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4. Ergebnisse

Die zdllfreie Proteinbiosynthese erfolgte im sogenannten S30-Zellextrakt basierend auf dem
Escherichia coli Stamm D10 unter den im Labor von Dr. Stiege optimierten Reaktionsbedin-
gungen. Als Matrizen fur die Proteinsynthese wurden sowohl gereinigte messenger RNAs als
auch zirkuldre Plasmid-DNA sowie linearisierte Plasmid-DNA und PCR-Produkte eingesetzt.
MRNASs und Plasmide werden mit vorangestelltem “m* bzw. “p* (z.B. mMHMFA, pHMFA)
gekennzeichnet. Zur ldentifizierung von Matrizen gleicher Herkunft wird das zur Linearisie-
rung des Plasmids bzw. zur Definierung des 3'-Endes verwendete Restriktionsenzym in
Klammern gesetzt (z.B. mHMFA(EcoRV)). Informationen Uber Plasmid- und mRNA-
Sequenzen sind im Anhang (Kapitel 8) beschrieben. Teillweise wird zugunsten einer besseren
Ubersicht eine vereinfachte Nomenklatur fir tRNAs verwendet. Im Falle einer eindeutigen
tRNA wird mit “t* und der zu beladenden Aminoséure sowie dem tiefgestellten Anticodon
abgekiirzt (z.B. tLysyyu). Anstelle des deutschen Begriffs “ Starter-Oligonukleotid® wird der
im deutschen Sprachraum Ubliche Begriff “Primer* und in Ahnlehnung an den englischen
Begriff “template” der Begriff “Templat* anstelle von “Matrize” verwendet.

In den ersten Kapiteln (4.1.-4.5) werden Ergebnisse zu Untersuchungen der zellfreilen Trans-
lationsinitiation, -elongation und -termination in Abhangigkeit der auf der mRNA ge-
speicherten Information dargestellt. Es folgen dann Ergebnisse zu Untersuchungen der mes-
senger RNA-Stabilitét (4.6). Kapitel 4.7 beschreibt die anwendungsorientierte Generierung
von PCR-Produkten und deren Einsatz in der zellfreien Proteinbiosynthese. In Kapitel 5. folgt
eine zusammenfassende Diskussion der in den einzelnen Kapiteln bereits detallliert disku-
tierten Ergebnisse.
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4.1 Einfluld der 5'-terminalen codierenden Sequenz auf die Synthese von H-FABP

4.1.1 Einflul3 des zweiten Aminosaur ecodons auf die Synthese von H-FABP

Far in Escherichia coli exprimierte mRNA wurde ein betréchtlicher Einfluf3 des zweiten, dem
Starttriplett AUG folgenden Aminosaurecodons auf die Proteinsynthese in vivo beschrieben
(Hui et al.1984, Looman et al., 1987; Cantrell et al., 1991). Hier wird die Hypothese unter-
sucht, nach der sich das zweite Codon im zellfreien Trandlationssystem andersartig auf die
Proteinsynthese auswirken konnte als in vivo, da hier deutlich verénderte Reaktionsbedingun-
gen zugrunde liegen. Der Einfluf3 des zweiten Codons auf die zellfreie Proteinsynthese wurde
exemplarisch am Beispiel der Synthese des Fettsdure Bindenden Proteins aus Rinderherz (bo-
vine heart fatty acid binding protein) H-FABP (Billich et al., 1988) untersucht.

Es wurden ausgehend vom Plasmid pHMFA (Merk et al., in Bearbeitung), codierend fir H-
FABP, insgesamt 17 Plasmid-Mutanten und entsprechende in vitro transkribierte mRNASs
hergestellt (Abb. 2), welche sich im zweiten Aminosiurecodon unterscheiden. Dazu wurden
die ersten beiden Nukleotide des zweiten Aminosdurecodons mutiert. Zusétzlich wurde eine
Mutante mit dem zweiten Codon AAA, codierend fur Lysin, hergestellt (Abb. 3).

Abb. 2

1234567 8 9101112 131415 16 17 18 Kontrolle der 17 in vitro transkribierten mRNAs
Die Mutanten von mHMFA(EcoRV) wurden
/1770 Uber in vitro Transkription unter der Kontrolle
1520 | yon T7 RNA-Polymerase ausgehend vom Plas-
-1280 | mid pHMFA hergestellt. Das Plasmid wurde zur
- 780 | Generierung von run-off Transkripten zuvor mit
- 530 | dem Restriktionsenzym EcoRV geschnitten. Die
" 999 | Integritét der aufgereinigten Transkripte wurde

im 1,5% denaturierenden Agarosegel Uberprift
- 160 | (Spuren 1-17). In Spur 18 sind RNA GroRenstan-
dards aufgetragen und die Grél3e der Fragmente
in Kilobasen angegeben.

Abb. 3

Codon-Nr.: 1 2 3 Ausschnitt aus codierendem Trand ationsinitiationsbe-
reich von mMHMFA und Mutanten

Standard-Mutanten AUG, NNG, GAC Alle 16 moglichen Varianten an den Positionen N (fettge-

Lysin-Mutante AUG, AAA, GAC (rjer);(i:gt()ar}[/.vurden mit den vier Nukleotiden A, C, G und U

Die Messenger RNAs wurden als Templat fur die zellfreie Proteinsynthese unter unseren
Standardbedingungen eingesetzt. Die Ausbeuten an H-FABP wurden anhand des Einbaus von
%C-Leucin in TCA-féllbares Material (Abb. 45) und die Homogenitét der Produkte Uber ein
Autoradiogramm nach SDS-PAGE bestimmt (Abb. 4g).
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Abb. 4
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C Identifizierung der starksten Nebenproduktbande bei der Synthese von H-FABP )
Die fur die Aminosduren 9-10 codierende mHMFA-Sequenz;: TGGAAG weist grofRe Ahnlichkeit
1 2 | mit der Ribosomenbindungstelle auf. In geringem Abstand dazu folgt das Codon 12 GUG(Val).
Zusammen bilden die beiden Elemente ein Trandlationsinitiationssignal. Daher wurde am Beispiel
der Lysyl-Mutante mit AAG an zweiter Codonposition eine stille Mutation in Codon 12 zum
nicht-Initiationscodon GUU eingefuhrt. Nach Synthese der beiden Mutanten H-FABPaac2cuci2
— | (Spur 1) und H-FABPaaczcuuz (Spur 2) wurden die radioaktiv markierten Produkte im
Autoradiogramm nach SDS-PAGE analysiert. Die Mutation im zwoélften Codon hat ein
verschwinden des Nebenprodukts (untere der beiden Banden in Spur 1) zur Folge und dabei aber
keinen Einflul? auf die Ausbeute des Hauptprodukts. Das Nebenprodukt ist also eine verkirzte
Variante von H-FABP mit Initiation am Codon 12 GUG.

Die Trandationseffizienz von H-FABP ist sehr stark abhéngig vom zweiten Aminosaureco-
don. Ein bis zu zehnfacher Unterschied in der Expressioneffizienz von vollstandigem Produkt
wurde gefunden. Dabei tritt dieser Effekt in einigen Féllen beim Austausch nur einer einzel-
nen Base auf. Die meisten Mutanten weisen dhnliche, hohe Trandationsraten auf. Dagegen
findet geringe Expression bei den Mutanten mit CUG(Leu), AGG(Arg), GAG(Glu),
AAG(LYs) und AAA(Lys) statt. Im Falle der untersuchten Codons fur Leucin und Arginin
UUG(Leu) und CGG(Arg) findet hohe Expression, dagegen fir CUG(Leu) und AGG(Arg)
nur geringe Expression statt. Diese Unterschiede in der Expression sind al'so unabhangig von
der in das Protein eingebauten Aminosaure.
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Die Codons AAA und CUG treten in Protein-codierenden Sequenzen des E. coli Genoms in
stark trangdlatierten Genen und an der zweiten Codonposition mit hoher Frequenz auf (Gold et
a., 1981; Gren et al., 1984). AAA wurde in vivo mit hohen Trandationsraten in Verbindung
gebracht (Looman et al., 1987). Im Gegensatz dazu werden die entsprechenden H-FABP-
Mutanten in diesem System mit sehr geringer Ausbeute synthetisiert. Bel extrem geringer Ex-
pression (Glu, Lys) nimmt darlberhinaus der Anteil an vollstandig synthetisiertem Produkt im
Vergleich zum gesamten Trandlationsprodukt sehr stark ab (Abb. 4g).

Esist bekannt, dal3 bel Anwesenheit von mehr als einem Tranglationsstartcodon in passendem
Abstand zur Ribosomenbindungstelle diese auch parallel als Initiationscodons verwendet
werden. Es wurde auch gezeigt, dal3 aufgrund der Anwesenheit eines zusatzlichen, weniger
effizienten Startcodons die Trandation inhibiert werden kann (Munson et al., 1984; Singer et
a., 1981; Wulff et al., 1984). Neben den effektiven klassischen Startcodons AUG, GUG und
UUG wurden auch die Codons AUA, AUU und CUG a's schwache Startcodons beschrieben
(Hartz et a., 1991; Munson et a., 1984; Stormo et al., 1982; Shinedling et al., 1987). Daher
ist nicht auszuschlief3en, dal3 die geringe Trandationsrate der Mutante H-FABPLqocuc) auf
eine Trangdationginitiation am zweiten Codon CUG zurtckzufiihren ist, womit die Ge-
samttranslation vermindert wird..

Es wére auch denkbar, dai die unterschiedlichen Expressionsraten der H-FABP-M utanten auf
tRNA-Effekte zurtickfuhrbar sind. Die in diesem Fal in Frage kommenden limitierenden
Faktoren fur die Proteinsynthese wéren 1. die Konzentration der tRNA im Translationssystem
fUr das entsprechende zweite Codon bzw. 2. die Aminoacylierungseffizienz beztglich dieser
tRNA (Kapitel 4.1.2) und 3. die tRNA-Struktur (Kapitel 4.1.3). Fur den ersteren Fall ist zwar
eine hohe tRNA-Konzentration in E. coli fur die tRNAs tLeul und tLys (Decodierung von
CUG und AAA bzw. AAG) beschrieben worden (Ikemura et al., 1981), die tatsachliche Kon-
zentration der tRNAs nach der Prdparierung des zellfreien Trandationssystems ist jedoch
nicht bekannt. Fur den letzteren Fall ware eine Préferenz fur bestimmte tRNAS aus einer
Gruppe isoakzeptierender tRNAs (Beladung mit der selben Aminosaure) fur die Decodierung
des zweiten Codons denkbar. Eine solche bevorzugte tRNA kénnte z.B. an der A-Stelle des
Ribosoms die geringste sterische Hinderung in Nachbarschaft zur Initiator-tRNA an der P-
Stelle aufweisen.

Es wurde auch schon die Hypothese aufgestellt, dald die in E. coli selten vorkommenden Co-
dons im Anfangsbereich der codierenden Sequenz limitierend auf die Trandation wirken
konnten, und zwar um so mehr, je geringer der Abstand zum Startcodon ist (Chen & Inouye,
1990). GAG wurde as langsam trandlatiertes Codon beschrieben (Sorensen & Pedersen,
1991). Daher wurde untersucht, ob ein Verschieben des Codons GAG von Position 2 nach
Position 13 zu einer gesteigerten Proteinsynthese fuhrt (Kapitel 4.1.4).

Der Einflul? der lokalen Faltungsstruktur der mRNA um den Trangdlationsinitiationsbereich ist
ein weiterer moglicher limitierender Faktor fur die H-FABP-Expression (Kapitel 4.1.5). Tat-
séchlich wurden Korrelationen zwischen der Starke einer lokalen mRNA-Sekundérstruktur
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um die Ribosomenbindungstelle und der Proteinsyntheseeffizienz fir E. coli beschrieben (de
Smit & van Duin, 1994 und zugehorige Referenzen). Hier wurde der Einfluld einer theoretisch
vorhergesagten Sekundarstruktur im &uf3eren 5*-Ende der Protein-codierenden Sequenz unter-
sucht (Kapitel 4.1.5 und 4.1.6).
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4.1.2 EinfluBin vitro transkribierter tRNA auf die Synthese der H-FABP-M utanten

Diein Kapitel 4.1.1 aufgestellte Vermutung, nach der die Abhangigkeit der H-FABP-Synthe-
serate vom zweiten Aminosaurecodon durch eine entsprechend limitierte tRNA- bzw. Ami-
noacyl-tRNA-Konzentration bedingt sein kénnte, wurde Uberprift. Dazu wurden in vitro
Transkripte der Wildtyp E. coli tRNAstLeulcag (Anticodon CAG, korespondierendes Codon
CUG) tLysyyu (Anticodon UUU, korespondierendes Codon AAA) und tArgU (Anticodon
UCU, korespondierende Codons AGA, AGG) hergestellt (Abb. 5g) und fir die Synthese von
H-FABPLey2, H-FABPLys und H-FABAg mit den Codons CUG, AAA bzw. AGG an zweiter
Codonposition eingesetzt.

Die Aminoacylierbarkeit der tRNAS tLeulcac und tLysyyy wurde in der S100 Fraktion des
Trandationssystems untersucht (Abb. 55). Da tArgU ist eine hohe Trandationsaktivitét
zeigte, wurde hier eine ausreichende Aminoacylierbarkeit vorausgesetzt (s. Kapitel 4.4.1.).
Abb. 5

A Aminoacylierungskinetik von tLeulcag und tLysyuu
80 4 in S100-Fraktion

10uM tRNA tlLeulcac, tLysyyu und die Kontroll-
tRNA tLeuScya mit bekannter schneller Aminoacy-
lierunskinetik (Gerrits et al., 2001) wurden in der

5 : ;

' 50 o tLeuScua S100-Fraktion des Translationssystems (2ug/ml Pro-
§ 40 B tleuloac teink%nzentration) inkubiert. Das System wurde mit 30
§ 30 A tLysuuu UM “C-Lysin mit einer molaren Aktivitét von 400

dpm/pmol  bzw. mit 120 pM ¥ Leucin (200
dpm/pmol) komplementiert. Zu verschiedenen Zeit-

107: K*/,——A/’_’__‘ punkten wurden den Reaktionen Aliquots entnommen,

+ , ; ; ; ; ; die TCA-félbare Radioaktivitédt gemessen und daraus
0 5 10 15 20 25 30 die prozentuale Beladung der tRNAs mit der korres-
Zeit [min] pondierenden Aminosaure berechnet.

B Herstellung der tRNA-codierenden Plasmide und in vitro Transkription

Fir die Herstellung des tLeul-codierenden Plasmids wurde das synthetisch hergestellte DNA-Oligomer 5'-TTC
TAATACGACTCACTATAGCGAAGGTGGCGGAATTGGTAGACGCGCTAGCTTCAGGTGTTAGTGTCC
TTACGGACGTGGGGGTTCAAGTCCCCCCCCTCGCACCAGGTGATCCATCCGGATC-3' Uber PCR mit
den Primern F: 5'-CCGGAATTCTAATACGACTCACTATA-3' und R: 5'-CGCGGATCCGGATGGATCACC
TGG-3' in Doppelstrang-DNA Uberfihrt und amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde dann Uber Ligation stumpfer
Enden in das Plasmid pSP64 insertiert, das zuvor mit dem Restriktionsenzym Smal linearisiert und anschlief3end
an den 5'-Enden dephosphoryliert wurde.

Das tLys-codierende Plasmid wurde durch Einfihrung von Punktmutationen in der Anticodonsequenz aus der
Ambersuppressorvariante des Plasmids ptLys (Gerrits et al., 2001) hergestellt.

Die neuen Plasmide wurden zur Generierung von run-off Transkripten mit dem 3*-Ende CCA vor der Transkrip-
tion mit dem Restriktionsenzym BstNI verdaut. Die Nukleotidzusammensetzung und -konzentration, sowie die
Magnesiumkonzentration waren abweichend von den Standardbedingungen im Transkriptionsansatz: 3 mM je-
weils von ATP, CTP, GTP und UTP; 6.5 mM GMP und zusétzlich 3 mM MgCl,. Nach Transkription und an-
schlieffender Aufreinigung unter unseren Standarbedingungen wurden die Transkripte fur eine Minute bei 80°C
denaturiert und eine Neufaltung der tRNA durch Abkuhlen auf 30°C Uber einen Zeitraum von 20 Minuten er-
maoglicht.

tLeulcac zeigt eine in der Grofenordnung ebenso hohe Aminoacylierungsrate wie die Kon-
troll-tRNA. tLysyyy zeigt eine vergleichsweise geringe Aktivitét. Sie konnte somit einen li-
mitierenden Faktor fur die Synthese von H-FABP_yaan) darstellen. Allerdings wurde hier
unmodifiziertes in vitro Transkript eingesetzt. Daher konnte dessen Aminoacylierungsrate
auch durch die Geschwindigkeit einer posttranskriptionalen Modifikation limitiert sein.
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Die Trandationsreaktionen von H-FABP_epcuc), H-FABPLyoo(aaa) Und H-FABPArgaGe)
wurden mit verschiedenen Konzentrationen der in vitro transkribierten tRNAs tLeulcac,
tLysyuu, tArgu und der Kontroll-tRNA tLeuS5cya komplementiert. In keinem der untersuch-
ten Falle zeigten diese tRNAs jedoch einen Effekt auf die Syntheseausbeute der H-FABP-
Mutanten (nicht dargestellt).

Um auszuschlief3en, dal3 vor allem fir tLysyyy die Aminoacylierungsrate den limitierenden
Faktor fur die Proteinsynthese darstellt, wurden dieselben tRNAs aul3er tArgU im praparati-
ven Malistab aminoacyliert, aufgereinigt und, wie bereits fir die unbeladenen tRNAs be-
schrieben, fur Trandationsreaktionen eingesetzt (nicht dargestellt). Hierfir wurde die Inku-
bationszeit fur die Proteinsynthese von 90 min auf 10 min herabgesetzt, um die Mdglichkeit
einer Limitierung durch eine ungentigende Reacylierung der tRNAs zu vermeiden. Auch in
diesen Féllen konnte jedoch keine Auswirkung auf die Syntheseausbeute der H-FABP-
Mutanten beobachtet werden.

4.1.3. Einflul? der tRNA-Struktur auf die Synthese der H-FABP-Mutanten

Wie im vorangegangenen Kapitel beschrieben, ist die vom zweiten Codon abhangige, redu-
zierte H-FABP-Synthese fur drei untersuchte Beispiele nicht auf einen Mangel an ent-
sprechender tRNA im Translationssystem und fir mindestens ein Beispiel auch nicht auf un-
zureichende Aminoacylierungseffizienz dieser tRNAS zurtickfihrbar.

Die Hypothese der strukturellen Praferenz fur die Decodierung des zweiten Aminosaureco-
dons wurde Uberprift. Dazu wurden die Anticodons von zwel tRNAS, die keine Limitierung
in der Tranglation zeigen derart mutiert, dal3 eine Entzifferung der kritischen zweiten Codons
CUG und AAG durch diese chiméren tRNAs moglich sein sollte. Eine gesteigerte Proteinsyn-
these der entsprechenden gering exprimierten H-FABP-Muatanten in Gegenwart dieser chi-
méren tRNAs ware dann ein starkes Indiz fir eine strukturelle Préferenz bestimmter tRNAS
fur das zweite Codon.

Die tRNAs tLeu3caa (Decodierung von UUG, Leu) und tSerlcga (Decodierung von UCG,
Ser) wurden zur Generierung der Varianten tLeu3cac (tLeulLeu) und tSerlcyy (tSerLys) im
Anticodon mutiert. Die neuen tRNAs sollten dabei mit Leucin bzw. Serin beladen werden und
unter anderem die kritischen Codons CUG(Leu)2 bzw. AAG(Lys)2, decodieren. Zur Herstel-
lung der tRNA-Varianten wurden die Plasmide der entsprechenden Ambersuppressorvarian-
ten psu+6 und psu+1 (Gerrits et a., 2001) in der Anticodonsequenz mutiert.

Eine hohe Trandationsaktivitéat mit den chiméren tRNAs kann durchaus erwartet werden, da
1. die Mutanten H-FABP_apuuc) Und H-FABPseouce) im Gegensatz zu H-FABPapcug)
und H-FABP_ysaac) in hoher Ausbeute synthetisiert wurden und 2. die entsprechenden am-
ber-Suppressorvarianten tsu+6 und tsu+l sehr gute Suppressionseigenschaften aufweisen
(Gerritset ., 2001).
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Es wurde untersucht, ob in Gegenwart dieser neuen tRNAs die Ausbeute der gering expri-
mierten Mutanten H-FABP_gp(cuc) und H-FABPLys(aac) gesteigert werden kann (Abb. 6).

Abb. 6
Einfluld der tRNA-Sruktur auf die Synthese der
140+ H-FABP-Mutanten
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80/ - ('Kontroﬁg§32 Polymerase transkribiert. Die bereits beschrie-
bene Aminoacylierbarkeit der tRNAs in der
601 H-FABPcuG2 S100-Fraktion des Translationssystems liegt im
401 Vergleich zur translationsaktiven tArgU in der
201 selben Groéflzenordnung (nicht dargestellt).
0 ‘ ‘ Die mRNAs, codierend fir H-FABP_ap(cug)
0 2 und H-FABPLysz(AAG) sowie far H-
tLeuLeu [uM] FABPvazcus) (Kontrolle) wurden in An- und
Abwesenheit von 2uM tLeuLeu bzw. tSerLys
140+ als Templat fur die Proteinsynthese eingesetzt.
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201 vorzugte tRNA-Struktur fir die Decodierung
0 0 ‘ 9 ‘ des zweiten Codons ist damit fur die untersuch-
ten Félle unwahrscheinlich.
tSerLys [uM]

Die Syntheseausbeuten von H-FABP g pcuc) und H-FABPyoaac) bleiben von der Anwe-
senheit der modifizierten tRNAs unbeinfluf. Um einen Verlust der Translationsaktivitdt der
kunstlichen tRNAs aufgrund der eingefirten Modifikation auszuschlief3en, wurde am Beispiel
von tSerLys dessen Fahigkeit untersucht, mit der Wildtyp tRNA tLyscyy um AAG-Codons
der mRNASs fir H-FABP_ysxaac) Und H-FABPy 42Gue) U konkurrieren. (Abb. 7)
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Funktionstest von tSerLys
Die mRNAs fir H-FABP_yso(aac) und H-FABPyazcuc) (Kontrolle) wurden mit verschledenen Konzentratlonen
an tSerLys im Tranglationssystem mkublert und jeweils ein Ansatz mit ¥ Leucin, YC-Serin bzw. YC- Lysin
versetzt. Dabei dient der Einbau von *C- Leucm as MaB fUr den EinfluR von tSerLys auf die Syntheseausbeute
der H-FABP-Mutanten. Der Einbau von **C-Serin und *c- Lysin spiegelt in gegenseitiger Kontrolle die Aktivi-
tét von tSerLys wieder, den Konkurenten um das Lysincodon AAG, die Wildtyp tRNA tLyscyy, zu verdrangen.
tSerLys hat fur beide Mutanten einen leicht inhibierenden Einflul? auf die Syntheseausbeute. Dagegen
ist die Aktivitét in der Verdrangung des Einbaus von Lysin Uber tLyscyy zugunsten des Einbaus von Serin durch
tSerLys sehr hoch. Bel 15 uM tSerLys wird etwa die Hélfte der Lysinreste in H-FABP durch Serin ersetzt.
tSerLysist also vergleichsweise sehr trangl ationsaktiv.

Die kinstliche tRNA tSerLys ist in der Trandation von H-FABP_yoaag) und H-
FABPyvaocug) sehr aktiv. Etwa 50% der Lysinreste in H-FABP werden in Anwesenheit von
15 uM tSerLys durch Serinreste ersetzt. Dennoch 1803t sich die Ausbeute an H-FABPaaG Lys)2
in Gegenwart dieser tRNA nicht steigern.

Die Abhangigkeit der H-FABP-Expressionsrate vom zweiten Aminosdurecodon ist fur die
untersuchten Falle nicht auf tRNA-Effekte zurlickfihrbar. Die in Frage kommenden limitie-
renden Faktoren fur die Proteinsynthese: 1. tRNA-Konzentration 2. Aminoacyl-tRNA-Kon-
zentration und 3. tRNA-Struktur konnten fir einige Beispiele als sehr unwahrscheinlich ein-
gestuft werden. Trotz des Einsatzes einer hohen tRNA-Konzentration, hohen Aminoacylie-
rungsraten und nachgewiesener hoher Aktivitdt in der Trandation von mindestens zwei
tRNAS, ist kein positiver Einfluf3 dieser tRNAs auf die Trandation der Mutanten mit geringer
Expressionsrate nachweisbar. Aul3erdem wurde zuvor fir zwel Beispiele gezeigt, dald auch die
jeweils eingebaute Aminosaure selbst nicht flr die grof3e Variation der Expressionsraten ver-
antwortlich ist.
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4.1.4 Einflul3 der Position deskritischen Codons GAG, auf die Synthese von H-FABP

Es wurde die Annahme untersucht, nach der bestimmte Codons nur dann kritisch fur die Ex-
pressionsrate eines Proteins sind, wenn sie im aul3ersten 5°-Bereich einer codierenden Se-
guenz lokalisiert sind (Chen & Inouye, 1990). Diese Hypothese wurde am Beispiel von H-
FABPG|u2cac) Uberprift. Dazu wurde durch Insertion einer kurzen codierenden Sequenz, die
11 Aminosauren entspricht, zwischen dem Startcodon AUG und dem kritischen zweiten Co-
don GAG(Glu) letzteres Codon um elf Positionen stromabwarts verschoben. Die Plasmide
PHMFAG|uzcac) und pHMFAy42Gue) (Kontrolle) wurden am Startcodon mit dem Res-
triktionsenzym Ncol linearisiert und ein Hybrid aus zwei synthetischen DNA-Oligomeren
durch Ligation Uber die Ncol-Schnittstelle insertiert.

Die resultierenden Plasmide ohne und mit Insertion wurden as Templat fir die Proteinsyn-
these eingesetzt und die Translationseffizienz anhand des Einbaus von %C Leucin in TCA-
fallbares Trand ationsprodukt bestimmt (Abb. 84). Die Integritdt der Syntheseprodukte wurde
anhand des Autoradiogramms nach SDS-PAGE uberpriift (Abb. 8g).

Abb. 8
A Einflu® der Position des kritischen Codons GAG»
130 Die Plasmide, codierend fir H-FABPg|u2Gac) und
= H-FABPyazGug) (Kontrolle) ohne und mit In-
% 120 sertion* wurden as Templat fUr die Proteinsynthese
= 110 unter Kopplung von Transkription und Trandation
< 100 eingesetzt. Die Insertion fuhrt zu einer Verschiebung
% 90 des kritischen Codons GAG> um elf Positionen
y 80 stromab-wérts (GAG13).
0 UGy GUGL: GAG, GAGys | A Syntheseausbeute basierend auf TCA-fallbarer Ra-
(mit Insertion) (mit Insertiony | dioaktivitat: Die Insertion fuhrt zu einer Angleichung

der sonst unterschiedlichen Expressionsraten von H-
FABPG|u2(Gac) und H-FABPyazGue) auf hohem
B Niveau. Die Syntheseausbeute der Kontroll-Mutante
bleibt von der Insertion unberhrt.
B Autoradiogramm nach SDS-PAGE: Durch die In-
sertion wird neben der Ausbeute auch die Homoge-
‘ _ nitét von H-FABPg|u2cac) beinflulit. Im Gegensatz
W @ < mitinsertion zur Kontrolle verschwinden nach Insertion Reak-
- - < ohne Insertion tionsprodukte mit geringerem Molekulargewicht na-
hezu vollstandig. Die Insertion fuhrt jeweils zu dem
erwarteten Anstieg im scheinbaren Molekulargewicht
der H-FABP-Mutanten.
*Die Sequenz der Insertion ist 5'-TGGAGCCACCC
GCAGTTCGAAAAAGGCGCCATG-3' codiernd fir
n-WSHPQFEK GAM-c.

Codon / Position

GUG2 GUG13 GAG2 GAG13

Die urspringlich sehr unterschiedlich stark exprimierten H-FABPygcue) und H-
FABPG|2cac) Werden aufgrund der Insertion mit gleicher, hoher Ausbeute synthetisiert.
Auch die Homogenitét der synthetisierten Proteine gleicht sich an. Offenbar trifft fir dieses
Beispiel die Hypothese zu, nach der kritische Codons um so mehr limitierend fir die Expres-
sionsrate eines Proteins sind, je geringer der Abstand zum Startcodon ist. Eine Verschiebung
des kritischen Codons um elf Positionen stromabwarts fuhrt zur Wiederherstellung des
Normalzustands, der durch die meisten anderen, auf gleichem hohem Niveau exprimierten
Mutanten definiert ist.
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4.1.5 Korrelation zwischen mRNA-Struktur und Expression der H-FABP-Mutanten

Da fir einige gering exprimierte H-FABP-Mutanten als limitierendere Faktoren fur die Pro-
teinsynthese tRNA-abhangige Effekte aber auch die an zweiter Position eingebaute Ami-
nosaure selbst ausgeschlossen werden konnten, wurde die Struktur der mRNA ndher unter-
sucht. Insbesondere ist von Interesse, ob eine Korrelation zwischen mRNA -Faltungsstruktur
bzw. -energie und der Ausbeute an synthetisiertem H-FABP besteht.

Mit Hilfe der Computersoftware “RNAstructure 2.5 (Jaeger et a., 1989; Mathews et a.,
1988; Walter et al., 1994; Zuker, 1989) wurden die Faltungsenergien der mRNAs fur H-
FABP\nG2 berechnet. Die jewells niedrigsten Energiewerte aus einer Auswahl von 20 alter-
nativen Werten wurden grafisch gegen die Protel nausbeuten aufgetragen (Abb. 9).

Abb. 9

A B
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9000 | AA 1 7000 - N
S 8000 F ] S 5500 |
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o [ o 4000 | AK
& 5000 & A A
< 4000 F < 2500 b
LI.L 3000 } A A A LIL A
2000 } A
2000 ¢ 1000 A A,
0
109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118
Energie Energie
Energieplot

Die Faltungsenergien der mRNA-Mutanten fir H-FABP wurden mit Hilfe des Computers berechnet. Die
Syntheseausbeuten fur H-FABP aus Reaktionsansdtzen mit A 600 nM mRNA und B 150 nM mRNA wurden
grafisch gegen die Faltungsenergie aufgetragen. Eine mdgliche Tendenz fir die Korrelation zwischen
Proteinsynthese und Faltungsenergie ist jeweils durch eine Trendlinie angegeben.

Eine gewisse Korrelation zwischen Faltungsenergie und Proteinausbeute zeigt sich fur ale bis
auf eine Mutante mit dem Codon CUG,Leu2. Ein sehr dhnliches Bild ergibt sich auch bei der
Anwendung der Software “RNAdraw 1.1°

(Hofacker et a., 1994; Zuker & Stiegler, 1981; c
A G
McCaskill, 1990; Turner et al., 1988; Freier et SC [ sep
. . ] G-C -Doppelpaar
al.,. 1986, Jaeger et a., 1989; Bruccoleri & @UU
Heinrich, 1988; He, 1991). o-C \
Mit “RNAstructure® lassen sich alternative Startcodon:AUG X:S Helix |
Strukturen fir eine RNA berechnen. Alle oe

zwanzig Alternativstrukturen der jeweiligen U

.. . . ib bin-
mRNA-Mutante fiir H-FABP sagen die glei- el
chen Basenpaarungen im Trandationsinitia- 5 G-C
tionsbereich vorher. AulRerdem unterscheiden
sich die berechneten Sekundarstrukturen aler |, 1 Sekundrstrukturvor her sage fir MFAGUGo
untersuchten Mutanten untereinander nur im
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Bereich der zwei mutierten Basen. Exemplarisch ist in Abbildung 10 die vorhergesagte Se-
kundéarstruktur um den Translationsinitiationsbereich der Mutante mFA gy, abgebildet.
Gemeinsam ist alen Strukturen eine nur schwach von Sekundarstruktur betroffene Riboso-
menbindungstelle. Es lassen sich prinzipiell nur drei Strukturklassen unterscheiden: 1. Keine
der beiden mutierten Basen ist gepaart: 2. Eine der beiden mutierten Basen ist gepaart. 3.
Beide mutierte Basen sind gepaart. Im dritten Fall entsteht eine durchgehende Helix, beste-
hend aus Helix |, zwel Basenpaaren unter Beteiligung der mutierten Nucleotide und dem di-
rekt darauf folgenden GC-Doppelpaar (Abb. 10). Daher konnen Mutationen, die zu einer
durchgehenden Helix fuhren auch als eine Art Schalter fur die Generierung der durchgehen-
den Helix verstanden werden.

Interessanterweise weisen alle untersuchten mRNA-Mutanten mit einer solchen durchgehen-
den Helix (AAG2, AGG2 und GAG2) sehr geringe Trandlationsraten auf. Es liegt hier also
eine Korrelation von zunehmender Ausprégung der Sekundarstruktur und abnehemender
Trand ationseffizienz vor.

Die im Computer generierten Daten fur Faltungsenergie und Sekundarstruktur werden
hier lediglich as Hinweis fir die tatséchlichen Verhdtnisse verstanden, da sich die ent-
sprechenden Programme noch im Entwicklungsstadium befinden. Auf eine experimentelle
Bestéatigung der erhaltenen Daten mufte aufgrund eines unverhaltnisméaldig grof3en Aufwands
verzichtet werden. Dennoch ist die gefundene Tendenz zwischen Faltungsenergie und Pro-
teinsynthese sowie zwischen Sekundarstruktur und Proteinsynthese zu beriicksichtigen und
sollte mit zuktinftiger, hdher entwickelter Software kontrolliert werden.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dal’ der bis zu zehnfache Unterschied in der Expres-
sion der H-FABP-Mutanten, abhangig vom zweiten Aminosaurecodon, weder auf die einge-
baute Aminosaure noch auf die Aktivitét oder Struktur der decodierenden tRNA zurtickzufiih-
ren ist. Stattdessen konnten Korrelationen zwischen Tranglationseffizienz und lokaler mRNA -
Struktur bzw. Faltungsenergie im Tranlsationsinitiationsbereich aufgezeigt werden. Daher
sind moglicherweise fur die Effizienz der Translation mit Bezug auf die Initiation nicht nur
Sekundarstrukturen um die Ribosomenbindungstelle (de Smit & van Duin, 1994) sondern
auch am alil3eren 5'-Ende |okalisierte Sekundéarstrukturen der Protein-codierenden Sequenz zu
beachten. Diese Hypothese wurde auch friher schon aufgestellt (Liebhaber et al., 1992 und
zugehorige Referenzen).
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4.1.6 Einflufd von Antisense-DNA-Oligomeren auf die Translation

Es wurde untersucht ob der Einflul einer mRNA-Sekundarstruktur auf die zellfrele Transla-
tion durch Hybridisierung von Antisense-DNA-Oligomeren gegen die mRNA simuliert wer-
den kann. Dabei ist auch von Interesse, ob durch eine derartige Manipulation die Wirkung der
hypothetischen, trangl ationsinhibierenden mRNA-Struktur am Start der H-FABP-codierenden
Sequenz (siehe Kapitel 4.1.5) beinfluf3 werden kann.

Einzelstréngige, synthetisch hergestellte Antisense DNA-Oligomere unterschiedlicher Grof3e
wurden an verschiedene Bereiche von mMHMFA hybridisiert (Abb. 11) und der Einfluf? auf die
Translationsausbeute untersucht (Abb. 12).

Abb. 11
‘ Schematische Darstellung der mRNA-Anti-
N sense-Oligomer-Hybride
5 H-FABP-codierender Bereich Die einzelstréngigen DNA-Oligomere sind
‘—__' 3'| komplementar zu den Nukleotiden: (a) 45-
a <b—407 <T < e 75 mit Ribosomenbindungstelle und Start-
codon, (b) 66-81 am Beginn der codieren-

den Sequenz, (c und d) 83-113 bzw.133-149
im codierenden Bereich und (€) 640-656 im 3'-nichttranslatierten Bereich der 746 Nukleotide umfassenden
mHMFA. AulRerdem wurde das Oligomer f ohne nennenswerte Komplementaritét zur mRNA eingesetzt (Oli-
gomersequenzen im Anhang).

Die Hybridisierung von 40 pmol mHMFA und 160 pmol Oligomer erfolgte durch Denaturierung fir 30 Sekun-
den bei 90°C und Renaturierung fur 60 Sekunden bei 50°C, 30 Sekunden bei 30°C und 120 Sekunden bei 4°C.

Abb. 12

Trandationseffizienz von mMRNA-Antisense-

g 1007 py N Oligomer-Hybriden

2 g0l — Die Hybridisierungsansitze geméald Abbildung
£ 11 wurden fir die zellfreie Trandation einge-
@ 60 setzt (400 nM mRNA). Zusétzlich wurde
d mHMFA mit Oligomer a ohne Hybridisierung
< 401 eingesetzt (*). Die H-FABP-Synthese wurde
T anhand des Einbaus von **C-Leucin in TCA-
2 fallbares Trand ationsprodukt bestimmt.

©

[5) T T T 1

0 il | = = Die meisten der an die mRNA hybridisierten
a Oligomere zeigen starke Auswirkungen auf
die Trandationseffizienz. Oligomer a unter-
Oligomer drickt die Translation nahezu vollsténdig,
sehr wahrscheinlich aufgrund einer ausblei-
benden Wechselwirkung der Ribosomenbindungstelle mit der ribosomalen 16S-RNA. Dieser Effekt tritt unab-
héngig von den Hybridisierungsbedingungen auf (a*). Das grofite der im Protein-codierenden Bereich hybridisie-
renden Oligomere c inhibiert die Proteinsynthese ebenfalls nahezu vollsténdig, wéhrend die kleineren Oligomere
b und d weniger inhibieren. Interessanterweise ist die Inhibition bei Oligomer b stérker als bei Oligomer d. Dies
konnte auf eine grofRere Empfindlichkeit des Systems fur Doppelstrangstrukturen am Start der Protein-codieren-
den Region hindeuten. Das im 3'-nichttrandatierten Bereich hybridisierende Oligomer e und das Oligomer f
ohne nennenswerte Komplementaritét zu mHMFA zeigen praktisch keine Inhibition im Vergleich zum Ansatz
ohne Oligomer aber mit Hybridisierungsprozedur.
Dabei konnte fur das Hybrid mit Oligomer e keine beschleunigte Degradation nachgewiesen werden. Dieses Er-
gebnis wurde Uber die Messung der Degradation von radioaktiv markierter mRNA (wie in Kapitel 4.6 beschrie-
ben) mit und ohne hybridisiertem Oligomer erhalten (nicht dargestellt). Eine Degradationsbeschleunigung hétte
von endogener RNase H-Aktivitét ausgehen und zu unspezifischer Reduktion der Proteinsynthese aufgrund des
Verlusts der schiitzenden 3*-terminalen Sekundérstruktur fihren kénnen (siehe Kapitel 4.6.1).

ohne c d e f ax

Alle Oligomere, die gegen den Trandationsinitiations- oder den Protein-codiernden Bereich
hybridisiert wurden, inhibieren die H-FABP-Synthese. Die Inhibition ist bei den grofiten Oli-
gomeren am starksten ausgepragt und maoglicherweise auf eine Behinderung des Trandlations-
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apparates am Erkennen der einzelnen Funktionsbereiche zurtickzufiihren. Eine denkbare Be-
schleunigung der mRNA-Degradation im Hybrid mit einem Oligomer aufgrund endogener
RNase H-Aktivitét konnte fir ein Beispiel ausgeschlossen werden (Abb. 12).

Das Oligomer b wurde fir die Hybridisierung mit den mHMFA-Mutanten mMHMFA a2cuc)
und mMHMFA | yoaaG) €ingesetzt. Wie im vorangegangenen Kapitel ausgefuhrt, ist die un-
terschiedliche Trangdlationseffizienz dieser RNAs mdglicherweise auf unterschiedlich stark
ausgepragte Sekundérstrukturen im Trandationsinitiationsbereich zurtickzufihren. Durch
Hybridisierung von Oligomer b sollten diese Strukturen manipuliert und einander dhnlicher
gemacht werden konnen. Dies konnte sich dann in einem geringeren Unterschied der Trans-

lationseffizienz beider MRNAS wiederspiegeln (Abb. 13).
Abb. 13

Einflu des Antisense-Oligomers b auf die Translation von H-
FABPval2GUG) Und H-FABPLys>(AAG)
Das Antisense-Oligomer b, wurde an die Startsequenz der H-
FABP-codierenden Sequenz der Mutanten mHMFAGuG,Leu2 Und
MHMFAAAG,Lys2 Mit vorhergesagter unterschiedlich stark ausge-
prégter Sekundérstruktur im Trandlationsinitiationsbereich hybri-
40 | disiert, und die von den Hybriden ausgehenden Trandlationsaus-
beuten anhand des Einbaus von **C-Leucin in TCA-féllbares
20 Trandlationsprodukt bestimmt.
In Abwesenheit des Oligomers wird H-FABPy a2GuG) gegenuber
0 w w w H-FABPLys2(aAG) Mit etwa dreieinhalbfacher Ausbeute syntheti-
0 1 2 3 siert (400 nM mRNA). Dargestellt ist die relative Trandlation der
molarer UberschuR Oligomer b Mutanten in Abhangigkeit des molaren UberschuR des
hybridisierten Ologomers b. Mit zunehmendem molaren Uber-
schuB des Oligomers gegentiber der mRNA nimmt die Ausbeute von H-FABPya2Gue) Stark ab. Dagegen bleibt
die Ausbeute von H-FABP | ys(aaG) konstant. Zwar hybridisiert Oligomer b im Bereich des zweiten Codons, in
dem sich die beiden Mutanten um zwei Nukleotide unterscheiden. Daher ist die Hybridbildung fir beide Mutan-
ten nicht exakt vergleichbar. Trotzdem kann dieses Ergebnis als Tendenz fir die Bestétigung der aufgestellten
Hypothese betrachtet werden, nach der sich die hybridisierten mRNA-Mutanten im Translationsinitiationsbereich
strukturell dhnlicher sind a's in nicht hybridisierter Form. Eine in diesem Fall denkbare Angleichung der Trans-
lationsausbeuten findet statt. Wahrend H-FABPvazcuc) in Abwesenheit des Oligomers gegenuber H-
FABPLyso(aaG) mit 350 % Ausbeute synthetisiert wird betragt die Ausbeute bei dreifach molarem Uberschul3
des Oligomers nur noch etwa 180 %.

100
AAG Lys2
80 |

60 | GUG,Va2

relative Translation [%]

Der grof?e Unterschied in der Expression zwischen den Mutanten mHMFAy42Gue) und
MHMFAyoaac) Verringert sich nach Hybridisierung der mRNAs mit dem Antisense-Oligo-
mer b enorm. Zwar liegen hier keine exakt vergleichbare Bedingungen vor, da sich die Mu-
tanten im Hybridisierungsbereich um zwei Nukleotide unterscheiden. Trotzdem kann dieses
Ergebnis tendenziell als Bestétigung fur die aufgestellte Hypothese betrachtet werden. Dem-
nach konnte eine strukturelle Angleichung der beiden mRNAS nach Hybridisierung stattge-
funden haben, die sich dann in der Angleichung der Trandlationseffizienz bemerkbar machte.

Die hier erhaltenen Ergebnisse stellen Indizien fur eine Limitierung der mFA-Mutan-
ten durch Ausbildung unterschiedlich stark ausgeprégter Sekundarstrukturen im Transa-
tionsinitiationsbereich dar. Tatséchlich mifdten fir weitergehende Aussagen Untersuchungen
mit einer grofderen Anzahl von Oligomeren folgen. Das hier verwendete System scheint je-
denfalls vielversprechend, um mRNA-Sekundarstrukturen mit Hilfe von Antisense-Oligome-
ren manipulieren und deren Wirkung auf die Trandlationseffizienz néher untersuchen zu kén-
nen.
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4.2 Trandlationseffizienz von Fusionsproteinen aus H-FABP und DHFR

Es wurde untersucht, ob die Synthese von gering exprimierten Proteinen durch Verénderung
der randstandigen Sequenzen des Protein-codierenden Anteils der mRNA verbessert werden
kann. Exemplarisch wurden dazu die fir N- und C-terminale Aminosauren codierenden
MRNA-Abschnitte des schwach exprimierten DHFR-Gens durch entsprechende Abschnitte
aus dem effizient trandlatierten H-FABP-Gen ersetzt beziehungsweise erganzt. Dabel sollte
die DHFR-Syntheseausbeute von den neuen Randsequenzen profitieren. Nur Protein-codie-
rende Sequenzen nicht aber untrand atierte Bereiche wurden dazu verandert.

H-FABP und DHFR werden in vitro mit unterschiedlichen Ausbeuten synthetisiert. Aul3er-
dem erscheinen beide Proteine als homogene Banden im Autoradiogramm nach SDS-PAGE
(Abb. 144_g) und eignen sich daher gut als M odellsubstanzen.

Abb. 14
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Translation von DHFR und H-FABP

DHFR und H-FABP wurden unter Standardbedingungen ausgehend von den Plasmiden pHMDHFR (siehe un-
ten) und pHMFA in Gegenwart von ¥c-Leucin synthetisiert. A Die Ausbeute an trandatiertem Protein wurde
Uber TCA-féllbare Radioaktivitat ermittelt. H-FABP wird mit ca. finfach htherer molarer Ausbeute exprimiert.
B Nach der Reaktion wurden Aliquots mittels SDS-PAGE getrennt und ein Autoradiogramm des Gels erstellt.
Beide Syntheseprodukte erscheinen al's weitgehend homogene Banden mit erwartetem Molekulargewicht.

Das Plasmid pHMDHFR wurde aus pHMFA durch Ersetzen des H-FABP-Gens gegen das Maus-
DHFR-Gen mittels molekularbiologischer Standardmethoden hergestellt. Dazu wurde zunéchst eine, das H-
FABP-Gen enthaltende Sequenz mit den Restriktionsenzymen Xbal und BamHI aus pHMFA ausgeschnitten und
durch die Sequenz: (Xbal) CTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGAGAG
(BamHI) ersetzt. Fur letztere Sequenz wurden dazu zwei synthetische DNA-Einzelstrangoligomere zu einem
Doppelstrang hybridisiert, wobei an den Enden kurze Einzelstrangiberhdnge, kompatibel fir die Ligation mit
den angegebenen Endstlicken des Zielvektors, verblieben. In das neu entstandene Plasmid wurde nach Restrik-
tionsverdau mit BamHI das aus dem Plasmid pQE16 mit den Restriktionsenzymen BamHI und Bglll ausge-
schnittene DHFR-Gen Uber die gedffenene BamHI-Stelle mittels Ligation insertiert und Plasmid-Klone mit der
richtigen Orientierung des DHFR-Gens isoliert. pHMDHFR enthélt damit exakt die gleichen nicht trandatierten
Regul ationselemente wie pHMFA.

Um DHFR mit H-FABP-codierenden Randsequenzen zu versehen, wurden mRNAS fir zwei
Fusionsproteine aus DHFR und H-FABP hergestellt (Abb. 15). Im ersten Fall wurde die
DHFR-Sequenz zwischen Codon 111 und 112 der 133 Codons umfassenden H-FABP-
Sequenz insertiert (Fusionsprotein A). Im zweiten Fall folgt die codierende Sequenz von H-
FABP direkt auf die 198 Codons umfassende DHFR-Sequenz (Fusionsprotein B).
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Abb. 15

| DHFR, 22,6 kDa
T N | A FABP-1.111DHFR-FABP115.133, 37 kDa
I 2444 B:DHFR-FABP, 37kDa

Schematische Darstellung von DHFR und den Fusionsproteinen A und B aus DHFR und H-FABP

Die Plasmide fir die Konstrukte A und B, pFADHA und pFADHB, wurden durch Insertion der DHFR-Sequenz
mit den BamHI- und Bglll-kompatiblen Enden (s.0.) in das mit BamHI linearisierte pHMFA hergestellt. Dazu
wurden im H-FABP-codierenden Bereich von pHMFA BamHI-Restriktionsstellen iber Punktmutagenese gene-
riert: A) Die DNA-Sequenz entsprechend der H-FABP-Aminosaurecodons 112-113: GGGAAA und B) die Se-
quenz fur die Codons 2-3: GTGGAC wurden jeweils in die Sequenz GGATCC umgewandelt.

Die mRNAs fUr beide Fusionsproteine sowie fur DHFR wurden unter Standardbedingungen
transkribiert und in verschiedenen Konzentration als Templat fur die Proteinsynthese
eingesetzt (Abb. 16).

Abb. 16
Translation von DHFR und Fusionsproteinen aus
1400 DHFR und H-FABP

1200 - Die Ausbeuten von DHFR und den Fusionspro-
= 1000 teinen abhéngig von der mBNA-Konzentration
= ® DHFR wurden tber den Einbau von **C-Leucin in TCA-
= 8001 m Fusionsprotein A | félbares Tranglationsprodukt ermittelt. Die Mo-
T 600 A A FusionsproteinB | laritét der Proteine wurde berechnet, basierend
g 400 1 auf der Anzahl der in das jeweilige Protein ein-
gebauten Leucinreste (DHFR 18, Fusionsproteine
200 1 27 Leucinreste). Die molare Proteinmenge ist an-
0 ¥— . - - - - gegeben, da diese die Anzahl der synthetisierten
0 100 200 300 400 500 600 Proteinmolekile wiedergibt. Die Masseausbeute
MRNA [nM] wirde dagegen die Anzahl der tatséchlich ver-

knupften Peptidbindungen wiederspiegeln.

Bei kleineren mRNA-Konzentrationen ist die molare Ausbeute des Fusionsproteins A gegentuiber der von DHFR
leicht erhdht. Dagegen ist die Expression des Fusionsproteins B sehr gering. Fur das gegeniiber DHFR etwa 1.6
mal so grofRe Produkt A missen im elben Zeitraum entsprechend mehr Aminosauren in das Protein eingebaut
werden. Daher ist die tatséchliche Ausbeute von A deutlicher GroR3er as die von DHFR. Das Insertieren von
DHFR in die H-FABP-Sequenz fihrt also letztlich zu einer deutlich gesteigerten Trand ationseffizienz.

Die molare Ausbeute an Fusionsprotein A ist im Vergleich zu DHFR fur kleinere mRNA-
Konzentrationen erhdht. Dagegen erhdlt man nur sehr geringe Mengen von Produkt B. In
erster Naherung ist dieses Ergebnis eine Bestdtigung fur oben genannte Hypothese, nach der
die gering exprimierte DHFR von den codierenden Randsequenzen des effizient trandlatierten
H-FABP profitiert (Produkt A). Gleichzeitig wird das Fusionsprotein B mit DHFR als
codierende Startsequenz nur schwach exprimiert.

Die leicht gesteigerte molare Ausbeute von Produkt A bedeutet tatséchlich eine deutliche
Verbesserung der Trandlationseffizienz, da fUr das Fusionsprotein in der selben Zeit wesent-
lich mehr Peptidbindungen gekniipft werden missen as fur das kleinere Protein DHFR. Da-
her wurde untersucht, ob eine Reduzierung der Grof3e des Fusionsproteins A zu einem
weiteren Anstieg dessen molarer Ausbeute fuhren konnte. Dazu wurden drei Varianten des
Fusionsproteins A hergestellt, welche Deletionen von 60, 85 bzw 98 Aminosduren in der
Sequenz von H-FABP aufweisen (AA51_110, Aazs-110 Und Ap13.110, Abb. 17).
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A A Schematische Darstellung fiir die Herstellung
LA Fusionsprotein A | der Deletionsmutanten Ausiiio, Aaze-110 UNd

:P: 57 KD Aus 110 aUS FUSionsprotein A

Die Sequenzabschnitte zwischen den Pfeilen
—
Asst-110 30kDa wurden deletiert. Der untere Pfeil gibt die kon-

stante stromabwarts liegende, die oberen Pfeile
die variablen stromaufwarts liegenden Begren-
zungen der deletierten Abschnitte an. In Fuions-
protein Axsi-110 Sind die Aminosduren 51-110 des H-FABP-Teilproteins deletiert. In den Fusionsproteinen Axos.
110 Und Ap13.110 Sind es die Aminosauren 26-110 bzw. 13-110. Der 12 Aminosaren umfassende N-terminale Be-
reich des H-FABP-Teilproteins ist in allen Deletionsmutanten enthalten. Es wurde hiermit auch untersucht ob
dieser konstante Bereich eine Minimal sequenz fur effiziente Trandation darstellen kdnnte.

B Herstellung der Plasmide fir die Deletions-
B Bgllll Hindl mutanten
F i 1 Fir die Herstellung der Deletionsmutanten
=_ [ | — wurde pFADHA zunéchst mit den Restriktions-
RL R2 R3 enzymen Bglll und Hindll verdaut und das
Restplasmid isoloiert.
Drei PCR-Produkte wurden hergestellt, mit je-
weils dem stromaufwérts von Bglll hybridisierenden Primer F und pFADHA als Templat. Zur Herstellung der
PCR-Produkte fir Aa13-110, Aa26-110 Und Aps1-110 wurden die stromabwaérts hybridisierenden Primer R1: 5'-
CACTAACTTCCAGGTACCCACG-3*, R2: 5'-ACCGAGTGACTTCATGTAGTC-3* und R3: 5'-GACTGTG
TCCCCATTCAC-3 * eingesetzt. Die mit Bglll geschnittenen PCR-Produkte wurden schliefflich durch Ligation
in das Restplasmid von pFADHA insertiert und Plasmid-Einzelklone isoliert.

Die mRNAs fiur Fusionsprotein A sowie fur die Deletionsmutanten Aasi-110, Aaze-110 und
A 13110 Wurden in verschiedenen Konzentration als Templat fir die Proteinsynthese einge-
setzt (Abb. 18).

Abb. 18

Trandation von Fusionsprotein A und des-
1400 - sen Deletionsmutanten
Verschiedene Konzentrationen der mRNAS

A setzt. Die Ausbeuten an synthetisiertem
4 AA13-110 Protein wurden Uber den Einbau von **C-
Leucin in TCA-fédlbares Trandationspro-
dukt ermittelt. Es wurde untersucht, ob eine
Reduzierung der Proteingrof3e des Fusions-
proteins A zu einem Anstieg dessen molarer
0 100 200 300 400 500 600 Ausbeute fuhrt.

mMRNA [nM] Alle Deletionsmutanten werden jedoch mit
wesentlich geringerer Ausbeute syntheti-
siert. Die Reduktion macht sich bei kleinen
mRNA-Konzentrationen fir Produkt Aa13-110 mit der gréften Deletion am starksten bemerkbar. Es scheint so
asfuhre die in allen Mutanten vorgenommene Deletion der Aminosduren 51-110 des H-FABP-Anteils bzw. des
entsprechenden mRNA-Abschnitts zu der Ausbeuteabnahme. Der dafir verantwortliche Mechanismus ist nicht
bekannt.

1200 7 Fusions: fur das Fusionsprotein A sowie fur die De-
__ 1000 - " Dbrotein A letionsmutanten  Aas1-110, Aa2e-110 und
= B AA6.110 Aa13-110 Wurden al's Templat fur die Protein-
= nthese unter Standardbedingungen einge-
= ® AA51-110 Y gung g
S
o

Alle verkirzten Varianten des Fusionsproteins A werden unabhangig von der mRNA-Kon-
zentration mit deutlich geringerer Ausbeute synthetisiert as das vollstdndige Produkt. Zu-
sétzlich wurde der C-terminale H-FABP-Anteil (H-FABP112.133) aus Fusionsprotein A dele-
tiert. Das resultierende Protein mit einem Molekulargewicht von 35 kDa wird bei allen unter-
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suchten mMRNA-Konzentrationen mit der selben Ausbeute synthetisiert wie das Ausgangspro-
dukt (nicht dargestellt). Offensichtlich spielt der C-terminale Bereich fur die Trand ationseffi-
zienz des Fusionsproteins keine Rolle.

Die vorgenommenen Verédnderungen in den verschiedenen Genabschnitten zeigen keinen si-
gnifikanten Einflul? auf die Integritdt der Translationsprodukte, da fast alle in diesem Kapitel
beschriebenen Fusionsproteine als weitgehend homogene Banden mit erwartetem Molekular-
gewicht detektiert werden (Abb. 19).

Abb. 19

Auto[gdiogramm nach Auftrennung der Fusionsproteineim SDS-Gel
Die ~'C-markierten Translationsprodukte wurden im 15% Laemmli-
gel aufgetrennt und ein Autoradiogramm des Gels erstellt. Die Proben
in den numerierten Spuren entsprechen: 1. Fusionsprotein B, 2. Fu-
T sionsprotein A, 3. Fusionsprotein A mit C-terminaler Deletion, 4.
— Ap13-110, 5. Apze-110, 6. Apsi-110 und 7. Reaktionsansatz ohne
— T Templat.
Die Proteine erscheinen als Uberwiegend homogene Banden und zei-
gen sich bezlglich ihrer Integritdt von den Umordnungen der Genab-
schnitte weitgehend unbeinflufit.

Es wurde untersucht, welchen Einfluld das Fusionieren der schwach exprimierten DHFR mit
dem effizient exprimierten H-FABP auf die Trandationsausbeute hat. Eine leichte Ausbeute-
steigerung des Fusionsproteins A, bei dem die DHFR-Sequenz in die H-FABP-Sequenz in-
sertiert wurde, konnte gegentiber der unfusionierten DHFR festgestellt werden. Verschiedene
Deletionen innerhalb des H-FABP-Anteils des Fusionsproteins fiihren jedoch zu starker Aus-
beuteabnahme.

Diese Ergebnisse sprechen eindeutig gegen die Hypothese, nach der die Synthese eines ineffi-
zient trangdlatierten Proteins allein dadurch verbessert werden kann, indem man die codieren-
den Randsequenzen der entsprechenden mRNA durch analoge Sequenzen aus effizeint trans-
latierten mMRNAS ersetzt bzw. erganzt. Die veringerte Trandslationseffizienz der Deletions-
mutanten &3t sich ohne weitere Untersuchungen nicht interpretieren. Prinzipiell ist allerdings
eine Limitierung der Proteinsynthese durch die Trandlation der N- und C-terminalen Sequen-
zen als geschwindigkeitsbestimmender Schritt der Translation in Frage zu stellen. Denkbar
wére ebenso eine durch die Deletionen hervorgerufene verénderte Faltung der mRNAS, wel-
che sich inhibierend auf die Proteinsynthese auswirkte. Tatsachlich scheinen im Fusionspro-
tein A mindestens die Aminosauren 51-110 bzw. der entsprechende mRNA-Abschnitt vor
dem Ubergang zur DHFR-Sequenz eine wichtige Rolle zu spielen, da letztlich deren Deletion
zur Ausbeuteabnahme fuhrt. Nicht auszuschlief3en ist auch ein inhibierender Einflufd aufgrund
einer Verzerrung der Proteinfaltung. Durch die Fusion unvollsténdiger Proteindoménen
konnte ein denaturierender Effekt auf das synthetisierte Protein und auch indirekt auf den
Trandationsapparat ausgehen und moglicherweise eine Inhibition der Proteinsynthese zur
Folge haben. Eine Denaturierung der Syntheseprodukte detektierbar in Form von schwerl6s-
lichem Protein konnte allerdings nicht festgestellt werden.
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4.3. Trandationseffizienz oligomerer Fusionsproteine

Anhand der Ergebnisse des vorangegeangenen Kapitels wurde eine Limitierung der Synthese
von H-FABP und DHFR durch die Trandation der N- und C-terminalen Sequenzen als ge-
schwindigkeitsbestimmender Schritt der Tranglation in Frage gestellt. Weiterhin ist zu kléren,
welche Einfllisse die Proteingrof3e und die Lange einer mRNA als limitierende Faktoren fur
die Syntheseausbeute als auch fur die Homogenitét des trandlatierten Proteins haben. Wenn
die mit der Trandationsinitiation bzw. -termination in Zusammenhang stehende Expression
der N- und C-terminalen Sequenzen limitierend fir die Proteinsynthese wére, so sollten gros-
sere Proteine in grofRerer Masseausbeute synthetisiert werden als kleine, da fur grof3ere Pro-
teine weniger Initiations- bzw. Terminationsschritte notwendig sind. Zur besseren Vergleich-
barkeit von grof3en und kleinen Proteinen wurden mRNAS, die fir oligomere Fusionsproteine
codieren hergestellt und sich untereinander nur in der Grofie, nicht aber im Codongebrauch
oder der Struktur der Protein-codierenden Initiations- bzw. Terminationsbereiche unterschei-
den. Dazu wurden jeweils die codierenden Sequenzen von H-FABP und DHFR nacheinander
auf der mRNA angeordnet, um jeweils einen einzigen Leserahmen fur das entsprechende oli-
gomere Fusionsprotein zu erhalten (Abb. 20). Die Trandationsstopcodons der intern positio-
nierten Monomere wurden dabel eliminiert. Als Modellbeispiele wurden jeweils H-FABP und
DHFR as Mono-, Di- und Trimere synthetisiert und deren Ausbeute sowie Produkthomoge-

nitét verglichen (Abb. 21).
Abb. 20

Schematische Darstellung fir die Herstellung der Plasmide
A zur Expression oligomerer H-FABP und DHFR

Ncol _Pstl Ncol A Zur Herstellung des Plsmids pFAFA fir dimeres H-FABP

S— . wurde zunéchst pHMFA mit dem Restriktionsenzym Ncol

a b £ a | linearisiert und die 5'-Enden dephosphoryliert (8). Parallel

H-FABP; H-FABP, dazu wurde aus pHMFA ein Restriktionsfragment nach Ver-

dau mit Ncol und Pstl isoliert (b). Das den C-Terminus des

ersten H-FABP-Gens codierende DNA-Fragment ¢ hat co-

B hasive Enden kompatibel fur die Ligation mit dem 3*-Ende

von b und dem 5'-Ende des Zielplasmids. Es wurde durch

Bglll  BstXl Kpnl  Ncol Hybridisierung von zwei synthetischen DNA-Oligomeren

o] -— hergestellt und unterscheidet sich von der urspriinglichen

d L fl ¢ d | Sequenz sonst nur durch die Abwesenheit des Translations-

; ; . stopcodons. Die Sequenz des Sinnstranges von c ist: 5 -GTT

F-FABP, H-FABP, H-FABPs TGCACTCGTACTTACGAGAAACAGGCAAC-3'. Damit

. tritt am Uberdgang vom ersten zum zweiten H-FABP-Gen an-
stelle des Stopcodons das Codon ACC. Die Fragmente a, b und ¢ wurden in einem Ansatz ligiert. Nach Trans-

formation und Amplifikation in E. coli-Zellen wurden korrekt ligierte Produkte identifiziert und Plasmid-Einzel-
kloneisoliert.

B Fir das Plasmid pFAFAFA (trimeres H-FABP) wurden folgende DNA-Fragmente isoliert: Fir Fragment e
wurde pHMFA zunéchst mit Bglll verdaut und die 5 -Enden dephosphoryliert. Anschlie3end wurde mit BstXI|
verdaut und das 194 Bp umfassende Spaltprodukt isoliert. Fragment f mit 329 Bp stammt aus dem Verdau von
pFAFA mit BstX| und Kpnl und anschlief3ender Dephosphorylierung. Fragment g mit 378 Bp geht aus einem
Verdau von pFAFA mit Ncol, anschlief3ender Dephosphorylierung und einem zweiten Verdau mit Kpnl hervor.
Die Dephosphorylierungen sind erforderlich um bei der anschlief3enden simultanen Ligation von e, f und g zahl-
reiche unerwinschte Nebenreaktionen weitgehend zu unterdriicken. Das mit der erwarteten Grofie entstandene
Ligationsprodukt aus e, f und g (siehe C) wurde schliefdlich Uber Ligation in das mit Bglll und Ncol verdaute
Plasmid pHMFA (d) insertiert und nach Transformation und Amplifikation in E. coli-Zellen korrekt ligierte Pro-
dukte identifiziert und Plasmid-Einzelklone isoliert.

Da zwischen den H-FABP-codierenden Sequenzen Stopcodons durch Aminosaurecodons ersetzt wurden, sind
die Expressionsprodukte von pFAFA und pFAFAFA oligomere Fusionsproteine von H-FABP mit sich selbst.
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C 1 2 C Auftrennung der Produkte aus der Ligation der Restriktionsfragmente e, f und
g im Agarosegel

Jeweils 10 pmol der Restriktionsfragmente e, f und g wurden in einem prépara-

tiven Ligationsansatz mit 4 U/pmol T4 DNA-Ligase fir 16 Stunden bei 25°C

e inkubiert. Ein Aliquot der Reaktion (Spur 1) wurde im 1.5 % Agarosegel elek-

e trophoretisch getrennt. Zur Gréflenbestimmung der Ligationsprodukte wurden in

Spur 2 DNA-Standards aufgetragen. Dargestellt ist das unter UV-Licht fotogra-

—p [ : 1888 gg fierte Gel nach Farbung mit Ethidiumbromid.
— - 800 Bp Der Pfeil gibt die Position des Ligationsprodukts mit gewiinschter Grofie (901
- 700Bp Bp) an. Kleinere Produkte entsprechen nicht vollstdndig umgesetzten Edukten
- 600Bp bzw. erwarteten Nebenprodukten. Der Ligationsansatz wurde im préparativen
- 5008p Gel getrennt und das Gelstiick mit der gewiinschten Bande ausgeschnitten. Nach
- 400 Bp Elution des Ligationsprodukts aus dem Gelstiick wurde es fiir die Ligation mit
- 300 Bp dem Zielvektor (siehe B) eingesetzt.

D Fiir die Herstellung des Plasmids pDHDH fiir die Expression dimerer DHFR wurde pHMDHFR mit dem Res-
triktionsenzym BamHI linearisiert und anschlieBend die 5°-Enden dephosphoryliert. Das aus dem Verdau von
pQE16 mit BamHI und BglII hervorgehende Restriktionsfragment (siche Kapitel 4.2) wurde {iber Ligation in das
linearisierte Plasmid insertiert. Zur Herstellung von pPDHDHDH fiir trimere DHFR wurde die beschriebene Vor-
gehensweise wiederholt.

Abb. 21
Gekoppelte Transkription/Trandation oligome-
120000 - rer Fusionsproteine von H-FABP und DHFR
Fiir die Synthese der H-FABP- und DHFR-Oli-
100000 4 A H-FABP gomeren wurden die Plasmide pHMFA, pFAFA,
monomer
pFAFAFA, pHMDHFR, pDHDH  und
80000 - ¢ (';'i;ﬁg\rBP pDHDHDH als Templat eingesetzt. Die Aus-
s m H-FABP beuten wurden anhand des Einbaus von '‘C-
<. 60000 - trimer Leucin in TCA-fillbares Translationsprodukt be-
§ A DHFR stimmt. Angegeben ist die Molaritit des fillbaren
40000 - monomer Leucins abhéngig von der Plasmidkonzentration.
¢ DhFR Sie ist ein MaB fiir die Masse des synthetisierten
20000 - a DHFR Proteins. Die Oligomeren von H-FABP bzw.
trimer DHFR werden unerwartet jeweils mit fast der
0 T T T selben Masseausbeute exprimiert. Ein unter-
01 2 3 4 5 6 7 8 schied in der Ausbeute besteht nur zwischen den
Plasmid [nM] Proteintypen. Innerhalb eines Proteintyps ist die
Ausbeute aber unabhingig von der Grofe.

Die Oligomeren von H-FABP und DHFR untereinander zeigen jeweils sehr dhnliche Einbau-
raten fiir ' "C-Leucin und damit sehr dhnliche Masseausbeuten. Die Masseausbeute ist also ab-
hiangig vom Proteintyp aber innerhalb eines Proteintyps unabhingig von der Proteingrofe.
Dieses Ergebnis ist unerwartet, wenn man von der Translationsinitiation und/oder
-termination als geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Proteinsynthese ausgeht. Tat-
sdchlich scheint die Proteinsynthese nicht durch die Initiation/Termination sondern durch die
Anzahl der gekniipften Peptidbindungen limitiert zu sein. Demnach wére der langsamste
Schritt der Proteinsynthese in einem der Prozesse zu suchen, die im weitesten Sinne der
Translationselongation angehoren.

Allerdings ist nicht geklért, ob bei der Synthese der Oligomeren eine Translationsinitiation
bzw. -termination zwingend limitierend sein muflte, da einige, nach zwei Stunden Inkuba-
tionszeit vollstindig aufgebrauchten Resourcen des Translationssystems, letztlich die Maxi-
malsynthese definieren (Dr. Stiege, unverdffentliche Daten). Daher wurde ein Reaktionsan-
satz mit kiirzerer Reaktionszeit und niedrigerer Inkubationstemperatur, und zur Kontrolle der
Templatkonzentration mit mRNA statt DNA als Templat, zum Vergleich herangezogen.
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Abb. 22

Trandation oligomerer Fusionsproteine von H-

45000 1 FABP und DHFR

A H-FABP Statt Plasmid-DNA wurde mRNA als Templat
s MONOME 1 fisr die Proteinsynthese eingesetzt. Die Reak-
= ¢ (']'i'r:n:@rBP tionszeit wurde von 120 min auf 45 min herabge-
% m H-FABP setzt und die Inkubationstemperatur von 37°C

2 trimer auf 30°C erniedrigt.
j A DHFR Der Unterschied in der Syntheseausbeute zwi-
o monomer | schen den H-FABP- und DHFR-Oligomeren ist
E d (?im;? hier geringer. Interessanterweise wird das
S DHFR-Monomer relativ schwach exprimiert. Die
0 | | | | | | . t?imfﬁ Sattigungskonzentration der mRNA wird hier

erst bei grofferen mRNA-Mengen erreicht. Fiir
das DHFR-Monomer konnte eine Limitierung
mMRNA [nM] der Proteinsynthese durch Translationsinitiation
und/oder -termination vorliegen.

0 100 200 300 400 500 600

Es zeigt sich auch bei der Verwendung von mRNA als Templat mit deutlich verkiirzter Syn-
thesezeit und bei niedrigerer Reaktionstemperatur ein sehr dhnliches Muster wie bei dem An-
satz mit Plasmid als Templat und voller Ausschopfung des Systems (Abb. 22). Lediglich mo-
nomere DHFR wird im Vergleich zu di- und trimerer DHFR mit geringerer Ausbeute gebil-
det. Allerdings ist auch eine &hnliche tendenzielle Abstufung von den Trimeren iiber die Di-
meren zu den Monomeren bei beiden Proteintypen fiir kleine mRNA-Konzentrationen zu er-
kennen. Fiir die monomere DHFR konnte eine Translationsinitiation und/oder -termination
ein dominierend limitierender fiir Faktor fiir die Proteinsynthese sein. Bei maximaler mRNA-
Konzentration sind die absoluten Unterschiede der Proteinausbeuten jedoch relativ gering.
Sollte also eine initiations- oder terminationsbedingte Limitierung bestehen, so ist sie dann
unerwartet schwach.

Der EinfluB3 der ProteingréB3e auf die Homogenitét der synthetisierten Proteine wurde anhand
eines Autoradiogramms nach SDS-PAGE ermittelt (Abb. 23). Die im Phosphoimager gemes-
sene Intensitit der Produktbanden wurden mit der einer ganzen Gelspur ins Verhéltnis gesetzt

und somit der prozentuale Anteil an vollstindig translatiertem Protein ermittelt (Abb. 24).
Abb. 23

Homogenitat von H-FABP- und DHFR-OIi-

H-FABP-Oligomere DHFR-Oligomere gomeren
P - ~ - -~ Nach gekoppelter Transkription/Translation
mono di tri mono  di tri wurden die Reaktionsansdtze im 15%

Laemmligel getrennt und ein Autoradio-
gramm des Gels erstellt. Es wurden fiir jedes
Protein drei Reaktionansdtze mit 0.5, 2 und
e - 67,8 kDa 8 nM Plasmidkonzentration aufgetragen.

- 454 kDa Mit zunehmendem Molekulargewicht tau-

-44)1 kDa| chen verstirkt Nebenprodukte auf. Fir H-
FABP ist dieser Effekt weniger ausgeprigt
als fir DHFR. Damit relativiert sich das Er-
gebnis fiir die konstante Masseausbeute bei
o e - 22,6 kDa| oligomeren Proteinen. Zwar bleibt die An-
zahl der gekniipften Peptidbindungen im-
mernoch konstant. Doch mit zunehmender
ProteingroBe nimmt der Anteil an vollstin-
dig synthetisiertem Produkt ab.

——— - 29,4 kDa

- - - 14,7 kDa
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Abb. 24
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Molekulargewicht [kDa]

Prozentualer Anteil an vollstéandigem Produkt
der H-FABP- und DHFR-Oligomere

Die im Phosphoimager gemessenen Intensité-
ten der Produktbanden wurden mit denen ei-
ner ganzen Gelspur ins Verhaltnis gesetzt und
damit der prozentuale Anteil an vollstandig
trandatiertem Protein ermittelt. Dieser Pro-
zentsatz ist gegen das Molekulargewicht der
Oligomeren aufgetragen. Innerhalb eines
Proteintyps nimmt der Anteil an vollsténdi-
gem Produkt kontinuierlich ab. Dabei scheint
der Verlauf in dem untersuchten Bereich li-
near zu sein. Die Verlaufe bei H-FABP und
bei DHFR sind dabei zueinander parallel ver-
schoben.

Die Produkthomogenitét ist abhangig vom Proteintyp und von der Proteingréfi3e. Prinzipiell
wird kein nennenswerter Unterschied beziiglich der Homogenitét zwischen Produkten aus
Transkriptions/Tranglationsansdtzen oder aus reinen Trandationsansétzen detektiert (nicht

dargestellt).

Insgesamt sprechen die Ergebnisse gegen eine malgebliche Limitierung der Expression von
H-FABP und DHFR durch die Trandationsinitiation und/oder -termination, da die Monome-
ren mit der selben Masseausbeute synthetisiert werden wie die oligomeren Fusionsproteine,

obwohl fur die Monomere weniger Initiations- und Terminationsereignisse notwendig sind.
Damit ist auch eine Limitierung abhangig von den mRNA-Abschnitten codierend fur die C-
und N-terminalen Enden der Proteine unwahrscheinlich. Demnach wére der langsamste
Schritt der Proteinsynthese im Zusammenhang mit der Translationselongation zu suchen.
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4.4 Limitierung der Proteinsynthese durch tRNA
4.4.1 Limitierung der DHFR-Synthese

In den vorangegangenen Kapiteln wurde eine mogliche Limitierung der DHFR-Expression
durch eine entsprechend geringe Trandationsinitiations- bzw. -terminationsrate fir unwahr-
scheinlich befunden. Stattdessen scheint der geschwindigkeitsbestimmende Schritt mit der
Trand ationselongation im weitesten Sinne in Zusammenhang zu stehen. Eine solche Limitie-
rung konnte z.B. eine niedrig konzentrierte tRNA sein. Tatséchlich wurde eine Limitierung
der Proteinbiosynthese durch AGG- bzw. AGA-reiche mRNASs fur E. coli beschrieben (Ro-
binson et al., 1984; Spanjaard & van Duin, 1988) und auf die seltene tRNA tArgU zuriickge-
fuhrt (Brinkmann et al., 1989; Varenne et al., 1989; Chen & Inouye, 1990; Rosenberg et dl.,
1993; Roche & Sauer, 1999). Es liegt die Vermutung nahe, dal3 die niedrige Expressionsrate
von DHFR gegeniuber H-FABP auf die relativ hohe Anzahl der Arginincodons AGG und
AGA zurickzufihren ist. Die DHFR-Sequenz enthélt 10 solcher nicht in Clustern auftreten-
den Codons von insgesamt 198 Codons. Die H-FABP-Sequenz enthadt dagegen nur 2 von
insgesamt 133 Codons. Es wurde untersucht, ob eine Erhéhung der tArgu-Konzentration zu
gesteigerter DHFR-Synthese fuhrt und ob dies mit in vitro transkribierter tArgu moglich ist.
Ein fir tArgU codierendes Plasmid wurde hergestellt. Dazu wurde ein synthetisches
DNA-Oligomer mittels PCR vervielféltigt und in einen Plasmidvektor insertiert (Abb. 25g).
Ausgehend vom Plasmid wurde die tRNA mit unseren Standardbedingungen unter der Kon-
trolle von T7 RNA-Polymerase transkribiert und aufgereinigt. Der Effekt von tArgU auf die

Expression von E. coli ribosomalem L18 Protein und DHFR wurde untersucht (Abb. 25,).
Abb. 25

A Einflul3 von tArgU auf die Expression von DHFR
1001 In vitro synthetisierte tRNA tArgU wurde in verschiedenen Kon-
% ,n//. zentrationen fir die Synthese von DHFR und L18 eingesetzt.
80 Zehn der Arginincodons AGA und AGG von insgesamt 198 Co-
70 dons der DHFR-Sequenz werden von tArgU gecodiert.
60 a DHER Dargestellt ist die anhand des Einbaus von “*C-Leucin ermittelte
0 A L18 enorme Ausbeutezunahme von DHFR in Gegenwart steigender
40 Mengen von tArgU. Dagegen bleibt die Synthese von L18, des-
30 sen MRNA keines dieser kritischen Codons enthélt weitgehend
20 unbeinflufdt. Die Expression von L18 dient damit als Kontrollan-
10 satz fir die hohe Spezifitét der Wirkung von tArgu.
0+ * * * * * Die Ausbeute der normalerweise schwach exprimierten DHFR
0 ! 2 3 4 ® | wird in Gegenwart von 5 uM tArgU etwa verdreifacht. Damit ist
tRNA ArgU [uM] die Konzentration dieser tRNA der dominierend limitierende
Faktor fur die DHFR-Synthese.
B Herstellung des tARGU-codierenden Plasmids und in vitro Transkription
Das synthetisch hergestellte DNA-Oligomer 5°-TTCTAATACGACTCACTATAGCGCCCTTAGCTCAGTTG
GATAGAGCAACGACCTTCTAAGTCGTGGGCCGCAGGTTCGAATCCTGCAGGGCGCGCCAGGTGATC
CATCCGGATC-3' wurde als Templat fir eine PCR mit den Primern F und R eingesetzt und das PCR-Produkt
wiein Kapitel 4.1.2 beschrieben in das Plasmid pSP64 insertiert. Das neue Plasmid wurde zur Generierung eines
run-off Transkripts mit dem 3‘'-Ende CCA vor der Transkription mit dem Restriktionsenzym BstNI verdaut.
Nach Transkription und anschlief3ender Aufreinigung unter unseren Standarbedingungen wurde des Transkript
eine Minute bei 80°C denaturiert und eine Neufaltung der tRNA durch Abkihlen auf 30°C Uber einen Zeitraum
von 20 Minuten ermdglicht.

Protein lua/mll
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Die Ausbeute von L 18 bleibt von der Anwesenheit der tRNA tArgU weitgehend unbeinflul3t.
Da die mRNA fir L18 keines der Arginincodons AGA und AGG enthdlt ist der tArgU-ver-
mittelte Arginineinbau spezifisch. Dagegen ist die Syntheseausbeute von DHFR stark ab-
hangig von der tArgU-Konzentration. In Gegenwart von 5 UM der tRNA ist die Ausbeute der
normalerweise schwach exprimierten DHFR etwa dreimal so hoch. Die Konzentration der in
vitro transkribierten tRNA ist damit der dominierend limitierende Faktor fur die DHFR-Syn-
these.

Die im vorangegangenen Kapitel aufgestellte Hypothese, nach der die DHFR-Expression
nicht von der Trangdlationsinitiation oder -termination, sondern von einem mit der Elongation
in Verbindung stehenden Prozef3 limitiert ist, ist damit bestétigt. Letzlich ist aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit der Codons AGA und AGG mit der purinreichen Ribosomenbin-
dungsstelle eine unerwiinschte Bindung von Ribosomen an interne Bereiche der mRNA nicht
auszuschlief3en. Weiterhin wére es denkbar, dal3 unspezifische Trandlationsinitiationsereig-
nisse an internen Bereichen der mRNA in Gegenwart der tArgU unterdriickt werden (Atkins
et a., 1990), da die in Gegenwart von tArgU effizienter trandatierenden Ribosomen mit
initiierenden Ribosomen konkurrieren konnten. Daher wurden die Reaktionsansétze fir
DHFR im Autoradiogramm nach Trennung mittels SDS-PAGE analysiert (Abb. 26).

Abb. 26

EinfluR von tArgU auf die Homogenitat von DHFR

DHFR wurde in Gegenwart verschiedener Konzentratio-
nen an tArgU synthetisiert. Das ﬁutoradiogramm des
15% Laemmligels zeigt die mit = C-Leucin markierte
DHFR sowie Nebenprodukte mit héherem und geringe-
DHFR = = e e o o e rem Molekulargewicht. Mit zunehmender Menge an
tArgU nehmen die absoluten Intensitéten der Nebenpro-
duktbanden zwar nicht ab. Jedoch nimmt die Intensitét
1 der Bande fur die DHFR im Vergleich zu den Nebenpro-
dukten stark zu. D.h. der prozentuale Anteil an korrekt
gebildetem Produkt nimmt deutlich zu. Dies konnt das
Ergebnis einer Unterdriickung von Nebenreaktionen wie
tArgU[uUM] =» 0 01 05 1 3 25 5 z.B.einer unspezifischen Trand ationsinitiation sein.

Der Anteil an erwartetem Produkt fur DHFR nimmt im Autoradiogramm eines SDS-Gels mit
steigender Menge an tArgU deutlich zu. Dagegen bleibt die Menge an Nebenprodukten etwa
konstant. Das heil3t die Spezifitét der DHFR-Synthese nimmt deutlich zu, wohingegen Neben-
reaktionen in Relation hierzu unterdriickt werden.

Interessanterweise sind die von tArgU ausgehenden Effekte relativ stark, obwohl die ent-
sprechenden Arginincodons nicht in Clustern auftreten. Untersuchungen in E. coli zeigten,
dal? die Proteinsynthese vorallem dann stark limitiert wird, wenn mindestens zwei der Argi-
nincodons direkt aufeinander folgen (Varenne et al., 1989; Rosenberg et al., 1993).
Bemerkenswert ist aber auch die Aktivitét von tArgU als in vitro Transkript, da die tRNA
nicht in prozessierter Form eingesetzt wurde. Am 5'-Ende enthé@lt ein grofer Anteil der
tRNA-Molekile synthesebedingt sehr wahrscheinlich eine normalerweise inhibierende Tri-
phosphatgruppe. Das 3'-Ende ist sehr wahrscheinlich synthesebedingt heterogen (Schenborn
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& Mierendorf Jr., 1985; Milligan et al., 1987; Triana-Alonso et al., 1995; (Gerrits et d., in
Bearbeitung) und posttranskriptionale Modifikationen fehlen. Hochstwahrscheinlich sind da-
her die fur die Reifung der tRNA erforderlichen Enzyme im zellfreien Tranglationssystem
sehr aktiv oder eine Reifung wird nicht benttigt. Dies macht den Einsatz der unter Standarbe-
dingungen hergestellten tRNA 6konomisch.



76 Ergebnisse

4.4.2 Limitierung der NusA-Synthese

Die geringe Syntheserate von DHFR konnte auf einen Mangel an tRNA fur die Decodierung
der Arginincodons AGA und AGG zuriickgefuhrt werden (Kapitel 4.4.1). Im Vergleich zu der
hohen Konzentration dieser Arginincodons in der DHFR-Sequenz fallt die grof3e Anzahl von
33 der Lysincodons AAG in der fir NusA codierenden Sequenz aus thermus thermophilus
auf. Sollte auch hier die Konzentration der entsprechenden Lysyl-tRNA bzw. deren Ami-
noacylierungseffizienz limitierend fir die Syntheserate von NusA sein, so mufite dies durch
Erhohung der entsprechenden tRNA-Konzentration nachweisbar sein. In Kapitel 4.1.3 wurde
bereits die chimére tRNASerLys vorgestellt, welche beim Ablesen des Codons AAG(LYs), in
Konkurrenz zur endogenen tRNA tLyscyy, Serin- anstelle von Lysinresten in Proteine
einbaut. NusA wurde in Gegenwart verschiedener Konzentrationen von tSerLys trandatiert.
Fur die Quantifizierung des Effekts von tSerLys wurden in drei Reaktionsansétzen jewells
verschiedene “*C-markierte Aminosiuren ei ngesetzt (Abb. 27)

Abb. 27

Einfluf3 von tSerLys auf die Expression von NusA
Die mRNA fir NusA wurde in einer Konzentra-
tion von 200 nM fur die Tranglation von NusA in
Gegenwart verschiedener Mengen tSerLys einge-
C-Leucin | setzt. Um den Effekt von tSerLys quantifizieren
A Mcysin | zu konnen vwrden drel Parallelreaktionen mit je-
weils einer ~ 'C-markierten Aminosdure (Leucin,
Serin und Lysin) durchgefiihrt und die TCA-fall-
150 | bare Radioaktivitét gemessen. In der Grafik ist
/ die relative Radioaktivitdt gegen die tSerLys-
10013

& Konzentration aufgetragen, wobei 100% als die

400
350

g 14C-Serin
300 4 m
250
200

relative fallbare Radioaktivitat [%]

5 relative Aktivitat in Abwesenheit der tRNA defi-
niert sind.

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Bei 5pM tSerLys werden ca. 70% der normaler-

0 1 2 3 4 5 weise eingebauten Lysinreste durch Serinrest e

tSerLys [uM] setzt. Dabei steigt die durch den Einbau von = C-

Leucin reflektierte Ausbeute von NusA auf ca
160 % an. Offenbar ist die endogene beladene Lysyl-tRNA ein limitierender Faktor fur die Synthese von NusA.
Die NusA-codierende mRNA wurde Uber in vitro Transkription unter der Kontrolle von T7 RNA-Polymerase
gemald unserer Standardbedingungen hergestellt. Als Templat wurde hierzu das mit dem Restriktionsenzym
EcoRV verdaute Plasmid pNusA (siehe Kapitel 2, Material) eingesetzt. Dabei definiert die ECORV-Stelle das
Ende des run-off Transkripts.

Die tRNA tSerLys ist sehr aktiv an der Synthese von NusA beteiligt. Bel einer Konzentration
von 5uM tSerLys werden ca. 70% der endogenen Lysyl-tRNA fir das AAG Codon verdrangt,
da der Einbau von 14C-Lysin auf ca. 30 % zurtickgedrangt wird. Dies kann ein Hinweis auf
geringe Aktivitét der endogenen tRNA sein. Jedenfalls wird hier, bezogen auf den Einbau von
14C-Leucin, die Ausbeute des modifiziertem NusA in Gegenwart der chiméaren tRNA auf bis
zu 160 % gesteigert. Damit stellen die endogene Lysyl-tRNA oder die Lysyl-tRNA-Synthe-
tase wahrscheinlich den limitierenden Faktor fir die NusA-Synthese dar.

Der Einflud von tSerLys auf die Homogenitét des synthetisierten NusA Proteins wurde aus
dem Autoradiogramm nach Trennung der Reaktionsansdtze im SDS-Gel ermittelt (Abb. 28).
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Einflufd von tSerLys auf Haupt- und Ne-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 benprodukte von NusA
! Die Trandationsreaktionen fur die Syn-
these von Nu?ﬁ\ wurden in Gegenwart
— S s wm v 4—A | verschiedener © 'C-markierter Aminosdu-
? s 'g“?g - ren und steigenden Mengen an tSerLys
o= 5 E _— whh W T S tRNAdurchgeftihrt. Die Numerierung
g?r Spuren entspricht: 1-4 Eilqbau von
C-Leucin; 5-8 Iﬂnbau von ~ C-Serin;
9-12 Einbau von = 'C-Lysin; mit jeweils

S von links nach rechts 0, 0.4, 2 und 5 uM

M i - - - - — tSerLysim EQAeaktion%\nsatz. In den Spu-

B{ ren 1-4 mit = C-Leucin-Markierung l&f3t
sich der Einfluld von steigenden Mengen

' YcoLeucin ! 4c-serin YC-Lsin tSerLys auf die synthetisierten Haupt-

und Nebenprodukte verfolgen. Vorallem

die mit A markierte Bande fir das vollsténdige NusA Protein nimmt mit steigender Menge tSerLysim Vergleich
zu den Nebenprodukten stark zu. Die absolute, im Phosphoimager gemessene Bandenstérke von NusA nimmt in
Gegenwart von tSerLys auf bis zu 230 % zu. Die meisten Nebenprodukte nehmen dabei in ihrer Intensitét nur
leicht zu oder bleiben in etwa konstant. Einige Banden im markierten Bereich B nehmen sogar deutlich ab. Die
Gegenwart der tRNA tSerLys erhéht damit nicht nur die Gesamtproteinsynthese, sondern auch der Anteil an
vollstdndigem Produkt nimmt deutlich zu.

Aus dem Autoradiogramm ist zu ersehen, dald der Anteil an erwartetem Produkt fir NusA mit
steigender Menge an tSerLys deutlich zu nimmt. Dagegen bleibt die Menge an Nebenpro-
dukten in etwa konstant, bzw. sie nimmt ab (Abb. 28, Bereich B).

In diesem Zusammenhang ist auch hier die Ahnlichkeit der Codons AAG zur Ribosomenbin-
dungsstelle interessant und die Inhibition einer unspezifischen Trandationsinitiation an inter-
nen Bereichen der mRNA in Gegenwart von tSerLys denkbar. M oglicherweise werden trans-
latierende Ribosomen in Abwesenheit der tSerLysin ihrer Bewegung entlang der mRNA auf-
gehalten, da bei der Decodierung von AAG-Codons im Trang ationsapparat die A-Stelle auf-
grund eines Mangels an beladener Lysyl-tRNA Uber langere Zeitraume leer bliebe. Nachfol-
gende Ribosomen wirden aufgestaut und konnten eine Leserasterverschiebung beginstigen
oder gar eine abnormale Termination erzwingen. Die gestauten Ribosomen kénnten weiterhin
eine Inhibition der Bildung neuer Translationskomplexe zur Folge haben. Dies kdnnte zumin-
dest teilweise die beobachtete absolute Ausbeutezunahme und die Steigerung des Anteils an
vollstandigem Produkt in Gegenwart der tSerLys erkléren, wenn die tRNA den Mangel an
endogener tRNA ausgleicht.
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4.5 Einfluld des Trandlationsstopcodons auf die H-FABP-Synthese

Fir E. coli ist bekannt, dal3 eine effiziente Termination der Trandation von der Art des Stop-
codons (UAG, UGA oder UAA) aber auch vom Kontext des Stopcodons abhangen kann
(Poole et al., 1995; Poole et a., 1998; Pavlov et al., 1998; Mottagui-Tabar et a., 1994; Motta-
gui-Tabar, 1998; Bjornsson et al., 1996). Hier wurde der Einflufl3 des Trandlationsstopcodons
auf die in vitro Synthese von H-FABP im Hinblick auf Ausbeute und dem Auftreten von Ne-
benprodukten untersucht.

Eswurden drei Varianten des Plasmids pHMFA hergestellt, welche sich in den Sequenzen um
das Trandationstopcodon unterscheiden. Eine Variante codiert fir das Stopcodon UGA, eine
weitere fur UAA(U). Die dritte Variante codiert fur die zwei hintereinandergeschalteten Stop-
signae UAA,UAA im Lesehrahmen des H-FABP-Gens, sowie fur zwel weitere UAA Codons
im zweiten und dritten Leserahmen (Abb. 29).

Abb. 29
Ausschnitt aus der mHMFA-Se-
_ Gln  Ala Stop quenz um das Trangationsstop-
Variantel ...CAG, GCA, UGA, CCU, GCC, CUC, UCC,UC... | codon
In den Sequenzausschnitten sind
Vaiante2 ...CAG, GCA, UAA, UCU, GCC, CUC, UCC, UC . .. | die letzten beiden Aminosare-
und grau unterlegte Stopcodons
dargestellt. Fir die dritte Variante
Leserahmen® 1 1 2 3 Stopsignale zum Leserahmen der
H-FABP-Sequenz angegeben

Die Varianten von pHMFA (EcoRV) wurden als Templat fir die Proteinsynthese eingesetzt,
die H-FABP-Ausbeuten anhand des Einbaus von “*C-Leucin in TCA-fallbares Translations-
produkt bestimmt (Abb. 30) und die Haupt- und Nebenprodukte anhand eines Autoradio-
gramms nach SDS-PAGE Uberpruft (Abb. 31).

Abb. 30

105000 _ H-FABP-Synthese abhéngig vom Tranglationsstop-

b= codon
£ 90000 —a Drei Plasmidvarianten von pHMFA wurden, nach
g 75000 Restriktionsverdau mit ECORV zur Generierung der
® 60000 Position fir run-off Transkription, in verschiedenen
: Konzentration als Templat fur die H-FABP-Syn-
o 45000 : these eingesetzt. Die Varianten unterscheiden sich
S 30000 - —&— Variante 1 nur im Typ und in der Anzahl der Stopcodons, die

S 15000 xg::gmg g dem L eserahmen fir H-FABP unmittelbar folgen.

l = Die Uber den Einbau von ~"C-Leucin ermittelte Aus-
0 * * * * * beute von H-FABP zeigt praktisch keine Abhéngig-
0 1 2 3 4 5 keit vom Typ und der Anzahl der Translationsstopsi-

Plasmid [nM] gnale.

Anhand der Einbaurate von **C-Leucin 143 sich keine Abhéngigkeit der H-FABP-Ausbeute
vom Typ und der Anzahl der Translationsstopsignale nachweisen.
Dieses Ergebnis steht indirekt im Einklang mit den Untersuchungen zur Synthese von oligo-
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meren Fusionsproteinen (siehe Kapitel 4.3). Auch dort wurden starke Indizien dafiir erhalten,
dal? die Trandationstermination (UGA-Stop) nicht mal3geblich limitierend fur die Synthese
von H-FABP sein kann.

Abb. 31
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
30,0 kDa -
<+— Nebenprodukt A
23 kDa
20,1 kDa -

4— Nebenprodukt B
18 kDa
144kDa-  EENGDEDEDEDED G5 a5 8D 4D 40 o <—\

H-FABP 14,7 kDa

W IO L T i

Bildung von Nebenprodukten bei der H-FABP- Synthese abhéngig vom Transl ationsstopcodon

Diedrel Varianten des Plasmids pHMFA mit unterschiedlichen Transl ationsstopsignalen wurden als Templat far
die Synthese von H-FABP eingesetzt. Nach Trennung der ¥C-markierten Trand ationsprodukte im 15 %
Laemmligel wurde ein Autoradiogramm des Gels erstellt. Die fur die Ansétze in den numerierten Spuren einge-
setzten Template waren: 1. kein Templat; 2-5. Plasmidvariante 1; 6-9 Plasmidvariante 2; 10-13 Plasmidvariante
3. Es wurden jeweils vier Plasmidkonzentrationen eingesetzt; von rechts nach links: 0.1, 0.7, 2 und 5 nM. Zu-
sétzlich wurden nichtradioaktive GroRenstandards aufgetragen (nur im Coomassie-geférbten Gel zu sehen). Bel
der Variante 1 treten im wesentlichen zwei Nebenprodukte (A und B) mit gréfierem Molekulargewicht von ca.
18 kDa und ca. 23 kDa auf. Bei der Variante 2 ist nur das Nebenprodukt B und bel der Variante 3 ist praktisch
kein Nebenprodukt mit groRerem Molekulargewicht als dem des H-FABP detektierbar.

Produkte mit hdherem Molekulargewicht als dem des H-FABP (14,7 kDa) werden im Autora-
diogramm des SDS-Gels nur beim Einsatz der Plasmidvarianten 1 und 2 mit einfachem UGA
Stopcodon bzw. UAA(U) Stopcodon detektiert. Im ersten Fall werden zwei zusétzliche Ban-
den mit einem Molekulargewicht von ca. 23 kDa (Nebenprodukt A) und ca. 18 kDa (Neben-
produkt B), im zweiten Fall nur die Bande mit ca. 18 kDa detektiert. Der prozentuale Antell
der Summe der Radioaktivitdt in den Banden mit héherem Molekulargewicht im Verhdltnis

zur Gesamtradioaktivitét (ganze Gelspur) wurde mit Hilfe des Phosphoimagers bestimmit.
Abb. 32

Anteil hohermolekularer Translationsprodukte abhdngig
vom Stopcodon
Die Trandationsprodukte mit htherem als dem erwarteten
Molekulargewicht wurden im Phosphoimager quantifiziert
2.5 und dessen Anteil an der gesamten Radioaktivitét einer Gel-
spur berechnet. Der Anteil an unspezifischem Trandglations-
produkt im Vergleich zum erwarteten Produkt ist in allen
159 untersuchten Fallen relativ klein.
1.0 Den mit ca. 3 % grofiten Anteil an hohermolekularen Pro-
dukten erhdlt man bei der Variante 1 mit einfachem UGA
Codon. Der Anteil nimmt ab, wenn UGA durch die Sequenz
0.0 1 5 3 UAA(U) ersetzt wird und ist praktisch kaum noch nach-
_ weisbar, wenn drei UAA Codons in alen drei Leserahmen
Variante dem H-FABP-Gen direkt folgen.

3.5

3.0

2.0

0.5

héhermolekulare Produkte [%)]
prozentualer Anteil an Radioaktivitéat
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Der prozentuale Anteil an Radioaktivitét in den Banden mit hdherem Molekulargewicht be-
tragt fur den Ansatz mit Variante 1 (UGA Stopcodon) ca. 3% (Abb. 32). Er halbiert sich im
Ansatz mit Variante 2 (UAAU Stopcodon) und ist bel Anwesenheit von drei Stopcodons in
drei Leserahmen mit Variante 3 kaum noch nachweisbar.

Das theoretisch zu erwartende Molekulargewicht der Trandslationsprodukte, welche bei einem
Durchlesen des reguldren Stopcodons bzw. beim Auftreten einer Leserasterverschiebung
entstehen wirden, sind in der folgenden Tabelle fur alle drel Plasmidvarianten zusam-
mengefaldt (Tab. 16).

Tab. 16

Varianten 1 und 2;

Typ d. néchsten | Leserahmen | Abstand zumregulé& | zusétzlich eingebaute | erwartetes Molekulargewicht
Stopcodons ren Stopcodon [B] Aminosduren [kDa]
UGA 1 18 6 154
UAA 2 94 31 18.1
UAA 3 206 69 22.3
Variante 3:
Typ d. néchsten | Leserahmen | Abstand zumregulé | zusétzlich eingebaute | erwartetes Molekulargewicht
Stopcodons ren Stopcodon[B] Aminosauren [kDd]
UAA 1 0 1 ~14.8
UAA 2 4 2 ~14.9
UAA 3 8 3 ~15.0

Theoretisch zu erwartende Translationsprodukte bei ausbleibender Termination am reguléren Sopcodon
Proteine mit groRerem als dem erwarteten Molekulargewicht sind zu erwarten, wenn die Trandlationstermi-
nation am regul&ren Stopcodon aufgrund eines anomalen Durchlesens oder dem Auftreten einer Leserasterver-
schiebung ausbleibt. Die Molekulargewichte der entsprechenden Produkte, die bei einer Termination am néch-
sten stromabwaérts folgenden Stopcodon entstehen sollten, sind fir alle drei Leserahmen dargestellt.

Die Banden fir die Produkte mit den unterstrichenen Molekulargewichten konnten im Autoradiogramm gefun-
den werden (ca. 18 kDA und ca. 23 kDa, siehe Abb. 31).

Bei einem Durchlesen des reguléren Stopcodons UGA (Variante 1) bzw. UAAU (Variante 2)
und einer Termination am néchsten stromabwarts folgenden Stopcodon ist ein Produkt mit ca.
15,4 kDa zu erwarten. Beim Auftreten einer Leserasterverschiebung kurz vor oder direkt am
Stopcodon, was ebenfalls zu einem Durchlesen fuhrte, wirden Produkte mit 18,1 kDa (Stop
im 2. Leserahmen) und 22,3 kDa (Stop im 3. Leserahmen) entstehen. Tats&chlich werden
Produkte mit ca. 18 kDa bzw. ca. 23 kDa detektiert. Die Sequenzen der Konstrukte mit ein-
fachen Terminationscodons sind bis auf drel Basen am Stopcodon identisch. Trotzdem wer-
den in einem Fall zwel, im anderen Fall nur ein definiertes Nebenprodukt mit héherem Mole-
kulargewicht detektiert. Daher ist eine Leserasterverschiebung vom ersten in den dritten Le-
serahmen direkt am UGA Stopcodon sehr wahrscheinlich. Denn das Nebenprodukt A mit ca
23 kDa (Termination im dritten Leserahmen) tritt im Ansatz mit UAA(U) Stopcodon nicht
auf. Weiterhin ist das Nebenprodukt B mit ca. 18 kDa wahrscheinlich das Ergebnis einer Le-
serasterverschiebung an den Stopcodons UGA als auch UAA(U) vom ersten in den zweiten
Leserahmen. Es kann sich bel den genannten Nebenprodukten nicht um H-FABP-unabhén-
gige Produkte handeln, da bei der Anwesenheit von drel unmittelbar aufeinander folgenden
Stopcodonsin alen drel Leserahmen diese Nebenprodukte nicht mehr auf treten.
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Interessant ist der relativ geringe Anteil an Nebenprodukten, die aus einer Leserasterverschie-
bung am UGA-Codon in diesem System hervorgehen. Aus Untersuchungen in E. coli ging
hervor, dal3 der Unterschied bezlglich der Terminationseffizienz zwischen UAA(U)- und
UGA(C)-Stopsignalen sehr grof3 sein kann (Pavlov et al., 1998; Poole et a., 1998; Poole et
a., 1995). In einem Fall wurde eine mehr as elffach hohere Terminationseffizienz von
UAA(U) gegentiber dem schwéchsten Stopsignal UGA(C) gefunden (Poole et al., 1995). Da
der Anteil an nicht regular terminiertem Produkt in der zellfreien Translation von H-FABP
nur wenige Prozentpunkte betragt, kann das hier verwendete System als sehr effizient beziig-
lich der Trandlationstermination eingeschétzt werden.
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4.6 Messenger RNA — Stabilitéat und Proteinsynthese

4.6.1 Messenger RNA Stabilitét in der in vitro Proteinbiosynthese abhéngig vom 3'-
Terminus

Der Einfluld der 3'-terminalen Sequenz auf die Halbwertzeit der fir H-FABP codierenden
MHMFA im Trandationssystem wurde untersucht. Dabei ist der Einfluld der Lange des 3'-
-nicht-trandlatierten Bereichs (3'-UTR) sowie der Einflu3 einer Sekundérstruktur am 3'-
Terminus auf die Halbwertzeit der mRNA sowie die resultierende Proteinsynthese-Effizienz
von Interesse. Ausgehend von einer Variante des Plasmids pHMFA, pFAsu (Abb. 33),
wurden vier verschiedene mRNAs Uber in vitro Transkription unter der Kontrolle von T7
RNA-Polymerase hergestellt. Die run-off Transkripte unterscheiden sich in der Lange und

Struktur ihrer 3' terminalen Sequenz (Abb. 33).
Abb. 33

Schematische Darstellungder mFA-Va-

( > rianten mit verschiedenen 3'-UTRs
5 e 3 A ohne Stopcodon PFAsv (siehe unten) wurde mit ver-

schiedenen Restriktionsenzymen ge-

( ) schnitten, wodurch die Uber run-off
5 I B: 3-UTRmit 7N Transkription entstehenden 3‘-Enden de-
finiert wurden. Konstrukt A endet in

( ? dem fir H-FABP codierenden Bereich,
5' e 3 C: 3-UTRmit 146 N 23 Codons vor dem Stopcodon. B und C
haben 3'-UTRs von 7 bzw. 146 Nukleo-

5'-Hairpin T7 Terminato h . ”
_ tiden Lange ohne besondere Sekundér-
- codierende Sequenz (3 D 3-.UTR+Terminator | Struktur. Konstrukt D hat als 3'-Termi-

3-UTR nus die starke Sekundérstruktur des T7
Transkriptionsterminators. Die zur De-
finierung der 3'-Enden eingesetzten Restriktionsenzyme sind A: Hindll, B: Smal, C: BamHI und D: EcoRV. Die
hier eingesetzte Variante von pHMFA pFAgy wurde zur Generierung einer Smal Restriktionserkennungs-
sequenz modifiziert. Dazu wurde die Sequenz CCCTCT, vier Nukleotide stromabwérts des Translationsstopco-
dons, durch ortsgerichtete Mutagenese in die Sequenz CCCGGG umgewandelt.

Das Plasmid wurde an verschiedenen Positionen linearisiert. Dabei definieren die Linearisie-
rungsstellen die Uber run-off Transkription entstehenden 3‘-Enden. Variante A endet im co-
dierenden Bereich der mRNA, B kurz nach und Variante C 146 Nukleotide nach dem Trans-
lationsstopcodon. Die Variante D unterscheidet sich von C durch die Anwesenheit der starken
Sekundarstruktur des T7 Transkriptionsterminators am Ende einer zusétzlichen Sequenz von
111 Nukleotiden. Die mit Hilfe von *>S-CTP radioaktiv markierten Transkripte wurden als
Templat fur die Proteinsynthese eingesetzt und paralel der zeitliche Verlauf der Proteinsyn-
these (Abb. 34 und 35) und der mRNA-Degradation (Abb. 36 und 37) gemessen. Um eine
unerwinschte Detektion der Radioaktivitét der mRNA zu vermeiden, wurde jewells ein Tell
der Reaktionsansétze fur die Messung der Proteinsynthese mit Ribonuklease A behandelt.
Entsprechend wurde der andere Teil der Ansétze fir die Bestimmung der zu den bestimmten
Zeitpunkten verbliebenen Radioaktivitét der mRNA mit Proteinase K behandelt.
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Abb. 34

140000 | EinfluB der 3'-UTR auf die Synthese von H-FABP
Die H-FABP-Translation ausgehend von den
mRNA-Varianten A-D mit unterschiedlichen 3°-
UTRs wurden anhand des Einbaus von '*C-Leucin
in TCA-Fillbares Translationsprodukt bestimmt.
Nur Konstrukt D mit der T7 Terminatorstruktur am
3°-Ende ist ein effizientes Templat fiir die H-FABP-
Synthese. Dagegen ist die Translationseffizienz bei
Konstrukt C ohne Terminator auf ca. 15 % redu-
ziert. Eine weitere Halbierung der Proteinsynthese
wird bei Konstrukt B mit minimaler 3°-UTR und
Konstrukt A mit abwesender 3‘-UTR sowie fehlen-
0 100 200 300 400 500 dem Stopcodon beobachtet.

mRNA [nM]

TCA-féllbares Leucin [nM]

Abb. 35

Einflul3 der 3'-UTR auf die Produkthomogenitat
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 Die Reaktionsansitze gemidB Abb. 34 wurden
im 15 % Laemmligel getrennt und ein Autora-
diogramm des Gels erstellt. Der Auftrag in den
numerierten Spuren entspricht: (1-3) Variante
A, (4-6) Variante B, (7-9) Variante C, (10-12)
i ! Variante D und (13) Reaktionsansatz ohne
i A Templat; fiir jede Variante sind von links nach
rechts Reaktionsansitze mit 50, 250 und 500
nM mRNA aufgetragen. Mit steigender Trans-
lationseffizienz, abhédngig von der 3°-UTR
nimmt auch der prozentuale Anteil an vollstin-
| A | B | C | D | digem Produkt im Vergleich zu den gesamten
Translationsprodukten deutlich sichtbar zu.

Die anhand des Einbaus von 'C-Leucin ermittelten Proteinsyntheseraten zeigen eine Korre-
lation von steigender Translationseffizienz mit zunehmender Linge der 3‘-UTR. Eine enorm
gesteigerte Proteinsynthese wird bei Anwesenheit der 3°-terminalen Sekundarstruktur des T7
Transkriptionsterminators beobachtet. Mit steigender Translationseffizienz nimmt auch der
Anteil an vollstindig synthetisiertem Protein im Verhiltnis zur gesamten detektierten Radio-
aktivitit erkennbar zu. Die mRNA ohne Translationsstopcodon weist die geringste der beob-
achteten Syntheseraten auf. Dies ist sehr wahrscheinlich auf eine verringerte Regeneration der
Ribosomen zuriickzufiihren, da durch eine ausbleibende, geregelte Termination die mog-
licherweise auf der mRNA immobilisierten Ribosomenuntereinheiten nicht mehr fiir die
Translationsinitiation einer neuen Peptidkette zur verfiigung stehen.

Offenbar sind die Lange der 3‘-UTR und die Auspriagung einer Sekundarstruktur am 3‘-Ende
von sehr grofler Bedeutung fiir die Syntheseausbeute von H-FABP.
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Abb. 36

123 4 56 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 Degradation der mRNA-Varianten mit
- unterschiedlichen 3'-UTRs
Aus Aliquots der Translationsreaktio-
nen, fir die jeweils 250 nM der
- - - mRNA-Varianten A-D eingesetzt wur-
8 den, wurde die zu verschiedenen Zeit-
- punkten verbliebene, radioaktiv mar-
kierte mRNA aufgereinigt und im de-
naturierenden 5 % Polyacrylamidgel
getrennt. Die Auftragung in den
numerierten Spuren entsprechend der
Varianten ist: (1-6) A, 392 Nt; (7-12)
B, 471 Nt; (13-18) C, 610 Nt und (19-
24) D, 746 Nt. Die Aliquots wurden
den Translationsreaktionen zu den
Zeitpunkten 0, 7.5, 15, 30, 50 und 90
min (jeweils von links nach rechts)
entnommen. Nur bei Anwesenheit der starken Sekundérstruktur des T7 Transkriptionsterminators in Variante D
ist intakte mRNA nach 30 Minuten Inkubationszeit in signifikanter Menge noch nachweisbar. Alle anderen Va-
rianten werden wesentlich schneller abgebaut. Variante C mit einer 3°-UTR von 146 N Lénge zeigt geringfiigig
hohere Stabilitit als die Varianten A und B ohne nennenswerte 3‘-UTR.

-

Abb. 37
100 Quantifierung der Degradation der mMRNA-
u\ m p | Variantenmit unterschiedlichen 3'-UTRs

90 1 Die Radioaktivitdt im Gel aus Abb. 36 wurde mit
80 - ® C | Hilfe des Phosphoimagers quantifiziert. Dargestellt
70 - mA ist der zum jeweiligen Zeitpunkt verbliebene pro-
S A B | zentuale Anteil der Bande mit vollstandiger
< 60 1 mRNA. Daraus kann die Halbwertzeit der mRNA-
X 50 - Variante D zu ~ 65 min und die der Varianten A-C
g 40 1 zu ~ 5 min bestimmt werden. Aus dem Diagramm
% wird noch einmal sehr deutlich, dall nur die Va-
£ 307 riante mit 3‘-terminaler Sekundérstruktur iiber ei-
20 - nen lingeren Zeitraum Resistenz gegen Degrada-
10 - tion zeigt. Der Endstéindige T7 Transkriptionster-
0 A . . minator schu-tzt sehr Yvahrschelnhch die mRNA ge-

o 10 20 30 40 50 60 70 8 90 gen enzymatischen 3 ‘-exonucleolytischen Abbau.

Zeit [min]

Die Halbwertzeit der untersuchten mRNA-Varianten im verwendeten Translationssystem ist
extrem abhdngig von der Grofle der 3°-UTR bzw. der Struktur des 3‘-Endes. mRNA ohne
Terminator degradiert sehr schnell mit Halbwertzeiten im Bereich von ungefdhr 5 Minuten.
Bei Anwesenheit der 146 Nucleotide umfassenden 3° UTR ohne besondere Sekundarstruktur
ist die Halbwertzeit geringfiigig erhoht. Bei Anwesenheit der starken Sekundérstruktur des T7
Transkriptionsterminators ist jedoch intakte mRNA auch nach 30 Minuten Inkubationszeit in
groBer Menge nachweisbar. In diesem Fall ist die Halbwertzeit der mRNA
(mHMFA(EcoRV)) mit etwa 65 Minuten ca. 13 mal gréBer als bei mRNA ohne Terminator.

Die Proteinsyntheseraten korrelieren direkt mit den entsprechenden Halbwertzeiten der
mRNAs. So findet nur in Gegenwart des Terminators effiziente Proteinsynthese statt. Es ist
hochst wahrscheinlich, da3 die Effizienz der Translation von der mRNA-Stabilitét abhangt.
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Es wird postuliert, dal3 die mMRNA vom 3* Ende her durch Exoribonucleaseaktivitét abgebaut
wird. In diesem Fall wirkt die Sekundarstruktur des T7 Transkriptionsterminators stark inhi-
bierend auf die Exonucleaseaktivitét. Auch die wenig strukturierte 3* UTR hat einen geringen,
aber nachweisbaren, inhibierenden Effekt auf den Abbau der mRNA. Trotz der veranderten
Reaktionsbedingungen des zellfreien Systems und nicht stattfindender Koexpression zahl-
reicher Gene, steht dieses Ergebnis im Einklang mit friher gemachten Beobachtungen in E.
coli, wonach 3*-terminale Sekundarstrukturen mRNA stabilisieren konnen (Bechhofer, 1993;
Platt, 1986; Makrides, 1996; Mertens et a., 1996; Fuchs, 1997) und damit oftmals eine
erhohte Expression des betreffenden Gens bewirken (Higgins et al., 1993).

Fir die mRNA-Variante ohne Stopcodon (A) wurde ein Pausieren der Ribosomen am
3‘-Ende der mRNA aufgrund ausbleibender Trandationstermination postuliert. Sollten Ribo-
somen tatséchlich das 3'-Ende der mRNA bedecken, so wére damit jedoch kein Schutz der
MRNA vor exonucleolytischem Abbau verbunden, da diese mRNA vergleichsweise schnell
degradiert. Moglicherweise wirkt hier ein Mechanismus zur Vermittlung einer aternativen
Trandationstermination (Keiler et al., 1996). Demnach erkennt der Ribonukleoproteinkom-
plex SsrA nicht terminierte Komplexe aus mRNA, Ribosom und naszierendem Peptid und
setzt seine eigene Stopcodon enthaltende RNA as Templat anstelle der Stopcodon-losen
MRNA.. Die C-terminale Aminosauresequenz des entstehenden chiméren Proteins dient dabel
als Erkennungssequenz fur die proteolytische Degradation des Proteins. Dies konnte erklaren
warum die nicht mehr am 3'-Ende geschiitze mRNA schnell abgebaut wird und auch kein
spezifisches Trandlationsprodukt nachweisbar ist.



86 Ergebnisse

4.6.2 EinfluR der Trandation auf die mRNA-Stabilitat

Welchen Einflu® hat die Trandation auf die Stabilitdt einer MRNA? Es wurde analysiert in
wie weit ein aktiver Trandationsapparat gegen mRNA-Degradation schiitzen kann. Dazu
wurde die Halbwertzeit der fir H-FABP codierenden mMRNA mHMFA (EcoRV) bei minima-
ler, bei partieller und bel vollstandiger Trandlation untersucht. Um eine vorzeitige Termina-
tion der Tranglation herbeizufihren, wurden mRNASs mit amber Stopcodons (UAG) anstelle
der Codons 3 und 88 in dem 133 Codons umfassenden Leserahmen des H-FABP-Gens einge-
setzt (Gerrits et al., 2001). Zusétzlich wurden die eingefihrten Stopcodons mit Hilfe einer
amber Suppressor-tRNA Uberlesen, um eine vollstandige Trandation wiederherzustellen.
Dabei ist zu beachten, dal3 eine 3'-exonukleolytische Degradation des Transkripts durch die
Anwesenheit einer 3'-terminalen Sekundarstruktur stark inhibiert ist (siehe Kapitel 4.6.1).
Hier wird in erster Linie der Einflu3 der Trandationseffizienz auf die endonukleolytische
Spaltung von mRNA untersucht.

Die radioaktiv markierten Transkripte “Wildtyp" (MHMFA(EcoRV)), “amb3* (MHMFA znh3
(EcoRV)) und “amb88* wurden fur die Trandation eingesetzt. Die Proteinsynthese fand in
Ab- und Anwesenheit der in vitro transkribierten amber-Suppressor-tRNA tSer+1 (Gerrits et
a., 2001) statt. Der zeitliche Verlauf der Proteinsynthese as auch der mRNA-Degradation
wurde wie bereits in Kapitel 4.6.1 beschrieben wahrend der Trandation gemessen. Dazu
wurde die Proteinausbeute anhand des Einbaus von **C-Leucin in TCA-fdlbares Material
(Abb. 38) und die Homogenitét der Trandlationsprodukte Uber das Autoradiogramm eines
SDS-Gelss bestimmt (Abb. 39). Die zu den verschiedenen Zeitpunkten verbliebene Menge an
RNA wurde anhand der TCA-féllbaren Radioaktivitét bestimmt (Abb. 40). Die RNA wurde
aufgereinigt, im denaturierenden Polyacrylamidgel getrennt und die entstandenen Fragmente
im Autoradiogramm des Gels detektiert (Abb. 41).

Abb. 38
Tranglation von mHMFA und amber-Varian-
10500 ten — Einflul der amber-Suppressor tRNA

W Wildtyp 400 nM der mRNAs Wildtyp, amb3 und
S 90001 ' amb88 wurden als Templat fir die Protein-
= 7500 | W Wildtyp +1Sersu* 1| qnthese in Ab- und Abwesenheit von 2 puM
S @ amb3 +tSersu+1 | der in vitro transkribierten amber-Suppressor
2 6000 tRNA tSersuial eingesetzt. Die anhand des
@ A amb8s +tSersu+1 | Einbaus von ~ C-Leucin ermittelten Synthese-
4500 | A ambss raten spiegeln in erster N&herung die Masse-
= ausbeute der Trandationsprodukte wieder, da
& 30007 @ amb3 das 88 Aminosaurereste umfassende, verkirzte
e 1500 1 H-FABP etwa das selbe Verhaltnis Leucin zu

¢ ohne Templat Masse aufweist wie das vollstandige Produkt.
o — Die effizienteste Trandation geht von der
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 V\ﬁld%p MRNA aus. Der Einbau von etwa 103
Zeit [min] MM ~C-Leucin nach 90 min Inkubation ent-

spricht einer Ausbeute von 11.4 pM bzw.
170 pg/ml H-FABP. In Gegenwart von tSersu+1 ist die Ausbeute leicht reduziert. Fir amb3 ist eine geringe
Menge Translationsprodukt nachweisbar, das erwartete Syntheseprodukt, das Dipeptid Methionylvalin wird je-
doch nicht radioaktiv markiert. In Gegenwart von tSersu+1 ist die H-FABP-Synthese verglichen mit dem Wild-
typ jedoch weitgehend wiederhergestellt. Ausgehend von amb88 ist die Trandationsausbeute relativ gering.
Auch in Gegenwart der Suppressor tRNA erreicht die Syntheseleistung im Vergleich zum Wildtyp nur etwa
50 %. Templatunabhéngige Trangdlation ist praktisch nicht nachweisbar.
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Basierend auf den Ergebnissen des Einbaus von %C-Leucin verlauft die Protei nsynthese am
effektivsten mit der unmodifizierten MRNA. Die Anwesenheit der Suppressor tRNA inhibiert
die Trandation geringfiigig. In Abwesenheit der Suppressor tRNA findet fir die amb3 Va
riante geringe Synthese statt. Bei Suppression ist die Synthese zu ca. 80%, im Vergleich zum
Wildtyp, wiederhergestellt. Fir die amb88 Variante wird ohne Suppression nur maldige, mit
Suppression etwas starkere aber im Vergleich zum Wildtyp mit 50% Ausbeute relativ geringe
Trandlation detektiert. Templatunabhéngige Trand ationsprodukte sind kaum nachwei sbar.

Abb. 39

Amber-Suppression von mHMFA und
den Varianten amb3 und amb88
- Die Trandlationsprodukte wie in Abb. 38
beschrieben wurden im 15 % Laemmli-
gel elektrophoretisch getrennt und ein
- Autoradiogramm des Gels erstellt. Der
Auftrag in den numerierten Spuren ent-
e spricht: (1-4) Wildtyp, (5-8) Wildtyp +
ot St o4 el ne Suppressor tRNA, (9-12) amb3, (13-16)
amb3 + Suppressor tRNA, (17) radioak-
tiv markierte Molekulargewicht-Stan-
dards von oben: 30 kDa, 21.5 kDa, 12.5
- kDa, 6.5 kDa und 5.7 kDa, (18-21)
amb88, (22-25) amb88 + Suppressor
| Wildtyp | Wildtyp | amb3 | amb3 | | ambss | ambss |k.T.| | IRNA, (26-27) ohne Templat. Von den
+isu+l +tsu+l +tsu+l Resktionsansdtzen mit Templat wurden
Aliquots nach 0, 10, 45 und 90 min In-
kubationszeit aufgetragen (jeweils von links nach rechts). Die Mef3punkte aus der Reaktion ohne Templat ent-
sprechen O und 90 min.
Alle Trandationsprodukte erscheinen als klare Banden mit erwartetem Molekulargewicht. Die Suppressionsef-
fizienz, definiert als das molare Verhdtnis. Suppressionsprodukt/(Suppressionsprodukt + Terminationsprodukt),
fir den Ansatz mit amb88 und Suppressor-tRNAbetragt ca. 70%. Fir diese Berechnung wurden die Bandenin-
tensitéten im Phosphoimigar quantifiziert und die molare Yc-Aktivitét der Transl ationsprodukte berticksichtigt.
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Aus dem Autoradiogramm des Proteingels geht hervor, dal3 weitgehend homogene Produkte
mit erwartetem Molekulargewicht synthetisiert wurden. Bel Anwesenheit der Suppressor
tRNA findet eine effiziente Suppression statt und das vollstandige Protein wird gebildet.
Ausgehend von der mRNA-V ariante amb88 wird elne Suppressionsrate (molare Ausbeute des
Suppressionsproduktes im Verhdtnis zur Summe der molaren Ausbeuten von Suppressions-
und Terminationsprodukt) von ca. 70 % ermittelt (Gerrits et a., 2001). Dabei ist die
Suppressionrate etwas zeitabhangig (nicht dargestellt).

Zur Bestimmung der zeitlichen mRNA-Degradation wurde zu verschiedenen Zeitpunkten die
verbliebene TCA-fallbare Radioaktivitét der *>S-markierten Transkri pte in der Trandations-
reaktion nach Behandlung mit Proteinase K gemessen. Aus Voruntersuchungen ist bekannt,
dal? der grofdte Anteil der mef3baren Radioaktivitét mit > 95 % dem vollstandigen Transkript
zukommt und wenig intermedidre Abbaufragmente nachweisbar sind. Daher stimmen die
relativen Meldwerte aus TCA-Fallung und der Detektion des vollsténdigen Produkts im
Autoradiogramm des RNA-Gels gut Uberein.
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Abb. 40

100 Degradation von mHMFA und deren am-
ber-Varianten — Einflu? der amber-

90 7 = Wildtyp Suppressor tRNA
80 1 , Die radioaktiv markierten Transkripte
< 70 W Wildtyp + tSersu+1 Wildtyp, amb3 und amb88 wurden in Ab-
< 6 ® amb3 + tSersu+1 | und Abwesenheit der amber-Suppressor —
Z tRNA fir die Proteinsynthese eingesetzt.
o 507 Die RNA-Degradation wurde Uber die zu
S 401 A amb88 +tSersu+1| den verschiedenen Zeitpunkten verblie-
e 301 Aamb8s bgne TCA-f;'\II_bare Radioakti\_/itat be-
S stimmt. Prinzipiell konnen zwei Klassen
F 207 ”\\"\r\ ® amb3 des Verlaufs der RNA-Degradation unter-
10 schieden werden. Die erste, langsamer de-
0 gradierende Klasse setzt sich zusammen
aus Reaktionsansdtzen mit Wildtyp, Wild-
0o 1 ;Zi ¢ [m4i(:]] %0 6070 typ + Suppressor tRNA und amb3 +
Suppressor tRNA. Hier werden nach 25

min Inkubation noch ca. 40 % félbare RNA detektiert. Die zweite Klasse mit schnellerem Abbau der Trans-
kripte betrifft die Ansétze mit amb3, amb88 und amb88 + Suppressor tRNA. Hier ist nach 25 min mit ca. 20 %
Rest-RNA gegentiber der ersten Klasse nur noch etwa die Hélfte an verbliebenem Transkript nachweisbar.

Basierend auf der Messung der zu den verschiedenen Zeipunkten verbliebenen falbaren RNA
zeigte sich, dal3 einige mMRNAs ahnlich schnell degradiert werden, wahrend die anderen
MRNAS eine vergleichbare langsamere Degradation zeigen. Langsamere Degradation findet
bei Reaktionsansédtzen mit unmodifizierter mRNA in An- und Abwesenheit der Suppressor
tRNA sowie mit amb3 in Anwesenheit der Suppressor tRNA statt. Ein schnellerer Abbau
wird fr Ansdtze mit amb3 und amb88 in Abwesenheit der Suppressor tRNA sowie mit
amb88 in Gegenwart der Suppressor tRNA beobachtet. Im ersten Fal werden nach 25
Minuten noch ca. 40% der fur die Trandation eingesetzten RNA detektiert. Im zweiten Fall

betragt dieser Wert nach 25 Minuten mit ca. 20 % nur noch etwa die Halfte.
Abb. 41

Degradation der Wildtyp mRNA
und deren amb3 Variante ab-
hangig von amber-Suppression
Zu verschiedenen Zeitpunkten
der Trandation wurden die ra
dioaktiv markierten Transkripte
aufgereinigt und auf ein denatu-
rierendes 5,3 % Polyacrylamid-
gel aufgetragen. Dargestellt ist
-90N | das Autoradiogramm des Gels.
Der Auftrag in den numerierten
Spuren entspricht Reaktionsan-
sitzen mit:  (1-6) Wildtyp
MRNA, (7-12) Wildtyp mRNA
+ Suppressor tRNA, (13-18)
amb3 mRNA, (19-24) amb3
MRNA + Suppressor tRNA und
| wildtyp | wildtyp + tsu+1 | amb3 | amb3+tsu+l | (25) radioaktiv markierte
Grolenstandards. Die Mef3-
punkte fir die vier Reaktionsansétze entsprechen jeweils von links nach rechts: 0, 7.5, 15, 45 und 70 min. Fr
die Reaktion mit amb3 ohne Suppressor tRNA und ohne nachweishare Proteinsynthese, ist die schnellere Degra-
dation der amb3 mRNA (Spuren 13-18) deutlich erkennbar. Interessanterweise wird fir alle Ansdtze nur eine
minimale Menge an intermedidren Degradationsfragmenten bis hin zu sehr kleinen RNAs von ca. 26 Nukleoti-
den Lénge detektiert.
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Abb. 42

Degradation der Wildtyp mRNA
und dessen amb88 Variante ab-
- 746 N | N@Ngig von amber-Suppression
— _39onN | Auf diesem Autoradiogramm
ist der zeitliche Verlauf der De-
gradation von amb88 in Reak-
tionsansdtzen ohne und mit
Suppressor tRNA zu sehen. Zur
Kontrolle sind hier wie in Abb.
®=-90N |41 die entsprechenden Auftra-
gungen der Wildtyp-Reaktionen
aufgefiihrt. Der Auftrag in den
numerierten Spuren entspricht
Reaktionsansétzen mit: (1-6)
Wildtyp mRNA, (7-12) Wildtyp
26N | MRNA + Suppressor tRNA,
(13-18) amb88 mRNA, (19-24)
[ Wildtyp | Wildtyp + tsu+1 | ambs8 | amb8s + tsu+1 | amb88 mMRNA + Suppressor
tRNA und (25) radioaktiv mar-
kierte Grolenstandards. Im Autoradiogramm ist der gegeniber dem Wildtyp schnellere Abbau der amb88
MRNA zu erkennen. Die beschleunigte Degradation ist hier weitgehend unabhéngig von der Anwesenheit der
Suppressor tRNA wahrend der Trandlation.
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In den Autoradiogrammen der gelelektrophoretischen Trennungen sind radioaktiv markierte
RNAs bis hin zu kleinen Fragmenten von etwa 20 Nukleotiden zu sehen. In den meisten Fal-
len sind mehr as 95% der im Phosphoimager detektierten Radioaktivitét in der Bande mit
vollstandiger mRNA wiederzufinden. Das heif3t der Anteil an Degradationsfragmenten betragt
weniger as 5 %. Daher konnen die Mef3werte aus der TCA-Fallung in sehr guter Naherung -
anstelle der Mel3werte fur vollstandiges Produkt im Gel - zur Auswertung der tatséchlichen
zeitlichen Degradation der mRNAS herangezogen werden. Das Bandenmuster der verkirzten
Fragmente ist prinzipiell bei allen mRNA-Varianten sehr dhnlich und damit weitestgehend
unabhangig von der Anwesenheit der Suppressor tRNA.

Vergleicht man die Geschwindigkeiten der mRNA-Degradationen mit der Proteinsyn-
theseeffizienz, so ist ein gute Korrelation festzustellen. Die grofdten Halbwertzeiten weisen
MRNAS auf, welche mit hohen Trand ationsraten verbunden sind. Das sind die unmodifizierte
MRNA unabhangig von der Anwesenheit der Suppressor tRNA und die amb3 Variante bel ef-
fizienter Suppression. In diesen Féllen wird das vollstdndige Protein synthetisiert. Bel der
vorzeitigen Termination der Trandation im Falle von amb3 in Abwesenheit der Suppressor
tRNA wird die mRNA dagegen wesentlich schneller degradiert. Die Halbwertzeit ist hier auf
etwa die Halfte reduziert. Im Falle der amb88 mRNA wird verglichen mit der unmodifizierten
MRNA weniger Protein synthetisiert. Auch in Anwesenheit der Suppressor tRNA wird die
Trandationeffizienz nicht vollstandig wiederhergestellt und ca. 30 % der molaren Ausbeute
an Polypeptiden entspricht dem Terminationsprodukt. Die amb88 mMRNA ist unabhéngig von
der Suppressor tRNA vergleichsweise instabil.

Zusammengefaldt ist hier ein kausaler Zusammenhang zwischen Trandationseffizienz und
MRNA-Stabilitét sehr wahrscheinlich. Je haufiger eine mRNA trangdlatiert wird und je grofder
der trandatierte Bereich, um so grof3er ist ihre Halbwertzeit.
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Dadie Trandation selbst die Halbwertzeit der mRNA beinflufdt, wird postuliert, dal3 der auf
der mMRNA wandernde Translationskomplex die mRNA vor Degradation schiitzt. Die hier ein-
gesetzten mMRNAS weisen an beiden Enden starke Sekundérstrukturen auf, welche einen an
den Enden initiierten Abbau inhibieren (Mertens et a., 1996). Vermutlich ist der geschwin-
digkeitsbestimmende Schritt bei der mMRNA-Degradation im Tranglationssystem ein endo-
nukleolytischer Prozess. In diesem Fall wére das Ende eines stromaufwarts liegenden Spalt-
fragments nicht mehr durch eine Sekundarstruktur geschiitzt. Dieses Fragment wirde dann
mit hoher Geschwindigkeit von Exoribonucleasen abgebaut. Das nicht mehr trandatierbare
stromabwaérts liegende Spaltfragment verlore den schitzenden Transationsapparat. Dies
konnte erklaren, dal3 trotz der beobachteten Abnahme der intakten mMRNA mit der Zeit kaum
Degradationsintermediate im Autoradiogramm des Gels detektierbar sind.

Nilsson et a. (1987) berichteten eine Destabilisierung der bla mRNA, wenn ein Stopcodon
innerhalb der der ersten 26 Codons eingefiigt wurde. Dagegen war die Stabilitét normal, wenn
das Stopcodon weiter stromabwarts lag. Es blieb jedoch ungeklért, ob die Destabilisierung der
MRNA auch das Resultat einer reduzierten Proteinsyntheseeffizienz, z.B. aufgrund einer ver-
anderten mRNA-Faltung oder eines veranderten Kontexts fur die Tranglationstermination,
sein konnte. Tatsachlich wurde hier eine Destabilisierung der amb88 mRNA bebachtet. Der
Grund hierfUr scheint nicht die vorzeitige Termination selbst, sondern eine reduzierte Trans-
lationseffizienz zu sein, da auch bel hoher amber Suppressionseffizienz die normale Stabilitéat
nicht wieder hergestellt wird.

Letztlich wird hier die Hypothese unterstiitzt, nach der eine mRNA nicht per se gegen endo-
nukleolytischen Abbau stabil sein muf3, um hohe Trandationsraten erzielen zu kénnen. Viel-
mehr scheint eine effizient trandatierte mMRNA durch die Trangdlation selbst stabilisiert zu
werden. Die dadurch erhdhte Halbwertzeit hat dann in synergetischer Weise wiederum eine
verbesserte Proteinsynthese zur Folge.
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4.6.3 Einflul3 von Trangationsantibiotika auf Proteinbiosynthese und mRNA-Stabilitat

Hat die Blockierung einzelner Schritte der Trandation verschiedene EinflUsse auf die mRNA-
Stabilitét? Die Translation von mHMFA wurde auf unterschiedliche Weise inhibiert und nach
einer Korrelation zu der resultierenden Stabilitdt einer mRNA gesucht:

a) durch Eliminierung der Ribosomenbindungstelle und

b) durch die Wirkung eines Antibiotikums der Initiation der Trandation
(Aurintricarbonsaure, ATA) und

c) durch verschiedene Antibiotika, die die Elongation der Trandation inhibieren
(Chloramphenicol und Puromycin)

Dabei ist fur Chloramphenicol bekannt, dal3 es zu einem Festsetzen trandatierender Riboso-
men auf der mRNA fuhrt , wahrend Puromycin eine Trennung des Komplexes aus Ribosomen
MRNA und nascierendem Peptid bewirkt (Schneider et a., 1978; Pato et al., 1973).

Weiterhin ist aus Untersuchungen in vivo bekannt, dal3 mindestens ein Translationsantibioti-
kum einen unspezifischen, MRNA stabilisierenden Effekt zeigt. Es wurde fur Chlorampheni-
col ein indirekter Effekt postuliert, nach dem eine induzierte, gesteigerte rRNA-Synthese zu
einer Abséttigung der im System vorhandenen Endoribonucleasen fihren kdnnte (Lopez et
al., 1998).

Hier werden die Vorteile des in vitro Trandationsystems ausgenutzt: Effekte, die sich in
lebenden Systemen auf DNA-Replikations- oder Transkriptionsebene abspielen und nur
indirekten Einfluf auf die Trandationseffizienz und die mRNA Stabilitét haben, konnen hier
nicht das Ergebnis nicht verfa schen.

Eine Variante der fur H-FABP codierenden mRNA mHMFA(EcoRV) (kurz: mFA) mit inak-
tiver Ribosomenbindungstelle, mMHMFAOSD(EcoRV) (kurzz mFAOSD), wurde hergestellt.
Dazu wurden drei Basen im Bereich der Shine-Dalgarno Sequenz mutiert (Abb. 43).
MFAQOSD dient als Beispiel einer nicht trandatierbaren mRNA. Dabel ist zu erwarten, dal3 die
Trandation bereits im Ansatz, ndmlich in der Bildung von 30S - Initiationspartikeln, inhibiert
ist.

Abb. 43

Sequenzauschnit  aus Tranglationsi-

nitiationsbereich von mFA und

mFAOSD

Die drei fett gedruckten Nukleotide

TTTAACTTTAAGTACTAGATATACCATGGTGGAC ~ mFAOSD | Wurden zur Eliminierung der Riboso-
T s menbindungsaktivitdt der Shine-Dal-

Shine-Dalgarno Sequenzbereich ~ Startcodon garno Sequenz in MFAOSD mutiert.

TTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGTGGAC mFA

Die beiden mRNAs mit und ohne Shine-Dalgarno Sequenz wurden fUr die in vitro
Proteinsynthese eingesetzt und die Trandationsaktivitdt sowie die MRNA-Stabilitét
untersucht. Zusétzlich wurden diese beiden mRNAs in Gegenwart der Antibiotika ATA,
Chloramphenicol und Puromycin im System eingesetzt.
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Die Trandationsantibiotika ATA, Chloramphenicol und Puromycin wurden in Konzentratio-
nen von 0-150 uM zusammen mit jeweils einer der beiden mRNA Varianten im in vitro
Trandationsystem inkubiert. Die resultierende Proteinsynthese wurde anhand des Einbaus
von *C-Leucin in TCA-f4llbares Trandati onsprodukt (Abb. 44) und anhand eines Autoradio-
gramms nach Trennung im SDS-Gel bestimmt (Abb. 45).

Abb. 44

6000 Inhibition der H-FABP-Synthese

T . durch Tranglationsantibiotika
Z 8000 | Puromyen mFA (400 nM) wurde im Trans-
_‘:‘; 7000 - O - ATA lationssystem fir 70 min in Gegen-
T 5000 A\ wart von 0, 5, 20, 60 und 150 pM der
o | O — A— Chloramphenicol | Antibiotika ATA, Chloramphenicol
< 5000 + \ und Puromycin inkubiert. Dargestellt
S 4000 4 ist die anhand des Einbaus von **C-
£ 3000 Leucin in TCA-falbares Trans-
S 2000 | x lationsprodukt  gemessene  Protein-
E 1000 _ synthese in Abhangigkeit der ent-
= . sprechemnden  Antibiotikumkonzen-
s 0 | ‘ S/ | === | {ration. Alle verwendeten Antibiotika
0 20 40 60 140 inhibieren die H-FABP-Synthese be-
Antibiotikum [uM] reits stark bel Konzentrationen um 20
MM und ab 60 pM nahezu vollsténdig.

Alle verwendeten Antibiotika inhibieren die H-FABP-Synthese bereits stark bei Konzen-
trationen um 20 UM und nahezu vollstandig bei Konzentrationen ab 60 pM.
Abb. 45

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 Inhibition der H-FABP-Synthese
durch Translationsantibiotika

-30kDa [ Nach Trandation von H-FABP
in Gegenwart der Antibiotika
wurden die Reaktionsansétze im
15 % Laemmligel getrennt und
ein Autoradiogramm des Gels
erstellt. Die Ansétze in den nu-
— - — “125kba | merierten Spuren entsprechen:
(1-4) mFA + ATA, (5-8) mFA +
-6.5kba | Chloramphenicol, (9-12) mFA +
Puromycin, (13) mFA ohne An-
tibiotikum, (14) mFAOSD, (15)
-3.4kDa | Reaktionsansatz ohne Templat
-2.3kDa | ynd (16) radioaktiv markierte
| ATA | chioramphenicol | Puromycin |~ ohne | Molekulargewichtstandards. Die
Antibiotika wurden in Konzen-
trationen von 5, 20, 60 und 150 pM (jewells von links nach rechts) eingesetzt. Die Bandenintensitét von H-
FABP nimmt mit zunehemender Antibiotikumkonzentration wie erwartet ab. Fir mFAOSD, der mRNA ohne
aktive Ribosomenbindungstelle, sowie fur den Reaktionsansatz ohne Templat kann wie erwartet kein spezifi-
sches Translationsprodukt nachgewiesen werden. Ein Einfluf? der Antibiotika auf die Anzahl und die Menge an
Nebenprodukten wird nicht beobachtet. Das heif3t, die Uber TCA-Falung ermittelten Mengen an synthetisiertem
Protein (Abb. 44) sind weitestgehend dem vollsténdig synthetisierten H-FABP zuzuordnen.

-21.5 kDa

Der verbliebene Anteil der radioaktiv markierten Transkripte aus den Translationsansétzen
mit Antibiotikum wurde zu verschieden Zeitpunkten mittels TCA-Falung (Abb. 46) und an-
hand der Autoradiogramme nach gelelektrophoretischer Trennung ermittelt (Abb. 47).
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Zuvor wurde fiir Chloramphenicol der optimale Zeitpunkt der Zugabe zum Translationsystem
untersucht. Fiir Chloramphenicol sollte ein spezifischer, schiitzender Effekt fiir die mRNA
durch festgesetzte Ribosomen nur zu erwarten sein, wenn zuvor eine kurzzeitige Translation
fiir ein mindestens einmaliges Bedecken der mRNA durch translatierende Ribosomen erfolgt
war. Dazu wurde das Antibiotikum nach 0, 2.5, 5 und 15 min Inkubationszeit eingesetzt. Tat-
sdchlich konnte praktisch kein EinfluB des Zeitpunkts der Chloramphenicolzugabe zum
Translationsystem auf die Stabilitdt von mFA nachgewiesen werden (nicht dargestellt).

Um jedoch die Wirkung der Antibiotika wihrend der aktiven Proteinsynthese untersuchen zu
konnen wurden die beiden mFA-Varianten mit und ohne aktive Ribosomenbindungstelle vor
der Zugabe aller Antibiotika fiir vier Minuten im Translationsystem vorinkubiert.

Abb. 46

Antibiotikumabhangige De-
A1 ATA und mFAOSD Az ATA und mFA gradation von mFA mit und
100, ohne  Ribosomenbindung-
] stelle
Die radioaktiv markierten
mRNAs mFA und
mFAOSD wurden als Tem-
plat fiir die Proteinsynthese
in An- und Abwesenheit der
Antibiotika ATA, Chloram-
phenicol und Puromycin
eingesetzt. Der Verlauf des
mRNA-Abbaus wurde an-

] =
o
o

fallbare Radioaktivitat [%

100 10 20 30 40 20 60 57‘0 10 ; : : ; ; ; . | hand der zum jeweiligen
0 10 20 30 40 50 60 70| Zeipunkt verbliebenen
Zeit [min] Zeit [min] TCA-fdllbaren Radioaktivi-

tit gemessen.

B Chloramphenicol, mFA und mFAOSD |C Puromycin, mFA und mFAOSD A;: mFAOSD und ATA;
100! die Symbole entsprechen
Ansdtzen mit ATA-Kon-
zentrationen von: A (ge-
strichelt) 0 uM , m 5 uM o
50 uM, & 150 uM.

Az mFA und ATA; Sym-
bole entsprechend A;.

B: B (gestrichelt) nur mFA,

=
o
o

fallbare Radioaktivitat [%]

104 - . 101
] e B (durchgehend) mFA und
1 1 150 uM Chlpramphenlcol,
e e [ ) (gestrichelt) nur
1] ; ; ; ; ‘ ‘ ‘ 1] ; ; ; ; ; ; . | mFAOSD, @ (durchge-
0O 10 20 30 40 50 60 70 0O 10 20 30 40 50 60 70
Zeit [min] Zeit [min]

hend) mFAOSD und 150 uM Chloramphenicol.

C: m (gestrichelt) nur mFA, B (durchgehend) mFA und 150 uM Puromycin, ® (gestrichelt) nur
mFAOSD, @ (durchgehend) mFAOSD und 150 pM Puromycin.
Aus den Abbildungen A; und A, geht eine Stabilisierung sowohl von mFA als auch von mFAOSD hervor.
Selbst bei der geringen Konzentration von 5 uM ATA wird nach 35 min Inkubationszeit fiir mFAOSD noch
etwa doppelt soviel fillbares Trankript detektiert wie im Reaktionsansatz ohne ATA. Auch fiir mFA wird bei 5
UM ATA eine signifikante Verlangsamung des Abbaus gemessen. Bei hoher ATA-Konzentration findet bei bei-
den mRNAs kaum noch Degradation statt.
Der Abbau von mFA wird praktisch nicht von Chloramphenicol beeinfluflt, wihrend die Degradation der nicht-
translatierten mFAOSD in Gegenwart von 150 uM Chloramphenicol stark inhibiert wird (Abb. B).
Puromycin wirkt sich schwach destabilisierend auf mFAOSD aus, wohingegen die erwartete Freisetzung des
naszierenden Proteins im Reaktionsansatz mit mFA und Puromycin von einer starken Destabilisierung des Tran-
skripts begleitet wird.
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Antibiotikumabhangi-
f lo] A |ge Degradation von
mFA mit und ohne
Ribosomenbindung-
stelle

Die mRNAs mFA
und mMFAOSD mit
und ohne aktive Ri-
bosomenbindungstel -
le wurden as Tem-
plat fur die Protein-
synthese in Gegen-
wart  verschiedener
Konzentrationen der
Antibiotika ATA,
Chloramphenicol und

« -92nt

-26nt

0 42166|0 4 2166|0 4 2166/0 4 2166|0 4 21660 4 2166|- zeit | PUromycin  einge-

[min] | setzt. Zu verschiede-
nen Zeitpunkten der

Tranglation wurden die radioaktiv mar-
kierten Transkripte aufgereinigt und ei-
ner denaturierenden Gelelektrophorese
unterworfen. Die entsprechenden Trans-
lationsansétze der aufgetragenen Proben
in den Spuren des Autoradiogramms be-
inhalteten:

A: (8 nur mFA, (b-c) mFA mit 5 pM
bzw. 150 uM ATA, (d) nur mFAOSD,
(e-f) mMFAOSD mit 5 uM bzw. 150 uM
ATA, (g) radioaktiv.  markierte
GroRenstandards.

B: (@) nur mFA, (b) mFA und 150 pM
Chloramphenicol, (¢) nur mFAOSD, (d)
MFAOSD und 150 pM Chlorampheni-
col, (e) radioaktiv markierte Groenstan-
dards.

C: () nur mFA, (b) mFA mit 150 uM
Puromycin, (¢) nur mFAOSD, (d)
MFAOSD mit 150 uM Puromycin, (€)
radioaktiv markierte GroRenstandards.

Im wesentlichen ist fir ale Re-
aktionsansdtze nur eine zeitabhéngige
Intensitétsabnahme der Banden mit voll-
standiger mRNA zu erkennen. Diese
Abnahme stimmt mit den Ergerbnissen
aus der TCA-Félung (Abb. 46) prinzi-
piell Uberein, da in den meisten Féllen
mehr as 90 % der im Gel detektierten
Radioaktivitét der vollstandigen mRNA
zukommt. Dagegen wird nur wenig In-
tensitét fur intermedidre Abbaufragmente
bis hin zu kleinen Oligomeren von ca. 26
Nukleotiden Lange gemessen.
Darliberhinaus zeigt sich keine Abhan-
gigkeit der Fragmentierung sowohl von
der mRNA als auch vom verwendeten
Antibiotikum. Wenn Stabilisierung statt-

findet, so wirkt sie sich selektiv auf das vollstéandige Transkript und sehr wahrscheinlich nur zu einem geringen

Mal3 auf intermedidre Degradationsfragmente aus.
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Aurintricarbonsaure wirkt sich wahrend der Trandation bel der geringen Konzentration von 5
UM stabilisierend auf mFA aus und inhibiert deren Degradation nahezu vollstandig bel Kon-
zentrationen von mindestens 50 M. Derselbe Effekt wird auch fir die nicht trandatierbare
mMFAQOSD beobachtet (Abb. 461 und A2)-

Chloramphenicol hat keinen Einflul3 auf den Abbau von mFA. Dagegen ist die Stabilitét von
MFAOSD unabhéngig von der Proteinsynthese signifikant erhéht. Hier ist, in Anwesenheit
von Chloramphenicol, nach 66 Minuten Inkubationszeit der Anteil an TCA-falbarer RNA
von ca. 8 % auf 20 % erhoht (Abb. 46g).

Puromycin zeigt einen eher umgekehrten Effekt wie Chloramphenicol. mMFAOSD wird in
Anwesenheit von Puromycin wéahrend der Trandlation leicht destabilisiert. Dagegen ist der
Abbau der normalerweise effektiv trandatierten mFA enorm beschleunigt (Abb 46¢). In Ge-
genwart von Puromycin dhnelt der zeitliche Verlauf der Degradation von mFA dem der
MRNA ohne Ribosomenbindungstelle. Nach 70 Minuten Inkubationszeit kann aufgrund der
Gegenwart von 150 uM Puromycin nur noch ca. ein viertel an TCA-fallbarer detektiert wer-
den

In dlen Féllen kann kein Einflu® der Antibiotika auf die Fragmentierungsmuster der RNAs
beobachtet werden, zumal kaum intermedi&re Abbaufragmente in den Autoradiogrammen der
Polyacrylamidgele sichtbar sind.

Wie bereits in Kapitel 4.6.1 beschrieben ist in dem hier verwendeten System eine exonukleo-
lytische Degradation stark inhibiert. Daher konnte hier in erster Linie der Einflul3 der Protein-
synthese auf die mMRNA-Degradation untersucht werden, insbesondere ob ein aktiver Trans-
lationsapparat den moglicherweise initiierenden, endonukleolytischen Schritt des mMRNA-Ab-
baus inhibiert.

ATA wurde bereits als relativ spezifischer Inhibitor der Trandationsininitiation beschrieben
(Stewart et a., 1971; Siegelman & Aprion, 1971) sowie as Inhibitor einer Rethe von Nu-
kleinsdure-bindenden Proteinen einschliefdlich Ribonukleasen (Hallick et a., 1977; Gonzalez
et a., 1979; Schulz-Harder & Tata, 1982; Gonzalez et al., 1980; Skidmore & Beebee, 1989).
Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein stabilisierender Effekt auf die translatierbare als auch auf
die nicht trandatierbare Variante von mFA gezeigt werden. Interessanterweise wird dieser Ef-
fekt auch bei niedrigen Konzentrationen von ATA beobachtet, welche deutlich unter der Kon-
zentration liegen, fUr die eine spezifische Inhibition der Trandationsinitiation beschrieben
wurde (Stewart et a., 1971; Siegelman & Aprion, 1971). Daher mul3 ATA nicht zwingend ein
spezifischer Initiationsinhibitor sein. Wére das Antibiotikum hochspezifisch, durfte von ihm
kein Einflul? auf die Stabilitét der nicht trandatierbaren mFAOSD ausgehen, da die Transa-
tionsinitiation bereits im Ansatz blockiert war. Darlberhinaus hétte der Abbau der translatier-
baren mFA zumindest bei kleinen Konzentrationen von ATA aufgrund des Verlusts des
schitzenden Tranglationsapparats beschleunigt werden mussen. Ein friher beschriebener zeit-
verzogerter Inhibitionseffekt von ATA auf die zellfrele Proteinsynthese wurde als Ausdruck
fUr die spezifische Trandationsinitiationsinhibition interpretiert (Stewart et a., 1971; Siegel-
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man & Aprion, 1971). Eine solche Verzégerung wurde man allerdings auch erwarten, wenn
ATA unabhéngig von der Initiation mit Trandlationskomponenten um die Bindung der mRNA
konkurriert. Hier wird die Hypothese aufgestellt, nach der eine von ATA vermittelte Inhi-
bition von Ribonukleasen auch schon bei niedrigen Konzentrationen stérker ausgeprégt ist als
die zu erwartende Destabilisierung von mFA aufgrund eines Verlusts des schiitzenden Trans-
| ationsapparats.

Ein inhibierender Effekt von Chloramphenicol auf die Degradation einer nicht trandlatierba-
ren mRNA (Trans-Effekt) in vivo wurde beschrieben (Lopez et a., 1998). Eine Titrierung der
begrenzten Menge an Ribonukleasen aufgrund eines durch Chloramphenicol indirekt indu-
zierten Uberschusses an ribosomaler RNA, wurde postuliert.

Auch im hier angewandten zellfreien System wurde eine trandlationsunabhangige Inhibition
der mMRNA ohne aktive Ribosomenbindungstelle in Anwesenheit von Chloramphenicol beob-
achtet. Da aus dem System jedoch chromosomale DNA weitgehend entfernt wurde und da-
ruberhinaus die unter der Kontrolle von E. coli RNA-Polymerase stehende Transkription von
rRNA durch den Einsatz des Antibiotikums Rifampicin blockiert wurde, kann eine gesteigerte
rRNA-Synthese nicht verantwortlich fir die trandationsunabhangige Stabilisierung von
MFAOSD sein. Aus den selben Griinden ist auch eine friiher vorgeschlagene instabile Kom-
ponente des Degradosoms, welche eine fortlaufende Proteinsynthese erforderte (Brawerman,
1993), unwahrscheinlich.

Der Abbau der trandatierbaren mRNA bleibt unbeinfluf® von Chloramphenicol. Daher
scheint es fur die Stabilisierung von mFA keine Rolle zu spielen ob der Schutz vor endonu-
kleolytischem Angriff durch einen aktiven oder einen mit Hilfe von Chloramphenicol festge-
setzten Trand ationsapparat vermittelt wird.

Puromycin ist das einzige der hier eingesetzten Antibiotika, das keinen nennenswerten trans-
lationsunabhangigen Effekt auf die mRNA-Degradation zeigt. Wéhrend der Abbau von
MFAOSD wie erwartet weitgehend unberihrt bleibt, wird die trandatierbare mRNA durch
Puromycin, welches zum Freisetzen trandlatierender Ribosomen fiihrt, stark destabilisiert.
Insgesamt wird hier elne translationsunabhéngige Stabilisierung von mRNA durch die Anti-
biotika ATA und Chloramphenicol festgestellt. Der genaue Mechanismus der Stabilisierung
mufd noch aufgeklért werden. Er scheint jedoch unabhéngig von der Transkription und der
Trandation von anderen, in den RNA-Abbau involvierten Komponenten zu sein.
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4.7 Expressions-Polymer ase-K ettenr eaktion

4.7.1 Expressions-Polymer ase-K ettenr eaktion fur diein vitro Proteinsynthese (E-PCR)

Mit Hilfe der im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Erkenntnissen bezlglich den
Erfordernissen fur eine effektiv trandatierbare mRNA wurde eine Methode entwickelt, mit
der unter Umgehung gentechnischer Methoden mit geringem Zeitaufwand kleinste Mengen
von Gensequenzen amplifiziert und gleichzeitig mit Regulationselementen fir die zellfreie E.
coli Proteinbiosynthese versehen werden konnen. Um das synthetisierte Protein einfach
aufreinigen zu kénnen, wurde darliberhinaus eine Sequenz, codierend fur einen Affinitéts-tag
eingefihrt. AulRerdem wurde die 3'-terminale Sequenz fir die Ausbildung der Se-
kundarstruktur des T7 Transkriptionsterminators eingefthrt. Fur letzere wurde gezeigt, dal3
sie die Halbwertzeit einer mRNA enorm erhdhen kann, was eine gesteigerte Proteinsynthese
zur Folge hat (siehe Kapitel 4.6.1). Ein Modellsystem der Expression-PCR (E-PCR) fur die
zellfreie Proteinbiosynthese von H-FABP wurde erarbeitet.

Die Regulationselemente fir die in vitro Proteinsynthese wurden via PCR mit zwel Primer-
paaren eingefihrt (Abb. 48). Dabei hybridisieren zwei genspezifische Adapterprimer sowonhl
mit den terminalen Bereichen der Protein-codierenden Sequenz des Zielgens als auch mit den
Verlangerungsprimern. Letztere dienen der eigentlichen Verlangerung der DNA-Sequenz um
die Regulationselemente. Sie sind prinzipiell universell einsetzbar.

Abb. 48

c Schematische Darstellung der Am-
N\ plifikation und Konversion einer

nackten Gensequenz fur die zell-

A kien G fur die zell

..................... freie Proteinsynthese

Die beiden Primer A und B, wel-

codierende Sequenz €=\
B N che mit den Enden der codieren-
. D den Sequenz hybridisieren, dienen
Expressions-PCR as Adapter fur die Verlange-
rungsprimer C und D. Die aus den
Affinitats- nicht trandatierten Regionen des
Promoter RBS tag Terminator T7 Phagengens 10 stammenden
] Regulationselemente wie Trans-
e-Sequenz codierende Sequenz spacer kriptionspromoter und  Riboso-
menbindungstelle werden mit den
Primern anstelle der urspriinglichen Sequenzen (gestrichelte Linien) eingefuhrt. Es kdnnen aber auch verschie-
dene Elemente, welche die Effizienz der Proteinsynthese erhthen oder die Sequenz fir einen Affinitdts-tag einge-

fahrt werden (siehe weiter unten).
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4.7.2 Minimierung der Primergr6i3e

Aus 6konomischen Grunden und um eine moglichst effiziente Amplifikation in der PCR er-
zielen zu kénnen, wurden Untersuchungen zur Minimierung der Primergrof3e durchgefihrt.

Um eine Limitierung der Transkription auszuschlief3en wurde die H-FABP-Synthese
in Abhangigkeit der Sequenzlange vor dem Transkriptionspromoter untersucht. Dazu wurden
vier PCR-Produkte hergestellt, die sich nur in der Anzahl der Basenpaare vor dem Promotor
(O bis 249 Bp) unterscheiden. Diese PCR-Produkte und das Plasmid pHMFA (EcoRV) wurden
in verschiedenen Konzentrationen als Templat fur die Proteinsynthese eingesetzt und die
H-FABP-Syntheseraten anhand des Einbaus von %C-Leucin in TCA-félbares Trand ations-
produkt bestimmt (Abb. 49).

Abb. 49

H-FABP-Syntheseeffizienz abhéngig von der Se-
guenzlange vor dem Promoter
Léinge vor Dig vigr PCR-Produkte FA1-FA4 mit unter-
100000 1 | = — Promoter | Schiedlichen Sequenzldngen (O, 5, 15 und 249
Bp) vor dem Transkriptionspromoter und das
60000 | —-304000 | plasmid pHMFA(EcoRV) dienten als Templat
249bp | fir die H-FABP-Expression unter Standardbe-
—A—15bp dingungen mit Ausnahme einer erhdhten T7
5 bp RNA-Polymerasekonzentration von 750 U / ml.
—@—0bp Die %{ntheselgistyng Wurdg anhand des Einbaus
von ““C-Leucin in TCA-félbares Trandlations-
produkt bestimmt.
Eine Sequenz von mindestens 5 Basenpaaren ist
ausreichend um die gleiche H-FABP-Synthese
erzielen zu kénnen wie ausgehend vom lineari-
sierten Plasmid mit 3040 Bp vor dem Promoter.

120000 +

TCA-féllbares Leucin [nM]

0 5 10 15

Templat [nM] Mit pHMFA als Templat fur die PCR und P3
als jeweils stromabwarts hybridisierenden Pri-
mer wurden die Produkte FA1-FA4 (Abb. 50) mit folgenden Stromaufwaérts-Primern hergestellt: (FA1) Primer
P1; (FA2) Primer C1; (FA3 und FA4) Primer P2. FA3 wurde zur Generierung von FA2 mit dem Restriktionsen-
zym Bglll verdaut. Die Primersequenzen sind im Anhang (Kapitel 9) aufgefihrt.

In Gegenwart einer Sequenzlénge von mindestens 5 Basenpaaren vor dem Transkriptions-
promoter wird eine vergleichbare H-FABP-Ausbeute wie ausgehend vom linearisierten
Plasmid erzielt.

Wenn keine dem Promoter vorstehende Sequenz vorhanden ist, mul die RNA-Polymerase
durch den dreidimensionalen Raum zum Promoter diffundieren. Mit vorstehender Sequenz
koénnte die Polymerase unspezifisch an die DNA binden und somit schneller zum Promoter
wandern. Offenbar ist eine langere Sequenz vor dem Promotor fir eine denkbare be-
schleunigte Initiation der Transkription fUr die gegebenen Versuchsbedingungen nicht not-
wendig.
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Da hier eine vorstehende Sequenz von 5 Basenpaaren fir die effiziente H-FABP-Synthese

ausreicht, ist damit die Mindestgrofie fur den 5°-Verlangerungsprimer (C) definiert.

Abb. 50

Promoter SD
—_—— .

Sequenz vor
Promoter, ver-
schiedene Gros-
sen in FA1-FA4

e-Sequenz

FAt

FA Dt

34B
Deletion
N

|

FA D34t

FAat

"

FAst

FAast

codierende
Sequenz
—

219 Bp

Terminator
I

kein
Terminator

Affinitats-
tag

tag

Terminator

eingesetzte
Primer

Al,B1,C1, D1

Al,B1,C1

A2,B1,C2, D1

Al,B2,C1,D2

Al,B3,C1,D1

Al,B2,C1,D3

Schematische Darstellung der
PCR-Produkte

A Die PCR-Produkte FA1-
FA4 sind mit einem Teil des
Plasmids pHMFA, mit dem
originalen Abstand von 219
Bp zwischen Stopcodon und
Terminator, identisch. Sie un-
terscheiden sich nur durch ihre
Sequenzlange (0-249 Bp) vor
dem Promoter.

B Schematische Darstellung
der PCR-Produkte und der
bezlglich ihres Einflusses auf
die H-FABP-Synthese unter-
suchten Regulationselemente.
Die zur Herstellung der PCR-
Perodukte verwendeten Pri-
mer sind ebenfalls dargestellt.

Es wurde weitergehend untersucht, welche Regulationselemente im nicht trandatierten
Bereich essentiell fur eine effiziente Proteinsynthese sind. Als Orientierung dienten die ent-
sprechenden Regionen des T7 Phagengens 10.

Als Templat fur die E-PCR wurde ein DNA-Fragment von 548 Bp eingesetzt, welches aus ei-
nem Restriktionsverdau des Plasmids pHMFA mit Ncol und BamHI hervorgeht. Dieses
Fragment beginnt mit der H-FABP-codierenden Sequenz und hat zusétzlich eine nicht trans-
latierte Sequenz von 150 Bp am 3'-Ende. In einer priméren PCR wurde der mit dem Protein-
codierenden 5'-Ende hybridisierende Primer A1 (57mer; Primersequenzen: siehe Kapitel 9)
zur Einfiihrung der Ribosomenbindungstelle eingesetzt (Abb. 48 und 50). Primer B1 (42mer)
hybridisiert mit dem 3‘-Ende der codierenden Sequenz. Beide Primer amplifizieren und ver-
langern die Templatsequenz und dienen zugleich als Adapter fir die sekundare PCR. In der
sekundaren PCR wurde das Produkt der primé&ren PCR mit den Verlangerungsprimern C1
(75mer) und D1 (41mer) reeamplifiziert und verlangert. Dabei hybridisiert Primer C1 mit dem
Adapterprimer A1 und fuhrt den Transkriptionspromoter mit einer voranstehenden Sequenz
von 5 Bp sowie die nicht trand atierte Region des T7 Phagengens ein. Der Verlangerungspri-
mer D1 hybridisiert mit Primer B1 und fihrt den 39 Nukleotide umfassenden Transkriptions-
terminator am 3'-Ende ein.

Drei PCR-Produkte wurden synthetisiert. FAt wurde unter Verwendung der vier oben
genannten Primer hergestellt. FADt entsteht aus einer PCR ohne Primer D1. Dies fuhrt zu
einem Templat fur die Proteinsynthese, welches keinen Terminator ausbildet. FAD34t ist
ahnlich zu FAt, mit Ausnahme der Deletion einer nicht trandatierten Sequenz von 34 Bp fir
eine 5'-terminale Hairpin-Struktur zwischen Transkriptionsstart und e-Sequenz. FAD34t
entsteht unter der Verwendung der Primer A2 (49mer), B1, C2 (47mer) und D1. Diese drei
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PCR-Produkte wurden als Templat fur die Proteinsynthese eingesetzt und die H-FABP-
Expression anhand des Einbaus von 4C-Leucin in TCA-falbares Trand ationsprodukt (Abb.

51) sowie anhand eines Autoradiogramms nach SDS-PAGE bestimmt (Abb. 53).
Abb. 51

Seigerung der H-FABP-Synthese in Gegenwart des
100000 - —m Al Terminators und der 5'-terminalen Hairpin-Sruktur des
T7 Pagengens 10
80000 | — & — FADt Zur Minimierung der Primergrof3e fur die E-PCR wurden
drei PCR-Produkte FAt, FADt (ohne Terminator) und
FAD34t (ohne 5'-terminale Hairpin-Struktur) hergestellt
und in verschiedenen Konzentrationen als Template fir die
H-FABP-Expression eingesetzt. Die Ausbeute von H-
FABP wurde anhand des Einbaus von **C-Leucin in TCA-
fallbares Trand ationsprodukt bestimmit.
Praktisch kein Syntheseprodukt ist aus dem Reaktionsan-
satz mit FAD34t nachweisbar. Eine deutliche Verbesserung
der Proteinsynthese wird in Gegenwart der Hairpin-
"""" @@ --@ | grykiur im Ansatz mit FADE erzielt. Eine weitere deutliche
0 5 10 15 Steigerung der H-FABP-Ausbeute auf ca. 280 % geht aus
Templat [nM] dem Ansatz mit der zusétzlichen 3‘-terminalen Sequenz fir
die Sekundérstruktur des Terminators (FAt) hervor.

--®- - FAD34t
60000

40000

TCA-féllbare Leucin [nM]

20000 +

Ausgehend von FAD34t, dem PCR-Produkt ohne Sequenz fir den 5'-Hairpin, ist das Transla-
tionsprodukt kaum nachweisbar. Dagegen wird die H-FABP-Synthese in Gegenwart der
Hairpin-Struktur deutlich verbessert. Offenbar ist diese Struktur essentiell fur eine effiziente
Expression von H-FABP.

Es wurde bereits eine, die e-Sequenz und die Ribosomenbindungstelle umfassende verkirzte
Sequenz des T7 Phagengens 10 fur die Expression von b-Lactamase in vivo benutzt (Olins et
a., 1988; Olins & Rangwala, 1989). An diesem Beispiel konnte gezeigt werden, dal3 die als
Trandationsverstarker wirkende e-Sequenz auch ohne die Anwesenheit der 5 -terminalen
Hairpin-Struktur zu gleicher relativer Proteinausbeute fuhrt. Das Verhdtnis synthetisiertes
Protein je mMRNA-Molekll war unabhangig von der Anwesenheit des Hairpins, die Konzen-
tration der mRNA ohne Hairpin jedoch stark verringert. Eine vergleichbare Minimierung des
5‘-Endes flhrte hier zu einem nahezu vollstandigen Verlust der H-FABP-Synthese. Es wurde
schon eine friher beschriebene, MRNA-stabilisierende Wirkung von 5°-Sekundérstrukturen
mit einer Inhibition von Endonukleasen, welche das 5°-Ende als Eintrittstelle benutzen, in Zu-
sammenhang gebracht (Bechhofer, 1993). Daher kdnnte der Grund fir die geringe H-FABP-
Synthese weniger in einer verringerten Effizienz, der mRNA als Templat fUr die Proteinsyn-
these zu dienen, als vielmehr in einer reduzierten Stabilitdt der mRNA liegen.

Eine Steigerung der H-FABP-Ausbeute auf ca. 280 % wird erzielt, wenn neben der 5°-Hair-
pinstruktur auf3erdem die Sequenz fur die Ausbildung des Transkriptionsterminators prasent
ist. Dieses Ergebnis deckt sich mit den aus Kapitel 4.6.1 gewonnenen Ergebnissen. Demnach
bietet die Sekundarstruktur des Terminators effizienten Schutz gegen den 3‘-exonukleolyti-
schen Abbau der mRNA. Die somit gesteigerte Halbwertzeit der mRNA hat dann eine deut-
lich erhohte Proteinausbeute zur Folge.
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4.7.3 Expressons-PCR fiur die Synthese eines H-FABP-Sreptag-Fusionsproteins und
Steigerung der Proteinausbeute

Um das synthetisierte H-FABP einfach aufreinigen zu kdnnen, wurde via E-PCR zusétzlich
eine Sequenz, codierend fur den Affinitats-tag Strep-tag Il eingeftihrt. H-FABP wurde somit
as Fusionsprotein mit C-terminalem Strep-tag 11 synthetisiert. Das PCR-Produkt FAat wurde
analog zum Produkt FAt hergestellt. Dazu wurde der Adapterprimer B1 durch B2 und der
Verlangerungsprimer D1 durch D2 ersetzt. Dieses Konstrukt enthdlt gegentiber FAt eine zu-
sétzliche Sequenz von 30 Bp codierend fur ein Dipeptid-Verbindungsstiick und den acht
Aminosaurereste umfassenden Strep-tag |1 (Abb 50).

Weder ein Unterschied in der Ausbeute noch in der Homogenitét des neuen PCR-Produkts,
welches mit den langeren Primern von 51(B2) und 72 (D2) Nukleotiden im Vergleich zu 42
(B1) und 41 (D1) Nukleotiden synthetisiert wurde, konnte festgestellt werden (Abb. 54).

Die PCR-Produkte wurden als Templat fur die Proteinsysnthese eingesetzt und die Protein-
synthese anhand des Einbaus von YC-Leucin (Abb. 52) und des Autoradiogramms nach SDS-
PAGE (Abb. 53) analysiert.

Auch bel der zusdtzlichen Expression des Strep-tags ausgehend vom PCR-Produkt FAat
bleibt die Proteinsyntheseleistung erhaten. Das scheinbare Molekulargewicht des Fusions-
proteins liegt im erwarteten Bereich und ist durch die Anwesenheit des 1.1 kDa Segments be-
stehend aus Verbindungspeptid und Strep-tag sichtbar erhéht. Auch die Homogenitét des Pro-
dukts bleibt erhalten, da beide Proteine, H-FABP und das Fusionsprotein, als starke und klare
Banden im Autoradiogramm des SDS-Gels erscheinen (Abb. 53).

Obwonhl der direkt auf die fir H-FABP codierende Sequenz folgende Terminator einen
positiven Effekt auf die Proteinsyntheseausbeute ausiibt, wurde untersucht, ob diese direkte
Nachbarschaft auch gleichzeitig inhibierend auf die Expression wirken konnte.

Zwei neue Templatvarianten von FAt (ohne Tag) und FAat (mit Tag): FAst und FAast, wur-
den Uber PCR hergestellt (Abb. 50). FAst entsteht beim Ersetzen von Adapterprimer Bl
(42mer) durch Primer B3 (63mer). Fir FAast wurde der Verlangerungsprimer D2 (72mer)
durch D3 (95mer) ersetzt. Die neuen Primer fuhren einen zusatzlichen nicht trandlatierten Ab-
standhalter (spacer) mit einer Sequenzlédnge von 22 Nukleotiden zwischen Tranglationsstop-
codon und Transkriptionsterminator ein.

Auch mit den noch langeren Primern entstehen homogene PCR-Produkte (Abb. 54) in
gleicher Ausbeute wie bel den Produkten ohne spacer. In Abb. 52 ist die von dem spacer aus-
gehende Wirkung auf die gekoppelte Transkription/Trandation von H-FABP und dem
Fusionsprotein mit Strep-tag |1 dargestellt und in Abb. 53 der Einflufd auf die Homogenitét der
Syntheseprodukte.
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Abb. 52

105000 -

— I — Plasmid

Einflul3 von Spacer und Srep-tag auf die H-
FABP-Synthese ausgehend von E-PCR-Pro-
dukten

Die PCR-Produkte FAt (Terminator), FAst

90000 (spacer und Terminator), FAat (tag und Ter-

minator), FAast (tag, spacer und Terminator)
und das Plasmid pHMFA (EcoRV) wurden in
verschiedenen Konzentrationen als Templat
fur die Proteinsynthese eingesetzt und die H-
FABP-Synthese anhand des Einbaus von
C-Leucin in TCA-fdlbares Trandations-
produkt ermittelt.
In Abwesenheit des spacers bleibt die Syn-
theseausbeute von H-FABP unbeeinfluf3 von
der zusétzlichen Expression des Strep-tags.
Dagegen resultiert eine enorme Verbesserung
der Proteinausbeute aus der Stromabwarts-
Verschiebung des Terminators um den 22
Nukleotide umfassenden spacer. Die Expres-
sion wird vom Produkt FAat zu FAast auf-
grund des spacers auf ca. 160 % erhoht. Im
Fale des E-PCR-Produkts FAt betragt die
Steigerung zum Produkt FAst sogar ca. 220
%. Bei hoher Templatkonzentration von 15
nM ist das PCR-Produkt FAst ein ebenso
wirkungsvolles Templat fur die H-FABP-
Synthese wie das sehr effizient funktionierende Plasmid pHMFA. Nach zwei Stunden Inkubationszeit im zell-
freien Transkription/Trandationsystem werden ausgehend vom E-PCR-Produkt FAst entsprechend der Konzen-
tration an prézipitierbarem Leucin ca 11200 nM H-FABP gebildet, was einer hohen Ausbeute von 165 Micro-
gramm synthetisiertem Protein je Milliliter Reaktionsl6sung entspricht.
Maoglicherweise interferriert die starke Sekundérstruktur des Terminators in Abwesenheit des spacers mit der
Aktivitét eines effizienten Translationsapparates. Demnach kdnnte das Aufschmelzen dieser Sekundérstruktur
durch den Translationsapparat kurz vor der Translationstermination limitierend fur die Proteinsynthese sein.
Denkbar wére auch, dal3 eine Denaturierung des Terminators durch den Translationsapparat zu einer reduzierten
Stabilitdt der mRNA gegen 3'-Exonukleasen fihrte (siehe Text). Jedenfalls entspricht die Ausdehnung des
spacers etwa der, die von einem translatierenden Ribosom bedeckt wird (siehe Text).

—4— FAst
75000 - /

- -@®- - FAast

60000 | M e

—— FAt
45000 -
........ ¢ --¢ - FAat

30000 -

TCA-fallbares Leucin [nM]

15000 ,'

0 5 10 15

Templat [nM]

Anhand der Uber den Einbau von “*C-Leucin ermittelten Ergebnisse fur die Proteinsynthese
ausgehend von den E-PCR-Produkten FAt, FAst, FAat und FAast ist zu erkennen, dal3 in
Abwesenheit des spacers die zusétzliche Expression des Strep-tags die Proteinsynthese nicht
beinflul®t. Die Positionierung des spacers zwischen Translationstopcodon und Terminator
zeigt jedoch einen starken positiven Effekt auf die Synthese von H-FABP als auch auf das
Fusionsprotein mit Strep-tag. Durch Einfiihrung des spacers wird eine 1.6-fache Erhéhung der
H-FABP-Ausbeute ausgehend vom PCR-Produkt mit Strep-tag-Sequenz und sogar eine 2.2-
fache Erhéhung ausgehend vom PCR-Produkt ohne Strep-tag-Sequenz erzielt.

Da die Ausdehnung des spacers mit 22 Nukleotiden etwa der eines ribosomenbedeckten
MRNA-Segments entspricht (Moazed et a., 1986), konnte es sein, dald die unmittelbare
Nachbarschaft der starken Sekundéarstruktur des Terminators zur trandlatierten Region mit ei-
nem aktiven Trandationsapparat interferriert. Es wurde auch schon eine Destabilisierung von
MRNA aufgrund der Denaturierung einer Sekundarstruktur durch trand atierende Ribosomen
postuliert (Chen & Belasco, 1990; Klug & Cohen, 1990). Demnach wére auch eine Destabili-
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sierung der mRNA gegentiber 3'-Exonukleasen aufgrund der Denaturierung des Terminators
durch translatierende Ribosomen denkbar.

Jedenfalls ist mindestens das E-PCR-Produkt FAst sehr wahrscheinlich mit den fur eine ef-
fektive Proteinsynthese essentiellen Elementen an den richtigen Positionen ausgestattet, da
basierend auf den Ergebnissen der TCA-Fallung bel hoher Templatkonzentration nach zwel
Stunden mit knapp 170 Microgramm synthetisiertem Protein je Milliliter ReaktionslGsung
eine ebenso hohe Syntheserate erzielt wird, wie mit dem optimierten Plasmidtemplat.

In der folgenden Abbildung sind die synthetisierten Produkte nach Trennung mittels SDS-
PAGE als Autoradiogramm dargestel|t.

Abb. 53

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Proteinsyntheseprodukte ausgehend von E-
PCR-Produkten und Plasmid im Autoradio-
— -30kDa | grammnach SDS-PAGE

Nach gekoppelter Transkription/Translation von
H-FABP und dessen Fusionsprotein mit dem
Strep-tag Il wurden die Syntheseprodukte mit-
tels SDS-PAGE aufgetrennt und ein Autoradio-
o e ™ e -125KkDal gramm des Gelserstellt.

Fir die Proben in den numerierten Spuren wur-
-6.5kDa | den folgende Template fur die Proteinsynthese
in einer Konzentration von 15 nM eingesetzt:
(1) FA1, 15 Bp vor Promoter, 3'UTR wie li-
nearisiertes Plasmid; (2) Plasmid pHMFA
(EcoRV); (3) kein Templat; (4) FAD34t, ohne
5'-Hairpin; (5) FADt, ohne Terminator; (6) FAt,
mit Terminator; (7) FAst, mit spacer und Terminator; (8) FAat, mit tag und Terminator; (9) FAast, mit tag,
spacer und Terminator; (10) FAst aus der PCR in Gegenwart eines Uberschul? an chromosomaler Kompetitor
DNA (siehe Kapitel 4.7.4) und (11) radioaktiv markierte Molekul argewichtstandards.

Alle synthetisierten Produkte erscheinen a's weitgehend homogene Banden mit erwartetem, scheinbarem Mole-
kulargewicht und erwarteter Bandenintensitét. Das Molekulargewicht des Fusionsproteins mit dem Affinitétstag
ist entsprechend dem zusétzlichen Segment von 1.1 kDa bestehend aus Verbindungs-Dipeptid und den acht Ami-
nosaurereste umgfassenden Strep-tag |1 erhoht.

w - 21.5kDa
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Alle Syntheseprodukte erscheinen im Autoradiogramm des Proteingels as weitgehend homo-
gene Banden mit erwartetem Molekulargewicht. Die Bandenintensitéten stimmen mit den Er-
gebnissen aus der TCA-Fallung der Reaktionsansétze (Abb. 52 und 53) Uberein. Damit konnte
hier gezeigt werden, dal3 die fir eine effektive Proteinsynthese essentiellen Elemente des
DNA-Templats zumindest fur das E-PCR-Produkt FAst sehr wahrscheinlich vorhanden und
richtig positioniert sein missen, da das PCR-Produkt zu einer ebenso hohen Proteinausbeute
und Produkthomogenitét fuhrt wie das bereits optimierte Plasmidtempl at.
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4.7.4 Einstufige Expressions-PCR mit vier Primern und Amplifikation aus komplexem
DNA-Gemisch

Es wurden Reaktionsbedingungen fur die PCR entwickelt, unter denen die primdre PCR mit
den Adapterprimern und die sekundare PCR mit den Verlangerungsprimern gleichzeitig in
einem Reaktionsgefdld durchgefihrt konnen. Dadurch ist man in der Lage ale fir die
Proteinsynthese erforderlichen Regulationselemente simultan in das E-PCR-Produkt
einzufihren (Abb. 48). Die Reaktionsbedingungen wurden im Hinblick auf Ausbeute und
Reinheit des PCR-Produkts optimiert. Bezlglich der Reinheit muften vorallem die
Primerkonzentrationen sorgféltig ausbalanciert werden. Einereits soll gentgend PCR-
Zwischenprodukt ausgehend von den Adapterprimern entstehen, um reichlich Templat fur die
Verlangerungsprimer zur Verfugung stellen zu kdnnen. Andererseits ist ein quantitatives
Umsetzen des Zwischenprodukts zum vollstandigen und homogenen Endprodukt
wiinschenswert. Daher darf das Zwischenprodukt nicht im Uberschul? gebildet werden.

Als Templat diente wieder das 548 Bp umfassendes Fragment aus pHMFA. Fur die E-PCR
mit simultanem Gebrauch von vier (langen) Primern wurden folgende optimale Reaktionsbe-
dingungen gefunden (Tab. 17):

Tab. 17

Optimierte Reaktionsbedingungen fur eine
Reaktionskomponenten (Endkonzentrationen): Expressions-PCR mit vier simultan wir-

. kenden Primern
1 x PCR-Puffer (mit MgClz, Roche MB) Dargestellt sind die optimalen Konzentra-

0.25 mM jeweils von dATP, dCTP, dGTP und dTTP tionen der Resktionskomponenten sowie

das zweistufige Temperaturzyklenpro-

0.1 —-20 pg Templat-DNA / 50 pl gramm der Expressions-PCR zur Generie-

. i i rung von Templaten fur die Synthese von

0.1 uM jeweils von zwei Adapterprimern (Ax und Bx) H-FABP und dessen Fusionsprotein mit
L . N . Strep-tag 1.

0.5 uM jeweilsvon zwei Verléngerungsprimern (CX und DX) Nach 50 Temperaturzyklen wurden ge-

3 U Pwo DNA-Polymerase / 50 ul (Roche MB) wohnlich aus 0.1-20 pg Templat ca 4-5

x: fur alle Primervarianten gelten die selben Konzentrationen Mg PCR-Produkt in einem Reaktionsvolu-

men von 50 pl synthetisiert. Als optimale

Temperatur programm: Konzentrationen von Verléngerunsprimer

. . und Adapterprimer wurde ein Verhdtnis

30 sec. 94°C 30 sec. 94°C von 0.5 uM zu 0.1 puM fir die Synthese

o o von homogenem PCR-Produkt gefunden.

60 sec. eorc ® |60sec. s5°C Bei Bedarf wurden die PCR-Produkte im

60 sec. 72°C 60 sec. 72°C Anschlufd mit dem “High Pure PCR-Pro-

duct Purification Kit* von Salzen, Protein

15 Zyklenwiederholungen 35 Zyklenwiederholungen und (berschiissigen Primern abgetrennt

und die Syntheseausbeute bzw. -qualitét anhand der Absorption von UV-Licht bei 260 nm bzw. anhand des Ab-
sorptionsspektrums von 200-300 nm im Spektral photometer bestimmt (siehe auch Abb. 53).

Ein optimales Verhdltnis von Verlangerungsprimer zu Adapterprimer mit 5:1 (0.5 uM:0.1
1M) wurde gefunden um vollstandig umgesetztes, homogenes PCR-Produkt (Abb. 54) mit ei-
ner typischen Ausbeute von ca. 5 pg / 50 pl nach 50 Temperaturzyklen synthetisieren zu kon-
nen. Die Qualitéat aller bisher aufgefiihrten PCR-Produkte wurde nach elektrophoretischer
Trennung im 1,5 % Agarosegel Uberprift (Abb. 54).
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Kontrolle der E-PCR-Produkte im Aga-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 rosegel
Etwa 100 ng von jedem PCR-Produkt
wurden nach Aufreinigung mit dem
1500 bp | “High Pure PCR-Product Purification
Kit* im 1,5 % Agarosegel elektrophore-
tisch getrennt. Dargestellt ist das mit
Ethidiumbromid geférbte Gel. Die Pro-
ben in den numerierten Spuren ent-
500 bp sprechen: (5 und 15) DNA-Grolenstan-
a00bp | dards; (1-4) FAL-FA4, 741, 746, 756
300 bp und 990 Bp; (6-8) primére PCR-Pro-
dukte, hergestellt mit den Adapterpri-
200 bp | merpaaren A1l und B1, Al und B3, Al
100 bp und B2; (9-14) FAD34t (494 Bp), FADt
(510 Bp), FAt (529 Bp), FAst (550 Bp),
FAat (558 Bp) und FAast (581 Bp).
Alle Produkte erscheinen als homogene Banden im Gel entsprechend der erwarteten Grof3e. Nicht umgesetzte
Zwischenprodukte sind nicht zu sehen. Die PCR-Produkte, die aus aufeinanderfolgenden priméren und sekundé
ren PCRs entstanden sind, unterscheiden sich prinzipiell nicht von denen der einstufigen PCR mit simultanem
Einsatz von vier Primern.
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Mit den optimierten Reaktionsbedingungen werden alle PCR-Produkte as klare, homogene
Banden entsprechend der erwarteten Grof3e nach Trennung im Agarosegel detektiert.

Um die Expressions-PCR eines beliebigen Zielgens aus einem komplexen DNA-Ge-
misch zu simulieren wurde das PCR-Produkt FAst in Gegenwart eines sehr grofken Uber-
schusses von E. coli chromosomaler Kompetitor-DNA synthetisiert. Fir die Synthese wurden
die Primer A1, B3, C1 und D1 in einer einzigen Amplifikationsreaktion unter den selben Be-
dingungen wie in den vorangegangenen Reaktionen mit folgenden Ausnahmen eingesetzt:
Die Menge des DNA-Templats betrug zwischen 0.16 pg und 20pg in einem Reaktionsvolu-
men von 50 pl, und die Reaktionsansétze enthielten zusétzlich 0.83 pg sonifizierte (5 min Ul-
traschal) E. coli chromosomale Kompetitor-DNA. Nach 70 Temperaturzyklen wurden die
PCR-Produkte im Agarosegel elektrophoretisch getrennt (Abb. 55).

Abb. 55

Kontrolle der PCR-Produkte nach Amplifikation aus
komplexem DNA-Gemisch

0.16-20 pg Templat wurden fur die Synthese des
PCR-Produkts FAst in Gegenwart von 0.83 pg chro-
mosomaler Kompetitor-DNA in einer 50 pl Reaktion
eingesetzt. Nach 70 Temperaturzyklen wurden die
Produkte im 1.5 % Agarosegel getrennt und mit Ethi-
diumbromid geférbt. Die Proben in den numeriereten
Spuren entsprechen Reaktionen mit: (1-5) 20, 4, 0.8,
0.16 und O pg Templat ohne Kompetitor-DNA; (6-
500bp | 10) wie 1-5, mit 0.83 pg Kompetitor DNA in 50 i
400bp | Reaktionsvolumen; (11) DNA-GroRenstandards.
300bp | Auch bei einem sehr groRen Uberschul von Kompe-
titor-DNA gegenub(gr dem Templat mit einem Ver-
héltnisvon ca. 510" zu 1 bleibt die PCR unverandert
hochspezifisch bei gleichzeitig hoher Amplifikationsrate. Eine sehr geringe Templat-Menge von 0.16 pg ist aus-
reichend fur eine nahezu ebenso effektive Amplifikation wie bei hohen Templat-Mengen. Dagegen ist die An-
reicherung eines unspezifischen PCR-Produkts in Abwesenheit des Templats praktisch nicht nachweisbar.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

ohne Kompetitor mit Kompetitor
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Die Expressions-PCR zur Herstellung von FAst is auch bel sehr kleiner Templatkonzentration
von 0.16 pg / 50 pl und in Gegenwart eines finf Millionen-fachen Uberschuf von komplexer
Kompetitor-DNA noch ebenso hochspezifisch und nahezu gleich effektiv wie bei hohen
Templatekonzentrationen und in Abwesenheit des Kompetitors. Dagegen geht praktisch kein
unspezifisches Produkt aus einer PCR ohne Templat und mit Kompetitor hervor.

Daher liegt es nahe, dal’ diese Reaktion fur die Amplifikation eines niedrig konzentrierten
Zielgens aus einem natirlichen komplexen DNA-Gemisch geeignet ist. Dabel wird das Gen in
einer einzigen Reaktion amplifiziert und in eine fur die effiziente, zellfreie Proteinsynthese
geeignete Form Uberfihrt.

Nach der Amplifikation wurde 1 ul des Expressions-PCR-Ansatzes in Gegenwart des Kom-
petitors direkt, ohne weitere Aufreinigung flr eine gekoppelte Transkription/Translation mit
einem Reaktionsvolumen von 25 pl eingesetzt. Hieraus konnte Syntheseprodukt korrespon-
dierend zu ca. 10500 nM TCA-fdlbarem Leucin synthetisiert werden. Dies entspricht einer
H-FABP-Ausbeute von ca. 155 g je Milliliter Reaktionsl dsung.

Damit ist dieses in Gegenwart des Kompetitors hergestellte und nicht aufgereinigte PCR-Pro-
dukt nahezu gleich effizient wie das PCR-Produkt ausgehend von einem definierten Templat
(Kapitel 4.7.3) bzw. wie das gereinigte und optimierte Plasmid. Auch die Homogenitét des
synthetisierten Proteins ist ebenso hoch wie bei den bereits aufgefiihrten Syntheseprodukten
(Abb. 53).

An diesem Modellbeispiel ist damit gezeigt, dal? diese Methode prinzipiell fur die sehr
schnelle und effiziente Amplifikation einer gering konzentrierten Gensequenz aus einem
komplexen DNA-Gemisch wie z.B. einer cDNA-Bibliothek oder einem Intron-losen Genom
und fur die Konvertierung zu einem effektiven Templat fr die Proteinsynthese geeignet ist.
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4.7.5 Affinitatsreinigung von H-FABP-Strep-tag || exprimiert vom E-PCR-Produkt

Das aus H-FABP und C-terminalem Strep-tag Il bestehende Fusionsprotein wurde ausgehend
vom E-PCR-Produkt FAast synthetisiert. Nach zwe Stunden gekoppelter Transkrip-
tion/Trand ation wurde der Reaktionsliberstand nach 5 min Zentrifugation bei 15000xg und 25
°C isoliert. Die Affinitétschromatographiesaule mit immobilisiertem StrepTactin wurde mit
dem Uberstand entsprechend 10 pg (150 pl) des **C-markierten Fusionsproteins beladen.
Abb. 56 zeigt das Elutionsprofil des H-FABP-Strep-tag I1-Fusionsproteins als Coomassie-ge-
farbetes Gel (A) nach Trennung mittels SDS-PAGE und dessen Autoradiogramm (B). Zur
Quantifizierung wurden die isolierten Fraktionen mittels TCA-Falung analysiert (nicht darge-

stellt).
Abb. 56
Expression des Fusionsproteins H-FABP-Srep-tag
94 kDa s— A Il vom E-PCR-Produkt und Aufreinigung Uber
67 kDa s | Affinitatschromatographie
430 Die Affinitétsreinigung des Fusionsproteins wurde
entsprechend den Angaben des Saulenmatrixher-
stellers durchgefihrt, mit Ausnahme eines redu-
30kDa s zZierten Volumens des Saulenmaterials von 200 pl.
150 pl Reaktionsansatz entsprechend 10 ug Fu-
sionsprotein wurden auf die Saule aufgetragen. Die
20.1kDa = Wasch- und Elutionsvolumina betrugen jeweils
200 pl bzw. 120 pl. Der jeweils gleiche (Volu-
® . men-)Prozentsatz der einzelnen Fraktionen wurde
14.4kDa = aliquotiert: Ein 20 pl Aliquot vom Durchlauf des

Probenauftrags, 26.6 ul Aliquots der Waschfrak-
6 7 8 9 10 11 tionen und 16 pl Aliquots der Elutionsfraktionen
wurden mittels SDS-PAGE getrennt, das Gel mit
B Coomassie-Blau gefarbt (A) und ein Autoradio-
gramm des Gels erstellt (B).

Die Proben in den numerierten Spuren ent-
sprechen: (1) Molekulargewicht-Standards (nur
sichtbar in Coomassie-Farbung); (2) Durchlauf des
Probenauftrags; (3-5) Waschfraktionen 1-3 und (6-
11) Elutionsfraktionen 1-6.

Das gereinigte Fusionsprotein wird gréltenteils in-
nerhalb einer Elutionsfraktion als ein klare Bande,
— — — -—— sichtbar im Coomassie-geféarbten Gel, eluiert. Zu-
sdtlich sind im Autoradiogramm nicht gebundenes
Protein und ein kleinerer Anteil des gereinigten
Produkts verteilt auf die anderen Elutionsfraktio-
nen erkennbar. Ca. 81 % der auf die Sdule aufge-
tragenen Radioaktivitét wurde in den gesamten Fraktionen wiedergefunden und 67 % konnten als gereinigtes
Produkt in den Elutionsfraktionen isoliert werden.

1 2

Das Fusionsprotein wird sauber aus dem Reaktionsansatz abgetrennt erkennbar an einer ein-
zigen klaren Elutionsbande im Coomassie-gefarbten SDS-Gel. Nach der Affinitdtschromato-
graphie wurden vom eingesetzten Protein 67 % des eingesetzten Materials als gereinigtes
Produkt wiedergefunden. Dieses Ergebnis entspricht in der Grofdenordnung den in unserem
Labor gemachten Beobachtungen. Demnach wurde das gleiche Ergebnis mit dem Fusions-
protein erzielt, welches ausgehend vom Plasmid pHMFA mit der ensprechenden Strep-tag-
Sequenz synthetisiert wurde (nicht dargestellt).
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4.7.6 Aktivitatstest des ausgehend vom E-PCR-Produkt exprimierten H-FABP

Die Aktivitat des synthetisierten H-FABP wurde anhand seiner Bindungsaktivitat zu Olsiure
gemessen. Dazu wurden die nicht markierten Syntheseansdtze mit radioaktiv markierter
Olsiaure versetzt und diese Reaktionsansitze gelfiltriert. An H-FABP gebundene Olsiure
wurde von der Diffusion durch die Poren des Gelmaterials ausgeschlossen und somit von der
erst mit grolReren Elutionsvolumina eluierbaren freien Olsaure getrennt (Abb. 57).

Abb. 57

Aktivitatstest des ausgehend vom E-PCR-Produkt syn-
100 - thetisierten H-FABP
90 A PCR-Produkt Die gesamten nicht radioaktiv markierten Reaktionsan-
Plasmid . sitze mit unaufgereinigtem H-FABP synthetisiert vom
PCR-Produkt FAst und vom Plasmid pHMFA wurden
flr den Aktivitatstest eingesetzt. Verschiedene Volu-
mina (0-30 pl) der Reaktionsansdtze wurden mit ent-
sprechendem Ansatz ohne Templat auf 30 pl aufgefllt
und ad 120 pl mit Trangdationspuffer (50 mM HEPES
pH 7.6, 70 mM KOAc, 30 mM NH,4CI, 10 mM MgCl,,
0.1 mM EDTA pH 8.0, 0.002 % NaN3) versetzt. Nach
Komplergenti_erung des Ansatzes mit 2 pyl 5 mM
[9,210(n)-"H]Olsdure mit einer molaren Aktivitdt von
0 1000 dpm/pmol und einer Inkubation fur eine Stunde
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ | bei 37 °C wurden 50 pl Aliquots der Reaktionsansitze
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 | gGyreh “Micro Bio-Spin  Chromatography Columps"
FABP: TCA-préazipitierbares Leucin [pmol] entsprechend der Herstellerangaben gelfiltriert. Die “H-
Radioaktivitét der Elutionsfraktionen wurde im Szin-
tillationszéhler gemessen und unspezifisch gebundene Radioaktivitét von den Ergebnissen abgezogen.
Dargestellt ist die Menge der an H-FABP gebundenen Olsiure in Abhangigkeit der eingesetzten Menge an syn-
thetisiertem H-FABP. Dabei wurde die H-FABP-Konzentration ”1 Xlen nicht radioaktiv markierten Ansédtzen an-
hand des Vergleichs zu Parallelansétzen mit Quantifizierung Gber = C-Radioaktivitét ermittelt.
Die Bindungsaktivitdten sind nahezu identisch unabhangig davon ob Plasmid oder E-PCR-Produkt fir die H-
FABP-Synthese eingesetzt wurde.

A

gebundene Olsaure [pmol]
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Die Bindungsaktivitaten von H-FABP, unabhangig davon ob vom Plasmid oder vom PCR-
Produkt synthetisiert, sind nahezu identisch. In Kapitel 4.7.5 wurde bereits festgestellt, dal3
der Prozentsatz an isolierbarem Fusionsprotein mit Strep-tag ausgehend von beiden Templa-
ten gleich ist. Zusammengenommen zeigt dies an, dal3 der vom PCR-Produkt ausgehende
Anteil an falsch synthetisiertem Protein, z.B. aufgrund von wéhrend der PCR auftretenden
Mutationen, im Vergleich zum Plasmid sehr klein ist und nicht detektierbar ist.

Die vier PCR-Produkte FAt, FAat, FAst und FAast aus einer Amplifikation mit 50 Tempera-
turzyklen wurden fir eine DNA-Sequenzierungsanalyse in ein Plasmid insertiert. Dazu wur-
den die PCR-Produkte vor der Epsilon Sequenz mit dem Restriktionsenzym Xbal verdaut. Die
isolierten Verdauprodukte wurden in das mit Xbal und EcoRV geschnittene Plasmid pHMFA
insertiert und nach Transformation und Zellanzucht jeweils ein Klon sequenziert. Die Uber-
pruften Sequenzen erstrecken sich dabei jewells Uber einen Bereich von unmittelbar stromauf-
warts der epsilon Sequenz bis stromabwarts der Sequenz des Transkriptionsterminators. In
keinem der untersuchten Falle konnte eine M utation nachgewiesen werden.

Damit wurde hier auf mehreren Ebenen gezeigt, dal3 ein E-PCR-Produkt prinzipiell ein
ebenso gutes Templat fr die Proteinsynthese sein kann wie ein Expressionsplasmid.
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4.7.7 Stabilitat des E-PCR-Produktsim zellfreien Proteinsynthesesystem

Wenn die Ressourcen des in vitro Translationssystems fir 1&ngere als die hier benétigten In-
kubationszeiten ausreichte, wéare eine Limitierung der Proteinsynthese durch die Halbwertzeit
des PCR-Produkts denkbar. Daher wurde die Stabilitdt des E-PCR-Produkts FAast im
Protei nsynthesesystem untersucht.

Das wahrend der Synthese mit %S dCTP markierte PCR-Produkt wurde als Templat fur die
Proteinsynthese eingesetzt und Aliquots der Reaktion an aufeinander folgenden Zeitpunkten
aus dem Reaktionsansatz entnommen. Das aufgereinigte PCR-Produkt wurde dann im denatu-
rierenden Polyacrylamidgel getrennt und ein Autoradiogramm des Gels erstellt (Abb. 584).
Parallel dazu wurde synthetisiertes H-FABP mit Hilfe eines Autoradiogramms nach Auftren-
nung durch SDS-PAGE gemessen (Abb. 58g). Der Zeitliche Verlauf der PCR-Produkt-De-
gradation und der Proteinsynthese sind in Abb. 58¢ dargestellt.

Abb. 58

A PCR - Produkt B synthetisiertes Protein
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Sabilitdt des E-PCR-Produkts im zellfreine Trans-
100 ' 100 lati %ﬁ/stem und Verlauf der Proteinsynthese

A “T“S-markiertes PCR-Produkt mit einer molaren
Aktivité von 50000 dpm/pmol wurde fir die Protein-
synthese eingesetzt. 30 pl Aliquots wurden zu den
angegebenen Zeitpunkten aus dem Reaktionsansatz
entnommen und verbliebenes PCR-Produkt mittels
RNase- und Proteinaseverdau sowie Ethanolprézipi-
tation aufgereinigt. Nach Trennung im denaturieren-
den 5.3 % Polyacrylamidgel (7 M Harnstoff, 0.1 %
SDS, TBE) wurde ein Autoradiogramm des Gels er-
stellt und die Bandenintensitdten des vollstandigen
PCR-Produkts im Phosphoimager-System quantifi-
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0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 B Parallel wurde die Proteinsynthese des C-mar-
Zeit [min] kierten Fusionsproteins anhand der Bandenintensité-

ten im Autoradiogramm des SDS-Gels quantifiziert.
C Dargestellt ist der zeitliche prozentuale Verlauf der Proteinsynthese sowie der Degradation des PCR-Pro-
dukts. Die Proteinsynthese ist etwa innerhalb der ersten 90 min effektiv und erreicht dann langsam ein Plateau.
Innerhalb des selben Zeitraums bleibt der grofite Anteil des eingesetzten PCR-Produkts als Bande mit vollstan-
diger GroRRe detektierbar. Nach etwa 100 min ist etwa die Hélfte des Templats degradiert. Damit ist die Halb-
wertzeit des PCR-Produkts dhnlich zu dem Zeitpunkt an dem die Proteinsynthese ihr Plateau erreicht.
Maoglicherweise ist diese zeitliche Korrelation zuféllig. Denkbar wére aber auch, dal? die Halbwertzeit des PCR-
Produkts von der Expressionsaktivitét abhéngt oder umgekehrt.
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Die Halbwertzeit des PCR-Produkts im Proteinsynthesesystem wurde zu ca. 100 min be-
stimmt. Das ist in der Grof3enordnung auch der Zeitpunkt, zu dem die H-FABP-Synthese zur
Séttigung kommt. Diese zeitliche Korrelation von PCR-Produkt-Degradation und dem Erlie-
gen der Proteinsynthese konnte zuféllig sein. Es ist aber auch mdglich, dal3 aufgrund ver-
brauchter Ressourcen die Proteinsyntheseaktivitdt abnimmt und das PCR-Produkt dadurch
zunehmend der Degradation ausgesetzt wird. Oder aber die Proteinsynthese ist durch die
Halbwertzeit des PCR-Produkts limitiert.

Es wurde schon mehrmals gezeigt, dal3 die in vitro Proteinsynthese deutlich verbessert werden
kann, wenn dem Syntheseansatz Reaktionkomponenten (Energiekomponenten und Ami-
nosauren) kontinuierlich zugeftihrt werden, wahrend verbrauchte Komponenten entfernt wer-
den (Spirin et a., 1988; Kim et al., 1996; Yao et al., 1997; Kim & Choi, 1996; Stiege & Erd-
mann, 1995; Nakano et al., 1999). Solche Systeme kénnen Uber Zeitperioden von zwanzig
und mehr Stunden produktiv sein. Zuktnftige Experimente werden zeigen, ob PCR-Produkte
fUr Langzeitinkubationen gentigend stabil sind. Fir ein diskontinuierliches System konnte hier
gezeigt werden, dal3 das PCR-Produkt etwa solange stabil ist wie die Proteinsynthese an-
dauert. Sollte die Stabilitdt des PCR-Produkts unabhéangig von der Proteinsyntheseaktivitét
sein, so mufdte es wahrscheinlich gegen Degradation, z.B. durch Einbau schwer hydrolysier-
barer Nukleotidanaloga, geschiitzt werden, oder desoxyribonukleasearme Zellstdmme mufiten
fUr die Préparation des Trand ationsystems eingesetzt werden. Es wurde bereits berichtet, daf?
die Degradation von linearen Templaten im zellfreien E. coli - System limitierend fir die
Proteinsynthese sein kann (Kudlicki et al., 1992). Dessenungeachtet wird fir dieses System
zusammen mit den zukUnftigen Verbesserungen der zellfreien Expression die Ermdglichung
der beschleunigten Synthese von Protein im Milligrammbereich je Milliliter ReaktionslGsung
mit relativ geringem Aufwand vorhergesagt. Dadurch wirden in Zukunft schneller kom-
plexere Analysen von Proteinen wie z.B. die Strukturbestimmung ermdglicht werden. Aber
auch die Synthese groféerer Mengen von Proteinen, die sich der Synthese in zelluldren Syste-
men entziehen ware deutlich erleichtert.
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4.8 Fehlerabschatzung bel Ermittlung der Konzentration an synthetisiertem Protein

Das Pipettieren sehr kleinen Volumina bel der Erstellung der komponentenreichen Reaktions-
ansdtze fur die Proteinsynthese sowie bei der Analytik ist mit einem natrlichen Mef3fehler
behaftet. Dieser wurde anhand der Abweichung der Mef3ergebnisse von Doppel- oder bei Be-
darf von Dreifachbestimmungen beurteilt und betrégt normal erweise weniger als 2-5 %.

In der aus E. coli isolierten Enzymfraktion ist ein unbestimmter Anteil an Aminosdure-bela-
dener tRNA enthalten. Dieser wurde in der Uber den Einbau von radioaktiv markierten Ami-
nosaren bestimmten Konzentration des synthetisierten Proteins nicht berlicksichtigt. Daher
sind die berechneten Konzentrationen der synthetisierten Proteine tatséchlich etwas grof3er
einzustufen.

Neben dem gewinschten Produkt werden oft auch verkirzte Fragmente gebildet. Diese
Fragmente gehen in die Messung der Proteinkonzentration Uber radioaktives, TCA-féllbares
Trandationsprodukt mit ein, was den Hauptfehler dieser Bestimmung ausmacht. Nach Tren-
nung der Syntheseprodukte mittels SDS-PAGE kann jedoch der Anteil an vollstdndigem Pro-
dukt im Vergleich zur Gesamtheit der Produkte ermittelt, und die aus der TCA-Fallungsana-
lytik erhaltenen Mef3werte korrigiert werden.

Unzpezifisches Syntheseprodukt, welches aus der Trandation endogener (wahrend der Prapa-
ration des Systems nicht vollsténdig entfernter) mRNA hervorgeht, wird anhand der Messung
von Reaktionen ohne zugegebenem Templat bestimmt. Die entsprechenden Mel3werte sind
normalerweise relativ klein und werden von den Mef3werten aus Reaktionen mit zugegebe-
nem Templat abgezogen. Es ist jedoch bekannt, dald Resourcen fir die Synthese unspezifi-
scher Produkte in Anwesenheit von effizienten Templaten zugunsten des spezifischen Pro-
dukts verschoben werden. Daher sind auch hier die berechneten Konzentrationen der syntheti-
sierten Proteine tatséchlich etwas grof3er einzustufen.

Insgesamt wird der Fehler bei der Bestimmung der Proteinkonzentration um etwa zehn Pro-
zent eingeschétzt.

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wird sowohl von der Reihenfolge der pipettierten
Komponeneten als auch von der Geschwindigkeit der Zusammenstellung eines Ansatzes und
damit vom Experimentator beeinfluf3t. Efahrungsgemal? kdnnen hier die grofdten Abweichun-
gen in den Ergebnissen mit bis zu 20 % entstehen.



