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1 ZUSAMMENFASSUNG

1.1 DEUTSCH

Das Thema der vorliegenden Arbeit ist die Expression und Charakterisie-

rung des Protoonkogenproduktes c-Myb aus der Maus (mus musculus).

C-Myb ist ein kernständiges, spezifisch DNA-bindendes Protein, das die

Transkription von Zielgenen verstärken oder reduzieren kann. Es besitzt

eine evolutionär hochkonservierte N-terminale DNA-Bindungsdomäne aus

drei homologen Regionen (Repeats), die sich durch jeweils drei in definier-

tem Abstand auftretende Tryptophanreste auszeichnen. Neben der DNA-

Bindungsdomäne konnten transaktivierende und negativ regulierende Berei-

che identifiziert werden.

Das c-Myb Protein sollte in voller Länge (full-length) exprimiert und charakte-

risiert werden. Dazu wurden verschiedene prokaryontische und eukaryonti-

sche Expressionssysteme getestet. In allen untersuchten prokaryontischen

Systemen war das Protein proteolytisch degradiert, so daß eine Aufreini-

gung nicht sinvoll erschien. Im eukaryontischen System, der Hefe Saccha-

romyces cerevisiae konnte keine Expression detektiert werden.

In der Hefe Pichia pastoris konnte c-Myb produziert und aufgereinigt werden,

allerdings ließen sich die Experimente nicht reproduzieren. Erst die Expres-

sion in Cos-Zellen brachte den gewünschten Erfolg. Das Protein wird in die-

sen Zellen löslich produziert und ist proteolytisch nicht degradiert. Sowohl

die intrazelluläre Expression als auch die Sekretion ins Kulturmedium wur-

den erfolgreich getestet.

Weiterhin wurden einzelne Aminosäuren der DNA-Bindungsdomäne, die

nach einem Strukturmodell des DNA-Protein Komplexes nahe den  Basen-

paaren der Erkennungssequenz stehen, auf ihre Beteiligung bei der Erken-

nung der spezifischen DNA-Sequenz untersucht. Dazu wurden insgesamt elf

Mutanten erzeugt, zur Homogenität aufgereinigt und auf ihre Affinität zur

Myb-Erkennungssequenz getestet. Aus den Ergebnissen kann geschlossen

werden, daß drei der untersuchten Aminosäuren (N179, K182, N183) not-

wendig für die DNA-Erkennung sind, zwei weitere Aminosäuren (N186,

S187) entbehrlich sind.
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1.1.1 SCHLAGWORTE

c-Myb, Expression, Mutagenese

1.2 ENGLISCH

The objective of this thesis was the expression and characterization of the

murine c-Myb proto-oncogene product.

C-Myb is a nuclear protein with DNA binding specificity and negative or po-

sitive transcription regulation capacity. It contains an evolutionary conserved

N-terminal DNA-binding domain consisting of three imperfect repeats. In

each of these repeats, three tryptophans are spaced by 18 or 19 amino

acids.  In addition to the DNA-binding domain, a transactivation domain and

a negative regulatory domain have been identified.

In order to express the full-length c-Myb protein, different procaryotic and

eucaryotic expression systems were evaluated. However, in all procaryotic

expression systems tested, the protein was proteolyticall degraded, thus

prohibiting a purification. Furthermore, in the eucaryotic yeast system Sac-

charomyces cerevisiae no expression was detected.

In the yeast Pichia pastoris, c-Myb could be expressed and purified, but the

results were not reproducible. Finally, expression in Cos-cells led the way to

succes. C-Myb was produced as a soluble, non-degraded protein. Intracel-

lular expression as well as secretion into the culture media was successfully

tested.

In site directed mutagenesis experiments, distinct amino acids of the DNA-

binding domain were probed for their ability to contact the bases of the reco-

gnition sequence. Therefore, eleven mutants (single and double mutations)

were generated, purified to homogeneity and screened for their affinity to the

Myb recognition sequence. From the results it could be concluded, that three

amino acids (N179, K182 and N183 are necessary for DNA recognition,

whereas two others (N186 and S187) are dispensable.

1.2.1 KEYWORDS

c-Myb, expression, mutagenesis
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2 EINLEITUNG

2.1 DIE KRANKHEIT KREBS UND IHRE ENTSTEHUNG

Die Ursache für die Entstehung von Krebs ist die kontinuierliche und unre-

gulierte Proliferation von Zellen. Der vollkommene Verlust, auf innere bzw.

äußere Kontrollmechanismen der Proliferation reagieren zu können, ist nicht

das Produkt eines einzigen Ereignisses, sondern das Resultat von akkumu-

lierten Abnormitäten in multiplen regulatorischen Systemen der Zelle.

Krebs kann aus jedem Zelltypus des Körpers entstehen, wobei zwischen

benignen und malignen Tumoren unterschieden werden kann. Benigne Tu-

more bleiben begrenzt auf den Ort ihrer Entstehung, während maligne Tu-

more fähig sind, in umgebendes Gewebe einzudringen und sich über das

Kreislauf- und lymphatische System im Körper auszubreiten.

Die Entwicklung von Krebs ist ein klonaler Vorgang, das heißt, alle Zellen

eines Tumors lassen sich auf eine Ursprungszelle zurückführen. Dabei ist

die Transformation einer normalen Zelle in eine Tumorzelle kein Vorgang

der sich in einem Schritt vollzieht, sondern ein Prozeß, der sich durch eine

fortschreitende Serie von Modifikationen auszeichnet [Fearon und Vogel-

stein 1990].

Den ersten Schritt in der Entwicklung von Krebs (Tumorinitiation) stellt eine

genetische Veränderung dar, die zu abnormaler Proliferation einer einzelnen

Zelle führt. Durch die vermehrte Nachkommenzahl dieser Zellen steigt die

Wahrscheinlichkeit, daß eine dieser Zellen Ziel einer zweiten Veränderung

wird. Im weiteren Verlauf der Krebsentwicklung (Tumorprogression) kommt

es zu zusätzlichen Mutationen, die zu einem Selektionsvorteil gegenüber

den umgebenden nicht transformierten Zellen beitragen und auf diese Wei-

se dominante Tumorzellklone entstehen lassen (siehe Abbildung 2-1). Nur

diese dominante Proliferation läßt die vielfältigen Mutationsereignisse, von

denen alle Körperzellen betroffen sind, sichtbar werden.
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Abbildung 2-1 Mehrstufenmodell der Karzinogenese, modifiziert nach [Fearon und Vo-
gelstein 1990]

Die Gene, die von proliferationssteigernden Mutationen betroffen sind, las-

sen sich in zwei Gruppen einteilen: Proto-Onkogene (z.B. abl, fos, jun, myb,

myc, src, bcl-2, erbB-2) und Tumorsupressorgene (z.B. p53, p16, APC,

DCC, NF1, Rb, WT1), [Cooper 1997]. Während bei Proto-Onkogenen eine

Mutation auf einem Allel zur Transformation genügt und somit dominant ist,

reicht bei Tumorsuppressorgenen meist ein Allel für die Aufrechterhaltung

seiner Funktion aus, eine Mutation ist also rezessiv. Zu den Proto-

Onkogenprodukten zählen Membranrezeptoren, Proteine der Signaltrans-

duktionskaskade und Transkriptionsfaktoren. Die Expression von Tumor-

suppressorgenen sorgt für einen Proliferationsstop und Apoptose.

Aufgrund der Mutationsdominanz konnten viele Proto-Onkogene durch die

Charakterisierung von tumorauslösenden Retroviren entdeckt werden. Die

dabei gefundenen Onkogene leiten sich von ihren zellulären Homologen ab,

die durch Transduktionsereignisse in das Genom des Virus gelangt sind
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(siehe Tabelle 2-1). Die Proliferationssteigerung der Wirtszelle verhilft den

Viren zu einer schnellen Vermehrung und Verbreitung. Eines dieser Onko-

gene ist v-myb.

Onkogen Virus Spezies
abl  Abelson leukemia Maus
crk  CT10 sarcoma Huhn

erbA  Avian erythtroblastosis-ES4 Huhn
erbB  Avian erythtroblastosis-ES4 Huhn
ets  Avian erythtroblastosis-E26 Huhn
fos  FBJ murine osteogenic sarcoma Maus
jun  Avian sarcoma-17 Huhn
mos  Moloney sarcoma Maus
mpl  Myeloproliferative leukemia Maus
myb  Avian myeloblastosis Huhn
myc  Avian myelocytomastosis Huhn
raf  3611 murine sarcoma Maus

rasH  Harvey sarcoma Ratte
rasK  Kirsten sarcoma Ratte
sis  Simian sarcoma Affe
ski  Avian SK Huhn
src  Rous sarcoma Huhn
yes  Y73 sarcoma Huhn

Tabelle 2-1 Beispiele für retrovirale Onkogene, nach [Cooper 1997]
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2.2 DAS PROTOONKOGEN C-MYB

Das Onkogen v-myb und das korrespondierende Protoonkogen c-myb kodie-

ren für kernständige, spezifisch DNA-bindende Proteine, die die Trans-

kription von Zielgenen verstärken oder reduzieren [Biedenkapp et al., 1988;

Majello et al., 1986; Weston und Bishop 1989]. Entdeckt wurde das myb-

Onkogen ursprünglich als transformierendes Gen des Avian Myeloblastosis

Virus (AMV).

Das Protoonkogen c-myb wurde unter anderem in den Spezies Mensch

(homo sapiens) [Majello et al., 1986], Maus (mus musculus) [Gonda et al.,

1985], Huhn (gallus gallus) [Gerondakis und Bishop 1986], Taufliege

(Drosophila melanogaster) [Peters et al., 1987], Getreide (Hordeum vulgare,

Zea mays) [Marocco et al., 1989; Paz-Ares et al., 1987; Wissenbach et al.,

1993] und Hefe (Saccharomyces cerevisiae) [Tice-Baldwin et al., 1989] ge-

funden. Die Einordnung von Proteinen in die Familie der Myb-Proteine er-

folgt dabei über folgende Konsensussequenz:

W-[ST]-(X)2-E-[DE]-X2-[LIV]    [Swiss-Protein-Bank Prosite]

Eine Datenbanksuche mit dieser Konsensussequenz ergibt 33 Myb-

verwandte Proteine, z.B. die der ets-Familie [Laget et al., 1993] und den eu-

karyontischen Transkriptionsterminationsfaktor TTF-1 [Evers und Grummt

1994].

C-myb kodiert in seiner Hauptspleißvariante ein Protein aus 636 Aminosäu-

ren, mit einem Molekulargewicht von 75 kD. Es wird vor allem in erythroiden,

myeloiden bzw. lymphoiden Vorläuferzellen exprimiert. In reifen, ausdiffe-

renzierten Zellen ist c-myb m-RNA nicht, oder nur in geringem Maße nach-

weisbar [Golay et al., 1992; Gonda et al., 1982; Westin et al., 1982]. Transi-

ente Transfektionen von c-myb mit retroviralen Promotoren in hämatopoeti-

sche Zellen inhibieren die Differenzierung und steigern die Proliferationsrate

dieser Zellen [Clarke et al., 1988; McClinton et al., 1990]. Ferner kann die

Expression von c-myb in embryonalen Hirnzellen, in verschiedenen Tumor-

zelllinien und verschiedenen humanen Melanomen nachgewiesen werden

[Hijiya et al., 1994; Thiele et al., 1988]. Diese Ergebnisse legen eine wichtige
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Rolle von c-Myb bei der Proliferation und Differenzierung nahe [Caracciolo

et al., 1990; Golay et al., 1991]. C-myb deletierte (knock out) Mäuse zeigen

bereits am 15. Tag ihrer Embryonalentwicklung eine letale Anämie, die auf

ein Versagen der adulten Erythropoese zurückzuführen ist [Mucenski et al.,

1991].

Aus einer T-Zellen c-DNA-Bibliothek wurden durch Hybridisierung zwei wei-

tere Gene mit begrenzter Homologie zu c-myb kloniert (A-myb und B-myb)

[Nomura et al., 1988]. A-myb scheint in der Spermatogenese eine prolifera-

tionsstimulierende Funktion zu besitzen, analog der Funktion c-myb in der

Hämatopoese  [Mettus et al., 1994].

Abbildung 2-2 Schematischer Aufbau des c-Myb Proteins modifiziert nach [Lüscher und
Eisenman 1990]
PCKII: Phosphorylierungsstellen für Casein-Kinase II
R1,R2,R3: DNA-Bindungsregion
TA: Transaktivierungsdomäne
P: Phosphorylierungsstellen
NRD: negativ regulierende Domäne
E9A: alternatives c-Myb aus Maus (enthält zusätzliches Exon und ist damit

85 kD groß ^ 760 AS.)
E26: Länge des Myb-Anteils am p135 gag-myb-ets Protein
AMV: Länge von v-Myb aus AMV

Die viralen, krebsauslösenden Formen von Myb (AMV, E26) wurden als ver-

kürzte Versionen des Transkriptionsfaktors c-Myb erkannt [Weston und Bis-
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hop 1989]: ihnen fehlen wesentliche Bestandteile wie die Casein-Kinase II

Phosphorylierungsstelle und die negativ regulierende Domäne (siehe

Abbildung 2-2). Zur onkogenen Aktivierung von Myb scheint ein Verlust sei-

ner negativ regulierenden Bestandteile und eine konstitutive Expression in

dieser verstümmelten Form notwendig zu sein.

Myb erkennt und bindet spezifisch DNA. Man konnte als Erkennungsse-

quenz (MRE: Myb Responsive Element) für das Myb-Protein die Sequenz

YAACKG mittels DNAse Footprinting identifizieren [Biedenkapp et al., 1988].

Diese Sequenz konnte in einem Selektions-Experiment (Site-Selection As-

say) auf YAACKGHH erweitert werden [Weston 1992]. Alle folgenden Ver-

suche, die Bindungssequenz genauer zu definieren bzw. zu erweitern, un-

termauerten lediglich die Bedeutung des Kernmotivs AAC [Howe und

Watson 1991; Nakagoshi et al., 1990; Weston 1992].

Gen Spezies Aktivität Ref.
Adenosin Rezeptor 2 B Huhn A [Worpenberg et al., 1997]
CD 34 Mensch A [Melotti et al., 1994]
mim-1 Huhn A [Ness et al., 1989]
cdc-2 Mensch A [Furukawa et al., 1990]
ADA Mensch A [Ess et al., 1995]
c-myb Mensch A [Nicolaides et al., 1991]
c-myc Maus A [Evans et al., 1990]
c-myc Mensch A [Nakagoshi et al., 1992]
CD13/APN Mensch A [Shapiro 1995]
CD4 Maus A [Siu et al., 1992]
HTLV-1 LTR Viral A [Dasgupta et al., 1990]
lck type I Mensch A [McCracken et al., 1994]
Pax6/Pax-QNR Wachtel A [Plaza et al., 1995]
SV40 Enhancer Affe A [Nakagoshi et al., 1990]
TCR delta Enhancer Mensch A [Hernandez-Munain und Krangel 1994]
BMRF 1(EBV) viral A [Kenney et al., 1992]
Hsp 70 Mensch A [Foos et al., 1993]
GATA-1 Maus A [Aurigemma et al., 1992]
IGF-I Maus A [Reiss et al., 1991]
Rem-I Huhn A [Kraut et al., 1995]
c-erbB-2 Mensch R [Mizuguchi et al., 1995]
c-fms Mensch

Maus
R [Reddy et al., 1994]

Tabelle 2-2 Liste der potentiell von Myb-Proteinen regulierten Genen. A=Aktivierung;
R=Repression. Modifiziert nach [Ness 1996].
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In Tabelle 2-2 sind einige der Gene aufgeführt, deren Promotoren Bindungs-

stellen für c-Myb enthalten und potentiell durch c-Myb reguliert werden.

Nachgewiesen (z. B. durch differentielle Expression) sind dabei lediglich die

Regulation des mim-1 und Adenosin Rezeptors 2 B.

2.2.1 DIE DNA-BINDUNGSDOMÄNE

Im aminoterminalen Bereich des Proteins befinden sich drei zueinander ho-

mologe Regionen (Repeats) (R1; R2; R3) von je 51-52 Aminosäuren, die die

DNA-Bindungsregion bilden. In jedem dieser Repeats kommen drei, durch

jeweils 18 bzw. 19 Aminosäuren voneinander getrennte, Tryptophanreste

vor. R2 und R3 zeichnen sich durch einen relativ hohen Anteil (23%) an ba-

sischen Aminosäuren aus.

In Jahre 1994 wurde die Struktur des zweiten und dritten Repeats im Kom-

plex mit DNA gelöst [Ogata et al., 1994]. R3 besteht aus drei α-Helices, von

denen die beiden carboxyterminal gelegenen ein Helix-Turn-Helix Motiv

ausbilden. Zwei der konservierten Tryptophanreste bilden zusammen mit

einem Histidin einen hydrophoben Kern und stabilisieren so die Helix-Turn-

Helix Struktur [Kanei-Ishii et al., 1990; Ogata et al., 1992]. In der dritten Helix

des zweiten Repeats und in der dritten Helix des dritten Repeats liegen die

für die spezifische DNA Erkennung verantwortlichen Aminosäuren

[Gabrielsen et al., 1991; Ogata et al., 1994]. Wie in Abbildung 2-3 darge-

stellt, liegen die Erkennungshelices in der großen Grube und überlappen

teilweise, was an dem sehr geringen Abstand liegt, den beide Repeats zu-

einander einnehmen [Ness 1996].
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Abbildung 2-3 Struktur des R2R3-DNA-Komplexes. R2 ist in weiß, R3 in grün darge-
stellt. Die dritte Helix beider Repeats ist blau eingefärbt. Entnommen aus [Ness 1996].

Wie in Abschnitt 2.2 erwähnt, bindet das c-Myb Protein spezifisch an die

Sequenz YAACKGHH. Ogata et al. identifizierten durch NMR-Experimente

die an der Erkennung der Basensequenz- (direct read out) und an Kontakten

zum Zucker-Phosphat-Rückgrat (indirect read out) beteiligten Aminosäuren

aus Repeat zwei und drei. Das Kernmotiv AAC wird dabei hauptsächlich von

Repeat 3 (siehe Abbildung 2-4) erkannt, und zwar mit den Aminosäuren

N179, K182, N183, N186, S187, sowie E132 und N136 aus dem zweiten

Repeat [Ogata et al., 1994].
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Abbildung 2-4 Schematische Darstellung der c-Myb R2R3-DNA Interaktionen.
Dargestellt sind die Basen (blau), Phosphate (grün), Aminosäuren von Repeat 2 (gelb) und
Repeat 3 (rot). Modifiziert nach [Ogata et al., 1994].
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Aminosäure kontaktierte Base Abstand[Å]
K128 G8 2,8
E132 C8 3,3
E132 C6 2,8
N136 A5 4,0
N179 A5 4,7
K182 G6 2,8
N183 A4 2,8
N186 T4 4,8
N186 T5 5,4
S187 T3 3,2

Tabelle 2-3 Abstand der am direct read out beteiligten Aminosäuren von den von ihnen
kontaktierten Basen (gemessen als Abstand der Heteroatome möglicher Wasserstoffbrük-
ken). Die Nummerierung der Basen bezieht sich auf Abbildung 2-4.

Obwohl in einem Vergleich der Primärstrukturen von R2 und R3 große Ho-

mologien zu erkennen sind, besitzt R2 eine flexiblere Struktur als R3

[Ebneth et al., 1994; Jamin et al., 1993]. Das Helix-Turn-Helix Motiv von R2

wird vermutlich erst bei der DNA-Bindung ausgebildet. Innerhalb von R2 fin-

det man einen konservierten Cysteinrest (Cys 130), dessen Thiol-Gruppe

frei zugänglich ist. Die Reduktion dieses Cystein-Restes ist essentiell für die

Fähigkeit des Myb-Proteins DNA zu binden und wird durch den Redoxfaktor

Ref-1 kontrolliert. Offensichtlich verhindert ein oxidiertes Cystein 130 die

korrekte Faltung der dritten Helix des zweiten Repeats während der DNA-

Bindung [Ebneth et al., 1994; Guehmann et al., 1992]. Die DNA-Bindung

kann ebenfalls durch Nitrosylierung des Cysteins 130 und durch GTP (>2

mM) inhibiert werden, wobei der Mechanismus der GTP-Inhibition ungeklärt

ist [Gabrielsen 1997].

In Denaturierungsexperimenten wurde R1 als thermisch stabilster Repeat

identifiziert. Durch Mutationsanalysen stellte man fest, daß er für die Bin-

dung von Myb an DNA entbehrlich ist [Howe et al., 1990]. Allerdings konnten

in Anwesenheit von R1 höhere Bindungskonstanten der spezifischen Prote-

in-DNA-Wechselwirkung bestimmt werden als ohne diesen Repeat, woge-

gen die Bindungsaffinität zur unspezifischen DNA unverändert blieb. Hieraus

wurde geschlossen, daß R1 die Diskriminierung zwischen spezifischer und

unspezifischer Bindung verstärkt. CD-Experimente zeigen, daß der α-Helix-
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Anteil der DNA-Bindungsdomäne R123 bei spezifischer Bindung um ca. 10%

steigt [Ebneth et al., 1994]. Bei der Bindung an unspezifische DNA ist dieses

Verhalten nicht zu finden. Die Sekundärstruktur von R23 bleibt sowohl bei

spezifischer, als auch bei unspezifischer Bindung unverändert, daraus wur-

de die Hypothese aufgestellt, daß R1 die Konformationsumwandlung von R2

während der Bindung stabilisiert. Wie auch für andere Transkriptionsfakto-

ren beschrieben, führt die spezifische Bindung von c-Myb zu einer Biegung

(bending) der DNA [Saikumar et al., 1994].

2.2.2 DIE TRANSAKTIVIERUNGSDOMÄNE

Zwischen den Aminosäuren 275 und 325 befindet sich eine Transaktivie-

rungsdomäne (TA), die durch Aktivierungsstudien eines Fusionsproteins aus

der DNA-Bindungsdomäne von Gal4 und verschiedenen Varianten des

transaktivierenden Bereiches aus c-Myb eingegrenzt werden konnte [Bortner

und Ostrowski 1991; Lane et al., 1990; Sakura et al., 1989]. Die Transakti-

vierungsdomäne weist einen hydrophilen und leicht aziden Charakter auf,

wie er auch bei vielen anderen Transkriptionsfaktoren zu beobachten ist

[Ptashne 1988]. Es ist nicht geklärt, ob die Azidität der Region zur Transak-

tivierung ausreicht, eine besondere Struktur notwendig ist, oder beide Ei-

genschaften gleichzeitig erforderlich sind. Eine Deletion von elf Aminosäu-

ren in dieser Region, die die Gesamtladung nur wenig verändert, zerstört die

Fähigkeit von Myb zur Transaktivierung vollständig [Weston und Bishop

1989].

Eine maximale Transaktivierung durch c-Myb erfordert noch weitere C-

terminal gelegene Aminosäuren [Chen et al., 1995], die durch die saure Re-

gion von VP16 ersetzt werden können [Frampton et al., 1993]. Kürzlich

konnte der Bereich auf 10 Aminosäuren EFAETLQF(I/L)D eingeengt werden,

dem sogenanten FAETL-Motiv [Fu und Lipsick 1996].
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2.2.3 DIE NEGATIV REGULIERENDE DOMÄNE

Der Bereich zwischen Aminosäure 350 und 500 verringert sowohl die Trans-

aktivierung [Sakura et al., 1989], als auch die Transformation [Kanei-Ishii et

al., 1992] und die DNA-Bindung [Ramsay et al., 1991]. Eine Deletion dieser

negativ regulierenden Domäne (NRD) bewirkt einen zehnfachen Anstieg der

Myb-spezifischen Transaktivierung [Hu et al., 1991; Kalkbrenner et al., 1990;

Ramsay et al., 1991; Sakura et al., 1989]. Auf welche Weise diese negative

Regulation zustande kommt, ist nicht bekannt. Es wird die Möglichkeit eines

zellulären Inhibitors diskutiert, der die Affinität von Myb zu seiner spezifi-

schen Erkennungssequenz moduliert. Versuche, in denen eine Kotrans-

fektion verschiedener c-Myb- und v-Myb-Konstrukte mit dem carboxytermi-

nalen Ende von Myb durchgeführt wurden, zeigten eine Stimulation der

Transaktivierung. Dieser Befund wäre durch einen Inhibitor erklärbar, der

von der kotransfizierten NRD gebunden wird [Vorbrueggen et al., 1994]. Ein

alternatives Modell diskutiert die Interaktion des C-Terminus von c-Myb mit

der DNA-Bindungsdomäne (siehe Abbildung 2-6 A). Es konnte nämlich mit

den Aminosäuren 541 bis 567 ein Bereich identifiziert werden, der in der

Lage ist, mit der DNA-Bindungsdomäne wechselzuwirken [Kiewitz und Wol-

fes 1997]. Nur wenige Aminosäuren N-terminal von diesem Bereich befindet

sich das von Dash endeckte EVES-Motiv. Dieser unter den Myb-Proteinen

hochkonservierte Bereich findet sich ebenfalls im Protein p100 (siehe

Abbildung 2-5) und ist in der Lage, mit der DNA-Bindungsdomäne zu intera-

gieren (siehe Kapitel 2.2.5 und Abbildung 2-6 B). Die Bindungsfähigkeit die-

ses Motivs wird durch Phosphorylierung des Serin 532 moduliert [Dash et

al., 1996].
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                                    ↓

c-Myb Mensch  GFVAEFQENGPPLLKKIKQEVESPTDKSGNFFCSHHWEGD

c-Myb Maus    GIVAEFQESGPPLLKKIKQAVESPTEKSGNFFCSNHWAEN

c-Myb Huhn    AIVAGLHESGPPLLKKIKQEVESPTDKAGNFFCSNHWEGE

c-Myb Xenopus GIVHDHCNTEEPLLKAIKQEVESPTHKVGNLYFSSYWEGE

Â Â Â Â ···· ÂÂÂÂ ÂÂÂÂÂÂ· Â··Â

p100  Mensch  SEEATLFTKELVLQREVEVEVES-MDKAGNFIGWLHIDGA

Abbildung 2-5 Das konservierte EVES-Motiv in c-Myb und p100 Proteinen. Doppelte
Linien kennzeichnen konservierte, einfache Linien ähnliche Aminosäuren. Die Phosphorylie-
rungsstelle (S532) ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. Modifiziert nach [Ness 1996].

Abbildung 2-6 Modell für die Regulation der NRD von c-Myb.
A: Die Transkriptionsaktivität wird inhibiert durch Phosphorylierung im EVES-Motiv B: Die
Zugänglichkeit für Kofaktoren könnte durch Rückfaltung gestört werden. Modifiziert nach
[Ness 1996].
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2.2.4 PHOSPHORYLIERUNGSSTELLEN

Aminoterminal sind Phosphorylierungsstellen der Casein Kinase II (CKII)

lokalisiert. Eine Phosphorylierung an Ser-11 bzw. Ser-12 bewirkt in vivo eine

Verringerung der Bindungsaffinität von Myb an seine Erkennungssequenz

[Lüscher et al., 1990]. Ein Protein, in dem die Serine 11 und 12 zu Alanin

(ähnliche Raumerfüllung wie Serin, aber keine Ladung) mutiert wurden, bin-

det um den Faktor sechs besser als bei Aspartat (Carboxylgruppe des As-

partat imitiert die negative Ladung des phosphorylierten Zustandes) an die-

ser Position [Oelgeschläger et al., 1995]. Es existieren jedoch auch Berichte,

nach denen eine Phosphorylierung in diesem Bereich die DNA-Bindung ver-

bessern soll [Ramsay et al., 1995]. Trotz der geringen Effekte auf die Bin-

dungsstärke könnte die Phosphorylierung an Ser-11 bzw. Ser-12 ein Regu-

lationselement der Transkriptionsaktivität von Myb darstellen, da die Aktivität

der CKII von Wachstumsfaktoren abhängig ist. Die Regulation könnte auf

einer Modulation der Auswahl von Bindungsplätzen beruhen, die alle zu der

relativ unbestimmten Konsensussequenz passen.

Im Bereich der negativ regulierenden Domäne wurden weitere Phosphorylie-

rungsstellen (Serin- und Threoninreste) für die zellzyklusspezifische p34cdc2-

Kinase [Pines und Hunter 1990] gefunden. Es konnte ferner demonstriert

werden, daß Myb-Proteine zellzyklusspezifischen Phosphorylierungen un-

terliegen, speziell Phosphorylierungen während der Mitose [Lüscher und

Eisenman 1992]. Phosphorylierungsstellen (z.B. Serin 532) der p42mapk-

Kinase [Aziz et al., 1993] stellen außerdem eine Verbindung zwischen dem

MAP Kinase Weg und dem Myb-Protein her. Obwohl eine Mutation von Se-

rin 532 zu Alanin c-Myb nicht in ein transformierendes Protein konvertiert,

führt es doch zu verstärkter Transaktivierungsaktivität in Transfektionsstudi-

en. Daher wird ein negativ regulierender Effekt der Phosphorylierung disku-

tiert [Aziz et al., 1995]. Ob die Phosphorylierung an dieser Position in vivo

eine Rolle spielt, und durch welche Kinase aus der MAPK-Famile sie kataly-

siert wird, ist nicht bekannt.
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2.2.5 KOFAKTOREN

Die Proteine NF-M, C/EBPβ, p100, p300 und CBP wurden als Kofaktoren

von c-Myb nachgewiesen.

NF-M (nuclear factor of myolid cells) ist ein DNA-bindendes Protein mit C-

terminal lokalisierter Dimerisierungsdomäne (leucine zipper) und DNA-

Bindungsdomäne. Das Protein bewirkt in vivo eine Verstärkung der von Myb

modulierten Aktivierung des mim-Promotors. NF-M, bzw. das ihm homologe

C/EBPβ (CCAAT-Box Enhancer Binding Protein beta), werden von Antikör-

pern gegen Myb kopräzipitiert, direkte Protein-Protein-Wechselwirkungen

konnten allerdings nicht nachgewiesen werden [Ness 1996; Ness et al.,

1993].

Vor kurzem [Akimaru et al., 1997] wurden mit p300 und CBP Proteine ent-

deckt, die durch Protein-Protein Interaktionen einen ternären Komplex mit

zwei weiteren Proteinen ausbilden, also quasi eine Brücke zwischen den

Faktoren darstellen (bridging proteins).

CBP (Creb binding protein) wurde als Wechselwirkungspartner des Trans-

kriptionsfaktors CREB (cAMP responsive-binding-protein) identifiziert [Arias

et al., 1994; Crivia et al., 1993; Eckner et al., 1994; Kwok et al., 1994]. CREB

kann am Serin 133 durch die Proteinkinase A phosphoryliert werden, was

die Bindung an CBP induziert und zu einer gesteigerten Transaktivierung

führt [Crivia et al., 1993; Gonzales und Montminy 1989]. CBP besitzt mehre-

re Wechselwirkungsdomänen, mit denen es verschiedene Proteine kontak-

tieren kann. Am N-Terminus ist eine Domäne lokalisiert, die mit dem TATA-

Bindungsprotein wechselwirkt [Swope et al., 1996]. Im Bereich zwischen

Aminosäure 462 und 661 liegen die Bindungsdomänen für CREB, c-Jun und

c-Myb, die zwar überlappen, aber nicht identisch sind [Oelgeschläger et al.,

1996]. Weiter C-terminal in CBP findet man ein Zinkfinger-Motiv, das mit den

Bindungsdomänen für c-Fos und TFIIB überlappt [Kwok et al., 1994]. Von

Kiewitz konnte 1997 die Myb-Wechselwirkungsdomäne mit CBP auf den Be-

reich zwischen Aminosäure 317 und 342 eingegrenzt werden [Kiewitz und

Wolfes 1997]. Im Gegensatz zu CREB ist die Bindung von Myb an CBP un-
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abhängig vom Phosphorylierungszustand des Proteins [Oelgeschläger et al.,

1996]. Das Protein p300 kann sowohl in der Bindung zu c-Myb, als auch in

der zu CREB, CBP substituieren [Mink et al., 1997].

Ferner konnte der Faktor p100 identifiziert werden, der Affinität sowohl zu

NF-M, als auch zu Myb aufweist. p100 wurde ursprünglich identifiziert als

EBNA-2 (Epstein-Barr Virus) bindendes Protein [Tong et al., 1995] und zeigt

Homologien zu einem Bereich des C-Terminus von c-Myb. Sowohl  das

Protein p100 als auch der C-Terminus von Myb können an die DNA-

Bindungsdomäne von c-Myb binden, was einen Regulationsmechanismus

über intra- und intermolekulare Kompetition nahelegt [Dash et al., 1996]. Da

p100 ebenfalls an den Transkriptionsfaktor TFIIE bindet, könnte das Protein

eine Brücke zur basalen Transkriptionsmaschinerie darstellen [Tong et al.,

1995].

Durch Untersuchung der Proteine aus Zellkernextrakten, die an immobili-

siertes c-Myb binden (pull down assays) wurden die Proteine (p27, p34, p45,

p67, p75, p160) identifiziert, die als mögliche Kofaktoren für Myb diskutiert

werden [Favier und Gonda 1994; Gonda et al., 1996]. Ihre Charakterisierung

steht noch aus.

Abbildung 2-7 Darstellung der putativen Wechselwirkungen von c-Myb
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2.3 ZIEL DER ARBEIT

Die hier vorgelegte Arbeit verfolgte zwei Ziele:

Expression von full-length c-Myb:

Bis heute ist es nicht gelungen, das c-Myb Protein in seiner vollständigen

Länge zu exprimieren und in Mengen aufzureinigen, die für biophysikalische

Untersuchungen ausreichen. Die Charakterisierung des Proteins bezieht

sich immer nur auf isolierte Domänen. Ein Ziel der Arbeit war daher die Eta-

blierung eines Expressionssystems, das die Herstellung von c-Myb ermög-

licht.

Charakterisierung der DNA-Bindungsdomäne:

Die Struktur der Repeats zwei und drei der c-Myb DNA-Bindungsdomäne

wurde vor kurzem durch NMR-Spektroskopie gelöst. Die in diesem Modell

vorgeschlagene Zuordnung von Kontakten zwischen den Basen der DNA

und den Aminosäuren des Proteins sollte durch Mutagenesestudien über-

prüft werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

In diesem Kapitel werden die für die Durchführung der Arbeit wichtigen Me-

thoden beschrieben. Molekularbiologische Methoden, wie Agarose-Gel-

elektrophorese, DNA-Sequenzierungen, Restriktionsspaltungen, Phosphory-

lierungen von Oligodesoxynukleotiden, Ligationen, etc. wurden wie in Stan-

dardwerken beschrieben ausgeführt [Ausubel et al., 1996]. Für Plasmidprä-

paration, Elution von DNA aus Agarosegelen und Aufreinigung von PCR-

Produkten wurden Materialien der Fa. Qiagen eingesetzt und nach deren

Vorschriften verwendet [Qiagen 1996].

3.1 CHEMIKALIEN , ENZYME UND VERBRAUCHSMATERIAL

Verwendet wurden Chemikalien vom Reinheitsgrad pro analysi der Firmen

Amersham-Life Science, AppliChem, AppligeneOncor, Biomol, Biozym,

Clontech, Fluka, ICN, Merck, Pharmacia, Qiagen, Riedel-de-Haën, Serva,

Stratagene und Sigma.

Restriktionsendonukleasen, Modifikationsenzyme und Polymerasen stamm-

ten von Amersham-Life Science, Boehringer-Mannheim, MBI-Fermentas,

New England Biolabs, Stratagene und Qiagen.

Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Beckman, Boehringer, Ep-

pendorf, Gilson, Kodak, Millipore, Nunc, Pharmacia, Qiagen, Schleicher &

Schüll und Whatman bezogen.

3.2 ZUSAMMENSETZUNG VON PUFFERN UND MEDIEN

100 x AA: 5 mg/ml L-Glutamat

5 mg/ml L-Methionin

5 mg/ml L-Lysin

5 mg/ml L-Isoleucin
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500 x B 0,2 mg/ml Biotin

BMGY 1 %(w/v) Yeast extract

2 %(w/v) Pepton

0,67 %(w/v) Yeast Nitrogen Base

0,2 %(v/v) 500 x B

10 %(v/v) 10 x GY

10 %(v/v) 1 M Kalium-Phosphat-Puffer pH 6,0

BMMY 1 %(w/v) Yeast extract

2 %(w/v) Pepton

0,67 %(w/v) Yeast Nitrogen Base

0,2 %(v/v) 500 x B

10 %(v/v) 10 x M

10 %(v/v) 1 M Kalium-Phosphat-Puffer pH 6,0

Break-Puffer 50 mM Na2HPO4 pH 7,4

1 mM PMSF

1 mM EDTA

5 % (v/v) Glycerin

10 x GY 10 % (v/v) Glycerin

High-salt Puffer 20  mM HEPES, pH 7,9 bei 4°C

25 %(v/v) Glycerin

0,5 M KCl

0,2 mM EDTA

0,2 mM PMSF

0,5 mM DTT
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IM 1 x M9-Salze

0,2 % (w/v) Caseinhydrolysat

0,5 % (w/v) Glucose

1 mM MgCl2

LB-Medium: 1 % (w/v) Caseinhydrolysat

1 % (w/v) Yeast-Extrakt

0,5 % (w/v) NaCl

pH auf 7,5 einstellen und autoklavieren

für Agarplatten 1,5 % Agar vor dem Autoklavieren zusetzen

Lysispuffer: 20 mM Tris pH 8,0

150 mM NaCl

1% (v/v) NP40

5 mM EDTA

1 mM PMSF

10 x M 5 % (v/v) Methanol

10 x M9-Salze 420 mM Na2HPO4

220 mM KH2PO4

85 mM NaCl

180 mM NH4Cl

MD 1 %(w/v) D-Glucose

0,67 %(w/v) YNB

3 %(w/v) Agar

0,2 %(v/v) 500 x B
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MGY 0,67 %(w/v) YNB

0,2 %(v/v) 500 x B

10 %(v/v) 10 x GY

MM 0,67 %(w/v) YNB

0,2 %(v/v) 500 x B

10 %(v/v) 10 x M

PBS 136 mM NaCl

2,7 mM KCl

4,5 mM Na2HPO4 pH 7,4

Puffer A 1 M Sorbitol

10 mM Bicin pH 8,35

3 %(w/v) Ethylenglycol

Puffer B 40 %(w/v) Polyethylenglycol 1000

0,2 M Bicin pH 8,35

Puffer C 0,15 M NaCl

10 mM Bicin pH 8,35

RM 1 x M9-Salze

2 % (w/v) Caseinhydrolysat

1 % (v/v) Glycerin

1 mM MgCl2
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SDGlu 0,67 %(w/v) YNB

1 %(w/v) D-Glucose

10 µg/ml Adeninsulfat

40 µg/ml Arginin

20 µg/ml Histidin

60 µg/ml Isoleucin

60 µg/ml Leucin

50 µg/ml Lysin

20 µg/ml Methionin

50 µg/ml Phenylalanin

200 µg/ml Threonin

50 µg/ml Tyrosin

für Agarplatten 3 % Agar vor dem Autoklavieren zusetzen

SDGal 0,67 %(w/v) YNB

1 %(w/v) Galactose

10 µg/ml Adeninsulfat

40 µg/ml Arginin

20 µg/ml Histidin

60 µg/ml Isoleucin

60 µg/ml Leucin

50 µg/ml Lysin

20 µg/ml Methionin

50 µg/ml Phenylalanin

200 µg/ml Threonin

50 µg/ml Tyrosin
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TFBI: 30 mM Kaliumacetat

100 mM RbCl

50 mM CaCl2

15 % (v/v) Glycerin

pH auf 5,8 einstellen und sterilfiltrieren

TFBII: 10 mM MOPS

75 mM CaCl2

10 mM RbCl

15 % (v/v) Glycerin

YPD 1 %(w/v) Yeast extract

2 %(w/v) Pepton

3 %(w/v) Agar (für Festmedien)

3.3 ARBEITEN MIT PROKARYONTEN

3.3.1 PLASMIDE FÜR E.COLI

Dieser Vektor wird von der Fa.

Qiagen vertrieben und enthält

das Ampicillin-Resitenzgen,

den Col E1-Ori, einen T5-

Promotor, eine multiple cloning

site (MCS) und die für sechs

Histidine kodierende Sequenz.

Der T5-Promotor besteht aus

dem T5-Phagen Promotor PN25

und dem lac Operator, er ist mit

IPTG induzierbar. Die mit demAbbildung 3-1 pQE 30
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exprimierten Protein fusionierten sechs Histidine ermöglichen eine affinität-

schromatographische Aufreinigung mit Ni2+ NTA-Agarose. Ferner wurde das

Plasmid pQE3 verwendet, das keinen (His)6-tag und eine andere MCS be-

sitzt.

Das Plasmid pRep4 wird

ebenfalls von der Fa. Qiagen

vertrieben. Es besitzt eine Ka-

namycin-Resistenz  und kodiert

einen konstitutiv exprimierten

lac-Repressor. Das Plasmid ist

kompatibel zu allen ColE1-Ori

enthaltenden Plasmiden und

wird in E.coli-Stämmen einge-

setzt, die nicht genügend Re-

pressor zur Regulation IPTG

induzierter Promotoren produ-

zieren.

Das Plasmid pFliTrx stammt

von der Fa. Invitrogen. Außer

der Ampicillin-Resistenz enthält

das Plasmid die Sequenz eines

Fusionsproteins, bestehend aus

dem N-terminalen Domäne von

FliC dem aktiven Zentrum von

Thioredoxin und dem C-

terminalen Ende von FliC. Das

Fusionsprotein steht unter der

Kontrolle des PL-Promotors. Im

aktiven Zentrum des Thiore-

doxin werden 12 Aminosäuren lange random Peptide exprimiert. Das Fusi-

onsprotein wird auf der Oberfläche von E. coli präsentiert.

Abbildung 3-2 pRep4

Abbildung 3-3 pFliTrx
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Das Plasmid pTrxFus stammt

von der Fa. Invitrogen. Außer

der Ampicillin-Resistenz und

em ColE1 Ori enthält das

Plasmid die für Thioredoxin

kodierendende Sequenz unter

der Kontrolle des PL-Promotors.

Dadurch ist es möglich, Fusi-

onsproteine zu erzeugen, die

anschließend über eine Affini-

tätsmatrix (Thibond, Fa. Invtro-

gen) aufgereinigt werden kön-

nen. Zwischen Fusionsanteil und Zielprotein befindet sich eine Enterokina-

se-Spaltstelle. Neben dem pTrxFus wird auch noch das Plasmid pTrx be-

nutzt, das weder eine multiple cloning site noch die Enterokinase-Spaltstelle

besitzt, ansonsten jedoch identisch ist. Es wird für die Konstruktion eines

Plasmids zur Koexpression von Thioredoxin benutzt.

Das Plasmid pGex2T wurde von

der Firma Pharmacia bezogen

und dient als Expressionsvektor

von GST-Fusions-proteinen un-

ter Kontrolle des lac-Promotors.

Die Proteine können über GSH-

Sepharose aufgereinigt, und der

Fusionsanteil mittels einer Pro-

tease (Thrombin) abgespalten

werden. Das Plasmid besitzt eine

Ampicillin-Resistenz und produ-

ziert gleichzeitig den lac-

Repressor.

Abbildung 3-4 pTrxFus

Abbildung 3-5 pGex2T
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Das Plasmid pBluescript (Fa.

Pharmacia) wurde als Klonie-

rungsvektor für Zwischenklonie-

rungen benutzt, weil es eine

vielseitige multiple cloning site

enthält. Das Plasmid vermittelt

die Ampicillin-Resistenz.

3.3.2 VERWENDETE STÄMME

3.3.2.1 LK111(λ)

rk
-mk

-, thi-1, thr-1, leuB6, tonA21, supE44, lacIqZ∆M15, Hfr, λ+.

3.3.2.2 BL21(DE3)

ompT, RB-mB-, gal (λclts857, ind 1S, am7, nin5, lacUV, 5-T7, Gen1)

3.3.2.3 TG I

K12, ∆(lac-pro), supE, thi, hsd∆5/F', traD36, proA+B+, lacIq, lacZ∆M15

3.3.2.4 GI 698 BZW. GI 724

F-, λ-, lacIq, lacPL8, ampC::PtrpcI, (GI 698 besitzt keine Ribosomenbindungs-

stelle vor dem cI Repressor-Gen, das führt im Vergleich zu GI 724 zu verrin-

gerter Repressor-Produktion.)

Abbildung 3-6 pBluescript II KS
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3.3.2.5 GI 826

F-, lacIq, ampC::PtrpcI, ∆fliC, ∆motB, eda::TnlO.

3.3.3 HERSTELLUNG UND TRANSFORMATION KOMPETENTER ZELLEN

Die Zellen wachsen in 250 ml LB-Medium (+20 mM MgSO4) bis zu einer

Zelldichte von OD600=0,5 und werden dann abzentrifugiert (5 min, 4.000 g,

4°C). Das Sediment wird in 100 ml eiskaltem TFBI resuspendiert und für 5

min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (5 min, 4.000 g, 4°C)

werden die Zellen in 10 ml kaltem TFBII aufgenommen und für 15-60 min auf

Eis inkubiert. Danach werden sie zu je 100 µl aliquotiert, in flüssigem Stick-

stoff tiefgefroren und bei -70°C gelagert.

Zur Transformation wird ein Aliquot mit DNA versetzt und 30 min auf Eis in-

kubiert. Nach 45 sec. Hitzeschock bei 42°C setzt man 900 µl LB-Medium zu,

inkubiert weitere 60 min bei 37°C und plattiert auf Selektivmedium aus.

3.3.4 ANZUCHT- UND INDUKTIONSBEDINGUNGEN

3.3.4.1 PQE30, BZW. PGEX2T

Diese Plasmide werden in den Stämmen LK111(λ), oder TG I eingesetzt.

Aus einer über Nacht inkubierten Vorkultur werden 500 ml LBamp angeimpft

(maximale Zelldichte ca. OD600=0,1) und bei 37°C unter Schütteln inkubiert.

Bei einer Zelldichte von OD600=0,7-0,9 setzt man IPTG bis zu einer Endkon-

zentration von 1-2 mM (0,1 mM für pGex2T) zu und läßt die Kultur 2 h weiter

wachsen. Die Zellen werden abzentrifugiert (10 min, 4.000 g, 4°C), in PBS

(unter Zusatz von 1M NaCl) resuspendiert und entweder eingefroren oder

aufgeschlossen (siehe Kapitel 3.3.5).
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3.3.4.2 PFLITRX

Diese Plasmide werden in Zellen des Stammes GI826 eingesetzt.

Die Zelldichte einer über Nacht inkubierten Vorkultur (RM-Medium, 25°C)

wird bestimmt. 1x1010 Zellen werden in 50 ml IM-Medium (100 µg/ml Ampicil-

lin, 100 µg/ml Tryptophan) überführt. Diese Kultur wird für 6 h unter Schüt-

teln inkubiert (25°C) und abzentrifugiert. Die Zellen werden dann auf Ex-

pression, bzw. Präsentation des Fremdproteins (siehe Kapitel 3.3.6) unter-

sucht.

3.3.4.3 PTRXFUS

Bei Verwendung des Stammes GI 698 verlaufen alle Inkubationen vor der

Induktion bei 30°C, bei Verwendung von GI 724 bei 37°C.

Ein Aliquot einer über Nacht inkubierten Vorkultur (RM-Medium) wird 1:20

mit IM-Medium verdünnt und bis zu einer Zelldichte von OD600=0,5 inkubiert.

Nach Zugabe des Induktors Trytophan (Endkonzentration 100 µg/ml) wird

ein bis vier Stunden bei 37°C inkubiert.

3.3.5 ZELLAUFSCHLUSS

Nach der Zentrifugation werden die Zellen in PBS (0,1 mM PMSF, 1M NaCl)

resuspendiert und unter Eiskühlung mit Ultraschall aufgeschlossen (Branson

Sonofier 250, 50% Duty-Cycle, 50% Output, 6 x 15 sec, Spitzendurchmesser

1 cm). Das Zell-Lysat wird durch eine weitere Zentrifugation (30 min, 6.000

g, 4°C) gewonnen.
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3.3.6 DOT-BLOT MIT LEBENDEN ZELLEN

Die Zelldichte einer induzierten Kultur wird bestimmt und auf eine Dichte von

OD600=8,0 eingestellt. Von dieser Zellsuspension werden 10 µl auf eine Ni-

trozellulosemembran überführt und 10 min bei 37°C getrocknet. Die Mem-

bran wird mit PBS (2% Milchpulver) geblockt. Die Detektion von Proteinen

verläuft nach Standard Western-Blot Techniken [Ausubel et al., 1996].

3.4 ARBEITEN MIT EUKARYONTEN

3.4.1 PICHIA PASTORIS

Vor 25 Jahren wurde die methylotrophe Hefe Pichia pastoris erstmalig als

Alternative zur Expression in Saccharomyces cerevisiae  benutzt [Review:

Romanos et al., 1992]. Pichia pastoris kann bis zu hohen Zelldichten (max.

bis zu 100 g Trockenmasse/l) fermentiert werden und ist in der Lage,

Methanol über einen singulären Stoffwechselweg zu verwerten [Veenuis et

al., 1983]. Das erste Enzym dieses Stoffwechselweges ist die Alkoholoxida-

se (AOX). AOX ist in Zellen, die auf Glycerin, Glucose oder Ethanol als

Kohlenstoffquelle kultiviert worden sind, nicht nachweisbar, macht aber bis

zu 30% des löslichen Proteins von auf Methanol gewachsenen Zellen aus

[Couderc und J. 1980].

Es sind zwei Gene für Alkoholoxidase (AOX1 und AOX2) bekannt. Beide

Gene kodieren Proteine, die untereinander zu 97% homolog sind; unter

Methanolinduktion macht jedoch das AOX1-Genprodukt 95% der Gesamt-

menge an  Alkoholoxidase aus [Cregg et al., 1989; Ellis et al., 1985; Koutz et

al., 1989].

Die Regulation der Alkoholoxidase-Synthese erfolgt auf Ebene der Trans-

kription [Cregg et al., 1993]. Dies macht den AOX-Promotor besonders at-

traktiv für die Expressionskontrolle von Fremdgenen, da die Induktion ein-

fach (Wechsel des Mediums) und kostengünstig (Verwendung von Methanol
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als Induktionsmittel) ist, sowie hohe Ausbeuten (bis zu 30% des löslichen

Proteins) verspricht.

Für die Expression von Fremdproteinen benutzt man einen Hefestamm, bei

dem das Gen für die Histidinol-Dehydrogenase deletiert wurde, und einen

Vektor, der sowohl das 5’ als auch das 3’ Ende des AOX1-Gens trägt. Zur

Transformation wird der Vektor linearisiert. Er rekombiniert über die homolo-

gen Bereiche des AOX-Gens stabil in das Genom (siehe Abbildung 3-7). Mit

einer Häufigkeit von 5-35 % erfolgt die Integration in den AOX1-Genlocus

[Invitrogen 1993]. Zwischen den beiden flankierenden Sequenzen befinden

sich das zu exprimierende Fremdgen, sowie das HIS4-Gen als Selektions-

marker. Der Vektor kann außerdem noch ein Signal enthalten, das für die

Sekretion des Proteins ins Medium verantwortlich ist.

Ist ein positiver, das Ziel-Protein exprimierender Klon identifiziert, so wird er

in Glycerin-haltigem Medium kultiviert. Die Induktion erfolgt durch Wechsel

der Kohlenstoffquelle des Mediums von Glycerin zu Methanol.
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Abbildung 3-7 Schematische Darstellung einer Strategie zur Gewinnung rekombinanter
Pichia pastoris Klone.
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3.4.1.1 PLASMIDE FÜR PICHIA PASTORIS

Sämtliche Plasmide stammen von der Fa. Invitrogen und enthalten eine Am-

picillin-Resistenz für die Selektion in E. coli, sowie das His 4 Gen für die

Selektion in Pichia pastoris.

Der Vektor pHilD2 ist für intra-

zelluläre Expression von Pro-

teinen entwickelt worden. Als

Schnittstelle für die Klonierung

von Fremdgenen steht EcoR I

zur Verfügung.

Der Vektor pHilS1 ist ein für

sekretorische Expression kon-

struiertes Plasmid. Er enthält

die für das PHO1 Sekretions-

signal kodierende Sequenz up-

stream der multiple cloning site.

Abbildung 3-8 pHilD2

Abbildung 3-9 pHilS1
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Wie der Vektor pHilS1 ist auch

pPic9 entwickelt worden um die

Sekretion von Proteinen zu er-

möglichen, er kodiert das Se-

kretionssignal des α-Factors.

3.4.1.2 HERSTELLUNG UND TRANSFORMATION KOMPETENTER ZELLEN

Aus einer über Nacht inkubierten Vorkultur werden 500 ml YPD (maximale

Zelldichte ca. OD600=0,1) angeimpft und bei 30°C bis zu einer Zelldichte von

OD600=0,5-0,8 inkubiert. Die Zellen werden abzentrifugiert (10 min, 3.000 g,

RT) und mit 50 ml Puffer A gewaschen. Danach werden sie in 4 ml Puffer A

resuspendiert und in 200 µl Aliquots auf Eppendorfgefäße (2 ml) verteilt. Zu

jedem Aliquot setzt man 11 µl DMSO zu und friert sie sofort in flüssigem

Stickstoff ein. Die Zellen werden bei -70°C gelagert.

Für die Transformation gibt man 1-3 µg linearisierte DNA auf die noch gefro-

renen Zellen und inkubiert 5 min bei 37°C. Nach Zugabe von 1,5 ml Puffer B

inkubiert man 60 min bei 30°C. Die Zellen werden abzentrifugiert (10 min,

2.000 g, RT), und in 1,5 ml Puffer C resuspendiert. Nach erneuter Zentrifu-

gation (10 min, 2.000 g, RT) wird der Überstand abgenommen, das Sedi-

ment in 200µl Puffer C resuspendiert und auf MD-Platten ausgebracht.

Abbildung 3-10 pPic9
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3.4.1.3 ANZUCHT- UND INDUKTIONSBEDINGUNGEN

3.4.1.3.1 BEDINGUNGEN FÜR DIE SEKRETION VON PROTEINEN

Für Expressionstests werden autoklavierte Zentrifugengläser mit rundem

Boden mit 5 ml BMGY gefüllt und mit einem Klon beimpft. Die Zentrifu-

gengläser werden mit Metallkappen verschlossen. Nach 2 Tagen Inkubation

bei 30°C unter Schütteln ist eine optische Dichte von OD600>10,0 erreicht.

Die Zellen werden durch Zentrifugation geerntet (10 min 4.000 g bei RT).

Der Überstand wird dekantiert und verworfen, das Sediment wird in 5 ml

BMMY resuspendiert. Von den induzierten Kulturen werden nach 2, 4 und 6

Tagen je 1 ml Medium entnommen und analysiert.

Größere Expressionskulturen (Schikanekolben, 250 ml BMGY) werden

durch 10 ml Vorkultur (Inkubation über Nacht bei 30°C) angeimpft und 24 h

bei 30°C inkubiert. Danach wird abzentrifugiert (10 min 4.000 g bei RT) und

zur Induktion mit BMMY resuspendiert, wobei eine optische Dichte von

OD600=20,0 eingestellt wird.

3.4.1.3.2 BEDINGUNGEN FÜR DIE INTRAZELLULÄRE EXPRESSION

Die Prozedur entspricht der unter 3.4.1.3.1 beschriebenen Methode und

weicht aber in zwei Punkten ab: Die Anzucht erfolgt in MGY, zur Induktion

dient MM. Die Induktion erfolgt bei einer optische Dichte von OD6001-2.

3.4.1.4 PRÄPARATION VON HEFE-ZELL-LYSATEN

1 ml der Induktionskultur (siehe 3.4.1.3.2) werden abzentrifugiert (10 min

1.500 g) und mit dem gleichen Volumen Break-Puffer gewaschen. Nach er-

neuter Zentrifugation wird das Sediment in 200 µl Break-Puffer (4°C) resus-

pendiert und etwa das gleiche Volumen Glasperlen (Durchmesser 500 µm

Fa. Sigma) zugegeben. Der Zellaufschluß erfolgt durch Schütteln dieser

Mischung bei (10 min, 4°C). Danach wird zentrifugiert (10 min 10.000 g bei
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4°C) und der Überstand bis zur weiteren Untersuchung bei -20°C eingefro-

ren.

3.4.2 SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Saccharomyces cerevisiae (Bäckerhefe) sind unizelluläre, eukaryontische

Organismen, mit einem Durchmesser von ca. 3-5 µm. Sie besitzen 16 Chro-

mosomen von denen eine detaillierte Genkarte existiert und die vollständige

Sequenz bekannt ist. Saccharomyces cerevisiae vermehrt sich durch eine

als Zellsprossung (budding) bezeichnete asymmetrische Zellteilung. Diploi-

de Zellen könne durch Sporulation vier haploide Sporen liefern.

Um in Saccharomyces cerevisiae Plasmide extrachromosomal stabil halten

zu können, enthalten diese ARS1- und CEN4-Sequenzen. Es handelt sich

dabei um die autonome Replikationssequenz und den Centromerbereich von

Chromosom IV aus Saccharomyces cerevisiae [Ibelgaufts 1990].

3.4.2.1 PLASMIDE FÜR SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Der Vektor pYEUra 3 wurde von

der Fa. Clontech bezogen. Er

besitzt eine Ampicillin-

Resistenz für die Selektion in E.

coli sowie das Ura 3 Gen für die

Selektion in Saccharomyces

cerevisiae. Weitere Bestand-

teile sind Cen4 und Ars1 für die

Replikation und Verteilung bei

der Mitose.

Abbildung 3-11 pYEUra 3
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3.4.2.2 HERSTELLUNG UND TRANSFORMATION KOMPETENTER ZELLEN

Die Hefezellen werden in 50 ml YPD bis zu einer Zelldichte von OD600 = 0,5-

1 bei 30°C inkubiert und abzentrifugiert (10 min 1500 g, RT). Das Pellet wird

zuerst mit 10 ml TE, dann mit 10 ml TE/LiAc gewaschen, in TE/LiAc resus-

pendiert, so daß eine Zelldichte von 109 resultiert. Anschließend wird bei

30°C 30 min inkubiert.

Pro Transformationsansatz werden 100 µl der Zellen mit 1 µg Vektor-DNA

und 10 µg carrier-DNA (mit Ultraschall behandelte Heringssperma-DNA)

versetzt und 30 min bei 30°C inkubiert. Nach dieser Zeit gibt man 700 µl

PEG (40% PEG in TE/LiAc) dazu, mischt vorsichtig und inkubiert erneut 30

min bei 30°C. Daran schließt sich ein heat-shock an (5 min bei 37°C). Nach-

dem die Zellen abzentrifugiert und in 100 µl sterilem Wasser oder SDGlu-

Medium resuspendiert wurden, werden sie auf SDGlu-Platten ausgestrichen.

3.4.2.3 ANZUCHT- UND INDUKTIONSBEDINGUNGEN

Zum Test auf exprimierende Klone werden Kolben mit 25 ml SDGlu gefüllt

und mit einem Klon beimpft. Ist eine optische Dichte von OD600>2 durch In-

kubation bei 30°C unter Schütteln erreicht, werden die Zellen abzentrifugiert

(10 min 4.000 g bei RT). Der Überstand wird verworfen und das Sediment in

25 ml SDGal resuspendiert. Die induzierten Kulturen werden weiter inku-

biert, nach ein bis fünf Tagen wird je 1 ml Medium abgenommen analysiert.

3.4.2.4 HERSTELLUNG VON ZELL-LYSATEN FÜR WESTERN-BLOTS

2 ml der induzierten Kultur aus Kapitel 3.4.2.3 werden abzentrifugiert werden

(10 min Eppendorfzentrifuge, höchste Drehzahl, RT) und die Zellen in 1 ml

0,25 M NaOH, 1% β-MeSH resuspendiert. Nach 10 min Inkubation auf Eis

setzt man 160 µl 50% TCA zu, inkubiert weitere 10 min und zentrifugiert

dann ab (10 min Eppendorfzentrifuge, höchste Drehzahl, 4°C). Das Pellet

wird in 1 ml eiskaltem Aceton gewaschen und an der Luft getrocknet. Da-
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nach setzt man 100 µl Auftragspuffer zu, inkubiert 10 min bei 95°C auf und

trägt die Probe auf das Gel auf.

3.4.3 COS-ZELLEN

Als Cos-Zellen bezeichnet man eine von der etablierten Affennieren-Zellinie

CV1 abgeleitete Zellinie, die durch Transformation mit einer Mutante des

Affenvirus SV40 entstanden ist. Cos-Zellen enthalten ein ins zelluläre Chro-

mosom integriertes SV40 Genom, von dem aus die Synthese des großen T-

Antigens gesteuert wird. Dieses Protein reguliert durch Bindung an spezifi-

sche Bindungsstellen der viralen DNA sowohl die virale Genexpression als

auch die Replikation der SV40-DNA. Cos-Zellen setzten jedoch kein Virus

mehr frei, da eine kleine Deletion im Bindebereich des T-Antigens die Ex-

pression der hierfür benötigten viralen Gene verhindert.

In Cos-Zellen verwendete Vektoren setzen sich aus Anteilen bakterieller

Plasmide, einem geeigneten Promotorbereich und dem Ori des SV40 Ge-

noms zusammen. Durch das von den Cos-Zellen bereitgestellte T-Antigen

können solche Plasmide extrachromosomal gehalten und vermehrt werden

[Ibelgaufts 1990].
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3.4.3.1 PLASMIDE FÜR COS-ZELLEN

Das Plasmid PED.Fc wurde von

Frau Dr. Rita Gerady-Schan zur

Verfügung gestellt. Es enthält

die Ampicillin-Resistenz zur

Selektion in E. coli. Um den

Vektor in Cos-Zellen zu propa-

gieren, ist eine Bindungstelle

für das large T-Antigen vorhan-

den. Das DHFR-Gen ermöglicht

eine Selektion bei der Erzeu-

gung stabiler Transfektanten,

die Fusion des Zielproteins mit

dem Fc-Anteils des humanen IgG erlaubt die Aufreinigung über Protein A -

Sepharose, oder Immunpräzipitation.

3.4.3.2 TRANSFEKTION UND KULTURBEDINGUNGEN

Um eine Schädigung der in flüssigem Stickstoff lagernden Zellen durch sich

bildende Eiskristalle zu verhindern, werden diese möglichst schnell aufge-

taut, mit 10 ml DMEM (Fa. Gibco) gewaschen, in 5 ml DMEM (5% FCS, 500

µg/ml Streptomycin, 500 U/ml Penicillin) aufgenommen und in Petrischalen

von 90 mm ∅ ausgesät. Die Schalen werden bei 37°C und 5% CO2 bis zu

einer Konfluenz von ca. 50% (∼18 h) bebrütet.

Zur Transfektion verdünnt man je Schale 4 µg DNA und 24 µl Lipofectamin

(Fa. Gibco) getrennt in jeweils 400µl Optimem (Fa. Gibco). Man vereinigt

beide Vorverdünnungen, inkubiert DNA und Lipofectamin 15 min zur Kom-

plexbildung. In dieser Zeit wäscht man die Zellen zwei bis dreimal mit PBS.

Anschließend füllt man mit Optimem auf ein Volumen von 5 ml auf und

überführt die Mischung aus DNA und Transfektionsreagenz auf die gewa-

Abbildung 3-12 pEd.Fc
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schenen Zellen. Nach 6 h Inkubation (37°C, 5% CO2) wird das Medium ge-

wechselt.

• Bei intrazellularer Expression benutzt man das Medium DMEM (5% FCS,

500 µg/ml Streptomycin, 500 U/ml Penicillin), inkubiert zwei bis drei Tage

(37°C, 5% CO2) und erntet dann die Zellen ab. Hierzu werden, nach Ab-

saugen des Mediums, die Zellen mit PBS (2 mM EDTA) vom Boden der

Petrischale abgelöst.

• Bei sekretorischer Expression wird 24 h nach der Transfektion das Medi-

um gewechselt, es kommt dann SMIF-Medium (GBF-Braunschweig) oder

Hybridoma-Medium (Fa. Gibco) zum Einsatz. Nach jeweils weiteren 24 h

nimmt man den Medienüberstand ab und lagert ihn bei -20°C bis zur

weiteren Verarbeitung.

 

3.4.3.3 HERSTELLEN VON ZELLKERNEXTRAKTEN

Die abgeernteten Zellen werden abzentrifugiert, in Lysispuffer aufgenommen

und 30 min bei 4°C unter gelegentlichem Schütteln (Vibrationsschüttler) in-

kubiert. Anschließend wird der Ansatz 30 min (Eppendorfzentrifuge, höchste

Stufe) abzentrifugiert. Der Überstand bildet die cytosolische Fraktion.

Das Pellet wird in High-salt Puffer (500 mM KCl) resuspendiert und 30 min

bei 4°C unter vorsichtigem Schütteln inkubiert. Danach erfolgt eine weitere

Zentrifugation (30 min, Eppendorfzentrifuge, höchste Stufe). Der Überstand

bildet die  nukleäre Fraktion.

3.4.4 ARBEITEN MIT PHAGEN

Im Jahre 1985 wurde von Smith eine molekularbiologische Technik etabliert,

die die Oberfläche von M13-Phagen benutzt, um Fremdproteine zu präsen-

tieren [Smith 1985]. In dieser Phage Display genannten Technik erzeugt

man rekombinanten Phagen, deren Hüllproteine einen heterologen Fusions-

anteil aus Peptiden, Antikörperfragmenten oder Proteindomänen enthalten
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[Rasched und Oberer 1986]. Ausgehend von einem Pool unterschiedlicher

Fusionsproteine kann man, durch Bindung der Phagen an spezifische Li-

ganden, aktive Fusionsanteile selektieren und durch die Infektion von E. coli

amplifizieren. Durch mehrmaliges Wiederholen dieser werden aktive Protei-

ne oder Peptide angereichert. Die Identität der präsentierten Fusionsanteile

ist dabei sehr einfach durch Sequenzierung eines bestimmten Anteils des

Phagengenoms zu bestimmen, weil in den Phagen Phänotyp und Genotyp

gekoppelt sind.

Im Phage-Display werden sogenannte hybride Phagemidvektoren verwen-

det. Sie enthalten sowohl Phagen, als auch Plasmidanteile. Derartige Vekto-

ren besitzen einen M13- und einen E. coli Replikationsursprung, lassen sich

daher in Bakterien wie Plasmide propagieren, oder mittels eines Helferpha-

gen als einzelsträngige DNA in einen rekombinanten Phagen verpacken

(siehe Abbildung 3-13).

Abbildung 3-13 Schematische Darstellung des Phage-Rescue. Nach Transformation mit
dem Phagemid-Plasmid wird mit dem Helferphagen infiziert. Der entstehende rekombinante
M13-Phage trägt sowohl g3p-wt-, als auch g3p-Fusionsproteine.
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3.4.4.1 PLASMIDE

Der Phagemidvektor pCantab

5E stammt von der Fa. Phar-

macia. Er trägt eine Ampicillin-

Resistenz und sowohl den

ColE1-, als auch den M13-origin

of replication. Die Expression

des g3-Proteins steht unter

Kontrolle des lac-Promotors.

Außerdem enthält der Vektor

noch die g3-Signalsequenz

(pelB) zur Ausschleusung des

Proteins ins Periplasma.

3.4.4.2 HERSTELLUNG REKOMBINANTER PHAGEN

Eine ausführliche Darstellung aller Protokolle zum Phage-Display findet sich

in der Dissertation von A. Kiewitz [Kiewitz 1997]. Es wird daher nur eine kur-

ze Zusammenfassung der Technik zur Gewinnung rekombinanter Phagen

beschrieben.

Der Phagemidvektor wird in TG I-Zellen transformiert, wie in Kapitel 3.3.3

beschrieben, allerdings setzt man dem LBamp-Medium 2% Glucose zu. 10%

des Transformationsansatzes werden auf Agarplatten ausgebracht, der Rest

in 15 ml Flüssigkultur gegeben (LBamp-Medium, 2% Glucose). Man inkubiert

die Kultur bei 37°C bis die Zellen eine Dichte von OD600=0,5 erreicht haben,

gibt 3x1010 pfu M13K07-Helferphagen zu und inkubiert weitere 60 min. Nach

dieser Zeit werden die Zellen abzentrifugiert (10 min 1.000 g) und in 10 ml

LBamp/kann resuspendiert und über Nacht inkubiert. Am nächsten Morgen wer-

den die Zellen abzentrifugiert (20 min 1.000 g), zum Überstand 1/5 des Volu-

mens einer Lösung von PEG und NaCl (20% PEG 6.000, 2,5 M NaCl) zuge-

setzt und für 4 h bei 4°C inkubiert. Nach Zentrifugation (2 h, 6.000 g) wird

Abbildung 3-14 pCantatab 5E
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das Sediment in PBS (0,1% Triton X 100) resuspendiert und die Lösung ste-

rilfiltriert (Porengröße 0,45 µm).

3.4.4.3 PANNING DER REKOMBINANTEN PHAGEN

Nach der Immobilisation von Oligodesoxynukleotiden auf Avidin beschich-

teten Microtiterplatten, werden pro Well 200 µl (1 x 109 pfu/ml) rekombinante

Phagen in PBS (2% (w/v) Milchpulver, 0,1% (v/v) Triton X 100) zugegeben

und für 4 h bei 4°C inkubiert. Danach wird bis zum Erreichen der notwendi-

gen Stringenz mit PBS (2% (w/v) Milchpulver, 0,1% (v/v) Triton X 100) ge-

waschen. Aliquots der Waschfraktionen werden zur Infektion von TG I Zellen

verwendet, um den Waschverlauf zu beobachten. Danach eluiert man ange-

reicherte Phagen mit PBS (1 M NaCl, 2% (w/v) Milchpulver, 0,1% (v/v) Triton

X 100) und infiziert damit TG I Zellen.

3.5 MOLEKULARBIOLOGISCHE UND BIOCHEMISCHE ARBEITEN

3.5.1 PCR-MUTAGENESE

Die hier beschriebene Methode der PCR-Mutagenese lehnt sich an das von

[Picard et al., 1994] veröffentlichte Verfahren an. Die Methode beruht auf

dem Prinzip, mittels einer PCR mit einem 3’ der Zielsequenz gelegenen

(downstream) Primer und einem Mutagenese Primer ein Produkt herzustel-

len, das die gewünschte Mutation enthält, und dieses in einem weiteren

Schritt als Primer (Megaprimer) zusammen mit einem 5’ der Zielsequenz

gelegenen (upstream) Primer einzusetzen (siehe Abbildung 3-15). Dadurch

erhält man ein (je nach Wahl der upstream und downstream Primer) großes

Produkt, das gespalten und kloniert werden kann. Ein Vorteil dieser Methode

ist, daß upstream und downstream Primer unabhängig von der zu erzeu-

genden Mutante sind, und so in unterschiedlichen Mutagenesen die glei-

chen Primerpaare benutzt werden können.
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Abbildung 3-15 Schematische Darstellung der Reaktionen einer PCR-Mutagenese
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Reaktionsbedingungen und Pipettierschemata für die vier Stufen der Muta-

genese:

1.PCR:

10 µl Reaktionspuffer

10 µl dNTPs (2 mM)

10 µl Mutagenese Primer (10 µM)

10 µl downstream Primer (10 µM)

10 µl Template (1 ng/µl)

50 µl H2O

0,8 µl Pfu-Polymerase (2,5 U/µl)

Das PCR-Produkt wird über Qiaquik PCR-Säulen aufgereinigt und mit 50 µl

H2O eluiert.

2.PCR:

5 µl Reaktionspuffer

5 µl dNTPs (2 mM)

10 µl Eluat der Qiaquik-Säule

5 µl downstream Primer (10 µM)

25 µl H2O

0,8 µl Pfu-Polymerase (2,5 U/µl)

3.PCR:

5 µl Reaktionspuffer

5 µl dNTPs (2 mM)

10 µl upstream Primer (10 µM)

10 µl Template (1 ng/µl)

20 µl H2O

0,8 µl Pfu-Polymerase (2,5 U/µl)

50 µl Ansatz der 2. PCR
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Das Produkt wird über ein Polyacrylamid-Gel vom Template getrennt, die

entsprechende Bande ausgeschnitten und die DNA aus dem Gel eluiert. Die

Methode dazu ist in Kapitel 3.5.2 beschrieben.

4.PCR:

10 µl Reaktionspuffer

10 µl dNTPs (2 mM)

10 µl upstream Primer (10 µM)

10 µl downstream Primer (10 µM)

5 µl des aufgereinigten PCR-Produktes

55 µl H2O

0,8 µl Pfu-Polymerase (2,5 U/µl)

Alle PCR-Reaktionen laufen unter den selben Zyklus-Bedingungen ab:

Denaturierung Annealing Extension

94°C 50°C 72°C

60 sec 60 sec 120 sec

pro PCR-Schritt werden 20 dieser Zyklen ausgeführt.

3.5.2 ELUTION VON DNA AUS POLYACRYLAMID-GELEN

Die hier beschriebene Methode ist eine Modifikation des von der Fa. Qiagen

veröffentlichen Qiashredder Prinzips [Qiagen 1996]. Man schneidet das ge-

wünschte Fragment aus einem Polyacrylamid-Gel aus, zerkleinert das Gel

und versetzt es mit 0,1% SDS enthaltenden TE-Puffer. Nach 30 minütiger

Inkubation bei 50°C wird zentrifugiert (10 min, Eppendorf-Zentrifuge, höch-

ste Drehzahl) und der Überstand auf eine Qiaquik-Säule gegeben. Alle

nachfolgenden Schritte entsprechen der Aufreinigung von DNA aus Agaro-

segelen oder PCR-Reaktionen.
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3.5.3 BESCHICHTUNG VON MICROTITERPLATTEN

Um biotinylierte Oligodesoxynukleotide auf Microtiterplatten immobilisieren

zu können, werden diese zuvor mit Avidin beschichtet (coating). Dazu füllt

man jedes Well mit 100 µl einer Avidinlösung (25 µg/ml in 200 mM NaHCO3,

pH 9,6) und inkubiert die Platten über Nacht bei Raumtemperatur. Danach

werden die Wells dreimal mit PBS (0,1% (v/v) Triton X 100) gewaschen und

dann mit 250 µl PBS (2% (w/v) Milchpulver, 0,1% (v/v) Triton X 100) ge-

blockt (30 min, RT).

3.5.4 PROTEINREINIGUNG

Anschließend an jedes der im folgenden beschriebenen Aufreinigungsproto-

kollen wurde die Reinheit der Proteine durch Gelelektrophorese überprüft

und die Menge photometrisch bestimmt.

3.5.4.1 (HIS)6-GETAGGTE PROTEINE

Zur Aufreinigung kleinerer Proteinmengen (unter 5 mg) packt man eine

Säule aus Ni2+-NTA-Agarose und äquilibriert sie mit PBS (unter Zusatz von

1 M NaCl). Nach Auftrag des Zell-Lysates (siehe Kapitel 3.3.5) wäscht man

zuerst mit 50 ml PBS (1 M NaCl), danach mit 20 ml PBS und dann mit 20 ml

PBS (50 mM Imidazol). Die Elution des Proteins erfolgt durch ansteigende

Konzentration von Imidazol in PBS (75 mM bis 500 mM Imidazol).

3.5.4.2 GST-FUSIONSPROTEINE

Dem Zell-Lysat (Kapitel 3.3.5) wird 1 ml GSH-Sepharose zugesetzt und un-

ter Schütteln inkubiert (2 h, RT). Anschließend wird die Sepharose abzen-

trifugiert, mehrmals mit PBS  (1 M NaCl), dann mit PBS gewaschen und in 4-

5 ml PBS resuspendiert. Nach Zugabe von 50 U Thrombin inkubiert man den
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Ansatz über Nacht bei 4°C, zentrifugiert am nächsten Morgen ab und friert

den Überstand bis zur weiteren Verwendung bei -20°C ein.

3.5.5 ELECTROPHORETIC MOBILITY SHIFT ASSAY (EMSA)

Der EMSA wurde nach bestehenden Protokollen [Schweers 1993] in

0,5xTTE (50 mM Tris-Taurin, pH 8,5, 2 mM EDTA) durchgeführt. Die Kom-

plexe wurden 30 Minuten bei 4°C in Shift-Puffer (10 mM Tris/HCl, pH 7,9, 50

mM NaCl, 1 mM MeSH, 0,05% (w/v) Magermilchpulver und 5% (v/v) Glyce-

rin) vorinkubiert. Alle Oligodesoxynukleotide wurden mit T4-

Polynukleotidkinase und γ32P-ATP markiert und durch Gelfiltration mit

MicroSpinTM-Säulen (Fa. Pharmacia) nach Angaben des Herstellers

(Pharmacia 1993)  gereinigt.

3.5.6 CD-SPEKTROSKOPIE VON MUTANTEN DER DNA-BINDENDEN

DOMÄNE

Die Circulardichroismus (CD)-Experimente wurden von Dr. U. Pieper

(Gießen) an einem Jafco J710 Spektrometer  in 0,05 cm Küvetten durchge-

führt. Als Puffer diente in allen Fällen PBS, jeweils 20 Einzelspektren wurden

aufgenommen und anschließend akkumuliert.
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4 ERGEBNISSE

4.1 EXPRESSIONSSTUDIEN

Biophysikalische Charakterisierungen des c-Myb-Protoonkogenproduktes

beschränken sich auf einzelne Domänen des Proteins, weil es bislang nicht

gelungen ist, das vollständige (full-length) Protein in ausreichenden Mengen

herzustellen. Ein Ziel der Arbeit war daher die Expression des c-Myb-

Proteins der Maus, um solche Untersuchungen möglich zu machen.

Eine Reihe von prokaryontischen Expressionssystemen wurden bereits in

der Dissertation von Dr. A. Ebneth [Ebneth 1994] als unbrauchbar verwor-

fen. Die Expression von c-Myb in den getesteten bakteriellen Systemen

führte zu folgenden Problemen:

• Der größte Teil des exprimierten Proteins lag in unlöslicher Form vor.

• Das Protein unterliegt einer starken Proteolyse.

In dieser Arbeit werden die Expressionsversuche in Bakterien fortgesetzt

und auf eukaryontische Systeme ausgedehnt.

4.1.1 COEXPRESSION EINES CBP- FRAGMENTES

Von Dr. M. Oelgeschläger wurde über die Protein-Protein Interaktionen zwi-

schen c-Myb und CBP berichtet [Oelgeschläger et al., 1996]. Gleichzeitig

stellte er in Anwesenheit eines CBP-Fragmentes (AS 451-721) einen ver-

minderten proteolytischen Abbau von c-Myb bei in vitro Experimenten fest.

Um zu untersuchen, ob dieses Ergebnis für die Expression von full-length c-

Myb ausgenutzt werden kann, wurde ein Plasmid konstruiert, das es ermög-

licht, die Aminosäuren 451-721 von CBP gleichzeitig mit c-Myb zu exprimie-

ren. Zu diesem Zweck wurde in das Plasmid pRep4, das zu dem c-Myb Ex-

pressionsplasmid kompatibel ist, die Expressionskassette (der Promo-

tor/Operator-Bereich, die Ribosomenbindungsstelle, die multiple cloning site

und die Transkriptions-Terminations-Sequenz) aus dem Vektor pQE3 ligiert.
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In dieses neue Plasmid (pWK1) wurde die Sequenz für das CBP-Fragment

ausgehend von einem pGex-Konstrukt, das freundlicherweise von Dr. Oel-

geschläger zur Verfügung gestellt wurde, kloniert.

Abbildung 4-1 Klonierungsstrategie des Plasmides zur Coexpression des CBP-
Fragmentes AS 451-721. Angegeben sind nur die wichtigsten Schnittstellen verschiedener
Restriktionsendonukleasen. Die Expressionskassette, bzw. Das CBP-Genfragment sind als
schwarze Balken hervorgehoben.

Der Vektor pWk1CBP451-721 wurde dann zusammen mit dem c-Myb-

Expressionsplasmid pGexMybHis (siehe [Ebneth 1994]) in LK111(λ) trans-

formiert und beide Plasmide mit IPTG induziert. Die Expression des CBP-

Fragmentes konnte bereits im Coomassie gefärbten SDS-Polyacrylamidgel

detektiert werden (siehe Abbildung 4-2), der Nachweis der c-Myb Expression

gelang nur im deutlich empfindlicheren Western-Blot.
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Abbildung 4-2 Coomassie gefärbtes SDS-Polyacrylamidgel der Induktion von
pWk1CBP 451-721 und pGexMybHis inLK111(λ). Bahn 1: vor Induktion, 2: 1 h Induktion, 3:
2 h Induktion, 4: 3 h Induktion

Abbildung 4-3 Western-Blot der Induktion von pWk1CBP 451-721 und pGexMybHis
inLK111(λ). St: Rainbow-Marker (Fa. Amersham), Bahn 1: vor Induktion, Bahn 2: 1 h Induk-
tion, Bahn 3: 2 h Induktion, Bahn 3: 3 h Induktion, Bahn 4: Kontrolle (c-Myb R123). Als er-
ster Antikörper diente ein monoklonaler anti-Myb AK (zur Verfügung gestellt von K. H.
Klempnauer), als zweiter Antikörper ein HRP-gekoppelter goat-anti-mouse AK

CBP Fragment

     1        2      3      4

c-Myb

Abbauprodukte

97 kDa

    St      1        2       3       4      5

30 kDa

45 kDa

67 kDa

69 kDa

46 kDa

30 kDa
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Auf dem Blot (Abbildung 4-3) sind nur Proteine unterhalb einer Größe von

70 kDa zu erkennen, das von pGexMybHis kodierte GST-Fusionsprotein

sollte aber ca. 102 kDa groß sein. Das spricht für eine starke Degradation,

die unabhängig von der Induktionsdauer ist. Die Koexpression von Myb-

Proteinen mit dem CBP-Fragment AS 451-721 bietet keinen Schutz vor

Proteasen.

4.1.2 KOEXPRESSION VON THIOREDOXIN

Yasakuwa beschrieb 1995 [Yasukawa et al., 1995] eine neue Methode, um

die Löslichkeit von Fremdproteinen in E. coli zu erhöhen. Dabei wird parallel

zum Zielprotein das Protein Thioredoxin exprimiert. Diese Methode soll den

Redoxstatus der Zelle leicht verändern und eine bessere Löslichkeit über-

produzierter Proteine vermitteln.

Es wurde daher ein Plasmid konstruiert, das eine induzierbare Expression

von Thioredoxin ermöglicht und kompatibel zu den von Dr. A. Ebneth herge-

stellten Expressionsplasmiden war.

Dazu wurde die Ampicillinresistenz des Plasmides pTrx gegen die Kanamy-

cinresistenz aus dem Plasmid pRep4 ausgetauscht. Das so erhaltene Plas-

mid (pTrxKan) wurde zusammen mit dem c-Myb-Expressionsplasmid pGex-

MybHis (siehe [Ebneth 1994]) in Zellen der Stämme GI 698 bzw. GI 724 (Die

beiden Stämme unterscheiden sich in ihrem Gehalt an Trp-Repressor, siehe

Kapitel 3.3.2.4) transformiert. In diesem System ist der Promotor für das

Thioredoxin-Gen durch Tryptophan, der Promotor für das GST-Myb(His)6-

Fusionsprotein durch IPTG induzierbar.
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Abbildung 4-4 Klonierungsstrategie des Thioredoxin-Expressionsplasmides. Angegeben
sind nur die für die Klonierung bedeutsamen Schnittstellen verschiedener Restriktionsendo-
nukleasen. Die beiden Resistenzgene sind als schwarze Balken hervorgehoben.

Da die Promotoren beider Plasmide unterschiedlich induzierbar waren, wur-

de getestet, ob sich aus der Zeitdifferenz zwischen den Induktionszeitpunk-

ten Unterschiede in der Ausbeute des löslichen Zielproteins ergeben. Daher

wurde pTrxKan mit Tryptophan induziert und entweder gleichzeitig, eine,

oder zwei Stunden später das pGexMybHis mit IPTG. Es konnte in Coomas-

sie gefärbten SDS-Polyacrylamidgelen keine Expression des GST-

Myb(His)6-Fusionsproteins nachgewiesen werden. Im Westernblot konnte

das Protein detektiert werden, es war jedoch fast vollständig proteolytisch

abgebaut. Ein Unterschied zwischen den Stämmen GI 698 und GI 724, die

den Tryptophanpromotor unterschiedlich stark reprimieren, sowie zwischen

30°C und 37°C als Wachstumstemperatur konnte nicht beobachtet werden.

Da Yasakuwa in der Lage war, mit seinem System auch c-Myb zu exprimie-

ren, wurde mit dem von ihm zur Verfügung gestellten Plasmid pT-Trx und

dem Plasmid pGMH (siehe [Ebneth 1994]) ein weiterer Versuch unternom-

men. pGMH basiert auf dem Expressionsvektor pET23 (Fa. Novagen), den

auch Yasakuwa benutzte. Auf beiden Plasmiden dient der T7-Promotor zur

Induktion der Expression. Als E. coli Stamm diente hierbei Bl21DE3.

In meinen Händen konnte auch unter den beschriebenen Bedingungen

[Yasukawa et al., 1995] nur proteolytisch degradiertes Protein detektiert



ERGEBNISSE 55

werden. Die veröffentlichten Ergebnisse konnten in keiner Weise nachvoll-

zogen werden.

4.1.3 EXPRESSION ALS THIOREDOXIN-FUSIONSPROTEIN

Im Zuge der unter 4.1.2 beschriebenen Koexpression von c-Myb und Thio-

redoxin wurde ebenfalls versucht, c-Myb und Thioredoxin als Fusionsprotein

zu exprimieren. Hier wurde das c-myb-Gen aus dem Vektor pHilDF2Myb

(siehe Kapitel 4.1.4) ausgeschnitten und in das Plasmid pTrxFus ligiert.

Abbildung 4-5 Klonierungsstrategie des Expressionsplasmides für Thioredoxin-
c-Myb Fusionsproteine. Angegeben sind nur die wichtigsten Schnittstellen verschiedener
Restriktionsendonukleasen. Das c-myb-Gen ist als schwarzer Balken hervorgehoben.

Zellen der Stämme GI 689 und GI 724 wurden mit dem Vektor pTrxFus

transformiert und bei 30°C bzw. 37°C inkubiert. Nach zwei bis vier Stunden

Induktion wurde die Expression im Coomassie gefärbten SDS-

Polyacrylamidgel und im Western-Blot überprüft, erneut wurden nur proteo-

lytische Abbauprodukte entdeckt.
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4.1.4 EXPRESSION IN PICHIA PASTORIS

Weil keines der getesteten prokaryontischen Expressionssysteme zum Ziel

führte, sollten eukaryontische Systeme verwendet werden. Die methylotro-

phe Hefe Pichia pastoris wurde von anderen Arbeitsgruppen benutzt, um

hohe Ausbeuten an Fremdproteinen zu erzeugen [Clare et al., 1991; Roma-

nos et al., 1991; Sreekrishna et al., 1988; Tschopp et al., 1987].

Das Pichia pastoris Expressionssystem der Fa. Invitrogen bietet die Möglich-

keit, sowohl intrazellulär wie auch sekretorisch zu exprimieren. Es standen

die Vektoren pHilD2, pHilS1 und pPic9 zur Verfügung.

Zunächst wurde ein doppelsträngiges Oligodesoxynukleotid in sämtliche

Vektoren ligiert, um die Sequenz eines N-terminalen (His)6-tag zu generie-

ren, und zusätzliche Schnittstellen für Restriktionsendonukleasen einzufüh-

ren.

Das Gen des murinen c-myb wurde aus einem von Dr. B. Lüscher zur Verfü-

gung gestellten Plasmid herausgeschnitten und in den Vektor pHilDF2

(pHilD2 mit Linker) ligiert. Ausgehend von diesem Plasmid wurde die Se-

quenz in die anderen beiden Vektoren umgesetzt.
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Abbildung 4-6 Klonierungsstrategie für die intrazelluläre Expression von c-Myb in Pichia
pastoris. Angegeben sind nur die wichtigsten Schnittstellen verschiedener Restriktionsendo-
nukleasen. Das c-myb-Gen ist als schwarzer Balken hervorgehoben.

Abbildung 4-7 Klonierungsstrategie für die sekretorische Expression von c-Myb in Pichia
pastoris. Angegeben sind nur die wichtigsten Schnittstellen verschiedener Restriktionsendo-
nukleasen. Das c-myb-Gen ist als schwarzer Balken hervorgehoben.
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Abbildung 4-8 Klonierungsstrategie für die sekretorische Expression von c-Myb in Pichia
pastoris. Angegeben sind nur die wichtigsten Schnittstellen verschiedener Restriktionsendo-
nukleasen. Das c-myb-Gen ist als schwarzer Balken hervorgehoben.

Alle Konstrukte wurden in die Hefestämme GS115 sowie SMD 1168 trans-

formiert und einzelne Klone auf Expression getestet. Bei Verwendung der

Vektoren pHilSF2Myb und pPic9F2Myb wurde im Medium kein ausge-

schleustes Protein entdeckt.

Unter den mit dem Plasmid pHilDF2Myb transformierten Hefen konnten da-

gegen im Western-Blot mehrere c-Myb exprimierende Klone identifiziert

werden.
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Abbildung 4-9 Westernblot von Zell-Lysaten induzierter Hefeklone. St: Rainbow-Marker
(Fa. Amersham), Bahn 1-4 und 7-13: induzierte Klone, Bahn 5: Kontrolle (c-Myb R123). Als
erster Antikörper diente ein polyklonaler anti-Myb AK (zur Verfügung gestellt von B. Lü-
scher) als zweiter Antikörper ein HRP-gekoppelter goat-anti-rabbit AK

Wie in Abbildung 4-9 zu sehen, waren mehr als 50% der untersuchten Klone

expressionspositiv. Im Gegensatz zur Expression in Prokaryonten sind auch

keine, durch proteolytischen Abbau hervorgerufenen, kleineren Banden zu

erkennen. Weil im Western-Blot nur die Überstände der Zellaufschlüsse

analysiert wurden, kann man schließen, daß das produzierte c-Myb Protein

in löslicher Form vorliegt.

Da das für die Expression benutzte Konstrukt die kodierende Sequenz für

sechs N-terminale Histidine enthält, wurde das rekombinante Protein über

Ni2+NTA-Agarose gereinigt. Es wurde allerdings nur eine schwache Bindung

des Proteins an die Säulenmatrix beobachet, ein großer Teil des Proteins

war im Durchlauf nachzuweisen. Es eluierte bei niedrigen Imidazolkonzen-

trationen (40 - 100 mM Imidazol) von der Säule. Dennoch gelang es, wie in

Abbildung 4-10 dargestellt, c-Myb in reiner Form zu präparieren. Das Protein

war über 95% sauber, wie von einem Coomassie gefärbtem SDS-

Polyacrylamidgel abgeschätzt werden konnte.

  1  2  3  4  5  St  7  8  9  10 11 12 13

75 kDa
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Abbildung 4-10 Coomassie gefärbtes SDS-Polyacrylamidgel von Eluaten der Ni2+NTA-
Agarose. Bahn 1: Standard (Merck VIII), Bahn 2 und 3: Elutionsfraktionen mit 100 mM Imi-
dazol.

Um die DNA-Bindungsfähigkeit des rekombinanten Proteins zu untersuchen,

wurden EMSA-Experimente durchgeführt.

Abbildung 4-11 Autoradiographie des Gelshifts von verschiedenen Fraktionen nach
Elution von der Ni2+NTA-Agarose. Bahn 1: Zell-Lysat vor Aufreinigung, Bahn 2: Durchlauf
der Säule, Bahn 3-5: Waschfraktionen, Bahn 6: Elution mit 10 mM Imidazol, Bahn 7-10:
Fraktionen mit steigender Imidazolkonzentration (20-80 mM, in Schritten von 20 mM), Bahn
11-15: Fraktionen mit 100 mM Imidazol, Bahn 16: Fraktion mit 500 mM Imidazol, Bahn 17:
Kontrolle (c-Myb R123). Die Konzentration des Oligodesoxynukleotids (Sequenz AACAT-
TATAACGGTTTTTTAAT) betrug 500 nM in allen Ansätzen.

1    2    3

1   2   3    4   5   6   7   8   9  10  11 12 13 14 15 16 17

c-Myb
46 kDa

69 kDa

97 kDa

Komplex

freie
DNA
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Wie in Abbildung 4-11 zu sehen, ist das aufgereinigte Protein in der Lage,

spezifisch die Myb-Erkennungssequenz zu binden. Die Fraktionen 8 - 10

besitzen  die größten Konzentrationen an DNA-bindendem Protein, es han-

delt sich dabei um Elutionen mit 40, 60 und 80 mM Imidazol.

Alle beschriebenen Experimente wurden aus den bei den Induktionstest ge-

wonnenen Zell-Lysaten, bzw. einem ersten scale up von 300 ml durchge-

führt. Um die Ergebnisse zu reproduzieren und die Aufreinigung zu verbes-

sern, wurden die Klone in größerem Kulturmaßstab herangezogen. In keiner

der folgenden Induktionen konnte c-Myb nachgewiesen werden, obwohl die

neuen Ansätze aus derselben Glycerinkultur angeimpft wurden. Erneute

Transformationen, Variation der Induktions- und Aufschlußbedingungen

brachten ebenfalls keine Veränderung, so daß die Arbeiten mit diesem Ex-

pressionssystem eingestellt wurden.

4.1.5 EXPRESSION IN SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Als weiteres eukaryontisches Expressionssystem wurde die Bäckerhefe

Saccharomyces cerevisiae getestet. Im Gegensatz zu Pichia pastoris liegt

die transformierte DNA extrachromosomal vor und integriert nicht ins Ge-

nom. Die Induktion erfolgt ebenfalls durch den Wechsel des Mediums, hier

von Glucose zu Galactose.

Da eine direkte Klonierung aufgrund von inkompatiblen Schnittstellen nicht

möglich war, wurde das c-myb Gen zunächst im Plasmid pBluescript II KS

zwischenkloniert. Dazu wurde aus dem Vektor pHilDF2Myb das Gen mit

Pvu II und einen limitierten Verdau mit EcoR I herausgeschnitten und in das

mit EcoR I und HinC II geöffnete Plasmid pBluescript II KS einligiert.
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Abbildung 4-12 Klonierungsstrategie für die Zwischenklonierung von c-myb. Angegeben
sind nur die wichtigsten Schnittstellen verschiedener Restriktionsendonukleasen. Das c-
myb-Gen ist als schwarzer Balken hervorgehoben.

Aus dem so erhaltenen Plasmid pBlueHisMyb konnte das Gen dann über die

Schnittstelle der Restriktionsendonuklease BamH I in den Expressionsvektor

pYEUra3 ligiert werden.

Abbildung 4-13 Klonierungsstrategie für die intrazelluläre Expression von c-Myb in Sac-
charomyces cerevisiae. Angegeben sind nur die wichtigsten Schnittstellen verschiedener
Restriktionsendonukleasen. Das c-myb-Gen ist als schwarzer Balken hervorgehoben.

Das entstandene Plasmid wurde in Zellen des Stammes AB1380 transfor-

miert und die gewonnen Klone auf Expression getestet. Dazu wurden die

Klone in 25 ml Kulturen angezogen, durch Medienwechsel induziert und

nach 4, 24, 48, 72 und 96 Stunden ein Aliquot entnommen. Die in diesen
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Proben enthaltenen Zellen wurden aufgeschlossen und auf exprimiertes

c-Myb untersucht, allerdings konnte das Protein weder im Coomassie ge-

färbten SDS-Polyacrylamidgel noch im Westernblot nachgewiesen werden .

4.1.6 EXPRESSION IN COS-ZELLEN

Es wurde die Expression von full-length c-Myb in Cos-Zellen, einer eu-

karyontischer Zellkultur getestet. Als Vektor diente das Plasmid pEd.Fc, das

von Frau Dr. R. Gerady-Schahn zur Verfügung gestellt wurde. In diesen

Vektor wurde zunächst ein Linker einligiert, der es ermöglicht, das c-myb

Gen ohne Stop-Codon 5’ vor das Gen für den Fc-tag zu klonieren. Das c-

myb Gen selbst wurde aus dem Plasmid pBlueHisMyb gewonnen (siehe

Abbildung 4-12).

Abbildung 4-14 Klonierungsstrategie für die intrazelluläre Expression von c-Myb in Cos-
Zellen. Angegeben sind nur die wichtigsten Schnittstellen verschiedener Restriktionsendo-
nukleasen. Das c-myb-Gen und das Gen für den Fc-tag sind als schwarze Balken hervorge-
hoben.
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Der Vektor pEd.FcHisMyb wurde in Cos-Zellen transfiziert und die Zellen

nach zwei bzw. drei Tagen aufgearbeitet. Der Nachweis des c-Myb Proteins

erfolgte dabei im Westernblot.

Abbildung 4-15 Westernblot von Cytosol- und Zellkernextrakten transfizierter Cos-
Zellen. St: Rainbow-Marker (Fa. Amersham), Bahn 1-4 6µl Lipofectamin pro µg DNA und 6-
10: 10 µl Lipofectamin pro µg DNA, Bahn 5: Kontrolle (c-Myb R123). Bahn 1+6: cytosolische
Fraktion nach 2 d Kultur, Bahn 2+7: Zellkernextrakt nach 2 d Kultur, Bahn 3+8: cytosolische
Fraktion nach 3 d Kultur, Bahn 4+9: Zellkernextrakt nach 3 d Kultur. Als erster Antikörper
diente ein monoklonaler anti-Myb AK (zur Verfügung gestellt von K.-H. Klempnauer) als
zweiter Antikörper ein HRP-gekoppelter goat-anti-mouse AK

Wie in Abbildung 4-15 zu erkennen, konnte das c-Myb Protein ohne proteo-

lytische Degradation exprimiert werden. Ein hohes Verhältnis von Li-

pofectamin zu DNA war dabei eher kontraproduktiv, die bessere Expression

war bei einem DNA/Lipofectamin- Verhältnis von 1:6 zu beobachten. Auch

eine verlängerte Kulturzeit führte nicht zu besseren, sondern zu schlechte-

ren Ausbeuten. Das Protein war in der Zelle hauptsächlich im Cytosol lokali-

siert, während ein geringer Anteil im Zellkern nachgewiesen wurde.

Wie bei Pichia Pastoris (Kapitel 4.1.4) wurde auch für die Expression in Cos-

Zellen getestet, ob sich das Protein sekretieren läßt. Zu diesem Zweck wur-

de die für ein Signalpeptid (Transin-Signalpeptid) codierende Sequenz 5’ vor

das c-myb-Gen kloniert. Dazu wurde die für das Peptid kodierende Sequenz

in die Schnittstellen EcoR I und HinD III des Plasmides pBluescript II KS li-

giert. Über die EcoR I Schnittstelle wurde dann ein den (His)6-tag und die

DNA-Bindungsdomäne enthaltendes Fragment einkloniert. Unter Benutzung

 1   2   3    4   5    St.      6    7    8    9

c-Myb
97 kDa

69 kDa
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der Schnittstellen Spe I und Pau I wurde dann das benötigte Fragment in

den Vektor pEd.FcHisMyb umgesetzt.

Abbildung 4-16 Klonierungsstrategie für die sekretorische Expression von c-Myb in Cos-
Zellen. Angegeben sind nur die wichtigsten Schnittstellen verschiedener Restriktionsendo-
nukleasen. Das c-myb-Gen, die Transin-Sequenz und das Gen für den Fc-tag sind als
schwarze Balken hervorgehoben.

Das Plasmid pEd.FcTansHisMyb wurde in Cos-Zellen transfiziert und die

Überstände der Kulturen über einen Zeitraum von 8 d gesammelt. Es kamen

dabei zwei unterschiedliche Medien zum Einsatz:

• SMIF: Serumfreies Medium (GBF Braunschweig)

• Hybridoma-Medium: FCS-haltiges Medium (Fa. Gibco)
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Abbildung 4-17 Dot-Blot der Überstände von mit pEd.FcTransHisMyb transfizierten
Cos-Zellen. Aufgetragen wurden 200 µl Medium pro Well. Als erster Antikörper diente ein
monoklonaler anti-Myb AK (zur Verfügung gestellt von K.-H. Klempnauer) als zweiter Anti-
körper ein HRP-gekoppelter goat-anti-mouse AK.

Wie aus Abbildung 4-17 zu ersehen ist, wurde das c-Myb-Protein von Cos-

Zellen nach Transfektion mit pEd.FcTransHisMyb produziert und sekretiert.

Dabei konnte die Sekretion nur innerhalb der ersten drei bis vier Tage be-

obachtet werden, danach war das Protein nicht mehr, oder kaum noch nach-

zuweisen. Außerdem ist zu bemerken, daß bei Cos-Zellen in Hybridoma-

Medium die Sekretion einen Tag länger aufrechterhalten blieb, als bei Zel-

len, die in SMIF gehalten wurden.

Ein Versuch das rekombinante Protein über Ni2+NTA-Agarose aufzureinigen,

scheiterte: Vermutlich war der (His)6-tag nicht zugänglich, was für N-

terminale (His)6-tag Varianten von c-Myb nicht bekannt ist, oder der Fusi-

onsanteil wurde während der Sekretion abgespalten. Versuche mit klassi-

schen Ionenaustauschern waren bei Abgabe dieser Arbeit noch nicht abge-

schlossen.

SMIF

Hybridoma-

Medium

Kontrolle

(c-Myb R123)

1     2     3     4     5     6     7     8     Tage
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4.2 MUTAGENESESTUDIEN

Mit der von Ogata et al. [1994] veröffentlichten NMR-Struktur des zweiten

und dritten Repeats der DNA-Bindungsdomäne im Komplex mit DNA wurde

ein Modell für die am direct und indirect read out beteiligten Aminosäuren

aufgestellt. Die Evidenz dieser Kontakte sollte durch zielgerichtete Mutage-

nese (site-directed mutagenesis) und Charakterisierung der DNA-

Bindungsfähigkeit der Mutanten, bzw. ungerichtete Mutagenese (random

mutagenesis) mit anschließender Selektion der entstandenen Mutanten auf

die Fähigkeit, die spezifische Erkennungssequenz zu binden, überprüft wer-

den.

Zu diesem Zweck wurde in flankierenden Bereichen der für die dritte Helix

des dritten Repeats kodierenden Sequenz durch PCR-Mutagenese je eine

neue Schnittstelle für die Restriktionsendonukleasen Sca I und BsiW I durch

stumme Mutationen generiert (beschrieben in Kapitel 4.2.1). Dadurch wurde

es möglich, durch die Insertion von doppelsträngigen Oligodesoxynukleotid-

kassetten, die gewünschten Mutationen zu erzeugen.

BsiW I    Sca I

CGGAcgtacgGATAATGCTATCAAGAACCACTGGAATagtactATGCGTC

GCCTgcatgcCTATTACGATAGTTCTTGGTGACCTTAtcatgaTACGCAG

          Asp   Ala   Lys   His   Asn

             Asn   Ile   Asn   Trp   Ser

Abbildung 4-18 Schematische Darstellung der dritten Helix im dritten Repeat nach Ge-
nerierung neuer Schnittstellen durch PCR-Mutagenese. Die Erkennungssequenzen für die
Restriktionsendonukleasen sind grau hinterlegt, der für die α-Helix kodierende Bereich ist
rot dargestellt. Unter der Nukleinsäure-Sequenz sind die die Helix formierenden Aminosäu-
ren dargestellt, am direct read out beteiligte Aminosäuren sind blau gekennzeichnet.
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4.2.1 RANDOM-MUTAGENESE IM PHAGE DISPLAY

Das in unserem Labor etablierte Phage-Display [Kiewitz 1997] sollte als Sy-

stem für die random-Mutagenese an der DNA-Bindungsdomäne getestet

werden. Dazu wurde der Vektor pCantab 5E derart modifiziert, daß durch

eine stumme Mutation die Schnittstelle für die Restriktionsendonuklease

Sca I, im Bereich des β-Lactamase Gens, deletiert wurde. Die Mutagenese

zur Deletion wurde im Plasmid pQE 30 (siehe Kapitel 4.2.3) durchgeführt

und in pCantab 5E umgesetzt.

Abbildung 4-19 Klonierungsstrategie zur Deletion der Sca I Schnittstelle im Vektor
pCantab 5E. Das mit dem Linker versehene Plasmid wurde von Dr. A. Kiewitz zur Verfü-
gung gestellt. Die mit schwarzen Balken hervorgehobene Bereiche enthalten die Ampicillin-
Resistenz, sowie den origin-of-replication.

Anschließend wurde der für die Aminosäuren 1 bis 198 des c-Myb Proteins

kodierende Bereich (im folgenden DNA-Bindungsdomäne bzw. DBD ge-

nannt) einligiert, und die beiden Schnittstellen (siehe Abbildung 4-18) über

PCR-Mutagenese generiert. Das PCR-Produkt wurde dabei über die beiden

Schnittstellen BstXI und Not I kloniert.
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Abbildung 4-20 Klonierungsstrategie zur Generierung eines für die random-Mutagenese
der c-Myb DBD tauglichen Vektors. Das c-myb-Gen bzw. der für die Aminosäuren 1-198
codierende Bereich ist als schwarzer Balken hervorgehoben.

Der Vektor pCantabQE DBD B/S wurde in Zellen des Stammes TG I trans-

formiert und durch Phage-Rescue rekombinante Phagen erzeugt (siehe Ka-

pitel 3.4.4.2). Die Phagen wurden im Dot-Blot auf Exposition der c-Myb DNA-

Bindungsdomäne getestet, wobei jedoch kein Signal zu erkennen war. Als

weiterer Test wurden auf einer mit Streptavidin beschichteten Mikrotiter-

Platte (Fa. Xenopore) Biotin-gekoppelte Oligodesoxynukleotide mit der Myb-

Erkennungsequenz immobilisiert und versucht, die rekombinanten Phagen

daran zu binden. Nach mehreren Waschvorgängen wurden mit den verblie-

benen Phagen TG I-Zellen infiziert. Bei diesem Experiment konnte zwischen

den Wells mit immobilisierter DNA und den Wells ohne DNA kein Unter-

schied in der Infektionsrate festgestellt werden. Um einen Einfluß der Mikro-

titerplatte auszuschließen, wurden Platten mehrerer anderer Hersteller gete-

stet und selbst mit Avidin beschichtet. Auch in diesen Fällen zeigte sich kein

Unterschied zwischen der Probe mit spezifischer DNA und der Nullprobe. Es
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mußte also davon ausgegangen werden, daß die rekombinanten Phagen die

Myb DNA-Bindungsdomäne nicht auf ihrer Oberfläche präsentieren.

Für die Präsentation des Fremdproteins auf der Phagenoberfläche ist es

notwendig, daß sowohl der Übergang von der pelB-leader-Sequenz ins

Fremdgen, als auch der vom Fremdgen zum g3p-Gen im Leseraster liegt.

Um sicher zu sein, auf jeden Fall das richtigen Leseraster zu besitzen, wur-

den im Übergang zwischen pelB-leader-Sequenz und dem Bereich der DNA-

Bindungsdomäne alle drei Leseraster generiert. Dies geschah durch

Schneiden des Vektors mit Nco I, Auffüllen (pCantabQE DBD B/S N+) bzw.

Abdauen (pCantabQE DBD B/S N-) der Überhänge und Religation. Die neu-

en Plasmide wurden in TG I-Zellen transformiert und rekombinante Phagen

gewonnen. Auch die neuen Phagen wurden im Dot-Blot auf Oberflächenprä-

sentation der DNA-Bindungsdomäne getestet.

Abbildung 4-21 Dot-Blot von rekombinanten Phagen mit verschobenem Leseraster. 1:
Kontrolle (c-Myb R123), 2: pCantabQE DBD B/S N+, 3: pCantabQE DBD B/S N-. Als erster
Antikörper diente ein monoklonaler anti-Myb AK (zur Verfügung gestellt von K.-H.
Klempnauer) als zweiter Antikörper ein HRP-gekoppelter goat-anti-mouse AK

Wie zu erkennen, ist die c-Myb DNA-Bindungsdomäne auf den mit dem

Phagemid pCantabQE DBD B/S N+ erzeugten Phagen nachzuweisen. Mit

dieser Phagenpräparation wurde die Fähigkeit DNA zu binden wie oben be-

schrieben getestet, allerdings konnten wiederum keine Unterschiede in der

Infektionsrate zwischen Probe und Negativkontrolle festgestellt werden. Auf-

grund dieser Ergebnisse wurde der Versuch der random-Mutagenese unter

Verwendung des Phage-Display Systems eingestellt.

1 2 3
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4.2.2 RANDOM-MUTAGENESE IM FLITRX-SYSTEM

Das von der Fa. Invitrogen vertriebene FliTrx-System dient dazu, die Affinität

kurzer randomisierter Peptide zu einem Zielkonstrukt zu ermitteln. Das Pep-

tid befindet sich dabei in einem aus Teilen des Thioredoxin geformten Loop,

der wiederum in das FliC-Genprodukt (Flagellin) eingebettet ist (siehe

Abbildung 4-22).

Abbildung 4-22 Schematische Darstellung des FliTrx-Peptide-Display-Systems modifi-
ziert nach [Invitrogen 1997]

Weil auf den C-terminalen Teil des FliC-Genproduktes verzichtet werden

kann [Weigel 1997], wurde getestet, ob es möglich ist, die DNA-

Bindungsdomäne von c-Myb mit der N-terminalen Hälfte des FliC-

Genproduktes zu fusionieren und ob ein derartiges rekombinantes Protein

auf der Oberfläche präsentiert wird. Damit wäre ein System zur random-

Mutagenese entwickelt, das ohne den Umweg über Phagen direkt die

Kopplung von Genotyp und Phänotyp erlaubt. Zu diesem Zweck wurden die
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für das random-Peptid und die C-terminalen Anteile von Thioredoxin und

Flagellin kodierenden Sequenzen aus dem Plasmid pFliTrx entfernt (Rsr II

und Pvu II) und durch ein Oligodesoxynukleotid ersetzt. Dieser Linker ent-

hält die für die Klonierung der DNA-Bindungsdomäne notwendigen Schnitt-

stellen und Stop-Kodons für die Beendigung der Translation. Die für die

DNA-Bindungsdomäne kodierende Sequenz wurde aus dem Vektor pCan-

tabQE DBD B/S über Nco I und Stu I ausgeschnitten und in die Nco I und

Sma I Schnittstellen des pFliTrx+O ligiert.

Abbildung 4-23 Klonierungsstrategie zur Präsentation der c-Myb DBD auf der Oberflä-
che von E. coli Zellen. Angegeben sind nur die wichtigsten Schnittstellen verschiedener
Restriktionsendonukleasen, der für die DNA-Bindungsdomäne codierende Bereich ist als
schwarzer Balken hervorgehoben.

Das Plasmid pFliTrx+O DBD B/S wurde in Zellen des Stammes GI 826

transformiert und die Expression mit Tryptophan induziert. Die Zellen wur-

den auf Expression des Fusionsproteins untersucht. Im Coomassie gefärb-

ten SDS-Polyacrylamidgel konnte die Expression nicht zweifelsfrei belegt

werden, aber im Western-Blot war die Produktion des Fusionsproteins nach-

zuweisen.
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Abbildung 4-24 Western-Blot der Zell-Lysate von drei unabhängigen Klonen. Bahn 1:
Kontrolle (c-Myb R123), Bahn 2: Klon A nach Induktion, Bahn 3: Klon A vor Induktion, Bahn
4: Klon B nach Induktion, Bahn 5: Klon B vor Induktion, Bahn 6: Klon C nach Induktion,
Bahn 7: Klon C vor Induktion, Bahn 8: Standard (Rainbow-Marker Fa. Amersham). Als er-
ster Antikörper diente ein monoklonaler anti-Myb AK (zur Verfügung gestellt von K.-H.
Klempnauer) als zweiter Antikörper ein HRP-gekoppelter goat-anti-mouse AK

Zum Nachweis der Oberflächenexposition des Fusionsprotein wurde ein

Dot-Blot mit lebenden Zellen angefertigt. Hierbei war kein Signal zu erhalten,

so daß davon ausgegangen werden muß, daß sich das rekombinante Pro-

tein nicht auf der Zelloberfläche befindet.

4.2.3 ZIELGERICHTETE MUTAGENESE

Neben den Versuchen, ein System zur random-Mutagenese aufzubauen,

wurden die für den direct-read-out postulierten Aminosäuren gezielt gegen

andere ausgetauscht. Zu diesem Zweck wurde das Plasmid pQE30 derart

modifiziert, daß über die durch stumme Mutationen in die Gensequenz der

DNA-Bindungsdomäne eingeführten Schnittstellen Oligodesoxynukleotide

kloniert werden konnten, die die Mutationen einführen.

Dazu mußten zwei Schnittstellen für die Restriktionsendonuklease Sca I

deletiert werden. Die im β-Lactamasegen liegende Schnittstelle wurde durch

PCR-Mutagenese entfernt, die zweite Schnittstelle ging durch Religation des

Sca I und Pvu II geschnittenen Plasmids verloren.

  1    2   3   4    5    6   7   8

Flagellin DBD

Fusionsprotein

c-Myb R123

30 kDa

46 kDa
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Abbildung 4-25 Klonierungsstrategie für den Expressionsvektor pQE3041DBD B/S für
die zielgerichtete Mutagenese der c-Myb DNA-Bindungsdomäne. Angegeben sind nur die
wichtigsten Schnittstellen verschiedener Restriktionsendonukleasen, der für die DNA-
Bindungsdomäne bzw. GST codierende Bereich ist als schwarzer Balken hervorgehoben.

Sämtliche Aminosäuren in der dritten Helix des dritten Repeats, denen nach

der NMR-Struktur Kontakte zu den Basen der Erkennungssequenz zugeord-

net werden konnten, waren Ziel der Mutagenese. Es wurden 10 Einzelmu-

tanten und eine Doppelmutante erzeugt, die in der Tabelle 4-1 zusammen-

gefaßt sind.
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Position 179 182 183 186 187
Wildtyp Asp Asn Ala Ile Lys Asn His Trp Asn Ser
N179A Ala
N179D Asp
K182A Ala
K182E Glu
N183A Ala
N183D Asp
N183A/N186A Ala Ala
N186A Ala
N186D Asp
S187A Ala
S187N Asn

Tabelle 4-1 Aufzählung der innerhalb des dritten Repeats erzeugten Mutanten. Die in der
ersten Spalte stehenden Abkürzungen werden im folgenden benutzt.

Die klonierten Vektoren wurden in Zellen des Stammes TG I transformiert,

induziert und die rekombinanten Proteine aufgereinigt. Die Affinität der Pro-

teine zur spezifischen DNA-Sequenz wurde im Gelshift (siehe Kapitel 3.5.5)

gemessen. Um nachzuweisen, ob alle Proteine korrekt gefaltet sind, wurden

CD-Spektren der Mutanten aufgenommen. Da das für die Elution von der

Ni2+NTA-Agarose benutzte Imidazol selbst in geringen Mengen derartige

Untersuchungen stört, wurde alle Mutanten in den Vektor pGex2T umge-

setzt, das Protein an GSH-Sepharose gebunden und der Fusionsanteil ab-

gespalten. Alle hier dargestellten Untersuchungen wurden mit den im GST-

System exprimierten Proteinen durchgeführt.
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Abbildung 4-26 Ablauf der Proteinaufreinigung am Beispiel der S187A. Dargestellt ist
ein Coomassie gefärbtes SDS-Polyacrylamidgel. Bahn 1: 10 kDa-Leiter (Fa. MBI Fermen-
tas), Bahn 2: Zell-Lysat, Bahn 3: Aliquot der GSH-Sepharose vor Thrombin-Spaltung, Bahn
4: Aliquot der GSH-Sepharose nach Thrombin-Spaltung, Bahn 5: Von der GSH-Sepharose
eluiertes Protein.

Die Reinheit der Proteine kann nach dem Coomassie gefärbten SDS-

Polyacrylamidgel auf mehr als 95% abgeschätzt werden. Die erreichten

Konzentrationen lagen je nach Mutante und Aufreinigung im Bereich von 3-4

µM. Anschließend wurden die Proteine durch CD-Spektroskopie auf ihre

Strukturanteile hin untersucht. Alle Mutanten zeigen ein sehr ähnliches CD-

Spektrum, ihr Gehalt an α-Helix liegt jeweils bei 43% (± 5%). Dieser Wert

entspricht dem für den Wildtyp bestimmten Daten [Ebneth 1994] und zeigt,

daß sich die Gesamtstruktur durch die Einführung der Mutationen nicht ge-

ändert hat. Der Verlust der Bindungsfähigkeit einzelner Mutanten beruht al-

so nicht auf einer veränderten Gesamtstruktur, sondern ist auf die Verände-

rung der spezifischen Kontakte zur DNA zurückzuführen.

Die Mutanten wurden im EMSA auf DNA-Bindung untersucht und die Ergeb-

nisse mit dem Programm EasyWin 32 der Fa. Herolab bestimmt.

20 kDa

30 kDa

40 kDa

50 kDa

GST

DBD
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Abbildung 4-27 Autoradiographie eines Gelshifts am Beispiel der Mutante S187N. Die
Konzentration des Oligodesoxynukleotids (Sequenz TTACCTAACTGACACACAT) betrug in
allen Ansätzen 10 nM.

Die ermittelten Daten sind in folgender Tabelle zusammengefaßt:

Mutante Assoziationskonstante [M-1]
Wildtyp 3,2 x 108

N179A <104

N179D nd
K182A <104

K182E nd
N183A <104

N183D nd
N183A/N186A nd

N186A 3,4 x 108

N186D <104

S187A 6,7 x 107

S187N 2,8 x 108

Tabelle 4-2 Ermittelte Bindungskonstante der im Zuge der Arbeit hergestellten Mutanten.
nd=DNA-Bindung nicht nachweisbar, <104=DNA-Bindung nachweisbar, aber so schwach,
daß keine Bindungskonstante berechnet werden kann.

Zusammenfassend kann gesagt werden, daß die Positionen N179, K182

und N183 in ihrer Wichtigkeit für die DNA-Bindung bestätigt werden konn-

ten, während N186 keinen und S187 nur einen geringen Einfluß auf die

DNA-Bindung auszuüben scheinen. Die N186A Mutante wie auch die S187N

0      6     8   10   20  40  60  80  100  150  200  300  nM Protein

Protein/DNA-
Komplex

Freie
DNA
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zeigen im Verhältnis zum Wildtyp keine verminderte Assoziationskonstante,

bei Austausch von Serin 187 gegen Alanin ist eine Abnahme der Bindung

um weniger als Faktor fünf zu beobachten.
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5 DISKUSSION

5.1 EXPRESSION VON FULL-LENGTH C-MYB

In unserem Labor wurden bereits verschiedene prokaryontische Systeme zur

Expression von c-Myb getestet. Es kamen dabei unterschiedliche Promoto-

ren (tac, T5, λ und T7), sowie verschiedene E. coli-Stämme (Lk 111 (λ),

DH5α, JM 109, M 15, TGE 900, SG 13009 und BL21(DE3) zum Einsatz. Die

beste Proteinausbeute betrug ca. 3 µg pro Liter Kulturvolumen. Der größte

Teil des exprimierten Proteins lag in unlöslicher Form vor, bzw. unterlag ei-

ner starken Proteolyse. Auch die Koexpression der Hitzeschockproteine

pGroEL und pGroES führte zu keiner Verbesserung der Löslichkeit [Ebneth

1994]. In dieser Arbeit wurden drei prokaryontische (Koexpression eines

CBP-Fragmentes bzw. von Thioredoxin, Expression als Thioredoxin-

Fusionsprotein) und drei eukaryontische Systeme (Saccharomyces cerevi-

siae, Pichia pastoris und Cos-Zellen) für die Expression des c-Myb Proteins

getestet.

5.1.1 EXPRESSION VON C-MYB IN PROKARYONTEN (E. COLI)

Zwischen einem aus den Aminosäuren 451 bis 721 bestehenden  CBP-

Fragment und dem von Proteasen schnell degradierten C-Terminus von c-

Myb konnten Protein-Protein-Wechselwirkungen nachgewiesen werden

[Kiewitz und Wolfes 1997]. Ferner konnte von einer anderen Arbeitsgruppe

festgestellt werden, daß c-Myb in vitro durch dieses Fragment vor Proteasen

geschützt werden kann [Oelgeschläger et al., 1996]. Aus diesen Gründen

wurde untersucht, ob ein Schutz vor Proteasen auch in vivo aufgebaut und

für die Expression von c-Myb ausgenutzt werden kann. Die gleichzeitige Ex-

pression von c-Myb und dem CBP-Fragment konnte nachgewiesen werden,

allerdings war beim Grad der proteolytischen Degradation von c-Myb kein

Unterschied zu Versuchen ohne Koexpression zu beobachten. Der ange-
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strebte Schutz vor Proteasen konnte nicht aufgebaut werden. Die Bindung

zwischen den Proteinen könnte zu schwach sein, um in der Zelle einen fe-

sten Komplex auszubilden. Es könnte aber auch sein, daß die proteolytische

Degradation schon beginnt, bevor das für E. coli relativ große Multidomä-

nenprotein vollständig synthetisiert ist.

Ein potentes Verfahren zur Gewinnung von Proteinen stellt das Thioredoxin-

Expressionssystem dar. Dabei wird das Zielprotein C-terminal mit dem Pro-

tein Thioredoxin fusioniert, die Expression steht unter der Kontrolle des Ptrp-

Promotors. Thioredoxin als Fusionsanteil soll die Löslichkeit des exprimier-

ten Proteins erhöhen. Als E.coli-Stämme werden GI 698 oder GI 724 ver-

wendet. Sie produzieren den Repressor PtrpcI und unterscheiden sich nur in

der intrazellulären Repressorkonzentration. Die Expression des Fusions-

proteins wurde in beiden Stämmen und bei verschiedenen Inkubationstem-

peraturen getestet. In allen Ansätzen zeigte sich erneut eine starke proteo-

lytische Degradation, die auch mit diesem System nicht überwunden werden

konnte.

Durch die Koexpression von Thioredoxin sollte der Redoxstatus der Bakteri-

enzelle verändert werden, was zu einer erhöhten Löslichkeit exprimierter

Fremdproteine führt. Die Expression von löslichem full-length c-Myb, das mit

diesem System produziert wurde, ist dokumentiert [Yasukawa et al., 1995].

Sowohl mit einem selbst konstruierten Plasmid, als auch mit dem von Yasu-

kawa überlassenen System (Plasmid und E.coli-Stamm) konnte kein full-

length Protein dargestellt werden, was an der wiederum auftretenden voll-

ständigen Proteolyse liegt. Die Löslichkeit der Abbauprodukte von c-Myb

wurde nicht weiter untersucht. Die Experimente der anderen Arbeitsgruppe

konnten in meinen Händen nicht nachvollzogen werden. Eine plausible Er-

klärung dafür steht nicht zur Verfügung.
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5.1.2 EXPRESSION VON C-MYB IN EUKARYONTEN

Da die Expression in Prokaryonten am Problem der proteolytischen Degra-

dation scheiterte, wurden eukaryontische Systeme auf ihre Eignung zur Pro-

duktion von c-Myb untersucht. Hefen sind ein weit verbreitetes System zur

Produktion von Fremdproteinen. Sie sind leicht zu transformieren, haben ein

relativ schnelles Wachstum (2-4 h Generationszeit) und lassen sich in preis-

günstigen Medien kultivieren. In dem Stamm AB 1380 der Hefe Saccha-

romyces cerevisiae wurde die Expression von c-Myb unter der Kontrolle des

Gal 1-Promotors getestet. Das System stellte sich allerdings als ungeeignet

heraus, da keine Expression nachgewiesen werden konnte.

Als zweites Hefe-Expressionssystem wurde Pichia pastoris getestet. C-Myb

konnte in diesem Organismus löslich und intakt produziert werden. Das

Protein konnte aufgereinigt werden und seine Fähigkeit, die spezifische Er-

kennungssequenz zu binden, wurde durch EMSA-Experimente bewiesen.

Die Expression von c-Myb in dieser Hefe war allerdings nicht reproduzierbar,

was an der Homologie zwischen c-Myb und dem Hefetranskriptionsfaktor

BAS1 liegen könnte. Es ist bekannt, daß BAS1 in Hefe die Transkription des

HIS4-Gens reguliert, das im benutzten System als Selektionsmarker dient.

Bei einer Interaktion zwischen c-Myb und dem BAS1-entsprechenden Ho-

mologen in Pichia pastoris würde dies die mangelnde Reproduzierbarkeit

erklären. Ein negativer Effekt von c-Myb würde daher einen Selektionsdruck

auf die Zellen ausüben, der zu HIS4-positiven aber c-Myb negativen Klonen

führt. Trotz zahlreicher Versuche konnten keine neuen exprimierenden Klo-

ne erzeugt werden. Auch der Ansatz, ohne Selektion von Klonen einen voll-

ständigen Transformationsansatz anzuziehen und zu induzieren, zeigte kei-

ne Erfolge, so daß die Arbeiten an diesem System schließlich eingestellt

wurden. Seit kurzem sind neue Expressionsvektoren für Pichia pastoris ver-

fügbar, bei denen die Selektion nicht durch die HIS4-Auxotrophie, sondern

eine plasmidkodierte Resistenz gegen das Antibiotikum Zeocin vermittelt

wird. Eine Verwendung dieser Vektoren könnte dazu beitragen, die aufge-
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tretenen Probleme zu eliminieren. Da mit den Cos-Zellen jedoch inzwischen

ein funktionierendes System für die Expression etabliert werden konnte,

wurden diese Versuche nicht durchgeführt.

Mit der Verwendung von Cos-Zellen wurde ein System gefunden, das repro-

duzierbar sowohl für die intrazelluläre, als auch die sekretorische Expression

von full-length c-Myb benutzt werden kann. Das Protein ist löslich und nicht

proteolytisch degradiert. Die Proteinausbeute kann bis jetzt nur abgeschätzt

werden, voraussichtlich sind Kulturvolumina von über einem Liter nötig, um 1

mg Myb-Protein zu produzieren. Die (im Vergleich zu Bakterien oder Hefen)

langen Generationszeiten der Cos-Zellen sorgen dafür, daß bei Abgabe der

Arbeit keine weiteren Daten über Menge und Bindungsfähigkeit des rekom-

binanten Proteins zur Verfügung stehen. Es sind noch weitere Optimierun-

gen der Transfektions-, Expressions- und Aufreinigungsbedingungen nötig.

5.2 MUTAGENESESTUDIEN

Der zweite Teil dieser Arbeit bestand in der Charakterisierung der an der

DNA-Erkennung beteiligten Aminosäuren in der DNA-Bindungsdomäne von

c-Myb. Ein besonderes Augenmerk wurde hierbei auf die dritte Helix des

dritten Repeats gelegt, da hier der größte Teil der direkten Protein-DNA

Kontakte lokalisiert ist.

Um im genannten Bereich möglichst einfach Mutationen einfügen zu können,

wurden durch PCR-Mutagenese zusätzliche Schnittstellen (BsiW I, Sca I)

generiert. Durch die Insertion von Oligodesoxynukleotiden konnten, sowohl

zielgerichtete, als auch ungerichtete Mutagenesen in diesem Bereich ein-

geführt werden.
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5.2.1 RANDOM-MUTAGENESE

Eine random-Mutagenese erlaubt mit einem geringen Zeitaufwand viele

Mutationen zu untersuchen, allerdings muß dafür ein System zu Verfügung

stehen, das eine Kopplung zwischen dem beobachteten Phänotyp und der

erzeugten Mutation liefert. Die in dieser Arbeit getesteten Systeme sollten es

ermöglichen, durch Selektionszyklen Proteine anzureichern, die eine Spezi-

fität für die angebotene Ziel-DNA zeigen. Auf diese Weise können nicht nur

die Evidenzen einzelner Aminosäuren für die Erkennung der DNA-Sequenz

bestimmt werden, sondern, allein durch die Wahl einer anderen Zielse-

quenz, auch Proteine mit einer anderen Spezifität erzeugt werden.

Für das Screening von random-Mutanten wurde das Phage-Display-System

getestet. Dazu wurde der für die DNA-Bindungsdomäne kodierende Bereich

in eine modifizierte Version des Phagemid-Vektors pCantab 5E kloniert und

rekombinante Phagen erzeugt. Die Präsentation der DBD konnte aber erst

nachgewiesen werden, nachdem das Leseraster im Übergang zwischen der

pelB-leader-Sequenz und dem Fusionsanteil verschoben wurde. Diese Tat-

sache stimmt mit einer 1995 veröffentlichten Beobachtung überein

[Jacobsson und Frykberg 1995]. Darin wird beschrieben, daß zwischen 90

und 100% der angereicherten Sequenzen nach Selektion gegen einen Li-

ganden nicht im eigentlichen Leseraster des Vektors liegen, sondern eine

Leserasterverschiebung (Frameshift) aufweisen. Dieses Phänomen ist mit

der Möglichkeit einer ribosomal slippage, also einem „Stottern“ der Riboso-

men während der Translation, zu erklären. Obwohl nach dem Verschieben

des Leserasters die Oberflächenpräsentation des Fusionsproteins nachge-

wiesen werden konnte, war das System für eine random-Mutagenese nicht

geeignet, da das Fusionsprotein nicht in der Lage war, DNA zu binden. Ver-

mutlich sind sterische Hinderungen der Grund für dieses Verhalten, da es

sich um eine C-terminale Fusion direkt hinter dem für die DNA-Bindung ver-

antwortlichen Bereich handelte.
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Das zweite im Rahmen der Random-Mutagenese getestete System war eine

modifiziert Variante des FliTrx Peptide-Display-System (Fa. Invitrogen). Da-

bei befindet sich der Fusionsanteil nicht am C-Terminus (wie im Phage-

Display-System), sondern am N-Terminus der Myb DNA-Bindungsdomäne.

Die Oberflächenpräsentation des Fusionsproteins auf E. coli-Zellen gelang

jedoch nicht: Das Fusionsprotein wurde zwar produziert, aber den Untersu-

chungen nach nicht korrekt prozessiert. Vielleicht können unter Verzicht auf

den C-Terminus des Flagellin keine größeren Proteine präsentiert werden

(bisher sind nur Experimente mit kurzen Peptiden veröffentlicht) [Vanetti

1997; Weigel 1997].

5.2.2 ZIELGERICHTETE MUTAGENESE

Durch zielgerichtete Mutagenese konnten zwei Aminosäuren bestimmt wer-

den, die nur einen kleinen (S187) oder keinen Beitrag (N186) zum direct-

read-out leisten, obwohl sie nach der NMR-Struktur direkte Kontakte zu den

Basen der DNA ausbilden sollten. Die Evidenz von zwei anderen unter-

suchten Aminosäuren (K182 und N183) konnten bestätigt werden, während

die Bedeutung von N179 größer ist als bisher beschrieben.

Der Aminosäure N179 wird ein

Kontakt zum mittleren Adenin (A5)

des AAC-Motivs zugeschrieben.

Der Abstand zwischen der Car-

bonylgruppe des Asparagins und

der Aminogruppe des Adenins be-

trägt 4,7 Å und ist damit eigentlich

zu groß für eine gute Wasserstoff-

brücke. Die Bindung wird von

Ogata et al. [1994] auch zu den

schwächeren Interaktionen ge-

rechnet, die von den Autoren nicht

Abbildung 5-1 Asparagin 179 und seine
möglichen Kontakte (die Nummerierung be-
zieht sich auf Abbildung 2-4)
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in allen aufgenommenen Einzelstrukturen nachzuweisen war. Die an dieser

Position eingeführten Mutationen sprechen dagegen für eine starke Bindung

zwischen der Aminosäure und der Base, da die Substitution durch Alanin zu

einem nahezu vollständigen Verlust der DNA-Bindung führt. Allerdings soll

die gleiche Base zusätzlich durch N136 erkannt werden. Eine Wechselwir-

kung zwischen diesen beiden Aminosäuren scheint durchaus möglich und

würde beide DNA-Kontakte stärken. In der Alaninmutante würde die starke

Einbuße in der Bindungsstärke dann auf der gleichzeitigen Schwächung

zweier Kontakte zur DNA beruhen.

Lysin182 soll zwei Kontakte mit dem zum Cytosin komplementären Guanin

(G6) des AAC-Motivs ausbilden.

Der Abstand beträgt in der veröf-

fentlichten Struktur 2,8 Å, es han-

delt sich hier um eine starke

Wechselwirkung, was durch die

beiden Mutanten K182A und

K182E belegt werden kann. Beide

Mutationen haben drastische Ver-

minderungen der DNA-Bindungs-

fähigkeit zur Folge (Faktor 104 und

mehr).

Abbildung 5-2 Lysin 182 und seine mögli-
chen Kontakte
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Auch N183 soll zwei Wasserstoff-

brücken gleichzeitig mit einer Base

ausbilden und zwar mit dem ersten

Adenin (A4) der AAC-Sequenz.

Auch diese Kontakte sind als star-

ke Wechselwirkungen einzuord-

nen, der Abstand  zwischen Ami-

nosäure und Base liegt bei 2,8 Å.

Ebenso wie bei den beiden zuvor

beschriebenen Aminosäuren führt

eine Mutation zu Alanin zu einer

Reduktion der Bindungsfähigkeit

um den Faktor 104, während der

Austausch gegen Aspartat die spezifische Bindung vollständig verhindert.

Nach dem Strukturmodell soll N186 Kontakte zu beiden Thyminen (T4 und

T5) komplementär zum AAC-Motiv

ausbilden. Trotz eines Abstandes

von 4,8 Å bzw. 5,4 Å zwischen der

Amino-Gruppe des Asparagins und

den beiden Carbonyl-Gruppen der

Thymine wurde im Modell die Bin-

dung zum T5 den starken Wech-

selwirkungen zugeordnet. Dieser

Aussage widersprechen aber die

vorliegenden Ergebnisse, weil eine

Mutation zu Alanin keinen Effekt

auf die DNA-Bindung hat, und

selbst eine Aspartat-Mutante, die

eine negative Ladung einbringt,

noch eine geringe Bindungsfähig-

keit zeigt. Die nachgewiesene ho-

Abbildung 5-3 Asparagin 183 und seine
möglichen Kontakte

Abbildung 5-4 Asparagin 186 und seine
möglichen Kontakte
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he Affinität der N186A zur spezifischen DNA-Sequenz steht ebenfalls im Wi-

derspruch zu veröffentlichten Daten einer anderen Gruppe [Gabrielsen et

al., 1991]. Allerdings muß hier berücksichtigt werden, daß bei diesen Unter-

suchungen nur verkürzte, aus den Repeats 2 und 3 bestehende Proteine

zum Einsatz kamen. Da von unserer Arbeitsgruppe ein stabilisierender Ef-

fekt von Repeat 1 bei der spezifischen DNA-Bindung nachgewiesen wurde

[Ebneth et al., 1994], ergibt sich die Notwendigkeit, Untersuchungen zu

Struktur-Funktionsbeziehung im Kontext der gesamten DNA-

Bindungsdomäne durchzuführen.

Die Interaktion zwischen S187 und dem vor dem AAC-Motiv gelegenen

Thymin (T3) gehört in die Gruppe

der schwachen Kontakte, obwohl

der Abstand mit 3,2 Å nicht allzu

groß ausfällt. Diese Vorhersage

konnte durch diese Arbeit bestätigt

werden. Die S187A und S187N

Mutanten besaßen nämlich eine

Affinität zur spezifischen DNA-

Sequenz, die in der gleichen Grö-

ßenordnung lag wie sie für den

Wildtyp [Schweers 1993] beschrie-

ben ist. Diese Beobachtung wurde

kürzlich auch von einer anderen

Gruppe veröffentlicht [Oda et al.,

1997]. Allerdings stellte diese Gruppe in Experimenten mit der S187N Mu-

tante eine um den Faktor zehn verringerte Assoziationskonstante gegenüber

dem Wildtyp-Protein fest, wohingegen in dieser Arbeit eine dem Wildtyp

entsprechende Assoziationskonstante ermittelt werden konnte.

Der Widerspruch ist erklärbar durch die Verwendung nicht identischer Sy-

steme. Oda et al. untersuchten Proteine, die nur aus den Repeats zwei und

drei bestanden, während in dieser Arbeit der gesamte N-Terminus von

Abbildung 5-5 Serin 187 und seine mögli-
chen Kontakte
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c-Myb benutzt wurde, also auch Repeat 1 enthalten war. Ein zweiter wichti-

ger Unterschied ist an Position 130 in der DNA-Bindungsdomäne zu finden.

Oda et al. arbeiten prinzipiell mit einer Mutante (C130I) an dieser Position,

um die Proteinaufreinigung zu vereinfachen. Die Reduktion dieses Cystein-

Restes ist essentiell für die Fähigkeit des Myb-Proteins, DNA zu binden.

Offensichtlich verhindert ein oxidiertes Cystein 130 die korrekte Faltung der

dritten Helix des zweiten Repeats während der DNA-Bindung [Ebneth et al.,

1994; Guehmann et al., 1992]. Alle von Oda et al. verwendeten Mutanten

sind daher Doppelmutanten, während bei den in dieser Arbeit vorgestellten

Mutanten das Cystein erhalten blieb.

Die Bedeutung des Kontaktes von S187 zum T3 für die Spezifität der DNA-

Bindung ist fraglich, da ein Serin sowohl über die Protonen der OH-Gruppe

als auch über ein freies Elektronenpaar des Sauerstoffs Wasserstoffbrücken

ausbilden kann. Es ist deshalb in der Lage, mit jeder Base an dieser Position

eine Wechselwirkung einzugehen. Deshalb sollte dieser Kontakt nur allge-

mein zur Bindungsstärke beitragen. Wie die Daten zeigen, ist auch dieser

Effekt erstaunlich gering.

Da das Strukturmodell der DNA-Bindungsdomäne nicht durch Mutagenese-

studien untermauert ist, sind auch Untersuchungen der Aminosäuren aus

Repeat zwei (speziell N136) von Interesse. Sinnvoll wäre auch der Versuch,

für nicht mehr bindungsfähige Mutanten die weggefallenen Kontakte durch

DNA-Substitutionen wieder aufzubauen und so die Relevanz der mutierten

Aminosäuren zu belegen.

Grundsätzlich konnte das NMR-Modell nur zum Teil bestätigt werden. Für

drei der fünf getesteten Aminosäuren gibt es deutliche Unterschiede zu den

postulierten Kontakten. So stellt der Kontakt zwischen N179 und A5 eindeu-

tig keine schwache, sondern eine starke Wechselwirkung dar. Die für S187

postulierten Interaktionen können allenfalls als sehr schwach angesehen

werden und die Funktion von N186 sollte vollkommen neu überdacht wer-

den. Keine der für diese Aminosäure beschriebenen Wechselwirkungen

konnte in dieser Arbeit bestätigt werden. Sie hat allen Ergebnissen zufolge
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keinen Anteil an der direkten Bindung der spezifischen DNA-

Bindungssequenz.

Es steht außer Frage, daß die Über-Alles-Struktur der Repeats mit drei α-

Helices korrekt ist. Allerdings erscheint die Feinstruktur im Komplex mit der

DNA entgegen der nominellen Auflösung (1,34 Å ± 0,22 Å für die DNA und

das Peptid-Rückgrat, bzw. 1,65 Å ± 0,18 Å für die Seitenketten) noch zu un-

genau. Selbstverständlich kann man als Benutzer einer vorgegebenen

Struktur kaum ihre Güte im Detail beurteilen. Die biochemischen Daten

sprechen aber dafür, daß die Struktur noch überarbeitet werden muß.
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7 ANHANG

DNA-Sequenz des Protoonkogens c-myb (Mus musculus) sowie der transla-

tierten Proteinsequenz:

1/1                                     31/11

ATG GCC CGG AGA CCC CGA CAC AGC ATC TAC AGT AGC GAT GAA GAT GAT GAA GAC ATT GAG

Met ala arg arg pro arg his ser ile tyr ser ser asp glu asp asp glu asp ile glu

61/21                                   91/31

ATG TGT GAC CAT GAC TAC GAT GGG CTG CTG CCC AAA TCT GGA AAG CGT CAC TTG GGG AAA

met cys asp his asp tyr asp gly leu leu pro lys ser gly lys arg his leu gly lys

121/41                                  151/51

ACT AGG TGG ACA AGG GAA GAG GAT GAG AAG CTG AAG AAG CTG GTG GAA CAG AAC GGA ACA

thr arg trp thr arg glu glu asp glu lys leu lys lys leu val glu gln asn gly thr

181/61                                  211/71

GAC GAC TGG AAA GTC ATT GCC AAT TAT CTG CCC AAC CGG ACA GAT GTA CAG TGC CAA CAC

asp asp trp lys val ile ala asn tyr leu pro asn arg thr asp val gln cys gln his

241/81                                  271/91

CGG TGG CAG AAA GTG CTG AAC CCT GAA CTC ATC AAA GGT CCC TGG ACC AAA GAA GAA GAT

arg trp gln lys val leu asn pro glu leu ile lys gly pro trp thr lys glu glu asp

301/101                                 331/111

CAG AGA GTC ATA AAG CTT GTC CAG AAA TAT GGT CCG AAG CGT TGG TCT GTT ATT GCC AAG

gln arg val ile lys leu val gln lys tyr gly pro lys arg trp ser val ile ala lys

361/121                                 391/131

CAC TTA AAA GGG AGA ATT GGA AAG CAG TGT CGG GAG AGG TGG CAC AAC CAT TTG AAT CCA

his leu lys gly arg ile gly lys gln cys arg glu arg trp his asn his leu asn pro

421/141                                 451/151

GAA GTT AAG AAA ACC TCC TGG ACA GAA GAG GAG GAC AGA ATC ATT TAC CAG GCA CAC AAG

glu val lys lys thr ser trp thr glu glu glu asp arg ile ile tyr gln ala his lys

481/161                                 511/171

CGT CTG GGG AAC AGA TGG GCA GAG ATC GCA AAG CTG CTG CCC GGA CGG ACT GAT AAT GCT

arg leu gly asn arg trp ala glu ile ala lys leu leu pro gly arg thr asp asn ala

541/181                                 571/191

ATC AAG AAC CAC TGG AAT TCC ACC ATG CGT CGC AAG GTG GAA CAG GAA GGC TAC CTG CAG

ile lys asn his trp asn ser thr met arg arg lys val glu gln glu gly tyr leu gln

601/201                                 631/211

AAG CCT TCC AAA GCC AGC CAG ACG CCA GTG GCC ACG AGC TTC CAG AAG AAC AAT CAT TTG

lys pro ser lys ala ser gln thr pro val ala thr ser phe gln lys asn asn his leu
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661/221                                 691/231

ATG GGG TTT GGG CAT GCC TCA CCT CCA TCT CAG CTC TCT CCA AGT GGC CAG TCC TCC GTC

met gly phe gly his ala ser pro pro ser gln leu ser pro ser gly gln ser ser val

721/241                                 751/251

AAC AGC GAA TAT CCC TAT TAC CAC ATC GCC GAA GCA CAA AAC ATC TCC AGT CAC GTT CCC

asn ser glu tyr pro tyr tyr his ile ala glu ala gln asn ile ser ser his val pro

781/261                                 811/271

TAT CCT GTC GCA TTG CAT GTT AAT ATA GTC AAC GTC CCT CAG CCG GCT GCG GCA GCC ATC

tyr pro val ala leu his val asn ile val asn val pro gln pro ala ala ala ala ile

841/281                                 871/291

CAG AGA CAC TAT AAC GAC GAA GAC CCT GAG AAG GAA AAG CGA ATA AAG GAG CTG GAG TTG

gln arg his tyr asn asp glu asp pro glu lys glu lys arg ile lys glu leu glu leu

901/301                                 931/311

CTC CTG ATG TCA ACA GAG AAC GAG CTG AAG GGA CAG CAG GCA TTA CCA ACA CAG AAC CAC

leu leu met ser thr glu asn glu leu lys gly gln gln ala leu pro thr gln asn his

961/321                                 991/331

ACT TGC AGC TAC CCC GGG TGG CAC AGC ACC TCC ATT GTG GAC CAG ACC AGA CCT CAT GGG

thr cys ser tyr pro gly trp his ser thr ser ile val asp gln thr arg pro his gly

1021/341                                1051/351

GAT AGT GCA CCT GTT TCC TGT TTG GGA GAA CAC CAT GCC ACC CCA TCT CTG CCT GCA GAT

asp ser ala pro val ser cys leu gly glu his his ala thr pro ser leu pro ala asp

1081/361                                1111/371

CCC GGC TCC CTA CCT GAA GAA AGT GCC TCA CCA GCA AGG TGC ATG ATC GTC CAC CAG GGC

pro gly ser leu pro glu glu ser ala ser pro ala arg cys met ile val his gln gly

1141/381                                1171/391

ACC ATT CTG GAC AAT GTT AAG AAC CTC TTA GAA TTT GCA GAA ACA CTC CAG TTT ATA GAT

thr ile leu asp asn val lys asn leu leu glu phe ala glu thr leu gln phe ile asp

1201/401                                1231/411

TCT TTC TTG AAC ACT TCC AGC AAC CAT GAA AAC TCG GGC TTA GAT GCA CCT ACC TTA CCC

ser phe leu asn thr ser ser asn his glu asn ser gly leu asp ala pro thr leu pro

1261/421                                1291/431

TCC ACT CCT CTC ATT GGT CAC AAA CTG ACA CCA TGT CGA GAC CAG ACT GTG AAA ACC CAG

ser thr pro leu ile gly his lys leu thr pro cys arg asp gln thr val lys thr gln

1321/441                                1351/451

AAG GAA AAT TCC ATC TTT AGA ACT CCA GCT ATC AAA AGG TCA ATC CTC GAA AGC TCT CCT

lys glu asn ser ile phe arg thr pro ala ile lys arg ser ile leu glu ser ser pro

1381/461                                1411/471

CGA ACT CCC ACA CCA TTC AAA CAT GCC CTT GCA GCT CAA GAA ATT AAA TAC GGT CCC CTG

arg thr pro thr pro phe lys his ala leu ala ala gln glu ile lys tyr gly pro leu

1441/481                                1471/491

AAG ATG CTA CCT CAG ACC CCC TCC CAT GCA GTG GAG GAC CTA CAA GAT GTG ATT AAG CGG

lys met leu pro gln thr pro ser his ala val glu asp leu gln asp val ile lys arg
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1501/501                                1531/511

GAA TCG GAT GAA TCT GGA ATT GTT GCT GAG TTT CAA GAG AGT GGA CCA CCG TTA CTG AAA

glu ser asp glu ser gly ile val ala glu phe gln glu ser gly pro pro leu leu lys

1561/521                                1591/531

AAA ATC AAG CAG GCG GTG GAG TCG CCA ACT GAG AAA TCG GGA AAC TTC TTC TGC TCA AAC

lys ile lys gln ala val glu ser pro thr glu lys ser gly asn phe phe cys ser asn

1621/541                                1651/551

CAC TGG GCA GAG AAC AGC CTG AGC ACC CAA CTG TTC TCG CAG GCG TCT CCT GTG GCA GAT

his trp ala glu asn ser leu ser thr gln leu phe ser gln ala ser pro val ala asp

1681/561                                1711/571

GCC CCA AAT ATT CTT ACA AGC TCT GTT TTA ATG ACA CCT GTA TCA GAA GAT GAA GAC AAT

ala pro asn ile leu thr ser ser val leu met thr pro val ser glu asp glu asp asn

1741/581                                1771/591

GTC CTC AAA GCC TTT ACC GTA CCT AAG AAC AGG CCC CTG GTG GGT CCC TTG CAG CCA TGC

val leu lys ala phe thr val pro lys asn arg pro leu val gly pro leu gln pro cys

1801/601                                1831/611

AGT GGT GCC TGG GAG CCA GCA TCC TGT GGG AAG ACA GAG GAC CAG ATG ACG GCC TCC GGT

ser gly ala trp glu pro ala ser cys gly lys thr glu asp gln met thr ala ser gly

1861/621                                1891/631

CCG GCT CGG AAA TAC GTG AAC GCG TTC TCA GCT CGA ACT CTG GTC ATG

pro ala arg lys tyr val asn ala phe ser ala arg thr leu val met
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