoménen allein
nicht aussschlaggebend fiir die Oligomerbildung. Vielmehr diirfte die Ausbildung
der  Oligomerstruktur ~ durch ein  Zusammenspiel der entsprechenden
Transmembrandoménen mit intra- oder extrazelluliren Domidnen kontrolliert
werden. Hierfiir spricht auch, dass nicht alle P2X-Untereinheiten in der Lage sind,
mit anderen Untereinheiten Heterooligomere zubilden (Robertson S.J. et al., 2001).
Die P2X7-Untereinheiten konnen sogar nur Homomultimere bilden. Ein weiterer
Hinweis auf die Bedeutung aufBlerhalb der Transmembrandoménen enthaltener
struktureller Informationen lieferten Untersuchungen einer NTPDase2/ NTPDasel-

Chimére. Grinthal und Guidotti (2002) exprimierten in COS-7-Zellen eine Chimare
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aus der extrazelluliren Doméne der NTPDase2 sowie den Transmembrandoménen
und intrazelluliren Doménen der NTPDasel. Diese hatte nur 5 % der ATPase-
Aktivitit der wt-NTPDase2. Nach Triton X-100-Solubilsierung zeigte sie jedoch die
gleiche Aktivitdit und Substratspezifitit wie die Triton X-100-solubilisierte wt-
NTPDase2.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte eine neue Ca**-abhingige NDPase (EC 3.6.1.6)
kloniert und funktionell charakterisiert werden. Die mRNA der Ca**-NDPase wurde
in allen untersuchten Geweben der Ratte nachgewiesen. UDP, GDP und IDP, jedoch
nicht ATP und ADP waren Substrate der Ca’’-NDPase. Ihre Enzymaktivitit war
strikt von Calciumionen abhidngig und zeigte ein breites pH-Optimum zwischen 6,5
und 7,5. Der K,-Wert fiir UDP lag bei 216 pM. Die Ca*"-NDPase konnte im ER und
in Pra-Golgi-Strukturen lokalisiert werden. Sie ist ein Transmembranprotein, dessen
katalytische Doméne im Lumen des ER liegt. Dort ist sie vermutlich ein wichtiger
Bestandteil der Qualitdtskontrolle neu synthetisierter glycosylierter Proteine, in dem
sie das die UDP-Glucose:glycoproteinglucosyltransferase inhibierende UDP zu UMP
hydrolysiert. Das resultierende UMP dient als Antiporter um UDP-Glucose, das im
Zytosol synthetisierte Substrat der UDP-Glucose:glycoproteinglucosyltransferase, in

das ER zu transportieren.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die Oligomerstrukturen der
zelloberflachenlokalisierten NTPDasel und NTPDase2 untersucht. Die Enzyme
wurden heterolog in Xenopus laevis-Oocyten exprimiert. Nach metabolischer
Markierung sowie Zelloberflichenmarkierung wurden die mittels Hexahistidyl-
Epitop  markierten  Proteine durch  Digitonin  solubilisiert und die
Oligomerenkomplexe wurden iiber Ni*"-NTA-Chromatographie gereinigt. Die
gereinigten Proteinkomplexe wurden mittels Cross-Linking-Experimenten und der

Blau-nativen Gelelektrophorese analysiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die NTPDasel an der Zelloberfliche als Dimer
vorlag. Die Dimerisierung erfolgte nicht liber intermolekulare S-S-Briicken. Die
Dimere der NTPDasel erwiesen sich als relativ stabil. Inkubation bei 37°C
resultierte mit zunehmender Dauer in einer steigenden, jedoch auch nach zwei
Stunden noch nicht vollstindigen Dissoziation der Dimere. Inkubation unter
reduzierenden Bedingungen fiihrte ebenfalls nicht zur vollstindigen Dissoziation.
Erst eine Inkubation bei 37°C in Gegenwart von DTT und Coomassie Brilliant Blue

G250 vermochte eine vollstindige Dissoziation der NTPDasel zu bewirken. Zur
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vollstdndigen Dissoziation der Multimerstruktur der NTPDasel wurden somit das
Reduktionsmittel DTT und die unter diesen Bedingungen denaturierende Wirkung

des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G250 bendtigt.

Die NTPDase2 bildete kein distinktes Multimer, sondern lag im nativen Zustand an
der Zelloberfldche in Form von nicht intermolekular tiber S-S-Briicken verkniipften
Di-, Tri- und Tetrameren vor. Die Homomultimere der NTPDase2 zeigten im
Vergleich zur NTPDasel eine deutlich hohere Stabilitit. Inkubation unter
reduzierenden Bedingungen und in Gegenwart von Coomassie Brilliant Blue G250
fiihrte im Gegensatz zur NTPDasel nur zu einer unwesentlichen Dissoziation der
Multimerstrukturen. Die Substratspezifitit der NTPDase2 é&nderte sich mit
zunehmender Dauer der heterologen Expression. Die ADPase-Aktivitit der
NTPDase2 stieg nach sieben Tagen signifikant (p < 0,0001) um das vierfache im
Vergleich zum ersten Tag der Expression. Dies erniedrigte das ATP:ADP-Verhéltnis
von 1 : 0,1 nach 24 h Expression zu 1 : 0,4 nach sieben Tagen. Die Anderung der
Substratspezifitit der NTPDase2 ging mit einer Anderung des multimeren
Verteilungsmusters der NTPDase2 einher. Mit zunehmender Expressionsdauer nahm
der relative Anteil an hoheren Multimeren zu. Im Gegensatz zur NTPDase2 zeigte
die NTPDasel keine signifikanten Anderungen ihrer Substratspezifitit und
Multimerstruktur. Die durch unterschiedliche Verteilungsmuster der Multimere
bedingte Anderung der Substratspezifitit der NTPDase2 erdffnet eine neue
Moglichkeit zur Modulation Nukleotid-vermittelter Signaliibertragung. Es konnte
keine signifikante Tendenz zur Ausbildung von Heteromultimeren aus NTPDasel

und NTPDase2 nachgewiesen werden.
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A

Al

ADP
Amp
AMP
Amp
APS
ATP

BSA
cDNA
CDP
CHO
Ci
CIAP
cfu
CMP
CMV
cpm
CTP
cRNA
Cy3
dATP

DABCO
DAPI
dCTP
DEPC
dGTP

Anhang

Abkiirzungen

Adenosin-5’-diphosphat

Ampicillin

Adenosin-5’-monophosphat
Ampicillinresistenzgen
Ammoniumperoxodisulfat
Adenosin-5’-triphosphat

Basenpaare

Rinderserumalbumin (Bovine serum albumin)
komplementidre DNA

Cytidin-5’-diphosphat

Chinese hamster ovary-Zelllinie

Curie

Alkalische Phosphatase aus Kélberdarm
Kolonie bildende Einheit (Colony forming units)
Cytidin-5’-monophosphat

Cytomegalievirus

counts per minute

Cytidin-5’-triphosphat

komplementidre RNA

Indocarbocyanin-3
2’-Desoxyadenosin-5’-triphosphat

Dalton

Tag

1,4-Diazabicyclo-[2.2.2]-octan

4’ ,6-Diamidino-2-phenyl-indol-dihydrochlorid
2’-Desoxycytidin-5’-triphosphat
Diethylpyrocarbonat
2’-Desoxyguanosin-5’-triphosphat
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DIG
DMEM
DMF
DMSO
DNA
DNase
DOC
dpm
dsDNA
DTT
dTTP
E.coli
EDTA
EGTA
Endo H
ER

EST
EtBr
FCS
FITC
H2Opiest
H2O4demin
H>Opgpc
H>Omirnig
HS

h

Hepes
IMAC
IPTG
kbp

kD

Digoxygenin

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure

Desoxyribonuklease

Desoxycholat

Radioaktive Zerfille pro Minute

Doppelstrangige DNA

1,4-Dithio-D,L-threitol
Desoxythymidintriphosphat

Escherichia coli

Ethylendiamintetraessigsdure
Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl-)-tetraessigsdure
Endo-B-N-acetylglucosaminnidase H
Endoplasmatisches Reticulum

expressed sequence tag’s — kurze mRNA Bruchstiicke
Ethidiumbromid

Fotales Rinderserum

Fluorescein-5-isothiocyanat

demineralisiertes und destilliertes Wasser
demineralisiertes Wasser

DEPC-behandeltes Wasser

ultrareines Wasser (Millipore, Widerstand 18,2 MQ)
Pferdeserum

Stunde
N-(2-Hydroxyethyl-)-1-piperazinoethansulfonséure
immobilisierte Metallchelat-Affinitdtschromatographie
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

Kilo Basenpaare

Kilo Dalton

Michaelis-Menten-Konstante
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MCS
min
mmHg
MOPS
mRNA
MS222
NDP
Ni-NTA
nt

NTP
OD
ORF
PAA
PAGE
PCR
PEG
Pefabloc SC
pl

P;
PMSF
PNGase F
PVDF
PVP
RNA
RNase
rpm

RT

SDS

sec
ssDNA
Sulfo-SSHP
Sv40
TCA

multiple cloning site

Minute

Millimeter Quecksilbersdule
3-Morpholino-1-propansulfonsiure
boten RNA
3-Aminobezoesédureethylester
Nucleosid-5’-diphosphat
Nickel-Nitrilotriessigsdure
Nukleotid
Nucleosid-5’-triphosphat

optische Dichte

open reading frame

Polyacrylamid
Polyacrylamidgelelektrophorese
Polymerasekettenreaktion
Polyethylenglykol
4-(2-Aminoethyl-)-benzylsulfonylfluorid Hydrochlorid
isoelektrischer Punkt
Orthophosphat
Phenylmethansulfonylfluorid
Peptid-N*-(N-acetyl-B-glucosaminyl)asparagin-Amidase F
Polyvinylidenfluorid
Polyvinylpyrrolidon
Ribonukleinsédure

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat

Sekunde

Einzelstringige DNA
Sulfosuccinimidyl-3-(4-hydroxyphenyl)propionat
Simian Virus 40

Trichloressigsidure

118



Anhang

TEMED
Tm

Tris

UTR
Uv

WGA
wt
v/v
w/v

X-Gal

N,N,N’",N’-Tetramethylethylendiamin
Schmelztemperatur
Tris-(hydroxymethyl-)-aminoethan
Einheit der Enzymaktivitit (Units)
untranslated region

Ultraviolett

Volt

Wheat germ agglutinin

Wildtyp

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen

5-Brom-4-chlor-3-indolyl-pB-D-galactopyranosid
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atcacctttg
tatggccagc
ctcctgaggce
ggctactcta
cgtccccggg
ctgtgtcgtg
tccttcaatg
tactatactg
ctggaggaag
ccaggacaaa
ctgagccgtg
gctgcagaca
cctgccgacc
ctgctcttca
gccaagtctc
cctceccttcece
acattcacag
ctaggatgtc
ttctgatctt
tttaaatagc
aataaagtcc
aaaaaaaaaa
taccgaattc
caccgatcgce
cggcgcatta
cgccctagcg
tcceccegtcaa
cctcgacccce
ggtttttcgce
tggaacaaca
ttcggcctat
atattaacgt
tgtttatttt
atgcttcaat
attccctttt
gtaaaagatg

tagtgtagcc
ctctgctaat
tggactcaag
gcacacagcc
attgagaaag
gggtcggaac
gtcctgtcgg
ggcggagcect
ggccttttgce
ccgcctttga
tgagcgagga
ttcattaatg
tagaatac

ccatggcaca
tgctgctggce
tccgggagcec
ccatgtttgt
acagctcttg
caggccagag
atgctagcac
gcccagaggc
ttgacttccg
ctgccaacta
caaggaaggg
agacaaccag
attaccgcgt
ttctggccag
cccaagtgct
ccttcaatgg
acctcgtctc
gggtcttcca
tggacttcct
ccacagagat
agacccgcct
gttaccactt
cggctgtegg
tccccggact
cagtcctgat
caggcgccct
agagggcatc
aaagcctacg
aggtctcagce
cagggccccce
attacaaaac
caaaacaaaa
aaaaaaaaaa
cggtctccct
ccttcccaac
agcgcggcegg
cccgctecectt
gctctaaatc
aaaaaacttg
cctttgacgt
ctcaacccta
tggttaaaaa
ttacaatttc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggcatt
ctgaagatca

gtagttaggc
cctgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgccacgctt
aggagagcgc
gtttcgccac
atggaaaaac
tcacatgttc
gtgagctgat
agcggaagag
cagtaataca

ccaccaccac
tgccgcgggce
gcccgececte
ctacaagtgg
tgatgttcaa
tctggtccga
accactctac
cacagccagg
tggtgctcgce
cctgctggag
aacactgggg
tccctctgaa
ttacacacat
tgccctceccag
gctccaggaa
cagtgccatc
tcggcectettce
gcctcecegtg
gacaacagtg
cacctgcaac
ggctgactac
cgatgagcgc
ctgggcgctg
acgcaagggc
cttggcggceg
ctaggggtga
tctgaccctg
tgggcagccc
ctgtgactca
cctcgaggtc
aaattaccac
acggaatatg
aaaaaagaat
atagtgagtc
agttgcgtag
gtgtggtggt
tcgctttcett
gggggctccc
attagggtga
tggagtccac
tctcggtcta
atgagctgat
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgccttcct
gttgggtgca
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Anhang

2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561

A5

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tcccggcaac
tcggccctte
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga
cttcccgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
ttctttcctg
gataccgctc
gagcgcccaa
acataacctt

acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggctggctg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagcg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgtcg
acgcggcectt
cgttatcccce
gccgcagcecg
tacgcaaacc
atgtatcata

ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgcttttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttcgttc
tttttttctg
ttgtttgccg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggctaga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
tgattctgtg
aacgaccgag
gcctctcceccece
cacatacgat

agcggtaaga
aaagttctgce
cgccgcatac
cttacggatg
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctcgtcag
ctggcctttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gcgcgttggce
ttaggtgaca

pNKS2/rnNTPDase2 (4608 bp)

aagcttggta
gagatggctg
accggccttce
tacggcattg
gcggacaagg
ggtggcatct
cttgagcagg
ggagctacag
cttgaggcag
ctctcgggac
ttcatcaagt
atggaccttg
ccaggcaacg
ttcctctgcet
catcgcttcc
taccagtcgc
agcctgtcag
atctcctcct
ggaaacttca
gggctgcctg
acatggactg
gctgtagcca
ttcagagaag
tacatgctga
cacttcagct
gtcctgctcce
gggagcctct
cagcctggaa
gttctcaatt
tgaggtccat

ccgagctcgg
gaaagttggt
tgctactttg
tcctggatgce
agaatgacac
ccagctatgc
cccttcggga
caggcatgcg
tgacacagac
aggatgaagg
atggctgggt
ggggtgctte
aggttcattt
atggccgaga
acccctgcectg
catgcacgat
gaaccagcaa
gcccecctttte
tagcctttte
tgggaaccct
aacttcaggc
tgttcataca
tggtcttcca
atttgactaa
cctgggtcgce
tgcgccaggt
cccaactccc
accaacgttc
aatcctcctc

tcggagtggg

atccactagt
gtcactggtg
cgtccctacc
gggctcttca
aggcatcgtg
aaatgacccc
tgtacccaga
cccgttcaac
gctcacacag
ggtgtttgge
gggccggtgg
gacacagatc
gcgactctat
ccagattctc
gccaaagggc
gggtcagcgt
tgctaccctg
ccaatgctcc
tgctttctac
gaagcagctg
ccgagtgcca
tcagcttctg
aaagaaggct
cctgattcct
tctcctgcetg
gcgttctgcce
tactatccct
cctatctaca
tctctteccta
acttttgttc

aacggccgcec
ccacccctgce
caagacgtcc
cacacatcca
ggccagcaca
tctaaggcag
gacagacatg
ctgaccagcc
tacccctttg
tgggtgactg
atacggccaa
acctttgaga
ggccagcatt
ctgaggcttc
tactctaccc
ccccgggect
tgtcgtgacc
ttcaatgggg
tatactgtgg
gaggaagcca
ggacaaaaga
agccgtggtt
gcagacacgg
gccgacctcce
ctcttcacag
aagtctccag
cccttccaga
ttcacagaaa

ggatgtcagg
tgatcttcag

tccttgagag
tatgtggcgce
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtatcgt
agatcgctga
catatatact
tcctttttga
cagaccccgt
gctgcttgca
taccaactct
ttctagtgta
tcgctctget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggceccttt
ttaccgcctt
cagtgagcga
cgattcatta
ctatagaata

agtgtgctgg
tgctggctgce
gggagccgcc
tgtttgtcta
gctcttgtga
gccagagtct
ctagcacacc
cagaggccac
acttccgtgg
ccaactacct
ggaagggaac
caaccagtcc
accgcgttta
tggccagtgce
aagtgctgct
tcaatggcag
tcgtctcteg
tcttccagcecce
acttcctgac
cagagatcac
cccgcecctgge
accacttcga
ctgtcggctg
ccggactacg
tcctgatcectt
gcgccctcta
gggcatctct
gcctacgtgg
tctcagcctg
ggcccccecect

ttttcgcccece
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgcctt
caccacgatg
tactctagct
acttctgcgce
gcgtgggtcet
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagcttg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttcge
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagtaat
¢}

aattcggcac
cgcgggceccte
cgccctcaag
caagtggcca
tgttcaaggt
ggtccgatgce
actctacctg
agccagggtg
tgctcgcatc
gctggagaac
actgggggcc
ctctgaagat
cacacatagc
cctccagatc
ccaggaagtc
tgccatcgtc
gctcttcaac
tccecgtgget
aacagtgatg
ctgcaaccag
tgactactgt
tgagcgctcc
ggcgctggge
caagggcacc
ggcggcgcetg
ggggtgaact
gaccctgaag
gcagccctga
tgactcaggg
cgaggtcgac

134



Anhang

1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561

A.6

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

gtagctttca
aaaaaaaaaa
acaaaaaaaa
agagcggccg
ttactggcgt
gaatggcgaa
gcgcagcgtg
ttcctttcecte
agggttccga
ttcacgtggg
ctttaatagt
ttttgattta
acaaaattta
cggggaaatg
ccgctcatga
agtattcaac
tttgctcacc
gtgggttaca
gaacgttttc
attgacgccg
gagtactcac
agtgctgcca
ggaccgaagg
cgttgggaac
gtagcaatgg
cggcaacaat
gccctteccgg
ggtatcattg
acggggagtc
ctgattaagc
aaacttcatt
aaaatccctt
ggatcttctt
ccgctaccag
actggcttca
caccacttca
gtggctgctg
ccggataagg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggagce
ctctgacttg
gccagcaacg
tttcctgegt
accgctcgcec
cgcccaatac
taaccttatg

tttgttttaa
ccaaaacaaa
aaaaaaaaaa
ccaccgcggt
aatagcgaag
tgggacgcgce
accgctacac
gccacgttcg
tttagtgctt
ccatcgccct
ggactcttgt
taagggattt
acgcgaattt
tgcgcggaac
gacaataacc
atttccgtgt
cagaaacgct
tcgaactgga
caatgatgag
ggcaagagca
cagtcacaga
taaccatgag
agctaaccgc
cggagctgaa
caacaacgtt
taatagactg
ctggctggtt
cagcactggg
aggcaactat
attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt
gagatccttt
cggtggtttyg
gcagagcgca
agaactctgt
ccagtggcga
cgcagcggtc
acaccgaact
gaaaggcgga
ttccaggggg
agcgtcgatt
cggccecttttt
tatcccctga
gcagccgaac
gcaaaccgcc
tatcatacac

tttatttttt
aacaaataat
aaaaaaaaaa
ggccgggtac
aggcccgcecac
cctgtagcgg
ttgccagcgce
ccggctttcec
tacggcacct
gatagacggt
tccaaactgg
tgccgatttc
taacaaaata
ccctatttgt
ctgataaatg
cgcccttatt
ggtgaaagta
tctcaacagc
cacttttaaa
actcggtcgce
aaagcatctt
tgataacact
ttttttgcac
tgaagccata
gcgcaaacta
gatggaggcg
tattgctgat
gccagatggt
ggatgaacga
gtcagaccaa
aaggatctag
ttcgttccac
ttttctgcge
tttgccggat
gataccaaat
agcaccgcct
taagtcgtgt
gggctgaacg
gagataccta
caggtatccg
aaacgcctgg
tttgtgatgc
acggttcctg
ttctgtggat
gaccgagcgc
tctccecegeg
atacgattta

aaatagcatt
aaagtcccaa
aaaaaaaaaa
cgaattccgg
cgatcgccct
cgcattaagc
cctagcgccc
ccgtcaagct
cgaccccaaa
ttttcgcect
aacaacactc
ggcctattgg
ttaacgttta
ttatttttct
cttcaataat
cccttttttg
aaagatgctg
ggtaagatcc
gttctgctat
cgcatacact
acggatggca
gcggccaact
aacatggggg
ccaaacgacg
ttaactggcg
gataaagttg
aaatctggag
aagccctccce
aatagacaga
gtttactcat
gtgaagatcc
tgagcgtcag
gtaatctgct
caagagctac
actgtccttc
acatacctcg
cttaccgggt
gggggttcgt
cagcgtgagce
gtaagcggca
tatctttata
tcgtcagggg
gccttttget
aaccgtatta
agcgagtcag
cgttggccga
ggtgacacta

pNKS2/His¢-rnNTPDase2 (4611 bp)

aagcttcaac
caccacatgg
ctcaccggcc
aagtacggca
ccagcggaca
ggtggtggca
tgccttgagce
ctgggagcta
gtgcttgagg
atcctctcgg
aacttcatca
gcaatggacc
gatccaggca

aaacaacaaa
ctggaaagtt
ttctgctact
ttgtcctgga
aggagaatga
tctccagcta
aggcccttcg
cagcaggcat
cagtgacaca
gacaggatga
agtatggctg
ttgggggtgce
acgaggttca

gtccgacgtc
ggtgtcactg
ttgcgtccecct
tgcgggctct
cacaggcatc
tgcaaatgac
ggatgtaccc
gcgcccecgtte
gacgctcaca
aggggtgttt

ggtgggccgg
ttcgacacag

tttgcgactc

gaagtagcca
gtgccacccc
acccaagacg
tcacacacat
gtgggccagc
ccctctaagg
agagacagac
aacctgacca
cagtacccct
ggctgggtga
tggatacggc
atcacctttg
tatggccagc

acaaaacaaa
aacaaaaacg
aaaaaaaaaa
tctccctata
tcccaacagt
gcggcgggtyg
gctcctttecg
ctaaatcggg
aaacttgatt
ttgacgttgg
aaccctatct
ttaaaaaatg
caatttcagg
aaatacattc
attgaaaaag
cggcattttg
aagatcagtt
ttgagagttt
gtggcgcggt
attctcagaa
tgacagtaag
tacttctgac
atcatgtaac
agcgtgacac
aactacttac
caggaccact
ccggtgagcg
gtatcgtagt
tcgctgagat
atatacttta
tttttgataa
accccgtaga
gcttgcaaac
caactctttt
tagtgtagcc
ctctgctaat
tggactcaag
gcacacagcc
attgagaaag
gggtcggaac
gtcctgtcgg
ggcggagcct
ggccttttge
ccgcctttga
tgagcgagga
ttcattaatg
tagaatac

ccatggcaca
tgctgctggce
tccgggagcec
ccatgtttgt
acagctcttg
caggccagag
atgctagcac
gcccagaggc
ttgacttccg
ctgccaacta
caaggaaggg
agacaaccag
attaccgcgt

ttaccacaac
gaatatgcaa
aaagaattct
gtgagtcgta
tgcgtagcct
tggtggttac
ctttcttccc
ggctcccttt
agggtgatgg
agtccacgtt
cggtctattc
agctgattta
tggcactttt
aaatatgtat
gaagagtatg
ccttcctgtt
gggtgcacga
tcgccccgaa
attatcccgt
tgacttggtt
agaattatgc
aacgatcgga
tcgccttgat
cacgatgcct
tctagcttcc
tctgcgctceg
tgggtctcgce
tatctacacg
aggtgcctca
gattgattta
tctcatgacc
aaagatcaaa
aaaaaaacca
tccgaaggta
gtagttaggc
cctgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgccacgctt
aggagagcgc
gtttcgccac
atggaaaaac
tcacatgttc
gtgagctgat
agcggaagag
cagtaataca

ccaccaccac
tgccgcgggce
gcccgcececte
ctacaagtgg
tgatgttcaa
tctggtccga
accactctac
cacagccagg
tggtgctcgce
cctgctggag
aacactgggg
tccctctgaa
ttacacacat
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Anhang

781

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561

agcttcctct
atccatcgct
gtctaccagt
gtcagcctgt
aacatctcct
gctggaaact
atggggctgce
cagacatgga
tgtgctgtag
tccttcagag
ggctacatgc
acccacttca
ctggtcctgce
actgggagcc
aagcagcctg
tgagttctca
gggtgaggtc
gacgtagctt
aacaaaaaaa
caaacaaaaa
tctagagcgg
gtattactgg
cctgaatggc
tacgcgcagc
cccttecettt
tttagggttc
tggttcacgt
gttctttaat
ttcttttgat
ttaacaaaat
tttcggggaa
tatccgctca
atgagtattc
gtttttgctc
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tcccggcaac
tcggecectte
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga
cttcccgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
ttctttcctg
gataccgctc
gagcgcccaa
acataacctt

gctatggccg
tccacccctg
cgccatgcac
caggaaccag
cctgcccectt
tcatagcctt
ctgtgggaac
ctgaacttca
ccatgttcat
aagtggtctt
tgaatttgac
gctcctgggt
tcctgcgceca
tctcccaact
gaaaccaacg
attaatcctc
cattcggagt
tcatttgttt
aaaccaaaac
aaaaaaaaaa
ccgccaccgce
cgtaatagcg
gaatgggacg
gtgaccgcta
ctcgccacgt
cgatttagtg
gggccatcgce
agtggactct
ttataaggga
ttaacgcgaa
atgtgcgcgg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggctggctg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagceg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgtcg
acgcggcectt
cgttatcccc
gccgcagecg
tacgcaaacc
atgtatcata

agaccagatt
ctggccaaag
gatgggtcag
caatgctacc
ttcccaatgce
ttctgctttc
cctgaagcag
ggcccgagtg
acatcagctt
ccaaaagaag
taacctgatt
cgctctcctg
ggtgcgttct
ccctactatc
ttccctatct
ctctctcttc
gggacttttg
taatttattt
aaaaacaaat
aaaaaaaaaa
ggtggccggg
aagaggcccg
cgccctgtag
cacttgccag
tcgccggcett
ctttacggca
cctgatagac
tgttccaaac
ttttgccgat
ttttaacaaa
aacccctatt
accctgataa
tgtcgcccectt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgcttttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttcgttc
tttttttctg
ttgtttgccg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
tgattctgtg
aacgaccgag
gcctctcecccce
cacatacgat

ctcctgaggce
ggctactcta
cgtcccecggg
ctgtgtcgtg
tccttcaatg
tactatactg
ctggaggaag
ccaggacaaa
ctgagccgtg
gctgcagaca
cctgccgacc
ctgctcttca
gccaagtctc
cctceccttcece
acattcacag
ctaggatgtc
ttctgatctt
tttaaatagc
aataaagtcc
aaaaaaaaaa
taccgaattc
caccgatcgce
cggcgcatta
cgccctagcg
tccecegtcaa
cctcgacccce
ggtttttcgce
tggaacaaca
ttcggcctat
atattaacgt
tgtttatttt
atgcttcaat
attccctttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgce
cgccgcatac
cttacggatg
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaagcecg
tggtatcttt
tgctcgtcag
ctggcctttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gcgcgttgge
ttaggtgaca

ttctggccag
cccaagtgct
ccttcaatgg
acctcgtctc
gggtcttcca
tggacttcct
ccacagagat
agacccgcct
gttaccactt
cggctgtegg
tccccecggact
cagtcctgat
caggcgccct
agagggcatc
aaagcctacg
aggtctcagce
cagggcccce
attacaaaac
caaaacaaaa
aaaaaaaaaa
cggtctccct
ccttcccaac
agcgcggcegg
cccgctecectt
gctctaaatc
aaaaaacttg
cctttgacgt
ctcaacccta
tggttaaaaa
ttacaatttc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggcatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcgc
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtatcgt
agatcgctga
catatatact
tcctttttga
cagaccccgt
gctgcttgca
taccaactct
ttctagtgta
tcgctctgcet
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggccttt
ttaccgcctt
cagtgagcga
cgattcatta
ctatagaata

tgccctccag
gctccaggaa
cagtgccatc
tcggctcttce
gcctccegtg
gacaacagtg
cacctgcaac
ggctgactac
cgatgagcgc
ctgggcgctg
acgcaagggc
cttggcggceg
ctaggggtga
tctgaccctg
tgggcagccc
ctgtgactca
cctcgaggtce
aaattaccac
acggaatatg
aaaaaagaat
atagtgagtc
agttgcgtag
gtgtggtggt
tcgctttctt
gggggctccce
attagggtga
tggagtccac
tctcggtcta
atgagctgat
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgccttcct
gttgggtgca
ttttcgcccece
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgcctt
caccacgatg
tactctagcet
acttctgcgce
gcgtgggtcet
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagcttg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttcgce
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagtaat
c
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Anhang

A7 BN-PAGE Proteinmarker

Laufverhalten der Markerproteine in der BN-PAGE :

Ferritin (Dimer) 900 kD
Ferritin 450 kD
Catalase 240 kD
Aldolase 158 kD
BSA (Dimer) 136 kD
BSA (Monomer) 68 kD
Ovalbumin 45 kD

A.8 PROSITE-Syntax

The PROSITE syntax used :

e The standard IUPAC one-letter codes.

e 'x':any amino acid is accepted at the position.

“[1' : residues indicated in square parentheses are those allowed at the
position.

*{}' : residues indicated in curly brackets are those forbidden at the position.
'()' : repetition of a pattern element are indicated in parenthesis.The number
of repetition is indicated by a number or two number separated by a',".

*-': separates each pattern element.

¢ : indicated a N-terminal restriction of the pattern.

»':indicated a C-terminal restriction of the pattern.

*." : the period ends the pattern.
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Name:

geboren:

Staatsangehorigkeit:

Familienstand:

Adresse:

1975 - 1982

1982 — 1989

1985 - 1989

Okt. 1989

1991

1992

1993 — 1994

1995 — 1997

Jan. 1999

Apr. 1999
— Dez. 2002

LEBENSLAUF

Bernd Uwe Failer

30. Mai 1969 in Darmstadt
deutsch

verheiratet

Am Buchrain 40

63322 Rédermark

Grundschule Schillerschule in Darmstadt

Gymnasium Eleonorenschule in Darmstadt

Tétigkeit beim Heim-Verlag in Darmstadt-Eberstadt;
Layout der Computerzeitschriften Atari ST und Amiga Kickstart,

organisatorische Betreuung und Layout von Fachbiichern,

Beginn des Studiums im Fachbereich Chemie an der TU-Darmstadt

Werksstudent bei der Firma Merck KGA in Darmstadt

Vordiplom im Fachbereich Chemie an der TU-Darmstadt

Tatigkeit in der Entwicklungsabteilung der Somos GmbH
in Weiterstadt; Trocknungsversuche von Kunststoffgranulaten zur

Verfahrensoptimierung, Restfeuchteanalysen

Mitarbeit im elterlichen Betrieb in Grof3-Zimmern

Diplom im Fachbereich Chemie der TU-Darmstadt,
Diplomarbeit am Institut fiir Biochemie bei Prof. Dr. H.G. Gassen,
Thema der Arbeit: ,,Charakterisierung der Promotorregion I des

hirnspezifisch exprimierten Gens 83.5%

Dissertation an der Johann Wofgang Goethe-Universitdt Frankfurt
am Main, Zoologisches Institut, Abteilung Neurochemie

bei Prof. Dr. H. Zimmermann, Thema der Arbeit: ,,Molekulare und
funktionelle Charakterisierung von Nukleotid-hydrolysierenden

Enzymen des Endomembransystems und der Zelloberflache*
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