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Abkürzungen 

AC(n)  Adenylatcyclase(n) 

AS(n)  Aminosäure(n) 

Brij35  Polyoxyethylen-(23)-lauryl-ether 

Brij58  Polyoxyethylen-(20)-cetyl-ether 

Brij78  Polyoxyethylen-(20)-stearyl-ether 

Brij98  Polyoxyethylen-(20)-oleyl-ether 

BSA  Bovines Serumalbumin 

C1, C2 katalytische Domänen in Mammalia-ACn 

C12E8  Octaethylen-glycol-monododecyl-ether 

CAI-1  Cholerae autoinducer 1 

CHD  cyclase homology domain 

CqsS  V. cholerae quorum sensing Sensor 

DDM  n-Dodecyl-β-D-maltosid 

DTT  1,4-Dithiothreitol 

FM  Nährstoffmix (feeding mixture) 

FSK  Forskolin 

GFP  grün fluoreszierendes Protein 

GPCR  G-Protein gekoppelter Rezeptor 

Gsα*  stimulierende α-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins, konstitutiv 

aktiv durch Q213L Mutation 

hACII  humane ACII 

HA-Tag Hämagglutinin-Tag 

IBMX  3-Isobutyl-1-methylxanthin 

LqsS  Legionella quorum sensing Sensor 

M1, M2 Membrananker (hier in Mammalia-ACn) 

MCP(e) Methyl-akzeptierende(s) Chemotaxisprotein(e) 

MNG-3 Lauryl-maltose-neopentyl glycol 

MWCO molecular weight cut-off 

PEP  Phosphoenolpyruvat 

PMSF  Phenylmethylsulfonylfluorid 

QS  Quorum sensing 

RBS  Ribosomale Bindestelle 

RM  Reaktionsgemisch (reaction mixture) 

T4L*  T4 Lysozym, inaktiv durch E11N Mutation 

Tar  Aspartatrezeptor von E. coli 

TM  Anlagerungstemperatur für Primer (annealing) 

TM  Transmembranhelix 

Tsr  Serinrezeptor von E. coli 

ÜN  über Nacht 

ZS  zellfreies System 



Domänenübersicht   

ii 
 

Nomenklatur, Aminosäuresequenz und Domänenübersicht der 

eingesetzten Konstrukte 

Für eine bessere Übersichtlichkeit werden hier die Kurzbezeichnungen der 

verwendeten chimären Konstrukte und die einzelnen Domänen mit der jeweiligen 

Aminosäuresequenz aufgeführt. In der Darstellung sind N- und C-terminale Tags und 

ASn, die bei der Verknüpfung der Domänen durch Schnittstellen entstanden sind, 

eingefügt. Die Nummerierung der Domänen erfolgte anhand der Holoenzyme. Die 

Konstrukte wurden z.T. weiter mutiert, was anhand der Nummerierung der 

Aminosäuresequenz nachverfolgt werden kann. 

 

1) Chimäre aus Tsr Chemotaxisprotein und AC Rv3645: Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

(Tsr + HAMP)M1-G268 
 
(Chemotaxisrezeptor für 
Serin aus E. coli) 

MLKRIKIVTSLLLVLAVFGLLQLTSGGLFFNALKNDKENFTVLQTIRQQQSTLNGSWVALLQT
RNTLNRAGIRYMMDQNNIGSGSTVAELMESASISLKQAEKNWADYEALPRDPRQSTAAAA
EIKRNYDIYHNALAELIQLLGAGKINEFFDQPTQGYQDGFEKQYVAYMEQNDRLHDIAVSDN
NASYSQAMWILVGVMIVVLAVIFAVWFGIKASLVAPMNRLIDSIRHIAGGDLVKPIEVDGSNE
MGQLAESLRHMQGELMRTVG 

Rv3645L331-G549 
(AC aus M. 
tuberculosis) 

LRDLFGRYVGEDVARRALERGTELGGQERDVAVLFVDLVGSTQLAATRPPAEVVQLLNEFF
RVVVETVARHGGFVNKFQGDAALAIFGAPIEHPDGAGAALSAARELHDELIPVLGSAEFGIG
VSAGRAIAGHIGAQARFEYTVIGDPVNEAARLTELAKLEDGHVLASAIAVSGALDAEALCWD
VGEVVELRGRAAPTQLARPMNLAAPEEVSSEVRG 

 

 

 

 

 

 

 

2) Chimären aus T4 Lysozym und Tsr-HAMPTsr-Rv3645: 

- T4L-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

T4LM1-Y161_E11N 
(Lysozym des T4 
Phagen, inaktiv) 

MNIFEMLRIDNGLRLKIYKDTEGYYTIGIGHLLTKSPSLNAAKSELDKAIGRNTNGVITKDEAE
KLFNQDVDAAVRGILRNAKLKPVYDSLDAVRRAALINMVFQMGETGVAGFTNSLRMLQQK
RWDEAAVNLAKSRWYNQTPNRAKRVITTFRTGTWDAY 

(Tsr + HAMP)L2-G268 

-Rv3645L331-G549 
AS-Sequenz wie bei Tsr-HAMPTsr-Rv3645 ohne Startmethionin 

 

 

 

 

 

Rezeptor HAMP AC 

Tsr1-215 Tsr216-268 Rv3645331-549 

Rezeptor HAMP AC T4L* 

M1 G268 

L331 G549 

L2 

L331 G549 

G268 

M1 Y161 

Tsr2-215 Tsr216-268 Rv3645331-549 T4L1-161_E11N 

MRGSH6GS 

MRGSH6GS 
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- TM1Tsr-T4L-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

TsrM1-F29 MLKRIKIVTSLLLVLAVFGLLQLTSGGLF 

T4LN2-Y161_E11N AS-Sequenz wie bei T4L-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 ohne Startmethionin 

(Tsr + HAMP)F30-

G268 

FNALKNDKENFTVLQTIRQQQSTLNGSWVALLQTRNTLNRAGIRYMMDQNNIGSGSTVAEL
MESASISLKQAEKNWADYEALPRDPRQSTAAAAEIKRNYDIYHNALAELIQLLGAGKINEFF
DQPTQGYQDGFEKQYVAYMEQNDRLHDIAVSDNNASYSQAMWILVGVMIVVLAVIFAVWFG
IKASLVAPMNRLIDSIRHIAGGDLVKPIEVDGSNEMGQLAESLRHMQGELMRTVG 

Rv3645L331-G549 AS-Sequenz wie bei Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3) Chimären aus YaiN und YbeL und Tsr-HAMPTsr-Rv3645: 

- YaiN-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 bzw. YbeL-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 (N-YaiN/-YbeL) 

         YaiNM1-K91 
(Protein aus E. coli 
Operon frm) 

MPSTPEEKKKVLTRVRRIRGQIDALERSLEGDAECRAILQQIAAVRGAANGLMAEVLESHIR
ETFDRNDCYSREVSQSVDDTIELVRAYLK 

bzw. YbeLM1-V120 
(Teil des E. coli YbeL 
Gens) 

MNKVAQYYRELVASLSERLRNGERDIDALVEQARERVIKTGELTRTEVDELTRAVRRDLEEF
AMSYEESLKEESDSVFMRVIKESLWQELADITDKTQLEWREVFQDLNHHGVYHSGEVV 

(Tsr + HAMP)M1-G268 

-Rv3645L331-G549 
AS-Sequenz wie bei Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

T4L2-161_E11N 

N2 Y161 

F30 

Rezeptor HAMP AC 

M1 

H6GS YVRSH6 YaiN/ 
YbeL 

Rezeptor HAMP AC 

M1 

L331 G549 

G268 

K91GS/ 
V120GS 

Tsr1-215 Tsr216-268 Rv3645331-549 

M1 

L331 G549 

F29 G268 

Tsr1-29 Tsr216-268 Rv3645331-549 

YaiN1-91/ 

YbeL1-120 

Tsr30-215 

MRGSH6GS 

T4L* 
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- Tsr-HAMPTsr-Rv3645-YaiN bzw. Tsr-HAMPTsr-Rv3645-YbeL (C-YaiN/-YbeL) 

(Tsr + HAMP)M1-G268 

-Rv3645L331-G549 
AS-Sequenz wie bei Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

        YaiNM1-K91 AS-Sequenz wie bei YaiN-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

bzw. YbeLM1-V120 AS-Sequenz wie bei YbeL-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

- YaiN-Tsr-HAMPTsr-Rv3645-YaiN bzw. YbeL-Tsr-HAMPTsr-Rv3645-YbeL bzw. 

YaiN-Tsr-HAMPTsr-Rv3645-YbeL bzw. YbeL-Tsr-HAMPTsr-Rv3645-YaiN 

(N-YaiN/-YbeL_C-YaiN/-YbeL) 

        YaiNM1-K91 AS-Sequenz wie bei YaiN-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

bzw. YbeLM1-V120 AS-Sequenz wie bei YbeL-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

(Tsr + HAMP)M1-G268 

-Rv3645L331-G549 
AS-Sequenz wie bei Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

        YaiNM1-K91 AS-Sequenz wie bei YaiN-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

bzw. YbeLM1-V120 AS-Sequenz wie bei YbeL-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H6GS GSH6 

H6GS GSH6 Rezeptor HAMP AC 

M1 

L331 G549YVRS 

G268 

M1 K91GS/ 
V120GS 

K91/ 
V120 

M1 

Tsr1-215 Tsr216-268 Rv3645331-549 

Rezeptor HAMP AC 

M1 

L331 G549YVRS 

G268 K91/ 
V120 

M1 

Tsr1-215 Tsr216-268 Rv3645331-549 

YaiN/ 
YbeL 

YaiN1-91/ 

YbeL1-120 

YaiN/ 
YbeL 

YaiN/ 
YbeL 

YaiN1-91/ 

YbeL1-120 

YaiN1-91/ 

YbeL1-120 
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4) Chimären zur Expression im zellfreien System: 

- Tsr-HAMPTsr-Rv3645-GFP 

(Tsr + HAMP)L2-G268 

-Rv3645L331-G549 
AS-Sequenz wie bei Tsr-HAMPTsr-Rv3645 ohne Startmethionin 

GFPM1-K241 
(grün fluoreszierendes  
Protein) 

X16MNHMSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVP
WPTLVTTFSYGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEG
DTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKANFKTRHNIEDGGVQLA
DHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITHGMDELYK 

 

X16 = LERPACKIPNDLKQKV wurde von B. Wu (Universität Kiel) eingeführt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Tsr-HAMP3645-Rv3645 

TsrM1-K215 MLKRIKIVTSLLLVLAVFGLLQLTSGGLFFNALKNDKENFTVLQTIRQQQSTLNGSWVALLQT
RNTLNRAGIRYMMDQNNIGSGSTVAELMESASISLKQAEKNWADYEALPRDPRQSTAAAA
EIKRNYDIYHNALAELIQLLGAGKINEFFDQPTQGYQDGFEKQYVAYMEQNDRLHDIAVSDN
NASYSQAMWILVGVMIVVLAVIFAVWFGIK 

(HAMP + 
Rv3645)M278-G549 

MSIADPLRQLRWALSEVQRGNYNAHMQIYDASELGLLQAGFNDMVRELSERQRLRDLFGR
YVGEDVARRALERGTELGGQERDVAVLFVDLVGSTQLAATRPPAEVVQLLNEFFRVVVETV
ARHGGFVNKFQGDAALAIFGAPIEHPDGAGAALSAARELHDELIPVLGSAEFGIGVSAGRAI
AGHIGAQARFEYTVIGDPVNEAARLTELAKLEDGHVLASAIAVSGALDAEALCWDVGEVVE
LRGRAAPTQLARPMNLAAPEEVSSEVRG 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rezeptor HAMP AC GFP 

Rezeptor HAMP AC 

L2 

L331 G549 

G268 M1 K241 

Tsr2-215 Tsr216-268 Rv3645331-549 GFP1-241 

M1 K215 

G549 M278 

Tsr1-215 Rv3645278-330 Rv3645331-549 

MMYPYDVPDYADTS IEGRVEH10 

Hämag- 
glutinin-Tag 

X16 

MRGSH6GS 
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- Tsr-HAMP3645-Rv3645-GFP 

TsrL2-K215 - (HAMP + 
Rv3645)M278-G549 

AS-Sequenz wie bei Tsr-HAMP3645-Rv3645 ohne Startmethionin 

GFPM1-K241 X16-AS-Sequenz wie bei Tsr-HAMPTsr-Rv3645-GFP 

 

X16 = LERPACKIPNDLKQKV wurde von B. Wu (Universität Kiel) eingeführt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- HAMP3645-Rv3645 

(HAMP + 
Rv3645)S279-G549 

AS-Sequenz wie bei Tsr-HAMP3645-Rv3645 ohne Startmethionin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IEGRVEH10 

X16 
Rezeptor HAMP AC 

HAMP AC 

L2 K215 

G549 M278 

Tsr2-215 Rv3645278-330 Rv3645331-549 

S279 G549 

GFP 

M1 K241 

GFP1-241 

MMYPYDVPDYADTS 

Hämag- 
glutinin-Tag 

MMYPYDVPDYADTS LEH10 

Hämag- 
glutinin-Tag 

Rv3645279-330 Rv3645331-549 
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5) Chimären aus quorum sensing Rezeptor und Mammalia-Adenylatcyclasen: 

- CqsS-ACV C1a 

Bei CqsS handelt es sich um eine Variante mit C160YF anstatt F160YF. Die 

verwendete ACV C1a stammt aus Kaninchen. 

CqsSM1-A181 

(Quorum sensing 
Sensor aus V. cholerae) 

MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTP
FEWRGFLPAYYQVVTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTF
VGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHVPIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIA 

ACV C1aQ430-T649 QQERLLLSVLPRHVAMEMKADINAKQEDMMFHKIYIQKHDNVSILFADIEGFTSLASQCTAQ
ELVMTLNELFARFDKLAAENHCLRIKILGDCYYCVSGLPEARADHAHCCVEMGMDMIEAISL
VREVTGVNVNMRVGIHSGRVHCGVLGLRKWQFDVWSNDVTLANHMEAGGKAGRIHITKAT
LNYLNGDYEVEPGCGGERNAYLKEHSIETFLILRCT 

 

In einem Konstrukt wurde ACV C1a C-terminal um Q650KRKEEK verlängert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

- CqsS-ACII C2 

Die verwendete ACII C2 stammt aus der Ratte. 

CqsSM1-A181 AS-Sequenz wie bei CqsS-ACV C1a 

ACII C2L850-S1090 LNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGLEC
LRLLNEIIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAIPSQEHAQEPERQYMHIGTMVEF
AYALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLD
KIQVTEETSLILQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNLAS 

 

 

 

 

 

 

 

AC 
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L850 S1090 

CqsS1-181 ACII C2850-1090 

MRGSH6GS 

LESGKETAAAKFERQHMDSSTSAA 
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- CqsS-hACII C1ab 

Die verwendete hACII wurde bei GenScript, USA, synthetisiert. Der codon usage 

wurde auf E. coli angepasst. Am N-Terminus wurde eine BamHI-Schnittstelle 

vorangestellt und am C-Terminus die Schnittstellen BglII, SalI, XhoI und HindIII 

angefügt. Ein Stopp-Codon wurde vor HindIII eingeführt. 

CqsSM1-A181 AS-Sequenz wie bei CqsS-ACV C1a 

hACII C1abQ221-Y603 QDTCNCIKSRIKLEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQMENTNNFHNLYV
KRHTNVSILYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSG
LPISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWS
HDVTLANHMEAGGVPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGE
RRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMTRYLESWGAAKPFAHLHHRDSMTTENGKISTTDVP
MGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQWLKSEDIQRISLLFYNKVLEKE
YRATALPAFKYY 

 

Varianten dieses Konstrukts beginnen in der hACII C1ab bei D222, E234, Q239. Bei 

Verwendung von hACII C1a endet die AC bei P489. 

 

 

 

 

 

 

 

- CqsS-hACII C2 

Aus Klonierungsgründen wurde N-terminal eine BamHI- und C-terminal eine XhoI- 

und HindIII-Schnittstelle eingeführt. Vor der HindIII-Schnittstelle befindet sich ein 

Stopp-Codon. 

CqsSM1-A181 AS-Sequenz wie bei CqsS-ACV C1a 

hACII C2K835-S1091 KNKFKKEREEIETMENLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDF
KEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEH
SQEPERQYMHIGTMVEFAFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIW
GNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLVLQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRS
LSQSNVAS 

 

Varianten dieses Konstrukts beginnen in der hACII C2 bei N836, I845, L851. 
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6) Rv1625c-Konstrukte 

Rv1625cD204-V443 
(AC aus M. 
tuberculosis) 

DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERAS
STAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDM
TNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQI
QVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

Diese Konstrukte bestehen aus der lösliche Domäne der AC Rv1625c. Jeweils zwei 

dieser Domänen wurden durch verschiedene Mutationen von A. Schultz verändert 

und durch den Linker TRAAGGPPAAGGLE verbunden. Da diese Mutationen zu 

einer Angleichung von Rv1625c an Mammalia-ACn dienen sollten, wurde die N-

terminale Domäne vor dem Linker als Rv1625c-C1, die C-terminale Domäne nach 

dem Linker als Rv1625c-C2 bezeichnet. Alle Konstrukte tragen die Mutationen 

Rv1625c-C1[N372T/R376H] und Rv1625c-C2-A[D256S/D300S/S301T]. Die Variation 

Rv1625c-C2-B enthält die Mutationen D256S/D300S. Eine Auflistung der mutierten 

Konstrukte erfolgt an entsprechender Stelle im Ergebnisteil (Tab. 20). 
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1 Einleitung 

 

Alle Organismen leben in einer sich ständig verändernden Umwelt. Um zu überleben, 

muss es Organismen möglich sein, Reize von außen sowie interne Vorgänge 

wahrzunehmen, zu verarbeiten und in entsprechende Signale umzuwandeln. 

Rezeptoren auf Zelloberflächen dienen hierbei der Reizaufnahme und Weiterleitung. 

Ein besonders intensiv erforschter Mechanismus ist die Signalweiterleitung mittels 

Adenylatcyclasen (ACn). ACn finden sich sowohl in Prokaryoten als auch in 

Eukaryoten und bilden durch Umwandlung von Adenosintriphospat (ATP) unter 

Abspaltung von Pyrophosphat den universellen second messenger zyklisches 

Adenosinmonophosphat (cAMP) (Linder and Schultz, 2003). Als Teil der 

Signalkaskade löst cAMP seinerseits Reaktionen in der Zelle aus, indem es in 

Eukaryoten z.B. an Proteinkinasen oder Ionenkanäle bindet. In Prokaryoten dient es 

unter anderem als Transkriptionsaktivator (Baker and Kelly, 2004). Das System wird 

durch den Abbau von cAMP durch Phosphodiesterasen zu Adenosinmonophosphat 

(AMP) in ständiger Balance gehalten (Francis et al., 2001). 

Die Einteilung der ACn erfolgt anhand von Unterschieden in Sequenz und Struktur in 

sechs Klassen. ACn der Klasse I finden sich nur in γ-Proteobakterien und sind z.B. 

an der Katabolitrepression beteiligt (Escherichia coli) oder bei der Virulenz von 

Bedeutung (Yersinia enterocolitica). Klasse II ACn sind extrazelluläre Toxine, welche 

von Bacillus anthracis, Bordetella pertussis und Pseudomonas aeruginosa sekretiert 

werden (Linder, 2006). Bei der Klasse III handelt es sich um universelle ACn sowohl 

in Pro- als auch in Eukaryoten. Bezüglich ihrer katalytischen Domänen wird eine 

Unterteilung in die Unterklassen IIIa-d vorgenommen. Dies beruht auf konservierten 

Sequenzmotiven, der Anzahl von Aminosäuren (ASn) in einem bestimmten Bereich 

(Armregion) und Unterschieden bei der Katalyse (Linder and Schultz, 2003). Zu den 

Klassen IV, V und VI gehören bis jetzt nur wenige bakterielle Vertreter, die noch 

kaum untersucht wurden (Linder, 2006). 

Bei ACn gibt es sowohl lösliche als auch membranständige Varianten. Unser Fokus 

richtet sich auf die Letzteren. Bis heute konnte nicht geklärt werden, ob die 

Membrandomänen von ACn eine weitere Funktion neben der bloßen Verankerung in 

der Membran besitzen. Folgende Beobachtungen lassen die Vermutung zu, dass die 

Membrandomänen möglicherweise auch regulatorische oder rezeptorähnliche 

Eigenschaften besitzen (Seebacher et al., 2001): 

- Die Membrandomänen erscheinen mit ungefähr 40% Anteil am Gesamtprotein 

für eine bloße Ankerfunktion überdimensioniert. 

- Die neun membranständigen AC-Isoformen aus Mammalia zeigen wenig 

Konservierung der Membrandomänen untereinander. Im Gegensatz dazu 

besitzen die Membrandomänen der jeweiligen AC-Isoform aus sehr 

unterschiedlichen Tierarten hingegen eine hohe evolutionäre Konservierung, 

was für eine spezifische Funktion jeder Isoform spricht. 
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- Jede Mammalia-AC besitzt zwei Membrandomänen. Hierbei ist 

bemerkenswert, dass sich die beiden Membrandomänen deutlich voneinander 

unterscheiden und nicht alignen lassen. 

- Mutationen in der Membrandomäne oder ein Austausch von unterschiedlichen 

Membrandomänen im Experiment beeinflussen die Aktivität der AC. 

Die Bestätigung für eine Regulation von ACn durch deren Membrandomänen würde 

ein weites Feld für die Forschung öffnen, da ACn in fast jedem Organismus 

vorkommen. 

Ob es sich bei den AC-Membrandomänen um Rezeptoren handelt, kann erst 

bestätigt werden, wenn ein oder mehrere Liganden gefunden werden. Um die Suche 

nach Liganden einzugrenzen, sind weitere Erkenntnisse zu Struktur und Regulation 

der AC notwendig. Die Struktur eines Proteins wird vorzugsweise durch Kristallisation 

und anschließende Röntgendiffraktometrie entschlüsselt. Bei Membranproteinen 

gestaltet sich die Kristallisation besonders schwierig, da die Proteine aus ihrer 

Membran herausgelöst werden müssen, ohne jedoch ihre räumliche Struktur und 

dadurch auch ihre Aktivität zu verlieren. In der vorliegenden Arbeit wurde versucht 

mit chimären mykobakteriellen ACn, welche einen kleineren Transmembrananteil 

besitzen, ein Protokoll für die Solubilisation von Membranproteinen zu erstellen. 

Diese Protokolle sollten später auch auf native ACn angewendet werden. Bezüglich 

der Regulation wurden Untersuchungen in Mammalia-ACn durchgeführt. Hierbei 

sollte ein bakterieller quorum sensing Rezeptor den Mammalia-AC Membrananker 

funktionell ersetzen. Ziel war die Regulation der Chimäre durch den quorum sensing 

Liganden. Dadurch sollten Rückschlüsse auf Liganden der AC ermöglicht werden. 

Auf Grund von Expressionsproblemen der Mammalia-ACn wurde ein 

mykobakterielles Modellsystem als Ersatz bearbeitet. Diese bakterielle AC wurde 

durch Mutationen an die Mammalia-AC angeglichen mit dem Ziel einer Regulation 

durch G-Proteine. 

 

 

1.1 Mammalia-ACn und Gsα 

Die zehn Isoformen der Mammalia-ACn werden der Klasse III zugeteilt. Hierbei 

handelt es sich um neun membranständige ACn (I-IX) mit Eingruppierung in die 

Unterklasse IIIa. Auf die einzige lösliche AC (X) wird hier nicht näher eingegangen 

(Linder, 2006). Anhand von ähnlichen Sequenzeigenschaften und 

Regulationsmechanismen erfolgt eine weitere Unterteilung der Isoformen I-IX in vier 

verschiedene Gruppen (Gruppe 1: I, III, VIII; 2: II, IV, VII; 3: V, VI; 4: IX) (Seebacher 

et al., 2001). Die membranständigen ACn besitzen einen pseudoheterodimeren 

Aufbau. Dieser besteht aus einem Membrananker M1 und einer katalytischen 

Domäne C1a, gefolgt von einem C1b genannten Linker, einer Membrandomäne M2 

und einer katalytischen Domäne C2a (Guo et al., 2005). C2b bezeichnet den 

restlichen C-Terminus. Beide Membrandomänen bestehen aus jeweils sechs 

Transmembranhelices (TMs) (Fig. 1A). Die katalytischen Bereiche (C1a, C2a) sind 

sowohl untereinander als auch zwischen den unterschiedlichen AC-Isoformen stark 

konserviert (Tang and Gilman, 1995). Da sich Experimente an den 
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Membranproteinen als schwierig erwiesen, wurde in der Vergangenheit 

hauptsächlich mit den löslichen katalytischen Domänen gearbeitet, welche gelinkert 

oder titriert ebenfalls Aktivität und Regulation aufweisen. C1 und C2 stammen hierbei 

meistens von unterschiedlichen AC-Isoformen, seltener von derselben Isoform 

(Dessauer and Gilman, 1996; Hoffmann, 1999; Scholich et al., 1997). In der 

Veröffentlichung von Tesmer et al. 1997 (Tesmer et al., 1997) wurde erstmals die 

Struktur der katalytischen Domänen von ACV C1/ACII C2 analysiert. Der Komplex 

wurde zusammen mit der α-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins Gs (Gsα) und 

Forskolin (FSK) kristallisiert. Alle Mammalia-ACn werden von Gsα und FSK (außer 

AC Typ IX (Linder et al., 2004a)) aktiviert und von Adenosinanaloga (P-site inhibitors) 

inhibiert (Tesmer et al., 1997). Zusätzlich kann die Aktivität mancher AC-Isoformen 

durch andere G-Proteinuntereinheiten, Ca2+-Calmodulin, Ca2+ oder Phosphorylierung 

beeinflusst werden (Tesmer et al., 1997). Die katalytischen Einheiten C1a und C2a 

werden auch als cyclase homolgy domain (CHD) bezeichnet. Bei membranständigen 

ACn besitzt die CHD nur eine katalytisch aktive Tasche, in der ein Molekül ATP 

umgesetzt wird. Der Grund hierfür ist, dass es sich bei membranständigen 

Mammalia-ACn um Pseudoheterodimere handelt, bei denen die für die Katalyse 

verantwortlichen ASn sowohl von C1a als auch von C2a beigesteuert werden. 

Homodimere aus C1a oder C2a sind deshalb inaktiv. Es konnten sechs ASn 

identifiziert werden, die für die Katalyse verantwortlich sind. Zwei Aspartatreste in 

C1a positionieren zwei Metallkofaktoren (Mn2+ oder Mg2+), welche einen nukleophilen 

Angriff der Ribose auf die α-Phosphatgruppe des ATP ermöglichen. Die übrigen vier 

ASn liegen in C2a. Hierbei handelt es sich um Lysin und Aspartat, welche für die 

Erkennung des Adeninringes verantwortlich sind, während Arginin und Asparagin für 

die Stabilisierung des Übergangszustandes von ATP zu cAMP benötigt werden 

(Linder and Schultz, 2003). Neben der katalytisch aktiven Tasche für die Umsetzung 

von ATP gibt es auch eine inaktive Tasche mit unbekannter physiologischer Rolle. Im 

Experiment wurde nachgewiesen, dass darin FSK, ein Diterpen aus Pflanzen, binden 

kann und dadurch die meisten ACn aktiviert (Fig. 1B) (Linder and Schultz, 2008). 
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Fig. 1: A) Schematische Darstellung des Pseudoheterodimers einer membranständigen Mammalia-AC 

mit zwei Membrandomänen (M1, M2) und zwei katalytischen Domänen (C1a, C2a) mit je einer 

Bindestelle für Adenosintriphosphat (ATP) und Forskolin (FSK). Die cytosolischen Bereiche ohne 

katalytische Funktion heißen C1b bzw. C2b (adaptiert nach (Guo et al., 2001)). 

B) Schematische Darstellung der cytosolischen Domänen (C1a, C2a) mit den an der Umsetzung von 

ATP beteiligten katalytischen Aminosäuren (D = Aspartat, K = Lysin, N = Asparagin, R = Arginin). Die 

beiden Aspartatreste aus C1a koordinieren zwei Metallionen (Mg2+ oder Mn2+), Lysin und Aspartat aus 

C2 erkennen den Adeninring, Arginin und Asparagin aus C2 stabilisieren den Übergangszustand von 

ATP zu cAMP. FSK fehlt in der inaktiven Tasche. A = Adenosin, P = Phosphatgruppe, Me = divalentes 

Metallkation (adaptiert nach (Linder and Schultz, 2003)). 

 

 

Wie bereits erwähnt, ist Gsα ein Aktivator für Mammalia-ACn. Gsα bildet zusammen 

mit der βγ-Untereinheit das inaktive heterotrimere G-Protein. Hierbei ist das G-

Protein mit der Membran assoziiert und hat GDP in der α-Untereinheit gebunden. 

Eine Aktivierung des G-Proteins, beispielsweise durch G-Protein gekoppelte 

Rezeptoren (GPCRs), bewirkt einen Austausch von GDP durch GTP. Im aktivierten 
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Zustand ist das heterotrimere G-Protein instabil und zerfällt in Gsα-GTP und βγ, 

wobei beide Komplexe an andere Proteine, u.a. auch an ACn, binden können. Durch 

eine langsame GTPase-Aktivität der α-Untereinheit fällt Gsα zurück in die inaktive 

Form und verbindet sich erneut mit der βγ-Untereinheit (Coleman and Sprang, 1996). 

Im Fall von Gsα-GTP sind mögliche Bindungsstellen an den löslichen Komplex aus 

ACV C1/ACII C2 aus der Kristallstruktur bekannt (Tesmer et al., 1997). Für die 

Kristallisation wurden nur die katalytischen Domänen der ACn und die 

unhydrolysierbare Form Gsα-GTPγS verwendet. Laut dieser Veröffentlichung zeigte 

sowohl ACV C1 an M378 und F379 als auch ACII C2 an V904, N905, E910, C911, 

R913, N916, E917, D921, I986, H989, F991 und N992 direkte Interaktion mit Gsα 

(Fig. 2). Diese Erkenntnisse wurden hier verwendet, um eine mykobakterielle AC 

Schritt für Schritt in eine Mammalia-AC mit Gsα-Regulation umzuwandeln. In den 

Aktivitätstests wurde eine konstitutiv aktive Variante von Gsα eingesetzt, was durch 

die Mutation Q213L (Gsα*) bewirkt wurde (Weitmann et al., 2001). Dadurch wurde die 

Zugabe von GTPγS zu Gsα in AC-Tests unnötig. Obwohl IIIa ACn generell über eine 

vernachlässigbare Guanylatcyclase-Aktivität verfügen (Linder, 2005; Sinha and 

Sprang, 2006), wurde ohne GTPγS-Zugabe jedwede Konkurrenz um die Bindestelle 

von ATP durch GTP ausgeschlossen. 

 

 

 

 

Fig. 2: Kristallstruktur des löslichen Komplexes von ACV C1 (rot), ACII C2 (grün) und Gsα-GTPγS 

(grau) (PDB Code 1CJU (Tesmer et al., 1997), dargestellt mit PyMOL). In dem vergrößerten 

Ausschnitt sind mögliche Bindungsstellen zwischen Gsα und C1 bzw. C2 laut Tesmer et al. (Tesmer et 

al., 1997) als Stäbchenmodelle hervorgehoben, die ASn von C1 und C2 sind beschriftet. Polare 

Kontakte sind als gestrichelte Linien dargestellt. In dieser Kristallstruktur zeigen nicht alle 

vorhergesagten Bindungsstellen Gsα-Kontakt (V904, E910, C911, N916, I986, F991). 
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1.2 Mykobakterielle ACn Rv3645 und Rv1625c 

Die hier verwendeten bakteriellen ACn Rv3645 und Rv1625c sind zwei der 16 

mutmaßlichen ACn aus Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Mykobakterien wie M. 

tuberculosis oder M. leprae sind als humanpathogene Keime für eine hohe 

Sterblichkeit bei betroffenen Patienten verantwortlich. Die Aufklärung des 

Pathogenitätsmechanismus soll dazu beitragen, geeignete Medikamente zur Heilung 

zu entwickeln (Shenoy and Visweswariah, 2006b). Als Besonderheit gelingt es 

diesen Bakterien in Makrophagen zu überleben und sich dort zu vermehren. 

Mutmaßungen, dass ACn Teil dieses Mechanismus sind, begründen sich auf der 

Tatsache, dass Makrophagen, infiziert mit M. tuberculosis, erhöhte cAMP-Werte 

haben und daher eine Fusion von Phagosomen und Lysosomen zur Abtötung der 

Bakterien nicht mehr erfolgen kann (Lowrie et al., 1975). 

Bakterielle ACn lassen sich meistens besser in E. coli Expressionssystemen 

herstellen als Mammalia-ACn. Deshalb wurde für die meisten Experimente in dieser 

Arbeit auf Rv3645 und Rv1625c zurückgegriffen, da deren Handhabung bereits im 

Labor etabliert war. Rv3645 und Rv1625c gehören ebenfalls zu Klasse III ACn, 

jedoch zu unterschiedlichen Unterklassen. Rv3645 wird der Unterklasse IIIb 

zugeordnet, während Rv1625c wie die membrangebundenen Mammalia-ACn zu IIIa 

gezählt wird. Neben dem Austausch des substratbestimmenden Aspartats zu 

Threonin und einer um eine AS längeren Armregion gibt es auch strukturelle 

Unterschiede zwischen Rv3645 und Rv1625c (Linder et al., 2004b; Linder and 

Schultz, 2003). Rv3645 besteht aus einer Membrandomäne mit sechs TMs gefolgt 

von einer HAMP-Domäne und der cytosolischen katalytischen Domäne (Shenoy and 

Visweswariah, 2006a, b). Die HAMP-Domäne besitzt sowohl regulatorische Funktion 

als auch die Eigenschaft eines Signalwandlers. Die Abkürzung „HAMP“-Domäne 

leitet sich von ihrem Vorkommen in Histidinkinasen, ACn, Methyl-akzeptierenden 

Chemotaxisproteinen und Phosphatasen ab (Aravind and Ponting, 1999). Hierbei 

handelt es sich um eine ungefähr 55 ASn lange Sequenz bestehend aus zwei 

amphipathischen α-Helices verbunden durch einen Konnektor (Hulko et al., 2006; 

Mondejar et al., 2012). Das Vorkommen der HAMP-Domäne könnte als Hinweis 

dafür gewertet werden, dass die Membrandomäne der AC Rv3645 möglicherweise 

als Rezeptor für externe Stimuli dient, welcher Signale durch die HAMP-Domäne an 

die katalytische Domäne weiterleitet (Linder et al., 2004b). Rv1625c besitzt den 

gleichen Aufbau wie Rv3645 mit Ausnahme der HAMP-Domäne und entspricht somit 

genau der Hälfte einer membrangebundenen Mammalia-AC (Fig. 1A) (Guo et al., 

2001). In bakteriellen ACn sind alle sechs katalytischen ASn im Monomer enthalten 

(Metallbindung: zwei Aspartatreste, Substraterkennung: Lysin, Aspartat 

(Rv1625c)/Threonin (Rv3645), Stabilisierung des Übergangszustands: Asparagin, 

Arginin). Das bedeutet, dass zwei aktive Taschen für die Umsetzung von ATP zur 

Verfügung stehen, wenn sich funktionelle Homodimere bilden (Fig. 3B) (Linder and 

Schultz, 2003). Umgekehrt konnte Rv1625c durch Mutation erfolgreich in eine C1 

und C2 Variante umgewandelt werden. Rv1625c-C1 und Rv1625c-C2 bilden 

Heterodimere mit nur einer aktiven Tasche, genau wie Mammalia-ACn. Die 

Homodimere sind in diesem Fall inaktiv (Guo et al., 2001; Linder et al., 2004a). Im 
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Gegensatz zu den membranständigen Mammalia-ACn werden bakterielle ACn nicht 

durch Gsα oder FSK stimuliert. Ursache ist zum einen das Fehlen von G-Proteinen in 

Prokaryoten. Zum anderen entsprechen die FSK-bindenden ASn der Mammalia-ACn 

den katalytischen ASn der zweiten aktiven Tasche der bakteriellen ACn (Guo et al., 

2001). Mutationen in Rv1625c zum Austausch der katalytischen ASn durch die 

jeweiligen FSK-bindenden ASn bildeten zwar Heterodimere, welche jedoch nicht 

durch FSK stimuliert wurden (Linder et al., 2004a). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3: A) Schematische Darstellung der mykobakteriellen Homodimeren von Rv3645 und Rv1625c 

bestehend aus einem Membranteil und cytosolischer Domäne zur Bildung von zwei katalytischen 

Zentren. Bei Rv3645 findet sich nach der Membrandomäne eine HAMP-Domäne (Raute) (adaptiert 

nach (Shenoy and Visweswariah, 2006b)). 

B) Schematische Darstellung der katalytischen Domänen mit den an der Umsetzung von ATP 

beteiligten Aminosäuren. A = Adenosin, P = Phosphatgruppe, Me = divalentes Metallkation (adaptiert 

nach (Linder and Schultz, 2003)). 
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1.3 E. coli Serinrezeptor Tsr 

Während es für die Membrananker von ACn keine Nachweise auf eine 

Rezeptorfunktion gibt, begannen die ersten Untersuchungen an den 

Chemotaxisrezeptoren von E. coli bereits in den späten 60er Jahren des letzten 

Jahrhunderts (Adler, 1966, 1969). Für E. coli konnten die fünf Chemotaxisrezeptoren 

Tsr, Tar, Trg, Tap und Aer charakterisiert werden (Li and Hazelbauer, 2004). Tsr 

erkennt sowohl den Lockstoff Serin als auch das Repellent Leucin, Tar die Lockstoffe 

Aspartat und Maltose sowie die Repellents Co2+ und Ni2+, Trg ist für die Lockstoffe 

Ribose und Galaktose zuständig und Tap für diverse Dipeptide (Bourret et al., 1991). 

Bei diesen Rezeptoren handelt es sich um Methyl-akzeptierende Chemotaxisproteine 

(MCPs), die periplasmatische Liganden binden, wohingegen Aer einen Sauerstoff-, 

Energie- und Redoxsensor darstellt (Amin et al., 2006). MCPs erlauben es 

freibeweglichen Bakterien innerhalb eines chemischen Gradienten gezielt zu 

Lockstoffen und weg von Schreckstoffen zu schwimmen. Dieser als Chemotaxis 

bezeichnete Vorgang besteht aus einem Zwei-Komponenten-System, bei dem das 

Signal des Rezeptors auf ein Histidin-/Aspartat-Kinasesystem übertragen wird und 

gegebenenfalls durch sensorische Adaptation reguliert wird (Fig. 4). Bei MCPs 

handelt es sich um Homodimere, die aus einem Membranteil und einer cytosolischen 

Domäne bestehen. An diese cytosolische Domäne bindet das Protein CheW die 

homodimere Histidinkinase CheA und bildet so einen ternären Komplex (Falke et al., 

1997). Die Bildung des Komplexes initiiert die Autophosphorylierung eines 

Histidinrestes von CheA durch ATP. Das Phosphat wird weiter auf einen Aspartatrest 

eines response regulators, CheY oder CheB, übertragen. Phosphoryliertes CheY 

bindet an den Geißelmotor und schaltet die Rotation der Geißel im Uhrzeigersinn, 

was die Zelle zum Taumeln bringt und so zu einer zufälligen Richtungsänderung 

führt. Die Phosphatase CheZ stimuliert eine schnelle Hydrolyse des phosphorylierten 

CheY, welches dann nicht mehr an den Geißelmotor bindet und eine Rotation gegen 

den Uhrzeigersinn zur Folge hat. In dieser Situation schwimmt die Bakterienzelle 

geradlinig. Befindet sich die Zelle in keinem chemischen Gradienten, löst die 

Kurzlebigkeit von phosphoryliertem CheY einen Wechsel zwischen Taumeln und 

Vorwärtsschwimmen aus. Führt diese zufällige Suche die Zelle zu einem 

entsprechenden Gradienten, hemmt die Bindung eines Lockstoffs die 

Autophosphorylierung von CheA, was weniger phosphoryliertes CheY zur Folge hat. 

Dadurch verlängert sich die Dauer des Schwimmintervalls hin zur höheren 

Lockstoffkonzentration. Selbst bei hoher oder über lange Zeit gleichbleibender 

Lockstoffkonzentration kann die Zelle eine neue Konzentration mittels der zwei 

Proteine CheR und CheB feststellen. Dieser als Adaptation bezeichnete 

Mechanismus wird durch eine Rückkopplungsschleife kontrolliert. Die 

Methyltransferase CheR bindet Methylestergruppen an Glutamatreste im 

cytosolischen Teil des MCPs, wodurch die Kinaseaktivität erhöht wird. Die 

Methylestergruppen werden durch die Methylesterase CheB hydrolysiert. Hohe 

Lockstoffbindung führt neben der Hemmung von CheA auch zu weniger Phospho-

CheB und so zu verstärkter Methylesterbindung durch CheR. Dadurch werden CheA 

und CheB wieder aktiviert und die Methylester hydrolysiert. Je nach Aktivitätszustand 
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der Kinase wird das Verhältnis von gerichteter Schwimmbewegung und Taumeln 

verändert. Durch den Vergleich von gebundenem Lockstoff am Rezeptor und dem 

Methylierungslevel erkennt die Zelle, ob sie sich in Richtung höherer oder niedrigerer 

Lockstoffkonzentration bewegt (Falke et al., 1997; Falke and Hazelbauer, 2001). 

Tsr besitzt einen ähnlichen Aufbau wie die AC Rv3645. Es handelt sich um ein 

homodimeres Protein mit einer Membrandomäne aus zwei TMs mit einer 

periplasmatischen Rezeptordomäne, gefolgt von einer cytosolischen HAMP- und 

einer kinasekontrollierenden Domäne (Hazelbauer et al., 2008). Tsr unterscheidet 

sich von Rv3645 in der Anzahl seiner TMs (2-TMs im Vergleich zu 6-TMs). Trotz 

dieses Unterschieds war eine funktionale Kopplung beider Proteine möglich. Die 

entstandenen Proteine Tsr-HAMPTsr/HAMP3645-Rv3645 (Tsr Rezeptor + HAMP-

Domäne von Tsr/Rv3645 + katalytische Domäne von Rv3645) zeigten sowohl AC-

Aktivität als auch eine spezifische Regulation durch den Liganden Serin (Kanchan et 

al., 2010; Mondejar et al., 2012). Da Rv3645 in den chimären Konstrukten eine 

Regulation durch einen Rezeptor erfährt, kann dies als Hinweis auf eine mögliche 

Rezeptorfunktion der AC-Holoenzyme gewertet werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4: Schematische Darstellung der an der Chemotaxis beteiligten Proteine in Prokaryoten am 

Beispiel des Serinrezeptors Tsr. Eine ausführliche Beschreibung der dargestellten Vorgänge sind dem 

Text zu entnehmen. Graue Symbole = Tsr Homodimer (Transmembrandomäne-HAMP-cytosolische 

Domäne mit Methylierungsstellen). W = Kopplungsprotein CheW, A = Histidinkinase CheA, Y = 

response regulator Aspartatkinase CheY, Z = Phosphatase CheZ, B = response regulator 

Methylesterase CheB, R = Methyltransferase CheR, P = anorganisches Phosphat (adaptiert nach 

(Falke and Hazelbauer, 2001)). 
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1.4 Quorum sensing Rezeptor CqsS 

Quorum sensing (QS) bezeichnet einen Vorgang der Zell-Zell-Kommunikation 

zwischen Prokaryoten. Hierbei werden sog. Autoinduktoren von der Zelle 

synthetisiert und freigesetzt. Diese extrazellulären Signalmoleküle werden von 

anderen Bakterien detektiert und in eine spezifische zelluläre Antwort umgewandelt. 

Bei der Vermehrung einer Bakterienpopulation reichern sich die von ihnen 

abgegebenen Autoinduktoren im Medium an und veranlassen die Bakterien ab dem 

Überschreiten eines bestimmten Schwellenwertes kollektiv ihre Genexpression 

umzustellen (Rutherford and Bassler, 2012). Danach werden Gene für Prozesse 

exprimiert, welche nur bei einer großen Anzahl an Bakterien sinnvoll sind, wie z.B. 

Biofilmbildung, Biolumineszenz, Sporulation, Antibiotikasynthese oder Bildung von 

Virulenzfaktoren (Perez et al., 2012). In dem marinen Bakterium Vibrio harveyi 

wurden drei parallele QS-Systeme identifiziert, die unter anderem für Biolumineszenz 

und Biofilmbildung zuständig sind (Henke and Bassler, 2004). Eines dieser drei 

Systeme wurde zuerst in dem humanen Pathogen V. cholerae entdeckt und wurde 

deswegen entsprechend nach ihm benannt. Hierbei bildet die Synthase CqsA 

(cholerae quorum sensing autoinducer) den Autoinduktor CAI-1 (cholerae 

autoinducer 1), welcher von CqsS (cholerae quorum sensing Sensor) detektiert wird 

(Miller et al., 2002). Bei CAI-1 handelt es sich um S-3-Hydroxytridecan-4-on (Ng et 

al., 2010). In V. harveyi reagiert CqsS je nach Ligandenkonzentration von CAI-1 als 

Histidinkinase oder als Phosphatase. CqsS arbeitet als Histidinkinase, wenn in einer 

kleinen Bakterienpopulation die Konzentration an gebildetem CAI-1 sehr niedrig ist. 

Hierbei wird durch Autophosphorylierung Phosphat auf LuxU übertragen, welches 

das Phosphat weiter an den response regulator LuxO gibt (Shikuma et al., 2009). 

Phosphoryliertes LuxO aktiviert die Expression bestimmter Gene für kleine 

regulatorische RNAs, die die Expression von luxR reprimieren. Ohne LuxR wird 

luxCDABE (Luziferase) nicht transkribiert, weshalb bei einer zu geringen 

Bakteriendichte keine Biolumineszenz auftritt (Henke and Bassler, 2004). Wächst die 

Bakterienpopulation, erhöht sich mit ihr die Konzentration an gebildetem CAI-1. 

Wenn CAI-1 an CqsS bindet, fungiert CqsS als Phosphatase und der Phosphatfluss 

kehrt sich um. Dadurch werden sowohl LuxU als auch LuxO dephosphoryliert (Wei et 

al., 2012). Da dephosphoryliertes LuxO inaktiv ist, wird die Bildung der kleinen 

regulatorische RNAs gestoppt und erlaubt nun die Expression von LuxR. Damit 

können die nötigen Gene für die Biolumineszenz abgelesen werden (Fig. 5) (Henke 

and Bassler, 2004). 

Aus diesem System ist CqsS für chimäre Konstrukte mit ACn interessant. Bei CqsS 

handelt es sich um eine Sensorhistidinkinase, bestehend aus einer 

membrangebundenen Rezeptordomäne, einer dimerisierenden Histidin-

Phosphotransfer-Domäne und einer katalytischen ATP-bindenden Domäne (Wei et 

al., 2012). CqsS ist als Dimer funktionell. Aktive Fusionskonstrukte aus CqsS und 

anderen Proteinen werden nur anhand der 6-TM-Variante plausibel erklärt (Ng et al., 

2010). Ähnlich zu den zuvor erwähnten chimeren Tsr-AC-Konstrukten war es 

möglich, durch Fusion des CqsS-Rezeptorteils mit der katalytischen Domäne von 

Rv1625c aktive und durch CAI-1 spezifisch regulierte Konstrukte zu erhalten (S. 
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Beltz, unveröffentlicht). Deshalb stellte sich die Frage, ob die funktionale Kopplung 

von CqsS auch mit Mammalia-ACn erfolgreich wäre. Damit könnte durch Ersetzen 

des 6-Transmembranankers mit einem 6-Transmembranrezeptor auch die 

Regulierbarkeit von Mammalia-ACn untersucht werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5: Schematische Darstellung des CqsS/CAI-1-Quorum sensing Systems aus Vibrio harveyi. Die 

linke Seite entspricht einem Zustand mit sehr niedriger CAI-1-Konzentration, wobei CqsS als 

Histidinkinase reagiert. Die rechte Seite zeigt die Situation bei hoher CAI-1-Konzentration, wobei CqsS 

als Phosphatase reagiert. Die genaue Erläuterung der dargestellten Vorgänge sind dem Text zu 

entnehmen. sRNA = kleine regulatorische RNA, P = anorganisches Phosphat (adaptiert nach (Henke 

and Bassler, 2004; Wei et al., 2012)) 
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2 Material und Methoden 

Die meisten Methoden sind Routine im Labor, weshalb die nachfolgenden 

Beschreibungen in Anlehnung an die Dissertation von L. Mondéjar erfolgen. Soweit 

nicht anders angegeben, wurde für die verwendeten Puffer und Lösungen MilliQ-

Wasser eingesetzt. Je nach Anwendung (RT oder 4°C) der Lösungen musste 

angsichts der Temperaturempfindlichkeit von Tris-basierten Puffern der pH-Wert bei 

der jeweiligen Temperatur eingestellt werden. 

 

2.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial 

AppliChem, Darmstadt: Acrylamid 4K-solution 30% (37,5:1) 

Biomers.net GmbH, Ulm: Oligonukleotide (Primer für PCR und Sequenzierung) 

BIO-RAD, München: ProfinityTM IMAC Ni2+-charged Resin, BIO-RAD Proteinassay-

Farbstoffkonzentrat 

B. Braun Melsungen AG, Melsungen: Sterican® Kanülen Gr. 2, Gr.18 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe: Rotilabo®-Blottingpapiere, Dicke 0,35 mm 

GE Healthcare, Freiburg: Amersham ECL Plus Western Blotting Detection System, 

Amersham Hyperfilm ECL, ECL Plex Ziege-anti-Maus IgG-Cy3 Sekundärantikörper 

Hartmann Analytik, Braunschweig: (α-32P)-ATP 

Jackson ImmunoResearch Inc., West Grove (USA): Sekundärantikörper Ziege 

anti-Maus IgG konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase 

Macherey-Nagel, Düren: Porablot PDVF Membran (2 µm Porengröße) 

Merck Millipore, Darmstadt: Amicon® Ultra-4 Zentrifugen-Filtereinheiten, 

Aluminiumoxid 90 aktiv neutral 0.063-0.200 mm (70-230 mesh ASTM) 

New England Biolabs (NEB), Ipswich (USA): Restriktionsenzyme, T7 RNA 

Polymerase, T4 DNA Ligase, Taq DNA Polymerase 

Novagen R&D systems, Wiesbaden: T7 RNA Polymerase monoklonaler Antikörper 

(IgG1), S-Tag monoklonaler Antikörper 

PEQ LAB, Erlangen: KAPA HiFi PCR Kit, peqGOLD Protein-Marker IV, Protein-

Marker I, dNTPs 

Perkin Elmer, Massachusetts (USA): LSC-Szintillator Cocktail Ultima Gold XR, 

[2,8-3H]-cAMP (Ammoniumsalz) 

Promega, Madison (USA): Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System 

QIAGEN, Hilden: Ni-NTA Agarose, pREP4 Vektor, monoklonale Antikörper Maus-

anti-RGS-His4 bzw. Tetra-HisTM (IgG1, BSA-frei) 
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Roche (Boehringer), Mannheim: Alkaline Phosphatase, dNTPs, λ-DNA, 

Restriktionsenzyme, Klenow-Polymerase, Rapid DNA ligation Kit, ATP, Complete 

EDTA-free Protease Inhibitor Tabletten, T7 RNA Polymerase 

Serva, Heidelberg: Visking dialysis tubing 8/32 Durchmesser 16 mm 

Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis (USA): Dowex® 50WX4-400 ion-exchange resin 

Süd-Laborbedarf GmbH, Gauting: HiYield PCR Clean-Up und Gel Extraction Kit 

Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts (USA): Slide-A-Lyzer Dialysis 

Cassette (10.000 MWCO) 

 

2.2 Ausstattung 

AGFA-Gevaert Group, Mortsel (Belgien): CP1000 Entwicklungskammer für 

Röntgenfilme 

Applied biosystems, California (USA): Sequence Scanner v1.0 

Beckman Coulter GmbH, Krefeld: Beckman L-60 Ultrazentrifuge mit Rotor Type 

50.2 Ti 

BINDER GmbH: Brutschränke 

Biometra, Göttingen: T3000 Thermocycler, UVstar312 nm 

BIO-RAD, München: Blotting Apparat Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell 

DNASTAR, Wisconcin (USA): Lasergene® Software  

Eberhard-Karls-Universität, Tübingen: Gelelektrophorese-Kammern, Kämme und 

Gelschlitten für Agarosegele, zellfrei Reaktionsgefäße 

Eppendorf, Hamburg: BioPhotometer, Tischzentrifugen Minispin und 5418, 

Thermomixer compact, Concentrator 5301 

GE Healthcare, Freiburg: Hoefer Mighty small SE245 gel casting apparatus, Mighty 

small II E250 Kammer, ÄKTA-FPLCTM mit Fraktionssammler frac-950, Superdex-200 

10/30, Q-Sepharose HP 16/10, Mono Q, Szintillationszähler LKB Wallac 1209 

Rackbeta ‚Primo‘, Ettan DIGE Imager 

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen: Ultra-Turrax T-8 

Kontron-Hermle, Gosheim: Rotor A6.14 (SS34) und A8.24 (GSA) 

SLM, instruments, Urbana (USA): French Pressure Cell Press FA-078-E1 mit 

Zubehör 

Thermo Fisher Scientific Inc., Langenselbold: Heraeus Megafuge 1.0 R 

Centrifuge, Sorvall RC 5B Plus 
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2.3 E. coli Stämme 

E. coli XL1-Blue für Klonierung, Stratagene 

E. coli BL21(DE3) für Expression, Novagen 

E. coli BLR(DE3) für Expression von Plasmiden mit repetitiven Sequenzen, Novagen 

E. coli Rosetta (DE3) pLysS für Expression mit seltenen Codons, Novagen 

E. coli DH5α für Klonierung, Invitrogen 

E. coli C43(DE3) für Expression von toxischen Proteinen, K. Hantke 

Die Genotypen, Antibiotikaresistenzen und weitere Merkmale der verwendeten 

Stämme können auf den entsprechenden Seiten der genannten Unternehmen 

nachgelesen werden. 

 

 

2.4 Plasmide 

pBluescript II SK(-), Stratagene 

pQE30, pQE80-L, pQE81-L, QIAGEN 

pET28a(+), pETDuet-1, Novagen 

pIVEX2.3w, pAR1219, E. Beitz (Kiel) 

pETDuet-3, pACYCDuet-2, A. Schultz 

Nähere Angaben zu den verwendeten Plasmiden finden sich auf den Seiten der 

Hersteller. pIVEX2.3w wurde im Labor von E. Beitz modifiziert. pETDuet-3 und 

pACYCDuet-2 wurden von A. Schultz bezüglich der multiple cloning site (MCS) 

verändert. 

 

 

2.5 Molekularbiologische Methoden 

Die Lösungen für molekularbiologische Methoden mussten steril sein. Dies wurde 

durch Sterilfiltrieren (Porenweite 0,2 µm) oder durch Autoklavieren erreicht (120°C, 1 

bar, 20 min). 

 

 

Dauerkulturen 

Zur dauerhaften Lagerung eines E. coli-Klons wurden 800 µl einer über Nacht (ÜN) 

Kultur mit 200 µl sterilem Glycerin (87%) versehen und bei –80°C aufbewahrt. 

Glycerin verhindert das vollständige Gefrieren der Suspension. 

 

 

Kompetente E. coli-Zellen 

100 ml LB-Medium wurden mit 5 ml ÜN-Kultur (ggf. mit Antibiotikum) der 

gewünschten Zellen angeimpft und für ca. 1,5 h bei 37°C unter Schütteln bis zu einer 
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OD600 von 0,3-0,4 herangezogen. Anschließend wurden die Zellen mindestens 10 

min auf Eis gekühlt und in sterilen Falcons zentrifugiert (2000 x g, 4°C, 10 min). Die 

Zellen wurden kompetent durch Suspendieren in 50 ml kaltem, sterilen 0,1 M CaCl2, 

Lagerung für ca. 20 min auf Eis, Wiederholung der Zentrifugation und Suspendieren 

in 10 ml kaltem, sterilen 0,1 M CaCl2/20% Glycerin. Die Zellen wurden für weitere 2–

4 h unter gelegentlichem Schwenken auf Eis inkubiert und nach dem Aliquotieren (je 

100 µl) bei -80°C gelagert. Kompetente Zellen dürfen vor Gebrauch nicht aufgetaut 

werden. 

 

LB-Medium: 20 g/l LB Nährmedium 

 

 

Transformation von DNA 

Der gesamte Ligationsansatz wurde mit 10 µl CM-Puffer und 69 µl sterilem H2O 

versetzt und zu 100 µl kompetenten Zellen gegeben. Wahlweise funktionierte auch 

die bloße Zugabe von 100-200 ng Plasmid-DNA. Die Aufnahme des Plasmids von 

den Zellen geschah durch Inkubation für 20 min auf Eis, Hitzeschock bei 42°C für 

genau 1 min und Inkubation für 10 min auf Eis. Nach Zugabe von 500 µl LB-Medium 

ohne Antibiotikum wurde für 1 h bei 37°C unter Schütteln inkubiert. 70-200 µl des 

Ansatzes wurden auf LB-Platten mit entsprechendem Antibiotikum gleichmäßig 

verteilt und für 15-17 h bei 37°C inkubiert. 

 

CM-Puffer (10 x, steril):  100 mM CaCl2, 100 mM MgCl2 

LB-Platten:    35 g/l LB-Agar 

LB-Platten mit Antibiotikum: 100 µg Ampicillin/ml LB-Agar, 50 µg Kanamycin/ml LB-

Agar 

 

 

Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Die PCR diente der Amplifizierung von DNA-Fragmenten oder ganzen Plasmiden. 

Mittels Fusions-PCR konnten zwei DNA-Fragmente miteinander verbunden werden. 

Die Methode wurde in Anlehnung an die Vorgaben von Mullis durchgeführt (Mullis et 

al., 1986; Mullis and Faloona, 1987). Der 50 µl-Ansatz bestand aus ca. 50 ng 

Plasmid-DNA, PCR-Puffer mit MgCl2, dNTPs (jeweils 250 µM), dem jeweiligen 

sense- bzw. antisense-Primer (jeweils 500 nM), 5-10% DMSO (falls erforderlich) und 

DNA-Polymerase (2 U KAPAHiFi). Durch unterschiedliche Temperaturzyklen im 

PCR-Gerät wurden die DNA-Doppelstränge voneinander getrennt, was eine 

Anlagerung (annealing) der DNA-Primer im nächsten Temperaturschritt erlaubte. In 

der Elongationsphase wurden beide Einzelstränge vom Primer beginnend mit dNTPs 

aufgefüllt und der Zyklus begann von neuem (Tab. 1). Die Elongationszeit musste auf 

die erwartete Produktlänge angepasst sein (30 s/1 kbp). Die Anlagerungstemperatur 

TM wurde für jeden Primer mit folgender Formel berechnet, wobei nur die ersten 18 

bindenden Basen berücksichtigt wurden: 
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TM [°C] = 4 ∙ (G+C) + 2 ∙ (A+T) 

(G,C,A,T = Anzahl der bindenden GC- bzw. AT-Basenpaare im Primer) 

 

Besaßen zwei Primer unterschiedliche TM, wurde von der Durchschnittstemperatur 

eine um 5°C niedrigere TM gewählt. Wenn nötig, konnte das Programm optimiert 

werden. Als Negativkontrolle wurde Wasser anstatt DNA-Template eingesetzt.  

 
Tab. 1: PCR-Programm mit KAPAHiFi-Polymerase: 

PCR-Programm mit KAPAHiFi-Polymerase 

Phase T [°C] Zeit [s] Zyklen 

Denaturierung 95 120  

Denaturierung 

Primeranlagerung 

Elongation 

98 

TM 

68 

20 

15 

30 

 

24 

Auffüllen 68 300  

Kühlen 4 ∞  

 

Für eine Fusions-PCR wurden abweichend davon zunächst fünf Zyklen mit einer um 

5°C niedrigeren TM als der errechneten Anlagerungstemperatur gewählt und 

anschließend 25 Zyklen bei der errechneten TM durchgeführt. 

 

In einigen Fällen wurde zur Erzeugung von Punktmutationen, zur Deletion, Insertion 

oder zum Austausch von ASn das QuikChange Protokoll (site directed mutagenesis) 

von Stratagene eingesetzt. Hierzu wurden je PCR zwei Primer mit der gewünschten 

Mutation verwendet, die an der gleichen Sequenz an den gegenüberliegenden 

Strängen des DNA-Templates binden. Die Primer wurden mit einer Länge von 25-45 

Basenpaaren konstruiert. Das PCR-Programm wurde laut Tab. 1 mit 15 Zyklen 

durchgeführt. Bei geringer Ausbeute wurde die Temperatur für die Primeranlagerung 

und für die Elongation variiert. Nach der PCR wurde pro 50 µl Ansatz je 1 µl DpnI 

zugegeben und für 1 h bei 37°C inkubiert. Dadurch wurde der methylierte, unmutierte 

DNA-Elternstrang verdaut. Nach DpnI-Verdau wurden 5 µl des PCR-Ansatzes zu 50 

µl kompetenten E. coli XL1 zugegeben und eine Transformation durchgeführt. Aus 

den so erhaltenen Kolonien wurden die Plasmide isoliert, sequenziert und auf die 

gewünschte Mutation überprüft. 

 

dNTP-Mix: 25 mM pro dNTP 

 

 

Miniprep (Plasmidisolierung aus E. coli) 

3 ml einer ÜN-Kultur einer E. coli-Einzelkolonie oder einer Dauerkultur wurden 

abzentrifugiert und die DNA mit Hilfe des Wizard® Plus Minipreps DNA Purification 

System laut Angaben von Promega isoliert. Die Elution der DNA erfolgte mit 50-100 
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µl sterilem H2O. Bei weiterer Bearbeitung der Plasmide erfolgte die Lagerung auf Eis, 

ansonsten bei -20°C. 

 

 

Restriktionsverdau 

Restriktionsenzyme schneiden definierte DNA-Sequenzen im Doppelstrang zu 

glatten oder überstehenden Enden, welche der Neuverknüpfung kompatibler DNA-

Fragmente dienten. Die Verwendung der Restriktionsendonukleasen erfolgte nach 

Angaben der Hersteller (NEB, Roche). Für Kontrollverdaue genügten 100-300 ng 

Miniprep-DNA in einem Volumen von 10 µl mit 2 U der jeweiligen Schnittenzyme bei 

einer Inkubationszeit von 30-45 min bei 37°C. 3-5 µg BSA wurden zur 

Enzymstabilisierung bei BSA-freien Puffern zugesetzt. Für präparative Ansätze 

wurde ca. 1 µg DNA in einem Volumen von 20 µl mit 8-10 U Restriktionsenzym 

eingesetzt und für 1,5-3 h bei 37°C verdaut. 

 

 

Agarose-Gelelektrophorese 

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten (1% 

Agarose für  800 bp, 2% für 500-1000 bp, 4% für ≤ 500 bp). Die Agarose wurde in 

TAE-Puffer durch Erhitzen gelöst und in einem Gelschlitten mit Kämmen abgekühlt. 

Das Gel wurde in eine Kammer mit TAE-Puffer gelegt, an die nach dem Beladen des 

Gels eine elektrische Spannung (80-105 V, 150 mA, 15 W) angelegt wurde. Die 

DNA-Proben wurden vor dem Beladen mit BX-Puffer versetzt. Zur 

Größenbestimmung wurde ein Marker bestehend aus einem definierten 

Bandenmuster aufgetragen (EcoRI-HindIII-verdaute λ-DNA). Nach ca. 20-40 min 

Elektrophorese wurde das Gel für ca. 5 min in ein Ethidiumbromidbad (10 mg/l) 

gelegt und für weitere 10 min elektrophoretisch aufgetrennt. 

 

TAE-Puffer (unsteril): 40 mM Tris-Acetat (pH 8,0), 1 mM EDTA 

BX-Puffer: 1 x TAE, 5% Glycerin, 0,05% Bromphenolblau, 

0,05% Xylencyanol 

 

 

DNA-Isolierung aus Agarose-Gelen 

Nach der Agarose-Gelelektrophorese wurden die DNA-Banden präzise 

ausgeschnitten. Die DNA konnte mit Hilfe des HiYield® Gel/PCR DNA Fragments 

Extraction Kit laut Angaben des Herstellers (Süd-Laborbedarf) aus dem Gelstück 

extrahiert werden. Die DNA wurde mit 34-50 µl nukleasefreiem Wasser eluiert und 

bei weiterer Bearbeitung auf Eis, ansonsten bei -20°C gelagert. 
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DNA-Entsalzung 

Zur Reinigung bzw. Entsalzung von PCR-Produkten konnte ebenfalls der HiYield® 

Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit verwendet werden. Die Gelelektrophorese 

entfiel hierbei. Die DNA wurde mit 34-50 µl nukleasefreiem Wasser eluiert und bei 

weiterer Bearbeitung auf Eis, ansonsten bei -20°C gelagert. 

 

 

Konzentrationsbestimmung von DNA 

Gereinigte DNA wurde mit einem Eppendorf Photometer unter Berücksichtigung des 

Verdünnungsfaktors bei λ = 260 nm gemessen. Mit dem Quotienten aus 260 nm/280 

nm konnte die Reinheit der DNA festgestellt werden. Je näher der Wert an 2 reichte, 

desto weniger war die DNA mit Protein verunreinigt. 

 

 

Dephosphorylierung von Vektoren 

Um eine Religation von geschnittenen Vektoren zu vermeiden, wurden sie vor der 

Ligation mit alkalischer Phosphatase am 5’-Ende dephosphoryliert. Das Enzym (0,5-

1 U/10 µl Ansatz) wurde dem Restriktionsverdau für die letzten 1,5 h Inkubationszeit 

bei 37°C zugegeben. 

 

 

Ligation von DNA 

Nach der Dephosphorylierung wurden Vektor und Insert mit Hilfe des Rapid DNA 

Ligation Kits laut Angaben von Roche bei RT für 15-25 min ligiert. Für eine effiziente 

Ligation wurde ein molares Verhältnis von 1:3 (Vektor:Fragment) eingesetzt, wobei 

die Vektormenge üblicherweise 60 ng betrug. 

 

 

Sequenzierung von DNA 

Sequenzierung diente der Überprüfung der Richtigkeit von neu klonierten Plasmiden. 

Hierfür wurden ca. 500 ng Miniprep-DNA mit 5 µl Sequenzierprimer (5 µM) versehen 

und von GATC Biotech AG sequenziert. Mit Hilfe der Programme Sequence Scanner 

v 1.0 und SeqMan (Lasergene) wurden diese Sequenzen analysiert und mit der 

Zielsequenz verglichen. 
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2.6 Proteinchemische Methoden 

Expression 

Nach Transformation der gewünschten Plasmide in Expressionsstämme (z.B. E. coli 

BL21/BLR(DE3) oder C43(DE3)) wurden die jeweiligen Proteine produziert. Mit 5 ml 

ÜN-Kultur wurden 100-200 ml LB-Medium mit Antibiotikum (je nach verwendetem 

Vektor 100 µg/ml Ampicillin, 50 µg/ml Kanamycin, 34 µg/ml Chloramphenicol) 

angeimpft und bei 30°C unter Schütteln bis zu einer OD600 ~ 0,3 inkubiert. Innerhalb 

der nächsten 30 min wurden die Kulturen auf eine niedrigere Temperatur gekühlt. Je 

nach Vektor wurde ab einer OD600 von 0,4-0,6 mit einer bestimmten Menge (s.u. 

Expressionsbedingungen) Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert, d.h. 

die Repression der Basalexpression durch den lac-Repressor wurde aufgehoben und 

die Expression des gewünschten Proteins begann. Die Proteinexpression wurde 

durch Anpassung der Temperatur, der IPTG-Konzentration und der Zeitdauer nach 

Induktion optimiert. 

 

Antibiotikakonzentrationen: 100 mg Ampicillin/ml H2O, 50 mg Kanamycin/ml H2O, 34 

mg Chloramphenicol/ml Ethanol 

Expressionsbedingungen: 

- Tsr-Transmembranmutanten, Konstrukte mit T4 Lysozym: in E. coli BL21(DE3) 

pREP4 pQE30 (nur [G19K/V203E]-Mutante in pQE80-L ohne pREP4) bei 22°C für 5 

h, 100 µM IPTG 

- Konstrukte mit YaiN und YbeL: in E. coli C43(DE3) pET28a(+) bei 18°C für ca. 16 h 

ÜN, 1 mM IPTG 

- Konstrukte mit CqsS und ACV C1 bzw. ACII C2: in E. coli C43(DE3) und Rosetta 

pLysS pETDuet-3 bei 22°C für 3 h, 1 mM IPTG 

- Konstrukte mit CqsS und hACII: Fusionsproteine in E. coli C43(DE3) pREP4 pQE80-

L bei 18°C für 15 h ÜN, 1 mM IPTG oder bei 22°C für 3 h, 1 mM IPTG (laut pETDuet-

Handbuch); geteilte Proteine (CqsS-C1/CqsS-C2) in E. coli BL21(DE3) pETDuet-3 

und/oder pACYCDuet-2 bei 22°C für ~3,5 h, 1 mM IPTG 

- Lösliche Konstrukte von hACII: in E. coli BL21(DE3) pQE80-L bei 20°C für ca. 16 h 

ÜN, 50 µM IPTG 

- Lösliche Konstrukte von Rv1625c: in E. coli BL21(DE3) oder BLR(DE3) pREP4 

pQE30 oder pQE80-L (ohne pREP4) bei 25°C für ~3,5 h, 30 µM IPTG 

 

 

Expression von Gsα* 

Die Expression von konstitutiv aktivem Gsα* (Weitmann et al., 2001) wurde von U. 

Kurz durchgeführt. Hierfür wurden frisch transformierte Zellen verwendet. Die 

Transformation wurde mit ca. 200 ng des Plasmids pQE30_Gsα* zu E. coli 

BL21(DE3) pREP4 durchgeführt. Der Transformationsansatz wurde zu 20 ml 

„angereichertem“ Medium (s.u.) mit 100 µg/ml Ampicillin und 50 µg/ml Kanamycin 

gegeben und bei 30°C ÜN unter Schütteln inkubiert. Mit 500 µl dieser ÜN-Kultur 

wurden 40 ml „angereichertes“ Medium mit 100 µg/ml Ampicillin angeimpft und bei 

30°C unter Schütteln inkubiert. Nach ca. 4 h wurde die Hauptkultur (16 x 200 ml 
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„angereichertes“ LB) angeimpft und die Proteinexpression nach weiteren 3-4 h bei 

einer OD600 ~ 0,4 mit 30 µM IPTG induziert. Die Expression erfolgte für 16-18 h ÜN. 

Nach der Zellernte wurden je zwei Kolben pro Falcon bei -80°C gelagert. 

 

“Angereichertes” Medium (für 3,5 l): 70 g LB Nährmedium, 35 g Trypton, 17,5 g 

Hefeextrakt, 7,9 ml Glycerin, 175 ml KH2PO4 pH 

7,2 (NaOH) 1M 

 

 

Zellernte 

Die Zellen wurden abzentrifugiert (3200 x g, 4°C, 10 min), der Überstand verworfen 

und die Pellets in 30-50 ml kaltem Waschpuffer suspendiert. Nach erneuter 

Zentrifugation (4300 x g, 4°C, 30 min) wurde der Überstand verworfen und die 

Pellets bei -80°C gelagert. 

 

Waschpuffer:  50 mM Tris/HCl (pH 8,0), 1 mM EDTA 

 

 

Zelllyse 

Die gefrorenen Zellen wurden auf Eis aufgetaut und in 25 ml Zellsuspensionspuffer 

(Solubilisationspuffer bei YaiN-YbeL-Konstrukten) suspendiert. Anschließend wurden 

die Zellen mit der French Press unter ständiger Kühlung mit einem Druck von ca. 

1200 psi in 1-2 Durchgängen aufgebrochen. Durch Zentrifugation (4300 x g, 4°C, 30 

min) wurden die unlöslichen Zellbestandteile entfernt und der Überstand weiter 

bearbeitet. Die Zellen mit den löslichen hACII- und Rv1625c-Konstrukten wurden in 

20 ml Lysepuffer aufgenommen, in zwei Durchgängen mit der French Press 

aufgebrochen (1200 psi) und zentrifugiert (48.000 x g, 4°C, 30-60 min). 

 

Zellsuspensionspuffer: 50 mM Tris/HCl (pH 8,0), 2 mM Thioglycerin (0,02%), 50 mM 

NaCl, 1 Tablette Protease Inhibitor/50 ml Puffer 

Solubilisations-Puffer (Leviatan et al., 2010): 20 mM Tris-HCl (pH 7,5), 100 mM NaCl, 

10 mM KCl, 2 mM PMSF (100 mM in 

Isopropanol) 

Lysepuffer (Guo et al., 2001): 50 mM Tris (pH 8,0), 50 mM NaCl, 10 mM 

β-Mercaptoethanol (0,71 µl/ml Puffer) 

 

 

Proteinreinigung mit IMAC 

Bei der Proteinreinigung durch IMAC handelt es sich um eine 

Affinitätschromatographie mit immobilisierten Metallionen (Porath et al., 1975), hier 

mit Ni2+. Die Metallionen sind an Nitrilotriessigsäure (NTA) gebunden. Zwei freie 

Koordinationsstellen des Ni2+-Ions interagieren mit den His-Tags der Proteine. His-
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Tags bestehen aus 4-10 Histidinresten, welche je nach Vektor N- oder C-terminal an 

das gewünschte Konstrukt kloniert wurden. Nicht markierte Proteine binden nicht und 

werden ausgewaschen. Das gewünschte Protein wird mit einer hohen 

Imidazolkonzentration eluiert. Ni-NTA ist ein partikuläres Material und wird als 50%-

Suspension mit Ethanol gelagert. Vor der Entnahme muss das Ni-NTA aufgewirbelt 

werden und als Suspension abpipettiert werden. 

 

 

Reinigung der YaiN-/YbeL-Konstrukte 

Für die Reinigung wurde eine entsprechende Menge an Minispin-Säulen mit Filter 

vorbereitet. Jede Säule wurde mit 1,5 ml suspendierter 50% Ni-NTA-Lösung gefüllt, 

das Ethanol durchgedrückt und das Ni-NTA mit 5 ml HEPES-Puffer (10 mM Imidazol) 

äquilibriert. Da für den Proteinüberstand nur eine kurze Bindungszeit eingeplant war, 

wurde eine große Ni-NTA Menge gewählt. Nach der Solubilisation wurde der 

Proteinüberstand (ca. 8 ml pro Säule) auf die Ni-NTA-Säule gegeben, tropfenweise 

durchgedrückt und ein zweites Mal zur Steigerung der Bindungseffizienz auf die 

Säule aufgetragen. Dies wurde noch einmal wiederholt. Nach dem Durchlauf wurde 

mit 1 ml HEPES-Puffer (10 mM Imidazol), zweimal 1,5 ml HEPES-Puffer (30 mM 

Imidazol) und 0,7 ml HEPES-Puffer (50 mM Imidazol) gewaschen. Das Protein wurde 

in zwei Schritten eluiert: 1 ml HEPES-Puffer (200 mM Imidazol) durchdrücken, Eluat 

auffangen, erneut auf die Säule geben und eluieren. Gleiche Prozedur wiederholen 

und Eluate vereinigen. Das Eluat wurde entweder ÜN dialysiert oder auf Eis bei 4°C 

gelagert. Da bei der folgenden Gelfiltration (Superdex 200 10/30) nur ein Volumen 

von ca. 250 µl aufgetragen werden konnte, musste das Eluat konzentriert werden. 

Hierfür wurden Amicon® Ultra-4 Zentrifugen-Filtereinheiten (100 kDa MWCO) mit 

HEPES-Puffer (200 mM Imidazol) äquilibriert und dann das Eluat auf ca. 450 µl 

konzentriert. Anschließend musste das Eluat zentrifugiert werden (17.000 x g, 4°C, 

20 min), damit keine Präzipitate die Gelfiltrationssäule verstopfen. Von dem 

Überstand wurden 250 µl auf die Gelfiltrationssäule aufgetragen und das restliche 

Volumen zur Bestimmung der Proteinkonzentration und für die SDS-PAGE 

verwendet. 

 

HEPES-Puffer: 50 mM HEPES (pH 7,4), 1 M NaCl, 1 mM MnCl2 (erst nach pH-

Einstellen zugeben), 1 mM DTT (frisch zugeben), Imidazol (10, 30, 50, 

200 mM), 0,1% Detergens (Brij58) 

Keine Detergenszugabe im 10 mM Imidazol-HEPES-Puffer, da dieser nur für das 

Äquilibrieren der Ni-NTA-Säule verwendet wird. 

Dialyse-Puffer: 20 mM Tris (pH 7,5), 100 mM NaCl, 10 mM KCl 

Gelfiltrations-Puffer: 20 mM Tris (pH 7,5), 100 mM NaCl, 10 mM KCl, 0,05% Brij58 

(frisch zugeben), vor Anwendung filtrieren 
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Reinigung der der löslichen hACII und Rv1625c-Konstrukte (Guo et al., 2001) 

Der Proteinüberstand (ca. 20 ml) nach Zellaufschluss wurde mit 200 µl 

suspendiertem 50% Ni-NTA versehen, 3 h auf Eis inkubiert und zentrifugiert (1500 x 

g, RT, 3 min). In diesem Fall wurde das geringe Ni-NTA-Volumen zuvor nicht 

gewaschen. Der Überstand wurde verworfen und das Ni-NTA-Pellet in Minispin-

Säulen mit Filter überführt. Nach Waschen der Säule mit je 2 ml der Wasch-Puffer A, 

B und C wurde das lösliche Protein mit 500 µl Elutions-Puffer eluiert. Die Elution 

wurde nochmals auf die Säule aufgetragen, eluiert und mit 100 µl Elutions-Puffer 

nachgewaschen. Die Elutionen wurden ÜN bei 4°C in Dialyse-Puffer dialysiert. 

 

Wasch-Puffer A: 50 mM Tris (pH 8,0), 10 mM β-Mercaptoethanol, 2 mM MgCl2, 400 mM 

NaCl, 5 mM Imidazol 

Wasch-Puffer B: Wasch-Puffer A mit 15 mM Imidazol 

Wasch-Puffer C: Wasch-Puffer A mit 10 mM NaCl und 15 mM Imidazol 

Elutions-Puffer: 50 mM Tris (pH 8,0), 10 mM β-Mercaptoethanol, 2 mM MgCl2, 10 mM 

NaCl, 150 mM Imidazol 

Dialyse-Puffer: 50 mM Tris (pH 7,5), 2 mM β-Mercaptoethanol, 10 mM NaCl, 20% 

Glycerin 

 

 

Reinigung von Gsα* 

Die Reinigung von konstitutiv aktivem Gsα* wurde von U. Kurz durchgeführt. Für eine 

lohnende Ausbeute wurden pro Reinigung die Zellpellets aus Expression von 

mindestens 1600 ml LB-Medium bearbeitet. Jedes Zellpellet (aus Expression in 200 

ml LB-Medium) wurde in 20 ml Lysepuffer suspendiert und die Zellen mit zwei 

Durchgängen in der French Press unter ständiger Kühlung bei ca. 1200 psi 

aufgebrochen. Nach Zentrifugation (100.000 x g, 4°C, 1 h) wurden die 20 ml 

Überstand auf zwei 50 ml-Falcons verteilt und pro Falcon 200 mM NaCl, 5 mM 

Imidazol und 200 µl suspendiertes IMAC (BIO-RAD) zugegeben. Nach Inkubation für 

4-5 h unter Schütteln auf Eis wurde zentrifugiert (1500 x g, RT, 3 min) und der 

Überstand verworfen. Das IMAC-Pellet wurde auf Minispin-Säulen mit Filter überführt 

und mit 4 ml Wasch-Puffer A gewaschen. Das lösliche Protein wurde mit 500 µl 

Elutions-Puffer eluiert, das Eluat ein zweites Mal auf die Säule aufgetragen und nach 

erfolgter Elution mit 100 µl Elutions-Puffer nachgewaschen. Das 

Gesamtelutionsvolumen aller 16 Säulen betrug 9,6 ml und wurde auf eine Mono Q 

Säule aufgetragen (Programm: monoQ 1 DL GSA neu). Da die Mono Q Säule mit 

150 mM NaCl äquilibriert war, konnte Gsα* nicht binden und wurde aus dem 

Durchlauf gepoolt. Die meisten Verunreinigungen blieben an der Säule gebunden. 

Der Gsα*-Pool (ca. 8 ml) wurde ÜN dialysiert und mit Amicon® Ultra-4 Zentrifugen-

Filtereinheiten (10 kDa MWCO) auf 0,5-1 mg/ml konzentriert. Die Aliquots wurden in 

flüssigem N2 gefroren und bei -80°C gelagert. Die Ausbeute aus 1600 ml LB-Medium 

betrug ca. 1,5-2 mg Gsα*. 

 

Lysepuffer:  50 mM Tris (pH 8,0), 20 mM β-Mercaptoethanol, 0,1 mM PMSF 
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Wasch-Puffer A: 50 mM Tris (pH 8,0), 20 mM β-Mercaptoethanol, 200 mM NaCl, 10 mM 

Imidazol, 0,1 mM PMSF 

Elutions-Puffer: 50 mM Tris (pH 8,0), 20 mM β-Mercaptoethanol, 150 mM NaCl, 150 

mM Imidazol, 10% Glycerin, 0,1 mM PMSF 

Reinigungspuffer für Mono Q: 50 mM Tris (pH 8,0), 20 mM β-Mercaptoethanol, 1 mM 

EDTA, 20% Glycerin, 150 mM NaCl 

Dialyse-Puffer: 50 mM Tris (pH 8,0), 20 mM β-Mercaptoethanol, 1 mM 

EDTA, 20% Glycerin 

 

 

Gelfiltration 

Ein zusätzlicher Reinigungsschritt von löslichen Proteinen erfolgte über 

Gelchromatographie. In der ÄKTA-Anlage wurden Superdex 200 10/30, Q-

Sepharose HP 16/10 und Mono Q verwendet. Die eingesetzten Puffer wurden filtriert 

(0,22 µm Mikrofilter) und entgast. Das Gerät wurde von U. Kurz bedient. Fraktionen 

mit eluiertem Protein wurden gepoolt und einzelne Peaks auf Aktivität überprüft. 

 

 

Dialyse und Konzentrierung 

Dialyse dient der Entfernung störender Substanzen wie z.B. Imidazol oder zur 

Umpufferung. Die Dialyseschläuche (Visking Dialyse Schlauch) wurden in dest. 

Wasser eingeweicht, mit der Probe (ca. 600-8000 µl) gefüllt und mit Klammern 

verschlossen. In 500-1000 ml Dialysepuffer wurde ÜN bei 4°C unter leichtem Rühren 

dialysiert. Am nächsten Tag wurden die Proben aus den Schläuchen pipettiert und 

weiter verarbeitet. Zur Konzentrierung größerer Volumina konnten auch Amicon® 

Ultra-4 Zentrifugen-Filtereinheiten bei 4330 x g, 4°C (Megafuge 1.0 R) verwendet 

werden. Vor dem Einsatz mussten die Filter in dem jeweiligen Puffer gewaschen 

werden. 

 

 

Membranpräparation 

Der Proteinüberstand nach dem Zellaufschluss mittels French Press wurde zweimal 

zentrifugiert, einmal 4300 x g, 4°C, 30 min, dann 100.000 x g, 4°C, 1 h. Das Pellet 

wurde je nach Größe in 1-3 ml Membranpuffer (oder anderen geeigneten Puffern) 

aufgenommen und in einem Dounce-Homogenisator homogenisiert. Für die weitere 

Verwendung wurde die Membransuspension auf Eis gelagert, ansonsten bei -80°C. 

 

Membranpuffer: 40 mM Tris/HCl (pH 8,0), 1,6 mM Thioglycerin (0,16%), 20% Glycerin 

(87%) 
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Solubilisation der YaiN-/YbeL-Konstrukte 

Das Pellet aus der Membranpräparation wurde in HEPES-Puffer homogenisiert und 

die Proteinkonzentration mittels Bradford auf 10 mg/ml eingestellt. Nach Zugabe von 

0,5-2% Detergens (Brij58, DDM, C12E8) wurde für 3 h auf Eis unter Schwenken 

inkubiert. Nach Zentrifugation (100.000 x g, 4°C, 1 h) wurde der Überstand mit Ni-

NTA gereinigt. 

 

HEPES-Puffer: 50 mM HEPES (pH 7,4), 1 M NaCl, 1 mM MnCl2 (erst nach pH-

Einstellen zugeben), 1 mM DTT (frisch zugeben), 10 mM Imidazol 

 

 

Gewebepräparation 

Das Protokoll ist in Anlehnung an Schultz und Schmidt (Schultz and Schmidt, 1987). 

Pro Versuch wurde eine Maus durch CO2-Begasung getötet und das Gehirn von A. 

Bausch entnommen. Das Gehirn wurde kurz in PBS-Puffer (Biochrom GmbH) 

gewaschen und mit einem Ultra-Turrax (IKA-Werke) in insgesamt 20 ml 

Homogenisierungspuffer auf Eis homogenisiert. Nach Zentrifugation (12.000 x g, 15 

min, 4°C) wurde der Überstand verworfen, der Niederschlag in 5 ml 1 mM KHCO3 

suspendiert und erneut zentrifugiert (12.000 x g, 10 min, 4°C). Je nach 

Proteinkonzentration wurde das Zentrifugat in 2-2,5 ml 1 mM KHCO3 aufgenommen 

und mittels Kanülen (Sterican® Gr.2, Gr. 18) homogenisiert. Die Zugabe von 1 mM 

des PDE-Inhibitors 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) zum anschließenden AC-Test 

war für die Aktivität unerheblich. Je nach Bedarf im AC-Test wurden weitere 

Verdünnungen in 1 mM KHCO3 hergestellt. 

 

Homogenisierungspuffer (Schultz and Schmidt, 1987): 48 mM Tris-HCl (pH 7,4), 12 mM  

 MgCl2, 0,1 mM EGTA 

 

 

Proteinkonzentration 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford (Bradford, 1976). 

Für die Kalibrierkurve wurde BSA als Standard verwendet. 

 

 

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die diskontinuierliche SDS-PAGE nach Laemmli (Laemmli, 1970) diente der 

Auftrennung von Proteinen anhand ihres Molekulargewichts. Die Gele bestehen aus 

einem Sammelgel, mit dem Zweck der Konzentrierung aller in der Probe enthaltenen 

Proteine am Übergang zum Trenngel, in welchem die eigentliche Auftrennung erfolgt. 

Die Proben wurden mit Laufpuffer vermischt und 1:4 mit Probenpuffer verdünnt, so 

dass ein Auftragsvolumen von 20 µl erhalten wurde. Waren die Gele zur Auswertung 

in Coomassie-Färbung bestimmt, wurden die Taschen mit 5 µg Protein beladen. 
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Gele für Western Blots enthielten pro Tasche 0,5-2 µg Protein, in seltenen Fällen 

auch mehr, wenn die Banden zu schwach waren. Membranproteine wurden sofort 

aufgetragen, lösliche Proteine zuvor für 5-10 min bei 80-95°C denaturiert. Die 

Elektrophorese im Laufpuffer dauerte ca. 1 h (200 V, 20 mA pro Gel). Als 

Proteingrößenstandard dienten je 5 µl Protein-Marker I (PEQ LAB) für SDS-Gele 

oder 3 µl peqGOLD Protein-Marker IV (prestained, PEQ LAB) für Western Blots. 

Anschließend wurden die Gele mit Coomassie-Färbelösung gefärbt, mit 

Entfärberlösung behandelt und in Wasser gelagert. 

 

Trenngelpuffer (4 x): 1,5 M Tris/HCl (pH 8,8), 0,4% SDS 

Sammelgelpuffer (4 x): 500 mM Tris/HCl (pH 6,8), 0,4% SDS 

Laufpuffer:   25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% SDS 

Probenpuffer (4 x): 130 mM Tris/HCl (pH 6,8), 10% SDS, 10% β-Mercaptoethanol, 

20% Glycerin, 0,06% Bromphenolblau 

Coomassie-Färbelösung: 0,2% Coomassie Brilliant Blue R-250, 10% Essigsäure, 40% 

Methanol 

Entfärberlösung: 10% Essigsäure, 30% Ethanol 

 

 

 Trenngel Sammelgel 

kDa 36-94 16-68 14-56 12-43  

Dichte [%] 7,5 10 12,5 15  

H2O [ml] 6 5 4 3 2,4 

Trenn-/Sammelgelpuffer [ml] 3 3 3 3 1 

Acrylamid [ml] 3 4 5 6 0,6 

TEMED [µl] 10 10 10 10 10 

APS 10% [µl] 80 80 80 80 40 

 

 

Western Blot 

Nach der SDS-PAGE wurden die Proteine aus dem Gel elektrophoretisch auf eine 

Nitrozellulosemembran übertragen und mit spezifischen Antikörpern nachgewiesen. 

Es wurde die Methode des Semi-Dry-Elektrotransfers nach Towbin (Towbin et al., 

1979) angewandt. Der Blot bestand aus drei Lagen Whatmanpapier 3 MM (je 9,5 cm 

x 6 cm, getränkt in Towbinpuffer), aktivierter Nitrozellulosemembran (PVDF, 8 cm x 6 

cm, gewaschen mit Methanol, Wasser, Towbinpuffer), dem SDS-Gel (kurz in 

Towbinpuffer gelagert) und wieder drei Lagen Whatmanpapier auf der Anodenplatte 

des Blot-Apparates (ohne Luftblasen). Beide Elektrodenplatten waren mit 

Towbinpuffer angefeuchtet. Das Blotten dauerte 3 h bei 20 V, 200 mA pro Blot (2,5 

mA/cm2). Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen mit dem Erstantikörper wurde 

die Membran für 15 min-ÜN in 30 ml Milchpulverlösung inkubiert und so die 

unspezifische Proteinadsorption blockiert. 

 

Towbinpuffer (Towbin et al., 1979): 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% Methanol 

Milchpulverlösung:   5% Milchpulver in TBS-T-Puffer 

TBS-Puffer:    20 mM Tris/HCl (pH 7,6), 140 mM NaCl 
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TBS-T-Puffer:   0,1% Tween 20 in TBS-Puffer (filtriert) 

Erstantikörperkonzentrationen: 1:2000 RGS-His4, 1:2000 Tetra-His, 1:5000 S-Tag, 

1:10000 T7 RNA Polymerase Antikörper 

Zweitantikörperkonzentration: 1:5000 Ziege-anti-Maus polyklonaler Antikörper 

konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase, 1:2500 ECL Plex 

Cy3 

 

Western Blot mit ECL Plus Western Blotting Detection System 

Nach dem Blockieren wurde die Membran für 2x 2 min in TBS-T gewaschen, mit 

Erstantikörper (in 30 ml 5%iger Milchpulverlösung) für ca. 1 h inkubiert und erneut 

(2x 5 min, 1 x 15 min) in TBS-T gewaschen. Anschließend folgte die Inkubation mit 

einem Ziege-anti-Maus Zweitantikörper konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase (in 30 

ml 5%iger Milchpulverlösung) für ca. 1 h und Waschen (2x 5 min, 1 x 15 min) in TBS-

T. Die Membran wurde auf Frischhaltefolie gelegt, mit ECL Entwicklungslösung (2 ml 

Lösung A + 50 µl Lösung B pro Membran) für ca. 1 min in der Dunkelkammer 

inkubiert und danach trocken getupft. Die Membran wurde wieder in Frischhaltefolie 

gelagert. Mit verschiedenen Zeiten (5 sec-10 min) wurden Filme (Hyperfilm ECL) 

belichtet und diese entwickelt (AGFA CP1000). Die Membran wurde getrocknet und 

in Coomassie-Färbelösung gefärbt, um den Größenstandard auf die Filme zu 

übertragen.

 

Western Blot mit Ettan DIGE Imager 

Nach dem Blockieren wurde die Membran für 3x 10 min in TBS-T gewaschen, mit 

Erstantikörper (in 5 ml TBS-T + 5% BSA + 0,05% NaN3) für ca. 1 h inkubiert und 

erneut (3x 10 min) in TBS-T gewaschen. Anschließend folgte die Inkubation mit dem 

Zweitantikörper ECL Plex Cy3 (in 5 ml TBS-T) für ca. 1 h im Dunkeln und Waschen 

(5x 5 min, im Dunkeln) in TBS-T. Nach dem Trocknen der Membran (mindestens 20 

min) konnte die Fluoreszenz mit dem Ettan DIGE Imager nach Herstellerangaben ca. 

drei Monate lang nachgewiesen werden. Mit Hilfe des Programms ImageQuant TL 

konnten die Banden analysiert und quantifiziert werden. 

 

 

2.7 Zellfreie Proteinbiosynthese 

Die Methode des zellfreien Proteinbiosystems (ZS) wurde während eines 

zweiwöchigen Aufenthalts am Institut für Pharmazeutische und Medizinische Chemie 

der Universität Kiel unter der Leitung von E. Beitz erlernt. Die Methode wurde nach F. 

Bernhard (Schwarz et al., 2007a) durchgeführt. Das System besteht aus einem so 

genannten reaction mixture RM (Reaktionsgemisch) und einem feeding mixture FM 

(Nährstoffmix). Im FM befinden sich die niedermolekularen Ausgangsstoffe wie z.B. 

Aminosäuren und Nukleotide, während sich die gebildeten Proteine im RM 

konzentrierten. RM und FM sind durch eine semipermeable Membran voneinander 

getrennt, was zum einen eine gute Nährstoffversorgung des RM gewährleistet und 

zugleich das exprimierte Protein in einem kleinen Volumen zurückhält. Die 
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Transkription der DNA im RM erfolgte durch Zugabe der T7 RNA Polymerase. Im 

Prinzip waren drei verschiedene Expressionsformen möglich: die Expression der 

Proteine als Präzipitat ohne Zugabe von Detergenzien (P-Expression), die 

Expression der Proteine in Micellen mit Einsatz von Detergenzien (D-Expression) 

und die Expression der Proteine in Liposomen unter Zugabe von Lipiden (L-

Expression). 

 

 

DNA-Templates und Ethanolfällung 

Die DNA-Templates wurden in den pIVEX2.3w Vektor zwischen den T7 Promoter 

und den T7 Terminator kloniert. Das Template konnte N-terminal an das grün 

fluoreszierende Protein (GFP) gekoppelt werden, um anhand der Fluoreszenz den 

Erfolg der Expression unmittelbar feststellen zu können. C-terminal enthielt der 

Vektor einen His-Tag für die Reinigung oder Antikörperdetektion mittels Western 

Blot. N-terminal wies der Vektor einen HA-Tag (Hämagglutinin-Tag) auf. Die zellfreie 

Expression von GFP als Standardprotein diente der Justierung der 

Reaktionsbedingungen. 

Nach der Plasmidpräparation wurde das DNA-Template durch Ethanolfällung 

gereinigt und konzentriert, um die erforderliche Mindestkonzentration von ca. 300 ng 

DNA zu erhalten. 5x 5 ml ÜN-Kultur wurden nach der Plasmidpräparation mit je 60 µl 

MilliQ-Wasser eluiert, gepoolt und die DNA-Konzentration gemessen. Zu den 300 µl 

Plasmidpräparation wurden 0,375 Vol NH4Ac (10 M) zugegeben und zu dem neuen 

Volumen 2,5 Vol 100% Ethanol addiert. Nach Inkubation bei RT für 30-60 min (oder 

bei -20°C ÜN) wurde zentrifugiert (20.800 x g, 4°C, 20-30 min), der Überstand 

verworfen und das Pellet mit 80% Ethanol (0,5 Vol des vormals vorhandenen 

Volumens) gewaschen. Nach Zentrifugation (20.800 x g, 4°C, 15 min) wurde der 

Überstand verworfen und das Pellet getrocknet (10 min bei 37°C oder 1 min im 

Concentrator 5301). Anhand der Ausgangskonzentration der DNA in der 

Plasmidpräparation konnte das getrocknete Pellet in der entsprechenden Menge 

MilliQ-Wasser für eine Endkonzentration von ca. 300 ng/µl gelöst werden. Die 

gereinigte DNA wurde bei -20°C gelagert. 

 

 

Herstellung des S30-Extraktes 

Die Herstellung des S30-Extraktes (Sedimentation bei 30.000 x g) wurde laut 

Schwarz et. al. (Schwarz et al., 2007a) durchgeführt. Der Extrakt verfügt über alle 

Bestandteile des Translationsprozesses, z.B. Ribosomen, Aminoacyl-tRNA-

Synthetasen, Translationsfaktoren, sowie Acetatkinase (Komponente des 

energieregenerierenden Systems) und in geringen Mengen E. coli-Lipide oder           

-Membranfragmente. Das Entfernen endogener mRNA führte zu einer Reduktion der 

Hintergrundproteinexpression. Durch Dialyse gingen endogene ASn verloren, welche 

der zellfreien Expression zugegeben werden müssen. 
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Am IMIT (Universität Tübingen) wurde von A. Kulik ein 10l-Fermenter mit YPTG-

Medium (2x) mit 100 ml ÜN-Kultur E. coli BL21(DE3) angeimpft und das Wachstum 

bei 37°C unter Rühren überwacht. In der exponentiellen Wachstumsphase wurde der 

Fermenter von außen möglichst schnell abgekühlt, die Zellen geerntet und auf Eis 

gelagert. Der Vorgang sollte nicht länger als 45 min dauern bzw. eine OD600 ~ 4,0 

nicht überschreiten, um möglichst viele Ribosomen zu erhalten. Das Zellpellet wurde 

in 300 ml S30-A-Puffer (4°C) suspendiert, zentrifugiert (8000 x g, 4°C, 10 min) und 

dieser Vorgang zweimal wiederholt, wobei die letzte Zentrifugation 30 min dauerte. 

Das Pellet wurde bei -80°C gelagert. Nach dem Auftauen der Zellen auf Eis wurde 

deren Gesamtgewicht (ca. 50-60 g Nassgewicht pro 10l-Fermenter) in 110% (vol/wt) 

S30-B-Puffer (4°C) suspendiert und die Zellen mit 2-4 Durchgängen in der French 

Press bei 1200 psi aufgeschlossen. Nach Zentrifugation (30.000 x g, 4°C, 30 min) 

wurden die oberen 2/3 klarer Überstand in ein neues Röhrchen überführt und die 

Zentrifugation wiederholt. Die oberen 2/3 des klaren Überstandes wurden 

abgenommen, zum Entfernen der endogenen mRNA mit 400 mM NaCl versetzt und 

45 min bei 42°C im Wasserbad inkubiert. Der nunmehr trübe Extrakt (~30 ml) wurde 

in 5 l S30-C-Puffer (4°C) für mindestens 2 h bei 4°C dialysiert (rechtzeitig ca. 12 l 

Wasser für den 50 x S30-C-Puffer kühl stellen), dann der Puffer erneuert und ÜN bei 

4°C weiter dialysiert. Am nächsten Tag wurde der Extrakt zentrifugiert (30.000 x g, 

4°C, 30 min), die oberen 2/3 des Überstands (~20-25 ml) abgenommen und zur 

Lagerung bei -80°C in 100-200 µl Aliquots in flüssigem N2 gefroren. Jedes Aliquot 

sollte zur Verwendung nur einmal aufgetaut werden. Nach jeder neuen S30-

Extraktherstellung muss die optimale Magnesiumkonzentration durch die zellfreie 

Expression eines Standardproteins (z.B. GFP) bestimmt werden. 

 

YPTG-Medium für 10l-Fermenter (2 x): 29,9 g KH2PO4 und 91,3 g K2HPO4 in 500 ml 

Wasser (autoklavieren), 198 g Glucose (= 40%) 

in 500 ml Wasser (autoklavieren), 100 g 

Hefeextrakt, 160 g Trypton und 50 g NaCl in eine 

500 ml-Flasche abwiegen 

S30-A/B-Puffer (50 x, 4°C): 10 mM Tris-Acetat (pH 8,2; mit Essigsäure 

einstellen), 14 mM Mg2+-Acetat, 0,6 mM KCl 

S30-A-Puffer:  6 mM β-Mercaptoethanol zu S30-A/B-Puffer 

(frisch zugeben) 

S30-B-Puffer:  1 mM DTT, 0,1 mM PMSF zu S30-A/B-Puffer (je 

frisch zugeben) 

S30-C-Puffer (50 x, 4°C):  10 mM Tris-Acetat (pH 8,2; mit Essigsäure 

einstellen), 14 mM Mg2+-Acetat, 0,6 mM K+-

Acetat, 0,5 mM DTT (frisch zum 1x S30-C-Puffer) 

 

 

Herstellung der T7 RNA Polymerase 

Die T7 RNA Polymerase erkennt nur den T7 Promoter und wurde zwecks Reduktion 

ungewollter Hintergrundtranskription im ZS verwendet. Hintergrundexpression war 

nur durch E. coli-Polymerase-Aktivität möglich, welche noch im S30-Extrakt enthalten 



Material und Methoden  Zellfreies System 

29 
 

war. Wegen eines hohen Kaufpreises wurde die T7 RNA Polymerase im Labor 

hergestellt. 

10x 200 ml LB-Medium mit 100µg/ml Ampicillin wurden mit je 2 ml ÜN-Kultur von E. 

coli BL21(DE3) pAR1219 (enthält Gen für T7 RNA Polymerase) angeimpft und bei 

37°C unter Schütteln bis zu einer OD600 ~ 0,6-0,8 inkubiert. Nach Induktion mit 1 mM 

IPTG wuchsen die Zellen für weitere 5 h bei 37°C. Die Zellen wurden zentrifugiert 

(4500 x g, 4°C, 15 min) und auf zwei 50 ml-Falcons verteilt (=̂ 5x 200 ml LB-

Medium/Falcon). Pro Falcon wurden die Zellen mit 30 ml T7-Puffer gewaschen, 

zentrifugiert (4500 x g, 4°C, 30 min) und ohne Puffer bei -80°C gelagert. Nach dem 

Auftauen der Zellen auf Eis wurde in jedes der beiden Falcons 30 ml T7-Puffer 

gegeben und die Zellen suspendiert. Die Zellen wurden in zwei Durchgängen mit der 

French Press bei 1200 psi aufgebrochen und zentrifugiert (20.000 x g, 4°C, 30 min). 

Der Überstand (insgesamt ~60 ml) wurde auf Eis gelagert. Dann wurde unter 

ständigem Schwenken tropfenweise eine 10% Streptomycinsulfatlösung (in T7-

Puffer) bis zu einer Endkonzentration von 2% im Überstand zugegeben. Dadurch 

präzipitierte die enthaltene DNA und konnte aus dem trüben Überstand nach 

Zentrifugation (30.000 x g, 4°C, 30 min) entfernt werden. Der Überstand (~50 ml) 

wurde sterilfiltriert (Porendurchmesser 0,2 µm) und mittels Anionenaustausch-

chromatographie auf einer Q-Sepharosesäule HP16 10 (äquilibriert mit T7-Puffer) 

gereinigt. Die Flussrate betrug 1 ml/min und wurde bei der Elution mit einem NaCl-

Gradienten (50 mM–500 mM) auf ca. 3 ml/min gesteigert. Ein Großteil eluierte bereits 

bei niedriger NaCl-Konzentration. Anhand des Elutionsprofils wurden die einzelnen 

Peaks gepoolt (~20-30 ml pro Peak) und ÜN auf Eis bei 4°C gelagert. Fraktionen mit 

hohem Anteil an T7 RNA Polymerase (~100 kDa) wurden im Western Blot mit T7 

RNA Polymerase Antikörper (Novagen) identifiziert, mittels Amicon® Ultra-4 

Zentrifugen-Filtereinheiten (30 kDa MWCO) auf ca. 4 mg/ml konzentriert (4300 x g, 

4°C) und ÜN in 1 l Dialysepuffer bei 4°C dialysiert. Als Positivkontrolle im Western 

Blot diente 1 µl T7 RNA Polymerase von Roche (5000 U, 50 U/µl). Am nächsten Tag 

wurde die Konzentration der T7 RNA Polymerase durch Amicon® Ultra-4 

Zentrifugen-Filtereinheiten (30 kDa MWCO) endgültig auf 4 mg/ml eingestellt, die 

Endkonzentration von Glycerin in den Fraktionen auf 50% erhöht (Endvolumen ~2-8 

ml pro Fraktion) und in 100 µl Aliquots bei -80°C gelagert. Die Aktivität der T7 RNA 

Polymerase in jeder Fraktion wurde mittels zellfreier Expression eines 

Standardproteins (z.B. GFP) bestimmt und die einzusetzende Menge im ZS 

angepasst. 

 

T7-Puffer: 30 mM Tris (pH 8,0), 10 mM EDTA, 50 mM NaCl, 5% Glycerin, 10 mM 

β-Mercaptoethanol 

Dialyse-Puffer: 10 mM Tris (pH 8,0), 1 mM EDTA, 10 mM NaCl, 1 mM DTT, 10% 

Glycerin 
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Pipettierschema und zellfreie Expression 

Im ZS musste das Zellinnere so gut wie möglich nachgestellt werden. Da die meisten 

Komponenten sowohl im RM als auch im FM vorkamen, wurde zunächst ein 

Mastermix pipettiert, der nach der Aufteilung in RM und FM um spezifische 

Komponenten ergänzt wurde. Das Verhältnis der Volumina von RM zu FM lag am 

besten zwischen 1:10 bis 1:30. Bei zellfreier Expression eines neuen Konstrukts 

wurden zunächst verschiedene analytische Ansätze (je 50 µl RM) für die optimalen 

Bedingungen geprüft. Die ersten Ansätze dienten der Ermittlung der erforderlichen 

Magnesiumkonzentration. Erst danach wurden unterschiedliche Detergenzien und 

Detergenskonzentrationen getestet. Für den analytischen Ansatz wurden selbst 

hergestellte Plexiglaszylinder zusammen mit 24-well plates verwendet. Das RM 

wurde in eine Rinne des Plexiglaszylinders pipettiert, das FM in die Vertiefungen der 

well plate. Um RM und FM nicht zu vermischen, wurde eine Dialysemembran 

faltenfrei und lückenlos über den Plexiglaszylinder gespannt. Ein Teflonring fixierte 

die Dialysemembran auf dem Plexiglaszylinder (Fig. 6). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

Fig. 6: Analytischer Ansatz im zellfreien System. Querschnitt durch einen mit reaction mixture (RM) 

gefüllten Plexiglaszylinder in der Vertiefung eines 24-well plate gefüllt mit feeding mixture (FM). Die 

durch einen Teflonring fixierte Dialysemembran verhindert ein Vermischen von RM und FM. Die 

Plexiglaszylinder wurden auf Lücke in das well plate gestellt. 

 

 

Das Pipettierschema nach Schwarz et al. (Schwarz et al., 2007a) ist in Tabelle 2 mit 

Beispielzahlen dargestellt. Erläuterungen zu den einzelnen Komponenten erfolgen im 

Anschluss. Zunächst wurden die benötigten Volumina einzeln für RM und FM 
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berechnet, um deren Summe als Mastermix in ein 15 ml-Falcon zu pipettieren. Von 

diesem Mastermix wurde ein berechnetes Volumen für den RM abgenommen und in 

einem Eppendorfcup auf Eis gelagert. Der restliche Mastermix wurde mit den 

fehlenden Komponenten des FM ergänzt. Im analytischen Ansatz wurde der FM je 

nach Anzahl der benötigten Ansätze auf Eppendorfcups aufgeteilt (Tab. 3), je nach 

Versuch entsprechend mit Magnesium oder Detergenzien versehen und auf Lücke in 

die Vertiefungen der well plate pipettiert. Dann wurden die Plexiglaszylinder 

vorbereitet. Hierfür wurden auf entsprechende Größe zurechtgeschnittene 

Dialysemembranen (10 kDa MWCO) kurz in MilliQ-Wasser gelegt, dann auf dem 

Teflonring platziert und der Zylinder so hindurchgesteckt, dass sich die Membran 

über dem Hohlraum spannte. Die fertigen Zylinder wurden zum Schutz vor 

Austrocknung bis zum Beladen im FM der well plate gelagert. Das RM wurde auf Eis 

mit den fehlenden Komponenten ergänzt, wobei die T7 RNA Polymerase und der 

S30-Extrakt zuletzt zugegeben wurden. Nach jeder neuen Herstellung von T7 RNA 

Polymerase und S30-Extrakt mussten die benötigten Konzentrationen angepasst 

werden. Der RM wurde ebenfalls auf die benötigte Anzahl Eppendorfcups aufgeteilt 

(Tab. 3), je nach Versuch mit Magnesium oder Detergenzien versehen und möglichst 

luftblasenfrei in die Plexiglaszylinder pipettiert ohne die Dialysemembran zu 

verletzen. Die gefüllten Zylinder wurden wieder in den wells mit FM platziert, 

woraufhin die well plate mit Parafilm abgedeckt wurde, um ein Austrocknen zu 

verhindern. Die well plate wurde ÜN bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Am nächsten 

Tag wurde die Dialysemembran mit der Pipettenspitze durchstochen und der RM 

durch das Loch herauspipettiert. Zur Analyse im Western Blot wurden die 55 µl RM 

zentrifugiert (18.000 x g, 5 min, 4°C) und Überstand und Pellet separiert. Das Pellet 

wurde in 55 µl S30-C-Puffer suspendiert. Das gelöste Pellet und der Überstand 

wurden mit 19 µl Probenpuffer (4x) versehen, 30 min bei 37°C inkubiert und auf das 

SDS-Gel aufgetragen. 

 

Waren die Bedingungen für die höchste Expressionsrate bekannt, konnte das 

gewünschte Protein in größerem Maßstab im präparativen Ansatz (je 3 ml RM) 

hergestellt werden. Hierfür gab es selbst hergestellte Gefäße mit Deckel, in die ein 

Slide-A-Lyzer (Thermo Fisher) gestellt wurde. Vor dem Befüllen wurde der Slide-A-

Lyzer von außen und innen mit MilliQ-Wasser benetzt, bis sich die Membran wellte. 

Die oberen beiden Ecken des Slide-A-Lyzer konnten zum Befüllen oder Entleeren mit 

einer Kanüle durchstochen werden ohne die beidseitigen Dialysemembranen zu 

verletzen. Bis zum Beladen mit RM wurde der vorbereitete Slide-A-Lyzer zum Schutz 

vor Austrocknen in den Gefäßen mit FM gelagert. Nach dem Vervollständigen des 

RM auf Eis wurde es mittels einer Spritze in den Slide-A-Lyzer gefüllt und in die 

Gefäße mit FM gestellt. Für einen guten Stoffaustausch sollten die Spiegel von FM 

und RM etwa auf derselben Höhe liegen (Fig. 7). Die Gefäße wurden mit den 

Deckeln verschlossen und ÜN bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Am nächsten Tag 

konnte das RM mittels Spritze entnommen werden. 
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Fig. 7: Präparativer Ansatz im zellfreien System. Darstellung des verschließbaren Gefäßes gefüllt mit 

feeding mixture (FM) und mit Slide-A-Lyzer im Inneren. Der reaction mixture (RM) im Slide-A-Lyzer 

sollte auf etwa derselben Höhe wie der FM sein. 
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Tab. 2: Pipettierschema für analytischen und präparativen Ansatz im zellfreien System mit 

Beispielzahlen abgeändert von Schwarz et al. (Schwarz et al., 2007a). Der analytische Ansatz diente 

in diesem Beispiel der Ermittlung der optimalen Mg2+-Konzentration (Mg-Screen) und enthielt 

deswegen keine Detergenzien (P- oder Präzipitat-Expression). Das Pipettierschema für den Mg-

Screen ist in Tab. 3 zu sehen. 

Der präparative Ansatz mit ca. 1000 µl reaction mixture (RM) und 17.000 µl feeding mixture (FM) für 

die Expression im Slide-A-Lyzer enthielt Detergens (D-Expression). Die Werte für K+-Acetat und Mg2+-

Acetat wurden je nach Versuch angepasst. (MM = Mastermix, PEP = Phosphoenolpyruvat, DTT = 1,4-

Dithiothreitol) 

 

  

Konzentration 

Analytischer Ansatz 

(P-Expression) 

Präparativer Ansatz 

(D-Expression) 

Komponente   Stock Final MM [µl] RM [µl] FM [µl] MM [µl] RM [µl] FM [µl] 

NaN3 % 10 0,05 46 
  

90   

PEG 8000 % 40 2 453 
  

900   

K+-Acetat mM 4000 150,8a)/230,8b) 341a) 
  

1039b)   

Mg2+-Acetat mM 1000 3,1a)/9,1b) 28a) 
  

164b)   

HEPES Puffer M 2,4 0,1 377 
  

750   

Complete x 50 1 181 
  

360   

Folsäure mg/ml 10 0,1 91 
  

180   

DTT mM 500 2 36 
  

72   

NTP Mix x 75 1 120 
  

240   

PEP mM 1000 20 181 
  

360   

Acetylphosphat mM 1000 20 181 
  

360   

Aminosäure-Mix mM 4 0,5 1132 
 

1063 2250  2125 

Arg/Cys/Trp/Met/ 

Asp/Glu-Mix mM 16,7 1 
542 

  
1078   

Detergens x 10 0,8 -   1440   
          

Summe 

   

∑ 3709 
  

∑ 9283   

Mastermix (MM) 

   
 

227 3482  516 8767 

       
   

S30-C Puffer  

(50x) mit DTT 
% 100 35 

  
2975   5950 

      
 

   

Pyruvatkinase mg/ml 10 0,04 

 

2 

 

 4  

Plasmid-DNA/PCR mg/ml 0,3 0,015 

 

28 

 

 50  

RiboLock U/µl 40 0,3 

 

4 

 

 8  

T7RNAP U/µl 200 15 

 

41 

 

 75  

tRNA E. coli mg/ml 40 0,5 

 

7 

 

 13  

S30-Extrakt % 100 35 

 

193 

 

 350  

Milli-Q H2O 

   

Kein H2O im Mg-Screen  - 158 

       
   

Total    ∑ 3709 ∑ 502 ∑ 7520 ∑ 9283 ∑ 1016 ∑ 17000 

a) Werte für Reaktion mit 290 mM finaler K+-Konzentration und 8 mM finaler Mg2+-Konzentration. 
b) Werte für Reaktion mit 370 mM finaler K+-Konzentration und 14 mM finaler Mg2+-Konzentration. 

 

 

Zur Ermittlung der endgültigen K+- und Mg2+-Konzentration im Pipettierschema müssen alle Quellen 

der beiden Ionen berücksichtigt werden (Schwarz et al., 2007a): 

290 mM K+: 50 mM aus HEPES-KOH Puffer + 67 mM aus PEP + 22 mM aus Acetylphosphat + 0,21 

mM aus S30-C Puffer/S30 Extrakt + 150,8 mM aus K+-Acetat 

8 mM Mg2+: 4,9 mM aus S30-C Puffer/S30 Extrakt + 3,1 mM aus Mg2+-Acetat 
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Tab. 3: Pipettierschema mit Beispielzahlen zur Ermittlung der optimalen Mg2+-Konzentration (Mg-

Screen) als Doppelbestimmung abgeändert von Schwarz et al. (Schwarz et al., 2007a). Der Mg-

Screen ist die Fortführung des analytischen Ansatzes aus Tab. 2. Alle Ansätze wurden nach dem 

Pipettieren auf je zwei Plexiglaszylinder (RM, reaction mixture) bzw. je zwei Vertiefungen einer 24-well 

plate (FM, feeding mixture) aufgeteilt. 

 

Mg2+-Konzentration [mM] 8 10 12 14 16 

Ansatz (Doppelbestimmung) 1 2 3 4 5 

µl FM 1504 1504 1504 1504 1504 
µl von 100 mM Mg2+-Acetat 0 35 70 105 140 
µl MilliQ-H2O 246 211 176 141 106 
Total 1750 1750 1750 1750 1750 

µl RM 100 100 100 100 100 
µl von 100 mM Mg2+-Acetat 0 2,6 5,2 7,8 10,4 
µl MilliQ-H2O 30,0 27,4 24,8 22,2 19,6 
Total 130 130 130 130 130 

 

 

Im ZS wurde eine lebende Zelle nachgestellt. NaN3 diente der kurzfristigen 

Konservierung des Systems. PEG8000 simulierte das viskose Cytoplasma. Der 

HEPES-Puffer sorgte für einen neutralen pH. Complete (Roche) ist eine Mischung 

aus EDTA-freien Protease Inhibitoren. Folsäure wurde für die Bildung von 

Formylmethionin zur Initiation der Expression benötigt. Da die T7 RNA Polymerase 

oxidationsempfindlich reagiert, sorgt DTT für reduzierende Bedingungen. 

Phosphoenolpyruvat (PEP) und Pyruvatkinase dienten als ATP-regenerierendes 

System, genauso wie Acetylphosphat. Der von Acetylphosphat benötigte Partner 

Acetatkinase war in ausreichender Konzentration im S30-Extrakt vorhanden und 

musste nicht extra zugegeben werden. Da bei der Herstellung des S30-Extraktes 

während der Dialyseschritte endogen enthaltene ASn entfernt wurden, mussten alle 

20 ASn dem ZS zugegeben werden. Zusätzlich wurde die Konzentration von ASn, 

die verstärktem Abbau unterlagen, nämlich Arg, Cys, Trp, Met, Asp, Glu, erhöht. Zum 

Schutz der gebildeten mRNA vor Abbau wurde der RNase Inhibitior RiboLock dem 

RM zugegeben. Zur Stabilisierung des ZS diente nicht nur der neutrale pH, sondern 

auch die im System enthaltene Konzentration an Mg2+- und K+-Ionen, die auch bei 

der Aktivität von Enzymen wie der Pyruvatkinase eine bedeutende Rolle spielen.

 

K+-Acetat:     4 M 

Mg2+-Acetat:     1 M 

PEG 8000 (Lagerung bei -20°C):  40% (wt/vol) 

DTT:      500 mM 

Acetylphosphat KOH (Lagerung bei -20°C): 1 M (pH 7,0; mit 10 M KOH einstellen), 

Lösung bleibt trüb 

tRNA (Lagerung bei -20°C): 40 mg/ml (wt/vol) in nuclease-freiem Wasser 

NaN3 (Lagerung bei -20°C): 10% (wt/vol) 

Folsäure (Lagerung bei -20°C): 10 mg/ml 

HEPES-KOH-Puffer (Lagerung bei 4°C):  2,45 M (pH 8,0; mit 10 M KOH einstellen) 

PEP-KOH (Lagerung bei -20°C):               1 M (pH 7,0; mit 10 M KOH einstellen) 

ATP:                            360 mM             pH 7,0 mit 5 M NaOH, sterilfiltrieren, 

CTP, UTP, GTP: je 240 mM           Lagerung bei -20°C 
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NTP-Mix (75 x, Lagerung bei -20°C): Mischung gleicher Volumina jedes NTP- Stocks 

L-Aminosäure-Mix: 20 mM Tyr, je 100 mM Asn, Asp, Glu, Cys, Met, Trp in 100 mM HEPES 

(pH 7,4); je 100 mM Arg, Ala, Val, Leu, Ile, Phe, Pro, Ser, Thr, Gln, 

Lys, His, Gly 

ASn mit schlechter Löslichkeit können bis 50°C erwärmt werden. Manche ASn müssen als 

Suspension pipettiert werden. 

AS-Mix-Stock (4 mM, Lagerung bei -20°C): zu 10 ml Tyr (20 mM) je 2 ml der übrigen 

19 ASn (100 mM Stock) zugeben, auf 50 

ml auffüllen 

Arg/Cys/Trp/Met/Asp/Glu-Mix-Stock (16,7 mM, Lagerung bei -20°C):     gleiche Volumina 

der 100 mM AS-Stock-Lösungen von Arg, 

Cys, Trp, Met, Asp und Glu 

 

 

2.8 Adenylatcyclasetest 

Nach Expression der chimären ACn in E. coli wurden entsprechende 

Membranpräparationen oder lösliche ACn im AC-Test eingesetzt. Die AC-Aktivität 

wurde mittels Szintillationsmessung anhand der Umsetzung von [-32P]-ATP zu 

radioaktivem cAMP bestimmt. Hierzu wurde das in der Enzymreaktion gebildete 

cAMP über ein Chromatographieverfahren von nicht umgesetztem ATP abgetrennt. 

Die Methode wurde nach Salomon et al. (Salomon et al., 1974) durchgeführt. Dafür 

wurden 50 µl 2x Cocktail auf Eiswasser vorgelegt, wenn nötig mit Liganden bzw. 

Stimulanzien (Ser, Asp, CAI-1, FSK, Gsα*) versehen und mit 40 µl Proteinlösung 

gemischt (Doppelbestimmungen). Bei Membranpräparationen enthielt der Cocktail 

ein ATP-regenerierendes System aus Kreatinphosphat und Kreatinkinase. Für 

lösliche ACn war kein regenerierendes System nötig. Nach Zugabe von 10 µl [-32P]-

ATP als Substrat erfolgte die Reaktion für 10 min bei 37°C unter mäßigem Schütteln. 

Je nach verwendeter AC enthielt der Cocktail Mg2+ bzw. Mn2+ und die ATP-

Konzentrationen waren an die jeweilige AC angepasst. Die Reaktion wurde auf 

Eiswasser durch Zugabe von 150 µl AC-Stopp-Puffer beendet, weiter wurde mit 800 

µl Wasser aufgefüllt. Die Ansätze wurden auf Säulen (9x 1 cm Glassäule mit 1,2 g 

Dowex-50WX4-400) gegeben, nach dem Einsickern je nach Elutionsprofil der Säulen 

mit 3-4 ml Wasser gewaschen und das 32P-cAMP mit 5 ml Wasser auf Alox-Säulen 

(10x 0,5 cm Plastiksäule mit 1,0 g Al2O3 90% aktiv, neutral) eluiert. Anschließend 

wurde das 32P-cAMP mit 4,5 ml Elutionspuffer (0,1 M Tris/HCl, pH 7,5) in 

Szintillationsgefäße eluiert, die zuvor mit 4 ml Ultima Gold XR Szintillationsflüssigkeit 

gefüllt worden waren. Die Gefäße wurden geschüttelt und die Radioaktivität im 

Szintillationszähler bestimmt. Als Kontrollgröße zur Bestimmung der Ausbeute im 

Chromatographieverfahren wurde [2,8-3H]-cAMP als interner Standard eingesetzt. 

Um das Hintergrundrauschen der Säulen bestimmen zu können, wurden zusätzlich 

zwei Proben mit Wasser anstatt mit Protein getestet (Leerwert). Als unterer 

Grenzwert zum Nachweis von Enzymaktivität wurde der Blindwert angesetzt. Als 

Kontrolle diente die Vermehrung, Membranpräparation und Aktivitätsbestimmung von 

E. coli Zellen mit „leeren“ Vektoren. Hiermit wurde die Hintergrundaktivität von E. coli 
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Proteinen in Bezug auf den ATP-Umsatz ermittelt. Zur Berechnung der 

Enzymaktivität wurde die totale Menge an eingesetztem [2,8-3H]-cAMP und [-32P]-

ATP gemessen (in 4,5 ml Elutionspuffer mit 4 ml Szintillationsflüssigkeit). Mit 

nachfolgender Formel wurde die Enzymaktivität A [pmol cAMP∙mg-1∙min-1] berechnet: 

 

𝐴 [
𝑝𝑚𝑜𝑙

𝑚𝑔 ∙ 𝑚𝑖𝑛
] =  

=   
𝑐𝑝𝑚 [ 𝐻3 ]

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙
 

𝑐𝑝𝑚 [ 𝐻3 ]
𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒

− 3% 𝑐𝑝𝑚[ 𝑃32 ]
𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒

  
 ∙  

𝑐𝑝𝑚 [ 𝑃32 ]
𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒

−  𝑐𝑝𝑚 [ 𝑃32 ]
𝐿𝑒𝑒𝑟𝑤𝑒𝑟𝑡

 

𝑐𝑝𝑚 [ 𝑃32 ]
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙

 ∙ 

∙  
𝑆𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡 [µ𝑀] ∙  100 µ𝑙

𝑡𝐼𝑛𝑘𝑢𝑏𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛[𝑚𝑖𝑛]
 ∙

1000

𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑚𝑒𝑛𝑔𝑒 [µ𝑔]
 

 

 

Aufgrund des Überstrahls vom 32P-Zählkanal in den 3H-Kanal mussten laut Formel 

3% der 32P-Counts vom entsprechenden 3H-Wert subtrahiert werden. Wurden 

Membranpräparationen getestet, beziehen sich die berechneten Aktivitäten immer 

auf die Gesamtproteinmenge in der Probe. 

Zur Regeneration der Dowex-Säulen erfolgte ein Waschschritt mit 5 ml HCl (2 N), 

welcher auch ÜN erfolgen konnte, und anschließend wurde mit 15 ml Wasser 

gespült. Bei zunehmender Verschlechterung der Ausbeute wurde vor dem HCl-

Waschschritt mit 2 ml NaOH (5 N) und 30 ml Wasser gespült. Bei den Alox-Säulen 

erfolgte die Regeneration mit 2 x 4,5 ml Tris/HCl (0,1 M, pH 7,5). 

 

AC-Cocktail (2x): 50% Glycerin (87%), 0,1 M Tris/HCl (pH 8,0), 6 mM MnCl2 für 

bakterielle ACn oder 20 mM MgCl2 für Mammalia-ACn, 4 mM [2,8-3H]-

cAMP (1,64x 106 Bq/mmol) 

Regenerierendes System (zusätzlich im Cocktail bei Membranpräparationen): 

 6 mM Kreatinphosphat (Stammlösung in 50 mM Tris/HCl, pH 7,5),  

0,46 mg/ml Kreatinkinase (Stammlösung in 10 mM Tris/HCl, pH 7,5) 
3H-cAMP-Stammlösung (als interner Standard): 40 mM cAMP mit Tris-Lösung auf pH  

7,5 einstellen, inklusive 10-20 kBq/ml [2,8-3H]-cAMP (NH4+-Salz) 

ATP-Substratlösung (10x, pH 7,5): 10 mM ATP für Mammalia-ACn oder 2 mM ATP  

für Rv3645 oder 750 µM ATP für Rv1625c, je inklusive 16-30 kBq  

[α-32P]-ATP 

AC-Stopp-Puffer (1,5x): 3 mM ATP, 1,5% SDS, mit gesättigter Tris-Lösung auf pH 7,5  

einstellen 

 

Die Auswertung der AC-Tests wird im Folgenden überwiegend in Balkendiagrammen 

dargestellt. Jeder Balken bzw. die angegebenen Aktivitäten entsprechen dem 

Mittelwert aus mindestens einer Doppelbestimmung (n=2). Für die statistische 

Verwertbarkeit wurden die Proteine mehrmals exprimiert und getestet (ab n=4, 

Mittelwert ± SEM). Zur Bestimmung der Signifikanz wurde der t-Test angewendet (* = 

p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001). Um Daten aus mehreren AC-Tests desselben 
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Konstrukts vergleichbar machen zu können, wurden die verschiedenen Testpunkte in 

Relation zur jeweiligen Basalaktivität auf Prozent-Basis gesetzt. Die Basalaktivität 

entspricht hierbei 100%. 

 

 

2.9 Klonierung der Konstrukte 

Die Klonierung der Konstrukte erfolgte nach gängigen Methoden. Einzelne 

Mutationen wurden durch entsprechende Primer in einer PCR in das DNA-Template 

eingeführt. Das entstandene Fragment wurde mit den jeweiligen 

Restriktionsenzymen verdaut und in den passenden Vektor ligiert. Große Fragmente 

wurden je nach Bedarf mittels Fusions-PCR verknüpft, bevor sie in den Vektor ligiert 

wurden. Bestimmte Restriktionsschnittstellen wurden häufig als Verknüpfungspunkt 

mit dem Vektor gewählt, um Konstrukte oder Teile davon beliebig auszutauschen. 

Diese Verknüpfungsstellen waren BamHI/HindIII in pQE30, pQE80-L, pQE81-L, 

pETDuet-3 (MCS1) und BglII/XhoI in pETDuet-3 (MCS2). Die einzelnen Schritte sind 

ausführlich meinem Laborbuch zu entnehmen. 

 

Tsr-HAMPTsr-Rv3645 Chimären 

Transmembranmutanten zur Ausbildung von Salzbrücken 

Als Ausgangskonstrukt diente der Klon Tsr-HAMPTsr(1-268)-Rv3645 CHD(331-549) von L. 

Mondéjar. Hier liegt der erste Transmembranbereich TM1 zwischen AS I7 bis AS F29, 

der zweite Transmembranbereich TM2 zwischen AS A192 bis AS K215. Zwischen den 

beiden Transmembranbereichen findet sich die periplasmatische Schleife. Die 

Nummerierung der Mutationen bezieht sich auf den Tsr-Rezeptor. Alle Konstrukte 

wurden in pQE30 kloniert. In Tab. 4 sind die Konstrukte, Templates, Primer und 

Schnittstellen zur Verknüpfung mit pQE30 aufgelistet. 

 

 
Tab. 4: Klonierungstabelle zur Erstellung der Tsr-HAMPTsr-Rv3645 Chimären. Als Ausgangsklon 

diente Tsr-HAMPTsr(1-268)-Rv3645 CHD(331-549) von L. Mondéjar. Die eingefügten Mutationen wurden zur 

Benennung der Konstrukte verwendet. Die Schnittstellen dienten, wenn nicht anders angegeben, der 

Verknüpfung mit pQE30. 

Template Mutation Primer für PCR 
Primer für 
Fusions-
PCR 

Schnittstellen Vektor 

Ausgangs-
klon 

StuI 
Tsr_StuI_s  

StuI/HindIII 
29-3 Klon 
von L. 
Mondéjar 

R_pQE_as  

StuI-
Chimäre 

A16K 
Tsr_XcmI_A16K_s  

XcmI/HindIII  
R_pQE_as  

StuI-
Chimäre 

V17E/G19K 
Tsr_XcmI_V17E(w)_G19K_s  

XcmI/StuI  
R_pQE_as  

StuI-
Chimäre 

G19K 
Tsr_XcmI_V17E(w)_G19K_s  

XcmI/StuI  
R_pQE_as  
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Template Mutation Primer für PCR 
Primer für 
Fusions-
PCR 

Schnittstellen Vektor 

V17E/ 
G19K 
bzw. 
G19K 

V17E/ 
G19K/ 
V203E bzw. 
G19K/ 
V203E 

Tsr_V203E_s 
U_pQE_s 

BamHI/HindIII pQE80-L 
R_pQE_as 

U_pQE_s 
R_pQE_as 

Tsr_V203E_as 

V17E/ 
G19K/ 
V203E 

V17E/ 
G19K/ 
W194R/ 
V203E 

Tsr_W194R_s 
U_pQE_s 

BamHI/HindIII  
R_pQE_as 

U_pQE_s 
R_pQE_as 

Tsr_W194R_as 

G19K 
G19K/ 
V202E 

Tsr_V202E_s 
U_pQE_s 

BamHI/HindIII  
R_pQE_as 

U_pQE_s 
R_pQE_as 

Tsr_V202E_as 

G19K 
G19K/ 
L204E 

Tsr_L204E_s 
U_pQE_s 

BamHI/HindIII  
R_pQE_as 

U_pQE_s 
R_pQE_as 

Tsr_L204E_as 

A16K 
A16K/ 
V203E 

Tsr_V203E_s 
U_pQE_s 

BamHI/HindIII  
R_pQE_as 

U_pQE_s 
R_pQE_as 

Tsr_V203E_as 

 

 

Transmembranmutanten zur Einführung hydrophiler Reste 

Als Ausgangskonstrukt diente die StuI-Chimäre aus Tab. 4. Die Mutationen befinden 

sich nur in der TM2 des Tsr-Rezeptors und mussten über eine Zwischenstufe 

konstruiert werden. 

 

 

Tab. 5: Klonierungstabelle zur Einführung hydrophiler Reste in die Tsr-HAMPTsr-Rv3645 Chimären. 

Ausgangsklon war die StuI-Chimäre (Tab. 4). Die eingefügten Mutationen wurden zur Benennung der 

Konstrukte verwendet. Die Schnittstellen dienten, wenn nicht anders angegeben, der Verknüpfung mit 

pQE30. 

Template Mutation Primer für PCR 
Primer für 
Fusions-
PCR 

Schnittstellen Vektor 

StuI-
Chimäre 

A192S/L196Q 

Tsr_A192S_L196Q_s 
U_pQE_s 

BamHI/HindIII pQE80-L 
R_pQE_as 

U_pQE_s 
R_pQE_as 

Tsr_A192S_L196Q_s 

A192S/ 
L196Q 

A192S/ 
L196Q/F208S 

U_pQE_s  
BamHI/StuI 

StuI-
Chimäre Tsr_StuI_F208_as  

A192S/ 
L196Q/ 
F208S 

A192S/ 
W194R/ 
L196Q/ 
M200K/F208S 

Tsr_W194R_M200K_s 
U_pQE_s 

BamHI/HindIII  
R_pQE_as 

U_pQE_s 
R_pQE_as 

Tsr_W194R_M200K_as 
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Fusionsproteine 

Die Fusion der Chimäre Tsr-HAMPTsr-Rv3645 mit dem T4* Lysozym und den 

Proteinen YaiN und YbeL sollte die Solubilisation der Konstrukte unterstützen. GFP 

als Fusionsdomäne diente als Indikator für die richtige Faltung der chimären 

Konstrukte im zellfreien System. Bei korrekter Faltung der Proteine wurde die Lösung 

grün fluoreszierend. 

 

 

Fusionsproteine mit T4* Lysozym 

Bei T4 Lysozym [E11N] (T4L1-161*) handelte es sich um die enzymatisch inaktive 

Form, verursacht durch die angegebene Mutation. T4L* in pET28 wurde von Y. Guo 

zur Verfügung gestellt. Als Ausgangskonstrukt diente die StuI-Chimäre aus Tab. 4. 

Im ersten Konstrukt (1) wurde das Startmethionin des Tsr-Rezeptors entfernt und 

T4L* N-terminal davor kloniert. Im zweiten Konstrukt (2) wurde T4L* ohne 

Startmethionin zwischen die TM1 und die periplasmatische Schleife von Tsr kloniert. 

In (1) und (2) wurde das jeweilige „überzählige“ Startmethionin entfernt, um die 

Möglichkeit für einen zweiten Translationsstartpunkt zu minimieren. 

 

Tab. 6: Klonierungstabelle der beiden Konstrukte (1) und (2) zur Einführung von T4L* in die Tsr-

HAMPTsr-Rv3645 Chimäre. Ausgangsklon war die StuI-Chimäre (Tab. 4) bzw. T4L*. In (1) wurde T4L* 

N-terminal vor den Tsr-Rezeptor kloniert. In (2) wurde T4L* zwischen die TM1 und die 

periplasmatische Domäne des Tsr-Rezeptors kloniert. In beiden Konstrukten wurde das 

Startmethionin von Tsr entfernt. Wenn nicht anders angegeben, dienten die Schnittstellen der 

Verknüpfung mit pQE30. 

Konstrukt Template Primer für PCR 
Primer für 
Fusions-
PCR 

Primer 
für 2. 
Fusions-
PCR 

Schnittstellen Vektor 

(1) 

T4L[E11N] 
T4LE11N_BamHI_s T4LE11N_

BamHI_s 

 

BamHI/StuI  
T4LE11N_Tsr_as  

StuI-
Chimäre 

T4LE11N_Tsr_s Tsr_StuI_ 
as 

 

Tsr_StuI_as  

(2) 

T4L[E11N] 
T4LE11N_TM1_s 

U_pQE_s 

U_pQE_
s 

BamHI/StuI 
StuI-
Mutante 

T4LE11N_TM1_as 

StuI-
Chimäre 

Switch oligo XmnI 
sense 

T4LE11N_
TM1_as 

TM1_T4LE11N_as 

StuI-
Chimäre 

Tsr_T4LE11N_s  Tsr_StuI
_as Tsr_StuI_as  
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Fusionsproteine mit YaiN und YbeL 

YaiN und YbeL wurden synthetisiert. A. Schultz klonierte acht Kombinationen von 

pQE30-Vektoren mit YaiN und YbeL. Die ausführliche Klonierung ist ihrem 

Laborbuch zu entnehmen. Zur Fusion war es nötig, Tsr-HAMPTsr-Rv3645 eine 

weitere Schnittstelle einzufügen. Im vorliegenden Fall wurde mit der StuI-Chimäre 

(Tab. 4) gearbeitet. Mit PCR (U_pQE_s, Rv364 SnaB1 as) wurde eine SnaBI 

Schnittstelle eingeführt und gleichzeitig das Stoppcodon vor HindIII entfernt. Über die 

bereits vorhandene Schnittstelle BamHI und die neu eingeführte SnaBI konnte die 

StuI-Chimäre mit den acht unterschiedlichen pQE30-Vektoren kombiniert werden. 

Zur Expression wurden diese YaiN- und YbeL-Konstrukte von A. Schultz über 

BamHI/HindIII in pET28a(+) kloniert und in E. coli BL21(DE3) C43 transformiert. Als 

Kontrolle diente die StuI-Chimäre ohne Fusionsproteine in pET28a(+). 

 

 

Fusionsproteine mit GFP im zellfreien System 

Als Ausgangskonstrukte dienten die StuI-Chimäre (Tab. 4) und Tsr-Rezeptor(1-215)-

HAMP3645-Rv3645 CHD(278-549) von K. Winkler. Mit PCR wurden die BamHI-

Schnittstelle, das Startmethionin, das Stoppcodon und eine interne XhoI-Schnittstelle 

in der katalytischen Domäne von Rv3645 entfernt. Beide Chimären wurden mit 

SpeI/XhoI N-terminal vor GFP in pIVEX2.3w gesetzt. pIVEX2.3w wurde von A. 

Müller-Lucks (Universität Kiel) zur Verfügung gestellt. Aus versuchstechnischen 

Gründen war es notwendig, zusätzlich Konstrukte ohne das Startmethionin von GFP 

und ohne GFP zu klonieren. Als eine Positivkontrolle diente der lösliche Teil von 

HAMP3645-Rv3645 ohne GFP. 

 

 

Tab. 7: Klonierungstabelle für Konstrukte des zellfreien Systems mit oder ohne GFP. Als 

Ausgangskonstrukte dienten die StuI-Chimäre (Tab. 4) und Tsr-HAMP3645-Rv3645. Die Schnittstellen 

dienten der Verknüpfung mit pIVEX2.3w. Δ bedeutet Entfernen der BamHI und einer internen XhoI-

Schnittstelle, des Startmethionins der Chimäre bzw. von GFP und des Stoppcodons. 

Konstrukt Template Primer für PCR Primer für Fusions-PCR Schnittstellen 

Chimäre-GFP 
(ΔBamHI, ΔM, 
ΔStopp, ΔXhoI) 

StuI-Chimäre 
bzw. Tsr-
HAMP3645-
Rv3645 

U_pQE_s Tsr_SpeI_s SpeI/XhoI 

Rv3645_ΔXhoI_as 

Rv3645_ΔXhoI_s Rv3645_XhoI_as 

R_pQE_as 

Chimäre-GFP 
(GFP ΔM) 

Chimäre-GFP GFPΔATG_s Nicht nötig, da Klonierung mittels site-
directed mutagenesis (QuikChange 
PCR) 

GFPΔATG_as 

Chimäre-ΔGFP Chimäre-GFP Δ_GFP_XhoI_s Klonierung mittels site-directed 
mutagenesis (QuikChange PCR), 
Verdau mit XhoI, Religation 

Δ_GFP_XhoI_as 

HAMP3645(279-330)-
Rv3645(331-549) 

 ΔTsr_SpeI_s  SpeI/XhoI 

pIVEX2.3w_as  
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CqsS-Mammalia AC Chimären 

Auf Grund der pseudoheterodimeren Struktur der Mammalia-ACn wurden zwei 

verschiedene katalytische Domänen (C1, C2) bei der Klonierung von Chimären 

berücksichtigt. 

 

 

CqsS-ACV C1a bzw. CqsS-ACII C2 

Hierbei handelte es sich um Chimären mit dem quorum sensing Rezeptor CqsS1-181 

und der katalytischen Domäne C1a430-649 aus ACV (Kaninchen) bzw. C2850-1090 aus 

ACII (Ratte). Die Ausgangskonstrukte waren CqsS-Rezeptor(1-181)-Rv1625c CHD(218-

443) von S. Beltz und das ACV bzw. ACII Holoenzym (von L. Mondéjar). Für aktive 

Konstrukte mussten beide katalytischen Domänen zusammen in einem Vektor 

vorkommen, weshalb pETDuet-3 mit zwei multiple cloning sites (MCS) verwendet 

wurde. 

 

 
Tab. 8: Klonierungstabelle für chimäre Konstrukte aus CqsS und Mammalia-ACn ACV C1 und ACII 

C2. Die Ausgangskonstrukte waren CqsS-Rv1625c (S. Beltz) und ACV bzw. ACII (L. Mondéjar). Die 

Schnittstellen dienten der Verknüpfung mit der MCS1 bzw. 2 von pETDuet-3 (in Klammer die 

verwendeten Schnittstellen im Vektor). Für aktive Konstrukte mussten beide katalytischen Domänen 

zusammen in einem Vektor vorkommen. 

Konstrukt Template 
Primer für 
PCR 

Primer für 
Fusions-PCR 

Schnittstellen 
MCS 
(Schnitt-
stellen) 

Klonierung 

CqsS-
ACV C1a 

CqsS-
Rv1625c 

U_pQE_s 
U_pQE_s 

BamHI/HindIII 
1  
(BamHI/ 
HindIII) 

 

CqsS_ACV_as 

ACV 

CqsS_ACV_s 
ACV_HindIII
_as 

ACV_HindIII_ 
as 

CqsS-
ACV C1a 
(QKRKEE
K) 

CqsS-
Rv1625c 

U_pQE_s 
U_pQE_s 

BamHI/SalI 
2 
(BglII/XhoI) 

U. Kurz 

CqsS_ACV_as 

ACV 

CqsS_ACV_s 
ACV_C1_ 
SalI_as 

ACV_C1_SalI
_as 

CqsS-
ACII C2 

CqsS-
Rv1625c 

U_pQE_s 
U_pQE_s 

BamHI/XhoI 
2 
(BglII/XhoI) 

 
CqsS_ACII_as 

ACII 
CqsS_ACII_s ACII_XhoI_ 

as ACII_XhoI_as 

CqsS-
ACII C2 
(MCS1) 

CqsS-
Rv1625c 

U_pQE_s 
U_pQE_s 

BamHI/HindIII 
1  
(BamHI/ 
HindIII) 

U. Kurz 

CqsS_ACII_as 

ACII 

CqsS_ACII_s 
ACII_XhoI_ 
HindIII_as 

ACII_XhoI_ 
HindIII_as 
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CqsS-hACII C1ab bzw. CqsS-hACII C2 

Für diese Konstrukte wurde die Proteinsequenz (gi:115387102) des löslichen Teils 

der humanen ACII (hACII) C1ab und C2 mit Hilfe des Programms „EMBOSS 

Backtranseq“ (https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_backtranseq/) in E. coli K12 

codon usage übersetzt und modifiziert. Einige Schnittstellen wurden entfernt, die 

häufigsten Triplets aus CqsS übernommen und in der Sequenz maximal fünf Adenine 

hintereinander zur Vorbeugung einer Leserahmenverschiebung zugelassen. Die 

Genteilstücke wurden von GenScript (USA) synthetisiert. 

Für die Chimären wurden unterschiedliche Verknüpfungspunkte zwischen dem 

Rezeptor CqsS und den löslichen Domänen hACII C1 bzw. C2 gewählt. CqsS A181 

wurde mit Q221, D222 und Q239 von hACII C1ab bzw. K835, N836, L851 von hACII C2 

verknüpft, außerdem CqsS V176 mit E234 von hACII C1ab und CqsS Q175 mit I845 von 

hACII C2. 

 

 
Tab. 9: Klonierungstabelle für chimäre Konstrukte aus CqsS und hACII C1ab und C2. Die 

Ausgangskonstrukte waren CqsS-Rv1625c (S. Beltz) und die synthetisierte hACII. Die Schnittstellen 

dienten der Verknüpfung mit dem Vektor. Für aktive Konstrukte mussten beide katalytischen 

Domänen zusammen in einem Vektor vorkommen oder in zwei kompatiblen Vektoren parallel 

exprimiert werden (z.B. pETDuet-3 und pACYCDuet-2). 

Konstrukt 
(Verknüpfung 
CqsS-hACII) 

Template Primer für PCR 
Primer für 
Fusions-PCR 

Schnittstellen Klonierung 

CqsS- 
hACII C1ab 
(A181-
Q221/D222/ 
Q239) 

CqsS-
Rv1625c 

U_pQE_s 

U_pQE_s 

BamHI/HindIII U. Kurz 

CqsS_C1_SIA_ΔQ_as 
bzw. 
CqsS_C1_QQER_as 

hACII C1 

CqsS_C1_SIA_Q_s 
bzw. 
CqsS_C1_QQER_s 

C1b_KYY_as 

C1b_KYY_as 

CqsS- 
hACII C2 
(A181-
K835/N836/ 
L851) 

CqsS-
Rv1625c 

U_pQE_s 

U_pQE_s BamHI/HindIII 
bzw. 
BamHI/XhoI 
(für pETDuet-
3) 

U. Kurz 

CqsS_C2_SIA_ΔK_as 
bzw. 
CqsS_C2_LNRV_as 

hACII C2 

CqsS_C2_SIA_K_s 
bzw. 
CqsS_C2_LNRV_s 

C2_VAS_as 

C2_VAS_as 

CqsS- 
hACII C1ab 
(V176-E234) 

CqsS-
Rv1625c 

U_pQE_s 

U_pQE_s 

BamHI/HindIII  

CqsS_RNQV_C1_EFE_
as 

hACII C1 

CqsS_RNQV_C1_EFE_
s 

hAC2_C1b_ 
neu_as 

hAC2_C1b_neu_as 

CqsS- 
hACII C2 
(Q175-I845) 
 

CqsS-
Rv1625c 

U_pQE_s 
U_pQE_s 

BamHI/HindIII 
bzw. 
BamHI/XhoI 
(für 
pACYCDuet-2) 

 
CqsS_RNQ_C2_IET_as 

hACII C2 
CqsS_RNQ_C2_IET_s 

hAC2_C1b_ 
neu_as hAC2_C2_neu_as 
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In Fusionskonstrukten sollte die Dimerisierung erzwungen werden und CqsS-hACII 

C1ab wurde direkt mit CqsS-hACII C2 verbunden. War CqsS-hACII C1ab kloniert, 

wurde das Konstrukt in pQE80-L mit BglII/HindIII verdaut und mit BamHI/HindIII 

geschnittenem CqsS-hACII C2 ligiert, wobei Y603 von C1ab über RS mit M1 von CqsS 

verknüpft wurde. In CqsS-hACII C1ab wurde der C1b-Anteil mittels PCR (U_pQE_s, 

hAC2_C1a_as) entfernt und das übrige CqsS-C1a über BamHI/HindIII wieder in den 

entsprechenden Vektor eingefügt. 

Als Kontrolle wurde die hACII löslich ohne CqsS-Rezeptor exprimiert. Es wurden die 

Varianten hACII C1a (Q221-P479) und C1ab (Q221-Y603) kloniert, sowie deren 

Linkerkonstrukte (TRAAGGPPAAGGLE) mit hACII C2 (Tab. 10). 

 

 
Tab. 10: Klonierungstabelle für lösliche hACII C1a/1ab und C2 einzeln und als Linkerkonstrukte (L = 

TRAAGGPPAAGGLE). Mittels BamHI/HindIII wurden die Konstrukte mit pQE80-L verknüpft. Die 

Klonierung wurde von U. Kurz durchgeführt. 

Konstrukt Template Primer für PCR Primer für Fusions-PCR 

hACII C1a hACII C1 
C1a_löslich_s  

hAC2_C1a_as  

hACII C1ab hACII C1 
C1a_löslich_s  

hAC2_C1b_neu_as  

hACII C2 hACII C2 
C2_löslich_s  

hAC2_C2_neu_as  

hACII C1a/C1ab-L- 
hACII C2 

hACII C1 
C1a_löslich_s 

C1a_löslich_s 
A_Linker_as bzw. AB_Linker_as 

hACII C2 
AB_Linker_s 

hAC2_C2_neu_as 
hAC2_C2_neu_as 

 

 

Rv1625c-Konstrukte 

Die Klonierung der löslichen Rv1625c-Konstrukte diente einem Angleich an 

Mammalia-ACn und sollte eine Stimulierung durch Gsα* ermöglichen. Die Klonierung 

wurde von A. Schultz durchgeführt und kann in ihrem Laborbuch nachvollzogen 

werden. Eine Übersicht aller getesteten Mutationen in Rv1625c findet sich in Tab. 20. 
 

 

2.10 Oligonukleotide 

Sequenzierprimer 

In Tabelle 11 finden sich die allgemeinen sense (s) und antisense (as) 

Sequenzierprimer, meist wie vom Hersteller der Vektoren vorgeschlagen. Für die 

Sequenzierung ist jedoch auch jeder Primer mit passenden Bindestellen möglich. 
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Tab. 11: Sequenzierprimer 

Primer Sequenz 5’  3’ Bemerkung 

U_pQE_s gaa ttc att aaa gag gag aaa Für pQE Vektoren 

R_pQE_as cat tac tgg atc tat caa cag g Für pQE Vektoren 

T3 aat taa ccc tca cta aag gg Für pET Vektoren 

T7 taa tac gac tca cta tag gg Für pET Vektoren 

pETDuet-3_MCS1_s atg cgt ccg gcg tag a Für pETDuet Vektoren MCS 1 

Duet Down1_as gat tat gcg gcc gtg tac aa Für pETDuet/pACYCDuet Vektoren MCS 1 

Duet Up2_s ttg tac acg gcc gca taa tc Für pETDuet/pACYCDuet Vektoren MCS 2 

RpET_MCS_pQE30_as acc cct caa gac ccg ttt aga Für pETDuet/pACYCDuet Vektoren MCS 2 

pACYCDuet Up1 gga tct cga cgc tct ccc t Für pACYCDuet Vektoren MCS 1 

pIVEX2.3w_as unbekannt Für pIVEX2.3w Vektor 

 

 

Klonierungsprimer 

In Tab. 12 werden die Klonierungsprimer je nach Verwendung für die 

unterschiedlichen Konstrukte geordnet. Die bereits erwähnten Sequenzierprimer 

wurden zum Teil ebenfalls für die Klonierung verwendet, werden jedoch nicht erneut 

aufgeführt. Enthaltene Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen, Mutationen durch 

Großbuchstaben gekennzeichnet. Mit Wobble-Primern ist es möglich, 

unterschiedliche Mutationen an derselben Stelle zu erhalten. Dies wird durch den 

Einsatz von zwei bis drei verschiedenen Primern erreicht, die je eine unterschiedliche 

Base enthalten. Dies wird in der Tabelle durch Schrägstriche zwischen den Basen 

angezeigt. Die entsprechenden Klone müssen durch Sequenzierung identifiziert 

werden. 

 

Tab. 12: Klonierungsprimer für Mutationen in TM1 und TM2 des Tsr Rezeptors 

Primer Sequenz 5’  3’ 
Schnitt-

stellen 
Bemerkung 

Tsr_XcmI_ 

V17E(w)_G19K_

s 

ttg tga cca gct tac tgc tgg ttt tgg ccg [T/A]At ttA 

AGc ttt tac aac 
XcmI 

Mutageneseprimer 

mit wobble in TM1 

von Tsr 

Tsr_StuI_s tcg gta tta aGg cct cgc tgg tag StuI Mutageneseprimer 

Tsr_V203E_s atg atc gtc gAa ctg gcg gtc atc  
Mutageneseprimer 

für Fusions-PCR 

Tsr_V203E_as gat gac cgc cag tTc gac gat cat c  
Mutageneseprimer 

für Fusions-PCR 

Tsr_W194R_s agg cga tgC gga ttc tgg tgg gcg tga tg  
Mutageneseprimer 

für Fusions-PCR 

Tsr_W194R_as atc acg ccc acc aga atc cGc atc gcc tg  
Mutageneseprimer 

für Fusions-PCR 

Tsr_A192S_ 
L196Q_s 

tac agc cag Tcg atg tgg att cAg gtg ggc gtg  
Mutageneseprimer 

für Fusions-PCR 

Tsr_A192S_ 

L196Q_as 
cac gcc cac cTg aat cca cat cgA ctg gct gta g  

Mutageneseprimer 

für Fusions-PCR 
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Primer Sequenz 5’  3’ 
Schnitt-

stellen 
Bemerkung 

Tsr_StuI_F208S_

as 

cag cga ggc Ctt aat acc gaa cca gac ggc gGa 

gat gac cgc 
StuI Mutageneseprimer 

Tsr-StuI-a-sense gg cgc tac cag cga ggc Ctt aat acc gaa c StuI 
Mutageneseprimer 

von L. Mondéjar 

I226SwobI229A 

(s) 
aat cgc ctg a[g/t]t gac agc GCt cgt cat att gc  

Mutageneseprimer 

mit wobble von L. 

Mondéjar 

I226S (as) acg aat gct gtc aCt cag gcg att c  
Mutageneseprimer 

von L. Mondéjar 

Tsr_V202E_s gtg atg atc gAG gta ctg gcg gtc  
Mutageneseprimer 

für Fusions-PCR 

Tsr_V202E_as gac cgc cag tac CTc gat cat cac  
Mutageneseprimer 

für Fusions-PCR 

Tsr_L204E_s g atc gtc gta Gag gcg gtc atc ttc  
Mutageneseprimer 

für Fusions-PCR 

Tsr_L204E_as gaa gat gac cgc cTC tac gac gat c  
Mutageneseprimer 

für Fusions-PCR 

Tsr_XcmI_A16K_

s 
att gtg acc agc tta ctg ctg gtt ttg AAA gtt ttt ggc XcmI Mutageneseprimer 

Tsr_W194R_ 

M200K_s 

cag tcg atg Cgg att cag gtg ggc gtg aAg atc gtc 

gta c 

DpnI, 

RsaI 

Mutageneseprimer 

für Fusions-PCR 

Tsr_W194R_ 

M200K_as 

g tac gac gat cTt cac gcc cac ctg aat ccG cat 

cga ctg 

DpnI, 

RsaI 

Mutageneseprimer 

für Fusions-PCR 

 

 
Tab. 13: Klonierungsprimer zum Einfügen von T4L* in den Tsr Rezeptor 

Primer Sequenz 5’  3’ 
Schnitt-

stellen 
Bemerkung 

T4LE11N_BamHI_s cat cac gga tcc atg aat ata ttt gaa atg BamHI 
Mutageneseprimer 

für Fusions-PCR 

T4LE11N_Tsr_as gat acg ttt taa ata cgc gtc cca agt gcc  
Mutageneseprimer 

für Fusions-PCR 

T4LE11N_Tsr_s tgg gac gcg tat tta aaa cgt atc aaa att g  
Mutageneseprimer 

für Fusions-PCR 

Switch oligo XmnI sense gct cat cat tgg aaa acg ttc ttc ggg XmnI von A. Schultz 

TM1_T4LE11N_as ttc aaa tat att gaa cag acc gcc tga tgt c  
Mutageneseprimer 

für Fusions-PCR 

T4LE11N_TM1_s ggc ggt ctg ttc aat ata ttt gaa atg tta c  
Mutageneseprimer 

für Fusions-PCR 

T4LE11N_TM1_as taa ggc att aaa ata cgc gtc cca agt gcc  
Mutageneseprimer 

für Fusions-PCR 

Tsr_T4LE11N_s tgg gac gcg tat ttt aat gcc tta aag aat g  
Mutageneseprimer 

für Fusions-PCR 
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Tab. 14: Klonierungsprimer für Konstrukte mit Fusionsproteinen YaiN und YbeL 

Primer Sequenz 5’  3’ 
Schnitt-

stellen 
Bemerkung 

Rv3645 SnaB1 as aaa tac gta gcc gcg tac ttc gct gga SnaBI 

Mutageneseprimer, entfernt 

Stoppcodon in Rv3645-AC, 

von K. Kanchan 

 

Die Klonierung wurde hauptsächlich von A. Schultz durchgeführt. Die verwendeten 

Primer und Templates sind ihrem Laborbuch zu entnehmen. 

 

 

Tab. 15: Klonierungsprimer für Konstrukte des zellfreien Systems (QC-PCR = QuikChange-PCR) 

Primer Sequenz 5’  3’ 
Schnitt-

stellen 
Bemerkung 

Tsr_SpeI_s g gac act agt tta aaa cgt atc aaa att g SpeI 

Mutageneseprimer, 

entfernt Startmethionin 

und BamHI von Tsr 

Rv3645_XhoI_ 

as 
g tct ctc gag gcc gcg tac ttc gct gga XhoI 

Mutageneseprimer, 

ersetzt Stopp durch XhoI 

in Rv3645-AC 

Rv3645_ΔXhoI

_s 
ctg gcc aaa ctG gag gat ggc cac  

Mutageneseprimer, 

entfernt XhoI in Rv3645-

AC 

Rv3645_ΔXhoI

_as 
gtg gcc atc ctc Cag ttt ggc cag  

Mutageneseprimer, 

entfernt XhoI in Rv3645-

AC 

GFPΔATG_s 
gat ttg aag caa aag gtt aac cac atg agt aaa 

gga g 
 

Mutageneseprimer für 

QC-PCR, entfernt Start-

methionin von GFP 

GFPΔATG_as ctc ctt tac tca tgt ggt taa cct ttt gct tca aat c  

Mutageneseprimer für 

QC-PCR, entfernt Start-

methionin von GFP 

ΔGFP_XhoI_s caa aat cga agg ccg cct cga gca cca cca cc XhoI 
Mutageneseprimer für 

QC-PCR, entfernt GFP 

ΔGFP_XhoI_as ggt ggt ggt gct cga ggc ggc ctt cga ttt tg XhoI 
Mutageneseprimer für 

QC-PCR, entfernt GFP 

ΔTsr_SpeI_s ggt att aaa act agt atc gcc gac ccg tta cgc SpeI 
Mutageneseprimer, 

entfernt Tsr 

 

 

 

 

 

 

 



Material und Methoden  Primer 

47 
 

Tab. 16: Klonierungsprimer für Konstrukte aus CqsS und Mammalia-ACn 

Primer Sequenz 5’  3’ 
Schnitt-

stellen 
Bemerkung 

CqsS_ACV_as 
cag cag gag ccg ctc ctg ttg tgc gat tga 

gac ttt tgc 
 

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

CqsS_ACV_s 
gca caa cag gag cgg ctc ctg ctg tcc gtc 

ctt ccc cgc 
 

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

ACV_HindIII_as 
cag cta att aag ctt cta ggt gca gcg cag 

gat gag gaa 
HindIII 

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

CqsS_ACII_as 
ctc cag cag cac tcg att tag tgc gat tga 

gac ttt tgc 
 

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

CqsS_ACII_s 
gca cta aat cga gtg ctg ctg gag aac gtg 

ctt cct gca 
 

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

ACII_XhoI_as 
cag act cga gga tgc caa gtt gct ctg aga 

aag gga cct tga cat ctc tgt 
XhoI 

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

ACII_XhoI_HindIII_ 

as 

gct gcc aag  ctt cta ctc gag gga tgc caa 

gtt gct ctg 

XhoI, 

HindIII 
Mutageneseprimer 

ACV_C1_SalI_as 
aga gtc gac ctt ctc ttc ttt ccg ctt ctg ggt 

gca gcg cag gat gag 
SalI Mutageneseprimer 

C1b_KYY_as 
aag ctt cta ctc gag gtc gac aga tct ata 

ata ttt aaa cgc cgg 

HindIII, 

XhoI, 

SalI, BglII 

Mutageneseprimer 

C2_VAS_as 
aag ctt cta ctc gag gct cgc cac gtt gct ctg 

gct c 

HindIII, 

XhoI 
Mutageneseprimer 

CqsS_C1_SIA_Q_s 
cat gaa gca aaa gtc tca atc gca cag gat 

acc tgc aac tgc 
 

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

CqsS_C1_SIA_ 

deltaQ_as 

ctt tta atg cag ttg cag gta tct gcg att gag 

act ttt gct tca tg 
 

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

CqsS_C2_SIA_K_s 
cat gaa gca aaa gtc tca atc gca aaG aac 

aaa ttt aag aaa gaa c 
 

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

CqsS_C2_SIA_ 

deltaK_as 

gcg ttc ttt ctt aaa ttt gtt tgc gat tga gac ttt 

tgc ttc atg 
 

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

CqsS_C1_QQER_s 
cat gaa gca aaa gtc tca atc gca cag cag 

gaa cgc ctg ctt ctg 
 

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

CqsS_C1_QQER_ 

as 

cag aag cag gcg ttc ctg ctg tgc gat tga 

gac ttt tgc ttc atg 
 

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

CqsS_C2_LNRV_s 
cat gaa gca aaa gtc tca atc gca ctg aac 

cgc gtg ctg ctg g 
 

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

CqsS_C2_LNRV_as 
cca gca gca cgc ggt tca gtg cga ttg aga 

ctt ttg ctt cat g 
 

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

CqsS_RNQV_C1_ 

EFE_as 
gtt ttt caa att cta cct ggt ttc gga agt ag  

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

CqsS_RNQV_C1_ 

EFE_s 
cga aac cag gta gaa ttt gaa aaa cgc cag  

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

CqsS_RNQ_C2_IET

_as 
cat cgt ttc aat ctg gtt tcg gaa gta gca c  

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

CqsS_RNQ_C2_IET

_s 

ctt ccg aaa cca gat tga aac gat gga aaa 

c 
 

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 
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Primer Sequenz 5’  3’ 
Schnitt-

stellen 
Bemerkung 

hAC2_C2_neu_as 
cta att aag ctt Tta ctc gag gct cgc cac gtt 

gct ctg gct cag gc 

HindIII, 

XhoI 

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

hAC2_C1b_neu_as 
cta att aag ctt Tta ctc gag gtc gac aga tct 

ata ata ttt aaa cgc cgg 

HindIII, 

XhoI, 

SalI, BglII 

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

C1a_löslich_s 
cat cac gga tcc cag gat acc tgc aac tgc 

att aaa ag 
BamHI Mutageneseprimer 

C2_löslich_s 
cat cac gga tcc aag aac aaa ttt aag aaa 

gaa cgc g 
BamHI Mutageneseprimer 

hAC2_C1a_as 
GCG aag ctt Tta ctc gag gtc gac aga tct 

cgg gcg aaa cag atg ctg 

HindIII, 

XhoI, 

SalI, BglII 

Mutageneseprimer 

AB_Linker_as 
cTc ctg cCg cAg gcg gGc cac cGg ctg 

cac gcg tat aat att taa acg ccg gca gcg c 
 

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

AB_Linker_s 
gcC ggt ggC ccg ccT gcG gca ggA ggt 

ctc gaa aaa aac aaa ttt aag aaa gaa cgc 
 

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

A_Linker_as 
cTc ctg cCg cAg gcg gGc cac cGg ctg 

cac gcg tcg ggc gaa aca gat gct gcg ggc 
 

Mutageneseprimer für 

Fusions-PCR 

 

 

Alle Klonierungen für die Rv1625c-Konstrukte für Gsα*-Stimulierung wurden von A. 

Schultz durchgeführt. Alle Sequenzierungs- und Klonierungsprimer sind ihrem 

Laborbuch zu entnehmen. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Solubilisation von Membranproteinen 

Dieser Teil der Dissertation beschäftigt sich mit Möglichkeiten zur Solubilisation von 

membrangebundenen ACn. Ziel war der Erhalt löslicher Proteine unter Beibehaltung 

von Aktivität und Regulation. Konkret wurde versucht sich diesem Ziel in vier 

verschiedenen Versuchsaufbauten zu nähern. Diese werden im Folgenden 

vorgestellt. 

 

3.1.1 Insertion geladener Aminosäuren in Membranhelices von Tsr 

Zum Verständnis der hier im Fokus stehenden Proteine sollten Mutanten von 

regulierten und nicht regulierten Varianten solubilisiert werden. Anhand von 

Kristallisation beider Zustände sollten Rückschlüsse von der Struktur auf den 

Mechanismus der Signalweiterleitung gezogen werden können. Die hier 

verwendeten Konstrukte wurden in Anlehnung an Mutationen im Aspartatrezeptor 

(Tar) geplant (Oosawa and Simon, 1986; Umemura et al., 1998). Die Mutation A19K 

in TM1 von Tar unterband die Fähigkeit zur Chemotaxis von Aspartat, was aber 

durch verschiedene Punktmutationen in beiden TMs (V17E, W192R, A198E, V201E, 

V202L) aufgehoben werden konnte (Oosawa and Simon, 1986; Umemura et al., 

1998). Es wurde beobachtet, dass die Mutationen die Effekte von A19K 

unterschiedlich gut supprimieren konnten, was auf die Möglichkeit zur Ausbildung 

von Salzbrücken zwischen den Untereinheiten zurückgeführt wurde (Umemura et al., 

1998). 

Die Mutationen des Tar-Rezeptors wurden auf die Tsr-HAMPTsrRv3645 Chimäre 

übertragen, um eine nicht regulierte Mutante des Proteins zu erhalten. Weitere 

Mutationen an anderer Stelle innerhalb der beiden TMs sollten diesen Effekt wieder 

aufheben. Ein Vorteil der Tsr-HAMPTsrRv3645 Chimäre ist, dass die beiden TMs des 

Tsr-Rezeptors möglicherweise einfacher zu solubilisieren sind als etwa das Rv3645-

Holoenzym mit sechs TMs. Aktivität und Regulation von Tsr-HAMPTsr-Rv3645 durch 

Serin sind publiziert (Kanchan et al., 2010). Anhand des Alignments des Tsr-

Rezeptors mit dem Tar-Rezeptor (Fig. 8) wurden Mutationen ausgewählt. 
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Tar TM1: VVTLLVMVLGVFALLQLISGSLF              

Tsr TM1: IVTSLLLVLAVFGLLQLTSGGLF 

 

 

 

Tar TM2: AQWQLAVIALVVVLILLVAWYGIR 

Tsr TM2: AMWILVGVMIVVLAVIFAVWFGIK 

 

 
Fig. 8: Alignment der beiden Transmembranhelices (TMs) des Tar- und Tsr-Rezeptors. Die Positionen 

der ASn in Tar, die zur Ausbildung von Salzbrücken mutiert wurden, sind mit Pfeilen gekennzeichnet 

(Oosawa and Simon, 1986; Umemura et al., 1998). In Anlehnung daran wurden die zu mutierenden 

ASn in Tsr gewählt (ebenfalls mit Pfeilen gekennzeichnet). 

 

 

3.1.1.1 Tsr-HAMPTsr-Rv3645 [G19K] 

Laut des Alignments von TM1 und TM2 aus Tar und Tsr (Fig. 8) ist die AS an 

Position 19 in Tsr nicht konserviert. Es wurde ermittelt, wie die Chimäre Tsr-

HAMPTsr-Rv3645 auf die Mutation G19K reagierte. Im AC-Test wurde die 

Membranpräparation mit Serin und Aspartat getestet. Aspartat dient der Kontrolle der 

Spezifität des Tsr-Rezeptors. Als Positivkontrolle wurde Tsr-HAMPTsr-Rv3645 und als 

Negativkontrolle der Leervektor pQE30 eingesetzt. 
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A 

 

B 

 

 

 

 

 

Die Positivkontrolle Tsr-HAMPTsr-Rv3645 zeigte Basalaktivität von 4,9 ± 0,3 nmol 

cAMP∙mg-1∙min-1 und reagierte signifikant (*** = p<0,001) auf 1 mM Serin mit einer 

Hemmung um 84%. Aspartat hatte keine Wirkung. Die Negativkontrolle ergab 15,4 ± 

1,3 pmol cAMP∙mg-1∙min-1. Die [G19K]-Mutante war mit 244,4 ± 13,4 pmol cAMP∙ 

mg-1∙min-1 aktiver als der Leervektor, hatte aber gegenüber Tsr-HAMPTsr-Rv3645    

95% Aktivität verloren. Die Mutante war nicht durch Serin reguliert. Offensichtlich 

führte G19K zu einer dominant gehemmten AC. Das Ausmaß dieser Hemmung war 

vergleichbar mit der Aktivität der Positivkontrolle mit 10 mM Serin. Das bedeutet 

unter Umständen, dass G19K in Tsr zu einer Konformation führte, die den 

ligandengebundenen Zustand imitierte. 
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Fig. 9: A) AC-Aktivität der [G19K]-Mutante (n=4), 

der Positivkontrolle Tsr-HAMPTsr-Rv3645 (n=6) und 

Negativkontrolle (pQE30 Leervektor, n=6). Je 20 

µg Membranpräparation. 

B) Western Blots mit Anti-RGS-His4 Antikörper der 

[G19K]-Mutante (links, 2 µg Protein, 5 min 

Belichtung) und Tsr-HAMPTsr-Rv3645 (rechts, 2 µg 

Protein, 30 sec Belichtung), erwartete Bandenhöhe 

54 kDa. 
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3.1.1.2 Tsr-HAMPTsr-Rv3645 [V17E/G19K] 

Laut Oosawa und Simon (1986) (Oosawa and Simon, 1986) konnte die Mutation 

V17E in der ersten Transmembrandomäne von Tar die Auswirkungen der [A19K]-

Mutation supprimieren. Da diese Position im Alignment von Tar und Tsr (Fig. 8) 

konserviert ist, wurde ihre Wirkung auf die [G19K]-Mutante untersucht. Da die 

Positiv- und die Negativkontrolle für alle Konstrukte identisch waren, werden sie nicht 

mehr separat aufgeführt (Fig. 9). 

 

       

Fig. 10: AC-Aktivität der [V17E/G19K]-Mutante von Tsr-HAMPTsr-Rv3645 (20 µg Membranpräparation, 

n=4). Western Blot mit Anti-RGS-His4 Antikörper (2 µg Protein, 5 min Belichtung), erwartete 

Bandenhöhe 54 kDa. 

 

 

Die Basalaktivität der [V17E/G19K]-Mutante war nochmals um 60% geringer als bei 

der G19K Mutation. Durch die V17E Mutation ließ sich weder die Aktivität noch die 

Regulation des Ausgangskonstrukts Tsr-HAMPTsr-Rv3645 wieder herstellen. Laut 

Western Blot wurde die Mutante schwach exprimiert. 

 

 

3.1.1.3 Tsr-HAMPTsr-Rv3645 [G19K/V203E], Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

[V17E/G19K/W194R/V203E], Tsr-HAMPTsr-Rv3645 [G19K/V202E], Tsr-

HAMPTsr-Rv3645 [G19K/L204E] 

Da die [V17E/G19K]-Mutante nicht reguliert war, wurden weitere Mutationen in der 

TM2 entsprechend den Ergebnissen an Tar (Oosawa and Simon, 1986; Umemura et 

al., 1998) durchgeführt. A198E konnte dort den negativen Effekt von A19K in Tar 

vollständig aufheben (Umemura et al., 1998). Da diese AS in Tsr nicht konserviert ist 

(Fig. 8), wurde sie nicht in diese Versuche einbezogen. Alle weiteren in Tar-A19K 

untersuchten Mutationen in der TM2, W192R, V201E und V202L, konnten die 

Ausgangsbedingungen aus Tar unterschiedlich erfolgreich wieder herstellen 

(Umemura et al., 1998). Diese drei Positionen sind in Tsr konserviert und resultierten 
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in den [G19K/V203E]-, [V17E/G19K/W194R/V203E]- und [G19K/L204E]-Mutanten. 

Zusätzlich wurde die ebenfalls konservierte Position V202 zu Glu mutiert. Die 

[V17E/G19K/W194R/V203E]-Mutante ist die einzige Variante, die mittels mehrerer 

Mutationen versucht die Regulationsfähigkeit zurückzuerlangen. 

 

A 

 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alle Mutanten zeigten eine geringere Basalaktivität als die [G19K]-Mutante und 

waren nicht durch Serin reguliert. Die [G19K/V203E]-Mutante hatte eine Aktivität von 

195,7 ± 29,6 pmol cAMP∙mg-1∙min-1, die [G19K/V202E]-Mutante 103,8 ± 8,6 pmol 

cAMP∙mg-1∙min-1 und die [G19K/L204E]-Mutante 101,1 ± 6,3 pmol cAMP∙mg-1∙min-1. 

Selbst die Kombination der Mutationen V17E/G19K/W194R/V203E konnte keine 

Regulation der AC herstellen (159,0 ± 38,3 pmol cAMP∙mg-1∙min-1). 
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Fig. 11: A) AC-Aktivität der [G19K/V203E]-, 

[V17E/G19K/W194R/V203E]-, [G19K/V202E]- 

und [G19K/L204E]-Mutante von Tsr-HAMPTsr-

Rv3645 (je 20 µg Membranpräparation, n=4).  

B) Western Blot mit Anti-RGS-His4 Antikörper. 

Von li nach re: [G19K/V203E]-Mutante, 

[V17E/G19K/W194R/V203E]-Mutante (je 2 µg 

Protein, 5 min Belichtung), [G19K/V202E]-

Mutante, [G19K/L204E]-Mutante (je 4 µg 

Protein, 30 sec Belichtung). Erwartete 

Bandenhöhe 54 kDa. 
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3.1.1.4 Tsr-HAMPTsr-Rv3645 [A16K] 

Entsprechend dem Alignment der TMs von Tar und Tsr (Fig. 8) ist die Position 19 

nicht konserviert. Die Position 16 in Tsr und Tar ist ähnlich zu Position 19, hier ist Ala 

in Tsr und Gly in Tar. Der Effekt einer [A16K]-Mutante auf das Ausgangskonstrukt 

Tsr-HAMPTsr-Rv3645 wurde daher untersucht. 

 

 

Fig. 12: AC-Aktivität der [A16K]-Mutante von Tsr-HAMPTsr-Rv3645 (20 µg Membranpräparation, n=4). 

Western Blot mit Anti-RGS-His4 Antikörper (5 µg Protein), erwartete Bandenhöhe 54 kDa. 

 

Die Basalaktivität der [A16K]-Mutante war mit 40,0 ± 2,9 pmol cAMP∙mg-1∙min-1 

ungefähr doppelt so hoch wie der Wert des Leervektors und um 84% geringer als die 

der G19K Mutation. Im Gegensatz zu dieser konnte bei A16K eine signifikante 

Hemmung (*** = p<0,001) von 60% durch 1 mM Serin festgestellt werden. Die A16K-

Mutation hat somit nur Einfluss auf die Aktivität des Konstrukts, während die 

Regulation fast wie bei Tsr-HAMPTsr-Rv3645 erhalten bleibt (84%-ige Hemmung bei 

1 mM Serin, Fig. 9A). 10 mM Aspartat wirkte sich nicht auf die Aktivität aus. A16K in 

Tsr wirkt sich also nicht wesentlich auf die Serinregulation aus, es werden 

offensichtlich andere Proteineigenschaften erheblich beeinträchtigt. 

 

 

3.1.1.5 Tsr-HAMPTsr-Rv3645 [A16K/V203E] 

Zur Kompensation des A16K Effekts wurde einzig die Mutation V203E aus dem 

konservierten Bereich des Tar-Tsr-Alignments herangezogen (Fig. 8). 
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Fig. 13: AC-Aktivität der [A16K/V203E]-Mutante von Tsr-HAMPTsr-Rv3645 (20 µg 

Membranpräparation, n=4). Western Blot mit Anti-RGS-His4 Antikörper (2 µg Protein, 30 sec 

Belichtung), erwartete Bandenhöhe 54 kDa. 

 

 

Für die [A16K/V203E]-Mutante wurde mit 85,4 ± 6,1 pmol cAMP∙mg-1∙min-1 eine 

doppelt so hohe Basalaktivität im Vergleich zur [A16K]-Mutante erreicht. Die 

Hemmung durch 1 mM Serin war signifikant (** = p<0,01) und betrug 52%. Die 

Aktivitäten reichten jedoch in keiner Weise an die Werte des Ausgangskonstrukts 

Tsr-HAMPTsr-Rv3645 heran. 

Mit A16K und G19K wurden zwei Mutationen in der TM1 von Tsr mit erheblichem 

negativem Effekt auf die AC-Aktivität gefunden. Hier sind die Ergebnisse mit den 

Erkenntnissen am Tar-Rezeptor vergleichbar. Bei der G19K-Mutante war die 

Regulation gestört, während bei der A16K-Mutante nur die Aktivität betroffen war und 

die Regulation erhalten blieb. Trotz Mutationen an verschiedenen Stellen in TM1 und 

TM2 konnte keine Variante die Regulation in der G19K-Mutante wiederherstellen und 

die Aktivität wurde weiter gemindert. Bei der A16K-Mutante blieb die Regulation mit 

der zusätzlichen Mutation in TM2 fast unverändert. Auch wenn v.a. die Ergebnisse 

der A16K/V203E-Mutante Hoffnung auf eine Steigerungsmöglichkeit der Aktivität 

gegeben haben, wurde hier nicht weiter gearbeitet. 

 

 

3.1.2 Insertion hydrophiler Aminosäuren in die zweite Transmembranhelix von Tsr 

Im nächsten Ansatz wurde getestet, welche und wie viele ASn in TM2 von Tsr-

HAMPTsr-Rv3645 ohne Funktions- und Regulationsverlust gegen hydrophile Reste 

ausgetauscht werden können. Dies sollte die anschließende Solubilisation des 

Transmembranbereichs erleichtern. Mutationsstudien an den Transmembranhelices 

von Tsr lagen vor (J. S. Parkinson, persönliche Mitteilung, Anhang 1). Dort wurden in 

fortlaufender Reihenfolge einzelne ASn in den TMs mutiert und die Mutationen 

entsprechend ihrem Einfluss auf die Tsr-Rezeptorfunktion geordnet. K. Kanchan 

untersuchte in ihrer Dissertation eine Chimäre mit insgesamt 15 AS-Substitutionen in 
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beiden Transmembranhelices (Kanchan, 2011), die laut den Mutationsstudien von J. 

S. Parkinson einzeln kaum zur Beeinträchtigung der Rezeptorfunktion führten. In der 

Summe ergaben diese 15 Austausche in der erwähnten Chimäre aber ein nicht 

reguliertes Konstrukt. In Fig. 14 sind die 15 mutierten ASn dieser Chimäre Tsr-(mut)-

Rv3645 dargestellt (Kanchan, 2011). 

 

 

        TM1              TM2 

 

 IVTSLLLVLAVFGLLQLTSGGLF    AMWILVGVMIVVLAVIFAVWFGI 
 

         MQG   LY    P     S        SQ    A         Q   NS      LS 
 

Fig. 14: Darstellung der Mutationen in TM1 und TM2 in Tsr-(mut)-Rv3645 von K. Kanchan 

entsprechend den Mutationsstudien von J. S. Parkinson. 

 

 

3.1.2.1 Tsr-HAMPTsr-Rv3645 [A192S/L196Q/F208S] 

Die vorhergehenden Experimente zeigten, dass bereits einzelne AS-Austausche in 

der TM1 erheblichen Einfluss auf Aktivität und Regulation der AC haben können. 

Deshalb wurden keine Mutationen in der TM1 geplant. Die TM2 ist möglicherweise 

verträglicher gegenüber Mutationen, da selbst ein Austausch der ganzen TM2 von 

Tar durch die von Tsr und umgekehrt die jeweilige Rezeptorfunktion unbeeinträchtigt 

lässt (Tatsuno et al., 1994). In Anlehnung an Tsr-(mut)-Rv3645 (Fig. 14) wurden als 

erste Mutationen A192S, L196Q und F208S anhand der folgenden Kriterien 

ausgewählt. A192 ist die erste AS der TM2 und möglicherweise einfacher in eine 

hydrophile AS zu mutieren als eine Position inmitten des Tranmembranbereichs. Die 

A192S- bzw. L196Q-Mutante besitzen laut den Mutationsstudien (von J. S. 

Parkinson) immer noch eine fast unbeeinträchtigte Rezeptorfunktion. Außerdem 

wurde die Mutation F208 zu Tyr, Ser und Cys getestet (J. S. Parkinson). Obwohl 

F208Y die Rezeptorfunktion am wenigsten beeinträchtigte, wurde die Mutation 

F208S ausgewählt, da es sich um eine kleinere AS im Vergleich zu Tyr handelt. 

Zusätzlich zeigt Ser im Vergleich mit Tyr deutlich weniger Ähnlichkeit zu Phe. Die 

Ergebnisse der Positivkontrolle Tsr-HAMPTsr-Rv3645 und der Leervektor pQE30 als 

Negativkontrolle sind Fig. 9 zu entnehmen. 
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Fig. 15: AC-Aktivität der [A192S/L196Q/F208S]-Mutante von Tsr-HAMPTsr-Rv3645 (20 µg 

Membranpräparation, n=4). Western Blot mit Anti-RGS-His4 Antikörper (2 µg Protein, 5 min 

Belichtung), erwartete Bandenhöhe 54 kDa. 

 

 

Die [A192S/L196Q/F208S]-Mutante zeigte mit 2,1 ± 0,1 nmol cAMP∙mg-1∙min-1 

ungefähr 40% der Aktivität des Ausgangskonstrukts. Die Hemmung durch 1 mM 

Serin war signifikant (*** = p<0,001) bei 70%. Die erhaltene Bande im Western Blot 

erschien wie bei fast allen vorherigen Konstrukten zu hoch. Wahrscheinlich liegt die 

Ursache darin, dass für diese Proteingröße eine zu hohe Dichte des SDS-Gels 

gewählt wurde und der Standard in diesem Bereich nicht mehr linear verläuft. Da 

jedoch keine Abbaubanden detektiert wurden und das Protein sowohl aktiv als auch 

reguliert war, wurde davon ausgegangen, dass es sich bei der Bande um das 

gewünschte Protein handelte. Eine zusätzliche Fehlerquelle war die Übertragung der 

Markerlinien per Hand durch Übereinanderlegen der Coomassie-gefärbten Membran 

und der Röntgenfilme. 

 

 

3.1.2.2 Tsr-HAMPTsr-Rv3645 [A192S/W194R/L196Q/M200K/F208S] 

Da die [A192S/L196Q/F208S]-Mutante Aktivität und Regulation zeigte, wurden die 

zusätzlichen Mutationen W194R und M200K eingefügt. Beide Mutationen hatten 

einzeln keinen negativen Einfluss auf die Rezeptorfunktion (J. S. Parkinson). Vier der 

fünf eingebrachten Mutationen befinden sich in der ersten Hälfte der TM2. 
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Fig. 16: AC-Aktivität der [A192S/W194R/L196Q/M200K/F208S]-Mutante von Tsr-HAMPTsr-Rv3645 (20 

µg Membranpräparation, n=4). Western Blot mit Anti-RGS-His4 Antikörper (5 µg Protein), erwartete 

Bandenhöhe 54 kDa 

 

 

Die [A192S/W194R/L196Q/M200K/F208S]-Mutante zeigte mit ca. 22 pmol cAMP∙ 

mg-1∙min-1 kaum AC-Aktivität verglichen mit der [A192S/L196Q/F208S]-Mutante 

(Negativkontrolle ca. 15 pmol cAMP∙mg-1∙min-1). Das Konstrukt war nicht durch Serin 

reguliert. Höchstwahrscheinlich wurde das Protein nur schwach exprimiert, da keine 

eindeutige Bande im Western Blot nachweisbar war. 

Die getestete Kombination dieser fünf Mutationen war weder mit einer vernünftigen 

Expression noch mit der Regulation der AC verträglich. Weitere mögliche AS-

Austausche mit hydrophilen Resten, welche die Tsr-Rezeptorfunktion nicht 

beeinträchtigten, wären entsprechend den Mutationsstudien F208Y und G213C/S (J. 

S. Parkinson). Alle anderen Mutationen störten den Rezeptor in unterschiedlich 

starkem Ausmaß (J. S. Parkinson). Auf die Suche nach weiteren 

Mutationskombinationen in der TM2 wurde verzichtet, da der Einsatz von 

Fusionsproteinen gutes Gelingen bei der Solubilisation von Membranproteinen 

versprach. 

 

 

3.1.3 Fusionsproteine zur Unterstützung der Solubilisation 

Der Einsatz von Fusionsproteinen ist vielfältig und aus der Biotechnologie nicht mehr 

wegzudenken. Durch genetische Fusion entstehen rekombinante Proteine mit den 

kombinierten Eigenschaften der jeweiligen Ausgangsmoleküle (Uhlen et al., 1992). 

Anwendungsmöglichkeiten sind beispielsweise die Reinigung von Proteinen mittels 

His-Tag über Affinitätschromatographie mit immobilisierten Metallionen (IMAC) 

(Uhlen et al., 1992), Detektion von Proteinen mit Hilfe von GFP (Muller-Lucks et al., 

2012), Erhöhung der Proteinmenge in Überexpressionssystemen mit Mistic 

(„membrane-integrating sequence for translation of integral membrane protein 
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constructs“) (Blain et al., 2010), Schutz der rekombinanten Proteine vor 

proteolytischem Abbau oder gezielte Pharmakotherapie (Uhlen et al., 1992). Bei 

diesen Anwendungen wird das Fusionsprotein meist N- oder C-terminal mit dem zu 

untersuchenden Protein verknüpft und kann bei Bedarf durch das Einfügen 

bestimmter Schnittstellen (z.B. für Thrombin oder factor Xa) entfernt werden (Uhlen 

et al., 1992). Das Fusionsprotein kann auch mitten in ein anderes Protein eingefügt 

werden, was im Fall des T4 Lysozyms die Kristallisation des β2-adrenergen 

Rezeptors erleichterte (Rosenbaum et al., 2007). Ein weiterer Vorteil ist, dass 

hydrophile und gut lösliche Fusionsproteine die Solubilisation ihrer Partnerproteine 

begünstigen und die Bildung von Aggregaten oder inclusion bodies bei der 

Überexpression reduzieren können. Bekannte Vertreter dieser Fusionsproteine sind 

Thioredoxin, Glutathion-S-Transferase oder das Maltose-Bindeprotein (Kapust and 

Waugh, 1999). Für die Solubilisation von Tsr-HAMPTsr-Rv3645 wurden T4L* und eine 

Kombination aus YaiN und YbeL als Fusionsproteine eingesetzt, welche in anderen 

Arbeiten bereits gute Ergebnisse beim Einsatz mit Membranproteinen gezeigt hatten 

(Leviatan et al., 2010; Rosenbaum et al., 2007). 

 

 

3.1.3.1 T4* Lysozym 

Das Lysozym des Bakteriophagen T4 (T4L) ist ein lösliches Enzym mit bekannter 

Struktur (Baase et al., 2010). T4L wurde z.B. für die Kristallisation des β2-adrenergen 

Rezeptors verwendet, da es in Fusion mit dem Protein die hydrophile Oberfläche 

vergrößerte, die interne Flexibilität im Partnerprotein reduzierte und somit die 

Kristallisationseigenschaften entscheidend verbesserte (Cherezov et al., 2007). 

Durch die hier verwendete Mutation E11N ist T4L enzymatisch inaktiv (T4L*) und 

unfähig bakterielle Zellwände aufzuspalten (Shoichet et al., 1995). Diese Eigenschaft 

ist von Bedeutung, wenn T4L mit Peptidoglycan der Bakterienwand in Kontakt treten 

kann und seine Endoacetylmuramidase-Aktivität (Matthews et al., 1981) unerwünscht 

ist. Dies war bei einem der beiden folgenden Konstrukte der Fall. 

Um den idealen Verknüpfungspunkt von T4L* mit Tsr-HAMPTsr-Rv3645 zur ermitteln, 

erfolgte die Fusion an zwei verschiedenen Stellen. Das Lysozym wurde auf beiden 

Seiten der Membran eingefügt, da sich die Positionierung möglicherweise 

unterschiedlich auf die Solubilisation auswirkt. T4L* wurde im ersten Konstrukt N-

terminal an Tsr-HAMPTsr-Rv3645 fusioniert (T4L-Tsr-HAMPTsr-Rv3645). Dies hatte 

zur Folge, dass T4L* im rekombinanten Protein im Cytoplasma lokalisiert war. Im 

zweiten Konstrukt wurde T4L* im Periplasma zwischen dem Ende der TM1 (F29) und 

der periplasmatischen Schleife (F30) des Tsr-Rezeptors positioniert (TM1Tsr-T4L-Tsr-

HAMPTsr-Rv3645) (Fig. 17).  
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Fig. 17: Schematische Darstellung von T4L-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 (links) und TM1Tsr-T4L-Tsr-HAMPTsr-

Rv3645 (rechts). Die Konstrukte sind Dimere und unterscheiden sich durch die Position von T4L* im 

Cytoplasma oder im Periplasma. 

 

 

Bevor mit den Solubilisationsversuchen begonnen wurde, musste zunächst die 

Funktionalität des Fusionsproteins in der Membran untersucht werden. Das Konstrukt 

Tsr-HAMPTsr-Rv3645 diente als Positivkontrolle und der Leervektor pQE30 als 

Negativkontrolle (Fig. 9). 

 

   
 

Fig. 18: AC-Aktivität von T4L-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 (links) und TM1Tsr-T4L-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

(rechts) (20 µg Membranpräparation, n=4). Western Blot mit Anti-RGS-His4 Antikörper von T4L-Tsr-

HAMPTsr-Rv3645 (links) und TM1Tsr-T4L-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 (rechts), je 8 µg Protein, 5 min 

Belichtung. Erwartete Bandenhöhe 72 kDa. 

 

 

Bei T4L-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 mit T4L* als cytosolischem Anteil lag die Basalaktivität 

bei ca. 840 pmol cAMP∙mg-1∙min-1 mit einer Hemmung von 78% bei 1 mM Serin 

(p=0,06). War T4L* bei TM1Tsr-T4L-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 im Periplasma lokalisiert, 

sank die Basalaktivität auf ca. 90 pmol cAMP∙mg-1∙min-1 und Serin regulierte nicht 
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mehr. Im Western Blot ist zu sehen, dass letzteres Konstrukt nur sehr gering 

exprimiert wurde. Die Banden scheinen tiefer als erwartet zu laufen, jedoch kann 

angemerkt werden, dass die Überexpressionsbanden in Coomassiegefärbten SDS-

Gelen erkennbar über der 66,2 kDa Markerbande detektiert wurden (Fig. 19). Bei 

diesem Western Blot handelt es sich vermutlich um Ungenauigkeiten bei der 

Übertragung des Markers von der gefärbten Membran auf den Röntgenfilm. 

 

 

 

 

Auf Grund der niedrigen Aktivität von T4L-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 und dem Verlust der 

Regulation von TM1Tsr-T4L-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 wurden keine weiteren 

Experimente mit T4L* als Fusionsprotein durchgeführt. Da allem Anschein nach eine 

Fusion an einem der Termini von Tsr-HAMPTsr-Rv3645 toleriert wurde, 

konzentrierten sich die Versuche auf die Fusionsproteine YaiN und YbeL. Nur bei 

Erhalt von Regulation und Aktivität im gelösten Protein kann angenommen werden, 

dass eine daraus resultierende Kristallstruktur einem reellen Zustand entspricht. 

 

 

3.1.3.2 YaiN und YbeL 

Bei YaiN und YbeL handelt es sich um zwei stark hydrophile bakterielle Proteine mit 

einer Länge von ungefähr 100 ASn. Eine globuläre Struktur wird nicht vorhergesagt. 

YaiN (91 ASn) stammt aus dem E. coli Operon frm und ist vermutlich am Abbau von 

Formaldehyd beteiligt. YbeL (120 ASn) ist Teil des E. coli YbeL Gens mit 

unbekannter Funktion (Leviatan et al., 2010). In der Arbeit von Leviatan et al. (2010) 

(Leviatan et al., 2010) wurden acht verschiedene Expressionskassetten mit diesen 

zwei Fusionsproteinen konstruiert. Die beiden Proteine befanden sich jeweils N- oder 

C-terminal oder an beiden Termini des zu untersuchenden Membranproteins (Fig. 

20). Dies beeinflusste sowohl die Expression der Fusionsproteine als auch das 

Fig. 19: Coomassie-gefärbtes SDS-Gel mit 

Protein-Marker I, Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

[A192S/L196Q/F208S], T4L-Tsr-HAMPTsr-

Rv3645 und TM1Tsr-T4L-Tsr-HAMPTsr-

Rv3645 (von li nach re). 5 µl Marker, je 20 

µg Membranpräparation, erwartete 

Bandenhöhe 54 kDa [A192S/L196Q/F208S] 

bzw. 72 kDa T4L*-Konstrukte (Pfeil). 

[A192S/L196Q/F208S] dient zum Vergleich 

der Überexpressionsbanden der T4L*-

Konstrukte. 
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Herauslösen aus der Membran. Deshalb müssen alle acht möglichen Fusionsstellen 

durchgetestet werden. 

 

 

 

Fig. 20: Acht mögliche Expressionskassetten mit den Fusionsproteinen YaiN und YbeL und der zu 

solubilisierenden Chimäre Tsr-HAMPTsr-Rv3645. 

 

 

3.1.3.2.1 Expressionskassetten 

Die acht verschiedenen Fusionsproteine von Tsr-HAMPTsr-Rv3645 mit YaiN und 

YbeL (Fig. 20) und Tsr-HAMPTsr-Rv3645 als Kontrolle wurden in pET28a(+) angelegt, 

da dieser Vektor zur Reinigung und Detektion des Proteins mit einem N- und C-

terminalen His6-Tag versehen ist. Die Konstrukte wurden in E. coli C43(DE3) 

exprimiert, da dieser Stamm generell eine höhere Verträglichkeit gegenüber 

toxischen rekombinanten Proteinen besitzt als E. coli BL21(DE3) (Dumon-Seignovert 

et al., 2004). Fig. 21 zeigt den Vergleich der Aktivitäten von Tsr-HAMPTsr-Rv3645 in 

E. coli BL21(DE3) pREP4 pQE30 und E. coli C43(DE3) pET28a(+), die 

Negativkontrolle E. coli C43(DE3) pET28a(+) Leervektor und deren Western Blots. 
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Die Basalaktivität des Leervektors pET28a(+) lag bei ca. 23 pmol cAMP∙mg-1∙min-1. 

Die Basalaktivität der Chimäre Tsr-HAMPTsr-Rv3645 betrug in pQE30 nur ein zehntel 

der Aktivität in pET28a(+) (signifikant, *** = p<0,001). In pQE30 betrug sie 4,9 ± 0,3 

nmol cAMP∙mg-1∙min-1, während sie in pET28a(+) 49,9 ± 21,0 nmol cAMP∙mg-1∙min-1 

erreichte. Die Hemmung durch 10 mM Serin betrug 83% (pQE30) bzw. 87% 

(pET28a(+)). 

Anschließend wurden die Auswirkungen der Fusionsproteine YaiN und YbeL auf die 

Aktivität von Tsr-HAMPTsr-Rv3645 in den acht Expressionskassetten von pET28a(+) 

untersucht (Fig. 22). 
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Fig. 21: AC-Aktivität von Tsr-HAMPTsr-Rv3645 in E. coli 

BL21(DE3) pREP4 pQE30 (n=6-18) und E. coli C43(DE3) 

pET28a(+) (n=2-3) und Negativkontrolle E. coli C43(DE3) 

pET28a(+) Leervektor (n=2), je 20 µg Membranpräparation. 

Western Blot mit Anti-RGS-His4 Antikörper für a) Tsr-HAMPTsr-

Rv3645 in pQE30, b) Tsr-HAMPTsr-Rv3645 in pET28a(+), c) 

Negativkontrolle pET28a(+) (je 5 µg Protein, 2 sec Belichtung), 

erwartete Bandenhöhe 54 kDa. 
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A 

 

B 

          

 

 

 

Fig. 22: A) AC-Aktivität der acht Fusionskonstrukte von Tsr-HAMPTsr-Rv3645 mit YaiN und YbeL. Die 

Konstrukte sind nach der Position des Fusionsproteins benannt (z.B. N-YbeL = YbeL N-terminal von 

Tsr-HAMPTsr-Rv3645). Je 20 µg Membranpräparation, n=2. 

B) Western Blot mit Anti-RGS-His4 Antikörper. Von li nach re: N-YbeL (70 kDa), C-YaiN (66 kDa), N-

YaiN (66 kDa) (je 5 µg Protein, 10 sec Belichtung), C-YbeL (70 kDa, 5 µg Protein), N-YbeL_C-YaiN 

(80 kDa), N-_C-YbeL (84 kDa) (je 10 µg Protein), N-YaiN_C-YbeL (80 kDa), N-_C-YaiN (76 kDa) (je 5 

µg Protein, 2 sec Belichtung). 

 

 

Verglichen mit Tsr-HAMPTsr-Rv3645 in pET28a(+) verlieren die Fusionskonstrukte 

mit YaiN und/oder YbeL an Aktivität. Mit Ausnahme von N-YaiN_C-YbeL und N-

YaiN_C-YaiN wurden alle Fusionskonstrukte durch 10 mM Serin zwischen 67-92% 

gehemmt. 
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3.1.3.2.2 N-YbeL 

Für Solubilisationsversuche wurde nur mit dem aktivsten regulierten Konstrukt N-

YbeL weitergearbeitet. In Vorversuchen (n=2) in kleinem Maßstab (200 µl 

Membranpräparation mit 50 µl Detergenslösung) wurden die Auswirkungen 

unterschiedlicher Detergenzien und deren Konzentration auf die Aktivität und 

Regulation untersucht. Als Kontrolle diente Membranpräparation mit Zugabe von 

Puffer anstatt Detergenslösung. Nach Inkubation der Membranpräparation für 1 h mit 

0,5, 1 und 2% DDM bzw. C12E8 wurde zentrifugiert (20.800 x g, 30 min, 4°C) und in 

Überstand und Pellet getrennt. Nach Auflösen des Pellets in Solubilisationspuffer 

wurden beide Fraktionen getestet (Tab. 16).  

 

 
Tab. 16: AC-Aktivitäten der Membranpräparation von N-YbeL mit und ohne Detergens (Inkubation 1 h, 

auf Eis, leicht schütteln, n=2). Mit Detergens behandelte Präparationen wurden auf AC-Aktivität in 

Überstand (ÜS) und Pellet (P) getestet. 

 

 
ohne 

Detergens 

Konzentration DDM [%] Konzentration C12E8 [%] 

0,5 1 2 0,5 1 2 

ÜS P ÜS P ÜS P ÜS P ÜS P ÜS P 

basal 
[pmol 
cAMP∙mg-1 

∙min-1] 

9571 233 78 223 63 193 54 178 44 127 24 124 26 

10 mM Ser 
[pmol 
cAMP∙mg-1 

∙min-1] 

861 159 65 186 61 147 52 143 27 105 22 110 25 

Hemmung 
[%] 

91 32 17 17 3 24 4 20 39 17 10 11 5 

 

 

Mit Detergens wurden nur maximal 2% der Aktivität der Kontrolle erreicht. Mit 

höherer Detergenskonzentration nahm die Aktivität tendenziell weiter ab, die 

Regulation bzw. Hemmung durch 10 mM Serin lag bei maximal 32%. C12E8 hemmte 

noch stärker als DDM. Die Restaktivität im Pellet war gering und teilweise nur auf 

Höhe der Negativkontrolle (Fig. 21). Auf Grund der Ergebnisse für DDM und C12E8 

wurde entschieden das Detergens zu wechseln. Die Solubilisation im großen Ansatz 

(Membranpräparation aus 800 ml LB-Expressionsansatz) wurde mit 1% Brij58 für ca. 

4 h auf Eis bei 4°C durchgeführt. Der mit Ni-NTA gereinigte Proteinüberstand wurde 

zur Gelfiltration (GF) auf eine Superdex-200 10/30 Säule aufgetragen. Der 

verwendete GF-Puffer enthielt nur noch 0,05% Brij58. Das Ergebnis der Auftrennung 

bei der Gelfiltration ist in Fig. 23 zu sehen. 
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Fig. 23: Auftrennung des solubilisierten N-YbeL (nach Ni-NTA Reinigung) durch Gelfiltration auf einer 

Superdex-200 10/30 Säule. Laufbedingungen: 20 mM Tris/HCl pH 7,5, 100 mM NaCl, 10 mM KCl, 

0,05% Brij58, Absorption bei 280 nm. Ab 6 ml wurde fraktioniert (0,5 ml Fraktionen). Für den AC-Test 

wurden mehrere Fraktionen gepoolt (F1-4) und getestet. 

 

 

Zur Größenbestimmung der eluierten Proteine wurde eine Kalibriergerade für die 

Superdex-200 10/30 Säule in GF-Puffer erstellt. Die verwendeten Markerproteine 

(Konzentration je Protein 2 mg∙ml-1, je 200 µl aufgetragen) und die erhaltene 

Kalibriergerade zeigt Fig. 24. 

 

 
 

Fig. 24: Links Tabelle mit Markerproteinen für eine Superdex-200 10/30 Säule in GF-Puffer. 

Rechts daraus resultierende Kalibriergerade mit Gleichung. 

 

Laut der Kalibriergerade wäre die Elution des 70 kDa großen N-YbeL (Monomer) bei 

ungefähr 14,3 ml zu erwarten. Die prominenten Peaks (F1-4) wurden jedoch bereits 

früher eluiert. Bei F3 und F4 könnte es sich um das Tetramer (erwartet bei ca. 11,3 

ml) bzw. das Dimer (erwartet bei ca. 12,8 ml) handeln. Da F1-4 ineinander 

y = -2,17ln(x) + 23,487
R² = 0,9947

8

12

16

20

1 10 100 1000

V
E

lu
ti

o
n

[m
l]

ln (MW) [kDa]

Marker MW [kDa] VElution [ml] 

Cytochrom C 12,5 18,25 

Ovalbumin 43 15,19 

Phosphorylase b 96 13,28 

Thyroglobulin 669 9,57 

         

0        5,0               10,0       15,0                20,0        25,0                ml 

mAU 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

P1 

P2  P3 

PX 

         

0        5,0               10,0       15,0                20,0        25,0                ml 

mAU 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

P1 

P2  P3 

PX 

         

0        5,0               10,0       15,0                20,0        25,0                ml 

mAU 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

P1 

P2  P3 

PX 

         

0        5,0               10,0       15,0                20,0        25,0                ml 

mAU 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

P1 

P2  P3 

PX 

         

0        5,0               10,0       15,0                20,0        25,0                ml 

mAU 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

P1 

P2  P3 

PX 

         

0        5,0               10,0       15,0                20,0        25,0                ml 

mAU 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

P1 

P2  P3 

PX 

F1 

F2 

F3 
F4 



Ergebnisse YaiN und YbeL Solubilisation 

67 
 

übergehen, war mit keiner guten Auftrennung zu rechnen. Möglicherweise bildeten 

sich Agglomerate auf Grund der hohen Ausgangskonzentration der aufgetragenen 

Proteinprobe. Die Aktivität der gepoolten Fraktionen von F1-4 wurde im AC-Test 

untersucht. Die Peaks mit einem Elutionsvolumen von 27 ml wurden nicht untersucht, 

da es sich hierbei normalerweise um sehr kleine Moleküle handelt, die kurz vor dem 

totalen Säulenvolumen eluiert werden. Falls Moleküle unspezifisch an das 

Gelfiltrationsmedium binden, kann dies mit vermehrten Waschschritten oder 

Änderungen in der Pufferzusammensetzung unterbunden werden. 

 

 

A 

 
 

B            SDS-PAGE    C                Western Blot 

                 

 

Fig. 25: A) AC-Aktivität von N-YbeL (n=2) nach Solubilisation in 1% Brij58 (P = Pellet, ÜS = 

Überstand), bei Reinigung mit Ni-NTA (Ä = Äquilibrierung, W1-3 = Waschschritte 1-3, E = Elution, EP = 

Pellet des Eluats) und nach Gelfiltration mit 0,05% Brij58 (F1-4 = Fraktionen 1-4). 1-3 µg Protein für 

F1-4, sonst je 20 µg Protein. Prozentuale Hemmung (-) bzw. Aktivierung (+) durch 10 mM Serin im 

Diagramm angegeben. Nähere Erläuterung im Text. 

Fig. 25 (vorige Seite): B) 15% SDS-Gel mit Proben nach Reinigung mit Ni-NTA (Ä, W1-3, E = 5 µg 

Protein) und nach Gelfiltration (F1-4 = 1-1,7 µg Protein), erwartete Bandenhöhe 70 kDa mit Pfeil 

markiert. 

C) Western Blot mit Anti-RGS-His4 Antikörper mit denselben Proben (10 sec Belichtung). 
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Das Ergebnis des AC-Tests (Fig. 25, n=2) machte deutlich, dass nach Zugabe von 

1% Brij58 die Basalaktivität gegenüber der Membranpräparation zurückging. Nach 

der Solubilisation wurde die Proteinlösung zentrifugiert, um die Restaktivität im Pellet 

(P) bestimmen zu können. Sie betrug nur noch ein sechzehntel im Vergleich mit der 

Membranpräparation und zeigte Regulation durch 10 mM Serin (85% Hemmung). 

Der Überstand (ÜS) hatte eine zehnfach geringere Basalaktivität als das Pellet und 

noch 25% Hemmung durch 10 mM Serin. Die einzelnen Waschschritte bei der Ni-

NTA-Reinigung (Ä = Äquilibrierung mit dem Überstand, Waschschritte W1-3) wiesen 

kaum Aktivität auf, d.h. das Protein wurde nicht frühzeitig eluiert. Das eluierte N-YbeL 

(E) zeigte mit ca. 800 pmol cAMP∙mg-1∙min-1 eine höhere Basalaktivität als der 

Überstand vor der Ni-NTA-Reinigung, aber die gleiche Regulation durch Serin. Wie 

im SDS-Gel sichtbar, ist das Eluat noch aus vielen Proteinbanden zusammengesetzt. 

Zur weiteren Reinigung und Umpufferung wurde das Eluat auf eine 

Gelfiltrationssäule aufgetragen. Um ein Verstopfen der Säule durch Präzipitate zu 

vermeiden, ist eine Zentrifugation notwendig und nur der hierbei erhaltene Überstand 

wird auf die Säule geladen. Die „verlorene“ Restaktivität in dem zurückbleibenden 

Pellet (EP) wurde ebenfalls getestet. Sie war vergleichbar mit der Basalaktivität des 

Eluats der Ni-NTA-Reinigung mit geringerer Regulation durch Serin (11% 

Hemmung). Zur Minimierung dieses Verlusts wäre es sinnvoll, das Eluat in mehreren 

Runden auf die Gelfiltrationssäule aufzutragen und entsprechende Fraktionen zu 

vereinigen. Nach der Gelfiltration wurden vier Fraktionen (F1-4) gesammelt und 

getestet. Die Basalaktivität und Regulation durch Serin ist in F4 am höchsten (ca. 2,2 

nmol cAMP∙mg-1∙min-1, 22% Hemmung), erreicht aber nicht dieselben Werte wie die 

Membranpräparation (ca. 10 nmol cAMP∙mg-1∙min-1, 90% Hemmung). Die Aktivität 

für F4 ist plausibel, da diese Fraktion dem errechneten Wert zur Elution des Dimers 

(12,8 ml) am nächsten lag. Das mutmaßliche Tetramer in F3 ist weniger aktiv und 

reguliert als das Dimer in F4. Das SDS-Gel zeigt eine Verbesserung der Reinigung 

nach Gelfiltration (F1-4) verglichen mit dem Eluat (E) nach der Ni-NTA-Reinigung. Im 

Western Blot kann N-YbeL im Eluat (E) und allen vier Fraktionen (F1-4) 

nachgewiesen werden. Vermutlich bildet N-YbeL Agglomerate und die einzelnen 

Oligomere wurden in der Gelfiltration kaum voneinander getrennt. 

Der Aktivitätsverlust nach Detergenszugabe ließ sich durch die Ni-NTA-Reinigung 

und Gelfiltration zwar teilweise aufheben, jedoch konnte die Regulation durch Serin 

nicht die Ausgangswerte der Membranpräparation erreichen. Da die Zugabe von 

Detergens zu einem Aktivitätsrückgang führte, wurden weitere Versuche mit den 

weniger aktiven Fusionskonstrukten nicht durchgeführt. Um den tatsächlichen Effekt 

von N-YbeL auf die Solubilisation einschätzen zu können, wurde Tsr-HAMPTsr-

Rv3645 ohne Fusionsproteine solubilisiert. 
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3.1.3.2.3 Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

Anhand der Ergebnisse mit N-YbeL ließ sich vermuten, dass das Fusionsprotein aus 

der Membran gelöst werden konnte, allerdings mit eingeschränkt funktionsfähiger 

Rezeptordomäne. Um auszuschließen, dass YbeL die Faltung des Rezeptors 

behinderte, wurden Solubilisationsversuche mit Tsr-HAMPTsr-Rv3645 ohne 

Fusionsproteine entsprechend der etablierten Protokolle durchgeführt. 

In Vorversuchen in kleinem Maßstab (200 µl Membranpräparation mit 50 µl 

Detergenslösung) wurden die Auswirkungen von 0,5% DDM bzw. Brij58 untersucht. 

0,5% DDM reduzierte die Basalaktivität auf ca. 12 nmol cAMP∙mg-1∙min-1 (79% 

Hemmung bei 10 mM Serin), während mit 0,5% Brij58 eine Basalaktivität von ca. 50 

nmol cAMP∙mg-1∙min-1 (88% Hemmung bei 10 mM Serin) erhalten wurde (n=2). Wie 

bei N-YbeL schien sich Brij58 besser für die Solubilisation zu eignen, da höhere 

Aktivitäten erzielt wurden. Im Gegensatz zu N-YbeL blieb in diesen Vorversuchen die 

Regulation des Rezeptors erhalten. Da die Versuchsdurchführung über zwei Tage 

angesetzt war, wurden unterschiedliche Lagerungsbedingungen für das Protein 

getestet. Nach Zugabe von 1% Brij58 zur Membranpräparation (aus 800 ml 

Expressionsansatz) und Inkubation für ca. 3 h auf Eis bei 4°C wurde die Suspension 

zentrifugiert (100.000 x g, 1 h, 4°C). Der Überstand wurde ÜN auf Eis bei 4°C oder 

bei -20°C oder nach Einfrieren in flüssigem N2 bei -80°C gelagert. Die Basalaktivität 

aller drei Lagerungsbedingungen betrug 16,7 bis 20,5 nmol cAMP∙mg-1∙min-1 bei 

einer fast 90%igen Hemmung durch 10 mM Serin (n=2). Nicht die Art der Lagerung 

sondern die Lagerungsdauer schien von Bedeutung zu sein, da ÜN ein 

Aktivitätsverlust von 60 bis 67% auftrat. Auf Grund des Versuchsablaufs wurde das 

Eluat nach der Ni-NTA Reinigung trotzdem ÜN auf Eis bei 4°C gelagert. Wie bei N-

YbeL wurde das Eluat konzentriert und zur Gelfiltration auf eine Superdex-200 10/30 

Säule aufgetragen (Fig. 26). 
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Fig. 26: Auftrennung des solubilisierten Tsr-HAMPTsr-Rv3645 (nach Ni-NTA-Reinigung) auf einer 

Superdex-200 10/30 Säule. Laufbedingungen: 20 mM Tris/HCl pH 7,5, 100 mM NaCl, 10 mM KCl, 

0,05% Brij58, Absorption bei 280 nm. Ab 6 ml wurde fraktioniert (0,5 ml Fraktionen). Für den AC-Test 

wurden drei Fraktionen gesammelt (F1-3). 

 

 

Laut der Kalibriergerade (Fig. 24) wäre die Elution des 54 kDa großen Monomers bei 

ungefähr 14,8 ml erwartet worden, das Dimer bei ca. 13,3 ml und das Tetramer bei 

ca. 11,8 ml. Die prominenten Peaks, die ineinander übergehen, erschienen zwischen 

8 bis 12 ml. Da wie bei N-YbeL keine gute Auftrennung der Peaks erfolgte, war auch 

bei Tsr-HAMPTsr-Rv3645 mit der Bildung von Agglomeraten durch die hohe 

Proteinkonzentration in der aufgetragenen Probe zu rechnen. Es wurden drei 

Fraktionen (F1-3) gesammelt, wobei es sich bei F2 möglicherweise um das Tetramer 

und bei F3 um das Dimer handelte. Aus den bereits erwähnten Gründen wurde der 

Peak bei 27 ml Elutionsvolumen nicht weiter untersucht. Die Aktivitäten von Tsr- 

HAMPTsr-Rv3645 nach Solubilisation, Ni-NTA-Reinigung und Gelfiltration, sowie das 

SDS-Gel und den Western Blot der Reinigungsschritte zeigt Fig. 27. 
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A 

 
 

 B                SDS-PAGE   C              Western Blot 

       

 

Fig. 27: A) AC-Aktivität von Tsr-HAMPTsr-Rv3645 (n=2) nach Solubilisation in 1% Brij58 (P = Pellet, 

ÜS = Überstand), bei Reinigung mit Ni-NTA (Ä = Äquilibrierung, W1-3 = Waschschritte 1-3, E = 

Elution, EP = Pellet des Eluats) und nach Gelfiltration mit 0,05% Brij58 (F1-3 = Fraktionen 1-3). 3-4 µg 

Protein für EP und F1-3, sonst je 20 µg Protein. Prozentuale Hemmung durch 10 mM Serin im 

Diagramm angegeben. Nähere Erläuterung im Text. 

B) 15% SDS-Gel der Proben nach Reinigung mit Ni-NTA (Ä, W1-3, E = 5 µg Protein) und nach 

Gelfiltration (F1-3 = 2 µg Protein), erwartete Bandenhöhe 54 kDa mit Pfeil markiert. 

C) Western Blot mit Anti-RGS-His4 Antikörper mit denselben Proben (20 sec Belichtung). 

 

 

Die Ergebnisse des AC-Tests (n=2) zeigen, dass auch die Aktivität von Tsr-HAMPTsr-

Rv3645 durch das Detergens beeinflusst wurde (Fig. 27). Nach der Solubilisation mit 

1% Brij58 wurde die Proteinlösung zentrifugiert, um die Restaktivität in den 

Membranbestandteilen (P) zu bestimmen. Diese Basalaktivität betrug ein Drittel 

verglichen mit der Aktivität der Membranpräparation vor Detergenszugabe. Die 

Basalaktivität des Überstandes (ÜS) erreichte ein Drittel der Aktivität von P, jedoch 

zeigten ÜS und P dieselbe Regulation durch 10 mM Serin (88% Hemmung). Die 

Imidazolkonzentrationen während der Ni-NTA-Reinigung bedürfen weiterer 

Anpassung, da bei der Äquilibrierung mit dem Überstand (Ä) und v.a. im dritten 
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Waschschritt (W3) ein großer Anteil des Proteins zu früh eluiert wurde und somit 

verloren ging. Dies wurde auch im SDS-Gel und im Western Blot nachgewiesen. Im 

Eluat nach der Ni-NTA-Reinigung konnte eine Basalaktivität von ca. 1 nmol 

cAMP∙mg-1∙min-1 bei 8%iger Hemmung durch Serin gemessen werden. Die 

Restaktivität im Pellet des Eluats (EP), welches durch den Zentrifugationsschritt vor 

der Gelfiltration entstand, betrug ein Drittel von E. Der Verlust an aktivem Protein 

schien somit geringer als bei N-YbeL zu sein, bei welchem E und EP gleich aktiv 

waren. Bei den gesammelten Fraktionen nach der Gelfiltration steigert sich die 

Aktivität bis zu F3 (ca. 2 nmol cAMP∙mg-1∙min-1), jedoch mit völligem Verlust der 

Regulation durch Serin. Es handelt sich bei F3 vermutlich um das Dimer, da es die 

höchste Aktivität der Fraktionen besitzt. Der Western Blot zeigt wie bei N-YbeL, dass 

in allen drei Fraktionen (F1-3) Tsr-HAMPTsr-Rv3645 enthalten ist, da sich die 

Agglomerate nicht gut trennen ließen. Trotz Proteinverlust während der Ni-NTA-

Reinigung (SDS-Gel, Western Blot), wurde nach der Gelfiltration (F1-3) eine gute 

Reinigung erzielt. Um auszuschließen, dass Imidazol die Aktivität und Regulation von 

Tsr-HAMPTsr-Rv3645 beeinträchtigte, wurde derselbe Versuch mit einer Dialyse ÜN 

im Anschluss an die Ni-NTA-Reinigung durchgeführt. Wie zuvor wurde die Probe am 

nächsten Morgen konzentriert und die Gelfiltration (Superdex-200 10/30 Säule) 

durchgeführt. Die Dialyse änderte jedoch am Ergebnis des AC-Tests nichts. Die 

Aktivität der Fraktionen nach der Gelfiltration war unverändert (Basalaktivität 2,5-2,8 

nmol cAMP∙mg-1∙min-1) und es war keine Regulation des Konstrukts feststellbar 

(n=2). 

Im Endeffekt wurde bei Tsr-HAMPTsr-Rv3645 der Solubilisationsprozess mit einer 

höheren Ausgangsaktivität begonnen, aber die Basalaktivität in der vermeintlichen 

Dimerfraktion nach der Gelfiltration war genauso hoch wie bei N-YbeL und die 

Regulation durch Serin ging verloren. So kann festgestellt werden, dass YbeL 

vermutlich einen positiven Einfluss auf die Solubilisation von Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

besitzt und es vielleicht durch Optimierung möglich ist, eine stärkere Regulation 

durch Serin zu erreichen. Für weitere Solubilisationsversuche wurde jedoch auf die 

Methode des zellfreien Systems umgestellt. 

 

 

3.1.4 Solubilisation via zellfreier Proteinbiosynthese 

Da im Rahmen der bisherigen Solubilisationsversuche mit und ohne YbeL zwar ein 

aktives, aber kaum reguliertes Konstrukt aus der Membran gelöst werden konnte, 

wurde mit der Etablierung des zellfreien Systems (ZS) ein anderer Ansatz zur Lösung 

des Problems verfolgt. Wird im ZS ohne Detergens exprimiert, entstehen Präzipitate, 

welche nach der Expression durch Zugabe von Detergens unter Umständen noch 

solublisiert werden können. Dieses Verfahren ähnelt der Solubilisation von inclusion 

bodies, wobei die korrekte Faltung des Proteins möglicherweise nicht immer erreicht 

werden kann. Deshalb scheinen im ZS die Chancen auf ein richtig gefaltetes Protein 

beim Einsatz von Detergenzien höher zu sein. Hierbei sollen sich die entstandenen 

Proteine korrekt in Micellen falten und anschließend für Aktivitäts- oder 

Kristallisationsversuche verwendbar werden. Die Schwierigkeiten bei der 
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Überexpression in Bakterien, das Herauslösen der Konstrukte aus der Membran und 

die Rekonstitution der richtigen Faltung, entfallen. 

Das Erlernen des ZSs und erste Vorversuche für die vorliegende Arbeit fanden am 

Institut für pharmazeutische und medizinische Chemie der Universität Kiel statt. Für 

die weiteren Experimente wurde das ZS in unserem Labor aufgebaut. Zur Kontrolle 

von Aktivität und Regulation der zellfrei exprimierten Proteine wurde anschließend 

der AC-Test durchgeführt. Da große Hoffnung auf dieses System gesetzt wurde, 

sollte die zellfreie Expression mit den beiden chimären Konstrukten Tsr-HAMPTsr-

Rv3645 und Tsr-HAMP3645-Rv3645 durchgeführt werden. Im Falle des Erfolges und 

bei möglicher Kristallisation könnten die Auswirkungen unterschiedlicher HAMP-

Domänen auf die Struktur desselben Proteins untersucht werden. Erste 

Expressionsversuche mit Tsr-HAMPTsr-Rv3645 und Tsr-HAMP3645-Rv3645 im ZS 

schlugen fehl und es konnte kein Protein mit passender Bandenhöhe im Western 

Blot nachgewiesen werden. Deshalb wurde GFP zur Stabilisierung und erleichterten 

Detektion C-terminal an Tsr-HAMPTsr-Rv3645 und Tsr-HAMP3645-Rv3645 fusioniert. 

Erst dann konnten Proteine mit richtiger Bandenhöhe im SDS-Gel und im Western 

Blot nachgewiesen werden. Als Positivkontrolle für das ZS diente die Expression von 

GFP (Fig. 28). Zusätzlich fungierte GFP in den Fusionskonstrukten als Indikator für 

die richtige Faltung der Proteine. Bei sichtbarer Fluoreszenz in den 

Reaktionsgefäßen war davon auszugehen, dass nicht nur GFP, sondern auch die 

damit fusionierten Konstrukte korrekt gefaltet waren. 

 

 

Fig. 28: Auswirkung unterschiedlicher Mg2+-Konzentrationen (von li nach re: 8 mM, 10 mM, 12 mM, 14 

mM, 16 mM Mg2+) in der zellfreien Expression auf die richtige Faltung, d.h. die Fluoreszenz, von GFP. 

 

 

3.1.4.1 Chimäre mit GFP 

Nachdem die Etablierung des ZSs durch die Expression von GFP bestätigt werden 

konnte, wurden die Expressionsbedingungen für die beiden chimären 

Fusionsproteine Tsr-HAMPTsr-Rv3645-GFP und Tsr-HAMP3645-Rv3645-GFP 

optimiert. Vor dem Einsatz von Detergenzien wurde die benötigte Mg2+-Konzentration 

ermittelt. Hierfür wurden beide Konstrukte als Präzipitate zellfrei exprimiert, der RM 

aus den analytischen Ansätzen abgenommen, zentrifugiert und in Überstand und 

Pellet getrennt. Das Pellet wurde in 55 µl S30-C-Puffer suspendiert. Die Ausbeute 

betrug je nach Ansatz zwischen 0,07 bis 0,17 mg. Das gelöste Pellet und der 

Überstand wurden mit 19 µl Probenpuffer versehen und davon wurden je 20 µl pro 
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Tasche auf das SDS-Gel aufgetragen. Die Unterschiede in der Expressionsrate 

wurden im Western Blot abgeschätzt (Fig. 29).  

 

 

Fig. 29: Western Blot von Tsr-HAMP3645-Rv3645-GFP (li, 86 kDa) und Tsr-HAMPTsr-Rv3645-GFP (re, 

85 kDa) mit Anti-His4 Antikörper, Proben aus zellfreier Expression mit unterschiedlichen Mg2+-

Konzentrationen (ohne Detergens). P = Pellet, ÜS = Überstand 

 

 

Ohne die Zugabe von Detergens lag alles exprimierte Protein in der Pelletfraktion 

vor. Nur bei einer Mg2+-Konzentration von 8 mM wurde kein Protein gebildet. Da das 

Protein ohne Detergens ausfällt, wurde keine Fluoreszenz durch das fusionierte GFP 

erwartet. In allen Pelletproben war eine zusätzliche Bande knapp unter 35 kDa 

sichtbar. Diese konnte nicht genau zugeordnet werden, denn würde es sich um 

lösliches GFP handeln, müsste es im Überstand zu finden sein. GFP wurde mit 

seinem Startmethionin (M1NHMS…, 29 kDa) an Tsr-HAMPTsr-Rv3645 und Tsr-

HAMP3645-Rv3645 fusioniert, was möglicherweise einen zusätzlichen 

Expressionsstartpunkt darstellt. 

Für die weitere zellfreie Expression wurden 14 mM Mg2+ und unterschiedliche 

nichtionische Detergenzien eingesetzt. Es handelte sich um die Polyoxyethylen Alkyl-

Ether Brij35 (Polyoxyethylen-(23)-lauryl-ether), Brij58 (Polyoxyethylen-(20)-cetyl-

ether), Brij78 (Polyoxyethylen-(20)-stearyl-ether), Brij98 (Polyoxyethylen-(20)-oleyl-

ether) und das Steroidderivat Digitonin, welche in der Vergangenheit im ZS generell 

gute Erfolge lieferten (Klammt et al., 2005). Außerdem wurden die Alkyl Glucoside 

DDM (n-Dodecyl-β-D-maltosid) und MNG-3 (Lauryl-maltose-neopentyl glycol) 

getestet, da sie bereits mit großer Erfahrung im Labor verwendet wurden. Der 

Polyoxyethylen Alkyl-Ether C12E8 (Octaethylen-glycol-monododecyl-ether) wurde 

ausgewählt, da er gute Solubilisationserfolge beim Tsr-Rezeptor lieferte (J. S. 

Parkinson, persönliche Mitteilung). Wie bereits beim Mg2+-Screen beschrieben, 

wurden die Ansätze nach der zellfreien Expression in Pellet und Überstand getrennt. 

Je 2 µl des resuspendierten Pellets bzw. des Überstandes wurden mit 5 µl 

Probenpuffer und 10 µl Wasser gemischt und auf das SDS-Gel aufgetragen. 

Dadurch wurde das Gel nicht so stark überladen. Im Western Blot konnte 

Mg2+ 
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abgeschätzt werden, wie viel Protein sich nun im Überstand des Reaktionsansatzes 

befand (Fig. 30). 

 

 

 

Fig. 30: Western Blots der chimären Fusionsproteine (Pfeil) Tsr-HAMP3645-Rv3645-GFP (oben, 86 

kDa) und Tsr-HAMPTsr-Rv3645-GFP (unten, 85 kDa) mit Anti-His4 Antikörper, Proben aus zellfreier 

Expression mit 14 mM Mg2+ und verschiedenen Detergenzien. P = Pellet, ÜS = Überstand, GFP = 

grün fluoreszierendes Protein (29 kDa) 

 

Mit der Zugabe von Detergens war der Hauptanteil an gebildetem Protein im 

Überstand bei der erwarteten Bandenhöhe zu finden. Bei den verwendeten Brij-

Derivaten und Digitonin konnte fast alles Protein im Überstand nachgewiesen 

werden, während bei C12E8, DDM und MNG-3 ein Großteil des Proteins immer noch 

GFP 

GFP 



Ergebnisse Zellfreies System Solubilisation 

76 
 

im Pellet zu finden war. In den Reaktionsgefäßen war keine Fluoreszenz sichtbar, 

was gegen korrekt gefaltete Proteine sprach. Durch das bereits erwähnte 

Startmethionin (M1NHMS…) von GFP wurde vermutlich auch ein gewisser Anteil an 

GFP parallel exprimiert. Dies konnte zwar als Bande in den Überstandsfraktionen in 

der Nähe der 35 kDa-Markerbande detektiert werden, aber es reichte nicht zur 

sichtbaren Fluoreszenz im Reaktionsgefäß aus. Um eine mögliche parallele 

Expression von GFP zu unterbinden und damit eine effizientere zellfreie Expression 

zu gewährleisten, wurde das Startmethionin von GFP in den Fusionskonstrukten 

(Tsr-HAMPTsr-Rv3645-GFP, Tsr-HAMP3645-Rv3645-GFP) deletiert (…-GFPΔM). Da 

bislang mit bloßem Auge keine Detektion der Fluoreszenz möglich war, sollte die 

Auswirkung der Deletion mit dem Ettan DIGE Imager als Alternative zum Western 

Blot untersucht werden. Für den Cy2-Kanal des Ettan DIGE Imagers wird ein 

Anregungsfilter bei 480/30 nm verwendet (Ettan DIGE Imager Handbuch), was für 

die Fluoreszenz von GFP ausreicht (Tsien, 1998). Um die verbleibende GFP-

Expression zu überprüfen, wurde für Tsr-HAMP3645-Rv3645-GFPΔM ein Mg2+-Screen 

ohne Detergens durchgeführt. Der RM wurde nach der Expression wie erwähnt in 

Pellet und Überstand getrennt. 5 µl des gelösten Pellets bzw. 3 µl des Überstandes 

wurden mit je 5 µl Probenpuffer und 10 µl Wasser gemischt und auf ein SDS-Gel 

aufgetragen. Anschließend wurde die Fluoreszenz im SDS-Gel im Ettan DIGE 

Imager untersucht, was den Western Blot ersetzte (Fig. 31).  

 

 

Fig. 31: SDS-Gel des Mg2+-Screens mit Tsr-HAMP3645-Rv3645-GFPΔM (Deletion des Startmethionins 

M1 von GFP, 86 kDa). Dasselbe Gel li im Ettan DIGE Imager im Cy2-Kanal betrachtet (Fluoreszenz 

von löslichem GFP) und re nach Coomassie-Färbung. Chimäres Fusionsprotein (Pfeil), GFP = grün 

fluoreszierendes Protein (29 kDa), P = Pellet, ÜS = Überstand 

 

 

In Fig. 31 ist zu sehen, dass trotz der Deletion des Startmethionins von GFP in Tsr-

HAMP3645-Rv3645-GFPΔM weiterhin eine Expression von GFP stattfand. Das 

Anregungsspektrum im Cy2-Kanal des Ettan DIGE Imagers bringt das gebildete GFP 

im Überstand zum Leuchten. Im Gegensatz dazu kann sich Tsr-HAMP3645-Rv3645-

GFP 

mM 

Mg2+ 
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GFPΔM ohne Detergens nicht korrekt falten und befindet sich deshalb als Präzipitat 

in der Pelletfraktion, was nur im Coomassie-gefärbten Gel sichtbar ist. 

Da die Deletion des Startmethionins von GFP dessen parallele Expression nur 

vermindern, aber nicht verhindern konnte, wurde durch eine Erhöhung der K+-

Konzentration versucht, die Expressionseffizienz zu steigern. Die Expression mit 

verschiedenen K+-Konzentrationen zwischen 290 – 400 mM zeigte im Gegensatz 

zum Mg2+-Screen jedoch keine Unterschiede. Für die folgenden zellfreien 

Expressionen wurde deshalb eine K+-Konzentration von 370 mM eingesetzt. 

Die Vorversuche waren hiermit abgeschlossen und größere Ansätze wurden für den 

AC-Test vorbereitet, da nur damit eindeutig nachgewiesen werden konnte, ob es sich 

bei den detektierten Banden im Western Blot auch um funktionsfähiges Protein 

handelt. Zur ersten Bestimmung der Aktivität und Regulation von Tsr-HAMP3645-

Rv3645-GFPΔM wurden fünf Ansätze zu je 55 µl RM mit 14 mM Mg2+, 370 mM K+ 

und 0,2% oder 0,6% Brij78 exprimiert und anschließend vereinigt. Brij78 wurde aus 

den verfügbaren Detergenzien ausgewählt, da es laut den Erfahrungen des Kieler 

Labors zu den Erfolgversprechendsten zählte und in den Vorversuchen auch zu 

ausreichend Protein im Überstand geführt hatte. Nach der Expression war wiederholt 

keine Fluoreszenz in den Reaktionsgefäßen sichtbar. Im AC-Test wurde nur auf 

vorhandene AC-Aktivität untersucht, nicht auf spezifische Aktivität, d.h. es wurden 

keine Proteinkonzentrationen gemessen. Die Werte des Überstandes im AC-Test 

waren zwar ca. 10-fach höher als der Leerwert, aber die Basalaktivitäten waren für 

beide Detergenskonzentrationen zwischen 0,8–1 pmol cAMP∙min-1 äußerst gering 

(n=2). Es war keine Regulation durch 10 mM Serin feststellbar. Da Tsr-HAMPTsr-

Rv3645-GFPΔM bereits in den Vorversuchen generell niedrigere Aktivitäten als Tsr-

HAMP3645-Rv3645-GFPΔM aufwies, wurde dieser Test nicht mit Tsr-HAMPTsr-

Rv3645-GFPΔM wiederholt. Um auszuschließen, dass GFP die Faltung der AC 

behinderte, wurden die Chimären Tsr-HAMPTsr-Rv3645 und Tsr-HAMP3645-Rv3645 

ohne GFP in den pIVEX2.3w kloniert. 

 

 

3.1.4.2 Chimäre ohne GFP 

Zur Überprüfung der Einflussnahme von GFP auf die Aktivität der AC wurden die 

beiden Chimären Tsr-HAMP3645-Rv3645 und Tsr-HAMPTsr-Rv3645 ohne GFP zellfrei 

exprimiert. Die zellfreie Expression fand mit 14 mM Mg2+, 370 mM K+ und 0,6% 

Brij78 als präparativer Ansatz (500 µl RM) im Slide-A-Lyzer statt. Der Überstand von 

Tsr-HAMP3645-Rv3645 erreichte die 9-fache Basalaktivität (ca. 9 pmol cAMP∙min-1, 

n=2) im Vergleich zu dem Fusionsprotein mit GFP. Es war aber ebenfalls nicht durch 

Serin reguliert. Im Gegensatz dazu waren die Aktivitäten für Tsr-HAMPTsr-Rv3645 mit 

0,6% Brij78 bzw. 0,6% C12E8 kaum höher als der Leerwert und damit inaktiv (n=2). 

Im Western Blot (Fig. 32) ließ sich jedoch Protein nachweisen. 

Um die Auswirkung von Detergens auf die Aktivität der AC aller bisher im ZS 

getesteten Chimären zu untersuchen, wurde das lösliche Konstrukt HAMP3645-

Rv3645 mit und ohne Detergenz im ZS exprimiert. HAMP3645-Rv3645 wurde mit 14 

mM Mg2+, 370 mM K+ und 0,6% Brij78 bzw. ohne Detergens als präparativer Ansatz 
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(500 µl RM) im Slide-A-Lyzer exprimiert. Mit 0,6% Brij78 erzielte der Überstand des 

löslichen HAMP3645-Rv3645 2,7 ± 0,1 pmol cAMP∙min-1 (n=2). Ohne Detergens 

wurde für den Überstand (nach Zentrifugation und Separation von Überstand und 

Pellet) eine Basalaktivität von 5,6 ± 0,6 pmol cAMP∙min-1 gemessen (n=2). Wurde auf 

die Zentrifugation verzichtet und nur der RM getestet, ergab sich eine Basalaktivität 

von 10,8 ± 0,2 pmol cAMP∙min-1 (n=2). Es zeigte sich ein Unterschied in der Aktivität 

durch die Behandlung der Proben einmal mit und ohne Detergens und mit oder ohne 

Zentrifugationsschritt. Im Western Blot war zu sehen, dass für jedes Konstrukt ein 

Großteil des Proteins nicht löslich und im Pellet zu finden war (Fig. 32, je 2 µl Probe 

mit 5 µl Probenpuffer und 10 µl Wasser vermischt aufgetragen). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

        

 

 

Zur Bestätigung der Ergebnisse wurden die Plasmide kodierend für die Konstrukte 

Tsr-HAMP3645-Rv3645 und HAMP3645-Rv3645 nach Kiel geschickt und mit den 

dortigen Puffern von S. Bock zellfrei exprimiert. Die Expression fand bei 14 mM Mg2+ 

und 290 mM K+ statt, da der dort eingesetzte S30-Extrakt mit dieser K+-Konzentration 

am besten funktionierte. Tsr-HAMP3645-Rv3645 wurde mit 0,6 und 0,8% Brij78 

exprimiert, das lösliche HAMP3645-Rv3645 ohne Detergens (n=2). Nach der 

Expression wurde der jeweilige RM nach dem in Kiel etablierten Protokoll gereinigt 

(Muller-Lucks et al., 2012). Zu den 55 µl RM wurden je 15 µl Ni-NTA Suspension 

(QIAGEN) und 400 µl Reinigungspuffer (300 mM NaCl, 0,05% DDM, 20 mM Tris-

HCl, pH 8,0) zugegeben und für 3 h bei RT geschüttelt. Die Proteinsuspension wurde 

zweimal mit 75 µl Reinigungspuffer (+20 mM Imidazol) gewaschen. Das Protein 

wurde mit 80 µl Reinigungspuffer (+300 mM Imidazol) eluiert und davon je 10 µl auf 

ein SDS-Gel aufgetragen (Fig. 33). In jedem Ansatz konnte die erwartete 

Proteinbande nachgewiesen werden. Prinzipiell konnte dadurch nachgewiesen 

werden, dass die Expression der Konstrukte funktioniert. Die Proben konnten in Kiel 

weder auf AC-Aktivität noch auf die richtige Faltung untersucht werden, da der AC-

Test dort nicht etabliert war und die Konstrukte nicht mit GFP fusioniert waren.  

 

Fig. 32: Western Blot der zellfreien Expression 

von Tsr-HAMPTsr-Rv3645 (li, 56 kDa), Tsr-

HAMP3645-Rv3645 (Mitte, 56 kDa) und 

HAMP3645-Rv3645 (re, 32 kDa) mit Anti-His4 

Antikörper. P = Pellet, ÜS = Überstand, RM = 

reation mixture. 
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3.1.4.3 Bakterielle Expression 

Zwar konnten bei der zellfreien Expression immer Proteinbanden auf der erwarteten 

Höhe im Western Blot nachgewiesen werden, aber es konnte weder eine 

Fluoreszenz als Hinweis auf die richtige Faltung in den Fusionsproteinen beobachtet 

werden, noch eine Regulation durch Serin bei den getesteten Konstrukten. Auf 

Grund der geringen Aktivitäten sollte überprüft werden, ob der pIVEX2.3w hierfür die 

Ursache war. Diese Kontrolle wurde durch Expression der chimären Tsr-

Rezeptorkonstrukte in Bakterien durchgeführt. pIVEX2.3w wurde mit dem jeweiligen 

Konstrukt Tsr-HAMPTsr/3645-Rv3645-GFP, Tsr-HAMPTsr/3645-Rv3645-GFPΔM und Tsr-

HAMPTsr/3645-Rv3645 in E. coli C43(DE3) pREP4 transformiert, da pIVEX2.3w keinen 

lacI-Repressor besitzt. Die ÜN-Kultur wurde bei 28°C gezogen, da die Zellen bei 

37°C den pIVEX2.3w verloren. Die Expression startete bei 28°C, wurde vor der 

Induktion mit 100 µM IPTG auf 22°C gekühlt und 5 h nach Induktion geerntet. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 33: Western Blot von Tsr-HAMP3645-Rv3645 

(li, 56 kDa) und HAMP3645-Rv3645 (re, 32 kDa) mit 

Anti-His4 Antikörper. Zellfreie Expression, 

Reinigung und Western Blot wurden in Kiel 

durchgeführt (Beschreibung im Text). 
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Nach der bakteriellen Expression wurden Basalaktivitäten zwischen ca. 50–580 pmol 

cAMP∙mg-1∙min-1 gemessen. Die Regulation durch 10 mM Serin war erkennbar und 

lag je nach Konstrukt zwischen 52–66% Hemmung. Konstrukte mit HAMP3645 waren 

in pIVEX2.3w generell aktiver als mit HAMPTsr und GFP hatte generell einen 

aktivitätsmindernden Einfluss. Entsprechend diesen Ergebnissen müsste es also 

theoretisch möglich sein, auch höhere Aktivitäten im ZS zu erzielen, da der 

pIVEX2.3w aktive und regulierte Konstrukte hervorbringt. Der Einfluss des Vektors 

auf die Aktivität eines Konstruktes wird in diesem Experiment bestätigt. 

Beispielsweise zeigt Tsr-HAMPTsr-Rv3645 in pET28a(+) eine Aktivität von 49,9 ± 

21,0 nmol cAMP∙mg-1∙min-1, in pQE30 4,9 ± 0,3 nmol cAMP∙mg-1∙min-1 (Fig. 21) und 
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Fig. 34: A) AC-Aktivität der chimären Konstrukte 

Tsr-HAMPTsr-Rv3645 und Tsr-HAMP3645-Rv3645 

mit und ohne GFP nach Expression in E. coli 

C43(DE3) pREP4 (je 20 µg 

Membranpräparation, n=2). GFPΔM = Deletion 

des Startmethionins von GFP 

B) Western Blot der chimären Konstrukte mit 

Anti-His4 Antikörper (je 5 µg Protein). Erwartete 

Bandenhöhe für Tsr-HAMPTsr-Rv3645-GFP/-

GFPΔM 85 kDa, Tsr-HAMP3645-Rv3645-GFP/-

GFPΔM 86 kDa, Tsr-HAMPTsr-Rv3645 56 kDa, 

Tsr-HAMP3645-Rv3645 57 kDa. 
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in pIVEX2.3w 112,3 ± 14,5 pmol cAMP∙mg-1∙min-1 (Fig. 34). Die Hemmung durch 10 

mM Serin betrug 87% (pET28a(+)), 83% (pQE30) und 65% (pIVEX2.3w). Im ZS 

schien ein spezieller Faktor zu fehlen, da bei bakterieller Expression beispielsweise 

auch HAMP3645-Rv3645 eine Basalaktivität von ca. 3-4 nmol cAMP∙mg-1∙min-1 (200 

µM ATP) erzielte (Expression in E. coli BL21(DE3) pREP4 pQE30 von A. Hammer 

(Hammer, 2004)). Auf Grund der vielfältigen Variationsmöglichkeiten im ZS gestaltete 

sich die Suche nach dem fehlenden Faktor als sehr umfassend. Da die bisherigen 

Solubilisationsversuche nur in begrenztem Umfang erfolgreich waren, wurde der 

Themenschwerpunkt verlagert und auf die Regulation in Mammalia-ACn 

umgeschwenkt. 

 

 

3.2 Untersuchungen zur Regulation von Mammalia- und mykobakteriellen 

ACn 

Dieser Teil der Dissertation beschäftigt sich mit Versuchen an membrangebundenen 

Mammalia-ACn und einer löslichen mykobakteriellen AC. Ziel bei den chimären 

Konstrukten mit Mammalia-ACn war eine Regulation durch den quorum sensing 

Liganden CAI-1. Die mykobakterielle AC Rv1625c sollte durch Mutation so 

umgestaltet werden, dass Gsα* als Regulator dient. 

 

 

3.2.1 Kontrolle der Gsα*- und Forskolin-Regulation in Mammalia-ACn 

Es ist hinreichend bekannt, dass alle neun membranständigen Mammalia-ACn (I-IX) 

durch Gsα stimuliert werden. Zusätzlich aktiviert FSK die ACn I-VIII (Linder and 

Schultz, 2003). Werden beide Stimulanzien zusammen zugegeben, lässt sich ein 

Synergieeffekt bei der Aktivierung beobachten (Tang and Gilman, 1995). Die 

Dauerkultur zur Überexpression der konstitutiv aktiven Gsα* (erhalten von C. Kleuss) 

wurde bereits über zehn Jahre im Labor aufbewahrt. Daher wurde die 

Aktivierungsfähigkeit des daraus gewonnenen Gsα* in Gewebepräparationen von 

Mäusegehirnen (Wildtyp C57BL/6N, 1 Männchen, 1 Weibchen, Alter ca. 1 Jahr) 

kontrolliert. Zusätzlich wurde an diesen Gewebepräparationen der Synergieeffekt 

durch gleichzeitige Zugabe von Gsα* und FSK bestätigt (Tab. 17). 
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Tab. 17: AC-Aktivität (n=4) in Membranpräparationen des Gesamthirns der Maus unter Zugabe der 

Stimulanzien Gsα* und Forskolin (FSK). In Klammer Angabe der Signifikanz bezüglich der jeweiligen 

Basalaktivität (** = p<0,01; *** = p<0,001). Prozentuale Angabe der Stimulation bezüglich der 

jeweiligen Basalaktivität wurde grau unterlegt. 

 

 Aktivität [nmol cAMP∙mg-1∙min-1] 

Gesamt- 
hirn [µg] 

basal 2 µM Gsα* 100 µM FSK 
2 µM Gsα* 

+ 100 µM FSK 

20 0,18 ± 0,01 
1,34 ± 0,01 

(***) 
731% 

1,43 ± 0,06 
(***) 

783% 
4,29 ± 0,21 

(***) 
2345% 

50 0,19 ± 0,00 
1,34 ± 0,08 

(***) 
695% 

1,48 ± 0,19  
(**) 

772% 
3,67 ± 0,38 

(**) 
1911% 

100 0,20 ± 0,00 
1,22 ± 0,03 

(***) 
599% 

1,48 ± 0,15  
(**) 

728% 
3,38 ± 0,24 

(***) 
1666% 

 

 

Wie in Tab. 17 zu sehen ist, konnte die AC-Aktivität in Membranpräparationen des 

Gesamthirns der Maus bei Zugabe von 2 µM Gsα* oder 100 µM FSK um das 6-8-

fache stimuliert werden. Die Zugabe von 4 µM Gsα* erzielte keine höhere Aktivierung 

(Daten nicht gezeigt). Wurden beide Stimulanzien zugegeben, zeigte sich der 

erwartete Synergieeffekt mit 17-23-fach höherer Aktivität. Die Zugabe des 

Phosphodiesterase-Inhibitors 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) hatte bei einer 

Konzentration von 1 mM keinen Effekt auf die Aktivität (Daten nicht gezeigt). Da 

diese IBMX-Konzentration bei Versuchen zur AC-Aktivität in Rattengehirnen 

angegeben wurde, wurden keine höheren IBMX-Konzentrationen getestet (Schultz 

and Schmidt, 1987). 

 

 

3.2.2 Quorum sensing Rezeptor Chimären 

Da Versuche zur Solubilisation des Transmembranbereiches des Tsr-Rezeptors 

hintangestellt wurden, ergab sich bislang keine Möglichkeit, durch Strukturanalyse 

Information zur Signalübertragung zu erhalten. Einen anderen Ansatzpunkt zur 

Aufklärung möglicher Rezeptorfunktion des Transmembranbereiches von ACn 

lieferte die erfolgreiche Verknüpfung des QS Rezeptors CqsS mit der AC Rv1625c 

von Mykobakterium (durchgeführt von S. Beltz). Der CqsS-Rezeptor von Vibrio 

cholerae besitzt genau wie Rv1625c sechs α-Helices als Membrandomäne. Somit ist 

die Chimäre CqsS-Rv1625c dem mykobakteriellen Holoenzym ähnlicher als die 

Chimäre mit Tsr-Rezeptor, welcher nur über zwei α-Helices in der Membran verfügt. 

Durch den spezifischen Liganden CAI-1 ließen sich chimäre CqsS-Rv1625c-

Konstrukte in ihrer Aktivität regulieren. Da Rv1625c aus struktureller Sicht der Hälfte 

einer Mammalia-AC entspricht (Guo et al., 2001), war die funktionsfähige 

Verknüpfung von CqsS mit Mammalia-ACn das nächste Ziel. Da es sich bei 

Mammalia-ACn um Pseudoheterodimere, bestehend aus zwei katalytischen 

Domänen C1 und C2, handelt, mussten für die chimären Konstrukte jeweils CqsS-C1 

und CqsS-C2 konstruiert werden. Entweder wurden für die Klonierung Vektoren mit 

zwei MCSs (pETDuet-3, pACYCDuet-2) zur parallelen Expression verwendet oder es 
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wurden Fusionsproteine hergestellt. Untersucht wurden eine mögliche Regulation 

durch CAI-1 und Stimulierung der katalytischen Domänen durch Gsα* und FSK. 

 

 

3.2.2.1 Kaninchen ACV C1 – Ratte ACII C2 

Die Expression funktionsfähiger Konstrukte aus Mammalia-ACn erwies sich seit 

Beginn der Untersuchungen als knifflig (Tang and Gilman, 1995). So bestand zum 

Beispiel die erste publizierte Struktur einer katalytisch aktiven löslichen Mammalia-

AC aus der C1a Domäne von ACV vom Hund und der C2 Domäne von ACII der 

Ratte (Tesmer et al., 1997). C1a ist einer der beiden katalytischen Bereiche der 

Mammalia-ACn, während es sich bei C1b um einen Linker handelt, der den 

cytosolischen Teil mit dem zweiten Transmembrananker verknüpft. Des Weiteren 

dient der C1b Linker als Bindestelle für Ca2+ und die regulatorische βγ-Untereinheit 

des G-Proteins (Diel et al., 2006; Scholich et al., 1997). 

Wie wurden die Verknüpfungsstellen zwischen CqsS und den Mammalia-ACn 

ausgewählt? Ausgangspunkt hierfür waren die Ergebnisse zur Signalumkehr in 

chimären Konstrukten mit der CyaG AC aus Arthrospira maxima (Winkler et al., 

2012). CyaG ist eine Klasse IIIa AC mit zwei TMs und einer HAMP Domäne vor der 

katalytischen Domäne (Kanchan, 2011). Zwischen der HAMP- und der katalytischen 

Domäne befindet sich eine ca. 25 ASn lange S-Helix (signaling helix, 

A431LEN…QEKE455), die durch Verlängern oder Verkürzen eines bestimmten AS-

Musters (n x 7 + 4) eine Signalumkehr in chimären Konstrukten mit Tsr-Rezeptor 

bewirken konnte (Winkler et al., 2012). Der Beginn der katalytischen Domäne von 

CyaG wurde mit R456SEEL… angegeben. Die erste katalytische AS D493 befindet 

sich 37 ASn dahinter. Im Alignment von CyaG mit anderen membrangebundenen IIIa 

ACn, wie beispielsweise Rv1625c und Mammalia-ACn, zeigt sich noch vor der ersten 

katalytischen AS ein hoch konservierter Bereich von ca. 25 ASn (Fig. 35). Dieser 

konservierte Bereich verbindet in Rv1625c und Mammalia-ACn die letzte TM mit der 

katalytischen Domäne. Ihm scheint besondere Bedeutung für die Aktivität 

zuzukommen, da lösliche Rv1625c-Konstrukte ohne den vollständigen Bereich 

(R218SEAL…KEPE239) erheblich weniger aktiv waren (Guo et al., 2001). Dieser 

konservierte Bereich wird von uns C-Helix (cyclase activity modulating helix) 

genannt, wird aber laut EMBL SMART als Teil der katalytischen Domäne geführt. 

Aus evolutionärer Sicht deutet dieser konservierte Bereich auf einen gemeinsamen 

Mechanismus bei der TM-Signalübertragung in Mammalia-ACn hin, vergleichbar mit 

HAMP-Domänen in Klasse IIIb ACn. Die exakte Länge der C-Helix ist unbekannt. In 

Mammalia-ACn findet sich vor C1 und C2 eine C-Helix. Der Verknüpfungspunkt auf 

Seiten der Mammalia-ACn war also auf den Beginn der C-Helix festgelegt. Da in 

unserem Labor bereits mit der DNA von ACV C1a von Kaninchen und mit ACII C2 

der Ratte gearbeitet wurde, sollte daraus eine funktionale AC entstehen - analog mit 

der ACV C1/ACII C2 von Tesmer et al. (Tesmer et al., 1997). Die verwendete 

Sequenz für ACV C1a war Q430QER…RCT649 und für ACII C2 L850NRV…LAS1090. 

Der Verknüpfungspunkt für CqsS ergab sich aus den Ergebnissen der CqsS-

Rv1625c Konstrukte (von S. Beltz). Das am besten von CAI-1 regulierte Konstrukt 
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war CqsS(…SIA181)-Rv1625c(R218SEAL…). Deshalb wurden die erwähnten 

Mammalia-AC Sequenzen auch mit CqsS(…SIA181) verknüpft. 

 

A 
 

 

 

CyaG AC      : IRELGMLSESFNMMIQNLRDSFI--ALENTNRE-----LEQRV-LERTAALLQEKE 

 

Rv1625c AC   : AMSVSFVLTTVSACGVAVATVWF--ALRDTARAEAV--------------MEAEHD 

ACI    Rind  : PRLWRTLGANALLFLGVNVYGIF--VRILAERAQRKAFLQARNCIEDRLRLEDENE 

ACII   Mensch: EHLVWQILANVIIFICGNLAGAY--HKHLMELALQQTYQDTCNCIKSRIKLEFEKR 

ACII   Ratte : EHLFWQILANVIIFICGNLAGAY--HKHLMELALQQTYRDTCNCIKSRIKLEFEKR 

ACIII  Ratte : MQLLREILANVFLYLCAIIVGIM--SYYMADRKHRKAFLEARQSLEVKMNLEEQSQ 

ACIV   Ratte : RDLLPQLAANAVLFLCGNVVGAY--HKALMERALRATFREALSSLHSRRRLDTEKK 

ACV Kaninchen: RFLLKQLVSNVLIFSCTNIVGVC--THYPAEVSQRQAFQETRECIQARLHSQRENQ 

ACVI   Maus  : PFLWKQLGANVVLFLCTNAIGVC--THYPAEVSQRQAFQETRGYIQARLHLQHENR 

ACVII  Mensch: VRVGLQLLANAVIFLCGNLTGAF--HKHQMQDASRDLFTYTVKCIQIRRKLRIEKR 

ACVIII Mensch: VISINQVVAQAVLFMCMNTAGIF--ISYLSDRAQRQAFLETRRCVEARLRLETENQ 

 

 

 

CyaG AC      : RSEELLLNVLPKPIADQLKA-NKKAIASAIEE---------------------VTILFAD 

 

Rv1625c AC   : RSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEA---------------------SVLFAD 

ACI    Rind  : KQERLLMSLLPRNVAMEMKEDF---LKPPERI----------FHKIYIQRHDNVSILFAD 

ACII   Mensch: QQERLLLSLLPAHIAMEMKAE---IIQRLQGPKAGQMENTNNFHNLYVKRHTNVSILYAD 

ACII   Ratte : QQERLLLSLLPAHIAMEMKAE---IIQRLQGPKAGQMENTNNFHNLYVKRHTNVSILYAD 

ACIII  Ratte : QQENLMLSILPKHVADEMLK----DMKKDESQKDQQQ-----FNTMYMYRHENVSILFAD 

ACIV   Ratte : HQEHLLLSILPAYLAREMKAE---IMARLQAGQSSRPENTNNFHSLYVKRHQGVSVLYAD 

ACV Kaninchen: QQERLLLSVLPRHVAMEMKA----DINAKQE--------DMMFHKIYIQKHDNVSILFAD 

ACVI   Maus  : QQERLLLSVLPQHVAMEMKE----DINTKKE--------DMMFHKIYIQKHDNVSILFAD 

ACVII  Mensch: QQENLLLSVLPAHISMGMKLA---IIERLKEHGDRRCMPDNNFHSLYVKRHQNVSILYAD 

ACVIII Mensch: RQERLVLSVLPRFVVLEMIN-DMTNVEDEHLQHQ--------FHRIYIHRYENVSILFAD 

 
 
 
 
Fig. 35A: Alignment der CyaG AC, Rv1625c AC und Mammalia-ACn der Isoformen I-VIII. Gezeigt ist 
ein Teil der letzten TM (TM6 bei Mammalia-ACn) mit dem Übergang zur postulierten C-Helix und dem 
Beginn der katalytischen Domäne (C1 bei Mammalia-ACn). Die exakte Länge der C-Helix ist noch 
unbekannt. Über Rv1625c ist die Sequenz der CyaG AC aus A. maxima (Gen Bank Zugangsnr. 
ZP_03272770) mit einem Teil der HAMP-Domäne, der S-Helix und dem Übergang zur katalytischen 
Domäne dargestellt. Die Grautöne veranschaulichen den Grad der Konservierung (weiß = nicht 
konserviert, schwarz = hoch konserviert). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TM6 

C-Helix C1 

HAMPCyaG S-HelixCyaG 
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B 
 
 
CyaG AC      : ELGMLSESFNMMIQNLRDSFI------ALENTNRELEQRVLERTAALLQEKE 

 
Rv1625c AC   : SFVLTTVSACGVAVATVWFAL--RDTARAEA--------------VMEAEHD 

ACI    Rind  : GRSFEPIMAILLFSCTLALHA--RQVDVKLRLDYLWAAQAEEERDDMEKVKL 

ACII   Mensch: DLKTMGSVSLSIFFITLLVLG--RQNEYYCRLDFLWKNKFKKEREEIETMEN 

ACII   Ratte : DLKTMGSVSLSIFFITLLVLG--RQSEYYCRLDFLWKNKFKKEREEIETMEN 

ACIII  Ratte : PSKYSMTVMMFVMMLSFYYFS--RHVEKLARTLFLWKIEVHDQKERVYEMRR 

ACIV   Ratte : EPKLMGAIYFFIFFFTLLVLA--RQNEYYCRLDFLWKKKLRQEREETETMEN 

ACV Kaninchen: ALKVVTPIIISVFVLALYLHA--QQVESTARLDFLWKLQATEEKEEMEELQA 

ACVI   Maus  : ALKYMTPVILLVFALALYLHA--QQVESTARLDFLWKLQATGEKEEMEELQA 

ACVII  Mensch: DLKTMTNFYLVLFYITLLTLS--RQIDYYCRLDCLWKKKFKKEHEEFETMEN 

ACVIII Mensch: GTKEVSLLLMAMFLLAVFYHG--QQLEYTARLDFLWRVQAKEEINEMKELRE 

 

 

 

CyaG AC      : RSEELLLNVLPKPIAD-QLKANKKAIASA---IEEVTILFAD 
 

Rv1625c AC   : RSEALLANMLPASIAE-RLKEPERNIIADK--YDEASVLFAD 

ACI    Rind  : DNKRILFNLLPAHVAQHFLMSNPRNMDLYYQSYSQVGVMFAS 

ACII   Mensch: LNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFAS 

ACII   Ratte : LNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFAS 

ACIII  Ratte : WNEALVTNMLPEHVARHFLGSKKRDEELYSQSYDEIGVMFAS 

ACIV   Ratte : LTRLLLENVLPAHVAPQFIGQNRRNEDLYHQSYECVCVLFAS 

ACV Kaninchen: YNRRLLHNILPKDVAAHFLARERRNDELYYQSCECVAVMFAS 

ACVI   Maus  : YNRRLLHNILPKDVAAHFLARERRNDELYYQSCECVAVMFAS 

ACVII  Mensch: VNRLLLENVLPAHVAAHFIGDKLNEDW-YHQSYDCVCVMFAS 

ACVIII Mensch: HNENMLRNILPSHVARHFLEKDRDNEELYSQSYDAVGVMFAS 

 
 
Fig. 35B: Alignment der CyaG AC, Rv1625c AC und Mammalia-ACn der Isoformen I-VIII. Gezeigt ist 

jeweils ein Teil der letzten TM (TM12 bei Mammalia-ACn) mit dem Übergang zur postulierten C-Helix 

und dem Beginn der katalytischen Domäne (C2 bei Mammalia-ACn). Nähere Erläuterungen gemäß 

Fig. 35A. 

 

 

Sämtliche getesteten CqsS-Mammalia-AC Konstrukte wurden mit einem 

Buchstaben-Nummern-Code versehen (Tab. 18, Konstrukte mit Mammalia-ACn aus 

Kaninchen bzw. Ratte). Die vollständigen Sequenzen sind im Anhang dargestellt 

(Anhang 2). 

 

 
Tab. 18: Auflistung der getesteten CqsS-Mammalia-AC Konstrukte (Mammalia-ACn aus Kaninchen 

bzw. Ratte) mit jeweiligem Beginn und Ende der verwendeten Sequenz. Die Buchstaben CM stehen 

für CqsS bzw. Mammalia-AC, die Konstrukte sind durchgehend nummeriert. CM-1 und CM-2 wurden 

in pETDuet-3 exprimiert. Je nach MCS enthalten die Untereinheiten einen His6- bzw. S-Tag. 

Code 
pETDuet-3 

MCS1 (N-terminal His6-Tag) MCS2 (C-terminal S-Tag) 

CM-1 
CqsS ACV C1 CqsS ACII C2 

M1…SIA181 Q430QER…RCT649 M1…SIA181 L850NRV…LAS1090 

CM-2 
CqsS ACII C2 CqsS ACV C1 

M1…SIA181 L850NRV…LAS1090 M1…SIA181 Q430QER …QKRKEEK656 

 

TM12 

C-Helix C2 

HAMPCyaG S-HelixCyaG 
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Das Konstrukt CM-1 wurde in pETDuet-3 in E. coli C43(DE3) oder E. coli Rosetta 

pLysS exprimiert. E. coli C43(DE3) ist besonders für die Expression toxischer 

Proteine geeignet (Dumon-Seignovert et al., 2004), während E. coli Rosetta pLysS 

sieben tRNAs für seltene codons enthält und durch Expression des T7 Lysozyms die 

Basalexpression der rekombinanten, möglicherweise toxischen Proteine reduziert 

(Angaben des Herstellers). Für CM-2 wurde C1a um sieben ASn (Q650KRKEEK) C-

terminal verlängert und dieses CqsS-C1a in die MCS2 von pETDuet-3 kloniert. Die 

längere Sequenz und der S-Tag sollten die Untereinheit vor einem möglichen 

Proteaseabbau schützen. CqsS-C2 blieb wie in CM-1 unverändert und wurde in die 

MCS1 von pETDuet-3 kloniert. CM-2 wurde in E. coli C43(DE3) exprimiert. Im AC-

Test (40-46 µg Membranpräparation, n=2) lagen CM-1 und CM-2 mit einer 

Basalaktivität von 11-17 pmol cAMP∙mg-1∙min-1 im Bereich des Leervektors und 

wurden deshalb als inaktiv eingestuft.  

 

 
 

 

Im Western Blot (Fig. 36) waren die Banden z.T. nur schwach nachweisbar oder es 

waren zusätzliche Banden sichtbar. Die längere AS-Sequenz und der S-Tag in der 

CM-2 Untereinheit CqsS-C1 schienen keinen Schutz vor möglichem Proteaseabbau 

zu bieten. Die meisten Banden liefen niedriger als erwartet. Von Membranproteinen 

ist bekannt, dass sie in der SDS-PAGE nicht immer auf der erwarteten Höhe laufen 

(Drew et al., 2006). Dies liegt oftmals an unvollständiger Denaturierung, weshalb 

SDS in unterschiedlicher Menge an die für es zugänglichen Stellen am Protein bindet 

und geänderte Laufeigenschaften hervorruft (sog. „gel shifting“) (Rath et al., 2009). 

Um auszuschließen, dass es sich in einigen Fällen um unbemerkten Abbau der 

exprimierten Proteine handelte, wurde das Konstrukt CM-3, bestehend aus CqsS-

ACII C2 (Anhang 2), mit N-terminalem RGS-His6-tag und C-terminalem S-tag 

Fig. 36: Western Blot der CqsS-

Mammalia-AC Konstrukte CM-1 und 

CM-2 mit Anti-RGS-His4 oder Anti-S-

tag Antikörper (mit Pfeil markiert). Die 

Konstrukte wurden in E. coli C43(DE3) 

oder Rosetta pLysS exprimiert. C1 

bzw. C2 stehen für die beiden CqsS-

AC Untereinheiten. 

CM-1 C1 = Anti-RGS-His4, je 3 µg 

Protein, 48 kDa. CM-1 C2 = Anti-S-tag, 

je 3 µg Protein, 51 kDa. 

CM-2 C1 = Anti-S-tag, 5 µg Protein, 50 

kDa. CM-2 C2 = Anti-RGS-His4, 5 µg 

Protein, 50 kDa. 
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versehen. Im Western Blot erscheinen beide Banden tiefer als erwartet, aber auf 

derselben Höhe (Fig. 37). Es ist anzunehmen, dass die Konstrukte mit CqsS-

Rezeptor generell tiefer im SDS-Gel laufen, da ein Abbau in der Mitte des Proteins 

unwahrscheinlich erscheint, v.a. da keinerlei Abbaubanden entdeckt werden 

konnten. 

 

   
 

 

3.2.2.2 hACII C1 – hACII C2 

Da die chimären Proteine aus CqsS und ACV C1a bzw. ACII C2 keine Aktivität 

zeigten und Schwierigkeiten bei der Expression aufwiesen, wurden Teile des Gens 

der hACII synthetisiert (GenScript USA Inc.). Hierbei handelte es sich um die 

kompletten C1ab und C2 Domänen. Die Proteinsequenz der hACII aus der NCBI 

Datenbank (Zugangsnr. NP_065433) wurde mit Hilfe des Programms EMBOSS 

Backtranseq (Website von EMBL-EBI http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_backtran 

seq/) in „Escherichia coli K12“ codon usage übersetzt, um mögliche Probleme bei der 

bakteriellen Translation zu minimieren. Zusätzlich wurden in der Sequenz einige 

Restriktionsschnittstellen, wie z.B. BlpI, durch stille Mutation entfernt, um die 

Klonierung zu erleichtern. Beide Domänen wurden N-terminal mit BamHI versehen. 

Die C1ab Domäne erhielt einen C-Terminus aus BglII, SalI, XhoI und HindIII, die C2 

Domäne XhoI und HindIII. Somit war eine Klonierung in Duet-Vektoren über 

BamHI/HindIII bzw. BglII/XhoI gewährleistet. Das Aufeinanderfolgen von mehr als 

vier Adeninen in der Sequenz wurde durch stille Mutation verhindert, um potentiellen 

Leserahmenverschiebungen durch „transcriptional slippage“ vorzubeugen (Linton et 

al., 1997). Da nicht bestätigt werden konnte, dass die bisher verwendeten 

Verknüpfungspunkte eine funktionsfähige Chimäre bildeten, wurden zusätzlich 

weitere Kombinationsmöglichkeiten zwischen CqsS und hACII ausgetestet. 

Sämtliche CqsS-hACII Konstrukte, fusioniert oder mit geteilten Untereinheiten, sind in 

Tabelle 19 dargestellt. Der Buchstaben-Nummern-Code aus Tabelle 18 wird 

fortgeführt, die vollständigen Sequenzen finden sich im Anhang 2. 

 

 

 

 

 

Fig. 37: Western Blot mit Anti-RGS-

His4 (li) und Anti-S-tag Antikörper (re) 

von CM-3. Erwartete Bandenhöhe 52 

kDa, je 2 µg Protein. 

 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/
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Tab. 19: Auflistung der getesteten CqsS-hACII Konstrukte, fusioniert oder mit geteilten Untereinheiten 

C1 und C2. Der Buchstaben-Nummern-Code wird aus Tab. 18 fortgeführt. Der Beginn und das Ende 

der verwendeten Sequenzen und vorhandene Verknüpfungspunkte sind angegeben. Der Beginn der 

C-Helix wurde unterstrichen. CM-8 wurde sowohl in pETDuet-3/pACYCDuet-2 als auch in 

pACYCDuet-2 exprimiert. CM-12 und CM-13 besitzen im Gegensatz zu den anderen Konstrukten der 

Tabelle nicht die C1b-Sequenz. 

 

Code 

Fusionskonstrukte 

pQE80-L 

CqsS hACII C1ab Verknüpfung CqsS hACII C2 

CM-4 M1…SIA181 Q221DTC…KYY603 RS M1…SIA181 N836KF…VAS1091 

CM-5 M1…SIA181 D222TC…KYY603 RS M1…SIA181 N836KF…VAS1091 

CM-6 M1…SIA181 Q239QER…KYY603 RS M1…SIA181 L851NRV…VAS1091 

CM-7 M1…SIA181 Q221DTC…KYY603 RS M1…SIA181 K835NKF…VAS1091 

 

 Geteilte Konstrukte 

pETDuet-3 

MCS1, N-terminal His6 

 pACYCDuet-2 

MCS2, C-terminal S-Tag 

CqsS hACII C1ab  CqsS hACII C2 

CM-8 M1…SIA181 Q221DTC…KYY603  M1…SIA181 K835NKF…VAS1091 

CM-9 M1…SIA181 D222TC…KYY603  M1…SIA181 N836KF…VAS1091 

CM-10 M1…SIA181 Q239QER…KYY603  M1…SIA181 L851NRV…VAS1091 

 

 pACYCDuet-2 

MCS1, N-terminal His6  MCS2, C-terminal S-Tag 

CqsS hACII C1ab  CqsS hACII C2 

CM-8 M1…SIA181 Q221DTC…KYY603  M1…SIA181 K835NKF…VAS1091 

CM-11 M1…RNQV172 E234FE… KYY603  M1…RNQ171 I845ET… VAS1091 

 CqsS hACII C1a  CqsS hACII C2 

CM-12 M1…SIA181 Q221DTC…FRP489  M1…SIA181 K835NKF…VAS1091 

CM-13 M1…RNQV172 E234FE… FRP489  M1…RNQ171 I845ET… VAS1091 

 

 

Die Verknüpfungsstelle zwischen CqsS(…SIA181) und dem Beginn der C-Helix (C1 = 

Q239QER…, C2 = L851NRV…) wurde auch in den Konstrukten CM-6 und CM-10 mit 

der hACII getestet. CM-7, CM-8 und CM-12 entstanden durch das Abmessen des 

Abstandes vom Ende der TM6 (…C166YF168) bis zu SIA181 (=13 ASn) in CqsS. Diese 

Länge wurde auf die entsprechende Stelle in der Sequenz von hACII übertragen. 

Somit ergab sich 13 ASn vom Ende der TM6 der Verknüpfungspunkt Q221DTC… in 

C1 und 13 ASn vom Ende der TM12 K835NKF… in C2. Da das Ende der TMs nicht 

mit völliger Sicherheit vorhergesagt werden kann, wurden die Verknüpfungspunkte in 

CM-4, CM-5 und CM-9 zusätzlich um eine AS verschoben (C1 = D222TC…, C2 = 

N836KF…). Außerdem wurde für CM-11 und CM-13 anhand von Alignments versucht, 

eine Übereinstimmung bzw. einen stimmigen Übergang zwischen CqsS und hACII zu 

finden (Fig. 38). Daraus entstanden an einem hoch konservierten Glu die 

Verknüpfungspunkte CqsS(…RNQV172) und C1(E234FE…) bzw. CqsS(…RNQ171) und 

C2(I845ET…). 
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Rv1625c AC : ARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIA 

ACII Mensch: IKSRIKLEFEKRQQERLLLSLLPAHIA 

ACV  Mensch: IQARLHSQRENQQQERLLLSVLPRHVA 

CqsS SIA   : CYFRNQVEHEA--------KV---SIA 

 

Rv1625c AC : ARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIA 

ACII Mensch: KKEREEIETMENLNRVLLENVLPAHVA 

ACV  Mensch: TEEKEEMEELQAYNRRLLHNILPKDVA 

CqsS SIA   : CYFRNQVEHEA---------KV--SIA 
 

Fig. 38: Alignment eines Teils des CqsS Rezeptors mit Rv1625c AC und zwei Mammalia-ACn 

(jeweilige Darstellung des Übergangs zur katalytischen Domäne C1 bzw. C2). Das Alignment wurde 

verwendet, um Verknüpfungspunkte zwischen CqsS und hACII zu ermitteln. Als Verknüpfungspunkt 

wurde das hoch konservierte Glu (Pfeil) gewählt. 

 

 

Das Programm Quick2d (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/quick2_d) ermittelt anhand 

mehrerer Vorhersagealgorithmen das mögliche Auftreten von Sekundärstrukturen, 

wie beispielsweise α-Helices, β-Faltblätter, coiled coils, in der eingegebenen 

Sequenz. Nach Eingabe der Sequenz von CqsS-hACII C2 wurde für den Beginn der 

C2 Untereinheit ein coiled coil vorausgesagt (Anhang 5). Hierbei handelt es sich um 

Bündel aus meistens 2-4 α-Helices, die in einer superhelikalen Struktur umeinander 

gewunden sind (Lupas and Gruber, 2005). Um das coiled coil zu vervollständigen, 

müsste ein entsprechender Gegenpart in CqsS-hACII C1ab vorhergesagt werden, 

was jedoch nicht der Fall war (Anhang 3). Allerdings wurde am Ende des C1b 

Linkers ein coiled coil vorausgesagt, wenn die Sequenz „rückwärts“ (mit der letzten 

AS beginnend) in das Programm eingegeben wurde (Anhang 4). Da ein möglicher 

Einfluss des C1b Linkers für die Faltung der katalytischen Domänen nicht 

ausgeschlossen ist, wurden die Konstrukte CM-4 bis CM-11 um die entsprechende 

Sequenz verlängert. 

Zu Beginn wurden die Konstrukte CM-4 bis CM-7 als Fusionsproteine in pQE80-L 

kloniert. Dadurch ergab sich eine Verknüpfung von C1ab Y603-RS mit M1 von CqsS-

C2. Auffällig war, dass die Konstrukte schwierig zu klonieren waren und mehrere 

Anläufe und Zwischenschritte über pBluescript II SK(-) benötigt wurden, bis die 

Transformation funktionierte. Die Fusionskonstrukte CM-4, CM-5 und CM-6 zeigten 

Basalaktivität zwischen 7–46 pmol cAMP∙mg-1∙min-1. CM-4 und CM-5 wiesen im 

Gegensatz zu CM-6 eine Aktivitätszunahme bei Zugabe des Liganden CAI-1 auf (Fig. 

39A). Da CAI-1 in DMSO verdünnt wurde, diente der Zusatz von DMSO als Kontrolle. 

Da das Temperaturoptimum für die Enzymaktivität in den Fusionskonstrukten 

unbekannt war, wurden CM-4 bis CM-7 zusätzlich bei 30°C getestet (Fig. 39B). Bis 

auf CM-5 waren die Basalaktivitäten bei 30°C geringer als bei 37°C. Bei Zugabe von 

Gsα* konnte eine Stimulation der Aktivität bei CM-4 und CM-6 beobachtet werden 

(Fig. 39B). Die Werte von CM-7 sind nur unter Vorbehalt zu analysieren, da dieses 

Fusionskonstrukt im Western Blot nicht nachweisbar war (Fig. 39C). 

C1 

C2 
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A      B 

     
C 

 
 

 

Als Vergleich zu den Fusionskonstrukten wurden die Konstrukte in C1- und C2-

Bereiche geteilt. Diese wurden dann jeweils in zwei kompatible Vektoren (pETDuet-3, 

pACYCDuet-2) kloniert und anschließend eine Doppeltransformation durchgeführt 

(CM-8 bis CM-10). Als weitere Möglichkeit wurden CqsS-hACII C1 und CqsS-hACII 

C2 in pACYCDuet-2 mit zwei ribosomalen Bindestellen kloniert und exprimiert (CM-8, 

CM-11 bis CM-13). Dies sollte eine flexible Faltung der Konstrukte ermöglichen und 

zeigen, ob die vorherigen Konstrukte durch die Fusion womöglich zu starr für die 

richtige Aneinanderlagerung waren. Bei den Konstrukten wurde mittels Zugabe von 

Gsα* versucht, die Aktivität zu erhöhen. Eine Regulation durch CAI-1 wurde vorerst 

nicht getestet. Die geteilten Konstrukte CM-8, CM-9 und CM-10 wurden in pETDuet-3 

(CqsS-hACII C1ab) und pACYCDuet-2 (CqsS-hACII C2) parallel exprimiert. Nur CM-

8 zeigte im Vergleich mit dem entsprechenden Fusionskonstrukt CM-7 eine höhere 

Basalaktivität bei 30°C (Fig. 40A bzw. Fig. 39B). Wie es bei dem Fusionskonstrukt 

CM-6 bereits erkennbar war (Fig. 39B), zeigte auch das entsprechende geteilte 

Konstrukt CM-10 eine Stimulation durch Gsα*, hier mit mehr als 400% (Fig. 40A). 

Allerdings konnte die Signifikanz anhand der Datenmenge (n=2) nicht bestimmt 

werden. Bei CM-6 und CM-10 handelt es sich um die Verknüpfung von CqsS mit der 
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Fig. 39: A) AC-Aktivität der fusionierten 

CqsS-hACII Konstrukte unter Zugabe von 

CAI-1. DMSO dient als Kontrolle. Je 20 

µg Membranpräparation, n=2. 

B) AC-Aktivität der fusionierten CqsS-

hACII Konstrukte ± Gsα*. Leervektor 

pQE80-L als Negativkontrolle. Je 30 µg 

Membranpräparation, n=2 (außer CM-5, 

n=4). 

C) Western Blot derselben Konstrukte mit 

Anti-RGS-His4 Antikörper. CM-7 10 µg 

Protein, alle anderen je 5 µg. Erwartete 

Bandenhöhe 117 kDa (CM-6 113 kDa). 
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C-Helix der hACII. Im Western Blot konnten die geteilten Konstrukte mit dem 

jeweiligen Antikörper nachgewiesen werden (Fig. 40B). CqsS-hACII C1ab wies 

vermehrt unspezifische Bindungen des Antikörpers oder Abbaubanden auf. CqsS-

hACII C2 zeigte in zwei Fällen eine weitere Bande bei ca. 25 kDa. Wie bereits bei 

anderen CqsS-AC-Konstrukten beobachtet, liefen auch diese Banden niedriger als 

erwartet. 

 

A        B 

    
 
Fig. 40: A) AC-Aktivität der geteilten CqsS-hACII Konstrukte nach paralleler Expression (in pETDuet-3 

und pACYCDuet-2) ± Gsα*. 20 µg Membranpräparation, n=4 (außer CM-10 + 903 nM Gsα*: n=2). 

B) Western Blot der getesteten Konstrukte, je 5 µg Protein. CqsS-hACII C1ab mit Anti-RGS-His4 

Antikörper (RGS), CqsS-hACII C2 mit Anti-S-tag Antikörper (S). Erwartete Bandenhöhe: 68 kDa CM-8 

„RGS“, 67 kDa CM-9 „RGS“, 65 kDa CM-10 „RGS“, 53 kDa CM-8 und CM-9 „S“, 51 kDa CM-10 „S“ 

(jeweils mit Pfeil markiert). 

 

 

Um den Einfluss des C1b Linkers auf die Aktivität festzustellen, wurden die 

Konstrukte CM-12 und CM-13 nur mit der C1a-Sequenz kloniert, während die 

entsprechenden Konstrukte CM-8 bzw. CM-11 um C1b verlängert wurden. Diese vier 

Konstrukte wurden in pACYCDuet-2 exprimiert und bei 37°C getestet. Die Aktivitäten 

waren auch nach Zugabe von Gsα* und FSK nur geringfügig höher als die Aktivität 

der Negativkontrolle (Leervektor pACYCDuet-2) (Fig. 41 A). Die Signifikanz konnte 

nicht bestimmt werden (n=2). Eine Zunahme in der Aktivität bei gleichzeitiger Zugabe 

von 0,6 µM Gsα* und 50 µM FSK ließ sich nur bei CM-8 (mit C1b) feststellen. Dieser 

Effekt trat bei doppelter Konzentration von Gsα* und FSK nicht mehr auf. Eine 

generelle positive Wirkung von C1b auf die Aktivität der Konstrukte trat nicht auf. Im 

Western Blot waren die geteilten Konstrukte nachweisbar (Fig. 41 B). Die Banden 

liefen erneut niedriger als erwartet. Das Verhältnis der Banden zueinander war 

jedoch stimmig: Konstrukte mit derselben erwarteten Höhe liefen tatsächlich 

gemeinsam und größere Konstrukte liefen immer höher als kleinere Konstrukte. Dies 

ist ein weiterer Punkt, der gegen willkürlichen Abbau der Proteine spricht. 
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A 

 
B 

 

Fig. 41: A) AC-Aktivität der getrennten CqsS-hACII Konstrukte nach paralleler Expression (in 

pACYCDuet-2) ± Gsα* und FSK. 20 µg Membranpräparation, n=2. 

B) Western Blot der getesteten Konstrukte, je 5 µg Protein. CqsS-hACII C1a(b) mit Anti-His4 

Antikörper (His4), CqsS-hACII C2 mit Anti-S-tag Antikörper (S). Erwartete Bandenhöhe: 68 kDa CM-8 

„His4“, 52 kDa CM-12 „His4“, 50 kDa CM-13 „His4“, 65 kDa CM-11 „His4“, 53 kDa CM-8 und CM-12 „S“, 

51 kDa CM-11 und CM-13 „S“ (jeweils mit Pfeil markiert). Li: 15%iges SDS-Gel, re: 10%iges SDS-Gel. 

 

 

Da die CqsS-hACII Konstrukte gering aktiv waren und nur in begrenztem Umfang 

stimuliert werden konnten (Fig. 39B, 40A, 41A), wurden lösliche Konstrukte aus den 

beiden Untereinheiten hACII C1a(b) und hACII C2 ohne CqsS-Rezeptor hergestellt. 

Damit sollte getestet werden, ob als Ursache für die geringen Aktivitäten evtl. 

Inkompatibilität bei der bakteriellen Expression oder ein störender Einfluss von CqsS 

in Frage kommen. Die beiden hACII-Untereinheiten wurden entweder getrennt oder 

gelinkert (Linker: TRAAGGPPAAGGLE) exprimiert (vollständige Sequenz Anhang 2). 

Die einzelnen Untereinheiten hACII C1a, C1ab und C2 sind inaktiv. Bei 37°C lagen 

ihre Basalaktivitäten mit ungefähr 30 pmol cAMP∙mg-1∙min-1 im selben Bereich wie 

die der CqsS-Rezeptorkonstrukte (Fig. 42A bzw. Fig. 39A, 41A). Entgegen der 
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Erwartung zeigte das Mischen (C1a/b + C2) bzw. Linkern (C1a/b-L-C2) beider 

katalytischer Domänen keine höhere Aktivität im Vergleich zu den Einzeldomänen, 

selbst als die eingesetzte Proteinmenge erhöht wurde (Fig. 42A). Die Zugabe von 1,2 

µM Gsα* und 100 µM FSK konnte die Aktivität von hACII C1a(b) + hACII C2 steigern 

(Fig. 42B). Allerdings lagen diese Aktivitäten ungefähr auf demselben Niveau wie die 

der Einzeldomänen (vgl. Fig. 42A und B). Bei den Linkerkonstrukten zeigte nur hACII 

C1ab-Linker-hACII C2 eine Aktivitätssteigerung bei Zugabe von 1,2 µM Gsα* (Fig. 

42C). Die gleichzeitige Zugabe von Gsα* und FSK hatte hier keine 

aktivitätssteigernde Wirkung (Fig. 42C). Der Western Blot (Fig. 42D) zeigte eine 

geringe Expression von hACII C1a(b), während hACII C2 stark exprimiert wurde. 

Sowohl hACII C1a als auch C1ab wiesen eine Abbaubande auf. hACII C2 

dimerisierte womöglich, da eine zusätzliche Bande bei ca. 60 kDa zu sehen war. Die 

beiden Linkerkonstrukte hACII C1a(b)-Linker-hACII C2 konnten kaum nachgewiesen 

werden. hACII C1ab-Linker-hACII C2 wies in einem Western Blot eine starke 

Abbaubande bei ca. 30 kDa auf und ist möglicherweise nicht stabil. Auffällig ist, dass 

ohne CqsS die Banden auf der erwarteten Höhe detektiert wurden. Da auch ohne 

den Rezeptor keine höheren Aktivitäten oder Regulation zu erzielen war, konnte 

CqsS als Ursache ausgeschlossen werden. 
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C) AC-Aktivität der Linkerkonstrukte C1a(b)-L-C2 der hACII-Domänen ± Gsα* und FSK. Je 20 µg 

Protein, n=2. 

D) Western Blot der hACII-Domänen mit Anti-RGS-His4 Antikörper. Erwartete Bandenhöhe (jeweils mit 

Pfeil markiert): 31 kDa C1a (8 µg), 46 kDa C1ab (15 µg), 30 kDa C2 (2 µg), 61 kDa C1a-L-C2 (33 µg), 

76 kDa C1ab-L-C2 (7 µg linkes Gel bzw. 5 µg rechtes Gel). Der starke Abbau von C1ab-L-C2 ist nicht 

in jedem Western Blot zu sehen. Li: 15%iges SDS-Gel, re: 10%iges SDS-Gel. 
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Fig. 42: A) AC-Aktivität der hACII-

Domänen C1a(b) und C2 einzeln oder in 

Kombination, n=2. Jeweils eingesetzte 

Gesamtproteinmenge in der Legende 

angegeben (bei C1a(b)+C2: 10 µg feste 

Proteinmenge für C2, C1a(b) variable 

Proteinmenge). 

B) AC-Aktivität der titrierten hACII-

Domänen + Gsα* bzw. FSK, n=2. Jeweils 

eingesetzte Gesamtproteinmenge über 

dem Balken angegeben (bei C1a/b+C2: 

10 µg feste Proteinmenge für C2, C1a(b) 

variable Proteinmenge). 
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3.2.3 Regulierung von Rv1625c-Konstrukten durch Gsα* 

Die vorangegangenen Versuche mit Mammalia-ACn ergaben nur geringe Aktivitäten, 

eine Regulation wurde nicht gesichert. Auf Grund der teilweise schwachen Banden 

im Western Blot lag die Vermutung nahe, dass es sich um ein grundlegendes 

Problem bei der Expression der chimären Mammalia-Konstrukte in Bakterien 

handelte. Zur Klärung dieses Verdachts wurde mit der mykobakteriellen AC Rv1625c 

als Mammalia-Modellsystem weiter gearbeitet. Die lösliche Domäne von Rv1625c 

zeigte keine Probleme bei der Expression in verschiedenen E. coli Stämmen, 

Aktivitäten von 685 nmol cAMP∙mg-1∙min-1 eines gelinkerten Homodimers sind 

publiziert (Guo et al., 2001). Bei Rv1625c handelt es sich um die Hälfte einer 

Mammalia-AC bestehend aus einem 6-TM Membrananker und einer katalytischen 

Domäne. Mittels der Programme HHpred und Modeller (erhalten von H. Zhu, MPI für 

Entwicklungsbiologie, Tübingen) wurde die räumliche Struktur des löslichen Teils von 

Rv1625c mit der vorhandenen Struktur von Mammalia ACV C1 und ACII C2 (Tesmer 

et al., 1997) als Basis modelliert (Fig. 43). Rv1625c (blau) weicht nur an wenigen 

Stellen von ACV C1 (rot) und ACII C2 (grün) ab (vgl. auch Alignment Fig. 46). Durch 

Mutationen sollte Rv1625c weiter an Mammalia-ACn angeglichen werden. Zunächst 

wurde die lösliche Domäne von Rv1625c durch passende Mutationen in eine 

Rv1625c-C1 und Rv1625c-C2 umgewandelt, welche nur bei Dimerisierung Aktivität 

zeigen (Guo et al., 2001). Danach sollte die allmähliche Umwandlung zu einem Gsα*-

aktivierten Rv1625c-C1/C2-Heterodimer erfolgen. Mit diesem Modell und Alignments 

sollten die Schwierigkeiten bei der Expression von Mammalia-ACn erkannt werden. 

Mit diesen Erkenntnissen könnten wiederum die Mammalia-ACn angepasst werden, 

damit eine bakterielle Expression erfolgreich ist. 

 
 

 

DVNK 

PKF 

PSQEHSQEPE 

Fig. 43: Darstellung der 

Überlagerung der bekannten 

Struktur von ACV C1 (rot) und 

ACII C2 (grün) (Tesmer et al., 

1997) mit der unbekannten 

Struktur von Rv1625c (blau). 

Markante Abbweichungen in den 

Strukturen sind mit Pfeilen und 

der entsprechenden AS-

Sequenz markiert. In ACII C2 

konnte ein kurzer Abschnitt 

(PSQEHSQEPE) der Struktur 

nicht aufgeklärt werden. Die 

zugehörigen Sequenzen sind im 

Alignment von Fig. 46 zu finden. 
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3.2.3.1 Mutationen zur Bildung von Rv1625c-C1 und Rv1625c-C2 

Rv1625c bildet normalerweise ein Homodimer mit zwei aktiven katalytischen Zentren 

(Fig. 3B) (Guo et al., 2001). Jedes Monomer besitzt alle sechs ASn, die für die 

Katalyse von ATP zu cAMP von Bedeutung sind. Eine Mammalia-AC hingegen bildet 

ein katalytisches Zentrum aus beiden Untereinheiten (Fig. 1B), da die katalytischen 

Reste auf C1 und C2 verteilt sind (Guo et al., 2001). Anhand von 

Sequenzvergleichen mit einer Mammalia-ACII (Fig. 44) und auf Grundlage der 

Ergebnisse von Guo et al. 2001 (Guo et al., 2001) wurden die Mutationen zur Bildung 

einer Rv1625c-C1 und von zwei Varianten einer Rv1625c-C2 gewählt. Als Startpunkt 

von Rv1625c diente D204 (Guo et al., 2001). 

 

 

ACII-C2: VCVMFASI....VEKIKTIGSTY....PQYDIWGNTVNVASRM 

ACII-C1: VSILYADI....CMRIKILGDCY....WQYDVWSHDVTLANHM 

1625c  : ASVLFADI....LEKIKVSGDSY....FFYDVWGDAVNVASRM 

 

Fig. 44: Ausschnitte des Alignments der katalytischen Domänen C1 und C2 einer Mammalia-ACII und 

von Rv1625c. Über dem Alignment sind die katalytischen ASn markiert (Me2+ = Bindestelle für 

Metallionen, ATP = Substraterkennung, S = Stabilisierung des Übergangszustandes von ATP zu 

cAMP). Diese ASn sind mit der Nummerierung von Rv1625c versehen. 

 

 

Wie in Fig. 44 zu sehen ist, sind die katalytischen ASn zur Substraterkennung in 

Mammalia-ACII und Rv1625c (K296, D365) identisch. Rv1625c-C1 sollte wie in 

Mammalia-ACn Metallionen binden und Rv1625c-C2 sollte zur Stabilisierung des 

Übergangszustandes dienen. Anhand des Alignments (Fig. 44) wurden die ASn in 

Rv1625c entsprechend der ACII mutiert. Rv1625c-C1 erhielt demnach die jeweiligen 

ASn aus ACII C1 (N372T/R376H). Für Rv1625c-C2 wurden zwei Varianten laut der 

ACII C2 gebildet (Variante A: D256S/D300S/S301T; Variante B: D256S/D300S). Bei 

Variante A wurden nicht nur die entsprechenden katalytischen ASn D256 und D300 

wie in Variante B mutiert, sondern zusätzlich auch die AS S301 verändert, da bei 

vielen Mammalia C2 an dieser Position Thr steht (vollständige Sequenz Anhang 6). 

Die Konstrukte Rv1625c-C1 und -C2-A/B wurden getrennt in pQE80 kloniert und in 

E. coli BL21(DE3) exprimiert. Im AC-Test (Fig. 45A) waren C1 und C2-A/B alleine 

inaktiv, bei gemeinsamer Zugabe aktiv. Rv1625c-C1/-C2-A/B waren in diesem Test 

ungefähr halb so aktiv wie der Wildtyp Rv1625c. Das könnte daran liegen, dass die 

mutierten Untereinheiten nicht titriert wurden, um die maximale Aktivität zu 

bestimmen. Die Aktivitäten von Rv1625c-C1 mit -C2-A oder -B waren nahezu 

identisch und wurden nicht durch Gsα* beeinflusst. Um ein Titrieren der 

Untereinheiten zu umgehen, wurde ein Linkerkonstrukt (Linker: TRAAGGPPAAGGLE 

(Guo et al., 2001)) aus Rv1625c-C1 und Rv1625c-C2-A erstellt, welches unter 

gleichen Bedingungen exprimiert und gereinigt wurde (vollständige Sequenz Anhang 

6). Dieses Konstrukt wird im Folgenden als „RV-1“ (für Rv1625c) bezeichnet und 

2
5

6
 

2
9

6
 

3
0

0
 

3
0

1
 

3
6

5
 

3
7

2
 

3
7

6
 

Me2+ Me2+ ATP ATP S S 



Ergebnisse Rv1625c Regulation 

97 
 

zeigte eine Aktivität von 944,7 ± 125,9 nmol cAMP∙mg-1∙min-1 und eine 10%ige 

Stimulation durch 1,2 µM Gsα* (n=6). Unter den gleichen Bedingungen wurde auch 

der gereinigte Überstand des Leervektors pQE80-L getestet (157 pmol cAMP∙       

mg-1∙min-1). Im Western Blot (Fig. 45B) waren trotz Erhitzen der Proben (10 min, 

80°C) sowohl im Wildtyp als auch in den mutierten Untereinheiten von Rv1625c 

Dimere bei ca. 55 kDa sichtbar. Obwohl keine Cysteine in der Sequenz vorhanden 

sind, treten anscheinend sehr stabile Dimere auf. 

 

A 

 
B 

 

 

3.2.3.2 Mutationen für ein Gsα*-stimuliertes Rv1625c-C1/-C2-Heterodimer 

Nachdem mit Rv1625c-C1 und Rv1625c-C2 ein funktionsfähiges Modell einer 

Mammalia-AC erstellt wurde, wurden weitere Mutationen eingeführt, die eine Gsα*-

Stimulation ermöglichen sollten. Grundlage für die Überlegungen waren mehrere 

Publikationen (Hatley et al., 2000; Tesmer et al., 1997; Yan et al., 1997; 

Zimmermann et al., 1998). Darin wurden einige mutmaßliche Gsα-Bindestellen an 

Mammalia-ACn diskutiert. Mit Hilfe eines Alignments von Rv1625c und Mammalia-

ACII und -ACV wurden zunächst generelle Unterschiede in den Sequenzen 

analysiert, die für eine erfolgreiche Gsα*-Bindung angepasst werden sollten (Fig. 46). 

Da sowohl Sequenzunterschiede als auch strukturelle Anforderungen eine Rolle 

spielen könnten, wurde die bekannte Sekundärstruktur des ACV C1/ACII C2 

Heterodimers (Fig. 43) schematisch in das Alignment mit einbezogen (Tesmer et al., 

1997). 

0

20

40

60

80

n
m

o
l 
c
A

M
P

∙m
g

-1
∙m

in
-1

basal 37°C

2 µM Gsα* 37°C

Fig. 45: A) AC-Aktivität der löslichen Rv1625c-

Konstrukte ± Gsα* (n=2). Rv1625c = D204-V443 

(ungelinkert), C1 = Rv1625c204-443 [N372T/R376H], C2-

A = Rv1625c204-443 [D256S/D300S/S301T], C2-B = 

Rv1625c204-443 [D256S/D300S], je Untereinheit 2 µg 

Protein. 

B) Western Blot mit Anti-RGS-His4 Antikörper. 

Erwartete Bandenhöhe (Pfeile): Rv1625c, C1, C2-

A/B 28 kDa, Linkerkonstrukt RV-1 55 kDa, je 0,5 µg 

Protein. 
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ACII-C2: --RQNEYYCRLDFLWKNKFKKEREEIETMENLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEE-- 

ACV-C2 : HAQQVESTARLDFLWKLQATEEKEEMEELQAYNRRLLHNILPKDVAAHFLARERRNDE-- 

ACII-C1: HKHLMELALQQTYQDTCNCIKSRIKLEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGP 

ACV-C1 : THYPAEVSQRQAFQETRECIQARLHSQRENQQQERLLLSVLPRHVAMEMKADINAKQE-- 

1625c  : -----------------DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERN----- 

                                                                      

                                                                      

                                                                      

                                                                      

ACII-C2: -------------LYHQSYDCVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIIADFD 

ACV-C2 : -------------LYYQSCECVAVMFASIANFSEFYVELEANNEGVECLRLLNEIIADFD 

ACII-C1: KAGQMENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIVGFTRLASDC----SPGELVHMLNELFGKFD 

ACV-C1 : -------DMMFHKIYIQKHDNVSILFADIEGFTSLASQC----TAQELVMTLNELFARFD 

1625c  : -------------IIADKYDEASVLFADIVGFTERASST----APADLVRFLDRLYSAFD 

                                                                      

                                                                      

                                                                      

                                                                      

                                                                      

                                                                      

ACII-C2: DLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHSQEPERQYMHIGTMVEFAFALVGKL 

ACV-C2 : EIISEDRFRQLEKIKTIGSTYMAASGLNDSTYDKVGK------THIKALADFAMKLMDQM 

ACII-C1: QIAKE---NECMRIKILGDCYYCVSGLPISLP-----------NHAKNCVKMGLDMCEAI 

ACV-C1 : KLAAE---NHCLRIKILGDCYYCVSGLPEARA-----------DHAHCCVEMGMDMIEAI 

1625c  : ELVDQ---HGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRP-----------DHTQALADFALDMTNVA 

                                                                      

                                                                      

                                                                      

                                                                      

                                                                      

                                                                      

ACII-C2: DAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTE 

ACV-C2 : KYINEHSFNNFQMKIGLNIGPVVAGVIGARKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVPDRIQVTT 

ACII-C1: KKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGGVPGRVHISS 

ACV-C1 : SLVREVTGVNVNMRVGIHSGRVHCGVLGLRKWQFDVWSNDVTLANHMEAGGKAGRIHITK 

1625c  : AQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPD 

                                                                      

                                                                      

                                                                      

                                                                      

                                                                      

                                                                      

ACII-C2: ETSLIVQTLGYTCTCRGIINVKGKGD--LKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS------- 

ACV-C2 : DMYQVLAANTYQLECRGVVKVKGKGE--MMTYFLNGGPPLS--------------- 

ACII-C1: VTLEHLNGAYKVEEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLF-------- 

ACV-C1 : ATLNYLNGDYEVEPGCGGERNAYLKEHSIETFLILRCTQKRKEEKAMIAK------ 

1625c  : EVYERLKDDFVLRER-GHINVKGKG—-VMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

                                                                      

                                                                      
 

Fig. 46: Alignment von Rv1625c (D204-V443) und Mammalia-ACII und -ACV. Der Grad der 

Konservierung ist in verschiedenen Grautönen angegeben (weiß = nicht konserviert, schwarz = hoch 

konserviert). Die Sekundärstruktur des ACV C1/ACII C2-Heterodimers ist schematisch dargestellt und 

nummeriert (Tesmer et al., 1997). Oberhalb des Alignments ist die Struktur der C2-Untereinheit (α‘, β‘) 

gezeichnet, unterhalb die der C1-Untereinheit (α, β). 

β1 α1 α2 

α2 β2 β3 α3 

α3 β4 β5 

 

α4 β6 

α5 β7 α6 α7 β8 

β1‘ α1‘ α2‘ 

α2‘ β2‘ β3‘ α3‘ 

 

α3‘ β4‘ β5‘ α4‘ 

 

β6‘ 

α5‘ β7‘ β8‘ 
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In Tab. 20 sind alle getesteten Mutationen aufgeführt. Es handelt sich dabei um 

Varianten von RV-1. In Anlehnung an RV-1 werden die Konstrukte in fortlaufender 

Reihe nummeriert. Die vollständigen Sequenzen sind in Anhang 6 zusammengestellt. 

In der Tabelle wird die AS-Bezifferung von Rv1625c angegeben, die mutiert wurden 

oder nach denen ein Einschub erfolgte. Da zu Beginn unbekannt war, wie viele 

Mutationen nötig sein würden, um eine Gsα*-Stimulation in den Mutanten zu 

bewirken, wurden Mutationen sowohl einzeln als auch in Kombination in die 

Konstrukte eingefügt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tab. 20 (folgende Seite): Auflistung der mutierten Rv1625c(204-443)-Konstrukte. Ausgangskonstrukt war 

RV-1 mit den Mutationen Rv1625c-C1[N372T/R376H] und Rv1625c-C2-A[D256S/D300S/S301T], die auch in 

allen folgenden Konstrukten beibehalten wurden. Die C1- und C2-A-Untereinheiten sind jeweils mit 

einem Linker (L = TRAAGGPPAAGGLE, grauer Balken) verknüpft. Zur Orientierung wurden die 

Mutationen entsprechend ihrer Lage wie in Fig. 46 angegeben. Bereits erwähnte Mutationen werden 

nicht erneut mit der Stelle ihrer Insertion genannt. 
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Linker-
konstrukt 

Rv1625c-C1 [N372T/R376H] L Rv1625c-C2-A [D256S/D300S/S301T] 

C- 
Helix 

vor β1 β7α6α7 
C-

Helix 
+4 

ASn 
α2‘ 

+3  
ASn 

+11  
ASn 

α3‘ 

RV-2  R240+NFH  ‘‘       

RV-3 N225S          NFH  ‘‘       

RV-4  R240+IFH  ‘‘       

RV-5 
 R240+IFHNIIAER

LKEPERNFH 
 ‘‘       

RV-6 
  F400+EVEPGCGGE

RNAYLKEHSM416 

‘‘       

RV-7 L227P   ‘‘       

RV-8    ‘‘ L227P      

RV-9 L227P   ‘‘ L227P      

RV-10 
   ‘‘  T267+ 

DVNK 
    

RV-11    ‘‘   D277N, R278E, A282D    

RV-12    ‘‘  DVNK        NED    

RV-13    ‘‘  DVNK D271E, L272C, NED    

RV-14 
   ‘‘    V287+S, 

H290+FS 
  

RV-15    ‘‘  DVNK           S, FS   

RV-16    ‘‘  DVNK        NED          S, FS   

RV-17    ‘‘    Q289+PKF   

RV-18    ‘‘    H290+  KFS   

RV-19    ‘‘  DVNK             KFS   

RV-20    ‘‘  DVNK        NED            KFS   

RV-21    ‘‘      R337S, G338F 

RV-22    ‘‘      P336H, SF 

RV-23    ‘‘      K334N, HSF 

RV-24    ‘‘  DVNK        NED            KFS  HSF 

RV-25    ‘‘     V308+NDSTYDKVGKTH315  

RV-26          NFH  ‘‘  DVNK        NED          PKF        SF 

RV-27           IFH  ‘‘  DVNK        NED            KFS      HSF 

RV-28 
          IFHNIIAER 

LKEPERNFH 
EVEPGCGGERNA
YLKEHS 

‘‘  DVNK EC, NED          PKF NDSTYDKVGKT N, HSF 
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RV-2 wurde konstruiert, da N378 und F379 (ACII) vor dem β1-Faltblatt direkt mit Gsα 

interagieren könnten (Tesmer et al., 1997). His wurde zusätzlich eingefügt, da es in 

der C1-Domäne von Mammalia-ACn konserviert ist und Rv1625c vor dem β1-

Faltblatt generell eine kürzere AS-Sequenz verglichen mit den Mammalia-ACn 

aufwies. 

In RV-3 wird die zusätzliche Mutation N225S eingeführt, da es sich hier in der C1-

Domäne von Mammalia-ACn um eine stark konservierte Position handelt. 

RV-4 entspricht RV-2, nur dass die ASn IFH aus Mammalia-ACI stammen und NFH 

aus Mammalia-ACII. 

Der Einschub von 18 ASn (IFHNIIAERLKEPERNFH) in RV-5 ist auf eine spontane 

Sequenzverlängerung während der Klonierung des Konstrukts RV-4 zurückzuführen. 

Dieses Konstrukt wurde getestet, da es die beiden gewünschten Motive IFH und 

NFH beinhaltete. 

Bei RV-6 handelt es sich um eine strukturelle Anpassung. Die C1-Domäne weist an 

ihrem C-Terminus die Folge β7α6α7β8 mit zwei helicalen Strukturen auf, während 

die C2-Domäne in diesem Bereich nur die beiden β-Faltblätter β7‘β8‘ enthält (Fig. 46) 

(Tesmer et al., 1997). Da die Sequenz von Rv1625c-C1 in diesem Bereich mit der 

Mammalia C2-Domäne nahezu identisch ist, wurde die entsprechende AS-Sequenz 

mit der der Mammalia C1-Domäne (EVEPGCGGERNAYLKEHS) getauscht. 

Bei den Konstrukten RV-7, RV-8 und RV-9 handelt es sich in den jeweiligen 

Untereinheiten immer um die Mutation L227P. Ursprung dieser Mutation waren 

Studien an Hefezellen ohne funktionsfähige AC, in denen mutierte ACV Varianten 

exprimiert wurden (Zimmermann et al., 1998). Als eine von mehreren Mutationen 

führte L967P in ACV zu einer Cyclase, die nicht mehr auf Gsα reagiert (Zimmermann et 

al., 1998). Es wurde eine verminderte Bindungsfähigkeit dieser Konstrukte an Gsα 

und eine geringere Stimulierbarkeit durch Gsα festgestellt (Zimmermann et al., 1998). 

Diese Mutation befindet sich in einem stark konservierten Bereich innerhalb der 

vermeintlichen C-Helix und wurde für Rv1625c in allen Untereinheiten getestet. 

DVNK in RV-10 diente dazu, die um vier ASn kürzere Rv1625c im Bereich zwischen 

α1‘ und α2‘ zu verlängern und die vermeintlichen Gsα-bindenden ASn Val und Asn zu 

erhalten (Tesmer et al., 1997). 

Die Mutationen D277N/R278E/A282D in der α2‘ von RV-11 sollten ebenfalls Gsα binden, 

genauso wie die zusätzlichen Mutationen D271E/L272C in RV-13 (Tesmer et al., 1997). 

Die Varianten RV-14, RV-17 und RV-18 sollten die um drei ASn kürzere Rv1625c 

zwischen α2‘ und β2‘ verlängern. 

In ACII α3‘ befinden sich laut Tesmer et al. (Tesmer et al., 1997) die ASn H989 und 

F991, die ebenfalls mit Gsα interagieren sollen. Dies führte zu den Konstrukten RV-

21, RV-22 und RV-23. Bei der Mutation K334N im letzten Konstrukt handelt es sich 

um das Einführen eines konservierten Asn. 

In der C2-Domäne herrscht zwischen β3‘ und α3‘ eine deutliche Längenvariation 

zwischen Rv1625c und den Mammalia-ACn. In diesem Bereich konnte die 

Kristallstruktur nicht vollständig aufgeklärt werden, was mit einer Lücke in der 

Strukturdarstellung in Fig. 43 bzw. 46 an dieser Stelle angedeutet wird. Die um elf 
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ASn kürzere Rv1625c wurde mit den entsprechenden elf ASn aus ACV C2 

(NDSTYDKVGKT) aufgefüllt (RV-25). 

Alle anderen bislang nicht erwähnten Konstrukte setzen sich aus Kombinationen der 

bereits erläuterten Mutationen zusammen. 

Da die Mutationen in die jeweilige Rv1625c-C1- oder -C2-A vor dem Linkern 

eingefügt wurden, konnten die Aktivitäten der Untereinheiten bereits in Vorversuchen 

durch Titrieren im AC-Test untersucht werden. In den meisten Fällen konnte eine 

gemeinsame Zugabe der verschiedenen Rv1625c-Untereinheiten keine 

Aktivitätssteigerung im Vergleich zu der höchsten Basalaktivität, die für eine einzelne 

Untereinheit gemessen wurde, erzielen (Tab. 21A+B). Dies könnte an den zusätzlich 

eingeführten Mutationen liegen, da die Ausgangskonstrukte Rv1625c-C1 und –C2-A 

zusammen deutlich höhere Aktivität als einzeln aufwiesen (Fig. 45A). Die einzeln 

getesteten Rv1625c-C2-A Varianten in Tab. 21A zeigten bei Zugabe von Gsα* bereits 

eine Aktivitätserhöhung. Bei gleichzeitiger Zugabe beider Rv1625c-Untereinheiten 

und Gsα* war nur eine geringe Akvitätssteigerung messbar (Tab. 21A). Die 

Ergebnisse in Tab. 21B weisen keine Aktivitätserhöhung bei Zugabe von Gsα* bei 

den getesteten Rv1625c-Untereinheiten auf. In den Western Blots (Fig. 47) wurden 

für alle C1- und C2-A-Untereinheiten mehr oder weniger starke 

Dimerisierungsbanden nachgewiesen. 

Generell wiesen die bislang getesteten, titrierten Konstrukte niedrigere Aktivitäten als 

die entsprechenden Linkerkonstrukte auf (Tab. 21A+B, Tab. 22). Um das Titrieren für 

jedes neue Konstrukt zu umgehen, wurden in den fortlaufenden Versuchen nur noch 

Linkerkonstrukte, wie in Tab. 20 aufgeführt, getestet. So wurde gewährleistet, dass 

die Untereinheiten in jedem Fall zusammenfanden und die Auswirkungen der 

Mutationen auf die Aktivität sofort zu beurteilen waren. 

 

 
Tab. 21A: AC-Aktivität von Rv1625c-C1 und unterschiedlichen Rv1625c–C2-A Untereinheiten einzeln 

oder bei gemeinsamer Zugabe ± Gsα* (n=2). Je Untereinheit wurden 2 µg Protein eingesetzt. Die 

Bezeichnung der Konstrukte beruht auf Tab. 20, allerdings handelt es sich hier nicht um 

Linkerkonstrukte, sondern nur um die jeweilige angezeigte Untereinheit (z.B. C2 RV-15 = Rv1625c-

C2-A[+DVNK, +S, FS]). 

Unter-
einheit 

 

basal 37°C 
[pmol cAMP∙mg-1∙min-1] 

1,8 µM Gsα* 37°C 
[pmol cAMP∙mg-1∙min-1] 

- + Rv1625c-C1 - + Rv1625c-C1 

C1 Rv1625c-C1 170 ± 32 - 153 ± 6 - 

C2 RV-15 115 ± 15 145 ± 8 172 ± 4 150 ± 7 

C2 RV-16 154 ± 11 162 ± 15 253 ± 18 184 ± 11 

C2 RV-19 29 ± 17 268 ± 18 68 ± 0 252 ± 17 
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Tab. 21B: AC-Aktivität einer Rv1625c-C2-A Untereinheit und unterschiedlichen Rv1625c-C1 Varianten 

einzeln oder bei gemeinsamer Zugabe ± Gsα* (n=2). Für die Rv1625c-C1 Varianten wurden 

unterschiedliche Proteinmengen eingesetzt, für die Rv1625c-C2-A Untereinheit wurden konstant 0,5 

µg Protein verwendet. Die Bezeichnung der Konstrukte erfolgte wie in Tab. 21A. (n.t. = nicht getestet) 

Unter- 
einheit 

 Protein [µg] 
basal 37°C 

[pmol cAMP∙mg-1∙min-1] 
1,7 µM Gsα* 37°C 

[pmol cAMP∙mg-1∙min-1] 

C1 RV-2 10 78 ± 9 n.t. 

C1 RV-4 10 61 ± 11 n.t. 

C1 RV-5 10 66 ± 3 n.t. 

C2 RV-26 0,5 286 ± 74 n.t. 

C1+C2 
RV-2 + 
RV-26 

  5 + 0,5 246 ± 3 n.t. 

10 + 0,5 280 ± 22 172 ± 5 

C1+C2 
RV-4 + 
RV-26 

  5 + 0,5 164 ± 2 n.t. 

10 + 0,5 188 ± 1 122 ± 17 

C1+C2 
RV-5 + 
RV-26 

  5 + 0,5 97 ± 10 n.t. 

10 + 0,5 91 ± 4 82 ± 6 

 

 
 

Die Linkerkonstrukte wurden von A. Schultz in pQE80-L kloniert und von U. Kurz in 

E. coli BL21(DE3) oder E. coli BLR(DE3) (nach Bedarf mit pREP4) exprimiert und 

gereinigt. Tab. 22 zeigt die Aktivitäten der Konstrukte und die Wirkung von Gsα*. Die 

Bezeichnung der Linkerkonstrukte erfolgt laut Tab. 20. Die Konstrukte sind in 

absteigender Aktivität angeordnet. Es wurden nur diejenigen Konstrukte mehrmals 

getestet, die eine Tendenz zur Gsα*-Stimulierung aufwiesen. Alle Konstrukte konnten 

im Western Blot nachgewiesen werden (Fig. 48). 

 
Tab. 22 (folgende Seite): AC-Aktivität der mutierten Varianten von RV-1 ± Gsα* bei 37°C. Die 

Linkerkonstrukte sind laut Tab. 20 bezeichnet. Jedes dieser Konstrukte enthält die Mutationen 

N372T/R376H in C1 und D256S/D300S/S301T in C2-A. Zusätzliche Mutationen sind mit einem Hinweis zu 

ihrer ungefähren Lage in der Struktur angegeben. Fett gedruckte Mutationen stehen laut Tesmer et al. 

(Tesmer et al., 1997) möglicherweise in direktem Gsα-Kontakt. Die Konstrukte sind in absteigender 

Aktivität angeordnet. Bei einer Stimulation durch Gsα* sind die Konstrukte grau hinterlegt. Die 

Basalaktivitäten ergaben sich aus dem Mittelwert ± SD (n=2) bzw. ± SEM (n=4). Die Stimulation durch 

Gsα* war nicht signifikant. 

Fig: 47: Western Blot der getesteten 

Rv1625c-Untereinheiten aus Tab. 

21A+B mit Anti-RGS-His4 Antikörper. 

Die Bezeichnung der Konstrukte 

erfolgt nach Tab. 20, allerdings handelt 

es sich nur um die jeweils im Western 

Blot angegebenen Untereinheiten, 

nicht um Linkerkonstrukte. Erwartete 

Bandenhöhe: 28-30 kDa, bis auf Rv-

1625c-C1 (0,5 µg) alle Proben mit 2 µg 

Protein aufgetragen. 
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 Linker-
konstrukt 

Mutation 
C1[N372T/R376H] 

Mutation 
C2-A[D256S/D300S/S301T] 

Protein 
[µg] 

n Basalaktivität 
[nmol cAMP 
∙mg-1∙min-1] 

Gsα*- 
Zugabe 

[µM] 

+ Gsα* 
[nmol cAMP 
∙mg-1∙min-1] 

Stimulierung 
(+)/ 

Hemmung 
(-)    [%] 

 C-Helix…….β1……….α6α7 +4AS…..α2‘……+3AS…..+11AS………α3‘       

RV-11  ……………...NED…………….…………………………. 0,01 4 2780,5 ± 427,9 1,2 2726,3 ± 596,4 - 2 

RV-13  .DVNK...EC..NED……………………………………….. 0,05 4 907,9 ± 103,8 1,2 1100,0 ± 94,2 + 21 

RV-12  .DVNK……...NED………….…………………………… 0,05 4 774,0 ± 113,7 1,2 867,9 ± 129,6 + 12 

RV-21  ………………………………………………………….SF 0,1 4 629,7 ± 76,0 1,2 762,4 ± 79,1 + 21 

RV-2 …………NFH………………………..  0,1 2 494,7 ± 26,3 1,2 354,7 ± 148,8 - 28 

RV-22  ………………………………………………………..HSF 0,1 4 448,0 ± 55,3 1,2 596,2 ± 30,8 + 33 

RV-17  ………………………..PKF……………………………… 0,1 2 444,5 ± 30,6 1,2 497,2  ± 75,0 + 12 

RV-23  ……………………………………………………N...HSF 0,1 4 418,3 ± 61,8 1,2 531,6 ± 72,2 + 27 

RV-10  .DVNK……………………………………………………. 0,1 2 368,3 ± 7,8 1,2 338,2 ± 44,3 - 8 

RV-25  …………………………………NDSTYDKVGKT……… 0,5 2 268,8 ± 5,8 3,8 246,3 ± 0,3 - 8 

RV-3 S………..NFH……………………….  0,5 2 178,1 ± 11,2 3,8 196,6 ± 4,8 + 10 

RV-5 ….IFHNIIAERLKEPERNFH……….  0,5 2 161,4 ± 2,4 1,6 
3,1 

140,2 ± 8,8 
128,9 ± 4,9 

- 13 
- 20 

RV-8  P…………………………………………………………... 0,5 4 148,9 ± 7,5 1,2 171,4 ± 19,2 + 15 

RV-4 …………..IFH………………………..  0,1 4 132,5 ± 12,7 1,2 168,1 ± 20,2 + 27 

RV-6 ……….EVEPGCGGERNAYLKEHS  0,5 4 60,1 ± 9,8 1,2 63,1 ± 1,6 + 5 

RV-18  ……………………….KFS………………………………. 0,5 4 56,3 ± 2,9 1,2 56,5 ± 6,5 0 

RV-9 P……………………………………… P…………………………………………………………... 0,5 4 54,6 ± 1,9 1,2 54,2 ± 11,1 - 1 

RV-7 P  0,5 2 40,8 ± 0,3 1,2 41,6 ± 0,5 + 2 

RV-26 …………NFH……………………….. .DVNK………NED..PKF……………………………..SF 0,5 2 37,7 ± 10,4 1,2 21,0 ± 8,1 - 44 

RV-20  .DVNK………NED....KFS………………………………. 0,5 2 23,9 ± 1,7 0,8 
1,7 

20,3 ± 0,1 
20,1 ± 0,9 

- 15 
- 16 

RV-19  .DVNK…………..…..KFS…………..…………………... 2 2 16,5 ± 2,3 1,8 18,7 ± 1,8 + 13 

RV-14  ………………………S.FS……….……………………… 0,5 2 10,3 ± 0,7 1,6 
3,1 

9,9 ± 1,3 
8,3 ± 0,0 

- 3 
- 19 

RV-24  .DVNK……...NED.…KFS……..………………..…HSF 0,5 2 8,1 ± 0,2 0,8 
1,7 

5,8 ± 0,0 
5,4 ± 0,2 

- 29 
- 34 

RV-16  .DVNK…..….NED....S.FS…..………..….…..………… 2 2 5,5 ± 0,5 1,8 5,7 ± 0,3 + 4 

RV-15  .DVNK……………….S.FS…………………………….. 2 2 2,0 ± 0,1 1,8 2,1 ± 0,0 + 8 

RV-27 …………..IFH………………………. .DVNK….…..NED..…KFS……………….…..……HSF 2 2 1,5 ± 0,1 0,8 
1,7 

1,5 ± 0,0 
1,1 ± 0,0 

- 3 
- 29 

RV-28 …IFHNIIAERLKEPERNFH………. 
………EVEPGCGGERNAYLKEHS 

.DVNK…EC..NED…PKF...NDSTYDKVGKT...N..HSF 0,5 2 0,8 ± 0,2 1,6 
3,1 

0,7 ± 0,1 
0,5 ± 0,1 

- 14 
- 34 
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Fig. 48: Western Blots der mutierten Rv1625c-Linkerkonstrukte mit Anti-RGS-His4 Antikörper. Die 

Reihenfolge der Konstrukte erfolgt laut Tab. 22 (Benennung entsprechend Tab. 20). Erwartete 

Bandenhöhe 55-59 kDa. Je 0,5 µg Protein aufgetragen (außer: RV-16, RV-19 2 µg, RV-15 10 µg). 

 

 

Die Ergebnisse der mutierten Rv1625c-Linkerkonstrukte zeigten (Tab. 22), dass das 

Einführen von weiteren Mutationen tendenziell eine geringere Basalaktivität im 

Vergleich zum Ausgangskonstrukt RV-1 (ca. 945 nmol cAMP∙mg-1∙min-1) bewirkte. 

Einzige Ausnahme hiervon war RV-11 mit ca. 2781 nmol cAMP∙mg-1∙min-1 (Tab. 22). 

Das Konstrukt mit der meisten Anzahl an Mutationen hatte die geringste 

Basalaktivität (RV-28 ca. 1 nmol cAMP∙mg-1∙min-1, Tab. 22). Bemerkenswert war die 

Wirkung einiger Mutationen auf die Basalaktivität von Konstrukten, die sich nur in 

einzelnen ASn voneinander unterschieden (fett gedruckt, bzw. identische ASn 

unterstrichen): 

 
Aktivität [nmol cAMP∙mg-1∙min-1] 

RV-21        [SF]     630 
RV-22     [HSF]     448 
RV-23  [N,HSF]     418 

RV-17[PKF]      445 
RV-18  [KFS]      56 
RV-14 [S,FS]      10 

RV-2   [NFH]       495 RV-8           C2[P] 
RV-9 C1[P]-C2[P] 
RV-7 C1[P] 

149 
55 
41 

RV-4     [IFH]      133 
RV-3[S,NFH]      178 

 

Die Kombination verschiedener Mutationen hatte ebenfalls unterschiedliche 

Basalaktivitäten zur Folge (Unterschiede fett gedruckt): 

 
Aktivität [nmol cAMP∙mg-1∙min-1] 

RV-20  [DVNK,NED,   KFS]           24 
RV-16  [DVNK,NED, S, FS]             6 
RV-19  [DVNK,            KFS]           17 
RV-14  [DVNK,          S, FS]             2 

RV-26     C1[NFH]-C2[DVNK, NED, PKF,      SF] 
RV-27     C1  [IFH]-C2[DVNK, NED,   KFS, HSF] 

38 
2 

 

In einigen mutierten Konstrukten wurde bei Zugabe von Gsα* statt einer Aktivierung 

eine Hemmung festgestellt (Tab. 22). Beispielsweise zeigte RV-2 entgegen der 

Erwartung eine Hemmung von 28%. Ein Phe in Mammalia-C1 ist nachweislich an der 

Bindung von Gsα beteiligt (Zimmermann et al., 1998) und an einer vergleichbaren 

Position in Rv1625c nicht enthalten. 

Die vermeintlichen Gsα-bindenden ASn Val und Asn (Tesmer et al., 1997) in RV-10 

reichten offensichtlich für eine Stimulation nicht aus. Es kam zu einer Hemmung von 

8%. 
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Mehrere Konstrukte, deren Mutationen die Sequenz von Rv1625c verlängern sollten 

und strukturellen Zwecken dienten, wurden auch gehemmt bzw. zeigten keine 

Reaktion (RV-25 -8%, RV-18 0%, RV-14 -3 bzw. -19%, Tab. 22). 

Die Zufallsmutante RV-5 mit den beiden Gsα-bindenden Motiven (IFH…NFH) wies 

ebenfalls eine Hemmung auf (-13 bzw. -20%, Tab. 22). 

Selbst Mutanten mit mehreren vermeintlichen Gsα-Bindungsstellen und strukturellen 

Anpassungen wurden gehemmt (Tab. 22): 

 
Hemmung [%] 

RV-20                                      [DVNK,         NED,  KFS]                                         -15 bzw. -16 
RV-24                                      [DVNK,         NED,  KFS,                 HSF]                -29 bzw. -34 
RV-26                  C1[NFH]-C2[DVNK,         NED,PKF,                      SF]                -44 
RV-27                    C1[IFH]-C2[DVNK,         NED,  KFS,                 HSF]                -3 bzw. -29 
RV-28   C1[+18AS, +α6α7]-C2[DVNK, EC, NED,PKF, +11AS,  N, HSF]                -14 bzw. -34 

 

Die Mutante RV-9 mit L227P in beiden Rv1625c-Untereinheiten wurde kaum von Gsα* 

beeinflusst (1% Hemmung, Tab. 22). 

Die in einigen Konstrukten gemessene Stimulation war nicht signifikant. Das 

Konstrukt mit der höchsten Gsα*-Stimulation war RV-22 mit 33%. Auch die beiden 

ähnlichen Konstrukte RV-21 und RV-23 wurden durch Gsα* aktiviert (21% bzw. 27%, 

Tab. 22). Das Ausgangskonstrukt RV-1 wies bereits eine 10%ige Stimulation durch 

1,2 µM Gsα* auf. Vergleichbare Werte mit der 7-fachen Gsα*-Stimulation im 

Gesamthirn der Maus (Tab. 17) wurden mit den Rv1625c-Linkerkonstrukten nicht 

erreicht. Im Fall von RV-10 und RV-11 wurde keine Stimulation gemessen, aber in 

den kombinierten Konstrukten RV-12 und RV-13 schon (12% bzw. 21%, Tab. 22). 

RV-17 wurde als einziges Konstrukt mit einer Mutation zur Verlängerung der 

Rv1625c-Sequenz um 12% stimuliert (Tab. 22). Wie bereits erwähnt, konnte das Phe 

in RV-2 nicht zu einer Gsα*-Stimulation beitragen, wohl aber in den Konstrukten RV-3 

und RV-4 (10% bzw. 27%, Tab. 22). Drei Kombinationen aus möglichen Gsα-

bindenden ASn und strukturellen Anpassungen erzielten eine Gsα*-Aktivierung (RV-

15 8%, RV-16 4%, RV-19 13%, Tab. 22). Die Mutation L227P in den jeweiligen 

Rv1625c-Untereinheiten bewirkte nicht nur einen Unterschied in der Basalaktivität, 

sondern auch in der Stimulierbarkeit durch Gsα* (RV-7 2%, RV-8 15%, Tab. 22). Wie 

bereits erwähnt, blieb das Konstrukt RV-9 mit L227P in beiden Untereinheiten von 

Gsα* unbeeinflusst. 

Die Stimulierbarkeit einiger Rv1625c-Linkerkonstrukte durch Gsα* um 20-30% kann 

durchaus als Anfangserfolg gewertet werden, obwohl die Werte noch nicht 

vergleichbar mit Mammalia-ACn sind. Die Ergebnisse zeigen, wie komplex das 

Zusammenspiel der beiden Rv1625c-Untereinheiten miteinander und im Bezug auf 

eine Gsα*-Stimulierung ist. Es konnte bislang noch keine Vorhersage getroffen 

werden, welche Mutationen für eine Gsα*-Bindung unbedingt erforderlich sind. Es 

besteht jedoch Hoffnung, dass weitere Experimente in diese Richtung ein passables, 

gut exprimierbares Modell zur Erforschung von Mammalia-ACn liefern könnten. 
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4 Diskussion 

4.1 Solubilisation von Membranproteinen 

4.1.1 Insertion geladener Aminosäuren in Membranhelices von Tsr 

In Chemotaxisproteinen spielen die Transmembranbereiche eine große Rolle bei der 

Signalübertragung nach Bindung eines Liganden in der periplasmatischen Domäne. 

Die Auswirkung unterschiedlicher Mutationen in den TMs wurde hauptsächlich am 

Aspartatrezeptor Tar und am Galactose-/Riboserezeptor Trg untersucht 

(Baumgartner and Hazelbauer, 1996; Oosawa and Simon, 1986; Tatsuno et al., 

1994; Umemura et al., 1998). Die Mutation A19K in der TM1 von Tar verhindert die 

Übertragung des Aspartat-Signals, die Zellen bilden auf aspartathaltigen Agarplatten 

keine Schwarmringe mehr (Oosawa and Simon, 1986; Umemura et al., 1998). Das 

Protein war zwar trotz der Mutation immer noch in die Membran integriert und konnte 

Aspartat an der periplasmatischen Domäne binden, jedoch fand keine Methylierung 

der cytoplasmatischen Domäne mehr statt. Daraus lässt sich schließen, dass in der 

A19K-Mutante der C-Terminus des Proteins strukturell so verändert wurde, dass die 

modifizierenden Enzyme CheB und CheR nicht mehr binden konnten (Oosawa and 

Simon, 1986). Mehrere Mutationen in beiden TMs konnten den negativen Effekt von 

A19K aufheben (TM1: V17E, TM2: W192R, A198E, V201D/E, V202L, L205D/E) 

(Oosawa and Simon, 1986; Umemura et al., 1998). Es stellte sich jedoch heraus, 

dass die Mutationen nicht gleichwertig waren: A19K/W192R- und A19K/V202L-

Mutanten zeigten im Gegensatz zu den anderen Mutationen aus der TM2 nur 

schwaches Schwärmen auf maltosehaltigen Agarplatten, die Adaptation an Maltose 

war beeinträchtigt und W192R bzw. V202L supprimierten A19K nur, wenn sie auf 

derselben Untereinheit vorlagen (Umemura et al., 1998). Diese Ergebnisse wurden 

dahingehend interpretiert, dass sich A19K auf TM1 und A198E, V201D/E, L205D/E 

auf TM2‘ gegenüber lagen und stabilisierende Salzbrücken ausbilden konnten 

(Umemura et al., 1998). Anders als A19K behinderten W192R, A198E, V201E und 

V202L alleine nicht die Rezeptorfunktion (Umemura et al., 1998). 

Dasselbe Prinzip, nämlich der Erhalt einer unregulierten Mutante und einer 

regulierten Doppelmutante, sollte auch für das chimäre Protein Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

angewendet werden. Unterschiede in der Struktur eines solchen Mutantenpaars 

sollten Aufschluss über die Signalweiterleitung liefern. Die Arbeiten wurden an der 

erwähnten Tsr-AC Chimäre vorgenommen, da sie verglichen mit den 

Chemotaxisproteinen für die geplanten Versuche besser geeignet war. Durch die 

ähnliche modulare Bauweise der hier verwendeten AC und des Serinrezeptors 

(Membrananker/Rezeptor-HAMP-Domäne-katalytische Domäne) konnten beide 

Proteine miteinander kombiniert und die dimere Chimäre spezifisch durch Serin 

reguliert werden (Kanchan et al., 2010). Diese Regulation konnte mittels des 

sensiblen AC-Tests genauer analysiert werden als es die Auswertung von 

Schwarmringen auf Agarplatten ermöglicht. Mit Hilfe der bereits vorhandenen 

Strukturen einer HAMP-Domäne (Hulko et al., 2006) und einer AC (Tews et al., 2005) 

ließe sich möglicherweise auch eine Struktur der Chimäre Tsr-HAMPTsr-Rv3645 
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erleichtert entschlüsseln. Nach Etablierung eines Solubilisationsprotokolls für die 

Chimäre wäre der nächste Schritt die Solubilisation des Rv3645-Holoenzyms, um 

mehr Informationen über dessen 6-TM Membrananker zu erhalten. 

Das Einbringen einer positiven Ladung in die Mitte der hydrophoben TM1 verhinderte 

bei der G19K-Mutante nicht nur die Regulation durch Serin, sondern führte auch zu 

einer deutlichen Verminderung der Aktivität im Vergleich zu Tsr-HAMPTsr-Rv3645. 

Die Position 19 des Serinrezeptors scheint ebenso wie im Aspartatrezeptor bei 

Mutation entscheidenden Einfluss auf das übrige Molekül zu nehmen. Die G19K-

Mutante war immer noch in die Membran integriert, was im Western Blot 

nachgewiesen wurde. Die G19K-Mutante lief im SDS-Gel etwas schneller als die 

Chimäre Tsr-HAMPTsr-Rv3645, was auch bei der A19K-Mutante verglichen mit dem 

Tar-Wildtyp beobachtet wurde (Oosawa and Simon, 1986). Es wird angenommen, 

dass nach Bindung eines Liganden an die periplasmatische Domäne durch eine 

Bewegung der beiden TMs zueinander das Signal an die folgende Domäne 

weitergegeben wird (Baumgartner and Hazelbauer, 1996; Umemura et al., 1998). In 

diesem Fall trifft das Signal der TM2 auf die HAMP-Domäne, bei welcher der 

vermutete Mechanismus der Signalweiterleitung auf einer Rotation ähnlich wie bei 

einem Zahnrad beruht (Hulko et al., 2006; Schultz and Natarajan, 2013). Laut einer 

aktuellen Hypothese bestimmt sich die Aktivität einer AC dadurch, dass sich die 

beiden Monomere mit ihren katalytischen Zentren zusammenfinden, was durch eine 

aufgelöste α-helicale Struktur ermöglicht wird (regulated unfolding) (Schultz and 

Natarajan, 2013). Wird in der Chimäre Tsr-HAMPTsr-Rv3645 das Signal nach 

Ligandenbindung von der HAMP-Domäne auf die AC übertragen, bildet sich eine 

starre α-Helix, welche die aktiven Zentren voneinander trennt und somit zu einer 

Hemmung der Aktivität der AC führt (Schultz and Natarajan, 2013). Ähnlich wie bei 

A19K in Tar wird bei der G19K-Mutante durch die Mutation das Gefüge der beiden 

Transmembranhelices zueinander wahrscheinlich so gestört, dass letztendlich auch 

der C-Terminus des Proteins negativ beeinflusst wird und sich die beiden 

katalytischen Zentren der AC kaum zusammenfinden. Die Doppelmutante 

V17E/G19K wies noch geringere Aktivität als die G19K-Mutante auf und wurde nicht 

reguliert. Falls sich zwischen den beiden geladenen Resten in der TM1 eine 

Salzbrücke ausbilden konnte, führte diese nicht zu einer Wiederherstellung der 

aktiven Struktur. Möglicherweise benötigt eine Salzbrücke innerhalb der TM1 zu viel 

Platz und behindert die Signalweiterleitung im zweiten Transmembranteil. Auffällig 

ist, dass die V17E-Mutation in der Publikation von Umemura et al. (Umemura et al., 

1998) nicht mehr erwähnt wurde, obwohl alle anderen TM-Mutationen aus der 

Publikation von Oosawa und Simon (Oosawa and Simon, 1986) genauer untersucht 

wurden. Anders als bei den Mutanten in Tar, bei welchen vermutlich stabilisierende 

Salzbrücken zwischen TM1 und TM2 Ergebnisse vergleichbar mit dem Wildtyp 

hervorbrachten (Umemura et al., 1998), führten die ausgewählten Mutationen in Tsr-

HAMPTsr-Rv3645 (G19K/V202E, G19K/V203E, G19K/L204E, V17E/G19K/W194R/ 

V203E) nicht zu einer Steigerung der Aktivität oder zu einer Regulation durch Serin. 

Möglicherweise konnten sich bei diesen Mutanten ebenfalls keine Salzbrücken bilden 

oder im Fall von V17E/G19K/W194R/V203E stören zu viele Mutationen das 
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komplexe TM-Gefüge. Für eine abschließende Beurteilung müssten die 

Auswirkungen aller vorgenommenen Mutationen in TM1 und TM2 ohne G19K 

getestet werden, wobei Aktivität und Regulation durch Serin nicht beeinflusst werden 

sollten. 

Im Vergleich mit G19K war die Aktivität der A16K-Mutante um 84% geringer, jedoch 

wies diese eine signifikante Hemmung durch Serin auf. Eine Verschiebung der 

Mutation um drei ASn ermöglicht also eine Signalweiterleitung, aber die katalytischen 

Zentren der AC können noch nicht optimal zueinander finden. Die Doppelmutante 

A16K/V203E zeigte bei signifikanter Hemmung durch Serin eine Verdopplung der 

Aktivität verglichen mit A16K, was eventuell auf die Ausbildung einer stabilisierenden 

Salzbrücke hindeuten könnte. Alle Mutanten konnten im Western Blot in der 

Membran nachgewiesen werden. So wird auch beim Tsr-Rezeptor deutlich, wie 

sensibel die Signalweiterleitung auf Eingriffe reagiert und was für Auswirkungen die 

Position einer Mutation haben kann. Obwohl die TMs von Tsr und Tar eine hohe 

Konservierung aufweisen, konnten die Mutationen nicht eins zu eins übertragen 

werden. Die getesteten Mutationen in der TM2 zusätzlich zu der G19K- bzw. A16K-

Mutation konnten die Ausgangsbedingungen der Tsr-HAMPTsr-Rv3645 Chimäre in 

Bezug auf Aktivität und Regulation durch Serin nicht wiederherstellen. Die 

Ergebnisse von A16K bzw. A16K/V203E wären jedoch ein geeigneter Startpunkt für 

weitere Mutationen, um mögliche Partner zur Bildung von Salzbrücken auszutesten. 

Da Disulfid-Crosslinking Studien zum TM-Bereich von Tsr noch ausstehen, kann 

nicht mit Sicherheit vorhergesagt werden, wie die α-Helices der TMs zueinander 

ausgerichtet sind. Möglichweise liegen sich die bisher getesteten Mutationen nicht 

passend gegenüber und die Bildung einer stabilisierenden Salzbrücke bleibt aus. 

Eine weitere Möglichkeit zur Fortführung der Experimente wäre die Verwendung 

einer Tar-Chimäre. Diese Konstrukte sind ebenfalls bereits etabliert (Kanchan et al., 

2010). Allerdings müsste für diese Versuche auf das Konstrukt Tar-HAMP3645-

Rv3645 oder Tar-HAMPTsr-Rv3645 zurückgegriffen werden, da Tar-HAMPTar-Rv3645 

nicht durch Aspartat reguliert wurde (Kanchan et al., 2010). In Tar-HAMP3645/Tsr-

Rv3645 könnten die bekannten Mutationen A19K bzw. A19K/A198E, A19K/V201D/E, 

A19K/L205D/E eingeführt werden (Umemura et al., 1998). In den Doppelmutanten 

sollten die stabilisierenden Salzbrücken zwischen TM1 und TM2 die Aktivität der AC 

unbeeinflusst lassen und somit könnten Unterschiede im TM-Bereich des jeweiligen 

Konstrukts analysiert werden. Da A19K vermutlich den C-Terminus mit der AC 

verändern würde, könnte in dieser Konstellation auch das regulated unfolding am 

aktiven und inaktiven Zustand der AC untermauert werden.  

 

 

4.1.2 Insertion hydrophiler Aminosäuren in die zweite Transmembranhelix von Tsr 

Wird ein Membranprotein aus der Membran gelöst, werden Detergenzien oder eine 

Mischung aus Detergenzien und Phospholipiden eingesetzt, um die fehlende Stütze 

der Lipiddoppelschicht partiell zu ersetzen (Bogonez and Koshland, 1985). Zur 

Erleichterung der Solubilisation der Tsr-HAMPTsr-Rv3645 Chimäre wurden bei diesen 

Experimenten einige hydrophobe ASn gegen hydrophile ausgetauscht. Die 
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eingefügten Mutationen beschränkten sich auf TM2. Dabei sollte die Aktivität der 

Chimäre und Regulation durch Serin erhalten bleiben. Anhaltspunkte lieferten bereits 

getestete Einzelmutanten am Tsr-Rezeptor, deren Restfunktionalität bekannt war und 

die nun miteinander kombiniert werden sollten (J. S. Parkinson, persönliche 

Mitteilung, Anhang 1). Untersuchungen zeigten, dass die Sequenz der TM2 nicht 

unbedingt entscheidend für die Signalweiterleitung ist. Chimären aus dem N-

Terminus von Tsr (TM1 und periplasmatische Domäne) und dem C-Terminus von 

Tar (TM2, HAMP-Domäne und cytoplasmatische Domäne) und umgekehrt reagierten 

trotzdem spezifisch auf den Liganden der eingesetzten periplasmatischen Domäne 

(Tatsuno et al., 1994). 

Die Ergebnisse der Dreifach-Mutante A192S/L196Q/F208S zeigten Aktivität und 

Regulation durch Serin. Unterschiedliche Faktoren können dafür verantwortlich sein, 

dass die Mutationen toleriert wurden. Die Volumina der Seitenketten der 

ausgetauschten ASn sind vergleichbar, weshalb sich vermutlich die Struktur 

innerhalb der TM nicht verändert hat. Bei Ala und Ser sowie Leu und Gln sind sich 

die Volumen der Seitenketten sehr ähnlich, verglichen mit Phe hat Ser ein kleineres 

Volumen der Seitenkette (Klapper, 1971). Möglicherweise hat auch die Position der 

Mutation Einfluss, denn AS 192 ist der Start der TM2 und AS 196 sitzt eher am 

peripheren Ende der TM2 in Richtung Periplasma. Mutationen an diesen beiden 

Positionen stören somit vielleicht in geringerem Maße die Lage der beiden TMs 

zueinander als es eine Mutation in der Mitte des Transmembranbereichs täte. Eine 

weitere Möglichkeit ist, dass die ASn an den ausgewählten Positionen in der α-Helix 

eher in die Lipiddoppelschicht ragen anstatt in direktem Kontakt zu den anderen TMs 

stehen. Eine derartige Ausrichtung in die Membran zeigte bei Mutationsstudien an 

Trg kaum Einfluss auf die Aktivität des Rezeptors, obwohl geladene ASn eingefügt 

wurden (Baumgartner and Hazelbauer, 1996). Im Western Blot schien die Bande für 

die Dreifach-Mutante höher als erwartet zu laufen. Es muss angemerkt werden, dass 

auch methodische Ursachen als Gründe dafür anzusehen sind. Bei Entwicklung des 

Western Blots auf Röntgenfilmen werden nur die mit Antikörper gekoppelten Banden 

sichtbar, nicht aber der Marker. Dieser muss von der Coomassie gefärbten Membran 

extra per Hand auf die Röntgenfilme übertragen werden. Dies könnte zu 

Schwierigkeiten führen, wenn die Linien des Markers nur schwach angefärbt waren. 

Auch bei der computergestützten Auswertung der Western Blots im Ettan DIGE 

Imager wurde der Marker nicht automatisch erkannt, sondern der Benutzer musste 

jede einzelne Bande festlegen. Bereits bei der G19K-Mutante der Tsr-HAMPTsr-

Rv3645 Chimäre und der A19K-Mutante in Tar (Oosawa and Simon, 1986) wurde die 

Beobachtung gemacht, dass Mutationen Auswirkungen auf das Laufverhalten der 

Proteine im SDS-Gel haben könnten. Da es sich bei der A192S/L196Q/F208S-

Mutante um ein aktives, reguliertes Protein ohne Abbauprodukte handelt, kann der 

Western Blot als verläßlicher Nachweis für das erwartete Protein angesehen werden. 

Die im Folgenden zusätzlich eingebrachten Mutationen W194R und M200K hatten 

geladenen Charakter. Letzteres war vermutlich der Grund, dass die 

A192S/W194R/L196Q/M200K/F208S-Mutante nahezu inaktiv und nicht durch Serin 

reguliert war. W194R und M200K als Einzelmutationen hatten in den an Tsr 
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durchgeführten Mutationsstudien keinen funktionsmindernden Einfluss (J. S. 

Parkinson, Anhang 1). Für die konservierte Position W192 in Tar ist bekannt, dass 

die entsprechende Mutation W192R den Chemotaxisrezeptor nicht beeinträchtigt 

(Umemura et al., 1998). Da die Mutationen nicht einzeln getestet wurden, kann nicht 

mit Sicherheit gesagt werden, ob W194R, M200K oder beide Mutationen zusammen 

den Ausschlag zur Funktionslosigkeit in der A192S/W194R/L196Q/M200K/F208S-

Mutante gaben. In der Summe scheinen die Mutationen jedenfalls das Gefüge der α-

Helices in der Membran empfindlich zu stören. Ohne die Möglichkeit zur Ausbildung 

einer stabilisierenden Salzbrücke inaktivierte auch der geladene Rest der A19K-

Mutante in Tar den kompletten Chemotaxisrezeptor (Oosawa and Simon, 1986; 

Umemura et al., 1998). Es könnte darauf hindeuten, dass die Positionen 194 und 

200 in Tsr in Kontakt mit den anderen Teilen des TM-Bereichs stehen und nicht in die 

Lipiddoppelschicht ragen. Der äußerst schwache Nachweis der 

A192S/W194R/L196Q/M200K/F208S-Mutante im Western Blot zeugt von geringer 

Expression des Proteins und ist weiterer Hinweis für die problematische Kombination 

der ausgewählten Mutationen. 

Die Ergebnisse zeigen, dass bei wohlüberlegter Auswahl einige ASn in TM2 unter 

Erhalt von Aktivität und Regulation der Tsr-HAMPTsr-Rv3645 Chimäre ausgetauscht 

werden konnten. Allerdings muss darauf geachtet werden, dass es sich vornehmlich 

um hydrophile Austausche handelt und falls bekannt, Positionen gewählt werden, die 

nicht die anderen Bereiche des TM-Bereichs kontaktieren. Gestützt auf die 

Mutationsstudien (J. S. Parkinson) könnten noch die hydrophilen Mutationen F208Y 

und G213C/S ausprobiert werden. Ähnliche Austausche könnten auch in der TM1 

von Tsr durchgeführt werden, allerdings wird mit der Summe der Mutationen der 

Erhalt der Funktionalität der Chimäre immer unberechenbarer. 

Solubilisationsversuche an derartig modifizierten Chimären würden zeigen, ob der 

Aufwand solcher Mutationsstudien die Herstellung löslicher Proteine rechtfertigt. 

 

 

4.1.3 Fusionsproteine zur Unterstützung der Solubilisation 

4.1.3.1 T4* Lysozym 

Mit Hilfe des T4 Lysozyms als Fusionsprotein konnten die Strukturen zweier GPCRs 

erfolgreich aufgeklärt werden (Cherezov et al., 2007; Jaakola et al., 2008; 

Rosenbaum et al., 2007). In diesen Versuchen ersetzte T4L jeweils die dritte 

cytoplasmatische Schleife. Dadurch konnte diesen Rezeptoren eine flexible Struktur 

entzogen werden, welche ansonsten die Kristallisation beeinträchtigt hätte (Jaakola 

et al., 2008; Rosenbaum et al., 2007). Weitere Vorteile des T4L-Fusionsproteins sind 

die Vergrößerung der polaren Oberfläche und damit verbesserte Protein-Protein-

Interaktionen während der Kristallisation und erleichterte Kristallaufklärung durch die 

bereits bekannte Struktur von T4L (Baase et al., 2010; Engel et al., 2002). 

Bei den beiden Konstrukten T4L-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 und TM1Tsr-T4L-Tsr-HAMPTsr-

Rv3645 wurde T4L* in die Chimäre eingesetzt ohne bestimmte Strukturen zu 

ersetzen. Die N-terminale Verknüpfung mit T4L* (T4L-Tsr-HAMPTsr-Rv3645) zeigte 
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im Vergleich zur Chimäre ohne Fusionsprotein eine geringere Aktivität, aber die 

Regulation durch Serin blieb erhalten. Ein Grund für die Aktivitätsabnahme könnte 

sein, dass T4L* und die katalytische Domäne der AC auf der cytoplasmatischen 

Seite zu geringen Abstand voneinander haben und die AC behindert wird. Bei den 

bislang solubilisierten GPCRs und Löslichkeitsversuchen an der E. coli Laktose 

Permease in Kombination mit T4L handelte es sich im Gegensatz zu der Tsr-

HAMPTsr-Rv3645 Chimäre immer um reine Transmembranproteine, deren 

cytosolischer C-Terminus zu Kristallisationszwecken verkürzt wurde (Cherezov et al., 

2007; Jaakola et al., 2008; Rosenbaum et al., 2007) oder bei dem keine 

cytoplasmatische Domäne vorhanden war (Engel et al., 2002). 

Wurde T4L* zwischen das Ende der TM1 und die periplasmatische Schleife 

eingesetzt (TM1Tsr-T4L-Tsr-HAMPTsr-Rv3645), war das Konstrukt kaum noch aktiv 

und nicht mehr durch Serin reguliert. Der Einschub der 160 ASn an dieser Position 

führte vermutlich zu drastischen Änderungen in der gesamten Struktur der Chimäre. 

Wenn sich die periplasmatische Schleife auf Grund von T4L* nicht mehr korrekt 

falten kann, wird wahrscheinlich auch die Bindungsstelle von Serin betroffen sein, 

was zu einem Verlust der Regulation führt. Falls Serin doch bindet, ist es außerdem 

möglich, dass das Gefüge von TM1 und TM2 durch die zusätzlichen ASn verändert 

wurde, was wiederum Auswirkungen auf die Signaltransduktion mit sich bringt. 

Ähnlich wie bei der A19K-Mutante in Tar und der G19K-Mutante in Tsr-HAMPTsr-

Rv3645 könnte durch eine Veränderung des Zusammenspiels der TMs auch der C-

Terminus von TM1Tsr-T4L-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 in seiner Funktion gestört werden. 

Eine weitere Ursache für den Aktivitäts- und Regulationsverlust könnten Probleme 

beim Einbau des Fusionsproteins in die Membran sein, was sich in der niedrigen 

Expressionsrate im Western Blot andeutet. 

Eine Alternative zu einem Einschub wäre wie im Fall der G-Protein gekoppelten 

Rezeptoren der Ersatz der gesamten periplasmatischen Schleife durch T4L*. Vorteil 

bei der Solubilisation und Kristallisation wäre möglicherweise die zuvor genannte 

Verminderung der Flexibilität der periplasmatischen Schleife. Die Anzahl an ASn für 

T4L* und der periplasmatischen Schleife sind nahezu identisch. Die Struktur der 

periplasmatischen Schleife von Tsr wurde bereits ermittelt (Tajima et al., 2011). 

Würde in einem Tsr-Rv3645 Konstrukt die periplasmatische Schleife durch T4L* 

ersetzt, könnte bei erfolgreicher Kristallisation zwar der TM-Bereich analysiert 

werden, jedoch könnten keine Unterschiede in der Signalweiterleitung bei Bindung 

eines Liganden untersucht werden. Ohne die Funktionalitätsprüfung der 

Signaltransduktion kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob ein Ersatz der 

periplasmatischen Schleife durch T4L* tatsächlich die Ausrichtung der TMs im 

Originalprotein wiederspiegelt. Von den vorhandenen Konstrukten wäre höchstens 

T4L-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 für Solubilisationsversuche geeignet. Es wäre aber damit 

zu rechnen, dass während derartiger Experimente weiter Aktivität verloren gehen 

kann, was bei einem schwach aktiven Konstrukt problematisch ist. Bei hier 

durchgeführten Versuchen mit den Fusionsproteinen YaiN und YbeL wurde ein 

solcher Aktivitätsverlust bei der Solubilisation beobachtet. 
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4.1.3.2 YaiN und YbeL 

Bei den Fusionsproteinen YaiN und YbeL handelt es sich um ein vielversprechendes 

Überexpressionssystem bestehend aus mehreren Expressionskassetten (Leviatan et 

al., 2010). Hierbei kann das zu exprimierende Protein in acht verschiedenen 

Kombinationen am N-, C-Terminus oder an beiden Termini mit YaiN und YbeL 

verknüpft werden. Dadurch soll sich die Chance erhöhen, eine gute Expression 

löslicher Proteine zu erreichen. Zusätzlich wurde mit E. coli C43(DE3) ein 

Bakterienstamm eingesetzt, der sich besonders verträglich gegenüber der 

Expression toxischer (Membran-)Proteine zeigte (Dumon-Seignovert et al., 2004). 

Die der Toleranz gegenüber toxischen Proteinen zugrundeliegende Mutation auf dem 

Genom konnte zwar bislang nicht lokalisiert werden, jedoch wird vermutet, dass 

entweder die Aktivität der T7 RNA Polymerase beeinflusst wird oder weniger von 

dieser Polymerase produziert wird (Miroux and Walker, 1996). Möglicherweise hat E. 

coli C43(DE3) auch positiven Einfluss auf die Faltung und den Einbau von Proteinen 

in die bakterielle Membran (Miroux and Walker, 1996). 

Tatsächlich wurde nach der Expression der Tsr-HAMPTsr-Rv3645 Chimäre ein 

deutlicher Aktivitätsunterschied beobachtet. Bei ähnlicher Regulation durch Serin war 

das Protein aus E. coli BL21(DE3) pREP4 pQE30 weniger aktiv als in E. coli 

C43(DE3) pET28a(+). Inwiefern sich der Wechsel von pQE30 zu pET28a(+) 

auswirkte, wurde nicht untersucht. pET28a(+) wurde in den Experimenten verwendet, 

um bei der Reinigung von dem N- und C-terminalen His6-Tag zu profitieren. Für 

jedes zu untersuchende Protein müssen alle acht Expressionskassetten getestet 

werden, da nicht in jedem Fall vorhergesagt werden kann, welches die optimale 

Kombination mit YaiN und YbeL ist (Leviatan et al., 2010). Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

wurde zwar laut Western Blot in allen acht Expressionskassetten nachgewiesen, 

jedoch zeigte sich bei der Verträglichkeit des Konstrukts mit den beiden 

Fusionsproteinen ein deutlicher Unterschied bei der Aktivität und Regulation. Bis auf 

N-YaiN_C-YbeL und N-_C-YaiN wurden die übrigen Kombinationen durch Serin 

reguliert, d.h. die periplasmatische Schleife wurde durch die Fusion nicht beeinflusst. 

Eine Fusion mit Yain und/oder YbeL an beiden Termini schnitt im Vergleich meist 

schlechter ab, vermutlich weil sich die Fusionsproteine und die AC auf der 

cytoplasmatischen Seite gegenseitig behindern. N-YbeL und C-YaiN wiesen 

Aktivitäten deutlich über 1 nmol cAMP∙mg-1∙min-1 auf, während alle anderen sechs 

Kombinationen Aktivitäten unter 1,2 nmol cAMP∙mg-1∙min-1 zeigten. Es war auffällig, 

dass die Position des Fusionspartners entscheidend für die Aktivität war, da sowohl 

C-YbeL als auch N-YaiN weniger aktiv waren als N-YbeL bzw. C-YaiN. Obwohl YbeL 

im Vergleich mit YaiN länger ist und es dadurch möglicherweise zu Platzproblemen 

mit der AC kommen könnte, war der N-YbeL Konstrukt viel aktiver als N-YaiN. Auch 

bei den chimären Konstrukten mit T4L* zeigte sich bereits die bessere Toleranz 

gegenüber einer N-terminalen Modifikation. Dabei ist T4L* ungefähr 40 ASn länger 

als YbeL. 

Die Solubilisation von N-YbeL mit 1% Brij58 verlief in gewisser Weise erfolgreich, 

jedoch besteht noch Optimierungsbedarf. Das Konstrukt konnte in aktivem Zustand 

aus der Membran gelöst werden, jedoch unter Einbußen in der Regulation durch 
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Serin. Außerdem verlor das Protein im Solubilisations- und Reinigungsprozess ein 

Vielfaches seiner Aktivität im Vergleich zum Membranprotein. Dieser Umstand 

erfordert eine hohe Ausgangsaktivität vor der Solubilisation. 

Nach Wiederholung der Protokolle mit Tsr-HAMPTsr-Rv3645 ohne N-YbeL entstand 

ein gelöstes aktives, aber nicht reguliertes Konstrukt. Imidazol konnte als Ursache für 

den Regulationsverlust ausgeschlossen werden, da die zusätzlich durchgeführte 

Dialyse nach der Gelfiltration dieselben Aktivitäten in Tsr-HAMPTsr-Rv3645, ebenfalls 

ohne Regulation durch Serin, ergab. Vermutlich verliert der Tsr-Rezeptor bei der 

Solubilisation seine optimale Konformation, da das Detergens die Zellmembran nicht 

ersetzen kann. Möglicherweise kann YbeL am N-Terminus den Verlust der 

Zellmembran bis zu einem gewissen Grad kompensieren. 

Eine Möglichkeit zur Optimierung besteht in der Austestung weiterer Detergenzien. 

Bei den Solubilisationsversuchen mit N-YbeL und Tsr-HAMPTsr-Rv3645 in kleinem 

Maßstab und im zellfreien System wurde der Einfluss des Detergens auf die Aktivität 

deutlich. DDM, C12E8 und Brij58 brachten bei den Fusionsproteinen unterschiedlich 

aktive Konstrukte zum Vorschein. Beispielsweise könnten noch andere Brij-Derivate 

verwendet werden, welche auch im ZS gute Erfolge lieferten (Klammt et al., 2005). 

Ob die eingesetzten Detergenzien für den Aktivitätsverlust verantwortlich waren, 

kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, da Tests zur Verträglichkeit der 

Detergenzien mit dem löslichen HAMPTsr-Rv3645 bzw. der AC nicht durchgeführt 

wurden. Falls ein Detergens alleine nicht ausreicht, um die TMs in einer ähnlichen 

Konformation wie in der Membran zu stabilisieren, könnten auch angepasste 

Mischungen aus Detergens, Phospholipiden und Glycerin zum Einsatz kommen 

(Bogonez and Koshland, 1985). Verbesserung, beispielsweise in der 

Pufferzusammensetzung, bedarf auch die Ni-NTA-Reinigung und die Gelfiltration, um 

eine Auftrennung in einzelne Peaks zu gewährleisten. Es wäre wahrscheinlich 

vorteilhafter, die Proteine in geringerer Konzentration in mehreren Gelfiltrationsläufen 

aufzutragen und später zu vereinigen. Die spät eluierenden Peaks weisen auf 

hydrophobe bzw. ionische Wechselwirkungen zwischen der Säulenmatrix und dem 

Protein hin. Durch Anpassung des Puffers und ausgeprägte Waschschritte könnten 

solche Bindungen vielleicht vermieden werden. Die Ergebnisse zeigen, dass die 

Expressionskassetten mit YaiN und YbeL möglicherweise zu einer erfolgreichen 

Solubilisation eines Konstrukts mit cytoplasmatischer, katalytischer Domäne führen 

können. Leviatan et al. (Leviatan et al., 2010) testeten im Gegensatz zu der hier 

eingesetzten Chimäre vornehmlich Membranproteine mit mehreren TMs, aber ohne 

cytoplasmatischen Anteil. 

Eine Alternative zu N-YbeL bietet das 110 ASn große Mistic Protein aus Bacillus 

subtilis (Akronym: „membrane-integrating sequence for translation of integral 

membrane protein constructs“) (Roosild et al., 2005). Mistic besitzt wie YaiN und 

YbeL eine vermutete Struktur aus vier α-Helices, kann sich autonom in die 

Zellmembran falten und ist trotzdem stark hydrophil (Roosild et al., 2005). Diese 

Eigenschaften unterstützten die Solubilisation von EnvZ, einem Histidin Kinase 

Rezeptor aus E. coli (Blain et al., 2010). Bei EnvZ handelt es sich wie bei der Tsr-

HAMPTsr-Rv3645 Chimäre um ein dimeres Protein bestehend aus zwei TMs, einer 
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HAMP-Domäne und einer cytoplasmatischen Domäne. EnvZ wurde N-terminal mit 

Mistic verknüpft und behielt seine Fähigkeit zur Signaltransduktion im gelösten 

Zustand (Blain et al., 2010; Yaku and Mizuno, 1997). Auf Grund der strukturellen 

Ähnlichkeit zwischen EnvZ und Tsr-HAMPTsr-Rv3645 scheinen die Aussichten auf 

ein gelöstes aktives und reguliertes Konstrukt durch eine Fusion mit Mistic 

vielversprechend. Da Mistic mit der bakteriellen Membran assoziiert ist, wären die 

katalytischen Domänen der AC vermutlich nicht in ihrer Faltung eingeschränkt. Bei 

entsprechend positiven Ergebnissen könnte Mistic beispielsweise mit einer 

eingeführten Thrombin-Schnittstelle aus dem Konstrukt entfernt werden (Blain et al., 

2010). 

 

 

4.1.4 Solubilisation via zellfreier Proteinbiosynthese 

Eine erfolgversprechende Alternative zu bakterieller Überexpression und 

Solubilisation der erhaltenen Proteine aus der Zellmembran schien die Expression 

der gewünschten Chimären in einem zellfreien System zu bieten. Das System weist 

im Vergleich mit bakterieller Expression viele Vorteile auf. Ein Überladen der 

Zellmembran durch überexprimiertes Protein und dadurch auftretende Toxizität 

entfällt. Es handelt sich um ein offenes System, das auf die Bedürfnisse des 

jeweiligen Proteins angepasst werden kann, sollte es zu Expressionsproblemen 

kommen. Die zeitsparende Versuchsdurchführung resultiert in gereinigtem Protein 

innerhalb von zwei Tagen (Klammt et al., 2005; Schwarz et al., 2007a). Das 

Hauptargument im vorliegenden Fall war, dass das ZS drei verschiedene 

Expressionsformen zulässt, nämlich die Expression der Proteine als Präzipitate, 

eingebettet in Micellen oder in Liposomen (Schwarz et al., 2007a). 

In den Solubilisationsversuchen von N-YbeL zeigte sich, dass zwar aktives Protein 

erhalten wurde, jedoch nur mit eingeschränkter Rezeptorfunktion. Um dieses 

Problem zu umgehen, sollten die Chimären Tsr-HAMPTsr-Rv3645 und Tsr-HAMP3645-

Rv3645 direkt in einer detergenshaltigen Umgebung exprimiert werden. Bei Erhalt 

von funktionsfähigen, aktiven Konstrukten wäre es möglich, die in Detergenzien 

gelösten Proteine umgehend weiter in Kristallisationsversuchen einzusetzen. Bei der 

Etablierung des Systems in unserem Labor wurde auf die eigenständige 

Vorbereitung der meisten benötigten Komponenten gesetzt. Zwar sind kommerzielle 

Kits verfügbar (z.B. RTS rapid translation system von Roche (Martin et al., 2001)), 

jedoch lassen sich aus Kosten- und Optimierungsgründen alle Puffer, der S30-

Extrakt und die T7 RNA Polymerase mit einfachen Techniken und in ausreichender 

Menge problemlos im Labor herstellen (Schwarz et al., 2007a). Anhand der 

Expression eines Kontrollproteins wie GFP wurde der gelungene Aufbau der 

zellfreien Methode gezeigt. Der Einsatz von GFP, dessen Fluoreszenz bereits mit 

bloßem Auge sichtbar wird, ist wichtig, um die für jeden S30-Extrakt variierende 

Menge an Mg2+ auszutesten (Schwarz et al., 2007b). Die Fluoreszenz ist sowohl in 

den Reaktionsgefäßen als auch im SDS-Gel sichtbar, was eine schnelle und 

einfache qualitative Auswertung der Experimente erlaubt (Drew et al., 2006; Muller-

Lucks et al., 2012). 
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Zur vergleichenden Kontrolle wurden alle im ZS eingesetzten Konstrukte auch in E. 

coli C43(DE3) pREP4 exprimiert und getestet. Somit wurde sichergestellt, dass die 

geringen Aktivitätswerte im ZS nicht grundsätzlich an einer Inkompatibilität des 

pIVEX2.3w mit den eingesetzten Chimären lagen oder die beigefügten Tags (HA-Tag 

und His10-Tag) störend waren. Wie in vorhergehenden Versuchen festgestellt, kann 

sich die Expression der Chimären in verschiedenen E. coli Stämmen je nach 

verwendetem Vektor in erheblichen Aktivitätsunterschieden äußern. Beispielsweise 

zeigte Tsr-HAMPTsr-Rv3645 nach Expression in E. coli C43(DE3) pET28a(+) eine 

höhere Basalaktivität als nach Expression in E. coli BL21(DE3) pREP4 pQE30 oder 

in E. coli C43(DE3) pREP4 pIVEX2.3w. Ob hinsichtlich der Aktivitätsschwankungen 

die Unterschiede in den Bakterienstämmen oder in den Vektoren hauptsächlich den 

Ausschlag dazu gaben, wurde nicht untersucht. Sicher ist zu berücksichtigen, dass 

pIVEX2.3 auf eine Expression in vitro konzipiert ist (Roche Benutzerhandbuch). 

Allerdings wurde von vergleichbaren Ergebnissen bei der Expression von E. coli 

MscL in pIVEX2.3 in vitro und in vivo berichtet (Berrier et al., 2004). Eine weitere 

Auffälligkeit war, dass die in pIVEX2.3w bakteriell exprimierte Chimäre Tsr-

HAMP3645-Rv3645 ± GFP generell aktiver war als Tsr-HAMPTsr-Rv3645. Bei 

Expression beider Chimären (ohne GFP) in E. coli BL21(DE3) pREP4 pQE30 war 

dies umgekehrt (Kanchan et al., 2010). Nur bei den chimären Fusionskonstrukten mit 

GFP wurden im Western Blot nach bakterieller Expression zwei nahe beieinander 

liegende Doppelbanden in der Membranpräparation detektiert. Bei Expression 

unterschiedlicher GFP-Fusionsproteine im ZS mit Einsatz von Detergenzien wurden 

ähnliche Doppelbanden beschrieben. In diesem Fall handelte es sich um aktives, 

korrekt gefaltetes Protein und inaktives, nicht fluoreszierendes Protein, die anhand 

ihrer Größe im SDS-Gel unterschieden werden (Muller-Lucks et al., 2012). Ob die 

hier beobachteten Doppelbanden ebenfalls einer aktiven und einer inaktiven Struktur 

zuzuordnen wären, wurde nicht untersucht. Derartige Doppelbanden wurden bei 

Expression der Chimären im ZS mit Detergens nicht entdeckt. 

Nach Expression von Tsr-HAMPTsr-Rv3645 und Tsr-HAMP3645-Rv3645 im ZS konnte 

Protein im Western Blot sowohl als Präzipitat als auch bei Detergenszugabe im 

Überstand nachgewiesen werden. Die Bildung der Proteine als Präzipitat ermöglicht 

meist eine anschließende Solubilisation mit Detergenzien und würde eine Alternative 

zur detergensbasierten zellfreien Expression darstellen. Hierbei wird vermutet, dass 

die Proteine in einer anderen Form als derjenigen von inclusion bodies präzipitieren, 

da bereits milde Detergenzien eine Solubilisation und Faltung gestatten (Schwarz et 

al., 2007b). Jedoch wurden auch Unterschiede in der Struktur von Proteinen 

beobachtet, die entweder durch Solubilisation von Präzipitaten entstanden waren 

oder direkt in Micellen exprimiert wurden. Somit ist nicht in jedem Fall gewährleistet, 

dass die zellfreie Expression von Präzipitaten und mit Detergens immer aktive 

Proteine bildet (Klammt et al., 2005). 

Die zellfreie Expression wurde mit Detergenzien durchgeführt, deren gute 

Verträglichkeit mit dem ZS bekannt waren (Klammt et al., 2005). Nach der 

Expression wurde der RM zentrifugiert und das enthaltene Protein jeweils im Pellet 

und Überstand mittels Western Blot verglichen. Bei Verwendung von Brij58, Brij78 
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und Brij98 wurde kaum Protein im Pellet nachgewiesen, bei Tsr-HAMPTsr-Rv3645 traf 

dies auch für Brij35 und Digitonin zu. Bei C12E8, DDM und MNG-3 war hingegen ein 

bedeutender Anteil im Pellet. Die Wahl des passenden Detergens, bei dem sowohl 

ein hoher Ertrag als auch ein höchstmöglicher Anteil an aktivem Protein erhalten 

werden, gestaltet sich als kniffligste Aufgabe im ZS. Es gibt zwar Anhaltspunkte von 

erfolgreich solubilisierten Proteinen, jedoch sind die Ergebnisse schwer direkt 

übertragbar (Klammt et al., 2005). Beispielsweise solubilisierten die Polyoxyethylen 

Alkyl-Ether, welche zu Beginn jeder Versuchsreihe im ZS empfohlen werden, fünf 

verschiedene Membranproteine unterschiedlich gut, wobei das gelöste Protein nicht 

immer auch eine aktive Konformation hatte (Muller-Lucks et al., 2012). So zeigte sich 

an dem Aquaglyceroporin PfAQP, dass nur bei Verwendung von Brij78 aktives 

Protein entstand, während Brij35 es zwar lösen konnte, das Protein aber in einer 

inaktiven Form vorlag (Muller-Lucks et al., 2012). Da es sich bei dem ZS um ein 

offenes System handelt, können auch andere als die bislang getesteten 

Detergenzien eingesetzt werden, solange sie mit dem Translationsprozess 

kompatibel sind und die Ribosomen nicht beeinträchtigen (Muller-Lucks et al., 2012). 

Die erhaltenen Ergebnisse legten außerdem nahe, dass auch die AC Rv3645 nicht 

unbeeinflusst durch Brij78 blieb, da im löslichen Konstrukt HAMP3645-Rv3645 doppelt 

so hohe Basalaktivität ohne Detergens als mit Detergens besaß. Bereits bei den 

Solubilisationsversuchen von N-YbeL und Tsr-HAMPTsr-Rv3645 mit Brij58 ergab sich 

ein starker Aktivitätsverlust im Vergleich zum Protein in der intakten Membran. Bei 

weiteren Experimenten sollten im Vorfeld die Auswirkungen des Detergens auf die 

bloße katalytische Domäne der AC abgeklärt werden. Eine weitere Variante wäre die 

zellfreie Expression in Liposomen oder eine zusätzliche Gabe von E. coli Lipiden 

bzw. eine Mischung aus Detergens, Phospholipiden und Glycerin, was sich positiv 

auf die Stabilität der Proteine auswirken könnte (Bogonez and Koshland, 1985; 

Hovijitra et al., 2009; Schwarz et al., 2007a). 

Da die Austestung eines geeigneten Detergens ausufernde Versuchsreihen nach 

sich ziehen kann, sollte durch die Fusion der Chimären mit GFP dessen Fluoreszenz 

als schneller Faltungsindikator für aktive Proteine dienen (Muller-Lucks et al., 2012). 

Allerdings wurde durch das Auftreten einer zusätzlichen Bande knapp unterhalb von 

35 kDa im Western Blot vermutet, dass auch ein gewisser Anteil dieses Proteins 

durch das eigene Startmethionin von GFP gebildet wurde. Die Deletion des 

Startmethionins von GFP trug wie schon bekannt war, nicht zu einer vollständigen 

Unterdrückung der Translation von GFP bei (Muller-Lucks et al., 2012). Vermutlich 

müsste zu diesem Zweck das nächste in der Sequenz folgende Methionin (Position 

4) ebenfalls deletiert werden bzw. GFP mit einer Deletion seiner ersten vier ASn 

(GFP∆M1NHM) verwendet werden. Obwohl sich in den durchgeführten Versuchen 

immer Protein im Überstand im Western Blot nachweisen ließ, konnte nie eine 

Fluoreszenz nach der zellfreien Expression beobachtet werden und die gemessenen 

Aktivitäten im AC-Test waren verschwindend gering. Eine Ursache könnte sein, dass 

sich die Monomeren auf Grund geringer Affinität im ZS nicht finden oder dass falsch 

und richtig gefaltete Proteine aneinander binden und so die Bildung aktiver Dimere 

drastisch vermindert wird. Um dem abzuhelfen, könnten zwei Monomere mit einem 
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Linker verknüpft werden. Allerdings ist zu bedenken, dass möglicherweise auch im 

ZS ein ähnlicher Aktivitätsrückgang bei Zugabe von Detergenzien auftreten könnte, 

wie es bei N-YbeL und Tsr-HAMPTsr-Rv3645 nach Solubilisation mit Brij58 der Fall 

war. Demnach wären geringe Basalaktivitäten im ZS nicht unwahrscheinlich, da 

bereits die „Ausgangsaktivitäten“ der pIVEX2.3w-Konstrukte bei bakterieller 

Expression geringer als 1 nmol cAMP∙mg-1∙min-1 ausfielen. Die Bedingungen im ZS 

schienen noch nicht ideal zu sein, da in Bakterien exprimiertes und gereinigtes 

HAMPTsr-Rv3645 mit Basalaktivitäten im nmol-Bereich um ein Vielfaches aktiver war 

(Hammer, 2004), als es im ZS erreicht wurde.  

Alles in allem handelt es sich bei dem ZS um eine Methode, in der großes Potential 

bei der Solubilisation von Membranproteinen liegt. Wie gezeigt wurde, konnten die 

chimären Proteine sowohl zellfrei exprimiert, als auch in gelöste Form gebracht 

werden. Der letzte entscheidende Schritt, die Chimären auch in einen aktiven, 

regulierten Zustand zu bringen, fehlte. 

 

Die hier aufgezählten Experimente, die entweder mit dem Ziel der Solubilisation 

chimärer Membranproteine begonnen wurden, jedoch nicht weitergeführt wurden 

oder die Versuche, die tatsächlich gelöstes Protein zustande brachten, zeigen 

vielfältige Methoden, die bei diesem komplexen Thema zur Anwendung kommen 

können. Nur ein Bruchteil der bekannten Membranproteine konnte bislang in seiner 

Struktur entschlüsselt werden, was auf die Schwierigkeiten hindeutet, aktives Protein 

aus der Membran zu lösen. Die ausgewählten Methoden zeigen größtenteils ein 

gutes Potential, um bei entsprechender Fortführung auch einen Durchbruch zu 

erzielen. Das vielversprechendste Thema ist wohl die Solubilisation mit N-YbeL, 

wobei bereits aktives Protein mit geringer Rezeptorfunktionalität erhalten wurde. Auf 

diesen Ergebnissen aufbauend, scheint eine vollständige Regulation von Tsr in der 

solubilisierten Chimäre nicht unmöglich. 

 

 

 

4.2 Untersuchungen zur Regulation in Mammalia- und mykobakteriellen ACn 

4.2.1 Quorum sensing Rezeptor Chimären 

Da eine weitere Funktion, wie beispielsweise die eines Rezeptors, bei den 

Membranankern der ACn vermutet, aber nicht bewiesen werden konnte, wurden im 

Labor funktionsfähige Chimären aus Rezeptoren anderer Proteine und den 

katalytischen Einheiten von ACn erstellt. Dies gelang von Tsr oder Tar mit 

unterschiedlichen HAMP-Domänen und der AC Rv3645 (Kanchan et al., 2010). Tsr 

und Tar verfügen im Gegensatz zu vielen ACs nur über je zwei TMs, während 

Rv3645 und Rv1625c jeweils sechs TMs haben (Falke and Hazelbauer, 2001; Guo et 

al., 2005; Schultz and Natarajan, 2013). Um eine höhere Ähnlichkeit der Chimären 

mit dem Rv1625c-Holoenzym zu erreichen, wurde dessen 6-TM-Anker gegen die 6-

TM-Rezeptoren CqsS bzw. LqsS ausgetauscht. Die Konstrukte wurden durch die 
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Liganden CAI-1 bzw. LAI-1 (Legionella autoinducer 1) reguliert (S. Beltz, 

unveröffentlicht). 

Hier wurde versucht, das QS-System mit Mammalia-ACn zu koppeln. Dazu diente 

zunächst Rv1625c, eine IIIa AC, die in ihrer Struktur der Hälfte einer 

membrangebundenen Mammalia-AC entspricht (Guo et al., 2005). In Mammalia-ACn 

wurde gefunden, dass die löslichen katalytischen Domänen C1 und C2 alleine durch 

Gsα und FSK reguliert werden (Scholich et al., 1997; Tang and Gilman, 1995; Tesmer 

et al., 1997; Whisnant et al., 1996). Es scheint, dass C1 und C2 nur geringe Affinität 

zueinander besitzen, was durch Zugabe von Gsα und FSK verändert wird und die 

Aktivität stark erhöht (Yan et al., 1996). Vermutlich dienen die Membrananker der 

Mammalia-ACn deshalb dazu, C1 und C2 in räumliche Nähe zueinander zu bringen 

und dadurch die lokale Konzentration der Untereinheiten zu erhöhen (Seebacher et 

al., 2001; Yan et al., 1996). Es könnte sein, dass in der geringen Affinität der 

Untereinheiten eine Ursache der niedrigen Basalaktivitäten der CqsS-Mammalia-AC-

Konstrukte begründet ist. Beim CqsS-Rezeptor handelt es sich um ein Homodimer, 

der möglicherweise nicht unterscheidet, ob sich die Chimären als Homodimere 

(CqsS-C1 + CqsS-C1 bzw. CqsS-C2 + CqsS-C2) oder als Heterodimere (CqsS-C1 + 

CqsS-C2) zusammenlagern. Um dieses Problem zu umgehen, wurden 

Fusionskonstrukte gebildet, die jedoch keine höheren Aktivitäten im Vergleich mit 

geteilten Konstrukten verursachten. Zwei der Fusionskonstrukte wiesen geringe Gsα*-

Stimulation auf. Im Vorläuferkonstrukt CqsS-Rv1625c konnten ebenfalls mehrere 

unterschiedliche Verknüpfungspunkte erfolgreich auf Aktivität und auch auf 

Regulation durch CAI-1 getestet werden (S. Beltz, unveröffentlicht). Bei Verknüpfung 

von CqsS mit der C-Helix der Mammalia-AC zeigten sowohl das Fusions- als auch 

das geteilte Konstrukt Gsα*-Stimulation. Im Vergleich mit den eigenen 

Stimulationsversuchen am Mäusegehirn und mit vorangegangenen Publikationen 

(Hoffmann, 1999; Tang and Gilman, 1995) könnte diese Stimulation noch gesteigert 

werden. Es ist zu berücksichtigen, dass die Konstrukte möglicherweise einer 

Temperaturabhängigkeit unterliegen, da die Gsα*-Stimulation teilweise nur im Test bei 

30°C und nicht mehr bei 37°C nachweisbar war. 

Dem C1b Linker konnte eine positive Wirkung weder eindeutig zu- noch 

abgesprochen werden. Im direkten Vergleich zeigte das Konstrukt CM-8 mit C1b 

Linker eine Gsα*-Stimulation im Vergleich mit seinem Gegenpart CM-12 ohne C1b, 

während bei einem anderen Konstrukt (CM-11) kein Effekt auftrat. Zumindest scheint 

C1b nicht die Basalaktivität zu beeinflussen, da Konstrukte mit und ohne C1b 

ähnliche Werte aufweisen. 

Problematisch war im Fall der CqsS-Mammalia-AC-Konstrukte die teilweise geringe 

Expression, wodurch manchmal kaum Protein im Western Blot nachgewiesen 

werden konnte. Um mögliche Kompatibilitätsprobleme zwischen dem E. coli 

Expressionssystem und dem Mammalia codon usage auszuschließen, wurden 

Konstrukte mit der hACII in einem für E. coli angepassten codon usage geplant. 

Untersuchungen von Hu et al. zeigten, dass der jeweils verwendete codon usage die 

Löslichkeit und die Funktionalität eines getesteten Proteins beeinflussen kann (Hu et 

al., 2013). Allerdings konnte im hier vorliegenden Fall keine Verbesserung erzielt 
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werden. Ähnliche Schwierigkeiten bei der Klonierung und Expression synthetisch 

produzierter Gene mit angepasstem codon usage wurden berichtet (K. Hantke, 

persönliche Kommunikation). Zwar stehen die niedrigen Basalaktivitäten für die 

CqsS-Mammalia-AC-Konstrukte und die löslichen hACII-Konstrukte im Einklang mit 

bereits publizierten Daten, jedoch fehlt den meisten Konstrukten die üblicherweise 

feststellbare Stimulierbarkeit durch Gsα (Hoffmann, 1999; Tang and Gilman, 1995). 

Auffällig ist, dass ohne CqsS das Mischen der löslichen hACII C1a(b) und C2 oder 

deren Linkerkonstrukte ± Gsα* keine höheren Aktivitäten als die einzelnen 

Untereinheiten erbrachte, was eigentlich zu erwarten war. Möglicherweise ist 

problematisch, dass es sich um Untereinheiten derselben AC-Isoform handelt. Aus 

bislang nicht bekannten Gründen war das Mischen nichtchimärer AC-Untereinheiten 

in vitro nur selten erfolgreich (z.B. ACV und ACIX (Scholich et al., 1997; Yan et al., 

1998)), während es sich sonst immer um Chimäre, z.B. ACI/ACII, ACV/ACII, handelte 

(Tang and Gilman, 1995; Tesmer et al., 1997). Ein weiterer kritischer Punkt ist das 

Auftreten von Dimeren der hACII C2, die im Western Blot sichtbar waren. Vermutlich 

behindert dies ebenfalls die Dimerenbildung von C1/C2. Um die Experimente nicht zu 

komplex zu gestalten, wäre es sinnvoll, keine Verknüpfungsmöglichkeiten mit dem 

CqsS-Rezeptor in Betracht zu ziehen, bevor eine Aktivitätssteigerung durch Gsα* bei 

den löslichen Untereinheiten erreicht wird. Es wäre denkbar für weitere Versuche auf 

ein anderes Expressionssystem, z.B. Insektenzellen, umzuschwenken oder LqsS 

anstelle von CqsS zu verwenden. LqsS-Rv1625c-Homodimere konnten z.T. höhere 

Basalaktivitäten als CqsS-Rv1625c erzielen (M. Ziegler, unveröffentlicht), was im Fall 

der niedrigen Mammalia-AC Basalaktivitäten von Vorteil wäre. 

Auch wenn bei den hier beschriebenen chimären Konstrukten kaum Regulation 

durch CAI-1 erhalten wurde, lässt sich die Theorie über eine mögliche 

Rezeptorfunktion der AC-Membrananker nicht von der Hand weisen. Beispielsweise 

scheinen spezielle Domänen oft an derselben Position in unterschiedlichen Proteinen 

lokalisiert. Hiervon zeugt das Auftreten von Rezeptoren oder Sensoren N-terminal 

von Effektordomänen, während C-terminal davon eher Domänen für die Lokalisation 

des Proteins angesiedelt sind (Schultz and Natarajan, 2013). Die Membrandomänen 

der hier getesteten ACn befinden sich alle N-terminal vor der katalytischen 

Effektordomäne.  

Darüber hinaus deuten auch sog. „horizontale“ und „vertikale“ Alignments auf eine 

spezifische Funktion der Transmembranbereiche von ACn hin. Ein horizontales 

Alignment beinhaltet beispielsweise alle Mammalia-ACn der Isoformen I-VIII (> 250 

ACn). Hierbei wird die starke Konservierung der katalytischen Domänen C1 und C2 

sichtbar. Diese Konservierung ist selbst dann noch vorhanden, wenn bakterielle ACn 

der Klasse IIIa in das Alignment mit einbezogen werden. Im Gegensatz dazu lassen 

sich in den Transmembranbereichen kaum konservierte Sequenzen feststellen. 

Einen Ausschnitt eines horizontalen Alignments von Mammalia-ACn der Isoformen I 

und II zeigt Anhang 7 (Daten J. E. Schultz 2014). Im Fall eines vertikalen Alignments 

wird nur eine bestimmte AC-Isoform betrachtet, jedoch aus allen zur Verfügung 

stehenden sequenzierten Spezies. Dann wandelt sich das Bild und auch die 

Transmembranbereiche zeigen eine Konservierung selbst über die Speziesgrenzen 
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hinaus. Zum Vergleich ist das entsprechende vertikale Alignment der Mammalia-AC 

Isoformen I und II im Anhang 7 dargestellt. Solch eine spezifische Konservierung 

erscheint nur logisch, wenn die Transmembranbereiche eine Funktion erfüllen, die 

über eine bloße Membranverankerung hinausgehen. Die bioinformatischen Daten 

unterstützen auch die Tatsache, dass sich die Transmembranbereiche 

unterschiedlicher ACn nicht beliebig in Chimären kombinieren lassen (Seebacher et 

al., 2001). 

 

 

4.2.2 Regulierung von Rv1625c-Konstrukten durch Gsα* 

Auf Grund der Schwierigkeiten mit den Mammalia-AC-Konstrukten, sollte ein 

Lösungsansatz mit Hilfe des löslichen Teils der mykobakteriellen Rv1625c gefunden 

werden. Die bakterielle AC sollte so mutiert werden, dass sie sowohl als 

heterodimeres Modell einer Mammalia-AC dienen, als auch durch Gsα* stimuliert 

werden kann. Eine Regulation durch G-Proteine ist in Bakterien unbekannt. Da sich 

Rv1625c und Mammalia-ACn sehr ähnlich sind, könnten mit Rv1625c als Modell 

Probleme bei der Expression von Mammalia-ACn in Bakterien behoben werden. 

Beispielsweise ließen sich Schlüsselstellen in der Sequenz durch diejenigen der 

bakteriellen AC austauschen und die Expression so erleichtern. 

Das Ziel, die löslichen Teile von Rv1625c in ein Heterodimer umzuwandeln, konnte 

mit zwei verschiedenen Mutantenkombinationen erreicht werden (Rv1625c-C1 und 

Rv1625c-C2-A bzw. –C2-B). Wie beim Vorbild der löslichen katalytischen Mammalia-

AC Domänen waren die Untereinheiten allein inaktiv, während Rv1625c-C1/-C2-A 

bzw. Rv1625c-C1/-C2-B Aktivität zeigten (Tesmer et al., 1997; Whisnant et al., 1996; 

Yan et al., 1996). Die hier verwendeten Rv1625c-C1/-C2-Varianten sind mit den 

entsprechenden ASn aus Mammalia-ACn ausgestattet worden, während in früheren 

Versuchen Rv1625c-C1- und –C2-Untereinheiten durch Mutation der katalytischen 

ASn (D256, D300, N372, R376) zu Ala entstanden (Linder et al., 2004a). Das 

Auftreten von Dimeren im Western Blot bei allen Rv1625c-Varianten inklusive des 

unveränderten, löslichen „Wildtyps“, zeugt von einer großen Affinität der 

Untereinheiten, sodass sich funktionsfähige Einheiten zusammenfanden. Dies ist ein 

Vorteil im Vergleich mit den zuvor getesteten löslichen Mammalia-AC-Untereinheiten. 

Es konnte bislang keine Ursache für die Dimerbildung im Western Blot gefunden 

werden, da sich in der Sequenz keine Cysteine befinden und die Proben vor dem 

Auftragen erhitzt wurden. 

Da Heterodimere bestehend aus verschiedenen Rv1625c-C1 Varianten und 

Mammalia-AC C2-Untereinheiten und umgekehrt bislang keine AC-Aktivität 

aufwiesen (Linder et al., 2004a), wurden weitere Mutationen in Rv1625c-C1 und       

–C2-A eingeführt, um eine höhere Übereinstimmung mit Mammalia-ACn zu erzielen. 

Mit dem Versuch der Umwandlung der Rv1625c-Untereinheiten in Gsα* regulierte 

Konstrukte wurde Neuland betreten. Auf Grund der starken Ähnlichkeit in Sequenz 

und vorhergesagter Struktur zwischen Rv1625c und Mammalia-ACn scheint dieses 

Ziel möglicherweise erreichbar. Es muss beachtet werden, dass Gsα die schwach 

aktiven Mammalia-AC-Untereinheiten in einer optimalen Position stabilisiert und 
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dadurch aktiviert (Tesmer et al., 1997). Im Gegensatz dazu ist Rv1625c hoch aktiv 

und es ist ungewiss, ob eine Stimulation durch Gsα erreicht werden kann, da die 

Ausrichtung der Untereinheiten zueinander schlicht nicht verbessert werden kann. 

Vor allem mit Hilfe der Struktur des ACV C1/ACII C2 Heterodimers waren 

Bindestellen zwischen Mammalia-ACn und Gsα sichtbar und wurden auf 

entsprechende Stellen im Rv1625c-Heterodimer übertragen (Tesmer et al., 1997). 

Zur Vermeidung aufwendigen Titrierens der beiden Untereinheiten im AC-Test 

wurden alle Rv1625c-C1 und –C2-A Konstrukte gelinkert, um die lokale 

Konzentration im Test zu erhöhen. Obwohl einige der mutierten Rv1625c-Konstrukte 

eine bislang nicht signifikante Stimulation durch Gsα* aufwiesen, waren die Werte 

immer noch gering im Vergleich mit der getesteten Stimulation im Gesamthirn der 

Maus. Es zeigte sich jedoch entgegen der Befürchtung, dass selbst hoch aktive 

Konstrukte eine Gsα*-Stimulation aufwiesen. Möglicherweise ist der Effekt ähnlich wie 

in Mammalia-ACn und der aktive Zustand wird durch Gsα* weiter stabilisiert (Tesmer 

et al., 1997). Besonders bei Konstrukten mit mehreren Mutationen war nur eine 

Hemmung feststellbar, die bei höherer Gsα*-Konzentration sogar verstärkt wurde. 

Vermutlich wirken sich die unterschiedlichen Mutationen zu stark auf die Struktur 

aus, sodass Gsα* nicht mehr binden kann. Außerdem wäre es möglich, dass bei 

einem Überangebot an Gsα* auch die Bindestelle für die inhibierende α-Untereinheit 

des heterotrimeren G-Proteins (Giα) besetzt wird, was in der Hemmung resultiert. Gsα 

und Giα sind sich in der Sequenz sehr ähnlich (Anhang 8) und besetzen 

wahrscheinlich gegenüberliegende Bindestellen im C1/C2-Heterodimer von 

Mammalia-ACn (Dessauer et al., 1998). 

Die Versuche gestalteten sich als schwierig, da keine Mindestanzahl an benötigten 

Gsα-bindenden ASn bekannt ist. Aus den Versuchen ergab sich bislang noch kein 

Muster, das auf zwingend nötige Mutationen schließen ließ. Manche Mutationen 

zeigten eine Hemmung durch Gsα*, was jedoch in Kombination mit anderen 

Mutationen in Stimulation geändert wurde. Selbst das Einfügen möglichst vieler 

Mutationen für eine gute Anpassung an Mammalia-ACn führte entgegen der 

Erwartung eher zu einer Hemmung durch Gsα*. Mit den hier getesteten Mutanten 

konnte noch nicht geklärt werden, wie die Struktur des Rv1625c-Heterodimers 

verändert werden muss, um den Unterschieden in Mammalia-C1 und –C2 gerecht zu 

werden. Somit muss jede mögliche Mutation in den Rv1625c-Konstrukten einzeln 

und in Kombination mit anderen getestet werden. Erschwerend kommt hinzu, dass 

jede neu eingefügte Mutation die Struktur des jeweiligen Konstrukts 

unvorhergesehen beeinflussen kann und sich Aktivität und Stimulierbarkeit 

verändern. Dadurch erhöht sich der Versuchsaufwand enorm. Daher ist es für 

weitere Experimente sinnvoll, auf computergestützte Rechenmodelle auszuweichen, 

welche die geplanten Konstrukte mit Datenbanken abgleichen und die zu erwartende 

Struktur mit realen Proteinen abschätzen. Nach der Auswertung mit verschiedenen 

Programmen erhält man eine Art Verwandtschaftsbeziehung der eingespeisten 

Konstrukte zu bekannten ACn aus der Datenbank (Cluster-Analyse). Verschieben 

sich durch die eingefügten Mutationen diese „Verwandtschaftsgrade“ weg von den 

mykobakteriellen ACn hin zu Mammalia-ACn, ist zwar noch keine Garantie für 
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Aktivität und Stimulierbarkeit durch Gsα* gegeben, aber zumindest lässt sich die 

Anzahl der zu testenden Konstrukte etwas beschränken. Bioinformatik ist daher als 

Schlüssel anzusehen, um die ungeheure Menge an gesammelten Daten optimal zu 

verwerten und für eine zielgerichtete Forschung anzuwenden. 

Bei einer Kristallstruktur handelt es sich um eine Momentaufnahme eines fixen 

Zustandes. Werden weitere Kristalle analysiert, kann sich ein anderes Bild ergeben 

und es ist möglich, dass manchen Gsα bindenden ASn keine so hohe Bedeutung 

zukommt, wie ursprünglich angenommen. Deshalb ist es unverzichtbar, für folgende 

Konstrukte mehr Strukturdaten einfließen zu lassen. An diesem Projekt wurde 

deutlich, wie komplex die Untereinheiten miteinander interagieren und welche 

Auswirkungen unterschiedliche Mutationen haben können. Sind nur wenige ASn von 

Mutationen betroffen, wird dies gelegentlich vom Protein toleriert. So konnte eine 

lösliche ACIX so mutiert werden, dass eine Forskolinstimulation erfolgte (Yan et al., 

1998). Ähnliche Versuche, Rv1625c durch Mutation mit FSK zu stimulieren, schlugen 

bislang fehl (Linder et al., 2004a). Es zeigte sich prinzipiell, dass eine (bislang noch 

mäßige) Stimulation durch Gsα* von Rv1625c-Konstrukten möglich ist und eine 

Optimierung der Versuche nicht ohne bioinformatische Analysen am Computer zu 

bewältigen ist. Trotz der starken Ähnlichkeit zwischen Rv1625c und Mammalia-ACn 

bestehen viele Unterschiede, die das Protein an den jeweiligen Organismus 

anpassen und nicht übertragen werden können. 

Die bisher gesammelte Datenlage reicht noch nicht aus, um Verbesserungen für die 

CqsS-Mammalia-AC-Konstrukte vorschlagen zu können. Die Rv1625c-Konstrukte 

können erst als zuverlässiges Mammalia-AC-Modell dienen, wenn die Gsα*-

Stimulation besser ist. Die Vermutung liegt nahe, dass auch die C-Helix 

möglicherweise in der Gsα-Bindung eine Rolle spielt, da Gsα auch an den N-

terminalen Bereich der C1 bindet (Tesmer et al., 1997). Einen Hinweis darauf lieferte 

die L227P Mutation, da sich diese AS in der C-Helix befindet. Studien hatten 

gefunden, dass diese Mutation in ACV C2 zu einer reduzierten Stimulierbarkeit durch 

Gsα führte (Zimmermann et al., 1998). Die hier erhaltenen Ergebnisse zeigten das 

umgekehrte Bild, nämlich dass die L227P Mutation in C2 zu einer Stimulation durch 

Gsα* führte, während eine Stimulation mit der Mutation in C1 oder in beiden 

Untereinheiten nicht nachweisbar war. Wahrscheinlich gibt die L227P Mutation in C1 

den Ausschlag, denn C1[P]-C2 und C1[P]-C2[P] sind sowohl ähnlich aktiv als auch 

nicht stimuliert. Warum diese Position nur in C1 eine Rolle spielt, wurde nicht geklärt. 

Im Gegensatz zu Mammalia-ACn ist die C-Helix der Rv1625c-Untereinheiten 

identisch. Um Auswirkungen der C-Helix näher zu untersuchen, könnte 

beispielsweise in späteren, optimierten Rv1625c-Konstrukten deren C-Helix gegen 

diejenige von verschiedenen Mammalia-ACn ausgetauscht werden. 
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5 Zusammenfassung 

Membranproteine sind als Rezeptoren oder Ionenkanäle entscheidende Bestandteile 

der Zelle. Bislang konnte nur bei einem Bruchteil der Membranproteine die Struktur 

entschlüsselt werden. Das Hauptproblem bei der Strukturaufklärung von 

Membranproteinen ist nach der Überexpression der Proteine deren Solubilisation in 

einem aktiven und regulierbaren Zustand. Es gibt verschiedene Methoden der 

Solubilisation, von denen einige an den chimären Konstrukten Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

und Tsr-HAMP3645-Rv3645 ausprobiert wurden. Die Chimären wurden gegenüber 

dem Holoenzym der AC bevorzugt, da diese Konstrukte nur zwei TMs als 

Membrananker enthielten und die Funktion des Rezeptors durch Regulation mit Serin 

überprüfbar war. 

In Vorversuchen sollte der Tsr-Rezeptor durch Bildung möglicher Salzbrücken 

zwischen gezielten Mutationen stabilisiert werden. Die Versuche erfolgten in 

Anlehnung an Tar. Die Mutationen A16K und G19K hatten Auswirkungen auf die 

Gesamtstruktur der Chimäre. Bei A16K sank die Aktivität auf ca. 40 pmol cAMP∙   

mg-1∙min-1 unter Erhalt der Serinregulation. Bei G19K war bei einer Aktivität von ca. 

250 pmol cAMP∙mg-1∙min-1 keine Regulation mehr messbar. Bis auf die regulierte 

A16K/V203E-Mutante zeigten alle weiteren Mutationen, die zur Ausbildung einer 

Salzbrücke zwischen TM1 und TM2 gedacht waren (V17E/G19K, G19K/V202E, 

G19K/V203E, V17E/G19K/W194R/V203E, G19K/L204E), nur geringe Aktivität ohne 

Serinregulation. 

Eine weitere Möglichkeit, die Solubilisation zu erleichtern, war das Einfügen 

hydrophiler Reste in den TM2-Bereich von Tsr. Die Mutationen A192S/L196Q/F208S 

wurden vom Protein toleriert (ca. 2 nmol cAMP∙mg-1∙min-1, 70% Hemmung 1 mM 

Serin). Mit dem weiteren Einfügen geladener ASn bei der 

[A192S/W194R/L196Q/M200K/F208S]-Mutante wurde das Konstrukt nicht reguliert 

und die Aktivität nahm stark ab (ca. 22 pmol cAMP∙mg-1∙min-1). 

Das Einfügen des T4L* als Fusionsdomäne in Tsr sollte die Solubilisation erleichtern. 

T4L* sollte die hydrophile Oberfläche im Konstrukt vergrößern und interne Flexibilität 

vermindern. Als Membranpräparation hatte das Konstrukt T4L-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

verminderte Aktivität, die Regulation blieb erhalten (ca. 840 pmol cAMP∙mg-1∙min-1, 

78% Hemmung 1 mM Serin). Das zweite Konstrukt TM1Tsr-T4L-Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

war hingegen kaum aktiv und unreguliert. 

Mit den Fusionsproteinen YaiN und YbeL wurden acht verschiedene 

Expressionskassetten konstruiert. YaiN und YbeL sind zwei hydrophile Proteine, die 

das Herauslösen von Proteinen aus der Membran positiv beeinflussen sollen. Das 

aktivste Konstrukt N-YbeL (ca. 11 nmol cAMP∙mg-1∙min-1, 90% Hemmung 10 mM 

Serin) wurde mit 1% Brij58 solubilisiert, wobei nach der Reinigung des Konstrukts nur 

noch eine Aktivität von ca. 2 nmol cAMP∙mg-1∙min-1 bei 22%iger Hemmung durch 10 

mM Serin übrig war. 

Mit der Etablierung eines zellfreien Expressionssystems sollten Tsr-HAMPTsr-Rv3645 

und Tsr-HAMP3645-Rv3645 direkt in einer detergenshaltigen Lösung exprimiert 

werden. GFP als Fusionsprotein diente der direkten Kontrolle. Mit Verwendung 
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unterschiedlicher Detergenzien (Brij35, Brij58, Brij78, Brij98, Digitonin, C12E8, DDM, 

MNG-3) gelang der Nachweis von Proteinen im Überstand der Reaktion (Western 

Blot). Die Basalaktivitäten der gelösten Proteine waren allerdings äußerst gering, die 

Regulation war verloren. 

Membrangebundene ACn finden sich sowohl in Pro- als auch in Eukaryoten. Es gibt 

Hinweise, dass es sich bei den Membranankern um Rezeptoren handeln könnte. Der 

quorum sensing Rezeptor CqsS und die beiden katalytischen Domänen C1 und C2 

der Mammalia-ACn sollten zu regulierbaren Chimären verknüpft werden. Die 

Konstrukte wurden entweder fusioniert oder geteilt exprimiert (CqsS-C1/CqsS-C2), 

die Verknüpfungspunkte zwischen CqsS und den katalytischen Untereinheiten 

wurden variiert und der codon usage der hACII wurde an den Expressionsstamm E. 

coli angepasst. Trotz aller Bemühungen blieben die Basalaktivitäten sehr gering 

(zwischen 30-100 pmol cAMP∙mg-1∙min-1). Nur in einzelnen Konstrukten konnte eine 

schwache Regulation durch den Liganden CAI-1 und teilweise Stimulation durch Gsα* 

festgestellt werden. Lösliche Konstrukte bestehend aus den katalytischen 

Untereinheiten hACII C1 und C2 ohne CqsS-Rezeptor zeigten bislang keine 

Stimulation durch Gsα* oder FSK. 

Da sich die Expression der Mammalia-ACn als problematisch erwies, sollte die 

mykobakterielle AC Rv1625c zu einem entsprechenden Modellsystem umfunktioniert 

werden. Bei Rv1625c handelt es sich um die Hälfte einer Mammalia-AC. Durch die 

Mutationen N372T/R376H entstand Rv1625c-C1 und durch D256S/D300S/S301T bzw. 

D256S/D300S Rv1625c-C2-A bzw. –B nach Vorbild der beiden katalytischen Domänen 

von Mammalia-ACn. Beide Untereinheiten zeigen nur bei gemeinsamer Zugabe im 

AC-Test Aktivität. Es wurden zusätzliche Mutationen in das Linkerkonstrukt RV-1 

eingeführt, um eine Gsα*-Stimulation zu bewirken. Die Mutationen befanden sich 

entsprechend publizierter Strukturdaten sowohl im Bereich von C1 als auch von C2 

und wurden je nach Konstrukt verschieden miteinander kombiniert. Die Konstrukte 

zeigten teils Hemmung, teils eine geringfügige Stimulierung durch verschiedene Gsα*-

Konzentrationen (maximale Stimulation 33% mit 1,2 µM Gsα* bei RV-22). Nach den 

bisherigen Untersuchungen war noch kein Muster für zwingend nötige ASn für eine 

Gsα*-Stimulierung erkennbar. 
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6 Anhang 

Datenbanken und Bioinformatik: 

 NCBI  http://ncbi.nlm.nih.gov/ 

SMART http://smart.embl-heidelberg.de/ 

 EMBOSS http://ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_backtranseq/ 

 Quick2d http://toolkit.tuebingen.mpg.de/ 

 PrimerX http://bioinformatics.org/primerx/cgi-bin/DNA_1.cgi 

 

Zugangsnummern: 

 Tsr   gi: 400233 

Rv3645  gi: 395140502 

Rv1625c  gi: 614134238 

ACII (Ratte)  gi: 13591906 

ACV (Kaninchen) gi: 130491813 

ACII (Mensch) gi: 115387102 

CqsS   gi: 167009128 

CyaG   gi: 209524220 

Gsα (Mensch, kurz) gi: 52000961 

Giα (Mensch)  gi: 33946324 
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Anhang 1 

 

 
 

Datengrundlage zur Bildung von Chimären mit Insertion hydrophiler Reste in die zweite 

Transmembranhelix von Tsr-HAMPTsr-Rv3645. Daten wurden von J. S. Parkinson zur Verfügung 

gestellt. 
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Anhang 2 

CM-1: 
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAQQERLLLSVLPRHVAMEMKADINAKQEDMMFHKIYIQKHDNVSILFADIE

GFTSLASQCTAQELVMTLNELFARFDKLAAENHCLRIKILGDCYYCVSGLPEARADHAHCCVEMGMDMIEAISLVR

EVTGVNVNMRVGIHSGRVHCGVLGLRKWQFDVWSNDVTLANHMEAGGKAGRIHITKATLNYLNGDYEVEPGCG

GERNAYLKEHSIETFLILRCT; 

MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIALNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEF

YTESDVNKEGLECLRLLNEIIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAIPSQEHAQEPERQYMHIGTMVEF

AYALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLILQTL

GYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNLAS 

CM-2: 
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAQQERLLLSVLPRHVAMEMKADINAKQEDMMFHKIYIQKHDNVSILFADIE

GFTSLASQCTAQELVMTLNELFARFDKLAAENHCLRIKILGDCYYCVSGLPEARADHAHCCVEMGMDMIEAISLVR

EVTGVNVNMRVGIHSGRVHCGVLGLRKWQFDVWSNDVTLANHMEAGGKAGRIHITKATLNYLNGDYEVEPGCG

GERNAYLKEHSIETFLILRCTQKRKEEK; 

MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIALNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEF

YTESDVNKEGLECLRLLNEIIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAIPSQEHAQEPERQYMHIGTMVEF

AYALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLILQTL

GYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNLAS 

CM-3: 
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIALNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEF

YTESDVNKEGLECLRLLNEIIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAIPSQEHAQEPERQYMHIGTMVEF

AYALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLILQTL

GYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNLAS 

CM-4: 
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAQDTCNCIKSRIKLEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAG

QMENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSG

LPISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGG

VPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMT

RYLESWGAAKPFAHLHHRDSMTTENGKISTTDVPMGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQ

WLKSEDIQRISLLFYNKVLEKEYRATALPAFKYYRSMDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPY

ENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQVVTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITS

VMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHVPIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIANKFKKEREEIETME

NLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIIADFDDL

LSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHSQEPERQYMHIGTMVEFAFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGIN

HGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLVLQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNT

EMSRSLSQSNVAS 
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Anhang 2 (Fortsetzung) 

CM-5: 
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIADTCNCIKSRIKLEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQ

MENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSGL

PISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGG

VPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMT

RYLESWGAAKPFAHLHHRDSMTTENGKISTTDVPMGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQ

WLKSEDIQRISLLFYNKVLEKEYRATALPAFKYYRSMDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPY

ENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQVVTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITS

VMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHVPIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIANKFKKEREEIETME

NLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIIADFDDL

LSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHSQEPERQYMHIGTMVEFAFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGIN

HGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLVLQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNT

EMSRSLSQSNVAS 

CM-6: 
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQMENTNNFHNLYVKRHT

NVSILYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSGLPISLPNHAKNCVKMGLD

MCEAIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGGVPGRVHISSVTLEHLNGA

YKVEEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMTRYLESWGAAKPFAHLHH

RDSMTTENGKISTTDVPMGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQWLKSEDIQRISLLFYNKVL

EKEYRATALPAFKYYRSMDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRN

RTPFEWRGFLPAYYQVVTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAW

VAQGFHLELTMDWTHVPIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIALNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQS

YDCVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEH

SQEPERQYMHIGTMVEFAFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDST

GVLDKIQVTEETSLVLQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS 

CM-7: 
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAQDTCNCIKSRIKLEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAG

QMENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSG

LPISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGG

VPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMT

RYLESWGAAKPFAHLHHRDSMTTENGKISTTDVPMGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQ

WLKSEDIQRISLLFYNKVLEKEYRATALPAFKYYRSMDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPY

ENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQVVTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITS

VMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHVPIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAKNKFKKEREEIETM

ENLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIIADFDD

LLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHSQEPERQYMHIGTMVEFAFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGIN

HGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLVLQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNT

EMSRSLSQSNVAS 
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Anhang 2 (Fortsetzung) 

CM-8: 
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAQDTCNCIKSRIKLEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAG

QMENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSG

LPISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGG

VPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMT

RYLESWGAAKPFAHLHHRDSMTTENGKISTTDVPMGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQ

WLKSEDIQRISLLFYNKVLEKEYRATALPAFKYY; 

MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAKNKFKKEREEIETMENLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSY

DCVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHS

QEPERQYMHIGTMVEFAFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTG

VLDKIQVTEETSLVLQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS 

CM-9: 
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIADTCNCIKSRIKLEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQ

MENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSGL

PISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGG

VPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMT

RYLESWGAAKPFAHLHHRDSMTTENGKISTTDVPMGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQ

WLKSEDIQRISLLFYNKVLEKEYRATALPAFKYY; 

MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIANKFKKEREEIETMENLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYD

CVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHSQ

EPERQYMHIGTMVEFAFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVL

DKIQVTEETSLVLQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS 

CM-10: 
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQMENTNNFHNLYVKRHT

NVSILYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSGLPISLPNHAKNCVKMGLD

MCEAIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGGVPGRVHISSVTLEHLNGA

YKVEEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMTRYLESWGAAKPFAHLHH

RDSMTTENGKISTTDVPMGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQWLKSEDIQRISLLFYNKVL

EKEYRATALPAFKYY; 

MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIALNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEF

YTESDVNKEGLECLRLLNEIIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHSQEPERQYMHIGTMVEF

AFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLVLQTL

GYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS 
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CM-11: 
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQMENTNNFHNLYVKRHTNVSI

LYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSGLPISLPNHAKNCVKMGLDMCE

AIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGGVPGRVHISSVTLEHLNGAYKV

EEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMTRYLESWGAAKPFAHLHHRDS

MTTENGKISTTDVPMGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQWLKSEDIQRISLLFYNKVLEKE

YRATALPAFKYY; 

MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQIETMENLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEFYTES

DVNKEGLECLRLLNEIIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHSQEPERQYMHIGTMVEFAFAL

VGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLVLQTLGYT

CTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS 

CM-12: 
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAQDTCNCIKSRIKLEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAG

QMENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSG

LPISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGG

VPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRP; 

MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEHEAKVSIAKNKFKKEREEIETMENLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSY

DCVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHS

QEPERQYMHIGTMVEFAFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTG

VLDKIQVTEETSLVLQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS 

CM-13: 
MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQVEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQMENTNNFHNLYVKRHTNVSI

LYADIVGFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSGLPISLPNHAKNCVKMGLDMCE

AIKKVRDATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGGVPGRVHISSVTLEHLNGAYKV

EEGDGDIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRP; 

MDAIRKVYQYAEPNLSLVGWMGFIGFPIYYIVWEFMFPQPYENLPLRILCSVLFFGIIYRNRTPFEWRGFLPAYYQV

VTTLCLPCFFFYMLLMNNWSNVWVMSFMSAIFLHILLVHITSVMFVQTFVGIGLATFFAWVAQGFHLELTMDWTHV

PIFLFIYLFGNLCYFRNQIETMENLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEFYTES

DVNKEGLECLRLLNEIIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHSQEPERQYMHIGTMVEFAFAL

VGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLVLQTLGYT

CTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS 
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hACII C1a: 
QDTCNCIKSRIKLEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQMENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIV

GFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSGLPISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVR

DATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGGVPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDG

DIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRP 

hACII C1ab: 
QDTCNCIKSRIKLEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQMENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIV

GFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSGLPISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVR

DATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGGVPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDG

DIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMTRYLESWGAAKPFAHLHHRDSMTTEN

GKISTTDVPMGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQWLKSEDIQRISLLFYNKVLEKEYRATAL

PAFKYY 

hACII C2: 
KNKFKKEREEIETMENLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGL

ECLRLLNEIIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHSQEPERQYMHIGTMVEFAFALVGKLDAIN

KHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLVLQTLGYTCTCRGIINV

KGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS 

hACII C1a-Linker-hACII C2: 
QDTCNCIKSRIKLEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQMENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIV

GFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSGLPISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVR

DATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGGVPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDG

DIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPTRAAGGPPAAGGLEKNKFKKEREEIETMENLNRVLLENVLPAH

VAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVMFASIPDFKEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTI

GSTYMAATGLSAVPSQEHSQEPERQYMHIGTMVEFAFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKP

QYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVTEETSLVLQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS 

hACII C1ab-Linker-hACII C2: 
QDTCNCIKSRIKLEFEKRQQERLLLSLLPAHIAMEMKAEIIQRLQGPKAGQMENTNNFHNLYVKRHTNVSILYADIV

GFTRLASDCSPGELVHMLNELFGKFDQIAKENECMRIKILGDCYYCVSGLPISLPNHAKNCVKMGLDMCEAIKKVR

DATGVDINMRVGVHSGNVLCGVIGLQKWQYDVWSHDVTLANHMEAGGVPGRVHISSVTLEHLNGAYKVEEGDG

DIRDPYLKQHLVKTYFVINPKGERRSPQHLFRPRHTLDGAKMRASVRMTRYLESWGAAKPFAHLHHRDSMTTEN

GKISTTDVPMGQHNFQNRTLRTKSQKKRFEEELNERMIQAIDGINAQKQWLKSEDIQRISLLFYNKVLEKEYRATAL

PAFKYYTRAAGGPPAAGGLEKNKFKKEREEIETMENLNRVLLENVLPAHVAEHFLARSLKNEELYHQSYDCVCVM

FASIPDFKEFYTESDVNKEGLECLRLLNEIIADFDDLLSKPKFSGVEKIKTIGSTYMAATGLSAVPSQEHSQEPERQY

MHIGTMVEFAFALVGKLDAINKHSFNDFKLRVGINHGPVIAGVIGAQKPQYDIWGNTVNVASRMDSTGVLDKIQVT

EETSLVLQTLGYTCTCRGIINVKGKGDLKTYFVNTEMSRSLSQSNVAS 

 

Vollständige Sequenzen der getesteten CqsS-Mammalia-AC Konstrukte (CM-1 bis CM-13) bzw. der 

löslichen Mammalia-AC Konstrukte. CM-1 bis CM-3 enthalten ACV C1 aus Kaninchen und ACII C2 

der Ratte; CM-4 bis CM-13 enthalten die synthetisierte hACII, ebenso wie die löslichen Einzel- und 

gelinkerten Domänen. Der Beginn der C-Helix ist in der jeweiligen Untereinheit unterstrichen. 

Verknüpfungspunkte zwischen CqsS und den Mammalia-ACn bzw. eine Sequenzverlängerung in CM-

2 sind fett hervorgehoben. Die Verknüpfung in den Fusionskonstrukten CM-4 bis CM-7 bzw. der Linker 

in hACII C1a(b)-Linker-hACII C2 sind kursiv dargestellt. 
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Anhang 3 

- CqsS-hACII C1ab 

 

 

Vorhersage möglicher Sekundärstrukturen (z.B. α-Helices, β-Faltblätter, coiled coils) in der Sequenz 

von CqsS-hACII C1ab in Quick2d mit verschiedenen Algorithmen. Besondere Aufmerksamkeit gilt 

dem Auftreten von coiled coils (cc), mehreren α-Helices, die in superhelicaler Struktur umeinander 

gewunden sind. Für CqsS-hACII C1ab wurde kein cc ermittelt. Im Gegensatz dazu zeigt sich am Ende 

von C1b ein cc, wenn die AS-Sequenz für CqsS-hACII C1ab rückwärts, mit der letzten AS beginnend, 

eingegeben wurde (Anhang 4). Der mögliche Gegenpart für dieses cc wurde für CqsS-hACII C2 am 

Verknüpfungspunkt von CqsS mit der hACII ermittelt (Anhang 5). 
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Anhang 4 

- CqsS-hACII C1ab „rückwärts“ 

 

 
 

 

 

Erläuterungen in Anhang 3 
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Anhang 4 (Fortsetzung) 
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Anhang 5 

- CqsS-hACII C2 

 
 

 

 

Erläuterungen in Anhang 3 
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Anhang 5 (Fortsetzung) 
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Anhang 6 

 

Rv1625c-C1 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGV 

 

Rv1625c-C2-A 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVA

ADPGEVRGAEPRTAGV 

 

Rv1625c-C2-B 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGSSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVA

ADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-1 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE

ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALD

MTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKD

DFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-2 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNFHNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLD

RLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGP

VVAGVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRK

VAADPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADK

YDEASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADF

ALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYER

LKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-3 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLASMLPASIAERLKEPERNFHNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLD

RLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGP

VVAGVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRK

VAADPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADK

YDEASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADF

ALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYER

LKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 
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RV-4 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERIFHNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDR

LYSAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPV

VAGVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKV

AADPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKY

DEASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADFA

LDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERL

KDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-5 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERIFHNIIAERLKEPERNFHNIIADKYDEASVLFADIVGFTER

ASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPR

GNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVK

GKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASI

AERLKEPERNIIADKYDEASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGV

PRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTD

SVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-6 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFEVEPGCGGERNAYLKEHSMRTWYLIGR

KVAADPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIAD

KYDEASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALAD

FALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYE

RLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-7 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMPPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE

ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALD

MTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKD

DFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-8 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMPPASIAERLKEPERNIIADKYDE

ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALD

MTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKD

DFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-9 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMPPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMPPASIAERLKEPERNIIADKYDE

ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALD

MTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKD

DFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 
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RV-10 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE

ASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALA

DFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVY

ERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-11 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE

ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLNELYSDFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALD

MTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKD

DFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-12 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE

ASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPADLVRFLNELYSDFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALA

DFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVY

ERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-13 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE

ASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPAECVRFLNELYSDFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALA

DFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVY

ERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-14 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE

ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVSDQHFSGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADF

ALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYER

LKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-15 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE

ASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPADLVRFLDRLYSAFDELVSDQHFSGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQ

ALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPD

EVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 
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RV-16 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE

ASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPADLVRFLNELYSDFDELVSDQHFSGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQ

ALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPD

EVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-17 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE

ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQPKFHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADF

ALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYER

LKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-18 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE

ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHKFSGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADF

ALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYER

LKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-19 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE

ASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHKFSGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQ

ALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPD

EVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-20 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE

ASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPADLVRFLNELYSDFDELVDQHKFSGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQ

ALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPD

EVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-21 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE

ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALD

MTNVAAQLKDPSFNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKD

DFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 
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RV-22 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE

ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALD

MTNVAAQLKDHSFNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKD

DFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-23 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE

ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALD

MTNVAAQLNDHSFNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKD

DFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-24 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE

ASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPADLVRFLNELYSDFDELVDQHKFSGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDHTQ

ALADFALDMTNVAAQLKDHSFNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPD

EVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-25 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLY

SAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVA

GVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAA

DPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDE

ASVLFASIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGSTYMVVSGVNDSTYDKVGKTHTQALA

DFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVY

ERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-26 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNFHNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLD

RLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGP

VVAGVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRK

VAADPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADK

YDEASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPADLVRFLNELYSDFDELVDQPKFHGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPD

HTQALADFALDMTNVAAQLKDPSFNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQ

VPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 

 

RV-27 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERIFHNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDR

LYSAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPV

VAGVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKV

AADPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKY

DEASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPADLVRFLNELYSDFDELVDQHKFSGLEKIKVSGSTYMVVSGVPRPRPDH

TQALADFALDMTNVAAQLKDHSFNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRMESTDSVGQIQV

PDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 
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RV-28 
DTARAEAVMEAEHDRSEALLANMLPASIAERLKEPERIFHNIIAERLKEPERNFHNIIADKYDEASVLFADIVGFTER

ASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPR

GNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVTVASHMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFEVEPGCGGER

NAYLKEHSMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGVTRAAGGPPAAGGLEDTARAEAVMEAEHDRSEALLANM

LPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFASIVGFTERASSTDVNKAPAECVRFLNELYSDFDELVDQPKFHGLEKIKV

SGSTYMVVSGVNDSTYDKVGKTHTQALADFALDMTNVAAQLNDHSFNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYD

VWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEP

RTAGV 

 

 

 

Vollständige Sequenzen der getesteten Rv1625c-Untereinheiten einzeln oder als Linkerkonstrukte 

(RV-1 bis RV-28). Der Beginn der C-Helix ist in der jeweiligen Untereinheit unterstrichen. Alle 

enthaltenen Mutationen sind fett hervorgehoben. Der Linker zur Verknüpfung der Rv1625c-C1 und     

–C2 Untereinheiten ist kursiv dargestellt. 
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Alignment von Sequenzen von 16 ACI und 19 ACII Isoformen unterschiedlicher Tierarten (ACI: Affe, 

Rind, Ente Frosch, Goldhamster, Häher, Huhn, Mensch, Maus, Mull, Orca, Schimpanse, Schnäpper, 

tasmanischer Teufel, Walross, Wellensittich; ACII: Alligator, Bartfledermaus, Rind, Hund, Felsentaube, 

Halsbandschnäpper, Mensch, Krallenaffe, Maus, Nashorn, Kaninchen, Ratte, Rhesusaffe, 

Schnabeltier, Spitzmaus, Stockente, Weißkehlammer, Wels, Wüstenmaus). In den Boxen befindet 

sich das „horizontale“ Alignment von 35 ACI und ACII Sequenzen. Darunter sind die „vertikalen“ 

Alignments der jeweiligen 16 ACI und 19 ACII Sequenzen dargestellt. Auffallend ist die Konservierung 

der katalytischen Domänen C1 und C2 in allen ACn, während die Transmembrandomänen nur in der 

jeweiligen AC-Isoform konserviert sind. Die Grautöne stellen den Grad der Konservierung dar (weiß = 

nicht konserviert, schwarz = stark konserviert). Darstellung von J. E. Schultz. 
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Gsa :MGCLGNSKTEDQRNEEKAQREANKKIEKQLQKDKQVYRATHRLLLLGAGESGKSTIVKQMRILHVNGFNGEGGEEDPQA:  79 

Gia :MGCTLSA-------EDKAAVERSKMIDRNLREDGEKAAREVKLLLLGAGESGKSTIVKQMKIIHEAGYSEEECKQYKAV:  72 

 

 

Gsa :ARSNSDGEKATKVQDIKNNLKEAIETIVAAMSNLVPPVELANPENQFRVDYILSVMNVPDFDFPPEFYEHAKALWEDEG: 158 

Gia :VYSNTI-------QSIIAIIR--------AMGRLKIDFGDSARADDARQLFVLAGAAEEGFMTA-ELAGVIKRLWKDSG: 135 

 

 

Gsa :VRACYERSNEYQLIDCAQYFLDKIDVIKQADYVPSDQDLLRCRVLTSGIFETKFQVDKVNFHMFDVGGQRDERRKWIQC: 237 

Gia :VQACFNRSREYQLNDSAAYYLNDLDRIAQPNYIPTQQDVLRTRVKTTGIVETHFTFKDLHFKMFDVGGQRSERKKWIHC: 214 

 

 

Gsa :FNDVTAIIFVVASSSYNMVIREDNQTNRLQEALNLFKSIWNNRWLRTISVILFLNKQDLLAEKVLAGKSKIEDYFPEFA: 316 

Gia :FEGVTAIIFCVALSDYDLVLAEDEEMNRMHESMKLFDSICNNKWFTDTSIILFLNKKDLFEEKIKKSPLTI-CY-PEYA: 291 

 

 

Gsa :RYTTPEDATPEPGEDPRVTRAKYFIRDEFLRISTASGDGRHYCYPHFTCAVDTENIRRVFNDCRDIIQRMHLRQYELL: 394 

Gia :GSNTYEEAAAYIQCQFEDLNKRKDTKEI---------------YTHFTCATDTKNVQFVFDAVTDVIIKNNLKDCGLF: 354 

 
 

Alignment der stimulierenden (Gsα) und der inhibierenden (Giα) α-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins des Menschen. Es besteht eine hohe Konservierung 

zwischen beiden Untereinheiten. Beide binden jedoch an unterschiedlichen Stellen der katalytischen Domänen der Mammalia-ACn. Die Graustufen zeigen den 

Grad der Konservierung an (weiß = nicht konserviert, schwarz = hoch konserviert). 
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