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1 Zusammenfassung

Die carboxyterminale Region von aff Tubulin ist an der dulleren Oberfliche der
Mikrotubuli lokalisiert und Gegenstand einer Vielzahl posttranslationaler Modi-
fikationen. Unter Polyglutamylierung und —glycinylierung versteht man dabei das
Anfiigen einer Glutamat- bzw. Glycin-Seitenkette variabler Lange durch die Bildung
einer Isopeptidbindung mit der y-Carboxylatgruppe bestimmter Glutaminsdurereste in
der carboxyterminalen Doméne. Obwohl diese Modifikationen die Mikrotubuli-
Funktion durch Regulation der Interaktion mit assoziierten Proteinen wesentlich
beeinflussen konnen, war zu Beginn der vorliegenden Arbeit noch nichts iiber
beteiligte Enzymsysteme bekannt.

Trypanosomen wie Crithidia fasciculata besitzen ein stabiles Cytoskelett, dessen
Mikrotubuli ausgiebig durch Polyglutamylierung modifiziert sind. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte durch einen in-vitro Glutamylierungs-Test gezeigt werden, dal} isolierte
Cytoskelette aus Trypanosomen eine enzymatische Aktivitdt enthalten, die ATP-
abhingig Glutamat in o3 Tubulin inkorporiert. Die Glutamylierungsaktivitdt wird
durch Behandlung der Cytoskelette mit 0,25 M NaCl solubilisiert und kann durch ein
Reinigungsschema bestehend aus ATP-Affinitdtschromatographie, Glycerin-Dichte-
gradientenzentrifugation und Hydroxyapatitchromatographie fast 1000 fach
angereichert werden. Gereinigte Fraktionen konnten stabil aufbewahrt und fiir in-vitro
Glutamylierungstests eingesetzt werden. Nach Extraktion vom Cytoskelett
sedimentiert ein Teil des Enzyms als 7 S-Komplex mit af§ Tubulin, nach Entfernung
des Tubulins verhilt sich die Glutamylase jedoch als globuléres Protein von etwa 3 S.
Weitere grundlegende enyzmatische Eigenschaften sind eine ausgeprigte
Salzempfindlichkeit, sowie ein hohes pH-Optimum. Die Crithidia Tubulin
Polyglutamylase akzeptiert Tubulin aus Sdugerhirn als Substrat und inkorporiert
Glutamat vorzugsweise in die sauersten Isoformen von - und B-Hirntubulin.
Synthetische Peptide, die die carboxyterminalen 15 bzw. 19 Reste von aund £
Tubulin aus Sdugerhirn reprisentieren, sind ebenfalls Substrate der Tubulin
Polyglutamylase. Die Glutamylierung von synthetischen Peptiden kann durch
MALDI-TOF-Massenspektroskopie oder Anionenaustauschchromatographie verfolgt
werden. Um als Substrat akzeptiert zu werden, miissen die Peptide minimal einen
Glutamatrest mit einer freien a-Carboxylatgruppe zur Verfiigung stellen, an die die
weiteren Glutamatreste dann schrittweise addiert werden. Da das Produkt eines jeden
Glutamylierungsschritts wiederum die Voraussetzung fiir den niachsten Zyklus erfiillt,
konnen mit Hirntubulin als Substrat sehr lange Seitenketten gebildet werden und bis
zu 70 Mole Glutamat pro af Heterodimer wurden durch das Enzym inkorporiert.

Die Bildung einer Isopeptidbindung zur Initiation einer neuen Seitenkette wurde im
Enzym-Peptid-System nicht beobachtet und scheint das intakte Tubulin-Molekiil zu
bendtigen. Diese ,,Verzweigungaktivitit® kann jedoch durch einen immunologischen
Assay, der nicht-glutamyliertes Hefetubulin und den glutamylierungsspezifischen



Antikorper GT335 verwendet, in den gereinigten Fraktionen der Crithidia Tubulin
Polyglutamylase nachgewiesen werden.

Basierend auf Peptidsequenz-Informationen aus einem 40 kD-Polypeptid, das in der
Anionenaustauschchromatographie mit der Glutamylierungsaktivitidt koeluierte,
wurde die cDNA eines 7.brucei-Homologs des La RNA-Bindungsproteins kloniert.
Die ¢cDNA wurde als GST-Fusionsprotein in E.coli exprimiert und das rekombinante
Protein hatte RNA-Bindungsaktivitét.

Hochangereicherte Préparationen der Polyglutamylase zeigten ein einzelnes
Polypeptid von 54 kD, das in der Hydroxyapatitchromatographie mit der Glutamy-
lierungsaktivitit koeluierte. Nach direkter Sequenzierung von p54-Peptiden, konnte
die korrespondierende cDNA durch RT-PCR mit degenerierten Primern kloniert
werden. Das Crithidia-Protein wurde als Mitglied der NIMA-Familie von putativen
Zellzyklus-Regulatoren identifiziert. Diese Proteine leiten sich vom Mitose-Regulator
NIMA aus Aspergillus nidulans ab und besitzen eine katalytische Doméne, die sie in
die Superfamilie eukaryontischer Serin/Threonin-Kinasen einordnet. Die Iden-
tifizierung von p54 als Crithidia-NIMA-verwandte Kinase-1 (CNK-1) eroffnet die
Moglichkeit, dal NIMA-verwandte Proteine, direkt oder indirekt, iiber die
posttranslationale Glutamylierung von Mikrotubuli wirken.

Schlagworter: Tubulin, Polyglutamylierung, posttranslationale Modifikationen



10

Summary

The carboxyterminal region of af} tubulin is located at the outer surface of the
microtubule and subject to a number of posttranslational modifications. Poly-
glutamylation and —glycylation consist of the addition of a glutamic acid- or glycine-
side chain of variable length via the formation of an isopeptide bond with the y-
carboxylate of a particular glutamic acid residue located in the carboxyterminal
domain. While these modifications can influence microtubule function by the
regulation of interactions with associated proteins, nothing was known about the
enzymes involved in this process when this study was started in 1998.
Trypanosomatids like Crithidia fasciculata have a stable microtubular cytoskeleton
which is extensively modified by polyglutamylation. In this work an in-vitro
glutamylation assay is used to demonstrate that isolated trypanosomal cytoskeletons
contain an enzymatic activity that incorporates glutamic acid into aff tubulin in an
ATP-dependent manner. The glutamylation activity is solubilised by treating the
cytoskeletons with 0,25 M NaCl and can be enriched nearly 1000 fold by a
purification scheme consisting of ATP-affinity chromatography, glycerol gradient
centrifugation and hydroxyapatite chromatography. Purified enzyme fractions could
be stored at —70°C and used for in-vitro glutamylation assays. After extraction from
the microtubular cytoskeleton part of the enzyme forms a 7 S complex with af
tubulin. After removal of tubulin the enzyme behaves as a globular protein of about 3
S. Basic enzyme characteristics include a pronounced sensitivity to salt and a high
pH-optimum. The Crithidia tubulin polyglutamylase recognises mammalian brain
tubulin where it incorporates glutamic acid preferentially into the more acidic
isoforms of both a and f tubulins.

Synthetic peptides representing the carboxyterminal 15 and 19 residues of mammalian
brain a- and p-tubulins, respectively, are substrates of Crithidia tubulin
polyglutamylase. Glutamylation of synthetic peptides can be followed by MALDI-
TOF mass spectrometry or anion exchange chromatography. To act as substrates the
peptides must minimally provide a glutamic acid residue with a free a.-carboxylate
group to which the additional glutamates are added in a stepwise manner. Since the
product of each glutamylation step fulfills the sequence requirement necessary for the
next cycle, very long side chains are generated with brain tubulin as a substrate. Up to
70 moles of glutamic acid were incorporated per o3 heterodimer.

The generation of an isopeptide bond necessary for the initiation of a novel side chain
was not detected in the enzyme-peptide system and thus seems to require the intact
tubulin molecule. This ,,branching activity was detected in Crithidia tubulin
polyglutamylase fractions using an immunological assay which employs
unglutamylated yeast tubulin and the glutamylation-specific antibody GT335.

Based on peptide sequence information obtained from a 40 kD polypeptide
copurifying with the glutamylation activity in an anion exchange chromatography, the
cDNA of a T.brucei homolog of the La RNA-binding protein was cloned. The cDNA
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was expressed as a GST-fusion protein in E.coli and the recombinant protein had
RNA-binding activity.

Highly enriched preparations of tubulin polyglutamylase showed a single 54 kD
polypeptide coeluting with the glutamylation activity during hydroxyapatite
chromatography. Following direct sequencing of p54 peptides, the corresponding
cDNA was cloned using RT-PCR with degenerate primers. The Crithidia protein was
identified as a member of the NIMA-family of putative cell cycle regulators. These
proteins are related to the mitotic regulator NIMA of Aspergillus nidulans and contain
a catalytic domain common to the superfamily of eukaryotic serine/threonine kinases.
The identification of p54 as Crithidia NIMA-related kinase-1 (CNK-1) raises the
possibility that NIMA-related proteins may, directly or indirectly, function via the
posttranslational glutamylation of microtubules.

Keywords:  Tubulin, polyglutamylation, posttranslational modifications
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2 Einleitung

Als ein Hauptbestandteil des Cytoskeletts eukaryontischer Zellen sind Mikrotubuli an
einer Vielzahl zelluldrer Prozesse beteiligt: Wahrend der Zellteilung bilden sie die
Mitosespindel aus, sie sind als Komponenten des Axonems von Cilien und Flagellen
fiir die Beweglichkeit von Zellen verantwortlich und sie dienen als Transportbahnen
entlang derer Vesikel und Organellen innerhalb der Zelle mit Hilfe von
Motorproteinen bewegt werden konnen (Hyams und Loyd, 1993). Wihrend ihre
filamentartige Struktur bereits im 19.Jahrhundert durch lichtmikroskopische
Untersuchungen beschrieben wurde, ist die Bezeichnung ,,Mikrotubuli* erst seit 1963
gebriuchlich. Durch Bindung von Tritium-markiertem Colchicin konnte schliesslich
das Protein ,,Tubulin®, das fiir den Aufbau der Mitosespindel verantwortlich ist,
isoliert werden (Dustin, 1984). Tubulin ist ein af Heterodimer von 110 kD, die Kopf-
Schwanz-Assoziation der Dimere fiihrt zur Ausbildung von linearen Protofilamenten.
Die laterale Assoziation von in der Regel 13 Protofilamenten ergibt die Wande der
zylinderartigen Mikrotubuli, die einen &dusseren Durchmesser von 25 nm haben.
Mikrotubuli sind polare Strukturen mit einem schnell wachsenden (+) Ende und
einem (—) Ende, das eher Untereinheiten verliert. Dabei wird das (—) Ende eines
Mikrotubulus oft durch Einbettung in ein MTOC (Mikrotubuli-organisierende
Zentren), das ein Centrosom, ein Basalkdrper oder Spindelpolkoérper sein kann,
stabilisiert. Das Verhalten individueller Mikrotubuli wird durch das Phénomen der
dynamischen Instabilitdt beschrieben. Dabei gehen Mikrotubuli von einer Phase
langsamen Wachstums in eine plotzliche Verkiirzung tiber (,,Katastrophe®) oder die
rapide Verkiirzung wird plotzlich gestoppt und es beginnt eine neue Wachstumsphase
(,,Rettung®). Neuere Untersuchungen zeigen, dal} assoziierte Proteine die Dynamik
von Mikrotubuli in vivo durch die Anderung der Frequenz von Katastrophen und
Rettungen beeinflussen konnen (Desai und Mitchison, 1997). Chemische Grundlage
fiir die dynamische Instabilitdt ist die verzogerte Hydrolyse von GTP an der f3-
Untereinheit, durch die der Mikrotubulus am (+) Ende eine GTP-Kappe erhilt, die das
weitere Wachstum begiinstigt. Plotzlicher Verlust der Kappe zieht dann eine rasches
Schrumpfen des Mikrotubulus nach sich (Mitchison und Kirschner, 1984).

Durch die elektronenkristallographischen Arbeiten von Nogales et al. ist seit kurzem
eine atomare Struktur des Tubulin-Heterodimers in einer Auflésung von 3,7
Angstrom zuginglich (Nogales et al., 1998). Die Strukturen beider Untereinheiten
sind dabei im wesentlichen identisch und konnen in drei funktionelle Doménen
eingeteilt werden: Die N-terminale Doméne zeigt einen ,,Rossman-Fold*, der typisch
fiir Nucleotid-bindende Proteine ist. Die mittlere Doméne bildet beim f3-Tubulin die
Bindungsstelle fiir Taxol und die C-terminale Doméne wird von den Helices H11 und
H12 gebildet, die an der Aussenseite des Protofilaments liegen (Abb. 1). Die letzten
10 Reste des a-Tubulins und die letzten 18 Reste des f-Tubulins sind zwar in der
Kristallstruktur nicht aufgeldst, sie miissen jedoch ebenfalls an der Aussenseite des
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Mikrotubulus liegen und diirften damit an Interaktionen zwischen Mikrotubuli und
Motorproteinen oder anderen assoziierten Proteine beteiligt sein. Es ist
bemerkenswert, da3 die atomare Struktur von aff Tubulin sehr dhnlich mit der des
bakteriellen Zellteilungsproteins FtsZ ist (Lowe und Amos, 1998). FtsZ kann, genau
wie Tubulin, Protofilamente ausbilden, die durch GTP-Hydrolyse von einer
gestreckten in eine gekriimmte Konformation iibergehen konnen (Erickson, 2001). Es
scheint sich also bei diesem fiir die bakterielle Zellteilung wichtigen Protein um einen
prokaryontischen Vorldufer der Tubuline zu handeln.

Abb.1: 3-D-Struktur eines af-Tu-
bulin Heterodimers (Nogales et al.,
1998). Die Strukturen der beiden
Untereinheiten sind praktisch iden-
tisch. An der B-Untereinheit ist ein
Molekiil GDP, an der a-Unter-
einheit ein Molekiil GTP gebunden
(rot). Ausserdem sieht man die
Bindung von Taxol (gelb) an der {-
Untereinheit. Legt man die
Orientierung des Heterodimers im
Mikrotubuli zugrunde, so blickt
man in dieser Abbildung auf die
Aussenseite eines Protofilaments.
Man sieht, daBl die &dussere
Oberfliache von zwei fast parallelen
Helices (H11 und H12, siehe Pfei-
le) gebildet wird.

Wihrend zunéchst nur die Grundbausteine der Mikrotubuli o und -Tubulin bekannt
waren, umfasst die eukaryontische Tubulin-Superfamilie heute 5 weitere Mitglieder:
v-Tubulin wurde 1989 in einem genetischen Screen in Aspergillus nidulans als
Supressor bestimmter temperatursensitiver Mutationen von [-Tubulin identifiziert
(Oakley und Oakley, 1989). y-Tubulin ist am Centrosom und anderen MTOCs
lokalisiert und seine Rolle bei der Nukleation von Mikrotubuli ist inzwischen gut
beschrieben. y-Tubulins ist ein Hauptbestandteil eines 25S-Proteinkomplexes
(yTuRC), der als Matrize fiir die Bildung neuer Mikrotubuli wirkt (Zheng et al.,
1996). 6-Tubulin wurde als Produkt des UNI3-Gens in der Griinalge Chlamydomonas
beschrieben (Dutcher et al., 1998). Mutationen in UNI3 fiihrten dabei zu Defekten
beim Aufbau der Flagellen. n-Tubulin wurde durch eine Mutation in Paramecium
entdeckt, die zu Defekten bei der Verdopplung der Basalkorper fiihrte (Ruiz et al.,
2000). ¢- und & —Tubulin schliesslich, wurden durch Datenbanksuche identifiziert
(Chang und Stearns, 2000) und vorldufige Untersuchungen legen nahe, daB} diese
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beiden Tubuline ebenfalls an Centriolen, bzw. Basalkorper lokalisieren (Mc Kean et
al., 2001). Wéhrend o, § und y Tubulin ubiquitir sind und den minimalen Satz an
Tubulinen darstellen, den eine Zelle bendtigt, fehlen die ,,neuen* Tubuline in den
vollstindig sequenzierten Genomen von S. cerevisiae, C. elegans und Drosophila
melanogaster.

Die Tatsache, dall Mikrotubuli an vielen unterschiedlichen Prozessen in der Zelle
beteiligt sind, fiihrte frith zur Formulierung der Multi-Tubulin-Hypothese (Fulton und
Simpson, 1976), nach der funktionell unterschiedliche Mikrotubuli aus
unterschiedlichen Tubulin-Typen aufgebaut sein sollten. Tatsdchlich exprimieren
viele eukaryontische Zellen verschiedene Tubulin-Isotypen, in Vertebraten bilden
jeweils 6 verschiedene a- und P-Tubulingene eine Multigenfamilie (Cleveland und
Sullivan, 1985, Lewis et al., 1985, Little und Seehaus, 1988). Innerhalb einer Spezies
findet man dabei die grosste Sequenzvariabilitdt zwischen den einzelnen Isotypen in
den C-terminalen 15 Aminoséduren. Nach ihrer isotypdefinierenden C-terminalen
Sequenz liessen sich die B-Tubulinsequenzen in 6 Klassen einteilen (Sullivan und
Cleveland, 1986). Zwischen verschiedenen Spezies sind die einzelnen Klassen
hochkonserviert, was andeutet, dal die Unterschiede einzelner Isotypen von
funktioneller Signifikanz sein konnten.

Obwohl in einer ganzen Reihe von Experimenten eine funktionelle Austauschbarkeit
verschiedener Isotypen gezeigt werden konnte (Luduena, 1993), so gibt es doch
einige deutliche Beispiele dafiir, dal ganz bestimmte Isotypen fiir die Organisation
besonderer Mikrotubuli-Strukturen verantwortlich sind. So werden in C.elegans der
B-Tubulin Isotyp mec7 und der a-Tubulin Isotyp mecl2 fiir den Aufbau von
speziellen 15-Protofilament-Mikrotubuli in den Axonen von berithrungssensitiven
Neuronen benotigt (Savage et al., 1994, Fukushige et al., 1999). Genetische
Experimente in Drosophila haben gezeigt, dall der f2-Isotyp des Flagellen-Axonems
nicht durch den B1-Isotyp, der normalerweise in den Basalkdrpern exprimiert wird,
ersetzt werden kann (Raff et al., 2000). Flagellen, die nur 1 besaBlen, bildeten in
diesen Experimenten 9+0 Axoneme aus, erhdhte man die Menge an 31 weiter, so
entstanden 10+0 Axoneme. Da die Sequenzen der beiden Isotypen zu mehr als 90%
identisch sind, zeigen diese Experimente, daB3 selbst subtile Unterschiede zwischen
einzelnen Isotypen eine dramatischen Effekt auf auf die Mikrotubuli-Organisation
haben kdnnen.

Neben der Expression verschiedener Isotypen wird zusitzliche Vielfalt durch eine
grosse Bandbreite verschiedener posttranslationaler Modifikationen erzeugt (Abb. 2).
So wird Hirntubulin in der hochauflosenden isoelektrischen Fokussierung in iiber 20
Banden aufgeldst, weit mehr als durch die exprimierten Isotypen zu erwarten wire
(Wolff et al., 1982). Mit Ausnahme der Acetylierung von Lys40 (L Hernaut und
Rosenbaum, 1985, LeDizet und Piperno, 1987) betreffen diese Modifikationen die C-
terminale Domine und sind damit potentiell dazu in der Lage, die Bindung von
assoziierten Proteinen an Mikrotubuli zu beeinflussen.

Acetylierung von a-Tubulin findet nach dem Zusammenbau des Mikrotubulus statt
und gilt als Marker fiir stabile Mikrotubuli (Sasse und Gull, 1988). Obwohl die
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Mikrotubuli in Tetrahymena normalerweise ausgiebig acetyliert sind, zeigten mutierte
Tetrahymena-Zellen, bei denen das a-Tubulin durch eine nicht-acetylierbare Variante
ersetzt worden war, keinen erkennbaren Phéanotyp (Gaertig et al., 1995). Entweder ist
die Tubulin-Acetylierung also nicht essentiell, oder die Zellen kompensieren den
Verlust an Acetylierung auf unbekannte Weise. Uber die verantworliche Tubulin-
Acetyltransferase ist wenig bekannt: Maruta et al. (1986) beschreiben eine 110fache
Anreicherung der Aktivitit aus Chlamydomonas, jedoch sind keine Sequenzen von
verantwortlichen Polypeptiden bekannt.

Die bis heute am besten untersuchte posttranslationale Tubulin-Modifikation ist der
Zyklus des C-terminalen Tyrosins beim o-Tubulin. Der t-RNA unabhéngige Einbau
von Tyrosin in Tubulin wurde zunichst in Gehirnhomogenaten nachgewiesen (Barra
et al., 1973, Acre et al., 1975). Murofushi gelang 1980 die Reinigung des fiir den
Einbau verantwortlichen Enzyms Tubulin-Tyrosin-Ligase (TTL). Mit Hilfe einer
Immunaffintédtsreinigung konnten Schroder et al. (1985) ausreichende Mengen des
Enzyms aus Hirngewebe reinigen, so da3 mit Hilfe von Proteinsequenzierungsdaten
schliesslich die cDNA der TTL kloniert werden konnte (Ersfeld et al., 1993).
Sequenzvergleiche zeigen, da3 die TTL in die Gruppe der ,,Glutathion-Synthetase
ADP-bildenden Enzyme* gehort (Dideberg und Bertrand, 1998). Uber-
raschenderweise finden sich in den vollstindig sequenzierten Genomen von
Drosophila und C.elegans keine offensichtlichen funktionellen Homologe der Séuger-
TTL, obwohl der Tyrosinierungszyklus in diesen Organismen beschrieben ist. Uber
die fiir die primdre Reaktion, also die Abspaltung des C-terminalen Tyrosins,
verantwortliche Tubulin-Tyrosin-Carboxypeptidase (TTCP) ist wenig bekannt. Zwar
wird eine 250fache Anreicherung beschrieben (Argarana, 1988), es ist jedoch bis
heute nicht gelungen, das Enzym in reiner Form zu isolieren. Seit lingerem ist
bekannt, daf ein signifikanter Anteil des Hirn-a Tubulins dem Tyrosinierungszyklus
entgeht (Barra et al., 1980, Raybin und Flavin, 1977). Der Grund hierfiir liegt in der
Abspaltung des vorletzten Glutamatrestes, wodurch das sogenannnte A2-Tubulin
gebildet wird (Paturle et al., 1989, Paturle-Lefanechere et al., 1991). Dieses ist kein
Substrat mehr fiir die TTL, da diese minimal die Sequenz GEE zum Anfiigen des
Tyrosins bendtigt (Riidiger et al., 1994). Ebenso wie die Acetylierung vollzieht sich
die Detyrosinierung nach dem Zusammenbau des Mikrotubulus, da die
Carboxypeptidase Mikrotubuli, die TTL jedoch 16sliche af-Heterodimere als Substrat
bevorzugt (Wehland und Weber, 1987, Webster et al., 1987).

Die genaue biologische Funktion des Tyrosinierungszyklus ist bis heute unklar, es
gibt jedoch einige interessante Experimente, die Einblicke in die mogliche Bedeutung
erlauben: Gurland und Gundersen (1991) konnten zeigen, dal Vimentin-
Intermediérfilamente in kultivierten Sdugerzellen bevorzugt mit detyrosinierten
Mikrotubuli kolokalisieren. Die Interaktion scheint durch Kinesin vermittelt zu
werden, denn sowohl die Mikroinjektion eines Antikorpers gegen detyrosiniertes o-
Tubulin (Gurland und Gundersen, 1995), als auch die eines anti-Kinesin Antikdrpers
fiihrte zum Zusammenbruch des Vimentin-Netzwerks (Gyoeva und Gelfland, 1991).
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Im Einklang mit diesen Ergebnissen inhibierte auch chemisch veridndertes, nicht-
polymerisierbares detyrosiniertes a-Tubulin die Bindung von Kinesin an Mikrotubuli

aTubulin Modifikation Bemerkung
Ac
4‘0 GEEY Acetylierung nur aTubulin, gilt als Marker fur
stabile MTs
GEE Detyrosinierung/Tyrosinierung  reversibel, Enzym Tubulin-Tyrosin-
Ligase kloniert
GE Bildung A2 Tubulin nicht mehr tyrosinierbar
445 : i .
GEEY Polyglutamylierun o und B; Varianten mit uber 20 Resten in
f; yglutamylierung der Seitenkette bekannt; mehr als
EE eine Glutamylierungsstelle moglich
E
445 : N
T GEEY Polyglycinylierung o und B; ebenfalls mehrere Glycinylierungs-
GG stellen moglich.
G
G
376 GEEY Palmitoylierung vielleicht fur Membranbindung von Tubulin
% verantwortlich (Caron, 1997)
H2N - GEEY Phosphorylierung besser belegt fur fTubulin an Ser
441/444
COOH-terminale Domane

Abb. 2: Zusammenfassung der verschiedenen posttranslationalen Modifikationen am Beispiel des
o Tubulins.

in vitro (Kreitzer et al., 1999). Den bislang direktesten Hinweis auf die Wichtigkeit
des Tyrosinierungszyklus liefert der ,,Knock-out des TTL-Gens in der Maus. Die
betroffenen Mause sterben direkt nach der Geburt, die genaue Natur des zugrunde-
liegenden Defekts ist jedoch nicht bekannt (J.Wehland, personliche Mitteilung).

Die beiden Polymodifikationen des Tubulins, die Polyglutamylierung und
—glycinylierung wurden durch massenspektroskopische Analyse der C-terminalen
Peptide von o und f Tubulin entdeckt. Die Polyglutamylieurung wurde erstmals fiir
o-Tubulin aus dem Hirn beschrieben (Eddé et al., 1990). Hierbei ist eine
Oligoglutamatseitenkette variabler Lange iiber eine Isopeptidbindung mit der y-
Carboxylatgruppe eines Glutamatrestes der Hauptkette verbunden. Die
Polyglutamylierung, sowie die exakte Position der modifizierten Reste wurde in der
Folgezeit fiir alle im Sdugerhirn exprimierten Isotypen von o- und p-Tubulin
beschrieben (Alexander et al., 1991, Ridiger et al., 1992, Mary et al., 1994). Der
Nachweis der Polyglutamylierung in primitiven Protisten wie Giardia lamblia,
(Weber et al., 1997), Tritrichomonas mobilensis (Schneider et al., 1998) und
Trypanosoma brucei (Schneider et al., 1997) zeigt, daB3 die Modifikation bereits frith
im Verlauf der eukaryontischen Evolution entstanden ist. Untersuchungen am Tubulin
aus Tritrichomonas mobilensis (Schneider et al., 1998), sowie am a4-Isotyp aus
Sdugerhirn (Redeker et al., 1998) zeigten, daB3 die Glutamylierung multiple, eng
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benachbarte Reste in der C-terminalen Domine betreffen kann. Mit Hilfe des
glutamylierungsspezifischen monoklonalen Antikdrpers GT335 konnte die Modi-
fikation auch flir axonemales Tubulin aus Sdugetierspermien (Fouget et al., 1994) und
Drosophila-Spermien (Bré et al., 1996) nachgewiesen werden. In kultivierten HeLa-
Zellen zeigt der GT333-Antikorper eine starke Farbung der Centriolen, sowie der
Spindel-Mikrotubuli (Bobinnec et al., 1998) an. Bis vor kurzem war man der Ansicht,
daB3 die Polyglutamylieung eine tubulinspezifische posttranslationale Modifikation ist.
Regnard et al. (2000) entdeckten durch eine Kreuzreaktivitit des GT335-Antikorpers
jedoch, dall wenigstens zwei weitere Proteine polyglutamyliert werden. Es handelt
sich hierbei um die Nukleosomen-Assenbly Proteine NAP-1 und -2.
Massenspektroskopische Analyse zeigt, daB3 sich die modifizierten Glutamatreste,
genau wie beim Tubulin, innerhalb einer sehr sauren C-terminalen Doméne der
beiden Proteine befinden. Ob und wie Glutamylierung von Tubulin und NAP-1/2
zusammenhédngen und ob unterschiedliche Enzymsysteme fiir die Modifikationen der
verschiedenen Proteine verantwortlich sind, ist bis jetzt nicht bekannt.

Die Bedeutung der Polyglutamylierung als potentieller Regulator der Interaktion von
Mikrotubuli mit asssoziierten Proteinen wurde zundchst durch in-vitro Versuchen
verdeutlicht: In Overlay-Assays zeigten MAPs wie Kinesin und tau die hochste
Affinitat fir aff Tubulin bei Seitenkettenldngen von 3 Glutamat-Resten, wihrend die
Bindung bei langeren Seitenketten schwécher wurde (Boucher et al., 1994, Larcher et
al., 1996). Im Gegensatz dazu wurde die Bindung von MAP1A auch durch langere
Seitenketten nicht signifikant inhibiert (Bonnet et al., 2001). Gagnon et al., (1996)
konnten zeigen, daBB Antikorper gegen glutamyliertes Tubulin (GT335 und B3)
spezifisch die Beweglichkeit der Flagellen von Seeigel-Spermien inhibieren,
moglicherweise durch Behinderung der Bindung von Dynein an die B-Tubuli des
dusseren Mikrotubuli-Doubletts. Im Zusammenhang mit diesen Experimenten ist es
interessant, dal3 sowohl konventionelle, wie auch monomere Kinesine konservierte
basische Reste besitzen, die spezifisch mit dem negativ geladenen C-Terminus von
Tubulin interagieren. Durch Austausch dieser basischen Reste mittels ortsgerichteter
Mutagenese ldsst sich die Prozessivitit der Kinesine verdndern (Thorn et al., 2000,
Okada und Hirokawa, 2000). Das bislang spektakuldrste Experiment war die
Mikroinjektion des GT335-Antikorpers in HeLa-Zellen (Bobinnec et al., 1998). Diese
fiihrte zu einem Verschwinden der Centriolen und einer nachfolgenden Verstreuung
des pericentrioliren Materials ins Cytoplasma. Die Polyglutamylierung des Tubulins
scheint damit entscheidend fiir die Stabilitdt der Centriolen zu sein.

Die Polyglycinylierung von Tubulin wurde erstmals durch massenspektroskopische
Analyse von Peptiden aus den Cilien von Paramecium entdeckt (Redecker et al.,
1994). Hier wurden C-terminale Peptide gefunden, die durch das Anfiigen einer bis zu
34 zusidtzlichen Glycin-Resten modifiziert waren. Ebenso wie bei der
Polylglutamylierung wurde die Untersuchung dieser Modifikation durch monoklonale
Antikorper, die gegen glycinylierte synthetische Peptide erzeugt wurden, wesentlich
erleichtert (Bré et al., 1996). Eine genauere Analyse der Polyglycinylierung in
Paramecium zeigte an, da} die Modifikationen differentiell verteilt sind: Wéhrend die
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stabilen axonemalen Mikrotubuli ausgiebig mit bis zu 34 Resten glycinyliert waren,
zeigte das cytoplasmatische Tubulin nur ein geringes Glycinylierungs-Level (Bré et
al., 1998). Ebenso wie die Polyglutamylierung wird die Glycinylierung bereits im
evolutiondr sehr alten Diplomonaden Giardia lamblia detektiert (Weber et al., 1996,
Weber et al., 1997), sie fehlt jedoch in T.brucei (Schneider et al., 1997) und
Tritrichomonas mobilensis (Schneider et al., 1998). Massenspektroskopische Unter-
suchungen an Spermientubulin aus Bullensamen (Plessmann und Weber, 1997) und
Spermientubulin aus dem Seeigel Paracentrotus lividus (Mary et al., 1997) zeigten,
daB o- und B-Tubulin gleichzeitig durch Polyglutamylierung und —glycinylierung
modifiziert sein konnen. Die Modifikationen erfolgen dabei an eng benachbarten,
oder sogar am selben Glutamatrest, so dafl auch die Existenz von gemischten
Glutamat-Glycin-Seitenketten nicht ausgeschlossen werden kann. Bisher wurde die
Polyglycinylierung nur fiir Tubulin beschrieben, nach der Entdeckung der
Polyglutamylierung von NAP-1/2 scheint es jedoch nicht ausgeschlossen, da3 auch
andere Proteine auf diese Art und Weise modifiziert sein konnten.

Analog zu den Experimenten mit GT335, bewirkte auch die Mikroinjektiion von
Antikorpern gegen die Glycin-Seitenkette (AXO 47 und TAP 952) eine spezifische
Inhibierung der Beweglichkeit der Flagellen von Seeigelspermien (Bré et al., 1996).
Die deutlichsten Hinweise auf die Funktion der Polyglycinylierung wurden durch
Genaustausch-Experimente in Tetrahymena erhalten (Xia et al., 2000). Dieser
Organismus eignet sich besonders gut zur Analyse, da alle Mikrotubuli nur aus einem
einzigen af-Tubulin-Isotyp aufgebaut werden und so die Tubulin-Diverstitdt allein
auf unterschiedliche posttranslationale Modifikationen zuriickgeht. Durch
ortgerichtete Mutagenese der multiplen Glycinylierungsstellen und anschliessende
Expression des mutierten Tubulins in vivo wurden folgende Ergebnisse erhalten:
Komplettes Ausschalten der Polyglycinylierung von a-Tubulin durch Ersatz aller
modifizierten Glutamat-Reste durch Aspartat, brachte keinen detektierbaren
Phénotyp. Das gleiche Experiment fiir f-Tubulin zeigte jedoch, daB die
Polyglycinylierung hier essentiell fiir das Uberleben der Zellen war. Modifizierte man
nur eine Teil der Glycinyierungsstellen des p-Tubulins, so war das Ergebnis ein
verlangsamtes Wachstum der Zellen, reduzierte Beweglichkeit und Defekte bei der
Zellteilung. Uberraschenderweise wurde ein nicht-glycinylierbares B-Tubulin
akzeptiert, wenn gleichzeitig der Carboxyterminus des a-Tubulins durch den des f3-
Tubulins mit dem normalen Satz an Glycinylierungsstellen ersetzt wurde. Dieses
Ergebnis scheint anzudeuten, dal nicht die Modifikation an einer ganz bestimmten
Stelle, sondern eher das Erreichen eines bestimmten Schwellenwertes der
Glycinylierung fiir das Uberleben von Tetrahymena essentiell ist (Xia et al., 2000).
Diese Ergebnisse sind iiberraschend angesichts der Tatsache, daB, wie durch
peptidchemische Analyse und in-vivo-Markierungsexperimente gezeigt, die
Polyglycinylierung in Trypanosomen und Trichomonaden fehlt (Schneider et al.,
1997, Schneider et al., 1998). Es ist daher wichtig festzustellen, da3 die Tubuline von
Tetrahymena auch glutamyliert sind und durch die Mutagenese auch die
Glutamylierungsstellen ausgeschaltet werden.
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Uber die fiir die Polyglutamylierung oder —glycinylierung verantwortlichen
Enzymsysteme war bis 1998 noch nichts bekannt. Erst die Arbeiten von Regnard et
al., (1998, 1999), sowie die vorliegende Arbeit brachten erste Ergebnisse zur
Enzymologie der posttranslationalen Glutamylierung von Tubulin.

Ziel der Arbeit:

Da die Eigenschaften der Glutamylierungsaktivitit zu Beginn der Arbeit noch in
keinem Organismus untersucht worden waren, konnte einzig ein biochemischer
Ansatz zur Reinigung und Charakterisierung der beteiligten Enzyme verwendet
werden. Trypanosomen sollten sich als Ausgangsmaterial fiir eine Reinigung aus
folgenden Griinden gut eignen: Fiir T.brucei wurde eine ausgiebige Glutamylierung
der stabilen subpelliculdren und axonemalen Mikrotubuli beschrieben (Schneider et
al., 1997). Andere Trypanosomen wie Leishmania tarentolae oder Crithidia
fasciculata konnen in einfachen Medien in grossen Mengen kultiviert werden, so daf3
geniligend Ausgangsmaterial zur Verfiigung stehen sollte, auch wenn die beteiligten
Enyzme moglicherweise nur in sehr geringen Konzentrationen vorhanden sind.
Weiterhin ist in Protozoen eine geringere Protein-Komplexitdt zu erwarten als etwa
im Sdugerhirn. Schliesslich erdffnen Trypanosomen wie Leishmania tarentolae zu
einem spiteren Zeitpunkt die Moglichkeit einer molekularbiologischen Analyse durch
Genaustausch-Experimente (Cruz et al., 1991, ten Asbroek et al., 1990).

Neben der Reinigung sollten zur Charakterisierung der Glutamylierungsaktiviit unter
anderem folgende Fragen beantwortet werden. Akzeptiert die Glutamylierungs-
aktivitit aus Trypanosomen auch Tubulin aus Sdugerhirn als Substrat? Lésst sich ein
Peptid-Substrat entwerfen? Werden Tubulin-Dimere oder Mikrotubuli als Substrat
bevorzugt? Nach Identifizierung der beteiligten Polypeptide sollte versucht werden,
die korrespondierenden cDNAs zu klonieren. Hierzu miissen entweder geniigend
Sequenzinformationen oder spezifische Antikorper gewonnen werden.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Gerate

Massenspektrometer:

SMART-System:
SMART-Saulen:

FPLC-System:
FPLC-Séulen:

Durchflussphotometer:
Photometer:
PCR-Gerit:

Fliissigszintillationszéhler:

HPLC

Kratos MALDI 4 Flugzeit-Masssenspektrometer
(Shimadzu, Duisburg)

Pharmacia (Uppsala, Schweden)

monoQ PC 1.6/5 (Anionenaustauscher, 100 ul Volu-
men)

monoS PC 1.6/5 (Kationenaustauscher, 100 ul Volu-
men)

TSKgel DEAE-NPR (Anionenaustauscher, 4,6 x 35
mm, Tosohaas, Stuttgart)

Fast desalting column PC 3.2/10 (Gelfiltration)
Superdex 200 (GroBenausschlusschromatographie)

Pharmacia (Uppsala, Schweden)

mono Q 5/5 (Anionenaustauscher, 1 ml Sdulenvolumen)
mono S 5/5 (Kationenaustauscher, 1 ml Sédulenvolu-
men)

CHT-2 (Hydroxyapatit, Iml Sdulenvolumen, Bio-Rad,
Miinchen)

TSK 3000SWxL (GroBenausschlusschromatographie,
23,4 ml Saulenvolumen, Tosohaas, Stuttgart)

Pharmacia Uvicord SII (Pharmacia, Freiburg)
Pharmacia Ultrospec 2000 (Pharmacia, Freiburg)
Perkin-Elmer GeneAmp 2400

Beckman, LS-230 (Beckman Instruments, Palo Alto,
USA)

Applied Biosystems Microgradient System
Perkin Elmer 785A UV/VIS Detector

Knauer microfraction collector

verwendet wurden folgende stationire Phasen:
Vydac 218 TP 51 (250 x 1 mm)
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POROS II R/H (100 x 0,8 mm)
Peptidsequenzierung Procise Protein Sequencer, Perkin-Elmer
Zentrifugen: Sorvall RC 5-Superspeed Kiihlzentrifuge (Dupont de

Nemour, New Town, Conneticut, USA)
Biofuge A (Heraeus Christ, Osterode)
Eppendorf 5415 C Tischzentrifuge

Speed Vac Vakuum-Konzentrationszentrifuge (Savant-
Instruments, Farmingdale, New York, USA)

Beckman L.8-55 Ultrazentrifuge

Beckman TL-100 Ultrazentrifuge

3.1.2 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien hatten per analysi Qualitdt, soweit nicht anders
angegeben, wurden sie von folgenden Firmen bezogen: Merck (Darmstadt),
Boehringer (Mannheim), Roth (Karlsruhe) , Serva ( Heidelberg), Sigma (Deisenho-
fen).

Néhrmedien fiir die Bakterienkultivierung waren von Difco (USA), Zellkulturmedien
von Gibco-BRL (Eggenstein).

3.1.3 Radiochemikalien

[3,4-’H]-Glutaminsaure, spezifische Aktivitit 60 Ci/mmol, Volumenaktivtit 1 mCi/ml
(Hartmann Analytik, Braunschweig)

y- [**P]1-ATP, spezifische Aktivitit 400 Ci /mmol, Volumenaktivitdt 10 mCi /ml
(Hartmann Analytik, Braunschweig)

Redivue™ L-[*S]Methionin (10 mCi/ml, Amersham, Braunschweig)
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3.1.4 Antikorper

primdre Antikorper: DMI1A (Maus-anti a-Tubulin, Sigma, Deisenhofen )
Tub 2.1 (Maus-anti B-Tubulin, Sigma, Deisenhofen)
GT 335 (Maus-anti polyglutamyliertes Tubulin, Wolff
et al., 1992)
ID 5 (Maus-anti detyrosiniertes a-Tubulin, Wehland
und Weber,1987)
KMX-1 (Maus-anti $-Tubulin, Birkett et al., 1985)

sekundire Antikorper: Kaninchen-anti-Maus IgG, Peroxidase-gekoppelt
Ziege-anti-Maus Rhodamin-gekoppelt (Dianova,
Hamburg)
Schwein-anti-Kaninchen IgG, Peroxidase gekoppelt
(DAKO, Dénemark)

3.1.5 Bakterienstamme

Es wurden folgende E.coli Stimme verwendet: E. coli TOP 10 F° One Shot (Invitro-
gen, Groningen, Niederlande). E.coli BL 21 (DE3) pLysS (Invitrogen, Groningen,
Niederlande).

3.1.6 Plasmide
pCR 2.1 TOPO TA-Klonierung, Invitrogen (Leek, Niederlande)

pCR-Blunt I[I-TOPO TOPO-blunt Klonierung (Invitrogen, Leek, Niederlande)

pGEX-4T-1 Expression in E.coli als GST-Fusionsprotein, (Amersham-
Pharmacia, Freiburg)

pCITE-4a In-vitro Transkription/Translation, Novagen (Madison, USA)

3.1.7 Zellinien

Hela SS6 Humanes Cervix-Adenokarzinom (Gey et al., 1952)

3.1.8 Puffersysteme

PBS: 20 mM NaH,PO./ Na,HPO, pH 7,3
150 mM NacCl

TBS: 20 mM Tris-HCI pH 7.4
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150 mM NacCl

TBST: 20 mM Tris- HCl1 pH 7,4
150 mM NacCl
0,2 % (v/v) Tween 20

TE: 10 mM Tris-HCI pH 7,5
1 mM EDTA

TBE: 90 mM Tris
90 mM Borséure
2mM EDTA
pH 7,5

3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Proteinbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die Farbstoffbindungsmethode nach
Bradford (1976) angewandt. Als Eichprotein wurde BSA (Bio-Rad, Miinchen, 1,43
mg/ml) verwendet. Dem Protokoll der Herstellers folgend wurden die Proben mit H,O
auf 800 pl aufgefiillt und mit 200 ul Bradford-Reagenz versetzt. Nach 5 miniitiger
Inkubation wurde die Absorption bei 595 nm gegen den entsprechenden Puffer
gemessen und die Proteinkonzentration anhand der Eichkurve bestimmt.

3.2.2 Proteinfallung

Fiir geringe Proteinmengen oder fiir Proteine, die in Losungen hoher Salz-
konzentration vorliegen, eignet sich die Prézipitation mittels eines
Chloroform/Methanol-Gemischs (Wessel und Fliigge, 1984). Hierzu wurde ein
Volumenteil der Proteinlosung zunichst mit 4 Volumenteilen Methanol versetzt und
gemischt. Nach Zugabe von 1 Volumenteil Chloroform sowie 3 Volumenteilen
Wasser und jeweils erneuter Mischung, wurde 3 min lang bei 15000 g zentrifugiert.
Hierbei trennen sich wéBrige Phase und Chloroform, und das prézipitierte Protein ist
in der Interphase zu finden. Nun wurde die walrige Phase bis zum Protein
abgenommen und 3 Volumenteile Methanol zugegeben. Nach erneutem Mischen
wurde das Protein durch Zentrifugation bei 15000 g fiir drei Minuten prazipitiert.
Nach Abnahme des Uberstandes und Trocknen wurde das Pellet in SDS-Probenpuffer
aufgenommen.

Zur Prézipitation von Proteinen aus stark verdiinnten Losungen fand ausserdem das
DOC-TCA-Verfahren Anwendung. Hierzu wurde die Probe mit 0,1 Volumenteil
Natriumdeoxycholat versetzt und gemischt. Dann erfolgte die Zugabe von 1



24

Volumenteil 100 % (w/v) Trichloressigsdure. Nach erneutem Mischen wurde die
Probe zur vollstindigen Féllung fiir mindestens eine Stunde auf Trockeneis belassen
und anschliessend bei 15000 g fiir 30 min zentrifugiert. Das Pellet wurde mit
eiskaltem Aceton gewaschen und in SDS-Probenpuffer aufgenommen.

3.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS- PAGE wurde nach Laemmli (1970) durchgefiihrt, die Minigele hatten die
Abmessungen 100 x 80 x 0,5 mm, grossere Gele 160 x 150 x 0,75 mm. Die Proben
wur-den mit 4x SDS-Probenpuffer versetzt und zur vollstindigen Denaturierung 5
min lang gekocht.

Losungen:

A) Acrylamid-Bisacrylamid-Losung (30 g Acrylamid, 0,8 g Bis-(N,N‘-Methylen-
diacrylamid) auf 100 ml, 0,2 um filtriert.

B) Trenngelpuffer: 1,5 M Tris-HCI pH 8,8, 0,4% (w/v) SDS

C) Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris-HCI pH 6,6, 0,4 % (w/v) SDS

D) 10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Die Trenngele wurden nach folgendem Schema angefertigt (Angaben in ml):

Losungen | 5% | 7,5% 8% 10% 11% 12,5% | 15% 18%
A 50 |75 8,0 10,0 11,0 12,5 15,0 18,0
B 75 |75 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5
H,0 17,9 | 14,8 14,4 12,4 11,3 9,9 7,4 4,3
TEMED | 0,01 | 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
D 0,2 10,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Sammelgele enthielten immer 3,9% Acrylamid:

A 1,3 ml
C 2,5 ml
H,O 6,2 ml
TEMED | 0,01 ml
D 0,2 ml

Elektrophoresepuffer: 3,0 g Tris, 14,4 g Glycin, 1 g SDS auf 1 Liter (pH 8,8)
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Farbelosung: 5 g Coomassie-Blau ( Sigma R 250); 164 ml
Essigsdure; 900 ml Methanol auf 2 1 (filtrieren)

Entfarbel6sung: 1,5 1 Essigsdure, 1 1 Methanol auf 20 1

2x SDS-Probenpuffer: 62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% (w/v) SDS, 5% (v/v) p-
Mercaptoethanol, 0,001% (w/v) Bromphenolblau

3.2.4 SDS-PAGE zur Trennung von a- und -Tubulin

Zwei Veranderungen des Standardprotokolls fiihren zu einer verbesserten Auftren-
nung von o - und - Tubulin (Riidiger et al., 1992):

1.) Das Trenngel enthdlt 6 M Harnstoff.

2.) Es wird ein spezielles SDS von Sigma verwendet (Sigma L- 5750), dieses enthélt
Anteile an Cetyl- und Myristylsulfat.

3.2.5 Silberfarbung von Polyacrylamidgelen

Die Silberfarbung von Proteinen im Polyacrylamidgel hat eine Nachweisgrenze von
etwa 1-10 ng und ist damit 50-100 fach sensitiver als eine Farbung mit Coomassie
Brillant Blue. Es wurde das Silberfarbungskit Roti-Black P (Roth, Karlsruhe) nach
dem Protokoll des Herstellers angewendet. Dieses beinhaltet nach der Fixierung der
Proteine im Gel einen Sensitivierungsschritt mit Natriumthiosulfat und eine
Reduktion zu kolloidalem Silber im schwach basischen Milieu (Natriumcarbonat).
Entscheidend fiir eine mdglichst hintergrundfreie Farbung war die absolute Sauberkeit
der Farbegefdsse, diese wurden dazu mit konzentrierter Salpetersdure geschwenkt und
anschliessend mit reichlich destilliertem Wasser gespiilt.

3.2.6 Proteinreinigungen

3.2.6.1 Reinigung von Tubulin aus Schweinehirn

Die Reinigung erfolgte nach Shelanski (1977) iiber Zyklen von temperaturabhdngiger
Polymerisation und Depolymerisation des Tubulins. Zunichst wurden 700 g frisches
Schweinehirn von Hirnhduten und Blutgefdssen befreit und mit 0,9% Kochsalzlsung
blutfrei gewaschen. Die Homogenisation erfolgte in 700 ml PIPES-Assembly-Puffer
(100 mM PIPES/KOH pH 6,8, 0,5 mM DTT und je | mM EGTA und MgCl,) mit 2,5
mM ATP, 0,1 mM GTP im Waring-Blendor. Zur Enfernung von Zelltrimmern wurde
zentrifugiert (20000 g, 30 min, 4°C). Nach erneuter Zentrifugation des Uberstandes
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(100000 g, 30 min, 4°C) wurde 55% (v/v) 11,5 M Glycerol in PIPES-Asssembly-
Puffer mit 2,5 mM ATP, 0,1 mM GTP zugesetzt und fiir 40 min bei 37°C inkubiert.
Die entstandenen Mikrotubuli wurden herunterzentrifugiert (100000 g, 30 min, 37°C)
und in 50 ml kaltem PIPES-Assembly-Puffer mit | mM GTP unter Zuhilfenahme
eines Glas-Glas-Homogenisators auf Eis resuspendiert. Die Mikrotubuli wurden
durch 40 miniitige Inkubation auf Eis depolymerisiert und durch anschliessende
Zentrifugation (100000g, 30 min, 4°C) von Aggregaten befreit. Mit dem Uberstand
dieser Zentrifugation wurde der Zyklus aus Polymerisation und Depolymerisation
wiederholt. Das letzte 37°C-Pellet wurde dann in einem mdoglichst geringem Volumen
MES-Assembly-Puffer (100 mM MES/KOH pH 6,8, 0,5 mM DTT und je 1 mM
EGTA, MgCl, und GTP) resuspendiert, aliquotiert und bei —70°C gelagert.

3.2.6.2 Herstellung von MAP-freiem Hirntubulin

Durch Kationenaustauschchromatographie an Phosphocellulose konnte Mikrotubuli-
protein von assoziierten Proteinen (MAPs) befreit werden (Sloboda und Rosenbaum,
1982). 1 ml gequollene Phosphocellulose (Whatman PC 12) pro 3 mg Mikrotu-
buliprotein wurden in MES-Assembly-Puffer dquilibriert. Das Mikrotubuliprotein
wird auf die Phosphocellulosesiule gegeben und sauberes Tubulin (pcTubulin) eluiert
aufgrund seines anionischen Charakters im Durchfluss.

3.2.6.3 Cytoskelett-Praparation und Solublisierung von Tubulin
Polyglutamylase aus Crithidia

Crithidia Zellen wurden aus 6-9 Litern Kulturansatz wéhrend der spdten lo-
garithmischen Wachstumsphase bei Zelldichten von etwa 3-4 x 10 Zellen/ml
geerntet. Nach Zentrifugation im GS3-Rotor (6000 rpm, 5 min, 4°C) wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet in 600 ml eiskaltem PBS gewaschen. Zur
Cytoskelett-Extraktion wurden die Zellen in 300 ml Extraktionspuffer resuspendiert
und 1 Stunde lang mit einem Magnetriihrer bei 4°C geriihrt. Um den Zellaufschluss
zu unterstiitzen wurde die Suspension in einem grossen Glas-Glas Dounce
Homogenisator bearbeitet, dann wurde zentrifugiert (SS34, 12000rpm, 10 min, 4°C).
Der Uberstand (cytosolische Fraktion) sollte an dieser Stelle gelblich gefirbt sein, das
Cytoskelett-Pellet dagegen weiss. Anschliessend wurde das Pellet in PEM-Puffer (100
mM PIPES/KOH pH 6,9, je 1 mM MgCl,, EGTA und DTT) mit Protease-Inhibitoren
gewaschen und wie oben zentrifugiert. Zur Solubilisierung der Gluta-
mylierungsaktivitdt wurde das Pellet in 40 ml des PEM-Puffers + 250 mM NaCl
resuspendiert und im Glas-Glas Dounce-Homogenisator bearbeitet. Nach der
folgenden Zentrifugation (UZ Ti 50, 40000 rpm, 4°C, 20 min) enthielt der Uberstand
nun die solubilisierte Tubulin Polyglutamylase. Die rohe Enzymfraktion wurde durch
eine weitere Zentrifugation geklart (Ti 50, 43500 rpm, 20 min, 4°C), in einem 50 ml
Falcon-Rohrchen auf fliissigem Stickstoff eingefroren und bei —70°C gelagert.
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Isoliertes Cytoskelett und Rohenzym-Fraktion aus Leishmania tarentolae wurde in
analoger Weise erhalten und von Dr. André Schneider (Institut fiir Zoologie,
Universitét Fribourg, Schweiz) zur Verfiigung gestellt.

Extraktionspuffer: 1 mM PIPES/KOH pH 6,9
1% NP-40
5mM EDTA
1 mM DTT

Protease-Inhibitoren: Pefabloc SC 0,1 mg/ml
Sojabohnen Trypsin-Inhibitor (SBTI) 0,1 mg/ml
Leupeptin 0,01 mg/ml
Benzamidin 0,5 mM

3.2.6.4 Reinigung und Charakterisierung carboxyterminaler Peptide von
Tubulin aus Crithidia

Crithidia Cytoskelette wurden wie unter 3.2.6.3. beschrieben isoliert, in SDS-
Probenpuffer gekocht, iiber ein préparatives 10 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt
und die prominente Tubulin-Bande bei 55 kD ausgeschnitten. Nach in-situ-Verdau
mit Endoproteinase LysC (3.2.9.) bzw. mit Bromcyan (3.2.10.) wurden die
carboxyterminalen Peptide von a- und p-Tubulin wie in Schneider et al. (1997) fiir
Trypanosoma brucei beschrieben durch Anionenaustauschchromatographie an
monoQ und Umkehrphasen-HPLC gereinigt und Peaks von der HPLC durch
automatische Sequenzierung und MALDI-Massenspektroskopie charakterisiert.

3.2.6.5 Reinigung von Tubulin Polyglutamylase aus dem 0,25 M NaCl-
Uberstand

ATP-Affintitschromatographie: Periodat-oxidiertes ATP wurde wie beschrieben
(3.2.6.6.) lber einen Spacer von Sebacinsduredihydrazid an Bromcyan-aktivierte
Sepharose gekoppelt.Das Affintitsgel wurde vor jeder Préparation frisch hergestellt
und in einer Glassdule mit 20 mM PIPES/KOH pH 6,9, 5 mM MgCl,, 1 mM DTT
(Puffer A) dquilibriert. Das Sdulenvolumen betrug etwa 8 ml. Der 0,25 M NaCl-
Uberstand (Rohenzym) wurde 1:1 mit PEM-Puffer verdiinnt und mit einer Flussrate
von 1 ml/min auf die Affinititssdule gegeben. Typischerweise wurde fiir jede
Reinigung das Material aus 3 Rohenzym-Préparationen (entsprechend einem
Ausgangsmaterial von 27 Litern Crithidia-Kultur) in diesem Schritt eingesetzt. Die
Saule wurde anschliessend mit 10 Sdulenvolumen Puffer A + 0,25 M KCI gewaschen.
Die Elution der Glutamylierungsaktivitit erfolgte durch Puffer A mit 20 mM ATP, 20
mM MgCl, und 0,5 M KCI. Fraktionen von 2 ml wurden aufgefangen und wéhrend
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der Elution wurde die Flussrate auf 0,5 ml/min reduziert. 2 ul Aliquots der Fraktionen
wurden im Enzymtest untersucht. Diejenigen Fraktionen, die Glutamylierungsaktivtit
enthielten, wurden mittels Ultrafiltration in Centricon-10 Konzentratoren (Amicon,
Witten) von 2 ml auf etwa 400 ul konzentriert. Um die Ausbeute an Enzym zu
erhohen, wurden die Ultrafiltrationseinheiten nach den Angaben des Herstellers mit
5% (v/v) Tween 20 vorbehandelt.

Glycerin-Dichtegradienten Zentrifugation: Fraktion II Enzym konnte duch
Glycerin-Dichtegradientenzentrifugation weiter gereinigt werden. Hierzu wurden
jeweils 400 ul der konzentrierten ATP-Fraktion vorsichtig auf lineare 10% - 20%
(v/v) Glycerin-Gradienten in 20 mM PIPES/KOH pH 6,9, ImM MgCl,, ImM EGTA,
ImM DTT (Puffer B) aufgetragen. Die Proben wurden bei 4°C und 286000 g (41 000
rpm) fiir 20 h in einem SW 41-Rotor (Beckmann) zentrifugiert. Die R6hrchen wurden
am Boden punktiert und 30 Fraktionen von je 400 ul von jedem Gradienten
gesammelt. Glutamylierungsaktive Fraktionen wurden vereinigt (Fraktion III Enzym).
Zur Abschitzung der Sedimentationskonstanten wurden Markerproteine
(Ribonuklease A, Ovalbumin, BSA, Aldolase) in Parallelr6hrchen mitzentrifugiert.
Anionenaustauschchromatographie: Eine weitere Anreicherung der Gluta-
mylierungsaktivitdt erfolgte durch Anionenaustauschchromatographie. Hierzu wurden
2 ml der Dichtegradientenfraktion (Fraktion III Enzym) auf eine monoQ PC 1.6/5
Sdule (SMART System, Pharmacia) aufgetragen. Die Sdule wurde mit einem 4 ml
linearen Gradienten entwickelt, der durch Mischen von Puffer B mit Puffer C (Puffer
B + 1 M NaCl) hergestellt wurde. Folgendes Programm kam zum Einsatz: 0-2,3 ml,
0% C; 2,3-3,3 ml, 0-50% C; 3,3-3,5 ml, 50-90% C; 3,5-4,0 ml, 90% C. Die Flussrate
betrug 100 ul/min, es wurden Fraktionen von 100 ul gesammelt. Alternativ zum
beschriebenen linearen Gradienten wurde die Séule in weiteren Experimenten in zwei
Stufen von 0,4 und 0,9 M NaCl entwickelt.

Grossenausschlusschromatographie: Maximal 400 ul der Glutamylierungsaktivitat
nach der monoQ-Séule (Fraktion IV Enzym) wurden auf eine TSK 3000 SWx -Séule,
angeschlossen ans FPLC-System (Pharmacia), aufgetragen. Die Sdule wurde zuvor in
50 mM PIPES/KOH pH 6,9, | mM MgCl,, | mM DTT, 0,1 M NaCl 4quilibriert. Die
Flussrate betrug 0,6 ml/min und Fraktionen von 400 ul wurden gesammelt. Die Sdule
wurde mit Markerproteinen (Thyroyglobulin, Aldolase, BSA, Ovalbumin, Ribonu-
klease) unter identischen Bedingungen kalibriert.

Hydroxyapatitchromatographie: Nach der Dichtegradientenzentrifugation konnte
anstelle der monoQ-Séule eine CHT-2 Hydroxyapatit-Siule (Bio-Rad, Miinchen) zur
Reinigung der Glutamylierungsaktivitdt eingesetzt werden. Hierzu wurde die
Dichtegradientenfraktion zunéchst in einer Dialyse-Kassette (Pierce) fiir 1 h gegen 10
mM Natriumphosphat pH 7,0, 1 mM MgCl,, 1 mM DTT dialysiert und dann bei einer
Flussrate von 0,6 ml/min auf die Saule aufgetragen. Die Elution erfolgte durch einen
linearen 16 ml Gradienten von 10 bis 400 mM Natriumphosphat, es wurden
Fraktionen von 500 ul gesammelt. Die Glutamylierungsaktivitit eluierte unter diesen
Bedingungen bei 160 mM Natriumphosphat.
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3.2.6.6 Praparation der ATP-Affinitatssaule

Periodat-oxidiertes ATP wurde iiber einen Spacer von Sebacinsduredihydrazid an
Bromcyan-aktivierte Sepharose gekoppelt. Zur Synthese des Spacers wurden 100 ml
Diethylsebacat, 200 ml Hydrazinhydrat und 200 ml Ethanol in einen Rundkolben mit
aufgesetztem Riickflusskiihler gegeben. Die Mischung wurde 3 Stunden lang
vorsichtig unter Riickfluss gekocht und der entstehende farblose Niederschlag von
Sebacinsduredihydrazid auf einem Biichner-Trichter gesammelt, mit kaltem Ethanol
und Ether gewaschen und getrocknet.

2,4 g Bromcyan-aktivierte Sepharose (Pharmacia) wurden mit 200 ml 1 mM HCI und
200 ml Wasser gewaschen und anschliessend mit Sebacinsduredihydrazid-Losung
(0,8 g in 16 ml Eisessig) versetzt. Die Mischung wurde iiber Nacht langsam bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Gel wurde anschliessend nacheinander mit 200 ml 50
% (v/v) Essigsdure, 400 ml Wasser und 200 ml 1 M Natriumacetat pH 5 gewaschen
und in 8 ml des Natriumacetat-Puffers resuspendiert. 2,4 ml 20 mM ATP wurden mit
2,4 ml 18 mM Natriummetaperiodat (frisch in Wasser geldst) versetzt und eine
Stunde lang bei 4°C im Dunkeln geriihrt. Die entstehende oxidierte ATP-Losung
wurde zur Sebacinsduredihydrazid-Sepharose gegeben und fiir 2,5 h bei 4°C gertihrt.
Zuletzt wurde das Gel mit jeweils 100 ml kalter 1 M NaCl-Losung, 1 mM EDTA und
Wasser gewaschen, in Wasser suspendiert und bei 4°C bis zur Benutzung aufbewabhrt.

3.2.6.7 Reinigung von GST-Fusionsproteinen aus E.coli

Die Zellen wurden zundchst durch Zentrifugation geerntet (GSA-Rotor, 7000 rpm, 10
min, 4°C) und dann in 20 ml PBS mit Complete-Protease Inhibitoren (Boehringer,
Mannheim) resuspendiert. Die Suspension wurde anschliessend 4-5 mal fiir je 30 sec
auf Eis sonifiziert, wobei darauf geachtet wurde, dass keine zu starke
Schaumentwicklung auftrat. Nach Zugabe von Triton-X-100 auf 1% (v/v) final,
wurde 30 min lang bei 4°C zur vollstdndigen Solubilisierung des Fusionsproteins
geriihrt. Nun wurde wiederum zentrifugiert (Rotor SS34, 11000 rpm, 4°C, 10 min)
und der Uberstand auf eine Affinititssiule aus Glutathion-Sepharose 4B
(AmerhamPharmacia, Freiburg) gegeben, die zuvor in PBS dquilibriert worden war.
Das Saulenvolumen betrug bei einem Ausgangsvolumen der Bakterienkultur von 500
ml etwa 1,2 ml. Die Saule wurde verschlossen und mit dem Uberstand fiir 30 min bei
RT rotiert. Anschliessend wurde die Sdule ausgiebig mit PBS gewaschen. Die
Abspaltung des GST-Anteils des Fusionsproteins erfolgte durch Thrombin-Spaltung
auf der Saule. Hierzu wurden pro 200 ul Gelvolumen 10 ul Thrombin-Lésung (1000
U/ml, Sigma, Deisenhofen) mit 190 ul PBS versetzt, in das Séulenbett vollstindig
einlaufen gelassen und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschliessend wurde das
abgespaltene Protein dreimal mit dem einfachen S&ulenvolumen an PBS eluiert und
Aliquots der Elutionsfraktionen in der SDS-PAGE analysiert. Fraktionen, die das
gewiinschte Protein enthielten, wurden bei —20°C gelagert.
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3.2.7 Enzymtest fur Tubulin Polyglutamylase

Die Enzymaktivitdt der Tubulin Polyglutamylase wurde durch die Inkorporation von
Trittum-markierter Glutaminsidure in Tubulin gemessen. Der 50 ul Standard-
Reaktionsansatz enthielt 50 mM Tris-HCI pH 9, 15 mM KCI, 2 mM MgCl,, 0,5 %
NP-40, I mM ATP (mit NaOH auf pH 7 eingestellt), 5 mM DTT, 20% Glycerol und
L-[’H]Glutaminsdure (2,3 uM, 7 uCi).

Zur Demonstration der Glutamylierungsaktivitdt wurden 20-40 ug der extrahierten
Cytoskelette in der Reaktionsmischung resuspendiert und bei 27°C fiir 90 min
inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von SDS-Probenpuffer und
anschliessendem Kochen abgestoppt. Der Reaktionsansatz wurde auf einem 7,5%
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf Nitrocellulose geblottet. Nach Farbung
mit Ponceau S wurde die prominente Tubulinbande ausgeschnitten, in Wasser
entfarbt, getrocknet und in 5 ml Szintillator-Fliissigkeit (Filter-Count, Packard) geldst.
Die Messung der radioaktiven Inkorporation erfolgte im Fliissigszintillationszéhler.
Zur einfachen und schnellen Messung der Enzymaktivitit wéhrend der
Proteinreinigung wurde ein Filter-Test etabliert. Da die Tubulin Polyglutamylase
freies Glutamat in den C-Terminus von Tubulin einbaut, ist das inkorporierte
Glutamat mit Trichloressigsdure féllbar und kann auf Whatman 3 MM Filtern
gesammelt werden. Als Substrat wurde Mikrotubuliprotein aus Schweinehirn in einer
finalen Konzerntration von 0,4 mg/ml im Reaktionsansatz verwendet. Nach
Inkubation mit der Enzymfraktion wurden die gesamten 50 ul Reaktionsansatz auf ein
Whatmann 3 MM Filter (Durchmesser 2,3 c¢m) pipettiert und das Filterpapier in
eiskalte 10 % (w/v) Trichloressigsdure (4 ml pro Filter) gegeben. Das Waschen der
Filter zur Entfernung nicht gebundener Radioaktivitit wurde wie beschrieben (Flavin
und Murofushi, 1984) durchgefiihrt: Die Filter wurden zunéchst noch zweimal mit 10
% TCA, dann mit 5 % (v/v) Essigsdure gewaschen. Anschliessend folgten noch zwei
kurze Waschgidnge in 50% (v/v) Ethanol 50 %(v/v) Ether und in schliesslich in
Diethylether, um den restlichen Alkohol und Wasser zu entfernen. Die Filter wurden
unter einer Warmelampe getrocknet und im Z&hlgefdl mit je 5 ml Filter-Count
(Packard, Groninigen, Niederlande) versetzt. Die Zihleffizienz wurde durch
Aufbringen einer definierten Menge *H-Glutaminsdure auf den Filter und sofortiges
Zihlen ohne Waschprozedur ermittelt. Sie betrug fiir Tritium auf Whatman 3 MM
Filtern etwa 4,5 %.

3.2.8 Enzymtest fur Monoglutamylierungs-(,,Verzweigungs*“-)Aktivitat

Die Glutamylierungsreaktion besteht grundsitzlich aus zwei Schritten: Seiten-
ketteninitiation durch Bildung einer Isopeptidbindung und anschliessende Ketten-
elongation. Durch eine Abwandlung des Standard-Assays konnte spezifisch die
Bildung der Isopeptidbindung verfolgt werden: Das Reaktionsvolumen des Assays
wurde auf 20 ul reduziert und als Substrat wurde Hefetubulin (Cytoskeleton, Denver,
USA) in einer Konzentration von 0,1 mg/ml mit 4 mM Glutaminséure eingesetzt. Je 1
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ul der Reaktionslosung wurde direkt auf Nitrozellulose aufgebracht und der Dot-Blot
mit dem glutamylierungs-spezifischen Antikorper GT335 (1:10000) angeférbt. Da
unbehandeltes Hefetubulin nicht mit GT335 reagiert und die Isopeptidbindung Teil
des GT335-Epitops ist (Wolff et al., 1992), zeigt eine GT335-positive Reaktion in
diesem Assay die Initiation einer neuen Seitenkette beim Hefetubulin an.

3.2.9 In situ Verdau von Proteinen mit Endoproteinase LysC

Coomassie-gefarbte Proteinbanden wurden ausgeschnitten, die Gelstiickchen mit
destilliertem Wasser gewaschen und bis zu ihrer Verwendung bei -70°C eingefroren.
Zur Vorbereitung auf den in-situ-Verdau wurden die Gelstiickchen 3x fiir je 15 min in
50% Acetonitril 50% 0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat pH 8,0 dquilibriert und
anschlieBend an der Luft fiir 15 min getrocknet. Endoproteinase LysC wurde in einer
Konzentration von 3 pg/ml in 0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat eingesetzt, das
Gesamtvolumen der Enzymlosung betrug in der Regel 100 pl, dies reichte aus, um die
Gelstiickchen vollstindig zu bedecken. Die Inkubation erfolgte {iber Nacht bei 37°C.
Zur Extraktion der Peptide wurde zunichst der Uberstand abgenommen und die
Gelstiickchen mit 50% Acetonitril 50% Trifluoressigsidure versetzt und bei 57°C fiir
45 min inkubiert, anschlieBend wurden die Gelstiickchen unter den gleichen
Bedingungen noch 2x mit 50% Acetonitril inkubiert, die Uberstinde wurden vereinigt
und in der Speed-Vac-Konzentrationszentrifuge getrocknet. Der Riickstand wurde in
200ul 20 mM Natriumphosphat pH 7,0 aufgenommen.

3.2.10 Chemische Spaltung von Proteinen mit Bromcyan

BrCN spaltet Polypeptidketten carboxyterminal von Methionin- Resten. Zur
Vorbereitung auf den Verdau wurden die Gelstiickchen wie oben in 50 % Acetonitril
dquilibriert. Bromcyan wurde in einer Konzentration von 5 mg/ml in 70%
Ameisensdure eingesetzt, dabei wurde soviel Losung zugegeben, dall die
Gelstiickchen vollstindig bedeckt waren. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht
lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur.

Zur Extraktion der Peptide aus dem Gel wurde zunichst der Uberstand abgenommen,
die Gelstiickchen mit 70% Ameisensdure versetzt und 45 min bei 57°C inkubuiert.
AnschlieBend wurde analog zum LysC-Verdau verfahren.

3.2.11 Vorbereitung von Proben fur die Massenspektroskopie

Zur massenspektrometrischen Charakterisierung von HPLC-Fraktionen oder
Fraktionen aus der Anionenaustauschchromatographie wurden Aliquots der
entsprechenden Proben in der Speed-Vac-Zentrifuge zur Trockne gebracht. Als
Matrix wurde 10 mg/ml a-cyano-4-hydroxyzimtsdure (a-CN) in 30% (v/v)
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Acetonitril, 0,1% (v/v) TFA verwandt. 1 pl dieser Matrix-Losung wurde zum
Riickstand gegeben, und das gesamte Matrix-Proben-Gemisch auf ein Probenfeld
eines MALDI-Probentriagers transferiert, der zuvor mit einem diinnen Film 10 mg/ml
a-CN in 95% Aceton beschichtet worden war. Zur Kristallisation des Matrix-Proben-
Gemischs wurde der Triger 10 min bei Raumtemperatur belassen. Um
Verunreinigungen (z.B. anorganische Salze, SDS ) zu entfernen, wurden die Proben
vor der Messung gewaschen, indem 1 pl mit 1% TFA angesduertes Wasser auf die
Proben gegeben wurde. Der Tropfen wurde nach etwa 10 sec mit einem Strom von
CO,-Gas weggeblasen, und der Triager zum Trocknen kurz bei Raumtemperatur
belassen.

3.2.12 Aufnahme der Massenspekiren

Das Kompact MALDI 4-Flugzeit-Massenspektrometer (Shimadzu, Duisburg) ist mit
einem Stickstoff- Laser (A = 337 nm) ausgeriistet. Es wurden Spektren der negativen
Ionen im linearen Modus aufgenommen, die Kalibrierung des Instruments erfolgte
mit den externen Standards Insulin und a-Melanocyten-stimulierendes Hormon (ot-
MSH). Die Verwendung des negativen Modus sorgt fiir ein besseres Signal-Rausch-
Verhiltnis der aufgenommenen Spektren gegeniiber einer Messung im postitiven
Modus, da die stark sauren C-terminalen Peptide von Tubulin leicht ein Proton
abgeben (Riidiger et al., 1995).

Fiir jede Probe wurden zwischen 30 und 100 Einzelspektren akkumuliert und
gemittelt.

3.2.13 In-vitro-Glutamylierung von synthetischen Peptiden

Tubulin-verwandte Peptide wurden nach Standardmethoden synthetisiert und
gereinigt. Sie wurden weiterhin durch Sequenzierung und Massenspektroskopie
charakterisiert. Durch quantitative Aminosdureanalyse konnten genaue Peptid-
Konzentrationen ermittelt werden. Die Peptide wurden in einer Konzentration von 0,1
mM im Standardreaktionspuffer mit 4 mM nicht-radioaktiver Glutaminsdure und
partiell gereinigter Polyglutamylase (Fraktion II) inkubiert.

Ein Aliquot des Reaktionsansatzes wurde iiber eine Umkehrphasen-HPLC gereinigt
und Peptid-Peaks wurden durch Massenspektroskopie und automatische
Sequenzierung genauer untersucht.

Alternativ zu dieser Methode konnten die Reaktionsprodukte auch durch
Anionenaustauschchromatographie charakterisiert werden. Hierzu wurde ein 10 ul
Aliquot des Reaktionsansatzes mit 20 mM Tris-HCI pH 8 (Puffer A) auf 400 ul
verdiinnt und auf eine TSKgel DEAE-NPR Siule (Tosohaas, 4,6 x 35 mm) gegeben.
Die Peptide wurden durch einen 2,7 ml linearen Gradienten von 0 — 0,5 M NaCl in
Puffer A gefolgt von einem 0,9 M NaCl Waschschritt eluiert. Die Flussrate betrug
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dabei 200 ul/min und 100 ul Fraktionen wurden gesammelt. Peptide aus den DEAE-
Fraktionen konnten mit Hilfe von C18 Zip-Tips (Millipore, Bedford, USA) nach
Anweisung des Herstellers fiir die Massenspektroskopie vorbereitet werden.

3.2.14 In-vitro Phosphorylierungs-Test

Der Standard-Kinase-Puffer war 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 50 mM KCI, 10 mM
MgCl, in einem Gesamtvolumen von 20 ul. Die Reaktion wurde mit 5 uCi [y->"P]-
ATP versetzt und mit den entsprechenden Enzymfraktionen bei 27°C fiir 30 min
inkubiert. Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von 2x SDS-Probenpuffer und
anschliessendem 3 miniitigem Kochen abgestoppt und Aliquots des Ansatzes in der
SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Transfer des Gels auf Whatman 3 MM-Papier und
Trocknen unter Vakuum, konnte der Einbau von markiertem Phosphat in der
Autoradiographie nachgewiesen werden.

3.2.15 RNA-Bindungstest

Die Fahigkeit zur RNA-Bindung wurde in einem EMSA (,,electrophoretic mobility
shift assay*) —Test liberpriift. Verschiedene Mengen des rekombinanten 7.brucei La
Proteins wurden in einem Gesamtvolumen von 10 ul mit 1 ul MNV 11 RNA (67 nt,
0,9 mg/ml) bei 27°C fiir 20 min inkubiert. Die Proben wurden anschliessend auf
einem nicht-denaturierenden 10% Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch Farbung
mit Ethidiumbromid analysiert.

La-Puffer: 25 mM Tris-HCI pH 8,0
20 % Glycerol
0,1 mM EDTA
0,5 mM DTT

3.2.16 Hochauflosende isoelektrische Fokussierung

Zur Charakterisierung der Reaktionsprodukte von Tubulin Polyglutamylase wurde die
hochauflésende isoelektrische Fokussierung nach O’Farell (1975) mit den Modi-
fikationen von Wolff et al. (1982) verwandt.

Verwendete Losungen:
Lysepuffer: 9,8 M Harnstoff, 2%(w/v) NP-40, 2% Ampholyte pH 5-6, 100 mM DTT

Uberschichtungspuffer: 8 M Harnstoff, 1% Ampholyte pH 5-6, 5% (w/v) NP-40,
100 mM DTT
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Aquilibrierungspuffer: 0,06 M Tris-HC1 pH 6,8, 2% SDS, 100 mM DTT, 10%
Glycerol

Acrylamidlésung: 28,38%(w/v) Acrylamid und 1,62 %(w/v) N,N°‘-
Methylenbisacrylamid

Elektrophoresepuffer:Kathodenpuffer: 10 mM Histidin
Anodenpuffer: 10 mM Glutaminsiure

Gellosung: 4,12 g Harnstoff, 0,975 ml Acrylamid-Losung, 1,5 ml 10 % NP-40, 1,5
ml H>0, 0,4 ml Ampholyte pH 5-6; Start der Polymerisation durch Zugabe von 7,5 ul
APS und 5 ul TEMED.

Die verwendeten Gelrohrchen hatten die Dimensionen 3 x 200 mm, sie wurden mit
Hilfe einer Spritze mit Gelldsung beschickt, mit 50 ul Uberschichtungspuffer bedeckt
und zur Polymerisation iiber Nacht bei Raumtemperatur belassen. Anschliessend
wurden die R6hrchen mit Wasser gespiilt und in die Apparatur (Bio-Rad Tube Cell
175) eingesetzt. Zur Vorfokussierung wurden die Gele mit 100 ul Lysis-Puffer, 50 ul
Uberschichtungspuffer und Kathodenpuffer beladen. Das Protokoll zur
Vorfokussierung folgte der Methode von (Wolff et al., 1982): Zunédchst wurde eine
konstante Spannung von 1000 V eingestellt und die Stromstérke notiert. Dann wurde
die Stromstérke soweit reduziert, da3 die Spannung nur noch 750 V betrug. Nachdem
die Spannung nach einiger Zeit wieder 1000 V erreicht hatte, wurde die Stromstérke
wiederum bis zu einer zugehdrigen Spannung von 750 V reduziert. Diese Prozedur
wurde so lange wiederholt, bis die Stromstirke die Hilfte ihres Ausgangswertes
erreicht hatte.

Nach dem Vorlauf wurden die Rohrchen aus der Apparatur genommen und mit
Kathodenpuffer gespiilt. Die Proben fiir die IEF wurden mit Chloroform-Methanol
gefdllt und in 50 ul Lysis-Puffer aufgenommen. Wiederum wurde der Ansatz mit 50
ul Uberschichtungspuffer bedeckt und mit Kathodenpuffer bis zur Spitze des
Rohrchengels aufgefiillt. Nun wurde fiir 16 h bei 750 V, anschliessend fiir 2 h bei
1000 V fokussiert. Danach wurden die Gele mit Hilfe einer wassergefiillten Spritze
vorsichtig aus den Rohrchen gepresst und fiir 30 min in einer Petrischale mit
Aquilibrierungspuffer unter leichtem Schiitteln inkubiert.

Fiir die zweite Dimension wurden 8% Polyacrylamid-Gele verwendet. Das IEF-Gel
aus der ersten Dimension wurde dazu mit einer Losung von 1% (w/v) Agarose in
SDS-Laufpuffer vorsichtig auf dem SDS-Gel fixiert.

3.2.17 Autoradiographie von Polyacrylamidgelen

Zur Autoradiographie von Gelen, die *H-markierte Proteine enthielten wurden diese
nach der Elektrophorese fiir 15 min in Amplify-Lésung (Amersham Pharmcia)
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inkubiert. Um ein Reissen des Gels beim Trocknen zu verhindern, wurde es fiir 10
min in 7% Essigsédure, 7% Methanol, 1% Glycerol inkubiert. Anschliessend wurde
das Gel auf Whatman 3 MM Filterpapier unter Vakuum getrocknet und bei —70°C fiir
wenigstens 16 h exponiert.

Alternativ wurden die *H-markierten Proben nach der SDS-PAGE auf Nitrozellulose
transferiert, diese wurde auf Filterpapier getrocknet und mit einem
Verstérkerfoliensystem (BioMax TranScreen LE, Kodak) gegen einen Rontgenfilm
(BioMax MS, Kodak) bei —70°C exponiert.

3.3 Immunologische Methoden

3.3.1 Western-Transfer

In der SDS-PAGE aufgetrennte Proteine konnten elektrophoretisch auf Nitrozellulose
oder PVDF-Membran iibertragen werden. Hierzu fand das Verfahren des NaBtransfers
(Towbin et al., 1979) in einer Bio-Rad transblot Zelle (Bio-Rad, Miinchen) Anwen-
dung. Transferpuffer war 25 mM Tris, 190 mM Glycin in 20 % Methanol, 0,02 %
SDS fiir die immunologische Detektion oder 50 mM Tris, 50 mM Borat wenn das
Protein zur Sequenzierung auf PVDF geblottet wurde. Die PVDF-Membran musste
vor dem Transfer in Methanol getrdnkt werden. Der Transfer erfolgte zwischen je 3
Lagen Whatman 3MM Filterpapier bei einer konstanten Stromstérke von 335 mA fiir
30 min. Proteine auf den Blotfolien konnten reversibel mit Ponceau S (0,25%
Ponceau S, 40% Methanol, 15% Essigsdure in Wasser) angefiarbt werden, die
Entfarbung erfolgte durch mehrmaliges Waschen in Wasser.

3.3.2 Immunblotting

Zur Blockierung freier Bindungsstellen auf der Nitrozellulose-Membran wurde diese
mit 3% BSA (oder 5% Magermilchpulver) in TBST abgesittigt (1 Stunde bei 37°C
unter leichtem Schiitteln). AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem ersten
Antikorper, der in TBST mit 3% BSA verdiinnt wurde (1 Stunde bei 37°C unter
Schiitteln, oder iiber Nacht bei 4°C). Die Membran wurde mindestens 3 x fiir je 10
Minuten mit TBST gewaschen, dann wurde sie mit dem zweiten Antikorper (1: 20000
in TBST mit 3% BSA), der gegen den ersten gerichtet und mit Peroxidase gekoppelt
war, inkubiert (1 Stunde bei 37°C). Nach Entfernung des zweiten Antikorpers wurde
die Membran fiir mindestens jeweils 10 Minuten mit TBST, TBST mit 0,5 M NaCl
und TBST mit 0,5 % Triton X-100 gewaschen.

Die Detektion der Proteinbanden erfolgte durch Chemolumineszenz mit dem ECL-
System (Amersham, Braunschweig). Das bei der Peroxidase-katalysierten Oxidation
von Luminol ausgesandte Licht wird mit einem Rontgenfilm nachgewiesen. Es wurde
das Protokoll des Herstellers befolgt.
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Nach dem Abldsen des ersten und des zweiten Antikorpers konnte die Membran
erneut genutzt werden. Hierzu wurde die Membran 30 min bei 70°C unter
gelegentlichem Schiitteln in 62.5 mM Tris-HCI pH 6,8, 100 mM B-Mercaptoethanol,
2% SDS inkubiert und anschlieend 2x 10 min mit TBST gewaschen.

3.3.3 Herstellung polyklonaler Antikorper

Polyklonale Antikorper wurden gegen ein synthetisches 16-Aminosdure-Peptid
korrespondierend zu den Resten 453-468 von Crithidia NIMA-verwandter Kinase-1
hergestellt. Zur Kopplung an KLH (keyhole limpet haemocyanin) wurde das Peptid
N-terminal mit einem Cystein versehen. Kaninchen wurden nach Standardmethoden
immunisiert (Bioscience, Gottingen) und die gewonnenen Antiseren bis zur
Affinititsreinigung nach Zugabe von Natriumazid auf 2 mM bei —70°C gelagert.

3.3.4 Affinitatsreinigung von polyklonalen Antikorpern

3.3.4.1 Herstellung der Affinitatsmatrix

Zur Affintétsreinigung des Peptid-Antikorpers wurde das Peptid zunéchst tiber Sulfo-
MBS an BSA gekoppelt. Hierzu wurden 5 mg des synthetischen Peptids in PBS
gelost, 500 ul Sulfo-MBS/BSA, sowie 300 ul 0,5 M Natriumphosphat pH 7,5
zugegeben und die Losung 3 h lang bei Raumtemperatur rotiert. Zur Entfernung
nicht-gebundener Peptide wurde die Reaktion anschliessend gegen 0,1 M
Natriumhydrogencarbonat pH 8,3, 0,5 M NacCl iiber Nacht bei 4°C dialysiert.
Anschliessend wurde 1 g BrCN-aktivierte Sepharose mit 250 ml 1 mM HCI aktiviert
und auf einer Glasfritte mit 250 ml Natriumhydrogencarbonat-Dialysepuffer
gewaschen. Die Gelmatrix wurde in ein 14 ml Rohrchen (Sarstedt) gegeben, pelletiert
(Heraeus-Zentrifuge, 600 rpm) und mit dem dialysierten BSA/Sulfo-MBS/Peptid-
Konjugat versetzt. Die Kopplung an die Sepharose erfolgte durch Rotation bei 4°C
iiber Nacht. Die Gelmatrix wurde pelletiert, zur Abséttigung freier Bindungsstellen
mit 10 ml 1M Tris pH 8,0 versetzt und eine Stunde bei Raumtemperatur rotiert. Die
Gelmatrix wurde danach 5x mit PBS gewaschen und in PBS mit 2 mM Natriumazid
bei 4°C bis zu ihrer Verwendung aufbewabhrt.

Zur Kopplung von rekombinanter CNK-1 an CNBr-aktivierte Sepharose, wurden 5
mg des Proteins zundchst gegen den Natriumhydrogencarbonat-Puffer dialysiert. Die
weitere Kopplung an die Gelmatrix erfolgte wie oben beschrieben.

3.3.4.2 Affinitatsreinigung der Antikdrper

Die Gelmatrix wurde in ein 50 ml Falcon-Rohrchen iiberfiihrt und pelletiert. 20 ml
Antiserum wurden zugegeben und liber Nacht bei 4°C rotiert. Anschliessend wurde
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die Gelmatrix pelletiert, 3x mit PBS gewaschen und in eine Plastiksdule (Pierce)
iiberfiihrt. Nun wurde zunichst mit 10 ml Elutionspuffer I (0,1 M Natriumacetat, 0,5
M NaCl pH 4,8), dann mit 10 ml PBS gewaschen. Die gebundenen Antikdrper
wurden schliesslich mit 10 ml Elutionspuffer II (0,2 M Natriumacetat, 0,5 M NaCl pH
2,6) eluiert und durch Vorlage von 1 M Tris-HCI pH 8,8 sofort neutralisiert. Protein-
haltige Fraktionen wurden durch Messung der OD,gy bestimmt, vereinigt, mit BSA
auf 0,1 mg/ml eingestellt und tiber Nacht gegen PBS mit 2mM NaNj dialysiert. Die
Antikorperlosung wurde dann in Aliquots bei —70°C gelagert. Die Gelmatrix konnte
nach mehrmaligem Waschen mit PBS und Lagerung in PBS mit 2mM NaNj fiir
weitere AntikOrperreinigungen verwendet werden.
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3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Nahrmedien

Alle Néhrmedien wurden bei 120°C autoklaviert. Aufgrund ihrer Hitze-
empfindlichkeit wurden die Antibiotika zunéchst sterilfiltriert (0,2 um) und dem
Medium nach dem Autoklavieren zugesetzt. Bacto-Trypton, Hefeextrakt und Agar
wurden von Difco (USA) bezogen.

LB-Medium: 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, ad 11 H,O

SOB-Medium: 20 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,59 g NaCl, 0,19 g KCl,
ad 11 H20

SOC-Medium: 20 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,59 g NaCl, 0,19 g KCl,

20 mM MgSOy4, 20 mM Glucose, ad 1 1 H,O
2xTY-Medium: 16 g Bacto-Trypton, 10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, ad 1 1 H,O

Antibiotikazusétze: 50 ug/ml Ampicillin (Biomol, Hamburg)
50 ug/ml Kanamycin (Sigma, Deisenhofen)

Zur Herstellung der Agarplatten wurde dem Medium vor dem Autoklavieren 1,5 %
(w/v) Bactoagar zugesetzt. Nach Autoklavieren und Abkiihlen des Mediums auf etwa
50°C konnten die Antibiotika zugegeben werden. Fiir das Blau/WeiB3-Screening
wurde auf den Agarplatten vor dem Ausplattieren je 40 ul einer 0,1 M IPTG und einer
2 % (w/v) X-Gal-Stammldsung in Dimethylformamid ausgestrichen.

3.4.2 Anzuchtbedingungen

Fliissigkulturen wurden in einem Schiittelinkubator iiber Nacht bei 37°C angezogen.
Zur Kultivierung auf festem Medium wurden Agarplatten iiber Nacht bei 37°C
inkubiert und anschliessend bei 4°C gelagert.

3.4.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren erfolgte photometrisch bei
Wellenldngen von 260 und 280 nm in Quartzkiivetten mit einer Schichtdicke von 1
cm. Eine OD»4 von 1 entspricht dabei 20 ug/ml Oligonukleotid, 40 ug/ml RNA oder
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50 ug/ml doppelstringiger DNA. Das Verhiltnis ODsp/ODago kann zur Uberpriifung
der Reinheit der vorliegenden Nukleinsdurelosung herangezogen werden, es betrigt
bei reiner DNA etwa 1,8, bei reiner RNA-Losung etwa 2,0.

3.4.4 Agarosegelelektrophorese

Zur préparativen und analytischen Elektrophorese von DNA wurden, je nach Grdsse
der aufzutrennenden Fragmente, Gele mit 1 — 2 % (w/v) Agarose in 0,5 x TBE-Puffer
verwendet. Die Agarose wurde durch Aufkochen gelost und nach Abkiihlung auf ca.
50°C mit 2 ul Ethidiumbromidlosung (10 mg/ml) pro 50 ml Gelvolumen versetzt. Als
Laufpuffer diente 0,5 x TBE-Puffer, die Gelkammer war ein Werkstatteigenbau. Vor
der Elektrophorese wurden die Proben mit 6 x Probenpuffer versetzt. Zur
GroBenabschitzung der DNA-Fragmente wurden Grdssenstandards parallel
aufgetragen (KB-Ladder, oder HaelV verdaute ®X174 RF-DNA, MBI Fermentas).
Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Spannung von 100 V durchgefiihrt,
nach dem Lauf wurden die Banden auf einem UV-Leuchttisch bei A = 302 nm
sichtbar gemacht.

6 x Probenpuffer: 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol
30 % (v/v) Glycerin
50 mM EDTA pH 8,0

3.4.5 Fallung von DNA

Zur Féllung von Nukleinsduren wurde die Lésung mit 0,1 VT 3 M Natriumacetat pH
5,2 und entweder 2,5 VT eiskaltem Ethanol oder 1 VT Isopropanol versetzt, gemischt
und fiir wenigstens 30 min bei —20°C inkubiert. Das entstehende Prizipitat wurde
abzentrifugiert (SS34, 14000 rpm, 4°C, 30 min), mit 75 % (v/v) Ethanol gewaschen
und erneut zentrifugiert. Das gewaschene DNA-Pellet wurde in der Vakuum-
Konzentrationszentrifuge getrocknet und in einem geeigneten Volumen TE-Puffer
aufgenommen. RNA-Pellets wurden dagegen im Heizblock bei 42°C und gedffnetem
Deckel der Eppendorfgefd3e fiir 5 min getrocknet und in einem geeigneten Volumen
DEPC-behandeltem Wasser aufgenommen.

3.4.6 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur praparativen Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen, wurden die
entsprechenden Banden unter UV-Licht ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe des
Qiaex II Extraktionskits (Qiagen, Hilden) gemil3 Herstellerangaben gereinigt. Prinzip
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der Aufreinigung ist dabei die quantitative Adsorption von Nukleinsduren an
Silicagelpartikel unter Hochsalzbedingungen. Nach Waschschritten wurde die DNA
mit TE-Puffer eluiert und bei —20°C gelagert.

3.4.7 Enzymatische Behandlung von DNA

3.4.7.1 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die spezifische Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen wurde zu
analytischen Zwecken im 10 ul Volumen, zur Vorbereitung von DNA fiir Ligationen
im 100 wl Volumen durchgefiihrt. Fiir die Reaktionen kamen die Enzyme und
Puffersysteme von NEB (,USA) zum Einsatz. Fiir einen analytischen Verdau wurden
0,5 — 1 ug DNA, 1 ul 10x Reaktionspuffer und 2-5 U Enzym gemischt, mit Wasser
auf 10 ul aufgefiillt und bei 37°C fiir 1 h inkubiert. Bei einem préparativen Verdau
wurden etwa 10 ug DNA und 5-10 U Enzym verwendet. Die Inkubationszeit wurde
hier auf mindestens 3 h verlidngert. Die meisten Restriktionsenzyme konnten nach
Herstellerangaben durch 15 miniitige Inkubation bei 65 °C inaktiviert werden. Nach
dem Verdau wurde die DNA {iber ein praparatives Agarosegel gereinigt.

3.4.7.2 Behandlung von DNA mit Alkalischer Phosphatase

Zur Vorbereitung der Ligation wurden durch Restriktionsverdau linearisierte
Vektoren am 5°Ende mit Alkalischer Phosphatase (calf intestine phosphatase, CIP,
Boehringer , Mannheim) dephosphoryliert, um eine Selbstligation des Vektors zu
verhindern. So verringerte sich bei der Transformation die Anzahl der Klone, die
Vektoren ohne Insert trugen.
Reaktionsansatz: 10 ug DNA

10 ul 10 x Reaktionspuffer

2-3 U CIP

ad 100 ul H,O

Es wurde 30 min bei 37°C inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurden 2 ul 0,5 M
EDTA zugegeben und bei 68°C fiir 20 min inkubiert.

3.4.7.3 Ligationen

DNA-Stiicke mit kohdsiven Enden wurden mittels T4-DNA Ligase kovalent
verknlipft. Hierzu wurden etwa 100 ng entsprechend geschnittene Vektor-DNA und
die 1-5 fache Menge Insert-DNA eingesetzt. Die Reaktion wurde in einem
Gesamtvolumen von 10 ul mit 1 ul 10 x Reaktionspuffer und 2 U Ligase (Boehringer,
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Mannheim) durchgefiihrt. Die Ligation erfolgte tiber Nacht bei 16°C. 5 ul des
Ansatzes wurden zur Transformation kompetenter E.coli-Bakterien verwendet.

3.4.8 Praparation transformationskompetenter E.coli-Zellen und
Transformation

E.coli Zellen wurden mit der CaCl,-Methode (Sambrook et al., 1989) kompetent, d.h.
aufnahmefdhig fiir Plasmid-DNA gemacht. Dazu wurden 200 ml LB-Medium mit 2
ml einer Ubernacht-Kultur angeimpft und bis zu einer ODgpp von 0,3 herangezogen.
Nun wurde 10 min auf Eis inkubiert, die Zellen abzentrifugiert (2000 rpm, Heraeus-
Zentrifuge, 4°C, 5 min), das Pellet in 3 ml eiskalter 50 mM CaCl,-Losung
resuspendiert und erneut fiir 10 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden wiederum
abzentrifugiert, in 3 ml 50 mM CaCl,-Lésung aufgenommen und fiir 1 h auf Eis
inkubiert. Die Zellen wurden nach Zugabe von Glycerol auf 10% (v/v) in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zu ihrer Verwendung bei —70°C gelagert.

Zur Transformation wurde 5 ul Ligationsansatz zu 100 ul der kompetenten Zellen
gegeben. Der Transformationansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert und anschliessend
100 sec lang im Wasserbad bei 42°C erwarmt. Dann wurde wiederum 2 min lang auf
Eis inkubiert, 1 ml SOC-Medium zugegeben und eine Stunde bei 37°C unter
Schiitteln inkubiert. Zwischen 50 und 200 ul der Bakterienkultur wurden auf LB-
Platten mit Ampicillin ausplattiert und {iber Nacht bei 37°C angezogen. So konnten
nur diejenigen Zellen wachsen, die das Plasmid mit dem Resistenzgen gegen
Ampicillin aufgenommen hatten.

3.4.9 TOPO-TA-Klonierung

Zur Klonierung von PCR-Produkten, die mit Tag-DNA-Polymerase amplifiziert
worden waren, wurde das TOPO-TA-Klonierungs Kit (Invitrogen, Leek, Niederlande)
eingesetzt. Da die Tag-Polymerase durch ihre matrizenunahéingige terminale
Tranferaseaktivitat PCR-Produkte mit Adenylatiiberhdngen synthetisiert, konnen
diese direkt in den Vektor pCR2.1, der mit iberhdngenden 3° Thymidilatresten
ausgestattet ist, ligiert werden. Es wurde das Protokoll des Herstellers befolgt. Mit
dem Ligationsansatz wurden anschliessend kompetente E.coli TOP10F‘-Zellen
transformiert und positive Klone iiber Blau/Weiss-Selektion ausgewéhlt.
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3.4.10 Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) kdnnen
durch zwei flankierende Oligonukleotidprimer definierte DNA-Abschnitte
exponentiell amplifiziert werden (Saiki et al., 1988). Als Enzyme wurden entweder
Tag-Polymerase (Dynazyme, Biometra, Gottingen) oder Pfu-Polymerase (Stratagene,
Heidelberg) eingesetzt. Letztere besitzt eine Korrekturaktivivitit (proofreading) und
wurde dann verwandt, wenn das PCR-Produkt in einen Expressionsvektor kloniert
werden sollte. Bei der PCR werden in einem Heizblock Zyklen mit unterschiedlichen
Temperaturen durchlaufen: Zunichst wird die Matrizen-DNA aufgeschmolzen, dann
binden die Primer an ihre Zielsequenzen (,,annealing®), schliesslich werden die
Primer durch die DNA-Polymerase in 5°- 3° Richtung veldngert (,,primer extension®).
Fiir eine 50 ul Reaktion wurde folgender Ansatz pipettiert:

50-200 ng DNA-Template

5 wl Primer 1 (sense, 5 pmol/ul)

5 wl Primer 2 (antisense, 5 pmol/ul)
5 wl 10 x Reaktionspuffer

0,5 ul ANTP-Mix (je 10 mM)

0,5 ul DNA-Polymerase (2 U)

ad 50 ul H,O

Die Ansdtze wurden auf Eis pipettiert und erst dann in den Thermocycler tiberfiihrt,
wenn dessen Heizblock 95°C erreicht hatte (,,cold start). Das PCR-Programm sah
folgendermassen aus: Nach einem einmaligen Denaturierungsschritt von 5 min bei
95°C schlossen sich 40 Zyklen bestehend aus 30 sek 95°C (Denaturierung), 1 min 45-
60°C (annealing) und 1 min 72°C (extension) an, schliesslich folgte ein 10 miniitiger
72°C-Schritt (Auffiillreaktion). Standardmaéssig wurde ein 10 ul Aliquot der Reaktion
in der Agarosegelelektrophorese analysiert.

1x PCR-Reaktionspufter: 10 mM Tris-HCI pH 8,8, 1,5 mM MgCl2, 50 mM KClI,
0,1 % Triton-X 100

3.4.11 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR wurde anstelle der analytischen Plasmid-Isolierung mit
anschliessendem Restriktionsverdau zur Uberpriifung von Klonierungen
durchgefiihrt. Hierzu wurden die zu analysierenden Bakterienkolonien von der
Agarplatte mit einem Zahnstocher in 2 ml LB-Medium mit Ampicillin {iberfiihrt und
3 h bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. 100 ul der Bakteriensuspension wurden
abzentrifugiert (Eppendorfzentrifuge, 5 min, volle Drehzahl), mit 100 ul H,O dest.
gewaschen und in 100 ul H,O aufgenommen. 1 ul aus dieser Koloniesuspension
wurde fiir die nachfolgende PCR eingesetzt. Die weiteren Reaktionskomponenten
wurden in einem 90 ul Mastermix angesetzt: 10 ul M13 (-20) Primer (5 pmol/ul), 10
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ul M13 (rev) Primer (5 pmol/ul), 10 ul 10 x Reaktionspuffer, 1 ul dANTP-Mix (je 10
mM), 58 ul H,O, 1 ul Tag-DNA-Polymerase. 9 ul vom Master-Mix wurden zu 1 ul
Koloniesuspension gegeben. Zur Amplifikation wurde folgendes PCR-Programm
angewendet: 95°C, 5 min, dann 40 Zyklen mit 15 sek 95°C, 15 sek 52°C, 1 min 72°C
und abschliessend einmalig 10 min 72°C. Nach der PCR wurden die Ansdtze mit 2 ul
Probenpuffer versetzt und auf dem einem Agarosegel analysiert.

3.4.12 Analytische Plasmidisolierung

Zur Gewinnung kleiner Mengen Plasmid-DNA wurde die Methode nach He et al.
(1990) angewendet. Hierbei wird Plasmid-DNA durch Behandlung mit Triton-X 100
und LiCl enthaltendem Puffer solubilisiert, wihrend chromosomale DNA und
zelluldre Debris prazipitiert wird. Die so erhaltene DNA kann zur Subklonierung, zum
Restriktionsverdau oder zur Sequenzierung eingesetzt werden.

Zum Heranziehen der Bakterien wurde jeweils eine Kolonie gepickt und in 2 ml LB-
amp Medium gegeben. Nach mindestens 6 h Schiitteln bei 37°C wurden 1,5 ml der
Bakteriensuspension in ein Eppendorfgefal tiberfiihrt und die Zellen abzentrifugiert
(Eppendorfzentrifuge, 5 min, volle Drehzahl). Das Pellet wurde in 150 ul TELT-
Puffer resuspendiert und 5 ml Lysozym (50 mg/ml) zugegeben. Nach 5 min
Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Reaktionsansatz 2 min lang gekocht und
dann 5 min auf Eis belassen. Anschliessend wurde 10 min bei voller Drehzahl
zentrifugiert und das viskose Pellet mit einem Zahnstocher entfernt. Die DNA wurde
dann aus dem Uberstand durch Zugabe von 100 ul Isopropanol gefillt, pelletiert und
mit 200 ul kaltem 75% (v/v) Ethanol gewaschen. Anschliessend wurde das Pellet
getrocknet, in 20 wl TE-Puffer mit 0,1 mg/ml RNase A resuspendiert, 10 min bei RT
inkubiert und anschliessend 5 min auf 65°C erhitzt. Fiir einen anschliessenden
analytischen Verdau wurden in der Regel 4 ul der mini-prap DNA eingesetzt.

TELT-Puffer: 250 ul 1 M Tris-HCI pH 7,5
625 ul 0,5 M EDTA pH 8,0
200 wl 10 % (v/v) Triton-X 100
3,93 ul 3.2 M LiCl

3.4.13 Praparative Plasmidisolierung

Zur Priparation groBerer Mengen Plasmid-DNA (etwa 100 ug) wurde das Plasmid
Midi Purification Kit der Firma Qiagen (Hilden) eingesetzt. Das Prinzip besteht
hierbei in einer Lyse der Bakterien im Alkalischen und der Bindung der Plasmid-
DNA an eine Anionenaustauscher-Sdule unter Niedrigsalzbedingungen. Die DNA
wird anschliessend mit einem Hochsalzpuffer eluiert und mit Isopropanol gefillt. Es
wurden die Angaben des Herstellers befolgt. Fiir die tip-100 Sdulen wurden 50 ml
einer Ubernachtkultur eingesetzt.
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3.4.14 RNA-Isolierung aus Crithidia

Gesamt-RNA aus Crithidia wurde mit dem TRIzol-Reagenz der Firma Gibco-BRL
(Eggenstein) isoliert. Hierzu wurden 10 ml Crithidia-Zellkultur (2 x 107 Zellen/ml)
abzentrifugiert (500 rpm, Heraeus-Zentrifuge, 5 min) und das Zellpellet mit 6 ml
Trizol-Reagenz unter mehrfachem auf- und abpipettieren versetzt. Die Losung wurde
gleichmaéssig auf 6 Eppendorfgefésse verteilt, mit jeweils 200 ul Chloroform versetzt
und 30 Sekunden lang kriftig geschiittelt. Nach 3 miniitiger Inkubation bei RT wurde
zentrifugiert (SS 34, 9000 rpm, 4°C, 20 min), der RNA-enthaltende Uberstand bis zur
Interphase vorsichtig abgenommen und in neue Eppendorfgefisse iiberfiihrt. Nun
wurde die RNA durch Zugabe von einem VT Isopropanol iiber Nacht bei —20°C
gefillt. Das abzentrifugierte Pellet wurde mit 75 % Ethanol gewaschen und vorsichtig
bei 42°C im Heizblock getrocknet. Die Gesamt-RNA aus 10 ml Zellkultur wurde in
insgesamt 100 ul DEPC-behandeltem Wasser aufgenommen und bei —70°C gelagert.

3.4.15 Reverse-Transkriptions-PCR (RT-PCR)

Bei der RT-PCR werden ¢cDNA-Abschnitte amplifiziert, die zuvor durch das
Umschreiben von RNA in ¢cDNA mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase
synthetisiert worden sind. Fiir die cDNA-Synthese kam die Superscript-Reverse
Trankriptase (GIBCO-BRL, Eggenstein) zum Einsatz, diese leitet sich aus der MMLV
(Moloney murine leukemia virus) Reverse Transkriptase durch Deletion der fiir die
RNaseH-Aktivitdt codierenden Sequenz ab.

Bis zu 5 ug Gesamt-RNA wurden mit 1 ul Oligo-dT-Primer (10 uM) versetzt und mit
DEPC-behandeltem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 12 ul aufgefiillt. Die Losung
wurde 10 min lang auf 70°C erhitzt und anschliessend wenigstens 1 min auf Eis
belassen. Dann wurden die folgenden Komponenten zugegeben: 2 ul 10x PCR-Puffer,
2 ul 25 mM MgCl,, 1 ul 10 mM dNTP-Mix, 2 ul 0,1 M DTT. Nach 5 min bei 42°C
wurden 1 ul Superscript I RT zugegeben und die Reaktion fiir weitere 50 min bei
42°C inkubiert. Die Reaktion wurde anschliessend durch 15 miniitiges Erhitzen auf
70°C abgestoppt. Zum Verdau des RNA-Templates wurde nun 1 ul RNaseH
zugesetzt und 20 min bei 37°C inkubiert. Die so synthetisierte cDNA konnte bei
—20°C gelagert werden.

Fiir die folgenden PCR-Ansétze wurden 2 ul dieses Erstrangansatzes als Template in
einer 50 ul PCR verwendet.

3.4.16 RACE-PCR

Die RACE (rapid amplification of cDNA ends)-PCR ist eine Variante der RT-PCR
bei der, ausgehend von einer bekannten internen Sequenz, die cDNA-Sequenz bis
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zum 5° oder 3° Ende der korrespondierenden mRNA veldngert wird. Die Methode
dient so zum Vervollstindigen von cDNA-Klonen.

Bei der 5‘'RACE macht man sich im Falle von Crithidia f. und Trypanosoma b. den
Umstand zunutze, dal alle mRNAs in Trypanosomatid-Spezies eine gemeinsame 39
Nukleotid-Sequenz am 5‘Terminus besitzen. Diese ,,spliced leader” Sequenz wird
durch trans-Splicing vom 5° Ende einer kleinen SL-RNA auf die entspechende Stelle
der pri-mRNA {ibertragen. Nach dem Umschreiben von RNA in cDNA (3.4.15.)
wurde in der folgenden PCR daher ein genspezifischer Anitsense-Primer und ein
Primer mit einer Sequenz, die identisch zur entsprechenden spliced-leader-Sequenz
aus Crithidia oder Trypanosoma war, eingesetzt.

Crithidia spliced leader:
5‘-CGCTATAAAGTATCAGTTTCTGTACTTTATTG-3¢
Trypanosoma spliced leader:
5-GCGGCCGCCGCTATTATTAGAACAGTTTCTGTACTATATTG-3¢

Bei der 3‘'RACE wurde RNA in ¢cDNA durch die Verwendung von reverser
Transkriptase und eines speziellen oligo-dT Adapter-Primers umgeschrieben. In der
nachfolgenden PCR wurde dann ein genspezifischer sense-Primer verwendet wiahrend
als antisense-Primer ein Universeller Amplifizierungs-Primer zum Einsatz kam, der
einen Bereich der poly-A-Region erkannte. Es wurde hier das 3‘RACE-System von
GIBCO-BRL (Eggenstein) nach dem Protokoll des Herstellers verwendet.

Adapter-Primer (AP):
5°-GCGCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT-3¢

Universal Amplification Primer (UAP):
5*-CUACUACUACUAGGCCACGCGTCGACTAGTAC-3¢

3.4.17 Gekoppelte in-vitro Transkription/Translation

Das T7-Quick Coupled Transcription/Translation System (Promega, Madison, USA)
wurde fiir die in-vitro Synthese von Proteinen in einem Retikulozytenlysat ausgehend
von einem DNA-Plasmid eingesetzt. Das zu translatierende PCR-Produkt wurde
zunéchst in den pCITE4a-Vektor (Novagen, Madison, USA) kloniert, dieser enthélt
einen T7-Promotor, sowie eine ,,CITE*“ (Cap-independent Translation Enhancer)-
Sequenz zur Erhohung der Effizienz der in-vitro Translation von synthetischer RNA.

Fiir eine Standard-Transkription/Translation wurde folgender Ansatz pipettiert: 40 ul
TNT-Quick Master-Mix wurden mit einem 1 ug DNA-Plasmid und 2 ul *’S-
Methionin zur radioaktiven Detektion des Translationsproduktes versetzt und mit
Nuklease-freiem Wasser auf 50 ul aufgefiillt. Die Reaktion wurde bei 30°C fiir 90
min inkubiert, ein 5 ul Aliquot abgenommen mit 15 ul H>O und 20 ul 2x SDS-
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Probenpuffer versetzt, gekocht und in der SDS-PAGE mit anschliessender
Autoradiographie analysiert.

3.4.18 Expression von rekombinanten Proteinen in E.coli

Zur Kontrolle der der Proteinexpression wurden 0,5 ml LB-amp-Medium mit einer
einzelnen Bakterienkolonie BL21 (DE3) pLysS, die das gewiinschte Expressions-
plasmid enthielt, angeimpft und tiber Nacht bei 37°C geschiittelt. Nun wurden 4 ml
frisches Medium hinzugegeben und die Zellen in einen 30°C-Inkubator tiberfiihrt.
Nach 30 min wurden die Reaktionsansdtze aufgeteilt und in jeweils einem die
Proteinexpression durch Zugabe von IPTG auf eine finale Konzentration von 1 mM
induziert. Nach 4 h wurden 200 ul Bakteriensuspension aus den Anséitzen entnommen
und die Zellen herunterzentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge, volle Drehzahl, 5 min).
Das Pellet wurde in 100 ul PBS resuspendiert und in 3 Zyklen auf Trockeneis
eingefroren und bei 37°C im Wasserbad wieder aufgetaut und gemischt. Nach
erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand in ein neues GefiB iiberfiihrt. Zum Pellet
wurden 50 ul 2x SDS-Probenpuffer gegeben, 20 ul des Uberstandes wurden mit 20 ul
2 x SDS-Probenpuffer versetzt. Nach 4 miniitigem Erhitzen auf 94°C wurden vom
Uberstand 20 ul, vom Pellet 10 ul zur Analyse auf ein 10 % Polyacrylamidgel
geladen.

Zur préaparativen Reinigung von GST-Fusionsproteinen wurde als Vorkultur 20 ml
2xYT+amp mit einer Bakterienkolonie angeimpft und iiber Nacht bei 37°C
geschiittelt. Mit 5 ml der Vorkultur wurden am néchsten Morgen 500 ml 2xYT+amp
angeimpft, auf 2 Erlenmeyerkolben verteilt und bei 27°C geschiittelt. Nachdem eine
ODggp von etwa 0,8 erreicht worden war, wurde die Proteinexpression durch Zugabe
von IPTG auf 0,8 mM induziert. Nach weiteren 4 h Schiitteln bei 27°C wurden die
Zellen durch Zentrifugation geerntet und das Fusionsprotein wie beschrieben (1.2.6.7)
durch Affinitatschromatographie an Glutathion-Sepharose gereinigt.

Bei Loslichkeitsproblemen wurde das Protokoll in der Weise abgeédndert, dal3 die
Expressionskulturen nach Erreichen von ODgg = 0,7 im Eisbad abgekiihlt und dann
in ein 18°C Schiittelwasserbad iiberfiihrt wurden. Nun wurde durch Zugabe von IPTG
auf 0,8 mM induziert und das Protein bei 18°C fiir 16 Stunden exprimiert.

3.4.19 Sequenzierung von Doppelstrang-DNA

Die Sequenzierung von Doppelstrang-DNA erfolgte nach der Didesoxy-
Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) mit dem ,,Sequenase 2.0“-Kit
(Pharmacia, Freiburg). Die Sequenzreaktion wurde nach den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt, wobei pro Reakton 2-3 ug Plasmid-DNA und 12 wmol Primer (M13
—20 und M13 reverse-Primer) eingesetzt wurden. Die neusynthetisierte DNA wurde
mit o-[*’S]-dATP markiert und auf einem Harnstoff Polyacrylamidgel mit 8%
Acrylamid und 7,5 M Harnstoff (Sequenzierungsmix von GIBCO-BRL, 100 ml
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Sequenzierungsmix wurden durch Zugabe von 350 ul 10 % APS und 40 ul TEMED
polymerisiert) aufgetrennt. Nach einer Vorelektrophorese von 30 min bei 60 W,
wurde das Gel beladen und die Elektrophorese bei 60 W fiir 2 h durchgefiihrt
(Kurzlauf). Das Gel wurde nach dem Lauf in 10% Essigsdure 10% Methanol fixiert,
auf Whatmann 3 MM Papier transferiert, im Vakuumgeltrockner bei 60°C getrocknet
und iiber Nacht gegen einen Rontgenfilm exponiert.

Alternativ wurden gereinigte Plasmide zur Auftragssequenzierung bei MWG-Biotech
(Ebersberg, Deutschland) eingeschickt.

3.5 Zellbiologische Methoden

3.5.1 Kultivierung von Crithidia fasciculata

Crithidia fasciculata wurde bei 27°C in Brain Heart Infusion Medium (BHI, Difco,
USA) mit 4 ug/ml Hamin kultiviert. Zur Herstellung einer 2 mg/ml Hamin-
Stammldsung wurden 200 mg Hamin (Sigma, Deisenhofen) in 50 ml Ethanol und 50
ml 0,02 N NaOH geldst und sterilfiltriert (0,2 uwm). Die Stammlosung wurde
lichtgeschiitzt bei 4°C aufbewahrt. Zur Verhinderung von Kontaminationen durch
Bakterien wurde dem Medium ausserdem Streptomycinsulfat in einer finalen
Konzentration von 200 ug/ml zugesetzt. 10 ml Stammkulturen wurden in
Zellkulturfldschchen mit 0,2 um Filterkappe gehalten und zweimal pro Woche im
Verhiltnis 1:50 in frisches Medium umgesetzt. Fiir Proteinpriparationen wurden
zundchst 100 ml Vorkulturen in 500 ml Erlenmeykolben angesetzt, mit diesen wurden
dann die grossvolumigen Kulturen (je 3 I in 5 I-Erlenmeyerkolben) angeimpft.

3.5.2 Einfrieren und Auftauen von Crithidia fasciculata

Zum Einfrieren von Crithidia-Zellen wurden diese aus 10 ml Zellkultur in
logarithmischer Wachstumsphase zunéchst pelletiert (Herdus-Zentrifuge, 1000 rpm,
4°C, 5 min) und dann in 6 ml BHI-Medium mit Hdmin, Streptomycinsulfat und 10%
(v/v) DMSO resuspendiert. 1 ml Aliquots wurden in Kryo-Réhrchen (Nunc,
Wiesbaden) tiberfiihrt und iiber Nacht auf Trockeneis belassen, bevor sie am néachsten
Tag in fliissigem Stickstoff gelagert werden konnten.

Zum Auftauen wurde ein 1 ml Aliquot im Wasserbad bei 37°C schnell aufgetaut,
sofort in 10 ml frisches Medium iiberfiihrt und bei 26°C iiber Nacht inkubiert. Am
ndchsten Morgen wurden die Zellen dann wie iiblich 1:50 in frisches Medium
umgesetzt.
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3.5.3 Kaultivierung von Hela-Zellen

Hela-Zellen (SS6) wurden bei 37°C in DMEM (Dulbecco’s Minimal Essential
Medium, GIBCO-BRL) plus 10% FCS (fotales Kélberserum, Sigma) in einer
wassergesittigen Atmosphéire mit 5% CO, kultiviert. Die Zellen wurden 2 x pro
Woche umgesetzt, hierzu wurden sie mit einer Trypsin-EDTA-L&sung (GIBCO-BRL)
von der Schale geldst (2 min bei 37°C) und verdiinnt (1:6 bis 1:10) wieder
ausplattiert.

3.5.4 Immunfluoreszenz bei Crithidia und Hela-Zellen

Zur Untersuchung mittels Immunfluoreszenz wurde ein 1ml-Aliquot einer Crithidia-
Kultur zentrifugiert (Eppendorfzentrifuge, Smin, volle Drehzahl), gewaschen und in 1
ml PBS resuspendiert. Ein 25 ul Aliquot dieser Zellsuspension wurde auf ein mit
poly-L-Lysin beschichtetes Deckgldschen gegeben und zur Anheftung der Zellen 10
min bei Raumtemperatur belassen. Das Deckgldschen wurde kurz in PBS gewaschen
und die Anheftung der Zellen im Phasenkontrastmikrokop iiberpriift. Die Fixierung
erfolgte dann in Methanol bei —20°C {iber Nacht.

Hela-Zellen wurden auf Deckgldschen kultiviert. Diese wurden 2 x kurz mit PBS zur
Entfernung von Resten des Zellkulturmediums gewaschen. Standardmaéssig erfolgte
die Fixierung fiir 6 min in Methanol bei —10°C. Zur besseren Darstellung von
Mikrotubuli wurden die Zellen zunédchst mit einem stabilisierenden Puffer fiir 5 min
extrahiert (100 mM PIPES pH 6,9, 2 mM EDTA, 1 mM EGTA, 4 M Glycerin, 0,5%
(v/v) Triton X-100) und dann in Methanol fixiert.

Die Inkubationen mit Antikérpern (20 ul Verdiinnung in PBS mit 1% (w/v) BSA)
wurden in einer feuchten Kammer (Petrischale mit H,O getrinktem Filterpapier) bei
37°C fiir 1 h durchgefiihrt. Nach jeder Inkubation wurden die Deckgldschen dreimal
in PBS fiir 5 min bei RT gewaschen. Zur Darstellung von Zellkernen und
Chromosomen wurden die Deckglédser dann in fiir 4 min in Hochst-Losung (1 mM
Hochst 33342 in PBS) inkubiert, kurz in PBS gewaschen, die {iberschiissige
Fliissigkeit mit einem Filterpapier abgesaugt und in Mowiol-Losung auf einem
Objekttrager eingebettet. Die Pridparate wurden mit einem Zeiss Axiophot
Fluoreszenzmikrokop analysiert und durch eine angeschlossene digitale CCD-Kamera
(Visitron Systems, Puchheim) dokumentiert.

Mowiol-Ldsung: 2,4 g Mowiol 4-88 (Hoechst, Frankfurt), 6 g Glycerin, 12 ml
0,2 M Tris-HCI pH 8,5, 6 ml H,O
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4 Ergebnisse

4.1 Kaultivierung von Crithidia fasciculata

Als Ausgangsmaterial fiir die biochemische Reinigung der Glutamylierungsaktivitit
wurde Crithidia fasciculata in Brain Heart Infusion Medium mit 4 ug/ml Himin
kultiviert. Da Crithidia nicht humanpathogen sind (sie benutzen Insekten als Wirt)
konnten sie unter Laborbedingungen der Sicherheitsstufe 1 gehalten werden.
Abbildung 1 zeigt eine Phasenkontrastaufnahme von Crithida in einer Neubauer-
Zahlkammer. Wahrend der logarithmischen Wachstumsphase war die Morphologie
der Zellen durch einen ldnglichen Zellkorper und ein einzelnes Flagellum
gekennzeichnet. Die Parasiten hatten eine Linge von etwa 10-15 um und einen
Durchmesser von 2-3 um. Es wurden Zelldichten von bis zu 5 x 10" Zellen pro ml
erreicht, die Generationszeit betrug etwa 6 Stunden. Ungefidhr 48 Stunden nach
Inokulation erreichten die Zellen eine stationdre Phase, bei 4-5 Tage alten Kulturen
zeigte sich eine deutliche Anderung der Zellmorphologie: die Zellen rundeten sich ab,
verloren ihr Flagellum und zeigten dementsprechend keine Beweglichkeit mehr.
Angesichts dieser deutlichen Verdnderung des Aussehens wurde darauf geachtet, fiir
biochemische Priaparationen ausschliesslich logarithmisch wachsende Parasiten zu
verwenden.

Abb.1: Phasenkontrastautnahme von Crithida fasciculata in einer Neubauer-Zihlkammer. Die
Seitenldngen der kleinen Quadrate betragen 25 um. Der Pfeil deutet auf zwei Parasiten, die sich
gerade in der Zellteilung befinden.
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4.2 Isolierung und Charakterisierung der carboxyterminalen Fragmente
von Tubulin aus Crithidia

Vor einer enzymologischen Untersuchung der Glutamylierungsaktivitit in Crithidia
sollten zunidchst die posttranslationalen Modifikationen der carboxyterminalen
Tubulin-Peptide charakterisiert und mit den aus 7rypanosoma brucei und Leishmania
tarentolae bekannten Ergebnissen verglichen werden. Abbildung 2A zeigt die
Vorgehensweise im Fliesschema: Wie fiir Trypanosoma brucei beschrieben
(Schneider et al., 1997) wurden zunichst Cytoskelette durch Triton-Extraktion von
Crithidia-Zellen erhalten, die Cytoskelett-Fraktion wurde dann im préparativen SDS-
Gel aufgetrennt, die Tubulin-Banden ausgeschnitten und zur Freisetzung der
carboxyterminalen Peptide entweder mit Endoproteinase LysC (a-Tubulin), oder mit
Bromcyan (B-Tubulin) in-situ verdaut. Da sich die C-terminalen Peptide durch ihre
Aciditdt auszeichnen, konnten sie liber Anionenaustauschchromatographie an einer
kleinen monoQ-Séule angereichert werden. Spat von der Sdule eluierende Fraktionen
wurden vereinigt und die Peptide iiber Umkehrphasen-HPLC weiter gereinigt. Peaks
von der HPLC wurden dann durch Massenspektroskopie und automatische Protein-
Sequenzierung charakterisiert. Entscheidendes Merkmal fiir das Vorhandensein von
Polyglutamylierung ist dabei Auftreten von Masseninkrementen von 129 Da in der
Massenspektroskopie, dies entspricht gerade dem Inkrement eines Glutamat-Restes.
Die Position des modifizierten Glutaminsdurerestes ergibt sich aus einer ,,Liicke™ in
der zugehorigen Peptidsequenzierung, an der kein PTH-Derivat indentifizierbar ist,
wihrend die Sequenzierung in der nidchsten Runde dann normal weiterlduft. Aus der
Differenz der Masse des unmodifizierten Peptids und den tatsdchlich gefundenen
Massen berechnet sich schliesslich die Zahl der angefiigten Glutaminséurereste.

Abb. 2B zeigt eine Analyse der Cytoskelett-Priparationen der drei Trypanosomen-
Spezies im 10% SDS-Polyacrylamidgel. Man erkennt, dafl in allen drei Fillen
off Tubulin bei 55 kDa die dominierende Bande der Praparation ist und jeweils iiber
50% des Gesamtproteins der Cytoskelett-Préparationen ausmacht.

Die Ergebnisse der Charakterisierung der posttranslationalen Modifikationen sind in
Abb. 2C zusammengefasst: Erwartungsgemadss ist das Crithidia-Tubulin ausgiebig
durch Polyglutamylierung modifiziert. Die erhaltenene C-terminale Sequenz des o-
Tubulins ist identisch mit der Leishmania-Sequenz und die Position des modifizierten
Glutamat-Restes der Hauptkette stimmt mit dem modifizierten Glutamat-445 aus
Trypanosoma brucei (Schneider et al., 1997) iiberein. Die Linge der Glutamat-
Seitenkette bei Crithidia entspricht mit 1-15 Glutamat-Resten ebenfalls den Werten,
die bei den anderen Trypanosomen-Spezies gefunden wurden. In allen drei Spezies
wurden Varianten der carboxyterminalen Peptide mit und ohne das C-terminale
Tyrosin gefunden, dies zeigt das Vorhandensein eines Tyrosinierungs-
/Detyrosinierungszyklus an.
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Trypanosoma b. DYEEVGAESADMDGEEDVEEY 1-15 Glu +
Leishmania t. DYEEVGAESADDMGEEDVEEY 1-16 Glu +
. . g *
Crithidia f. DYEEVGAESADDMGEEDVEEY 1-15 Glu +
Trypanosoma b. DATIEEEGﬁFDEEEQY 1- 6 Glu -
Leishmania t. DATVEEEGEYDﬁEEEA 1-21 Glu -
Crithidia f. DATVEEEGEFDEEEEA 2-22 Glu -

Abb2: A) Fliesschema zur Reinigung und Charakterisierung carboxyterminaler Peptide aus
Crithidia. B) 10% SDS-PAGE von Cytoskelett-Praparationen aus allen drei Trypanosomen-
Spezies. C) Zusammenfassung der posttranslationalen Modifikationen der carboxyterminalen
Tubulin-Peptide aus drei Trypanosomen-Spezies. Die Position des modifizierten Glutamat-Restes
ist durch einen Stern oberhalb der Sequenz gekennzeichnet, das Vorhandensein eines
Tyrosinierungs-/Detyrosinierungszyklus ist mit +/- angezeigt.

Die C-terminale B-Tubulin Sequenz von Crithidia und Leishmania ist bis auf einen
konservativen Tyrosin-Phenylalanin Austausch identisch. Die Glutamat-Seitenketten
sind hier an zwei Positionen iiber Isopeptidbindungen mit Glutamatresten der
Hauptkette verbunden. Die beiden Positionen entsprechen Glu-435 und Glu-438 der
T.brucei Sequenz (Kimmel et al., 1985). Die maximale Zahl der gefundenen
Seitenkettenreste ist sowohl bei Crithidia als auch bei Leishmania mit mehr als 20
bedeutend grosser als der Wert von 6 zusétzlichen Glutamat-Resten bei 7.brucei. Das
carboxyterminale 3-Tubulin-Peptid von T.brucei wird zwar mit und ohne terminales
Tyrosin gefunden (Schneider et al., 1997), es gibt jedoch keinen Hinweis auf eine
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Tyrosinierungsreaktion beim B-Tubulin. Es ist wichtig darauf hinzuweisen, da3 bei
Crithidia, wie auch bei den anderen untersuchten Trypanosomen-Spezies keine
Masseninkremente von 57 Dalton beobachtet wurden, die auf eine Modifikation durch
Polyglycinylierung hinweisen wiirden. Das heisst, bei allen drei untersuchten
Trypanosomen-Spezies, wie auch bei Tritrichomonas mobilensis (Schneider et al.,
1998), fehlt trotz des Vorhandenseins von funktionellen Axonemen die Modifikation
des Tubulins durch Polyglycinylierung

Zusammenfassend kann man sagen, dall die carboxyterminalen Peptide der stabilen
Mikrotubuli aus Crithidia wie erwartet ausgiebig durch Polyglutamylierung
modifiziert sind. Die Positionen der modifizierten Reste sind identisch mit denjenigen
in Leishmania t. oder Trypanosoma b. und die Seitenketten von Crithidia und
Leishmania zeigen die hochste Zahl an Glutamat-Resten, die bisher beobachtet
wurden.

4.3 Immunfluoreszenz an Crithidia- und Hela-Zellen mit dem
glutamylierungs-spezifischen Antikorper GT335

Der monoklonale Antikorper GT335 wurde gegen ein synthetisches Octapeptid
dargestellt, das die Struktur des C-Terminus von al/2-Tubulin, modifiziert durch
zwei Glutamat-Reste, nachahmt (Wolff et al., 1992). Der Antikorper erkennt
spezifisch glutamyliertes Tubulin in einer grossen Bandbreite verschiedener Spezies
(Bre et al., 1994). Zur Immunfluoreszenz wurden Crithidia-Zellen auf poly-L-Lysin
beschichteten Deckgldschen immobilisiert, mit Methanol fixiert, pemeabilisiert und
anschliessend mit GT335 angefirbt. Der erste Antikdrper wurde durch einen
Rhodamin-konjugierten sekunddren Antikorper sichtbar gemacht, ausserdem wurde
die DNA durch Farbung mit Hoechst dargestellt. Abbildung 3 zeigt die Ergebnisse
der Immunfluoreszenz: Crithidia-Zellen werden intensiv durch GT335 gefirbt. Die
deutlichste Farbung ergibt sich im Bereich des Zellcortex, wo die subpelliculdren,
kéfigartig angeordneten Mikrotubuli des Zellkorpers zu finden sind. Ausserdem ist
das Flagellum eindeutig gefirbt. Wahrend bei der massenspektroskopischen
Untersuchung alle stabilen Mikrotubuli gemeinsam betrachtet wurden, zeigt die
Immunfluoreszenz, da3, wie auch bei Trypanosoma brucei (Schneider et al., 1997),
sowohl die subpelliculdren, als auch die axonemalen Mikrotubuli des Flagellums,
ausgiebig glutamyliert sind.

Die Hoechst-Fiarbung zeigt die besondere Organisation der DNA in Crithidia, einem
Vertreter der Kinetoplastiden: Pro Zelle werden zwei Punkte angefdarbt. Bei dem
helleren Punkt, der sich in der Nidhe der Anheftungsstelle des Flagellums an den
Zellkorper befindet, handelt es sich um die Kinetoplastiden-DNA. Hier ist die
mitochondriale DNA der Trypanosomen in Form einer scheibenartigen Struktur aus
topologisch miteinander verbundenen Mini- und Maxi-Ringen organisiert (Shapiro
und Englund, 1995). Der schwicher gefiarbte Punkt dagegen, ist die DNA des
Zellkerns.
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Abb.3: Indirekte Immunfluoreszenz an Crithidia- und HeLa-Zellen mit dem glutamylierungs-
spezifischen Antikérper GT335. Die Zellen wurden jeweils mit Methanol fixiert und GT335 in
einer Verdiinnung von 1:10000 eingesetzt. Wahrend in Crithidia der gesamte Zellkdrper und das
Flagellum (sieche Pfeile) gefarbt werden, ist bei HeLa lediglich eine punktférmige Férbung der
Centriolen zu erkennen (siehe Pfeile). Zur Darstellung von DNA wurden die Zellen ausserdem mit
Hoechst 33342 gefirbt, bermerkenswert ist dabei die Detektion von Kinetoplastiden- und Kern-
DNA in den Crithidia-Zellen.

Das hohe Ausmass an Tubulin-Glutamylierung in Crithidia wird inbesondere im
Vergleich mit einer entsprechenden GT335-Féarbung von humanen HeLa SS6-Zellen
deutlich (Abbildung 3, untere Reihe). Wie bereits beschrieben (Bobinnec et al., 1998)
farbt der GT335-Antikorper hier zwei eng benachbarte, in Kernnéhe befindliche
Punkte, bei denen es sich um die Centriolen handelt. In Abbildung 3 nicht erfasst,
wird ausserdem eine Firbung der Spindel-Mikrotubuli wéhrend der Mitose
beobachtet, wihrend der grosste Teil des cytoplasmatischen Mikrotubuli-Netzwerks
nicht, oder nur minimal durch Glutamylierung modifiziert ist (Bobinnec et. al, 1998).
Die Immunfluroszenzmikroskopische Untersuchung weist also Crithidia-Zellen im
Vergleich zu HeLa als reichhaltige Quelle von glutamyliertem Tubulin aus und ldsst
vermuten, daf} die fiir die Modifikation verantwortlichen Enzyme hier in hoherer
Konzentration vorliegen sollten.
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4.4 Glutamylierungsaktivitat von isolierten Cytoskeletten und Solu-
bilisierung der Tubulin Polyglutamylase

Frithere in-vivo Markierungsexperimente an Trypanosoma brucei haben die Tubulin-
spezifische Inkorporation von Glutaminsdure in Gegenwart von Inhibitoren der
Proteinbiosynthese demonstriert (Schneider et al., 1997). Zur Charakterisierung des
verantwortlichen Enzymsystems wurden Cytoskelette von Leishmania tarentolae und
Crithidia fasciculata wie beschrieben durch Triton-Extraktion pripariert, in einem
Puffer mit | mM ATP, Mg®" und *H-Glutamat resuspendiert und bei 27°C fiir 90 min
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von SDS-Probenpuffer und
anschliessendem Kochen gestoppt, der Ansatz in der SDS-PAGE aufgetrennt, auf
Nitrocellulose geblottet und nach Farbung mit Ponceau S die prominente Tubulin-
Bande ausgeschnitten. Nach Zugabe von Filter-Count wurden die Tubulin-Banden
dann im Fliissigszintillationszdhler auf die Inkorporation von radioaktiv markierter
Glutaminsiure hin untersucht. Abbildung 4 a zeigt das Ergebnis dieses Experiments
fiir isolierte Leishmania-Cytoskelette: In Gegenwart von 1 mM ATP im
Reaktionspuffer ist eine deutliche Inkorporation von markierter Glutaminsiure in
Tubulin festzustellen, wihrend in einem Parallelansatz ohne ATP nur ein marginaler
Einbau beobachtet wird. Analoge Experimente mit Crithidia fasciculata und
Trypanosoma brucei zeigten ein identisches Ergebnis. Durch Extraktion mit
Detergentien isolierte Cytoskelette aus Trypanosomatiden enthalten also eine
enzymatische Aktivitét, die ATP-abhéngig Glutaminsdure in Tubulin einbaut.

Um Ausgangsmaterial fiir weitere Experimente zu gewinnen, war es wichtig, diese
enzymatische Aktivitdt vom unldslichen Cytoskelett-Bestandteilen zu trennen und zu
solubilisieren. Eine géngige Methode zur Solubilisation besteht in der Erhohung der
Ionenstiarke. Es wurde daher versucht, in parallelen Ansdtzen gleiche Mengen von
Leishmania-Cytoskeletten in Extraktionspuffer mit steigender NaCl-Konzentration zu
waschen. Die so behandelten Cytoskelette wurden im Standard-Reaktionspuffer
resuspendiert und die verbliebene Tubulin-Glutamylierungsaktivitit wie oben
beschrieben, gemessen. Abbildung 4 B zeigt, dal nach Waschen des Cytoskeletts in
Extraktionspuffer mit 250 mM NaCl nur noch etwa 20% der urspriinglichen
Glutamylierungsaktivitdt im Pellet verbleiben. Durch Waschen mit noch hoherer
Ionenstirke, konnte auch die restliche Glutamylierungsaktivitidt der Cytoskelette
vollig entfernt werden.

Als néchstes wurde in einem Rekonstitutionsexperiment versucht, die
Glutamylierungsaktivitit der isolierten Cytoskelette wiederherzustellen. Hierzu
wurden 20 ug der salzgewaschenen Leishmania-Cytoskelette mit 10 ug des 0,25 M
NaCl-Uberstandes im 50 ul Standardreaktionspuffer fiir 90 min bei 27°C inkubiert.
Der Reaktionsansatz, sowie ein Parallelansatz ohne Zusatz des NaCl-Uberstandes,
wurde in der SDS-PAGE aufgetrennt und mittels *H-Fluorographie auf die
Inkorporation von radioaktiv markiertem Glutamat hin untersucht. Abbildung 4 C
zeigt das Ergebnis dieses Experiments: Nur im Ansatz, der mit dem 0,25 M NaCl-
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gewaschenen Cytoskeletten mit dem verdiinnten 0,25 M NaCl-Uberstand (+ NaCl-Uber-
stand) stellt die Glutamylierungsaktivitit wieder her. 20 ug salz-gewaschener Cytoskelette
(Spur C) wurden mit 10 ug 0,25 M NaCl-Uberstand inkubiert; die Proben wurden in der
SDS-PAGE aufgetrennt und durch *H-Fluorographie analysiert. Bermerkenswert ist, dass die
radioaktive Markierung ausschliesslich in Tubulin inkorporiert wurde. Molekulargewichte
von Standardproteinen sind in Spur M gezeigt.

Uberstand inkubiert wurde, ist eine Inkorporation von radioaktiv markiertem
Glutamat festzustellen. Selbst nach ldngerer Exposition wurde ausschliesslich ein
Einbau in Tubulin festgestellt, dies machte die hohe Spezifitit der Reaktion deutlich.
Das Experiment zeigte, daB3 der 0,25 M NaCl-Uberstand tatséchlich die solubilisierte,
funktionale Glutamylierungsaktivitdt enthielt und als Ausgangmaterial fiir die
weiteren Experimente, sowie zur weiteren Reinigung der Aktivitit verwendet werden
konnte. Das salzgewaschene Cytoskelett dagegen konnte als Substrat fiir in-vitro
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Glutamylierungstests verwendet werden. Die Ergebnisse zur Solubilisierung der
Enzymaktivitit waren fiir Leishmania t. und Crithidia f. identisch. So konnte NaCl-
Uberstand, der von Leishmania-Cytoskeletten gewonnen wurde, auch zur Glu-
tamylierung von gewaschenen Crithidia-Cytoskeletten eingesetzt werden und
umgekehrt.

4.5 Einbau von radioaktiv markierter Glutaminsaure in die
carboxyterminalen Peptide von of3 Tubulin

Zur Uberpriifung, ob der beobachtete ATP-abhiingige Einbau von Glutamat in
Tubulin tatsdchlich auf die posttranslationale Modifikation der carboxterminalen
Peptide zuriickzufiihren war, wurde folgendes Experiment durchgefiihrt: Etwa 200 ug
salzgewaschener Leishmania-Cytoskelette wurden mit 0,25 M Leishmania-NaCl
Uberstand in-vitro glutamyliert. Um eine ausreichende Markierung mit radioaktiver
Glutaminsdure zu erreichen, wurde der Ansatz fiir 4 h bei 27°C inkubiert.
Anschliessend wurde die Reaktion auf einem préparativen SDS-Gel aufgetrennt, mit
Coomassie gefiarbt und die prominenten Tubulin-Banden ausgeschnitten. Die
carboxyterminalen Tubulin-Peptide wurden nun wie beschrieben (3.2.6.4) durch
Verdau mit LysC bzw. Bromcyan freigesetzt und iiber eine Anionen-
austauschchromatographie an monoQ angereichert. Zur Detektion der inkorporierten
Radioaktivitdt wurden in den Fraktionen der monoQ-Séule Poros R2-HPLC-beads in
0,1 % TFA vorgelegt, an die die eluierten Peptide binden sollten. Die beads wurden
anschliessend abzentrifugiert, direkt in Szintillatorfliissigkeit aufgenommen und in
der Flissigszintillationszéhlung analysiert. Abbildung 5 zeigt das Ergebnis dieses
Versuchs: Sowohl beim LysC-Verdau (5A) als auch beim Bromcyan-Verdau (5B)
eluiert die inkorporierte Radioaktivitit im letzten Drittel des Gradienten exakt in
demjenigen Bereich, wo auch die carboxyterminalen Peptide von a- und (-Tubulin
eluieren (Schneider et al., 1997). In beiden Fillen lag die Ausbeute bei etwa 20% der
eingesetzten Radioaktivitdt. Der Versuch legte somit nahe, dal im in-vitro-
Glutamylierungs-Test sowohl a- als auch f-Tubulin modifiziert werden, und daf3 die
Inkorporation der Glutaminsdure im carboxterminalen Bereich von o f-Tubulin
stattfindet.

4.6 Etablierung eines Filtertests fur die in-vitro Glutamylierung

Der bisher verwandte Glutamylierungstest, der eine Auftrennung des Reaktions-
ansatzes iiber SDS-PAGE und anschliessenden Western-Blot verlangte, war
aufwendig und eignete sich nicht fiir die gleichzeitige Prozessierung von vielen
Reaktionsansétzen. Es wurde daher ein Filtertest in Anlehnung an den Enzymtest der
Tubulin-Tyrosin-Ligase etabliert (Murofushi und Flavin, 1984). Hierzu wurde der
gesamte 50 ul Reaktionsansatz auf ein Whatman 3MM Filterpapier gegeben und das
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Abb. 5: Leishmania-Tubulin wurde in vitro mit 0,25 M NaCl-Uberstand radioaktiv glutamyliert,
mit Endoproteinase LysC (Reihe A) bzw. mit Bromcyan (Reihe B) verdaut und die
carboxyterminalen Peptide iiber eine monoQ-Sdule angereichert.. Die eluierten Peptide wurden an
HPLC-beads angelagert und die Radioaktivitit mittels Fliissigszintillationszdahlung detektiert. In
beiden Fillen eluiert die Radioaktivitit im letzten Drittel des Gradienten, dies ist typisch fiir die C-
terminalen Tubulin-Peptide.

Filter zur Fillung der Proteine in 10% eiskalte Trichloressigsdure gegeben. Die Filter
wurden dann wie beschrieben (3.2.7) zur Abtrennung nicht-gebundener Radioaktivitit
gewaschen und die TCA-fillbare Radioaktivitdt im Fliissigszintillationszdhler
gemessen. Zwar war die Zahleffienz fiir Tritium auf Whatman 3MM mit 4,5% recht
niedrig, andere Filterarten wie Nitrocellulose- oder Glasfaser-Filter waren jedoch mit
den Waschbedingungen in TCA und Ether nicht kompatibel. Da in der
Autoradiographie zuvor gezeigt worden war, dal die Radioaktivitét ausschliesslich in
Tubulin inkorporiert wurde, war gewéhrleistet, da3 durch den Filtertest auch
tatsdchlich ausschliesslich Tubulin-Glutamylierung verfolgt wurde. Mit diesem
Filtertest war es moglich, die Glutamylierungsaktivitit einzelner Proben innerhalb
von ca. 2 Stunden zu analysieren.
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4.7 Allgemeine Enzymeigenschaften der Tubulin Polyglutamylase

Mit dem oben beschriebenen Filtertest wurden einige grundlegende enzymatische
Eigenschaften der 0,25 M NaCl-Fraktion untersucht. Unter den Standard-
reaktionsbedingungen mit 2,3 uM Glutamat war die Inkorporation tiber die ersten 4
Stunden linear und (bei gleicher Endkonzentration an NaCl im Assay) proportional
zur Menge an einesetzter 0,25 M NaCl- Fraktion. Es zeigte sich ausserdem, dal3 auch
in Abwesenheit von salzgewaschenen Leishmania-Cytoskeletten als Substrat eine
Inkorporation von radioaktiv markierter Glutaminséure festzustellen war. Diese
»Autoglutamylierungs“-Aktivitdt war auf das Vorhandensein einer Restmenge an
Tubulin in der Enzymfraktion zuriickzufiithren, das bei der Extraktion mit 0,25 M
NaCl solubilisiert wurde. ATP war fiir die Glutamylierungsreaktion absolut
notwendig und konnte nicht durch ADP, GTP oder ATPyS, ein nur langsam
hydrolysierbares ATP-Derivat, ersetzt werden (Abb.6 E). Die optimale Konzentration
fir ATP betrug 1-4 mM bei konstanten 2 mM Mg”" im Assay, in Konzentrationen
iiber 5 mM zeigte ATP einen deutlichen inhibitorischen Effekt (Abb. 6 C). Bei
konstanten 1 mM ATP im Assay lag die optimale MgCl,-Konzentration bei 2-4 mM,
auch hier bewirkten hohere MgCl,-Konzentrationen eine drastische Hemmung der
Glutamylierungsaktivitit (Abb. 6D).

Die Inkorporationsrate war bei pH 9 deutlich hoher als bei pH 7. So wurde im
Glutamylierungstest nach 4 Stunden bei pH 9 beinahe doppelt so viel Glutaminsdure
inkorporiert als bei pH 7 (Abb.6 F). Bei pH-Werten iiber 9 fiel die Einbaurate dann
jedoch deutlich ab. Zur Temperaturabhéngigkeit der Reaktion ist anzumerken, daf3 die
Einbaurate bei 37°C drastisch reduziert war und nur noch etwa 10% des Wertes
betrug, der bei 27°C, der Standardtemperatur des Glutamylierungstests, erreicht
wurde.

Bereits bei den ersten Experimenten mit der Rohenzym-Fraktion zeichnete sich eine
deutliche Hemmung der Enzymaktivitidt durch Salze ab. So musste stets darauf
geachtet werden, die 0,25 M NaCl-Fraktion in einer finalen Konzentration von nicht
mehr als 25 mM NaCl im Assay einzusetzen, um noch eine optimale Einbaurate zu
erhalten. Abbildung 6A zeigt die Hemmung der Glutamylierungsaktivitdt durch NaCl:
Eine NaCl-Konzentration von 100 mM im Assay inhibiert die Aktivitdt um mehr als
90%. Dies macht klar, dal Proben hoher Ionenstirke vor dem Assay durch Dialyse
oder Gelfiltration entsalzt werden sollten. Das Phidnomen der Salzhemmung ist
ausserdem von Bedeutung bei der Beurteilung der Enzymaktivitit von Fraktionen aus
der Chromatographie, die durch Elution mit Salzgradienten erhalten wurden. Im
allgemeinen musste darauf geachtet werden, die finale NaCl-Konzentration im
Glutamylierungstest im Bereich von 15 — 20 mM NaCl zu halten, um die Inhibierung
zu umgehen. Auch andere Salze zeigten einen ausgeprégt inhibitorischen Einfluss, so
hemmte KCI in einer Konzentration von 100 mM im Assay die Glu-
tamylierungsaktivitidt um etwa 70% (Abb. 6 B).

Die 0,25 M-NaCl Rohenzymfraktion erwies sich weiterhin als recht instabil. So
wurde nach 16 h Autbewahrung der Probe im Eisbad nur noch etwa 20% der Aktivitat
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Abb.6: Allgemeine Enzymeigenschaften der Tubulin Polyglutamylase. A/B: Hemmung der
Glutamylierungsaktivitdt durch NaCl und KCI. C/D Optimale Konzentrationen fiir ATP und
Mg**, starke Hemmung bei hoheren Konzentrationen. E: Absolute Notwendigkeit fiir ATP,
kein Ersatz durch GTP oder nicht-hydrolysierbares ATP moglich. F: Gesteigerte Enzym-
aktivitdt bei pH 9 im Vergleich zum neutralen pH-Wert.
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des ,.frischen Enzyms gemessen. Die Rohfraktion wurde deshalb schnell auf
fliisssigem Stickstoff eingefroren und bei —70° C gelagert. Mehrmaliges Einfrieren und
Auftauen reduzierte die Aktivitdt deutlich, das Problem war in spéteren Fraktionen,
mit geringeren Proteinkonzentrationen, allerdings noch ausgeprégter. Zusatz von
Glycerol zum Standardassay erhohte die Aktivitdit und verbesserte auch die
Lagerungseigenschaften des Enzyms.

4.8 Analyse der Glutamylierungsprodukte durch 2D-Gelelektrophorese

Salzgewaschene Leishmania-Cytoskelette wurden mit 0,25 M NaCl im préparativen
Ansatz radioaktiv glutamyliert und jeweils 50 ug der markierten Cytoskelette fiir eine
hochauflosende isoelektrische Fokussierung eingesetzt. Als zweite Dimension schloss
sich eine 8% SDS-PAGE an, danach wurden die Gele entweder geblottet und mit
verschiedenen monoklonalen Antikdrpern gegen Tubulin gefirbt, oder in der *H-
Fluorographie auf den Einbau von markiertem Glutamat hin untersucht. Abbildung 7
zeigt das Ergebnis des Experiments: o- und B-Tubulin aus Leishmania werden durch
die allgemeinen Tubulin-Antikérper DM1A, bzw. Tub 2.1 angefiarbt. Man erkennt,
daB B-Tubulin deutlich saurer ist, beide Tubuline werden in der zweiten Dimension
nicht gut voneinander getrennt und laufen praktisch auf gleicher Hohe. Man erkennt
auch, da3 weniger a-Tubulin angeférbt wird, dieses schien im IEF-Lysepuffer immer
schlechter solubulisiert zu werden als f-Tubulin. Der glutamylierungsspezifische
Antikorper GT335 erkennt beide Tubuline auf der ganzen Lange ihrer isolektrischen
Varianten. In der Fluorographie ist der Einbau von markiertem Glutamat sowohl in o.-
als auch in B-Tubulin festzustellen. Bei ldngerer Expositionszeit erkennt man, daf3 im
wesentlichen sdmtliche isoelektrischen Varianten auch radioaktiv markiert werden.
Der insgesamt scheinbar geringere Einbau ins o-Tubulin, war eher darauf
zuriickzufiihren, dass wie oben beschrieben, immer weniger a-Tubulin fiir die IEF
solubilisiert werden konnte. Eine vergleichende isoelektrische Fokussierung von
Leishmania- und Hirntubulin zeigte, da3 das trypanosomale Tubulin deutlich saurer
ist. Das a-Tubulin der Trypanosomen lduft dabei etwa auf Hohe des -Tubulins aus
dem Hirn. Diese insgesamt hdohere Aciditdt diirfte auf die grossere Zahl an
Seitenketten-Glutamatresten zuriickzufiihren sein.

4.9 Glutamylierung von Tubulin aus Saugerhirn durch eine
Enzymfraktion aus Trypanosomen
Eine wichtige Frage ist, ob Tubulin Polyglutamylase aus Trypanosomen in der Lage

ist, heterologes Tubulin aus Sdugerhirn als Substrat zu verwenden. Mikrotubuli-
Protein aus Schweinehirn wurde wie beschrieben (3.2.6.1) durch Zyklen von
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Abb 7: Analyse der Glutamylierungsprodukte von Leishmania-Tubulin mittels 2D-
Gelelektrophorese: Salzgewaschene Cytoskelette wurden mit 0,25 M NaCl-Uberstand radioaktiv
glutamyliert und die Reaktionsprodukte in der 2D-Gelelektrophorese analysiert. A) Coomassie-
Féarbung, B) ein paralleles Gel wurde geblottet und a-Tubulin mit dem monoklonalen Antikérper
DMIA angefirbt. C) GT335-Farbung gegen glutamyliertes Tubulin, D) Tub2.1-Féarbung gegen
B-Tubulin. E) *H-Fluorographie von Gel A, Expostionszeit 3 Tage, F) wie E mit einer
Expositionszeit von 7 Tagen. Die Pfeile markieren die a- bzw. B-Tubulin-Isoformen und
erlauben eine einfachere Orientierung zwischen den Gelen.

Polymerisation und Depolymerisation isoliert und einer Endkonzentration von 0,3
mg/ml im Glutamylierungsassay mit dem 0,25 M-NaCl Uberstand als Enzymfraktion
eingesetzt. Abbildung 8/1 zeigt den ATP-abhidngigen Einbau von TCA-fillbarem
Glutamat bei Zusatz von Mikrotubuli-Protein aus Sdugerhirn als Substrat. Die geringe
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radioaktive Inkorporation in Abwesenheit von exogenem Substrat ist wie oben
erwdhnt auf das Vorhandensein von Trypanosomen-Tubulin in der Enzymfraktion
zuriickzufiihren. Ohne Zusatz der 0,25 M NaCl-Fraktion ist kein Einbau festzustellen,
Mikrotubuli aus Sdugerhirn, isoliert durch temperaturabhingige Polymerisation-
/Depolymerisation, zeigen also allein keine Glutamylierungsaktivitdt. In einem
weiteren Ansatz wurde anstelle von Mikrotubuliprotein reines pcTubulin als Substrat
verwendet. Auch dieses wurde durch die Enzymfraktion aus Trypanosomen
glutamyliert. Der Einbau von Glutamat in Sdugerhirn-Tubulin im Assay hing also
nicht von der Anwesenheit Mikrotubuli-assoziierter Proteine des Substrats ab.
Insgesamt war Hirntubulin ein &hnlich gutes Substrat wie die gewaschenen
Cytoskelette aus Crithidia oder Leishmania.

Zur ndheren Analyse der Glutamylierungsprodukte von Hirntubulin, wurde dieses wie
unter 3.2.7 beschrieben in einem priparativen Ansatz mit 0,25 M NaCl-Fraktion
glutamyliert und die Reaktionsprodukte durch 2D-Gelelektrophorese und
anschliessendem Immunblot, bzw. *H-Fluorographie analysiert. Abbildung 8/2 zeigt
das Ergebnis dieses Experiments. o- und B-Tubulin werden im zweidimensionalen
Gel sauber voneinander getrennt. Die monoklonalen Antikorper DM1A und Tub 2.1
identifizieren B-Tubulin als die Variante mit der hoheren Aciditit. GT335 férbte unter
den gewéhlten Bedingungen a- und p-Tubulin praktisch vollstindig, korres-
pondierend zum hohen Glutamylierungsgrad von Tubulin aus Sdugerhirn. In der
Fluorographie erkennt man bei kurzer Expositionszeit (3 Tage) das Signal
vornehmlich in den sauersten Varianten sowohl des a - als auch des B-Tubulins.
Langere Expositionszeiten identifizieren auch eine Markierung von weniger sauren
Isoformen. Quantitativ wurden o - und B-Tubulin etwa gleich stark markiert. Dieses
Ergebnis zeigte sich auch in Experimenten, bei denen radioaktiv markiertes
Hirntubulin geblottet und die a - und B-Bande getrennt ausgeschnitten und gezihlt
wurden.

Insgesamt akzeptiert die Tubulin Polyglutamylase aus Trypanosomen also Tubulin
aus Sdugerhirn als Substrat und baut Glutamat praferentiell in die sauersten Isoformen
sowohl von a- , als auch von $3-Tubulin ein.



63

40000
= B +ATP
< 35000 ¢
o O -ATP
@)
=~ 30000 t
©
€
8 25000
=)
Q
I 20000+
o
c
€ 15000
>
3
€ 10000 +
i
5000 +
0 ‘ w _—
Hirntubulin + - +
0,25 M NaCl-Uberstand + + -

N

I9Vd-SAS «—

—» IEF(OH™—H™h)

PR ! |
| adie

Coomassie DM1A

GT335 Tub2.1
,.E_n -
e } '
- T li—
n f 4 t
|
®H-Fluorographie (Exp. 3 Tage) 3H-FIuorographie (Exp. 7 Tage)

Abb.8: Tubulin aus Saugerhirn ist Substrat der Tubulin Polyglutamylase aus Trypanosomen.
1) Einbau von *H-Glutamat in Hirntubulin gemessen mit dem Filterassay. Bemerkenswert ist
der geringfiigige Einbau in Abwesenheit von Hirntubulin, der auf das Vorhandensein von
Tubulin im 0,25 M NaCl-Uberstand zuriickzufiihren ist. 2) 2D-Gel-Analyse von Hirntubulin
nach Behandlung mit der Enzymfraktion. A: Coomassie-Féarbung, parallele Gele wurden
geblottet und mit Antikdrper gegen a-Tubulin (B), glutamyliertes Tubulin (C) und B-Tubulin
(D) gefarbt. E: Fluorographie von Gel A, Expositionszeit 3 Tage, F: identisches Gel wie in E,
Expositionszeit 7 Tage.
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4.10 Reinigung von Tubulin Polyglutamylase aus dem 0,25 M NaCl-
Uberstand von Crithdia fasciculata

4.10.1 Praparation des Rohenzyms und Identifizierung der Hauptbanden

Isolierte Crithidia Cytoskelette wurden wie unter 1.2.6.3 beschrieben zur Gewinnung
des 0,25 M NaCl-Uberstandes genutzt. Wihrend der Reinigung wurde der Filterassay
(3.2.7) zur Verfolgung der Glutamylierungsaktivitit genutzt, als Substrat wurde dabei
Hirntubulin verwendet, das, wie oben gezeigt, selbst keine Enzymaktivitit aufwies.
Abbildung 9 zeigt die Reinigungsstufen bis zur Gewinnung des Rohextraktes und die
zugehorigen spezifischen Aktivititen der einzelnen Fraktionen. Es ist dabei wichtig
festzustellen, daB der Triton-Uberstand, also die cytosolische Fraktion der
Praparation, praktisch keine Glutamylierungsaktivitdt enthielt. Durch das Waschen
mit 0,25 M NaCl wurde die Aktivitét fast vollstindig vom Cytoskelett entfernt und
solubilisiert.
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Abb. 9: Priparation des 0,25 M-NaCl Rohenzyms aus Crithidia. A: Stufen der Reinigung,
analysiert im 10% SDS-Polyacrylamidgel. B: Spezifische Aktivititen der einzelnen Fraktionen.
Nur die Cytoskelett-Fraktion und die anschliessende 0,25 M-NaCl Waschfraktion zeigen
signifikante Glutamylierungsaktivitit.

Das Polypeptidprofil der 0,25 M NaCl-Fraktion entspricht demjenigen, das in
fritheren Arbeiten zur Isolierung von sogenannten ,,Korsett“-Proteinen erhalten wurde
(Bramblett et al., 1987) Hierbei handelt es sich um Proteine, die mit dem Korsett-
artigen Mikrotubuli-Cytoskelett der Trypansosomen assoziiert sind. Die Hauptbanden
der Fraktion wurden aus Coomassie-gefarbten Gelen ausgeschnitten, mit LysC
verdaut und die erhaltenen Peptide sequenziert. Mit Hilfe dieser Peptidsequenzen
konnten durch Datenbanksuche folgende Proteine identifiziert werden:
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Bande Identifiziert als

p97 Pyurvat-Kinase

pobl PEP-Carboxykinase

pS5 Tubulin

p43 Aldolase

p4l Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase
p33 Malat-Dehydrogenase

Bei den prominenten Banden handelt es sich mit Ausnahme des Tubulins samtlich um
Enzyme der Glykolyse. Dabei wurde p41 bereits zuvor durch Bindung von
polyklonalen Antikorpern an Glykosomen und Enzymtests als GAPDH identifiziert
(Bramblett et al., 1989). p33 und p61 binden auch in vitro an Mikrotubuli und p33
kann ausserdem Mikrotubuli zu Biindeln quervernetzen (Kambadur et al., 1990).
Offensichtlich sind die glykolytischen Enzyme keine reguldren Cytoskelett-
Bestandteile. Sie liegen in den Trypanosomen in hoher Konzentration vor und sind
zum grof3en Teil in spezialisierten Organellen, den Glykosomen, lokalisiert. Wahrend
des Homogenisierungsprozesses mit Detergentien, werden auch die Membranen der
Glykosomen gedffnet und die freigesetzten Glykolyse-Enzyme, die vorwiegend
basisch sind, binden an die stabilen Mikrotubuli des Cytoskeletts.

Der 0,25 M NaCl-Uberstand (Fraktion I) war diejenige Reinigungsstufe, die sich am
besten zur Lagerung eignete, So konnten vielfache Priparationen von Fraktion I bei
—70° C aufbewahrt und dann weiter bearbeitet werden.

4.10.2 ATP-Affinitatschromatographie

Die am besten charakterisierte Eigenschaft der Glutamylierungsaktivitét ist ihre
strikte ATP-Abhéngigkeit (sieche Abb. 6 E). Es sollte daher versucht werden, die
Glutamylierungsaktvivitit aus dem 0,25 M NaCl-Uberstand iiber eine Affinitits-
chromatographie an immobilisiertem ATP anzureichern. In Vorversuchen zeigte sich,
dafl kommerziell erhdltliche ATP-Agarose oder Adipinsédure-ATP nur eine geringe
Affinitét fiir die Tubulin Polyglutamylase hatten. Es war daher essentiell, ATP {iber
einen Spacer von Sebacinsduredihydrazid an Sepharose zu koppeln (3.2.6.6.). Die
Benutzung dieser Art von ATP-Sdule war auch bei der Tubulin-Tyrosin-Ligase
erfolgreich (Murofushi, 1984). Abbildung 10 zeigt Fraktionen der ATP-Séule in der
SDS-PAGE. Es war wichtig, den 0,25 M NaCl-Uberstand (Fraktion I) vor dem
Auftragen 1:1 zu verdiinnen, unter diesen Bedingungen wurde die Aktivitdt fast
quantitativ an die Séule gebunden, wihrend der Grossteil der Proteine im Durchfluss
zu finden war. Das Enzym blieb auch beim folgenden Waschschritt mit 0,25 M KCI
auf der Saule, wahrend insbesondere der Grossteil der glykolytischen Enzyme und
Tubulin unter diesen Bedingungen eluiert wurden. Die Glutamylierungsaktivitat
wurde dann als scharfer Peak mit 20 mM MgATP und 0,5 M KCI eluiert. Eine
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Affinitdtselution allein mit freiem Liganden (20 mM MgATP) fiihrte zu einem
wesentlich breiteren Elutionsprofil der Aktivitdt und sehr geringen Protein-
konzentrationen in den aktiven Fraktionen. Die Addition von 0,5 M KCIl zum
Elutionspuffer half, dieses Problem zu iiberwinden. Die dominierenden Banden der
ATP-Fraktion waren die beiden ATP-bindenden Enzyme Pyruvat-Kinase (p97) und
PEP-Carboxykinase (p61), ein Polypeptid, das dem Aktivitdtsprofil im
Glutamylierungsassay folgte, war an dieser Stelle nicht klar auszumachen.
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Die glutamylierungsaktiven Fraktionen wurden gesammelt (Fraktion II) und vor der
folgenden Dichtegradientenzentrifugation durch Ultrafiltration in Centricon-10-
Einheiten konzentriert. Diese Behandlung hatte typischerweise grole Verluste an
Gesamtprotein und Glutamylierungsaktivitit zur Folge, auch wenn die
Ultrafiltrationsmembran zur Verhinderung unspezifischer Bindung zuvor nach
Herstellerangaben passiviert worden war. Eine Ionenaustauschchromatographie zur
Konzentrierung der Fraktion war an dieser Stelle wegen der hohen Salz- und ATP-
Konzentration nicht moglich. Ebenso fiihrte eine ausgiebige Dialyse, wie sie zur
Entfernung des ATP notwendig gewesen wire, zu groflen Verlusten an
Enzymaktivitit. Die konzentrierten ATP-Fraktionen konnten nach Zusatz von
Glycerin auf 20% (v/v) iiber mehrere Monate bei —70°C gelagert werden.

4.10.3 Glycerin-Dichtegradientenzentrifugation

Die Verwendung einer Glycerin-Dichtegradientenzentrifugation als weiteren Schritt
im Aufreinigungsschema hatte verschiedene Vorteile: Erstens stabilisierte Glycerin
die Tubulin Polyglutamylase. Die Ausbeute bezogen auf diesen Schritt war
typischerweise grosser als 70% wéhrend das einfache Aufbewahren von Fraktion II
bei 4°C fiir 24 h zu mindestens 50% Verlust an Enzymaktivitéit fiihrte. Zweitens
fiihrte die Dichtegradientenzentrifugation zu einem weiteren Erhohung der
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spezifischen Aktivitit, da die Hauptmenge an Protein, insbesonderere p97 und p61,
gegeniiber der Glutamylierungsaktivitidt zu hoheren S-Werten verschoben waren.
Drittens wurden die KCI- und ATP-Konzentrationen als Vorbereitung auf die

folgende Ionenaustauschchromatographie reduziert.
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Abb.11: Zentrifugation der
ATP-Fraktion in einem 10-20%
Glycerin-Dichtegradienten. 30
Fraktionen von je 400 ul
wurden abgenommen, von
diesen sind hier nur die
Fraktionen 3-19 dargestellt. Die
beiden prominenten Poly-
peptide p97 (Pyruvat-Kinase)
und p61 (PEP-Carboxykinase)
sedimentieren jeweils als
Dimer. Der Hauptteil der
Glutamylierungsaktivitit war in
diesem Experiment in den
Fraktionen 7-10 zu finden.

3 45 6 7 8 910 11 12 13 1415 16 17 18 19\

Fraktion

Bei der Glycerin-Dichtegradientenzentrifugation zeigte sich ausserdem ein deutlich

unterschiedliches Sedimentationsverhalten von Rohenzym und Glutamylase nach der

ATP-Affinitatschromatographie.
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Abb. 12: Unterschiedliches Sedimentations-
verhalten von roher (NaCl-Extrakt) und teil-
weise gereinigter (ATP-Fraktion) Tubulin-
Polyglutamylase. A: 300 ul Proben von roher
und teilweise gereinigter Tubulin po-
lyglutamylase wurden auf lineare 10-20%
Glyceringradienten aufgetragen und wie
beschrieben zentrifugiert. 2 ul Proben jeder
Fraktion wurden auf Glutamylierungsakti-vitét
untersucht. Die Position von Standardproteinen
ist oben angegeben, siche Legende zu Figur 13.
B: 1ul Proben der angebenen Fraktionen wurde
auf Nitro-cellulose gespottet und zur Detektion
von Tubulin mit dem monoklonalen Antikdrper
DMI1A gefiarbt. 1 wng pcTubulin aus
Schweinehirn diente als Kontrolle (T). Be-
merkenswert sind die beiden Aktivitits-peaks
in der Rohfraktion (2,9 S und 7S), wihrend das
ATP-gereinigte Enzym ausschliesslich bei 2,9

S sedimentiert. Der grofere Peak in der Rohfraktion enthélt Tubulin, das dann durch die ATP-Séule
entfernt wird.

Abbildung 12 zeigt, daBl die Glutamylierungsaktivitdt der Rohfraktion durch die
Dichtegradientenzentrifugation in zwei Peaks aufgelost wurde. Wahrend der eine zu
einem S-Wert von etwa 2,9 korrespondierte, lag der zweite bei etwa 7



68

(korrespondierend zu einem Molekulargewicht von etwa 150 kDa fiir ein globuléres
Protein). Ein Dot-Blot detektierte Tubulin in den Fraktionen des zweiten Peaks (Abb.
12 B). Nach der ATP-Affinitidtschromatogrphie war das Enzym frei von Tubulin und
sedimentierte ausschliesslich als 2,9 S-Spezies. Der Wert von 7 S ist am besten mit
der Existenz eines 1:1 Komplexes zwischen Enzym und Tubulin-Heterodimer (110
kDa) zu erkldren. Der Komplex wird durch die ATP-Affinitdtschromatographie
getrennt, bei der Tubulin groBtenteils im 0,25 M KCI-Waschschritt eluiert wird.

4.10.4 Anionenaustauschchromatographie

Glutamylierungsaktive Fraktionen aus dem Dichtegradienten (Fraktion III) wurden
durch Anionenaustauschchromatographie an einer kleinen monoQ-Séule weiter
gereinigt. Abbildung 13 fasst die Reinigungsschritte beginnend mit der ATP-
Affintititschromatographie noch einmal zusammen. Wiahrend der groBite Teil der
Proteine durch etwa 0,25 M NaCl von der monoQ-Séule eluiert wurden, zeigte sich
ein scharfer Peak von Glutamylierungsaktivitét erst beim finalen Waschen der Saule
mit 0,9 M NaCl. SDS-PAGE (Abb. 13 D) zeigte, dal die monoQ-Fraktion (Fraktion
IV) vom einem einzelnen Polypeptid mit einem Molekulargewicht von etwa 40 kDa
dominiert wurde. Liangere Silberfarbung zeigte das Vorhandensein noch weiterer
Banden, diese konnten dem Aktivitdtsprofil an dieser Stelle jedoch nicht zugeordnet
werden. Aufgrund der hohen Salzkonzentration war die Glutamylierungsaktivitit in
dieser Fraktion stark inhibiert und das Salz konnte weder durch Dialyse noch
Gelfiltration effizient entfernt werden, ohne die Enzymaktivitit fast vollig zu
verlieren. Zur Lagerung von Fraktion IV musste wegen der geringen
Proteinkonzentration BSA und Glycerin zugesetzt werden.

Da das Polypeptid p40 als interessanter Kandidat fiir die Tubulin Polyglutamylase
verblieb, wurden verschiedene Praparationen gesammelt, die finale MonoQ-Fraktion
in der SDS-PAGE aufgetrennt und die p40-Bande ausgeschnitten. Nach LysC-Verdau
wurden die Sequenzen interner Peptide erhalten und zur Klonierung der p40-cDNA
verwendet (siche 4.15).
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Abb. 13: Reinigung von Tubulin Polyglutamylase aus Crithidia. A: Affinitdtschromatographie
des 0,25 M NaCl-Uberstands von isolierten Cytoskeletten (Fraktion I) an Sepharose-
Sebacinsdure-ATP. Am Punkt 1 wurde die Sdule mit 0,25 M KCI gewaschen; am Punkt 2
erfolgte die Elution mit 20 mM MgATP und 0,5 M KCl. 1 ml Fraktionen wurden gesammelt
und 2 ul jeder Fraktion im Glutamylierungstest untersucht (Fraktion II). B: Weitere Reinigung
des Enzyms durch Glycerin-Dichtegradientenzentrifugation. 30 Fraktionen wurden gesammelt
und 10 ul jeder Fraktion im Aktivitdtstest untersucht (Fraktion III). Die Richtung der
Sedimentation ist von links nach rechts. Die Positionen der Markerproteine sind 1:
Ribonuklease 2S, 2: Ovalbumin 3,6 S, 3: BSA, 4,2 S, 4 Aldolase 7,2 S. C: Anionen-
austauschchromatographie des Enzyms an einer MonoQ-Séule. 2 ml Proben wurden auf
Glutamylierungsaktivitdt untersucht (Fraktion IV). Keine Aktivitit wurde in den Fraktionenen
des Durchflusses detektiert.. Der NaCl-Gradient von 0-0.9 M ist als gestrichelte Linie
gekennzeichnet. D: 10% SDS-PAGE von Crithidia Tubulin Polyglutamylase: Bahn 1: 15 pg
Rohenzym (Fraktion I) gefarbt mit Coomassie; Bahn 2: ungefdhr 0,1 ug Enzym nach
Anionenaustauschchromatographie (Fraktion IV), Silberfairbung. Molekulargewichte von
Standard-Proteinen sind angegeben.

4.10.5 ,Scale up“ und Verwendung von Hydroxyapatitchromatographie

Mit der Klonierung der p40-cDNA aus 7.brucei (4.15) wurde deutlich, daB es sich bei
der Hauptkomponente der monoQ-Fraktion um ein RNA-bindendes Protein handelte,
das fiir die Glutamylierungsaktivitit nicht verantwortlich sein konnte. Da andere
Polypeptide in der monoQ-Fraktion nur als sehr schwache Banden zu erkennen
waren, mullte die Menge an Ausgangsmaterial fiir die Reinigung drastisch gesteigert
werden, um die tatsdchliche Glutamylierungsaktivitit im Gel visualisieren zu kdnnen.
Ausserdem war sowohl die Ausbeute der Anionenaustauschchromatographie
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unbefriedigend, als auch die Tatsache, dal die finalen Fraktionen in extrem hoher
Salzkonzentration vorlagen und damit fiir Enzymtests fast unbrauchbar waren. Es
wurde deshalb nach einer Alternative fiir die MonoQ-Séule im letzten Schritt der
Priparation gesucht.

Wihrend die ersten Préparationsversuche mit Rohenzym starteten, das aus 2-3 Liter
Crithidia-Kulturansatz gewonnen worden war, wurde nun standardméfig Rohenzym
aus 9 Litern gewonnen und fiir den anschliessenden ersten Reinigungsschritt iiber die
ATP-Siule das Material aus 3 Rohenzym-Pridparationen (entsprechend 27 Litern
Ausgangsmaterial) gesammelt.

Anstelle der Anionenaustauschchromatographie wurde im letzten Schritt der
Préaparation eine Hydroxyapatitchromatographie an einer CHT-2 Séule (Séulen-
volumen 1 ml) eingesetzt. Hierzu mussten die gesammelten Fraktionen des
Dichtegradienten zunédchst gegen Phosphatpuffer dialysiert werden. Um den Verlust
an Enzymaktivtit zu beschridnken, wurde die Dialysezeit auf maximal eine Stunde bei
4°C begrenzt. Abbildung 14 gibt ein Fliesschema der Prdparation an und zeigt ein
10% SDS-Polyacrylamidgel mit glutamylierungsaktiven Fraktionen der finalen
Hydroxyapatitsiule.
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Abb. 14: A: Fliesschema zur Reinigung von Tubulin Polyglutamylase. B: 10% SDS-PAGE von
Fraktionen der finalen Hydroxyapatitchromatographie und Glutamylierungsaktivitit der
einzelnen Fraktionen. Jeweils 10 ul der einzelnen 0,5 ml-Fraktionen wurde im Assay getestet.
Das Gel wurde mit Silber gefarbt. Zu beachten ist ein Polypeptid von etwa 54 kDa, das mit der
Glutamylierungsaktivitét koeluiert.
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Die Glutamylierungsaktivitit wurde nach der Dialyse quantitativ an die
Hydroxyapaptitsdule gebunden, wiahrend insbesondere p61 (PEP-Carboxykinase) im
Durchfluf8 zu finden war. Die Aktivitdt eluierte konsistent als scharfer Peak bei 160
mM Natriumphosphat. 20 ul-Aliquots der 0,5 ml Fraktionen wurden in der SDS-
PAGE mit Silberfiarbung analysiert. Abbildung 14 B zeigt, dal3 ein Polypeptid von 54
kDa die einzige Bande war, die mit der Glutamylierungsaktvitit koeluierte. Die
Reinigung nach dem verdnderten Schema ist in Tabelle 1 zusammengefasst. Es ergab
sich eine mehr als 800fache Anreicherung der Glutamylierungsaktivitit bezogen auf
den NaCl-Uberstand, die Ausbeute an Aktivitit lag dabei bei etwa 7 %.

Fraktion Reinigungsschritt Protein (mg) Aktivitét Aktivitéts- Reinigungs-
(cpm) Ausbeute Faktor
I NaCl-Uberstand 240 720 x 10° 100 % x 1
1 ATP-Siule 6 280 x 10° 40 % * x 16
I Dichtegradient 0,5 196 x 10° 28 % x 130
v Hydroxyapatit-Séule 0,02 50 x 10° 7%" X 833

Tabelle 1: Reinigung von Tubulin Polyglutamylase aus dem 0,25 M-NaCl Uberstand von Crithidia.
Aktivititsausbeute und Reinigungsfaktor beziehen sich immer auf den NaCl-Uberstand. a: Die geringe
Ausbeute ist im Wesentlichen auf die nach der ATP-Séule folgende Ultrafiltration zuriickzufiihren. b:
Nur ein Teil der Dichtegradienten-Fraktion wurde auf die nachfolgende Hydroxyapatit-Saule aufgetra-
gen.

Fraktion IV Enzym konnte nach Zusatz von Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor (SBTI) auf
0,1 mg/ml und Glycerin auf 20 % (v/v) auf fliissigem Stickstoff eingefroren und bei
—70°C gelagert werden. Die Klonierung der p54-cDNA ist unter 4.16 beschrieben.

Die Hydroxyapatit-Fraktion konnte durch chromatographische Verfahren nicht weiter
angereichert werden. So wurde versucht, die Fraktion zu konzentrieren und iiber eine
Grossenausschlusschromatographie an einer TSK3000SWx -Sdule weiter zu reinigen.
Dies hatte, vermutlich aufgrund der geringen Proteinkonzentration, einen mehr als
90%igen Verlust an Enzymaktivitdt zur Folge. Weitere chromatographische Ver-
fahren, die getestet wurden, waren zum einen ecine Kationenaustausch-
chromatographie an Phosphocellulose. Hierbei wurde die Glutamylierungsaktivitt
fast quantitativ gebunden und durch 0,4 M KCI eluiert, allerdings gemeinsam mit den
Hauptkomponenten der Rohenzymfraktion, so dafl der Anreicherungsfaktor nur recht
gering war. Desweiteren wurde die Enzymaktivitit quantitativ an eine HiTrapBlue-
Saule (Pharmacia) gebunden, konnte aber selbst durch 1 M NaCl nicht eluiert werden.
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4.11 Substratspeziftat der Tubulin Polyglutamylase

Die Aminosédure-Spezifitit der Tubulin Polyglutamylase wurde in einem Kom-
petitionsexperiment untersucht. Dabei wurden Glutamat-Analoga oder andere
Aminoséuren auf ihre Fahigkeit hin untersucht, die Standard-Glutamylierungsreaktion
zu inhibieren oder anstelle von L-Glutamat in Tubulin inkorporiert zu werden. Es
wurden Standardassays mit partiell gereinigter Tubulin Polyglutamylase durchgefiihrt,
bei der die Konzentration des potentiellen Kompetitors 100 bzw 1000fach groBer als
die des radioaktiv markierten L-Glutamats (2,3 uM) war. Die inkorporierte Radio-
aktivitit wurde wie iiblich mit dem Filter-Assay gemessen. Abbildung 15 fasst die
Ergebnisse zusammen.
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Abb. 15: Aminosiure-Spezifitit der Tubulin Polyglutamylase, getestet in einem Kompetitions-
experiment. Mit Ausnahme der unmarkierten L-Glutaminsédure konnte keine der getesteten
Komponenten die Inkorporation von radioaktiv markierter L-Glutaminséure signifikant redu-
zieren.

Keine der getesteten Komponenten inhibierte die gemessene Glutamylierungsaktivitét
um mehr als 15%. Die Stereospezifitit der Reaktion wurde durch die Tatsache
verdeutlicht, daB auch die Anwesenheit eines 1000fachen Uberschusses D-Glutamat
die Inkorporation des Stereoisomers nicht reduzierte. Die beiden Dipeptide a-Glu-Glu
und y-Glu-Glu konnten ebenfalls nicht umgesetzt werden, genauso wie die Amino-
sduren Glycin und Tyrosin. Dies zeigt an, da3 Glutamylierung, Tyrosinierung und
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Glycinylierung von unterschiedlichen Enzymsystemen katalysiert werden. Folséure
wurde in diesem Experiment getestet, da das Enzym Folylpolyglutamat-Synthetase
die Umsetzung von Folsdure in ihre Polyglutamat-Derivate katalysiert (Cichowicz
und Shane, 1987). Jedoch bewirkte auch ein Uberschuss an Folsiure keine
signifikante Reduktion der Tubulin-Glutamylierungsaktivitét.

Eine weitere wichtige Frage war, ob die Tubulin Polyglutamylase Tubulin-Dimere
oder Mikrotubuli als Protein-Substrate bevorzugt. Zur Untersuchung dieser Frage
wurde Mikrotubuli-Protein aus Schweinehirn in einer Konzentration von 5 mg/ml
(also unterhalb der kritischen Konzentration der Polymerisation) mit 20 uM Taxol bei
37°C fiir 30 min vorinkubiert. Ein Parallelansatz wurde auf Eis belassen und Tubulin
aus beiden Ansitzen anschliessend im Standardglutamylierungstest eingesetzt. Es
zeigte sich, daB in den Ansédtzen mit Taxol-stabilisierten Mikrotubuli regelméssig
hohere Glutamylierungsaktividten gemessen wurden, die Steigerung der
Enzymaktividt gegeniiber den Kontrollansitzen lag allerdings nur bei rund 10%.
Sowohl Tubulin-Dimere als auch Mikrotubuli sind also Substrate fiir die Tubulin
Polyglutamylase aus Crithidia.
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Abb. 16: Reduktion der Glutamylierungs-
aktivitdit durch Vorbehandlung der
80 Enzymfraktion mit Alkalischer Phosphata-
se. Crithtidia Tubulin Polyglutamylase
(Fraktion I) wurde mit 10 U Alkalischer
60 Phosphatase (+ AP) fiir 30 min bei 27°C
vorinkubiert und ein Aliquot des Ansatzes
im Standard-Glutamylierungstest ein-
40 gesetzt. Ein Parallelansatz ohne Enzym
30 (-AP) wurde entsprechend behandelt.
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Eine Vorbehandlung von Crithidia Tubulin polyglutamylase mit Alkalischer
Phosphatase fithrte zu einer drastischen Reduktion der Enzymaktivitit, die
anschliessend nur noch etwa 20% des Kontrollwertes betrug. Dies galt sowohl fiir die
Rohenzym-Fraktion, als auch fiir hoch angereicherte (Fraktion IV) Polyglutamylase.
Km-Werte wurden bei pH 9,0 ermittelt, sie betrugen ungeféhr 0,3 uM fiir Tubulin und
0,8 mM fiir Glutamat und entsprechen damit in etwa denjenigen, die fiir Tubulin
Polyglutamylase aus dem Hirn angegeben wurden (Regnard et al., 1998).
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4.12 Glutamylierung von synthetischen Peptiden

4.12.1 Hemmung der beobachteten Glutamylierungsaktivitat durch
synthetische Peptide

Verschiedene Enzyme haben die Fahigkeit, nicht nur ihr natives Substrat umzusetzen,
sondern auch substrat-verwandte Peptide zu verwerten. Beispiele hierfiir sind
Proteinkinasen, Protein-Farnesyltransferasen (Reiss et al., 1990) oder auch die
Tubulin-Tyrosin-Ligase (Rudiger et al., 1994). Zunichst wurde untersucht, welchen
Effekt der Zusatz Tubulin-verwandter Peptide auf den Standard-Glutamylierungstest
hat. Hierzu wurde ein Peptid verwandt, das den 15 carboxyterminalen Aminosduren
von tyrosiniertem o1/2 Tubulin aus Sdugerhirn entspricht. Das Peptid wurde zum
einen in unmodifizierter Version synthetisiert, zum anderen in einer Variante mit
einer Oligoglutamat-Seitenkette von vier Resten an der zuvor etablierten Position,
also Glutamat-445 (Edde et al., 1990). Die letzten drei Aminosduren der Seitenkette
waren dabei iliber normale a-Peptidbindungen miteinander verkniipft. Die beiden
Peptide wurde in unterschiedlichen Konzentrationen im Standard-Glutamylierungstest
mit Hirntubulin als Substrat eingesetzt. Es ist dabei wichtig anzumerken, daB3 die
Peptide zu klein sind, als das sie mit TCA gefillt werden konnten. Das heisst,
diejenige Radioaktivitdt, die eventuell in die Peptide und nicht ins Protein eingebaut
wird, wiirde nicht auf dem Filter zuriickgehalten.

Abbildung 17 zeigt das Ergebnis des Experiments: Das unmodifizierte o.-Peptid
bewirkte nur eine geringe Reduktion der beobachteten Glutamylierungsaktivitat, bei
einer Konzentration von 200 uM im Assay, was einen etwa hunderfachen Uberschuss
gegen Tubulin bedeutete, betrug die Aktivtit noch immer 80% des Kontrollwertes.
Dagegen zeigte das verzweigte Peptid eine signifikant groBere Fihigkeit, die
beobachtete Glutamylierungsaktivitit zu reduzieren: Eine etwa 50% Reduktion wurde
bei einer Peptid-Konzentration von 50 mM im Assay erreicht, dies ist ein etwa 25
facher molarer Uberschuss gegeniiber Tubulin in der Reaktion. Bei 200 uM betrug die
beobachtete Tubulin-Glutamylierungsaktivitdt nur noch ca. 30% des Kontrollwertes
ohne zugesetztes Peptid.
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Abb 17: Inhbibierung der beobachteten Tubulin Polyglutamylierung durch synthetische a-
Peptide. Glutamylierung von Hirntubulin mit Rohenzymfraktion (10 wg) wurde durch
synthetische Peptide kompetiert, die die letzten 15 Reste von tyrosiniertem Hirntubulin
(Dreiecke), bzw. einer Variante mit einer 4 Reste langen Glutamat-Seitenkette (Quadrate),
repriasentieren. Standard-Glutamylierungstests wurden bei den angegebenen Peptid-
Konzentrationen durchgefithrt und die TCA-fallbare Radioaktivitit bestimmt.
Bemerkenswert ist die deutliche starkere Inhibierung durch das verzweigte Peptid.

4.12.2 Synthetische Peptide sind Substrate der Tubulin Polyglutamylase

Die Beobachtung, daB synthetische Peptide den Einbau von *H-Glutamat in TCA-
fallbare Radioaktivitit reduzieren, legte die Vermutung nahe, daf3 es sich hierbei um
eine kompetetive Hemmung handelte, dal die Peptide also von der Tubulin
Polyglutamylase als Substrate verwendet werden konnten. Um diese Hypothese zu
iiberpriifen, wurden die Peptide im Standard-Glutamylierungstest mit 2 mM nicht
markiertem Glutamat und 1 pg partiell gereinigter Tubulin Polyglutamylase inkubiert.
Um auch eine moglicherweise sehr geringe Einbaurate zu detektieren, wurde die
Inkubationszeit auf 16 h verlingert. Ein Aliquot der Reaktionsmischung wurde iiber
eine Umkehrphasen-HPLC gereinigt und Peptid-Peaks durch Massenspektroskopie
und automatische Sequenzierung charakterisiert. Neben dem a-Peptid wurde auch ein
B-Peptid eingesetzt, das die carboxyterminalen 19 Reste von (2-Tubulin aus
Saugerhirn repréasentiert. Auch dieses Peptid wurde sowohl in unmodifizierter Form,
als auch in einer Variante mit einer Oligoglutamat-Seitenkette von vier Resten an
Position Glu-435 verwendet. Die Ergebnisse zur Glutamylierung von synthetischen
Peptiden lassen sich wie folgt zusammenfassen: Bei beiden unverzweigten Peptiden
waren keine Unterschiede in den Massenspektren vor und nach der Reaktion zu
erkennen, die auf einen Einbau von Glutaminsdure hingedeutet hétten.
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Abb 18: Verzweigte synthetische Peptide, die den Carboxyterminus von a- und f-Tubulin aus
Sédugerhirn reprédsentieren, sind Substrate der Crithidia Tubulin Polyglutamylase (TPQG).
Massenspektren des a-Peptids (15 Reste mit einer Oligoglutamat-Seitenkette von 4 Resten an
Postion 9) und des B-Peptids (19 Reste mit einer Seitenkette von 4 Resten an Position 9) sind in
A und C gegeben. Massenspektren der Reaktionsprodukte (+ TPG) sind in B (o) und D (B)
gezeigt. Die Ausgangspeptide sind mit einem Stern gekennzeichnet, die Anzahl der zusétzlich
eingefiigten Seitenketten-Glutamatreste ist mit E1 bis ES angegeben. Die Reaktionen wurden mit
1 ng Fraktion II bei pH 9,0 fiir 16 h durchgefiihrt, um maximalen Einbau zu gwéhrleisten.
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Wie Abbildung 18 zeigt, wurden dagegen beide verzweigten Peptide als Substrate
akzeptiert. Die Tubulin Polyglutamylase filigte bis zu 3 zusitzliche Glutamatreste ins
a- Peptid, bis zu 5 zusitzliche Reste ins f-Peptid ein. Die Sequenzierung der
Produktpeptide durch automatischen Edman-Abbau zeigte in beiden Fillen nur eine
Seitenkette an der bekannten Position an, der Anbau einer weiteren Seitenkette konnte
dagegen nicht detektiert werden. Behandlung des enzymatisch verldngerten o.-Peptids
mit Carboxypeptidase A entfernte das C-terminale Tyrosin vollstindig, wihrend die
Glutamat-Inkremente im Produkt dieser Reaktion erhalten blieben. Zusammengefasst
zeigen die Ergebnisse von Massenspektroskopie, Sequenzierung und Carboxy-
peptidase A-Behandlung, daB3 die zusidtzlichen Glutamatreste nicht an den C-
Terminus, sondern als Verldngerung der bestehenden Glutamat-Seitenkette eingefiigt
wurden.

Bei den Reaktionsprodukten des a-Peptids wurden in der Massenspektroskopie
ausserdem Varianten gefunden, die sich um ein Masseninkrement von 79 vom
Ausgangspeptid unterschieden. Dies zeigte eine Phosphorylierung des a-Peptids an.
Zur Uberpriifung wurde das entsprechende Peptid der sauren Hyrdrolyse unterworfen
und in der Diinnschichtchromatographie mit Phosphoaminosidure-Standards
verglichen. So konnte Serin-Phosphat identifiziert werden. Die verwendete
Enzymfraktion nach der ATP-Affinitatssdule enthélt also eine Proteinkinase, die den
einzigen Serinrest des a-Peptids, der Serin-439 entspricht, phosphoryliert.

Die im Kompetitionsexperiment bebachtete Inhibierung der Glutamylierung ist also
auf eine kompetetive Hemmung zuriickzufiihren, bei der die verzweigten Peptide als
alternative Substrate genutzt werden. Aus der Beobachtung, daB3 ein 25facher
Uberschuss an Peptid gegeniiber Tubulin zur 50%igen Reduktion der beobachteten
Aktivitit notig sind, wie auch aus der insgesamt recht geringen Zahl der in die Peptide
eingebauten Glutamatreste, ist abzulesen, daf3 die Glutamylierung der Peptide deutlich
ineffizienter als die des nativen Tubulins verlduft.

4.12.3 Minimale Sequenzanforderungen zur Glutamylierung von
synthetischen Peptiden

Das Enzym-Peptid-System erlaubte eine direkte Untersuchung der Sequenz-
anforderungen zur Glutamylierung von Peptiden. Hierzu wurde die Sammlung der
Tubulin-verwandten Peptide erweitert. Alle Peptide wurden in einer Konzentration
von 0,1 mM mit partiell gereiniger Tubulin Polyglutamylase (1 ug Fraktion II), 4 mM
Glutamat und 2 mM ATP eingesetzt und die Produkte der Reaktion wie beschrieben
(3.2.13) charakterisiert.

Die Ergebnisse der Peptid-Glutamylierungen sind in Abbildung 19 zusammengefasst:
Eine Reduktion der Seitenkettenldnge bis zur monoglutamylierten Variante des a.-
und B-Peptids hatte keinen Einfluss auf die Effizienz der Glutamylierungsreaktion.
Bis zu 5 und 6 zusétzliche Glutamatreste wurden in das verzweigte o 1E (Abbildung
19 C) und B 1E —Peptid (Abbildung 19 B) eingbaut. Automatischer Edman-Abbau
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und Carboxypeptidase A-Behandlung bestitigten, daB3 die zusétzlichen Glutamat-
Reste an die bestehenden Seitenketten angebaut wurden. Als nidchstes wurde eine
Reihe von Peptiden getestet, bei denen die Monoglutamat-Seitenkette mit
unterschiedlichen Glutamatresten der Hauptkette verbunden war. Beim a-Peptid
wurde die Seitenkette um +2 und —2 Reste gegeniiber der urspriinglichen Position
verschoben, wiahrend beim B-Peptid Verschiebungen von -3 und +9 versucht wurden.
Alle Varianten mit einer verschobenen Seitenkette wurden als Substrate akzeptiert
(Abb. 19 A,D), wobei allerdings insbesondere das f-Peptid mit einer weit an den C-
Terminus verschobenen Seitenkette (f 1E (+9)) schlechter umgesetzt wurde, als die
Variante mit der Seitenkette an der korrekten Position.

Allen bislang akzeptierten Substratpeptiden war ein Glutamatrest mit einer freien o.-
Carboxylatgruppe gemeinsam, der von der Seitenkette geliefert wurde, da der
carboxyterminale Rest entweder ein Tyrosin (a) oder ein Alanin () war. Als néchstes
wurde daher eine Reihe carboxyterminal verkiirzter Peptide ohne Seitenkette getestet.
Alle Peptide, die mit einem Glutamat-Rest endeten wurden als Substrate akzeptiert
und automatische Sequenzierung bestétigte, dal die zusitzlichen Glutamatreste an
den C-Terminus angefiigt worden waren. So wurden beispielsweise die Peptide, die
dem detyrosinierten a-Tubulin (a0 OE (-Y)) oder dem A2-Tubulin (a0 OE (A2))
entsprachen, um bis zu 3 weitere Glutamat-Reste verldngert. Beurteilte man die
Glutamylierungseffizienz nach der maximalen Zahl der eingebauten Glutamat-Reste
und nach der relativen Hohe der Peaks in der Massenspektroskopie, so war die
Elongation der Peptide am Carboxyterminus weniger effizient als die Elongation der
Seitenketten der verwandten Peptide. Im Gegensatz zu Peptiden mit einem C-
terminalen Glutamat-Rest wurden Peptide, die mit einem Glycin (oo OE (A3)) oder
einem Aspartat (f OE (-EA)) endeten, genauso wie die unmodifizierten vollstdndigen
Peptide, vom Enzym nicht als Substrate akzeptiert (Abbildung 19 A).
Zusammenfassend kann man daher sagen, dal das Vorhandensein eines
Glutamatrestes mit einer freien a-Carboxylatgruppe notwendig und hinreichend fiir
die Akzeptanz eines Peptids durch die Tubulin Polyglutamylase war. Diese
Sequenzanforderung wurde durch alle Peptide mit einer Glutamat-Seitenkette erfiillt,
sowie durch diejenigen, die mit einem C-terminalen Glutamat endeten. In keinem Fall
wurde ein internes Glutamat, das nur eine y-Carboxylat-Gruppe zur Verfligung stellen
konnte, als Substrat akzeptiert. Im untersuchten Enzym-Peptid-System wurde somit
keine Initiation einer neuen Glutamat-Seitenkette durch die Bildung einer
Isopeptidbindung (,,Verzweigungsaktivitit*) beobachtet.
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Abb. 19: Substratspezifitit von Crithidia Tubulin Polyglutamylase in einem Peptid-System. A:
Zusammenfassung der Resultate der Peptid-Assays. Fettgedruckte Buchstaben in der Sequenz
kennzeichnen die Position der Oligoglutamat-Seitenketten. Die Zahl in Klammern hinter der
Sequenz gibt die Lange der Seitenkette des Substrats an. Die Eignung als Substrat wird in der
vorletzten Spalte bewertet, die letzte Spalte (AE) gibt die Zahl der angefiigten Glutamat-Reste an.
B: Massenspektrum des Reaktionsprodukts, das mit dem monoglutamylierten normalen B-Peptid
erhalten wurde. Die Sequenz des Substrats ist oben angegeben, ein Stern markiert den
entsprechenden Peak im Massenspektrum. Die zusitzlichen Peaks sind der Lange der Seitenkette
entsprechend numeriert. Bis zu 5 zusétzliche Glutamatreste wurden inkorporiert. C:
Massenspektrum des Reaktionsproduktes, das mit dem monoglutamylierten, normalen a-Peptid
erhalten wurde. Bis zu 6 zusétzliche Glutamatreste wurden in diesem Fall inkorporiert. D:
Elongation eines monoglutamylierten a-Peptids mit einer um zwei Positionen verschobenen
Seitenkette (siehe Sequenz am oberen Bildrand). Bis zu 6 zusitzliche Glutamatreste wurden
angefiigt.
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4.12.4 Anionenaustauschchromatographie zur Detektion der
Glutamylierung von synthetischen Peptiden

Die Detektion der Glutamylierung von synthetischen Peptiden durch MALDI-TOF-
MS beruht auf der Massenzunahme der enyzmatisch verldngerten Peptide. Durch den
Einbau weiterer Glutamatreste erhoht sich jedoch auch die Aciditit der Peptide, so
daB es moglich sein sollte, die Reaktionsprodukte durch eine hochauflosende
Anionenaustauschchromatographie nachzuweisen. Um dies zu iiberpriifen, wurde das
monoglutamylierte a- und B-Peptid (o 1E, f 1E) mit partiell gereingter Tubulin
Polyglutamylase inkubiert und zu den angegebenen Zeitpunkten Aliquots des
Reaktionsansatzes wie beschrieben (3.2.13) durch Anionenaustauschchromatographie
an einer DEAE-Siule analysiert.

olE

BIE

t=0h t = 4h t=16h

Abb. 20: Glutamylierung von synthetischen Peptiden durch Crithida Tubulin Polyglutamylase,
verfolgt durch Anionenaustauschchromatographie an einer DEAE-Séule. Aliquots des
Reaktionsansatzes mit dem monoglutamylierten a-Peptid (a0 1E, obere Reihe) und dem
monoglutamylierten B-Peptid (B 1E, untere Reihe) wurden zu den angegebenen Zeiten
analysiert. Die Reaktion wurde durch Absorption bei 214 nm verfolgt. Peaks sind nach der
Lange der Oligoglutamat-Seitenkette numeriert. Die Sequenzen der Peptide sind in Abbildung
18 angegeben.
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Abbildung 20 zeigt, dal die Peptide auf der DEAE-Sédule nach der Léinge ihrer
Seitenkette getrennt werden und daBl das Absorptionsprofil direkt den
Glutamylierungsprozess widerspiegelt. Die Identitét der einzelnen Peaks wurde durch
massenspektroskopische Untersuchung der einzelnen DEAE-Fraktionen betstitigt.
Man erkennt aulerdem, daB3 die in den geringsten Konzentrationen vorliegenden
Spezies, die durch die Massenspektroskopie noch detektiert wurden (Abb 19) im
Absorptionsprofil nicht sichtbar sind. Weiterhin féllt auf, da selbst nach 20 h
Reaktionszeit das monoglutamylierte Substratpeptid noch immer die
Hauptkomponente der Reaktionsmischung ist. Dies bestdtigt die bereits zuvor
beobachtete eher geringe Effizienz der Peptid-Glutamylierung.

Insgesamt stellt die Anionenaustauschchromatographie einen einfachen Assay zur
Verfolgung der Peptid-Glutamylierung da, der jedoch weniger sensitiv als die
Analyse durch Massenspektroskopie ist.

4.13 Immunologischer Nachweis der Monoglutamylierungs-
(,,Verzweigungsaktivitat®)

Bei den Versuchen zur Glutamylierung von synthetischen Peptiden wurde in keinem
Fall die Initiation einer neuen Glutamat-Seitenkette durch Bildung einer
Isopeptidbindung beobachtet. Dies konnte zum einen daran liegen, dafl die
verantwortliche Monoglutamylierungsaktivitdt in der verwendeten Enzympréparation
nicht vorhanden war, oder aber die Peptide waren als Substrat ungeeignet und die
Aktivitdt benétigte das intakte Tubulin-Molekiil. Aus diesem Grund wurde nach
einem anderen Verfahren zur Verfolgung der ,,Verzweigungsaktivitdt gesucht. Die
Verwendung von Trypanosomen- oder Hirntubulin war hierbei ausgeschlossen, da das
Tubulin hier bereits fast vollstindig glutamyliert ist und der Einbau von Glutamat
somit als Elongation bereits vorhandener Seitenketten vollzogen wird. Es wurde
deshalb versucht, Tubulin isoliert aus Saccharomyces cerevisiae als Substrat im
Glutamylierungstest zu verwenden. Das Hefetubulin wurde in einer Konzentration
von 0,1 mg/ml im 50 ul Standardassay eingesetzt und mit 1 ug partiell gereinigter
Tubulin Polyglutamylase (Fraktion II) inkubiert. Abbildung 21 A zeigt das Ergebnis
dieses Experiments: In Gegenwart von Hefetubulin war eine deutliche Inkorporation
von Glutamat in TCA-fillbare Radioaktivitit zu verzeichnen, wihrend in
Abwesenheit dieses Substrats nur ein marginaler Einbau gemessen wurde.

Um diese Reaktion ndher zu charakterisieren wurde der Reaktionansatz in der SDS-
PAGE mit 6 M Harnstoff im Trenngel aufgetrennt und nach Western-Blot mit
verschiedenen Tubulin-Antikorpern untersucht. Abbildung 21 B zeigt das Ergebnis
dieses Experiments: a- und P-Tubulin der Hefe wurden unter den gewédhlten
Bedingungen knapp voneinander getrennt und von den monoklonalen Antikérpern
YL 1/2 und KMX-1, die spezifisch fiir a-, bzw. p-Tubulin sind, detektiert.
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Abb 21: Immunologischer Nachweis einer Monoglutamylierungs-(,,Verzweigungs®)-Aktivitét.
A: Einbau von radioaktiv markiertem Glutamat in Hefetubulin gemessen mit dem Filterassay. B:
Hefetubulin wurde in der SDS-PAGE aufgetrennt (Bahn 2, Markerproteine in Bahn 1, die
Molekulargewichte sind in kDa angegeben) und o- und B-Bande wurden in Immunblots (Bahn 3
und 4) mit den monoklonalen Antikérpern YL 1/2 (o) und KMX-1 () angeférbt. Der
glutamylierungsspezifische Antikdrper GT335 erkennt unbehandeltes Hefetubulin nicht (Bahn
5), sondern erst nach Inkubation mit einer partiell gereinigten Glutamylase-Fraktion aus
Crithidia (Bahn 6). Kontroll-Blot der Enzym-Fraktion, die ohne Hefetubulin im Standardassay
inkubiert wurde auf Bahn 7. Bahn 8 zeigt eine parallele *H-Glu-Autoradiographie, die den
Einbau von Glutaminséure in Hefe-a-Tubulin demonstriert.

Im Gegensatz dazu wurde keine Reaktion mit dem glutamylierungsspezifischen
Antikorper GT335 beobachtet, dieser erkennt ein Sequenzmotiv, das bereits durch
monoglutamyliertes a-Tubulin geliefert wird (Wolff et al., 1992). Diese Situation
dnderte sich jedoch, als das Hefetubulin zuvor mit partiell gereinigter
Polyglutamylase behandelt wurde: GT335 detektierte nun die a-Tubulin-Bande (Bahn
6), wiahrend ein Kontrollblot mit der Enzymfraktion alleine keine Reaktion mit
GT335 ergab (Bahn 8). Dies zeigte, dal die Enzymfraktion kein endogenes
Trypanosomen-Tubulin mehr enthielt, das mit GT335 reagieren wiirde. Eine parallele
Autoradiographie von Hefetubulin, das mit *H-Glutamat und Enzym behandelt wurde,
zeigte, daBl der Gewinn der GT335-Reaktivitit auf den Einbau von Glutaminséure in
das Hefe-a-Tubulin zuriickzufiihren war (Bahn 8). Zusammengefasst zeigen diese
Ergebnisse, dal gereinigtes Hefetubulin nicht glutamyliert ist und daB3 eine Aktivitét
in der Enzymfraktion aus Crithidia vorhanden ist, die den ersten Glutamatrest einer
neuen Seitenkette durch die Bildung einer Isopeptidbindung einfiihren kann.
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4.14 Hyperglutamylierung von Hirntubulin durch Crithidia Tubulin poly-
glutamylase

Die bisherigen Versuche zur Glutamylierung von Hirntubulin mit Crithidia Tubulin
Polyglutamylase waren bei einer limitierenden Glutamat-Konzentration (2,3 uM <<
Kn(Glu)) zur Maximierung des radioaktiven Signals fiir die Autoradiographie
durchgefithrt worden. Zur Bestimmung der maximalen Einbaurate und zur
peptidchemischen Analyse der Glutamylierungsprodukte wurde das Tritium-markierte
Glutamat mit unmarkierter Glutaminsaure versetzt und in einer Endkonzentration von
4 mM im Standardassay eingesetzt. Parallele Ansdtze wurden zu den angegebenen
Zeitpunkten abgestoppt und die TCA-fallbare Radioaktivitit bestimmt. Unter
Beriicksichtigung der Zihleffizienz konnte die Stoffmenge an inkorporiertem
Glutamat errechnet und als Verhéltnis Stoffmenge inkorporiertes Glutamat zu
Stoffmenge Tubulin-Dimer im Reaktionsansatz angegeben werden. Abbildung 22 A
zeigt, daB3 die Einbaukurve hyperbolisch verlduft. Wiahrend die Einbaurate tiber die
ersten 4 Stunden in etwa linear mit der Zeit verlduft, flacht die Kurve danach ab und
zeigt eine maximale Inkorporation von etwa 70 mol Glutamat pro mol Tubulin-Dimer
nach 20 h Reaktionszeit.

Aliquots der Reaktionsmischung, die zum Zeitpunkt t = 0 und nach 16 h abgenommen
und in der SDS-PAGE analysiert wurden, zeigten eine aufféllige Reduktion der
elektrophoretischen Mobilitdt des Tubulins durch Polyglutamylierung (Abb 22 B).
Coomassie-gefirbte Banden wurden aus dem Gel elektroeluiert, mit Endoproteinase
LysC (a-Tubulin) bzw. BrCN (B-Tubulin) verdaut und die sauren carboxyterminalen
Peptide durch Anionenaustauschchromatographie und Umkehrphasen-HPLC
gereinigt. Massenspektroskopische Analyse der verschiedenen HPLC-Fraktionen
zeigte eine ausgiebige Modifikation der Peptide durch Polyglutamylierung. Bis zu 31
zusitzliche Glutamatreste wurden fiir die a-Peptide gefunden. Abbildung 22 C zeigt
das Massenspektrum einer Fraktion, die detyrosinierte a-Peptide mit 8-27
zusdtzlichen Glutamatresten enthielt. Automatische Sequenzierung dieser Fraktion
detektierte nur eine einzelne Glutamat-Seitenkette, die an der erwarteten Position Glu-
445 lokalisiert war. Die hochglutamylierten a.-Peptide wurden sowohl in tyrosinierter,
wie auch in detyrosinierter Form gefunden. Ein Teil der a-Peptide war aulerdem
durch Phosphorylierung an Serin-439 modifiziert, wie bereits unter 4.12.2 fiir das
synthetische a-Peptid beschrieben. Wihrend die hdufigsten Varianten 15-17
zusitzliche Glutamatreste trugen, wurde auch ein geringer Anteil des unmodifizierten
Peptids, sowie Varianten mit kiirzeren Seitenketten gefunden. Im Gegensatz hierzu
enthilt Tubulin aus Sdugerhirn bis zu 4 oder 6 zusitzliche Glutamatreste pro o- oder
B-Tubulin-Molekiil (Edde et al., 1990, Riidiger et al., 1995, Redecker et al, 1998).

In einem weiteren Experiment wurden die carboxyterminalen Peptide durch Verdau
direkt aus der Glutamylierungsreaktion erhalten und die priaparative SDS-PAGE
weggelassen. Unter diesen Versuchsbedingungen wurden durch Massenspektroskopie
noch héhere Glutamylierungsraten gefunden: Sowohl a-, als auch p-Peptide wurden
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Abb.22: Hyperglutamylierung von Sdugerhirn-Tubulin katalysiert durch Crithidia Tubulin
Polyglutamylase. A: Zeitverlauf der Tubulin Glutamylierung verfolgt durch den Einbau von
radioaktiv markierter Glutaminsdure und ausgedriickt als Zahl der Glutamatreste, die pro
Tubulin-Molekiil angefiigt wurden. B: SDS-PAGE von normalem und hoch glutamyliertem
Hirntubulin, das durch eine 16 h Behandlung mit dem Crithidia Enzym erhalten wurde.
Bemerkenswert ist die geringere Mobilitit der o- und f-Tubulin-Banden nach Glu-
tamylierung . C: Massenspektrum der C-terminalen Peptide von glutamyliertem a-Tubulin,
erhalten durch Verdau mit Endoproteinase LysC. Das Ergebnis der automatischen
Sequenzierung ist oben angegeben. Die Varianten haben Seitenkettenlingen zwischen § und
27 Glutamatresten. Sie leiten sich vom detyrosinierten o-Tubulin ab und zeigen ausserdem
vollstindige Phosphorylierung des einzelnen Serinrestes. Das X in der Sequenz kennzeichnet
die Position der Glutamat-Seitenkette, sie entspricht Glutamat-445.
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in Varianten mit bis zu 50 zusitzlichen Glutamatresten gefunden, wobei die
hiufigsten Spezies etwa 35 zusidtzliche Glutamatreste trugen. Dieser Wert ist in guter
Ubereinstimmung mit einer Inkorporation von 70 mol Glutamat in a- und B-Tubulin
kombiniert, der durch die Messung der Inkorporation von *H-Glutamat erhalten
wurde.

4.14.1 Inhibierung der Bindung von Antikorpern an glutamyliertes
Tubulin

Zur weiteren Untersuchung der Eigenschaften des modifizierten Tubulins wurde
Hirntubulin wie unter 4.14. beschrieben bis zu Sittigung glutamyliert, in der SDS-
PAGE mit 6 M Harnstoff im Trenngel aufgetrennt, geblottet und mit zwei
monoklonalen Antikdrpern, die gegen den C-Terminus von (3-Tubulin gerichtet sind,
untersucht.

A
C-Terminus
%k
B2 Tubulin  LVSEYQQYQDATADEQGEFEEEGEEDEQ
KMX-1 Tub2.1
&
& @ AN
QIR < N
RO &S
BTubulin ) e -—
KMX-1 Tub2.1

Abb.23: Inhibierung der Bindung von monoklonalen Antikdrpern an hyperglutamyliertes
Tubulin. A: Sequenz des C-Terminus von (2-Tubulin, unterstrichen sind die Epitope der
monoklonalen Antikérper KMX-1 und Tub 2.1. Der Stern oberhalb der Sequenz kennzeichnet
die Position der Glutamat-Seitenkette. Das Epitop des Antikdrpers Tub 2.1 liegt in
unmittelbarer Ndhe des modifizierten Glutamat-Restes. B: Immunblot von normalem und
durch Behandlung mit Crithidia Tubulin Polyglutamylase modifiziertem Hirntubulin.
Identische Mengen Tubulin wurden aufgetragen. Bemerkenswert ist die geringere
elektrophoretische Mobilitdt des ausgiebig glutamylierten Tubulins und die schlechtere
Erkennung im Immunblot inbesondere durch den Antikdrper Tub2.1.

Abbildung 23 A zeigt die Sequenz des f2-Tubulin-Isotyps beginnend mit Leucin-418
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und die Lokalisation der Epitope der beiden verwendeten Antikorper. Hierbei umfasst
das Tub2.1-Epitop die Reste 436 — 442 und liegt damit in unmittelbarer Nahe der
Position des modifizierten Glutamat-Restes Glu-435. Im Immunblot ist beim
glutamylierten Tubulin wie bereits beschrieben ein Shift zum hdheren
Molekulargewicht in der SDS-PAGE zu bemerken (Abbildung 23 B). Ausserdem
wird das ausgiebig glutamylierte Tubulin von beiden Antikorpern deutlich schlechter
erkannt als im unbehandelten Parallelansatz. Insbesondere die Bindung des
Antikorpers Tub 2.1 ist durch das Anfiigen der volumindsen, bis zu 50 Reste
umfassenden, Seitenkette soweit inhibiert, dal das Tubulin im Immunblot kaum noch
erkannt wird.
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4.15 ldentifizierung von p40 als trypanosomales La-Protein

4.15.1 Datenbanksuche und cDNA-Klonierung

Aufeinigung der Tubulin Polyglutamylase iiber eine Anionenaustauschchromato-
graphie im dritten Schritt der Préparation fiihrte zu einer starken Anreicherung eines
Polypeptids von etwa 40 kDa. Zur Uberpriifung der Identitit dieses Proteins sollte
versucht werden, die korrespondierende cDNA mit Hilfe von Sequenzinformation aus
einem Verdau der entsprechenden Proteinbande zu isolieren. Mehrere Priparationen
wurden gesammelt, in der SDS-PAGE aufgetrennt und die entsprechende 40 kDa-
Bande ausgeschnitten. Nach in-situ-Verdau mit Endoproteinase LysC wurden die
Peptide iiber eine HPLC gereinigt und sequenziert. Neben einem Peptid, das von einer
Kontamination durch humanes Keratin herriihrte, wurden von vier Peptiden (Lys12,
Lys18, Lys26, Lys4) brauchbare Sequenzen erhalten:

Lys12 KFAAAPPEYDGVQLTAQM
T.b39C13 FQKAPPMYDDVQLTAEM
Lys18 KDAPAESTRKPSVFVVFGNSEEA
T.b39C13 KDAPPESRTTDPSVFVVFNSSEEA
Lys26 KEEALIIGQDAEXAF
T.b39C13 KESALLIFQDTQ
Lys4 KMVESVQTRAATLQGTQP
T.b39C13 KMVADLKSRGTTLNGKQP

Tab.2: Aufstellung der sequenzierten Peptide von Crithida p40 und der
entsprechenden vorhergesagten Aminosauresequenz des 7T.brucei EST-
Klons 39C13.

Mit den Crithidia-Peptiden wurde die Datenbank des Genomprojektes (The Institute
of Genomic Research, TIGR) der verwandten Spezies Trypanosoma brucei
durchsucht. Es zeigte sich dabei eine grosse Ahnlichkeit der Peptidsequenzen mit der
vorhergesagten Aminosduresequenz eines EST-Klons mit der Bezeichnung 39C13
(TIGR Klon Nr. GATPWI13TF). Die Aminoséduresequenzen dieses Klons sind in
Tabelle 2 unterhalb der zugehorigen Crithidia-Sequenzen angegeben. Alle vier
Peptide sind Bestandteil eines offenen Leserahmens des Klons 39C13, die
Ahnlichkeit mit den Crithidia-Sequenzen bewegt sich zwischen 82% Sequenzidentitiit
fiir das Peptid Lys18 und 50% Sequenzidentitét fiir Peptid Lys4. Der iiberlappende
EST-Klon 49M15 (GATRE75TR) enthielt die Peptide Lys12, 26 und 4. Er erweiterte
den offenen Leserahmen bis zu einem Stopcodon. Da in 5°-Richtung kein
iiberlappender EST-Klon gefunden wurde, musste der offene Leserahmen mit
folgendem experimentellem Ansatz vervollstdndigt werden:

1 ug Gesamt-RNA aus 7. brucei wurden unter Verwendung eines oligo-dT-Primers
revers transkribiert und die so erhaltene cDNA als Matrize in der folgenden PCR
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eingesetzt. Das gesuchte 5° Ende wurde dann mit Hilfe eines sequenzspezifischen
antisense-Primers (SW 24: 5°‘-GCATTGCACGATCCACAATTTCCTTCTCC-3%)
und eines ,,spliced leader“-Primers amplifiziert, der identisch mit einer gemeisamen
Sequenz am 5°-Ende aller T.brucei mRNAs ist (SL: 5°-GCGGCCGCCGC-
TATTATTAGAACAGTTTCTGTACTATATTG-3¢, eine Notl-Restriktionsschnitt-
stelle ist unterstrichen). Das Haupt-PCR-Produkt von 1kb wurde iiber ein Agarosegel
gereinigt und in den Vektor pCR2.1 kloniert. Die Sequenzierung bestétigte, daf3 dieser
cDNA-Klon den offenen Leserahmen bis zu einem potentiellen Startcodon erweiterte.
Ein weiterer EST-Klon aus der TIGR-Datenbank mit der Bezeichnung 1H4
(GATAARSSTPB) tiberlappte mit dem 5°-Ende der isolierten cDNA und bestitigte das
Startcodon. Dieser Klon iiberlappte jedoch nicht mit dem iirspriinglichen Klon 39C13
und wurde daher bei der Datenbank-Suche zunéchst nicht gefunden. Mit Hilfe der neu
etablierten Sequenz konnten die genspezifischen Primer SW 33 (5°-
CCCGGGATGCCACTTTCCTCCGAGAACAAGCAG-3°, unterstrichen ist eine
Smal-Restriktionsschnittstelle) und SW 34 (5°-GCGGCCGCTTATTCACG-
TGACCGCTTGTGTCCTCG-3¢, unterstrichen ist eine Not/-Schnittstelle)
synthetisiert werden, die zur Amplifikation des kompletten offenen Leserasters
verwendet wurden. Abbildung 24 fasst die Vorgehensweise bei der Isolierung der
p40-cDNA schematisch zusammen.

Lys18 Lys12 Lys26 Lys4
. 39C13 (GATPW13TF)
TAA
Y . 49M15
GATRE75TR
SL A;G SwW24 ( )
2 : 5'RACE
v
- ———————— 1H4 (GATAASSTPB)
sSw3
 ELEES SW34y . 1l ORF

7008 bp

Abb.24: Schematische Darstellung der Klonierung des T.brucei La proteins. EST-Klon 39C13
(GATPWI3TF) enthilt die sequenzierten Peptide Lys18, 12, 26 und 4 als Teil eines offenen
Leserahmens. Der iiberlappende Klon 49M15 (GATRE75TR) erweitert das ORF zu einem
Stopcodon. Eine 5‘RACE-PCR mit einem spliced leader Primer und dem genspezifischen
Primer SW24 ergab das 5°-Ende der Sequenz, ein weiterer iiberlappender EST-Klon (1H4,
GATAASSTBP) bestitigte das Vorhandensein des Startcodons. Der vollstindige Klon, der
1008 bp umfasste, konnte mit den genspezifischen Primern SW33 und SW34 amplifziert
werden.



89

4.15.2 Sequenzanalyse

Der komplette offene Leserahmen des 7.brucei-Klons umfasst 1008 bp und kodiert
fiir ein Protein von 335 Aminosduren. Aus der Aminosiuresequenz ergibt sich ein
Protein von 37,7 kDa mit einem errechneten isoelektrischen Punkt von pl = 9,4.

1 GCGGCCGCCGCTATTATTAGAACAGTTTCTGTACTATATTGGGAAAGGAAAAAAAAACAA
61 GAAGAATAAACAACTATGCCACTTTCCTCCGAGAACAAGCAGAAGTTGCAAAAGCAAGTG
1 M P L S S ENXK QX XKTULOQTZ K QV
121 GAGTTCTACTTCAGCGATGTGAATGTGCAGAGAGATATTTTCCTGAAGGGGAAGATGGCA
16 E F Y F S DV NV Q RDTIFILIZ KGTZ KMA
181 GAAAATGCTGAGGGTTTCGTCTCCCTGGAGACCCTTCTAACATTCAAGCGCGTGAATTCT
36 ENAEG GV FV S LETTLTLTTFIEKT® RV N §
241 GTTACGACGGATGTGAAGGAAGTCGTAGAAGCAATTCGTCCCAGCGAAAAGCTTGTCTTG
56 V T TDV XKEVVEA ATITZRT PSTET KTLV L
301 TCTGAGGATGGCCTTATGGTGCGCCGCAGGGATCCGCTTCCGGAATCCATCCAAACCGAT
76 S ED G L MV RRU®RDU PTILUZPETSTIOQTD
361 CACCAAACCGTGTATGTGAAACCTGTACCACCCACAGCAACACTCGAGCAACTTACCGAA
96 H Q TV YV K PV PP TATTLTETIGQTL T E
421 TTCTTCAGCAAACACGGTACGGTGCAGGCGGTATGGCGCCGTTACTTTGCTGGGAAAAAG
116 F F S K HGTVOQAVTW®RTIRTYTFAG K K _
481 GACGCACCTCCAGAGAGCCGCACAAAGCCCTCTGTATTTGTTGTGTTCAACAGTAGTGAA
136 D A P PE S R T KPSV F VVFNS S E
541 GAGGCGGAGGCGTTCCAAAAGGCCCCTCCCATGTACGACGATGTGCAACTTACAGCAGAG
156 E A E A F Q K A P P M Y D DV QO L T A E.
601 ATGAAAACAACGTACTTGGAGCGTAAGGCGGAAGAAATAGCAGCAAAGAAGTCAAGTAAA
176 M K T T Y L E R KA ETETIAA ATZ KTZ K S S K
661 ACAAAGAACGGCGGTGCAACTGACAGGGCGGAGAAGAAAACCCCACCCATGCCGCTTGGA
196 T K NG GA T DR ATETZ KT KT?PPMTZPTL G
721 AGTAGCTATCGTGTAAGCGGTTGTGGGGAGATGGAGAGTTTCGCCACGGTGAAGAATCTA
216 S S YRV S GCGEMESTFA ATV KN L
781 TGGCCTGTGGAGGAGCAGAAGGGGATTCGTTACGTATTTATGCCGGATAAGGAAAGCGCA
236 W PV EEG QT KGTIT RTYVF FMZPTDIZXKE_ S _A_
841 CTGCTCATATTTCAGGATACTCAGACAGGAGAAAAGATGGTGGCGGACTTAAAGAGCCGT
256 L L I F QDT OQOTSGEZ KMV ADTELKS R
901 GGTACAACTCTTAACGGTAAACAACCGGATATAAAGAAGTTGGAGGGTGACGATGAACAA
276 [E T T L ~ ¢ XK g P DI K KL EGDDE Q
961 AAGCTATTGGAAAATGTGGAGAAGGAAATTGTGGATCGTGCAATGCAGAGTGCGAATAAT
296 K L L E NV E X E I VDR AMGO QS A N N
1021 CGTTCCGGGCGAGGAGGACGAGGTGGGCGAGGGGGCCGAGGACACAAGCGGTCACGTGAA
316 R S GR GGRGGRGGRGHTZ KT RS RE
1081 TAA

336 *

Abb.25: Nukleotid- und abgeleitete Aminosiduresequenz der T.brucei La cDNA. Die
Nukleotid-sequenz ist vom 5‘Ende der cDNA, die durch RACE-PCR erhalten wurde, an
nummeriert. Die spliced leader-Sequenz ist unterstrichen (durchgezogene Linie) und die
Amionséduresequenz ist vom Start-ATG an nummeriert. Die mdgliche ATP-Bindungsstelle (P-
Loop) ist eingerahmt und die Aminoséduren, die den sequenzierten Peptiden entsprechen, sind
unterstrichen (gestrichelte Linie). Die dargestellten Sequenzdaten sind in der GenBank unter
der Nummer AJ252010 abzurufen.
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Die Sequenz zeigt ausserdem eine hohen Anteil der geladenen Aminoséuren Lysin
und Glutamat, die jeweils einen Anteil von 10% am Gesamtprotein haben.

Eine Datenbanksuche mit der kompletten 7.brucei Sequenz zeigte eine deutliche
Homologie zu La-Protein Sequenzen aus Drosophila melanogaster und anderen
Spezies, unter anderem Hefe, Xenopus und Mensch. Das La (,,Lupus Antigen*)-
Protein wurde urspriinglich als Autoantigen in Patienten entdeckt, die an den
Autoimmunkrankheiten systemischer Lupus erythematosus und Sjogren’s Krankheit
leiden (van Venrooij und Pruin, 1995). Bei La-Proteinen scheint es sich um
multifunktionale RNA-Bindungsproteine zu handeln, die in einer Vielzahl von
Prozessen an der Bindung und Stabilisierung von RNAs beteiligt sind. Wahrend die
Proteine aus 7Trypanosoma und Drosophila insgesamt nur zu 26% identisch sind, ist
die Homologie in der aminoterminalen Doméne (Reste 15-85 in der T.brucei
Sequenz) besonders hoch, hier sind beide Proteine zu 52% identisch. Abbildung 25
zeigt ein Alignment des trypanosomalen Proteins mit La-Protein Sequenzen aus
Mensch, Xenopus, Drosophila und Sacchraromyces cerevisiae (Lhplp). Das T.brucei
Protein zeigt die allgemeine Doménenstruktur der La-Proteine: Die aminoterminale
La-Doméne, die auch in einigen Protein zu finden ist, die ansonsten nicht mit La-
Proteinen verwandt sind (Sobel und Wolin, 1999), ist die am besten konservierte
Region innerhalb dieser Proteine. Die zentrale RNA-Erkennungsdomaéne ist durch das
Vorhandensein der RNA-Erkennungsmotive RNP-1 (Reste 143-151 von T.brucei La)
und RNP-2 (Reste 97-105) charakterisiert. Sie ist schlechter konserviert als die La-
Domine. Die carboxyterminale Region schliesslich ist normalerweise hoch geladen
und zeigt einen extrem basischen Bereich (Reste 316-335) im T.brucei Protein. Sie
enthilt ausserdem eine mogliche ATP-Bindungsstelle, die von den Aminoséduren 276-
283 gebildet wird. Diese Sequenz unterscheidet sich vom klassischen P-Loop
A/GXXXXGKT/S nur durch den Austausch von Serin/Threonin gegen Glutamin in
der letzten Position der Konsensussequenz. Das Vorhandensein einer ATP-
Bindungsstelle wurde ebenfalls fiir das humane La-Protein berichtet (Reste 333-340,
Topfer et al., 1993) und ist auch im Xenopus-Protein zu verzeichnen (Reste 334-341).
Sie fehlt jedoch sowohl im Drosophila-, als auch im Hefe-Homolog. Die Tatsache,
daB das trypanosomale La-Protein durch ein Reinigungsschema mit einer ATP-
Affinidtssdule angereichert wurde, zeigt, da3 es sich vermutlich um eine funktionale
ATP-Bindungsstelle handelt.
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Abb.26: Alignment von La-Proteinen. La-Protein Sequenzen aus Mensch (HumLa, P05455),
Xenopus laevis (XenLa, P28048), Drosophila melanogaster (DroLa, P40796), Trypanosoma
brucei (TrypLa, diese Arbeit) und Saccharomyces cerevisiae (YScLa, Lhplp, P33399) wurden
mit dem Pileup-Programm verglichen (GCG-Paket, Madison, USA). Ahnliche oder identische
Reste, die in wenigstens 3 der 5 Proteine konserviert sind, wurden eingefarbt. Die RNP1 und
—2 RNA-Erkennungsmotive sind oberhalb der Sequenz gekennzeichnet.
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4.15.3 Rekombinante Expression und RNA-Bindungstest

Der komplette offene Leserahmen des 7.brucei La Proteins wurde in die Smal/Notl-
Schnittstelle des pGEX-4T-1 Vektors zur Expression als GST-Fusionsprotein
kloniert. E. coli BL21-Zellen wurden mit dem rekombinanten pGEX-Plasmid
transformiert und das Fusionsprotein durch Affinitdtschromatographie an Glutathion-
Sepharose gereinigt. Durch Thrombin-Verdau wurde das La-Protein vom GST-Anteil
getrennt. Abbildung 27 A zeigt die Expression und Aufreinigung in der 10% SDS-
PAGE. Ein 65 kDa-Fusionsprotein wurde im induzierten Ansatz stark exprimiert. Das
Eluat nach dem Thrombin-Verdau wurde durch ein Polypeptid von 40 kDa dominiert,
N-terminale Sequenzierung bestitigte, dall es sich hierbei um das 7 .brucei La Protein
handelte. Im rekombinanten Protein geht dem Start-Methionin dabei die Sequenz
GSPEFPG voraus, die durch den Expressions-Vektor kodiert wird. Die Praparation
des rekombinanten La-Proteins ist zu etwa 80% homogen und das Protein lauft bei
einem etwas grosseren Molekulargewicht als den vorhergesagten 37,7 kD. Dieses
aberrante Laufverhalten im SDS-Gel wurde auch schon beim Hefe- und Drosophila
La-Protein beobachtet (Yoo und Wolin, 1994) und ist wahrscheinlich auf die
hochgeladene C-terminale Doméne zuriickzufiihren

Um die Fahigkeit zur RNA-Bindung zu testen, wurden unterschiedliche Mengen des
rekombinanten La-Proteins mit MNV 11 RNA (T7-Transkript, 86 Nukleotide,
Biebricher, 1987) in La-Puffer bei 27°C fiir 20 min inkubiert und die Proben auf
einem nicht-denaturierenden 10% Polyacrylamidgel analysiert, das anschliessend mit

A B

kDa
RNP 3
66 - == A -
— <« GST- RNP2
e T.brucei La
45- :‘:'_: i3 RNP 1
36- L e W < Thuceila
29— - RNA
24-

Abb. 27: A: Rekombinante Expression des T.brucei La-Proteins analysiert durch SDS-
PAGE. Bahn M: Markerproteine; Bahn 1: Total Zellysat von E.coli BL21-Zellen; Bahn
2: Zellysat nach Induktion der Proteinexpression mit I mM IPTG; Bahn 3: Eluat nach
Thrombin-Verdau von GST-La auf der Glutathion-Affinitdtssdule. B: RNA-Bindung von
rekombinantem La-Protein in einem Shift-Assay. Ein 86 Nukleotide umfassendes T7-
Transkript wurde mit steigenden Mengen (Bahn 2: Img; Bahn 3: 5 mg; Bahn 4: 9 mg)
La-Protein inkubiert und auf einem nicht-denaturierenden 10% Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Nach Farbung mit Ethidiumbromid erkennt man die Bildung langsam
wandernder RNA-Proteinkomplexe (RNP 1-3).
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Ethidiumbromid gefiarbt wurde. Abbildung 27 B =zeigt die Abnahme der
elektrophoretischen Beweglichkeit nach Addition des rekombinanten La-Proteins
aufgrund der Bildung von RNA-Protein-Komplexen. Mit steigendem Zusatz an La-
Protein werden immer langsamer wandernde Spezies beobachtet und es scheint eine
genau definierte Stochiometrie der RNA-Bindung vorzuliegen. Ausserdem zeigte das
rekombinante T.brucei-Protein eine weitere typische Eigenschaft von La-Proteinen,
nédmlich die Bindung an poly(U)-Sepharose, die die Bindung an die polyU-Schwénze
von RNA-Polymerase III-Transkripten imitiert.
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4.16 Klonierung und Charakterisierung von p54

4.16.1 Klonierung der p54-cDNA

Zur Gewinnung von Sequenzinformationen wurden vier Enzym-Pridparationen
(entsprechend einem Ausgangsmaterial von 108 1 Crithidia-Kultur) mit der
Hydroyxapaptitchromatographie als finalem Schritt verwendet. Die pS4-Bande wurde
ausgeschnitten und mit LysC verdaut. Mit der erhaltenen Sequenzinformation wurden
degenerierte Antisense-Primer synthetisiert, die in verschiedenen Kombinationen in
PCRs gegen den Crithidia-Spliced Leader Primer (SL 5°-CGCTATAATAA-
GTATCAGTTTCTGTACTTTATTG-3°) eingesetzt wurden. Dabei zeigte sich, da3
folgende Kombination zur Amplifikation des korrekten PCR-Produkts fiihrte: In der
ersten PCR-Runde wurde der auf dem Peptid DVFPVPEV basierende Primer SW46
(5°-ACYTCIGGIACIGGRAANACRTC-3%) gegen SL eingesetzt und das Produkt in
einer zweiten PCR mit dem Primer SW42 (Peptid SETIPPKD, 5°-
TCYTTIGGIGGIATNGTYTCNGA-3%) gegen SL reamplifiziert. Das erhaltene PCR-
Produkt von 1,5 kb wurde in den Vektor pCR2.1 kloniert und sequenziert. Basierend
auf der so gewonnenen partiellen cDNA-Sequenz wurden zwei genspezifische Primer,
SW47 (5°-AGCATGAAGGCGCTGCTGGACCCGC-3¢) und SW48 (5°-CGACG-
CAGCAGCTGCTCCAGACAGAG-3°) entworfen, die anschliessend in der 3°RACE-
PCR zur Vervollstindigung des cDNA-Klons eingesetzt wurden (3.4.16). Das
erhaltene 3°RACE-Produkt von 1,7 kB wurde ebenfalls kloniert und vollsténdig
sequenziert.

Abbildung 28 fasst die Klonierungsstrategie und die ermittelte cDNA-Struktur
zusammen. Die spliced-Leader-Sequenz wird von einem 423 bp umfassenden 5‘'UTR
gefolgt, dieses enthélt drei Stopcodons im gleichen Leserahmen wie das Start-
Methionin. Es folgt ein 1439 bp umfassender offener Leserahmen, der durch ein
TGA-Stopcodon begrenzt wird. Interessanterweise folgen nun 637 bp im gleichen
Leserahmen, die durch kein weiteres Stopcodon unterbrochen werden, bevor dieser
Teil des 3‘UTR durch ein TAG-Stopcodon abgeschlossen wird. Bis zum poly-A-
Schwanz folgen nun noch 758 bp, die weitere 6 Stopcodons in diesem Leserahmen
enthalten.

Der offene Leserahmen kodiert fiir ein Protein von 479 Aminosduren mit einem
Molekulargewicht von 54,9 kDa und einem berechneten isoelektrischen Punkt von pl
= 6,94. UGA-Stopcodons sind in verschiedenen Untersuchungen als Ziele
alterenativer Kodierungsereignisse aufgefallen (Low und Berry, 1996). Hierzu zéhlen
die Inkorporation von Selenocystein, eine Verschiebung des Leserahmens oder ein
Durchleseereignis (,translational readthrough®). Im Sdugersystem konnte dabei
gezeigt werden, daB3 die Termination der Translation dann besonders ineffizient ist,
wenn UGA von einem Cytosin gefolgt wird, wie dies in der p5S4-mRNA auch der Fall
ist. Nimmt man im vorliegenden Fall eine Inkorporation von Tryptophan
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A

ATG TGA(C) TAG
SLL %k % | : k ok ok ok ok ok k JAAAAAAAAAA
423 bp 1439 bp 637 bp 758 bp
* £2.48
b 5'RACE -
:7' 4—8> 3’RACE ‘J\P
B
1 MPTNKDDKQS NPSLELLNQY AKYFPHVLFT SQESLEKYAS KMDPDAYRNC

51 VDLQEGEEPP ESTNPRDHMY VLTTLVGRNP TTAAFVATRG SDPSEKVVAK

101 FVMLNDDKQA TYARSELHCL AACTHFGIVK HYDDFKSEDK LLLIMEYGSG

151 GDLNKQIKQR LKEHLPFQEY EVGLLFYQIV LALDEVHTRR MMHRDLEgéE

201 TIFLMPTGIIK LGDFGFSKQY NDSVSLDVGS SFCGTPYYLA PELWERKRYS

251 KKADMWSLGV ILYELLTLHR PFKGPSQREI MQQVLYGKYD PFPCPVSASM

301 KALLDPLLSK DPEDRPTTQQ LLQTEFMKYV TNLFQDIVRH SETIPPKDRE

351 EILKQLQESN ERAPLPSSIR YGVVSSQVTQ GGYLYKYGSD YRWKKRYFFI

401 GNGQLRISLS DNPESDGVAP KSVNLATVSD VFPVPEVYSQ KHPNQLVIWF

451 NNGQKIIAYA SSVEDRDMWI SKFHRACGM

Abb. 28: Klonierung von p54. A: Organisation der cDNA und Strategie zur Klonierung
mittels 5° und 3‘RACE-PCR. Fiir Details siehe zugehorigen Text. B: Abgeleitete
Aminosduresequenz des offenen Leserahmens. Aminosduren, die sequenzierten p54-
Peptiden entsprechen, sind unterstrichen. Die vollstindige cDNA-Sequenz ist dem Anhang
zu entnehmen.

anstelle der Termination an, so wire das Resultat dieses Durchlesens bis zum zweiten
(,,starken*) UAG-Stop ein Protein von 79 kDa mit einem berechneten isoelektrischen
Punkt von pI = 9,4.

4.16.2 Sequenzanalyse

Eine Datenbanksuche mit der erhaltenen p54-Aminosduresequenz zeigte eine 90%ige
Identitédt des Proteins mit einer Proteinsequenz, die im Rahmen des Genomprojektes
der verwandten Spezies Leishmania major erhalten wurde und die als LNK-1 (fiir
Leishmania-NIMA-verwandte Kinase-1) bezeichnet war. Abbildung 29 zeigt ein
Alignment der Crithidia-Sequenz mit dem homologen Leishmania-Protein.
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Crithidia p54 1 MPTNKDDKQSNPSLELLNQYAKYFPHVLFTSQESLEKYASKMDPDAYRNC 50

:
.

LNK-1 1 MPA. KEVEHGSASTELLNQYAKYFPHVLFTSQEAFEKHAATLDPEVYKTC 49

51 VDLQEGEEPPESTNPRDHMYVLTTLVGRNPTTAAFVATRGSDPSEKVVAK 100

50 VDLPEGEESPES.NPREHMYVLTTLVGRNPTTAAFVATRGSDPSEKVVAK 98

101 FVMLNDDKQATYARSELHCLAACTHFGIVKHYDDFKSEDKLLLIMEYGSG 150

99 FVMLNDDRQATYARSELHCLAACKHFGIVKHFDDFKSDDKLLLIMEYGSG 148

151 GDLNKQ IKQRLKEHLPFQEYEVGLLFYQIVLALDEVHTRRMMHRDLKSAN 200

149 KQIKQRLKEHLPFQEYEVGLLFYQIVLALDEVHSRRMMHRDLKSAN 198

201 IFLMPTGIIKLGDFGFSKQYNDSVSLDVGSSFCGTPYYLAPELWERKRYS 250

199 IFLMPTGIIKLGDFGFSKQYSDSVSLDVASSFCGTPYYLAPELWERKRYS 248

251 ADMWSLGVILYELLTLHRPFKGPSQREIMQQVLYGKYDPFPCPVSASM 300

249 DMWSLGVILYELLTLHRPFKGPSQREIMQQVLYGKYDPCPCPVSSSM 298

301 KALLDPLLSKDPEDRPTTQQLLQTEFMKYVTNLFQDIVRHSETIPPKDRE 350

299 QALLDPLLSKNPTERPTTQQLLQTEFLKYVANLFQDLVRHSETISPNDRA 348

351 EILKQLQESNERAPLPSSIRYGVVSSQVTQGGYLYKYGSDYRWKKRYFFI 400

349 EILKQLQESGERAPLPSSIRYGVMTSQVTHGGYLYKYGSDCRWKKRYFYI 398

401 GNGQLRISLSDNPESDGVAPKSVNLATVSDVFPVPEVYSQKHPNQLVIWEF 450

399 GDGQLRISLSENPENDGVAPKSVNLETVGDVFPVPEVYSQKHPNQLVLWF 448

451 NNGQKITIAYASSVEDRDMWISKFHRACGM 479

449 NNGQKIIAYANTMEDRDMWISKFHRACGM 477

Abb. 29: Alignment von Crithidia p5S4 mit der Leishmania NIMA-verwandten Kinase-1 (LNK-
1). Der Sequenzvergleich wurde mit dem Programm BESTFIT (GCG-Paket) unter Verwendung
der Standardparameter vorgenommen.

Die beiden Proteine zeigen eine Identitéit von 88,6% bei 92% Ahnlichkeit iiber die
gesamte Sequenz. Unterschiede zeigen sich fast nur am N-Terminus innerhalb der
ersten 50 Aminosduren. Der namensgebende Begriinder der Proteinfamilie, zu der
beide Proteine zu zéhlen sind, ist der Zell-Zyklus-Regulator NIMA (fiir ,,never-in-
mitosis-protein A“) aus dem filamentosen Pilz Aspergillus nidulans. NIMA wurde in
Aspergillus als Faktor identifiziert, der essentiell fiir den G2-M Ubergang ist
(Osamani et al., 1987). Aufgrund der Sequenz wurde NIMA als Ser/Thr-spezifische
Proteinkinase identifiziert, die sich jedoch biochemisch von bisher bekannten
Proteinkinasen deutlich unterschied (Lu et al., 1993). In der Folgezeit wurden
zahlreiche weitere NIMA-verwandte Kinasen identifiziert, allein in Sdugern gibt es
mindestens 7 verschiedene.
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NIMA Hadededefofadadedededededededededfadadadededadadedadededadadadadadadadadedadededed Safadadadadadadad :
Nek2 Hadatadedefatadadadedadedetede i fatatadedededededededadedadedededadedadededadedadadedededadadededadedt]
LeishNIMA 1:MPAKEVEHGSASTELLNQYAKYFPHVLFTSQEAFEKHAATLDPEVYKTCV: 50
NrkA B e e e e e :

Nek1l D e e e e et :
Nek3 e e e St e g :
I

. . . .60 . . . .70 . . . .80 . . . .90 . . . 100
NIMA le~~~~m~~~~~ MAIALAEADKMEVLEKIGCGSFGIIRKVKRKSDG.FILCR: 39
Nek2 e adadng MPSRVEDMEVLHSIGTGSYGRCQKIRRKSDG.KILVW: 36
LeishNIMA 51:DLPEGEES...PESNPREHMENVLTTLVEGRNPTTAAFVATRGSDPSEKVVA: 97
NrkA 1:~MAEPFSTILGTDGSGGRCK¥LNKGIVELGSYGEAYVAESVEDGS.LCVA: 48
Nekl e e e MEKNMVRLOKIGEGSFGKAVLVKSTEDGRHYVI.: 32
Nek3 Hadedadeded fatadadadededadededaded MDN¥TVLRVIGQOGSFGRALLVLQESSNQTFAM.: 32

II III IV -

-V . . 110 . . . 120 . . . 130 . . . 140 . . . 150
NIMA 40:KEINYIKMSTKEREQLTAEFNIEBSSLREPNEVAYYHREHLKASQDEYLYM: 89
Nek2 37:KELDYGSMTEVEKQMLVS NLERELKHPNIVRYYDRIIDRTNTTEYIVM: 86
LeishNIMA 98:KFVMLN..DDRQATYARSELHC ACKHFG KHFDDF..KSDDKLLLIM:143
NrkA 49: MDLSKMSQRDKRYAQSEIKC NCNHPNEIRYIEDH..EENDRELIVM: 96
Nekl 33:KEINISRMSDKERQESRREVAVEANMKHPNIVOYKESF..EENGSERYIVM: 80
Nek3 33:KEI...RLLKSDTQTSRK VL KMKHPNIVAFKESF..EAEGYLYIVM: 77

\' VIa

. . 160 . . . 170 . . . 180 . . . 190 . . . 200
NIMA 90:EYCGGEDESMVEK.NLKRTNKYAEEDFVWRILS@LVTALYRCHYGTDPAE:138
Nek2 87:EYCEGGD SVES .KGTKDRQYLEEEFVLRVMTOLTLALKECHRRSD...:132
LeishNIMA 144:EYGSGEDLNKQEIKQOR.LKEHLPFQEYEVGLLFYQIVLALDEVHSRR....:188
NrkA 97:EFADSEGNEDEQEKLRGSGDARYFOQEHEALFLFLOLCLALDYIHSHK. ... :142
Nek1l 81:DYCEGEGDLEFKRENAQ. . .KGALFQEDQILDWFVOICLALKHVHDRK. ...:123
Nek3 78:EYCDGEGDEMOREKQQ. . .KGNLFPEDTILNWFIQICLGVNHIHKRR....:120

VIb VII

. . 210 . . . 220 . . . 230 . . . 240 . . . 250
NIMA 139:VGSNLLGPAPKPSGLKGKQAQMTIL LKPE GSDNTVK :188
Nek2 132:.GGH . v v v vttt e e e nnnnnn LKPA DSKHNVK :163
LeishNIMA 188:. . .¢ it iiieeeencecennnens SA MPTGIIK :215
NrkA I SA TSTGLVK :169
Nekl 0 S Q TKDGTVQ :150
Nek3 1202 ettt i it eeeennennnns SK THNGKVK :147

VIII IX

. . . 260 . . . 270 . . . 280 . . . 290 . . . 300
NIMA 189:KLM.H..SHDF ICAAEKNTLRSDI A% :235
Nek2 164:RILNH. .DTSF OMSCLS EKSDIWSL 211
LeishNIMA 216:KQYSDSVSLDV, LWERKR¥SKKA SL :265
NrkA 170:HQYEDTNVSGVV LWNNKR KKA SL :219
Nekl 151:RVLNSTVE. .L ICENKP NKSDI L :198
Nek3 148:RLLSSPMA. .F IWENLPYNNKSDIWSL :195

X XI

. . . 310 . . . 320 . . . 330 . . . 340 . . . 350
NIMA 236:REPPENARTHIQLVQORKIREEGKFAPLPDFYSSELKNVIASCLRVNPDH :285
Nek2 212:LMPPFTAFNQRKELAGKIREGRFRRIPYRYSDGLNDLITRMLNLKDYH :261
LeishNIMA 266 :LHRPEKGPSQREIMQQOVLYGKYDPCPCPVSSSMOQALLDPLLSKNPTE :315
NrkA 220:MKKPFSASNLKGLMSKVLAGTYAPLPDSFSSEFKRVVDGILVADPND :269
Nekl 199:LKHAFEAGNMKNLVLKIISEGSFPPVSPHYSYDLRSLLSQLFKRNPRD $248
Nek3 196 :LKHPEQANSWKNLILKICQGPIHPLPALYS/CKLOGLVKQMILKRKPSH :245

. . . 360 . . . 370 . . . 380 . . . 390 . . . 400
NIMA 286: TATLINTPVIRLMRREVELNNLSRAARKREEATMQKAKDVEQAFAKLEKE :335
Nek2 262:VEEILESPLIADMVAEEQRRNLERRGRRSGEPS..KLPDSSPVLSELKLK:309
LeishNIMA 316:TQQLLQTEFLKYVAN..LFQDLVRH.SETISPND.RAEILKQLQE..SGE:359
NrkA 270:VREIFQIPYINKGLK. .LFVQALKK.NERISDSV.KEVLVTQVSEILSSE:315
Nekl 249:VNSILEKGFIAKRIEKFLSPQLIAE....... EF.CLKTLSKFGPQPLPG:290
Nek3 246 :ATTLLCRGSLAPLVPKCLPPQIIREYGEQILDEI.RISTPKNMKKQDSNR:294

Abb.30: Alignment der katalytischen Doménen verschiedener NIMA-verwandter Kinasen.
Die 11 Subdominen sind iiber der Sequenz angegeben. Der Vergleich wurde mit dem
Programm PILEUP (GCG-Paket) durchgefiihrt. Folgende Sequenzen wurden verglichen:
NIMA (A4spergillus nidulans, P11837), Nek2 (human, P51955), LeishNIMA (Leishmania
major, QINKT3), NrkA (Trypanosoma brucei, Q08942), Nekl (Maus, P51954) und Nek 3
(Maus, Q9R0AS). Ahnliche Reste, die in wenigstens 4 der 6 Proteine konserviert sind, sind
hellgrau, Reste, die in allen Proteine identisch sind, dunkelgrau angefarbt.
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Nach LNK-1 zeigen zwei NIMA-verwandte Kinasen aus 7.brucei, NrtkA und B, die
groBte Ahnlichkeit mit dem Crithidia-Protein. Dabei betrigt die Sequenzidentitit
allerdings nur 38,9 % in einem Intervall von 419 Aminoséduren, und ist in der
katalytischen Doméne am groBiten. Abbildung 30 zeigt ein Alignment der
katalytischen Doménen verschiedener NIMA-verwandter Kinasen, bei dem einige
Besonderheiten der Leishmania (und damit auch der Crithidia)-Sequenz auffallen:
Der deutlichste Unterschied ist in der glycinreichen Sequenz der Kinasesubdomine I
zu finden. Das innerhalb der Superfamilie eukaryontischer Proteinkinasen eigentlich
invariante Glycin (entspricht Glycin-20 in NIMA, Hanks und Hunter, 1995) ist durch
ein Asparagin ersetzt und auch das folgende, beinahe invariante, Glycin fehlt und
wird durch ein Threonin ersetzt. Das Fehlen des Konsensusmotivs GXGXXG im
Leishmania und Crithidia-Protein ist sehr ungewohnlich. Diese Sequenz der
Subdoméne I ist an der ATP-Bindung und Orientierung beteiligt (Hanks und Hunter,
1995). Im Gegensatz hierzu ist das invariante Lysin der Subdomine II (K40 in
NIMA) vorhanden. Mutation des Lysins zu einem Methionin fiihrt bei NIMA zu
einem Verlust der katalytischen Aktivitdt (Lu et al., 1993).

Die katalytische Domine liegt bei den Crithidia- und Leishmania-Proteinen nicht wie
bei den anderen NIMA-verwandten Kinasen unmittelbar am N-Terminus. Die N-
terminale Sequenz beinhaltet stattdessen einen Abschnitt, der besonders reich an den
Aminoséduren Prolin, Glutamat, Serin und Threonin ist (AS 55-65 bei Crithidia).
Diese sogenannten PEST-Sequenzen sind in Proteinen zu finden, die einem rapiden
Abbau unterliegen und gelten als Zielsequenzen fiir die Zerstorung des Proteins durch
das 26S Proteasom (Rechsteiner et al., 1996). Mit Hilfe des Computerprogramms
PEST-Find wurden die relativ hohen ,,PEST*“-Werte von 9 bzw 12 fiir das Crithidia
und das Leishmania-Protein gefunden, wobei Werte iiber 5 als signifikant gelten.

™ PEST-Sequenz
Peptid-Antikorper

1 70 Katalytische Domane 325 479

- EIl CNK-1

1 699
1 i — | NIMA

Abb.31: Schematische Darstellung der Doméanenorganisation von Crithidia NIMA-verwandter
Kinase-1 (CNK-1) und 4spergillus NIMA.

Auch das original NIMA-Protein aus Aspergillus hat zwei PEST-Sequenzen, die
allerdings in der C-terminalen Doméne lokalisiert sind (Abb. 31). Ausschalten dieser
PEST-Sequenzen fiihrt zu einer hyperstabilen NIMA-Variante, die nicht, wie fiir
einen korrekten Durchgang durch die Mitose notwendig, proteolytisch degradiert
werden kann (Pu und Osmani, 1995).
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4.16.3 Rekombinante Expression und Gewinnung polyklonaler
Antikorper

Der komplette offene Leserahmen der Crithida NIMA-verwandten Kinase 1 (CNK-1)
wurde mit Hilfe der Primer SW49 (5°-ACGGGGAATTCATGCCGACCA-
ACAAGGATGACAAGCAG-3¢, EcoRI-Schnittstelle unterstrichen) und SW50 (5°-
TTCCCGCGGCCGCTCACATGCCACAGGCGCGGTGAAAC-3¢, Notl-Schittstel-
le) aus cDNA amplifiziert und in die EcoRI/NotI-Schnittstelle des Vektors pGEX-4T-
1 zur Expression als GST-Fusionsprotein kloniert. Nach Abspaltung des GST-
Fusionsanteils mittels Thrombin (Abbildung 32 A) wurde die rekombinante CNK-1
iiber eine Hydroxapatitchromatographie an einer CHT-2-Sdule weiter gereinigt
(Abbildung 32 B). Hierbei wurden diesselben Bedingungen wie im entsprechenden
Schritt der Préparation der nativen Tubulin Polyglutamylase gewihlt. Die
rekombinante CNK-1 eluierte, genau wie das native Protein, bei 160 mM
Natriumphosphat und die erhaltene Priparation war zu mindestens 90% homogen.

A B

200

116
97

66 . ————

% - B — e Gy e

L

36

21 u
1

2 3 Input 12 13 14 15 16 17 18

Fraktion

Abb.32: A: Rekombinante Expression von CNK-1 in E.coli. Bahn 1 Total-Zellysat nach
Induktion der Proteinexpression mit 1 mM IPTG; Bahn 2: GST-CNK-1 nach
Affinitdtschromatographie an Glutathion-Sepharose; Bahn 3: CNK-1 nach Thrombin-
Spaltung,. B: Reinigung von rek. CNK-1 durch Hydroxyapatitchromatographie. Dargestellt ist
das Ausgangsmaterial (Input) und Fraktionen, die bei etwa 160 mM Natriumphosphat
aufgefangen wurden.

Zur Uberpriifung der Funktionsfihigkeit des rekombinanten Proteins wurden in-vitro-
Phosphorylierungstests durchgefiihrt. Als exogenes Substrat wurde dabei Casein
verwendet, da die Kinase-Aktivitdt gegeniiber -Casein ein typisches Merkmal
NIMA-verwandter Kinasen ist (Osmani et al., 1991, Letwin et al., 1992). Abbildung
32 zeigt das Ergebnis des Experiments: Wiahrend die als Positiv-Kontrolle eingesetzte
kommerzielle Casein-Kinase II starke Kinase-Aktivitit gegeniiber Casein zeigte, war
beim Einsatz von rekombinanter CNK-1 weder ein Phophattransfer auf Casein, noch
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eine Autophosphorylierungs-Aktivitit festzustellen. Auch verschiedene Variationen
der Versuchsbedingungen und die Gegenwart von Mn”" anstelle von Mg”" fiihrten
nicht zu einer Aktivierung des Enzyms.

200 — Abb.33: Uberpriifung der Kinase-Aktivitit
von CNK-1 mittels Autoradiographie. Bahn 1:
98 — -« Positiv-Kontrolle mit kommerzieller Casein-
64 — Kinase II. Rek. CNK-1 zeigt keine Kinase-
50 — < Aktvitdt (Bahn 2). Native Enzymfraktion aus
der Hydroxyapatitchromatographie zeigt Ki-
<« nase-Aktivitit gegen Casein (Bahn 3) und
36 — Autophosphorylierungsaktivitit (Bahn 4).
. - phosphorylierung ( )
21—
Casein-Kinase Il +
Casein + + +
rek CNK-1
Fraktion IV Enzym - - + +

Im Gegensatz dazu zeigte native Crithidia Tubulin Polyglutamylase (Fraktion IV)
deutliche Kinase-Akvitit gegen Casein als Substrat (Abb.33, Bahn 3). Bei einer
Inkubation ohne exogenes Substrat zeigte sich aulerdem ein Einbau von Phosphat in
Proteine der Hydroxyapatit-Fraktion (Bahn 4). Die mittlere der drei markierten
Banden (siehe Pfeile in Abb. 33) lauft bei etwa 55 kDa, so dal} es sich um das
Autophosphorylierungsprodukt von nativer CNK-1 handeln konnte.

Rekombinante CNK-1 wurde weiterhin unter verschiedenen Bedingungen in
Glutamylierungs-Assays eingesetzt. Bei keinem dieser Experimente konnte dabei eine
Glutamylierungsaktivitit von rekombinanter CNK-1 festgestellt werden. Es wurde
ausserdem keine Aktivierung nativer glutamylierungsaktiver Fraktionen durch Zusatz
rekombinanter CNK-1 beobachtet. Zusammengefasst zeigten diese Ergebnisse, daf} in
E.coli exprimierte, rekombinante CNK-1, weder Kinase- noch Glutamylierungs-
Aktivitdt hatte.

Das Peptid GQKIIAYASSVEDRDM (entspricht AS 453-468 von CNK-1) wurde zur
Gewinnung polyklonaler Antikdrper in Kaninchen verwendet. Zur Kopplung an KLH
wurde es mit einem N-terminalen Cystein versehen. Spezifische Antikorper wurden
aus den Immunseren wie beschrieben (3.3.4.2) durch Affintdtschromatographie an
einer Peptid-Siule gereinigt. Die so gereinigten Antikdrper erkannten im Blot sowohl
das an BSA gekoppelte Peptid als auch rekombinante CNK-1.

Abbildung 34 zeigt einen Western-Blot mit dem affinititsgereinigten Peptid-
Antkorper auf der Rohenzym-Fraktion (0,25 M NaCl-Uberstand).
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Abb.34: Analyse der Crithidia Tubulin
Polyglutamylase (Rohenzymfraktion) im Immun-

97 [ blot mit einem affinititsgereinigten Peptid-
: - Antikérper gegen CNK-1. Man erkennt die

66 _"' Féarbung eines Bandentripletts zwischen 50 und

55— o< 54 kDa, sowie einer Doppelbande bei etwa 80

36 s.- kDa, bei der es sich um das Durchleseprodukt der
P p54-mRNA handeln kdnnte.

21 -

Fraktion |

Man erkennt, daf ein Bandentriplett bei etwa 54 kDa angefabt wird. Hierbei kdnnte es
sich um Degradationsprodukte der nativen CNK-1 handeln, die sich ja durch das
Vorhandensein einer PEST-Sequenz auszeichnet. Es konnten aber auch
elektrophoretische Varianten sein, die durch unterschiedliche posttranslationale
Modifikationen, wie Phosphorylierung, entstanden sind. Neben diesen Hauptbanden
erkennt man ausserdem die schwichere Farbung einer Doppelbande bei etwa 80 kDa.
Dies ist gerade die GroBe eines moglichen Durchleseproduktes der p5S4-mRNA.

Zur Untersuchung der zelluldren Lokalisation von CNK-1 wurde der Peptid-Anti-
korper in der Immunfluoreszenz an Crithidia eingesetzt. Abbildung 35 zeigt, dal3 der
affinititsgereinigte Antikorper sowohl den Zellkorper, als auch das Flagellum anférbt.
Der Zellkern bleibt bei der Farbung jedoch ausgespart. Eine Inkubation mit
sekunddrem Antikorper alleine zeigte keine Reaktion. Eine genauere Analyse der
Lokalisation war mit den zur Verfligung stehenden VergroBBerungen und Auflosungen
nicht zu erzielen.
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Abb.35: Indirekte Immunfluoreszenz an Crithidia mit einem affintdtsgereinigten Peptid-
Antikorper gegen die NIMA-verwandte Kinase CNK-1. Die Zellen wurden ausserdem im
Phasenkontrast aufgenommen und mit Hoechst zur Darstellung der DNA geféirbt. Als
Negativkontrolle wurden die Zellen allein mit sekunddrem Antikorper gefarbt. Der CNK-1
Peptidantikorper farbt Zellkorper und Flagellum, spart jedoch den Zellkern aus.



103

5 Diskussion

Die carboxyterminale, saure Region ist entscheidend fiir die Diversitit der of
Tubuline in einer Zelle, denn hier liegen sowohl die grossten Unterschiede zwischen
den einzelnen exprimierten Isotypen, als auch, mit Ausnahme der Acetylierung, die
verschiedenen posttranslationalen Modifikationen. Obwohl die C-terminalen Reste in
der elektronenkristallographischen Struktur des af-Heterodimers nicht aufgelost sind,
lasst sich dennoch sagen, dal3 sie sich an der Aussenseite des Mikrotubulus befinden
miissen und vermutlich ungeordnet in Losung vorliegen (Nogales et al., 1998, 1999).
In Ubereinstimmung damit ist ihre Protease-Sensitivitit und Zuginglichkeit fiir
verschiedene Antikorper.

In einigen unterschiedlichen experimentellen Ansdtzen ist deutlich geworden, dal3
Modifikationen in der carboxyterminalen Region entscheidenden Einfluss auf die
Mikrotubuli-Funktion haben kénnen, z.B. durch die Regulation der Interaktion mit
Motorproteinen (Rosenbaum, 2000). Auffillig sind die strukturellen Parallelen
zwischen den komplexen posttranslationalen Modifikationen der Tubuline und den
Histon-modifikationen (Strahl und Allis, 2000). Auch Histone sind Bestandteil eines
biologischen Polymers, denn sie bilden zusammen mit eukaryontischer DNA die
Nukleosomen und damit die grundlegende Organisationsform des Chromatins. Die N-
terminalen Schwanzdoménen der Histone liegen an der Aussenseite der Nukleosomen
und sind das Ziel einer ganzen Reihe kovalenter Modifikationen. Die Rolle dieser
Modifikationen bei der Regulation der Transkription wird zumindest ansatzweise
bereits recht gut verstanden (Jenuwein und Allis, 2001), was nicht zuletzt daran liegt,
daBl viele der modifizierenden Enzyme wie Histon-Acetyltransferasen und
Deacetylasen bereits identifiziert sind und in rekombinanter Form vorliegen.

Im Gegensatz dazu wurde von den Tubulin-modifizierenden Enzymen bisher
lediglich die Tubulin-Tyrosin-Ligase aus Saugerhirn isoliert und ihre cDNA kloniert
(Ersfeld et al., 1993). Weiterhin sind nur partielle Reinigungen von Tubulin-
Acetyltransferase (Maruta et al., 1986) sowie Tubulin-Tyrosin-Carboxypeptidase
(Argarana et al., 1989) beschrieben. Eine bessere Charakterisierung der beteiligten
Enzymsysteme ist daher fiir ein Verstindnis der posttranslationalen Tubulin-
Modifikationen unabdingbar, wobei es aus folgenden Griinden sinnvoll ist, sich auf
die Glutamylierung zu konzentrieren: Bei der Polyglutamylierung scheint es sich, mit
Ausnahme der Hefe, um eine ubiquitdre Tubulinmodifikation zu handeln, wihrend die
Polyglycinylierung in bestimmten Spezies wie Trypanosomen fehlt. Die Addition
multipler negativ geladener Reste an den ohnehin bereits anionischen C-Terminus
bringt von allen Modifikationen die grosste Anderung des chemischen Charakters mit
sich. Wihrend die Tubulin-Acetylierung an Lys40 des o Tubulins, zumindest in
Tetrahymena, nicht essentiell ist (Gaertig et al., 1995), zeigen verschiedene in-vitro
Experimente eine wichtige Rolle fiir die Glutamylierung bei der Regulation
Mikrotubuli-abhéngiger Prozesse an.
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Da die Glutamylierungsaktivitit zuvor noch in keinem Organismus untersucht worden
war, bot sich nur die biochemische Reinigung der Aktivitét als Vorgehensweise an.
Die Aminoséduresequenz des einzig bisher bekannten Tubulin-modifizierenden
Enzyms, der TTL, bot dabei keinen Hinweis auf die Natur der zu erwartenden
Glutamylierungsenzyme. So gehort die TTL strukturell lediglich in eine sehr
allgemeine Gruppe von Enzymen mit ATP-abhéngiger Carboxyl-Ligase Aktiviét
(Dideberg und Bertrand, 1998). Ausserdem finden sich keine klaren funktionellen
Homologe der Sduger-TTL in den vollstidndig sequenzierten Genomen von C.elegans
und Drosophila melanogaster. Entweder ist die TTL nur schwach sequenzkonserviert,
oder ein in der Primérstruktur vollig anders aussehendes Enzym kann in diesen
Organismen die Tyrosinierungsreaktion katalysieren.

Fiir die biochemische Reinigung einer Enzymaktividt mit unbekannten Eigenschaften
sind zwei Punkte entscheidend: Die Wahl des Ausgangsmaterials, sowie ein sensitiver
und schneller Test fiir die Enzymaktivitdt. Im Prinzip bietet sich im vorliegenden Fall
auch Hirn aus sehr jungen Méusen als reichhaltige Quelle von glutamyliertem
Tubulin an, denn Messungen in rohen Hirnextrakten zeigten eine Abnahme der
Glutamylierungsaktivitdt im Verlauf der Entwicklung an (Regnard et al., 1998). So
betrug die spezifische Aktivitit an Tag 16 nach der Geburt nur noch 20% des
Maximalwertes, der an Tag 3 gemessen wurde. Im Vergleich zu Hirntubulin zeigt
Trypanosomen-Tubulin einen noch hoheren Grad an Glutamylierung (Schneider et
al., 1997), und Spezies wie Leishmania tarentolae oder Crithidia fasciculata konnen
in einfachen Medien in grossen Mengen kultiviert werden.

5.1 Glutamylierung von Tubulin in Crithidia fasciculata

Posttranslationale Modifikationen von a3 Tubulin in Crithidia wurden durch
Isolierung und Charakterisierung der C-terminalen Fragmente mittels
Massenspektroskopie und automatischer Sequenzierung untersucht. Dabei zeigte sich,
daB sowohl das Ausmal} der Glutamylierung als auch die Position der modifizierten
Reste in Crithidia und Leishmania tarentolae identisch waren. Ein Unterschied zu den
bei Trypanosoma brucei erhaltenen Ergebnissen (Schneider et al., 1997) ergab sich
lediglich in dem deutlich hheren Ausmal an $-Tubulin Glutamylierung in Crithidia
und Leishmania. Wie sich die bis zu 22 zuséitzlichen Glutamatreste iiber die beiden
modifizierten Positionen im C-terminus des f-Tubulins verteilen, kann durch das
vorliegende experimentelle System nicht gekldrt werden, hierzu miissten die Peptide
einer Analyse durch Tandem-Massenspektroskopie unterworfen werden, wie dies
zum Beispiel fiir die an multiplen Stellen glycinylierten Peptide von Paramecium
beschrieben ist (Vinh et al., 1999). In allen untersuchten Trypansomen-Spezies findet
sich der Tyrosinierungs-/Detyrosinierungszyklus, wihrend diese Modifiktion in den
beiden dlteren Eukaryonten Giardia lamblia (Weber et al., 1997) und Tritrichomonas
mobilensis (Schneider et al., 1998) fehlt. Die Polyglycinylierung wird als
dominierende Modifikation der stabilen Mikrotubuli bereits in Giardia detektiert
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(Weber et al., 1996, 1997), sie scheint jedoch in den Zweigen, die zu den
Trichomonaden und den Trypanosomen fiihren, verlorengegangen zu sein. Dies ist
umso erstaunlicher angesichts der Tatsache, dal3 kiirzlich gezeigt werden konnte, daf3
die Polyglycinylierung von f-Tubulin in Tetrahymena essentiell ist und Prozesse wie
Beweglichkeit und Zellteilung wesentlich beeinflusst (Xia et al., 2000). Es ist zum
einen denkbar, daBl in diesen Experimenten nicht das Ausschalten der
Polyglycinylierung, sondern die gleichzeitige Verhinderung der Polyglutamylierung
an eng benachbarten oder sogar identischen Resten fiir den beobachteten Phianotyp
verantwortlich war. Dabei scheint die Glutamylierung allerdings in Tetrahymena
gegeniiber der Glycinylierung nur eine relativ seltene Nebenreaktion zu sein.
Alternativ kdnnte man vermuten, dall Glycinylierung und Glutamylierung, wenigstens
teilweise, funktionell redundant sind und die Trypanosomen den Verlust an
Glycinylierung durch das hohe AusmalB an Polyglutamylierung kompensieren
konnen. Dafiir spricht auch die Beobachtung von Xia et al. (2000), daf nicht so sehr
ein bestimmter modifizierter Rest fiir die korrekte Mikrotubuli-Funktion in
Tetrahymena entscheidend ist, sondern eher das Erreichen eines ausreichenden
Glycinylierungs-Niveaus.

Mit der Entdeckung der posttranslationalen Modifikation der beiden Nukleosomen-
Assembly-Proteine NAP-1 und —2 durch Polyglutamylierung (Regnard et al., 2000)
konnen erstmals Glutamylierungsstellen (fettgedruckt) in unterschiedlichen Proteinen
miteinander verglichen werden.

NAP-1(348-373): EDDDDDYDEEGEEADEEGEEEGDEEN
NAP-2(341-367): EDDDNFEEGEEGEEEELEGDEEGEDED

Dabei ist die auffélligste Parallele zwischen Tubulin und NAP-1/2, dal} sich bei
beiden Proteinen die Glutamylierungsstellen innerhalb sehr saurer Sequenzen
befinden, die reich an Glutamat- und Aspartatresten sind. Abgesehen von der
allgemeinen Aciditét fallt es schwer spezifischere Eigenschaften der Primérsequenz in
Nachbarschaft der Glutamylierungsstelle anzugeben. Es ist bemerkenswert, dall der
Einbau einer negativ geladenen Glutamatgruppe in dieser sauren Umgebung
elektrostatisch nicht sehr vorteilhaft ist und es ist zu vermuten, dal3 die beteiligten
Enzyme die vielfachen negativen Ladungen durch bestimmte basische Reste
abschirmen miissen. Regnard et al. (2000) berichten ausserdem von einem N-
terminalen NAP-1-Peptid, das in der Massenspektroskopie Glutamat-Inkremente
zeigt. Dies wiirde andeuten, dal Glutamylierungspositionen nicht auf C-terminale
Dominen beschriankt sein miissen. Interessanterweise wurden durch GT335-
Affinitdtschromatographie noch weitere Proteine angreichert, in die radioaktiv
markiertes Glutamat ATP-abhéngig eingebaut wurde (Regnard et al., 2000). Die
Identitét dieser ebenfalls glutamylierbaren Proteine ist bis jetzt unbekannt und es wird
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interessant sein festzustellen, ob sich die modifizierten Reste hier in dhnlich sauren
Doménen befinden. Allgemein scheint der monoklonale GT335-Antikdrper, der
gegen ein synthetisches Octapeptid korrespondierend zu glutamylierten o1/2 Tubulin
hergestellt wurde (Wolff et al., 1922), auch glutamylierte Motive in anderen Proteinen
zu erkennen, wobei aber die Stirke der Antikdrperbindung auch von der Sequenz der
Hauptkette beeinflusst wird.

5.2 Solubilisierung und Reinigung von Tubulin Polyglutamylase aus
Crithidia

Frithere in vivo-Markierungungsexperimente haben die Tubulin-spezifische Inkor-
poration von Glutamat bei strikter Inhibierung der Proteinbiosynthese demonstriert
(Schneider et al., 1997). Um einen Ausgangspunkt fiir die Reinigung der
zugrundeliegenden Glutamylierungsaktivitdt zu gewinnen, wurden Trypanosomen-
Cytoskelette durch Triton-Extraktion gewonnen und in einem in-vitro-Gluta-
mylierungsassay mit Tritium-markiertem Glutamat und MgATP eingesetzt. Das
wichtige Ergebnis dieser Experimente war, daf isolierte Cytoskelette aus allen
untersuchten Trypanosomen-Spezies eine enzymatische Aktivitdt enthalten, die streng
ATP-abhédngig Glutamat in Tubulin einbaut. Das Vorhandensein dieser Aktivtét
liefert direkt eine Erklarung fiir das hohe Ausmal an Tubulin-Glutamylierung, die bei
der peptidchemischen Analyse der posttranslationalen Modifikationen detektiert
wurde. Die fiir die weitere Reinigung der Aktivitit notwendige Solubilisierung gelang
durch Behandlung der Cytoskelett-Fraktion mit salzhaltigem Puffer, dabei erwies sich
die Verwendung von 250 mM NacCl als optimal, da diese Fraktion die hdchste
spezifische Glutamylierungsaktivitdt aufwies. Bei Verwendung hoherer Ionenstarken,
konnte zwar auch eine noch vorhandene Restaktivitit von den Cytoskeletten entfernt
werden, jedoch wurden unter diesen Bedingungen auch relativ grosse Mengen an
Tubulin solubilisiert und die Enyzmaktivitdt war stark inhibiert. Wahrend die
Ergebnisse zur Solubilisierung der Enyzmaktivitdt bei Crithidia und Leishmania
identisch waren, geniigten die dort verwendeten Versuchsbedingungen nicht zur
Solubilisierung der Aktivitit in Trypanosoma. Hier mussten die Cytoskelette
mehrmals mit Puffern hoherer Ionenstirke behandelt werden, um die Aktivitét
vollstindig vom Cytoskelett zu entfernen. Ob diese stirkere Assoziation mit dem
Cytoskelett eine grundsitzlich unterschiedliche Organisation der Glutamylierungs-
aktivitdt in 7. brucei gegeniiber den beiden anderen Trypanosomen-Spezies
widerspiegelt, ist bis jetzt unbekannt. Es ist weiterhin wichtig anzumerken, dafl im
Cytosol gegeniiber der Cytoskelett-Fraktion nur eine dusserst geringe Gluta-
mylierungsaktivitdt messbar war (vgl. Abb. 11), es ist daher davon auszugehen, daf3
durch das gewéhlte Verfahren der weitaus grosste Teil der in Crithidia vorhandenen
Glutamylierungsaktivitit solubilisiert wurde.

Die weitere Reinigung der Aktivitdt erforderte die Etablierung eines schelleren
Enzymtests. In Anlehnung an den Assay fiir die Tubulin-Tyrosin-Ligase (Murofushi
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und Flavin, 1984) wurde daher der Einbau TCA-fdllbarer Radioaktivitit auf Whatman
3MM Filtern gemessen. Dabei ist es wichtig festzuhalten, daB durch die
Charakterisierung der Glutamylierungsprodukte mittels Autoradiographie zuvor
gezeigt worden war, dall die Tritium-markierte Glutaminsdure ausschliesslich in
Tubulin inkorporiert wurde, so dal auch durch den Filter-Assay nur Tubulin-
Glutamylierung verfolgt wurde. Dabei eignet sich der Test vermutlich nicht zur
Messung sehr geringer Glutamylierungsaktivitidten in anderen Geweben, da die
Zahleffizienz fiir Trittum auf den Whatman-Filter recht gering ist. Die
Reproduzierbarkeit des Assays war sehr hoch, bei Doppelbestimmungen ergab sich in
keinem Fall eine Abweichung von mehr als 10%.

Trotz der bereits angereicherten Enyzm-Rohfraktion als Ausgangsmaterial und dem
einfacheren Filtertest zur Messung der Aktivitéit erwies sich die weitere Reinigung der
Glutamylierungsaktivitét als schwierig. Dies lag zum einen an einer ausgesprochenen
Instabilitdt des Enzyms, die auch durch Zusatz von Protease-Inhibitoren nur teilweise
unterdriickt werden konnte. So konnten partiell gereinigte Fraktionen nur kurzzeitig
bei 4°C aufbewahrt werden, Einfrieren und Auftauen war typischerweise ebenfalls
mit Verlusten verbunden, die jedoch durch Zusatz von Glycerol und BSA oder SBTI
in Grenzen gehalten werden konnten.

Von den verschiedenen chromatographischen Verfahren die getestet wurden,
erwiesen sich nur wenige zur Anreicherung der Glutamylierungsaktivitit als
brauchbar. So waren die Ausbeuten in Gelfiltrationsexperimenten immer sehr niedrig,
besonders wenn Superdex-Sédulen, die aus einer Matrix von Agarose und Dextran
bestehen, verwendet wurden. Auf Silica-Partikeln basierende Gelfiltrationssdulen von
Tosohaas waren hier besser geeignet, doch auch sie zeigten typischerweise Ausbeuten
von weniger als 30%. Die Ausbeuten bei der lonenaustauschchromatographie waren
dagegen im allgemeinen grosser, allerdings ergab sich hier das Problem, daf} die
Enyzmaktivitdt in der Regel mit dem GroBteil kontaminierender Proteine von der
Sdule eluiert wurde, was geringe Anreicherungsfaktoren zur Folge hatte. Durch die
Salzempfindlichkeit der Glutamylierungsaktivitit konnten andere Verfahren, wie
hydrophobe Interaktionschromatographie, nicht erfolgreich angewendet werden. Die
Bindung an die Siule erfolgt hier in Puffern hoher Ionenstdrke (typischerweise 4M
KCI) und die Elution durch einen absteigenden Salzgradienten, was eine Analyse der
Enzymaktivitét einzelner Fraktionen im vorliegenden Fall sehr schwierig macht. Bei
der Reinigung der Tubulin Polyglutamylase aus dem Hirn (Regnard et al., 1998)
erwiesen sich selbst ATP-Affinitdtschromatographie und Ionenaustauschchromato-
graphie als ungeeignet. Der Grund hierfiir konnte das Vorliegen eines Komplexes
sein, dessen Untereinheiten durch die chromatographischen Verfahren getrennt
werden.

Mit der Identifizierung der Hauptbanden der 0,25 M NaCl-Waschfraktion von
isolierten Cytoskeletten wurde deutlich, daB3 die fiir die Glutamylierungsaktivitit
verantwortlichen Polypeptide auch in dieser angereicherten Fraktion nur in geringer
Menge vorliegen. Die ATP-Affinitdts-chromatographie war daher als erster
Reinigungsschritt unbedingt notwendig, da sie das einzige Verfahren war, mit der
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man die Aktivitdt aus einem grossen Volumen an Ausgangsmaterial sammeln und in
konzentrierter und angereicherter Form eluieren konnte. Die anschliessende
Ultrafiltration war problematisch und mit grossen Verlusten an Aktivitit verbunden.
Ahnliche Probleme traten jedoch auch bei anderen Reinigungen von Enyzmen aus
Trypanosomen auf (Yokoyama et al., 1998) und sind typisch fiir das Vorliegen sehr
geringer Mengen an aufzureinigendem Material. Durch die hohen Konzentrationen an
ATP und KCI in der Fraktion nach der ATP-Affinitits-chromatogrpahie und die
hohen Verluste, die immer mit Gelfiltration oder Dialyse verbunden waren, konnte
eine lonenaustauschchromatographie an dieser Stelle nicht eingetzt werden.

Trotz der geschilderten Schwierigkeiten gelang eine fast 1000fache Anreicherung der
Glutamylierungsaktivitit aus dem Crithidia 0,25 M NaCl-Uberstand. Bedenkt man,
daB der NaCl-Uberstand gegeniiber einem Gesamt-Zellysat bereits eine angreicherte
Fraktion darstellt, so diirfte der Reinigungsfaktor insgesamt bei iiber 10000 liegen.
Die Fraktionen der finalen Hydroxyapatitsdule zeigen, da3 eine Bande von 54 kD das
einzige Polypeptid darstellt, das mit der Glutamylierungsaktivitdt kogereinigt wird.
Die Hydroxyapaptit-Fraktionen sind dabei nicht ganz homogen, jedoch folgen die
anderen Polypeptide nicht den Variationen der Enymaktivitét (vgl. Abb.14). Aufgrund
der geringen Proteinkonzentration konnte die Hydroxyapapatit-Fraktion nicht weiter
gereinigt werden. Sie kann jedoch nach Zusatz von Glycerol iiber mehrere Monate bei
—70°C gelagert werden und eignet sich damit ausgezeichnet als Enzymfraktion fiir in-
vitro Glutamylierungstests. So konnten in Zukunft Mikrotubuli mit dieser Fraktion
glutamyliert und in in-vitro-Motilitdtstests mit verschiedenen Motorproteinen
eingesetzt werden. Diese Versuche konnten wichtige Aufschliisse dariiber geben, wie
die Glutamylierung die Bindung und Prozessivitit von Motorproteinen beeinflusst.
Interessant wire es ausserdem in Polymerisations- und Depolymerisations-
experimenten zu untersuchen, ob glutamylierte Mikrotubuli eine hohere intrinsische
Stabilitdt haben, oder ob die in-vivo beobachtete Assoziation mit besonders stabilen
Mikrotubuli-Strukturen von der Bindung spezieller MAPs herriihrt.

Bei den Versuchen zur Klonierung von p54 wurde eine weitere grundsétzliche
Schwierigkeit des gewéhlten Ansatzes deutlich: Die Sequenzierung von p54 mittels
Edman-Abbau von isolierten Peptiden benotigte recht grofe Mengen an gereinigtem
Material, die gerade bei in geringer Konzentration vorliegenden Enzymen nur schwer
zu gewinnen sind. So mussten im vorliegenden Fall zur Gewinnung von geniigend
Sequenzinformationen zur Klonierung des Proteins {iber 100 1 Trypanosomen-Kultur
aufgearbeitet werden. Es empfiehlt sich daher in zukiinftigen Versuchen zur
Reinigung seltener Enyzme auf Organismen zuriickzugreifen, deren Genome
entweder bereits vollstdndig sequenziert sind, oder aber kurz vor der Fertigstellung
stehen und offentlich zugingliche Rohsequenzdaten haben. In diesem Fall kdnnten
bereits geringste Proteinmengen durch Massenspektroskopische Techniken
sequenziert (Shevchenko et al., 1997) und das vollstindige Protein durch
Datenbanksuche identifiziert werden. Die Genomprojekte von T.brucei in Leishmania
major waren im vorliegenden Fall noch nicht so weit fortgeschritten, als daf3 dies fiir
alle sequenzierten Polypeptide moglich gewesen wére. Eine Fertigstellung der
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Genomprojekte fiir diese beiden Spezies wird etwa fiir das Jahr 2003 erwartet. Da
auch fiir einige weitere Polypeptide der Hydroxyapaptit-Fraktion noch partielle
Sequenzinformationen gewonnen wurden, sollte es mit voranschreitender
Fertigstellung insbesonere des Leishmania-Genomprojektes in Zukunft moglich sein,
auch diese Polypeptide zu identifizieren und zu klonieren.

5.3 Vergleich der Tubulin-Polyglutamylase-Praparationen aus Crithidia
und Saugerhirn

Neben der im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Pridparation von Tubulin
Polyglutamylase aus Crithidia, liegt eine weitere, partiell gereinigte Glutamylase-
Fraktion aus dem Hirn von 3 Tage alten Miausen vor (Regnard et al., 1998). Die
beiden Préiparationen dhneln sich in einer ganzen Reihe von Eigenschaften, es gibt
jedoch auch einige deutliche Unterschiede: Beide Préparationen katalysieren den
ATP-abhéngigen Einbau von Glutamat sowohl in a- als auch in B-Tubulin aus dem
Hirn. Die Notwendigkeit fiir ATP ist absolut, die optimalen ATP-Konzentrationen
sind fiir beide Enzym-Priparationen vergleichbar. Die optimale MgCl,-Konzentration
liegt mit 6-8 mM fiir das Hirn-Enzym etwas hoher als fiir die Crithidia Tubulin
Polyglutamylase. Kompepetitionsexperimente zeigten fiir beide Pridparationen eine
sehr hohe Spezifitit fiir Glutamat an. Insbesondere Glycin kompetierte nicht mit
Glutamat um den Einbau in Tubulin, was klar anzeigt, dal Glutamylierung und
Glycinylierung von unterschiedlichen Enzymen katalysiert werden. Eine weitere
interessante Ubereinstimmung ist das hohe pH-Optimum vom 9-9,5 fiir beide
Préparationen. Ein dhnliches Ergebnis wurde auch fiir die Folylpolyglutamat-
Synthetase erhalten (Cichowicz und Shane, 1987) und konnte bedeuten, daB3 das
Glutamat mit der deprotonierten Aminogruppe die Form ist, die vom Enzym
umgesetzt wird. Jedoch kann auch die Titration einer an der Katalyse beteiligten
funktionellen Gruppe nicht ausgeschlossen werden. Eine besonders charakteristische
Eigenschaft der Glutamylierungsaktivitét, die beiden Praparationen gemein ist, stellt
die ausgepragte Hemmung durch Salze wie NaCl oder KCl dar. Der Grund hierfiir
konnte sein, dal das Enzym mit den beteiligten Substraten (Tubulin, MgATP,
Glutamat) im wesentlichen iiber schwache ionische Kréfte wechselwirkt. Diese
Interaktionen konnten dann sehr empfindlich gegeniiber einer Erhdhung der Ionen-
starke sein. Eine alternative Erklédrung wére, dal ein Enyzmkomplex vorliegt, dessen
Untereinheiten nur schwach miteinander wechselwirken und dessen Integritdt daher
sehr empfindlich gegeniiber einer Erhhung der lonenstérke ist.

Wesentliche Unterschiede zwischen beiden Préparationen liegen zundchst im
ermittelten Molekurgewicht der Glutamylase. Dichtegradientenzentrifugation gibt fiir
das Hirnenzym einen Wert von 10 S an, mittels Gelfiltration wurde ein Stokes-Radius
von 70 A, korrespondierend zu einem Molekulargewicht von 360 kD erhalten. Das
Crithidia-Enzym dagegen sedimentiert bei etwa 3 S, im Komplex mit of3 Tubulin
wird ein Wert von 7 S erhalten. Wéhrend die Hydroapaptit-Fraktion der Crithidia-
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Priaparation ein dominierendes Polypeptid von 54 kD anzeigt, das mit der
Glutamylierungsaktivitdt koeluiert, besteht Fraktion V der Priparation aus dem Hirn
aus mindestens 20 Proteinen, von denen die fiir die Glutamaylierungsaktivitit
verantwortlichen Proteine noch nicht identifiziert werden konnten.

Die spezifischen Aktivitidten der beiden Enzymfraktionen sind schwierig miteinander
zu vergleichen, da die Assaymethoden voneinander abweichen. Betrachtet man
allerdings die erreichten Inkorporationsraten, so ergibt sich, bei vergleichbaren
Tubulin-Konzentrationen im Assay, ein Einbau von etwa 0,5 mol Glutamat pro mol
Tubulin fiir das Hirnenzym, wéhrend mit der Crithidia Tubulin Polyglutamylase bis
zu 70 mol Glutamat pro mol Tubulin eingebaut wurden (vgl. Abb.21). Die spezifische
Aktivitdt der Crithidia-Praparation diirfte damit um ein Vielfaches hoher liegen.
Interessanterweise sind Mikrotubuli fiir die Tubulin Polyglutamylase aus dem Hirn
ein deutlich besseres Substrat als dimeres off Tubulin, wobei die maximale
Inkorporation je nach pH-Wert 4-10 mal hoher liegt. Diese deutliche Préferenz fiir
Mikrotubuli wurde beim Crithidia-Enzym nicht beobachtet, hier war die Einbaurate
gegeniiber oy Tubulin nur leicht erhoht. Aufgrund der unterschiedlichen Erscheinung
der Glutamylierungsprodukte in der Autoradiographie diskutieren Regnard et al.
(2000) einen prozessiven Mechanismus fiir die Addition von vielen Glutamat-Resten
an ein einzelnes o B-Dimer, sowie einen distributiven Mechanismus fiir die
gleichméBige Glutamylierung von Mikrotubuli. Man kénnte auch vermuten, da3 der
Enzymkomplex aus Hirn mdglicherweise ein Motorprotein beinhaltet, das die
Glutamylierungsaktivitdit am Mikrotubulus entlang bewegen kann, so daB eine
gleichméBige Addition von Glutamatresten an viele Untereinheiten stattfinden kann.
In Tabelle 3 sind Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Enzympriparationen aus
Hirn und Crithidia noch einmal zusammengefasst.

Hirn Tubulin Polyglutamylase Crithidia Tubulin Polyglutamylase

Ausgangsmaterial 3 Tage altes Mausehirn 0,25 M NaCl-Uberstand von isolierten
Crithidia-Cytoskeletten

S-Wert 10 S 3S /7S (Tubulin-Komplex)
Polypeptid- = 20 Polypeptide p54 einzige Bande, die der Aktivitét folgt
Zusammensetzung
Identifizierte keine Crithidia NIMA-verwandte Kinase 1
Polypeptide
Bevorzugtes MT >> Dimer MT = Dimer >> Peptid
Substrat
Max. Einbaurate 0,5 mol Glu/mol Tubulin 70 mol Glu/mol Tubulin
Inhibierung NaCl, KCl NaCl, KCl
pH-Optimum ~9 ~9
Initiationsaktivitit gezeigt fiir o und § Hirntubulin gezeigt fiir Hefe a-Tubulin

Tabelle 3 : Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Tubulin Polyglutamylase-Praparationen aus Hirn
(Regnard et al., 1998) und Crithidia fasciculata.
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5.4 Substratspezifitat der Crithidia Tubulin Polyglutamylase in einem
Enzym-Peptid-System

Eine Reihe von synthetischen Peptiden, die auf den carboxyterminalen Resten von o.-
und P-Tubulin aus dem Sdugerhirn basieren wurde zur Charakterisierung der
Substratspezifitét einer partiell gereinigten Préparation von Tubulin Polyglutamylase
aus Crithidia verwendet. Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse (vgl Abb.18), dal3
die Peptide dann glutamyliert werden konnten, wenn sie einen Glutamatrest mit einer
freien a-Carboxylatgruppe zur Verfiigung stellen konnten. Diese Minimalanforderung
wurde bereits durch monoglutamylierte Peptide erfiillt, bei denen ein einzelner
Glutamatrest liber eine Isopeptidbindung mit einem Glutamatrest der Hauptkette
verbunden war, sowie durch diejenigen unverzweigten Peptide, die mit einem
carboxyterminalen Glutamatrest endeten. Dabei wurde im Peptid-System die
Verldngerung einer bestehenden Seitenkette gegeniiber einer C-terminalen
Verldngerung bevorzugt. Die Spezifitét fiir einen Glutamatrest mit einer freien o-
Carboxylatgruppe war absolut, interne Glutamatreste wurden nicht modifiziert und
andere C-terminale Reste als Glutamat wurden nicht verldngert. Innerhalb des Peptid-
Systems wurde keine Bildung einer neuen Seitenkette (,,Verzweigungsaktivitdt™)
beobachtet. Die Linge und relative Position einer bestehenden Seitenkette hatte
keinen grossen Einfluss auf die Effizienz der Elongation. Die Polyglutamylase zeigte
in diesem Peptid-System also nur geringe Sequenzanforderungen und sie wurde
immer dann aktiv sobald ein monoglutamyliertes o.- oder -Peptid vorlag. Diese
niedrige Sequenzanforderung erklért die Bildung von sehr langen Seitenketten, wenn
Hirntubulin als Substrat verwendet wird (vgl. Abb.21). Das Produkt jedes
Glutamylierungsschritts erfiillt wiederum die Bedingungen fiir den nédchsten Zyklus,
so dal} eine progressive Elongation der Oligoglutamat-Seitenkette stattfinden kann.
Hirntubulin ist ein weitaus besseres Substrat als die verschiedenen synthetischen
Peptide. Wie schon fiir die Tubulin-Tyrosin-Ligase diskutiert (Riidiger et al., 1994)
kann es sein, dal die Peptide nicht optimal mit dem Enzym in Kontakt treten konnen
oder nicht die korrekte Konformation fiir eine maximale Elongation annehmen
konnen. Die niedrigen Sequenzanforderungen der Polyglutamylase, die im Peptid-
System beobachtet wurden, stehen in deutlichem Kontrast zur hohen Ortsspezifitat
der Glutamylierung in vivo. In den meisten Féllen tragen nur ganz bestimmte
Glutamatreste innerhalb von kurzen Sequenzen, die besonders reich an Glutaminséure
sind, die Seitenketten. Die Untersuchungen im Peptid-System legen nahe, dal die
Ortsspezifitit allein durch die Bildung der Isopeptidbindung gegeben wird. Da im
Peptid-System keine Verzweigungsaktivitidt beobachtet wird, scheint die Komplex-
bildung mit dem gesamten Tubulin-Molekiil fiir die korrekte Initiation einer neuen
Seitenkette bendtigt zu werden.

Zur Detektion der Verzweigungsaktivitit kann, wie hier erstmals gezeigt, Hefetubulin
eingesetzt werden. Dieses wird durch den Antikorper GT335 zunidchst nicht erkannt,
durch die Behandlung mit Crithidia-Enzymfraktionen wird jedoch eine Reaktividt des
Hefe a-Tubulins mit dem GT335-Antikorper generiert, die die Initiation einer neuen
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Seitenkette anzeigt (vgl.Abb.20). Das Fehlen einer Reaktivitdt mit Hefe f-Tubulin
konnte zum einen daran liegen, dafl aufgrund der divergenten carboxyterminalen
Sequenz hier vom Crithidia-Enzym keine neue Seitenkette angefiigt werden kann,
zum anderen wire es moglich, dal zwar eine neue Seitenkette gebildet wird, diese
vom GT335-Antikdrper aber nicht erkannt wird. In jedem Fall wird es in Zukunft
notwendig sein, die Glutamylierungsstellen beim Hefetubulin durch peptidchemische
Analyse der carboxyterminalen Peptide mittels Massenspektroskopie und
Sequenzierung nidher zu bestimmen.

Die Frage ob ein- und dasselbe Enzym fiir Initiation und Elongation der Seitenketten
verantwortlich ist, kann bis zum Vorliegen einer funktionalen rekombinanten
Glutamylase nicht abschliessend beantwortet werden. Es bleibt jedoch festzuhalten,
daB bei gleichzeitiger Untersuchung der Fraktionen mit dem normalen Assay und dem
Hefeassay, Elongations- und Initiationsaktivitit sowohl durch die ATP-Siule, als
auch durch Dichtegradient und Hydroxyapatitsdule kogereinigt wurden, so daf3 sich
hier keine Hinweise auf dinstinkte Enzymaktivitdten fanden.

5.5 Klonierung eines trypanosomalen La-Proteins

Im Rahmen der Reinigung der Tubulin Polyglutamylase wurde ein 40 kD-Polypeptid
identifiziert, das in der Anionenaustauschchromatographie mit der Glutamylierungs-
aktivitdt kogereinigt wurde. Nach Erhalt von Sequenzinformationen fiir Peptide der
40 kD Bande konnte das T.brucei-Homolog des Crithidia-Proteins kloniert und als
trypanosomales La-Protein identifiziert werden.

Das La-Protein, das zundchst als Autoantigen in Patienten, die an
Autoimmunkrankheiten wie systemischer Lupsus erythematosus litten, identifiziert
wurde (van Venrooij et al., 1995) ist ein multifunktionelles RNA-Bindungsprotein.
Durch seine Affinitit fiir den 3¢ oligo(U)-Schwanz bindet La an RNA Polymerase III
Transkripte und erleichtert so Initiation und Termination der Transkription (Gottlieb
und Steitz,1989). Das La-Homolog aus Saccharomyces cerevisiae Lhplp ist an der
Reifung von tRNA-Vorldufern in vivo beteiligt (Yoo und Wolin, 1997). Das La-
Protein scheint jedoch auch potentielle cytoplasmatische Funktionen zu haben: So
scheint es essentiell fiir die Cap-unabhidngige Translation besimmter viraler mRNAs
zu sein (Meerovitch et al., 1993, Ali und Siddiqui, 1997), es kann Histon-mRNAs vor
der Zellzyklus-abhéngigen Degradation schiitzen (Mc Laren et al., 1997) und es kann
als ATP- ahéngige RNA/DNA und RNA/RNA-Helicase fungieren (Bachmann et al.,
1990, Hiihn et al., 1997). Diese Vielfalt scheinbar unterschiedlicher Funktionen fiihrte
zu dem Vorschlag, da3 La als generelles RNA-Chaperone wirkt, das verschiedene
RNAs binden und stabilisieren kann (Meerovitch und Sonenberg, 1993). Im Einklang
damit zeigte das rekombinante 7.brucei La-Protein RNA-Bindungsaktivitit in vitro
(vgl Abb.26). Da die Funktion des La-Proteins noch immer Gegenstand von
Diskussionen ist und die meisten Charakterisierungsexperimente in vitro durchgefiihrt
wurden, bietet die Klonierung eines La-Proteins aus einem Organsimus der
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molekular-biologisch leicht durch Genaustausch (Cruz et al., 1991, ten Asbroek et al,
1990) oder RNA-Interferenz (Ngo et al., 1998) manipuliert werden kann, einen neuen
Ansatz zur Erforschung der Rolle des La-Proteins in vivo.

5.6 Klonierung von p54, eines Verwandten des Zellzyklus-Regulators
NIMA

Durch eine Erh6hung der Menge des Ausgangsmaterials und Verwendung einer
Hydroxyapaptitchromatographie im letzten Schritt der Préparation wurde eine fast
1000 fache Anreicherung der Glutamylierungsaktivitit bezogen auf den 0,25 M NaCl-
Uberstand erreicht. Die finale Priparation ist durch ein dominierendes 54 kD-
Polypeptid gekennzeichnet, das als einzige Bande der Variation der Glutamylierungs-
aktivitit in den Fraktionen der Hydroxyapatitsdule folgt (vgl. Abb.14) Nach
Gewinnung von Peptidsequenz-Informationen konnte die p54-cDNA durch RT-PCR
mit degenerierten Primern kloniert werden. Ein Datenbank-Vergleich der erhaltenen
vollstindigen Aminosiuresequenz zeigte eine Ahnlichkeit des Crithidia-Proteins mit
verschiedenen NIMA-verwandten Proteinen an.

Temperatursensitive Mutationen im original nimA-Gen (,,never-in-mitosis-Gen A*)
von Aspergillus nidulans fiihrten bei der restriktivien Temperatur zu einer
Blockierung der Zellen in der spiten G2-Phase (Osmani et al., 1988). Die NIMA-
Aminosduresequenz enthilt eine katalytische Doméne mit Motiven, die typisch fiir
eukaryontische Serin/Threonin-Kinasen sind. In Immunprizipitaten mit NIMA-
spezifischen Antikdrper konnte Kinase-Aktivitdt gegen das exogene Substrat Casein
nachgewiesen werden (Osmani et al., 1991). Die Kinase-Aktivitdt fluktuierte dabei
Zellzyklus-abhdngig und war wihrend der M-Phase maximal. Diese Ergebnisse
erweckten grosses Interesse, da neben der Cdc2-Proteinkinase mit NIMA eine weitere
Kinase in Aspergillus fiir die Einleitung der Mitose entscheidend war. Im Einklang
hiermit hatte die Uberexpression von NIMA das vorzeitige Einleiten von mitotischen
Ereignissen, wie der Kondensation der Chromosomen, zur Folge, dies galt auch fiir
humane Zellen, was andeutete, da3 ein NIMA-&hnlicher Signalweg auch in hoheren
Eukaryonten exisitieren konnte (Lu und Hunter, 1995). Osmani et al. (1991) konnten
ausserdem zeigen,, da3 durch gleichzeitige Mutation des Checkpoint-Gens bimE7 in
Aspergillus die Mitose auch ohne Aktivierung der NIMA-Kinase eingeleitet werden
konnte. In diesem Fall zeigten sich jedoch schwere Defekte unter anderem in der
Organisation der Mitosespindel, die die normale Rolle der aktivierten NIMA-Kinase
widerspiegeln (Osmani et al., 1991). Es hat sich als schwierig erwiesen, in vivo-
Substrate des NIMA-Proteins zu identifizieren. Histon H3 wurde als NIMA-Substrat
in Aspergillus vorgeschlagen (Colin et al., 2000), die Studie ist jedoch korrelativ und
es ist unwahrscheinlich, dal NIMA-verwandte Kinasen eine allgemeine Rolle als
Histon H3-Kinasen haben, da diese Rolle von mehreren Studien den Aurora-
dhnlichen Kinasen zugeschrieben wurde (Hsu et al., 2000).
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NIMA-verwandte Kinasen wurden in verschiedenen Organismen beschrieben, das
Sdugergenom allein enthélt wenigstens 7 verschiedene (Nigg, 2001). Von diesen stellt
Nek?2 den strukturell dhnlichsten NIMA-Vertreter dar, wobei auch die Nek2-Aktivitét
Zellzyklus-abhingig reguliert wird (Fry et al., 1995). Ob die NIMA-verwandten
Kinasen echte funktionelle Orthologe des NIMA-Proteins darstellen, ist bis heute
unbekannt. Das einzige Protein, das die nimA-Mutation funktionell komplementieren
konnte, war die Nim-1 Kinase aus Neurospora crassa, einem weiteren Pilz (Pu et al.,
1995).

Das Ergebnis, daBl ein NIMA-verwandtes Protein mit der Glutamylierungsaktivitét in
Trypanosomen kogereinigt wird, ist {iberraschend und nicht auf den ersten Blick
verstandlich. Es ergeben sich drei Erklarungsmoglichkeiten fiir den Zusammenhang
zwischen Tubulin-Glutamylierungsaktivitit und der Crithidia-NIMA-verwandten
Kinase-1 (CNK-1):

Erstens, CNK-1 ist lediglich eine Kontamination der Enzymfraktion und hat nichts
mit der Glutamylierungsaktivitét zu tun. Diese Erklarung erscheint unwahrscheinlich,
da p54 das einzige sichtbare Polypeptid ist, das mit der Glutamylierungsaktivitit von
der finalen Hydroxyapatitsdule koeluiert, andere prominente Polypeptide sind
gegeniiber dem Aktivitdtspeak deutlich verschoben. Die gemessenen Einbauraten
sprechen dafiir, da3 diese finale Priparation eine deutlich hohere spezifische Aktivitét
als die Praparation aus dem Hirn hat. Es ist daher unwahrscheinlich, wenn auch nicht
vollig auszuschliesen, daf3 die tatsdchliche Polyglutamylase noch immer unterhalb der
Detektionsgrenze liegt. Mehr noch sind NIMA-verwandte Kinasen an einer Reihe von
Prozessen beteiligt, bei denen auch die Polyglutamylierung eine Rolle zu spielen
scheint: So sind beispielsweise Nek2B in Xenopus laevis und die humane Nek2 am
Zusammenbau und der Aufrechterhaltung der Integritdt von Centrosomen beteiligt
(Uto und Sagata, 2000, Fry et al., 1998). Inhibierung der Nek2B-Funktion in Xenopus
durch Injektion neutralisierender Antikorper fithrt zu einer Fragmentierung und
Zerstreuung des Centrosoms, ein Phéanotyp, der stark an denjenigen erinnert, der bei
der Injektion des anti-Glutamylierungs-Antikorpers GT335 in humane Zellen erhalten
wird (Bobinnec et al., 1998). Das Original NIMA-Protein lokalisiert wahrend der
Mitose an Spindel-Mikrotubuli (Colin et al., 2000) und Mutationen in NIMA fiihren
zu Defekten in der mitotischen Mikrotubuli-Organisation (Osmani et al., 1991). Dies
ist besonders interessant angesichts der Tatsache, dafl in humanen Zellen spezifisch
Spindel-Mikrotubuli mit GT335 gefirbt werden und daB sich wéhrend der Mitose
speziell die Glutamylierung von (-Tubulin erhoht (Bobinnec et al., 1998). In
Drosophila reguliert das NIMA-verwandte Protein ,,Fused“ die Mikrotubuli-
Interaktion eines Multiproteinkomplexes, der ein Kinesin-verwandtes Protein und
einen Trankriptionsfaktor enthélt (Robbins et al., 1997). Dabei konnte nicht
festgestellt werden, da3 Fused durch direkte Phosphorylierung der beteiligten Proteine
wirkt.

Die zweite Erkldarung fiir die Koreinigung von CNK-1 und Glutamylierungsaktivitit
ist, daB3 das NIMA-verwandte Protein die Glutamylierungsreaktion direkt katalysiert.
Dagegen scheint die Tatsache zu sprechen, daf3 das Protein eine katalytische Doméne
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besitzt, die in die Superfamilie eukaryontischer Serin/Threonin-Kinasen fallt (Hanks
und Hunter 1995). Man kann allerdings vermuten, daB3 Phosphorylierung und
Glutamylierung moglicherweise derart mechanistisch miteinander verwandt sind, daf3
die Herstellung einer neuen Peptidbindung iiber die Generierung eines intermedidren
Acylphosphats verlduft, das dann in einem nukeophilen Angriff durch die
Aminogruppe der zu addierenden Glutaminsdure abgefangen wird. Tatsdchlich
gehoren die NIMA-verwandten Kinasen biochemisch zur Gruppe der Casein-Kinasen,
die saure Substrate wie Casein gegeniiber basischen wie den Histonen bevorzugen.
Sie wiren damit in der Lage, einen Phosphattransfer auch innerhalb einer sehr sauren
Umgebung, wie sie beispielsweise der C-Terminus von Tubulin darstellt, zu
katalysieren. Interessanterweise wurde bei den Peptid-Versuchen sowohl eine
Glutamylierung des a-Peptids, als auch eine Phosphorylierung am Serin-Rest
festgestellt. Dabei ist allerdings nicht auszuschliessen, dal3 diese Phosphorylierung
durch eine weitere kontaminierende Proteinkinase erfolgt.

Die Aminosduresequenz von CNK-1 zeigt innerhalb der katalytischen Domine einige
interessante Abweichungen von klassischen Proteinkinasen (vgl. Abb.29). Am
auffilligsten ist dabei das Fehlen eines eigentlich invarianten Glycins innerhalb der
glycinreichen Subdomine I. Ob diese Verdnderungen innerhalb von Sequenzen, die
an der Bindung und Orientierung von ATP beteiligt sind, funktionell signifikant sind,
kann an dieser Stelle nicht beantwortet werden. Wihrend die native Glutamylase
deutliche Casein-Phosphorylierungsaktivitit zeigte, war rekombinante, in E.coli
exprimierte CNK-1 leider katalytisch inaktiv. Es sollte daher in Zukunft versucht
werden, katalytisch aktives Enzym mit Hilfe des Baculovirus-Systems aus
Insektenzellen zu gewinnen. Erst dann konnte die Frage, ob die NIMA-verwandte
Kinase CNK-1 Phosphorylierungs und/oder Glutamylierungsaktivitit besitzt, definitiv
beantwortet werden.

Eine dritte Moglichkeit fiir den Zusammenhang zwischen CNK-1 und Glutamy-
lierungsaktivitdt besteht im Vorliegen eines Glutamylierungskomplexes, in dem die
NIMA-verwandte Kinase aktivierend auf eine katalytische Untereinheit wirken
konnte. Ein solcher Proteinkomplex wird fiir die Glutamylase aus dem Hirn diskutiert
(Regnard et al., 1998, 1999), man sieht jedoch im vorliegenden Fall in den Fraktionen
der Hydroxyapatit-Saule keine Polypeptide, die offensichtlich und stochiometrisch
mit der NIMA-verwandten Kinase zusammen gereinigt wiirden. Dabei ist allerdings
zu beachten, dal} ein wesentliches Merkmal der Glutamylierungsaktivitdt ihre grof3e
Salzempfindlichkeit ist, so daB nicht ausgeschlossen werden kann, dal mdogliche
Untereinheiten eines Komplexes wihrend der Reinigung wenigstens teilweise
voneinander getrennt werden und nicht mehr gemeinsam von der Sdule eluieren.
Unter solchen Bedingungen ist die Isolierung eines intakten Komplexes nur mit
spezifischen Antikdrpern gegen einzelne Untereinheiten mdglich. Leider erwiesen
sich die hergestellten polyklonalen CNK-1 Antikdrper als ungeeignet, um signifikante
Mengen des nativen Proteins aus Rohextrakten zu prézipitieren. In Zukunft kdnnten
durch die Herstellung monoklonaler Antikorper gegen CNK-1 groflere Mengen an
nativem Protein und eventuell interagierender Polypeptide isoliert werden.
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In jedem Fall verdient die Idee, daB3 Mitglieder einer Familie mdglicher Zellzyklus-
Regulatoren ihre Wirkung, sei es direkt oder indirekt, iiber die Modifikation von
Tubulin und damit die Beeinflussung der Eigenschaften von Mikrotubuli entfalten
konnten, eine genauere Untersuchung. Hierzu wiren in Zukunft folgende
Experimente denkbar: Herstellung einer rekombinanten, funktionsfahigen CNK-1
durch Expression in Insektenzellen. Darstellung von monoklonalen CNK-1-
Antikorpern fiir Immunprizipitations-Experimente. Schliesslich ,,Knock-out* der
homologen Leishmania-NIMA verwandten Kinase-1 aus Leishmania tarentolae und
eine Analyse der manipulierten Parasiten unter besonderer Beachtung der
posttranslationalen Tubulin-Modifikationen.
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7 Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

Abb Abbildung

Ak Antikorper

Amp Ampicillin

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumperoxodisulfat

ATP Adenosintriphosphat

BSA Rinderserumalbumin

Ci Curie

Cpm counts per minute

Da Dalton

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

DTT Dithiothreithol

ECL engl. enhanced chemoluminescence

EDTA Ethylendiamintetraessigsidure

EGTA Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-N,N,N*,N*-
tetraessigsdure

EtOH Ethanol

E.coli Escherichia coli

FCS Fotalses Kélberserum

GTP Guanosintriphosphat

h Stunden

HPLC engl. high performance liquid chromatography

IgG Immunglobulin G

IPTG Isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

MALDI engl. matrix assisted laser desorption ionization

MAPs Mikrotubuli-assoziierte-Proteine

MES 4-Morpholinoethansulfonsiure

MS Massenspektrometrie

OD optische Dichte

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PBS Phosphat gepufferte Salzlosung

PC Phosphocellulose

PCR engl. polymerase chain reaction
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pc Tubulin
PIPES
PTH
PTM
RP
UAP
rpm
RT
SDS
TBS
TCA
TEMED
TOF
TPG
Tris
TTL
U

uv
(v/v)
VT
(W/v)
X-Gal

iiber Phosphocellulose gereingtes, MAP-freies Tubulin
1,4-Piperazindiethansulfonsdure
Phenylthiohydantoin

posttranslationale Modifikation

engl. reversed phase

engl. universal amplification primer

Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur

engl. sodium dodecylsulfate, Natriumdodecylsulfat
Tris gepufferte Salzlosung

Trichloressigsiure
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

engl. time of flight

Tubulin Polyglutamylase
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
Tubulin-Tyrosin Ligase

internationale Enzymeinheit

Ultraviolett

Volumen pro Volumen

Volumenteil

Gewicht pro Volumen
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-f-D-galaktopyranosid

Alle weiteren Abkiirzungen, wie auch der Ein- und Dreibuchstabencode fiir die

Aminosduren, erfolgten nach den international anerkannten Empfehlungen der
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) und der IUBMB
(International Uninon of Biochemistry and Molecular Biology).
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Volistandige cDNA von p54

CGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGCCCTTCGCTATATAAGTATCAGTTTCTGTACTTTATTGAGCCTAGGTTGGTGCCGTGTCTCTCACTCTAATTGTGCTGTTCCTCCC 110
TTCTCTTCACTGTCTTCTTTTGTCGTCCAGTGCCCTGAGCCCGCCTTGTGAGTTTCTTTCCCTTTCTCCCAACATCACGCCCATCAATACACAGCATCATCCCTCGAACC 220
CTCACTCGCACACAAACGTAA. 'TGTGAAAGAGAAAGGA ATCTCTTTGCTCCAACCGCAGCTGAAGCGCGACGTAACTGTCTCTGCTTCTTCTTTTCT 330
TCTCGTCCCCTTTTTCCCCACAACTTCTCTCAAATTGAATCAGGAGTACGCCTTCTTTCCCTCTGCGCCGATCCTTCTCCCCATCAACATAGAAAAAAAGCAAGGAAGAA 440
CCAGGGAAAAAGATGCCGACCAAC. 'GACAAGCAGAGCAACCCCTCGCTCGAGCTGCTGAACCAGTATGCCAAGTACTTCCCGCACGTTCTCTTCACGAGTCAGGA 550

M P T N K DD K QS NP S LETULTULNUGQYAZKYTFUPHVILT FTS Q E - 33
GTCGCTAGAAAAGTACGCGTCGAAGATGGACCCCGATGCCTACCGCAACTGCGTTGACCTGC. 'CGCCGGAGTCGACCAACCCGCGCGACCACATGT 660
S L E XK YA S KMDUPDA AYU RNDNTZCVDULAOQETGETE?PUZPESTNZPIRUDUHMY- 70
ACGTCCTCACGACGCTTGTCGGCCGCAACCCGACAACGGCCGCCTTTGTAGCCACCCGCGGCTCTGACCCGAGCGAGARAGTCGTGGCGAAGTTCGTGATGCTGAACGAT 770
vi.TT TULVGRNZ®PTTA AATFVATI RTSGSDU®P S EXKVVAI KT FVMILNDID - 106
GATAAGCAGGCCACCTACGCTCGCAGCGAGCTGCACTGCCTCGCCGCCTGCACGCACTTTGGCATTGTGAAGCACTACGACGACTTCAAGTCGGAGGACAAGCTGCTCCT 880
D K QATYARSETLUHCLAACTHT FGTIVKUHYUDUDTFIZ KSEUDI KT LTLTIL - 143
CATCATGGAGTACGGCAGCGGTGGCGACCTTAACAAGCAGATTAAGCAGCGCCTGAAGGAGCACCTGCCCTTCC GAGGTCGGCCTTCTCTTCTATCAGATTG 990
I M EY GS GGDILNDN KU OQTII K OQRTILIZEKEIHTLZ®PTFUOQEYEUVGUILULF Y Q I V- 179
TGCTGGCACTGGATGAGGTGCACACGCGTCGTATGATGCATCGTGATCTGAAGAGCGCCAACATCTTTCTAATGCCCACCGGCATCATCAAGCTCGGCGACTTTGGCTTC 1100
L AL DEVHT RRMMUBHERDTILIKSANTITFILMPTSGTITII KT LSGT DT FGTF - 216
TCGAAGCAGTACAACGACTCTGTTTCCCTCGACGTCGGCTCGTCCTTCTGCGGCACGCCCTACTACCTAGCGCCGGAGCTGTGGGAGCGCAAGCGCTACAGCAAGARAGGC 1210
S K Q Y ND SV sSL DV G S S FCGTU®PYYTILAZPTETZLWETRI KU RYS KK A - 253
CGACATGTGGTCCCTCGGCGTCATTCTGTACGAGCTGCTGACGCTGCACCGCCCTTTCAAGGGCCCGTCGCAGCGGGAGATTATGCAGCAGGTGCTCTACGGCAAGTACG 1320
D MW SL GV IULYETLULTTU LU HU RU®PTFI KSGZ?PSQRETIMMOQZ QU VUL Y G K Y D-=- 290
ACCCCTTCCCCTGCCCCGTCTCCGCCAGCATGAAGGCGCTGCTGGACCCGCTTCTCTCCAAGGACCCCGAGGACCGCCCGACGACGCAGCAGCTGCTCCAGACAGAGTTC 1430
P FPCPVSASMI KA ALTZLDZ®PTILTILS KU D®PEV DI RZ®PTTIOQOQTULIL QTTETF - 326
ATGAAGTACGTCACGAACCTTTTCCAGGACATCGTGCGCCACTCCGAAACTATCCCCCCCAAAGACCGGGAGGAGATCTTGAAGCAGCTGCAGGAAAGCAACGAGCGCGC 1540
M K YV TNU LT FQDTIVRUHSETTI®PUPI KU DI RETETITILI KU QTILOQESNTETRA - 363
GCCGCTGCCGTCGTCGATCCGTTACGGCGTCGTGAGCTCGCAGGTGACGCAGGGCGGCTACCTCTACAAGTACGGCTCCGACTACCGCTGGAAGAAGCGCTACTTCTTCA 1650
P L PS S I RY GV VS S QVTO OGS G YT LYZ K YG S DYRWIE K K RYTFF I- 400
TCGGCAACGGGCAGCTCCGCATCTCGCTCAGCGACAACCCGGAG. 'GACGGCGTTGCCCCCAAGTCGGTCAACCTCGCCACCGTGAGCGATGTCTTCCCTGTGCCGGAG 1760
G N G QLRI S L S DNUPESDGV AP IKSUVNTILATVS DV F PV P E - 436
GTGTACTCGCAGAAGCACCCGAACCAGCTTGTGATTTGGTTCAACAATGGACAGAAGATCATCGCCTACGCCAGCTCCGTAGAGGACCGCGACATGTGGATCTCAAAGTT 1870
VY S Q KHPWNOQILUVIWT FNNDNG GO QI KTITIA AYASSUVEU DU RUDMMWTISIZKF - 473
TCACCGCGCCTGTGGCATGTGACGTGGTGAGGGARTGGTGAGGCGGGCTGGCGACGCTGCGGCGTTTCTTTTAGCAGTGCCCTTATCTTGTGTCCTTCGCTATTTTTCCG 1980
HRACGM?™*R GEGMVRRAGDA AAMAATFTLTLAVPILSCVILRYTF S A- 510
CCTGCGTTGTCGAAAGTTTTTTGCTTTTATTTTATAATCCATATCGGGGAGAGCCCCGTCAGCGATCTTGTTCGAGCACTGGACCCCTGTCAATACGAATTTTTATCTCC 2090
¢cVvVVES FULULULT FYNZPYRGEUPR R OQOQRSTCSSTSG?®PUL s I RTITFTI S - 546
ACATACATCAGTGTGCTTCTCTT TTCGGCATACTTGCCTTTTGCTCTTTGCTTCTTTTTCAACGCTTTTTGGTTCTTTTCCCCACTTTGCTGAGCTTTTATTC 2200
T Yy I s v.L L F I YV F GIULATFUCSTLILULT FOQRT FULUVILVFUPTTULILSTF Y S - 583
GCTAACGGGAATGCGAAGAGACH AGAAGGAAAGGACTCGACTTATACACACATTTCTCCTCCGAGGGCCTTTTCTTTTTGTTTACTCTCTCTTTCTCTC 2310
L T GMRURDETEU R RRRIKTGTLDTZLYTHT FS S EGULFFULTFTTLSF S L- 620
TCTTGAAACCTCCAGCTTTTTATACTCAATCCGTGCTAGCTCACCAAAGCCTTTTTGATTTTTCCGCTTTCTTTTGCGTGTTGTCCGGTGGTGCTGCGTACTCTCTCTCT 2420
L XK P PAF Y TOQ S VL AHA QSTLT FDTFSATFT FT CUVUIL S G GAAY S L s - 656
TTCTCTCTATCCGTGTGCGTGTGTGTCGTTCTCCCCGCATCAAATAGGGCGAAGAGAAAGTCAAAGGTCGTCTTCACCTTGTGTGAAACTTCTTTTCCTCTCTTTGCTTA 2530
F s L s Vv CcCvVvCcCV VL PASNUR RAIKIR RIKSI KUVVFTTZLCETST FU?PULTF A * - 693
GCCTTTTTTTTTCTCTACACATTCTTGTGGCTAACTCGCACGCTGTCGGAAACAAGAGAGGCGAGAGGTTCTTAGCGTCTACCTGACGAGTACACTCCCCGTACCCGCAC 2640
CGCTGACACTCGAGGTGAAGGCTGCACCGATGTATTTTATGTTTTCTTGTAATATTGCTTTATCCGTCGGGTCTCTTTATGAGGCGTAGGAAGAGGGCGGGTCATCGACG 2750
TGACAGCGCACCGTCGCGTTCGCTCTCTATGTCAGCCCAATTTTCCTTTTTCCGCCCCAGAAGTTACTGGAATCCACAGCACCTCTTTCCTTTCTGTTTTTTCCCCTTCC 2860
TGGCTTCTCATCTGCCTGGCGTGTGCTGTTGTGGCGCAGGCTTACTGATATGGCAGGAGAGCGGTTTTCTCGGCGCTGCTCGACAGCCGAAGTTGTTCGATTTATTCTTC 2970
ACTCTTTTTCCCCCTCCTTCTTCTCTTTTTGTTAAATAGGGATTGTTGTGATGCGTGGGTCGCATCGCCGAGTGTGCAGCGTGGGTGCCGACCTTGACGTAATTCCGATA 3080
TTATATACATTTATCCTTTTTATTTTCAGCTCTGACGCGTGCTTCACTCTCGCAGCTTCGGGCTCTGCGGATTATTCTTCTCTTTCTAAACGCTCCTCTAAATGAATCCC 3190
TCTTACTTCCAACGGATGTCTATCTCATTCTTTCTCTCTTTGCTCCGAAAAAAAGGGATTTTTATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3287

Nukleotid- und abgeleitete Aminoséduresequenz von Crithidia NIMA-verwandter Kinase 1 (p54). Die
Aminoséduresequenz ist vom Translations-Start an nummeriert. Die Translation wird nach dem ersten
Stopcodon weitergefiihrt, um ein mogliches Durchleseprodukt zu zeigen (siehe 4.16.2 fiir Details).
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